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Recently, bio-based fuels and polymers from renewable biomass have drawn much 

attention due to the increasing environmental concerns and concern over the limited 

nature of fossil resources. For example, polylactic acid(PLA) made from corn has been 

considered as a good alternative to petroleum-based plastic and has widely been 

employed for general purpose plastics because of several desirable properties such as 

biodegradability, biocompatibility, compostability, and low toxicity to humans. 

However, most biopolymers cannot be applied in high-value-added areas such as 

automobile manufacture and electronic devices because the mechanical and thermal 

properties of biopolymers are not able to meet high performance requirements of such 

applications. 

Nylon 4 is four-carbon polyamide suitable for application as an engineering plastic 

due to its superior thermal and mechanical properties. Contrary to other nylon polymers, 

nylon 4 is heat-resistant, biodegradable, biocompatible and compostable. Nylon 4 is 
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synthesized by ring-opening polymerization of petroleum-derived 2-pyrrolidone. 

Because 2-pyrrolidone can be prepared from gamma-aminobutyric acid(GABA), 

GABA produced from renewable resources such as L-glutamic acid, which is 

eventually used as the monomer for the synthesis of nylon 4, could broaden the 

industrial applications of GABA. 

In this study, we have demonstrated the hybrid process composed of biological and 

chemical processes, in which biomass-derived 2-pyrrolidone was used for the synthesis 

of nylon 4. High concentration of GABA was synthesized from MSG with recombinant 

E. coli expressing glutamate decarboxylase and then GABA was converted into 2-

pyrrolidone that was finally used for the synthesis of nylon 4. 

 

The fermentation process was developed to improve the GAD production using 

recombinant E. coli(BL21). The effects of ammonium sulfate, magnesium sulfate, 

glucose concentration, three different feeding methods and pH on the production GAD 

were investigated. Results showed that the production of GAD was the highest and 

reached 830.5 units when glucose 40 g/L, (NH4)2SO4 6 g/L, KH2PO4, 3 g/L, K2HPO4 

3 g/L, yeast extract 1 g/L and 350 rpm, 7 vvm, and  pH 5.5.  

 

pH controlled batch reactor and bubble column reactors have been developed in this 

research. They were used to produce high concentration of GABA and to determine 

optimal pH for GABA production. Glutamate decarboxylase (GAD) was isolated from 

recombinant E. coli and used for GABA production from monosodium glutamate 

(MSG). pH control was inevitable because the pH increased with MSG consumption. 

GAD showed highest activity at acidic conditions at pH 5.5 but the optimal pH for 

GABA production was pH 6.0. When 1.5 mole of MSG was used as reactant, the 1.05 

mole of GABA was produced after 10 hrs batch reaction. Using bubble column reactors, 

80 % of MSG was converted to GABA for 6 hrs reaction and 1.2 mole of GABA was 

produced. 
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2-Pyrrolidone was synthesis with high pressure reactor using produced GABA. 

The sodium chloride in the GABA solution was removed using acetone precipitation to 

improve 2-pyrrolidone synthesis.  The bulk polymerization process using 2-

pyrrolidone has been developed for the production of Nylon 4. The NMR results 

confirmed that the produced polymer was Nylon 4. 
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제 Ⅰ 장 Glutamate decarboxylase의 생산공정 

개발 

Ⅰ- 1 장 서론 

1. 이론적 배경 

1.1. Gamma-Aminiobutyric acid(GABA) 

γ-Aminobutyric acid(GABA)는 자연계에 널리 분포하는 비단백질 구

성 아미노산으로 뇌기능을 촉진시키는 등의 생리작용을 하는 중추신경계

(CNS, Central Nervous System)에서 중요한 억제성 신경전달물질 이다. 

GABA는 glutamatedecarboxylase(GAD)의 L-glutamate의 탈 탄산 반응

에 의해 CO2와 함께 생성되며 pyrodoxal-5’-phosphate dependent 경

로로 합성되는 것으로 알려져 있다[1-3]. 

GABA는 신경전달물질 중 아미노산 계 신경전달물질의 대표적 

물질이다. 척추에 존재하는 신경전달물질로 뇌 혈류를 개선하며 뇌의 

산소공급을 증가시켜 뇌의 대사촉진 및 뇌 기억을 증진 시키는 뇌의 

영양제로 알려져 신경전달물질 조절을 통해 뇌 혈류개선, 산소공급증가, 

뇌세포 대사 촉진으로 인한 신경안정작용 등의 효능을 가진다고 알려져 

있으며 이외에도 스트레스해소, 우울증 완화작용, 기억력증진, 불면, 비만, 

중풍과 치매 예방에 효과가 있다[4-8]. 그 외에도 GABA는 성장호르몬의 

분비조절, 통증완화, 정신신경 안전작용, 혈압강하작용, ACE 저해 활성 등이 

있어 생리학적으로 매우 유익한 물질이다. 이러한 기능들 때문에 GABA는 

식품소재, 건강보조식품, 기능성 식품, 약, 음료, 드링크, 김치 등 식품관련 

분야에서 많이 적용되고 있다[9-11]. 
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Figure 1. Schematic diagram of γ-aminobutyric acid(GABA) conversion 
from glutamate by glutamate decarboxylase(GAD). 
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1.2. Glutamate decarboxylase(GAD) 

Glutamate decarboxylase 는 pyridoxal -5’-phosphate dependent 

효소로서 박테리아, 포유동물, 식물과 같이 자연계에서 널리 발견되고 있다. 

GABA 의 생성기작은 세포내막에서 glutamic acid 가 GAD 의 효소에 의하

여 비가역적으로 탈탄산이 이루어지면서 glutamic acid 가 antiporter 에 의

하여 세포안으로 쉽게 들어가게 되며 결과적으로 GABA 가 세포 밖으로 유

출되어 나온다[12-14]. 

GAD 의 구조는 monomer unit 이 3 개의 domain 으로 구성되어 있다. 3

개의 domain 은 각각 N-terminal, PLP-binging, C-terminal domain 으로 

불린다. 먼저 N-terminal domain 은 두개의 평형한 α-helices 구조를 가

지고 있다. PLP-binding domain 은 하나의 β-sheet 에 아홉개의 α-

helices 가 β-sheet 에 평형하게 꼬인형태로 존재한다. C-terminal domain 

은 3 개의 α-helices 형태가 4 개의 평형하지 않는 β-sheet 와 함께 구성

되어 있다. Monomer uint 이 두개로 결합된 형태에서 GAD 의 활성부위는 

PLP-binding domain 의 가운데 부분에 위치한다. 각각 두개의 활성부위는 

PLP 와 Schiff base 결합을 하고 활성부위의 lysine 에 의해 지지된다[15-

17]. 
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Figure 2. Schematic diagrams of the role of cofactor in pyridoxal-5’ -
phosphate-dependent glutamate decarboxylase.  
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GABA의 합성이 필요할 때 cofactor에 의하여 불활성 GAD가 활성화 된

다고 알려져 있다. 효소학적 연구에 의하면 GAD 상태에서 apoenzyme과 

holoenzyme의 상호전환은 GAD의 촉매작용에 의한 연쇄반응에 의하여 일

어나며 매우 잘 조절되고 있으며 여러 group에서 GAD는 뇌조직에서 

multiple form으로 존재하고 있다고 밝혀졌다. 보고된 GAD의 분자량은 대

개 group마다 다르지만 뇌 조직에서는 적어도 59-67 kDa정도의 2가지 형

태가 존재한다고 알려져 있다. 

GAD의 효소반응은 효소의 active site에 존재하는 lysine 끝 단락의 

amine 그룹과 PLP의 carboxyl 그룹이 결합하여 holoenzyme이 형성된다. 

이렇게 형성된 holoenzyme은 PLP의 carboxyl그룹과 monosodium 

glutamate(MSG)의 amine그룹이 결합한 뒤 전자가 이동하게 되고 전자의 

이동에 의해 decarboxylation이 일어나게 되면서 이산화탄소가 발생하게 되

면서 GABA를 생산하게 된다. 이러한 반응이 진행되는 동안 H+ 를 소비하

게 되고 효소반응의 pH는 증가하게 된다[18-20]. 

GABA의 생리학적, 신경학적 기능을 이용한 연구 외에도 최근에는 GABA

의 아미노기와 카르복실기 사이의 3개의 메틸렌 그룹에 의한 구조적 유연성

을 이용한 연구 역시 활발히 진행 중이며 이는 GABA가 쉽게 ring-

formation 반응에 의해 링 구조를 가진 2-Pyrrolidone을 형성할 수 있으며, 

이 2-pyrrolidone은 특정조건하에서 ring opening 반응에 의해 Nylon 4의 

단량체로 변환이 가능하다. Nylon 4는 Nylon 6, Nylon 66와 물리적 특성이 

유사하고 면에 가까운 성질 때문에 GABA의 산업적 이용가능성은 매우 높

다고 할 수 있다. 그러나 식물을 원재료로 하거나 균의 발효를 통한 GABA

의 생산에는 한계가 있으므로 대량 생산하기 위해서는 GABA를 직접적으로 

전환하는 효소를 이용하는 연구가 요구된다[2, 21-23]. 따라서 본 연구에서

는 MSG를 첨가하여 고농도의 GAD생산을 위한 적정 배양조건을 확립시켜 

GABA 생산의 증가효과를 연구 하였다. 
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본 연구에서 사용한 E. coli는 선택적으로 GAD 생산을 할 수 있도록 재조

합된 균으로 GABA를 생산할 수 있다. 대량 배양을 위해서는 배지의 조성과 

발효조의 조건이 중요함으로 효율적으로 GAD를 얻기 위해 대량 배양의 조

건을 확립하고자 한다. 
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1.3. 회분식 배양 

회분식 반응기(batch fermenter)란 배양이 완전히 끝난 후 다시 새로운 

배지로 교체하는 방식이다. 초기에 한번 배지를 채운 후 배양이 끝날 때까지 

더 이상 영양물질을 공급하거나 제거하지 않는 배양기이다. 현재 공업적으로 

실시되고 있는 미생물 반응공정은 대부분 회분식 또는 반회분식으로 이루어 

지고 있다. 산업적으로 회분식, 반회분식이 주로 이용되고 있는 이유는 미생

물의 유전적 변화 가능성이 존재하고, 생합성활성을 유지하기가 힘들어 연속

조작이 어렵기 때문이다. 미생물배양은 대부분 순수배양을 목표한다. 그러나 

연속공정의 경우 잡균오염의 방지가 쉽지 않다. 또한 연속공정에서 잡균오염

을 방지하고자 하면, 더 많은 장치비용이 소비되기 때문에 산업적으로는 회

분식 반응기가 주로 사용되고 있다[24-26]. 

회분식 반응공정은 주배양조(main fermenter), 종균배양조(seed 

fermenter)로 나뉜다. 종균배양조는 주배양도의 1/10 크기이다. 배양중에 

온도, pH를 제어하고 호기성 균주의 경우 교반과 공기량으로 물질전달계수

(KLa)를 조정한다. 

물질전달계수는 Gassing-in liquid method 식에 의해 구할 수 있다. 

기상과 액상이 둘 다 완전히 혼합되어 있는 상태로서 미생물이 없다고 

가정하면 공기중에서 액상에 전달되는 산소량은 다음과 같다. 

 

 

 여기서 VL은 발효조의 부피이다. 발효조 단위 부피당 산소전달량은  
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 질소를 발효조에 산소농도가 0 이 될 때까지 불어 넣은 다음 공기를 다

시 불어 넣어 액상의 산소농도가 시간에 따라 증가하는 곡선을 얻은 다음 

식을 적분하면 다음과 같다. 

 

 

위 식을 직선의 방정식으로 전환하면 

 

 

즉 직선의 방정식을 구한 뒤 기울기 값이 KLa값이 된다. 이 모델에서 

문제가 되는 것은 기상의 산소농도가 일정하다고 가정하고 있는 것이다. 실

제적으로 아주 큰 발효조의 경우는 입구의 산소농도와 출구의 산소농도는 

같지 않다. Heineken(1970)은 발효조내 기체의 산소농도는 일정하나 입구

의 산소농도와 다르다고 가정하고 기상에서 없어진 산소 양만큼 액상의 산

소농도가 증가했다고 가정했다[27-29].  

 

 

 

여기서 Q는 공기의 무게로 표시된 유량이며 Pt는 전체압력, P1과 P2는 

입구와 출구에서 산소의 분압이다. CL
*와 CL

0는 각각 

 

 

여기서 H 는 Henry constant 로 25℃ 에서 0.0299 atm·L/mg 의 값을 

갖는다. 두 개의 식을 정리하면, 
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다음을 적분하면, 

 

 

여기서  

 

 

여기서 KLa >> QH/VLPt이면 β→QH/VLPt를 나타내고,  

KLa << QH/VLPt이면 β는 KLa를 나타낸다. KLa는 0.01~0.1 /s정도

이고 시간으로는 36~360/h정도 이다. QH/VLPt를 다른단위로 바꾸면, 

ρH/VVM Pt가 되어 통기량 1 vvm이고, ρ=1.28 ×103/L, 

H=0.0260 L atm/mg 이면 QH/VLPt는 1997/h로 36~360 보다 훨씬 커서 

β는 KLa를 대표한다고 할 수 있다. 따라서 통기량이 아주 적던지 KLa가 

아주 크지 않으면 β에서 QH/VLPt항을 무시해도 문제가 없으며, 그렇게 되

면 입구의 산소농도와 출구의 산소농도는 같지 않다는 문제는 무시할만하다

는 식에 도달하게 된다. 

회분식 배양에서 세포의 생장곡선은 여섯단계로 구분한다. 지연기, 또는 

유도기(lag phase)라 불리는 기간에는 세포가 새로운 배지에서 생장하는데 

필요한 효소를 합성하는 등의 준비 작업을 하는 기간으로 세포수는 중가하

지 않는다. 가속 생장기(accelerating growth phase)를 거쳐 지수 성장기

(exponential growth phase)가 시작되면 세포의 수는 지수적으로 급속히 

증가한다. 감속 생장기(decelerating growth phase)를 거쳐 세포의 수가 더 

이상 증가하지 않는 정지기(stationary phase)로 들어간다. 정지기는 어느 
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특정 기질의 농도가 생장을 저해할 만큼 감소하거나 생성된 2 차산물이 세포 

생장을 저해할 만큼 증가한 시간이다. 마지막 단계로 세포가 사멸하는 쇠퇴

기(death phase)로 한 사이클을 마친다.  
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1.4. 미생물 성장 및 대사산물 생산속도론 

미생물성장에 대한 간단한 모델은 기질을 이용한 미생물 성장에서 간단

한 Monod 속도식에 의해 표현된다. 세포질량과 기질에 대해서 Monod 속도

식을 이용하면 아래와 같은 두 반응식으로 나타난다. 

 

 

 

이 두 반응식은 수득율 Y(X/S)에 의해 아래와 같은 식으로 표현된다. 

 

 

위 방정식에서 S 에 대한 X 의 표현은 치환되어 다음과 같은 식으로 표

현된다. 

 

 

 

위 식을 적분하면 아래의 식이 된다. 기질의 감소 및 세포의 생성량은 

아래식을 통하여 계산할 수 있다. 

 

 

세포가 생성물을 생산하는 경우에는 세포의 성장과 관련된 생성물의 생

산 및 성장과 관련 없이 생산하는 두 가지 경우를 가정할 수 있으며, 아래의 

식과 같이 표현할 수 있다. 
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기질에 대한 물질수지는 생산물전환의 기질전환을 고려하여 변형하면 

생성물을 고려한 기질의 변화를 알 수 있는 미분방정식을 만들 수 있다. 

 

 

회분식 반응에서 세포의 사멸에 관련된 모델의 개발은 세포가 생명체로

써 영양소가 없을 때 죽기 때문에 일어나는 현상이다. 
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1.5. 비생장속도(Specific growth rate)와 비활성

(Specific activity) 

시간에 따른 건조균체량 X 의 변화율, 즉 미소시간 dt 동안에 증식하는 

건조균체량 dX 는 그 시점에 존재하는 건조균체량 X 에 정비례하며, 그 비례

상수를 μ라 하면 다음 식으로 표시된다. 

 

 

여기서 μ를 비증식속도(h-1)라 하며 세포의 생장속도를 나타낸다. 예를 

들어, 비증식속도(μ)가 0.1 h-1이면 시간당 10% 증식함을 의미하며, 비증

식속도 값이 클수록 증식속도가 크다. 이러한 비생장속도라는 단위가 나온 

원인에는 세포의 증식방법에 원인이 있다. 보통 대개의 단세포 생물은 이분

법으로 증식한다. 이러한 이분법은 모체로 있는 세포의 농도에 기인하게 되

는데, 세포가 성장하는 동안 이러한 모체의 농도에 따라서 균체량은 변화를 

받게 된다. 이러한 이유로 세포의 활성을 확인하기 위해 위의 식이 만들어지

게 되었다. 위의 식은 단위균체량당 얼마나 많은 균체를 형성하는가 라는 속

도론적인 의미를 내포하고 있다. 이러한 개념을 도입하여 균체에서 생성한 

효소의 활성에 도입했다. 효소의 전환은 이론적으로는 양에 무관하게 시간이 

경과하게 되면 평형에 도달하게 되어 최종 형성물의 농도는 동일하게 된다. 

하지만 현실에서는 시간의 경과는 효소의 구조적인 붕괴를 유발하게 되므로 

최종 산물의 농도에 직접적인 연관이 있게 된다. 이러한 문제점을 해결하고 

단위시간당 생성물의 생성효율을 증진시키기 위하여 비활성의 단위를 본 연

구에 도입하게 되었다. 비활성을 다음과 같은 식을 이용하여 구하게 된다. 
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Ⅰ- 2 장 실험 재료 및 방법 

1. 시약 및 기기 

본 실험에서는 탄소원으로 glucose와 질소원으로 (NH4)2SO4, 

인산염 으로는 KH2PO4, K2HPO4를 사용하였고 미량원소로는 

MgSO4∙7H2O를 사용 하였으며 기타 성분으로는 monosodium 

glutamate(MSG), yeast extract와 ampicillin을 이용하였다. 소포제

로 anti-form을 사용하였다. 본 배양액을 2 L 제조하여 121℃에서 

15분간 멸균하여 사용하였다. 발효조로는 5 L (Biotron Co.)를 사용

하였다. 

2. 배양조건 

2.1. 균주 및 보존 

본 연구에 사용된 균주는 Glutamate decarboxylase(GAD)를 

생성하는 E.coli BL-21 변이주로 공동연구 중인 광운대학교에서 분

양을 받아 사용하였다[30]. 사용된 재조합 균은 300 ml 플라스크에 

100 ml 배양액을 만든 후 37℃ 에서 6시간 정도 배양 후 50% 

glycerol 과 동일한 비로 잘 섞은 후 -70℃에 보관하여 실험에 사

용하였다. 

2.2. 배지조성 

본 연구에서 사용된 종배양 배지 조성은 tryptone 10 g/L, NaCl 

10 g/L, yeast extract 5 g/L 로 LB 배지를 사용하였으며, 본 배양 

배지 조성은 glucose 40 g/L, (NH4)2SO4 6 g/L, KH2PO4, 3 g/L, 

K2HPO4 3 g/L, MgSO4∙7H2O 0.4 g/L, yeast extract 1 g/L, MSG 
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20 g/L 로 배양액을 만들었다. 배지는 121℃에서 15분간 멸균하여 

사용하였으며 pH 조절은 3 N NaCl, 1 N HCl을 사용하였다. 

 

Table 1. Media composition of recombinant E. coli 

Component Concentration (g/L) 

Glucose 40 

(NH4)2SO4 6 

KH2PO4 3 

K2HPO4 3 

MgSO4 ∙7H2O 0.2 

MSG 20 

Yeast extract 1 

Monosodium glutamate(MSG) 
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3. 실험방법 

3.1. 배양방법 

본 발효의 5%에 해당하는 플라스크 배지 (LB media)를 100 

ml 만들어 진탕 배양기에서 4시간 배양한 후에 1.9 L 본 배지에 접

종 하였다. 배양온도 37℃로 하였으며 교반속도는 조건에 따라 

200-400 rpm, aeration rate은 3~7 vvm, pH 는 7.0 과 5.5로 조

절 하였다. 

3.2. Glutamate decarboxylase(GAD) 분리 

본 배양이 끝난 후 배양액을 모두 모아 원심분리기(Mega 17R, 

Han-il Inc., England)를 이용해 8000 rpm 10분간 원심분리 하였다. 

침전된 균체를 pH 5.0 sodium citrate buffer, 또는 효소전환공정에 

사용되는 pH와 동일한 조건으로 초음파 파쇄를 수행하였다. 초음파 

파쇄공정은 amplitude 20%조건에서 pulse 1:1, 0℃ 조건에서 20분

간 초음파 파쇄를 하여 균을 파쇄하고 원심분리기를 이용해 8000 

rpm 10분간 원심분리 하였다. 원심분리 후 상등액을 취하여 -70 ℃ 

에서 보관하였다. 
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4. 분석방법 

4.1. 건조 균체량과 질소원, 탄소원 농도측정 

건조 균체량은 원심분리기를 이용해 8000 rpm 에서 10 분동안

원심분리하여 침전된 균체를 증류수로 세척한 후 60℃ dry oven 에

서 24시간 건조시켜 건조 중량을 측정하여 standard curve를 만들

어 사용 하였다. 암모늄 이온은 Indophenol 방법[31]으로 분석하였

으며, glucose 농도는 dinitrosalicylic acid(DNS)방법[32]을 이용하

여 분광광도계(Ultraspec 2100 pro, Biochrom Inc., England) 를 

이용하여 측정하였다. 
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Figure 3. The standard curve based for the determination dry cell weight of 
recombinant E. coli.  
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Figure 4. The standard curve for the determination of ammonium ion 
concentration. 
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Figure 5. The standard curve for the determination of glucose concentration.  
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4.2. GAD activity 측정 

추출된 효소를 이용해 GABA로 전환을 시키기 위해 GAD 반응

을 먼저 한다. 0.1 M monosodium glutamate (MSG)를 0.4 ml, 조

효소인 0.5 mM PLP 를 0.1 ml, 추출한 GAD 효소를 0.5 ml 로 30

분 동안 37℃ 로 반응 시켰다. 분석은 Gabase법[1, 33, 34]으로 

60분간 25℃로 반응시킨 후 생성된 NADPH의 농도를 분석하였으

며, 생성된 NADPH의 농도를 통해서 GABA농도를 확인하였고, 생

성된 GABA의 양을 이용해서 GAD의 activity를 분석하였다. 이때 

GAD activity는 분당 생성된 GABA의 μM (μM/min)을 1 unit 으

로 정의하였으며 specific GAD activity는 분당 생성된 GABA의 양

을 균체량 으로 나누어 주었다(unit/cell mass). 
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Figure 6. The standard curve for determination of GABA.  



20 

 

4.3. Glutamate 와 GABA 농도측정 

GAD 반응을 한 후 생성된 GABA에 1-Fluoro-2,4-

dinitrobenzen(DNFB) 로 발색을 시킨 후 HPLC로 측정한다. 이동

상은 (A) 0.05 % TFA /water 이고 (B) 0.05% TFA /CAN 이다. 

분석용 컬럼은 XRerra RP18 (5 ㎕, 4.6 x 100 mm)을 사용하고 

UV-detection 400 nm 에서 분석 하였다. 이때, flow rate는 0.7 

ml/min 이며 GABA의 표준물질을 만들어 peak의 면적을 이용해 

standard curve를 만들었다[35-37]. 

  

 
 

Figure 7.The derivatization of glutamate and GABA with 1-fluoro-2,4-
dinitribenzene(DNFB). 
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Figure 8. The chromatographic separation and standard curve for the 
determination of GABA concentration. 
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4.4. 배양 조건에 따른 반응 표면 분석 

반응표면분석법(Response surface method)은 여러 가지 실험

인자들, 즉 독립 변수의 상호작용에 따른 종속 변수의 변화에 대하여 

최대 반응치를 나타내는 최적 조건을 찾아내기 위해 이용되는 통계

적인 분석방법이다. 따라서 각 실험의 주된 요인을 찾아내고, 요인들 

간의 상호 작용이 있는가를 살펴보면서 반응 값에 미치는 요인들 가

운데 어떠한 조합이 최대 반응치를 나타내는 가를 알아내기 위해서

는 요인의 수준을 변경하면서 차례로 실험을 반복해야한다. RSM 을 

통하여 독립변수들과 종속변수 사이의 함수관계를 데이터로부터 추

정하여 독립변수들 값의 변화에 따른 반응량이 변화를 예측할 수 있

고, 반응량의 최고치도 예측할 수 있다. 

질소원과 탄소원 최적 농도를 추정하기 위해 질소원의 농도와 

탄소원의 농도를 독립변수 (X1, X2)로 설정하고 배양 결과 생산되는 

GAD activity를 종속변수 (Y)로 하였으며, 식 반응 다항 2차 모형

으로 적합하여 Y 값이 달라지는 값을 예측하였다[38-40]. 

Y=Y0+aX1+by2+cX1
2+dY2

2+eXY 

발효 조건 중 교반속도, 통기량등의 기계적인 변수는 반응기의 

scale-up 및 기기의 변경에 따른 변수를 감안하여 반응 표면 분석

법은 수행하지 않았으며, pH, 발효 온도는 재조합 균주의 특성을 고

려하여 변수에 포함하지 않았다. 본 반응표면 분석은 동일한 조건에

서 배지의 조성에 따른 균체량과 activity만을 고려하여 분석을 수행

하였다. 실험 결과는 Sigma plot을 이용하여 통계적으로 분석하였으

며, 분석결과는 각 반응의 조건 별로 실험 결과를 도출하여 예상 실

험 조건을 찾았다.  
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Ⅰ- 3 장 실험결과 

1. 배양 조건 

1.1.  Ammonium sulfate 농도의 영향 

살아있는 세포는 그 속에서 다양한 생화학 반응이 독립적으로 

일어나고 있는 반응기와 같다. 이러한 반응은 효소반응에 의해 중계

되며, 대사반응들은 metabolic pathway란 경로를 통해 조직화 되어 

있다. 생물들은 대사과정을 통하여 주변으로부터 에너지가 풍부한 영

양분을 분해하여 화학에너지(ATP, NADPH)를 얻거나 영양분을 분

해하여 세포에 필요한 생체고분자의 기초 화학물질로 전환하게 된다. 

이러한 기초 화학물질로부터 단백질, 핵산, 지방질, 다당류 등 기타 

세포 성분을 만들어내고 세포의 특수한 역할에 필요한 생체물질의 

분해와 생성을 진행하기도 한다. 세포의 대사(metabolism)는 탄수

화물, 지방질, 단백질의 분해과정의 catabolism과 생체가 필요로 하

는 단백질, 다당류, 지방질, 핵산을 합성하는 anabolism으로 구분된

다. 본 연구에서는 재조합 대장균의 anabolism을 증진시키기 위하여 

ammonium sulfate의 농도에 따른 GAD activity를 확인하였다. 

2 L 발효조 에서 ammonium sulfate(NH4)2SO4 농도에 따른 

발효 결과는 Figure 11 과 같다. (NH4)2SO4의 농도는 2, 4, 6 g/L 

로 나누어 실험을 하였고 나머지 조건은 온도 37℃, 200 rpm, 유속

은 3 vvm, pH는 7로 한 후 배양 하였다. 그 결과 (NH4)2SO4를 2, 

4, 6 g/L 넣어 배양한지 24 시간 만에 건조 균체량은 2.1, 2.1, 2.3 

g/L 로 (NH4)2SO4를 6 g/L로 넣어 주었을 때, 건조 균체량이 가장 

높게 나타나는 것을 확인 할 수 있었다. 6 g/L 이상의 조건에서는 균

체량의 증가, activity의 변화가 나타나지 않아 실험군에서 배제하였

다. 
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(NH4)2SO4를 2, 4, 6 g/L 넣어 배양한 조건의 최대 GAD 

activity의 값은 각각 159.5, 272.1, 274.8 unit 으로 4 와 6 g/L의 

(NH4)2SO4에서 비슷하게 나타났고, specific GAD activity는 각각 

2.3, 3.7, 3.8 로 4 g/L와 6 g/L의 (NH4)2SO4에서 비슷하게 측정되

었다. 이 실험을 바탕으로 4 g/L와 6 g/L 에서 GAD activity나 

specific activity가 비슷하게 나왔지만 균체량은 6 g/L에서 좀더 높

게 생산되어 6 g/L 의 ammonium sulfate 농도가 GAD의 생산에 적

합할 것으로 판단되어 나머지 실험을 동일한 농도로 진행 하였다. 
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Figure 9. Effect of ammonium sulfate on the growth of recombinant E. coli: 
(A)2 g/L, (B)4 g/L, (C)6 g/L. 
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Figure 10. Effect of ammonium sulfate on total and specific activity of 
GAD:(A)2 g/L, (B)4 g/L, (C)6 g/L. 
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Table 2. Cell mass, GAD activity and specific GAD activity according to 
different ammonium sulfate concentration 

 

Ammonium 
sulfate 
(g/L) 

DCW 
(g/L) 

GAD 
activity 
(unit) 

Specific 
GAD activity 

(unit /cell mass) 

2 2.1 159.5 2.3 

4 2.1 272.1 3.7 

6 2.3 274.8 3.8 
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1.2. Magnesium sulfate 농도의 영향 

미생물의 성장에서 미량원소는 철, 망간, 아연, 코발트, 니켈, 구

리 등이 있으며, 이러한 미량원소는 효소의 활성화 인자로 작용하는 

경우가 대부분이다. 이러한 효소의 활성이 높아지면 미생물이 필요로 

하는 영양소의 전환 및 생성이 증가되고 이러한 이유로 균체량의 증

가 또는 특정 목적의 효소의 대량발현등의 결과를 도출할 수 있다. 

본 연구에서는 2 L 교반 발효조 에서 미량원소에 따른 발효 결과를 

Fig. 13에 나타냈다. Magnesium sulfate의 농도는 0.2, 0.4 g/L 로 

나누어 실험을 하였고 나머지 조건은 온도 37 ℃, 200 rpm, 유속은 

3 vvm, pH 7로 고정한 후 배양 하였다. 그 결과 magnesium sulfate

를 0.2, 0.4g/L 넣어 배양한지 24 시간 만에 건조 균체량은 2.1 g/L, 

1.9 g/L 로 magnesium sulfate를 0.2 g/L로 넣어 주었을 때, 건조 

균체량이 좀 더 높게 나타나는 것을 확인 할 수 있었다. Magnesium 

sulfate의 농도가 각각 0.2, 0.4 g/L 넣어 배양한지 24시간 동안의 

GAD activity의 값은 각각 274.1, 291.4 unit 으로 나타났으며, 

specific GAD activity는 각각 3.8, 3.9 로 0.2, 0.4 g/L 의 

magnesium sulfate의 초기 농도의 영향은 비슷한 확인 할 수 있었

다. 재조합 균주로부터 생산된 GAD는 균이 배출하는 효소의 형태가 균

의 내부에(endo) 존재하기 때문에 균체량의 증가는 GAD의 증가로 이

어질 수 있다. 그러나 균체량의 증가는 magnesium sulfate의 농도에 영

향을 받지 않는 것으로 확인되었다. 이 실험을 바탕으로 magnesium 

sulfate의 초기 배지 농도를 0.2 g/L 로 고정한 후 나머지 실험을 진

행 하였다. 
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Figure 11. Effect of magnesium sulfate on the growth of recombinant E. coli: 
(A)0.2 g/L, (B)0.4 g/L. 
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Figure 12. Effect of magnesium sulfate on total and specific activity of GAD: 
(A)0.2 g/L, (B)0.4 g/L. 
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Table 3. Cell mass, GAD activity and specific GAD activity, according to the 
magnesium sulfate concentration. 

 

Magnesium 
sulfate 
(g/L) 

DCW 
(g/L) 

GAD 
activity 
(unit) 

Specific 
GAD activity 

(unit /cell mass) 

0.2 2.1 274.1 3.8 

0.4 1.9 291.4 3.9 
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1.3. Monosodium glutamate(MSG)농도의 영향 

GABA 생산의 전구체인 MSG를 첨가하여 GAD 발현을 유도하

기 위해 배지에 MSG를 첨가하여 생성된 GAD의 activity를 비교하

였다. 먼저 플라스크 상태에서 2 L 조건의 배양 배지 상태로 MSG 

농도를 0, 10, 20, 50 g/L 로 변화를 주어 37℃에서 12시간 배양 시

켰다. 플라스크 상태에서 12시간 배양한 배양액을 원심분리 후 각각

의 GAD activity를 확인하였다. 그 결과 각각의 MSG농도별 GAD 

activity는 236.66, 243.33, 630.00, 250.00 unit의 결과를 확인하

였다. 20 g/L의 MSG를 포함한 배양액의 발효조건에서 12시간 발효

한 재조합균의 GAD activity가 630.00 unit으로 가장 높았으며, 50 

g/L의 MSG를 포함한 조건에서는 250.00 unit으로 control군과 비

슷한 활성이 나타났다.  

이를 바탕으로 2 L 발효조에 적용하여 실험 하였다. 그 결과 

MSG를 첨가하지 않았던 실험군과 동일하게 탄소원인 glucose는 완

전히 소모되는데 20시간이 소요되었으며, 균체량도 동일한 결과를 

나타냈다. 하지만, GAD activity의 값은 274.8 unit 에서 283.4 unit 

로 증가 하였고 specific GAD activity 또한 3.8에서 4.1로 증가 함

을 알 수 있었다. 균체량은 증가하지 않았지만 activity가 증가한 결

과는 배지에 존재하는 MSG를 성장원으로 이용하기 위하여 GAD가 

더 많이 발현이 되어 나타난 결과이다. 그러나 상대적으로 glucose

가 MSG보다 균체내에서 소비하는 경로가 간단하고, 용의하기 때문

에 MSG에 의한 균체량의 증가는 나타나지 않을 것으로 여겨진다. 

이 실험을 토대로 MSG를 첨가 함으로써 재조합 E. coli의 GAD 발

현을 유도 하였음을 확인 하였으며, 이 후의 실험은 MSG의 농도를 

20 g/L로 고정하여 실험을 진행하였다.  
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Figure 13. Time course of growth and GAD activity of recombinant E. coli: 
MSG concentration was 20 g/L. 
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Table 4. Effect of MSG addition on the total and specific activity of GAD 
 

MSG 
(g/L) 

DCW 
(g/L) 

GAD 
activity 
(unit) 

Specific 
GAD activity 

(unit /cell mass) 

0 2.1 274.1 3.8 

20 2.1 291.4 4.1 
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1.4. Glucose농도의 영향 

Glucose는 균의 성장에 필요한 필수원소중 탄소원을 공급하기 

위한 영양소로 균의 성장에 절대적으로 필요한 원소이다. 이러한 탄

소원은 과량으로 존재할 경우 균의 성장을 저해하기도 한다. 또한 균

의 종류 및 상태에 따라서 소모되는 경향도 상의하게 변할 수 있다. 

본 연구에서 glucose는 기본적으로 E. coli의 성장에 사용되는 농도 

범위에서 적용되었다. Glucose의 농도는 10, 40, 60 g/L 로 나누어 

실험을 하였고 나머지 조건은 온도 37 ℃, 200 rpm, 유속은 3 vvm, 

pH는 7 고정하여 정체 배양 하였다. 발효시간은 glucose를 모두소

비 하는 시점에서 발효를 정지 하고 균을 분리하여 효소를 추출하였

다. 그 결과 10 g/L시 8시간때 모든 glucose를 소비하며 정체기에 

이르렀고 건조 균체량은 1.4 g/L 였다. 40 g/L에서는 20 시간에 

glucose를 모두 소비 하였고 균체량은 2.1 g/L 였다. 이는 탄소원의 

증가에 비하여 균체량의 증가가 현저히 떨어지는 결과로 배양액의 

성분을 분석한 결과 유기산의 농도가 증가한 것을 확인하였다. 균의 

성장이 GAD의 생산, 또는 균체의 증가에 집중하지 않고 유기산의 

생산으로 이어진 결과로 예측된다. 마지막으로 60 g/L 에서는 28 시

간에 glucose를 거의 소모 하였고 정체기에 접어들어 발효를 중지 

하였다. 60 g/L 에서 균체량이 증가 할 것으로 예상 하였으나 초기 

고농도의 기질 첨가로 성장 저해 현상이 나타나 건조 균체량은 40 

g/L와 같은 2.1 g/L였다. 이때의 activity를 살펴 보면 GAD activity

는 각각 76.2, 248.6, 220.0 unit 으로 40 g/L 가 가장 높고 

specific GAD activity 또한 1.8, 4.2, 3.0으로 40 g/L에서 가장 높

게 나타났다. 본 연구에서는 glucose 농도를 40 g/L 로 선정하여 다

음실험을 수행하였다.  
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Figure 14. Effect of glucose on the growth of recombinant E. coli; (A)10 g/L, 
(B)40 g/L (C)60 g/L. 
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Figure 15. Effect of glucose on the total and specific activity of GAD: (A)10 
g/L, (B)40 g/L, (C)60 g/L. 
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Table 5. Effect of glucose concentration on the total and specific activity of 

GAD. 
 

Glucose 
(g/L) 

DCW 
(g/L) 

GAD 
activity 
(unit) 

Specific 
GAD activity 

(unit /cell mass) 

10 1.4 76.2 1.8 

40 2.1 248.6 4.2 

60 2.1 220.0 3.0 
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1.5. pH의 영향 

재조합 E. coli는 대부분 pH 7 조건에서 성장이 활발하며, 균체

량 증가도 높다. 하지만 생성된 GAD의 안정성 및 최적의 pH는 5.5

로 알려져 있다. 이러한 조건을 확인하기 위하여 배양 pH에 따른 

균체량의 변화와 생성된 GAD의 활성분석이 필요하다. 

GAD의 최적 pH 는 5.5로 E. coli 에서 GAD 발현을 유도하기 

위해 발효조의 초기 pH를 5.5로 하였다. 온도는 37 ℃, 교반 속도는 

300 rpm, aeration rate은 7 vvm으로 하였고 20시간 동안 배양 하

였다. 그 결과 초기 pH를 5.5로 배양했을 때 건조 균체량은 3.7 

g/L로 앞의 실험과 비슷하였으나 균체량 대비 GAD activity 와 

specific GAD activity는 834.7unit 과 6.6로 aeration rate 조건 7 

vvm 보다 2배 가량 증가 함으로써 pH 변화로 E. coli 내에서 GAD 

발현이 유도 되었음을 알 수 있었다. 
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Figure 16. Effect of pH on the growth of recombinant E. coli:(a) pH 5.5 (b) 
pH 7.0.  
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Figure 17. Effect of pH on the total and specific activity of GAD:(a)pH 5.5 
(b)7.0. 
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Table 6. Effect of pH on dry cell weight, and total and specific activity of 
GAD 

 

Fermentation  
pH 

DCW 
(g/L) 

GAD 
activity 
(unit) 

Specific 
GAD activity 

(unit /cell mass) 

5.5 3.7 834.7 6.6 

7 3.9 764.3 5.7 
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1.6. 배양조건에 따른 반응표면 분석 

본 연구에서 배지의 조성중의 ammonium sulfate 와 glucose 

대하여 GAD activity를 능선분석을 수행하여 반응표면을 살펴 보았

다. Glucose의 경우 농도를 증가시킬수록 균체량이 증가하는 경향을 

나타냈으며, ammonium sulfate의 경우 specific activity가 증가하

는 경향을 나타냈다. 본 연구에서는 활성이 높은 GAD를 다량으로 

생성하는 것이 목적이기에 GAD specific activity를 목적으로 하여 

ammonium sulfate 와 glucose의 농도에 따른 GAD activity의 반

응표면분석을 수행하였다 그 결과 GAD specific activity는 

ammonium sulfate와 glucose의 농도가 증가함에 따라 점차 증가하

다가 glucose 40 g/L 에서 약간 감소하였다. 

독립변수는 GAD의 활성도에 영향을 주는 ammonium 

sulfate(X)와 glucose(Y) 2개의 요인으로 설정하였으며, 반응변수

는 GAD activity로 설정하여 반응표면분석(response surface 

methodology, RSM)을 이용하여 분석하였다. 분석 결과값의 t-

statistic에 근거하여 독립변수의 유의성을 확인한 결과 독립변수 

ammonium sulfate(X)는 유의성이 인정되지 않았으나(p<0.05), 

glucose(Y)의 경우 유의성이 인정되었다(p>0.05).  

본 실험값으로 얻어진 반응표면분석(RSM)을 통해 실험실 조건

으로 최적의 배양 상태를 고정하여 균의 성장률과 높은 GAD 

activity를 얻기 위한 실험을 시행하였다. 
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Table 7. ANOVA results of GAD activity with ammonium sulfate and glucose 
concentration. 

 

 

  Coefficient Std. Error t-value P-value 

Y0 -407.4300 28.8597 -14.1176 0.0450 
a 136.3775 15.1448 9.0049 0.0704 
b 16.4325 0.7346 22.3683 0.0284 
c -13.3213 1.8366 7.2533 0.0872 
d -0.1936 0.0105 -18.3633 0.0346 

X(ammonium sulfate), Y(glucose) 

 

 

 

Figure 18. Response surface graph of GAD activity of recombinant E. coli 
with ammonium sulfate and glucose concentration.  
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Ⅰ- 4 장 결론 

본 연구에서는 재조합 대장균을 이용하여 GAD 효소를 최대로 생산을 

하기 위해 성장 조건을 연구하는 실험을 진행하였다. 건조 균체량이 높고 

GAD activity 가 높은 균주를 생산하기 위해서는 배양에 영향을 미칠 수 있

는 인자로서 질소원, 탄소원, pH 와 같은 것 들이 발효의 중요한 요인들이다. 

이와 같은 요소들을 조절하여 재조합된 E. coli 를 배양하여 GAD 의 활성을 

비교분석 하였다. 

배지의 조성은glucose 40 g/L, (NH4)2SO4 6 g/L, KH2PO4, 3 g/L, 

K2HPO4 3 g/L, MgSO4∙7H2O 0.4 g/L, yeast extract 1 g/L, MSG 20 g/L 

사용하였을 때 가장 건조 균체량은 2.1 g/L, GAD activity는 248.6 unit, 

specific GAD activity는 4.2 로 가장 높은 값을 나타내었다. 

유가식 배양은 지수성장기, 정지기, 연속유가 배양을 각각 비교실험 하

였다. 지수성장기, 정지기에 glucose 를 접종한 결과 비연속 발효공정보다 

낮은 균체량과 GAD activity, specific GAD activity 값을 확인 하였다. 연속 

유가 배양의 경우 균체량, GAD activity, specific GAD activity 결과가 각각 

3.7 g/L 24 hr, 337.3 unit, 6.6 으로 확인되었다. 

GAD 의 최적 pH 5.5 로 E. coli 에서 GAD 발현을 유도하기 위해 발효

조의 초기 pH 5.5 로 선정 하였다. 그 결과 건조 균체량은 위의 실험들과 비

슷한 3.7 g/L 로 나타났지만 GAD activity 와 specific GAD activity 는 

834.7 unit 과 6.6 으로 가장 높게 생성됨을 알 수 있었다. 이를 통해 pH 를 

최적 조건으로 맞춰 주게 됨으로써 재조합 E. coli 안에서 GAD 가 좀더 선

택적으로 생산되는 것 을 확인 할 수 있었다. 
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제 Ⅱ 장 GABA 생산공정 개발  

 

Ⅱ - 1 서론 

 

1. 이론적 배경 

1.1. 생체고분자(Biopolymer) 

 전세계적으로 높은 가격의 석유를 대신할 만한 저가 대체재 찾기에 

한창이다. 대부분의 polymer 는 석유로부터 만들어내는 전구체(Precursor)

를 다양한 촉매와 개시제(Initiator)를 이용한 중합반응을 통하여 만들어내고 

있다[41]. 석유의 가격이 높아지고 현재 고갈의 위험이 있는 상황에서 많은 

연구자들은 석유로부터 만들어내던 전구체를 만들어낼 수 있는 다양한 방법

을 연구 중이다. 그 중 가장먼저 고려된 것이 천연가스나 석탄이다. 천연가

스나 석탄은 가격 측면에서 매력적인 석유대체 원료이다. 하지만 석유와 마

찬가지로 재생 불가능한 한정된 자원이라는 한계와 환경 문제 논란에서 벗

어나기 어렵다. 물론 청정공정기술의 발전으로 환경오염 문제를 어느 정도 

완화시킬 수 있으나, 궁극적으로 당면하고 있는 에너지/환경 문제에 대하여 

근본적인 해결책이 되기는 어렵다[42-45]. 이에 반해 biomass 는 재생 가

능할 뿐만 아니라 환경친화적이라는 두 가지 측면에서 중요한 의미를 갖는 

석유대체재라고 할 수 있다. Biopolymer 란 biomass 에서 만들어진 전구체

를 이용하여 만들어지는 biopolymer 로 그린플라스틱, 바이오플라스틱 이라

고 불리기도 한다. Biopolymer 는 100% biomass 를 이용하여 만들어진 전

구체를 이용하거나 석유화학기반의 플라스틱이 혼합된 형태도 biopolymer

라 총칭한다[46].  
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1.2. 효소반응 속도론 

 효소는 생명체내에서 촉매의 역할을 수행함으로써 복잡한 생명현상을 

가능하게 하는 생체촉매 이다. 생명체의 유전자에서 발현되어 특정기능을 수

행함으로써 생명유지를 가능하게 할 뿐만 아니라 여러 생명현상에 기여함으

로써 생명활동의 근본이 되는 물질이라고 할 수 있다. 화학공학에서 촉매를 

이용하는 반응의 가장 중요한 관심사가 반응속도의 평가인 것과 마찬가지로 

생물공정에서 생체촉매를 이용한 반응속도의 측정도 생물공정에서 중요한 

척도가 된다. 생체촉매의 속도상수 값들은 반응속도에 관한 정보 및 기질과

의 친화력에 관한 정보를 제공한다[47-49]. 

 

 

 

 

S : 기질 

E : 효소 

P : 생성물 

(ES): 효소 기질 복합체, ES 복합체 

 

효소가 기질을 생성물로 전환시키는 반응은 효소와 기질이 만나서 순간

적으로 결합을 하게 되는데 이를 효소기질복합체라고 한다. 효소기질복합체

와 효소와 기질 사이는 가역적인 반응이다. 효소기질복합체를 형성한 뒤 효

소가 기질의 구조를 바꾸거나 형태를 변형 시키는 등의 작업을 통하여 생성

물을 형성해내고 또 다른 기질과 효소기질 복합체를 형성하는 반응을 반복

적으로 수행하게 된다. 이러한 반응을 생성물의 생성 속도식으로 표현하면 

다음과 같다. 
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여기서 ES 복합체의 시간에 따른 변화속도는 다음과 같다. 

 

 

이 식은 E 와 S 의 반응에 의한 ES 복합체의 생성, ES 의 분해에 의한 

E 와 S 로의 역반응 및 ES 의 분해에 의한 E 와 P 의 생성속도를 고려한 식

이다. 효소에 대한 보존식은 다음과 같다. 

 

[𝐸] = [𝐸0]− [𝐸𝐸] 

효소 보존식에서 복합체 [ES]의 농도를 측정하는 것은 매우 어렵기 때

문에 빠른 평형을 가정하여 [ES]를 대신할 표현식을 만든다. 빠른 평형 가

정은 효소와 기질이 반응하여 ES 복합체를 형성하는 과정이 빠르게 도달한

다는 가정이다. 정반응 속도와 역반응 속도가 동일하다고 가정하면, 

 

𝐾𝑚′ =
𝑘−1
𝑘1

=
[𝐸][𝐸]
[𝐸𝐸]

 

여기에서 Km
’은 Michaelis-Menten 속도상수이다. 

효소가 보존된다면, [E]=[E0]-[ES]이므로 위 식에 대입하면 

 

 

위 식에 생성 속도식을 대입하게 되면, 
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Km
’은 최대 반응속도의 1/2 의 속도에 해당하는 기질의 농도로써 기질과 

효소의 친화도를 나타내고, Km
’이 작다는 것은 효소의 기질에 대한 친화도

가 높다는 것을 나타낸다[50]. 
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1.3. 효소 반응기 

생물체에 대한 지식이 축적되어 감에 따라 이들 생물체를 인류에 유용

한 방법으로 전환 조작시키려는 노력이 급증하고 있다. 한 생물체의 유전자

를 다루거나, 빨리 자라는 다른 생물체로 옮겨 발현시키는 유전자 조작기술

의 발달은 이제 단순한 유전자 재조합차원을 떠나 분자생물학적 접근으로 

더욱 안정하고, 활성이 강하고, 분리정제가 용이한 신 물질을 창출하는 단계

에 도달하였다. 생물반응기(Bioreactor)는 생물반응기내의 세포가 탈수, 산

화, 수산화, 아민화, 이성질체화 등의 반응을 일으키는 효소를 이용하여 한 

물질을 다른 물질로 변환시켜 원하는 물질을 만들어 내게 된다. 이러한 생물

변환은 화학적 변환 공정에 비하여 훨씬 낮은 온도에서 행하여질 수 있고 

특이성이 높기 때문에 유리하다. 생산 공정에 이용되려면 많은 양의 효소가 

필요하며, 효소의 반감기를 늘이기 위하여 대개 효소를 고정화시켜 사용한

다. 생물반응기를 통하여 생산된 효소만을 이용하여 생물반응기 내에서 일어

나는 현상을 재현하여 원하는 물질을 만들어내는 반응기가 효소반응기

(Enzyme reactor)이다[51, 52].  

효소반응기의 경우 효소가 세포 내에 존재할 경우 많이 이용하게 된다. 

효소반응기는 세포의 성장이 모두 진행된 후 효소를 분리하여 반응을 시작

하기 때문에 세포의 성장에 필요한 성분을 넣어주지 않아도 되는 장점이 있

으며, 이러한 장점은 전환된 물질의 순도를 높일 수 있다. 생체내의 모든 반

응이 효소에 의해 이루어지지만 공업적으로 효소법과 발효법을 선택하는 기

준은 반응의 복잡성에 있다. 반응이 한, 두단계면 효소법이 쉽고 그보다 많

은 반응단계가 필요하면 발효법이 일반적이다. 효소법은 반응이 간단하더라

도 경우에 따라 원료가 비싼 경우에는 같은 물질을 만들어 내는데 불리한 

경우가 있다. 예를 들면 페닐알라닌을 상업적으로 생산하는 경우 cinnamic 

aicd 에서 효소법으로 생산하는 것보다 포도당에서 발효하는 것이 경제적이

다. 효소법과 발효법이 서로 경쟁하는 경우도 있지만 대부분의 경우 발효법
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은 대사 과정을 중지시키기가 어려우므로 제품이 발효법의 최종제품이 아닌 

경우는 효소만을 추출하여 효소법을 이용하는 것이 유리하다[53, 54]. 

 효소는 한번만 사용하고 버린다면 비경제적이므로 고정화법으로 공정

의 경제성을 높이는 경우가 많이 있다. 고정화를 고려하는 경우는 우선 고정

화 효소가 작용을 할 수 있는 지 없는지를 먼저 판단해야 한다. 불용성기질

인 starch, cellulose, pectin, protein 등 기질이 고분자인 경우 효소가 담체

내에 고정화되면 기질의 크기가 커서 효소가 담지 되어 있는 세공속으로 확

산되기 어렵기 때문에 반응의 효율은 많이 나빠질 것이다. 또한 효소의 가

격, 안정성, 고정화 비용 등이 고려대상이 되는데 효소가 고가일수록, 안정성

이 좋을수록, 고정화 비용 등이 적게 들수록 고정화가 유리하다. 고정화에 

있어 고려해야만 하는 문제가 있는데, 균체에서 효소를 정제하여 고정화할

지, 정제를 하지 않는다면, 부반응의 유무, 효소의 안정성에 영향이 있는지 

등의 문제를 고려하여야 한다[53-55]. 

효소의 고정화는 일반적으로 효소의 안정성을 증가시키고, 반응생성물의 

농도가 높고 품질이 일정하게 된다. 반응생성물에 의한 효소반응의 저해가 

적어지는 장점이 있으며, 효소반응 공정의 관리가 쉽고 반응조건이 일정하게 

유지된다. 고정화를 적절하게 하면 Km, pH등을 유리하게 조절할 수 있다. 

또한 균체를 그대로 사용하는 경우에 비해 부반응이 적으며, 고정화 효소의 

회수가 용이하여 재사용이 가능하다. 

효소반응기는 효소의 반응에 따라 반응기를 선정하는 기준이 있다. 효소

의 반응은 (1)산소등 기체를 요구하는 효소반응, (2)조효소를 요구하는 반

응, (3)불용성기질, 고분자기질 효소반응, (4)산,알카리를 생성하는 효소반응, 

(5)생성물, 기질저해가 있는 효소반응, (7)비수계 효소반응으로 나눌 수 있

다[56-59]. 

(1)산소등 기체를 요구하는 효소반응의 경우는 glucose oxidase를 예

로 들 수 있다. Glucose oxidase에 의 한 포도당의 산화는 포도당의 물에 
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대한 용해도가 아주 큰데 비해 공기중의 산소의 용해도는 불과 8 mg/L에 

불과하고 포도당 1 M에 대해 산소가 0.5 M이나 필요하기 때문에 산소의 공

급이 문제가 된다. 효소를 고정화 하는 경우에는 고정화된 입자내에 산소가 

전달되어야 하기 때문에 반응효율이 더욱 더 나빠진다. 산소를 이용하는 산

화반응의 경우 H2O2가 발생해 효소의 안정성을 저해하므로 catalase와 함

께 반응시키는 것이 좋다. 용액상에 그대로 사용하거나 한외여과막에 free 

enzyme상태로서 사용하는 것이 산소의 전달측면에서 유리하다. 탱크형 반

응기, 회전원반 반응기, 유동층 반응기, 막형 반응기 등이 이용될 수 있다.  

(2)조효소를 요구하는 효소반응의 경우 ATP, NADH 등이 고가이므로 

이들을 반응 후 회수하는 반응장치가 필요하다. 또 다른 방법은 효소, 기질, 

조효소의 셋 중에 최소한 둘은 용액상태에 있어야 한다는 것이다. ATP, 

NADH, 기질은 효소에 비해 분자량이 크지 않기 때문에 한외여과막을 이용

하여 고정화하더라고 ATP, NADH 는 빠져나가므로 고분자사슬을 붙여서 분

자량을 늘려 빠져나가지 못하도록 하고 있다. 한외여과용 막반응기나 포괄법

에 의한 고정화 방법을 사용하여 유동층 반응기나 충전탑을 이용할 수가 있

을 것이다.  

(3)불용성기질, 고분자기질 효소반응은 기질이 불용성이거나 분자량이 

아주 클 경우 고정화 하는 것은 별로 의미가 없고 효소와 기질을 반응시킨 

후 연속적 혹은 회분식으로 효소만 또는 효소와 기질을 회수하는 방식이 사

용된다. 연속식으로 저분자 생성물만 제거하는 것은 이론적으로는 가능하지

만 한외여과막의 투과량이 농도분극현상에 의해 감소하므로 실질적으로는 

크게 의미가 없다.  

(4)산, 알칼리를 생성하는 효소반응에서는 glucose oxidase, penicillin 

acylase 를 예로 들 수 있다. 이 효소들은 반응중 산을 생산하는데, 생성된 

산은 용액의 pH 를 떨어트려 효소의 활성은 물론 안정성을 저해한다. 이런 

경우는 반응기 내의 농도, 생성물의 구배가 없거나 아주 적은 반응기를 사용
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해야 한다. 탱크형 반응기, 재순한 반응기, 고정층 반응기를 사용하는 경우는 

여러 개를 평행연결하여 중간에 pH 를 조절할 수 있도록 하며 고정층 반응

기를 제외한 모든 반응기를 사용할 수 있다.  

(5)생성물, 기질저해 효소반응은 기질의 농도를 낮게 하는 탱크형 완전

혼합조가 유리하다. 혹은 충전탑을 사용하는 경우에는 생성물을 재순환하여 

사용한다. 생성물이 효소반응을 저해하는 경우에는 생성물이 반응하여 생기

는 대로 가능한 빠르게 제거하여 반응계의 생성물의 농도를 낮추어 주어야 

한다.  

(6)비수계의 효소반응은 물에 불용성인 기질, 즉 지방질의 lipase 에 의

한 분해반응등이 있다. 이 반응은 지방질이 잘 녹는 용매를 사용하는 데 

reverse micelle 을 이용하거나 막반응기를 사용한다[56, 60-64]. 
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2. 국내외 연구동향 

국내외의 많은 연구자들은 biopolymer 의 생산을 위한 연구를 진행하고 

있다. 연구자들은 재생 가능한 식물자원으로부터 여러 산업재를 생산하는 기

술을 개발하기 위하여 많은 연구를 진행 중이다. 재생 가능한 원재료는 영양

적인 목적 이외에 사용되는 농업 및 임업분야에서 유도된 제품으로 정의된

다. 탄수화물로 구성되는 바이오매스는 보통 석유, 천연가스나 탄화수소로 

제조되는 제품의 생산에 사용될 수 있다. 재생 가능 원재료로 사용될 수 있

다. 재생 가능 원재료로 사용된 수 있는 바이오매스 재료에는 농산잔여물, 

바이오매스용으로 특별히 재배된 작물, 종이, 목재폐기물 등이 포함된다. 이

러한 바이오매스 원료는 그 성분을 고려하여 전분[65, 66], 리그노셀룰로스 

바이오매스[67-69], 식물유[70-72]와 단백질[73-75]로 분류할 수 있다. 

재생 가능 원재료는 polymer 또는 monomer 및 폴리머 합성에 유용한 

화합물로 전환된다. 이러한 연구는 다음과 같이 진행되고 있다. 옥수수는 폴

리머 제조에 상업적으로 처음 사용된 작물이며, 이 공정은 Cargil Dow 에 의

해 상업화 된 것으로 “NatureWorks”라는 상표로 옥수수에서 PLA 를 제

조하였다. 제조 방법은 수확된 옥수수를 분쇄한 뒤 수증기로 122℃에서 

30~40 시간 가열하여 팽윤, 연화시킨다. 옥수수 혼합물을 기계 연마 후에 

여과하여 전분을 분리한 후 사탕으로 전환시킨다. 사탕은 미생물 발효를 통

해 젖산으로 전환되며 젖산분자는 결합하여 락티드 모노머로 불리는 고리화

합물을 형성한다. 락티드 고리는 개환되고 결합하여 폴리젖산 폴리머의 긴 

사슬을 형성한다. 이 플라스틱은 펠릿으로 만들어 포장 및 섬유 들을 포함하

는 여러 제품제조에 사용된다. 

Starch 의 1,3-propanediol 의 전환은 생화학 경로의 대사기술을 사용

하는 발효기술에 의해 생성된 전분과 전분 바이오매스로부터 나오는 당을 

사용하여 1,3-propanediol 을 생산하는 미생물이 설계되었다. 이 방법에서

는 탄소기재와 접촉하는 탈수효소가 포함된 미생물을 첨가하며, 1,3-
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propanediol 은 성장매체에서 분리한다. 1,3-Propanediol 은 terephthalic 

acid 와 함께 PTT 의 생산에 사용된다. PTT 는 신축성 회복의 특수 성질을 

가진 폴리머로 의류, 커버, 특수수지등에 사용된다. 헤미셀룰로스에서 

furfural 생산은 furfural 과 그 유도체의 생산은 헤미셀룰로스를 강산을 이용

하여 pentose 로 가수분해 후 furfural 로 고리화 된다. 고압의 수증기로 온

도를 조정하면, furfural 은 수증기로 증류하여 분리할 수 있다. 이렇게 분리

된 furfural 을 이용하여 furan derivatives 를 제조하여 biopolymer 를 제조

한다. Ethylene 은 가장 중요한 석유화학에서 얻어지는 화합물이다. 바이오

매스로부터 생산되는 에탄올을 사용하여 ethylene 을 생산할 수 있으나, 아

직은 석유로부터 얻어지는 ethylene 에 비해 가격 경쟁력은 없다. 리그닌에

서 방향족 생산에 이용되는 저분자량(LMW)리그닌은 새로운 원료로 가능성

이 있다. LMW 리그닌은 에탄올, 아세톤 등의 일반 유기용제에 가용성이므

로, 쉽게 구조적인 변환이 가능하다. 피마자유를 기반으로 하는 생분해성 폴

리우레탄은 식물유 중에서 피마자유가 값이 싸고 독성이 적다는 특징에서 

접근하여 이루어진 연구이다. 피마자유의 주성분인 ricinoleic acid 는 수산기 

함유 유지산으로 추가수식없이 폴리우레탄 제조용 원료로 직접 사용될 수 

있다. 미생물로부터 PHB 를 생산하는 기술은 Alcaligenes eutrophus 와 같

은 종의 특성을 이용한 것으로 전체세포 질량의 90%를 PHB 로 이루어진 

세포로 PHB 는 2 차 대사산물로 세포가 생성하는 것으로 세포내에 축적하는 

특징을 가진다. 
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Ⅱ - 2 실험 재료 및 방법 

1. 시약 및 기기 

본 실험에 사용한 HCl, PLP(Pyridoxal-5’-phosphate), 

MSG(Monosodium glutamate)은 Sigma 사로부터 구입하여 사용하였으며, 

GAD(glutamate decarboxylase)는 공동연구를 진행한 광운대학교에서 분

양 받은 recombinant E. coli 로부터 분리하여 실험을 수행하였다. 

 

2. 효소 반응기 

본 실험에서는 biopolymer 생산에 적합한 단량체를 생산하기 위하여 반

응기를 제작하였다. 반응기는 유리재질로 이중자켓 반응조의 형태를 취하고 

있으며, 온도조절은 항온순환조를 이용하여 조절하였다. 반응기의 교반은 막

대자석을 이용하여 교반하였다.  

 

2.1. pH 조절이 가능한 반응기 

 본 실험에서는 pH 조절이 가능한 반응기를 제작하였다. 반응기의 반응

조는 유리재질로 이루어진 이중 자켓구조를 가지고 있으며, pH 의 측정은 

pH sensor 를 이용하여 측정하였다. 측정된 pH 는 pH control box 로 결과

를 입력하고 설정된 pH 값보다 높아지면 정량펌프의 전원이 작동하도록 설

계하였다. 정량펌프는 acid bottle 과 연결되어 전원이 들어오면 일정시간동

안 acid bottle 로부터 enzyme reactor 에 일정농도의 acid 를 주입하도록 설

계하였다. 
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Figure 19. Schematic representation and photograph of continuous control 
pH system used for GAD reaction. 
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2.2. 기포탑 반응기(Bubble column reactor) 

본 실험에서는 biopolymer 생산에 적합한 단량체를 생산하기 위하여 

bubble column reactor 를 제작하였다. Bubble column reactor 는 반응기 

부피 2L 의 유리재질의 bottle 을 이용하였으며, 반응기의 dead zone 을 줄

이기 위하여 하단을 곡선으로 처리하였으며, 반응기의 교반은 air 

circulation 을 이용하였다. 온도 조절은 반응기 내부에 안정적인 온도조절을 

위하여 water circulator 를 이용하여 온도조절을 하였다. pH 조절을 위한 

HCl 의 주입은 반응기 내부의 교반을 위한 aeration 주입에 정량펌프를 이

용하여 주입하였다. pH 의 control 은 설정 pH 값보다 반응계의 pH 가 높아

질 경우에 정량펌프를 작동하여 acid 를 주입하고 설정값 이하로 떨어지면 

정량펌프의 작동을 정지하는 방법을 선택하여 반응계를 설정값 이하로 반응

할 수 있도록 디자인 하였다. Air circulation 의 속도는 반응기의 pH 를 제

어하기 위하여 사용되는 HCl 의 확산에 적합하고 반응기내의 효소 stress 를 

줄일 수 있는 bubbly flow 가 형성되는 범위에서 실험을 수행하였다. 
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Figure 20. Schematic representation and photograph of bubble column 
reactor used for GAD reaction. 
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Ⅱ - 3 실험결과 

1. GAD 반응 특성 

1.1. MSG 농도 변화에 따른 GABA 생산특성 

효소전환반응은 기질의 농도, pH, 온도에 따라 활성의 차이가 크다. 기

질의 농도가 과도하게 높을 경우 기질저해로 인하여 생성물이 생성되는 시

간이 길어지며, 생성된 생성물의 농도도 현저하게 낮아진다. 단위시간당 생

성물의 생성을 극대화하기 위해서는 효소반응에 적합한 기질의 농도를 선정

하여야만 한다. 본 연구에서는 단위시간당 생성물(GABA)의 생산량을 높이

기 위하여 수용액에 용해도가 높은 MSG 를 기질로 선정하였다. L-

Glutamate 의 경우 수용액에 용해도가 25℃ 에서 8.64 g/L 인데 비해 MSG

는 740 g/L 로 80 배 이상 용해도가 높다. MSG 의 용해도는 몰농도로 전환

했을 경우 4 M 에 육박하는 농도로 매우 고농도이다. MSG 와 GAD 의 기질

저해를 확인하기 위하여 초기 MSG 의 농도에 따라 생성되는 GABA 의 농도

를 확인하였다. 그 결과 초기농도가 100 mM 일 때 30 시간에 16 mM 의 

GABA 가 생성되었으며, 100 mM 이상의 농도에서는 기질저해로 인하여 현

저하게 생성되는 GABA 의 농도가 낮아짐을 확인할 수 있었다. 초기의 반응

은 PLP 에 의해서 반응계의 색이 밝은 노란색이지만, 반응이 종결된 이후에

는 반응계의 색이 변하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 반응계의 pH 역시 

buffer solution 에서 반응이 진행되었음에도 불구하고 pH 7 이상으로 상승

한 것을 확인할 수 있었다. 

GAD의 전환반응은 PLP를 cofactor로 glutamate를 decarboxylation시

켜서 GABA를 생성하는 반응 decarboxylation반응은 H+이온을 소비하는 

반응으로 알려져 있다. Decarboxylation이 진행되는 동안 H+이온을 소비하

기 때문에 반응이 진행되는 반응 계의 pH가 변하게 되고 이에 따라서 효소
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의 활성이 저해를 받게 된다. 또한 pH의 변화에 의해 cofactor로 이용되는 

PLP도 변형을 나타내서 일어나는 결과인 것으로 예측된다.  
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1.2. Cofactor 농도 변화에 따른 GABA 생산 

반응 계의 pH 변화에 따른 PLP 의 변화를 확인하기 위하여 UV-vis 

spectrophotometer 를 이용하여 PLP 의 spectra 를 확인하였다. 그 결과 

389 nm 에서 최대 흡광도값을 나타내는 spectrum 을 확인하였으며, 농도에 

따른 spectrum 을 측정한 결과 389 nm 에서 정량이 가능함을 확인할 수 있

었다. 

효소반응이 진행되면서 반응 계의 pH 가 변화함에 따른 PLP 의 변화

를 확인하기 위하여 PLP 의 pH 에 따른 spectrum 을 비교하였다. 반응에서 

고려할 수 있는 범위인 pH 4 에서 pH 10 의 PLP 변화를 비교해본 결과 pH

가 상승함에 따라서 PLP 의 최대 흡광도값을 나타내는 389 nm 의 peak 이 

상승하는 것을 확인할 수 있었다. 이렇게 상승하는 PLP 의 peak 은 350 nm

에서 교차점을 이루면서 330 nm 근처에 존재하는 peak 이 사라지는 것을 

확인하였다. 이러한 결과는 pH 에 의해 PLP 의 상태가 변한다는 것을 확인

할 수 있는 간접적인 결과이다.  
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Figure 21. UV-vis spectra of pyridoxal-5’-phosphate, and standard curve 

in buffer solution(pH 7). 
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Figure 22. UV-vis spectra of PLP according to pH. 
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효소반응 계 내에서 PLP 의 변화를 확인하기 위하여 반응액을 시간에 

따라서 비교분석 하였다. 그 결과 효소반응액의 최대흡광도값을 나타내는 파

장은 410 nm 로 나타났다. 이는 PLP 와 효소와의 결합에 의한 peak shift

로 시간이 지남에 따라 peak 이 점차 감소하는 현상을 확인하였다. 그러나 

이와는 반대로 330 nm 근처의 peak 은 반응이 진행되는 8 시간동안 상승하

다가 19 시간이 지난 후에는 조금씩 감소하는 것을 확인하였다. 이러한 현상

으로 볼 때 PLP 가 반응이 진행되는 8 시간동안은 pH 변화에 의해 상태가 

변화하는 것으로 생각된다. 형태가 변한 PLP 가 GAD 의 활성에 미치는 영

향을 확인하기 위하여 PLP 의 농도에 따라서 반응을 진행하며 반응시간에 

따른 GABA 의 농도를 정량 하였다. PLP 의 농도가 높으면 pH 에 의한 상태

변화가 상대적으로 느리게 진행되며, 농도에 따른 결과로 상태가 변한 PLP

와 GAD 의 활성을 간접적으로 유추해볼 수 있다. PLP 의 농도는 10 mM 부

터 2 배씩 희석하여 0.625 mM 까지 비교하였다. 그 결과 반응 초기 15 시간

까지는 PLP 농도에 따른 상승효과는 크게 나타나지 않았지만 15 시간 이 경

과한 뒤에는 PLP 의 농도가 증가함에 따라 생성되는 GABA 의 농도가 증가

하는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과로 미루어 볼 때 GAD 반응에 

cofactor 로 사용되는 PLP 는 pH 에 의해 상태가 변화하며, 상태가 변화한 

PLP 는 GAD 반응에 관여하지 않는 것을 확인할 수 있었다. 15 시간 이전에 

상승효과가 크게 나타나지 않는 이유는 PLP 의 농도가 GAD 의 activity 에

는 관여하지 않고, 일정량의 이상의 존재만이 필요하기 때문인 것으로 여겨

진다. 
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Figure 23. UV-vis spectra of the GAD reaction with time. 
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Figure 24. Effect of rising to conversion according to increasing PLP 

concentration on GABA production(pH 7, 37℃).  
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1.3. 효소반응 pH 변화에 따른 GABA 생산 특성 

 단위시간당 높은 농도의 GABA를 생산하기 위하여 GAD반응의 pH를 

조절하기 위하여 실험을 수행하였다. 대부분의 효소반응이 buffer solution 

상태에서 진행되는 이유는 buffer solution이 pH변화에 대응할 수 있기 때

문에 사용된다. 그러나 본 연구에서 실험하는 반응 계는 buffer solution의 

buffer작용의 허용범위를 넘어서기 때문에 GAD의 최적 pH범위를 유지하기 

위해서는 외부로부터 H+의 도입이 필요하다. 본 연구에서는 H+이온을 반응 

계에 도입하기 위하여 가장 많이 이용되는 hydrogen chloride를 이용하였

다. 강산의 경우 효소의 구조붕괴를 일으키기 때문에 산의 농도를 반응에 적

합하게 희석하여 실험을 수행하였으며, pH상승되어 GAD의 활성이 떨어지는 

시점에서 hydrogen chloride를 넣어주었다. 대조군으로 PLP를 넣어서 반응

을 진행하였으며, hydrogen chloride에 PLP를 녹여서 hydrogen chloride와 

PLP의 중첩효과에 대해서도 조사하였다. 

그 결과 3 시간에 1 ml 의 전체부피에 2 M 의 HCl 을 0.2 ml 넣어주었

을 때, 넣어주지 않은 대조군에 비하여 생성된 GABA 의 농도가 반응시간이 

10 시간이 지났을 때 3 배 높은 600 mM 로 분석되었다. PLP 와 HCl 을 동

시에 넣어준 반응기의 경우 10 시간에 780 mM 의 GABA 가 분석되었다. 3

시간 까지의 각각 반응기의 농도는 큰 차이가 없이 비슷하였으나, 3 시간 이

후부터 반응기간의 GABA 농도의 차이가 커지기 시작했다. 반응기에 PLP 만 

넣어준 반응기는 control 군보다 조금 높은 210 mM 이 전환되었으며, 

control 군은 195 mM 의 GABA 가 분석되었다. 초기 MSG 의 농도가 1 M

임을 감안한다면, 최대 전환률이 80%에 도달한 결과이며, PLP 와 pH 의 상

태가 GAD 의 전환공정에 관여하는 바가 크다는 것을 입증한 실험결과이다.  

GABA 전환률의 증진을 위하여 3 시간 간격으로 HCl 과 PLP 를 추가적

으로 넣어주었으며, 최종 GABA 의 농도를 높이기 위하여 HCl, PLP 그리고 

MSG 를 동시에 넣어주며 반응기의 시간에 따른 GABA 의 농도를 분석하였



67 

 

다. 그 결과 14 시간이 지난 후에 HCl 과 PLP 를 넣어준 반응기에서 90%이

상의 전환률을 확인하였다. MSG 를 함께 첨가해준 반응기에서는 초기에 생

성된 GABA 의 농도는 높았으나, 시간이 지남에 따른 생성속도가 현저하게 

줄어들면서 14 시간째 990 mM 의 GABA 를 전환시켰다. MSG 를 추가적으

로 넣어준 반응기가 HCl 과 PLP 만 넣어준 반응기보다 전환된 GABA 의 농

도는 높았으나, 반응기내에 미 반응한 MSG 의 농도가 높기 때문에 순도 높

은 GABA 를 생성하는 공정에는 적합하지 않다.  
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Figure 25. Effect of HCl, PLP and MSG on GABA production. Inoculation 
volume was 20 % of reaction volume. Inoculation materials were 

used 2 M HCl, 5 mM PLP, 100 mM MSG.  



69 

 

1.4. 결정형 GABA의 생산 

 GAD 반응을 통하여 생성된 GABA 를 회수하기 위하여 효소액을 동결

건조 하여 분말을 얻었다. 동결건조는 총 반응시간 15 시간동안 3 시간에 한

번씩 HCl 과 PLP 를 첨가해준 (A) 반응과 3 시간에 한번씩 HCl 만 첨가한 

(B) 반응 그리고 마지막으로 HCl, PLP, MSG 를 첨가한 (C)반응을 각각 동

결 건조하여 결정형 GABA 를 얻었다. (A),(B),(C), 반응의 최종 GABA 의 

농도는 각각 0.9, 0.8, 1.0 M 로 분석되었으며, MSG 의 농도는 0.1, 0.2, 1.0 

M 로 분석되었다. 반응이 종결된 각각의 (A), (B), (C)는 100℃에서 10 분

간 가열하여 효소 및 불필요한 단백질은 불활성화 시키고, 원심분리 하여 불

순물을 제거한 뒤 동결건조 하였다. 최종 MSG 와 GABA 의 농도로 미루어 

동결건조 분말의 무게를 예측하여본 결과 (A), (B), (C)각각의 이론적 무게

는, 0.108, 0.112, 0.250 g 으로 예측되었다. 실제 동결건조된 분말의 무게를 

측정한 결과 예측값 보다 모두 높게 나왔다. 이는 효소의 안정성을 높이기 

위하여 사용한 buffer 로부터 형성된 염에 의한 결과로 예측된다. 

 

Table 8. Effect of additives on the freeze-drying weight: (A)added HCl with 
PLP, (B)added HCl, (C)added HCl, PLP and MSG 

 

 (A) (B) (C) 

Theoretical 

weight (mg) 
107.521 111.922 250.25 

Actual weight 

(mg) 
127.00 135.20 281.40 
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 동결건조 결과 각기 다른 첨가제를 이용한 (A), (B), (C)반응 모두 

buffer solution 에 의한 염으로 이론적인 무게보다 더 많은 분말을 얻었다. 

각기 다른 첨가제를 넣은 반응의 동결건조 결과물은 가시적으로도 확연히 

다른 성향이 나타났다. (A) 반응의 경우 노란색의 점성이 있는 분말을 얻었

으며, (B) 반응의 경우 흰색의 점성 분말을 얻을 수 있었다. (C) 반응은 휜

색의 점성이 없는 분말이 동결건조의 결과물로 나타났다. (A) 반응의 경우 

첨가제가 HCl 과 PLP 로 전환반응은 거의 90%에 달하는 높은 전환율이 나

타난 반응이다. 분말의 성분도 GABA 가 90% 이상을 차지하였다. 그러나 

분말이 노란색을 나타내는데 이는 PLP 가 과량으로 들어가서 분말에 PLP

가 나타나는 것으로 생각된다. 분말의 점성은 GABA 의 특징으로 상온에서 

약간의 점성을 띄는 GABA 의 특징과 일치하는 결과이다. (B)는 HCl 만을 

넣어주었기 때문에 전환률은 대략 80%로 PLP 를 과량으로 넣어준 반응기보

다 전환률은 다소 낮았지만, HCl 만을 이용하여 pH 를 조정하였기 때문에 백

색의 약간의 점성이 있는 분말을 얻을 수 있었다. (C) 반응은 최종 반응물에 

존재하는 GABA 의 농도는 1 M 로 가장 높았으나, 미 반응 MSG 도 1 M 이 

존재하기 때문에 건조된 무게도 가장 높았으며, 점성을 띄지 않는 백색의 분

말을 얻을 수 있었다. 

Biopolymer 합성은 polymerization 이 원활하게 일어나기 위해서는 전

구체의 순도와 농도가 중요하다. 이러한 이유로 biopolymer 합성을 위한 

GAD 의 반응은 저 농도의 buffer solution 을 이용하여 반응을 진행하거나, 

염이 배제된 조건에서 HCl 만을 이용하여 pH 를 조절하는 것이 적합하다.  
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Figure 26. Effect of additives on GAD reaction products: (A)pyridoxal-5’-
phosphate and HCl, (B)HCl, (C)monosodium glutamate and HCl.  
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1.5. 연속식 pH제어 반응기의 반응조건확립 

고농도의 GABA 생산을 위한 실험결과 HCl 과 PLP 를 3 시간 간격으로 

넣어줌으로써 1 M 의 MSG 를 15 시간에 1 M 의 GABA 로 전환되는 것을 

확인하였다. 이러한 실험결과는 현장에서 적용 가능한 범위로 반응크기를 증

가시키기 위하여 단계적으로 실험을 수행하였다. 반응 부피를 50 ml, 100 

ml 로 순차적으로 증가시켰으며, 기질, 효소, 조효소 및 시간별 첨가한 HCl

과 PLP 의 농도 및 부피는 동일한 비율로 적용하여 실험하였다. 

50 ml, 100 ml 로 GAD 의 반응 부피를 증가시켜 반응시키면서 시간에 

따른 MSG 와 GABA 의 농도를 확인한 결과 두 반응모두 9 시간에서 MSG

가 모두 GABA 로 전환된 것을 확인할 수 있었다. 반응기의 부피를 증가시

켜도 반응이 동일하게 진행됨을 확인하여 산업적인 생산이 가능함을 확인하

였다. 
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Figure 27. Scale up test of GAD reaction; (A) 50 ml, (B) 100 ml.  
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 GABA 의 생산 후 동결건조를 통하여 얻어진 분말에는 상당량의 염이 

포함되어 있다. 이러한 염은 효소반응에서 필수적으로 사용되는 buffer 에 

의해서 생성된다. 효소반응에서 buffer 를 사용하는 이유는 pH 의 변화에 민

감한 효소의 안정성을 유지하기 위함이며, GAD 반응처럼 pH 의 조절이 필

요한 반응의 경우 buffer 의 농도는 더 높아질 필요성이 있다. 이러한 

buffer 농도의 상승은 자연히 염의 증가로 이어진다. 이러한 문제점을 해결

하기 위하여 buffer 의 양을 줄이고, pH 조절을 3 시간 간격 HCl 을 첨가해주

는 방법 대신에 자동으로 일정농도의 pH 를 유지해주는 자동화 장치를 도입

하여 pH 에 따른 GABA 의 생산성을 확인하였다. MSG 가 pH 4.5 이하에서 

석출이 일어나는 현상 때문에 pH 의 자동조절 범위는 석출이 일어나지 않는 

범위에서 선정하였다. pH 의 자동조절은 pH 4.5, 5.5, 6.0, 6.5 에서 각각 실

험하였으며, 동일한 농도의 HCl 을 사용하여 실험하였다. 그 결과 pH 6 이외

의 실험군에서 12 시간 이후부터는 GABA 의 생성량이 현저하게 줄어들었으

며, 각각의 12 시간 동안 생성된 GABA 의 농도는 최대 90, 110, 380, 50 

mM 로 확인되었다. 자동조절 pH 별 실험결과를 비교해볼 때 pH 6.0 에서의 

생산량이 가장 뛰어났으며, pH 가 낮아질수록 GABA 의 생성량은 줄어드는 

경향성을 나타냈다. GAD 반응의 pH 별 시간당 생산성을 비교하여 보면, 초

기 1 시간에서 pH 5 조건이 가장 높은 생산성을 나타냈으며, 이 후 시간이 

지나면서 pH 4.5, 5, 6 모두 생산성이 점차 감소하는 경향을 나타냈다. 반응

이 한 시간째 pH 4.5 에서 생산성이 가장 높았으나, 마지막 생성된 GABA

의 양은 pH 6 으로 조정된 반응에서 가장 많은 GABA 가 생산된 것을 확인

하였다. GAD 의 기본정보에서도 최적 pH 가 5.5 로 나타나 있으나 pH 6 에

서 가장 많은 GABA 가 생성된 이유는 반응계의 부피가 증가함에 따른 결과

이다. 반응계가 커졌으나 HCl 의 주입형태는 동일하다. 이러한 결과는 반응

계에 주입해준 HCl 이 반응계에 확산되어 homogeneous phase 에 도달하는 

시간이 증가하게 된다. 이러한 이유로 HCl 에 노출되는 효소의 양이 증가하
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게 되고 효소의 빠른 구조적인 붕괴를 유발한다. 이러한 이유로 시간이 경과

함에 따라 생산성이 pH 4.5, 5 보다 감소하는 결과가 나타나게 되었다. pH 

6.5 의 반응은 GAD 반응이 2 시간 이후부터 더 이상 진행되지 않은 것으로 

생각된다. 본 연구에서는 GABA 의 생산에 적합한 조건을 pH 6 으로 선정하

여 다음 실험을 진행하였으며, 제어에 사용한 HCl 농도에 따른 생산성을 확

인하는 실험을 수행하였다.  
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Figure 28. Effect of pH on GABA production. 
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저속 교반방법과 고속 교반방법의 비교를 통하여 반응에 적합한 교반속

도를 확인하기 위하여 간헐적으로 돌아가는 정도의 160 rpm 과 표면에 소용

돌이가 형성되기 시작하는 교반속도인 700 rpm 을 비교하였다. 교반속도의 

음성대조군으로 50 rpm 을 선정하였다. 그 결과 초기 1 시간에서는 700 

rpm 에서 GABA 의 생성량이 265 mM 로 160 rpm 보다 21 mM 이 더 많이 

생성되었다. 1 시간 이후부터는 160 rpm 의 생성량이 더 많이 증가하였으며, 

10 시간에서는 160 rpm 이 260 mM 이상의 GABA 가 더 생성된 것을 확인

할 수 있었다. 이러한 결과는 초기에는 격렬한 교반속도로 인하여 물질전달

이 원활하게 이루어진 결과에 기인한 것이며, 1 시간 이후 생성량이 감소한 

것은 격렬한 교반에 의해 물리적인 충격이 수반되어 GAD 의 안정성이 떨어

져서 나타난 결과이다. GABA 의 생성에 더 적합한 교반속도는 간헐적으로 

교반이 수행되는 160 rpm 정도가 적합한 것을 확인하였다.  

자동화 pH 적정 반응에서 염의 생성을 최소화하기 위하여 buffer 의 사

용을 줄이게 되면서 pH 제어를 해줄 때 사용하는 HCl 의 농도가 중요하다. 

HCl 의 농도가 높게 되면 반응기 내의 pH 가 급격하게 변하게 되고 이러한 

pH 의 변화는 효소의 구조변화를 유발하게 된다. 이와는 반대로 HCl 의 농

도가 낮게 되면 pH 를 제거하기 위해 사용되는 HCl 의 용량이 증가하게 되

고 이렇게 증가한 HCl 의 부피는 반응기의 부피증가로 이어지게 된다. 반응

기의 부피증가는 반응기 제작에 있어 고려되어야 하는 부분이며, 이렇게 증

가되는 부분을 최소화하기 위해서는 HCl 을 반응에 영향을 미치지 않는 범

위 내에서 고농도로 사용하여야 한다.  

반응기의 pH 조절을 위하여 사용되는 HCl 의 농도에 따른 생산성을 확

인하기 위하여 HCl 의 농도에 따른 실험을 수행하였다. 그 결과 HCl 의 농도

가 증가될수록 생성된 GABA 의 양이 줄어드는 것을 확인하였다. 이러한 결

과는 농도가 높은 HCl 이 효소의 안정성을 낮추게 되어 점차 생성된 GABA

의 양이 줄어든 것으로 생각된다.  
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Figure 29. Effect of agitation speed on GABA production in a stirred tank 

reactor. 
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Figure 30. Effect of HCl on GABA production in a stirred tank reactor.  
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GAD 반응의 교반속도, pH, HCl 의 농도 등을 고려하여 1 M 의 MSG 를 

1 M 의 GABA 로 전환하는 공정을 확립하였다. 이렇게 확립된 공정의 생산

성을 높이기 위하여 초기 MSG 의 농도를 2 M 로 높여서 단위시간당 생성

된 GABA 를 비교실험 하였다. 대량 생산공정의 도입을 고려하여 반응기 부

피변화를 확인하였으며, 시간당 생성된 GABA 를 정량 하여 비교하였다. 그 

결과 10 시간의 반응이 진행된 이후 반응기의 부피는 초기 반응기 부피대비 

3 을 넘지 않는 범위에서 반응이 종결되었으며, 그 때 생성된 GABA 는 

103~110 g/L 로 100% 전환됨을 확인하였다. 초기 MSG 의 농도를 2 M 로 

반응을 시작한 결과 46 시간에 85%의 전환률을 나타냈으며, 이때의 반응 

부피도 초기반응 부피대비 3 을 넘지 않는 것을 확인하였다. 초기 농도에 따

른 생산성을 비교한 결과 반응기의 부피변화는 변화가 없었으며, 2 M 의 

MSG 를 85% 전환하는데 성공하였다. 1 M 의 MSG 를 반응하는 경우 10 시

간동안 100 g 의 GABA 를 생산할 수 있었으나, 2 M 의 MSG 경우 46 시간 

동안 170 g 의 GABA 를 생산할 수 있었다. 1 M 과 2 M 의 단위시간당 생산

성을 비교하였을 때 각각 10.31, 3.64 g/L hr 로 1 M 의 MSG 가 대량 생산

공정에 더 적합하다.  

동일한 효소를 사용한 경우 1 M 의 MSG 보다 2 M 의 MSG 를 이용할 

경우 더 높은 효율로 GABA 를 생산할 수 있으나 반응이 100% 전환이 되

지 않기 때문에 MSG 와 GABA 의 분리 공정의 도입이 필요하다. 현재 대부

분의 GABA 생산공정 에서는 column 등의 분리공정을 도입하여 생산된 

GABA 를 반응기로부터 분리하여 GABA 를 생산하고 있는 실정이다. 이러한 

분리공정은 고가의 장비를 이용하거나 숙련된 작업자가 필요하여 GABA 의 

생산성을 저해하는 요인이 되고 있다. 이러한 이유로 본 연구에서는 반응기

로부터 MSG 와 GABA 를 손쉽게 분리할 수 있는 공정을 실험하였다. 
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Figure 31. Result of scale-up of GAD reaction at initial concentration of 1 M 
MSG;(controlled pH 6, 170 rpm).  
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Figure 32. Result of scale-up of GAD reaction at initial concentration of 2 M 
MSG;(controlled pH 6, 170 rpm).  
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1.6. 연속식 pH제어 반응기의 반응표면분석 

GABA 의 생산을 위한 연속식 pH 조절 반응기의 pH 설정값, pH 제어를 

위한 HCl 의 농도 및 교반속도가 GABA 의 생산량에 미치는 영향을 알아보

고 최적의 생산공정조건을 설정하기 위하여 각각의 변수간의 유의성을 확인

하였다. 변수간의 유의성은 pH 설정값, pH 제어에 사용하는 HCl 의 농도, 

반응기의 교반속도를 독립변수로 설정하였으며, 전환된 GABA 의 농도(mM)

를 종속변수로 설정하였다. 

각각의 독립변수간의 상호작용을 비교한 결과 pH 제어에 사용되는 HCl

의 농도와 교반속도의 상호작용, pH 설정값과 pH 제어에 사용되는 HCl 의 

농도는 유의성을 나타내는 것을 확인하였다. 그러나 상대적으로 pH 설정값

과 교반속도는 상호작용이 거의 없는 것으로 확인되었다. 이러한 결과값은 

반응기에 사용되는 HCl 의 확산과 연관된 결과로 교반속도의 증가가 확산계

수값을 증가시켜 나타난 결과이다. 그러나 반응기의 교반속도 증가는 효소의 

물리적인 손실을 동반하기 때문에 반응기내의 GABA 생산량과 확산계수의 

상호적은 고려를 통하여 GABA 의 생산량이 가장 높은 반응기의 운용조건을 

확립하였다. 독립변수간의 상호작용을 고려하여 반응기의 운용조건은 pH 6

으로 제어하여 1 M 의 HCl 을 이용하여 170 rpm 에서 운용하는 조건을 확

립하였다. 
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Table 9. ANOVA results of GABA production with pH and HCl concentration 
 

 

  Coefficient Std. Error t-value P-value 

Y0 -16007.104 7372.9996 -2.1710 0.1621 
a 5975.328 2750.0699 2.1728 0.1619 
b 205.772 617.0836 0.3335 0.7705 
c -535.988 253.0045 -2.1185 0.1683 
d -88.686 169.1543 -0.5243 0.6524 

X(pH), Y(HCl concentration, M) 

 

Figure 33. Response surface graph of GABA concentration with pH and HCl 
concentration. 
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Table 10. ANOVA results of GABA production with agitation speed and HCl 
concentration 

 

 

  Coefficient Std. Error t-value P-value 

Y0 -536.8230 217.8742 -2.4639 0.2454 
a 8.2636 1.3301 6.2130 0.1016 
b 540.1709 258.9723 2.0858 0.2846 
c -0.0099 0.0017 -5.8890 0.1071 
d -200.6610 71.5817 -2.8032 0.2181 

X(agitation speed, rpm), Y(HCl concentration, M) 

 

Figure 34. Response surface graph of GABA concentration with HCl 
concentration and agitation speed. 
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Table 11. ANOVA results of GABA production concentration with pH and 
agitation speed 

 

 

  Coefficient Std. Error t-value P-value 

Y0 -13909.006 11332.2430 -1.2274 0.4352 
a 4.493 4.7910 0.9379 0.5204 
b 5036.329 4248.0871 1.1856 0.4461 
c -0.004 0.0061 -0.8087 0.5671 
d -453.620 391.9024 -1.1575 0.4536 

X(pH), Y(agitation speed, rpm) 

 

Figure 35. Response surface graph of GABA concentration with pH and 
agitation speed. 

  



86 

 

2. GABA의 생산을 위한 반응기 scale-up 

2.1. 분사형태의 영향 

 GABA의 대량생산을 위해서는 lab scale의 실험을 pilot scale로 

scale-up을 고려해야 한다. 일반적으로 3 L 미만의 반응기에서 실험을 lab 

scale이라고 명칭하며, pilot scale의 실험은 50~2000 L 크기의 반응기 실

험을 명칭한다. Lab scale 에서 pilot scale로 scale-up 할 경우 반응기의 

부피가 커짐에 따라 다양한 문제점이 발생하게 된다. Scale-up test시 일반

적으로 나타나는 문제점은 시스템 내의 불균일성, 부피 대 표면적 비 변화, 

그리고 반응시간의 장기화이다. 이러한 문제점을 고려하기 위하여 scale-up

을 할 때 고려하는 사항은 동력의 공급량, 용기내의 일정한 액체순환속도, 

임펠러의 펌핑속도, 임펠러 끝에서의 일정한 전단응력속도, Reynolds 

number, kLa 값, 기질 또는 생성물의 농도등이 있다. 그 중 본 연구에서는 

acid의 주입 방법, 교반방법이 반응에 큰 영향을 준다. GAD반응에 관여하는 

변수인 pH를 제어하기 위하여 사용하는 HCl의 확산이 반응기의 부피가 커

짐에 따라 다양한 문제점을 야기시킬 수 있다. 선행 연구로 미루어 볼 때, 

100 ml의 효소반응기 부피에서는 HCl의 확산에 의해 효소 전환을 저해하거

나 효소의 안정성을 떨어트리는 부분이 없거나 미비하였다. 따라서 반응기의 

크기를 증가시켜서 실험을 수행할 필요가 있다. 

본 연구에서는 3 L 크기의 반응기를 이용하여 반응부피 2 L 의 반응을 

진행 하였다. 100 ml 의 반응기에서는 10 시간에 1 M 의 MSG 를 100% 전

환한 실험조건을 바탕으로 동일한 조건에서 부피를 증가시켜 실험을 수행하

였다.  그 결과 30 시간까지 반응을 진행 하였으나, 6 시간 이후로는 반응이 

종결된 것으로 보이는 결과를 얻었다. 6 시간 이후의 전환률은 30% 정도 밖

에 되지 않았다. 이러한 결과가 나타난 이유는 pH 를 제어하기 위하여 사용

한 산의 주입방법에 있다. 산의 주입이 정량펌프를 이용하여 주입하고 pH 
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meter 로 pH 를 측정하여 제어를 하게 되는데 산이 주입되고 반응기 전체에 

확산되기 까지 소요되는 시간 동안 pH meter 는 감지를 하지 못하기 때문에 

산이 설정 pH 에 도달하기에 필요한 정량보다 과량으로 주입되게 된다. 따라

서 산의 주입 방법을 병렬로 연결하고 주입되는 관의 크기를 최소화 하여 

실험을 수행하였다.   
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Figure 36. Result of scale-up of GAD reaction on the 2 L reaction volume;(1 
M MSG, controlled pH 6). 

  



89 

 

산과 효소반응액이 접촉하게 되는 면적을 최소화하기 위하여 효소반

응액의 표면으로 떨어지던 형태의 산의 유입형태를 효소반응액의 내부에서 

확산이 되게 바꿔 주었으면 반응기의 내부에서 확산계수값을 상승시키기 위

하여 유입되는 관을 4 분할하여 동시다발적으로 효소반응액의 내부에 확산할 

수 있도록 반응기를 제작하였다. 산의 효소반응기내에서 확산을 증가를 위한 

또 다른 방법은 교반이다. 그러나 물리적인 충돌과 와류 등으로 인하여 효소

에 물리적인 충격을 전달 할 수 있는 부분이기도 하다. 교반탱크 반응기

(Stirred tank reactor)의 기본형태를 가지고 있는 2 L 의 반응기에는 기체 

및 산의 확산을 증가시키기 위하여 임펠러(Impeller)를 사용한다. 임펠러는 

반응기에 사용되는 반응의 산소전달, 전단 민감성, 층형성 등의 인자를 고려

하여 설계하게 된다. 임펠러의 모양에 따라 반응기내에서 형성되는 교반의 

형태가 상이하게 변형된다. Rushton 형태의 impeller 는 점성이 낮은 유체에 

적합하며, 방사형의 유체흐름을 유도한다. 대부분의 생물반응기는 Rushton 

impeller 를 사용하고 있다. Pitched blade impeller 는 tank baffle 이 실효성

이 없는 고속의 액체나 고형체의 작업에 적합하며, 유체흐름의 방향은 

impeller 날의 기운 방향에 따라 위쪽이나 아래쪽 어디로든 가능하며 기울기

는 수평에서 직각까지 다양하다 [76-78]. Hydrofoil impeller 의 경우 

blade 형태에서 발전한 impeller 로 축 방향으로 난류의 형성이 적은 특징을 

가지고 있다. 

따라서 본 연구에서는 효소의 구조적인 안정성을 상승시키기 위하여 

임펠러의 영향을 고려하여 난류의 형성이 적은 hydrofoil impeller를 선택하

여 GAD 반응을 진행하였으며, HCl의 주입형태도 parallel type으로 디자인

하여 GABA 전환률을 비교하였다. 그 결과 초기에 반응기 표면에 형성되는 

CO2의 형태와 유입되는 산의 양으로 볼 때 반응기에 유입되는 산에 의한 

반응의 저해는 줄어드는 듯한 현상이 나타났으나, 실제 효소반응을 통한 
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GABA의 전환율은 27.3% 정도로 50 ml 반응기에서 나타났던 100%의 전

환률에는 도달하지 못하였다. 

 반응기의 scale-up 에서 교반에 의한 효소의 손실을 최소화하기 위

하여 반응기의 교반형태를 impeller 를 이용한 방법에서 air 를 이용한 

bubble column reactor 를 디자인하였다. 통상적으로 air 를 이용한 교반 반

응기의 경우 stirred reactor 에 비하여 반응계의 혼합효과는 뛰어나지 않는 

것으로 알려져 있다. 이러한 이유로 air lift column reactor 를 사용하게 되

는데 air lift column reactor 는 반응계에 baffles 등을 이용하여 riser site

와 down comer site 를 이용하여 혼합효과를 상승시킨다. 그러나 이러한 장

치는 baffles 을 장치하지 않은 bubble column reactor 에 비하여 상대적으

로 빠른 air flow 를 요구한다. Air flow 의 상승은 반응계의 상층부에 도달하

였으때 발생하는 물리적이 손실의 증가로 인하여 효소에 데미지를 입히게 

된다. 따라서 본 연구에서는 bubble column reactor 를 선정하여 반응기를 

제작하였다.  



91 

 

 

 

 

 

Figure 37. Alternative flow fields and the various impeller. 
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Figure 38. GABA production and reactor volume ratio using parallel type acid 
inlet.  
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2.2. 반응기 교반형태의 영향 

기포탑은 교반반응조와 달리 기계적인 교반장치가 없고 기포가 교반을 

담당하고 있다. 교반발효조 보다 탑의 높이가 지름에 비해 훨씬 높은 것이 

특징이다. 기포탑에는 기포탑의 내부의 형태에 따라서 multi staged, with 

static mixers, multi tubes, with external back flow tube, with external 

back flow등으로 구분된다[79-81]. 공기는 분사기를 통하여 분사하게 되는

데 단순히 공기만 불어넣는 정분사기(static sparger)와 공기와 액체가 jet

형태로 분사되는 동분사기(dynamic sparger)의 두 가지로 나눌 수 있다

[82-84]. 공기의 겉보기속도(superficial gas velocity), uG가 5 cm/s 이하

일 때는 기포의 크기는 균일하고 상승속도도 서로 비슷하다[85-88]. 이 때 

유동특성을 bubbly flow라고 한다. 이 유동특성범위 내에서 액체를 기포와 

같은 방향으로 흘리면 기포체류량도 줄고 bubbly flow도 안정화된다. 기체

의 유량은 계속 증가시키면 단순한 기포탑의 경우 액체가 넘치는 flooding이 

일어나는데 이때는 큰 기포가 생겨 churn-turbulent flow가 생긴다[86, 

89-91]. 

효소 반응기내의 혼합만을 고려할 때는 와류를 일으킬 수 있는 churn 

type 의 flow pattern 이 적합하지만, 이러한 와류와 큰 bubble 은 bubble 

column 의 최상층면에서 효소의 구조를 붕괴할 가능성이 크다. 따라서 본 

연구에서는 bubbly flow 가 가능하도록 bubble column reactor 를 디자인 

하였으며, 공기의 주입과 HCl 의 주입에 의한 stress 를 줄이기 위하여 동분

사기(dynamic sparger)의 형태를 취하였다.  

그 결과 bubble 을 이용하여 교반하고 동분사기를 이용하여 산을 주입

하는 bubble column reactor 의 경우 반응시간 6 시간에 GABA 의 농도가 

400 mM 에 육박하였으며, 이때 산의 유입은 반응기 부피에 2.0 배 이상 이

였다. 효소 반응의 부피증가와 GABA 의 농도를 고려할 때, 이 농도는 전환

률이 80%에 도달하는 결과이다. Bubble column reactor 와 impeller 를 이
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용한 반응기를 전환률로 비교하면, 1 시간까지는 동일한 전환률을 나타내지

만 1 시간 이후부터 6 시간까지 최대 2 배의 전환률 차이를 확인 하였다. 이

러한 결과는 bubble 에 의한 교반이 impeller 에 의한 교반보다 효소에 주는 

stress 가 적다는 것을 입증하는 결과이며, 동분사기 형태에 의한 pH 의 제

어가 이루어졌음을 확인할 수 있는 결과이다. 6 시간에 2 L 반응기에서 1 M

의 MSG 를 80% 전환한 결과는 6 시간에 1 cycle 의 반응기에서 164.8 g 

GABA 를 생성할 수 있는 결과이다. 

 

 

 

Figure 39. Flow patterns vertical upward flow in bubble column.  
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Figure 40. Effect of bubble and stirring on GABA production and conversion. 
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2.3. Bubble column reactor의 효소반응 속도론 

본 연구에서 제작한 bubble column reactor의 성능을 비교하기 위하여 

Michaelis-Menten equation에 입각하여 반응기의 scale-up 이전의 반응

기(stirred reactor)와 Km, Vm 값을 비교하였다. 각각의 michaelis 

constant값은 각 반응기의 반응 결과를 Lineweaver-Burk plotting method

에 따라 plotting하였다. 

반응기의 scale-up 과정에서 교반에 의한 물리적인 충격으로 효소의 

활성이 저하되는 문제점과 HCl의 주입 방법에 따른 효소의 구조적 붕괴에 

따른 생산성의 저하를 평가하기 위하여 디자인한 bubble column reactor의 

성능을 비교하기 위하여 50 ml 반응기의 michaelis constant를 비교하였다. 

50 ml 반응기의 michaelis constnat값은 Km, Vm값이 각각 277.26 mM, 

200.0 mM/hr로 나타났으며, bubble column reactor는 480.125 mM, 312.5 

mM/hr로 50 ml 반응기보다 소폭 상승한 결과값을 확인하였다.  

Km의 값은 효소-기질 상호작용의 성질에 대한 서술 값으로 Km값이 높

아진 부분은 bubble에 의한 교반이 반응계내의 혼합에 적합함을 확인할 수 

있는 결과이다. Vm값은 효소가 기질로 충분히 포화되었을 때 한 효소가 단

위시간당 생성물로 전환시킬 수 있는 기질 분자들의 수를 나타내는 값이 다. 

Vm값이 상승한 부분은 bubble column reactor 에서의 효소반응이 안정적으

로 진행되고 있음을 간접적으로 보여주는 결과값이다. 이러한 결과값을 통하

여 GAD의 반응을 위한 bubble column reactor의 scale-up이 성공적으로 

이루어짐을 확인하였다. 
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Figure 41. The Lineweaver-Burk plot of the enzyme reactions in the bubble 
column reactor(2 L) and stirred reactor(50 ml). 
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Table 12. Values of Km and Vm for glutamate decarboxylation on bubble 
column reactor(2 L) and stirred reactor(50 ml) 

 

Type 
Km 

(mM) 
Vm 

(mM/hr) 

Bubble 480.125 312.5 

Stirred 277.26 200.0 
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Ⅱ - 4 결론 

본 연구에서는 biopolymer 의 합성을 위한 GABA 의 생성 공정을 연구

하였다. GABA 의 생성을 위해서는 GAD 를 이용한 효소반응 공정을 이용하

였으며, 효소반응 공정을 최적화 한 뒤 pH controller 를 이용한 자동 pH 제

어 공정을 확립하였다. 확립된 자동 pH 제어 공정을 반응기 부피 2 L 로 

scale-up test 를 수행하였다. 

초기 GAD 와 MSG 와의 반응에서 조효소로 이용되는 PLP 의 농도에 따

른 GABA 전환률을 확인하였으며, 반응계의 pH 에 따른 전환률을 확인하였

다. 반응이 진행되면서 반응계의 pH 가 7 이상이 되면 반응이 종결되어 이를 

제어하고자 HCl, PLP 를 사용하여 전환률을 증가시켰으며, 생성물 GABA 의 

순도를 높이고자 buffer 를 증류수로 대체하였다. 반응계의 pH 조절을 위하

여 연속제어 반응기를 제작하여 효소반응의 생산성을 증가시켰으며, 반응기

의 부피를 2 L 까지 증가시켜 반응기를 제작하였다. 반응기의 scale-up 이후 

산의 주입방법 및 교반 방법으로 인한 stress 로 인하여 효소의 안정성이 저

하되어 전환률이 감소하였다. 이를 보안하기 위하여 bubble column reactor

를 제작하였으며, HCl 의 주입은 교반을 위하여 선택한 air circulation line

을 통한 주입방식인 동분사 방식을 선택하여 디자인 하였다. 

그 결과 GAD 를 이용한 효소반응 공정은 초기 MSG 농도는 1 M, 반응

온도는 37℃, 1 M 의 HCl 을 이용하여 pH 6 으로 제어하며, 동분사기를 이용

하여 HCl 을 반응기에 주입하는 bubble column reactor 의 형태에서 80%의 

전환률을 4 시간반응 하여 얻을 수 있었다. 

본 연구에서 도입한 공정은 biopolymer 합성에 적합한 공정으로 반응

기의 내부에 용액은 buffer 를 사용하지 않았으며, 위의 조건으로 반응을 진

행하여 4 시간에 1 cycle 의 반응기에서 164.8 g GABA 를 생성하였다. 
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제 Ⅲ 장 GABA를 이용한 Nylon 4 합성공정개발  

Ⅲ - 1 서론 

1. 이론적 배경 

1.1. 나일론(Nylon) 

나일론은 최초의 합성섬유로, 1938 년 Dupont 사에서 hexamethylene 

diamine 과 adipic aicd 의 축합중합(Condensation polymerization)에 의해 

합성된 제품이 그 시초로 현재 polyamide 66 또는 nylon 66 으로 명명되고 

있다. 이때부터 nylon 이라는 상품명은 합성 polyamide 를 지칭하는 일반용

어로 사용되고 있다. 대표적인 nylon 수지로는 caprolactam 을 단량체로 이

용하여 합성하는 nylon 6 와 nylon 66 이 있다[92, 93]. 

폴리아미드(polyamide)는 그 주쇄를 이루는 구조단위가 아미드기에 의

해 연결된 합성 고분자를 말하며, 아미드기로 연결된 구조다위가 주로 지방

족 단량체로 이루어진 폴리아미드를 나일론 이라고 한다. 나일론의 명명법은 

나일론 mn 및 나일론 m 으로 나뉘어 지는데 nylon 66 이 전자, nylon 6 이 

후자에 속하는 명명이다. 전자는 dicarboxylic acid 및 diamine 이 반응하여 

아미드기를 형성하는 경우로 diamin 에 포함된 탄소의 수를 m, 

dicarboxylaic acid 에 포함된 탄소의 수를 n 으로 나타낸다. 아미드기는 아

민기와 카르복시산기를 동시에 갖는 단량체를 이용하여 형성될 수 있다. 이 

때 단량체에 포함된 탄소의 수를 m 이라고 하면 폴리아미드는 나일론 m 이

라고 명명한다[94-98]. 

나일론은 단량체의 탄소수와 반복되는 단량체의 종류에 따라 그 특성이 

변하게 되는데 산업적으로 대표적인 나일론들의 일반적인 특징을 다음의 

table 에 나열하였다.  
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Table 13. Typical properties of Nylon 6, 6-6, 6-10, 6-12 
 

Properties Unit 
Nylon  

6 

Nylon  

6-6 

Nylon  

6-10 

Nylon  

6-12 

Specific 

gravity 
- 1.14 1.14 1.09 1.07 

Melting point ℃ 220 260 213 210 

Mold 

shrinkage 
% 0.6~1.6 0.8~1.5 1.2 1.1 

Tension kg/cm2 740 800 600 620 

Expansibility % 200 60 200 200 

Izod impact 

strength 

kg-

cm/cm 
5.6 4 5.6 5.4 

Rockwell 

hardness 
- R114 R118 R116 R114 

Deflection 

temperature 
℃ 63 70 57 60 

Water 

adsorption 
% 1.8 1.3 0.5 0.4 
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1.2. 나일론 4(Nylon 4) 

Nylon 4 는 1953 년 2-pyrrolidone 을 개환중합법에 의해 개발된 폴리

아미드로 Nylon 6 와 Nylon 2 의 중간에 위치하고 있다. 제전성, 흡습성, 염

색성 등은 천연 무명과 흡사한 물성을 가지고 있으며, modulus, 신장강도, 

파단신도 등의 물리적 성질은 Nylon 6 와 비슷하다. 1956 년에는 Nylon 4

의 합성을 금속칼륨을 촉매로 아실화합물을 촉진제로 사영하여 보다 낮은 

온도에서 중합을 성공하였으며, 수산화칼륨 촉매와 아실화합물 촉진제의 조

합으로도 합성을 하였다. 또한 수분제거를 통해 수율을 향상시키시 위한 연

구도 진행되었다. 계속된 연구로 아세틸기의 카르복실기에 의한 공명효과로 

음이온이 안정화되기 때문에 개시반응의 개환반응이 더 빠르게 일어나는 것

을 확인하였다[99-102].  

이렇게 합성된 Nylon 4 는 용융점보다 낮은 열분해 온도를 갖고 있기에 

고온에서 Nylon 4 가 용융되면서 분해가 동시에 일어나는 단점을 가지고 있

다. 또한 단량체인 2-pyrrolidone 의 높은 가격 및 수급불안의 문제로 대량

생산에 한계를 보였다. 
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1.3. 2-Pyrrolidone 

2-Pyrrolidone 은 오각형의 환형아미드(cyclic amide)로 구성된 유기

화합물이다. 무색의 액체로 고온에 안정적이며, 비부식성 극성 용매이다. 물, 

ethanol, diethyl ether, chloloform, benzene, ethyl acetate, carbon 

disulfide 등의 다양한 용매와 혼합될 수 있는 특징 때문에 산업적으로 널리 

이용되고 있다[103, 104].  

2-pyrrolidone 의 합성은 상온에서 BF3OEt2(Boron trifluoride 

diethyl ether complex)존재하에 빠르게 합성된다. 이 때 초기물질로 넣어

준 azido alkanoic chlorides 의 탄소수에 따라서 lactam 의 모양이 결정된

다. Toluene 용매상태에서 aluminum oxide 를 첨가한 뒤 100℃에서 10 시

간동안 반응하게 되면 2-pyrollidine 을 합성할 수 있다. 그러나 이 공정은 

다른공정과 비교할 때 합성시간이 길고 수율도 상대적으로 낮으며, 유기용매

를 사용하는 단점을 가지고 있다[105-108]. 또 다른 합성방법으로는 감압

조건하에서 2-pyrrolidone 을 용매로 사용하여 분말의 GABA 를 사용하여 

120℃ 에서 반응시킨다. 반응시간도 빠르고 수율도 높은 편이지만, 분말의 

GABA 를 사용하는 단점을 가지고 있다. 본 연구는 MSG 로부터 생성된 

GABA 는 수용액 상태에 분포되어 있으며, 2-pyrrolidone 의 합성 이후 

nylon 합성공정으로 이어져야 하는 특징을 가지고 있다. 따라서 GABA 용액

에 최대한 불순물의 첨가를 배제하고 순도 높은 2-pyrrolidone 을 합성하여

야만 한다. 이러한 특징을 고려하여 본 연구에서는 고압반응기에서 

methanol 첨가를 통하여 2-pyrrolidone 을 합성하였다. 
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Figure 42. Synthesis route for formation of 2-pyrrolidone. 
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1.4. 음이온 개환중합(Anionic ring-opening 

polymerization) 

전자를 잡아당기는 치환기, alkyl, carboxy, nitro, nitrile, vinyl기 등을 

가진 불포화화합물은 OH-, NH2- 또는 carbanion과 같은 음이온에 의하여 

중합될 수 있다. 알칼리 금속, alkyl이나 aryl lithium화합물, Grignard 시약, 

alkyl aluminum, 유기 라디컬 음이온과 금속 amide등이 개시제로 사용된다. 

개시제는 활성 수소를 가진 물질에 대해 아주 민감하므로 산, 물, alcohol, 

mercaptan, amine, acetylene 유도체 등을 세심히 제거하여야 한다. 산소, 

이산화탄소, 일산화탄소, carbonyl 화합물, alkylhalide등도 개시제화 반응할 

수 있다 [109, 110]. 성장반응에서는 자라는 음이온과 짝이온 사이에 단량

체가 삽입되어 중합이 진행된다. 성장사슬 말단이 음이온으로 되어 있으므로 

양이온에 의해 사슬정지가 일어난다. 성장사슬의 음이온은 친전자성 시약과 

사슬이동반응을 일으킬 수 있다. 

단량체가 전부 소모되어도 물 등의 불순물이 없는 한 사슬 말단의 활성

은 남아 있다. 이를 living 중합이라고 한다. Living 중합은 반응이 종결된 

뒤 또다시 단량체를 넣어주면 계속 중합하여 분자량이 증가하게 된다. 

Living 중합은 THF, dioxane 등 성장사슬의 음이온과 사슬이동을 할 수 없

는 용매를 선정하여야만 한다.  
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Ⅲ - 2 실험 재료 및 방법 

1. 2-Pyrrolidone 분석 

2-Pyrroidone은 HPLC(high performance liquid chromatography)를 

이용하여 분석하였다. 2-Pyrrolidone의 분석에는 Partisil SAX 10 column 

을 사용하였으며, 5 mM KH2PO4 + 2 % acetonitrile을 mobile phase로 이

용하였다. 0.8 ml/min의 유속으로 200 nm의 파장에서 UV-vis detector로 

정량 하였다. 
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Figure 43. Standard curve of 2-pyrrolidone using HPLC.  
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2. 2-Pyrrolidone 합성 

 MSG 로부터 GAD 를 이용하여 전환한 GABA 를 2-pyrrolidone 으로

합성을 위하여 고압반응기를 사용하였다. 고압반응기는 Multi pressure 

bomb reactor(Reaction Engineering, INC.)반응기를 사용하였으며, 온도

유지는 Refrigerated bath Circulator(Lab Companion, RW-0525G)를 

사용하여 온도를 제어하였다.  

반응기의 압력변화는 LC-20AT(Shimadzu)를 이용하여 압력을 제어하

였다. 고압반응기의 압력은 300 psi(2.06 bar, 2068.44 Kpa)로 조정하였

으며, methanol 을 첨가하여 2-pyrrolidone 의 합성반응을 촉진시켰다. 본 

연구의 특성을 고려하여 2-pyrrolidone 의 촉매의 유무에 따른 합성을 비

교하였다. 

 

 

 

Figure 44. High pressure reactor used for the synthesis of 2-pyrrolidone 
from GABA solution. 
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3. Nylon 4 합성 

Nylon 4 의 합성은 2-pyrrolidone에 catalysts와 initiator를 넣고 N2

로 충진된 반응기 내에서 24 hr 반응시킨다. 반응이 종결된 반응물은 

acetone으로 침전을 시킨 뒤 침전물을 건조하여 분석하였다. 제조된 nylon 

4 는 매우 딱딱한 상태의 고체상태로 고체상태의 nylon 4 를 잘게 부순 뒤 

0.1% formic acid로 세척하여 미반응 monomer를 제거하였다. 본 실험에서

는 catalyst로는 sodium, KOH, potassium tert-butoxide를 이용하였으며, 

initiator로는 benzoyl chloride, SiCl4를 각각 비교분석 하였다. 

 

 

 

N
H
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O
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Figure 45. Reaction scheme of Nylon 4 synthesis from 2-pyrrolidone. 
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Ⅲ - 3 실험결과 

1. 2-Pyrrolidone 합성 

고압반응기를 이용한 2-pyrrolidone 의 합성공정의 조건을 확립하기 위

하여 methanol 의 농도와 촉매의 유무에 따른 수율을 확인하였다. 2-

Pyrrolidone 의 합성은 반응 후 nylon 의 합성으로 진행되기 때문에 반응액

에 포함되는 불순물을 최대한 배제할 필요성이 있다. 따라서 촉매에 의한 반

응과 촉매를 미포함한 반응을 비교하였다. 이 때 촉매는 ammonium 

bromide 를 사용하였다. 촉매의 농도는 0.6 mM 을 이용하였다. 12 mM 의 

GABA 를 methanol 과 증류수의 비를 2:1 또는 1:1 로 각기 다르게 하여 

100℃, 300 psi 조건에서 3 시간 반응시켰다. 반응액내에 존재하는 GABA

와 2-pyrrolidone 은 HPLC 를 이용하여 정량분석 하였다. 그 결과 촉매를 

넣어준 실험군에서 methanol 과 증류수의 혼합비가 1:0, 2:1, 1:1 로 넣어준 

3 개의 실험군에서 모두 2-pyrrolidone 이 합성된 것을 확인할 수 있었다. 

그러나 촉매를 넣어주지 않은 실험군에서 methanol 과 증류수의 혼합비가 

1:0, 2:1 인 실험군 에서만 2-pyrrolidone 이 합성된 것을 확인할 수 있었

다. 따라서 촉매를 사용하지 않을 때에는 methanol 의 첨가가 필요하다는 

것을 확인하였으며, 첨가하는 양은 용액에 존재하는 증류수보다 높은 양이 

첨가되어야 함을 확인하였다. 

Methanol 의 첨가에 따른 2-pyrrolidone 의 합성 수율을 확인하기 위

하여 methanol 의 혼합비에 따른 반응을 수행하였다. 혼합비는 1:1 에서 합

성이 되지 않았던 결과를 참고로 하여 1:2, 1:3 으로 점차 증가하여 합성효

율을 확인하였다. 그 결과 1:3 에서 94%의 수율을 확인하였다.  

본 실험에서 2-pyrrolidone 의 합성은 1:3 으로 methanol 을 첨가하여 

고압반응기에서 100℃, 300 psi 조건에서 촉매의 첨가 없이 3 시간 반응하는 

조건으로 확립하였다.  
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Figure 46. HPLC chromatogram of 2-pyrrolidone with methanol ratio and 
catalyst in high pressure reactor. 
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Table 14. Yield of synthesized 2-pyrrolidone according to methanol ratio in 
high pressure reactor 

  

GABA 
(g) 

D.W. 
(g) 

Methanol 
(g) 

Methanol ratio 
(M) 

Yield 
(%) 

10.31 50 100 2 89.2 

10.31 50 150 3 94.0 

10.31 50 200 4 95.7 

10.31 50 250 5 94.8 

Yield = 2-pyrrolidone(g)/GABA(g )x 100 
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GAD 의 반응을 이용하여 전환된 GABA 는 100% 전환이 되어도 용액

속에 NaCl, cell debris 등의 불순물이 포함되어 있다. 이러한 불순물을 분리

하기 위해서는 다양한 방법을 이용할 수 있으나, 본 연구의 특성상 대량생산

에 용의한 공정을 설계하기 위해서는 보다 간편하고 저렴한 분리공정이 필

요하다. 분리공정중 가장 손쉬운 방법은 pH 변화를 통하여 분리하거나 용해

도차이를 이용해서 분리하는 방법이 있다. 본 연구에서는 pH shift 를 이용하

여 cell debris 를 제거하였으며, pH shift 에 의한 MSG 와 GABA 의 상관관

계도 함께 확인하였다. 

1 M 의 GABA 에 각기 다른 농도의 MSG 를 용해시킨 후 용해된 

sample 의 pH 를 측정하고 3 M 의 HCl 을 이용해 pH shift 를 수행하였다. 

pH shift 는 pH 를 3.1 로 적정한 후 원심분리를 하여 침전물과 상등액을 분

리하는 방법으로 진행하였다. 그 결과 MSG 의 농도가 높아질수록 초기 pH

는 낮아지는 경향을 나타냈으며, pH shift 이후에는 MSG 의 농도가 높은 

sample 에서 침전물이 더 많이 형성되는 것을 확인하였다. 침전물을 원심분

리한 뒤 상등액의 GABA 와 MSG 의 농도를 분석한 결과 MSG 의 농도는 

50~80 mM 로 분포하였으며, GABA 의 농도는 780~890 mM 로 분포하였

다. GABA 의 농도가 1 M 이 되지 않는 이유는 pH shift 를 위한 HCl 의 첨

가로 인한 반응계의 부피상승으로 인한 결과이다. 이러한 결과로 미루어 볼 

때 pH shift 에 의해서 MSG 는 80 mM 이하로 존재하게 되며, GABA 는 상

대적으로 영향을 받지 않는 것으로 확인되었다. 위의 실험결과를 토대로 효

소반응액에 적용한 결과 cell debris 를 제거할 수 있었으며, 미반응된 MSG

도 제거가 가능함을 확인할 수 있었다. 
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Table 15. Precipitations of MSG and GABA using pH shift method. 
 

 
Initial 

pH 
After 

pH shift 
MSG concentration 

(mM) 
GABA concentration 

(mM) 

(A) 7.64 3.17 75.6 894.0 

(B) 7.68 3.14 81.1 840.1 

(C) 7.59 3.17 49.5 868.5 

(D) 7.56 3.12 66.1 836.3 

(E) 7.51 3.64 62.4 787.2 
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Figure 47.Effect of on the precipitation of GABA and MSG mixture:(up : 
initial states, down : after pH shift). 

  



115 

 

효소반응액을 pH shift를 이용하여 cell debris를 제거하고 high 

pressure reactor를 이용하여 2-pyrrolidoen을 합성하였다. 100 ℃, 300 

psi 조건하에서 3 시간 반응시킨 결과 2-pyrrolidone을 합성하였다. 합성된 

반응물에는 다량의 수분을 포함하고 있어서 nylon 4 의 합성을 위해서는 수

분을 제거하는 공정이 필요하다. 수분제거는 rotary evaporator를 이용하여 

수분을 제거하였다. 이 때 일정 시간이 지난 후 합성한 2-pyrrolidone 수용

액에 결정이 형성되는 것이 확인되었다. 이 결정은 초기 MSG를 사용할 때 

수용액에 이온상태로 존재하던 Na+ 이온이 효소반응공정과 pH shift공정에

서 유입된 Cl-이온과 반응하여 형성된 NaCl이다. 수분이 포함되어 있을 때

는 이온상태로 존재하다가 수분이 점차 제거되면서 수분의 용해도 이상의 

NaCl이 침전된 것으로 이러한 결정은 nylon 4 를 합성하는 공정에 방해가 

되는 요소이다. 따라서 NaCl을 제거하기 위하여 NaCl의 제거 공정을 추가

적으로 도입하기로 하였다. 문헌조사를 통하여 NaCl의 용해도가 적으면서 

제거하기 쉬운 용매로 acetone을 선택하여 NaCl을 제거하였다.  

효소반응액으로 부터 2-pyrrolidone 의 합성공정의 다음과 같다. 효소

반응이 끝난 용액은 3 M 의 HCl 을 이용하여 pH 3.1 으로 적정하는 pH 

shift 공정을 거치게 된다. 이 때 침전되는 침전물은 미반응된 MSG 와 반응

에 이용된 효소와 cell debris 등이다. 상등액에 존재하는 GABA 는 

methanol 첨가 후 고압반응기에서 3 hr, 촉매가 없는 조건하에서 반응하여 

2-pyrrolidoe 을 합성하게 된다. 합성된 2-pyrrolidone 은 감압 증발기를 

이용하여 methanol 을 제거하고, 남아있는 침전물은 acetone precipitation

을 통하여 NaCl 을 침전 시킨다. 침전물은 filtration 을 통하여 제거하면 효

소반응액으로부터 2-pyrrolidone 을 합성하게 된다. 
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Figure 48. Diagram of 2-pyrrolidone synthesis process from enzyme 
reaction solutions. 

 

  



117 

 

 위의 합성공정을 따라 합성한 2-pyrrolidone 의 구조를 상용화되고 있

는 2-pyrrolodone 과 비교분석하기 위하여 NMR 분석을 하였다. 그 결과 

상용화되고 있는 2-pyrrolidone 과 동일한 구조를 형성하고 있는 것을 확인

하였다. 

 

 

 

 

 

Figure 49. NMR spectra of synthesized 2-pyrrolidone from enzyme reaction 
solution. 
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2. Nylon 4 합성 

Nylon 4 의 합성은 다양한 촉매와 개시제를 이용하여 합성이 가능하다. 

촉매와 개시제의 종류에 따라서 또는 반응시간, 반응조건에 따라서 Nylon 4

의 중합도, 수율등의 변화가 발생한다. 본 연구에서는 효소반응액으로부터 

생성한 GABA 를 이용하여 합성한 2-pyrrolidone 을 이용하여 Nylon 4 가 

합성되는 결과를 확인하였다. 합성된 Nylon 4 는 기존에 상용화 되어 있는 

Nylon 4 와 FT-IR, NMR 을 이용하여 비교 분석하였으며, 촉매와 개시제는 

수율만을 감안하여 실험을 수행하였다. 

 효소 반응액으로 생성된 2-pyrrolidone 을 이용한 Nylon 4 에서 가장 

문제시 되고 있는 부분은 sodium chloride 이다. 음이온 중합반응에 있어서 

반응계내에 양이온의 물질이 존재하게 되면 중합반응이 저해를 받게 된다. 

효소반응에 사용하는 기질의 고농도 반응을 위하여 선택한 MSG 는 하나의 

sodium 을 내포하고 있는 물질로 1 M 의 MSG 을 용매에 용해시킬 경우 반

응계 내에는 1 M 의 sodium 이온이 존재할 수 밖에 없다. Acetone 침지를 

이용하여 NaCl 을 제거하는 공정이 도입되지만, 합성된 2-pyrrolidone 에 

미량의 수분이 남아 있기 때문에 sodium 이온은 존재하게 된다. 따라서 본 

연구에서는 Nylon 4 를 합성하기 전에 먼저 sodium chloride 에 의한 합성

저해를 확인하기 위하여 sigma 사에서 판매하는 2-pyrrolidone 을 구매하

여 선정된 촉매와 개시제를 이용하여 1%의 sodium chloride 를 포함하고 

있는 2-pyrrolidone 과 합성수율을 비교하였다.  
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Table 16. Inhibition effects of residual sodium chloride on the synthesis of 
Nylon 4 

 

Title Yield (%) 

Include 1% sodium chloride 29.5 

2-Pyrrolidone 57.6 

 

 

Table 17. Effect of pH conditions on the synthesis of Nylon 4 
 

Synthesis conditions Yield (%) 

pH 3 21.3 

pH 7 57.6 

pH 10 - 
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 그 결과 1%의 sodium chloride 를 포함한 2-pyrrolidone 의 경우 합

성수율이 sodium chloride 를 포함하지 않는 대조군에 비하여 51%의 저해

가 일어나는 것을 확인하였다. 효소반응액에 존재하는 cell debris 를 제거하

기 위하여 pH shift 공정에서 pH 3.0 으로 적정을 하게 된다. 따라서 pH 

shift 에 의한 수율을 비교하기 위하여 pH 별로 nylon 4 의 합성을 비교하였

다. 그 결과 pH 3 의 조건에서는 51%의 저해가 일어났으며, pH 10 에서는 

nylon 4 가 합성되지 않았다. 따라서 효소반응액을 이용한 nylon 4 의 합성

공정은 pH shift 공정을 한번 더 도입하여 pH 7 로 조정하는 공정이 nylon 4

의 합성수율을 높일 수 있을 것으로 예상된다. 

 효소반응액으로 부터 nylon 4 를 합성하기에 적합한 촉매와 개시제를 

선정하기 위하여 촉매와 개시제의 농도를 동일하게 고정하고, 동일한 반응조

건에서 nylon 4 의 합성수율을 확인하였다. 촉매로는 sodium, potassium 

tert-butoxide, potassium hydroxide 를 이용하였으며, 개시제는 silicon 

tetrachloride, benzoyl chloride 를 각각 비교하였다. 그 결과 촉매로는 

potassium tert-butoxide 를 개시제로는 benzoyl chloride 를 사용할 때 

nylon 4 의 합성수율이 가장 높은 것을 확인할 수 있었다. 각기 다른 촉매와 

개시제를 이용하여 합성된 nylon 4 의 구조적인 특징을 비교분석하기 위하여 

FT-IR 과 NMR 분석을 통하여 비교하였다. 그 결과 수율은 각기 다르지만 

구조는 비슷한 nylon 4 가 합성된 것을 확인할 수 있었다.  
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Table 18. Synthesis yields of Nylon 4 according to different catalysts and 
initiators. 

 

Monomer 

(1 M) 

Catalyst 

(60 mM) 

Initiator 

(3.7 mM) 

Yield 

(%) 

Pyrrolidone 

Sodium 
SiCl4 8.7 

BnCl - 

Potassium tert-butoxide 
SiCl4 - 

BnCl 57.6 

Potassium hydroxide 
SiCl4 1.3 

BnCl 3.2 
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Figure 50. FT-IR spectra of Nylon 4 synthesized by different catalyst and 
initiator;(a) sodium, silicon chloride, (b) potassium tert-butoxide, benzoyl 

chloride, (c) potassium hydroxide, silicon chloride, (d) potassium hydroxide, 
benzoyl chloride. 
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Figure 51. NMR spectra of Nylon 4 synthesized by different catalyst and 
initiator;(a) sodium, silicon chloride, (b) potassium tert-butoxide, benzoyl 

chloride, (c) potassium hydroxide, silicon chloride, (d) potassium hydroxide, 
benzoyl chloride. 
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발효를 통해 생산한 GAD 를 이용하여 생성된 GABA 를 biopolymer 인 

nylon 4 를 합성하는 공정은 아래의 도표와 같이 간략히 정리할 수 있다. 효

소반응액을 이용하여 합성한 2-pyrrolidone 을 이용하여 nylon 4 를 합성하

였다. Nylon 4 의 합성에 사용할 2-pyrrolidone 을 효소반응액을 이용하여 

합성하기 위하여 pH shift 를 이용하여 cell debris 를 제거하였다. pH shift

는 HCl 을 이용하였으며, 이 때 부가적인 효과로 MSG 가 pH 3 에서 용해도

가 급격히 떨어지는 점을 확인하였다. pH 3 에서 GABA 는 상대적으로 거의 

침전이 일어나지 않았으며, 이러한 현상을 이용하여 반응이 종결된 반응액에 

존재하는 cell debris 와 미반응 MSG 를 제거할 수 있는 공정을 확립하였다. 

상등액을 2-pyrrolidone 과 nylon 4 의 합성 수율을 증진시키기 위하여 

acetone precipition 을 하여 NaCl 을 제거하였다. 문헌조사를 통해 NaCl 의 

acetone 의 용해도가 0.42 mg/kg, 25℃임을 확인하였다. 또한 acetone 은 

끓는점이 57℃로 비교적 낮아서 공정에 도입 후 잔여물을 제거하기 쉬운 장

점이 있다. NaCl 이 제거된 상등액은 다시 pH 7 로 조정하였다. Nylon 4 의 

합성공정에 이용할 2-pyrrolidone 의 경우 pH 에 따라서 가시적인 색이 다

르며, 합성수율에도 pH 7 일 때 합성수율이 높은 것을 확인하였다.  

Cell debris 와 NaCl 을 제거한 반응액에 methanol 을 첨가하여 고압반

응기에서 2-pyrrolidone 을 합성하였다. 촉매를 이용할 경우 상온에서 빠르

게 2-pyrrolidone 을 합성할 수 있으나, 촉매의 가격이 높으며, nylon 4 합

성공정에 적용하였을 때 2 차적인 반응을 제어하기 위하여 촉매의 첨가를 배

제하여 실험을 수행하였다. 합성된 2-pyrrolidone 은 촉매로 potassium 

tert-butoxide 를 개시제로 benzoyl chloride 를 이용하여 nylon 4 를 합성

하였다. 
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Figure 52. The overall process diagram of synthesis of Nylon 4 from 
monosodium glutamate. 
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Ⅲ - 4 결론  

효소반응액을 이용하여 합성한 2-pyrrolidone 을 이용하여 nylon 4 를 

합성하였다. Nylon 4 의 합성에 사용할 2-pyrrolidone 을 효소반응액을 이

용하여 합성하기 위하여 pH shift 를 이용하여 cell debris 를 제거하였으며, 

상등액을 2-pyrrolidone 과 nylon 4 의 합성 수율을 증진시키기 위하여 

acetone precipition 을 하여 NaCl 을 제거하였다. NaCl 이 제거된 상등액은 

nylon 4 의 합성수율 증가를 위하여 pH 7 로 조정하였다. Cell debris 와 

NaCl 을 제거한 반응액에 methanol 을 첨가하여 고압반응기에서 2-

pyrrolidone 을 합성하였다. 합성된 2-pyrrolidone 은 촉매로 potassium 

tert-butoxide 를 개시제로 benzoyl chloride 를 이용하여 nylon 4 를 합성

하였다. 

Monosodium glutamate 로부터 nylon 4 를 합성하기 위하여 본 연구에

서는 monosodium glutamate 를 gamma amino butyric acid 로 전환시키는 

효소를 생산하기 위하여 재조합 균주를 개발하였다. 재조합 균주는 E.coli 

BL-21 균주를 사용하였으며, gene 은 E. coli 로부터 추출한 GadB 를 사용

하였며. Vector 는 pET-22b(+)(5493 bp), promoter 는 T7 promoter 를 

이용하여 GAD 의 발현에 성공하였다. 발현에 성공한 균주는 배지조성 

glucose, MSG, yeast extract, ammonium sulfate, magnesium sulfate, 

monopotassium phosphate, dipotassium phosphate 각각 40, 20, 1, 6, 

0.4, 3, 3 g/L 으로 37℃, pH 5.5 로 24 hr 동안 배양하였다. 그 결과 3.7 g/L

의 건조 균체량의 균을 생산하였으며, 생산된 균을 원심분리 후 초음파 파쇄

기를 이용하여 세포벽을 파쇄하고 GAD 를 포함하고 있는 상등액을 분리하

였다. 분리된 상등액은 MSG 를 GABA 로 전환하기 위한 반응기에 사용되었

다.  GABA 를 생산하기 위한 반응기는 반응 부피를 2 L 로 scale-up 하였

으며, 반응의 전환률을 높이기 위하여 pH control system 을 적용하였으며, 

pH control 은 HCl 을 이용하여 제어하였다. 화학 합성공정의 도입을 위하여 
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효소반응계는 buffer 를 배제한 조건에서 수행하였으며, 효소의 구조적 안정

성을 증진시키리 위하여 동분사 방식을 이용하여 pH 제어를 수행하는 

bubble column reactor 를 제작하였다. 제작된 반응기를 이용하여 1 M 의 

MSG 를 2 L 반응 부피에서 4 시간에 80 %전환하는데 성공하였다. 반응이 

종결된 반응액은 pH 를 3.1 로 변화시키는 pH shift method 를 이용하여 반

응액에 존재하는 cell debris 및 MSG 를 제거하고 nylon 의 합성 수율을 높

이기 위하여 pH 7 로 적정 한다. 적정한 반응액에 methanol 을 첨가하여 고

압반응기에서 3 시간 반응하여 2-pyrrolidone 을 합성하고 합성된 2-

pyrrolidone 은 감압증발기를 이용하여 methanol 을 제거하여 준 뒤 

acetone precipitation 을 이용하여 잔존하는 Nacl 을 제거하여 준다. 이렇게 

합성된 2-pyrrolidone 은 촉매로 potassium tert-butoxide 를 개시제로 

benzoyl chloride 를 이용하여 nylon 4 합성에 성공하였다. 

본 연구에서 수행한 실험은 MSG 로부터 GABA 를 생산하는 효소공정과 

GABA 를 이용한 2-pyrrolidone 의 합성 및 2-pyrrolidone 을 이용한 

nylon 4 의 화학적 합성을 결합한 실험으로 각각의 물질을 분말 또는 단일상

으로 분리하는 공정을 배제하여 대량생산 공정의 도입에 필요한 기초적인 

연구이다. 각 물질의 합성 또는 생산 공정의 최적화를 통한 가격경쟁력을 갖

는다면, 대량생산공정으로 적용이 가능할 것으로 생각된다. 
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