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Curdlanisoneofbiopolymercomposedofβ-1,3-glucananddissolvedin
alkalisolution but insoluble under neutralcondition,and when the
temperatureofcurdlansolutionwasheatedover80℃ itbecamegel.

sp.ATCC31750grow inthepresenceofnitrogensource
butproduceβ-1,3-glucanintheabsenceofthenitrogensource.Althought
wetriedtooptimizesystem forthemaximalproductionofβ-1,3-glucan,
the productivity of β-1,3-glucan stilllow.To increase β-1,3-glucan
productivity,keymetaboliteUDP-glucoseaprecursorofβ-1,3-glucanwas
selectedanditsconcentrationchangeswasmeasured.
Inthisresearch,analysisofUDP-glucosebyhighperformanceliquid

chromatography(HPLC)wasestablishedusing areversedphasesystem.
ThecolumnusedinthisresearchwasYMC-PackProC18columnand50
mM phosphatebuffersolutionwasusedasmobilephase.Theflow rateof
mobilephasewas1.0ml/min,andUV wavelengthwasfixedat254nm.
ThechangeofUDP-glucoseconcentration wasmeasured during cell

growth and β-1,3-glucan production.The UDP-glucose concentration
increasesincellgrowthlevel,UDP-glucoserevelationactivityisdiffered
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byapH valueinthe sp.fermentationanditwashighin
theenvironmentofpH 5.5,alsotheβ-1,3-glucanproductionshowedhigh
productivity.
Using two-stage continuous fermentation process, the change of

UDP-glucose concentration during β-1,3-glucan production period was
measured.ThepH ofthefirststagefermenterwascontrolledatpH 7.0,
optimalforcellgrowthandthatof2ndstagewasatpH 5.5,optimalfor
β-1,3-glucan production.When β-1,3-glucan production becomessteady
state,thechangeofUDP-glucoseconcentrationbecomessteadystate.
Uracilwasaddedtoincreaseβ-1,3-glucanproduction.Theaddeduracil

wasusedtoactivateUDP-glucoseproduction,aprecursorofβ-1,3-glucan.
When uracilwas added at84 hrs offermentation the β-1,3-glucan
productivitywasdecreased,theUDP-glucoseconcentrationwassuddenly
increasedandtheβ-1,3-glucanproductionwasimprovedabout21% more
thanthatwithouturacil.Consequently,UDP-glucoseplayedanimportant
role for the synthesis of β-1,3-glucan. β-1,3-glucan production was
increasedunderhighconcentrationofUDP-glucose.
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III...서서서론론론

석유화학,철강,조선,자동차 산업 등을 통해 급속한 성장을 하고 있는 한
국은 21세기에 접어들어 컴퓨터와 네트워크 망을 이용한 정보통신 산업의 발
전으로 산업화의 전 분야에 걸쳐 큰 변화를 맞이하게 되었다.이러한 IT 기
술의 발전으로 산업체 전반에 자동화 시스템을 적용하게 되었으며 생산성의
극대화라는 업적을 이루게 되었다.그러나 산업화를 통한 유해물질의 배출과
이를 제거하기 위해 많은 예산이 소요됨에 따라 친환경적인 제품에 관심이
집중되고 있다.이러한 산업화의 구조 변화로 인해 관심이 집중되고 있는 기
술로서 바이오기술(Bio-technology),나노기술(Nano-technology)및환경기술(Environmental
-technology)등이 대표적이다.이 중 바이오 기술은 생물공학 기술을 바탕으로
생물체의 기능과 정보를 활용하여 유용물질을 상업적으로 생산하는 산업이며,
나노 기술은 분자나 원자 수준에서 조작․분석하고 이를 제어하는 기술로써
신 물질 개발,원자․분자 크기의 모터를 이용한 동력 개발,기본 생명체의
합성 및 의학에의 응용,전자 소자를 대체하는 원자 크기의 기본소자 개발 및
이를 이용한 컴퓨터 개발,생물체와 무기물 소자와의 접속 장치의 개발 등 응
용분야가 다양한 미래 지향적 산업이다.또한,산업화의 발달로 인한 환경 문
제를 해결하기 위한 환경 기술이 부각되고 있으며 지속적인 연구와 투자가
이루어 져야 하는 분야 이다.
산업화의 구조 변화로 미생물의 발효를 통한 바이오 기술이 부각되고 있으
며,발효 공정을 통해 미생물로부터 만들어낼 수 있는 생물고분자들로는
dextran,잔탄검,풀루란,curdlan등이 있다.생물고분자 물질들은 산업적 수
요의 증가로 인하여 생산 공정개발에 대한 투자가 활발히 진행되고 있지만
생산 공정을 최적조건으로 운전을 하여도 우리가 원하는 많은 양의 생물고분
자들을 얻어낼 수 가 없고 비싼 재료를 사용하기 때문에 생산물질의 고가를
야기한다는 단점이 있다.
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이러한 단점을 해결하기 위해 유전자 재조합 기술을 이용하여 세포내 특정
생화학 반응을 변형시키거나 새로운 생화학 반응을 유도하여 세포의 특성이
나 대사물질의 생산을 의도적으로 증가시켜 세포의 활성을 증가시키는 대사
공학의 개념이 도입 되었다.이러한 성과로 대장균을 이용하여 에탄올을 생산
하는 균주,의약품을 만드는데 널리 사용되는 원료 화합물 중 하나인 폴리케
티드를 생산하는 균주 그리고 썩는 플라스틱을 생산하는 균주를 육종하였다.
최근에는 대사흐름 분석기술을 사용해 더 효율적인 방법으로 대사공학 연구
를 진행하고 있다.대사흐름 분석기술은 생화학반응식과 미생물이 흡수하거나
분비하는 대사산물을 정량화하여 미생물 내부의 대사회로의 흐름을 예측하고
이를 통해 비효율적인 대사회로의 인식과 새로운 대체 대사회로를 찾아냄으
로써 생산 효율을 증가 시킬 수 있는 기술이다.
박테리아에 의하여 생산되는 β-Glucan은 1966년 일본 하라다 교수와 그의

동료들에 의하여 석유 화학 물질을 분해할 수 있는 균주를 분리하여
var.myxogenes으로 명명하였으며 이 균주가 생산하는

다당류인 β-Glucan은 수용액 상에서 열을 가하면 겔을 형성하는 특징이 있어
“Curdlan"이라 명명하였다(1).특히 이 균주의 경우 curdlan외에도 succinic
acid를 10% 포함한 다당을 생합성하므로 이후 β-Glucan만을 생산하는 미생
물 균주를 개발하고자 돌연변이를 유도하였으며 var.
myxogenesIFO13140ATCC21680균주를 개발하였다.이후 지속적인 균주
개발로 우라실 요구주인 ATCC31749균주를 얻었으며 이로부터 β-Glucan
만 생합성하는 ATCC31750균주가 Philip과 Lawford(1983)에 의하여 개발
되었다.β-1,3-Glucan은 세포조직의 면역기능을 활성화시켜 암세포 증식과 재
발을 억제하고 면역세포 기능을 활발하게 하는 인터루킨(interleukin),인터페
론(interferon)의 생성을 촉진하는 것으로 보고되고 있다(1,2).또한,활성 β

-Glucan은 암세포가 있는 체내로 들어가 사이토카인(cytokine)을 생산시킴으
로서 면역세포인 T세포,B세포의 활동을 지원하여 세포조직의 면역기능을 활
성화시켜줌으로써 생체방어 효과를 높여준다고 알려지고 있다. 특히
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sp.에서 생산되는 β-1,3-Glucan(Curdlan)은 그 특성이 특이하
여 식료품,건축,의약분야 등에서 많은 관심을 받고 있다.(3)

β-1,3-glucan의 일반적인 화학적 물리적 특성으로는 물에 불용이고 알칼리
용액에 녹아 고점도를 갖게 되며 산성용액에 의한 중화 반응으로 약간의 겔
을 형성하는 특성이 있으며,80℃ 이상 가열하면 탄력 있는 비가역적인 겔을
형성한다.또한,중화 반응 시 산성 용액의 첨가로 기포가 발생하는데 이로
인해 표면적이 넓은 다공성 겔이 된다.최근에는 콘크리트 혼화제로 사용되어
강도를 증가 시켜주는 역할을 하며 그 수요가 지속적으로 증가하고 있고 서
방성 농약제의 매트릭스 및 사료용 면역증강제 등으로 사용됨으로써 산업적
응용분야가 지속적으로 증가하고 있다.(2-10)이러한 산업적 활용도가 높기 때
문에 물리∙화학적 특성연구와 대량생산 공정의 연구에 지속적으로 관심과
연구가 이루어지고 있다.그러나 미생물을 이용한 소규모 생산 공정의 최적화
가 이미 진행된 상태에서도 여전히 생산량이 낮은 문제점이 있다.이러한 문
제점을 보완하고 높은 생산성을 얻기 위한 방안으로 미생물의 대사 과정을
예측 하고 주요 대사물질을 측정하여 대사 과정의 제어를 통해 생산성을 높
이는 방법이 도입되었으며 많은 연구가 진행 중에 있다.이러한 미생물의 대
사 과정을 분석하는데 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC)를 이용하여 대사
산물의 농도를 정량화 하고 있다.(12,13,21)역상 액체 크로마토그래피 (reverse
phasehighperformanceliquidchromatography,RP-HPLC)는 액상 혼합물의
분리 및 분석에 있어서 대표적인 분석 기기이다.거의 모든 액상시료의 분리
및 분석이 가능하며,짧은 분석 시간과 분리능이 우수하다는 장점을 가지고
있다.본 연구에서도 RP-HPLC를 이용하여 대사물질을 분석하였다. β

-1,3-Glucan을 생산 하는 균주인 sp.의 대사 과정을 추정 하
고 주요 대사물질을 선별하였다.(Figure.1.)초기 탄소원으로 이용하는 sugar
를 분해하여 세포 성장 단계의 필수 에너지원으로 사용을 하고 여분은
glucose로 전환하여 β-1,3-Glucan을 생산해 낸다.(14) sp.
ATCC31750의 증식과정에서 가장 큰 특징은 질소원이 존재하는 환경에서는
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세포 배양을 촉진하고,질소원이 고갈되면 대사 경로의 변화로 β-1,3-Glucan
을 합성하게 된다.이 과정에서 UDP-glucose라는 대사 물질이 발현되고 이
는 β-1,3-Glucan을 합성하는데 유일한 전구체 이며 중요한 다리 역할을 한다.
이에 UDP-glucose농도를 측정함으로써 대사 경로의 효율성을 알아낼 수 있
다는 가정을 내리게 되었다.따라서 본 연구에서는 Keymetabolite로 선정한
UDP-glucose농도를 측정하기 위하여 HPLCsystem을 이용하여 적정 컬럼
을 선정하고 이동상의 조성 및 용리 방법,이동상의 주입 속도와 측정 파장의
최적화를 통해 분석 시스템의 최적화를 이루고자 하였다.
현재 sp.ATCC31750을 이용한 β-1,3-glucan생산 공정에

관하여 많은 연구가 진행되고 있는데 회분식 배양에서 세포 최적 pH인 7.0에
서 세포 농도를 증가시킨 후 질소원이 고갈되어 더 이상 세포가 성장하지 못
하고 β-1,3-glucan을 생산하는 시점부터 pH를 5.5로 조절하여 β-1,3-glucan
생산을 유도하여 공정을 운전하였다.그러나 생산되어지는 수득률이 낮기에
회분식 배양을 통한 β-1,3-glucan생산 공정에서는 배양기간의 단축이 생산
성을 높이는데 중요한 관건이 되고 있다.이러한 이유로 β-1,3-glucan배양
과정에 UDP-glucose의 전구물질인 우라실을 첨가하여 β-1,3-glucan생산이
향상되는 결과가 보고되기도 하였으며(15),인산염을 제어하여 생산성을 향상
시킨 연구 결과도 보고되었다.(16)

본 연구에서 회분식 배양 공정에서 세포가 성장하는 과정과 질소원이 고갈
되는 시점 그리고 β-1,3-glucan을 합성하는 과정에서의 UDP-glucose농도를
측정하여 β-1,3-glucan을 생성하는 과정에서 UDP-glucose의 농도변화가 어
떠한 영향을 미치는지 살펴보았다.
세포 성장 조건과 β-1,3-glucan생산 조건의 차이를 이용하여 세포 성장

단계와 β-1,3-glucan생산 단계를 분리하여 2단 연속 배양 공정을 도입하였
다.1streactor는 세포 배양 공정으로써 세포 성장 최적 pH인 7.0으로 운전
을 하며 기질을 주입하여 주고,2ndreactor는 활성을 가지고 있는 세포를 넘
겨받음으로써 β-1,3-glucan을 생산하는 공정으로 생산 최적 조건인 pH 5.5로
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유지하여 연속 배양 공정으로 운전 하면서 이때의 UDP-glucose농도 변화를
살펴보고 β-1,3-glucan 생산 활성과의 관계를 살펴보도록 하겠다.또한,
UDP-glucose의 전구물질로 알려진 uracil을 첨가함으로 인해 UDP-glucose
농도 변화와 이에 따른 β-1,3-glucan의 생산성에 관해 살펴보았다.(19,20)

결과적으로 본 연구에서는 β-1,3-glucan의 생산성을 높이기 위해 세포내에
서 β-1,3-glucan합성에 관여하는 keymetabolite들을 검출하고 정량화하여
세포내 metabolite 변화를 관찰하고 대사흐름을 최적화함으로써 β

-1,3-glucan생산에 중요한 작용을 하는 단백질들의 합성을 촉진하고 생산을
방해하는 부가반응들을 차단시킴으로써 β-1,3-glucan의 생산효율을 높이는데
목적이 있다.
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Figure.2.Thepathwayfrom uraciltoUDP-glucose
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IIIIII...실실실험험험 방방방법법법 및및및 장장장치치치

111...균균균주주주 및및및 배배배지지지

가가가...균균균주주주 및및및 보보보관관관
본 연구에서 사용한 균주는 sp.ATCC31750을 사용하였으

며,영양고체배지에서 30℃로 2day배양 한 후 삼각플라스크(300ml삼각
플라스크에 100ml의 배지를 넣고 30℃ 150rpm에서 20hr종 배양)에 종
배양하여 long-term stocksolution(배양액 1ml를 취하여 12,000rpm에서 10
min간 원심분리를 거친 후 상등액을 버리고 0.9% NaCl용액 1ml를 넣고
잘 섞어준다.세척과정을 2회 거쳐 순수한 세포만 취한 후 0.2ml의 LB
medium을 첨가하고,50% glycerol0.8ml를 넣고 잘 교반해 준다)으로 제작
하여 -70℃에 보관하며 종 배양에 사용하였다.

나나나...배배배지지지
본 연구에 사용한 종 배양 배지 조성으로 설탕 20g/L,yeastextract5

g/L,peptone5g/L로 제조 후 121℃에서 15min멸균 후 접종하였다.30
℃ 150rpm에서 20hr배양 후 본 배양 접종 균주로 사용하였다.본 배양 배
지의 조성으로는 sugar100 g/L,MgSO4․7H2O 0.5 g/L,NH4Cl4 g/L,
KH2PO41g/L,그리고 10ml/L의 미량원소용액(0.1N HCl1L에 FeSO4․
7H2O 5g,MnSO4․H2O 2g,CaCl20.5g,ZnCl21g,CoCl2․6H2O 1g을
혼합하여 제조)으로 배양액을 제조하였다.본 배양 배지는 autoclave에서 121
℃,15min멸균 후 사용하였으며,pH 조절은 2N HCl과 2N NaOH을 사용
하여 조절하였다.
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Table1.Mediacompositionforβ-1,3-glucanproduction

CCCooommmpppooonnneeennnttt CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn(((ggg///LLL)))

Sucrose
NH4Cl
KH2PO4

MgSO4․7H2O
Traceelement

100
4
1
0.5

10ml/L

InitialpH 7.0
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222...HHHPPPLLLCCC를를를 이이이용용용한한한 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 분분분석석석 조조조건건건 모모모색색색

가가가...시시시약약약 및및및 기기기기기기
UDP-glucose농도를 측정하기 위해 HPLC system을 사용하였다.기울기

용리 장치로 Young-LinSDV30plus(Solventdegassor& Valvemodule)를
사용하였고,펌프는 Young-LinM930Solventdeliverypump를 사용하였다.
Young-InM720UV detector를 사용하여 UDP-glucose농도를 측정 하였다.
Column은 YMC-PackProC18(S-5μm,12nm,250×4.6mm I.D)을 이용하였
다.또한,세포 파괴 장비로는 SonicDismemberator(Fisher100model)를 사
용하였고,이물질을 제거하기 위해 Highspeedcentrifuge(한국 한일 과학)를
사용하였다.
이동상의 조제를 위하여 HPLC 급 Methanol(Fisher),Acetonitrile(Fisher),

Phosphatebuffersolution을 사용하였고,UDP-glucose농도를 측정하기 위한
standard 시약으로는 Uridine-5'-diphosphoglucoseDisodium salt(Fluka,
-18℃ 냉동 보관)를 사용하였다.

나나나...시시시료료료 전전전 처처처리리리
공정에서 취한 sample을 세포 농도 2g/L로 취하여 고속 원심분리기로 4

℃,12000rpm에서 10min동안 원심분리를 하고 침전물을 증류수로 2회 세
척한 후 다시 원심 분리하여 세포를 채취하였다.침전된 세포에 이동상으로
사용한 50mM phosphatebuffersolution1ml를 첨가 후 얼음물에 10min
보관하였다.세포내 단백질 변성 억제를 위해 얼음물에 보관한 상태에서
sonicator를 이용하여 세포를 파괴하여 세포내 대사 물질을 취하였다.세포
파괴 후 얼음물에 넣고 4℃에서 30min냉장 보관하였다.이를 고속 원심분
리기로 4℃,12,000rpm에서 15min원심분리를 하여 대사물질이 녹아있는
상등액을 취했다. 주입 시료로 사용하기 전에 0.2 μm filter를 거쳐 이물질을
제거한 후 주입 시료로 사용하였다.
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다다다...이이이동동동상상상 조조조제제제
50mM Phosphatebuffersolution(pH 6.0)을 만든 후 Phosphoricacid를

이용하여 pH를 5.3으로 조절하였다.0.45 μm membranefilter를 이용하여 이
물질을 제거한 후 Helium gas를 이용해 10min탈기 시켜 이동상으로 사용
하였다.

라라라...분분분석석석방방방법법법
HPLC를 이용하여 UDP-glucose농도를 측정하기 위하여 standard시약을

사용해 컬럼의 감도를 살펴본 다음에 배양 과정에서 취한 sample을 2g/L의
농도로 취하여 시료 전 처리를 통해 20 μl를 주입 하여 분리능을 살펴보았다.
최적 분리 조건을 선정하기 위하여 초기 이동상의 유속을 0.5ml/min,UV
wavelength를 254nm로 고정하여 UDP-glucose농도를 분석하였다.분석 최
적 조건을 얻기 위하여 유속을 0.5,0.75,1.0,1.25,1.5ml/min으로 변화시켜
최적 유속을 선정하고,파장을 200,210,230,254,270nm로 변화하여 최적
파장을 선정하였다.이러한 조건들을 적용함으로써 UDP-glucose농도를 측
정 할 수 있는 조건을 확립하였다.
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333...배배배양양양 공공공정정정에에에 따따따른른른 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화 측측측정정정

가가가...반반반응응응기기기
본 연구에 사용한 반응기는 온도 조절과 pH 조절,용존산소 농도 측정 장

치를 장착한 한국발효기(Inchon Korea, KF-5L)를 사용하였다. 반응기
volume은 5L,7L로 workingvolume을 조절 하며 실험하였다.

나나나...회회회분분분식식식 배배배양양양 공공공정정정에에에서서서의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 측측측정정정
본 연구의 회분식 발효 공정에서는 workingvolume3L의 10%에 해당하

는 종 배양 300ml를 진탕배양기 30℃ 150rpm에서 20hr배양 후 본 배양
공정에 접종하였다.
pH에 의한 영향을 살펴보기 위해 하나는 초기 세포 배양 시부터 pH를 7.0

으로 고정하여 질소원이 고갈되어 β-1,3-glucan이 생성되는 시점까지 유지
하였으며,다른 하나는 초기 pH를 7.0으로 유지하여 세포 배양을 유도하였으
며 질소원이 고갈되는 시점에서 pH를 5.5로 조절하여 β-1,3-glucan생산을
유도하였다.통기량은 0.5vvm으로 유지하였고,교반 속도는 300～600rpm
까지 용존 산소량이 10%이상으로 유지 되게 높여주면서 배양하였다.

다다다...222단단단 연연연속속속 배배배양양양 공공공정정정에에에서서서의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 측측측정정정
2단 연속 배양 공정에서는 1streactor는 세포 배양 공정,2ndreactor는 β

-1,3-glucan생산 공정으로 운전하였으며,세포배양 공정은 workingvolume
2L,pH는 7.0,β-1,3-glucan생산 공정은 4L,pH 5.5를 유지 하며 액위 컨
트롤을 하여 공정을 운전 하였다.그리고 정량 펌프(WatsonMarlow,101U)
를 이용하여 주입되는 기질의 양을 조절하였다.
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라라라...UUUrrraaaccciiilll첨첨첨가가가에에에 따따따른른른 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화 측측측정정정
추정한 대사 경로에서 sugar를 glucose로 분해하여 β-1,3-glucan을 생산하

는데,탄소원으로 sugar를 이용한 공정과 glucose를 이용한 공정으로 나누어
비교 실험을 행하였다.또한,β-1,3-glucan생산 공정에서 세포의 대사 물질
인 UDP-glucose의 전구물질로 알려진 uracil을 첨가함으로써 생산되어지는
효율을 살펴보았다.회분식 배양 공정에서 β-1,3-glucan이 생산되어지고 생산
활성이 줄어드는 시점에 uracil0.5g/L농도로 멸균 후 첨가해 주었다.첨가
된 uracil이 UDP-glucose농도와 β-1,3-glucan생산성에 미치는 영향을 살펴
보았다.
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Figure.3.Schematicpictureoftwo-stagecontinuousfermentationprocess
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마마마...분분분석석석 방방방법법법
균균균체체체량량량 측측측정정정
세포의 균체량을 측정하기 위하여 각 반응기에서 sample1ml를 1.5ml

micro-tube에 담아 12,000rpm에서 10min원심분리를 한 후 상등액은 버리
고 침전된 세포와 β-1,3-glucan에 3N NaOH 1ml를 넣고 충분히 섞어 준
후 β-1,3-glucan이 모두 녹아나도록 30min방치하였다.충분히 β-1,3-glucan
을 녹여낸 후 12,000rpm에서 10min원심 분리하여 침전된 세포와 NaOH에
녹아있는 β-1,3-glucan을 분리하였다.분리된 세포를 증류수로 3회 세척 하여
염을 제거한 후 60℃건조기에서 24hr건조시켜 건조 중량을 측정하였다.

ββββ---111,,,333---gggllluuucccaaannn측측측정정정
β-1,3-glucan의 생산량을 측정하기 위해 세포 분리 시 취한 β-1,3-glucan을

50mltube에 담고 3N HCl1.5ml를 넣어 잘 섞어 준다.염을 제거하기 위
하여 40ml의 증류수를 넣고 3,000rpm에서 10min동안 원심분리를 하였다.
동일하게 증류수로 3회 세척한 후 60℃ 건조기에서 48hr건조시킨 후 건조
중량을 측정하였다.

암암암모모모늄늄늄이이이온온온 및및및 탄탄탄소소소원원원 측측측정정정
암모늄이온 분석은 indophenol방법으로 분석하였으며(17),탄소원 측정은 3

N HCl을 이용하여 95 ℃에서 15 min 가수분해 시킨 후 dinitrosalicylic
acid(DNS)방법을 이용하여 측정하였다(18).

UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 측측측정정정
UDP-glucose 농도 측정은 YMC-Pack pro C18 column을 이용한

RP-HPLC를 이용하여 UV 파장 254nm,이동상의 유속 1.0ml/min로 흘려
주며 등용매 용리 법을 이용하여 분석하였다.시료의 전 처리는 세포 농도 2
g/L로 취하여 증류수 0.5ml를 첨가한 후 4℃ 12,000rpm에서 10min원심
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분리 한 후 상등액을 버리고 50mM phosphatebuffersolution을 이용하여 2
회 세척하였다.이를 얼음물에 넣고 sonication을 한 후 4℃ 얼음물에 30
min보관하였다.4℃ 12,000rpm에서 10min원심 분리하여 파괴된 세포벽
과 이물질을 모두 제거한 후 상등액을 0.2μm filter를 이용해 다시 한번 이물
질을 제거하고 주입 시료로 사용하였다.

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 16쪽



- 17 -

IIIIIIIII...실실실험험험 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 측측측정정정 조조조건건건
UDP-glucose농도를 측정하기 위하여 RP-HPLCsystem을 이용하였다.분

리 효율이 좋은 solvent를 찾기 위해 극성이 큰 용매인 methanol,acetonitrile
그리고 phosphatebuffer를 이용하여 혼합비를 조절 하고 검출 시간과 크로마
토그램을 확인 했으며,등용매 용리(Isocraticelution)와 기울기 용리(Gradient
elution)에서의 분리능을 비교해 최적 solvent를 선정하였다.또한,이동상의
이동 속도에 따른 UDP-glucose농도 변화와 검출속도를 알아봄으로써 최적
유속을 측정하였다.UV detector의 파장 변화에 따른 크로마토그램을 확인하
여 최적 파장을 선정함으로써 UDP-glucose농도를 측정하기 위한 조건을 검
색하였다.

가가가...SSSooolllvvveeennnttt조조조성성성에에에 따따따른른른 RRReeettteeennntttiiiooonnnTTTiiimmmeee변변변화화화
역상 컬럼인 YMC-PackProC18Column을 이용하여 UDP-glucose농도를

측정하기 위해 다양한 조성의 solvent를 이용하여 검출 감도를 살펴보고 이에
따른 retentiontime의 변화를 살펴보았다.또한,UDP-glucose순수 시약과
발효조에서 취한 sample을 전처리 하여 검출되어지는 피크를 통해 적정
solvent를 선정하고 등용매 용리와 기울기 용리를 비교함으로써 분석 system
을 모색하였다. 역상 컬럼을 사용하기 때문에 극성이 큰 methanol,
acetonitrile그리고 50mM phosphatebuffersolution을 이용하였고 각기 조
성을 달리하여 분리능을 살펴보았다.Table.2에서 보는 바와 같이 %비로 조
성을 변화 시켜주었으며,초기 이동상의 유속은 0.5ml/min,UV 파장은 254
nm에서 측정하였으며,주입 시료의 양은 20μl를 사용하였다.
Table2.는 UDP-glucose표준 시약을 사용하여 측정한 검출 시간을 나타

내고 있는데 실제 sample을 주입하였을 때 크로마토그램의 검출 감도를 알아
보기 위해 발효 과정에서 취한 sample을 시료 전처리 하여 주입 하였다.그
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러나 피크의 감도가 낮고 겹치는 현상과 정확한 분리 감도를 얻지 못하였다.
이에 이동상 용매의 조성을 변화 시켜주는 기울기 용리 방법을 이용하여 분
리능을 살펴보았다.이때 사용한 이동상의 농도 변화를 주기 위해 SolA :50
mM phosphatebuffersolution을 사용하고 SolB는 solA 90%와 MeOH
10%를 혼합하여 제조하였다.Figure.4.에서 보는 바와 같이 분리능이 떨어
지고,검출 감도의 감소와 후반부의 끌림 현상이 일어난다.이는 컬럼 내부
압력의 상승과 분리 시간의 장기화 그리고 solvent의 소모를 야기하게 된다.
이에 50mM phosphatebuffersolution을 단일 이동상으로 이용한 등용매 용
리 상태로 분리능을 살펴본 크로마토그램을 Figure.5.에 나타내었다.기울기
용리를 사용한 방법보다 등용매 용리를 사용한 방법이 분리능이 좋고 끌림
현상이 없어 등용매 용리를 이용한 분리 방법으로 UDP-glucose농도를 측정
하였다.
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Table.2.Effectoftypeandcompositionofmobilephaseonresolution
(BS:Phosphatebuffersolution,MeOH :Methanol,AN :Acetonitrile)

1734.82111.25713100BS

Area (mV x sec)Retention Time

1818.00212.4991690 : 10BS : AN

1947.9516.36723380 : 20

2021.4125.12833370 : 30

1888.4945.36946770 : 5 : 25

1923.4665.57113380 : 5 : 15

1818.1345.742270 : 25 : 5

1874.3156.04386790 : 5 : 5BS : MeOH : 

AN

1961.5065.1413870 : 30

1827.1810.5613590 : 10BS : MeOH

1828.4986.16443380 : 15 : 5

1905.8748.9413780 : 20

평균평균평균평균%%%%농도농도농도농도SolventSolventSolventSolvent

1734.82111.25713100BS

Area (mV x sec)Retention Time

1818.00212.4991690 : 10BS : AN

1947.9516.36723380 : 20

2021.4125.12833370 : 30

1888.4945.36946770 : 5 : 25

1923.4665.57113380 : 5 : 15

1818.1345.742270 : 25 : 5

1874.3156.04386790 : 5 : 5BS : MeOH : 

AN

1961.5065.1413870 : 30

1827.1810.5613590 : 10BS : MeOH

1828.4986.16443380 : 15 : 5

1905.8748.9413780 : 20

평균평균평균평균%%%%농도농도농도농도SolventSolventSolventSolvent
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Table.3.HPLCgradientconditionsfortheanalysisofUDP-glucose

Figure.4.Chromatogram ofsamplewiththegradientelutionconditions
SolA :50mM Phosphatebuffersolution
SolB:SolA :MeOH =9:1

MinMinMinMin Sol Sol Sol Sol A A A A (%)(%)(%)(%) Sol Sol Sol Sol B B B B (%)(%)(%)(%)

0 100 0

5 95 5

10 90 10

20 70 30

30 70 30

40 100 0
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나나나...유유유량량량의의의 변변변화화화에에에 따따따른른른 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도변변변화화화와와와 검검검출출출 속속속도도도
HPLC를 이용하여 목적 물질을 분리하는데 있어 최적 유량속도를 측정하는

일은 중요한 일이다.이는 시료의 분리능에 많은 영향을 미치며,사용하는 분
리 column의 내압 상승을 유발한다.그리고 분석 시간의 장기화와 이동상의
소모를 야기 하게 된다.이에 이동상의 속도 변화를 0.5,0.75,1.0,1.25,1.5
ml/min으로 적용하여 검출 시간과 검출 면적을 알아보았다.
이동상의 속도 변화에 따른 검출 속도를 Figure.6.에 나타내었다.유속이

빨라질수록 검출되어지는 시간 역시 빨라지지만,Figure.7.을 보면 검출 되어
지는 농도의 면적이 감소하며 이는 분리 column에 높은 압력을 주게 된다.
또한,저 농도의 UDP-glucose농도를 측정하면 검출 감도가 감소하여 측정
이 불가능하게 된다.검출 되어지는 시간과 면적을 고려하여 최적 유속은 1.0
ml/min으로 선정하였으며,분석에 적용하였다.이동상의 유속을 1.0ml/min으
로 흘려주며 검출한 UDP-glucose의 크로마토그램을 Figure.8.에 나타내었
다.끌림 현상이 없는 높은 분리능을 나타내고 있으며 6min경과 후 목적
물질인 UDP-glucose를 검출해 냈다.
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Figure.8.Chromatogram ofUDP-glucosewith sp.
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다다다...UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도를를를 측측측정정정하하하기기기 위위위한한한 최최최적적적 파파파장장장 모모모색색색
β-1,3-glucan을 생산해 내는 과정에서의 UDP-glucose농도를 측정하기 위

한 중요 인자 중 하나로 검출되어지는 최적 파장을 선별하기 위한 실험을 행
하였다.UV wavelength변화는 200,210,230,254,270nm로 조절하여 측정
을 하였다.이동상으로 50mM phosphatebuffersolution을 등용매 용리법
으로 흘려주었으며,이동상의 유속은 1.0ml/min으로 유지 하였다.시료 전
처리를 통해 20μl의 시료를 주입하였다.
UV wavelength를 조절하여 UDP-glucose농도를 측정한 크로마토그램을

Figure.9.에 나타내었다.200,210,230nm의 파장에서 측정한 크로마토그램
은 모두 분리능이 떨어지고 끌리는 현상이 일어났다.그리고 254,270nm의
파장에서는 모두 분리능이 좋고 끌림 현상이 일어나지 않았다.그러나 270
nm보다 254nm에서 측정한 UDP-glucose농도가 더 높게 나타남으로 인해
최적 파장을 254nm로 고정하였다.
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Figure.9.Chromatogram in effect of wavelengths on intensity of
UDP-glucose
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라라라...분분분리리리 조조조건건건의의의 재재재현현현성성성
HPLC를 이용한 UDP-glucose농도 측정을 위한 조건 모색을 통해 Table

4.와 같은 조건을 확립하였다.분리능 실험에 있어서 재현성은 중요한 의미를
갖기 때문에 최적 조건을 이용해 분리능의 재현성을 살펴보았다.시료 전 처
리를 통해 동일한 시료를 3회에 거쳐 주입하였으며,이러한 데이터를 통해서
분리능의 재현성을 살펴 볼 수 있었고 발효 공정에서의 시료 농도 분석을 위
하여 standardcurve를 작성하였다.(Figure.10.)UDP-glucose측정을 위한
최적 조건과 농도에 따른 standard curve를 이용하여 배양 공정에 따른
UDP-glucose농도 변화를 살펴보았다.
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Table.4.ConditionofanalysisforUDP-glucoseconcentration

μ

μ
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222...회회회분분분식식식 배배배양양양 공공공정정정에에에서서서 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
sp.ATCC31750균주를 이용하여 β-1,3-glucan을 생산하는

공정에 Table1.의 조성으로 배지를 준비하였다.초기 접종 후 세포 대량 배
양을 위해서 발효 조건을 세포 배양 공정으로 유도하여 운전하였다.24hr배
양을 하면 세포 농도가 7g/L정도 성장을 하고 이후 질소원의 고갈로 더 이
상 성장을 하지 못하게 된다.이 과정에서 많은 산소소모량을 필요로 한다.
질소원 고갈 후 세포성장이 멈추고 β-1,3-glucan생산으로 대사과정이 진행
됨으로써 산소소모량이 급격히 감소한다.
질소원 고갈 후 pH에 의한 UDP-glucose농도 변화를 측정하기 위해 첫

반응조는 pH를 7.0으로 유지하고 다른 반응조는 β-1,3-glucan생산 최적 조
건인 pH 5.5로 조절함으로써 β-1,3-glucan생산을 유도하였다.이때의 세포
성장 과정에서의 UDP-glucose농도 변화와 질소원이 고갈되는 시점에서의
농도 변화 그리고 β-1,3-glucan을 생성하는 과정에서의 UDP-glucose농도
변화를 측정함으로써 β-1,3-glucan생산성과의 관계를 살펴보도록 하겠다.

가가가...세세세포포포 성성성장장장기기기의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
초기 세포 배양 공정에서의 UDP-glucose농도 변화를 살펴보았다.(Figure.

12.)세포 농도가 증가하는 과정에서 측정된 UDP-glucose농도를 보면 세포의
농도가 증가할수록 UDP-glucose농도 역시 증가함을 볼 수가 있다.이는 질
소원이 존재하기 때문에 β-1,3-glucan은 생성이 되지 않지만,세포 배양 과정
에서 세포내 대사 물질인 UDP-glucose가 세포 배양에 의해 같이 증가됨을
볼 수 있었다.
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나나나...질질질소소소원원원 고고고갈갈갈시시시의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
sp.ATCC31750균주는 질소원의 유무에 의해 대사 경로가

변하는 것을 실험을 통해 알 수 있었다.질소원이 존재하는 시점에서는 세포
가 증식을 하고 질소원이 고갈되는 시점에서는 β-1,3-glucan이라는 생체 고
분자 물질을 생합성하게 된다.본 연구에서는 본 배양 접종 후 1day지나면
질소원이 고갈되는데 이 시점까지 세포는 7g/L정도 증식을 하게 된다.질
소원이 고갈되는 시점부터 β-1,3-glucan을 합성하게 되는데 이때의 pH에 의
한 영향을 살펴보기 위해 세포 배양 최적 pH인 7.0으로 유지한 발효조와 β

-1,3-glucan생산 최적 조건인 pH 5.5로 조절한 발효조로 구분하여 운전하였
다.질소원이 고갈되는 시점에서는 양쪽 모두 UDP-glucose농도가 감소하는
경향을 보였다. 이는 세포 성장 과정에서 생성된 UDP-glucose가 β

-1,3-glucan으로 전환됨으로써 소모되는 것으로 사료된다.Figure.15.에서 보
는 바와 같이 pH에 의한 β-1,3-glucan생산 활성의 차이를 볼 수가 있다.pH
7.0을 유지한 공정에서는 UDP-glucose농도가 감소한 후 β-1,3-glucan이 생
산 되는데 까지 10hr정도 일정한 농도를 보이다 조금씩 증가하게 되는데,
pH를 β-1,3-glucan생산 조건인 pH 5.5로 조절한 공정에서는 질소원이 고갈
되는 시점부터 β-1,3-glucan활성이 증가하고 있음을 UDP-glucose농도를
측정함으로써 알 수가 있다.이를 통해 β-1,3-glucan생산 공정에서 질소원의
유무와 pH에 의한 영향이 매우 큼을 알 수 있었으며,이러한 조건들이 세포
의 대사 과정에 중요한 인자로 작용함을 알 수 있었다.

다다다...ββββ---111,,,333---gggllluuucccaaannn생생생성성성시시시의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
회분식 배양 공정에서 세포 성장 조건에 맞추어 배양 공정을 운전하였을

때의 UDP-glucose농도와 β-1,3-glucan농도를 Figure.13.에 나타내었다.초
기 세포 성장 환경에서는 UDP-glucose농도가 증가하다가 질소원이 고갈되
는 시점에서 급격히 농도가 감소함을 볼 수 있다.이 후 10hr정도 큰 변화
없이 유지되다 β-1,3-glucan이 합성되는 시점에서 조금씩 증가하고, β
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-1,3-glucan생산량이 증가하는 시점에서 UDP-glucose농도 역시 증가 하였
다.그러나 β-1,3-glucan생산 활성이 감소하는 시점부터는 UDP-glucose농도
역시 큰 변화 없이 일정하게 유지됨을 볼 수 있다.pH를 세포 성장 조건인
7.0으로 유지 하여 주었기 때문에 β-1,3-glucan의 생산성은 그리 높지 않았고
UDP-glucose농도도 낮은 측정값을 나타내고 있다.
반면에 세포 배양 조건인 pH 7.0으로 세포를 충분히 성장 시킨 후 질소원

이 고갈되는 시점(22hr)에서 pH를 β-1,3-glucan생산 최적 조건인 5.5로 조
절하여 실험을 하였다.(Figure.13.)질소원이 고갈되는 시점까지 세포가 성장
하였고 세포가 성장함에 따라 UDP-glucose농도도 증가함을 나타내었으며,
질소원이 고갈되는 시점에서 역시 농도가 감소함을 보였다.그러나 pH를 5.5
로 조절한 후 바로 UDP-glucose농도가 증가하는 경향을 볼 수 있었으며,
얼마 지나지 않아 β-1,3-glucan이 생성되는 것을 알 수 있었다.70hr운전하
여 60g/L의 β-1,3-glucan을 얻을 수 있었으며,UDP-glucose농도가 증가하
는 부분에서는 β-1,3-glucan의 생산량이 증가하는 경향을 보였다.그리고 70
hr이후부터 생산량이 일정하게 유지되는 부분에서는 UDP-glucose농도도
감소하였다.이를 통해 UDP-glucose농도가 β-1,3-glucan생산 활성에 중요
한 매개체가 됨을 알 수 있었다.

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 35쪽



- 36 -

Time (hr)

20 40 60 80 100

B
et

a-
1,

3-
g

lu
ca

n
 a

n
d

 A
m

m
o

n
iu

m
 io

n
 (

g
/L

)

0

10

20

30

40

U
D

P
-g

lu
co

se
 (

g
/L

)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4Ammonium ion
Beta-1,3-glucan
UDP-glucose

Figure.13.Changeofbeta-1,3-glucanandUDP-glucoseconcentrationina
batchfermenter(pH 7.0)

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 36쪽



- 37 -

Time (hr)

20 40 60 80 100

B
et

a-
1,

3-
gl

uc
an

 (
g/

L)

0

10

20

30

40

50

60

70

U
D

P
-g

lu
co

se
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(g
/L

)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0
Beta-1,3-glucan
UDP-glucose

pH 7.0->5.5

Figure.14.Change ofbeta-1,3-glucan and UDP-glucose in a batch
fermenter(pH 5.5)

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 37쪽



- 38 -

라라라...pppHHH 변변변화화화에에에 따따따른른른 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
β-1,3-glucan을 생산하는 과정에서 pH에 의한 UDP-glucose농도 변화를

살펴보기 위해 Figure.15.에 비교하였다.질소원이 고갈되어 UDP-glucose
농도가 감소하는 지점부터 공정을 마치는 시간까지 데이터를 분석하였다.pH
를 7.0으로 고정하여 운전한 공정에서는 UDP-glucose농도가 낮게 나타났으
며,pH를 β-1,3-glucan생산 최적 조건인 5.5로 조절하여 β-1,3-glucan생산
을 유도한 공정에서는 UDP-glucose농도가 높게 나타났다.또한,pH를 5.5로
조절한 시점부터 UDP-glucose농도가 증가함으로써 β-1,3-glucan생산에 높
은 활성을 갖게 되었고 pH에 의한 23g/L의 생산성 차이를 보여주고 있다.

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 38쪽



- 39 -

Time (hr)

20 40 60 80 100

U
D

P
-g

lu
co

se
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

( 
g/

L 
)

0

1

2

3

4

Batch pH 7.0
Batch pH 7.0-> 5.5

pH 7.0->5.5

Figure.15.ChangeofUDP-glucoseinbeta-1,3-glucan productionlevel

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 39쪽



- 40 -

333...222단단단 연연연속속속배배배양양양 공공공정정정에에에서서서의의의 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
회분식 배양 공정에서는 단일 반응기에서 세포 성장과 β-1,3-glucan생산

공정을 모두 운전하였다.그러나 세포 배양 공정과 β-1,3-glucan생산 공정의
환경이 서로 다른 점을 감안하여 2단 연속 배양 공정을 도입하였다.첫 번째
반응기에서는 세포성장에 최적인 조건으로 배양하고 두 번째 반응기에서는
질소원이 고갈된 조건에서 β-1,3-glucan생산에 최적인 조건으로 제어하여 β

-1,3-glucan생산성을 최적화 하고자 하였다.또한,2단 연속 배양 공정으로
운전 하였을 때의 UDP-glucose농도를 측정함으로써 회분식 배양 공정과 연
속 배양 공정에서의 농도 차이를 살펴보았다.

β-1,3-glucan을 생산하기 위하여 세포는 sp.ATCC31750을
사용하였고,배지는 회분식 배양 공정에서와 같은 조성으로 사용하였다.2단
연속 배양 공정을 위하여 20L의 유리 기질 주입 탱크를 사용하였으며 정량
펌프를 이용하여 기질 주입 속도를 조절 하였다.1streactor는 세포 배양 공
정으로 최적 pH 7.0으로 유지하며 2Lworkingvolume으로 운전하였다.2nd
reactor는 β-1,3-glucan 생산 공정으로써 최적 pH를 5.5로 유지하며 4L
workingvolume으로 유지하며 운전하였다.
UDP-glucose 농도 측정은 YMC-Pack pro C18 column을 이용한

RP-HPLC를 이용하여 UV 파장 254nm,이동상의 유속 1.0ml/min로 흘려
주며 등용매 용리 법을 이용하여 분석하였다.시료의 전 처리는 세포 농도 2
g/L로 취하여 증류수 0.5ml를 첨가한 후 4℃ 12,000rpm에서 10hr원심분
리 한 후 상등액을 버리고 50mM phosphatebuffersolution을 이용하여 2회
세척하였다.이를 얼음물에 넣고 sonication한 후 4℃ 얼음물에 30min보
관하였다.4℃ 12,000rpm에서 10min원심분리를 함으로써 파괴된 세포벽
과 이물질을 모두 제거한 후 상등액을 0.2μm filter를 이용해 다시 한번 이물
질을 제거하고 주입 시료로 사용하였다.
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가가가...세세세포포포 배배배양양양조조조에에에서서서 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
1streactor는 세포 배양 공정으로써 cellmass와 β-1,3-glucan생산량 그

리고 UDP-glucose농도를 Figure.16.에 나타내었다.세포 접종 후 질소원
이 고갈되어 가는 시점인 31hr부터 연속 배양 공정으로 운전 하였다.초기
세포 농도가 증가함에 따라 UDP-glucose농도가 크게 증가하다 질소원이 고
갈되는 지점에서 농도가 감소함을 보이고 있으며,연속배양으로 운전을 전환
하고 질소원을 주입함으로써 세포 성장을 유도하여 UDP-glucose농도가 크
게 감소하지 않고 일정한 농도를 유지 하고 있음을 알 수 있다.
UDP-glucose농도가 일정하게 유지 되는 때부터 β-1,3-glucan의 생산량이
일정하게 유지 되는데 이는 생산성에 대한 활성의 유지로 볼 수 있겠다.
Figure.17.은 질소원이 고갈되기 전 연속공정으로 전환한 시점에서의 크로마
토그램을 나타내었다.
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나나나...ββββ---111,,,333---gggllluuucccaaannn생생생산산산조조조에에에서서서 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
2ndreactor는 β-1,3-glucan생산을 유도하기 위해 pH 5.5,4Lworking

volume으로 운전을 하였으며,Figure.18.에 나타내었다.세포가 성장하는 과
정에서 UDP-glucose농도가 증가하였고 1streactor에서 넘어오는 세포에 의
해서 UDP-glucose농도가 감소하지 않고 증가하는 현상을 보이고 있다.β

-1,3-glucan이 생성되는 초기 지점에서 높은 농도를 보이고 있으며, β

-1,3-glucan생산이 일정하게 유지 되는 부분에서는 UDP-glucose농도가 조
금 감소함으로써 β-1,3-glucan생산 활성이 감소하고 있음을 보여주고 있다.
Figure.19.은 40hr때의 크로마토그램을 나타내고 있다.β-1,3-glucan을 생
산하면서 잔여 피크가 더 생성됨을 볼 수 있는데,이는 β-1,3-glucan을 생산
하는 과정에서 대사 물질들의 생성을 의미 하며 더 높은 수득율을 얻기 위해
서 제거해야 할 부가반응으로 사료된다.

001.hwp 2008-05-21 오후 2:59 68쪽 중 44쪽



- 45 -

Time ( hr )

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

C
el

l a
nd

 B
et

a-
1,

3-
gl

uc
an

 (
 g

/L
 )

0

5

10

15

20

25

30

U
D

P
-g

lu
co

se
 (

g/
L)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6Cell
Beta-1,3-glucan
UDP-glucose

CSTR

Figure.18.Change of cell mass,beta-1,3-glucan and UDP-glucose
concentrationin2ndreactor.
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444...회회회분분분식식식 배배배양양양 공공공정정정에에에서서서 탄탄탄소소소원원원 및및및 uuurrraaaccciiilll첨첨첨가가가에에에 의의의한한한 영영영향향향

회분식 배양 공정에서 sp.ATCC31750균주를 이용하여 β

-1,3-glucan합성 대사 경로를 추정한 Figure.1.을 보면,sucrose를 glucose
로 분해하고 UDP-glucose를 거쳐 β-1,3-glucan을 합성하게 된다.이에 탄소
원으로 sugar와 glucose로 구분하여 세포 성장성과 β-1,3-glucan생산성,그
리고 uracil을 첨가 하였을 때의 UDP-glucose를 측정함으로써 β-1,3-glucan
생산 효율에 미치는 영향을 살펴보았다.

가가가...ββββ---111,,,333---gggllluuucccaaannn생생생산산산 공공공정정정에에에서서서 탄탄탄소소소원원원에에에 따따따른른른 UUUDDDPPP---gggllluuucccooossseee농농농도도도 변변변화화화
회분식 배양 공정에서 β-1,3-glucan을 생산하기 위하여 탄소원으로 sugar

와 glucose를 이용하였다.각각 100g/L의 농도로 주입하여 공정을 운전하였
으며,초기 pH는 세포 성장 최적 조건인 7.0으로 운전하고 질소원이 고갈되
어 β-1,3-glucan이 합성되는 시점에 pH를 β-1,3-glucan생산 최적 조건인
pH 5.5로 조절함으로써 β-1,3-glucan생산을 유도하였다.두 회분식 배양 공
정의 조작은 동일한 방법으로 운전하였다.
Figure.20.은 탄소원으로 sugar를 이용하였고 회분식 배양 공정을 통해 β

-1,3-glucan을 생산한 공정의 데이터이다.Figure.21.은 glucose를 탄소원으
로 이용한 공정이다.탄소원의 변화에 따라 세포 성장성이 달랐으며, β

-1,3-glucan생산에도 영향을 미침을 알 수 있다.Sugar를 이용한 배양 공정
에서는 26hr에 6g/L의 세포 농도를 보이고 있으나 glucose를 이용한 배양
공정에서는 세포의 성장 기간이 6hr이 더 길고,생산성도 낮음을 알 수 있
다.이는 세포의 대사 경로에서 sugar가 세포의 배양 활성에 glucose보다 더
높은 에너지원으로 사용됨을 알 수 있다.또한,β-1,3-glucan의 생성량에도
영향을 미치는데 이는 세포 농도가 높기 때문에 β-1,3-glucan의 생산성이 좋
은 것으로 사료 된다.
회분식 배양 공정을 운전하여 β-1,3-glucan을 생산하는 공정에서 β
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-1,3-glucan생산 활성이 좋은 시점에서는 UDP-glucose농도가 높게 측정이
되었고 활성이 감소하는 지점에서는 농도가 낮게 검출됨을 통해
UDP-glucose농도가 β-1,3-glucan생산 활성에 높은 영향을 미치고 있음을
알 수 있었다.

나나나...UUUrrraaaccciiilll첨첨첨가가가에에에 따따따른른른 ββββ---111,,,333---gggllluuucccaaannn생생생산산산 효효효율율율
탄소원을 다르게 하여 배양한 두 공정에 UDP-glucose전구물질로 알려진

uracil을 첨가함으로 인해 UDP-glucose농도 변화와 β-1,3-glucan생산성에
어떠한 영향을 미치는지 살펴보았다.

β-1,3-glucan생산 활성이 감소하는 지점인 84hr때에 uracil농도 0.5g/L
로 제조하여 멸균 후 발효 중인 공정에 첨가 하였다.uracil의 첨가로 인해
UDP-glucose농도가 큰 폭으로 증가하였음을 Figure.20,21.을 통해 알 수
있었다.또한,β-1,3-glucan의 생산 활성이 감소하는 시점에 uracil에 의해 β

-1,3-glucan의 생산성이 sugar를 이용한 발효조는 12.5 g/L 증가 하였고,
glucose를 이용한 발효조는 16g/L의 증가된 생산성을 나타내고 있다.전구
물질로 사용한 uracil의 영향으로 인해 UDP-glucose농도가 증가하였고,이
를 통해 β-1,3-glucan의 생산성도 각각 21.6,34.3%에 가까운 높은 영향을
받게 됨을 알 수 있었다.
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Figure.20.Cellmass,beta-1,3-glucan and UDP-glucoseconcentrations
profilesinabatchfermentationprocess.
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Figure.21.Cellmass,beta-1,3-glucan and UDP-glucoseconcentrations
profilesinabatchfermentationprocess.
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Table5.β-1,3-glucanproductivityinabatchprocessandefficiencyby
uraciladdition.

CCCaaarrrbbbooonnnsssooouuurrrccceee BBBaaatttccchhhppprrroooccceeessssss
UUUrrraaaccciiilllaaaddddddiiitttiiiooonnn
(((000...555ggg///LLL)))iiinnn
bbbaaatttccchhhppprrroooccceeessssss

IIImmmppprrrooovvveeemmmeeennnttt
(((%%%)))

SSSuuugggaaarrr 57.9g/L 70.4g/L 21.6%

GGGllluuucccooossseee 46.7g/L 62.7g/L 34.3%
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IIIVVV...결결결론론론

sp.ATCC31750을 이용한 생체 고분자 물질인 β-1,3-
glucan을 생산하는 공정에서 주요 대사 물질로 추정하는 UDP-glucose농도
를 측정함으로써 β-1,3-glucan의 생산 활성에 어떠한 영향을 미치는지 살펴
보았다.본 연구를 통해 아직은 미미하지만 더 많은 대사 물질을 분석해 내고
농도를 측정함으로써 이론적 대사 경로를 규명하고 균주 개선을 통해 더 높
은 수득율을 얻을 수 있는 기반을 마련하였다.

1.HPLC를 이용하여 주요 대사물질인 UDP-glucose 농도를 측정하였다.
YMCPack-proC18column을 이용하여 등용매 용리법을 통해 이동상의 조
성을 살펴 본 결과 50mM Phosphatebuffersolution(pH 5.3)을 이용하였을
때 분리능이 우수하였다.분리 시간과 검출되어지는 면적을 살펴보았을 때 1
ml/min의 유속으로 이동상을 흘려주며,254nm에서 UV detector를 이용하여
UDP-glucose농도를 측정하였을 때 가장 좋은 검출 감도를 나타내었다.

2. sp.ATCC31750균주를 이용하여 β-1,3-glucan을 생산하는
배양 공정에서의 UDP-glucose농도를 측정함으로써 β-1,3-glucan생산 활성
에 미치는 영향을 살펴보았다.세포가 증식하는 단계에서 UDP-glucose농도
도 증가함을 알 수 있었으며,질소원이 고갈되는 시점에서는 UDP-glucose
농도가 감소하였다.그러나 pH에 따라 다른 경향을 볼 수 있었는데 세포 배
양 최적 pH인 7.0으로 유지한 배양 공정에서는 β-1,3-glucan을 생산하기 시
작하는 지점 즉,UDP-glucose농도가 증가하는 시점까지 많은 시간이 소요
되었으며 생산성도 0.41 g/L․hr로 낮았다. 그러나 세포 배양 후 β

-1,3-glucan생산 조건인 pH 5.5로 조절해 준 공정에서는 질소원이 고갈되는
시점에서 UDP-glucose농도가 감소하였지만 pH 조절 후 바로 UDP-glucose
농도가 증가하면서 β-1,3-glucan이 생성되기 시작하였다.이때의 생산성도
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0.67g/L․hr로 pH 7.0인 배양 공정에서 보다 생산성이 1.4배 차이가 나는 높
은 생산성을 보였다.이는 β-1,3-glucan을 생산하는 과정에서 UDP-glucose라
는 대사물질이 생산성에 중요한 요인이 됨을 보여주고 있으며,부가적인 반응
들을 줄임으로써 높은 생산성을 얻을 수 있음을 시사해 주고 있다.

3.β-1,3-glucan을 생산하는 공정에서 세포 배양 조건과 β-1,3-glucan생산
조건의 차이를 이용하여 서로 다른 환경을 만들어준 2단 연속 배양 공정을
적용하였다.초기 세포 배양 기간에는 회분식 배양 조건으로 운전하다 질소원
이 고갈되는 시점에서 기질을 주입해 주는 연속 배양 공정으로 운전을 하였
다.연속 배양 공정에서의 UDP-glucose농도를 측정하여 보았으며,일정한
생산성을 유지 하는 과정에서는 UDP-glucose농도도 일정하게 유지됨으로써
β-1,3-glucan생산 활성이 유지 되었다.

4.세포 성장과 β-1,3-glucan생산에 중요한 인자인 탄소원을 다르게 하여 회
분식 공정을 운전 하였다.탄소원으로 glucose를 이용한 공정 보다 sugar를
분해한 배양 공정에서 세포 성장성과 β-1,3-glucan생산성이 좋았다.양쪽에
동일하게 β-1,3-glucan생산 활성이 감소하는 지점에서 UDP-glucose의 전구
물질인 uracil을 0.5g/L의 농도로 배양 공정에 주입한 결과,uracil주입 후
UDP-glucose농도의 급격한 증가를 볼 수 있었으며 이로 인한 β-1,3-glucan
생산성이 21.6%와 34.3% 향상됨 을 볼 수 있었다.
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