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참가 학생들에게 
이 시험은 다음과 같은 2가지 과제로 구성되어 있다. 

Task 1:  산성 인산가수분해효소 활성도 측정 (70점) 
Task 2:  단백질 정량 (30점) 
 
1. 반드시 답안지에 결과와 답을 적으시오. 시험지에 적은 답은 평가에 반영되지 
않습니다. 

2. 각 과제를 위해 필요한 시약과 기구가 모두 준비되었는지 확인하고, 빠진 것이 

있으면 손을 들어주세요. 

3. 시험이 끝난 후 답안지와 시험지를 봉투에 넣으면, 감독관이 이 봉투를  
회수합니다. 

 
 

Good Luck!! 
행운이 있기를 바랍니다. 
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분광광도계 사용법 
분광광도계(쉬마츄사 자외선 미니-1240)의 창은 400nm로 맞추어져 있다 (그림 1). 혹시 
다르게 표시되어 있으면 손을 드시오. 흡광도 값은 0.000으로 표시되어 있지 않을 수 
있습니다. 
플라스틱 미니큐벳을 최소 어깨선까지 증류수로 채운다 (그림 2).  
큐벳을 분광광도계의 투명한 면이 좌우로 향하도록 큐벳 홀더에 삽입한다 (그림 3). 
덮개를 닫는다 (그림 4). 
 “AUTO ZERO(자동영점)” 버튼을 누른다 (그림 5). 이와 같은 작동은 기기가 물을 포함한 
큐벳의 흡광도를 “0”으로 인식하도록 한다. 이것은 지금부터 시행하려는 실험의 바탕값 
대조군으로 이용된다. 
이제, 시료의 흡광도를 측정하고자 한다. 
큐벳에 있는 물을 시료용액으로 교체한 후 기기의 뚜껑을 닫고 흡광도 값을 읽는다. 
흡광도는 시료용액의 용질에 의해 영향을 받는다. 
용질의 농도가 낮은 시료에서 높은 시료를 연속적으로 측정한다면 매 측정 시 큐벳을 
세척할 필요가 없다. 
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 (그림 1)  (그림 2) 

 (그림 3)  

 (그림 4) 

  (그림 5)

(어깨) 

Cuvette  
holder 
(큐벳홀더) 

Lid (덮개)   

Light 
(빛) 
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 (서론) 
산성 인산가수분해효소는 산성화된 조건에서 인산화된 분자에서 인산이온을 방출한다. 이 
실험의 목적은 산성 인산가수분해효소의 특이활성도를 결정하는 것이다. 여러분은 과제 
1에서 감자 추출물을 이용해서 산성 인산가수분해효소의 활성도를 측정하고, 과제 2에서는 
그 추출물의 단백질 농도를 결정한다. 특이활성도는 단백질의 단위 무게와 단위시간당 
활성도이며, 과제 1과 과제 2를 통해 결정된다. 특이활성도는 효소의 순도를 나타내는 하나의 
지수이며, 효소의 순도가 높을수록 높다.         
 
(주의사항) 

여러분은 소량의 독성물질(p-nitrophenol 과 NaOH)을 최급하게 되며 원하는 경우 
일회용 장갑과 보안경을 착용할 수 있다. 
이전 질문에 대한 답이 필요한 계산의 경우, 계산식이 정확하면 오답이더라도 부분 
점수를 부여한다.  

 
        준비물과 장비     
            수량 
         1 
    분광광도계 
마이크로피펫 (1000 µl 용) 
마이크로피펫 (200 µl 용) 
피펫팁 (1,000 µl 와 200 µl 용 각 각 1 박스) 
플라스틱 큐벳 
6-1에서 6-7의 시험관들을 꽂을 수 있는 시험관대 

산성 인산가수분해효소 추출물 (15 ml 플라스틱튜브에 4 ml, ‘1x enzyme’으로 표지)  
0.5 M 아세트산 나트륨 완충용액 (pH 5.6) (15 ml 플라스틱 튜브에 2 ml) 
5 mM pNPP (15 ml 플라스틱 튜브에 4 ml) 
        0.5 M NaOH (15 ml 플라스틱 튜브에 8 ml) 
        3% NaCl (15 ml 플라스틱 튜브에 10 ml) 
                  시험관 (유리관) 
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 과제 1 (70점) 
 

산성 인산가수분해효소 활성도 측정  
 

산성 인산가수분해효소의 활성도는 p-nitrophenylphosphate (pNPP)를 p-nitrophenol (pNP)로 
전환시키는 효소이다. 생산물인 pNP는 400 nm에서 빛을 흡수하며, 강한 알칼리 조건에서 
흡수계수(e400nm)는 19,000 M-1cm-1 이다. 산성 인산가수분해효소의 반응 용액은 약한 산성이기 
때문에 pNP의 측정을 위해서 알칼리화가 필요하다. 과제 1에서 여러분은 효소 추출물 1 ml에 
의한 1 분당(per minute) 흡광도의 변화를 측정하게 된다. 흡광도 변화는 흡수계수(ε400nm)를 
이용해서 농도의 변화로 변환된다. 그런 다음 측정한 농도 변화를 측정한 부피에 곱해서 
반응에 의해 생성된 pNP 분자의 몰 수(mol number)를 계산한다.   
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＊흡수계수란 무엇인가 ? 

 

A, 흡광도 
ε, 흡수계수 (M-1  cm-1) 
C, 농도 (M=mol litre-1 ) 
L, 빛의 경로길이 (cm) 
I0, 입사광선의 강도 
I, 투과된 빛의 강도 

흡광도(A)는 특정 파장에서 빛을 흡수하는 정도를 나타내는 용액의 물리ㆍ화학적 

특성이다. 흡광도는 농도(C)와 빛의 경로길이(L)에 비례한다. 수식의 상수는 

흡수계수(ε)이며 용질의 특성을 나타낸다. 따라서 ε값은 주어지고 Α는 1cm이기 때문에 

A=ε C (M=mol litre-1) L (cm)식을 이용하면 흡광도를 이용해 용질의 농도를 계산할 수 
있다. 흡광도는 단위가 없는 수이기 때문에 ε 의 단위는 M-1  cm-1 이다. 
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과제 1에서는 2가지 농도의 효소를 분석에 이용한다. 산성 인산가수분해 효소의 추출물을 
포함하고 있는 ‘1x enzyme’으로 표지된 튜브를 찾는다. 다음에는 3% NaCl 튜브에서 1ml를 
제거한 후 남은 9 ml에 마이크로피펫을 이용하여 1 ml ‘1x’ enzyme을 추가하여 ‘0.1x’ enzyme 
용액을 만든다. 이 튜브를 ‘0.1x’ enzyme으로 다시 표지한 다음, 6개의 빈 튜브에 다음과 같이 
각각 효소의 농도와 반응시간을 표지한다.  

 
‘0.1x’, 20 min 
 
‘1x’, 20 min’ 
 
‘0.1x’, 10 min 
 
‘1x’, 10 min 
 
‘0.1x’, 1 min 
 
‘1x’, 1 min 
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 Q.1.1. (10점) 첫째, 6가지 반응을 모두 진행할 수 있도록 하고 각 반응의 시작 시간 사이가 
1분 간격이 되도록 실험계획을 세우기 위하여, 답안지의 표에 시작(○)과 정지(●)표시를 
하시오. 답안지의 표에 ‘0.1x, 20 min’ 반응이 예시로 표시되어 있습니다. 
 
Q.1.2. (15+10점) 아래에 설명된 측정방법과 Q.1.1.의 실험계획에 따라 효소반응 실험을 
수행한다. 용액을 피펫으로 추가할 때마다 새로운 팁을 이용한다. 용액을 추가한 후 즉시 
시험관을 가볍게 쳐서 용액을 섞은 후 반응을 시키고 시료의 흡광도(A400

 

)을 측정한다. 
답안지의 표에 측정된 값을 적고 그 값을 그래프 용지에 표시 하시오. 물이 바탕값으로 
이용되었기 때문에 그래프의 선은 Y축의 0점(원점)을 지나지 않는다. 

산성 인산가수분해효소 활성도 측정 방법 
１） 0.5M 아세트산 나트륨 완충용액 (0.5 M Na acetate  buffer) (pH 5.6) 0.12 ml 과 5 mM 

pNPP 용액 0.24 ml을 튜브에 넣어서 섞는다.  효소용액 0.24 ml을 추가해서 반응을 
시작한다.  

２） 1, 10, 20 분간 각 각 반응을 시킨 후 0.5 M NaOH 용액 0.6 ml을 추가해서 반응을 

중지시킨다. 추가된 NaOH는 효소반응과 생성물인 pNP를 노란색 물질(A400

３）모든 반응이 중지된 후 시료의 흡광도(A

-
absorbing)로 바꾼다.    

400
감자의 산성 인산가수분해효소의 분석 

)를 측정한다. 

0.5 M Na acetate buffer(pH 5.6) 0.12 ml
5 mM pNPP 0.24 ml

Enzyme (효소) 0.24 ml
0.5 M NaOH 0.6 ml

Sum (계) 1.2 ml  
 

Q.1.3. (15점) 시간과 흡광도(A400

 

) 사이의 관계에서 어떤 효소농도가 직선에 더 가까운가 ?  

답안지에 직선에 더 가까운 효소의 농도에 동그라미를 그리시오. 그리고 이 효소농도의 

그래프에서 기울기를 계산식과 함께 쓰시오. 

Q.1.4. (5점) Q.1.3.에서 얻은 기울기를 이용해서 ‘1x’ 효소 용액의 1 ml 당, 분 당 활성도를 
흡광도 변화로 계산하시오. 빛의 경로길이 (L)은 1cm 이다. 답안지에 계산식과 적당한 단위를 
반드시 쓰시오.  
 
Q.1.5. (5점) Q.1.4.에서 얻은 흡광도 변화를 농도의 변화로 계산하시오(pNP의 ε400 
를 19,000 M-1 cm-1 

 

로 추정). 답은 답안지에 계산식과 ‘1x’효소 용액의 1 ml 당, 분 당 

단위로 표시하시오. 

Q.1.6. (5점) Q.1.5.에서 얻은 농도의 변화를 pNP의 몰 수(number of moles)의 변화로 

표시하시오. 여러분의 답은 답안지에 계산식과 ‘1x’ 효소용액의 ml 당, 분당 몰(moles)로 

표시하시오. 

 

Q.1.7. (5점) 초기에 이용되었던 ‘1x’ 효소 용액 4ml에 있는 총 활성도(분당 몰; moles per min)를 
계산하시오.  
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 과제 2 (30점) 
 

단백질 정량 
 

단백질의 농도는 소 혈청단백질(BSA)와 같은 표준 단백질을 이용해서 결정된다. 과제 

2에서 여러분은 브래포드 방법(Bradford method)에 의해 ‘1x’ 효소 용액의 단백질 농도를 

결정하게 된다. 브래포드 방법은 단백질과 결합하면 595nm에서 흡광도가 증가하는 코마시 

블루(Coommassie Brilliant Blue)를 이용하는 장점이 있다. 

 

0.4 mg/ml BSA 용액을 3% NaCl 용액으로 2배씩 연속적으로 희석해서 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 
mg/ml 용액을 준비했다. 연속적으로 희석된 BSA 용액과 과제 1에서 준비된 ‘0.1 x’ 효소 
용액을 코마시 블루 용액으로 반응시키고 595nm에서 흡광도를 측정한 후 아래의 표와 같이 
기록되었다.  

Table (표) 

시 료 [BSA] OD595

(mg ・ml -1 )
0.00 0.000
0.05 0.070
0.1 0.143
0.2 0.261
0.4 0.521

0.1x 효소 용액 0.180  

OD 값은 물질이 빛을 투과시키는 정도 또는 용액의 흡광도를 나타냄.  

Q.2.1. (10점) 답안지의 그래프 용지에 BSA 농도에 따라 OD595

 

 값을 표시하고 값에 근접한 

직선을 그리시오. 

Q.2.2.(10점) 그래프로부터 ‘0.1x’ 효소 용액의 단백질 농도를 산출하고, ‘1x’ 효소 용액의 

단백질 농도를 단위와 함께 쓰시오. 

 

 

Q.2.3.(10점) ‘1x’ 효소 용액의 특이 활성도(mg 단백질 당, 분당 활성도; activity per min per 
mg protein)를 계산하시오. 답은 단안지에 계산식과, mg 단백질 당, 분당 단위(unit per min 
per mg protein)로 표시하시오.  
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