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In order to utilize Cilrus peel as lermentative substrate 01 microorganisms, enzymatic saccharilication 01 Cilrus peel 

by the crude enzyme 01 Aspergillus sp. GF 015 isolated and identilied lrom nature was investigated. When the lun

gus was cultured at 27 0C lor 3 days in wheat bran medium containing 0.6 % NHt N0.3 and 0.05 % K바 P04 ， the 

maximal production 01 the enzyme was observed. Optimal conditions lor enzymatic reaction 01 crude enzyme were 15 

ml (97.5 unit)/g 01 enzyme solution to Cilrus peel powder ratio, pH4.0 , 45 0C 01 temperature and 12 hours 01 reaction 

Ume. As the result 01 saccharilying Cilrus peel under optimum conditions, reducing sugar on the weight 01 dry matter 

was lormed 60.2 % and saccharilying rate was 76.3 %. The sugar solution obtained were mainly composed 01 glucose , 

xylose and galacturonic acid. Hydrolyzing enzymes produced by Aspergillus sp. GF 015 were pectinase, cellulase and' 

xylanase. 
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최근 우리냐라에서 강윷류의 재애를 척극적으로 펴l 성유자윈에 비하여 쉬울 것유로 생각된다. 이와 

권장한 결과， 매년 그 생산량이 급격히 증가되어 같은 강율의 과피 맺 가공부산플 재이용에 관한 연 

1982년에는 322 , OOOM /T에 이르고 있다<< < 이 막대 구는 외국의 경우 주요성분의 추출 및 직 섞 탄소윈 

한 양의 감율류에서 감율과피는 대개 律?十拍플 포 우로서의 이용에 대한 연구( 2 _~ ) 가 한발히 진행되고 

함하여 60% 정도가 부산불로 나오게 되는데 열부 있으며 국내의 경우도 과피의 성분함량， 추츄 빛 

는 헤料 또는 떳며으로 쓰이고 있3나 효과적인 이 Rlil 料 í t.에 관한 연구j lO_Ii ) 등이 되고 있으나 아직 강 

용방엽이 되지 못하고 있으며 특히 대단위 공장에 률과피의 당화 및 당화액의 미생풀 盤解짜침로L서 

서 나오는 써l과피의 경세적 이용방법이 절실히 요 이용어l 관한 연구는 거의 없는 실정이다 따라서 

딴되고 있는 설정 이다 20-30% 의 수*흙을 한유하 본 연구에셔는 강율과피 를 0] 생볼의 받효기 섣급 서 

는 강율과펴는 pectm 이 다량 즌새하며， 효소의 작 이용하고저 자연계로 부터 당화력이 우수한 험n플 

용을 거의 받지 않는 1ignin 의 함량이 척 기 때운에 분리하여 最適精íl::條H 및 精fl::짧의 5)(: 分組IíJt등에 

f치 *fl::物의 결함구조 자체가 느슨하여 효소적 처 관하여 몇가지 조사한 결과플 보고하고저 한다 

리에 의한 당화가 벗짚， 보릿짚과 같은 다른 농산 
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재료 및 방법 
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법 ( 11) 으보 정 량 하여 ga!acturonic acid의 양a로 나 

타내였다. ‘뼈의 定性分析은 si!ica ge! (60G , M erk製)

좋隊材料 을 이용히여 짜!썩 chromatography볍 ( 15 ì 으호 실시 하 

시 중에서 구임한 값싸셈橋 ICitrus unshiu) 의 과 였으며 전개용애는 butano!-isopropano!-water (10 

피플 5 일 동안 자연건조하여 ball mill에서 20mesh 5 : 4) 를 사용하여 상승법으로 하였다 발색제는 

이하로 분쇄 하여 사용하였다 orcino!- su lfuric ac id 10. 1 %oricino!/2N - H ， SO‘)를 

홈林의 分離 및 i꿇定 사용하였다. 

곰팡이가 번식한 검률캡점， 썩은 나무등 균 분리 蛋白質의 숲훌 

용 탑U:J. 1 g플 시 험관에 넣 고 영균수 10m!를 가하 효소 co!umn chroma t ography중의 단백질 농도는 

여 좌 현탁시켜， 그 상정액 1 m! 플 가암 살균한 spectrophotometer IShimadzu UV-240 ) 를 사용하여 

malt extrac t. agar 챔地 15m! 에 흔한히 여 30.C 항 280nm에 셔 그 吸光度플 구하였다 

온기에서 3 일간 평관배양한 후 성 장속도가 빠흔 g￥素 column chromatography 

colony 만을 순수분리하여 1 차 선정하였다. 1 차 순 앞의 조효소액 조제과정을 거쳐 침전한 단백질을 

수분리균블 다음의 組解素波 해製過程파 精化活件- 원싱분리 (8000rpm , 10min) 하여 모은 다음. 0.2M-

測定法으로 균주 각각에 대해 精化 )J 을 측정한 후 cit rate phosphate buffer (pH 4.0) 5m! 에 녹여 4.C 

가장 우수한 곰팡이를 최종적으로 2 차 선정 하여 에서 하룻동안 투석한 후， 그 중 3 m!를 sephaciex 

The Genus Aspergillus 볍 ( 13 ) 에 준하여 同定하였다 G-200 co!umn (2 .5 x 90cm) 에 통과시켰다 . 이때의 유 

홈i숍養 및 租옳素꺼훌의 調製 속은 시간당 15m!되게 하여 5 m! 씩 분취하였으며， 

100m! 삼각플라스크에 감율과피의 분말과 빌기울 그 중 0.5m!씩 을 강율과피 pectin ， xy!an , avice!, 

의 혼합물 (중량비 1 : 4) 5g과 증류수 5 m!릎 잘 CMC karboxy methy! cellu!ose) , 0.05g과 동일한 

흔한한 후. 121 .C , 1 kg/cm 2 에서 30분간 가압살균 buffer 15m! 와 흔합하여 반응시 컨 후 생성된 환 

하여 Jl딘子應獨짧으로 균을 접종시켜 2rc 에서 3 일 

간 배양하였다 배양울에 O. 2M- citrate p l'losphate 

buffer (pH 5.0) 30m!를 가하여 실온에서 2시간 동 

안 방치하여 추출하고 깨끗한 가아제로 먼저 여과 

한 후 6000rpm에서 10분간 원심분리하고 그 상정 

액을 (NH‘)，SO‘로 O. 7따和시 켜 냉 장고에서 6 시 

간 침 전시 켰으며， 침 전액을 다시 8000rpm에서 15분 

간 원싱분리하여 침전 단백질을 동일한 buffer 로 

용히l 하고 24시간 동안 4.C 에서 透析한 후 25m! 로 

定진하여 조효소액으호 사용하였다. 

g￥素의 뼈홈1t活性f則定 

강율과파 200mg을 100m! 삼각플라스크에 넣고 조 

효소액 lOml와 O. 2M-citrate phosphate buffer (pH 

5.0 ) 15m! 흘 가 하여 rotary s haking incuba t. or (40.C , 

150rpm ) 에 서 24시 간 얀응시 켜 여 파 (Toyo No.3) 한 

후， 100m ! 로 정용하여 환원망을 측정하였다. 효소 

1 unit는 앞의 조건하에서 효소액 1 m! 가 감율과피 

로 부터 30분 동안에 환원당 1 mg을 생성하는 효 

소의 양으로 하였다 

橋의 分析

G!ucose의 정 량은 Shaffer-Somogyi micr。 법 (. ‘ !’ 

흰원당은 Somogyi 볍 {15 ，‘ 총당은 pheno! - sulfuric 

acid번 ， " 으로 정량히여 오두 g!ucose 의 양유로 표 

시 ;;1 었 다. tota! uronic acid는 carbazo!- sulf uric acid 

Table 1. Effect of various carbon sources on 

optim um culturaI condition for s a:cc

harification of Citrus peel by Asper

gill1l 8 sp. GF 015 

Carbon sources Concentration Re!ative 

Arabinose 

Cellobiose 

Ga!actose 

G!ucose 

Lactose 

M a!tose 

Mannito! 

Pectin 

Raffinose 

Rhamnose 

Ribose 

So!uble starch 

Sorbose 

Sucrose 

Treha!ose 

Xy!ose 

Contro! 

(%) activity (%) 

1. 5 

No addition 

86.4 

91. 8 

90.3 

98.8 

94 ‘ 5 

92.9 

93.7 

94. 1 

93. 1 

96. 5 

95. '1 

87. 8 

100.9 

94.5 

90.3 

102.8 

100. 。
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원당량을 측정하여 각 분획효소의 활성을 조사하 

였다. 

결과 및 고찰 

a홈林의 i훨定 

분리한 곰팡이 127ft중에서 35林플 1 차 선별에 
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Table 3. Effect of inorganic salts on optimum 

cultural condition for enzymatic sacc

harifica tion of Citrus peel by Asperg

illus sp. GF 015 

lnorganic salts Concent ration Relative 
(%) activity (%) 

CaCl, 0.05 

서 선정하였으며， 2 차 선별에서 당화력 이 가장 우 CuSO ‘ '5H ,O 

118. 2 

112.8 

116.3 

106.7 

105.1 

108.4 

113.7 

115.0 

115.5 

114.4 

130.2 

112.5 

115.3 

112.5 

113. 1 

100.0 

수한 균주플 최종적으로 선정히였다. 최종 선정된 FeSO ‘ '7H ,O 

r 균주의 形態풍的 持性은 Aspergillus 햄의 균주와 MgSO ‘ '7H ,O 

일치하였으며 GF-015로 영영하였다 MnCl ， '4H ， O 

홈￥좋生훌에 미치는 벚꽃퉁源의 影훌 NaCl 

여러가지 탄소원을 밀기울 고체배지에 1. 5%농도 Na ,HPO ‘ 

‘로 첨가한 후 村照[R와 통일하게 27.C 에서 3 일간 Na , B ‘ O ,'lOH ,O 

j 배양하여 효소생산을 비교하여 본 결과는 Table 1 BaCl , '2H ,O 

‘ 과 같았으며 sorbose와 xylose외에는 대조구보다 KCI 

1 오히려 相쳐活性이 낮았다. 이와 같은 결과는 일기 KH ,PO ‘ 

’울 배지에 있는 激將등이 탄소원으로써 효소생산에 충 LiSO ‘ .H ,O 

분하기 때문에 첨가함으로 언하여 미생울의 대사 ZnSO ‘ 7H , O 

갱합성 과정에 영향을 주는 것으로 생각됨으로 본 SnC I, ' 2H ,O 

it주에 대해서는 탄소원을 따로 첨가할 펄요가 없 Na ,WO ‘ '2H ,0 

다고본다‘ 

Table 2. Effect of nitrogen sources on optimum 

cultural condition for enzymatic sacc

harification of Citrus peel by Asper -

gillus sp. GF 015 

Nitrogen sources 
Concentration Relative 

(%) activity (%) 

NaNO , O. 1 104. 5 

KNO , 102.8 

( NH ，μCO 103.7 

NH ‘ Cl 103.2 

(NH ‘ ) , HPO ‘ 103.4 

(NH ‘), SO; 10 1. 4 

(NH ‘ ) ,HC.H ,O , 103.5 

NaNO , 103.2 

(NH ‘)‘Mo ,O ,‘ '4H ,0 10 1. 4 

NH ‘ HCO , 103. 1 

(NH ‘ ) , C ‘ H ‘ 0 , 98. 2 

NH ‘ NO , 105.7 

CH , NH , COOH 103.3 

Arginine 104.6 

Yeast extract 108.7 

Peptone 11 1. 8 

Control No addition 100.0 

Control No addition 

홉￥素生훌에 미치는 쫓素源의 훌Z를훌 

질소원 농도를 0.1%로 첨가한 후 27"C에서 3 일 

간 배양하였을 때 효소의 상대환성도는 Table 2 와 

같았다. 만소원의 첨 가에 비 하여 효소환성 이 약간 

증가하였으며 특히 무기태 섣소 중의 NH ‘ NO , 와 

유기태 질소중의 peptone 이 비교적 양호하였다 그 

런데 NH ‘ NO ，가 가격이 훤씬 저렴하고 효소환성도 

peptone 에 비하여 크게 떨어지지 않기 때운에 이후 

의 실현에는 NH ‘ NO ， 를 사용하였으며 최적 첨가량 

은 0.6ι였다 

홉￥素生흩에 미치는 無機t홉의 톨Z훌 

일기울 고쳐1 배지어1 0.05% 무기염과 앞서 구한 질 

소원을 첨 가한 후 대조구와 동멸하게 27"C 에서 3 

일간 배양한 결과， 효소의 상대 환성도는 Table 3 

과 같았다 

표에 서 나타난 바와 같이 탄소원， 질소원에 비 해 

서 전반적으로 월등한 효소한성의 증가를 나타내었 

고， 특히 KH ， PO‘는 대조구에 비 하여 30.2% 의 증 

가를 보였으며 그 최 적 첨 가량은 0.05% 였다. 

§￥좋反liD에 미치는 짧素훌度의 影훌 

효소반응에 있어서 基탈과 醒素波의 比率을 알。} 
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l<~ig. 1. Effect of volume of enzyme solution on 

enzymatic saccharification of Citrus 

pee l by Aspergilll1 s s p. GF 015 

보 기 위 하여 감율과피 Ig에 효소액 (6. 5 unit 1m]) 

윤 5 -20ml 가히 고‘ 여 기 에 다시 O. 2M - citrate 

phosphate bu f fer (pH 4.0 ) 15ml 를 천 가하여 45 "C 

에서 24시간 반응시쉰 결파， 반응액충의 환원당량 

은 F ig. 1 과 같았다 

효소의 농도가 증가함에 따 라 환원당량이 증가하 

였으나 15ml (6.5 unit I ml ) 이상 효소액을 첨가하였 

관 때는 그 精化率이 'lj 교 적 완만하였다. 

홉￥素反1it에 미치는 反1it、 H총間의 影훌 

깎율과피 의 당회 에 대 한 효소 의 最的 反~‘B춤間 을 

조사한 결과 (F‘ ig. 2) . 시간이 경과함에 따라 환원 
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Table 4. Composition of saccharifying solution 

in supernatant after hydrolysis of 

Citrus peel by hydrochloric acid and 

enzyme. 
(gl g pee]) 

Total Reducing R S /T S G !ucose Total 
x lOO (%) ~ .----- uronate sugar sugar 

None a) O. 29 O. 14 48.3 0.05 0.08 

Acid+ 
Autoclave b) 0.53 O. 39 75. 2 0.11 O. 17 

Enzym e c) O. 65 0.61 95.0 O. 19 0.23 

a) Soaked in distilled water at room te mpe rature 

for 24hours 

b ) Treated with 0.7% HCl at 1. 5kgl cm' for 

30min. ( 1 g peel/lOOml ac id) 

c) Treated w ith e nzyme solution at 45"C for 12hr. 

당량이 증가하였으나 12시 간 부근이 가장 척망하였 

으며， 과피로 부터 60 . 2%의 환원당이 생성되어 

76.3%의 당화율을 나타내었다. 

*흩↑I:;~의 分析

원료 감률과피를 앞서 얻은 처리조건으로 당화한 

후， 당화액중의 주요성운함량을 무처 리 및 산 · 가 

압처리와 비교한 결과는 Table 4 와 같았다 환원 

당 생성 율은 효소처리시가 무처리 및 산 · 가압처리 

보다 각각 4.4 배. 1. 6 배의 현저한 증가를 나타내 

였으며 total uronic acid의 함량은 각각 3 배. 1. 4 

배로 증가하였다. 또한 총당에 대한 환원당의 비율 

이 산· 가압처리 떼가 75.2%인데 비 하여 효소처리 

시는 95%로 상당히 底分子化되어 있기 때문에 마 

생울의 탄소원으로 。l 용하는데 매우 바람직할 것으 

로 판단된다. 한편 감률과피의 최종 당화액 성분조 

성을 다른 두가지의 처리와 비 교하기 위하여 TLC 

한 결과는 Fig.3 과 같았다. 

효소처리시는 다흔 두가지의 처마에 비하여 glu

cos e, xylose , galacturonic acid가 다량 경출되었으 

며 Nishio'" 등의 보고와 대개 비슷하나 중성 단당 

류인 arabinos e 대신에 xy lose 가 다량 검출되었다. 

그런 데 xylose 는 hemicellulo se 界 의 약 반 정 도 플 

차지하고 있는 xylan에서 분해된 것으로 종래에는 

미생물의 발효기 질로 부적합하다고 믿어왔지만 최 

근에는 미생울의 資化가 가능하며 여러가지 발효마 

생울을 생산하기 위한 기절로 사용할 수 있다는 것 

이 딸려져 있기 때운(U) 에 강율과피의 xylose 도 발 

Fig.2. Tirne course of enzyrnatic saccharification 효기질로 충분히 이용될 것으로 생각된다. 또한 다 

of Citrus peeI by Aspergillus sp. GF 015. 량 함유되 어 있는 galact uronic acid를 잘 資化할 



수 있는 미생풀이 산 엮석으로 이용된다띤 더욱 더 

바럼직할 것으로 딴단된다 

*섬橋果皮 分解짧素으I Column Chromatography 

공시 균주의 깅 률과 피 당화에 관여 하는 주효소를 

얄아 보기 위하여 pectin 맺 여러가지 섬유성 기섣 

에 대한 샘解素째의 분해힌성을 앞으I 1강회 흰성촉 

정 i섬에 따라 뜩정해 본 결과 (Table 5) , xylan , pec 

tm음 각각 80 、 5 1':Vr, 분해 하였으며 CMC , avicel 도 

상당량 분해하였다. 이와 같은 효소플 폼 더 영확 

히 밝혀보기 위하여 sephad<òx G ← 200윤 사용하여 gel 

filteration 시 켜 본 결과는 Fig, 4 와 같았다‘ 

단백 잔의 peak는 5 개 F간으로 나타났으며， 이 

중 감율과펴의 당화에 크게 관여헤는 것은 1, n, 

I!l 3 개 였으며 pectinase, cellulase 맞 xylanase 로 

판단되였다. 각 효소의 정제 및 효소학적 특성 은 

계속적으로 실험하고 저 한다 
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Table 5. Saccharifying activity against various 

ee lIulose substrate of crude enzyme 

extracted from Aspergillus sp. GF 015 

Orange peel 

CM -cellulose 

Av‘cel 

P ec tin 

Xvlaη 

Filter pape r 

Soluble s tarch 

0 (+) - Cellobiose 

요 

Trea‘ment 
(%) 

6 1. 3 

24. 4 

15. 0 

51.3 

80. 9 

1l.9 

18.8 

100. 0 

。 t
-, 

Cont rol 
(ι) 

13. 8 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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