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                                            AAAbbbssstttrrraaacccttt
Isolationof and

optimizationofsaccharification

YuLanPiao
Advisor:Prof.ByungWookJo
DeptofChemicalEngineering
GraduateSchoolofChosunUniversity

Toobtainthestrainforeffectivesaccharificationofalginate,anumberof
marinebacteriawereisolatedfrom seawaterinKorea.Amongtenstrains,the
strainCHO-33wasselected,becauseitexhibitedthehighsaccharificationyield.
In order to identify the isolated strain CHO-33, the biochemical and
physiologicalcharacteristics were determined.The cellwas round-shaped,
Gram-negative,motile,andstrictlyaerobic.Growthoccursinmediacontaining
1-8% ofNaClandtemperaturerangingfrom 5-38oC.ThestrainCHO-33could
utilizeD-glucose,maltose,andD-mannitolbutitdoesnotutilizeD-fructose,
mannose,sucrose,and glycogen.In addition,this strain was sensitivity to
carbenicillin,tetracycline,ampicillin,andstreptomycin.Inordertoperform the
phylogeneticanalysis,the16srDNA ofthestrain cho-33wasamplified by
PCR.Thelengthsofthealmostcomplete16rDNA genesequencesofstrain
CHO-33was1,439bp.The16srDNA genesequencesoftherelatedtaxawere
obtained from GeneBank.Phylogenetic analysis based on 16S rDNA gene
sequencesindicatedthatthestrainsCHO-33issimilartothetypestrainsof
belongto sp.,indicatingthatthestrainCHO-33ismember
ofthegenus ThestrainCHO-33wasfoundtoform a
coherent cluster with the type strain of



- V -

(98.4%), X82134 (97.3%), X82143 (97.1%),
X82136(96.8%), X82139(96.8%),

AF316144(95.0%), (96.7%), AF082562(98.3%),
AF082564 (98.1%), X67024 (97.1%),

X82146(97.6%),and X98336(94.3%).Therefore,thestrainCHO-33
wasdeterminedtobe CHO-33,ataxonthatis
physiologically,chemotaxonomically, and phylogenetically distinct from the
relatedstrains.
Environmental factors effecting saccharification from alginate using

CHO-33wereinvestigated in flask cultures.
Thecellconcentrationsincreased from 0.2to0.7OD at660nm when the
algitationrateincreasedfrom 0to180rpm.Ontheotherhand,themaximum
concentrationofsugarwasobtainedat6.8g/L after3daysofcultureat15
rpm.After2daysofprecultureat29℃,thesugarconcentrationpeakedat9.55
g/L after3daysofculture.When30g/L ofNaClwasused,themaximum
concentrationofsugar,10.12g/L,wasobtainedafter3daysofculture.Yeast
extractandpeptonewerethebestnitrogensourceforeffectivesaccharification.
Especially,thesugarconcentrationwas10.8g/Lafter3daysofcultureusinga
mixtureof1.0g/Lofyeastextractand1.0g/Lofpeptone.
Underoptimum conditionsofcultureand media using

CHO-33,scale-upforeffectivesaccharificationfrom alginatewas
carriedoutin5Lflasks.Thecellconcentrationafter2daysofculturewas0.2
to0.3OD at660nm andshowednofurtherincreaseafter3dayofculture.
Thesugarconcentrationsfrom alginatewereincreasedwithincreasingculture
timeto11.95g/Lafter2daysofculture.Therateofsaccharificationwas0.25
gsugar/hr,whichwasabout16.0foldhigherthanthatof
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

해조류의 전 세계적인 산업규모는 연간 10조 달러에 이르고 있다.특히 다시마
(500만 톤),미역 (75만 톤),김 (55만 톤)등은 매년 700만 톤 이상이 생산되고 있
다.이러한 해조류를 이용하여 기능성고분자,수술용 접착제,바이오 색소,오존 방
지제,등이 이미 상품화 되어 있고,신 기능성 미생물과 효소에 대한 탐색도 활발
하게 추진되고 있다.우리나라의 해조류 생산량은 전체 수산물 생산량 중 대략
25%를 차지하는 대규모 수산자원이지만 가공방법은 주로 소건품,저건품,염장품,
조미구이제품 등 단순가공 위주로만 이루어지고 있으며,특히 해조류는 신 선물 상
태로 유통이 매우 취약하여 가공이 필수적인데도 불구하고 현재의 가공수준이나
가공기술개발의 미흡으로 대규모자원인 해조류를 거의 그대로 방치하여 두고 있다.
최근에는 해조류로부터 신규물질로서는 항생제 (istamycin,apalsmomycin),소염

제 (manoalide),제초제 (cytokinin) 등이 상용화되었고,항생물질 (KRN 700,
dolastin10,Lu-103793,bryostsin,didemninB,ectainascidin,squalamin),염증 및
피부치료제 (IPL-567,methopterosin),진통제 (CNX-111)등은 임상실험 중에 있
다.특히 건조한 해조류의 탄수화물은 가장 중요한 성분으로 50% 정도를 차지하며
대부분 해조 특유의 점성 다당류로 구성 되어 있다.이들의 구성 당 중에는 카르복
실기나 황산기를 지닌 당 성분이 함유되어 있는데,이들의 역할은 해수 중에 이온
을 선택적으로 흡수 또는 교환하고 수분을 일정하게 유지 시켜주는 역할을 하는
것으로 알려져 있다.또한 이들 다당류가 분해되면 D-glucose,D-galactose,
D-xylose,L-rhamnose,L-arabinose,D-glucuronicacid,D-galactronicacid이외
에 L-fructose,6-methyl-D-galactose나 D-mannuronicacid,L-glucuronicacid와
같은 uronicacid등을 생성 한다. 특히 다시마와 미역의 세포사이에는 알긴산
(alginicacid)퓨코이단 (fucoidan),라마나란 (laminaran)등의 점질성 다당류로 구
성되어 있다.알긴산은 갈조류에서 함유량이 건조물기준으로 약 20-30% 정도로
D-mannuronicacid와 L-glucuronicacid가 베타-1,4결합된 산성 다당 이며,분자
량은 32,000에서 200,000정도이다.또한 Lithospermum erythorhizon으로부터
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shikonin을 효율적으로 생산하기위해 alginate로부터 분해된 oilgosaccharides가 에
너지원으로써 이용되고 있고,그리고 Penicillium chrysogenum로부터 페니실린G를
효율적으로 생산하기 위해 alginate oilgosaccharides oilgomannuronate 와
oligogulurinate, mannan oilgosaccharides 등이 각각 이용 되었다. 또한
biofidobacteria배양에 alginateoilgosaccharides를 배지에 첨가할 경우 균체 농도
가 증가 했다고 보고되었다.지금까지 이런 해조류 및 alginate로부터 당화를 위해
효소 (alginatelyase),열분해,가스화,액화,같은 열화학적 방법과 가수 분해법,발
효로부터 생산되는 효소를 이용하는 미생물학적 방법이 많이 연구 되어졌다.그러
나 아직까지 많은 연구가 진행됨에도 불구하고 실효성을 거두지 못하여 실용화 되
지 못하고 있는 실정이다.본 연구는 남해안에서 해조류 당화 가능한 균주를 분리
하여 동정하였고,또한 해조류로부터 직접 당화에 대한 최적 배양 및 배지 조건을
검토 하였다.
.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.분석방법

균주의 성장은 UV-spectrophotometer(shimazu UV-160,Japan)를 사용하여
660nm에서의 O.D (opticaldensity)값으로 측정 하였다.아르긴산 으로부터 분해
되여 생성된 총 당의 농도는 DNS(dinitrosalicylicacid)를 이용한 환원당 정량 법
으로 확인 하였다.배양액 1ml를 5000rpm으로 20min동안 원심 분리 하여 얻은
상등 액 50µL를 DNS용액 2ml에 첨가하고 10min동안 끓인 후 570nm에서 흡
광도를 측정하였다.

2.균주의 분리 및 배지 조성

남해안 등에서 채취한 해조류 시료를 기질이 포함된 액상 배지에 접종하여 3-4
주 동안 적응 배양한 후 각각의 분리 원 시료에서 균주를 채취하여 평판배양 하였
다.평판 배양에서 생성된 균주를 분리하고 다시 액체 배지에 배양한 다음 다시 성
능이 우수한 균주를 다시 평판 배양하는 반복 과정 수차례 수행하여 균주를 분리
한 후 본 실험에 사용 하였다.분리된 균주는 30% glycerol을 첨가하여 -80℃에 냉
동 보관하여 사용 하였다.먼저 균주는 Table1의 배지를 이용하여 50ml삼각플
라스크에 액체 배지를 10ml씩 분주하여 121℃에서 15분간 고압증기 멸균한 후 전
배양액을 1.0%되게 접종하여 32℃에서진탕 배양 하였다.전 배양액은 보관중인 한
천 사면 배지로부터 균주를 백금으로 일회 취하여 액체배지에 접종하고 24시간 진
탕 배양한 것을 사용하였다.1차 진탕 배양된 균주를 고체 평판배지에 도말 하여 3
일간 32℃에서 배양 하였다.평판 배양한 균주의 colony를 분리하여 다시 액체배지
에 접종하여 5일간 배양한 후 5회에 걸쳐 계대 배양하여 우수한 균주를 분리 하였
다.기본 배지는 Table1에 있는 배지에 1.5% 한천 (w/v)을 첨가한 평판 고체 배지
를 사용 하였다.한천 배지에서 생성된 균주의 colony중 우수한 colony를 1백금
이 씩 취하여 다시 액체 배지에 접종하여 진탕 배양 하였다.모든 실험은 shaking
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incubator를 이용하여 온도는 32℃,교반속도는 100rpm,배지의 pH는 7-8을 유지
하였다.이 과정을 수회 반복하여 우수한 균주를 분리하였다.

TTTaaabbbllleee111...CCCooommmpppooosssiiitttiiiooonnnooofffmmmeeedddiiiuuummm fffooorrr P. P. P. P. agarovoransagarovoransagarovoransagarovorans

3.분리균주의 동정

분리균주를 형태적,생리 및 생화학적 특성을 조사한 후 Bergey'smanualof
systematicbacteriology와 Methodsin microbiology 및 Laboratory manualof
generalbacteriology에 준하여 동정을 실시하였다.

1)형태학적 특성

분리균주의 크기와 형태는 그람 염색하여 광학현미경으로 관찰 하였다.또한 분
리 균주를 정밀 관찰하기 위하여 투과전자현미경 (Transmission electron
microscope,TEM)을 이용 하였다.투과전자현미경 촬영을 위한 시료의 전처리 과
정으로 균을 0.1M phosphatebuffersolution(PBS,pH 7.0)을 사용하여 세척한
후 균체를 회수 하였다.1차 고정으로 단백질을 고정시키기 위해 2.5% glutaralde-
hydesolution을 첨가하여 1시간 동안 방치한 후 원심분리를 하고 PBS로 균체를
세척하였다.2차 고정으로 지질을 고정시키기 위해 1.0% osmium jtetraoxide
solution을 첨가한 후 1시간 동안 방치한 다음 원심분리 하고 50-100% 알코올을

배배배지지지성성성분분분 농농농도도도 (((ggg///LLL)))
Alginate 0.5
Peptone 2.0
Yeastextract 0.2
K2HPO4 0.5
MgSO4․7H2O 0.5
NaCl 10.0
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사용하여 단계적으로 시료로 사용할 균체를 탈수시켰다.propyleneoxide로 치환한
후 epone mixture로 포매 후 epone block을 만들어서 1 µm로 coating 1%
toluidineblue로 염색하여 관찰한 뒤 hexamethyl-disilazane을 첨가한 다음 20분
간 방치시키는 건조 과정을 2회 반복한 후 도금 단계를 거쳐 확대 촬영 하였다.

2)생리 및 생화학적 특성

분리 균주의 생화학적 특성 파악을 위해 16srDNA sequence분석을 실시하였
다.GenomicDNA extraction(forgram-positivebacteria)은 INTRON Co을 사용
하였다.증폭 PCR(35cycle)은 PCRpremix(Bioneer사)의 제품을 사용 하였다.또
한 분리 균주의 세포막 지방산 조성 (cellularfattyacidsprofile)은 우선 세포막의
지질로부터 지방산을 추출한 후 메틸에스터화 시킨 다음 가스크로마토그래피로 분
석하였다.

4.당화 최적 배양 조건

분리된 균주 (Pseudoalteromonasagarovorans)를 이용하여 알긴산으로부터 효
율적 당화를 위한 최적 배양 조건을 찾기 위해 전 배양 시간 및 접종량,교반 속
도,배양온도 등을 검토하였다.

5.당화 최적 배지 조건

분리된 균주 (Pseudoalteromonasagarovorans)를 이용하여 알긴산으로부터 효
율적 당화를 위한 배지 최적조건을 찾기 위해 알긴산 농도,배지 초기 pH,NaCl농
도,질소원 종류 및 농도,무기물 종류 및 농도 등을 검토 하였다.
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6.Scaleup

최적 배양 및 배지 조건을 이용하여 2L배지가 함유된 5L의 플라스크에서
scaleup하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

1.균주의 동정

여러 종류의 분리원에서 분리한 sample을 고체배지에 평판 도말 하였다.그 중
우수한 colony를 형성한 것을 액체배지에 배양하고 다시 고체배지에 평판 도말 하
는 것을 반복하여 순수 분리하여 형태적,생리 및 생화학적 특성을 조사 하였다.

1)형태학적 특성

분리균주인 P.agarovorans의 형태학적 특성을 관찰하기 위해 TEM으로 확대
촬영하였다.TEM과 형태학적 특성은 Fig.1과 Table2와 같다.P.agarovorans은
그람 음성 균이고,형태적으로는 구균의 형태이며,운동성이 관찰 되었다.또한 콜
로니 형태는 roundform 이였다.

FFFiiiggg...111...MMMooorrrppphhhooolllooogggyyyooofff ,,,ooobbbssseeerrrvvveeedddbbbyyyuuusssiiinnngggTTTEEEMMM



- 8 -

Table2에서는 P.agarovorans균주는 1-8%의 NaCl에서 배양되며 배양온도의
범위는 5-38℃이며 maltose,D-mannitol,D-glucose와 같은 탄수화물은 잘 흡수
하지만 D-fructose,mannose,sucrose,glycogen과 같은 탄수화물은 흡수하지 않
는다.

TTTaaabbbllleee222...BBBiiioooccchhheeemmmiiicccaaalllaaannndddppphhhyyysssiiiooolllooogggiiicccaaalllccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsssooofffssstttrrraaaiiinnnCCCHHHOOO---333333

Characteristics Characteristics Characteristics Characteristics Strains Strains Strains Strains CHO-33CHO-33CHO-33CHO-33

    Morphological:

Form Round

Gram staining Gram-negative

Flagela                  -

Pigmentation                  -

    Growth at/in:

4℃  -

5-38  +

40℃  -

1-8% of NaCl  +

pH range of growth  6-10

Nitrate reduction -

    Utilization of:

Maltose +

D-glucose +

D-mannitol +

D-fructose -

Mannose -

Sucrose -

Glycogen -
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2)생리 및 생화학적 특성

2-1.지방산 조성

세포막의 지방조성은 균을 분류하고 동정 하는데 주요한 지표가 되기 때문에
microbialidentificationsystem을 사용하여 균주의 세포가 지방산을 분석 하였다.
세포막의 지방산 조성 결과는 Table3같다.그 결과 11:02OH가 0.24%,11:0iso
3OH가 0.19%,11:03OH가 1.11%,13:0anteiso가 0.05%,12:0iso3OH가 0.75%,
14:0iso3OH가 0.11%,13:02OH가 0.08%,15:0anteiso가 0.18%,15:1w8c가
1.59%,16:0가 18.93%,17:1w8c가 7.09%,18:0가 0.47%였으며,library를 이용하여
조성의 유사성을 분석한 결과 P.agarovorans와 98% 유사성을 보였다.

TTTaaabbbllleee333...CCCooommmpppooosssiiitttiiiooonnnoooffffffaaattttttyyyaaaccciiidddsssfffrrrooommm

FFFaaattttttyyyaaaccciiidddsss CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn(((%%%)))
11:0   2OH 0.24
11:0iso3OH 0.19
11:03OH 1.11
13:0anteiso 0.05
12:0iso3OH 0.75
14:0iso3OH 0.11
13:0  2OH 0.08
15:0anteiso 0.18
15:1w8c 1.59
16:00 18.93
17:1w8c 7.09
18:00 0.47
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2-2.Sequence및 계통분류

당화 성능이 우수한 균주를 분리하여 본 연구에 사용 하였고,배양과정에 시료
를 채취하여 미생물을 분리한 후 16s rDNA sequences를 하였다.16s rDNA
sequences결과는 Fig.2와 Table4에 나타내었다.16srDNA sequences유전자
분석을 행한 결과 이 균주의 염기쌍은 1439bp의 염기서열을 결정하고 있으며 이
를 근거로 reference와 비교하여 similarity를 구한 결과 본 균주는
Pseudoalteromonasagarovorans로 추정되었다.계통분류는 Fig.3에서 나타 내였
다.Pseudoalteromonasagarovorans표준 균주와 98.4%의 유사도를 나타 내였으며
P.atlanticaX82134(97.3%),P.espejianaX82134(97.1%),P.carrageenovora
X82136(96.8%),P.tetraodonisX82139(96.8%),P.issachenkoniiAF31644(95%),
P.undina X82140(96.7%),P.elyakoviiAF082562(98.3%),P.distinctaAF082564
(98.1%),P.haloplanktis X67024 (97.1%),P.nigrifaciens X82146(97.6%),P.
antarticaX98336(94.3%)로 나타내여 Pseudoalteromonasagarovorans가장 가까
운 균으로 판명되었으며 이상과 같이 균주의 형태학적,배양학적 특성과 생리 및
생화학적 특성을 분석하여 Bergey's manualof systematic bacteriology와
methodsinmicrobiology및Laboratory manualofgeneralbacteriology에 의해
고려해 볼 때 Pseudoalteromonasagarovorans로 추정되며 Pseudoalteromonas
agarovoransCHO-33으로 명명하였다.
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        1 GAGCATGGCG GAGCTACCAT GCAGTCGAGC GGTAACAGAG AGTAGCTTGC

       51 TACTTTGCTG ACGAGCGGCG GACGGGTGAG TAATGCTTGG GAACATGCCT

      101 TGAGGTGGGG GACAACAGTT GGAAACGACT GCTAATACCG CATAATGTCT

      151 ACGGACCAAA GGGGGCTTCG GCTCTCGCCT TTAGATTGGC CCAAGTGGGA

      201 TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA TGGCTCACCA AGGCGACGAT CCCTAGCTGG

      251 TTTGAGAGGA TGATCAGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT

      301 ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGCAA GCCTGATGCA

      351 GCCATGCCGC GTGTGTGAAG AAGGCCTTCG GGTTGTAAAG CACTTTCAGT

      401 CAGGAGGAAA GGTTAGTAGT TAATACCTGC TAGCTGTGAC GTTACTGACA

      451 GAAGAAGCAC CGGCTAACTC CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGGAGGGT

      501 GCGAGCGTTA ATCGGAATTA CTGGGCGTAA AGCGTACGCA GGCGGTTTGT

      551 TAAGCGAGAT GTGAAAGCCC CGGGCTCAAC CTGGGAACTG CATTTCGAAC

      601 TGGCAAACTA GAGTGTGATA GAGGGTGGTA GAATTTCAGG TGTAGCGGTG

      651 AAATGCGTAG AGATCTGAAG GAATACCGAT GGCGAAGGCA GCCACCTGGG

      701 TCAACACTGA CGCTCATGTA CGAAAGCGTG GGGAGCAAAC AGGATTAGAT

      751 ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGTC TACTAGAAGC TCGGAGCCTC

      801 GGCTCTGTTT TTCAAAGCTA ACGCATTAAG TAGACCGCCT GGGGAGTACG

      851 GCCGCAAGGT TAAAACTCAA ATGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG

      901 GAGCATGTGG TTTAATTCGA TGCAACGCGA AGAACCTTAC CTACACTTGA

      951 CATACAGAGA ACTTACCAGA GATGGTTTGG TGCCTTCGGG AACTCTGATA

     1001 CAGGTGCTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG TTGTGAGATG TTGGGTTAAG

     1051 TCCCGCAACG AGCGCAACCC CTATCCTTAG TTGCTAGCAG GTAATGCTGA

     1101 GAACTCTAAG GAGACTGCCG GTGATAAACC GGAGGAAGGT GGGGACGACG

     1151 TCAAGTCATC ATGGCCCTTA CGTGTAGGGC TACACACGTG CTACAATGGC

     1201 GCATACAGAG TGCTGCGAAC TCGCGAGAGT AAGCGAATCA CTTAAAGTGC

     1251 GTCGTAGTCC GGATTGGAGT CTGCAACTCG ACTCCATGAA GTCGGAATCG

     1301 CTAGTAATCG CGTATCAGAA TGACGCGGTG AATACGTTCC CGGGCCTTGT

     1351 ACACACCGCC CGTCACACCA TGGGAGTGGG TTGCTCCAGA AGTAGATAGT

     1401 CTAACCCTCG GGAGGACGTT ACCACGGAGG ATCAGGCG

FFFiiiggg...222...111666sssrrrDDDNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnCCCHHHOOO---333333
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FFFiiiggg...333...PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccctttrrreeeeeebbbaaassseeeooonnnIIITTTSSSssseeeqqquuueeennnccceeesssooofffssstttrrraaaiiinnnsssCCCHHHOOO---333333...

TTTaaabbbllleee 444 PPPeeerrrccceeennntttaaagggeee 111666 rrrDDDNNNAAA sssiiimmmiiilllaaarrriiitttyyy bbbeeetttwwweeeeeennn ssstttrrraaaiiinnn CCCHHHOOO---333333 aaannnddd
rrreeefffeeerrreeennnccceeessstttrrraaaiiinnnsss

Pseudoalteromonas atlantica X82134

Pseudoalteromonas espejiana X82143

cho-33

Pseudoalteromonas agarovorans AJ417594

Pseudoalteromonas carrageenovora X82136

Pseudoalteromonas tetraodonis X82139

Pseudoalteromonas issachenkonii AF316144

Pseudoalteromonas undina X82140

Pseudoalteromonas elyakovii AF082562

Pseudoalteromonas distincta AF082564

Pseudoalteromonas haloplanktis X67024

Pseudoalteromonas nigrifaciens X82146

Pseudoalteromonas antartica X98336

95

75

64

74

84

47
47

27

37

37

0.001 
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2.알긴산으로부터 당화를 위한 최적 배양조건

1)당화에 미치는 교반 속도의 영향

분리 균주의 산소 호흡에 따른 영향을 보기 위하여 교반 속도에 따른 당화,pH,
균체 농도 변화를 조사하기 위하여 교반속도 0,15,60,120,180rpm에서 실험을
진행 하였다.배양조건은 배지 초기 pH 8.0,교반속도 0rpm,접종 량 20%,전 배
양 시간 2일,온도 30℃에서 실험을 3일 동안 진행 하였다.종균을 위한 배지에는
peptone2g/L,yeastextract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O 0.5g/L,
NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본배지에 alginate30g/L,peptone
0.5g/L,yeastextract1g/L,NaCl30g/L을 사용하였다.교반 속도 변화에
의한 균체성장,pH,당화의 결과는 Fig.4에 나타내었다.교반 속도가 0-15
rpm에서 배양할 때 배양 1일 후 균체농도는 0.2-0.3OD660였다.그리고 배양 2
일 후에는 거의 증가 하지 않았다.그러나 60에서 120rpm으로 증가될 경우 균
체농도는 0.5에서 0.6OD660로 증가 하였다. pH는 배양 3일부터 교반 속도가
낮을수록 낮았다.알긴산에서 분해된 총 환원당은 교반 속도가 60-120rpm에
서 배양 할 경우 배양 2일 후 5.9g/L이 얻어졌고,배양 3일 후부터 감소하기
시작 하였다.그러나 교반 속도가 15rpm에서 배양할 경우 생성되는 당 함량은
배양시간 증가와 함께 증가 하여 3일 후에 최대생산량,6.8g/L이 얻어졌다.
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2)당화에 미치는 전 배양 시간 영향

전 배양 시간은 균체 성장 및 당화에 주요한 요소 중의 하나이다.전 배양시간에
의한 당화 효율을 효율적으로 하기 위해 전 배양 시간을 12시간,24시간,36시간,
48시간으로 검토 하였다.배양조건은 배지 초기 pH 8.0,교반 속도 15rpm,접종
량 20%,온도 30℃에서 실험을 3일 동안 진행 하였다.종균을 위한 배지에는
peptone2g/L,yeastextract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O0.5g/L,NaCl
30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본배지에 alginate30g/L,peptone0.5g/L,
yeastextract1g/L,NaCl30g/L을 사용하였다.전 배양 시간에 의한 균체성장,
pH,당화 능의 결과는 Fig.5에 나타내었다.전 배양 시간에 따라 pH는 배양 1일
후부터 3일까지 6.9-7.6범위였다.균체농도는 전 배양 2일에서 배양 1일 후 OD660
값이 0.37로 최대 균체 농도로 나타났다.알긴산에서 분해된 당은 전 배양 시간과
관계없이 배양시간 증가와 함께 증가 하였다.그러나 전 배양 시간 1일에서 본 배
양에 접종할 경우 배양 3일 후에 최대 생산량,9.5g/L이 얻어졌다.
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3)당화에 미치는 배양온도 영향

배양온도는 균체 성장 및 당화에 영향을 주는 중요한 요소 중의 하나이다.배양
온도에 의한 당화를 효율적으로 하기 위해 배양온도 27,29,31,33℃에서 3일 동안
검토 하였다.배양 조건은 배지 초기 pH 8.0,교반속도 15rpm,전 배양 시간 1일,
접종 량 20%에서 실험을 진행 하였다.종균을 위한 배지에는 peptone2g/L,yeast
extract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,
당화를 위한 기본배지에 alginate30g/L,peptone0.5g/L,yeastextract1g/L,
NaCl30g/L을 사용하였다.온도 변화에 의한 균체성장,pH,당화의 결과는 Fig.6
에 나타내었다.배양온도가 27-31℃일 때 균체농도는 배양 1일 후 0.2-0.3OD660
였다.그러나 33℃에서 배양 할 경우 균체농도는 3일 후에도 계속 증가 하고 있었
다.pH는 27-33℃ 범위에서 배양할 때는 거의 비슷하였다.알긴산에서 분해된 당은
배양시간증가와 함께 증가하였다.특히 29℃에서 배양할 경우 최대 결과 치,9.55
g/L이 얻어졌다.
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4)당화에 미치는 접종 량 영향

종 배양에서 본 배양에 접종할 때 종균의 접종 량은 균체 성장 및 당화에 영향
을 주는 중요한 요소 중의 하나이다.일반적으로 접종 은 균체 증식속도에 의해서
결정되어지고 있다.따라서 산업적 규모에서 대량 배양 하면 전 배양 회수가 증가
하여 오염 위험성,코스트가 증가 하게 된다.또한 전 배양 단계에서 대량 배양을
위한 반응기를 사용할 경우 선단력에 의해 본 배양에 나쁜 영향을 미칠 가능성도
있다.따라서 종균 접종 량에 의한 당화를 효율적으로 하기 위해,접종 량 5,10,
20,30%로 변화 하면서 3일 동안 배양을 검토 하였다.배양조건은 배지 초기 pH
8.0,교반속도 15rpm,배양온도 29℃,전 배양시간 1일에서 실험을 진행 하였다.
종균을 위한 배지에는 peptone 2 g/L,yeastextract1 g/L,K2HPO4 1 g/L,
MgSO4․7H2O 0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본 배지에
alginate30g/L,peptone0.5g/L,yeastextract1g/L,,NaCl30g/L을 사용하였
다.본 배양 접종량 변화에 의한 균체성장,pH,당화의 결과는 Fig.7에 나타내었
다.접종 량 5-30% 범위에서 접종 할 경우 pH는 모두 배양 1일 후 8.0에서
6.7-6.8로 감소하였고,배양 2일 후부터는 변화가 크지 않았다.균체농도 20-30%에
서 5-10%에서 보다 오히려 균체 농도가 작다.알긴산으로부터 생산된 당은 접종
량에 관계없이 배양 1일 후부터 배양 증가와 함께 증가 하였다.그러나 접종 량
10%를 본 배양에 접종할 경우 최대 결과가 얻어졌다.
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3.알긴산으로부터 당화를 위한 최적 배지 조건

1)당화에 미치는 알긴산 농도 영향

알긴산 농도 및 해조류 농도는 균체 성장 및 당화에 영향을 주는 중요한 요소
중의 하나이다.알긴산으로부터 당화를 효율적으로 하기 위해,알긴산 농도를 10,
20,30,40g/L로 변화 하면서 3일 동안 검토하였다.배양 조건은 배지 초기 pH
8.0,교반속도 15rpm,전 배양 시간 1일,배양온도 29℃,접종 량 10%에서 실험을
진행 하였다.종균을 위한 배지에는 peptone2g/L,yeastextract1g/L,K2HPO4
1g/L,MgSO4․7H2O0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본 배지
에 peptone0.5g/L,yeastextract1g/L, NaCl30g/L을 사용하였다.알긴산 농
도 변화에 의한 균체 성장,pH,당화의 결과는 Fig.8에 나타내었다.알긴산 10-40
g/L을 이용할 경우 pH는 배양 1일 후 8.0에서 6.5-6.7로 감소하였고,배양 2일 후
부터 크게 변화하지 않았다.그러나 그중에서 알긴산 농도가 30g/L인 경우는 배양
후 pH는 6.28로 가장 크게 감소 되였다.균체 농도는 알긴산 10g/L을 제외하고
배양 시간 3일까지 계속하여 감소하였다.알긴산으로부터 생산된 총 당은 알긴산
농도 증가와 함께 배양 1일 후부터 증가 하였다.그러나 알긴산을 40g/L이상 사
용할 경우 점성 때문에 배지 조제에 문제가 있었다.당화 수율을 보면 30g/L을 사
용할 경우 최대 결과가 얻어졌다.
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2)당화에 미치는 pH의 영향

배양 배지의 초기 pH는 균체 성장에 영향을 주는 중요한 요소 중의 하나이다.
본 배양 배지의 초기 pH 변화로부터 당화를 효율적으로 하기 위해,초기 pH를 6,
7,8,9,10로 변화 하면서 3일 동안 검토 하였다.배양조건은 교반속도 15rpm,전
배양 시간 1일,배양온도 29℃,접종량 10%에서 실험을 진행하였다.종균을 위한
배지에는 peptone2g/L,yeastextract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O 0.5
g/L,NaCl30 g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본 배지에 alginate 30 g/L,
peptone0.5g/L,yeastextract1g/L,NaCl30g/L을 사용하였다.배지의 초기
pH 변화에 의한 균체 성장,pH,당화결과는 그림 Fig.9에 나타내었다.배지의 초기
pH 10와 9에서 배양할 경우 pH는 배양 1일 후 8.8에서 7.7과 7.5에서 6.9로 각각
감소하였고,배양 2일 후부터 거의 변화하지 않았다.또한 초기 pH 7에서는 6.8에
서 배양 3일 후에는 6.4로 떨어졌지만 그 변화가 크지 않았다.pH 6에서는 배양 1
일 후에는 6.2에서 6.3으로 증가하였지만 배양 2일 후에는 6.2로 감소 되였고 배양
3일 후에는 pH 거의 일정 하였다.균체 농도는 초기 pH 6-9에서 배양 할 경우 배
양 2일까지는 배양 시간 증가와 함께 증가하여 배양 3일 후부터는 거의 증가 하지
않았다.그러나 초기 pH 10일 경우 배양 3일 후에도 증가하는 것으로 나타났다.
알긴산으로부터 생산된 당은 초기 pH 변화와 관계없이 배양시간 증가와 함께 증가
하였다.그러나 배지의 초기 pH 8.0일 경우 최대 결과가 얻어졌다.



- 24 -

p
H

6 . 0

6 . 5

7 . 0

7 . 5

8 . 0

8 . 5

9 . 0

9 . 5

P H 6  
P H 7  
P H 8  
P H 9  
P H 1 0  

C
el

l c
o

n
ce

n
tr

at
io

n
   

 (
O

D
 6

60
n

m
)

0 . 0

0 . 1

0 . 2

0 . 3

0 . 4

0 . 5

0 . 6

C u l t u r e  t i m e ( d a y )

0 . 0 0 . 5 1 . 0 1 . 5 2 . 0 2 . 5 3 . 0 3 . 5

   
   

  s
u

g
ar

co
n

ce
n

tr
at

io
n

(g
/L

)

0

2

4

6

8

1 0

1 2

FFFiiiggg...999...EEEffffffeeecccttt ooofff iiinnniiitttiiiaaalll pppHHH ooonnn ccceeellllll cccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn,,,pppHHH,,,aaannnddd
sssaaacccccchhhaaarrriiifffiiicccaaatttiiiooonnniiinnnttthhheeecccuuullltttuuurrreeeooofff



- 25 -

3)당화에 미치는 질소원 종류 및 농도의 영향

배양 배지에서 질소원 종류 및 농도는 균체 성장과 당화에 영향을 주는 중요한
요소 중의 하나이다.알긴산으로부터 당화를 효율적으로 하기 위해,질소원 종류와
농도를 변화 하면서 flask에서 3일 동안 검토하였다.유기 및 무기 질소원은 다음
과 같은 종류와 농도를 사용 했다.CSL1-3g/L:peptone,1-3g/L:yeastextract,
1-3g/L:maltextract,1-3g/L;ammoniasulfate,1-3g/L;urea,1-3g/L.배양조
건은 교반속도 15rpm,전 배양시간 1일,배양온도 29℃,접종량 10%에서 실험을
진행하였다.종균을 위한 배지에는 peptone2g/L,yeastextract0.1g/L,K2HPO4
1g/L,MgSO4․7H2O 0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본배지
에 alginate30g/L,NaCl30g/L을 사용하였다.질소원 종류 및 농도 변화에 의한
균체 성장,pH,당화결과 Table5에 나타내었다.배양중의 pH는 urea1g/L을 사
용할 경우 배양 3일 후에 9.12에서 6.61로 감소하였고,배양 3일 후에는 감소하지
않았다.그리고 urea2-3g/L을 사용할 경우 배양 초기부터 9.15에서 감소하기 시작
하여 7.3와 6.8까지 각각 감소하였다.그러나 yeastextract와 peptone경우는 농도
와 관계없이 배양 1일 후에 7.4에서 6.8로 감소하였고,배양 3일 후에는 6.2까지 감
소하였다.Maltextract도 역시 농도와 관계없이 pH 7.19에서 배양 1일부터 배양 3
일까지 6.5-6.3범위였다.또한 ammonium sulfate2-3g/L을 사용 할 경우 배양 2
일 후에 pH 7.07에서 6.35까지 감소하였으나 배양 3일 후부터는 5.6-5.3범위였다.
그러나 ammonium sulfate1g/L을 사용할 경우는 배양 3일까지 7.3에서 6.19까지
감소하였다.CSL1-3g/L을 사용할 경우 pH 7.6에서 배양 3일까지 6.3까지 감소하
였다.균체농도는 yeastextract,peptone,CSL농도가 1g/L에서 3g/L로 증가할
경우 배양 1일까지 0.12-0.15에서 0.4-0.6OD660까지 증가하였고,배양 1일 후부터
는 감소하였다.그러나 maltextract,ammoniasulfate,urea경우는 농도에 관계없
이 배양 전 기간 0.1-0.3범위였다.유기질소원인 yeastextract,peptone,CSL을 이
용할 경우 농도가 1g/L에서 3g/L로 증가 할 경우 알긴산으로부터 분해된 당은
배양 3일까지 급격히 증가하였고,yeastextract와 peptone이 최대 결과가 얻어졌
다.혼합 질소원을 테스트하기 위해 peptone2g/L과 yeastextract1g/L,peptone
1.5g/L와 yeastextract1.5g/L,peptone1g/L과 yeastextract2g/L을 사용 하
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였다.결과는 pH 경우 혼합 농도에 관계없이 배양 1일 후 7.5-6에서 7.2로 감소해
서 배양 2일 후부터 다시 증가하여 배양 5일 후에 7.6-7.7범위였다.균체농도도 혼
합질소원 농도와 관계없이 거의 일정 하였다.그러나 peptone 2 g/L와 yeast
extract2g/L을 혼합사용할 경우 생성되는 당 함량은 10.5g/L였다.
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Table 5. EEEffffffeeettt ooofff nnniiitttrrrooogggeeennn sssooouuurrrccceeesss ooonnn ccceeellllll cccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn,,, pppHHH,,, aaannnddd
sssaaacccccchhhaaarrriiifffiiicccaaatttiiiooonnn

NNNiiitttrrrooogggeeennnsssooouuurrrccceeesss sssuuugggaaarrrcccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn(((ggg///LLL)))
Peptone1g/L 9.4

Peptone2g/L 10.3

Peptone3g/L 9.5

Yeastextract1g/L 9.9

Yeastextract2g/L 10.7

Yeastextract3g/L 9.5

CSL1g/L 8.5

CSL2g/L 9.8

CSL3g/L 8.3

Maltextract1g/L 8.4

Maltextract2g/L 5.5

Maltextract3g/L 4.6

Urea1g/L 5.6

Urea2g/L 4.8

Urea3g/L 3.4

Ammonium sulfate1g/L 9.5

Ammonium sulfate2g/L 9.0

Ammonium sulfate3g/L 9.9
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4)당화에 미치는 NaCl농도 영향

알긴산으로부터 당화를 효율적으로 하기 위해,NaCl농도를 0,10,20,30,40,50
g/L로 변화 하면서 flask에서 3일 동안 검토하였다.배양조건은 교반속도 15rpm,
전 배양시간 1일,배양온도 29℃,접종 량 10%에서 실험을 진행 하였다.종균을
위한 배지에는 peptone2g/L,yeastextract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O
0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본 배지에 alginate30g/L,
peptone1g/L,yeastextract2g/L을 사용하였다.NaCl농도변화에 의한 균체성
장,pH,당화결과는 그림 Fig.10에 나타내었다.배양중의 pH는 NaCl농도 10g/L
을 사용할 경우 배양 1일 후 7.4으로 감소해서 3일 까지 계속하여 감소하였다.그
러나 20-50g/L을 사용할 경우는 배양 1일후 6.8로 나타났으며 배양 2일후부터
변화가 크지 않았다.그리고 알긴산 농도가 증가함에 따라 pH가 감소하였다.균체
농도는 NaCl양이 증가함에 따라 증가 하였다.NaCl농도 10-40g/L을 사용할 경
우 균체 농도는 배양 2일까지 02-03OD660증가하다가 배양 3일에서 감소하였으나
50g/L을 사용 하였을 때는 배양 3일 후에도 0.4OD660에서 계속하여 증가하였다.
그러나 알긴산으로부터 분해된 당화는 배양 3일까지 급격히 증가하였고,30g/L을
사용 할 경우 최대 결과가 얻어졌다.
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5)당화에 미치는 무기물 종류 및 농도 영향

알긴산으로부터 당화를 효율적으로 하기 위해,K2HPO4농도를 0.0.5,1.0,2.0,
3.0g/L과 MgSO4․7H2O 0,0.3,1.02.0,3.0g/L로 각각 변화 시키면서 flask에서
3일 동안 검토하였다.배양조건은 교반속도 15rpm,전 배양시간 1일,배양온도 2
9℃,접종 량 10%에서 실험을 진행하였다.종균을 위한 배지에는 peptone2g/L,
yeastextract1g/L,K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O 0.5g/L,NaCl30g/L을 사용
하였고,당화를 위한 기본 배지에 alginate30g/L,peptone1g/L,yeastextract
2g/L,NaCl30g/L을 사용하였다.K2HPO4및 MgSO4․7H2O의 농도 변화에 의한
균체 성장,pH,당화결과는 Fig.11와 Fig.12에 나타내었다.K2HPO40.5-1.0g/L
사용 시 pH 및 균체 농도는 거의 비슷하였다.그러나 0.5g/L와 1.0g/L에서 배양
3일 후 당 농도는 각각 10.43g/L와 10.81g/L였다.MgSO4․7H2O 경우는 0.3g/L
을 이용할 때 생성되는 당 함량은 11.05g/L였다.
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4.Scaleup

배양조건은 교반속도 15rpm,전 배양시간 2일,배양온도 29℃,접종량 10%를 이
용 하여 당화를 위한 기본 배지가 2L들어 있는 5L플라스크에서 실험을 진행
하였다.종균을 위한 배지에는 peptone2g/L,yeastextract2g/L,K2HPO40.1
g/L MgSO4․7H2O 0.5g/L,NaCl30g/L을 사용하였고,당화를 위한 기본 배지
에는 alginate30g/L,peptone2g/L,yeastextract2g/L,NaCl30g/L,K2HPO4
1g/L,MgSO4․7H2O 0.3g/L을 사용하였다.P.agarovorans 와 S.maltophilia
Scaleup결과는 Fig.13에 나타내었다.S.maltophilia균주의 pH는 배양 초기에서
배양 2일까지 7.3-7.5의 범위였고,배양 3일 후는 7.0으로 감소하였다.배양 4일 후
약간 증가하여 배양 5일 동안 7.2-7.3범위로 유지 되었다.균체 농도는 배양 3일까
지 0.45OD660까지 증가하여 배양 11일 후에는 증가하지 않았다.이 결과는 500ml
flask결과에 비하여 약간 낮은 농도이다.알긴산으로부터 분해된 당은 배양 시간
증가와 함께 증가하여 배양 9일 후 5.2g/L이 얻어졌다.이 결과는 smallflask에서
의 결과보다 약간 감소한 것이다.P.agarovorans 균주의 pH는 배양 초기에서 배
양 3일까지 7.4-6.8의 범위였고,배양 3일까지 감소하였다.균체 농도는 배양 2일까
지 0.45OD660까지 증가하여 배양 3일 후에는 감소하였다.이 결과는 500mlflask
결과에 비하여 약간 낮은 농도이다.알긴산으로부터 분해된 당은 배양 시간 증가와
함께 증가하여 배양 2일에 11.95g/L이 얻어졌다.이 결과는 smallflask에서의 결
과보다 약간 증가한 것이다.Fig.13에서 나타낸 것과 같이 P.agarovorans 와 S.
maltophilia균주의 당화효율을 보면 P.agarovorans균주가 S.maltophilia균주의
보다 효율이 약 16배나 높은 것으로 나타 내였다.
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ⅣⅣⅣ...결결결 론론론

P.agarovorans은 그람 음성 균으로 형태적으로는 구균의 형태이며 운동성이 관
찰 되었다.또한 콜로니 형태는 roundform이였다.세포막 지방조성의 library를 이
용하여 유사성을 분석한 결과 Pseudoalteromonasagarovorans와 98% 유사성을
보였다.16srDNA 유전자 분석에서 이 균주의 염기쌍은 1439bp의 염기서열을 결
정하고 이를 근거로 reference와 비교하여 similarity를 구한 결과 본 균주는
Pseudoalteromonas agarovorans.로 추정 되었으며, Pseudoalteromonas
agarovorans의 표준 균주 98%의 유사도를 나타내어 가장 가까운 균으로 판명 되
었다.
분리된 균주 (P.agarovoransCHO-33)를 이용하여 알긴산으로부터 효율적 당화

를 위한 최적 배양 및 배지 조건을 검토 하였다.교반 속도 0-15rpm에서 배양할
때 균체농도는 배양 1일 후 0.2-0.3OD 660였다.그러나 60에서 120rpm으로 증가
될 경우 균체농도는 0.5에서 0.6OD660로 증가 하였다.알긴산에서 분해된 당은 교
반속도가 15rpm에서 배양할 경우 배양 시간증가와 함께 증가 하여 3일 후에 최대
생산량이 얻어졌다.전 배양 시간 1일에서 본 배양에 접종할 경우 배양 3일 후에
최대 생산량,6.8g/L이 얻어졌다.알긴산에서 분해된 당은 27-31℃에서 2일 후부
터 감소되었다.33℃에서는 배양 3일 후에도 계속 증가 하고 있었다.특히 29℃에
서 배양할 경우 최대 결과 치,9.55g/L이 얻어졌다.접종량 5-30% 범위에서 접종
할 경우 알긴산으로부터 생산된 총 당은 접종량 10%를 본 배양에 접종할 경우 최
대 결과가 얻어졌다.다양한 알긴산농도에서 당화 수율을 보면 알긴산 30g/L을 사
용할 경우 가장 좋은 결과가 얻어졌다.또한 배지의 초기 pH가 7.0-8.0일 경우 알
긴산으로부터 생산된 당의 농도는 최대가 되었다.여러 질소원 중에서 yeast
extract와 peptone사용에서 당화가 가장 유리함을 알았다.특히 혼합 질소원인
peptone2g/L와 yeastextract2g/L을 사용할 경우 당은 8.8g/L로 나타났다.
NaCl농도 30g/L을 사용할 경우 알긴산으로부터 분해된 당의 농도는 배양 3일까
지 급격히 증가하였고,가장 높은 결과를 얻었다.K2HPO41g/L,MgSO4․7H2O
0.3g/L을 첨가 할 경우는 생성되는 당 함량은 11.05g/L로 좋은 결과를 보였다.
최적 배양 및 배지조건을 이용한 배양의 scaleup에서 S.maltophilia균주의
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pH는 배양 초기에서 배양 2일까지 7.3-7.5의 범위였고,배양 3일 후는 7.0으로 감소
하였다.배양 4일 후 약간 증가하여 배양 5일 동안 7.2-7.3범위로 유지 되었다.균
체 농도는 배양 3일까지 0.45OD660까지 증가하여 배양 11일 후에는 증가하지 않았
다.이 결과는 500mlflask결과에 비하여 약간 낮은 농도이다.알긴산으로부터 분
해된 당은 배양 시간 증가와 함께 증가하여 배양 9일 후 5.2g/L이 얻어졌다.이
결과는 smallflask에서의 결과보다 약간 감소한 것이다.P.agarovorans 균주의
pH는 배양 초기에서 배양 3일까지 7.4-6.8의 범위였고,배양 3일까지 감소하였다.
균체 농도는 배양 2일까지 0.45OD660까지 증가하여 배양 3일 후에는 감소하였다.
이 결과는 500mlflask결과에 비하여 약간 낮은 농도이다.알긴산으로부터 분해
된 당은 배양 시간 증가와 함께 증가하여 배양 2일에 11.95g/L이 얻어졌다.이 결
과는 smallflask에서의 결과보다 약간 증가한 것이다.P.agarovorans 와 S.
maltophilia균주의 당화효율을 보면 P.agarovorans균주가 S.maltophilia균주의
보다 효율이 약 16배나 높은 것으로 나타 내였다.
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