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서서서 론론론

과학기술의 발달과 인구의 증가로 한정된 석유 에너지를 보충할 대체자원의 개
발에 대한 연구가 전 세계적으로 활발히 이루어지고 있다.최근 장래 에너지원의
부족을 해결할 수 있는 하나의 대안으로서 미생물을 이용하여 유용물질의 생산 하
고자 하는 생물전환 기술이 관심을 모으고 있다.
현재 옥수수 톤당 가격은 100달러,설탕가격은 톤당 200달러 정도이므로 중량 비

로 볼 때 각각 원유의 1/4혹은 1/2정도에 불과하다.또한,생물기술의 발달로 인
하여 생촉매의 기능과 공정의 효율성이 크게 향상되어 전분(glucose.글루코오스.
포도당)을 출발물질로 하는 여러 가지 화학제품이 이미 가격 경쟁력을 갖게 되었다.
지속적인 원유가격과 환경비용의 증가,그리고 생물공학기술의 비약적인 발전을 감안
할 때 industrialbiotechnology(산업 생물공학기술.BT)응용제품의 경제성은 계속
해서 증가할 것이다.BT는 인류의 염원인 풍요롭고 건강한 삶을 위한 의료,환경,
식량,에너지 등 모든 영역에 걸쳐 지대한 공헌을 하고 있으며,그 영향은 더욱 확
대될 것이다.
현재 BT가 가장 큰 영향력을 미치는 분야는 의료분야로 이를 유럽에서는 red

biotechnology로 표현하고 있으며, 또한 농업분야에 적용되는 BT를 green
biotechnology로 분류하고 있다.이러한 redBT,greenBT를 1세대,2세대 BT로
정의한다면 생물공학기술인 whiteBT는 제 3세대 BT로 분류할 수 있다.생물공학
기술은 각종 소재(chemicalsubstances),에너지 등을 생산하기 위한 첨단 생물 공학
기술이며,재생 가능한 자원(바이오매스 등)과 생촉매를 사용하므로 오염 발생과
에너지 소모가 적은 청정 기술이다.WhiteBT를 이용하여 생산되는 산업소재 제
품은 매우 다양하며,이들은 최종 제품이 될 수도 있고 혹은 다른 제품을 생산하는
원료로 사용되기도 한다.
최근에는 생물전환 기술보다 더 나아가 유전공학기술로 미생물을 통해 생산기술

이 많이 이용되고 있다.대표적인 미생물로 대장균( )및 효모(yeast)를 사용
하고 있다.
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일반적으로 사용되는 생명공학제품을 생산하는 발효기 종류로는 교반식 발효기,
유동층 발효기,고정화 발효기,관형 발효기,중공사막 반응기,세포 부착식 발효기
등이 있으며 이를 개량한 유사한 종류의 발효조들이 개발되어 있다.이러한 발효조의
선택은 각 균주의 특성에 따라 결정되며,이들 균주의 특성은 균주들이 자라난 환경에
따라 정해지게 된다.그러므로 초기 단계에서 진행되는 균주의 개발은 향후 이용될
발효조에 따라 상호 연관성을 갖고 추진되어야 한다.따라서 대부분 기업의 경우에는
그 회사에서 보유한 발효장치에 맞는 공정을 개발할 수 있도록 균주를 선정하여
개발하고 있다.제품개발의 경우,생산회사가 보유한 기기의 특성을 맞출 필요가
있으며 이에 따라 전체 공정의 생산시기가 바뀌기도 한다.전체적인 관점으로 초기
개발단계에서 생산시설에 관한 정리가 이루어져야 할 것이다.1)

생산 공정 개발에서 생산 발효조의 형태가 결정되면 이로부터 제품의 생산성을
최대로 할 수 있는 운전 방법에 대한 결정을 한다.발효조의 운전 방법은 세포의
성장 및 생산 특성에 따라 결정한다.반응기 운전의 최적화에 따라 생산성은 정도에
따라 크게 차이 날 수 있으며 이의 최적화로 운전 비용절감 및 제품의 생산가를
감소시킬 수 있다.운전 방법에는 회분식,유가식,연속식 발효 운전방법 등이 있으며
이는 균주 성장 및 제품 생산 시 영양분의 공급형태에 따라 결정되게 된다.
효모와 항생물질의 생산과 같은 많은 산업상황에서,반응기들은 기질의 주입은 있고

유출은 없는 반-연속적 형태로 운전된다.예를 들어,제빵용 효모생산에서 발효의
시작과 에탄올 생산에 있어서 글루코스(glucose.포도당)가 과량으로 초과하게 되면
세포수율이 감소하는 결과를 초래하게 되는데,글루코스 농도는 거의 제로의 상태로
유지하게 되어 기질이 세포로 획득되어지는 최대 전환을 유지하게 된다.이처럼,
배양조 내의 기질의 농도를 제어하기 위하여 사용되는 배양 방법의 일종이 유가식
배양 방법이다.
생물공학에서 대부분의 생물반응기에서의 세포배양은 생산단가 절감을 위해 고농도

세포배양을 하고 있다.고농도 세포배양은 회수율 증가와 함께 분리비용의 절감이라는
두 가지 문제를 모두 해결해 준다.때문에 현재 산업상황에서 유가식 배양 공정을
많이 이용하고 있다.
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유가식 배양은 회분식 배양의 변형으로 기질 또는 다른 영양소를 계속 공급하는
형태이다.기질을 공급하는 형태는 단속공급(intermittentfeeding)또는 연속공급
(continuousfeeding)으로 나뉘어 지는데 이는 발효조 내의 기질농도를 발효에 지장을
받지 않을 정도로 유지하기 위해 발효의 특성에 따라서 조절된다.
단속공급의 경우는 공정의 편의성 및 적용의 용이성 때문에 많은 발효공정에서

이용되고 있는 방법이다.기질이 고갈 되었을 때 고농의 기질을 일시에 넣어 주어
농도를 증가 시킨 후 기질이 고갈될 때까지 기다린 다음,다시 넣어주는 형태로 많은
논문에서 흔히 볼 수 있는 형태이다.연속공급은 유량의 변화에 따라서 일정량을
공급하든지 지수적으로 공급하는 형태를 지니게 된다.연속공급에서 유량을 일정하게
유지하는 경우는 세포는 성장하지 않고 생산물만 생산하는 단계에 있는 상태로 기질을
전환하는 공정을 수행하는 경우에 필요한 유량제어 방법이다.연속공급의 형태가
지수함수의 형태를 나타낼 때의 경우는 세포가 성장기에 있는 경우 세포의 농도가
지수함수적으로 증가함으로써 기질의 소모속도도 지수함수적으로 증가하기 때문이다.2)

또한,제어하는 방법에 따라 inferentialfeedbackcontrol,기질농도의 feedback제어,
기질농도의 feedforward제어가 있다.
먼저,inferentialfeedbackcontrol은 반응기 내부의 제어하고자 하는 상태변수를

빠른 시간 내에 직접 측정할 수 없을 때 자주 사용되는 방법으로 추론적인 방법을
많이 사용한다.이러한 방법으로 이용되는 반응기의 측정 장치 이름을 이용하여
pH-stat3,4,5,6,7),DO-stat8),RQ제어9)등의 방법을 사용하게 된다.
이 중 가장 많이 사용되는 방법의 하나는 pH-stat이다.주요한 탄소원이 고갈되었을 때

pH가 변화한다는 관찰에 기초를 두고 있다.탄소기질이 고갈되었을 때 세포로부터
배출된 암모늄 이온이 발생하여 pH도 증가하거나,유기산 등이 생성하여 pH가 감소
하는데,이 때 pH의 변화에 따라서 기질을 공급한다.비슷한 방법으로 DO-stat은
기질의 고갈에 따른 DO증가로부터 세포가 기질이 필요함을 인식하여 기질의 유량
펌프를 작동시키는 원리를 이용한 것이다.위의 두 방법은 기질의 농도를 일정 농도
이상으로 유지할 필요가 있을 때 쓰이는 방법으로 대부분의 재조합 미생물을 사용한
단백질 생산의 경우에 기질제어 작용이 심하기 때문에 사용되어 상당한 효과를 보고
있다.10,11,12,)
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단순배지에서 DO-stat은 pH-stat보다 영양분의 고갈에 더 민감하게 반응하며,
yeastextract나 peptone과 같은 복잡한 탄소-질소 기질이 탄수화물 기질로써 동시에
사용되었을 때는 세포가 계속해서 복합 기질을 이용하기 때문에 탄소원이 고갈되었을
때 DO의 변화는 그렇게 크지 않다.그러므로 유사 단순배지 또는 복합배지를 사용
하였을 때 pH-stat방법이 훨씬 더 적당하다.RQ제어 방법은 세포의 생리적인 상태를
기질의 유량을 변화시켜 우리가 원하는 상태로 맞추어 생산을 최대로 하는 상태로
만든 제어이다.
두 번째로 기질농도의 feedback제어는 발효조 내의 기질의 농도를 실시간으로

측정이 가능 할 경우 기질의 농도를 측정하여 제어하는 방법을 사용할 수 있다.간단
하게는 on-off제어기를 사용하여 기질의 농도가 원하는 농도보다 높으면 off상태로
유량을 줄이고 농도가 높으면 on상태로 유량을 증가시켜 우리가 원하는 농도로
제어한다.또한,PID제어 알골리즘을 이용하여 더욱 정교하게 제어하는 방법도 있다.
PID 제어기를 사용하는 경우에 autotuning방법을 이용하여 제어기의 상수를 결정
하는 방법 등이 제안되어 사용되고 있다.이러한 방법은 대게의 생물공정이 시간에
따라 변하는 공정으로 최적 기질의 농도가 시간에 따라 변함에도 불구하고 이를
고려하지 못하고 Static공정으로 단순화하여 기질의 농도를 일정하게 유지시키려는
방법을 사용할 경우 생산효율성을 감소시킬 수도 있다.
마지막으로 기질농도의 feedforward제어는 기질의 농도는 대부분 실시간으로

측정이 힘들고 분석시 지연시간이 있고 측정 장치가 정교하지 않을 경우 시간에
따른 세포의 기질 소모량을 미리 예측하여 이를 토대로 기질의 유입량을 결정하여
기질의 농도를 제어하는 방법이 있다.
일반적으로 공정을 최적화 하는 방법으로는 최적 세포 생산 조건과 체적 생산

조건이 다르기 때문에 초기에는 세포생산에 최적인 상태로 유지하다가 세포 성장이
어느 정도 끝나면 최적 생산 조건으로 만들어 주는 방법이 사용된다.
따라서 본 연구에서는 회분식 발효결과를 토대로 최적 세포 생산 조건을 찾은 후,

유가식 발효 공정을 통해 최적 생산 조건을 찾고자 하였으며,세포의 성장 속도가
빠르고 생산 능력이 우수한 재조합 대장 균주를 통해 발효기를 이용하여 생산물을
효율적으로 생산하고자 하였다.
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제제제111장장장 유유유전전전자자자 재재재조조조합합합된된된 대대대장장장균균균을을을 이이이용용용한한한
111,,,333---ppprrrooopppaaannneeedddiiiooolll(((PPPDDDOOO)))생생생산산산공공공정정정 개개개발발발

ⅠⅠⅠ---111...서서서 론론론

최근 들어 환경적인 문제와 함께 화학공정에 있어 친환경적인 방법에 의한 생산
공정이 각광을 받고 있고,그 중 glycerol발효전환에 의한 1,3-propanediol생산이
크게 대두되고 있다.이에 대한 연구는 1981년 AugustFreund에 의해 처음 발견되
었지만 단지 용제,다이옥산의 생산제품,특별한 폴리머 등의 이용에만 국한되었다.
하지만 이후 1,3-propanediol은 폴리에스테르,폴리에테르,폴리우레탄생산과 같은
많은 합성반응에 있어 축중합을 위한 단량체로 사용될 수 있음이 밝혀지면서 많은
연구가 진행되고 있다.13) 단량체로서 만든 플라스틱과 중합체인 1,2-propanediol,
butanediol,ethyleneglycol로 만든 제품과 비교하여 우수한 광학 안정성을 나타낼
뿐만 아니라 polyglycol-type의 윤활제와 용매로도 사용할 수 있다.14,15)

기존에 듀퐁사와 쉘사는 화학적인 방법을 통하여 폴리에스테르의 주원료가 되는
1,3-propanediol을 합성하여 생산하여 왔다.이러한 화학적인 합성은 상당한 고온,
고압을 요구하여 경제적인 1,3-propanediol생산에 걸림돌이 되어 왔으며,또한 상
당량의 환경오염 폐기물을 양산하는 것으로 알려져 왔다.
1998년 미국의 듀퐁(DuPont)사의 연구진은 효모(yeast)가 포도당을 글리세롤로

전환함을 밝혀,유전자 조작된 대장균( )을 이용하여 포도당이 유기산류
(organicacid)와 알코올(alcohol)로 변환되는 것을 찾아내었다(Figure1).16)

이렇게 개발된 대장균은 농도 135g/L,생산성 3.5g/L․h,그리고 포도당으로부터 질량
수율은 약 51%로 1,3-propanediol을 생산할 수 있음을 밝혔다.생산된 1,3-propanediol과
TPA(terephthalicacid)를 고분자시켜 PTT(polytrimethyleneterephthalate)을 합성
하는데 성공했으며,이를 SoronaTM라는 이름으로 판매하고 있다.
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FFFiiiggguuurrreee111...Metabolicpathwaysfrom glucosetoorganicacidsandalcohol

GlucoseGlucoseGlucoseGlucose

GlyceraldehydeGlyceraldehydeGlyceraldehydeGlyceraldehyde----

3333----phosphatephosphatephosphatephosphate

DihydroxyacetoneDihydroxyacetoneDihydroxyacetoneDihydroxyacetone

phosphatephosphatephosphatephosphate

GlycerolGlycerolGlycerolGlycerol----3333----phosphatephosphatephosphatephosphate

GlycerolGlycerolGlycerolGlycerol

1,31,31,31,3----PropanediolPropanediolPropanediolPropanediol

PyruvatePyruvatePyruvatePyruvate

SuccinicSuccinicSuccinicSuccinic acidacidacidacid

Lactic acidLactic acidLactic acidLactic acid

EthanolEthanolEthanolEthanol
Acetic acidAcetic acidAcetic acidAcetic acid

GPD1GPD1GPD1GPD1

GPD2GPD2GPD2GPD2

glycerol glycerol glycerol glycerol dehydrogenasedehydrogenasedehydrogenasedehydrogenase

glycerolglycerolglycerolglycerol----3333----phosphatephosphatephosphatephosphate

phosphatasephosphatasephosphatasephosphatase

dhaB[1,2,3]dhaB[1,2,3]dhaB[1,2,3]dhaB[1,2,3] glycerol glycerol glycerol glycerol dehydratasedehydratasedehydratasedehydratase

dhaTdhaTdhaTdhaT 1,31,31,31,3----propanedioldehydrogenasepropanedioldehydrogenasepropanedioldehydrogenasepropanedioldehydrogenase

3333----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----propionaldehydepropionaldehydepropionaldehydepropionaldehyde
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본 연구에서는 비슷하게 유전자 재조합된 균을 유가식 배양 공정을 통해 이에
버금가는 1,3-propanediol을 생산하고자 연구를 진행하였다.
일반적으로 1,3-propanediol생산은 화학적 (acroleine의 수소화,ethyleneoxide의

수소첨가),생물학적 ( 와 를 이용한 glycerol를 발효전환,
을 이용하여 co-substrate로 sugars와 glycerol를 발효 전환)

방법이 이용되지만,점차 화학적인 방법에서 생물학적 방법으로 생산 공정이 전환
되고 있다.13-16)

지금까지 보고된 1,3-propanediol생산 연구 결과17-23)를 보면 생산량은 10～20g/L
으로 낮았다.또한,생산량을 늘리기 위해 고농도 세포 배양을 할 경우 생육 저해
현상이 나타나며,발효시간의 장기화로 인해 생산성 (g/L/hr)이 많이 떨어졌다.이를
보완하기 위해 본 연구에서는 생육 저해가 없이 1,3-propanediol을 생산 할 수 있는
돌연변이 균주를 이용한 유가식 배양공정을 통해 1,3-propanediol최적 조건을 찾고자
하였다.
유가식 배양공정 중 가장 효과적으로 사료되는 2가지 방법을 선정하여 연구를

진행하였다.pH를 control하기 위해 유입된 NaOH의 양과 비례하여 포도당을 주입하는
pH-stat와 DNS법을 이용하여 glucose의 농도를 실시간으로 측정(분석시간 30분)이
가능하므로 feedbackcontrol공정을 통해 최적 생산 조건을 찾고자 하였다.
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ⅠⅠⅠ---222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...균균균주주주 배배배양양양

2.1.1.균주 및 보관

본 연구에서 사용한 균주는 유전자 재조합된 (CJ-PDO,CJ-U26)을 사용하였으며,
영양고체 배지에서 37℃에서 150rpm에서 배양하여 long-term stocksolution(배양액
1㎖를 취하여 12,000rpm에서 10min간 원심분리를 거친 후 상등액을 버리고 0.9%
NaCl용액 1㎖를 넣고 잘 섞어준다.세척과정을 2회 거쳐 순수한 세포만 취한 후
0.2㎖의 LBmedium을 첨가하고,50% glycerol0.8㎖를 넣고 잘 교반해 준다)으로
제작하여 -70℃에 보관하며 종 배양에 사용하였다.

2.1.2.배지 조성

균의 최적 성장 조건을 알아보기 위해 균지 배지 조성은 의 최적 생산 배지로
알려진 LBmedium(NaCl1g,Yeastextract0.5g,tryptone1gofdeionzedwater100㎖)에
추가적으로 glucose1～5g/L와 glycerin1～5g/L을 첨가하여 균주의 최적 성장 조건을
찾고자 하였다.또한,항생제로는 ampicllin(100mg/㎖),kanamicllin(50mg/㎖)을 사
용하였다.ampicllin(100mg/㎖)은 ampicllinsodium 1.0g을 멸균된 deionzedwater10
㎖를 넣어 완전하게 녹인 후 0.2㎛ filter로 이물질을 제거하였다.그런 다음 1.0㎖씩
취하여 1.5㎖ tube넣고 -20℃에 냉동보관 하여 사용하였다.kanamicllin(50mg/㎖)은
kanamicllinsodium 0.5g을 취하여 같은 방법으로 제조하여 사용하였다.균주의 배지
조성은 Table1에 나타나 있다.

2.1.3.배양 방법

300㎖ 삼각플라스크에 100㎖의 배지를 넣고 121℃에서 15분간 멸균한 후 cleanbench
에서 배지를 냉각시키며,UV(Ultraviolet:자외선)를 쪼여줌으로써 완전하게 멸균을 시킨 후,
100㎖ 정도의 배지에 필터링 된 항생제인 ampicllin(100mg/㎖)0.1㎖,kanamicllin(50mg/㎖)
0.1㎖를 넣은 후 종균을 접종하고 37℃에서 150rpm으로 교반시키면서 24hr배양하였다.
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2.1.4.분석 방법

균의 성장을 알아보기 위하여 2hr간격으로 Sample을 취한 후,분광광도계(Shimadzu,
UV-1201)를 이용해 600nm에서 적당하게 희석하여 cellopticaldensity(탁도)를 측정
하였다.

222...222...111,,,333---ppprrrooopppaaannneeedddiiiooolll분분분석석석 조조조건건건

2.2.1.시약 및 기기

Glucose(포도당)와 대사산물인 glycerol(글리세롤),1,3-propanediol(1,3-PDO),ethanol
(에탄올),succinicacid(숙신산),lacticacid(젖산),aceticacid(초산)를 측정하기 위해
HPLC system을 사용하였다.사용된 Column은 SUGAR SH1011 (8mm ID ×
300mm Length)Shodex이며,검출기로는 RID-6A(RefractiveIndexDetector.굴절률
검출기.Shmadzu사)Detector를 이용하여 분석하였다.
Solvent(이동상)으로는 0.01N H2SO4과 HPLC급 Water (Fisher)을 사용하였고,

standard시약으로는 glucose(동양과학),MgSO4․7H2O(동양과학),KH2PO4(동양과학),
(NH4)2HPO4(동양과학),formicacid(Sigma),furmaricacid(Sigma),ethanol(동양과학),
succinicacid(Sigma),glycerin(동양과학),1,3-PDO(Sigma),lacticacid(동양과학),
aceticacid(동양과학)을 10g/L로 조제하여 사용하였다.

2.1.2.시료 전처리

시료 전처리는 여러 가지 방법 (원심분리,여과,분별침전,증류,용매추출법,고체상
추출법,고체상 미량추출법)중 가장 일반적인 유기물 전처리 방법으로써 원심분리와
여과를 이용하였다.먼저,발효 공정에서 취한 sample중 1㎖를 취하여 고속 원심
분리기 (Highspeedcentrifuge.한국한일과학)로 4℃,12,000rpm에서 10min동안 원
심분리를 하여 대사산물이 녹아있는 상등액(배양액)과 cell(세포)을 분리하였다.그런 다음,
이물질을 0.2㎛ filter(SRP25.Milipore)를 이용하여 완전하게 제거한 후 냉장보관
(4℃)하여 분석시 주입시료(SampleofInjector)로 사용하였다.
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2.1.3.이동상 조제

이동상으로는 HPLC급 water(동양과학)와 98% H2SO4 (동양과학)을 이용하여
0.01N H2SO4를 만든 후,용매에 존재하는 air,oxygen,bubble등을 없애기 위해
0.45㎛ membranefilter를 이용하여 이물질을 제거하여 이동상으로 사용하였다.

2.1.4.분석 방법

  HPLC(HighPerformanceLiquidChromatography.고성능 액체크로마토그래피)를
이용하여 발효조 내의 배지 및 대사산물의 분리 및 정성,정량분석을 하기 위하여
일정한 농도(10g/L)로 standard시약을 제조한 후,0.20㎛ filter(SRP25.Millipore)로
거쳐 이물질을 제거한 후 주입(Injector)시료(sample)로 사용하였다.최적 분리 조건을
선정하기 위하여 용매와 유량(㎖/min)에 따른 분석 조건을 확립하고자 하였다.

2.1.5.HPLC를 이용한 농도 분석 방법

먼저,일정한 조건(칼럼의 온도는 50℃,Pump의 유량은 1.0㎖/min,압력은 5.0MPa
이하로 유지)으로 기기를 안정화 시킨 후 용매로서 0.01N H2SO4와 Water에 따른
혼합물을 분리능을 살펴보았다.
용매를 선정한 후,유량(0.8～1.2㎖/min)에 따른 혼합물의 분리능을 살펴보았다.

혼합물의 분리 및 정성분석을 확립한 후,가장 잘 분리된 혼합물을 선정하여 검량선
(대사산물의 정량분석)을 작성하여 발효 생산물의 농도를 측정하고자 하였다.

2.1.6.검량선 작성

검량선은 혼합물 중 잘 분리된 시료 4개를 선정한 후 일정하게 희석 또는 제조된
standardsample로 분석하였다.먼저,2.500g/L(10g/L의 sample0.5㎖ 4개 혼합 ;10g/L
4배 희석)일 때 각각의 peak를 측정한 후,이를 2배 희석하여 1.250g/L(2.500g/L의
sample1.0㎖ +HPLC급 water1.0㎖)일 때 peak를 측정하며,다시 2배 희석하여
0.625g/L(1.250g/L의 sample0.5㎖ +HPLC급 water0.5㎖)일 때 peak를 각각 측정
하였다.그런 후 농도 대 peak로 검량선(y=ax+b;여기서,y는 sample의 농도,
x는 sample의 Peak,a는 기울기,b는 y절편을 나타낸다)을 작성하였다.
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222...333...111,,,333---ppprrrooopppaaannneeedddiiiooolll생생생산산산공공공정정정 개개개발발발

2.1.1.배지 조성

발효용 배지로는 Table1과 같다.회분식 발효의 배지를 만들 경우에는 glucosea)

60g를 증류수로 녹여 전체량을 300㎖로 하여 500㎖ flask에,그 외 배지b-g)를 증류수로
녹여 1,500㎖로 만들어 5L 발효기에 넣은 후 각각 멸균기를 이용하여 121℃에서
15min분간 멸균 처리한 후 혼합하여 온도 및 pH 등을 안정화 시킨 후 접종하였다.
유가식 배양의 농축 배지#1,#2)의 경우에는 200㎖의 증류수를 적당하게 가열한 후

glucosea)을 600g을 녹여 전체량을 700㎖로 하였다.그 외 배지b-g)는 증류수로 녹여
300㎖가 되도록 한 후,마찬가지의 방법으로 멸균 처리한 후 사용하였다.
항생제h,i)인 ampicllin및 kanamycin은 멸균된 증류수로 희석하여 완전히 녹인 후,

2.0㎛ filter로 여과하여 1㎖씩 분주하여 냉동(-20℃)보관하였다.필요할 때 마다
4℃에서 해동하여 사용하였다.마찬가지로 비타민j.k)및 발현개시제인 IPTGl)도 0.2㎛
filter로 여과하여 냉동(-20℃)보관하여 사용하였다.

2.1.2.회분식 배양 방법

발효기는 DO-센서와 pH-센서를 장착한 KF-5L의 한국발효기를 이용하여 냉각수를
순환하여 자동온도 조절이 가능하도록 하였고,autoclave를 사용하여 121℃에서
15min동안 멸균처리한 후 발효시켰다.
종배양액 접종 전 pH는 8N-NaOH와 1N-HCl로 6.8으로 조절하였으며,교반속도는

300～600rpm으로 DO를 50% 이하로 유지시켜 주었다.또한 온도는 37℃로 했다.
2시간 정도 안정화시킨 후,37℃에서 종배양액 200㎖를 발효 배지 1.8L에 접종하여
배양하였으며,분석을 위한 시료는 samplingport를 통해 채취하였다.

2.1.3.유가식 배양 방법

본 연구에서는 여러 가지 유가식 배양 공정 중 가장 적합한 방법으로 사료되는
두 가지의 배양 공정을 채택하였다.
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첫 번째 방법은 배양 초기에는 탄소원인 glucose가 고갈되면서 pH가 상승하며,glucose가
glycerol로 전환되는 시기에 부산물로 유기산이 생성되어 배지의 pH가 낮아진다는
점을 착안하여 pH가 떨어질 때마다 glucose를 주입하도록 하였다(pH-stat).
두 번째 방법은 초기에 용존산소량 포화용존산소량의 50% 이하로 조절하면서 회분식

배양을 수행하다가 cellmass가 기하급수적으로 증가할 경우 농축된 배지를 공급하여
glucose의 농도를 0～5g/L가 유지되도록 하였다(feedbackcontrol).

2.1.4.분석 방법

분석을 위한 시료는 일정시간(2～6hr)마다 10㎖(5㎖×2)씩 취한 후,5㎖ 배양액은
냉동보관 하였으며,나머지 5㎖ 배양액을 이용하여 세포 농도 및 포도당 농도를 측정
하였다.
배양 후 생성된 발효 산물은 12,000rpm.30min,4℃ 조건 하에서 원심분리 한 후

상등액을 회수하여 0.20㎛ 필터로 여과하여 HPLC를 통해 1,3-PDO 및 유기산을
분석하였다.
또한,cellmass는 1.5㎖를 tube를 통해 50℃에서 1day동안 건조하여 1㎖ 중에

포함되어 있는 cell무게를 측정하여 건체량을 분석하였다.
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TTTaaabbbllleee111...Mediacompositionforof1,3-propanediolproduction

※ A),B)유가식 배양 방법의 생산성을 비교하기 위해서 동일한 조건에서 발효를 실시함.
(같은 시간에 발효를 시작함으로서 온도,습도,조도 등의 주위환경을 동일하게 실시)

Component Concentration
[g/L]

Concentrated
mediaforpH-stat

[1.0L]A)

Concentrated
mediafor

feedbackcontrol
[1.0L]B)

Glucosea) 30 600 600
KH2PO4b) 3.0 15.0 15.0
(NH4)2HPO4c) 8.0 40.0 40.0
MgSO4․7H2Od) 0.5 2.5 2.5
Yeastextracte) 5.0 25.0 25.0
Formicacidf) 1.2ml 6.0ml 6.0ml
Fumarateg) 2.91g 14.55g 14.55g

Amp(100mg/㎖)h) 1㎖ 1.0㎖ 1.0㎖
Kan(100mg/㎖)i) 1㎖ 1.0㎖ 1.0㎖
V.B12(100mg/㎖)j) 1㎖ 10㎖/4hr 10㎖/4hr
Thiamine(100mg/㎖)k) 1㎖ 10㎖/4hr 10㎖/4hr

IPTG(0.5M)l) 1㎖ - -
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ⅠⅠⅠ---333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

333...111...종종종배배배양양양

2시간 간격으로 sample을 취하여 UV-1201를 이용해 1～10배 희석하여 600nm에서 세포
농도(cellopticaldensity)를 측정하였다.LBmedium에 glucose나 glycerin을 첨가하거나
첨가하지 않은 경우에 크게 차이를 보이지 않았다.또한,24hr동안 배양할 경우
1,3-PDO은 모두 생성하지 않았다.균 성장은 4시간 이후에 급격하게 성장하다가 14시간
이후부터 성장 폭이 감소하였다.따라서 종배양 (seedculture)의 최적 배양 시간은 12시간
으로 하였다.

333...222...111,,,333---ppprrrooopppaaannneeedddiiiooolll의의의 분분분석석석

3.2.1.용매에 따른 분리 조건

기존의 1,3-propanediol(1,3-PDO)을 분석했던 방법24.25,26)을 응용하여 용매로 0.01N
H2SO4을 사용하며,유량을 1.0㎖/min으로 혼합물을 분리 및 정성,정량 분석하였다.
그러나 용매로써 황산을 사용할 경우에는 시료를 주입할 때마다 injector부분의 filter의
오염으로 인해 잦은 filter의 교체가 초래하였으며,컬럼의 수명을 단축시키는 문제를
야기했다.용매로서 물을 사용할 경우에는 3개의 시료(fumaricacid,formicacid,
lacticacid)을 제외하고는 정확하게 분리할 수 있었다.따라서 적당한 용매로서 물을
사용하였다.

3.2.2.유량에 따른 분리 조건

유량에 따른 시료를 분석하기 위해 먼저,0.8㎖/min으로 흘려보내어 혼합물을 분리
및 정성 분석하였다.이 경우에는 분석시간(30min정도)의 장기화를 초래하였다.
다음에 유량을 0.9㎖/min으로 할 경우에는 적당한 분석시간(15min정도)을 얻을
수 있었다.
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또한,유량을 1.0㎖/min이상으로 할 경우에는 HPLC작동 시 칼럼의 압력이 4.5atm
이상을 나타내어 SUGARSH1011(8mm ID ×300mm Length)칼럼의 최대 압력이
5.0atm으로 칼럼의 무리가 가므로 적당한 유량은 0.9㎖/min으로 선정하였다.

3.2.6.검량선 작성

발효 배지 및 대사산물이 확실하게 분리된 glucose,glycerin,acetic acid,
1,3-PDO을 선정하여 검량선을 작성하였다(Figure2).
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FFFiiiggguuurrreee222...Standardcurveforthedeterminationof1,3-propanediol,
aceticacid,glucoseandglycerolconcentration
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333...333...회회회분분분식식식 배배배양양양 공공공정정정 최최최적적적화화화

3.3.1.초기 탄소원 농도의 영향

초기 탄소원의 농도를 60g/L로 시작했을 때 가 cataboliterepression를 받기
때문에 세포의 성장이 저해되는 현상이 발생하여 오랜 성장 지연을 나타냈으나 glucose의
초기농도를 30g/L로 한 경우 성장특성이 우수한 것으로 나타났다.따라서 세포성장
에 적합한 glucose의 초기 농도는 20～30g/L정도가 적합한 것으로 나타났다.

3.3.2.회분식 발효 공정 개발

회분식 발효의 경우 초기 glucose농도를 증가시키기 곤란하기 때문에 초기 glucose의
농도를 30g/L로 시작하여 발효를 한 결과 세포농도는 발효 시작 8시간 정도까지는
지수 함수적으로 증가하다가 10시간 이후부터는 완만한 세포성장곡선을 보여주고 있다.
이러한 현상은 세포 성장이 glycerol및 1,3-PDO생산에 따라서 성장 저해를 받는 것
으로 판단되며 이는 1,3-PDO의 생산에 불리한 점으로 작용할 것으로 예상된다.

333...444...용용용존존존 산산산소소소의의의 영영영향향향
유가식 배양을 하기 위한 회분식 배양의 초기 조건은 세포 성장이 12시간 이전에

농축 배지를 공급하는 게 적당하므로 초기 탄소원의 농도를 30g/L로 하여 회분식
발효를 실시한 후,9시간 이후 농축 배지를 일정한 유량(4.6㎖/hr)으로 공급하여
DO의 영향을 조사하였다.
그래프에서 알 수 있듯이 DO는 약 10% 이하로 유지하는 게 1,3-PDO의 생산성이 증가
하였다.DO를 거의 limited상태로 유지할 경우에는 cell의 성장이 상대적으로 적었으며,
glycerin및 1,3-PDO이 거의 생산되지 않았다(Figure2andFigure3).
따라서 DO는 어느 정도 공급하는 게 나으므로 초기 교반 속도를 300rpm으로 하여
DO가 떨어지면 교반 속도를 올려 DO를 10～50% 정도 유지하는 게 적당하다.
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FFFiiiggguuurrreee333...Effectofdissolvedoxygen(DO)on1,3-PDOproduction
DOlevel:about10%

Time[hr]
0 10 20 30 40 50

G
lu

co
se

 a
n

d
 G

ly
ce

ro
l 

  c
o

n
ce

n
tr

at
io

n
[g

/L
]

   
  C

el
l m

as
s[

g
/L

]

0

5

10

15

20

1,
3-

P
D

O
 a

n
d

 A
ce

ti
c 

ac
id

   
co

n
ce

n
tr

at
io

n
[g

/L
]

0

2

4

6

8

10

12

14Glucose con.[g/L]
Cell mass[g/L]
Glycerol con.[g/L]
1,3-PDO con.[g/L]
Acetic acid con.[g/L]

F
lo

w
 r

at
e[

m
l/h

r]

0

1

2

3

4

5

Flow rate in fed-batch



- 19 -

FFFiiiggguuurrreee444...EffectofhighlevelofDOon1,3-PDOproduction
DOlevel:over40%
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333...444...유유유가가가식식식 배배배양양양 공공공정정정 최최최적적적화화화

3.4.1.유가식 배양 방법의 의한 1,3-PDO생산성 비교

최적의 회분식 배양(초기 포도당의 농도 30g/L,DO=10～50% 유지)을 하다가
12시간 만에 농축 배지를 공급하여 두 가지 유가식 배양 방법을 비교한 결과 1,3-PDO
생산량이 60시간 동안 유가식 배양을 했을 경우 pH-stat방법으로는 36.1g/L의 1,3-PDO을
생산하였으며,feedbackcontrol방법으로는 42.4g/L을 생산하여 pH-stat방법에 비해
17.5% 향상되었음을 측정할 수 있었다.
pH-stat방법을 사용한 경우는 소모되는 NaOH 대비 glucose를 주입하여 glucose

농도를 제어가 가능하였으나,세포의 성장이 18시간 이후 저해됨을 알 수 있었다.이는
세포 성장이 glycerol과 1,3-PDO생산에 따라 저해됨에 따라서 NaOH 요구량이 감소
하여 glucose의 공급이 작게 되어 1,3-PDO생산량도 낮아졌다.
반면에 feedbackcontrol방법의 경우에는 실시간으로 glucose농도를 충분히 공급

하여 1,3-PDO 생산량이 60시간 동안 발효했을 경우 pH-stat방법으로 36.1g/L이었
지만,feedbackcontrol방법으로는 42.4g/L으로 향상되었다.포도당의 유량을 너무
낮출 경우 탄소원 공급부족으로 인하여 1,3-PDO 생산 속도가 저하됨을 알 수 있
었다(Figure5～6,Table2).

3.4.2.포도당의 농도의 조절

두 가지 유가식 배양 방법 중 1,3-PDO생산성이 우수한 feedbackcontrol방법을
채택하여 포도당의 농도를 조절하여 생산성 및 수율을 조사하였다.
먼저 포도당의 농도를 5g/L정도로 유지하여 유가식 발효를 실시한 경우 18시간 이
후부터 glycerol의 농도가 급격하게 증가하여 1,3-PDO으로 전환되지 못하고 축적되어
48시간에는 glycerol이 31.2g/L까지 생성되며 1,3-PDO는 19.3g/L까지 생산되었다.발효가
더 진행된 60시간에는 glycerol은 1,3-PDO로 거의 전환되지 않고 계속적으로 소모되지 않고
39.5g/L까지 증가 되며,1,3-PDO는 20.2g/L으로 12시간 동안 거의 생산되지 않았다.이는
glycerol의 농도가 너무 높은 경우 glycerol이 1,3-PDO로 전환되지 못하는 것이다.
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따라서 glycerol의 축적을 최소화하기 위해 glucose를 limited상태로 공급하여 glycerol의
증가를 감소시켰다.Glucose의 농도를 거의 0에 가깝게 공급함으로써 12시간 이후부터
glycerol의 농도는 10.8g/L에서 발효가 진행됨에 따라 계속적으로 감소하였으며 glycerol의
농도가 낮게 유지됨으로써 glycerol이 1,3-PDO로 전환되어 1,3-PDO는 계속적으로 증가하여
발효 60시간에는 glycerol이 모두 소모되며 39.0g/L까지 생산되었다.Glucose의 농도를
5g/L으로 유지했을 때 경우 1,3-PDO가 20.2g/L생산되었으므로 93.1% 향상되었다.
그러나 발효 48시간 이후부터 1,3-PDO의 생산성이 감소되는 것을 볼 수 있다.이는
glucose를 거의 공급하지 않아 탄소원 공급 부족으로 인해 1,3-PDO생산 속도가 저하
되는 것으로 사료된다.이에 탄소원인 glucose를 발효기에 조금씩 공급하게끔 glucose의
농도를 0～5g/L으로 유지하면서 유가식 발효를 실시하였다.glucose의 농도를 0g/L으로
유지하는 경우와 비슷하게 발효 12시간 이후부터 1,3-PDO는 계속적으로 증가하였으며
48시간 이후에는 상대적으로 탄소원인 glucose가 공급됨으로써 glycerol이 낮은 농도로
계속 존재함으로써 생산성이 향상되었다.
가장 적당한 glucose의 농도는 1,3-PDO의 생산성을 볼 때 glucose의 농도를 0～1
g/L으로 유지할 경우 60시간 이후에 1,3-PDO의 농도가 42.4g/L으로 가장 좋았다.
glucose의 농도를 0g/L(limited)으로 할 경우에는 glucose의 농도가 모두 소모되므로
상대적으로 1,3-PDO 수율이 가장 높았지만,1,3-PDO의 생산성은 포도당의 농도를
0～1g/L으로 유지하는 경우보다 낮았다(Figure7～9,Table3).

3.4.3.부산물의 대사경로를 제거한 균주배양

Byproduct대사경로를 제거한 두 번째 균주를 이용한 1,3-PDO생산 실험에서는
glucose농도를 0～1g/L로 유지하면서 발효를 수행하였다.처음 균주와 달리 세포는
30.3g/L까지 지속적으로 성장하였다.발효 36시간에 glucose1.1g/L와 glycerol8.0
g/L에서 6시간 이후인 42시간에 glucose는 2.2g/L으로 증가하였으며,glycerol은 6.0
g/L으로 감소하였다.이는 부산물인 유기산의 대사경로를 제거하여 Aceticacid의
농도가 감소하였지만,glucose가 glycerol로 전환하는 것과 glycerol이 1,3-PDO로
전환하는 것도 감소되는 문제점을 발생했다.하지만 부산물의 생성을 억제함으로써
원균의 경우 수율이 pH-stat31.5%,feedbackcontrol에서 포도당을 0g/L으로 유지할
경우 34.1%보다 34.6%으로 향상되었다(Figure10).
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FFFiiiggguuurrreee555...pH-stat:glucoseandglycerolconcentration,
cellmass,1,3-PDOandaceticacidconcentration
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FFFiiiggguuurrreee666...Effectoffeedbackglucoseconcentrationlevelcontrolon
1,3-PDOproduction
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FFFiiiggguuurrreee777...Thechangeof1,3-PDOproductionwithfeedback
glucoseconcentrationat5g/L
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FFFiiiggguuurrreee888...Thechangeof1,3-PDOproductionwithfeedback
glucoseconcentrationat0～1g/L
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FFFiiiggguuurrreee999...Thechangeof1,3-PDOproductionwithlimited
glucoseconcentration
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FFFiiiggguuurrreee111000...1,3-PDO productionwithrecombinantE.coliwhichwasgenetically
modifiedtominimizeorganicacidproduction
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TTTaaabbbllleee222...Effectoffed-batchoperationmethodson
1,3-propanediolproduction

Fed-batch
method

Glycerol
con.[g/L]
after60hrs

1,3-PDO[g/L]
after60hrs

Aceticacid[g/L]
after60hrs

1,3-PDO
yield[%]

pH-stat 1.2 36.1 3.2 31.5

Feedbackcontrol 5.6 42.4 8.4 28.7
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TTTaaabbbllleee333...Effectofcontrolledglucoselevelon
1,3-propanediolproduction

Controlled
glucose
level

Glycerol
con.[g/L]
after60hrs

1,3-PDO[g/L]
after60hrs

Aceticacid[g/L]
after60hrs

1,3-PDO
yield[%]

5g/L 39.5 20.2 15.6 14.5

0～1g/L 5.6 42.4 8.4 28.7

0g/L
(Glucoselimited) 0.0 39.0 3.3 34.1
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ⅠⅠⅠ---444...결결결론론론

본 연구에서는 두 가지 유가식 방법을 사용한 경우의 1,3-PDO 생산성을 비교
검토하였다.pH-stat방법을 사용한 경우는 소모되는 NaOH대비 포도당를 주입하여
포도당 농도를 제어가 가능하였으나 세포의 성장이 glycerol과 1,3-PDO생산에 따라
세포성장이 저해됨에 따라서 NaOH 요구량이 감소하여 포도당의 공급이 작게 되어
1,3-PDO생산량도 낮아졌다.반면에 feedbackcontrol방법의 경우에는 실시간 포도당
농도를 측정하여 유량을 조절함으로써 소모 대비 포도당 농도를 충분히 공급하여
1,3-PDO생산량이 pH-stat방법에 비해 17.5% 향상되었음을 측정할 수 있었다.
원균(CJ-PDO)을 이용한 발효의 경우 42.4g/L까지 1,3-PDO를 생산할 수 있었으며,

부산물의 대사경로를 제거한 균(CJ-U26)의 경우 aceticacidproduction은 현저히
감소시키고 성장은 지속적으로 일어났으나 glycerol및 1,3-PDO생산 속도도 동시에
감소되는 것으로 나타났으며 수율은 향상되었다.두 균 모두 높은 농도의 1,3-PDO와
glycerol에 의해 세포성장과 1,3-PDO 생산이 저해를 받는 것으로 판단된다.균주의
random mutation을 동시에 수행하여 균주의 1,3-PDO 내성을 향상시키는 방안의
추진이 필요하다.또한,proteomics분석을 통하여 재조합 및 환경변화에 따른 up-regulated
되는 enzyme과 downregulated되는 enzymeprofile을 관찰하여 1,3-PDO합성속도를
증가시키는 전략이 필요하다.
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제제제222장장장 유유유전전전자자자 재재재조조조합합합된된된 대대대장장장균균균을을을 이이이용용용한한한
OOOrrrgggaaannnoooppphhhooosssppphhhooorrruuusssHHHyyydddrrrooolllaaassseee(((OOOPPPHHH)))생생생산산산공공공정정정 개개개발발발

ⅡⅡⅡ---111...서서서론론론

살충제(insecticides)는 농업 목적 뿐만 아니라 위생 방제 목적으로도 광범위하게 사용
되어 왔다.현재 약 200여 종의 농약이 등록되어 있으며 전체 농약의 사용량은 연간
25,844톤 (12.8톤/ha)이다.32～34)이 중 유기인계 살충제 (organophosphoruspesticides.OPPs)는
현재 우리나라에서 가장 많이 사용되고 있는 농약 중 하나이다.비교적 저렴한 생산원가와
광범위한 살충효과 때문에 주로 사용되어 왔으나 환경에 대한 잔류성과 생물체내
축적성 때문에 1970년 초부터 사용이 금지되었다.35)그러나 이미 사용이 금지된 약품들의
경우 이전에 사용된 것이 우리 주위 환경에 잔류하여 악영향을 미치는 경우가 많다.36)

유기인계 살충제는 주요한 신경전달물질인 아세틸콜린 (acteycholine)을 가수분해하는 효소
아세틸콜린에스테라제 (acetylcholinesterase.AChE.EC3.1.1.7)활동을 억제 시킨다.
그리하여 아세틸콜린이 신경전달 역할을 수행하고 나서 분해되지 못하면 계속 축적
되어 신경전달 수용체를 과잉 자극하게 되면 중추 및 말초신경에 이상을 나타나게
하므로 생물을 죽이거나 건강에 악영향을 미치게 된다.31,37)

또한,분자구조내에 phosphategroup에 살충활성을 나타내는 벤젠고리와 esterbond를
이루고 있다.38)이들의 분해에 대한 연구는 생물학적 분해와 비생물학적 분래로 나눌
수 있다.생물학적 분해에서 Richard등39)은 carboxylesteraseisozyme을 가지는 특정
미생물을 이용하였고,Gary등40)은 곰팡이를 Robertson등41)은 토양 중 박테리아를
이용하여 유기인계 살충제를 분해한다고 보고하였으며,Heng등42)은 elm tree를 이용한
phytoremediation으로 chlorpyrifos를 분해한다고 보고한 바 있다.비생물학적 분해
에서 Mamoru등43)은 수중에서 humicsubstance들에 의한 광촉매효과에 의한 분해를
보고했으며,Li등44)은 효율성을 높이기 위해 새롭게 합성한 nanosize의 광촉매
TiO2를 사용하여 유기인계 살충제의 분해에 대한 연구를 수행하였으며,이들은 공통적
으로 가수분해 반응을 유도하여 벤젠고리과 phosphategroup을 형성한다고 밝혔다45).
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유기인계 유기 화합물은 1943년 D.Jerchel이 살충효과가 있다고 처음으로 보고된
이래 지금까지 10만개 이상의 화합물이 검색되었다.유기인계 살충제의 구조는 5가의
인이 중심이 되고 이 인에 이중결합을 가진 산소 또는 황이 결합되며 R는 알콕시,
알킬,및 아마이드기이며 아실측은 무기 또는 유기산의 잔기가 결합되어 있다.
(Schme1)27～30)

유기인산 화합물 (organophosphoruscompounds)을 분해시키는 대표적인 3가지 형태의
효소는 OPH,OPPA-1,OPPA-2이다.
첫 번째 효소는 organophosphorusacidhydrolase(OPH),또는 phosphotriesterase라
불리는데,그 효소는 MG와 sp.strain(ATCC27551)
으로부터 발견되었다.46～50)이 효소는 325개의 아미노산으로 구성된 35kDa의 분자량을 가진
단백질로,1～2개의 아연 또는 코발트이온을 가지고 있는 금속효소(metalocoenzyme)이며
paraoxon,DFP,soman,sarin,tabun등을 분해할 수 있다.50)

두 번째 효소는 organophosphorusacidanhydrolase(OPAA),일명 OPAA-2라 불리는데,
이 효소는 sp.strainJD6.5로부터 발견되었다.51,52)이 효소도 OPH와 마찬가지로
paraoxon,DEP,soman,sarin,tabun을 다 같이 분해시킬 수 있다.그러나 OPAA-2는
OPH보다 soman분해능력이 더 큰 반면,OPH는 OPAA-2보다 paraoxon분해능력이 더
크다.52～54)

세 번째 효소는 undina55)와 C로부터 발견된56)OPA
anhydrolase인데 이 효소는 OPPA-2와 유사한 성질을 가지고 있으며,

C(ATCC23821)로부터 발견된 OPAA효소는 원래 포롤린 (proline)잔기가
카르복실기 말단에 위치한 dipeptide,즉 X-Pro의 펩타이드결합 (peptidebond)을 가수분
해하는 활성을 가진 prolidase로 알려져 있다.57,58)

이 중 본 연구에서는 유기인산 화합물을 분해하는 효소 중 OPH에 관해 시작하였다.
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나 등의 미생물이 유기인을 분해할 수 있는
효소인 OPH(organophosphorushydrolases)를 만들어내는 것으로 알려져 있으며 이들
효소가 다양한 종류의 유기인 화합물을 높은 전환속도로 분해하므로 이를 이용 하려는
연구가 주목을 받고 있다.그러나 위의 나 의 경우 고농도
배양이 어려워 실제 공정차원에 적용하는 데 문제점을 가지고 있으므로 OPH유전자를
가진 재조합 대장균을 이용하여 이를 해결하려는 시도가 이루어지고 있다.하지만
대장균 내에서는 유기인 분해효소의 가용성이 낮아 생산수율이 상대적으로 떨어지는
단점이 있다.현재까지 이러한 재조합 대장균 시스템의 문제를 해결하기 위해 몇 개의
유전자 중합체를 발현하는 방법,가용성 단백질과의 융합체를 만들어 발현하는 방법,그리고
세포질이 아닌 세포 표면에 유기인 분해효소를 발현시키는 방법 등이 시도되어 왔다.
본 연구에서는 OPH 유전자를 가진 재조합 대장균을 이용하여 유가식 배양 공정을

통해 유기인을 분해할 수 있는 효소인 OPH 생산을 증가시키려는데 목적이 있다.
본 연구에서 사용할 OPH는 토양미생물인 와

에서 유래되었으며,59)농약과 신경가스 등으로 이용되는 유기인의 가수분해에 매우
높은 효율을 나타냈다.60)또한,가수분해된 생성물은 독성이 처음 독성에 비해 매우
많이 줄어든다.따라서 본 연구에서는 재조합 DNA기술을 이용하여 분해하는 효소인
OPH의 유전자를 대장균시스템에서 발현하고 이를 이용하여 토양이나 수계에 잔류하고
있는 유기인들을 환경친화적으로 분해,제거하는 기술을 연구하고자 하였다.
OPH는 유기인산 화합물 (organophosphoruscompounds.OPs)을 가수 분해의 촉매

작용으로 합성되며,토양의 박테리아 로부터 분리되는 2분자체(이핵)의
매우 유독한 금속효소이다.또한,organophosphorushydrolases(OPH;E.C.3.1.8.1)로 분류
된다.그들은 극심한 독성 때문에,농약 중 유기인 화합물계의살충제 및 화학적 신경제
(chemicalwarfareagents)로 사용했다.61-63)OPH는 으로부터 재조합 플라스
미드에 유전인자(opd)를 연결하여 발견되었다.DNA 순서는 유전인자 (opd)에 의해
결정되며,유전자(opd)들은 숙주 종의 promoters를 일치시키고 있는 벡터들의 여러
가지 형태에서 발현시켰다.64)

OPH의 기본은 bioremediation[바이오레메데이션.미생물분해.생물정화]시스템으로
유기화합물의 독성을 급속하게 제거할 뿐만 아니라,환경 친화적이다.65)
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Bioremediation은 미생물이나 식물체를 사용하여 오염물질을 전환하거나 분해함으로써
오염된 토양이나 지하수를 정화하는 것을 의미한다.특히 insitubioremediation은
오염지역에서 오염물질을 제거하기 위해 토착 미생물의 분해효율을 향상시키거나
활성이 우수한 미생물을 첨가함으로써 분해효율을 향상시키는 방법이다.
OPH의 사용은 토양의 생물 정화로써 많은 잠재성을 가지며,정화 공정은 유독한

유기화합물에 과다하게 노출시키기 위한 것이다.66,67)표면으로 생산하는 OPH와 순수한
OPH 모든 세포 (Cells)는 결과적으로 로지스틱한 부담을 두드러지게 줄이게 되었다.
OPH의 대량 생산 및 구성은 유독한 유기화합물의 바이오레메데이션의 발전에 있어서의
제일 중요한 과정이다.68～72)

OPH를 생산하기 위한 재조합 대장균은 여러 종류의 유기화합물을 변형시켜 개발
되었다.73～75)그러나,재조합된 대장균의 OPH생산 수율은 낮았다.76,77)OPH를 생산 수율이나
생촉매의 효율을 개량하기 위해서는 몇 개의 유전자를 삽입하는 방법,가용성 부분의
용해도를 증가시키는 방법,Vitreoscillahemoglobion(VHb.박테리아 헤모글로빈의 일종)
에 동시 발현하는 방법,세포 표면에 발현시키는 방법 등이 시도되어 왔다.78,79)

재조합 단백질의 숙주 세포를 발현시킨 재조합 대장균으로써 OPH를 과잉 생산
하기 위한 많은 노력들이 진행되어 왔다.기존의 Omburo76)등은 대장균을 발현시켜
활성도는 69U/mg이었다.Serdar과 Murdock69)은 재조합 대장균 30℃에서 배양했을 경우
OPH의 농도는 39mg/L이었으며,OPH의 활성도는 59U/mg이었다. 는
OPH와 유사한 MPH(methylparathionhyrolase)을 생산하며,활성도는 28U/㎖이었다.81)

Srinivasan과 Barnard65)등은 을 이용하여 높은 농도의 OPH를 생산
할 수 있었다고 보고하였으며, 으로부터 totalcellmass의 약 10% OPH를
생산할 수 있었지만,GRAS미생물을 사용하여 대장균을 제작했을 경우 OPH의 농도는
매우 낮았으므로,발효 공정 개발을 통한 OPH 생산을 증가시키는 것이 필요하다.
최근에는 재조합 대장균을 통해 extracellular(세포외로 분비되는)OPH의 생산을 발견했다.
본 연구에서는 유가식 발효 공정을 통한 포도당의 농도와 induction(발현 개시제)를 조절
하여 세포 성장과 intracellularOPH 및 extracellularOPH를 분석하여 OPH 최적
생산 조건을 찾고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ---222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111시시시약약약 및및및 기기기기기기

본 실험에서는 Fisher Scientific (Tustin,CA,USA)으로부터 yeast extract,
K2HPO4,H2PO4,MgSO4,FeSO4,Na2HPO4andNaH2PO4을 구입하여 이용하였으며,
J.T.Baker(Phillipsburg.NJ.USA)에서 NH4Cl을 구입하여 사용하였다.TSBmedium
(tryptone15g,soytone5g,sodium chloride5g)은 BectonDickinson(Sparks.MD.USA)
에서 구입하여 사용하였다.OPH의 활성도는 측정하기 위해 Aldrich(Milwaukee.WI.
USA)으로부터 paraoxon과 p-nitrophenol을 구입하여 사용하였다.
그리고 세포파괴용으로 SonicDismemberator(Fisher100model)을 사용하였으며,1차원
전기영동장치로는 Minielectrophoresis(Bio-rad)를 사용하였고,2차원 전기영동장치로
는 EttanIPGIsoelectriFocusingUnit(Amershambiosciences)을 사용하였다.세포 분리용
으로 Microcentrifuge(한국 한일과학)을,단백질 분리 및 농축용으로 High speed
centrifuge(한국 한일과학)을 사용하였다.
세포의 농도를 측정하기 위해 분광광도계 (Shimadzu.UV-1201)를 이용하였으며,

포도당의 농도를 측정하기 위해 3,5-dinitrosalicylic acid (New Jersey. USA),
potassium sodium tartrate(롯셀염.RochellSalt.동양과학),sodium hydroxide(NaOH.
동양과학)및 Heater(FisherScientific)을 사용하였다.

222...222...균균균주주주 및및및 보보보관관관

본 연구에서 사용한 균주는 유전자 재조합된 균주인 을 사용하였으며,LBagarplate
(영양고체 배지.yeastextract5g/L,peptone10g/L,NaCl10g/L,agar20g/L)에서 37℃에서
150rpm에서 배양하여 long-term stocksolution(배양액 1㎖를 취하여 12,000rpm에서
10min간 원심분리를 거친 후 상등액을 버리고 0.9% NaCl용액 1㎖를 넣고 잘 섞어준다.
세척과정을 2회 거쳐 순수한 세포만 취한 후 0.2㎖의 LBmedium을 첨가하고,50% glycerol
0.8㎖를 넣고 잘 교반해 준다)으로 제작하여 -70℃에 보관하며 종 배양에 사용하였다.
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222...333...발발발효효효 조조조건건건 및및및 배배배양양양 방방방법법법

2.3.1.균주 배양

대장균( pET22b)87)을 이용한 OPH를 생산하기 위한 최소 배지인 12.8g/L
Na2HPO4․7H2O,3g/LKH2PO4,0.5g/LNaCl,1g/LNH4Cl,3mg/LCaCl2,1mM
MgSO4에 추가적으로 0.3～0.5%(w/v)glucose,50mg/㎖ ampicillin,0.1mM CoCl2
첨가하여 배양하였다.

2.3.2.종 배양

회분식 배양을 위한 종 배양은 300㎖ 삼각플라스크 2개에 각각 100㎖의 배지를 넣고
121℃에서 15분간 멸균 시켰다.그런 다음 100㎖ 배지에 항생제인 Ampicillin(50mg/
㎖.Duchefa사)0.1㎖를 넣은 후 종균을 접종하고 37℃에서 250rpm으로 교반시키면
서 배양하여 세포 농도가 기하급수적으로 증가할 때 본 발효기에 접종하였다.

2.3.3.회분식 배양

발효기는 DO-센서와 pH-센서를 장착한 KF-5L의 한국발효기를 이용하여 냉각수를
순환하여 장동온도 조절이 가능하도록 하였고,autoclave를 사용하여 121℃에서 15min
동안 멸균처리한 후 발효시켰다.종배양액 접종 전 pH는 8N-NaOH와 1N-HCl로 6.8
으로 조절하였으며,교반속도는 300～600rpm으로 DO를 50% 이하로 유지시켜 주었다.
또한 온도는 37℃로 했다.2시간 정도 안정화시킨 후,37℃에서 12시간 동안 배양한
종배양액 200㎖를 1.8L에 배양액에 접종하여 배양하였으며,분석을 위한 시료는
samplingport를 통해 채취하였다.

2.3.4.유가식 배양

여러 가지 유가식 배양공정 중 feedbackcontrolmethod를 채택하였다.초기에 용존
산소량을 50% 이하로 조절하면서 회분식 배양을 수행하다가 cellmass가 기하급수적
으로 증가할 경우 농축된 배지를 공급하여 glucose의 농도를 유지시켜 주었다.
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222...444...분분분석석석 방방방법법법

222...444...111...발발발현현현개개개시시시제제제의의의 효효효과과과
50㎖ tube에 배양하여 OPH 생산에서 inducer의 효과를 수행하였다.LB broth

(영양배지.yeastextract5g/L,peptone10g/L,NaCl10g/L)에서 배양하여 세포 농도(cell
opticaldensity)가 0.9이면,1M IPTG(Isopropyl-beta-D-Thiogalactopyranoside.Duchefa사)0.2㎕을
첨가한 후 4시간 동안 배양한 후 10㎖ 배양액을 취하여 단백질 발현 및 OPH생산을
알아보았다.Inducer를 넣기 전과 넣은 후 샘플을 취하여 SDS-PAGE전기영동 (sodium
dodecylsulfate-polyacrylamidgelelectrophoresis)장치를 통해 단백질 발현을 확인하였
으며,pET22bharboring대장균 ( )으로부터 생산된 세포를 정제한 세포 침전물을 inducer인
IPTG의 넣기 전과 넣은 후 OPH활성도를 측정하여 OPH생산을 비교하였다.

222...444...222...배배배양양양액액액 분분분석석석
분석을 위한 시료는 일정시간(2～6hr)마다 10㎖(5㎖×2)씩 취한 후,5㎖ 배양액은

냉동보관 하였으며,나머지 5㎖ 배양액을 이용하여 세포 농도 및 포도당 농도와
OPH 활성도를 측정 및 분석하였다.

222...444...333...세세세포포포 농농농도도도
균체량은 1～50배 희석하여 600nm에서 CellO.D를 분광광도계(Spectrophotometer)를

사용하여 측정하였다.CellO.D(600nm)와 Cellmass(g/L)의 검량선을 작성 (Figure11)
하여,발효시에는 CellO.D만 측정하여 Cellmass로 환산하였다

222...444...444...포포포도도도당당당의의의 농농농도도도

포도당의 농도는 DNS(dinitrosalicylicacid)법을 이용하여 측정하였다.90)발색제인
DNS용액은 3,5-dinitrosalicylicacid(New Jersey.USA)1g,potassium sodium tartrate
(RochellSalt.동양과학)150g,sodiumhydroxide(NaOH.동양과학)8g을 증류수 500㎖로
조제하여 사용하였다.일정한 시간 간격으로 sampling하여 냉동(-20℃)보관한 sample을
냉장(4℃)에서 완전하게 녹인 후 sample1㎖만 취한다.4℃에서 12,000rpm,10min동안
원심 분리하여 상등액만 얻어 포도당의 농도를 측정하였다.



- 38 -

Glucose1g/L을 이용하여 검량선을 작성 (Figure13)하며,배양액은 50～200배 희석하여
540nm에서 흡광도(ABS)를 측정하여 포도당의 농도로 환산하였다.

222...444...555...OOOPPPHHH의의의 활활활성성성도도도 측측측정정정
OPH의 활성도는 일정한 시간 간격으로 sampling한 sample을 cell과 solution을 분리

하여 측정하였으며,발효가 완전하게 종료된 sample은 SDS-PAGE (Sodium dodecyl
sulfate-ployacrylamidegelelectrophoresis)을 이용하여 단백질 발현을 확인하였다.
일정한 시간 간격으로 sampling하여 냉동(-20℃)보관한 sample을 냉장(4℃)에서

완전하게 녹인 후,4℃에서 12,000rpm,10min동안 원심 분리하여 sample1㎖만 취하여
Table4와 같은 순서로 분석하였다.

222...444...666...OOOPPPHHH의의의 세세세포포포 침침침전전전물물물(((TTToootttaaalllccceeelllllllllyyysssaaattteee)))
재조합 균주인 대장균 ( pET22b)의 OPH 생산 효소 발현을 확인하기 위해

세포 정제는 다음과 같이 하였다.먼저,1.5㎖ tube에 sample 1㎖를 취하여 Voltex
Mixer로 충분히 섞어 준 후 고속 원심분리기로 4℃,12,000rpm에서 15min동안 원심분리
시킨다.상등액은 버리고 남은 세포는 0.1㎖ phosphate-bufferedsaline(PBS)을 넣은 후
초음파 파쇄기 (SonicDismemberator.Fisher100mode)를 이용하여 2초 동안 30번을
실시하여 totalcelllysate을 얻었다.

222...444...777...OOOPPPHHH 생생생산산산 효효효소소소 발발발현현현 확확확인인인
정제된 세포 침전물을 각각 회수하여 실험에 사용하였다.전기영동은 10%separatinggel과

5% stackinggel로 이루어진 SDS-PAGEgel상에서 진행하였다(Table5).단백질과
5배 희석된 SDSsamplebuffer(60mM Tris-HCl,pH6.8,2.5% glycerol,2% SDS,
14.4mM β-mercaptoethanol,0.1% bromophenolblue)를 혼합하여 100℃에서 7분간
중탕한 후 proteinmarker(prestainedproteinladder.Fermentas)와 함께 전기영동을
수행하였다.전기영동 된 gel은 CBB (CoomassiebrilliantblueR250,Sigma,St.
Louis,MO.USA)염색약으로 염색하고 탈색용액으로 탈색반응 시킴으로써 원하는
단백질의 유무를 확인하였다.
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FFFiiiggguuurrreee111111...Standardcurveforthedeterminationofcellmass
withcellopticaldensity(600nm)

Cell mass[g/L]
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FFFiiiggguuurrreee111222...Standardcurveforthedeterminationof
glucoseconcentration

Glucose Concentration[g/L]
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TTTaaabbbllleee444...Organophosphorushydrolaseactivitymeasurementprotocol

※ 효소의 활성은 상온에서 1분 동안 1㎛olp-nitrophenol를 생산하는데 관여하는
효소의 양을 1unit로 환산하였다.82)

① sample1㎖을 4℃,12,000rpm,10min동안 원심 분리시켜
cell과 solution을 분리한다.
㉠ 1.5㎖ tube에 Solution0.1㎖를 취한다.
㉡ 나머지 solution을 버리고 40mM Tris-HCl(pH=8.0)1㎖에
Cell을 완전히 용해시켜 0.1㎖를 취한다.

② 각각 Cell(intralcellularOPH)과 solution(extracellularOPH)에
250mM CHES(2-(N-cyclohexylamino)ethane-sulfonicacid.(pH=9.0))
0.4㎖를 넣는다.

③ 그런 후 각각 1mM paraoxon(Sigma.St.Louis.MO.USA)
0.1㎖를 넣는다.

④ 0.4㎖의 증류수를 넣고 5min동안 발색(노란색)시킨다.

⑤ 분광흡도계(UV-1201)를 이용하여 400nm에서 흡광도를 측정한다.

⑥ 검량선을 이용하여 OPH의 활성도[unit]를 계산하였다.
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ⅡⅡⅡ---333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

333...111OOOPPPHHH 생생생산산산을을을 위위위한한한 iiinnnddduuuccceeerrr의의의 효효효과과과

Inducer를 넣기 전과 넣은 후 샘플을 취하여 SDS-PAGE전기영동 (sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamidgelelectrophoresis)장치를 통해 단백질 발현을 확인하였으며,
pET22bharboring대장균 ( )으로부터 생산된 세포를 정제한 세포 침전물을 inducer인
IPTG의 넣기 전과 넣은 후 OPH 활성도를 측정하여 OPH 생산을 비교하였다.
Inducer를 넣은 후,유전자 (opd)구조의 발현 증가 결과는 OPH생산 증가를 암시

한다.IntracellularOPH는 IPTG 첨가 없이도 측정되었으며,IPTG 첨가시 IPTG
첨가하지 않은 경우보다 OPH의 활성도는 증가되었다.50㎖ tube로 배양시 extra
cellularOPH및 세포 농도가 너무 낮아 단백질 발현 밴드를 IPTG넣기 전과 IPTG
넣은 후 모두 관찰할 수 없었다(Figure13).
OPH 생산에 있어서 inducer인 IPTG의 영향은 매우 제한적이었다.OPH는 IPTG

없이도 생산되었고 IPTG첨가에 의해 더 많이 생산되었다.경제적 관점에서 오히려
IPTG없이 재조합 OPH를 생산하는 게 효율적이다.

333...222발발발효효효 시시시간간간에에에 따따따른른른 OOOPPPHHH 생생생산산산
pET22bharboring대장균( )으로부터 생산된 세포를 정제한 세포 침전물을

다양하게 OPH활성도 및 단백질 발현을 측정하였다.본 실험결과 복제된 DNA19)안에서
promoter에 의해 우리가 원하는 유전자(opd)의 단백질을 정확히 발현하고 있음을 보여
주었다.재조합 균주에서 발현된 단백질이 수용성인지 불용성인지 확인하기 위하여
sonicator를 이용하여 세포벽을 파쇄하고 세포 내 단백질을 추출하여 수용성인 상등액
부분과 불용성인 세포 침전물을 분리 회수하여 SDS-PAGE 상에서 확인한 결과
Figure15와 같았다.
이는 extracellularOPH농도는 회분식 배양에서 발효 시간이 증가함에 따라 증가하지만,

intracellularOPH 농도보다 작음을 알 수 있다.
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FFFiiiggguuurrreee111333...SDS-PAGEanalysisofbeforeandafteradditionofinducer.
SeparatedbySDS-PAGEwitha10% gelunderequalcondition.
Positionsofmolecularsizemarkersareshowninkilodaltons.

M1:molecularweightmarker
1:Cellextractbeforeinduction
2:Cellextractafterinduction
3:Supernatantbeforeinduction
4:supernatantafterinduction
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FFFiiiggguuurrreee111444...SDS-PAGEanalysisoffermentationsamples.
SeparatedbySDS-PAGEwitha10%gelunderequalcondition.
ThefigureshowsthetimecourseofOPH production.
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333...333초초초기기기 포포포도도도당당당 농농농도도도의의의 영영영향향향
세포 성장과 OPH생산에서 초기 포도당의 농도의 영향을 조사하기 위해 초기 포도당의

농도를 다르게 하여 회분식 배양을 수행하였다.초기 포도당의 농도를 60g/L으로
배양한 경우 1,3-PDO생산과 다르게 높은 포도당의 농도에 의해 기질 저해를 받지 않고
세포는 성장하였지만,OPH는 크게 저해되었다.이는 세포가 성장함에 따라 유기산
및 대사물질을 생산함으로써 OPH 농도를 감소시키는 것으로 판단된다.
초기 포도당의 농도를 30g/L으로 하였을 때,14시간 후의 OPH의 활성도는 4×105U/L으로

초기 포도당의 농도를 60g/L으로 하였을 때보다 8배 증가되었다.높은 포도당의 농도는
OPH생산을 상당히 저해되었지만,cellular증식에는 전혀 영향을 미치지 않았다(Figure
15～18).이는 높은 포도당이 형질전환 성장인자 (TGF.transforminggrowthfactor)
의 생산을 증가시키며,재조합 미생물에 의한 효소의 생산을 감소시킨다고 보고와
86,87일치한다.

333...444유유유가가가식식식 발발발효효효
유가식 배양 반응기는 산업의 응용에서 널리 사용된다.왜냐하면 유가식 배양

반응기는 회분식 반응기와 연속 반응기의 장점을 결합했기 때문이다.유가식 발효
공정은 회분식 발효 공정으로 처음에 시작하여 초기 포도당의 농도가 소비되었을 때,
기질을 공급함으로써 정상 상태에 도달하는 것으로 나타난다.
본 연구에서는 OPH생산을 최적화하기 위해 간단한 유가식 배양 공정을 사용하였다.

회분식 발효 공정에서 포도당의 농도가 고갈되었을 때,미량 원소와 CoCl2를 포함한
포도당 용액을 간헐적 또는 연속적으로 발효기에 주입시켰다.발효 24시간 후에 40g/L의
건체량을 얻을 수 있었다.
먼저,유가식 배양 공정 중 연속적 (intermittently)으로 농축 배지 (포도당의 농도

500g/L)를 공급하였다.효소 농도는 회분식 발효 공정 (4×105U/L)보다 8×105U/L으로
증가되었으며,extracellularOPH는 발효가 진행됨에 따라 서서히 감소하였다.또한,
intracellularOPH는 1.5×106U/L까지 증가되었다(Figure19andFigure20).
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두 번째는 유가식 배양 공정 중 간헐적 (continuously)으로 농축 배지 (포도당의
농도 500g/L)400㎖를 공급하였다.농축 배지를 공급한 후 포도당의 농도는 아주
빠르게 60g/L까지 증가하며,발효가 진행하는 동안 세포가 성장함에 따라 감소하였다.
비록 높은 초기 포도당의 농도가 회분식 배양보다 OPH 생산을 크게 저해함에도
불구하고,세포의 성장 및 OPH를 생산하는 동안 높은 포도당의 농도는 세포 성장이나 OPH
생산하는데 저해를 끼치지 않았다.최대 OPH 농도는 3.2×106U/L으로 intracullular
OPH는 1.8×106U/L이였으며,exetracellularOPH는 1.4×106U/L이였다 (Figure21
andFigure22).
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ⅡⅡⅡ---444...결결결론론론

OPH 생산에 있어서 inducer인 IPTG의 영향은 매우 제한적이었다.OPH는 IPTG
없이도 생산되었고 IPTG첨가에 의해 더 많이 생산되었다.경제적 관점에서 오히려
IPTG 없이 재조합 OPH를 생산하는 게 효율적이다.초기 세포 성장단계에서 OPH
생산은 고농도의 포도당에 의해 크게 억제 되었지만,세포 농도가 10g/L되었을 때
세포 성장과 OPH 생산 면에서 저해 현상을 관찰할 수 없었다.
본 연구 결과로부터 간단한 유가식 배양 공정을 개발함으로써 OPH 생산에 적용

할 수 있었다.그람 음성 세균 (gram-negativebacteria)의 미생물이 OPH를 생산한
이후에 생산된 OPH는 세포안에 존재하거나 periplasm (세포벽과 세포막 사이의 공간)
안으로 분비된다.이는 대장균의 표면에 heterologous효소를 달아 배양액의 세포로
부터 효소를 생산할 수 있는 디스플레이 기술을 개발하였다.세포의 약 44%가
OPH를 분비할 수 있었으며,24시간 동안의 유가식 발효 공정을 통해 339～
441mg/L의 OPH를 생산할 수 있었다.
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