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1. 개요

효소는 고온에서 민감하고 불안정하며, 안정적 효소 활성을 위해서는 수용성 매질을 

필요로 하는 것으로 알려져 있다. 이러한 특성은 촉매로서는 적합하지 않으며 합성 반

응에서도 바람직하지 않다. 대부분의 경우, 이러한 단점들을    극복할 수 있는 간단한 

방법은 효소를 고정화시키는 것이다. 즉, 생촉매의 연속 공정에서 장기간 재사용이 가

능하고 반응 후 생화학적 특성이 손실되지 않도록 하기 위해서 수용성 효소를 비수용

성 고체 지지체에 고정시킨다. 적절한 지지체에 연결고리를 통해 생촉매를 다점 및 다

소단위체 공유결합을 시키면 고정화된 효소 구조에 강성을 부여하고, 온도 변화나 유

기 용매에 대해 안정성을 제공한다. 이와같이 효소의 고정화는 매우 유용한 것으로 입

증되어 왔으며, 지난 40년 동안 산업 공정에서 활성도, 안정성, 기질 특이성과 같은 효

소의 특성을 향상시키기 위한 방법으로 성공적으로 사용되어 왔다 (그림 1). 효소 고정

화의 오랜 역사와 명백한 이점에도 불구하고, 생체 촉매 과정에서 고정화 효소 중 약 

20%만 반응하는 것으로 추정된다. 따라서 선결 주요 과제는 고정화 시 효소 활성을 잃

지 않으면서 동일한 반응에 효소가 반복적으로 사용될 수 있는 적절한 고정화 방법을 

개발하는 것이다. 고정화 기술의 발전으로 인하여, 관심의 초점이 특정 용도에 적합한 

특성을 가진 변형된 효소 모듈의 개발로 바뀌었다. 고정화의 장점은 다중, 반복, 또는 

연속 사용이 가능하며 반응시간의 최소화, 높은 효소 안정성, 향상된 공정제어, 다중 

효소 시스템, 제품분리의 용이성이다. 또한 노동 집약도가 비교적 낮고, 비용효과가 크

며, 사용이 안전하며 친환경 적이다. 단점은 낮은 효소 활성도, 효소의 구조 변화, 효소 

변성, 특성의 변화, 기질 및 생산물의 물질 전달 제한, 비수용성 매질에서의 활성 감소 

등이다. 본 보고에서는 산업 공정에 적합한 효소의 특성을 제공하기 위한 다양한 고정

화 전략 방안 및 최신 연구동향을 제시하고자 한다.



그림 1. 산업적 공정에서 효소의 성공적 사용을 위한 효소 개량 요인

2. 고정화를 통한 생촉매의 특성 향상

고정화된 아미노아실라제가 1967년에 아미노산 분해를 위한 산업 공정에 최초로 사용

된 이후, 효소 고정화 기술은 점점 더 많은 관심을 받게 되었으며, 최근 수십 년 동안 

비약적인 발전을 이루었다. 효소는 다양한 산업용, 생체의학용, 분석용 프로세스에서 

촉매로 사용되고 있다. 효소 고정화 기법 개발이 많은 관심을 끄는 이유는 고정화 된 

효소가 수용성 효소와 비교해 안정성이 높으며 반응과정에서 쉽게 분리할 수 있기 때

문이다. 효소 고정화에는 다양한 방법이 사용되며, 가장 흔히 사용되는 세가지 방법들

은 흡착, 포착, 및 교차결합 (지지체에 공유 결합)이다 (그림 2). 최근 효소고정화의 주

요 관심사는 유기 용매에서 고활성을 유지하고 안정적으로 선택적인 반응이 가능한 효

소를 개발하는 것이다. 특정 효소의 이상적인 고정화 방법은 시간이 지남에 따라 높은 

촉매 활성을 유지하면서 효소의 높은 전환율을 가능하도록 하는 것이다. 단백질은 다

양한 입자의 표면에 물리적으로 흡착시키거나 활성화 된 나노 입자에 공유 결합함으로

써 고정화된다.



그림 2. 다양한 방법을 통한 효소 고정화

2.1. 활성도

1960년대 초 골드스타인의 연구에서 미세환경 효과로 인해 고정화 된 효소의 활성이 

향상됨을 확인하였다. 일반적으로, 고정화에 따른 효소 활성의 향상은 미세 환경, 분할 

효과, 확산 효과, 구조 변화, 분자 배향, 구조의 유연성, 유도 및 접합 방식에 따라 달라

진다. 많은 고정화된 효소들이 천연 상태의 효소들과 비교해 높은 활성을 나타내는 것

으로 관찰되었다 (Hirsh et al. 2010). 고정화된 효소가 기질에 의해 저해되는 것을 억

제할 때, 천연 효소보다 더 활성이 높아질 수 있다. 예를 들어, 다공성 셀룰로오스 입

자에 칸디다 유틸러스에서 얻은 자당효소를 고정화시킴으로써 기질 저해가 감소되고 

효소의 활성도가 증가하였다. 최근 고정화기술, 특히 배향성 고정화기술의 발전으로 인

해 유리한 기질의 접근성 증대와 활성부위 변성을 줄여줌으로 인해 무작위로 고정화된 

효소와 비교하여 고활성이 확보되고 있다. 일반적인 고정화 기술들의 경우 활성도 유

지율이 제한적이고, 효소 부하량, pH, 운반체, 화학 결합 작용과 같은 고정화 조건들을 

지속적으로 관찰해야 한다. 공유 결합에 의한 배향성 효소고정화는 효소의 기능성은 

보존하면서도 균질층을 형성하게 된다. 최근에 시토크롬 C 환원효소를 분석한 결과 배

향성 고정화 효소 샘플은 유리한 접근성때문에 무작위로 고정화된 효소와 비교해서 활

성도가 3배 높았다 (Marcuello et al. 2012). 질서정연하게 배향성 고정화 된 효소 분자

들은 대체로 무작위로 고정화 된 효소분자와 비교해 활성도나 안정성이 높다.



2.2. 열안정성

효소의 안정성을 위한 고정화 방법으로 교차결합, 다지점 접합, 공유 및 비공유 고정화 

등 많은 유용한 전략들이 개발되었다. 고정화된 효소의 안정성은 지지체와의 상호 작

용, 접착 위치, 접합의 수, 구조의 자유도, 미세 환경, 지지체의 구조, 스페이서의 특성 

(전하를 띤 또는 중립, 친수성 또는 소수성, 크기), 고정화 조건과 같은 다양한 요인에 

의해 결정된다. 고정화된 효소의 안정성은 종종 개별 안정화 인자 또는 개별 인자의 

누적 효과에 의해 결정된다. 동일한 고정화 방법을 사용하더라도 선택한 지지체와 고

정화 조건에 따라 안정성이 달라진다. 고정화 공정에 대한 이해가 늘어나면서, 고정화

를 이용한 효소의 안정성도 고려해야만 한다. 호열성 및 과호열성 효소는 고정화를 이

용해 안정성을 더 향상 시킬 수 있는데, 이는 고정화가 효소의 안정성을 향상시키는 

속성을 가지고 있음을 의미한다.

물리적 흡착과 공유 결합 모두가 효소 침출을 감소시키거나 방지하고, 평면에 접합할 

경우 안정성이 감소하거나 단백질 변성을 초래할 수 있다. 효소의 교차 결합은 일반적

으로 활성을 낮추나, 안정성을 증가시킨다. 마이셀 또는 마이셀 폴리머로 마이크로캡슐

을 형성시키면, 물질의 전도 문제가 발생할 수는 있지만 효소 수명연장과 효소 침출 

방지에 있어서 큰 잠재력을 가지고 있다. 외부 유기 또는 무기 지지체에 효소를 결합

하면 추가적인 공유 또는 비공유 상호 작용을 유도할 수 있다. 이러한 추가적 상호작

용은 효소의 구조적 유연성을 감소시키고 고정화된 효소에 강성을 부여함으로써, 결과

적으로 효소의 변성을 감소시키게 된다. 그림 3은 안정성을 향상시키기 위해 지지체에 

효소를 고정화 시키는데 사용되는 다양한 전략을 보여준다. 운반체에 효소를 고정화시

켜 안정성을 향상시키는 다지점접착 (또는 교차결합)은 안정된 운반체에 고정된 효소를 

설계하기 위해서 연구되었다. 다지점접합을 사용해서 효소를 고정화 시킬 경우 안정성 

향상 정도는 효소와 지지체 사이에 형성된 결합의 수에 의해 결정된다. 최대수의 효소

군이 고정화될 수 있도록 지지체, 반응군, 고정화 조건의 속성을 신중하게 선택해야 한

다.



그림 3. 고정화 즉, 외부 매트릭스에 추가적인 공유 및 비공유 접합력 부여를 통한 

효소의 안정성 향상 방법. (가) 효소를 나노입자에 비공유 물리적 흡착 (나) 효소를 

나노입자에 공유 결합 (다지점 접착), (다) 효소를 공유 교차결합, (라) 효소를 micelle을 

이용해 미세갭슐에 고정

운반체에 효소를 공유 결합시키면 효소가 단단히 고정된다는 이점이 있는데, 이는 효

소와 운반체 간의 다중의 공유 결합이 형성되면 구조적 유연성과 열진동이 감소하고 

결과적으로 단백질 풀림이나 변성을 방지할 수 있기 때문이다 (Hanefeld, Gardossi 

and Magner 2009; Wong, Khan and Micklefield 2009). 대부분의 경우 안정화율은 

1000~10,000배, 활성 복원률도 약 60%이다. 주의할 점은 안정된 효소를 얻기 위해 다

른 기법을 사용하고자 할 경우, 다지점 공유 접합에 의한 효소 안정성 향상기법과 호

환이 가능한 지를 확인해야 한다. 이는 고정화기법이 산업용 생체촉매를 준비하는데 

반드시 필요한 단계이기 때문이다.

2.3. 용매 안정성

효소는 유기 용매에서 응집체를 형성하는 경향이 있으며, 따라서 기질에 접근하는 것

이 어렵다. 효소에 대한 유기 용매의 효과는 일반적으로 부정적이지만, 이러한 부정적

인 영향력은 고정화 된 효소를 사용할 경우 완화될 수 있다. 효소를 고정화하면 유기 

용매 내에서 효소의 활성도를 100배 수준까지 증가시킬 수 있다. 다공성(mesoporous) 



물질은 외부 계면과 상호작용하지 않고도 효소 분자를 완전히 분산시킬 수 있는 공극 

구조를 갖고 있기 때문에 많은 관심을 끌었다. 또한 고정화된 효소의 분자는 외부의 

소수성 계면과 접촉하지 않게 되고, 고체의 공극안에 고정된 효소를 비활성화시킬 수 

없게 한다. 유기 용매에서는 고정화된 효소가 수용상에서 용해되는 분자들과 접촉할 

가능성도 있지만 유기상의 분자와는 접촉하지 않는다. 따라서, 다공성 고체 안에 효소

를 고정화하는 모든 기법은 효소의 천연상태의 구조에 영향을 주지 않고 효소에 기능 

안정성을 제공한다. 고정화된 효소의 활성은 호수성(aquaphilicity)과 같은 지지체의 속

성에 영향을 받는다. 예를 들어, 실리카겔에 라카제(laccase)를 고정시키면 활성이 에틸 

아세테이트와 메틸렌 클로라이드와 비교 시 다이에테르에서 활성도가 각각 20배와 72

배 더 높다. 나아가, 나일론 66 멤브레인 지지체는 위의 세가지 용매에서 가장 높은 라

카제 활성을 보여준다. 이는 지지체 매트릭스의 효소활성에 대한 영향이 용매에 따른 

효소 활성의 차이보다 더욱 두드러지게 높게 나타난다는 것을 의미한다.

2.4. 선택성

광학적으로 고순도 중간체에 대한 제약산업의 수요가 증가하고 있기 때문에 효소의 선

택성은 근래 들어 효소매개 비대칭 합성에서 가장 중요한 자산이다. 효소는 천연 기질

에 대해 높은 기질 특이성을 보이며 천연 기질이 아닌 다른 합물에 대해 사용할 때, 

그 활성이 크게 감소한다. 효소의 선택성은 기질 선택성, 입체 선택성과 위치 선택성으

로 구성되며, 이는 특정 고정화 기법을 선택하여 조절이 가능하다 (Yilmaz et al. 2011). 

효소 선택성을 조절하기 위해서 유전 공학기법이 널리 사용되어 왔으나, 공유접합법, 

포괄법, 흡착법과 같은 다양한 고정화기법을 사용해서 보다 간편하게 효소 선택성을 

조절한 다수의 흥미로운 사례가 있다. 클로로퍼옥시다제와 같은 비선택적 효소가 고정

화 이후에 입체선택적 효소로 변환되고 S-선택적 효소가 공유 고정화 후, R-선택적 효

소로 변환된 사례를 보여주는 많은 연구들이 있다.

고정화 기술에 의해 영향을 받을 수 있는 선택성은 지지체 제어 방식 (기공 크기 제어 

및 확산 제어)과 구조 제어 방식 (미세 제어 및 활성 부위 제어) 두 개의 주요 그룹으

로 세분화 할 수 있다. 효소 선택성 향상과 관련해 위와 같이 반응 선택성, 기질 선택

성, 입체 선택성, 또는 화학 선택성과 같은 선택성이 반응 매개 공학과 함께 고정화 절

차에 의해 영향을 받을 수 있음을 보여주는 고정화 효소 사례가 많이 있다. 그러나, 고

정화를 통해 효소 선택성을 개선하는 것은 근본적으로는 새로운 시도라서, 실험에 지

침이 될 수 있는 가이드라인이 부족하다. 그럼에도 불구하고, 효소 선택성과 유전자 공

학 또는 다른 화학적 변형에 따른 구조적 변화 사이의 상관관계에 대한 이해가 증가하

면, 가까운 미래에 고정화를 통한 효소 선택성 개선의 성공 사례가 급증할 것으로 예

상된다.



2.5. 기질 내성

반응 중 기질, 반응 생성물, 대용량 반응 용액의 구성물질에 의한 효소의 억제는 산업 

공정에서 생체촉매의 응용에 있어서 중요한 이슈이다. 억제의 유형에 따라, 특정 억제

제는 특정 위치에 있는 효소 구조와 상호작용을 함으로써 억제를 야기하는 경향이 있

다. 이때 고정화는 서로 다른 상황에서 억제제의 종류에 따라 억제를 감소시킬 수도 

있다. 첫째, 억제제가 입체적으로 다른 부위 (allosteric site)에 작용할 경우, 활성 중심

부위와 다른 위치에 있는 단백질과 반응 시, 효소의 입체적 allosteric site는 고정화 절

차 과정에서 차단되고, 이로 인해 효소 활성의 억제는 감소된다. 둘째, 억제제가 단백

질의 활성부위와 상호 작용할 시, 고정화하는 효소의 활성부위를 막거나, 일부의 경우 

기질의 결합부위보다 억제제 결합부위에서 더 많이 막아 기질이 결합하지 못하게 할 

수도 있다. 만약 기질이 억제제보다 더 크고 더 많은 수의 효소의 단위체와 상호작용

하게 되면 그 발생 가능성이 더욱 높다.

2.6. 다단계 반응

공동 고정화 다중 효소 시스템은 경제적 및 환경적 제약으로 인해 더욱 더 각광 받고 

있는데, 이는 각각의 촉매를 구획화하여 인공적 효소 연쇄 과정을 통해 다중 효소 반

응을 유도하는 것이다. 결합된 효소 시스템의 공동 고정화는 활성도와 안정성을 향상

시킬 수 있다 (Cho et al. 2012). 나이트로벤젠, 나이트로리덕타아제 및 글루코스-6-인

산 탈수소효소를 실리카 입자 안에 공동 캘슐화하였을 때 글루코스-6-인산 탈수소효소

가 NADPH의 재생을 가능하게 해준다. 이와 같이 공동 고정화는 분자 바이오센싱에서 

보조인자의 재생과 다중 생체촉매의 조합에 이르기까지 다양한 생체기술 응용 분야에 

걸쳐 혜택을 제공한다 (Betancor et al. 2006). 고정화 동안 효소를 선택적으로 구획화

하는 것은 이점을 제공할 수 있다 (van Dongen et al. 2009). 즉, 이소시아노펩티드와 

스티렌의 공동합체를 사용하여 고추냉이 과산화물과 CAL–B 및 글루코스 옥시다제를 

각각 멤브레인 표면 위, 이중층 멤브레인 안과 폴리머좀 내강 안에 고정시킨 다공성 

폴리머좀을 형성하였을 때, 이 세 효소는 세 가지의 순차적 단계의 반응을 효율적으로 

수행할 수 있었다. Spherezymes를 이용해서 이와 유사한 구획화 및 다중 효소 (라카아

제와 리파아제)를 제조하였다 (Brady et al. 2008). 또한 상업용 α-아밀라아제, 셀룰라아

제, 프로테아제 및 리파제를 플라스틱 비커의 내부와 플라스틱 브러시의 솔에 공유 공

동 고정화한 후 천의 얼룩 제거에 사용에 대해 보고한 바 있다 (Pundir and Chauhan 

2012). 공동 고정화한 효소는 보다 경제적이고 환경 친화적인 공정을 개발하기 위해 

최근에 고가의 상업용 및 생물학적 접근법에서 광범위하게 사용되고 있다.



3. 효소고정화의 발전 및 신기술

나노와 하이브리드 기술분야의 최근 발전은 다양한 재료를 이용해 효소 고정화에 더 

저렴한 소재를 사용할 수 있도록 해 주었다. 그 결과, 유기와 무기물을 혼합한 다양한 

나노구조의 재료들이 고유의 넓은 표면적과 기공 크기, 친수성/소수성 밸런스, 친수성 

및 표면 화학과 같은 물리 화학적 특성때문에 효소고정화 지지체로서 많은 관심을 받

아 왔다. 넓은 표면적과 제어된 기공 크기는 종종 효소 로딩량을 향상시키는데, 이는 

재래식 재료와 비교해 단위 부피당 효소 활성을 증가시킨다. 크기 및 형태를 조절할 

수 있는 능력을 가진 나노 구조 물질은 효소와의 상호작용을 향상시키고, 고정화 효율

을 증가시키며, 효소의 장기 보존 및 재활용 안정성을 향상시킨다 (Kim, Grate and 

Wang 2008). 또한, 이러한 유기, 무기 또는 하이브리드 재료는 적절한 미세 환경에서 

강도, 탄성, 소성, 및 화학적 결합과 향상시키는 특정 기능을 제공할 수 있다. 이러한 

다중벽탄소 나노튜브, 자성 나노입자, 실리카 나노입자 및 quantum dot과 같은 다양한 

유기 또는 무기 나노물질은 추가적인 물리적 특성 및 기계적 안정성을 가진 하이브리

드 복합 나노섬유를 생성하는데도 이용되고 있다 (Hwang et al. 2011).

지난 10년 동안 고정화 효소의 안정성을 확보하고 새로운 지지체를 개발하기 위해 지

지체 표면 위 효소를 위한 미세 환경 조절을 위한 많은 연구가 수행되어 왔다. 그러나 

체외 환경에서 효소의 특성을 향상시키기 위해 세포의 환경을 모방하는데 중점을 둔 

연구는 거의 없었다. 더욱이, 많은 시도들은 고정화된 효소의 열 안정성을 향상시킨다

고 보고된 방법으로 지지체 위에 단백질을 다중 공유결합을 통해 부착하는 방법에 집

중되어 왔다. 그러나 안정화 효과는 특정 임계점에 도달하기 전까지는 효소와 지지체 

사이에 공동 결합의 수에 비례해서 증가한다. 지지체 표면 위에 존재하는 잉여 활성화 

단위체는 효소비활성화 가능성을 증가시킨다. 

3.1. 초단파 복사

최근 초단파 복사는 화학 반응을 급격히 가속화시키고 고정화에 드는 반응시간을 단축

시킨다는 것이 증명되었다 (Dallinger and Kappe 2007). 초단파 복사는 질량 이동에 추

가적인 원동력을 제공하고 질량 이동을 가속화 한다. 그로인해 많은 고전적인 유기 반

응을 향상시키고 반응 조건을 간소화시키는데 초단파 복사가 사용되어 왔다. 초단파 

복사 하에서 수행된 반응은 기존 조건에서 수행된 반응과 비교해 더 빠르게 진행되고, 

더 깨끗하며, 산출량은 더 많으며, 재생률은 더 높다. 최근에는 초극파를 이용한 불균

질 산화와 환원 반응이 많은 관심을 받고 있다. 



3.2. 광고정화 기술

단백질 분자는 광반응성 중합체와 함께 365 nm의 자외선에 노출 시, 약 10 ~ 20 분 

후, 중합체의 반응성이 높은 니트렌에 의한 공유 결합을 통해 고정화된다. 광반응성 중

합체가 자외선에 노출될 시 C-H 결합 사이에 끼어드는 특성을 가지고 있으며 생체분

자와 결합할 수 있는 능력을 가진 고반응성의 니트렌을 생성하는데, 이는 기능성 단위

체와 상관없이 생체분자를 고정화하는데 중요한 역할을 한다. 최적의 고정화를 위해 

필요한 햇빛의 강도가 21,625 룩스 내외로 간주되며, 따라서 광고정화를 위한 365nm 

자외선과 비교해 햇빛이 좋은 대안이 될 수 있다. 그러므로 광고정화는 친환경 기법이

며 대규모 및 소규모 고정화에 모두 적합하다.

3.3. 효소에 의한 효소고정화

효소 단백질의 부분적 변성을 피하기 위해서는 유독한 화학 물질을 사용하지 않고 친

환경 성분을 사용하는 것이 효소 산업에 있어서 주요 목표이다. 효소를 이용한 효소고

정화는 고체 단백질 형성물을 제작하는 유망 기술이다. 향상된 녹색 형광 단백질 

(EGFP)과 글루타티온 S-전달효소 (GST)를 모델 단백질로서 카제인 코팅된 폴리스티렌 

표면에 고정화한 연구에 따르면 EGFP와 GST는 각각의 C-말단에 MTG 

(Leu-Leu-Gln-Gly, LLQG-tag)를 위해 중립적인 Gln 공여기질 펩타이드를 태그하였다. 

이 전략은 루시페라제 (Luc)와 GST ybbR-융합 단백질, 티오레독신 융합 단백질 등 다

양한 단백질을 고정화하는데 적용되었다.

3.4. 다공성 물질 위에 효소 제어고정화 

단백질 지지체 결합의 화학적 성질에 초점을 맞추어 낮은 단백질 로딩 조건 하에서 고

정화 속도를 변경하여 형광 단백질의 분포를 제어하는 다양한 방법이 제시되었다 

(Bolivar et al. 2011). 가시적인 고정화 속도 제어에 의한 단백질 고정화 제어는 두 가

지의 형광 단백질을 동일한 운반체에 고정화하며, 그로 인해 네 가지의 다른 분포 패

턴을 형성한다. 두 가지 단백질이 하나의 다극성 운반체 내부에 맞춤식으로 분포시키

는 것은 고정화 기술을 선도하고 있다. 두 단백질군 중의 하나는 알칼리 조건 하에서 

반응성이 높기 때문에 강한 공유 단백질-지지체 결합을 촉진시킬 수 있는 반면, 다른 

군은 비교적 중성 PH 6-8 하에서 단백질을 가역적으로 고정화한다. 단백질 분포를 제

어하는 또 다른 흥미로운 접근 방법은 다른 반응 단위체에 의해 활성화된 동일한 고체 

지지체에 다중 효소계를 고정화하는 것이다. 근래에 활성화된 아가로스-타입 지지체 위

에 재생용 탈수소효소를 포함한 세가지 생체-산화환원 연쇄반응을 위한 공동 고정화에 

대한 연구 결과를 발표된 바 있다 (Rocha-Martin et al. 2012).



4. 결론

이상과 같이 안정성, 선택성, 기질 또는 효소의 용제 내성 등의 문제를 해결하기 위한 

방법과 고정화된 효소의 생화학적 및 물리적 특성을 조절한 사례를 살펴 보았다. 단백

질 공학이나 고정화 중 한 가지 방법만을 사용해서는 산업 공정을 위한 이상적인 효소 

촉매반응을 만들 수 없다. 현재까지는 효소의 특성을 산업 현장에서 요구되는 수준으

로 조절할 수 있는 보편 절대적인 방법은 개발되지 않고 있다. 따라서 효소고정화 단

독 또는 단백질 공학과 효소고정화의 조합은 많은 산업 공정을 개선할 수 있는 강력한 

도구이며, 앞으로도 이와 관련해 더 많은 노력이 있을 것으로 예상된다. 적합한 산업화 

공정 설계를 구축할 경우, 고정화 단독 또는 단백질 공학과 효소고정화의 복합 사용은 

산업적으로 중요성이 큰 효소 공정의 산업화를 위한 성공적 전략이 될 것이다.
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