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1. 서론

비타민 C로잘알려진 L-ascorbic acid (AsA)는 세포내에

서 항산화 효과를 중심으로 자외선으로 인해 발생하는 활성

산소를소거하여염증을방지하고, 노화를방지하며, 인체 내

콜라겐합성에관여하는등다양한생리활성을나타내는필

수 영양소 중 하나이다 [1].

그러나 AsA는 불안정한구조로인해빛이나공기, 금속이

온등에노출되면쉽게산화되어기존의생리활성기능을잃

어버리는 단점이 존재한다. 이러한 AsA의 구조적 안정성을

극복하기 위한 대안으로 AsA의 활성화 부위인 2번 탄소에

다른 화학적 그룹을 결합시킴으로써 자발적 공명 현상이 상

쇄되는 AsA 유도체(L-ascorbic acid derivative)에 관한연구

가 진행되고 있다 [2].

AsA 유도체는 특정 효소의 작용으로 가수분해되어 환원

된 형태의 AsA로 유리된다. L-ascorbic acid-2-O-glucoside

(2-O-α-D-glucopyranosyl-L-ascorbic acid, AA2G)는 As

A 유도체중하나로, AsA의 활성화부위에 glucose가 결합한

물질이다. AA2G는 포유류에 존재하는 α-glucosidase에 의

해 가수분해되기 때문에 사람의 세포와 조직 내에서 AsA와

동일한생리적활성을띠게될뿐만아니라수용액또는낮은

pH 조건에서 높은 안정성이 유지되는 장점을 가지고 있다.

또한 인체 내에서 가수분해된 AsA의 활성이 오래 지속되기

때문에화장품과의약품분야에서폭넓게적용되고있다 [3].

현재 AA2G는 대부분 화학적으로 합성되고 있다. 그러나

이러한방식으로합성된AA2G는높은가격으로형성되고공

정 과정에서 부산물이 발생한다는 문제점이 있다. 이를 보완

하기 위한 대안으로 효소 반응을 이용해 AA2G를 합성하였

다. 사용된효소는 Leuconostoc Mesenteroids NRRL B-512F

유래 dextransucrase (glucosyltransferase, EC 2.4.1.5)로, suc

rose에서 dextran으로 glucosyl residues의 이동을촉매하고 f

ructose를 유리시키는 효소이다. AA2G는 dextransucrase를

이용해 sucrose에서유리된 glucose를 AsA에 결합하여합성

하였다 [4].

따라서 본 연구에서는 Leuconostoc Mesenteroids NRRL

B-512F 유래 효소 dextransucrase를 이용한 효소 반응을 통

해반응온도, 반응조건을최적화한AA2G 합성에연구목적

을 두고 있다.
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요 약
L-아스코르빈산(AsA/Vitamin C)은 대표적인항산화효과성분으로그밖에도많은효능을가지고있다. 그러나다양
한 외부 요인에 의해 빠르게 산화되어 본래의 기능과 효능을 잃어 체내에서 제대로 기능하지 못하는 문제점이 있다.
이를해결하기위해 Leuconostoc mesenteroids LRRL B-512F 균주로부터 dextransucrase 효소를얻은후효소반응을
수행하여 AA2G 합성을 진행하였다. 효소 활성은 DNS 방법으로 측정하였고, AA2G의 합성 분석은 HPLC로 수행하였
다. 그 결과, 완충액조성의변화, 생산순서의변화, 효소반응온도의상승에따라 AA2G의합성속도가증가함을확인
하였다. 이후합성된AA2G는화장품, 의료용바이오소재(필러등) 등다양한분야에서활용가능성이높은것으로확인
됐다.
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2. 실험방법

2.1 시약 및 재료

본연구에서는 dextransucrase (EC 2.4.1.5)를 추출하기위

한 균주로 Leuconostoc Mesenteroids NRRL B-512F를 사

용하였으며, AA2G를 합성하기위해 L-ascorbic Acid(Mw: 1

76.13 g/mol, 99.5 %, Samchun Chemicals)(AsA)를 사용하였

다. 그밖에 사용된 시약들은 모두 일급 내지 이에 준하는 등

급들로 구매하여 사용하였다.

2.2 균주 배양 및 효소 생산

MRS 배지에 배양된 colony를 취하여 dextransucrase 생

산배지(pH 7.0, 단위 g/L, Sucrose 20, Yeast extract 20, K2H

PO4 20, MgSO4·7H2O 0.2, FeSO4·7H2O 0.01, CaCl2·2H2O 0.0

1, NaCl 0.01)에서 26 ℃, 175 rpm의 조건하에밤새배양하였

다. 원심분리기를이용하여 12,000 rpm의 조건하에 1분간상

등액으로부터 dextransucrase를 추출한다.

2.3 효소 활성 확인

효소 반응을 이용한 AA2G 합성 활성도를 확인하기 위해

isomalto-oligosaccharides를 합성하였다. TLC(Thin-Layer

Chromatography)를 사용하여 sucrose와 maltose를 대조하여

분석하였다. isomalto-oligosaccharides는 균주를 dextransuc

rase 생산배지에서 23 ℃와 36 ℃, 175 rpm의 조건하에밤새

배양한후, 추출한 dextransucrase 0.5 mL와 100 mM Sodium

acetate buffer (pH 5.5), 10% sucrose, 10% maltose의 조성으

로 30 ℃, 30 rpm 조건 하에밤새효소반응하여합성하였다.

AA2G의 효소활성도를측정하기위해 DNS Method를 이

용해측정하였다. 우선 glucose 농도별(0.3125, 0.625, 1.25, 2.5,

5, 10) 각각 standard 제조를하고 DNS Solution과 효소반응

물 및 glucose standard를 5:3 비율(v/v)로 혼합한다. 98 ℃,

5분간 PCR 기기 이용하여 반응시키고 UV spectrometer 이

용하여 540 nm에서 흡광도 측정하였다.

Concentration (mg/mL) Optical density (540 nm)

10 1.639

5 0.89

2.5 0.488

1.25 0.283

0.625 0.196

0.3125 0.141

[표 1] Composition of DNS Method

2.3 AA2G 합성 실험

AA2G를 합성하기 위해 반응물로 AsA와 sucrose를 사용

했으며, 합성 분석은 HPLC를 통해 진행하였다 (표 2). 균주

Leuconostoc mensenteroids NRRL B-512F를 26 °C에서, 20~

24 h 동안 170 rpm으로밤새배양하였다. Preculture 이후배

양한균주를생산배지와 1:10(v/v) 비율로 26 ℃에서 170 rpm

으로 6시간동안본배양을하고 main culture 균주에서효소

dextransucrase를 1분 동안 16,000 rpm으로 원심분리기를이

용해추출하였다. 그리고 L-AsA와 sucrose, 효소 dextransuc

rase를 반응시켜 AA2G(L-ascorbic acid-2-O-a-glucoside)

를각각 23 ℃와 30 ℃ 온도로 24 h 동안 30 rpm으로 합성하

였다. 50 mM sodium acetate trihydrate, 10% sucrose, 1 %

L-AsA, 0.5 mM CaCl2·2H2O를 혼합한 반응 버퍼를 통해 반

응하였다. 그후, 9:1(v/v)의 비율로추출한 dextransucrase와

반응 조성을 하였다.

Flow rate 1.0 mL/min

Maximum Absorption Peak 254 nm

Column C18 column

Detector UV-vis detector

Solvent
100mM potassium phosphate 

buffer (pH2.5)

[표 2] Condition of HPLC

3. 결과 및 고찰

3.1 TLC를 통한 효소 활성도 확인

Leuconostoc mesenteroids NRRL B-512F 내 dextransuc

rase의 존재및활성을확인하기위해 TLC를 이용하여정성

분석하였다. TLC 결과 사진의 실험군 R1-R4 spot에 대조군

인 maltose와 sucrose spot 이외에 다른 spot들이 중합도에

따라 분리된 것을 확인할 수 있었다. dextransucrase를 이용

한 효소 반응에서 접합된 glucose의 개수가 증가할수록 spot

이 아래쪽으로나타나게되고, 전개도느리게진행되었다. 전

개 용매 I을 사용한 TLC의 경우 (그림 1), 끌림 현상이 있었

으나전반적으로 spot들을대조해봤을때, 새로운 3탄당과그

이상의당들이합성됨이관찰되기에 isomalto-oligosaccharid

es가 합성되었음을확인하였다. 따라서이실험을통해 Leuc

onostoc Mesenteroids NRRL B-512F 내에 dextransucrase

가 존재함을 알 수 있었고, 또한 효소의 활성도를 눈으로 확
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인할 수 있었다.

　R1 Buffer 700, E1 50, M 0.5%, S 2%

R2 Buffer 500, E1 50, M 0.5%, S 4%, 

R3 Buffer 700, E2 50, M 0.5%, S 2%, 

R4 Buffer 500, E2 50, M 0.5%, S 4%)

[표 3] Composition of R1, R2, R3, R4

[그림 1] Results of an experiment to confirm the enzyme 

activity of dextransucrase via TLC. (* M: maltose, S: suc

rose, * E1 strain culture temperature: 23 ℃; E2 strain cu

lture temperature: 36 ℃ )

3.2 DNS Method를 통한 효소 활성도 측정

효소반응을시킨 sample의 glucose 흡광도에서효소반응

전 시약의 흡광도 값을 빼서 Standard curve 식에 대입하여

효소 활성도 즉, 새로 합성된 glucose의 농도를 확인하였다.

새로합성된 glucose의농도가 2.85 mg/mL로 나타났음을확

인할수있었고, 본실험에사용한균주내에 dextransucrase

가 존재하며이는효소활성을띠고있는것을알수 있었다.

이 실험을 통해 실제 합성한 AA2G의 농도가 2.85 mg/mL로

나타났음을 확인하였다.

[그림 2] Glucose standard curve.

[그림 3] DNS Method results.

3.3 HPLC를 통한 AA2G 합성 확인

HPLC로 standard sample과 효소반응물을분석한결과, 비

교군인 AsA(그림 3)는 약 2.8분의 retention time에서 peak가

나타났고, AA2G(그림 4)는 약 3.5분의 retention time에서 pe

ak가 나타났다. 30 ℃(그림 5)와 23 ℃ (그림 6)의 효소반응물

은 약 2.8-2.9분의 retention time에서 AsA peak가 나타났고,

약 3.4-3.5분의 retention time에서 AA2G가 나타났다. 따라서

30 ℃와 23 ℃ 효소반응물모두비교군 AsA와 AA2G의피크

위치가 비슷하게 나타났다. 즉, 성공적으로 AA2G가 합성되

었음을 확인하였다.

Figure 4. HPLC results of comparison group AsA.
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Figure 5. HPLC results of comparison group AA2G.

Figure 6. HPLC results of synthetic AA2G (30 °C).

Figure 7. HPLC results of synthetic AA2G (23 °C).

4. 결 론

본연구에서는균주 Leuconostoc mesteroids NRRL B-51

2F 유래 효소 dextransucrase를 이용해 효소 반응을 진행하

여제조공정비용을절감하고, 친환경적이며, 체내 부작용을

줄일수있는 AA2G를 합성및개발하는데목적을두고진행

하였다. Leuconostoc mesteroids NRRL B-512F 내 dextrans

ucrase의 존재및활성확인을하기위해 TLC측정을하였고

DNS Method를 통해효소의활성도를측정하였다. 이후 HPL

C를 통해 AA2G가 성공적으로합성되었는지분석하였다. 이

러한 과정을 거쳐 비타민 C 유도체인 AA2G가 성공적으로

합성되었음을확인할수있었다. 본연구를통해합성된AA2

G를 화장품이나 의료용 생체재료 등과 같은 다양한 분야에

접목하여 제품화를 진행할 가능성이 있을 것으로 전망된다.
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