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요 약 문

Ⅰ. 연구개발의 목적 및 필요성

고도불포화지방산 EPA 오일의 심혈관 질환 예방 및 치료 효능이 과학적으로 입증이 되어졌

음. 이에 따라 세계보건기구를 비롯한 각국의 공인기관들이 심장 건강을 위해 매일 1g 이상의

EPA 함유 오일을 꾸준히 섭취할 것을 권장하고 있음

EPA 오일의 세계시장 규모는 연간 5000억 원 이상으로 (원료시장), 건강기능성 식품 원료, 식

품첨가제, 사료첨가제 등 다양하게 제품화되고 있으며, 특히 고순도 EPA 천연의약 제품의 매

출규모는 연간 1.6조원임 (Pronova사 Omacor 등). 또한 고령인구의 증가 추세에 따라 대표적

인 healthy aging 천연소재로서 EPA 오일의 수요는 더욱 증가할 것으로 예상됨

현재 상용 EPA 오일의 대부분은 심해성 어류의 기름, 어유 (魚油)로부터 얻고 있지만, 어유에

는 유사 구조의 고도불포화지방산 DHA, 다이옥신, 중금속 등 다양한 불순물들이 존재할 뿐

만 아니라 무분별한 포획으로 인한 해양생물자원의 고갈에 따라 어획량이 갈수록 감소하고

있고 전 세계적인 어획 규제가 점차 강화되고 있는 상황임

따라서 기존의 어유 추출공정을 대체하기 위한 새로운 고순도 EPA 오일을 안정적으로 생산

할 수 있는 기술개발에 대한 관심이 고조되고 있는 데, 그 대표적인 방법이 EPA 오일 생산

미생물을 이용한 발효 공정이며, 향후 개발 기술은 막대한 상업적 가치를 지닐 것으로 판단됨

본 연구과에서는 대사공학을 통해 고도불포화지방산 Eicosapentaenoic acid (EPA)를 고농도로

함유하는 유기영양 미세조류 균주를 개발한 후, 이를 이용하여 심혈관질환의 예방·치료 효능

을 지닌 고부가가치 발효 오일 소재를 고수율로 생산하는 기술을 개발하고자 하였슴

II. 연구개발 결과

1. 유전체, 전사체 및 효소 활성 분석을 통해 Thraustochytrid 미세조류의 다중불포화지방산

합성 대사를 규명하였음
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2. 유전공학 및 돌연변이 기술을 이용하여 다중불포화지방산 및 EPA의 함량이 증진된 균주를

개발하였음

3. Thraustochytrid 미세조류의 발효 배양을 위한 영양원, 공정변수의 최적화를 통해 EPA 오

일 생산 공정을 확립하였으며, 500리터 파일럿 스케일 배양 공정을 확립하였음

4. Thraustochytrid 미세조류의 배양 균체로부터 EPA 고함유 유지를 추출, 농축하는 공정을

확립하였음

5. 동물실험을 통하여 Thraustochytrid 미세조류 EPA 고함유 오일의 효능 및 안전성을 검증하

였음

6. 오메가-3 다중불포화지방산 고질혈증 의약의 국내외 시장 현황과 사업성을 분석하였음

III. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 특허 및 논문

- 특허 출원4건 (과제종료후 1건), 논문 3편 (2편 투고중), 학회발표 3건

2. 사업화

전세계 오메가-3 지방산 의약 시장 규모는 약 $2.5B 수준이며, DHA와 EPA의 혼합 형태인 프

로노바사의 오마코가 세계 시장을 주도하고 있으며, 일본 모찌다사의 에파델, 미국 아마린사의

바스세파 제품이 판매되고 있음. 국내에서도 프로노바사의 오마코 제품이 수입, 판매되고 있으

며, 2007년 71.7억에서 2014년 400억원으로 시장규모가 급성장하고 있음. 오마코의 특허가 만료

된 이후 대부분의 제약기업들이 제네릭 제품을 개발, 출시하고 있는 상황임

아직까지, Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산의 고지혈증 의약원료로 상용

화는 이루어지지 않고 상황임. Fish oil를 활용한 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 사

업과 달리 Thraustochytrid 미세조류 기반은 발효 공정을 통해 오메가-3 다중불포화지방산의

생산, 확보가 가능하기 때문에 기존의 발효설비를 구비한 제약기업이 단독으로 사업화가 가능

함. 따라서 기술 수요 기업체와 협의를 통해 기술개량, 공정개발, 효능검증 및 제품개발 과정을

거쳐 국내 시장은 물론 국내 시장의 진출이 가능할 것으로 전망됨.
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SUMMARY

(영문요약문)

Ⅰ. Research objectives

It is scientifically proved that polyunsaturated fatty acids Eicosapentaenoic acid (EPA) oil

can help prevent cardiovascular disease and positive therapeutic role. Accordingly, agencies

from all over the world including World Health Organization recommend the daily

consumption of at least 1g of EPA for heart health.

The annual world market for EPA oil product exceeds 500 billion won (raw material

markets), and the product is used in various ways - food additives, animal feed additives.

Especailly, EPA natural medicinal products is 1.6 trillion market a year (Co., Ltd. Pronova,

Omaco, etc.). In addition,the demand for EPA oil as a representative healthy aging natural

material is expected to increase with the rising aging population in the world.

Most of the current commercial EPA oil is from fish oil in deep sea and this is

considered unattractive one as it contains impurities such as dioxins and heavy metals.

Also, World fishing regulation is increased to address drastic reduction of marine

resources caused by the indiscriminate poaching.

Therefore, alternative sources of EPA are being sought and the representative way is a

fermentation process using EPA oil production microorganisms. EPA oil production from

micororganism technology is determined to possess the enormous commercial value.

Our study aims to develop organic nutritional microalgae strains with a high concentration

of polyunsaturated fatty acids EPA using metabolic engineering. With this technology, this

study intends to develop technology to produce high-value fermentation oil that treats and

prevents cardiovascular disease.

II. Results

1. Identified of Thraustochytrid microalgae polyunsaturated fatty acids synthesis pathway

through genome, transcriptome and enzyme activity analysis



- 6 -

2. Improvement of microalgae strain containing high polyunsaturated fatty acids EPA

through genetic engineering and traditional breeding methods UV, gamma irradiation, etc.)

3. Optimization of medium component and culture condition for EPA oil production and

scale-up of process established

4. Extraction and concentration process of oil from Thraustochytrid microalgae containing

high EPA are established

5. Verified the effectiveness and safety of Thraustochytrid microalgae oil containing high

EPA through animal test

6. Analyzed a domestic/international market situation and a business feasibility of omega-3

polyunsaturated fatty acids chronic hyperinsulinemia medicine

III.. Research application

1. Patent and paper

- Four patent application, three foreign paper, three poster presentation

2. Commercialization

So far, Thraustochytrid microalgae omega-3 polyunsaturated fatty acids hyperlipidemia

pharmaceutical raw materials is not ready to be used commercially. Unlike omega-3

polyunsaturated fatty acids hyperlipidemia medicine business using fish oil, Thraustochytrid

microralgae base requires fermentation process where omega-3 polyunsaturated fatty acids

is produced and obtained. This means pharmaceutical companies using existing fermentation

equipment alone can be ready for commercialization.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

▫1952년 옥스퍼드 대학의 싱클레어 박사가 북유럽 에스키모의 식생활에 대한 연구를 통해

오메가-3 (DHA, EPA) 오일의 중요성이 인식되어진 이후, 지금까지 수많은 과학자들의 연

구 결과 EPA 오일의 다양한 생리학적 기능과 효능이 밝혀졌음. 과학적으로 입증된 가장

대표적인 효능은 심혈관 질환 예방 및 치료 효과이며, 이는 북유럽 에스키모의 낮은 심혈

관질환 발병율과도 상관성이 있는 것으로 밝혀졌음

▫이러한 과학적 사실에 근거하여 세계보건기구 (WHO)를 비롯한 각국의 공인기관들이 심장

건강을 위해 매일 1g 이상의 DHA, EPA 함유 오일을 꾸준히 섭취할 것을 권장하고 있음
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세계보건기구 권장섭취량

구분 함량 (g/day)

Infants 0.5

Adults 1.0

Patients (CHD) 1.0

Patients (HG) 2.0-4.0

CHD: coronary heart disease, HG: hyperglyceridemia

▫DHA, EPA 오일의 세계시장 규모는 연간 5000억 원 이상으로 (원료시장), 건강기능성 식

품 원료, 식품첨가제, 사료첨가제 등 다양하게 제품화되고 있으며, 특히 고순도 DHA, EPA

천연의약 제품의 매출규모는 연간 1.6조원임 (Pronova사 Omacor 등). 또한 고령인구의 증

가 추세에 따라 대표적인 healthy aging 천연소재로서 EPA 오일의 수요는 더욱 증가할 것

으로 예상됨

DHA, EPA 오일 상용화 현황
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고순도 DHA, EPA 오일 고질혈증 천연의약

▫현재 상용 DHA, EPA 오일의 대부분은 심해성 어류의 기름, 어유 (魚油)로부터 얻고 있지

만, 어유에는 다이옥신, 중금속 등 다양한 불순물들이 존재할 뿐만 아니라 무분별한 포획으

로 인한 해양생물자원의 고갈에 따라 어획량이 갈수록 감소하고 있고 전 세계적인 어획 규

제가 점차 강화되고 있는 상황임

해양 어류의 체내에 축적된 DHA, EPA 오일 함량

▫최근에는 해양 환경오염이 심각해짐에 따라 어류에 PCBs나 Dioxin과 같은 독성 화학물질의 축적이

증가하고 있어, 어류 유지 사용에 대한 우려와 규제가 점차로 증가하고 있는 상황임. PCB는 절연

유로 활용되다가 강한 독성과 잔류성으로 인해 1970년대에 사용이 금지된 화학물질이며,

Dioxin은 여러 개의 염소가 붙어있는 방향족 화합물로 환경 잔류성이 매우 강한 생식계,

면역계, 호르몬 조절 기능 장애를 유발하는 발암물질임 (일일 허용 섭취량 미국기준 1

pg/Kg body 이하)
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해양오염의 심화에 따른 어유 (魚油)내 환경호르몬 독성물질의 축적

▫따라서 기존의 어유 추출공정을 대체하기 위한 새로운 고순도 DHA, EPA 오일을 안정적

으로 생산할 수 있는 기술개발에 대한 관심이 고조되고 있는 데, 그 대표적인 방법이

DHA, EPA 오일 생산 미생물을 이용한 발효 공정이며, 향후 개발 기술은 막대한 상업적

가치를 지닐 것으로 판단됨

DHA, EPA 오일 미생물 발효공정의 장점

1. 해양 미세조류 미생물은 고농도의 다중 불포화지방산을 함유하고 있음

(40-50%)

2. 유전자 재조합 및 대사공학 기술을 이용하여 지질 생산 수율과 지방산의 종류

등 목적에 맞는 미세조류 균주의 개발이 용이함

3. 바이오리액터를 이용한 친환경 배양공정을 통하여 환경 요인(기후, 계절, 해양

오염 등)에 영향을 전혀 받지 않고, PCB, Dioxin 무함유 청정 고도불포화지방

산을 안정적으로 생산이 가능함
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Marine microorganisms
DHA Crypthecodinium cohnii

Schizochytrium sp.
Tharustochytrium sp.

EPA Nitschia laeva
Shewanella baltica

Marine microorganisms
DHA Crypthecodinium cohnii

Schizochytrium sp.
Tharustochytrium sp.

EPA Nitschia laeva
Shewanella baltica

Schizochytrium

Crypthecodinium

Nitschia

Shewanella

Schizochytrium속해양미생물의생활환

미생물 발효오일의 시장 전망

▫본 과제에서는 고유지성 유기영양 미세조류의 대사공학 및 돌연변이를 통해 EPA 오일을

고수율로 생산하는 기술을 개발하고자 하며, 개발 기술은 듀퐁사의 재조합 효모 기술과 차

별화되는 새로운 고기능 EPA 오일 생산 기술로서 지적재산권의 확보가 가능할 것으로 판

단됨
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

▫해양 미세조류를 비롯하여 EPA 오일을 함유하는 다수의 야생미생물들이 자연계로부터 분

리되었지만, 야생 미생물들의 생산수율은 대체로 매우 낮은 수준이기 때문에 상용 공정으

로 개발하기에는 적합하지 않음
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EPA 오일 생합성 야생미생물 (Nitzschia laevis)

▫최근 듀퐁 (Dupont)사가 유지성 효모의 유전자 재조합 변이체를 이용하여 EPA 오일의 고

수율 생산기술을 개발하였으며 (EPA 함량 28%, 오일 수율 20%), 미국 식약청 (FDA)의

사용허가를 받아 관련 제품을 출시하였음 (2011)
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듀퐁사의 유전자재조합 효모 (Yarrowia lipolytica) EPA 오일 제품
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제 3 장 연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절 다중불포화지방산 생합성 대사 기작 분석

1. 유전체 분석

Ÿ 다중불포화지방산 생합성 대사를 이해하기 위해 다중불포화지방산 생성 Thraustochytrid 미세조

류 2종의 유전체 분석을 수행하였음.

다중불포화지방산 고생성 Thraustochytrid 미세조류: A strain (좌), T strain (우)

(두 Thraustochytrid 균주는 서로 다른 형태적 특징을 보이는 것으로 관찰됨)

(1) Central Carbon Pathway

Ÿ 포도당으로부터 지방산을 생산하는 과정 중 Glycolysis는 포도당을 피루브산으로 분해 하는

과정으로, 당을 분해하여 에너지를 얻기 위한 물질대사이며 생산된 피루브산은 아세틸-CoA

로 전환되어 지방산 합성이 이용됨. 포도당으로부터 지방산 합성 대사 경로 분석을 위하여

Thraustochytrid 미세조류의 Glycolysis 물질 대사경로의 유전체 분석을 실시함. 유전체 분

석결과 Glycolysis에 필요한 10가지 효소가 존재하는 것이 확인되었음.
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Glycolysis 대사과정 유전체 분석 결과

효소 A strain T strain

Hexokinase KRS_SC6CG00330 T.SH4_SC61CG00120

Phosphoglucose isomerase KRS_SC51CG00590 T.SH4_SC8CG03420

Phosphofructokinase KRS_SC35CG00700 T.SH4_SC14CG01060

Fructose-bisphosphate

aldolase

KRS_SC2CG04320 T.SH4_SC12CG00130

Triosephosphate

isomerase
KRS_SC69CG00480 T.SH4_SC14CG01810

Glyceraldehyde

3-phosphate

dehydrogenase

KRS_SC2CG02030

KRS_SC14CG00290

T.SH4_SC18CG00710

T.SH4_SC6CG01790

Phosphoglycerate kinase
KRS_SC43CG00280

KRS_SC13CG01800

T.SH4_SC29CG00030

T.SH4_SC47CG00210

Phosphoglycerate mutase KRS_SC25CG02070 T.SH4_SC9CG01840

Enolase KRS_SC20CG00860 T.SH4_SC9CG00470

Pyruvate kinase
KRS_SC21CG00650

KRS_SC86CG00370

T.SH4_SC5CG02360

T.SH4_SC9CG01090

Ÿ 추가적으로 아세틸-CoA 생산을 위한 효소를 보유하고 있었음.

아세틸-CoA 생합성 대사과정 유전체 분석 결과

효소 A strain T strain

Pyruvate dehydrogenase KRS_SC30CG01200 T.SH4_SC5CG06670

Dihydrolipoyllysine-resid

ue acetyltransferase
KRS_SC31CG00520 T.SH4_SC45CG00390

Acetate--CoA ligase KRS_SC19CG00370 T.SH4_SC18CG01940
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Thraustochytrid 미세조류의 Central carbon pathway

(2) 지방산 합성 대사
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Ÿ 유전체 분석 결과, Thraustochytrid 미세조류 A strain과 T strain은 공통적으로 전형적인

typeI fatty acid synthase 유전자를 보유하는 것으로 확인되었음. 또한 를 존재하는 것으로

확인되었음. 또한 다중불포화지방산의 생합성을 촉매하는 PuFA synthase 유전자를 공통적

으로 보유하는 것으로 나타났음. 하지만, desaturase와 elongase 유전자 분석에서는 두

Thraustochytrid 균주가 매우 상이한 특징을 보이는 것으로 나타났음. T 균주에서는

delta-12, delta-6, delta-5, delta-4 desaturase 등 총 11종의 desaturase, elongase 유전자를

보유하는 것으로 나타난 반면 A 균주에서는 단지 4종의 desaturase, elongase 유전자가 발

견되었음. 이러한 결과는 2종류의 Thraustochytrid 미세조류에서 서로 다른 다중불포화지방

산 생합성 대사가 작동하고 있음을 시사함.

(1) PuFA synthase

Ÿ Shewanella, Moritella, Photobacterium속 해양 박테리아와 Thraustochytrid 미세조류 들에서

EPA 혹은 DHA의 생합성을 촉매하는 PKS-like PuFA synthase 들이 알려져 있음 (그림). 해양

박테리아의 PuFA synthase는 염색상에서 4개의 인접한 ORF에 의해 코드되는 단백질에 다중불

포화지방산 생합성을 촉매하는 기능성 도메인들이 분산되어 있음. 예로 Shewanella속의

PKS-like EPA synthase는 PfaA(multi-domain β-ketoacyl synthase: KS-MAT-ACPs-KR),

PfaB (acyl transferase: AT), PfaC (multi-domain β-ketoacyl synthase: KS-CLF-DH-DH),

PfaD (enoyl reductase: ER), PfaE (phosphopentetheine transferase: PPTase)로 구성된 복합 단

백체 구조임. 한편 Thraustochytrid 미세조류는 3개의 인접한 ORF에 multiple domain이 분산되

어 있는데, 본 연구에서 분석한 2종의 Thraustochytrid 미세조류의 유전체 정보에서도 마찬가지

의 PuFA synthase 유전자들이 발견되었음.
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다중불포화지방산 생합성 PKS-like PuFA synthase

본 연구에 사용된 Thraustochytrid 미세조류 균주의 PuFA synhtase 유전자

효소 A strain T strain

Polyunsaturated fatty acid
synthase subunit A (pfaA) KRS_SC20CG00460 T.SH4_SC9CG00020

Polyunsaturated fatty acid
synthase subunit B (pfaB) KRS_SC20CG00450 T.SH4_SC9CG00010

Polyunsaturated fatty acid
synthase subunit C (pfaC) KRS_SC72CG00190 T.SH4_SC31CG00670

Ÿ Thraustochytrid A 균주와 T 균주의 PuFA synthase 유전자의 상동성을 분석한 결과, 2 종간에

상동성은 그다지 높지 않은 것으로 나타났으며, pfhB 유전자의 PCR 증폭 실험 결과에서도 두

균주에서 상당히 다른 결과를 보이는 것으로 나타났음.
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Thraustochytrid 미세조류 A, T 균주 유래 pfaB 유전자의 상동성 비교

(2) Desaturase-elongase pathway

Ÿ 전형적인 지방산 생합성 효소인 typeI fatty acid synthase에 의해 합성된 팔미트산(C16:0)

는 일련의 desaturase와 elongase의 반복 작용에 의해 EPA와 DHA 등 다양한 다중불포화

지방산으로 전환됨. Thraustochytrid A 균주의 유전체 분석에서 몇 종의 desaturase,

elongase 유전자들이 발견되었음. A 균주에서 316개의 아미노산으로 구성된 stearoyl CoA

delta-9 desaturase, 533 amino acid로 구성된 delta-6 desaturase, 300개 amino acid로 구성

된 delta-5 desaturase, 444 amino acid로 구성된 delta-6 desaturase 유전자가 발견되었음.

또한 403 amino acid로 구성된 elongase 유전자가 발견되었음. 하지만, A 균주에서는

desaturase-elongase pathway에서 중요한 역할을 하는 올레익산(C18:1)을 리노레익산

(C18:2)로 전환하는 delta-12 desaturase 유전자는 존재하지 않는 것으로 확인되었음. 이는

Thraustochytrid A 균주에서 DHA 등 다중불포화지방산의 생합성을 위해 PuFA synthase
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가 중요한 역할을 함을 시사함.

Ÿ 한편, Thraustochytrid T 균주에서는 delta-12, delta-6, delta-5, delta-4 desaturase를 비롯

하여 총 11종의 desaturase, elongase 유전자가 발견되었음. 이는 A 균주와 달리 T 균주에

서는 desaturase-elongase pathway 또한 다중불포화지방산의 생합성에 관여함을 시사함.

Thraustochytrid 미세조류의 desaturase, elongase 유전자

효소 A strain T strain

Δ12 desaturase N/D T.SH4_SC8CG03640

Δ5 desaturase N/D T.SH4_SC3CG03680

Δ6 desaturase KRS_SC11CG00990 T.SH4_SC9CG0318

Δ4 desaturase KRS_SC5CG02620 T.SH4_SC7CG00320

Δ9 elongase KRS_SC1CG02650 T.SH4_SC10CG01690

Δ6 elongase KRS_SC1CG02650 T.SH4_SC10CG01690

Δ5 elongase N/D T.SH4_SC5CG03150

Thraustochytrid 미세조류의 다중불포화지방산 생합성 대사회로

(A strain: 빨간색, Tstrain: 파란색)
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2. 전사체 분석

Ÿ HiSeq 방법으로 Expressed Sequences Tag (EST) 분석을 통한 Thraustochytrid 미세조류의 유

전자 발현을 분석하였음. 실험 결과, NGS blast hits 유전자 수와 거의 일치하는 약 10,900 개의

assembled transcripts 유전자를 확보하였음. Actin A, superoxide dismutase, polyubiquitin 등의

고발현 유전자들이 확인되었으며, 이는 고효율 형질전환시스템 개발에 활용되고 있음. 이외에도

house keeping 유전자인 alpha-Tubulin 등과 다중불포화지방산 합성 효소인 pfa 유전자도 효과

적으로 활용될 수 있을 것으로 기대됨.

Expressed Sequences Tag 분석을 통해 확인된 Thraustochytrid 미세조류의 고발현 유전자

Ÿ 각각 2일째와 4일째의 배양 균체로부터 total RNA를 추출하여 전사체를 분석하여 균체 증

식 시기에 따른 유전자의 발현을 조사하였으며, RPKM (Read Per Kilobase per Millon

mapped reads)에 의해 유전자 발현 정도를 정량화 하였음.

Ÿ RPKM 값으로 보았을 때 예상대로 상시 발현되는 유전자는 actin, superoxide dismutase

(SOD), heat shock protein (HSP)와 같은 일반적으로 알려져 있는 house keeping gene과

기본에너지대사와 관련된 pyruvate dehydrogenase, succinyltransferase, malate
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dehydrogenase 같은 TCA cycle에 관련된 효소와 phosphoglycerate kinase,

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)같은 glycolysis에 관여하는 효소 들

인 것으로 확인되었음. 한편, fatty acid elongase, acetyl-Coenzyme A acyltransferase,

Dihydroceramide delta(4)-desaturase-like protein 같은 lipid metabolism에 관여하는 단백질

도 대표적인 지질 고생산 균주의 특징으로 상시 발현되는 것을 확인할 수 있었음.

Ÿ 지질생산균주의 특징으로 상시 발현되는 것을 확인할 수 있음.

Thraustochytrid 미세조류에서 상시 고발현되는 유전자

Ÿ 한편, 균체 증식 초기에는 발현이 활발하지만, 증식 후기에는 발현량이 급격히 감소하는 유

전자로는 lipase, esterase, lipolytic enzyme 등 lipid hydrolysis에 관여하는 유전자들이 확인

되었는 데, 이는 증식 후기의 지질 축적 대사와 관련이 있는 것으로 사료됨. ATP synthase,

malate dehydrogenase 등 에너지 생성 대사 관여하는 효소의 유전자들의 발현이 배양 후기

에 감소하는 것으로 나타났는 데 이는 균체의 증식이 멈추는 것과 일치하는 결과로 사료됨.
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Thraustochytrid 미세조류의 증식 초기에 고발현되는 유전자

Ÿ Type I fatty acid synthase, PuFA synthase, malic enzyme 등 지질 생합성 대사에 관여하

는 대부분의 유전자들은 배양 후기에 발현이 증가하는 것으로 나타났음. 이는

Thraustochytrid 미세조류의 균체 증식 후기에 활발한 지질 생성과 일치하는 결과, 확인되

유전자들이 지질 생합성 대사에 관여하는 효소임을 시사하는 결과임.

Thraustochytrid 미세조류의 증식 후기에 고발현되는 유전자



- 27 -

3. 지질 생합성 효소 기능 분석

(1) PuFA synthase

Ÿ Thraustochytrid 미세조류 PuFA synthase의 기능을 분석하기 위해 유전자 결손 변이균주를 제

작하여 그 특성을 분석하였음. pfaB 유전자의 중간에 hygromycin 저항성 유전자를 삽입한

DNA cassette를 제작하여, 전기충격법으로 도입한 후 hygromycin이 함유된 배지에서 변이균주

를 선별하였음.

Thraustochytrid 미세조류 pfaB 변이균주의 제작

Ÿ 분리된 pfaB 변이균주의 특성을 분석한 결과, 흥미롭게도 pfaB 유전자가 결손 변이균주는 몇 세

대 계대한 이후에 DHA auxotroph이 되는 것으로 나타났음. DHA를 함유하는 배지에서는 변이

균주의 성장이 가능하였지만, DHA가 함유되지 않은 배지에서는 균체 성장이 이루어지지 않는
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것으로 나타났다. DHA의 농도에 따른 변이균주의 균체 증식을 조사한 결과, 100 μM 이상의 농

도에서는 균체 증식이 다소 감소하는 것으로 나타났음.

Thraustochytrid 미세조류 pfaB 결손 변이균주의 DHA auxotroph 특성

Ÿ pfaB 결손 변이균주의 균체 성장은 야생균주로부터 추출한 DHA 함유 오일을 공급해주었을 때

에도 회복이 되는 것으로 밝혀졌음. 현재로서는 Thraustochytrid 미세조류의 균체증식을 위해 필

수적인 DHA의 생리적 기능을 알 수는 없지는, pfaB에 의해 코드되는 PuFA synthase가

Thraustochytrid 미세조류에서 DHA의 생성에 중요한 역할을 함을 시사함.
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Thraustochytrid 오일 첨가에 의한 pfaB 결손 변이균주의 증식 회복

(2) Desaturase, elongase

Ÿ Thraustochytrid 미세조류에서 발견된 desaturase, elongase 유전자들의 발현 혹은 결손을 통해

각 효소들의 기능을 분석하였음.

Delta-4 desaturase

Ÿ 그림에서 보인 바와 같은 방법으로 delta-4 desaturase 유전자를 결손시킨 변이균주를 제작하였

음.

Delta-4 desaturase 유전자 결손
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Ÿ 제작된 delta-4 desaturase 결손 변이균주의 지방산 조성을 분석한 결과, 야생균주와 비교해 팔미

트산(C16:0)의 함량은 감소하고, 스테아릭산(C18:0)의 함량이 증가하는 것으로 나타났음. 아미노

산 서열의 상동성 분석결과, 결손된 delta-4 desaturase가 delta-15 desaturase와도 64%의 높은

상동성을 보여 미세조류 세포내에서 실제의 기능은 리놀레익산(C18:2)를 알파리놀레익산(C18:3)

으로 전환하는 기능을 하는 것으로 예측되며, 이는 결손 변이균주에서 스테아릭산의 함량이 증가

하고, 알파리노레익산 이후의 지방산 함량이 감소한 것과 연관성이 있는 것으로 사료됨.

Delta-4 desaturase 변이균주의 지방산 성분 분석

strain
7.196 8.618 10.138 11.55 12.981 16.179 16.277 18.527 18.638

15:0 16:0 18:0 20:5 22:5 22:6

Control 1.620 5.387 20.744 16.725 4.749 1.488 4.596 12.191 31.140

1 5.406 2.370 65.596 4.596 10.086 1.270 2.533 6.739

2 4.619 3.832 59.443 9.088 10.046 0.972 3.375 7.008

3 5.461 3.357 59.248 10.209 10.529 0.608 2.824 5.393

4 5.174 1.444 50.146 3.697 9.517 1.003 2.852 7.276 15.133

증가 감소 증가 감소 증가 감소 감소 감소 감소

Delta-9 elongase, delta-9 desaturase

Ÿ 추가적으로 Δ9 desaturase, Δ9 elongase 상동성 유전자 발현 플라스미드를 제작하여 도입한 형질

전환 균주를 제작하였음. 선발된 형질전환 균주의 지방산 조성을 분석한 결과, stearic acid

(18:0) 이후의 지방산이 증가하는 것으로 나타나 세포내에서 palmitic acid (16:0)를 stearic acid

(18:0)로, steric acid를 oleic acid (18:1)로 전환하는 기능을 하는 것으로 사료됨.
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Delta-9 elongase, delta-9 desaturase 유전자 발현

strain

7.196 8.618 10.138 11.55 12.981 16.179 16.277 18.527 18.638

15:0 16:0 18:0 20:5 22:5 22:6

Control 1.620 5.387 20.744 16.725 4.749 1.488 4.596 12.191 31.140

1 - 4.374 14.518 17.645 4.583 2.107 5.637 14.937 36.198

감소 증가 증가 증가 증가
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Ÿ 마찬가지로 다양한 desaturase, elongase 유전자들의 결손 혹은 발현 균주를 제작하여 지방산 분

석을 통한 효소 기능을 분석하였음.

delta-4 desaturase 유전자 발현

delta-5 desaturase 유전자 발현
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delta-6 desaturase 유전자 발현

delta-9 desaturase 유전자 발현



- 34 -

Desaturase, elongase 유전자 결손

delta-4 desaturase 유전자 결손

delta-5 desaturase 유전자 결손
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delta-6 desaturase 유전자 결손

delta-6 desaturase 유전자 결손

오메가-3 지방산 합성 desaturase, elongase 효소

Gene Catalysis

delta 9 elongase 16:0 → 18:0

delta 9 desaturase 18:0 → 18:1(n-9)

delta 12 desaturase 18:1(n-9) → 18:2(n-6)

delta 15 desaturase 18:2(n-6) → 18:3(n-3)

delta 6 desaturase 18:2(n-6) → 18:3(n-6) 18:3(n-3) → 18:4(n-3)

delta 6 elongase 18:3(n-6) → 20:3(n-6) 18:4(n-3) → 20:4(n-3)

delta 5 desaturase 20:3(n-6) → 20:4(n-6)
20:4(n-3) → 20:5(n-3)

EPA

delta 5 elongase 20:4(n-6) → 22:4(n-6) 20:5(n-3) → 22:5(n-3)

delta 4 desaturase 22:4(n-6) → 22:5(n-6)
22:5(n-3) → 22:6(n-3)

DHA
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제 2 절 EPA 함량 증진 균주 개발

1. 유전공학을 통한 다중불포화지방산 생합성 대사 촉진

(1) DHA 특이적 PuFA synthase 유전자의 결손

Ÿ Aurantiochytrium속 유기영양 미세조류에서 오메가-3 지방산은 PKS(polyketide

synthase)-like PuFA synthease의 작용에 의해 합성됨. PuFA synthase는 pfaA, pfaB, pfaC

유전자가 코드하는 세 단백질로 구성된 복합체로 작용하는 것으로 밝혀져 있음.

Aurantiochytrium속 유기영양 미세조류에서 주로 옴의 합성을 촉매하는 PuFA synthase를 결

실하기 하기 위해 pfaB 유전자의 중간 부위에 형질전환체 선별마커로 항생제 hygromycin 저

항성 유전자를 삽입한 DNA cassette를 제작하여, 전기충격법으로 Aurantiochytrium 야생균주

로 도입한 후, hygromycin이 첨가된 배지에서 자라는 형질전환체를 선별하였음. 선별된

hygromycin 내성 균주로부터 염색체 DNA를 분리하여 southern hybridization 방법으로 확인

한 결과, hygromycin 저항성 유전자가 도입된 것을 확인할 수 있었음. 획득된 변이균주의 생

리적 특성을 분석한 결과, DHA auxotroph인 것으로 확인되었음. 즉 DHA를 첨가해 준 배지

에서는 균체 증식이 가능하였으며, DHA 농도 5-50 μM에서 우수한 균체 증식을 보인 반면

100 μM 이상에서는 균체 성장이 감소하는 경향을 보였음.

Aurantiochytrium속 유기영양 미세조류 PuFA synthease 결실 변이균주의

오메가-3 지방산 의존적 균체 증식 특성

(2) Desaturase-elongase 대사 회로 촉진

Ÿ 그림에서 보인 바와 같이 생물체에서 지방산 생합성 효소(fatty acid synthase)의 작용에

의해 합성된 팔미트산(16:0)으로부터 desaturase 효소와 elongase 효소의 일련의 반복된 작

용을 통해 다양한 다중불포화지방산이 만들어짐. 지질 생성 능력이 우수한
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Thraustochytrid 미세조류에서 대표적인 오메가-3 다중불포화지방산인 EPA의 함량을 증

진하기 위해, 유전공학 기술을 응용하여 desaturase와 elongase 유전자의 발현을 유도하였

음.

Delta-9 elongase

Ÿ Desaturase-elongase 대사회로의 첫 번째 반응인 팔미트산(C16:0)을 스테아릭산(C18:0)으로

전환을 촉매하는 효소인 delta-9 elongase 유전자의 발현을 유도하였음. 전사체 분석 결과,

Thraustochytrid 미세조류에서 발현 효율이 강력한 것으로 확인된 Actin 유전자의 전사개

시인자와 전자종결인자를 이용하여 delta-9 elongase 유전자의 발현 시스템을 제작하였음.

이전 연구를 통해서 연구실에서 확보중인 Thrauschytrid 미세조류의 형질전환기술을 활용

하여 delta-9 elongase 유전자가 도입된 형질전환균주를 선별배지(cycloheximide 200

ug/ml) 상에서 다수 선발한 후, 3회 이상의 계대배양을 통해 안정화된 형질전환 균주를 확

보하였음.

Thraustochytrid 미세조류의 형질전환 시스템 (실험실 보유)

Ÿ 선발된 형질전환 균주들을 14-ml 시험관에서 3 ml 배지(glucose, 60 g/l; yeast extract, 10

g/l; Sea salt, 5 g/l)에 접종하여 28°C에서 60 시간동안 전배양을 실시하여 배양 균체의 흡
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광도(OD600nm)를 측정한 후, 동일량의 균체를 250-ml 플라스크 (50 ml 배지)에 이식하여

72 시간 동안 본배양을 실시하면서 일정한 시간 간격으로 포도당 영양원의 이용, 균체 생

육(OD600nm) 및 지질 생산량과 다중불포화지방산의 함량을 분석하였음.

Ÿ 균체 내의 오일 함량 분석을 위해 Burja 등의 Bligh-Dyer 방법을 이용하여 오일을 추출하

였음. 125 mg의 건조균체에 클로로포름 6.25 ml, 메탄올 12.5 ml과 50 mM K2HPO4 buffer

용액 (pH 7.4)를 5 ml 첨가하여 28°C에서 200 rpm으로 1시간 동안 교반한 후, 클로로포름

과 phosphate 버퍼를 각각 6.25 ml 첨가하여 약 30번 정도 섞어 준 다음 정치하였음. 분리

된 하부의 유기용매 층 (약 12.5 ml)을 회수하여 80°C dry oven에서 약 30분 정도 건조한

후 오일의 무게를 측정하였음. 오일의 함량은 아래 식에 따라 결정하였음.

Total lipid (g of oil per 100 g sample) = [(WL-WD)ÍVCÍ100] / [VPÍWS]

WDwas the weight of an empty aluminum dish (g);

WL the weight of an aluminum dish with dried lipid residue (g);

WS the weight of sample (g);

VC the total volume of chloroform in the graduated cylinder (ml); and

VP the volume of chloroform transferred to the aluminum dish (ml).

Ÿ 지방산 조성의 분석을 위해 건조균체에 5% (v/v) 황산-메탄올 용액 3 ml을 첨가한 후

90°C에서 1시간 동안 반응하였음. 지방산 에스테르 반응산물을 0.6 ml 핵산으로 추출한 후

가스크로마토그래피 [GC; Hewlett Packard 6890N equipped with a flame-ionization

detector (FID) and an HP-5 (30 m Í 0.32 mm, 0.25 mm; Agilent Technologies)

capillary column] 법으로 분석하였음. 컬럼의 온도는 150°C (after 2 min of holding)에서

270°C (with a further 2 min of holding)로 분당 7°C 씩 증가하였음.

지질을 구성하는 지방산의 성분을 분석한 결과, delta-9 elongase 유전자 형질전환 균주는 모

균주와 비교해 팔미트산(C16:0)의 함량이 40%에서 32%로 감소한 반면 DHA(C22:6)의 함량은

41%에서 48%로 증가하는 양상을 보였음. 한편, 스테아릭산(C18:0)의 함량은 1.7%에서 1.2%로

약간 감소하였으며, EPA(C20:5)의 함량은 큰 변화를 보이지는 않는 것으로 나타났음.
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Delta-9 elongase 유전자 발현 시스템

Delta-9 elongase 유전자 발현 Thraustochytrid 형질전환균주 선발
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Delta-9 elongase 유전자 발현 형질전환 균주의 지방산 성분 분석

Delta-9 elongase/Delta-12 desaturase

Ÿ 상기와 마찬가지 방법으로 delta-9 elongase 유전자와 delta-12 desaturase 유전자를 동시

에 발현하는 시스템을 제작한 후 (그림), 이를 도입한 형질전환 균주를 제작하였음.

Delta-12 desaturase 유전자의 발현을 위해서는 Thraustochytrid 미세조류의 tubulin 유전

자의 전사개시인자와 전사종결인자를 이용하였음. 3회 이상의 계대배양을 통해 안정화된

형질전환 균주를 선발한 후 동일한 방법으로 액체배양을 실시하여 지질의 구성 지방산 성

분을 기체 크로마토그래피법으로 분석하였음. 분석 결과, delta-9 elongase/Delta-12

desaturase 유전자를 발현한 형질전환 균주는 모균주에 비해 DHA(C22:6)의 함량이 49%에

서 42%로 감소하는 반면 팔미트산(C16:0)의 함량은 34%에서 42%로 증가하는 양상을 보

였음. 특히 EPA(C20:5)의 함량이 1.7%에서 3.2%로 증가하는 것으로 나타났음.
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Delta-9 elongase/delta-12 desaturase 유전자 발현 시스템

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase 유전자 발현 Thraustochytrid 형질전환균주 선발
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Delta-9 elongase/delta-12 desaturase 유전자 발현 형질전환 균주의 지방산 성분 분석

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase

Ÿ 동일한 방법으로 delta-9 elongase 유전자, delta-12 desaturase 유전자, delta-5 desaturase

유전자를 동시에 발현하는 시스템을 제작한 후 (그림), 이를 도입한 형질전환 균주를 제작

하였음. Delta-5 desaturase 유전자의 발현을 위해서는 Thraustochytrid 미세조류의 actin

유전자의 전사개시인자와 tubulin 유전자의 전사종결인자를 이용하였음. 3회 이상의 계대배

양을 통해 안정화된 형질전환 균주를 선발하였으며, 유전자 도입 여부는 유전자 증폭기술

을 이용하여 확인하였음. 상기와 동일한 방법으로 액체배양을 실시하여 지질의 구성 지방

산 성분을 기체 크로마토그래피법으로 분석하였음.

Ÿ Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase 유전자를 도입한 형질전환 균주

는 모균주에 비해 균체 증식이 다소 감소하는 경향을 보였으며, 지방산 분석 결과 모균주

에 비해 함량은 약간 증가하였으며, 팔미트산과 EPA의 함량은 감소하는 경향을 보였음

(그림).

Ÿ 도입한 효소들의 활성을 분석하기 위해 균체 배양액에 기질인 팔미트산과 올레익산을 각

각 100 μM 농도로 첨가해 주었을 때 palmitic acid(100 uM)와 올레익산 (100 uM)을 첨가
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약 2.9%의 EPA가 생성되는 것을 확인할 수 있었음.

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase 유전자 발현 시스템 (pEPA1)
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(★: Delta-9 elongase/delta-12 desaturase 발현 형질전환 균주)

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 유전자 발현 Thraustochytrid

형질전환균주 선발

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 유전자 발현 Thraustochytrid

형질전환균주의 지방산 분석
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Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 유전자 발현 Thraustochytrid

형질전환균주의 효소 활성 분석

Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase (pEPAI)와 delta-9

desaturase/delta-15 desaturase/delta-6 desaturase/delta-6 elongase (pEPAII)

Ÿ 상기의 delta-9 elongase, delta-12 desaturase, delta-5 desaturase 유전자를 도입한 형질전

화 균주에 추가적으로 delta-9 desaturase, delta-15 desaturase, delta-6 desaturase,

delta-6 elongase를 도입한 형질전환 균주를 제작하였음. 유전자 발현을 위해 delta-9

desaturase 유전자는 tubulin 유전자의 전사개시인자와 actin 유전자의 전사종결인자,

delta-15 desaturase 유전자는 actin 유전자의 전사개시인자와 전사종결인자, delta-6

desaturase 유전자는 tubulin 유전자의 전사개시인자와 actin 유전자의 전사종결인자,

delta-6 elongase 유전자는 actin 유전자의 전사개시인자와 tubulin 유전자의 전사종결인자

를 각각 사용하였음.
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Delta-9 desaturase/delta-15 desaturase/delta-6 desaturase/delta-6 elongase

발현시스템 (pEPAII)

Ÿ 형질전환체 선별마커로 cyloheximide 내성 유전자를 사용한 delta-9 elongase/delta-12

desaturase/delta-5 desaturase 유전자 발현 시스템과 달리, delta-9 desaturase/delta-15

desaturase/delta-6 desaturase/delta-6 elongase 발현시스템은 G418 항생제 내성 유전자를

선별마커로 사용하여 총 7종의 desaturase, elongase 유전자가 도입된 형질전환 균주를 제

작하였으며, 서던블러팅 방법을 이용하여 확인하였음.
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Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase (pEPAI)와 delta-9

desaturase/delta-15 desaturase/delta-6 desaturase/delta-6 elongase (pEPAII)

유전자가 도입된 Thraustochytrid 형질전환균주 선발

Ÿ 상기와 동일한 방법으로 7종의 desaturase, elongase 유전자가 도입된 형질전환 균주의 지방산

조성을 분석한 결과, EPA(C20:5)의 함량이 2.2%로 모균주와 비교해 2배 이상 증가하는 것으로

나타났음.
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Delta-9 elongase/delta-12 desaturase/delta-5 desaturase (pEPAI)와 delta-9

desaturase/delta-15 desaturase/delta-6 desaturase/delta-6 elongase (pEPAII)

유전자가 도입된 Thraustochytrid 형질전환균주의 지방산 분석

(3) Delta-5 elongase 유전자 결손

Ÿ 최종적으로 EPA의 함량을 증진하기 위해 delta-5 elongase 유전자가 결손된 변이균주를

제작하였음 (그림)
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Delta-5 elongase 유전자가 결손된 Thraustochytrid 미세조류 변이균주의 제작

Ÿ 상기와 동일한 방법으로 3회 이상의 계대배양을 통해 안전화된 변이균주를 선발한 후, 액체

배양을 실시하여 지질의 지방산 성분 분석을 실시하였음. 그 결과 EPA의 함량이 6.3%로

모균주와 비교해 3배 정도 증가한 것으로 나타났음.

Delta-5 elongase 유전자가 결손된 Thraustochytrid 미세조류 변이균주의 지방산 분석

Ÿ 상기의 M. alpina 유래의 desaturase, elongase 유전자 발현시스템과 마찬가지로

Thraustochytrid 미세조류의 유전체 분석을 통해 확보된 desaturase, elongase 유전자의 발현

시스템을 제작(그림), 이를 도입한 Thraustochytrid 미세조류 형질전환균주의 지방산 성분을

분석한 결과, 마찬가지로 EPA의 함량이 증가하는 것으로 나타났음 (특허출원 준비중).
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Thraustochytrid 미세조류 유래의 desaturase, elongase 유전자 발현 시스템

(4) 해양미생물 유래 EPA 특이적 PuFA synthase 유전자 발현

Ÿ Shewanella속의 몇몇 해양 박테리아는 PKS-like system을 이용하여 EPA를 생산하는 것으로 밝

혀져 있음. Shewanella속의 PKS-like EPA synthase는 PfaA(multi-domain β-ketoacyl synthase:

KS-MAT-ACPs-KR), PfaB (acyl transferase: AT), PfaC (multi-domain β-ketoacyl synthase:

KS-CLF-DH-DH), PfaD (enoyl reductase: ER), PfaE (phosphopentetheine transferase:

PPTase)로 구성된 복합 단백체 구조이며, 염색체상에서 각 유전자는 서로 인접해 존재하고 있

음. 이전 연구에서 본 연구팀은 Shewanella속 해양박테리아의 PKS-like EPA synthase를 확보하

였음.
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Shewanella속 해양박테리아의 PKS-like EPA synthase

Ÿ Shewanella속 BR2와 MR1 균주 유래의 PKS-like EPA synthase 유전자를 각각

glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAP) promoter와 alcohol oxidase 1 (AOX1)

terminator에 연결한 후 각각의 만들어진 카세트를 연결하여 pYMBED-MCAApr와

pYBCE-BBDA 플라스미드를 제작하였으며, 미세조류 균주내로 도입하기 위해 우선

pYMBED-MCAApr에 zeocin 항생제 마커를 연결하여 최종 pYMBED-MCAApr-zeocin 플

라스미드를 제작하였음. 제작된 플라스미드를 PuFA synthase가 결실된 Thraustochytrium

속 유기영양 미세조류 균주로 도입한 형질전환체를 제작하여 지방산 성분을 분석한 결과

두드러진 변화는 보이지 않는 것으로 나타났음. 향후 미세조류에서 적합한 전사 프로모터

및 종결인자 교체 등의 추가적인 연구를 수행할 필요가 있는 것으로 판단됨.
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Shewanella속 PKS-like EPA synthase 유전자의 발현시스템

Shewanella속 PKS-like EPA synthase 유전자 발현 Thraustochytrid 미세조류의 지방산

분석

(5) 결론

Ÿ 본 연구에서 Thraustochytrid 미세조류의 유전체 정보를 토대로 한 다중불포화지방산 생합성 대
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사 유전자들의 발현 및 결손을 통해 EPA 지방산의 함량을 1% 내외에서 6.3%까지 6배 이상 증

가할 수 있는 것으로 확인되었음. 향후 desaturase, elongase 유전자의 조합, 배치, 전사개시인자

및 종결인자를 최적화하는 추가적인 연구를 통해 EPA의 함량을 더욱 증가된 균주의 개발이 가

능할 것으로 기대됨

유전공학을 통한 EPA 함량 증진

Genus Genetic property EPA (%TFA)

Aurantiochytrium wt < 1

Aurantiochytrium PuFA synthase
deficient -

Aurantiochytrium PuFA synthase
deficient

7 Desaturases
& elongases
from M.
alpina

2.2

Aurantiochytriu

m

PuFA
synthase
deficient

7
Desaturases
& elongases
from M.
alpina

delta 5
elongase
deficient

6.3

Ÿ 본 연구에서 유전공학 기술을 활용하여 DHA 생합성 유전자(DHA 특이적 PuFA synthase,

delta-5 elongase 유전자)가 결손된 Thraustochytrid 미세조류 형질전환균주들에서 DHA의 함량

이 여전히 높은 것으로 나타났음. 이는 생합성 유전자가 결손 변이DHA의 함량 또한 매우 높게

유지되는 것으로 나타났음. 이는 Thraustochytrid 미세조류의 multiploids 특성과 관계가 있을 것

으로 사료됨. 향후 CRISPR/Cas9 기술을 활용한 multipolids 유전자 결손을 통해 DHA의 함량을

낮추고 EPA 함량이 증진된 균주의 개발이 가능할 것으로 기대됨.
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CRISPR/Cas9 기술을 활용한 Thraustochytrid multipolids 유전자 결손 시스템 개발

2. 돌연변이를 통한 다중불포화지방산 생합성 대사 촉진

Ÿ 감마선(gamma ray) 조사 방법을 통해 EPA 함량이 증진된 Thraustochytrid 미세조류 변이

균주를 확보하기 위해 인근의 방사선 조사 시설을 활용한 Thraustochytrid 미세조류의 돌연

변이 실험을 수행하였음 (한국원자력연구원, 정읍방사선과학연구소). Thraustochytrid 균주

를 36시간 배양하여 45 ml을 취한 후 4500 rpm, 10 min 동안 원심분리하여, 상등액은 버리

고 PBS buffer에 현탁한 후 감마선을 1시간 조사하여 (사멸률 약 99%) 균체를 적당히 희석

하여 basal 배지 (glucose, 60 g/l; yeast extract, 10 g/l; Sea salt, 5 g/l; agar 15 g/l)에 도

말하여 28°C에서 48 시간 동안 배양하였음. 약 200개 정도의 콜로니가 자라는 희석배수로

도말된 플레이트 상에서 상대적으로 빠른 균체 생육을 보이는 콜로니를 일차적으로 선별한

후, 플라스크 배양을 통하여 선별된 변이체들의 균체 생육, 오일 생성 및 DHA 함량을 분석

하였음

Ÿ 액체 배양을 위하여 선별한 변이체들을 14-ml 시험관에서 3 ml 배지에 접종하여 60 시간동

안 전배양하고, 배양 균체의 흡광도 (OD600nm)를 측정하여 동일량의 균체를 250-ml 플라

스크 (50 ml 배지)에 이식하여 72 시간 동안 본배양 하면서, 일정한 시간 간격으로 포도당

영양원의 이용, 균체 생육 (OD600nm) 및 오일과 DHA의 생산량을 분석하였음.

Ÿ 균체 내의 오일 함량 분석을 위해 Burja 등의 Bligh-Dyer 방법을 이용하여 오일을 추출하

였음. 125 mg의 건조균체에 클로로포름 6.25 ml, 메탄올 12.5 ml과 50 mM K2HPO4 buffer
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용액 (pH 7.4)를 5 ml 첨가하여 28°C에서 200 rpm으로 1시간 동안 교반한 후, 클로로포름

과 phosphate 버퍼를 각각 6.25 ml 첨가하여 약 30번 정도 섞어 준 다음 정치하였음. 분리

된 하부의 유기용매 층 (약 12.5 ml)을 회수하여 80°C dry oven에서 약 30분 정도 건조한

후 오일의 무게를 측정하였음. 오일의 함량은 아래 식에 따라 결정하였음.

Total lipid (g of oil per 100 g sample) = [(WL-WD)ÍVCÍ100] / [VPÍWS]

WDwas the weight of an empty aluminum dish (g);

WL the weight of an aluminum dish with dried lipid residue (g);

WS the weight of sample (g);

VC the total volume of chloroform in the graduated cylinder (ml); and

VP the volume of chloroform transferred to the aluminum dish (ml).

Ÿ 지방산 조성의 분석을 위해 건조균체에 5% (v/v) 황산-메탄올 용액 3 ml을 첨가한 후

90°C에서 1시간 동안 반응하였음. 지방산 에스테르 반응산물을 0.6 ml 핵산으로 추출한 후

가스크로마토그래피 [GC; Hewlett Packard 6890N equipped with a flame-ionization

detector (FID) and an HP-5 (30 m Í 0.32 mm, 0.25 mm; Agilent Technologies) capillary

column] 법으로 분석하였음. 컬럼의 온도는 150°C (after 2 min of holding)에서 270°C

(with a further 2 min of holding)로 분당 7°C 씩 증가하였음.

Ÿ 상기의 돌연변이 실험을 수행하는 과정에 다중불포화지방산의 함량이 모균주와 비교해 크

게 증가한 변이균주를 확보하였음 (그림). 지질의 지방산 구성성분을 기체크로마토그래피로

분석한 결과, 다중불포화지방산의 함량이 전체 지방산의 80% 이상인 것으로 나타났으며, 특

히 9.4%의 매우 높은 EPA 함량을 보이는 것으로 나타났음.
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다중불포화지방산의 함량이 증진된 변이균주

지방산 함량 (%)

15:0 8.79

16:0 2.66

17:0 5.16

18:0 0.88

20:1 0.39

20:2 0.68

20:4 3.56

20:5 (ω3) 9.38

22:5 (ω6) 21.56

22:6 (ω3) 42.27

22:5 (ω3) 3.76
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제 3 절 EPA 함량 증진 균주의 배양 공정 최적화

1. 배지조성 최적화

(1) Thraustochytrid 미세조류 변이균주의 영양원 요구 특성 분석

Ÿ 선행연구에서 다중불포화지방산 함량이 증진된 변이균주의 다양한 영양원 이용 능력을 조

사하였음. 기본 배지에 다양한 탄소원, 질소원 혹은 비해수염을 첨가하여 배양하여 균체 성

장 및 오일 함량을 조사하였음. 기본 배지로는 탄소원 포도당 20 g/l, 질소원 효모 추출물

10 g/l, 인공해수염 5 g/l, KH2PO4 9 g/l를 함유한 배지를 사용하였음. 단일 콜로니를 기본

배지 15ml을 이용하여 28℃에서 120 rpm으로 3일간 전배양한 후 본 배양시에는 초기 접종

OD(optical density)가 1.5 정도 되게 새로운 배지에 접종하여 28℃에서 120 rpm으로 3일간

배양하였음. 원심분리법으로 회수한 균체를 PBS 버퍼(phosphate buffered saline, pH 7.2)로

3회 세척한 후 동결건조기에서 12시간 건조하여 건조균체중량을 측정하였음.

Ÿ DHA 함유 오일함량은 수정된 Bligh-Dyer법에 의하여 분석되었음. 건조 균체량 125 mg에

클로로포름 6.25ml, 메탄올 12.5ml, 50 mM K2HPO4 버퍼(pH 7.4) 5 ml을 가하여 28℃에서

200rpm으로 1시간 동안 반응한 후 클로로포름 6.25 ml, K2HPO4 버퍼 6.25 ml를 첨가하여

30회 정도 섞어준 후 30분 동안 방치하여 수층과 오일이 함유된 유기용매층으로 분리되도

록 하였음. 미리 무게를 측정해둔 알루미늄 접시로 클로로포름 층을 옮긴 후 90℃에서 30분

동안 건조한 후 오일의 무게를 측정하였음. 전체 오일 함량은 아래와 같이 산출하였음.

총 오일함량 (%, 오일 g/건조균체량 100 g) = (WL-WD) × VC × 100/VP × WS

WL: 알루미늄 접시의 무게, WD: 알루미늄 접시 + 지질의 무게, VC: 클로로포름의 총 부피,

VP: 알루미늄 접시에 옮긴 클로로포름의 부피, WS: 사용한 균체의 무게 (건조중량)

Ÿ 변이균주의 오일 중에 함유된 DHA의 함량은 기체크로마토그래피법으로 측정하였음. 적당

량의 건조된 균체를 5% 메탄올-황산 용액 6ml에 현탁하여 90℃에서 1시간 동안 반응하여

지방산 에스테르를 생성한 다음 헥산 0.2ml로 추출하여 기체크로마토그래피로 분석하였음.

포도당 대신에 탄소원으로 프럭토스(fructose), 갈락토스(galactose), 자일로스(xylose), 락토

즈(lactose), 말토즈(maltose), 수크로스(sucrose), 글리세롤(glycerol), 전분(starch)을 20 g/ℓ



- 58 -

로 첨가한 경우, 아래 표에 나타난 바와 같이, 포도당에 비해 다소 감소하기는 하였지만 여

전히 변이균주의 균체 성장이 가능하였음. 특히 전분(starch)을 제외한 다른 탄소원의 경우

글루코스(glucose)를 탄소원으로 이용하였을 때와 유사한 높은 다중불포화지방산 함량을 보

였음.

변이 균주의 탄소원 영향

탄소원
세포건조중량

(g/l)

지질

(% DCW)

PUFA

(% TFA)

프럭토스 2.50 10 79.19

갈락토스 2.22 9.38 79.86

자일로스 1.68 7.44 80.05

락토즈 1.72 8.48 78.51

말토즈 1.47 8.5 76.69

수크로스 1.7 7.35 77.62

전분 1.58 7.91 72.89

글리세롤 2.13 8.8 53.10

글루코스 2.55 10.62 80.07

Ÿ 효모 추출물 대신에 유기질소원으로 옥수수 침지액(corn steep liquor), 쇠고기 추출물(beef

extract), 맥아추출물(malt extract), 펩톤(peptone), 트립톤(tryptone)을 10 g/l의 농도로 첨가

해준 경우, 아래 표에 나타난 바와 같이, 변이균주는 균체 성장이 가능하였으나 다중불포화

지방산의 함량은 효모 추출물을 사용하였을 때가 가장 높게 나타나는 것을 확인할 수 있었

음. 또한 암모늄 아세테이트(2.3 g/l), 암모늄 나이트레이트(1.2 g/l), 암모늄 설페이트(2.9

g/l), 소듐 나이트레이트(2.6 g/l), 우레아(0.9 g/l)를 첨가하여 다양한 무기 질소염의 영향을

살펴본 결과, 아래 표에 나타난 바와 같이, 소듐 나이트레이트를 제외한 다른 무기 질소염은

다중불포화지방산 생산시 적합하지 않음을 확인할 수 있었음.
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변이균주의 유기질소원 영향

유기질소원
세포건조중량

(g/l)

지질

(% DCW)

PUFA

(% TFA)

옥수수 침지액 2.14 6.86 29.24

쇠고기 추출물 3.19 8.47 35.34

맥아추출물 2.58 6.80 34.54

펩톤 1.68 5.95 49.94

트립톤 2.41 6.19 63.77

효모추출물 2.55 10.62 80.07

변이균주의 무기질소원 영향

무기질소원
세포건조중량

(g/l)

지질

(% DCW)

PUFA

(% TFA)

암모늄 아세테이트 2.13 6.98 47.06

암모늄 나이트레이트 1.12 5.42 44.76

암모늄 설페이트 1.17 5.98 47.06

소듐 나이트레이트 1.23 6.12 66.28

우레아 2.24 7.83 41.58

(2) 유기 질소원 농도의 영향

Ÿ 다중불포화지방산의 함량이 증진된 변이균주의 유기질소원 (yeast extract) 농도에 따른 영

향을 살펴보기 위해 5 L 배양기를 이용하여 실험을 진행하였음. 기본 배지 조성을 glucose

30 g/l, KHPO 10 g/l, sea salt 5 g/l로 하였고 working volume 2.5 l, 접종량은 10%로 하
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였음. 배양 조건은 28℃, 200 rpm, 공기공급량 2 vvm, 초기 pH 6.0으로 하였음. 비타민은 1

ml/L(Thiamine 9.5 mg/l, Vitamine B12 1 mg/l, Biotin 0.02 mg/l)를 첨가하였고. 기본 배지

조성에서 yeast extract 농도를 1, 4, 7, 10 g/l로 조건을 달리하여 실험을 진행하였음. 배양

시작 후12h 간격으로 샘플을 취하여 DCW (Dry cell weigt), TFA (Total fatty acid), 지방

산 (EPA, DHA등)을 분석하였음.

Ÿ Yeast extract 농도에 따른 영향 (배양 60시간째)을 아래 그림에 나타낸 바와 같이 yeast

extract 7 g/l 농도에서 TFA 생산량 1.68 g/l로 가장 높게 나타났음. 아래 표에 나타낸 바와

같이 유기질소원 농도가 낮을수록 EPA 함량이 낮아졌으며, EPA 생산량은 yeast extract

10g/l에서 가장 높은 0.13g/l로 TFA에 약 9.3%를 나타냈음. 추후 실험의 yeast extract 농도

는 10g/l로 하였음.

유기 질소원 농도의 영향
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유기 질소원 농도에 따른 지방산 조성 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(%

TFA)

1 g/l 16.29 0.62 37.54 - 1.11 1.10 5.02 10.15 0.88 25.18

4 g/l 13.50 1.05 34.16 - 0.93 1.49 5.82 12.44 1.01 27.83

7 g/l 7.29 0.94 28.66 - 0.97 2.15 8.82 15.24 1.30 32.97

10 g/l 5.18 1.07 26.27 - 0.70 2.31 9.30 17.36 1.45 34.70

(3) 비타민 농도의 영향

Ÿ 다중불포화지방산의 함량이 증진된 변이균주의 비타민 농도에 따른 영향을 살펴보기 위해

5L 배양기를 이용하여 실험을 진행하였음. 기본 배지 조성을 glucose 30 g/l, KHPO 10

g/l, sea salt 5 g/l로 하였고 working volume 2.5 l, 접종량은 10%로 하였음. 배양 조건은

28℃, 200 rpm, 공기공급량 2.0 vvm, 초기 pH 6.0으로 하였음. 비타민 농도의 영향을 알아

보기 위해 비타민을 각각 0.1 ml/l(Thiamine 0.95 mg/l, Vitamine B12 0.1 mg/l, Biotin 0.02

mg/l), 0.5 ml/l(Thiamine 4.75 mg/l, Vitamine B12 0.5 mg/l, Biotin 0.1 mg/l), 1

ml/l(Thiamine 9.5 mg/l, Vitamine B12 1 mg/l, Biotin 0.02 mg/l)를 첨가하였음. 배양 시작

후 12h 간격으로 샘플을 취하여 DCW(Dry cell weigt), TFA (Total fatty acid), 지방산

(EPA, DHA등)을 분석하였음.

Ÿ 그 결과, 아래 그림에 나타낸 바와 같이 비타민을 첨가하지 않았을 때 배양 마지막 까지 약

5 g/l의 glucose만을 소모하는 반면, 비타민을 농도별 (0.1, 0.5, 1.0 ml/l)로 첨가한 실험군

에서는 첨가된 glucose를 급격히 소비하였음. 아래 표에서와 같이 비타민의 농도가 높을수

록 EPA 함량이 높아지는 것을 확인 하였으나, 최종적으로 EPA생산성을 확인했을 때 비타
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민을 첨가한 실험군에서 모두 0.16g/L의 EPA생산량으로 비슷하게 나타났음. 변이균주의 배

양에 효과적인 비타민 농도는 0.1 ml/l(Thiamine0.95 mg/l, Vitamine B12 0.1 mg/l, Biotin

0.02 mg/l)임을 확인 하였고, 추후 실험의 비타민 농도는 0.1 ml/l로 하였음.

비타민 농도에 따른 지방산 조성 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(%

TFA)

Vitamin
X

- 9.86 5.31 - 2.39 2.59 8.06 20.15 2.09 44.44

Vitamin
0.1 4.63 0.79 25.65 - 0.60 2.21 9.23 16.94 1.76 37.33

Vitamin
0.5 4.55 0.76 24.68 - 0.57 2.22 9.97 16.89 1.60 38.01

Vitamin
1 2.65 0.83 22.04 - 0.64 2.46 10.69 18.33 1.86 39.54
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비타민 농도의 영향
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2. 배양 공정 변수 최적화

(1) Aeration의 영향

Ÿ 다중불포화지방산의 함량이 증진된 변이균주의 aeration의 영향을 살펴보기 위해 5L 배양기

를 이용하여 실험을 진행하였음. 기본 배지 조성을 glucose 30 g/l, KHPO 10 g/l, sea

salt 5 g/l로 하였고 working volume 2.5 l, 접종량은 10%로 하였음. 배양 조건은 28℃, 200

rpm, 공기공급량 2.0 vvm, 초기 pH 6.0으로 하였으며. 비타민 농도는 0.1 ml/l(Thiamine

0.95 mg/l, Vitamine B12 0.1 mg/l, Biotin 0.02 mg/l)를 첨가하였음. aeration의 영향을 확인

하기 위해 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 vvm으로 조건을 달리하여 실험을 진행하였음. 배양 시작 후

12h 간격으로 샘플을 취하여 DCW(Dry cell weigt), TFA (Total fatty acid), 지방산 (EPA,

DHA등)을 분석하였음.

Ÿ 그 결과, 아래 그림에 나타낸 바와 같이 2.0 vvm 조건에서 DCW 11.9g/l, TFA 1.69g/l,

EPA 0.17 g/l로 가장 높은 생산량을 나타냈음. 또한 aeratioin이 높을수록 전체지방산중

EPA 함량이 높았으며, dlc균주의 배양에서 적합한 aeration량은 2.0 vvm으로 나타났음.

Aeration의 영향
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미세조류 오일의 지방산 함량 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(%

TFA)

0.5
vvm 1.43 1.43 21.70 - 1.95 1.11 6.70 20.08 3.79 41.62

1.0
vvm

0.90 0.95 16.44 - 0.89 1.62 10.00 20.94 3.81 44.84

1.5
vvm 0.91 1.02 18.41 - 0.40 1.78 10.16 20.64 3.52 43.08

2.0
vvm 6.67 0.50 26.75 - 1.37 2.35 10.35 15.90 1.33 34.63

(2) 교반속도의 영향

Ÿ 다중불포화지방산의 함량이 증진된 변이균주의 교반속도의 영향을 살펴보기 위해 5L 배양

기를 이용하여 실험을 진행하였음. 기본 배지 조성을 glucose 30 g/l, KHPO 10 g/l, sea

salt 5 g/l로 하였고 working volume 2.5 l, 접종량은 10%로 하였음. 배양 조건은 28℃, 200

rpm, 공기공급량 2.0 vvm, 초기 pH 6.0으로 하였으며. 비타민 농도는 0.1 ml/l(Thiamine

0.95 mg/l, Vitamine B12 0.1 mg/l, Biotin 0.02 mg/l)를 첨가하였음. 교반속도의 영향을 확

인하기 위해 100, 200, 300, 400, 500rpm으로 조건을 달리하여 실험을 진행하였음. 배양 시

작 후 12h 간격으로 샘플을 취하여 DCW(Dry cell weigt), TFA (Total fatty acid), 지방산

(EPA, DHA등)을 분석하였음.

Ÿ 그 결과, 아래 그림에 나타낸 바와 같이 300 rpm 조건에서 EPA 0.21g/l (10.4%)로 가장 높

은 생산량을 나타냈음. 또한, 아래 표에 나타낸 바와 같이 300 pm 조건에서 배양 36시간째

지질함량이 30.1%를 나타냈음. 300 rpm에서 높은 EPA 생산량 및 지질 함량을 나타냈음.
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미세조류 오일의 지방산 함량 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(%

TFA)

100rpm 0.75 1.35 15.26 - - 3.45 11.32 21.28 3.21 42.51

200rpm 2.32 1.30 22.55 - 0.69 2.45 10.10 18.25 2.69 39.15

300rpm 6.67 0.50 28.75 - 1.37 2.35 10.30 15.90 1.33 34.63

400rpm 3.74 0.38 22.15 - 0.62 3.07 10.98 15.57 1.45 37.72

500rpm 2.62 0.38 18.54 - 0.81 3.56 11.98 17.11 1.90 38.70
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300rpm

Time(h) DCW
(g/L)

Lipid
(%

Biomass)

TFA
(g/l)

EPA
(% TFA)

DHA
(% TFA)

24h 7.17 21.63 1.55 3.56 45.41

36h 10.45 30.09 3.04 4.39 32.86

48h 11.31 22.46 2.54 8.01 33.32

60h 10.37 19.39 2.01 10.13 34.63

교반속도의 영향

(3) 해조류 우뭇가사리를 이용한 Thraustochytrid 미세조류의 배양

Ÿ 우뭇가사리는 산전처리, 효소 전처리를 통해 galactose와 glucose를 얻을 수 있음. 산전처리

는 100 g의 우뭇가사리에 H2SO4를 첨가하여 autoclave를 이용하여 128℃에서 35분 동안 열

처리를 하였음. 8000 rpm에서 30분간 원심분리 하여 찌꺼기를 제거한 다음 CaCO3를 첨가

하여 pH 5.5로 중화하고 0.2 μm filter로 여과하여 사용하였음. 산전처리를 이용하여 우뭇가

사리에 주요 당 선분인 agar를 가수분해 할 수는 있지만 cellulose는 거의 분해되지 않는 것

으로 나타남. 따라서 추가적으로 우뭇가사리에 존재하는 cellulose를 가수분해하기 위해

Celluase (CTec2)를 첨가하고 37 ℃에서 200 rpm으로 6시간 가수분해 후 8000 rpm에서 30

분간 원심분리 하여 찌꺼기를 제거하고 0.2 μm filter로 여과하여 사용하였음. 최종적으로

100 g의 우뭇가사리로부터 galactose 26.57 g/L, glucose 24.68 g/L를 얻었으며, 대부분이 단

당류로 효과적으로 전환되어 미세조류 배양을 위한 탄소원으로 이용하였음.
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Celluase (CTec2)

Time (h)
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우뭇가사리 산/효소 가수분해

Ÿ 우선 우뭇가사리 산 가수분해액을 이용하여 유기영양 미세조류의 배양이 가능한 지 확인하

기 위해 yeast extract 10 g/L, KH2PO4 9g/L, sea salt 5g/L를 기본배지로 하고 탄소원을

galactose와 우뭇가사리 산 가수분해물을 이용해서 Thraustochytrid 미세조류를 배양하였음.

배양 결과, galactose 배지에서는 36시간 만에 모든 galactose를 소모하면서 잘 자라는 반면

우뭇가사리 산 전처리 배지에서는 cell growth의 증가가 없었으며 galactose 소모량도 거의

없는 것으로 나타났음. 이는 산 가수분해 과정에서 생성되는 HMF의 독성에 의한 것으로

사료되며, 실제 우뭇가사리의 산 가수분해물 중에는 HMF가 7.6 g/L로 매우 높은 농도로

존재하는 것으로 확인되었음. 따라서 우뭇가사리 산 전처리액을 이용하여 KRS를 배양하기

위해서는 HMF의 제거 공정이 필요한 것으로 나타났음.
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Galactose를 이용한 Thraustochytrid 미세조류의 배양(a)과 우뭇가사리 산 가수분해물의

독성(b)
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Ÿ 우뭇가사리 산가수분해 과정에서 생성된 HMF를 제거하기 위해 활성탄을 가수 분해액에

4%, 8%, 12%, 16%의 농도로 첨가한 후 37℃에서 200 rpm으로 24 시간동안 처리하였음. 그

결과, 활성탄 처리 농도 12% 이상에서 95% 이상의 HMF가 제거되는 것으로 나타났음.
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활성탄 처리에 의한 우뭇가사리 가수분해액 중의 HMF 제거

Ÿ 활성탄을 처리한 우뭇가사리 산가수분해액을 이용하여 Thraustochytrid 미세조류를 배양한

결과, 4%의 활성탄을 처리한 경우에는 미세조류가 성장하지 못하였지만, 8% 활성탄을 처리

한 경우는 배양 30 시간째 부터 균체 증식이 증가하면서 54시간째에 galactose를 완전히 소

비하였고, 12%와 16% 활성탄을 처리한 경우는 배양 초기부터 활발한 균체 증식이 발생하

는 것으로 나타났음.
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Ÿ 마찬가지로 우뭇가사리 산-효소 가수분해액을 활성탄으로 처리한 후 Thraustochytrid 미

세조류를 배양한 결과, 산 가수분해액과 유사하게 8%의 활성탄을 처리한 경우에 균체 증식

이 가능한 것으로 나타났음. 탄소원의 함량이 높아지면서 산 가수분해물로 배양했을 때 보

다 약 30% 정도 높게 균체 증식을 보였으며, glucose와 galactose를 동시에 이용하는 것으

로 확인되었음. 우뭇가사리 산, 산-효소 가수분해액을 이용해 생성된 오메가-3 지방산 오일

의 함량은 최대 건조균체량의 10%인 것으로 나타났음.
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우뭇가사리 산, 산-효소 가수분해물을 이용한 Thraustochytrid 미세조류의 배양과

오메가-3 지방산 오일의 생산

Carbon

source

Charcoal

(%)

DCW

(g/L)

Lipid (%

Biomass

)

TFA

(g/l)

DHA

(%TFA)

DH

A

(g/l)

productivit

y

(mg/L/h)

galactose - 17.8 8.52 1.52 41.99 0.64 17.69

Acid

hydrolysa

te

4 2.5 5.97 0.15 41.35 0.06 1.16

8 19.5 8.54 1.67 40.30 0.67 12.45

12 19.7 8.02 1.58 42.72 0.68 16.09

16 19.9 8.25 1.65 46.25 0.76 18.13

Acid and

enzyme

hydrolysa

te

4 5.5 8.53 0.48 41.64 0.20 3.31

8 27.3 10.21 2.80 44.50 1.24 20.73

12 28.3 8.55 2.43 50.21 1.22 29.01

16 27.4 8.20 2.25 52.41 1.18 28.12
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3. 스케일업 (500L 배양기)

(1) 50, 500리터 배양기 이용한 변이균주의 EPA생산

Ÿ 50리터와 500리터의 배양기를 이용하여 변이균주의 스케일업 배양 실험을 수행하였음. 기본

배지 조성을 glucose 30 g/l, KHPO 10 g/l, sea salt 5 g/l로 하였고 working volume 2.5

l, 접종량은 10%로 하였음. 배양 조건은 28℃, 200 rpm, 공기공급량 1.0 vvm, 초기 pH 6.0

으로 하였으며. 비타민 농도는 0.1 ml/l(Thiamine 0.9 5mg/l, Vitamine B12 0.1 mg/l, Biotin

0.02mg/l)를 첨가하였음. 배양온도는 28, pH를 6.5로 유지하고, 10 % 균체를 접종하여 100

rpm, 2.0 vvm으로 유지하였음. 생성된 오메가-3 지방산 오일은 미세조류 균체로부터

Bligh-Dyer 방법으로 추출하여 분석하였음 (125 mg의 건조균체에 클로로포름 6.25 ml, 메

탄올 12.5 ml과 50 mM K2HPO4 buffer 용액 (pH 7.4)를 5 ml 첨가하여 28°C에서 200 rpm

으로 1시간 동안 교반한 후, 클로로포름과 phosphate 버퍼를 각각 6.25 ml 첨가하여 약 30

번 정도 섞어 준 다음 정치하였음. 분리된 하부의 유기용매 층 (약 12.5 ml)을 회수하여

80°C dry oven에서 약 30분 정도 건조한 후 오일의 무게를 측정).

Ÿ 50리터 배양기를 이용한 변이균주의 배양에서 43시간째 최대 약 9.41 g/L의 건조균체량이

얻어졌으며, 이때 전체 지방산 중 EPA함량은 약 15%로 0.16 g/l의 EPA생산량을 나타냈음.

지방산 함량 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(% TFA)
0.96 0.38 17.17 - 0.54 3.26 15.02 19.75 2.26 39.42
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50리터 배양기를 이용한 변이균주 배양

Ÿ 500리터 배양기를 이용한 변이균주의 배양에서 54시간째 최대 약 9.64 g/L의 건조균체량

이 얻어졌으며, 이때 전체 지방산 중 EPA함량은 약 17.16%로 0.21 g/l의 EPA생산량을 나

타냈음.
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지방산 함량 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(% TFA)
0.78 0.34 15.76 - 0.80 4.21 17.16 21.07 2.11 37.30

500리터 배양기를 이용한 변이균주 배양
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지방산 함량 분석

C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FA

(% TFA)
0.78 0.34 15.76 - 0.80 4.21 17.16 21.07 2.11 37.30

제 4 절 EPA 오일 추출 및 농축 공정 개발

1. EPA 오일 추출 및 농축 공정

(1) Direct methylation

Ÿ EPA 오일의 농축을 위해서는 건조 균체에서 오일 추출후 methylation 과정이 필요한데 이

와같은 2단계 공정을 간소화를 위해 건조 균체에서 바로 FAME로 전환시키는 direct

methylation 공정을 확립하였음.

Ÿ 500리터 배양에서 얻어진 건조균체 20g에 용매(메탄올:황산 (v/v) = 96:4) 250ml를 첨가하여

80℃에서 450rpm으로 8시간 교반하였음. 반응이 끝난 반응액에 100ml의 증류수와 50ml의

핵산을 첨가한 후 상층부의 핵산층을 분리하였음. 분리한 핵산층을 60℃ 드라이 오븐에 건

조하였음.

Ÿ 그 결과, direct methylation방법으로 20g의 건조 균체로부터 1.89g의 오일을 얻어 63%의

회수율을 나타냈음. 지방산 조성은 아래표에 나타냈음.

(2) 요소부가법을 이용한 EPA 농축

Ÿ Direct methylation방법으로 얻어진 지방산을 요소를 이용하여 EPA 농축실험을 진행하였음.
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추출한 FAME을 50 ml bottle에 0.5 g씩 분주한 후 요소를 FAME에 대한 2, 4, 6, 8 (w/w)

비율별로 각각 1, 2, 3, 4 g 첨가하였음. 메탄올을 메탄올 : urea = 1 : 5 (v/w)로 각각 5,

10, 15, 20 ml 첨가하고 60 ~ 65℃에서 200 rpm 교반속도로 투명하게 될 때까지 교반 후 각

각 4℃와 20℃의 온도에서 overnight으로 cooling 하였음. 앞의 반응이 끝나면 요소가 다시

석출되는데 요소를 제외한 상등층을 분리한 후 증류수 10 ml과 첨가 5 ml을 첨가하여 약 2

분간 교반 후 13000 rpm으로 10분간 원심분리 하였음. 상등부의 hexane 층을 추출한 후 G.

C를 이용하여 오일의 지방산 함량을 분석하였음.

Ÿ 그 결과, 변이균주 FAME의 경우 지질 : 요소 (w/ w) = 1 : 2와 cooling 온도 20℃에서

EPA 함량이 35%로 가장 높음을 확인하였음. 표의 EPA(C 20:5 ω-3)를 보면, 요소의 양이

많아질수록 탄소사슬의 개수가 낮은 지방산들과 붙을 확률이 높아지기 때문에 DHA 함량은

높아지고 EPA 함량은 낮아졌음. cooling 온도의 경우, 온도가 높아질수록 요소가 석출되는

시간이 오래 걸리기 때문에 지방산들과 반응할 확률이 낮아지는 것으로 예상됨.

요소부가법 지방산 함량 분석

FA (% TFA) C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:4
C20:5

(ω-3)

C22:5

(ω-6)

C22:5

(ω-3)

C22:6

(ω-3)

FAME : 요소 0.48 0.18 15.54 - 0.91 3.28 14.24 23.67 4.16 35.90

Non

urea

fracti

on

4

˚C

1 : 2 - - - - - 4.58 29.85 20.75 - 44.81

1 : 4 - - - - 0.49 4.62 25.70 19.63 1.76 46.70

1 : 6 - - - - 0.37 4.15 21.05 23.99 2.59 47.72

1 : 8 0.39 4.47 22.21 23.98 1.76 46.43

20

˚C

1 : 2 - - 3.74 - - 4.41 35.41 13.72 - 38.07

1 : 4 - - 2.20 - - 4.67 31.28 14.23 0.91 43.12

1 : 6 - - 3.09 - - 4.72 22.09 25.55 0.97 42.18

1 : 8 - - 4.34 - - 4.83 20.48 25.12 1.25 42.75
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제 6 절 EPA 오일의 효능 테스트

1. 미세조류 다중불포화 지방산 오일(미세조류 오일)의 체중 감량 효과 평가

Ÿ 일정기간의 고지방식이에 의해 자동적으로 비만/당뇨가 유발되는 C57BL/6 mice를 1주일 동

안 고형식이(AIN-93 diet)를 급여하여 환경에 적응시킨 후 난괴법(randomized block

design)에 의해 4군(NDC; normal diet control, HDC; high fat diet control, positive

control(ex. fish oil), 미세조류오일 투여군) 으로 나눈 후 실험기간동안 실험군은 60% fat

AIN-93 diet 고지방식이를 공급하고 물과 식이는 자유로이 섭취하도록 하여 실험을 수행하

였음.

(1) 실험방법

실험동물의 비만 유발 및 시료투여, 체중 증가량 조사

Ÿ 실험동물의 그룹을 설정하고, 4주 동안 고지방식이를 함으로써 비만을 유발시킴.

Ÿ 비만 유발을 확인한 후, 미세조류 오일 등의 시료를 각각의 동물에 경구 투여함.

Ÿ 실험에 사용된 동물은 생후 5주된 수컷 C57BL/6 생쥐로서, 4주간의 고지방식이에 의해 비

만을 유발시킨 후 실험에 사용함.

Ÿ 실험디자인 설정: 총 6군으로 나눔.

Ÿ 비만유도 후 정상식이로 전환, 9주간 각 시료 투여 (5g/kg씩, 2일에 1회), 체중은 1주일에

한번씩 기록함.

(2) 실험결과
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Ÿ 4주간 고지방식이 섭취 후 비만이 유도된 C57BL/6N mice에 9주간 정상식이를 하면서 각

시료를 투여했을 때 (5g/kg씩, 2일에 1회), 대조군 (PBS투여)에 비해 미세조류 다중불포화

지방산 오일을 투여한 실험군에서 2주째부터 유의성 있게 체중이 감소하는 것으로 나타남

(ND군에 비해 10% 정도 감소).

ND (Non HF) : 실험기간내에 high fat diet를 하지 않고 정상식이만 한 군, ND : 고지방식이 후 정상

식이를 하면서 PBS를 투여한 군, CO : 고지방식이 후 정상식이를 하면서 corn oil을 투여한 군, OM :

고지방식이 후 정상식이를 하면서 commercial fish 추출 omega-3 fish oil을 투여한 군, BT : 고지방

식이 후 정상식이를 하면서 beef tallow를 투여한 군, MO : 고지방식이 후 정상식이를 하면서 미세조류

다중불포화 지방산 오일을 투여한 군

Ÿ 시험군중에서 미세조류 오일 (MO)과 Fish oil (OM)의 체중감소 효과가 다른 시험군에 비

해 두드러지는 것으로 나타났는데, 두 군을 비교해 보면 투여기간이 증가할수록 fish oil 보

다는 미세조류 오일(MO)의 체중 감소 효과가 더 우수한 것으로 나타남.



- 79 -

2. 미세조류 다중불포화 지방산 오일(미세조류 오일)의 혈중 지질 개선 효과

(1) 실험방법

혈중 지질 개선 효과 평가

Ÿ 투여 종료 후 각 실험동물로 부터 혈액 채취

Ÿ 혈중 지질 농도 측정

Ÿ 혈액으로 부터 혈청 (serum) 분리

Ÿ 혈액분석기를 이용하여 중성지방 (TG), 총콜레스테롤 (TC), HDL 콜레스테롤 (HDLC),

LDL 콜레스테롤 (LDLC) 함량 측정

간조직에서 지방 축적 억제 효과 평가

Ÿ 투여 종료 후 각 실험동물로 부터 간 조직 채취

Ÿ 조직 표본 제작

Ÿ Oil Red O 염색

Ÿ 채취한 간조직의 동결 (-80℃)

Ÿ 동결시료 절단 (6 μm 두께)

Ÿ 5% Oil Red O working solution 으로

Ÿ 염색

Ÿ Hematoxylin으로 대조염색

Ÿ 현미경하에서 지질함유 세포 측정

(2) 실험결과

Ÿ HDL-Cholesterol (HDLC) : 전 시험군의 혈액에서 대조군 (Non HD 또는 ND)에 비해

유의적으로 HDL-C의 농도 변화가 없는 것으로 나타남.
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Ÿ LDL-Cholesterol (HDL-C) : 전 시험군의 혈액에서 대조군 (Non HD 또는 ND)에 비해

유의적으로 LDL- C의 농도 변화는 없는 것으로 보이나, MO 의 경우 ~10% 정도의

LDL-Cholesterol 감소효과를 나타냄.

Ÿ Total-Cholesterol (T-C) : 전 시험군의 혈액에서 대조군 (Non HD 또는 ND)에 비해 유의

적으로 T-C의 농도 변화는 없는 것으로 보이나, MO 의 경우 ~10% 정도의 Total

Cholesterol 농도의 감소효과를 나타냄.
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Ÿ Triglyceride (TG) : 전 시험군의 혈액에서 대조군 (Non HD 또는 ND)에 비해 유의적으로

TG의 농도 변화가 없는 것으로 나타남.
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3. 미세조류 다중불포화 지방산 오일(미세조류 오일)의 간 조직내 지방 축적

억제 효과

(1) 실험방법

간조직에서 지방 축적 억제 효과 평가

Ÿ 투여 종료 후 각 실험동물로 부터 간 조직 채취

Ÿ 조직 표본 제작

Ÿ Oil Red O 염색

Ÿ 채취한 간조직의 동결 (-80℃)

Ÿ 동결시료 절단 (6 μm 두께)
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Ÿ 5% Oil Red O working solution 으로 염색

Ÿ Hematoxylin으로 대조염색

Ÿ 현미경하에서 지질함유 세포 측정

(2) 실험결과

Ÿ 비만 비유도군 ( Non HD ) : 간 조직내에서 지질이 축적된 세포가 거의 발견되지 않음.

Ÿ 비만 유도 + 시료 비투여군 ( ND ) : 간 조직내에서 지방구 생성 정도로 보아 지질 축적

이 심한 것으로 나타남.
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Ÿ 비만 유도 + 미세조류 오일 투여군 ( MO ) : 간 조직 내에서 지질 축적 정도가 약한 것으

로 나타남.

Ÿ 비만 유도 + corn oil 투여군 ( CO ) : 간 조직 내에서 지방구 생성 정도로 보아 지질 축

적이 다소 심한 것으로 나타남

Ÿ 비만 유도 + beef tallow (우지) 투여군 ( BT ) : 간 조직 내에서 약간의 지질 축적이 관찰

됨.
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Ÿ 비만 유도 + fish oil 투여군 ( OM ) : 간 조직 내에서 약간의 지질 축적이 관찰됨.
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4. 결론

Ÿ 비만 고지방 식이 후 비만이 유도된 C57BL/6N mouse에 미세조류 오일 (MO)을 5g/kg

body weight의 용량으로 2일에 1회, 9주간 투여했을 때 대조군 (ND군)에 비해 2주째부터

체중이 유의성 있게 감소하기 시작하여 실험 종료시까지 체중감소 효과가 유지됨.

Ÿ 비만 투여기간 동안 미세조류 오일 투여군(MO군)의 체중은 대조군(ND군)에 비해 10% 가

량 감소되는 결과를 보임.

Ÿ 비만 미세조류 오일(MO)과 fish oil 투여군(OM;FO군)의 경우 체중 감소 효과가 둘 다 있

었으나, 투여기간이 경과될 수록 (6주 이후 부터) 미세조류 오일(MO)에 의한 체중 감소 효

과가 보다 뛰어난 결과를 보여 나타나 장기간 투여시 체중 감소 효과는 미세조류 오일

(MO)이 더 우수한 것으로 판단됨.

Ÿ 비만 그 밖에 beef tallow(BT)나 corn oil(CO) 투여군에서도 대조군(ND)에 비해 체중 감소

경향을 보였으나 뚜렷한 유의성은 나타나지 않음.
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Ÿ 비만 체중 감소 효과와는 달리, 실험동물의 혈액을 분석한 결과 미세조류 오일(MO)에 의

한 혈중 지질 개선효과는 나타나지 않음. 다른 시료들에 의해서도 혈청 내 HDL-C,

LDL-C, T-C, TG의 농도에 있어 유의적인 변화는 없는 것으로 보이나, MO 의 경우 ~10% 정도

의 LDL-C 및 Total Cholesterol 농도의 감소효과를 나타냄.

Ÿ 비만 실험동물의 간 조직내 지질 축적을 억제하는 효과는 미세조류 오일 투여군(MO군)에

서 가장 뚜렷한 것으로 나타남. 그 밖에 fish oil 투여군 (OM군) 및 beef talilow 투여군

(BT군)에서도 간 조직내 지질 축적이 대조군(ND군)에 비해 감소된 것으로 나타남.

Ÿ 비만 체중감소 효과 및 간 조직내의 지질 축적 억제 효과 면에서 실험동물에 투여된 시료

중에서 미세조류 오일(MO)에 의한 효과가 가장 우수한 것으로 나타나 미세조류 오일(MO)

이 비만이 유도된 실험동물에 대한 항비만 효과가 있는 것으로 판단됨.

Ÿ 비만 추후 지질 대사 측면에서 혈중 지질 농도에 대한 영향이 없는 것으로 나타난 부분 및

기타 비만과 관련된 지표에 대한 영향을 평가하여 종합적인 측면에서 미세조류 오일의 항

비만 효과를 입증해야 할 것으로 사료됨.
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제 7 절 사업성 분석

1. 시장분석

Ÿ 고순도, 고농축 오메가-3 지방산은 고지혈증 치료제로 시판되고 있음.

오메가-3 다중불포화지방산 (DHA, EPA)의 심혈관 질환 효능

Ÿ 전세계 오메가-3 지방산 의약 시장 규모는 약 $2.5B 수준이며, DHA와 EPA의 혼합 형태

인 프로노바사의 오마코가 세계 시장을 주도하고 있으며, 일본 모찌다사의 에파델, 미국

아마린사의 바스세파 제품이 판매되고 있음.

제품명 업체명 성분 매출

오마코 프로노바 EPA + DHA 1.8조원

에파델 모찌다 EPA 5,000억원

바스세파 아마린 EPA 1,000억원
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오메가-3 다중불포화지방산 (DHA, EPA) 고지혈증 제품

Ÿ 국내에서도 프로노바사의 오마코 제품이 수입, 판매되고 있으며, 2007년 71.7억에서 2014년

400억원으로 시장규모가 급성장하고 있음. 오마코의 특허가 만료된 이후 대부분의 제약기

업들이 제네릭 제품을 개발, 출시하고 있는 상황임.

국내 고지혈증 시장 현황 (2007년 기준)

국내 오메가-3 고지혈증 시장 현황 (2015년 상반기)
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Omega-3-Acid Ethyl Ester 90 1000mg (EPA

EE 460mg, DHA EE 380mg, 알파-토코페롤

4mg

2. 기술분석

Ÿ 현재 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 원료는 전량 fish oil로부터 추출, 농축 및

고순도 정제한 DHA와 EPA를 사용하고 있음.

기존 물고기 기름에 함유된 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 산업 공정

Ÿ 최근 해양 환경오염이 심각해짐에 따라 어류에 PCBs (Polychlorinated Biphenyls)나

Dioxin과 같은 독성 화학물질의 축적이 증가하고 있어, 어류 유지 사용에 대한 우려와 규

제가 점차로 증가하고 있는 상황임. PCB는 절연유로 활용되다가 강한 독성과 잔류성으로

인해 1970년대에 사용이 금지된 화학물질이며, Dioxin은 여러 개의 염소가 붙어있는 방향
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족 화합물로 환경 잔류성이 매우 강한 생식계, 면역계, 호르몬 조절 기능 장애를 유발하는

발암물질임 (일일 허용 섭취량 미국기준 1 pg/kg body 이하). 또한 2011년 일본의 후쿠시

마 원자력발전소 폭발 사고로 인해 실제적으로 수산물 소비가 위축되고 관련 산업이 축소

되고 있어 종속영양 유지성 미세조류에 의해 안전하게 생산되는 오메가-3 제품의 필요성

이 더욱 강조될 것으로 예상됨. 따라서 기존의 어유 추출공정을 대체하기 위한 새로운 고

순도의 DHA와 EPA 오일을 안정적으로 생산할 수 있는 기술개발에 대한 관심이 고조되고

있는데, 그 대표적인 방법이 DHA와 EPA 오일을 함유하는 유지성 미생물을 이용한 발효

공정이며, 향후 개발 기술은 막대한 상업적 가치를 지닐 것으로 판단됨.

Ÿ 유지성 미생물 중 Thraustochytrid 계열 미세조류는 바이오매스의 30% 이상의 오일을 생

산하여 균체 내에 축적하며, 다중불포화지방산, 카로티노이드, 스쿠알렌 등 다양한 고기능

성분들이 함유되어 있어 어류 대체의 차세대 바이오오일 공급원로서 매우 유망함.
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Marine microorganisms
DHA Crypthecodinium cohnii

Schizochytrium sp.
Tharustochytrium sp.

EPA Nitschia laeva
Shewanella baltica

Marine microorganisms
DHA Crypthecodinium cohnii

Schizochytrium sp.
Tharustochytrium sp.

EPA Nitschia laeva
Shewanella baltica

Schizochytrium

Crypthecodinium

Nitschia

Shewanella

Schizochytrium속해양미생물의생활환

Ÿ Thraustochytrid 미세조류의 오메가-3 다중불포화지방산을 이용한 건강기능성 및 식품첨가

제품은 이미 상용화가 이루어지고 있는 상황임. Thraustochytrid 미세조류의 오메가-3 다

중불포화지방산은 생산량의 점유율 면에서는 전체 오메가-3 지방산 시장의 3%에 불과하

지만, 매출액 면에서는 약 27%를 차지하고 있고, Thraustochytrid 미세조류의 오메가-3 다

중불포화지방산이 물고기기름에 비해 매우 고가 제품으로 상용화가 이루어지고 있음을 시

사하며, 향후 시장 규모가 더욱 확대될 것으로 기대됨. 대표적으로 미국 마르텍사, 론자사

등이 Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산의 활용을 선도하고 있으며, 국

내 다수의 기업체들이 이들로부터 원료오일을 수입하여 건강기능성의 제품을 제조, 판매중

임. 또한 국내 기업으로는 유일하게 대상이 Thraustochytrid 미세조류를 이용한 오메가-3

다중불포화지방산 생산 기술을 확립하였음.

오메가-3 지방산의 시장 분석
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Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 지방산의 상용화 (미국 마르텍사)

Ÿ 아직까지, Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산의 고지혈증 의약원료로

상용화는 이루어지지 않고 상황임. 이를 위해서는 고지혈증 의약원료 주요 약효 성분인

EPA의 함량을 높이는 기술의 개발이 필요함. 따라서 본 연구에서 얻어진 결과는

Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산 생산 기술은 고지혈증 의약원료 제

품 개발에 활용될 수 있음.

Ÿ 본 과제를 통해 개발한 균주를 이용한 발효의 오일 생산 능력은 현재 상용화가 진행 중인

기술들과 비슷한 수준이며, 특히 경제성 확보를 위해 중요한 생산성 면에서는 상대적으로

가장 우수한 것으로 판단됨
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3. 사업화 계획

Ÿ Fish oil를 활용한 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 사업과 달리

Thraustochytrid 미세조류 기반은 발효 공정을 통해 오메가-3 다중불포화지방산의 생산,

확보가 가능하기 때문에 기존의 발효설비를 구비한 제약기업이 단독으로 사업화가 가능함.

Ÿ 참여기업을 비롯한 기술 수요 기업체 (종근당, 대상 등)와 협의를 통해 개발기술의 이전을

추진할 예정임.

Ÿ 향후 기술개량, 공정개발, 효능검증 및 제품개발을 추진할 예정임. 개발 기술을 활용한 예

상 제품은 EPA 등 오메가-3 다중불포화지방산을 50-70% 농도로 함유E하는 오일이며, 판

매처는 오메가-3 다중불포화지방산의 고순도 정제 기술을 보유한 기업체임 (예: 바스프

등).

Ÿ 사업화 계획은 아래와 같으며, 참여기업은 우선적으로 발효설비를 확보할 예정임.
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구 분

사 업 화 년 도

(2016 년)

과제종료후

1년

(2017 년)

과제종료후

2년

(2018 년)

과제종료후

3년

(2019 년)

과제종료후

4년

(2020 년)

과제종료후

5년

사 업 화 품 목 - -
미세조류

오일

미세조류

오일

미세조류

오일

투

자

계

획

인 건 비(억원) - - 1 3 5

재료비 및 설비투자비(억

원)
- - 3 5 10

경상운영비(억원) - - 1 2 5

계(억원) - - 5 10 20

생 산 계 획 1톤 3톤 5톤

판매계획

(단위:억원)

내 수 1 10 30

수 출 - 10 20

계 1 20 50

참여기업 발효시설 (확보예정)
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야의 기여도

제 1 절 연차별 연구 목표 달성도

구분 연도 연구개발목표 수행연구결과 달성도

1차년도 2012

EPA 오일 생산

대사공학 유기영양

미세조류 균주 개발

Ÿ EPA 오일 생합성 대사 유전자/효소

기능연구

Ÿ 대사공학을 통한 EPA 오일 생합성

미세조류 균주 개발

Ÿ 전통육종 기법을 이용한 유기영양 미

세조류의 개량

100%

2차년도 2013

대사공학 유기영양

미세조류 EPA 오일

생산 공정 최적화

Ÿ 대사공학을 통한 EPA 오일 생산균주

개량 (EPA 함량 25% 이상)

Ÿ EPA 오일 생산 공정 연구 (5-500리

터 배양기, 오일 함량 30% 이상)

100%

3차년도 2014

대사공학 유기영양

미세조류 EPA 오일

추출 공정 및 효능,

안전성 검증

Ÿ EPA 오일 추출, 정제 공정 개발

Ÿ EPA 오일 효능, 안전성 검증 (마우스

식이 독성, 간/혈중 중성 지질 함량):

Ÿ 미세조류 오일의 안전성 자료 수집,

정리)

100%
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제 2 절 관련분야의 기여도

1. 과학적 측면

Ÿ 현재 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 원료는 전량 fish oil로부터 추출, 농축 및

고순도 정제한 DHA와 EPA를 사용하고 있음. 최근 해양 환경오염이 심각해짐에 따라 어

류에 PCBs (Polychlorinated Biphenyls)나 Dioxin과 같은 독성 화학물질의 축적이 증가하

고 있어, 어류 유지 사용에 대한 우려와 규제가 점차로 증가하고 있는 상황임. PCB는 절

연유로 활용되다가 강한 독성과 잔류성으로 인해 1970년대에 사용이 금지된 화학물질이며,

Dioxin은 여러 개의 염소가 붙어있는 방향족 화합물로 환경 잔류성이 매우 강한 생식계,

면역계, 호르몬 조절 기능 장애를 유발하는 발암물질임 (일일 허용 섭취량 미국기준 1

pg/kg body 이하). 또한 2011년 일본의 후쿠시마 원자력발전소 폭발 사고로 인해 실제적

으로 수산물 소비가 위축되고 관련 산업이 축소되고 있어 종속영양 유지성 미세조류에 의

해 안전하게 생산되는 오메가-3 제품의 필요성이 더욱 강조될 것으로 예상됨. 따라서 기존

의 어유 추출공정을 대체하기 위한 새로운 고순도의 DHA와 EPA 오일을 안정적으로 생산

할 수 있는 기술개발에 대한 관심이 고조되고 있는데, Thraustochytrid 계열 미세조류 유

지는 안전한 오메가-3 다중불포화지방산의 공급원으로 역할을 할 수 있음.

2. 경제적 측면

Ÿ 전세계 오메가-3 지방산 의약 시장 규모는 약 $2.5B 수준이며, DHA와 EPA의 혼합 형태

인 프로노바사의 오마코가 세계 시장을 주도하고 있으며, 일본 모찌다사의 에파델, 미국

아마린사의 바스세파 제품이 판매되고 있음. 국내에서도 프로노바사의 오마코 제품이 수

입, 판매되고 있으며, 2007년 71.7억에서 2014년 400억원으로 시장규모가 급성장하고 있음.

오마코의 특허가 만료된 이후 대부분의 제약기업들이 제네릭 제품을 개발, 출시하고 있는

상황임.

Ÿ 아직까지, Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산의 고지혈증 의약원료로

상용화는 이루어지지 않고 상황임. 이를 위해서는 고지혈증 의약원료 주요 약효 성분인

EPA의 함량을 높이는 기술의 개발이 필요함. 따라서 본 연구에서 얻어진 결과는

Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산 생산 기술은 고지혈증 의약원료 제

품 개발에 활용될 수 있음.
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제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절 연구개발 성과

1. 연구개발결과의 목표 및 실적

<정량적 목표항목>

목표 달성 달성도(%)

EPA 함량 25% 이상 35.4% 142

오일 함량 30% 이상 30.1% 109

스케일업 500리터 500리터 111

논문 4편 3편 751

특허 3건 4건 1332

학회발표 3회 3회 100

1. 투고중 논문 2편

2. 과제종료후 1건 출원
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2. 특허(지식재산권)

번호 종 류 명 칭 출원일 국 명 출원번호 발생차수

1
국내

특허

신규 당화효소 고활성

곰팡이 TG2 균주 및 이를

이용한 바이오에탄올 생산

방법

2013-05-31 대한민국
10-2013-006273

5
1 차년도

2
국내

특허

트라우스토키트리드

미세조류의 형질전환체 및

이를 이용한

이눌린으로부터

바이오오일의 제조방법

2013-12-10 대한민국
10-2013-015311

4
2 차년도

3
국내

특허

고 함량의

다중불포화지방산을

함유하는

트라우스토키트리대 속

균주 및 이의 용도

2015-04-21 대한민국
10-2015-005581

6
3 차년도

4
국내

특허

고 함량의

다중불포화지방산을

함유하는

트라우스토키트리대 속

돌연변이 균주 GA 및

이의 용도

2015-04-21 대한민국
10-2015-005581

7
3 차년도

5
국내

특허

도코사엑사에노익산 오일

생산수율이 우수한 신규

Thraustochytrid 균주

2015-09-1 대한민국 3 차년도
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게재

연도
논문명

저자

학술지명
Vol.

(No.)

국내외

구분

SCI

구분주저자
교신

저자

공동

저자

2013

A transgene expression

system for the marine

microalgae

Aurantiochytrium sp.

KRS101 using a mutant

allele of the gene encoding

ribosomal protein L44 as a

selectable transformation

marker for cycloheximide

resistance

홍원경 서정우

허선연,오백록,

김철호,손정훈,

양지원,Akihiko

Kondo

Bioprocess

Biosyst

Eng

36:1191

–1197
국외 SCI

2013

Large-scale production of

microalgae lipids

containing high levels of

docosahexaenoic acid upon

fermentation of

Aurantiochytrium sp.

KRS101

홍원경 서정우

유안나,오백록,

박장민,김철호,

손정훈,Akihilo

Kondo

Food and

Nutrition

Sciences

4:1

–5
국외 비SCI

2013

Characterization of a

squalene synthase from

the Thraustochytrid

microalgae

Aurantiochytrium sp.

KRS101

홍원경 서정우

허선연,박혜미,

김철호,손정훈,

양지원,Akihiko

Kondo

J

Microbiol

Biotechnol

23:759

–765
국내 SCIE

2016

Improvement of lipid

production via

overexpression of two

putative genes encoding

ATP-citrate lyase and

malic enzyme in

Thrautochytrid microalgae

강지영 홍원경

강지영,허선연,

김철호,서정우,

홍원경

J Ind

Microbiol

Biotechnol

(투고예정)

국외 SCI

2016

Direct production of

2,3-butanediol from

Jerusalem artichoke tubers

extract by a recombinant

Bacillus sp. BRC1 with

enhanced activity of

inulinase

박장민 홍원경
오백록,김철호,

서정우

Appl

Biochem

Biotech

(투고예정)

국외 SCI

2016 Isolation and J Ind 국외 SCI

3. 논문 게재/발표 실적
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characterization of

Thraustochytrid mutant

strain showing enhanced

production of

polyunsaturated fatty acids

Microbiol

Biotechnol

(투고예정)
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4. 학회 발표 실적

Federation of European Microbiological Societies 2013 연구결과 발표

(일시: 2013. 7. 21 - 25, 장소: 독일 라이프치히)
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International Association for Plant Biotechnology 연구결과 발표

(일시: 2014. 8. 10 - 15, 장소: 호주 멜버른 컨벤션 센터)
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3rd Asia-Oceania Algae Innovation Summit 2014 연구결과 발표

(일시: 2014. 11. 17 - 20, 장소: 대전 호텔 ICC)
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제 2 절 성과활용 계획

Ÿ 현재 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 원료는 전량 fish oil로부터 추출, 농축 및

고순도 정제한 DHA와 EPA를 사용하고 있음. 최근 해양 환경오염이 심각해짐에 따라 어

류에 PCBs (Polychlorinated Biphenyls)나 Dioxin과 같은 독성 화학물질의 축적이 증가하

고 있어, 어류 유지 사용에 대한 우려와 규제가 점차로 증가하고 있는 상황임. PCB는 절

연유로 활용되다가 강한 독성과 잔류성으로 인해 1970년대에 사용이 금지된 화학물질이며,

Dioxin은 여러 개의 염소가 붙어있는 방향족 화합물로 환경 잔류성이 매우 강한 생식계,

면역계, 호르몬 조절 기능 장애를 유발하는 발암물질임 (일일 허용 섭취량 미국기준 1

pg/kg body 이하). 또한 2011년 일본의 후쿠시마 원자력발전소 폭발 사고로 인해 실제적

으로 수산물 소비가 위축되고 관련 산업이 축소되고 있어 종속영양 유지성 미세조류에 의

해 안전하게 생산되는 오메가-3 제품의 필요성이 더욱 강조될 것으로 예상됨. 따라서 기존

의 어유 추출공정을 대체하기 위한 새로운 고순도의 DHA와 EPA 오일을 안정적으로 생산

할 수 있는 기술개발에 대한 관심이 고조되고 있는데, Thraustochytrid 계열 미세조류 유

지는 안전한 오메가-3 다중불포화지방산의 공급원으로 역할을 할 수 있음.

Ÿ 아직까지, Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산의 고지혈증 의약원료로

상용화는 이루어지지 않고 상황임. 이를 위해서는 고지혈증 의약원료 주요 약효 성분인

EPA의 함량을 높이는 기술의 개발이 필요함. 따라서 본 연구에서 얻어진 결과는

Thraustochytrid 미세조류 오메가-3 다중불포화지방산 생산 기술은 고지혈증 의약원료 제

품 개발에 활용될 수 있음.

Ÿ 전세계 오메가-3 지방산 의약 시장 규모는 약 $2.5B 수준이며, DHA와 EPA의 혼합 형태

인 프로노바사의 오마코가 세계 시장을 주도하고 있으며, 일본 모찌다사의 에파델, 미국

아마린사의 바스세파 제품이 판매되고 있음. 국내에서도 프로노바사의 오마코 제품이 수

입, 판매되고 있으며, 2007년 71.7억에서 2014년 400억원으로 시장규모가 급성장하고 있음.

오마코의 특허가 만료된 이후 대부분의 제약기업들이 제네릭 제품을 개발, 출시하고 있는

상황임.

Ÿ Fish oil를 활용한 오메가-3 다중불포화지방산 고지혈증 의약 사업과 달리
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Thraustochytrid 미세조류 기반은 발효 공정을 통해 오메가-3 다중불포화지방산의 생산,

확보가 가능하기 때문에 기존의 발효설비를 구비한 제약기업이 단독으로 사업화가 가능함.

Ÿ 따라서 기술 수요 기업체와 협의를 통해 기술개량, 공정개발, 효능검증 및 제품개발 과정

을 거쳐 국내 시장은 물론 국내 시장의 진출이 가능할 것으로 전망됨.

국내 오메가-3 고지혈증 시장 현황 (2015년 상반기)
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특허, 논문, 제품(시장) 분석보고서

신청과제명 대사공학을 통한 심혈관 건강 증진 고기능 발효 오일 생산 기술 개발

주관연구책임자 서 정 우 주관기관 한국생명공학연구원

1. 본 연구관련 국내외 기술수준 비교

개발기술명
관련기술

최고보유국

현재 기술수준 기술개발

목표수준
비고

우리나라 연구신청팀

EPA 발효 오일 생산 

기술  
미국 - - 100

1) 개발기술명은 본 연구과제 최종 연구개발 목표기술을 의미

2) 현재 기술수준은 선진국 100% 대비 우리나라 및 신청한 연구팀의 기술수준 표시

3) 기술개발 목표수준은 당해과제 완료 후 선진국 100% 대비 목표수준 제시

4) 부가설명이 필요한 경우 비고란에 작성

2. 특허분석 

가. 특허분석 범위

대상국가 국내, 국외(미국, 일본, 유럽)

특허 DB 특허정보원 DB (www.kipris.or.kr)

검색기간 최근 20년간

검색범위 제목 및 초록

나. 특허분석에 따른 본 연구과제와의 관련성
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개발기술명 EPA 오일 발효 오일 생산 기술

Keyword Eicosapentaenoic

검색건수 169건

유효특허건수 48건

핵심특허 

및 관련성

특허명 고농도의 에이코사펜타엔산을 생성하는 야로위아리폴리티카 균주

보유국 미국 (듀퐁사)

등록년도 공개특허 10-2007-0085649 (WO 2006/052870)

관련성(%) 90

유사점
유전·대사공학을 통하여 고농도의 에이코사펜타엔산을 생성하는 

유전자 재조합 미생물 균주를 개발

차이점

유지성 효모를 생산 숙주로 이용한 에이코사펜타엔산 생성 

기술은 미국 듀퐁사가 우리나라를 포함한 국제 특허권을 

확보하고 있음.

자체적으로 확보중인 고유지성 유기영양 미세조류의 
유전·대사공학을 통해 고농도의 에이코산펜타엔산을 생산하는 

균주를 개발하여 지적재산권 확보하고 사업화를 추진

1) 개발기술명은 본 연구과제 최종 연구개발 목표기술을 의미

2) keyword는 검색어를 의미하며, 검색건수는 keyword에 의한 총 검색건수를, 유효특허건수는 검색한

특허 중 핵심(세부)개발기술과 관련성이 있는 특허를 의미

3) 핵심특허는 개발기술과의 관련성이 높고 인용도가 높은 특허를 기준으로 분석

3. 논문분석

가. 논문분석 범위

대상국가 미국, 일본, 유럽

논문 DB pubmed DB (www.ncbi.nlm.nih.gov)

검색기간 최근 20년간

검색범위 제목, 초록 및 키워드
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나. 논문분석에 따른 본 연구과제와의 관련성

개발기술명 EPA 오일 생합성 기술

Keyword Eicosapentaenoic acid

검색건수 6,584건

유효논문건수 237건

핵심논문  

및 관련성

논문명

Metabolic Engineering of Saccharomyces cerevisiae for production

of eicosapentaenoic acid, using a novel Δ5-desaturase from

Paramecium tetraurelia

학술지명 Applied and Environmental Microbiology

저    자
Tavares S, Grotkjar T, Obsen T, Haslam, RP, Napier JA,

Gunnarsson N

게재년도 2011

관련성(%) 80

유사점
유전·대사공학을 통한 에이코사펜타엔산 생성 유전자 재조합 

미생물 균주 개발

차이점

기 확보중인 고유지성 유기영양 미세조류의 형질전환기술을 

응용한 유전·대사공학을 통해 고농도의 에이코사펜타엔산 생성 

산업 균주를 개발

1) 개발기술명은 본 연구과제 최종 연구개발 목표기술을 의미

2) keyword는 검색어를 의미하며, 검색건수는 keyword에 의한 총검색건수를, 유효논문건수는 검색한

논문 중 핵심(세부)개발기술과 관련성이 있는 논문을 의미

3) 핵심논문은 개발기술과의 관련성이 높고 인용도가 높은 논문을 기준으로 분석

4. 제품 및 시장 분석

가. 생산 및 시장현황

1) 국내 제품생산 및 시장 현황
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심혈관질환 예방 효능 EPA 오일을 첨가한 고부가가치 식품의 수요는 고령화 사회가

도래함에 따라 더욱 증가할 것으로 전망됨. 기존 EPA 오일 공급 공정 (어유, 魚油)의

문제점으로 인해 미생물 발효 EPA 오일의 시장 점유가 점차 확대될 것으로 예측됨

2) 국외 제품생산 및 시장 현황

○ EPA 함유 고도불포화지방산 오일 원료

2006 2007 2008 2009 2010 2011

Volume

(MT)
420.0 470.0 530.0 600.0 660.0 740.0

Revenue

($ million)
73.0 83.0 93.0 104.0 116.0 129.0

(US Omega-3 and Omega-6 PUFA Ingredients Markets 2005 by Frost &

Sullivane)

○ 미생물 발효오일의 시장 확대

나. 개발기술의 산업화 방향 및 기대효과

1) 산업화 방향 (제품의 특징, 대상 등)

○ 심혈관 건강 증진 고부가가치, 건강 기능성 식품은 물론 심혈관질환 예방 및 치료용 천
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연의약품의 원료로 활용이 기대됨

2) 산업화를 통한 기대효과 (사업화 개시 이후)

(단위 : 백만원)

산업화 기준

항 목 
1차년도 2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 계

직접 경제효과 100 500 1,000 2,000 5,000 8,600

경제적 파급효과 1,000 5,000 10,000 20,000 50,000 86,000

부가가치 창출액 10,000 20,000 50,000 80,000

합   계 1,100 5,500 21,000 42,000 150,000 219,600

※ 직접 경제효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통해 기대되는 제품의 매출액 추정치

※ 경제적 파급효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통한 농가소득효과, 비용절감효과 등 추정치

※ 부가가치 창출액 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를통해기대되는수출효과, 브랜드가치등추정치

5. 3P(특허,논문,제품)분석을 통한 연구추진계획

가. 분석결과 향후 연구계획(특허, 논문, 제품 측면에서 연구방향 제시)

1) 특허분석 측면

○ 유지성 효모를 생산 숙주로 이용한 에이코사펜타엔산 생성 기술은 미국 듀퐁사가 

우리나라를 포함한 국제 특허권을 확보하고 있음. 따라서 자체적으로 확보중인 

고유지성 유기영양 미세조류의 유전·대사공학을 통해 고농도의 에이코산펜타엔산

을 생산하는 산업균주의 개발과 지적재산권의 확보 전략이 적절함

2) 논문분석 측면

○ 기 확보중인 고유지성 유기영양 미세조류의 형질전환기술을 응용한 유전·대사공

학을 통해 고농도의 에이코사펜타엔산 생성 산업 균주를 개발이 필요함

3) 제품 및 시장분석 측면

○ 심혈관질환 예방 효능 EPA 오일을 첨가한 고부가가치 식품의 수요는 고령화 사회가 도

래함에 따라 더욱 증가할 것으로 전망됨. 기존 EPA 오일 공급 공정 (어유, 魚油)의 문제

점으로 인해 미생물 발효 EPA 오일의 시장 점유가 점차 확대될 것으로 예측되며, 심혈

관 건강 증진 고부가가치, 건강 기능성 식품은 물론 심혈관질환 예방 및 치료용 천연의
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약품의 원료로 활용이 기대됨



주      의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 생명산업기술개발사업의 연구보고

서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 생명

산업기술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는

아니 됩니다.
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