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□ 연구개발목표 및 내용
본 연구 개발의 최종목표는 방선균인 S . averm it ilis의 발효를 통해 고 효율성 동물구충제인
avermectin B1a의 대량 생산하는데 있다. 이를 위해서 전통적 돌연변이 기술 및 유전공학적
기술을 이용한 고생산성 생산균주의 선별 및 재조합 기술, 고농도 생산을 위한 생물반응기
운전기술, 이로 부터 회수되는 avermectin B1a의 고순도 분리정제 및 제제화 기술, 산업적 대
량 생산을 위한 s cale- up에 대한 기초 조사등을 수행한다.

□ 연구성과
제1과제에서는 Caenorhabditis e leg ans를 이용해서 avermectin B1a에 대한 bioassay s ys tem
을 개발했으며 UV와 MNNG 등의 돌연변이 유발원을 사용해서 변이주를 유도하고 분리하였
다. 또한 avermectin 생산관련 유전자의 cloning 및 cloning된 유전자의 promoter 조작 등에
의해 발현율 증가에 대한 가능성을 타진했다. 제2과제에서는 Avermectin B1a 고생산 개량 변
이주 선별, revertant로의 back mutat ion 현상 방지, 성장배지 및 생산배지 최적화, 생산배지
로의 접종량 최적화, 플라스크 배양 및 생물반응기를 이용한 회분식 또는 유가식 배양 환경
의 최적화등을 통해 avermectin 생산농도와 단위세포당 생산성을 큰 폭으로 증가시킬 수 있
었다. 유가식배양을 도입한 결과 생산균주의 성장속도 조절이 가능해져 dynamic method에
의해서도 k La 측정이 용이하였다. 고농도 배양의 경우, 통기량의 변화에 의해 k La를 조절하는
것 보다 교반속도로 조절하는 것이 더 효율적이며, Rushton turbine과 Scaba impeller가 산소
전달에 있어 우수한 교반기로 판명되었다. 한편 세포배양산물로부터 순수한 avermectin의 결
정을 얻기까지 필요한 여러 분리정제 공정의 설계자료 및 sca le- up 전략들이 수립되었으며,
이를 바탕으로 bench s cale의 연속식 향류 3단 추출장치와 연속식 결정화 장치가 개발되었고
개발된 여러단계의 분리정제 공정을 통하여 세포배양물로부터 고순도의 avermectin 결정을
얻어내는데 성공하였다.

□ 연구성과 활용계획
C. eleg ans를 이용한 avermectin 검출 s ys tem은 균주 screening 수단으로 기여하게 될 것이며
S treptom yces 유전자 조작 기술은 차원높은 고생산 변이주의 유도를 위해 활용될 수 있을 것이
다. 또한 균주 개량, 생물반응기 운전전략 및 배양조건의 최적화 등의 know - how는 av ermectin
생산 산업화 공정에 쉽사리 적용될 수 있다. 발효공정 s cale- up 시 대형화 기준으로 사용되는
부피물질전달계수 측정에 대한 연구방법이 확립되었으며, 이는 발효조의 부피당 동력 및 발효조
크기를 산출하는데 유용하게 활용될 수 있다. 한편 분리정제 공정에서 도출한 여러 설계자료들
은 실제 상업화 av ermectin의 분리정제 공정에 필요한 원심분리장치, 여과장치, 추출장치등의
설계에 이용될 것이며, 개발된 연속식 향류 다단 추출장치와 연속식 결정화 장치는 효율성이 우
수하여 avermectin의 scale- up 생산에 활용할 수 있을 뿐만 아니라 다른 항생제의 추출이나 결
정화에도 이용될 수 있다.

- 4 -



요 약 문

Ⅰ. 제 목

미생물을 이용한 동물구충제의 대량 생산 및 산업화에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

방선균에 의해 이차대사산물로 생산되는 macrocyclic lacton 계열의 avermectin의 발견으로 인

해 동물구충제 시장의 일대 혁신적인 변화가 일어나고 있다. 즉 구충제로서의 강력한 활성 뿐만

아니라 진드기, 이 등의 외부 기생충에 대해서도 충분한 구충 효과가 입증되어, 이들을 미생물 발

효에 의해 경제적으로 생산하고자 하는 시도가 세계 유수의 생물공학회사에서 적극적으로 추진되

어 왔다. Av ermectin은 생산균주인 S treptom yces averm it ilis에 의해 A1a, A2a, B1a, B2a, A1b, A2b,

B1b, B2b등의 8개 유도체로 생합성되나, 이중에서 B1a 가 가장 효율적이며 광범위한 구충효과를 나

타내는 것으로 알려져 있다. 따라서 avermectin B1a 의 생합성 비율을 높이기 위한, 생산 방향성

을 고려한 균주 개발의 필요성이 절실하다. 즉 미생물 발효를 통해 av ermectin B1a을 대량 생산

하기 위해서는 전통적 돌연변이 기술 및 유전공학적 기술을 이용한 고생산 방선균의 선별 및 재

조합기술이 개발되어야 할뿐만 아니라, 이를 이용한 생물반응기 설계, 운전기술, 이로부터 회수

되는 목적산물의 고순도 분리정제 및 제제화 기술, 산업적 대량 생산을 위한 scale- up 기술 등이

개발되어야 한다.

Avermectin과 같은 이차대사산물의 대량 생산을 위한 고생산성 균주 개발 및 발효공정 기술

은 농업생물산업의 know - how 및 경제성을 결정하는 가장 중요한 기술로 인식되어져 선진국에서

기술 개발 노력이 매우 치열한 분야이다. 특정 미생물의 2차대사산물을 산업적으로 과량생산하기

위해서는 생산균주의 생장조건의 인위적 조절에 의해 생산을 자유로이 제어할 수 있는 변이주의

유도가 중요한 관건이 된다. 한편 S treptom yces속 세균이 속하는 방선균과 같이 균사를 형성하는

미생물은 그 독특한 morpholog y와 이차대사의 까다로운 phys iology로 인해 생물반응기의 설계

및 발효공정 최적화에 많은 어려움이 있으며, 특히 이차대사산물의 낮은 생산성으로 인해 경제성

의 문제점을 제기한다. 또한 독특한 3차원적인 균사구조로 인해 생산균의 성장에 따른 발효배양

액의 점도 증가 현상은 생물반응기 내의 산소전달 능력을 급격히 감소시켜 생산균의 phys iolog y

에 심각한 변화를 초래하게 된다. 따라서 균사형성 미생물 발효 시 배양액 내의 산소제한 현상으

로 인한 이차대사산물의 생산성 저해 요인은 bench- s cale 및 규모확대 발효공정에서 해결되어야

할 가장 중요한 문제중의 하나이다. 이를 위해선 부피물질전달계수(k La) 측정을 통한 정밀한 산소

전달 mechamis m에 대한 분석이 필요하다.

Avermectin은 세포 내에 생성물이 축적되는 intracellular product이기 때문에 세포를 파쇄하여

야 분리 정제가 가능하게 되고 이로 인해 분리 공정이 훨씬 복잡하다. 특히 avermectin은 관련유

도체가 A1a, A2a, A 1b, A2b, B1a, B2a, B1b, B2b 의 8 종류가 되고 이중 약효가 우수한 B1a, B1b 의

avermectins , 그 중에서도 B1a를 분리해 내는데 여러 단계의 분리정제 공정이 요구된다. 대부분의

생물산업제품의 경우 배양액의 성분조성은 대단히 복잡함에도 불구하고 상대적으로 높은 순도를

요구된다. 또한 취급물질들이 대부분 열이나 화학적 변화에 민감하여 사용 가능한 단위공정도

제한을 받는 등 어려움이 있어서 여러 단계의 분리정제 단위공정을 거쳐야 하고 이에 따라 분리

정제 공정이 차지하고 있는 생산비용은 발효공정을 포함한 전체공정의 절반이상을 차지한다. 또

한 발효생물제품이 분리정제 공정을 거치는 동안 손실이 되어 수율이 저하되기 때문에 분리공정

의 최적화는 전체 공정의 경제성을 향상시킬 수 있는 절실한 과제이다.
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

균주개발에 선행하여 해결해야 할 과제는 avermectin B1a의 손쉬운 bioass ay 방법의 개발 및

확립이다. Avermectin은 선충류에 대한 독성을 나타내는 물질이기 때문에 일반적인 항생물질들

처럼 bioass ay가 쉽지 않다. 그러나 그 구조가 세균에 대해 광범한 항균작용을 나타내는 항생물

질인 macrolide 계열 물질들과 유사한 구조이므로 각종 세균들을 대상으로 독성검출을 시도해 그

가능성을 검증해 보았다. 또한 avermectin이 곤충에 대해서도 독성을 갖기 때문에 배양 곤충세포

를 이용, 독성 검출 sys tem으로의 개발 가능성을 타진해 보았다.

균주의 변이체 유도를 위한 방법은 고전적 방법과 분자생물학적 방법을 각각 사용하여 별도로

진행되었다. 고전적 돌연변이체 유도에서는 자외선과 MNNG 같은 돌연변이원에 대한 S .

averm it ilis의 감수성, 즉 처리조건을 우선적으로 확립하고 이어 변이체들을 유도하였다. 유전자

cloning 방법을 적용한 균주 개량은 avermectin 생산관련 유전자들을 cloning하고 이들의 특징을

분석한 후 유전자의 발현율을 높이거나 아니면 단순히 유전자의 copy수를 많게 하는 방법 등으로

생산량을 증가를 시도하였다.

한편 Avermectin B1a의 고농도 생산을 위해서는 고생산성 개량균주의 유전학적 안정성 유지

및 배양 조건 최적화가 선행되어야 한다. 이를 위해 플라스크 배양에서 세포성장용 배지 및 산업

용 생산배지 개발, 주된 탄소원 및 질소원 규명과 함께 배양중의 부산물의 축적, 또는 특정 기질

의 과다 공급으로 인한 생산균주의 성장 방해 가능성 및 avermectin B1a 생산성에 미치는 영향을

조사하였다. 또한 배지 중에 avermectin B1a의 precursor, 또는 inducer를 첨가했을 경우 이들이

생산세균의 avermectin B1a 생산성에 미치는 영향을 평가하였으며, 통계학적으로 가장 효율적인

고생산성 균주 선별 방법 확립 및 고생산성 균주가 revertant로의 back mutat ion 현상을 방지하

는 전략을 수립하였다.

생물반응기를 이용한 배양의 경우 세포의 morphology 와 생산성과의 상관 관계 조사 및 세포

농도 증가로 인한 점도 변화가 배양액에서의 산소물질전달계수에 미치는 영향을 조사하였으며 이

자료를 scale- up 공정을 위한 기본자료로 사용하고자 하였다. S treptom ycete와 같은 방선균을 이

용하여 이차 대사산물을 생산하기 위한 호기적 액상발효에서 중요한 요인중의 하나는 산소의 전

달이다. 또한 pilot 규모의 발효기 설계나 생산 발효기로 규모를 확대하는 경우, 임계점 이상으로

용존산소농도를 유지하는 것은 매우 중요한 문제중의 하나이다. 이러한 관점에서 발효조의 효율

적인 규모 확대를 위해서 통기와 교반속도의 변화 및 임펠러의 종류에 따른 산소전달계수(k La)를

측정하였다. 특히 배양 중에 산소전달율 (oxyg en transfer rate), 세포의 산소흡수율 (ox ygen

uptake ra te)과 용존산소 수준에 대한 상관관계를 조사하였다. 또한 유가식 배양을 통해, feeding

medium 중의 제한기질 ( limit ing s ubs trate)의 농도 변화가 배양액 내의 용존산소 수준 및 세포의

성장속도와 avermectin B1a 생산성에 미치는 효과에 대해서도 조사하였다.

또한 전체 공정의 경제성을 향상시키기 위해서는 배양공정 뿐만 아니라 avermectin 분리정제

공정의 최적화가 선행되어야 한다. 이를 위하여 배양액으로부터 세포의 분리공정, 세포벽 파쇄 공

정, 여러 단계의 추출공정, chromatography 공정, 생산용 HPLC에 의한 분리정제 공정, 결정화공

정등 세포배양산물로부터 순수한 avermectin의 결정을 얻기까지 필요한 여러 과정의 분리정제 과

정들에 관한 여러 가지 기초실험들이 lab- scale 혹은 bench scale로 수행되었고 이러한 기초 실험

결과로부터 여러 가지 설계자료가 도출되었으며 동시에 최적 scale- up 전략들이 모색되었다. 한

편 실험실 규모의 실험에서 얻은 자료를 바탕으로 sca le- up된 규모의 공정 개발의 모델로서 연속

식 향류 3단 추출장치와 연속식 결정화 장치가 개발되었고 이에 따른 최적 운전 전략이 수립되었

다.
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Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

자외선과 MNNG 같은 돌연변이원에 대한 S . averm it ilis의 감수성, 즉 처리조건을 우선적으로

확립하고, 이로부터 고생산성 avermectin B1a 변이체들을 유도하여 bench- scale에서의 av ermectin

생합성 능력을 조사하였다. Caenorhabditis e leg ans를 이용한 bioassay s ys tem을 개발, 확립하였

으며 이 방법을 UV와 MNNG 등의 돌연변이 유발원을 사용한 변이주 유도에 적용하여

avermectin 생합성능이 증가된 변이주들을 분리하였다. 유전자 조작방법을 이용한 avermectin 생

산변이주 유도를 위해 avermectin 생산관련 유전자의 cloning을 시도하였다. Cloning된 유전자의

promoter 조작에 의한 발현율 증가 시도나 유전자 copy 수 조작에 의한 고생산균주의 유도를 위

한 실험을 현재 진행 중에 있다.

Avermectin B1a 고생산 개량 변이주 선별, revertant로의 back muta tion 현상 방지, 성장배지

및 생산배지 최적화, 생산배지로의 접종량 최적화, 플라스크 배양 및 생물반응기를 이용한 회분식

또는 유가식 배양 환경의 최적화등 본 연구를 통해 매 실험마다 증가된 avermectin B1a 생산 농

도와 단위세포당 생산성, 그리고 생산성 향상이 일어난 원인에 대해서 하기의 표에 간단히 요약

하였다. w ild- type의 생산균주의 경우 농축된 배양액의 bioas say법에 의해서만 겨우 avermectin

B1a의 존재를 확인할 수 있을 정도로 미미한 양을 생산하였으며, 이로부터 유도된 돌연변이주의

경우에도 초반에 avermectin B1a의 생산성이 거의 나타나지 않았다(약 16mg /L). 이 돌연변이주로

부터 표에 명시된 모든 조건, 즉 균주 선별, 개량 및 배양공정 개발을 통해 avermectin B1a 생산

성이 약 54배 이상 증가된 862 mg /L 까지 이르는 결과를 얻었다. 현재 유전학적으로 안정성이

우수한 고생산 변이주 (APPL- 500, 600, 700, 800)를 확보한 상태이다.

산소전달계수(k La)를 측정하기 위해 2.5 L 발효기에서 S . averm it ilis를 배양한 결과 지수성장기

의 산소흡수율(OU R )의 증가로 인해 적정 용존산소유지 및 k La 측정이 어려웠고, 이를 극복하기

위해서 유가식배양을 도입하였다. 영양원의 단계적 공급으로 성장속도의 조절이 가능해졌으며, 낮

은 교반속도에서도 적정 용존산소 농도를 유지할 수 있어서, dynamic method에 의해서도 k La 측

정이 용이하였다. 균체 농도가 증가할수록 점도가 증가하여 혼합(mix ing)이 효과적이지 못한 이

유로 인해 더 높은 교반속도가 필요하였다. 건조균체량이 고농도인 경우, 통기량의 변화에 의해

k La를 조절하는것 보다 교반속도로 kLa를 조절하는 것이 더 효율적인 것으로 관찰되었다. 한편

dynamic method와 direct method의 비교에서는 dynamic method에 의한 OU R .과 k La 값 측정시,

배양배지의 높은 점도로 인한 공기방울의 잔류로 인해 dynamic method에 의한 측정값이 direct

method에 의한 값 보다 더 적게 나타났다. 임펠러가 산소전달계수와 배양 중의 용존산소 농도에

미치는 영향을 비교하기 위하여 Rus hton turbine, Scaba, Intermig 및 Pitched blade impeller 네

가지 임펠러를 조사한 결과, Rus hton turbine과 Scaba impeller가 우수한 것으로 판명되었다.

한편 세포배양산물로부터 순수한 avermectin의 결정을 얻기까지 필요한 여러 분리정제 공정의

설계자료 및 scale- up 전략들이 수립되었으며 이를 바탕으로 bench scale의 연속식 향류 3단 추

출장치와 연속식 결정화 장치가 개발되었다. 배지로 부터 생산균주를 분리하는 공정으로 원심분

리공정과 여과공정 설계에 필요한 parameter들을 도출하였고 세포파쇄공정은 기계적 방법대신

solv ent에 의한 1차 추출로 충분한 것으로 나타났다. 추출공정에서 percentage of extract ion과

select ivity의 관점에서 최적용매가 선정되었고 part it ion coefficient등 sca le- up에 필요한 자료들이

도출되었다. 2차 추출에서 aceton- w ater aqueous phase의 경우 chloroform, methanol- w ater

aqueous phas e의 경우는 methylene chloride를 사용하는 것이 바람직하였다. 2차 추출 후에도 아

직 많은 불순물이 존재하여 3차 추출이 필요하게 되었다. 이를 위한 최적의 aqueous phas e와 용

매(s olvent)의 조합을 조사한 결과 aqueous phase로는 methanol- w ater 5:3 phase, solvent phase

로는 methylene chloride를 사용하는 것이 가장 바람직하였다. 또한 Prepara tive HPLC를 이용한
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avermectin의 분리정제를 시도한 결과 하나의 s ingle peak 만을 보여줌으로써 거의 100 %에 가

까운 순도를 얻을 수 있었다. 한편 효율적인 s cale- up 분리공정 개발의 모델로 연속식 3단 향류

추출공정을 개발하였으며 개발된 공정은 연속식 생산에 따른 생산성 향상뿐만 아니라 추출율의

향상 면에서도 성공적이었다. 또한 air- lift 형태로 과포화 용액을 현탁 상태로 유지할수 있고 자

체적으로 seed를 공급할 수 있는 연속식 crys tallizat ion 장치를 개발하였고 이로부터 균일하며 규

칙적인 avermectin의 결정을 얻는데 성공하였다.

한편 본 연구개발결과의 활용계획을 개발된 세부 기술별로 요약하면 다음과 같다:

① 고생산성 균주 개발 기술

본 연구를 통해 얻어진, C. eleg ans를 이용한 avermectin 검출 s ys tem은 앞으로 avermectin B1a

의 산업적 생산화에서 유용한 균주 screening 수단으로 기여하게 될 것이며 돌연변이 유발 조건

및 S treptom yces 유전자 조작 기술은 차원높은 고생산 변이주의 유도를 위해 활용될 수 있을 것

이다.

② 발효기술 및 대량 배양 기술

본 연구를 통해 배지 및 배양조건 최적화 및 균주 개량에 의해 상기의 표에 요약한 바와 같이 높

은 avermectin B1a 생산성을 얻을 수 있었다. 이러한 높은 생산성은 avermectin B1a 사업화 추진

에 가장 강력한 동기를 부여하고 있다. 또한 생물반응기 운전 전략 및 배양 조건의 최적화 등이

이루어 졌으므로, 축적된 know - how는 scale- up된 av ermectin B1a 생산공정에 쉽사리 적용될 수

있다. 한편 발효공정 scale- up 시 대형화 기준으로 사용되나 그 적용이 매우 까다로운 부피물질

전달계수 측정에 대한 연구방법이 확립되었으며, 측정된 부피물질전달계수는 발효조의 부피당 동

력 및 발효조 크기를 산출하는데 유용하게 활용될 수 있다. 또한 임펠러의 종류에 따른 부피물질

전달계수를 측정함으로써 S treptom yces 기원 미생물 발효시 요구되는 산소요구량을 만족시킬 수

있는 최적의 임펠러에 관한 사양을 제시할 수 있다.

③ 대량 분리정제 기술

한편 분리정제 공정에서 도출한 s ett ling t ime, specific cake res is tance, compress ibility ,

part ition coefficient등의 여러 설계자료들은 실제 상업화 avermectin의 분리정제 공정에 필요한

원심분리장치, 여과장치, 추출장치등의 설계에 이용될 것이며, 개발한 연속식 향류 다단 추출장치

는 생산성이 기존의 회분식 추출장치보다 월등히 높아서 av ermectin의 sca le- up 생산에 활용할

수 있을 뿐만 아니라 다른 항생제의 추출에도 적용될 수 있다. 개발한 prepara tive HPLC공정 역

시 처리량은 낮으나 높은 순도의 av ermectin을 얻을 수 있어서 scale- up후에 실제 생산에 활용할

수 있다. 또한 개발한 연속식 crys ta llizer도 seed가 필요없고 batch crys ta llizer보다 생산성이 우

수하여 scale- up후에 실제 av ermectin의 생산에 활용할 수 있을 뿐만 아니라 다른 항생제의 결정

화 공정에도 이용할 수 있다.
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Summary of s train improvement and process development leading to enhanced
product ion of avermectin B1a, by various kinds of variants of S . averm it ilis

Ex p.
cell conc.

(g /L)

avermectin B1a
concentrat ion

(mg/L)

specific
product ion

(mg/ g cell)
비 고

1 10.49 16.16 1.54 4가지 균주조사, APPL- 200 변이주 선별

2
10.04 44.92 4.47 탄소원조사(malt ex tract)

10.82 53.80 4.97 탄소원조사(g alactose)

3
13.23 144.76 10.94 질소원조사(s kim milk),탄소원으로 galactos e(#1)

16.84 171.35 10.18 질소원조사(s kim milk pow der),탄소원으로
g alactose (#2)

4
14.23 230.82 16.22 질소원조사(peptonized milk), 탄소원으로 malt

extract (#1)

13.8 244.35 17.70 질소원조사(s kim milk), 탄소원으로 malt
extract (#2)

5 11.05 245.20 22.29 생물반응기에 의한 유가식배양, fructose와 skim
milk 사용

5
14.94 234.24 15.68 질소원 확정후 탄소원재조사(malt extract),

peptonized milk (#1)

12.65 302.39 23.90 질소원 확정후 탄소원재조사(fructose),
peptonized milk (#2)

6
14.73 287.45 19.51 질소원 확정후 탄소원재조사(malt extract),

s kim milk (#1)

18.37 320.42 17.44 질소원 확정후 탄소원재조사(fructose), skim
milk (#2)

7
23.95 299.60 12.51 탄소원과 질소원의 농도변화 (fructose+malt

extract) (#1)

24.04 383.91 15.98 탄소원과 질소원의 농도변화(malt extract+skim
milk) (#2)

8 16.37 525.56 32.10 성장배지조사(ses ame oil+PEG)

9

18.54 673.38 36.31 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#1)

24.48 716.26 29.25 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#2)

19.26 732.52 38.03 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#3)

10
21.80 817.10 37.40 고생산균주 선별, APPL- 700, 최적 성장배지 및

생산배지 사용, 플라스크배양

21.11 832.05 39.40 고생산균주 선별, APPL- 500, 최적 성장배지 및
생산배지 사용, 플라스크배양

11
24.10 844.10 35.02 고생산균주 선별, APPL- 700, 최적 성장배지 및

생산배지 사용, 발효조배양

22.40 862.23 38.50 고생산균주 선별, APPL- 500, 최적 성장배지 및
생산배지 사용, 발효조배양
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S UMMARY

T he g oal of this research is to economically produce avermectin B1a, the most efficient

anthelmint ic ag ent of the 8 membered avermectin family, produced as secondary metabolites

by S treptom yces ave rm itilis . T he efficacy of av ermectin B1a agains t nematode and anthropod

paras ites w as unprecedented in potency and breadth of spectrum. A vermectin B1a (hereinafter

avermectin) is also in commercial use as an agricultural pes ticide, and its applicat ion is

continuing to ex pand. In this s tudy emphas izing on mas s product ion of avermectin B1a, tw o

projects w ere performed separately w ith the follow ing purposes :

- 1s t projes t: Development and select ion of hig h yielding mutant of avermectin B1a;

- 2nd project : Optimized process development for fermenta tion and purificat ion of avermectin

B1a in bench scale, and bas ic s tudies on fermentat ion process s cale- up.

1s t project :

Induct ion of S treptom yces averm itilis mutants s how ing enhanced capability for

bios ynthes is of av ermectin w as inves t ig ated. Both tradit ional and genet ic manipulat ing

mutag enes is methods w ere used for these purpos es . T his s tudy included; 1) development of

a avermectin bioass ay sys tem for s electing hig h lev el of avermectin producing mutants , 2)

es tablishment of mutag en(s ) treatment condit ions for mutag enes is of S . averm it ilis and 3)

introduct ion and es tablishment of genet ic manipulation methods for S treptom yces DNA such

as transformation, vector select ion, and protoplas t fus ion.

Avermectin bioass ay sys tem w as developed us ing Caenorhabditis e leg ans , a free living

nematode w hich has the same phys iology as the paras it ic nematode in lives tock. No tox ic

response or inhibitory effect w as obs erved in the tes ted bacterial cell and cultured ins ects cell

sys tems . By traditional mutagenes is method, severa l high yielding mutants of avermectin w ere

isolated and subsequently analyzed for their avermectin productivities in bench scale

fermentat ions . One of the g enes related avermectin bios ys thes is w as cloned. Application of

g ene manipulating methods us ing this cloned g ene is s t ill under inves tigat ion in order to

induce hig h avermectin producing mutants .

2nd project :

For optimized proces s development and improv ement for avermectin B1a fermentat ion, lots

of s ets of experiments have been carried out in both s hake and bench- s cale cultures of S .

averm it ilis , beg inning w ith the orig inal s train . Improvements in the fermentation proces s

involved mult iple parameters . T hese included s tra in improvement, determinat ion of optimum

inoculum amounts , seed and product ion media dev elopment, modificat ion of fermentat ion

parameters s uch as aerat ion and agitateion ra tes , and introduct ion of fed- batch opera tion

process . Rapid enhancement in avermectin B1a productivity w as pos s ible due to development

of a basal complex medium in order to inves t ig ate the nutrit ional and phys iolog ica l

requirements of the producer microorganism. T he original s train produced very low amount of

avermectin B1a, w hich could be detected only by bioassay method after s everal folds of
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concentration of the ex tracted cell broth s ample. A init ial variant deriv ed from the orig ial

s train w as obs erved to have the ability to produce approximately 16 mg/ L of avermectin B1a.

T hrough sus tained improvements in the fermentat ion parameters as specified above, w e w ere

able to produce 862 mg /L of avermectin B1a res ulting in approx imately 54 times increas e

compared to the product ivity of the init ial mutant s train. In addition the hig h producer

mutants (APPL- 500, 600, 700 and 800) w ere proved to be s table as w ell as reproducibe in

their avermectin B1a productivit ies after long- term s ubculture periods .

Furthermore another sets of parameters such as oxygen trans fer coefficien ts (k La) and

dis solved ox ygen(DO) concentration w ere measured to be utilized as basa l da ta for scale- up

of av ermectin B1a, fermenta tion process . T he k La value decreas ed from 64.26 hr-1 to 29.12 hr-1

w hen biomas s concentra tion increased from 9.82 g/ L to 12.09 g /L due to increase in viscos ity

of the cell broth. By comparing k La values obta ined from various agitation s peeds and

aerat ion rates , w e found that the effect of increase in k La by aeration rates w as reduced

dramatically at high biomass concentra tions , indicating that control of the DO level w ith

variat ion of ag itat ion s peed w as more efficient than w ith aerat ion ra te. In addit ion the effects

of agita tion impellers on k La v alue and DO level of the cell broth w ere s tudied us ing four

kinds of impellers ; Rushton turbine, Scaba, Intermig , and P itched blade. It w as found that

Rushton turbine and Scaba w ere more efficient than others g iving fair ly high ox ygen transfer

rate.

For the development of optimum separat ion and purificat ion proces s for avermectin , several

ex periments involving many s teps of separation process have been carried out in both

lab- scale and bench- scale. Several des ign parameters s uch as sett ling v elociy of avermectin

producing cells for the centrifug e proces s , and specific cake res is tance for filtering process

w ere evaluated for the sca le- up of cell isolat ion process from fermentat ion broth. T he

mechanical cell dis rupt ion method could be replaced by 1s t solvent ex traction. Several des ign

parameters such as percentag e of ex tract ion, part it ion coefficient, and s electivity w ere

evaluated for ex traction process and used as a bas is for the s election of optimum solvents .

T he optimum s olvent of 2nd ex traction for the aceton- w ater aqueous phas e w as found to be

chloroform, and that for methanol- w ater aqueous phase be methylene chloride. T he 3rd

ex traction w as tried becaus e 2nd extract ion of cell ex tract s t ill had show ed many peaks from

impurities . It w as found that metanol- w ater aqueous phas e and methylene chloride solvent

phase w as mos t des irable combination for 3rd ex traction. Furthermore, the separat ion and

purification of avermectin by us ing W aters LC 4000 prepara tive HPLC w as tried and almos t

pure avermectin could be obtained by this method. T he separation of B1a from B1b w as not

poss ible by us ing Sephadex LH- 20. It may be des irable not to s eparate B1a from B1b from the

ecomomic point of v iew . A continuous 3 s tag e countercurrent ex traction w as developed for

the efficient scaled- up ex traction proces s , and success ful operat ion of the proces s show ed the

improvement of not only ex traction capacity due to continuous opera tion but also percentag e

of ex tract ion due to mult i- s tep countercurrent operat ion. Furthermore, a continuous crys tallizer

w as developed based on the s us pens ion of super- satura ted s olut ion by airlift act ion and on

the s elf seeding mode. T he crys tal from the continuous crys tallizer show ed more uniform and

reg ular crys ta ls than that from non- agitated batch crys tallizer.
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제 1 장. 서 론

제 1 절. 연구개발의 목적 및 중요성

- 지난 십 수년간 화학 합성된 동물구충제가 계속적으로 개발됐음에도 불구하고 이들의 적용 범

위는 매우 제한적임. 그 이유는 기생충의 종류에 따라 서로 다른 화학구충제를 사용해야 한다는

점이며, 또한 기존의 구충제에 대한 저항성을 갖는 기생충 집단이 계속 새롭게 나타나기 때문임.

- 방선균에 의해 이차대사산물로 생산되는 macrocyclic lacton 계열의 avermectin의 발견으로 인

해 동물구충제 시장의 일대 혁신적인 변화가 일어남. 즉 구충제로서의 강력한 활성뿐만 아니라

진드기, 이 등의 외부 기생충에 대해서도 충분한 구충 효과가 입증되어, 이들을 미생물 발효에 의

해 경제적으로 생산하고자 하는 시도가 세계 유수의 생물공학회사에서 적극적으로 추진되어 왔

음.

- Avermectin은 방선균의 일종인 S treptom yces averm itilis가 2차대사산물로 생산해 내고 있는,

포유동물의 소화기관내 기생하는 기생충들에 대해 강력한 구충효과를 갖고 있는 유도체들임.

- 그 효과는 기생충들과 같은 분류군에 속하는 원형동물의 일종인 Caenorhabdit is e leg ans를 대

상으로 한 in v itro 구충실험에서, 현재 사용되고 있는 Ox ibendazole 보다는 약 500배,

Albendazole, Febendazole, Mebendazole 보다는 1,000배, Pyrvinium, F lubendazole, T hiabendazole

보다는 5,000배, Oxantel과 Morantel 보다는 무려 50,000배 더 높은 효능을 보여주고 있음.

- S . averm itilis의 배양에서 생산되는 avermectin은 A1a, A2a, B1a, B2a의 4개 주성분과 A1b, A2b,

B1b, B2b의 4개 부성분 등 8개 화합물의 혼합물로 생산되고 있으며 이중에서 가장 강하고 광범한

구충효과를 나타내고 있는 B1a는 별도로 abermectin 으로 불리워지고 있음. Av ermectin의 세계시

장 규모는 약 6,000 억원 정도인 고부가가치 동물의약품이며, 물질 특허가 1999년에 만료될 예정

이므로 avermectin 생산을 위한 국내기술의 개발이 시급한 실정임.

1. 기술적 측면

- 미생물 발효를 통한 동물구충제인 avermectin의 산업화 기술은 유전공학, 생명공학, 수의학, 기

생충학 등 농생물 관련 전 범위의 순수 및 응용기술을 포함하고 있음. 즉 전통적 돌연변이 기술

및 유전공학적 기술을 이용한 고생산 방선균의 선별 및 재조합기술, 이를 이용한 생물반응기

설계, 운전기술, 이로부터 회수되는 목적산물의 고순도 분리정제 및 제제화 기술, 산업적 대량 생

산을 위한 scale- up 기술 및 동물실험까지도 포함하는 첨단의 기술들이 서로 유기적으로 연관되

어 있어 농축산 관련 모든 기술이 진일보할 수 있는 매우 중요한 계기가 될 수 있음.

가. 고생산성 균주 개발의 중요성

- 발효 관련 산물의 생산을 위해서는 고생산성 균주의 확보가 가장 핵심적인 관건임. 새로운 균

주는 신규 물질특허로 이어지며 독점적인 물질 생산을 법적으로 보장받게 되기 때문임.
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- Merck사와 Pfizer사에서 특허 등록한 5개 균주를 AT CC를 통해 구매할 수는 있으나 이들을 사

용한 직접적인 avermectin의 생산은 법적으로도 불가능할 뿐 만 아니라 균주의 생산성도 두 회사

에서 직접 물질생산에 사용하고 있는 것보다는 훨씬 열등하기 때문에 독자적으로 균주를 개량,

보유해야할 필요성은 절실함.

- 방선균들은 그 생활사나 생리대사가 일반적인 세균들과는 매우 다르기 때문에 이들의 배양조

건을 확실하게 파악한다는 것은 방선균을 이용한 각종 항생물질 등의 생산 전반에 큰 도움을 줄

수 있을 것임.

나. 미생물발효를 통한 생물공정 개발 및 분리정제 공정 기술 개발의 중요성

1) 미생물발효를 통한 생물공정 개발의 중요성

- Avermectin과 같은 이차대사산물의 대량 생산을 위한 발효공정 기술은 농업생물산업의

know - how 및 경제성을 결정하는 가장 중요한 기술로 인식되어져 선진국에서 기술 개발 노력이

매우 치열한 분야임. 특히 이차대사산물 생산용 생촉매인 미생물자원의 대사 생리학적 연구의

급진전과 컴퓨터 및 관련 기기 산업의 급속한 성장에 힘입어 이차대사산물 생산용 생물공정 전반

에 대해서도 컴퓨터 제어시스템의 도입을 통한 최적제어 기술의 개념이 활발히 추진되고 있는 점

을 감안할 때, 고부가가치 동물구충제 생산을 위한 생물공정 개발은 농축산 분야의 기술경쟁력을

크게 향상시킬 수 있음.

2) 분리정제 공정 기술개발의 중요성

- Av ermectin은 세포내에 생성물이 축적되는 intracellular product이기 때문에 세포를 파쇄하여

야 분리 정제가 가능하게 되고 이로 인해 분리 공정이 훨씬 복잡함. 특히 avermectin은 관련유도

체가 A1a, A 2a, A1b, A2b, B1a, B2a, B1b, B2b 의 8 종류가 되고 이중 약효가 우수한 B1a, B1b 의

avermectins , 그 중에서도 B1a를 분리해 내는데 여러 단계의 분리정제 공정이 요구됨.

- 대부분의 생물산업제품의 경우 배양액의 성분조성은 대단히 복잡함에도 불구하고 상대적으로

높은 순도를 요구됨. 또한 취급물질들이 대부분 열이나 화학적 변화에 민감하여 사용 가능한 단

위공정도 제한을 받는 등 어려움이 있어서 여러 단계의 분리정제 단위공정을 거쳐야 하고 이에

따라 분리정제 공정이 차지하고 있는 생산비용은 발효공정을 포함한 전체공정의 절반이상을 차지

함. 또한 발효생물제품이 분리정제 공정을 거치는 동안 손실이 되어 수율이 저하되기 때문에 분

리공정의 최적화는 전체 공정의 경제성을 향상시킬 수 있는 절실한 과제임.

제 2 절. 연구개발 목표

- 제 1 과제 : Avermectin 생산 변이주 유도 및 분리

- 제 2 과제 : Bench- s cale에서의 avermectin 발효 공정 최적화, scale- up

연구 및 avermectin 분리 정제 공정 개발
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제 3 절. 연구개발 내용 및 범위

1. A v ermectin 생산 변이주 유도 및 분리

가. 균주개발의 방향성을 고려한 균주 개발의 필요성

- 특정 미생물의 2차대사산물을 산업적으로 과량생산하기 위해서는 생산균주의 생장조건의 인위

적 조절에 의해 생산을 자유로이 제어할 수 있는 변이주의 유도가 중요한 관건이 됨.

- 대부분의 2차대사산물은 미생물의 생장에 직접 요구되는 물질은 아니기 때문에 이의 생산은 세

포에 의해 적절하게 억제되고 있는데 산업적인 생산을 위해서는 이 물질의 각 생합성 단계별 조

절기능 결손 변이주, 즉 생산하고자 하는 2차대사산물을 과량으로 생산하는 변이주를 분리하는

것이 필요함.

- S treptom yces averm it ilis 에서 생산돠는 avermectin은 전술한 바와 같이 8가지 혼합물 상태로

만들어지고 있으나 그 중에서 구충제로서의 효능과 그 작용범위가 가장 높은 것이 B1a 화합물이

기 때문에 변이주를 유도할 때 가능하면 다른 화합물보다는 B1a를 과량으로 생합성할 수 있는 변

이주를 유도해 내는 것을 그 목표로 해야함.

나. Bioas say 방법의 개발 및 확립

- Avermectin은 구충제이기 때문에 S . ave rm itilis 에 돌연변이 유발원을 처리하여 이 화합물을

많이 만들어 내는 변이주가 유도되었다 할지라도 이 변이주를 선별해 내기가 쉽지 않은 것이 변

이주 분리 과정상의 가장 큰 난점임.

- 일반적으로 구충제의 MIC (minimal inhibitory concentrat ion) 값의 결정에 사용되고 있는 방법

은 포유동물 체내에 기생하는 기생충과 같은 분류군에 속하는 원형동물의 일종인

Caenorhabdit is e leg ans를 이용하는 방법임.

- C. e leg ans 는 ‘uracil 요구주 대장균’을 먹이로 하여 시험관내에서 손쉽게 사육할 수 있으며

사육된 C. eleg ans 에 구충제를 각종 농도로 처리하여 생존율을 측정할 수 있는 것으로 알려져

있고 이 방법의 실험실적 확립은 avermectin 생산연구를 위해서는 반드시 필요한 과정으로 생각

되고 있음.

- C. eleg ans 를 사용하는 방법은 정량적 측정방법의 일종이기 때문에 avermectin 생산 변이주

의 일차적인 대량선별 (mass screening ) 방법으로 사용하는데는 한계가 있기 때문에 세균 혹은

배양세포 등을 사용한 손쉬운 대량선별 방법의 개발을 모색할 필요성이 제기되고 있음.

다. Avermectin 생합성 관련 유전자들의 cloning 및 이들을 이용한 고생산균주 개발 응용

- Avermectin의 화학 구조의 다양성으로 미루어 이의 생합성에는 많은 유전자들이 관여하는 것

으로 밝혀져 있으며 이들 중 avermectin 생합성 단계의 주요한 길목이 되는 효소들을 선택,

cloning하여 이들을 조작하는 것이 생합성 조절의 중요한 관건임.
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- Avermectin 생합성 유전자들을 대상으로 S treptom yces속 세균을 위한 cloning vector들인

pIJ702, pIJ922등을 사용하여 cloning을 수행할 것임.

- 다른 방선균들의 기 발표된 관련 유전자들의 염기서열을 이용한 cloning으로 avermectin 생합

성 유전자를 확보하고자 함.

- Avermectin 생합성 단계의 핵심효소 관련 유전자를 이용한 각종 재조합 유전자 기법을 통해

생합성 효율이 획기적으로 개선된 변이주의 유도를 시도함.

2. B ench- s cale에서의 av ermec tin 생산 공정 최적화 및 s cale- up 연구

가. 방선균 발효공정 최적화의 필요성

- S treptom yces속 세균이 속하는 방선균과 같이 균사를 형성하는 미생물은 그 독특한

morpholog y와 이차대사의 까다로운 phys iolog y로 인해 생물반응기의 설계 및 발효공정 최적화에

많은 어려움이 있으며, 특히 이차대사산물의 낮은 생산성으로 인해 경제성의 문제점을 제기함.

- 독특한 3차원적인 균사구조로 인해 생산세균의 성장에 따른 발효배양액의 점도 증가 현상은 생

물반응기 내의 산소전달 능력을 급격히 감소시켜 생산세균의 phys iology에 심각한 변화를 초래

함.

- 배양액 내에 glucose와 같이 미생물이 쉽게 이용할 수 있는 carbon- source가 필요 이상의 과량

으로 존재할 경우 일차대사에 의한 세포성장은 매우 활발한 반면 avermectin과 같이 원하는 산물

을 생산하기 위한 이차대사는 심하게 저해 받는 특성이 있음 (catabolite repress ion). 따라서 균

사형성 미생물 발효 시 배양액 내의 산소제한 현상과 생산세균의 catabolite repress ion현상으로

인한 이차대사산물의 생산성 저해 요인은 bench- sca le 및 s cale- up 발효공정에서 해결해야 할 가

장 중요한 문제임.

- 이차대사산물을 생산하는 대다수 방선균의 경우 균사모양 세포의 s hear sens itivity 현상으로

인해, 배양액 내에 산소전달계수를 증가시킬 목적으로 교반 속도와 통기량을 증가시키는 경우 일

반적으로 세포성장속도와 이차대사산물의 생산력이 상당히 저해를 받음. 따라서 배양액 내의 용

존 산소를 최적의 조건으로 유지시키기 위한 정밀한 “산소전달 control mechanis m“ 이 필요함.

- 이와 병행하여 catabolite repres s ion에 의한 이차대사산물의 생산성 저해현상을 최소한으로 줄

이기 위해 medium feeding s trategy 개발을 통한 생산세균의 “phs iology control mechanis m“ 이

절대적으로 필요함. 즉 다양한 feeding s trateg y의 테스트를 통해 공급되는 영양분의 상당부분이

(일차대사로 이용되는 대신) 이차대사로 이용되어 원하는 산물인 av ermectin을 최대한으로 생산

해낼 수 있는 공정개발이 요구됨.
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나. 고생산성 개량 균주의 유전학적 안정성 유지 및 배양 조건 최적화

- 플라스크 배양에서 생산세균의 성장과 관련된 변수 측정.

- 세포성장용 배지 및 산업용 생산배지 개발, 주된 탄소원 및 질소원 규명, 배지 성분 분석방법

확립.

- 배양중의 부산물의 축적, 또는 특정 기질의 과다 공급으로 인한 생산세균의 성장 방해 가능성

및 avermectin 생산성에 미치는 영향 조사.

- 배지 중에 avermectin의 precurs or, 또는 inducer를 첨가했을 경우 이들이 생산세균의

avermectin 생산성에 미치는 영향 평가.

- 통계학적으로 가장 효율적인 고생산성 균주 선별 방법 확립 및 고생산성 균주가 revertant로의

back mutation 현상 방지 전략 확립

다. 생물반응기에서의 avermectin 생산성 향상 연구

- 생물반응기에서 교반기의 종류, 회전속도와 직경의 변화가 생산세균의 성장 및 사멸에 미치는

효과와 세포의 morpholog y 및 생산성에 미치는 영향을 정량적으로 분석.

- 세포 농도 증가로 인한 점도 변화가 배양액에서의 기질 (subs trate) (즉 carbon source 또는 산

소 등)의 물질전달계수에 미치는 영향 조사.

- 교반 속도가 생물반응기 내의 산소공급에 미치는 효과와 생산세균의 shear에 대한 민감성 및

avermectin 생산성에 미치는 영향 비교 분석.

- 배양 중에 산소전달율 (ox ygen transfer rate)과 세포의 산소흡수율 (ox ygen uptake rate)의 관

계 조사 및 각 세포 농도에서의 critical dissolv ed ox ygen lev el 조사를 통해 배양액 중의 용존

산소를 정밀 control할 수 있는 mechnis m 확립.

- 유가식 배양 중 feeding medium 중의 제한기질 (lim iting subs trate)의 농도 변화가 세포의 성

장속도와 avermectin 생산성에 미치는 효과 조사.

- 용존 산소의 최적제어와 연계하여 배양액 내의 carbon- source 농도의 최적 수준 유지를 위한

medium feeding s trateg y 및 control mechanis m 확립.

3. av ermectin 분리 정제 공정 최적화

가. avermectin 분리정제 공정 최적화의 필요성

- avermectin은 방선균의 균사내에 생성물이 축적되는 intracellular product이므로 용매를 이용한
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세포의 파쇄 및 추출에 의해서 분리 정제가 가능하고 이로 인해 분리 공정이 훨씬 까다롭고 복잡

함.

- 특히 av ermectin은 관련된 유도체가 A1a, A2a, A1b, A2b, B1a, B2a, B1b, B2b 의 8 종류가 되고 이

중 약효가 우수한 B1a, B1b 의 avermectins , 그 중에서도 B1a를 분리해내는데 여러 단계의 분리정

제 공정이 요구됨.

- avermectin과 같은 동물의약품의 경우 상대적으로 높은 순도가 요구되어 다단계의 분리정제 단

위 공정을 거쳐야 하고 이에 따라 분리정제 공정이 차지하는 생산비용은 전체 생산 원가의 절반

이상을 차지하는 것이 보통임. 따라서 다단계 분리정제 공정을 거치는 동안 목적산물의 수율의

감소를 최소화하기 위한 분리공정의 최적화는 전체 공정의 경제성에 직접적인 영향을 미치는 매

우 중요한 연구 과제임.

나. 생산세균의 분리 및 이로부터의 avermectin 분리 정제 및 결정화 연구

- 배양액으로 부터 생산세균 분리 연구

원심분리 공정 연구

여과 공정 연구 :

- 세포파쇄 연구

- 다양한 세포파쇄 방법 연구 (Ultrasonic vibrator, Dyno- Mill,

Ball mills , Lipid dissolut ion by solvent 등)

- 최적 파쇄 공정 선택

- 생산세균으로 부터 avermectin 추출 연구

최적 추출 용매 선택

용매 추출 시스템에서 avermectin의 상평형 연구

bench s cale 연속식 향류 다단추출 공정 개발

- Chromatog raphy 공정 개발

prep HPLC 공정 연구

Sephadex LH- 20 chromatog raphy 연구

Polishing (finis hing ) 공정 개발

crys tallization 공정 연구

연속식 crys talliza tion 공정 개발
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제 4 절. 연차별 연구개발 목표 및 내용

연 도
세부과제
및 주요내용

1996년
(1차년도)

1997년
(2차년도)

1998년
(3차년도)

비 고

제 1 과제 : Avermectin 생산

변이주 유도 및 분리

- Bioas s ay 방법개발

- 돌연변이원 처리조건 확립

- 변이주 유도

- 변이주 특성결정

- V ector 개발

- 생합성 유전자 cloning

- Cloning된 유전자를 이용

한 고생산균주 개발 응용

제 2 과제 : bench- s cale에서의

av erm ectin 발효 공정 최적화,

s cale- up 및 aver m ectin 분리

정제 공정 개발

- 고생산균주 선별 및

플라스크 배양 조건 최적화

- 반응기의 최적화 적용

- 회분식 배양공정 연구

- 유가식 배양공정 연구

- S cale- up을 위한 기반 연구

- 유가식배양에서의 산소 전달

분석

- 필수영양분 제한조건의

유가식 배양연구

- 세포분리, chrom atog raphy

공정 개발

- 추출공정 연구

- 연속식 추출 공정 개발

- Cry s tallizat ion 공정 개발
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제 2 장. 연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절. Av ermectin 생산 변이주 유도 및 분리 (제 1세부과제)

1. 서 론

현재 avermectin 생산의 특허를 갖고 있는 미국 Merck와 Pfizer사에서 American T ype

Culture Collection(A T CC)에 avermectin 생합성 균주로 등록한 균주들은 생합성율이 낮을 뿐만

아니라 avermectin 유도체들도 A1a, A2a, B1a, B2a, A 1b, A2b, B1b, B2b등의 8개 화합물 혼합체로 생

산하고 있다. 강하고 광범한 구충효과를 나타내고 있는 것으로 알려진 B1a 을 많이 얻어야하는

공업적 생산에 이들 등록 균주들을 직접 이용하는데는 문제가 있다. 따라서 생합성 비율을 높이

는 것을 물론 화합물의 생산 방향성을 고려한 균주 개발의 필요성이 대두되었다. 이를 위해 우

선 수행, 해결해야 할 연구과제는 avermectin B1a (이후 av ermectin으로 명명)의 손쉬운 bioas say

방법의 개발 및 확립이다. Avermectin은 선충류에 대한 독성을 나타내는 물질이기 때문에 일반

적인 항생물질들처럼 bioass ay가 쉽지 않다. 그러나 그 구조가 세균에 대해 광범한 항균작용을

나타내는 항생물질인 macrolide 계열 물질들과 유사한 구조이므로 각종 세균들을 대상으로 독성

검출을 시도해 그 가능성을 검증해 보았다. 또한 avermectin이 곤충에 대해서도 독성을 갖기 때

문에 배양 곤충세포를 이용, 독성 검출 sys tem으로의 개발 가능성을 타진해 보았다.

한편 균주의 변이체 유도를 위한 방법은 고전적 방법과 분자생물학적 방법을 각각 사용하여

별도로 진행되었다. 고전적 돌연변이체 유도에서는 자외선과 MNNG 같은 돌연변이원에 대한 S .

averm it ilis의 감수성, 즉 처리조건을 우선적으로 확립하고 이어 변이체들을 유도하였다. 유전자

cloning 방법을 적용한 균주 개량은 avermectin 생산관련 유전자들을 cloning하고 이들의 특징을

분석한 후 유전자의 발현율을 높이거나 아니면 단순히 유전자의 copy수를 많게 하는 방법 등으로

생산량을 증가를 시도하였다.

2. 재료 및 방법

가. Avermectin 생산균주

미국 Merck 사와 Pfizer 사에서 개발, AT CC (American T ype Culture Collect ion)에 등록한

S treptom yces ave rm itilis 균주들인 AT CC 31267, AT CC 31271, AT CC31272, AT CC 31780,

AT CC 53567, AT CC 53568의 6개 균주를 구매, 수집하여 모균주로 사용하였다.

이들의 배양은 포자의 발아를 위한 배지는 YEME 배지(0.3％ yeas t ex tract, 0.3％ malt

ex tract, 0.5％ bacto peptone, 1％ glucose)를 사용하였다. 포자의 회수는 YEME 한천배지에서 10

일간 배양한 S . ave rm itilis 에서 얻었는데, 우선, 10 ㎖의 멸균 증류수를 넣고 멸균된 접종 loop로

배지의 표면을 문질러 잘 자란 S . averm itilis를 현탁시켰다. 이렇게 얻은 현탁액을 멸균된 시험관

에 넣고 포자의 균질화를 위해 2∼3분간 vortex ing을 하고 현탁액을 cotton w ool을 넣은 멸균된

주사기로 여과하였다. 여과된 포자 현탁액은 배지 성분을 제거하기 위해 원심 분리하고 멸균 증

류수로 2 회 세척하여 사용했다. 포자의 보존은 0.05M T ES buffer(pH 8.0)에 재 현탁하여 4℃에

서 1주일 정도 보존을 하거나 glycerol를 최종 20％로 맞추고 70℃에서 장기간 보존 시켰다. 액체

배양을 위한 배지로 최종 농도 34％ s ucrose, 1％ g lucos e, 0.5％ MgCl2 를 함유하는 YEME 배지
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로 사용하였으며, 액체 배양을 시작하기 전에 0.05M T ES buffer(pH 8.0)에 현탁된 포자액을 50℃

항온수조에서 10분간 온도충격을 가했다. 여기에, 같은 양의 pre- germinat ion medium을 넣고 3

7℃ shaking w ater bath에서 2∼3 시간 진탕 배양한 후 원심분리하여 pre- germinated 포자를 얻

었다. 이것을 YEME 액체 배지에 접종하여 27℃에서 A640 이 0.5가 될 때까지 키워 DNA 분리,

형질전환, 원형질체 융합등에 사용하였다. A vermectin 생산을 위한 product ion media로 10％

PEG를 포함하는 t rypt icase soy broth를 사용하여 7 일간 배양하였다.

나. Avermectin의 bio- assay를 위한 target 생물

Avermectin에 감수성이 있는 것으로 알려져 있는 Caenorhabdit is e leg ans를 이용한 bioas say

sys tem의 개발을 위해 이 동물의 사육 방법 및 생장, 생식저해 정도 측정방법의 확립이 우선적으

로 요구되었다. 앞서의 언급에서 처럼 C. eleg ans 외에 손쉬운 target 생물의 개발을 목적으로

하여 각종 미생물들과 배양 곤충세포도 target 생물로의 이용가능성이 타진되었다.

막 투과성 변이주들인 S alm onella typhim urium T A100, S alm onella typhim urium T A98의 두

균주에 대한 감수성 여부를 결정코자 하였으며 이외에 E scherichia coli HB101, E scherichia

coli JM109, E scherichia coli MV1190, E nterobacter aerog enes , K lebsie lla pneum oniae ,

M ycobacterium fertuitum , M icrococcus luteus , A lkalig enes fae calis, P seudom onas aerug enosa

NCT C10490, P roteus vulg alis AT CC6059, Corynebacterium diptheriae , S hig e lla flexneri

AT CC203, S eratia spp., N eise ria s icca, B . subtilis BD170 등에 대한 감수성 포함여부도 동시에

실험되었다. S alm one lla typhim urium T A100, S alm one lla typhim urium T A98의 두 균주는 잘

알려진 바와 같이 mutag en을 검출하는 Ame' s 균주들로서 막 투과성 변이(rfa)를 일으켜 물질의

세포내 유입이 비교적 용이하게 일어나는 균주들이다.

바퀴벌레나 horn fly (H aem atobia irritans ) 및 M usca dom est ica 등과 같은 곤충의 유충 및

성충에 대해 avermectin이 치사효과에 근거하여 비교적 취급이 용이한, 배양중인 S podopte ra

frug ipe rda(SF - 9) ov ary cell line에 대한 AVR과 IVR의 효과를 조사하였다.

다. 배양 및 생장저해 검증

원형동물 C. eleg ans 는 ‘uracil 요구주 대장균’을 먹이로 하여 시험관내에서 손쉽게 사육할 수

있으며 이들에 대한 avermectin과 iv ermectin의 생장저해는 처리 1주일이 지난 시점에서 균주 배

양 상등액을 처리하고 개체 수 증가에 대한 관찰로 평가되었다.

각종 미생물을 사용한 생장 저해검증은 한천배지 상에서 S . averm itilis 배양 상등액을 각 검

증 미생물 배양현탁액과 cross s treaking하여 18시간 배양 후 생장저해에 의한 clear zone이 나타

나는지의 여부를 확인하였다.

라. S . averm it ilis의 변이주 유도를 위한 돌연변이 유발원의 선별 및 처리조건 확립

돌연변이 유발원에 대한 S . averm it ilis의 LD99∼LD99.9를 결정하고 그 조건으로 유발원을 처

리하여 변이주들을 분리하였다.

1) UV light

Magnes ium s ulfate 완충액에 현탁시킨 포자를 적당량 멸균된 glass petridis h에 담고 U.V

lamp(20W ) 직하 25cm에서 25초동안 조사하여 L.D. 99％를 얻었다. 이 때 포자 현탁액은 s hading
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effect를 방지하기 위해 조사되는 동안 rocker위에서 가볍게 진탕시켜 주었다. 방선균은

photoreactivat ion s ys tem이 있는 것으로 알려져 있어 모든 실험은 암소에서 수행하였다.

2) MNNG(N- Methyl- N' - Nitro- N- Nitros og uanidine, NT G)

Acetone에서 10 mg /ml이 되도록 녹인 MNNG를 최종 농도가 30㎍/㎖이 되도록 포자 현탁액

에 처리하여 30℃ s haking w ater bath(40rpm)에서 1 시간 배양하였다. 배양 직후 phos phate

buffer(pH 7.0)에 재 현탁하고 YEME 배지에 도말하여 L.D. 50％를 얻었다.

마. 방선균의 형질전환

포자 현탁액을 glycine이 첨가된 S 배지에 접종하여 27℃에서 36시간 동안 진탕 배양한 후 균

체를 회수하였다. 이를 P3 완충액으로 2 회 세척하고 lysozyme이 함유된 P3 완충액에 최종 현탁

하여 30℃ 항온수조에서 2 시간 처리하였다. 이것을 cotton w ool filter로 여과하여 균사를 제거하

고 원심분리 한 후 PW P 완충액으로 2회 세척하여 원형질체를 얻은 다음 여기에 polyethylene

g lycol (PEG)을 이용하여 유전자적으로 조작된 covalent ly closed circular DNA를 원형질체내로

집어넣었다. Protoplas t의 재생은 PW P 완충액으로 적정배수 희석하여 미리 건조된 R2 재생배지

에 도말하였다.

바. 방선균의 원형질체 융합

서로 다른 균주를 세포수의 최종 농도가 2∼5×108/㎖에서 1:1이 되도록 혼합한 후 원심 분리

하여 PW P 완충액에 현탁시키고 여기에 융합 유도물질인 polyethylene glycol(PEG)를 이용하여 2

종 또는 그 이상의 서로 다른 균주간에 인위적인 세포질 융합이 일어나도록 유도하였다. 방선균

의 경우 PEG를 매개로 하는 원형질체 융합은 30℃에서 일정시간 방치하여 융합을 유도하고

PW P 완충액을 첨가하여 융합을 중지시킨 후에 R2 재생 배지에 도말하였다.

사. 생산관련 유전자의 cloning

Avermectin의 생합성 관련 유전자의 분리를 목적으로 colony hybridizat ion 방법을 이용하였

다. Av ermectin 생합성 관련 유전자에 대한 정보는 Genebank를 통해 얻었다. Macrolide 기본골

격 생합성경로, s ide chain 변조과정, g lycosylat ion 과정에 작용하는 유전자를 대상으로 하여 염

기서열 관련 정보를 수집하였다.

Colony hybridizat ion은 S . averm itilis AT CC 31271의 염색체 DNA와 E . coli cloning vector

를 다양한 제한효소로 자른 다음 lig ation mix ture에서 ligat ion한 다음 E . coil MV1190을 숙주로

형질변환을 유도하였다. 해당 s elective marker가 들어 있는 한천 배지 상에 도말하고 형성된

colony를 nylon membrane으로 옮겼다. Colony가 옮겨진 nylon membrane을 denaturat ion

s lout ion, neturalized solut ion, prehybridiza tion solut ion, hydridization s olut ion에 순차적으로 반응

시켜 probe와 nylon membrane상의 DNA와 공유결합을 유도한다. 합성한 탐침은 biotin으로 표지

되어 있어 CSPD를 기질(subs trate)로 하여 생합성 관련 유전자를 분리하고자 하였다.

아. PCR product cloning

S accharopolyspora ery threa에서 유래된 primer를 이용하여 PCR product를 얻었다. S .
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averm it ilis KCCM 40226(A T CC 31271)의 Chr. DNA를 대상으로 g enomic PCR을 수행하여 얻어

진 genomic PCR product는 Promeg a Co. pGEM T - eas y vector의 3‘- T overhang에 연결하여 재

조합 plas mid를 만들고 E scherichia coli MV1190을 숙주로하여 형질전환을 유도하였다. 형질전환

은 C o h e n e t a l. 의 방법에 따라 c o m p e te n t c e ll을 만들어 사용하였다 . PCR product가

삽입된 재조합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체 선별은 β- g alactos idase 활성을 이용한 α

- complementation과 ampicillin 저항성을 이용하였다. 이렇게 얻어진 재조합 plas mid는 DNA 염기

서열 결정을 위한 주형으로 사용하였다.

자. 염기서열 결정 및 분석

DNA 염기서열 결정은 Sanger의 did e o x y c h a in t e r m it io n 방법을 바탕으로 Parmacia Co.

ALFTM ex press autocycle s equencing kit 제품과 pGEM T - easy vector의 M13 forw ard/Reverse

sequencing primer binding s ite를 이용하여 양방향으로 염기서열을 결정하였다.

DNA 염기서열 분석은 염기서열 분석 프로그램인 DNASIS(Hitachi Softw are Eng ineering Co.

Ltd)을 사용하여 정리하였고, 염기서열의 상동성 검색을 위해 미국의 NCBI에서 제공하는 Blas tn

과 Blas tx를 이용하였다. 이외에도, Genbank(http:/ /w w w .ncbi.nlm .nih.gov)와 EBI (ht tp:/ /

w w w .ebi.uk)에 구축된 염기서열 database를 상동성 검색에 이용하였다. ORF (Open Reading

Frame) 확인은 DNASIS를 사용하였다.

3. 결과 및 토의

가. Avermectin의 bio- assay 방법 개발

일반적으로 구충제의 MIC (minimal inhibitory concentration) 값의 결정에 사용되고 있는 방

법은 포유동물 체내에 기생하는 기생충과 같은 분류 군에 속하는 원형동물의 일종인

Caenorhabdit is e leg ans를 이용하는 방법이다. C. eleg ans 는 ‘uracil 요구주 대장균’을 먹이로 하

여 시험관내에서 손쉽게 사육할 수 있으며 사육된 C. eleg ans 에 구충제를 각종 농도로 처리하여

생존율을 측정할 수 있는 것으로 알려져 있고 이 방법의 실험실적 확립은 avermectin 생산연구

를 위해서는 반드시 필요한 과정으로 생각되고 있다. C. eleg ans 를 사용하는 방법은 정량적 측

정방법의 일종이기 때문에 avermectin 생산 변이주의 일차적인 대량선별 (mass screening ) 방법

으로 사용하는 데는 한계가 있어서 세균을 사용한 대량선별 방법의 개발도 모색되었다. 구체적

인 연구수행 소 과제들은 1) C. eleg ans 배양조건 및 이를 사용한 bio- ssay 방법의 확립 2)

Avermectin 감수성 균주의 탐색 3) 돌연변이에 의한 Avermectin 감수성 균주의 유도 및 분리

4) Avermectin 감수성 균주룰 사용한 bio- ssay 방법의 개발 이었다. C. e leg ans를 사용한

bio- ss ay s ys tem 의 개발은 기정 사실화된, 확실성이 있는 목표였으나 C. eleg ans의 배양과정 등

에서 세심한 주의가 요구되는 불편함이 있다. 따라서 부수적으로 배양이 용이한 세균을 사용하여

avermectin의 bio- as say s ys tem 개발 시도로서 avermectin 감수성 균주의 탐색을 광범하게 시

도하였으나 감수성 균주를 발견하지 못하였다. 결과적으로 원래 목표로 했던 bio- s say s ys tem인

C. ele g ans를 사용한 s ys tem을 개발, 확립하였으며 이를 통해 avermectin 생산 변이주의 선별을

수행하였다.
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1) Bio- assay 방법의 개발 시도 및 확립

Avermectin을 생산하는 S . averm it ilis 균주의 선별을 위해서는 avermectin에 감수성을 나타내

는 생물인 선충류와 곤충을 bio- as say s ys tem으로 사용해야 한다. 그러나 S . averm it ilis 균주 간

의 미세한 생산량 차이를 분별하기 위한 sys tem으로는 이들 생물들은 부적절하다. 배양기간이 짧

고 취급이 용이한 생물을 사용한 avermectin 검출 sys tem의 개발을 위한 다각적인 시도가 수행

되었다.

가) 세균을 사용한 bio- ass ay sys tem 개발 시도

Avermectin에 대한 세균의 감수성과 관련된 초기연구 결과는 감수성 세균이 존재하지 않는다

는 보고가 있었으나 막 투과성 변이주에 대한 감수성여부는 보고된 바 없었기 때문에 이들 변이

주들인 S alm onella typhim urium T A100, S alm onella typhim urium T A98의 두 균주에 대한 감수

성 여부를 결정코자 하였으며 이 실험에는 본 실험실에서 보관하고 있는 균주들인 E scherichia

coli HB101, E scherichia coli JM109, E sche richia coli MV1190, E nterobacter aerog enes ,

K lebs ie lla pneum oniae , M ycobacterium fe rtuitum , M icrococcus lute us , A lkalig enes faecalis,

P seudom onas aerug enosa NCT C10490, P roteus vulg alis AT CC6059, Corynebacterium

diptheriae , S hig e lla flexneri A T CC203, S e rat ia spp., N e iseria sicca, B . subt ilis BD170 등에 대

한 감수성 포함여부도 동시에 실험되었다. S alm onella typhim urium T A100, S alm onella

typhim urium T A98의 두 균주는 잘 알려진 바와 같이 mutagen을 검출하는 A me' s 균주들로서

막 투과성 변이(rfa)를 일으켜 물질의 세포내 유입이 비교적 용이하게 일어나는 균주들이다.

Avermectin이 erythromycin과 같은 macrolide 계열의 화학 물질로서 그 크기가 크기 때문에 막

투과성 변이주들에서의 감수성 여부를 기대하였으나 부정적인 실험 결과를 얻었다.

나) 배양 곤충세포를 사용한 bio- assay s ys tem 개발 시도

바퀴벌레나 horn fly (H aem atobia irritans ) 및 M usca dom est ica 등과 같은 곤충의 유충 및

성충에 대해 avermectin이 치사효과가 있다는 보고(Appel e t al., 1995; Marley e t al., 1993;

Fabre e t al., 1987)에 근거하여 비교적 취급이 용이한, 배양중인 S podoptera frug iperda(SF- 9)

ovary cell line에 대한 AVR과 IVR의 효과를 조사하였으나 avermectin과 ivermectin 모두에서

0.01㎎/㎖에서 0.2㎎/㎖의 농도로 1일부터 7일까지 관찰하였으나 독성을 관찰하지 못하였다.

다) Cae norhapditis e leg ans를 사용한 bio- ass ay sys tem 개발시도

Douch(1994) 와 Graham(1981)의 nematode에 대한 보고에 근거하여 포유동물 체내에 기생하

는 기생충과 같은 분류 군으로 통하는 원형동물의 일종인 Caenorhapditis e leg ance를 대상으로

avermectin 과 ivermectin 에 대한 효과를 조사하였다. 이 화학물질은 선충류를 비롯한 각종 내·

외부 기생충의 구충에 효과적인데 이것의 작용은 다른 구충제와는 달리 신경세포간 또는 신경세

포에서 근육세포로 억제 신경신호를 전달하는 GABA (g amma amino butyric acid)라는 물질의 분

비를 자극하고 GA BA 수용기에 결합을 항진시켜 신경전달을 마비, 사멸시키는 것으로 알려져 있

다. 원형동물에 대한 avermectin 과 ivermectin의 저해는 처리 1주일이 지난 시점에서 50배의 개

체 수 증가에 대한 관찰로 평가되는 것이 일반적이다(T able 1.1 과 1.2).

위의 자료를 통해 C. ele g ance를 이용한 bio- assay 가 최선의 방법인 것으로 평가되었으며 운

동성과 분열 저해 농도는 각각 2㎍/㎖, 1㎍/㎖으로 결정되었다. 이는 0.0001∼0.0002％의

avermectin과 ivermectin 용액의 검출이 가능하기 때문에 균주 배양 상등 액만으로도 효과적인

변이주 선별이 가능하다는 것을 의미한다.
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나. 전통적 돌연변이 방법에 의한 avermectin 고생산 균주 개발

1) S treptomyces avermitilis의 변이주 유도를 위한 돌연변이 유발원 처리조건의 확립

Avermectin을 많이 만들어 내는 변이주를 유도하기 위해 UV light와 MNNG

(N- Methyl- N' - Nitro- N- Nitros og uanidine, NT G)에 대한 S . averm it ilis의 LD99∼LD99.9를 결정하

고, 그로부터 성장과정동안 한천배지나 액체배지 상에서 형태적인 미묘한 차이를 보이거나 갈변

화(S . averm it ilis의 melanin- like 유전자)가 저해, 억제되어 표현형상의 차이를 나타내는 변이주들

을 분리하였다. 이렇게 얻은 변이주들을 한천배지상에 옮겨 enrichment 시키고 avermectin 생산

력의 차이를 구별하기 위해 각각의 균주를 독립적으로 F C1 배지에서 4일 동안 전배양한 후 이것

을 avermectin product ion media(T able 1.3)로 옮겨 10일간 배양을 하여 avermectin 생산배지에서

10일간 배양 후 균체 만을 얻어 MeOH과 CHCl3을 이용하여 avermectin을 추출을 하고 그로부

터 Cae norhapditis e leg ance를 대상으로 한 bio- ass ay를 통해 avermectin 생산능력을 검색하였

다. 선충류를 이용한 bio- ass ay의 1차 검색결과를 토대로 대조군으로 설정한 야생형에 비해 미

묘한 차이를 보이는 균주는 고속 크로마토그라피를 통해 최종적인 avermectin 생산 능력의 변이

정도를 확인하였다.

2) 변이주 분리 및 특성 결정

여러 돌연변이 유발원에 대한 S treptom yces averm it ilis의 독성을 결정하고, 그로부터 성장과

정동안 한천배지나 액체배지상에서 형태적 변이를 보이거나 갈변화(S treptom yces averm it ilis는

melanin- like 인자 소유)가 저해, 억제되어 표현형상의 차이를 나타내는 변이주들을 분리하였다.

이와 같은 방법으로 얻은 변이주들을 한천배지 상에 옮겨 enrichment 시키고, avermectin 생산력

의 차이를 구별하기 위해 각각의 균주를 독립적으로 FC1 배지에서 4일 동안 전배양을 하고 이것

을 F4.5(탄소원과 질소원, 각각 4, 5％) 배지로 옮겨 9일간 배양을 하였다. Avermectin 생산배지

에서 9일간 배양이 끝나면, 균체만을 얻어 MeOH과 CHCl3을 이용하여 avermectin을 추출을 하

고, 그로부터 Cae norhapditis e leg ance를 대상으로 한 bioas say를 통해 avermectin 생산능력을 검

색하였다. Bioassay는 다음과 같다. C. eleg ance를 S medium(S bas al＋S Basal, T able 1.4)으로

액체배양하고 추출한 avermectin을 DMSO(dimethyl s urfox ide)에 현탁하여 C. eleg ance이 자라고

있는 24- w ell ELIZA plate에 순차적으로 희석하여 C. ele g ance의 운동성과 분열정도를 확인하였

다. 선충류로 분류되는 C . e leg ance 가 MeOH과 CHCl3와 같은 유기용매에 감수성을 보이지만,

1％의 DMSO(dimethyl s urfox ide)에는 저해 받지 않는다. 선충류를 이용한 1차 검색결과를 토대

로 대조군으로 설정한 야생형에 비해 미묘한 차이를 보이는 균주는 고속 크로마토그라피(Hig h

pres sure liquid chromatography, HPLC)를 통해 avermectin 생산 능력의 변이정도를 정량적으로

확인하였다.

미국 Merck에서 AT CC에 등록한 S treptom yces ave rm itilis 균주중 AT CC 31271(KCCM

40226)은 AT CC 31267에 자외선을 조사하여 얻은 av ermectin 생산 증가 변이주로 AT CC 31267

보다 약 4배 가량의 생산량의 증가를 보이는 것으로 알려져 있다. 따라서, 본 연구에서는 AT CC

31271(KCCM 40226)를 중점적으로 공략하였다. 전통적인 돌연변이 방법으로 avermectin 생산 증

가 변이주를 유도시킨 결과, AT CC 31271에 자외선과 MNNG를 단독으로 처리하여 돌연변이를

유도시킨 것에 비해 혼용하여 사용한 경우에 보다 나은 결과를 얻을 수 있었다. AT CC 31271에

MNNG를 처리하여 얻은 변이 균주 #49는 한국종균협회(KCCM)으로부터 구매한 S treptom yces

averm it ilis 균주들이 YEME 배지상에서 36 시간부터 colony 를, 96 시간부터는 포자를 형성하는

것과는 달리 colony를 형성하는데 72 시간이 걸렸다. 액체배양의 경우 10일 배양하는 동안 pellet

을 전혀 형성하지 못했으며 긴 막대형으로 자랐다. 건조 균체량은 10 일 배양 후 5.000 rpm 에서
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10 분간 원심분리하고 증류수로 2 회 세척하여 105℃에서 항량이 되도록 건조시켜 측정하였는데

AT CC 31267에 비해 25％ 정도의 생육을 보였으며 avermectin 생산량 증가를 보였다. AT CC

31267은 성장하는 동안 pig mentat ion을 하여 갈변화를 보이는데 비하여 #49는 전혀 pig mentat ion

을 하지 않았다.

생산량 차이의 비교, 분석은 MeOH/CHCl3 추출물에 의한 bioassay 결과를 근거로 하였다. 분

석한 균주의 대부분은 미묘한 생산량의 차이(30∼75％)를 보이거나 구분이 모호한 경우가 많았으

나 C. eleg ance를 대상으로 한 bioass ay에서 parent s train(A T CC 31271(KCCM 40226))에 비해

avermectin 생산이 다소 증가된 것들을 확인 할 수 있었다.

3) S treptom yces averm it ilis로부터 avermectin의 ex traction

가) 기계적 방법 과 물리화학적 방법

Avermectin은 intracellular molecule로 mycelium 내에 축적되기 때문에 세포 밖으로 추출해

내야 한다. 일반적으로 homogenizer, W aring blender, s onicator 등을 사용하는 기계적 방법과 유

기용매를 사용하는 물리화학적 방법이 주된 세포파쇄법이다. Homog enizer는 산업 현장에서 대

규모 처리에 실제로 흔히 사용되고 있으며 실험실 수준에서는 W aring blender, s onicator를 주로

사용한다. 본 연구에서는 최종산물인 av ermectin의 회수율을 높이기 위해서 기계적 방법에

Sodium Lauryl sulfate(SDS), T riton X- 100, T w een 80과 같은 계면활성제를 혼용해 보았지만 탁

월한 효과를 기대 할 수 없었다. 그래서 기계적 방법 과 유기용매 처리를 병행해서 사용해 보았

다. 우선 세포 배양액을 원심 분리하여 10배 농축한 후 아래와 같이 기계적 방법으로 세포를 파

쇄하고 여기에 유기용매를 처리 하였다.

1. Bead Beator → Solvent treatment → Evaporat ion → Concentra tion

2. Sonicat ion → Solvent treatment → Evaporat ion → Concentra tion

3. W aring blender → Solvent treatment → Evaporat ion → Concentra tion

4. Solvent treatment → Evaporat ion → Concentrat ion

C. e leg ance 의 운동성 저해 정도로 각 공정의 수율을 비교, 검색한 결과는 기계적 방법에 의한

전 처리 과정 없이 유기용매를 단독으로 사용 한 경우가 나머지와 차이가 없었다.

나) Methanol/ chloroform 추출법

유기용매를 다양하게 사용하여 각각의 수율을 비교해 보았다. 산업적으로 penicillin을 얻을 때

사용하는 ether, acetone, 및 methanol(MeOH) 등으로 처리를 한 다음 C. eleg ance의 저해 정도를

비교해 보았다. 결과는 MeOH에 의한 avermectin의 추출이 탁월한 것으로 밝혀졌다. 그러나,

MeOH이 지용성, 수용성 모두에 효과가 있어 polyketide 만을 선택적으로 분리 해 내야 할 필요

가 생겼고, CH3Cl에 의한 partit ion efficiency를 통해 문제를 해결했다(Pang e t. al. 1994). 최종적

으로 확립된 MeOH/CH3Cl 추출법은 다음과 같다.

MeOH(50％) extract ion → Add equal vol. of CH3Cl → Only CH3Cl Layer, harves t →

Evaporate to dryness → Concentrat ion
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한국종균협회에서 구매, 분주한 S . ave rm itilis 균주중 AT CC 31271은 AT CC 31267에서 유래

된 avermectin 고생산 변이주로 약 4 배의 생산량 차이를 보이는 것으로 알려져 있고, 본 연구에

서 확립된 MeOH/ CH3Cl ex tract ion - bio- ssay sys tem으로도 두 균주간의 생산량의 차이를 비교

할 수 있었다.

다. Avermectin 생산관련 유전자의 cloning 및 재조합기술

1) 방선균의 유전자조작방법 확립

앞서 언급한 바처럼 방선균의 형질전환 방법과 원형질체 융합방법이 확립되었다. 돌연변이

유발원을 이용한 전통적인 돌연변이법이 주로 한정된 영역의 변이만을 유발시킬 수 있다는 가능

성을 보완하기 위해서 어느 정도 생산량 증가를 보이는 변이주를 원형질체 융합법을 통해 상호

유전자를 교류시켜 보다 우수한 avermectin 고 생산 균주를 얻을 수 있다. 이 방법은 각각의 균

주가 갖는 우수한 형질을 하나의 세포 내에서 보다 앞선 새로운 형질로 발현시킬 수 있다는 장점

을 갖고 있다. 현재 널리 사용되고 있는 대표적 항생물질인 tetracycline을 생산하는 균주인

S treptom yces aureofaciens의 경우에도 균주 개발이 conjugat ional mating에 의한 유전자 재조합

을 이용한 것으로 알려져 있다. 이 원형질체 융합법은 유전자 재조합 빈도가 높고 특별한 mating

sys tem이 없는 균주에서도 적용이 가능하기 때문에 산업용 균주의 개량에 적합하다. 또한,

S treptom yces , S tre ptosporang ium , B revibacterium , S treptococci 등의 세균에서 연구가 잘 이루

어져 있고 지금까지 S treptom yces g rise us에서 40여종, B acillus subtilis에서 60종 이상의 항생물

질이 보고된 것을 감안한다면 유사한 새로운 유도체의 생산을 기대할 수 있다.

2) Vector sys tem 의 확보 및 재조합 전략 수립

방선균의 형질전환은 보편적으로 pIJ series의 plasmid를 사용하고 있다. 그중 pIJ702는 mel

유전자와 ts r(thios trepton res is tance) 유전자를 갖는 5.8kb의 plas mid로서 B am HⅠ, X hoⅠ, Cla

Ⅰ, E coRⅤ, P vuⅡ, B igⅡ, S phⅠ, K pnⅠ등의 보편적으로 사용되는 제한 효소 인식 부위를 갖고

있기 때문에 이들 부위를 이용하여 원하는 유전자를 cloning 할 수 있다(Katz e t al., 1983).

Melainne 생합성에 관여하는 m el 유전자와 ts r 유전자를 포함하고 있는 5.8kb의 pIJ702(S .

liv idance KCT C1167) 와 pSPC100(S . liv idance ) cloning vector를 통해 av ermectin 생합성 관련

유전자를 cloning 하려고 시도했다. pIJ702에 s ing le s ite로 존재하는 B am H, X hoⅠ, ClaⅠ, P vu

Ⅱ, B igⅡ 제한 효소를 이용하여 AT CC 31271의 chromosomal DNA를 partial dig es t ion을 하고

각각의 제한 효소로 자른 pIJ702와 연결시켜 ligat ion mixture를 얻었다(T able 1.5).

3) A vermectin 생합성 관련 유전자의 cloning을 위한 숙주의 개발

가) 돌연변이에 의한 avermectin 생산 결여 균주의 분리

Avermectin의 작용기작은 다른 구충제와는 달리 신경세포간 또는 신경세포에서 근육세포로 억제

신경 신호를 전달하는 GABA(gamma amino butyric acid)의 분비를 자극하고 GABA 수용기에

결합을 항진시켜 신경 전달의 마비를 초래, 사멸시킨다. 선충류를 포함한 원형동물에 대한

avermectin의 저해능은 처리 1주일이 지난 시점에서 50배의 개체수 증가 여부에 대한 관찰로 최

종 평가되는 것이 일반적이다. Cae norhapditis e leg ance (C . e leg ance )를 대상으로 avermectin에

대한 운동성과 증식 저해 농도가 각각 2㎍/㎖, 1㎍/㎖정도의 농도에서 효과가 나타남이 확인된 바

있다. 이는 0.0001∼0.0002％의 avermectin 농도만으로도 정량적인 분석이 가능하기 때문에 소량

의 배양 추출액만으로도 효과적인 변이주 선별이 가능하다는 것을 의미한다. 이를 기준으로 하여
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S . averm itilis에 대해 LD99∼LD99.9의 효과를 나타내는 돌연변이 유발원 처리조건을 확립하여 이

조건으로 변이주를 유도하였다.

Avermectin은 in tracellular molecule로 균사체내에 축적되기 때문에 세포 밖으로 추출해야 한

다. Av ermectin 생산배지에서 10일간 배양이 끝나면 균체만을 얻어 전통적 추출용매인 MeOH으

로 처리하여 avermectin을 포함한 여러 대사산물을 얻어낸다. MeOH은 수용성/지용성에 대하여

탁월한 추출능을 가지고 있어 지용성인 avermectin 만을 선택적으로 분리하기 위해 CH3Cl에 의

한 partition efficiency를 수행하였다(Pang e t. al. 1994). MeOH/CH3Cl은 bio- assay에 이용하는

C . e leg ance에 해를 입히기 때문에 진공증발로 남아있는 MeOH과 CH3Cl를 휘발시키고

DMSO(Dimethyl sulfox ide)에 최종 현탁시켜 C . e leg ance를 대상으로 bio- assay를 수행하였다.

Avermectin 생산관련 유전자들의 cloning을 위해서는 avermectin 생산이 결여된 숙주를 확보할

필요성이 있다. 돌연변이유발원 처리로 얻어진 변이주를 검색하여 avermectin 생산능력이 저하되

거나 결여된 변이주를 분리하고, 이들을 avermectin 생합성 관련 유전자를 cloning하기 위한 숙주

로 이용하고자 하였다.

나) Av ermectin 생산 결여 균주의 분리 및 특성 결정

AT CC 31271에 MNNG를 처리하여 얻은 변이주들에 대해 C . e leg ance를 대상으로 bio- as say

에 의한 생산량의 차이를 검색하던 중 갈변화를 보이지 않으며 생산량이 감소한 변이주 #417을

얻은 바 있다. 변이주 #417는 YEME 성장배지상에서 enrichment 하는 동안 안정된 2가지 균주로

분리할 수 있었으며 각각 #4171과 #4172로 명명하였다. 이들이 안정적으로 av ermectin 생산이 완

전하게 결여된 변이주인지 아니면 단순히 생산 저해를 받고 있는 가를 알아보기 위해

MeOH/CHCl3 추출물을 고속 크로마토그라피(Hig h press ure liquid chromatography, HPLC)로 생

산량 차이를 비교, 분석하였다. 돌연변이 유발원의 독립적 사용에 의한 변이주의 분리가 어느 정

도 이루어진 시점에서 UV Light와 MNNG를 혼용하여 돌연변이 유도를 시도하였다. Kitas ato 연

구소의 Ikeda group에 의하면, 적어도 3곳에 돌연변이가 일어나야 s ing le component avermectin

생산 균주를 얻을 수 있다고 알려져 있다. 보다 안정된 균주를 만들기 위해 숙주는 avermectin

생산이 증가, 저해된 변이주를 대상으로 수행하였다. AT CC 31271는 m el- like 유전자를 가지고

있어 그에 근거한 갈변화의 정도의 차이, parent s train과 비교할 때 YEME 성장배지상의 표현형

질에 미묘한 차이가 생긴 균주를 우선적으로 선택하여 다음과 같은 변이주를 분리 할 수 있었다

(T able 1.6).

(1) Complementat ion

(가) Shutt le v ector pW HM3

Avermectin 생산 변이주를 얻기 위해 사용한 S. averm itilis A T CC 31271(KCCM 40226)의 염색

체 DNA를 Chater e t al.(1982)의 방법에 따라 얻었다. pW HM3는 대장균과 방선균간의 shutt le

vector로 m el(melanin), ts r(thios trepton res is tance), β- g alactos idase(α- complementat ion), bla

(β- lactamase) 유전자를 갖는 7.2kb의 plas mid로서 B am H, X baⅠ, S m aⅠ, E coRⅠ, P stⅠ, H ind

Ⅲ, S s tⅠ, K pnⅠ 따위의 보편적으로 사용되는 제한 효소 인식 부위를 mult icloning s ite로 갖고

있기 때문에 이들 제한 효소 인식 부위를 이용하여 avermectin 생합성 유전자를 다양하게

cloning 할 수 있다. 염색체 DNA와 s hutt le vector인 pW HM3를 여러 제한 효소를 이용하여 완전

가수분해 한 다음 ligat ion을 통해 재조합 plasmid를 만들고 E scherichia coli MV1190을 숙주로

하여 형질전환을 유도하였다. 대장균에서는 β- g alactos idas e 활성을 이용한 α- complementat ion

과 ampicillin으로 재조합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체를 선별하였다. 각각의 형질전환체로부

터 얻어진 재조합 plasmid는 원형질체를 이용한 형질전환법과 electroporat ion을 통해 avermectin
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생산 결여 균주로 옮겼다. B acillus, S taphylococcus와 같은 g ram 양성 세균들은 Ca+2, Mg +2 의 2

가 양이온을 이용한 competence 효율이 낮아 형질전환이 쉽지 않기 때문에 Hopw ood e t al.,

Mervyn e t al. 의 방법에 따라 원형질체를 이용한 형질전환을 사용하였으며 다음과 같다. 포자

현탁액을 glycine이 첨가된 S 배지에 접종하여 27℃에서 36시간 동안 진탕 배양한 후 균체를 회

수하였다. 이를 P3 완충액으로 2 회 세척하고 lys ozyme이 함유된 P3 완충액에 최종 현탁하여 3

0℃ 항온수조에서 2 시간 처리하였다. 이것을 cotton w ool filter로 여과하여 균사를 제거하고 원

심분리 한 후 PW P 완충액으로 2회 세척하여 원형질체를 얻은 다음 여기에 polyethylene g lycol

(PEG)을 이용하여 유전자적으로 조작된 covalent ly closed circular DNA를 원형질체내로 집어넣

는다. Protoplas t의 재생은 PW P 완충액으로 적정 배수 희석하여 미리 건조된 R2 재생배지에 도

말하였다. 방선균에서의 형질전환체의 구별은 pW HM3에서 부여된 thios trepton 저항성의 유·무

로 결정하였다. 재조합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체의 avermectin 생산능력 복구 여부는

FC1/avermectin production media를 이용하여 배양한 다음 avermectin을 추출하여 C . e le g ance

를 대상으로 bio- as say를 통해 수행하고 있다.

(나) pIJ702(S . liv idance KCT C1167)

Melainne 생합성에 관여하는 m el 유전자와 th ios trepton res is tance( ts r) 유전자를 포함하고 있

는 5.8kb의 pIJ702 cloning vector를 통해 avermectin 생합성 관련 유전자를 cloning 하려고 시도

하였다. pIJ702에 s ing le s ite로 존재하는 B am H, X hoⅠ, ClaⅠ, P vuⅡ, B igⅡ 제한 효소인식부위

를 이용하여 AT CC 31271의 염색체 DNA를 완전 가수분해하고 각각의 제한 효소로 자른 pIJ702

와 연결시켜 lig ation mix ture를 만들어 원형질체를 이용한 형질전환법으로 avermectin 생산 결여

균주에 형질변이를 유도하여 avermectin 생산능력 복구를 확인 중에 있다.

라. Avermectin 생합성 관련 유전자 조작을 통한 생산 변이주의 유도 및 분리

1) 생산관련 유전자의 cloning

가) Hybridiza tion by synthethic short probe

Avermectin의 생합성 관련 유전자의 분리를 목적으로 한 colony hybridizat ion 방법을 이용하

기 위한 전제 조건으로는 avermectin 생합성 관련 유전자에 대한 정보의 확보이다. Avermectin

생합성 경로는 크게 세가지로 구분된다. Macrolide 기본골격 생합성경로, s ide chain 변조과정,

g lycosylation 과정 등이 그것이다.

S . averm itilis 에서 생산되는 avermectin은 A1a, A2a, B1a, B2a의 4개 주성분과 A1b, A 2b,

B1b, B2b의 4개 부성분의 8개 화합물의 혼합물로 구성되며 이중에서 가장 강하고 광범한 구충효

과를 나타내고 있는 것은 B1a 이다. Avermectin의 8개 아단위(subunit)중 a와 b g roup의 구분은

avermectin의 C- 25 치환분(s ubs tituent)이 S(+)- α- methylbutyryl coenzyme A〔S(+)- α

- methylbutyryl CoA〕에서 유래된 sec- butyl 잔기인지 isobutyryl- CoA에서 유래된 isopropyl 잔

기인지에 의해 결정되며 branched- chain α- keto acid dehydrogenas e(BCDH), bk dFGH g ene

clus ter(1.4kb)가 여기에 관여하는 것으로 알려져 있다(Pizer, 1995). BCDH는 mult ienzyme

complex로 P se udom onas putidia의 BCDH, B acillus subt ilis와 B acillus s te arotherm ophilus에서

의 pyruvate dehydrog enase(PDH)/ BCDH dual- purpose complex 와 상당히 연관이 있고, 여기서

사용한 degenerated primer의 일부를 avermectin 생합성 관련 유전자를 얻기 위한 탑침(probe)으

로 사용하였다. Hybridizat ion에 이용되는 탐침의 길이는 20∼30 bas es가 일반적이기는 하지만 우

리가 사용한 탐침(25mer, CGAGC/T CGGC/ GACG, G/CGCCA/CCT CC)이 non- specific 하게 반
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응을 일으켜 길이가 보다 긴 새로운 탐침의 합성이 필요하게 되었다. BCDH는 avermectin

back- bone인 polyketide ag lycon의 형성이 완성되고 나서 일어나는 변형기작(modifica tion)의 일

환으로 avermectin 생합성 관련 유전자 집단에 별개로 존재할 가능성이 있다.

Colony hybridizat ion은 S . averm it ilis AT CC 31271의 염색체 DNA와 E . coli cloning

vector를 다양한 제한효소로 자른 다음 liga tion mix ture에서 lig at ion한 다음 E . coil MV1190을

숙주로 형질변환을 유도하였다. 해당 select iv e marker가 들어 있는 한천배지 상에 도말하고 형성

된 colony를 nylon membrane으로 옮겼다. Colony가 옮겨진 nylon membrane을 denaturat ion

s lout ion, neturalized solut ion, prehybridiza tion solut ion, hydridization s olut ion에 순차적으로 반응

시켜 probe와 nylon membrane상의 DNA와 공유결합을 유도한다. 합성한 탐침은 biotin으로 표지

되어 있어 CSPD를 기질(subs trate)로 하여 생합성 관련 유전자를 분리하고자 하였다.

나) Genomic PCR

다른 한편 방선균에서 생산되고 있는 2차 대사산물들의 기본 골격 생합성 관련 유전자들은

생합성과정에 작용하는 효소들의 순서에 따라 유전자가 집단(g ene clus ter)으로 배열하고 있는 것

으로 알려져 있다. Avermectin 기본골격의 생합성 관여 유전자들도 이런 구조로 배열되어 있기

때문에 이들 유전자의 일부를 cloning으로 얻는다면 그에 인접한 나머지 avermectin 생합성 관

련 유전자들도 쉽게 cloning할 수 있다. Macrolide 계열 항생물질인 erythromycin을 생산해 내

는 S accharopolyspora ery thrae의 macrolidr 기본골격 생합성 유전자들은 fa tty acid synthase

(FAS) 와 비슷한 활성을 갖는 유전자들로 구성되어 있다. 이들은 을 이루며 이런 module이 6개

가 연이어 나타나는 형태로 세포내에 존재하는 것으로 알려져 있다. 이중 acetyltransferase 효소

의 알려진 아미노산 서열로부터 염기서열을 추정, 두 개의 olig o(5' - GGG CGA A CT CCT CGG

CGA GT C AAG GGT T T T - 3' 와 5‘- GCG CCG CCA T CG ACA CAT T GA T GA CCT GT G

- 3' )를 합성, 이들을 탐침으로 사용하여 잡종분자형성에 의한 cloning을 수행하였다.

S treptom yces ave rm itilis 에서 생산되고 있는 2차 대사산물로써 avermectin은 macrolide,

polyenes , 기타 macrocyclic lactones , macrolactam 항생제를 포함하는 macrocyclic lactone 계열

의 polyketide 이다. 일반적으로 macrolide나 polyenes 항생물질은 복잡한 거대분자인 type Ⅰ

PKS(polyket ide s ynthas e)에 의하여 분자내의 macrocyclic lactones부분을 합성하게 된다.

가장 잘 알려져 있는 macrolide 계열의 항생물질인 erythromycin은 방선균인

S accharopolyspora ery threa(이전에는 S treptom yces ery threa로 불려짐)가 생산하는 14환의

lactone ring(erythronolide)에 des osamone과 cladinos e라는 두 개의 당분자가 연결되어 있는 구조

이다. 이는 macrolactone ring에 2개의 olendrose당이 붙고 methylat ion이 일어나 만들어지는

avermectin과 매우 유사하다.

Erythromycin의 생합성에는 적어도 30단계 이상의 효소반응을 요구하며 이중 초기의 13단계

는 아마도 거대한 복합효소인 erythronolide synthase(PKS)라는 효소에 의하여 중재되어 1분자의

propionic acid와 6분자의 methylmalonic acid의 축합반응으로 lactone ring을 형성하게 된다.

Erythromycin의 생합성 유전자는 이미 cloning 및 유전자 해석이 완료된 상태이며 이로부터 정교

한 화학물질의 합성이 유전자에 간직되어 있는 유전정보에 의하여 명확히 지시되고 있음이 알려

져 있다. 축합반응에 관여하는 생합성유전자는 acyl carrier protein , acetylt ranaferas e,

dehydratase, enoylreductas e, ketoreductase, ketoacyl- A CP synthase, 혹은 thioes terase 유전자가

4개 내지 6개가 조합되어 한 단위체인 module을 구성하고 있으며 이들이 2∼4개 반복적으로 나

타나는 복잡한 구조를 이루고 있다. Non- specific binding을 해결하기 위한 긴 길이의 probe를

합성하기 위한 시도로 S . erythre a의 eryA를 구성하는 유전자군의 AT (acyl transferase)를 암호

화하는 부위로부터 유래된 일종의 deg enera tion primer (5' - GGG CGA ACT CCT CGG CGA
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GT C AAG GGT T T T - 3' 와 5‘- GCG CCG CCA T CG ACA CAT T GA T GA CCT GT G - 3' )

를 합성, S . averm it ilis KCCM 40226(A T CC 31271)의 Chr. DNA를 대상으로 genomic PCR을 수

행하여 약 470 bp의 PCR product(F ig. 1.1)를 얻었다 (Donadio, et. al., 1991).

다) PCR product cloning

S accharopolyspora ery threa에서 유래된 primer를 이용하여 얻어진 PCR product가 단일 절편

(frag ment)이기는 하지만 av ermectin과 지방산(fat ty acid) 그리고 S treptom yces averm it ilis에서

생산되는 독성이 강한 물질인 oleic acid는 상당히 유사한 s ynthas e가 각각의 합성에 관여하는 것

으로 알려져있어 얻어진 PCR product의 염기서열을 결정 할 필요가 있다. S . averm it ilis KCCM

40226(AT CC 31271)의 Chr. DNA를 대상으로 g enomic PCR을 수행하여 얻어진 g enomic PCR

product는 Promeg a Co. pGEM T - easy vector의 3‘- T overhang에 연결하여 재조합 plasmid를

만들고 E scherichia coli MV1190을 숙주로 하여 형질전환을 유도하였다. 형질전환은 C oh e n e t

a l. 의 방법에 따라 c o m p e t e n t c e ll을 만들어 사용하였다 . PCR product가 삽입된 재조합

plasmid를 갖고 있는 형질전환체 선별은 β- g alactos idase 활성을 이용한 α- complementat ion

과 ampicillin 저항성을 이용하였다. 이렇게 얻어진 재조합 plasmid는 DNA 염기서열 결정을 위한

주형으로 사용하였다.

라) 염기서열 결정 및 분석

DNA 염기서열 결정은 Sanger의 did e o x y c h a in t e r m it io n 방법을 바탕으로 Parmacia Co.

ALFTM ex press autocycle s equencing kit 제품과 pGEM T - easy vector의 M13 forw ard/Reverse

sequencing primer binding s ite를 이용하여 양방향으로 염기서열을 결정하였다(F ig . 1.2와 Fig .

1.3). 분석된 결과로부터 S treptom yces erythre a 의 acyl transferase 와 동일한 유전자임을 확인

할 수 있었다(F ig . 1.4).

마) Biotin- labelled Probe s ynthes is

Avermectin 생합성의 첫 번째 단계는 polyket ide synthase가 building block으로 쓰이는 단순

한 구조의 카르복시산을 연속적으로 연결하여 탄소사슬을 형성하는 과정이다. Macrolide

polyketide synthase는 기다란 ORF안에 여러개의 효소가 암호화되어 있는 module 구조가 연속적

으로 늘어서있는 mutifunct ional enzyme sys tem으로서 각 module의 구조는 비슷하며 생합성하는

polyketide의 크기에 비례하여 여러 차례 반복되는 것으로 알려져 있다. Avermectin 생합성 관련

유전자도 상당히 높은 유사성의 module이 연속배열로 구성되어있는 것으로 알려져 있어,

macrolide polyketide로서 가장 잘 연구된 erythromycin에서 유래된 primer를 이용하여 얻어진

PCR product를 probe로 이용하여 그 주변을 포함하고있는 module을 온전하게 확보하려는 시도

를 위해 Library Screening을 수행할 필요성이 있다. 그래서, Library Screening을 하기 위한

probe는 genomic PCR에 이용하였던 Rig ht/Leftw ard Primer와 Biotin- 14- dAT P를 사용하여

biot in화된 probe를 만들었다.

바) Cosmid library

S . averm it ilis Chr. DNA를 B am HⅠ제한효소로 자른 다음 s hutt le cosmid vector pKC505에

lig ation하여 E . coli 에서 ampicillin과 s piramycin 저항성을 이용하여 biot in화된 probe를 이용하

여 colony hybridizat ion을 수행하고 있다. Colony hybridization는 nylon membrane에 replica로

colony를 옮겨 lys is , denaturat ion, renatura tion, prew as hing을 거치고, 42℃에서 2∼4시간

prehybridizat ion과 biot in화된 probe를 이용하여 20∼24시간동안 hybridization 시켰다. 이것을
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BM Co.의 biotin luminescent detect ion kits (CSPD)로 반응 시킨 후, X- ray 필름에 감광시켜

pos itive s ignal을 확인하여 probe에 상보적인 flanking region을 확인하고 있다.

2) Cloning된 유전자를 이용한 고생산균주 개발 응용

방선균의 형질전환은 보편적으로 pIJ 계열이나 그 유래의 plasmid를 운반체(vector)로 사용하

고 있다. 그중 pW HM3는 대장균과 방선균간의 s hutt le vector로 m el(melanin), ts r( thios trepton

res is tance), β- galactos idase(α- complementat ion), bla(β- lactamas e) 유전자를 갖는 7.2kb의

plasmid로서 B am H, X baⅠ, S m aⅠ, E coRⅠ, P stⅠ, H indⅢ, S stⅠ, K pnⅠ 따위의 보편적으로 사

용되는 제한 효소 인식 부위를 mult icloning s ite로 갖고 있기 때문에 이들 제한 효소 인식 부위

를 이용하여 avermectin 생합성 유전자를 다양하게 cloning 할 수 있다.

A vermectin 생산 증가 변이주를 얻기 위해 사용한 S treptom yces averm it ilis AT CC

31271(KCCM 40226)의 염색체 DNA를 Chater e t al.(1982)의 방법에 따라 얻었다. 염색체 DNA와

shutt le vector인 pW HM3를 여러 제한 효소를 이용하여 완전 가수분해 한 다음, ligat ion을 통해

재조합 plasmid를 만들고 E scherichia coli MV1190을 숙주로 하여 형질전환을 유도하였다. 대장

균에서는 β- g alactos idas e 활성을 이용한 α- complementation과 ampicillin으로 재조합 plasmid를

갖고 있는 형질전환체를 선별하였다. 각각의 형질전환체로부터 얻어진 재조합 plas mid는 원형질

체를 이용한 형질전환법과 electroduction을 통해 avermectin 생산 결여 균주로 옮겼다. B acillus,

S taphylococcus와 같은 g ram 양성 세균들은 Ca+2, Mg+2 의 2가 양이온을 이용한 competence 효

율이 낮아 형질전환이 쉽지 않기 때문에 Hopw ood e t al., Mervyn e t al. 의 방법에 따라 원형질

체를 이용한 형질전환을 사용하였다. Protoplas t의 재생은 PW P 완충액(T able 1.7)으로 적정 배

수 희석하여 미리 건조된 R2 재생배지(T able 1.7)에 도말하였다. 방선균에서의 형질전환체의 구별

은 pW HM3에서 부여된 th ios trepton 저항성의 유·무로 결정하였다. 재조합 plasmid를 갖고 있는

형질전환체의 avermectin 생산 능력 복구 여부는 F C1, F 4.5 배지를 이용하여 배양한 후

avermectin을 MeOH/ CHCl3 추출하여 bioas say를 통해 확인하였다. 분석한 균주의 대부분은 미묘

한 생산량의 차이를 보이거나 구분이 모호한 경우가 대부분이었다.

3) 원형질체 융합방법에 의한 변이체 유도를 통한 균주 개발

Streptomycin은 S tre ptom yce s g rise us에서 합성되는 이차대사산물로 생합성과정이 자세히 밝

혀져 있으며 생합성유전자들도 이미 cloning 되어 상당부분의 유전자 기능이 밝혀져 있다. 한 분

자의 s treptomycin을 생합성하는데는 약 30종 이상의 특별한 효소반응이 필요한 것으로 알려져

있고 S treptom yces averm it ilis의 2차 대사산물로써 avermectin도 상당히 광범위한 효소반응이

관여 할 것으로 생각되어지고 있다. 이러한 관점에서 볼 때, 돌연변이 유발원을 이용한 전통적인

돌연변이법은 주로 한정된 영역의 변이만을 유발시킬 수 있어 획기적인 생산량 증가를 보이는 변

이주를 유도하기 위해서는 기존의 보편적인 방법과 차별화 시킬 수 있는 새로운 것이 필요하다.

따라서, 보다 우수한 av ermectin 고 생산균주의 확보를 위한 원형질체 융합법은 기존의 돌연변이

법이 갖는 한계를 극복할 수 있다. 원형질체 융합이란 세포질 융합을 유도하고자 하는 서로 다른

균주를 세포수의 최종 농도가 2∼5×108/㎖에서 1:1이 되도록 혼합한 후 원심 분리하여 PW P 완

충액에 현탁시키고 여기에 융합 유도물질인 polyethylene glycol(PEG)를 이용하여 2종 또는 그

이상의 서로 다른 균주간에 인위적인 세포질 융합이 일어나도록 유도하는 방법이다. 방선균의 경

우, PEG를 매개로 하는 원형질체 융합은 30℃에서 일정시간 방치하여 융합을 유도하고 PW P 완

충액을 첨가하여 융합을 중지시킨 후에 R2 재생 배지에 도말하였다. 이 방법은 각각의 균주가 갖
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는 우수한 형질을 하나의 세포내에서 보다 앞선 새로운 형질로 발현시킬 수 있다는 장점을 갖고

있다. 현재 널리 사용되고 있는 대표적 항생물질인 tetracycline을 생산하는 균주인 S treptom yces

aureofaciens의 경우에도 균주 개발이 conjug at ional mating에 의한 유전자 재조합을 이용한 것으

로 알려져있다. 이 원형질체 융합법은 유전자 재조합 빈도가 높고 특별한 mating s ys tem이 없는

균주에서도 적용이 가능하기 때문에 산업용 균주의 개량에 적합하다. 또한, S tre ptom yce s,

S treptosporang ium , B revibacterium , S treptococci 등의 세균에서 연구가 잘 이루어져 있고 지금

까지 S treptom yces g riseus에서 40여종, B acillus subt ilis에서 60종 이상의 항생물질이 보고된 것

을 감안한다면 유사한 새로운 유도체의 생산도 기대할 수 있다. 원형질체 융합을통한 유도체의

avermectin 생산 능력 증가 여부는 FC1, F4.5 배지를 이용하여 배양한 후 av ermectin을

MeOH/CHCl3 추출하여 bioassay를 통해 확인하였다. 분석한 균주의 대부분은 미묘한 생산량의

차이를 보이거나 구분이 모호한 경우가 대부분이기는 하지만 우수한 균주 유도를 위한 접근 방법

이 확률적이기 때문에, 어느 정도의 시간 소모는 필요한 것으로 생각된다.

T able 1.1. Inhibit ion of C. eleg ans mobility by avermectin and Ivermectin

T i m e
Conc.

3hrs* 12hrs 18hrs

Control - - -

A V R(4㎍/㎖) +++ +++ +++

〃 (2㎍/㎖) +++ +++ +++

〃 (1㎍/㎖) - + +

〃 (0.1㎍/㎖) - - -

〃 (0.01㎍/㎖) - - -

IV R (4㎍/㎖) +++ +++ +++

〃 (2㎍/㎖) +++ +++ +++

〃 (1㎍/㎖) - + +

〃 (0.1㎍/㎖) - - -

〃 (0.01㎍/㎖) - - -

0.4％ DMSO - - -

* - , no- effect
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T able 1.2. Inhibit ion of C. eleg ans reproduct ion by av ermectin and ivermectin

day
Conc.

1 day 4 day

Control - -

A V R(4㎍/㎖) - +++

〃 (2㎍/㎖) - +++

〃 (1㎍/㎖) - +++

〃 (0.1㎍/㎖) - -

〃 (0.01㎍/㎖) - -

IV R (4㎍/㎖) - +++

〃 (2㎍/㎖) - +++

〃 (1㎍/㎖) - +++

〃 (0.1㎍/㎖) - -

〃 (0.01㎍/㎖) - -

0.4％ DMSO - -

* - , no- effect
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T able 1.3. Media for S tre ptom yce s averm it ilis

YEME(g/L) FC 1(g/L)
Avermect in product ion

media (g/L,pH7.0)

Yeas t ex tract 3 Glucos e 80 Glucose 45

Bacto- pepton 5 T rypton 40 Peptonized milk 24

Malt extract 3 Urea 2 PEG2000 2.5

Glucos e 10 (NH4)2SO4 0.5 Yes t ex tract 2.5

After autoclaving KH2PO4 0.5

2.5M Mg Cl2 2 ml/ l KCl 2

MgSO4 0.5

NaNO3 3

FeSO4·7H2O 1ml/L

※ Make up to 1 liter
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T able 1.4 . Liquid medium of C. eleg ance

S m e d ium

S bas al

1M potass ium citrate pH6 10 ㎖

T race meta ls s olut ion 10 ㎖

1M CaCl2 3 ㎖

1M MgSO4 3 ㎖

T otal 1 lit re

S Bas al

NaCl 0.1 M (f.c)

potass ium phos phate pH6 0.05 M (f.c)

Choles terol(5㎎/㎖ in EtOH) 1 ㎖

T otal 1 lit re

T race Metals S olution

Disodium EDT A 5 mM (f.c)

F eSO4 2.5 mM (f.c)

MnCl2 1 mM (f.c)

ZnSO4 1 mM (f.c)

CuSO4 0.1 mM (f.c)

T otal 1 lit re

※ Autoclav e and keep in the dark
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T able 1.5. Clong vectors

Vector S ize, kbp Genetic markersa Main cloning s ite(s )

pIJ30 6.3 ampb, tetc, ts rd P vuⅡ, S alⅠ, S s tⅡ

pUC19 2.7 amp, β- g ale E coRⅠ, P stⅠ, H indⅢ, S alⅠ

pIJ486 6.2 ts r ClaⅠ, P stⅠ, B clⅠ

pW HM1 4.1 amp, ts r , β- gal ClaⅠ, N coⅠ

pIJ702 5.8 ts r , melf B g lⅢ, S phⅠ, S s tⅠ

pW HM3 7.2 amp, ts r , β- gal E coRⅠ, B g lⅡ, H indⅢ

pKC505 18.7 aprg B am HⅠ

a x =Selectable markers .

b Gene encoding a beta lactamas e.

c T etracycline res is tance.

d T hios trepton res is tance.

e Promoterless g ene; α- complementation.

f Gene for formation of a melanin pig ment .

g Apramycin res is tance.

T able 1.6. Avermectin production- deficient mutant of S tre ptom yce s averm it ilis

균주의 특성 균 주

Avermectin 생산 결여 #N10, #N101, #N102, #N103, #NU8

Avermectin 생산 저해
#4171, #4172, #4173, #NU6, #NU18, #NU181, #NU182,

#NU7, #104, #304, #NU15, #NU151, #NU152, #NU153

※ N, MNNG ; NU, MNNG+VU Lig ht
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T able 1.7. Buffers and regenerat ion medium for S treptomyces protopls t

Component
Medium Buffer solution

R2 P3 PWP

Sucrose 103.00 g 137.00 g 137.00 g

Glucose 10.00 g

K2SO4 0.25 g

MgCl2·6H2O 10.12 g 1.00 g 2.50 g

Casamino acid 0.1 g

KH2PO4* 0.05 g

CaCl2·2H2O* 2.95 g 0.75 g 2.95 g

L- proline* 3.00 g

0.25M T ES Buffer(pH7.2)* 100 ㎖ 100 ㎖ 100 ㎖

T race element s olut ion** 2 ㎖

NaCl 4.10 g 4.10 g

Ag ar 22 g

T ota l volume w ith

dis tilled w ater
1 ℓ 1 ℓ 1 ℓ

* Sterilized sepera tely

** T race Metals Solution

ZnCl2 40 ㎎ MnCl2·4H2O 10 ㎎

FeCl3·6H2 200 ㎎ Na2B4O7·10H2O 10 ㎎

CuCl2·2H2O 10 ㎎ (NH4)6Mo7O24·4H2O 10 ㎎

T ota l 1000 ㎖

※ A utoclaved and kept in the dark
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제 2 절. Bench- s cale에서의 av ermectin 발효공정 최적화,

s cale- up 및 av ermectin 분리 정제 공정 개발

(제 2세부과제)

1. 서 론

Avermectin B1a(이후 avermectin) 발효공정 개발을 위해서는 생산균주인 S treptom yces

averm it ilis의 형태학적 또는 생리학적 조절에 따른 이차대사산물의 과량생산 유도 및 이차대사의

특성을 최대한 이용하는 효과적인 생물공정 개발이 이루어져야 한다. 즉 S treptom yces

averm it ilis와 같은 방선균으로부터의 이차대사산물 대량 생산공정 개발은 생산균주의 독특한 형

태학적 면과 이차대사의 까다로운 생리학적 특성으로 인해 생물반응기의 설계 및 생물공정 최적

화에 큰 어려움이 있다. 또한 이차대사산물의 낮은 생산성으로 인한 경제성의 문제점을 고 생산

균주의 개발과 병행하여 발효공적의 최적화를 통해 극복해야 한다.

방선균의 경우, 생산균주의 성장에 따른 발효 배양액의 점도의 급속한 증가 현상은 생물반응

기 내의 산소전달 능력을 급격히 감소시킨다. 또한 균사모양으로 인한 s hear sens it ivity현상으로

인해, 배양액 내에 mix ing 효과 및 산소전달속도를 증가시키기 위한 목적으로 교반 속도와 통기

량을 증가시키는 경우, 일반적으로 세포성장속도와 이차대사산물의 생산력이 심각하게 영향을 받

는 것으로 알려져 있다. 즉 생물반응기에서 교반기의 회전속도와 직경의 변화가 생산균주의 성장

및 사멸에 미치는 효과와 세포의 morpholog y 및 생산성에 미치는 영향을 정량적으로 분석하여야

한다. 따라서 생물반응기의 운전전략 수립 및 전 생산공정의 경제성을 검토하는 것이 avermectin

과 같은 균사형성 미생물 유래의 이차대사산물 생산에서 고려해야 할 필수적인 요소이다.

한편 이차대사산물 생합성의 경우, 세포성장에 쉽게 이용될 수 있는 영양분의 catabolite

product에 의해 세포성장에 비교적 큰 영향을 미치지 않는, 또는 비 필수적으로 간주되는 이차대

사 관련 효소의 생합성이 억제되는 현상인 catabolite repres s ion 현상이 거의 항상 발견되곤 한

다. 즉 Carbon catabolite regulat ion이 가장 잘 알려진 경우로, cyclic adenos ine

3' - 5' - monophos phate(cAMP)가 CRP(cAMP Receptor Protein)와 복합체를 이뤄 operon의

promotor s ite에 결합함으로써 RNA polymerase에 의한 s tructural gene의 전사를 자극한다.

cAMP의 농도가 이 control mechanism에서 중요한 요소로서, cAMP는 adenylate cyclas e에 의해

AT P로부터 생합성된다. 그리고 glucose와 같이 쉽게 이용될 수 있는 carbon source는 adenylate

cyclase의 활성을 저하시킴으로써 cAMP의 합성을 방해한다고 알려져 있다. 따라서 배양액 내에

g lucos e와 같이 미생물이 쉽게 이용할 수 있는 탄소원이 필요 이상의 과량으로 존재할 경우 일차

대사에 의한 세포 성장은 매우 활발한 반면 av ermectin과 같이 원하는 산물을 생산하기 위한 이

차대사는 심하게 저해 받을 것이다. 그러므로 균사형성 미생물 발효 시 배양액 내의 산소제한

현상과 생산세균의 catabolite repress ion현상으로 인한 이차대사산물의 생산성 저해 요인은 이차

대사산물 생산 발효공정에서 반드시 해결해야 할 가장 중요한 문제점이다.

본 연구에서 대량 생산하고자 하는 avermectin은 호기성이며 균사형성 방선균인

S treptom yces ave rm itilis에 의해 세포 내 축적 이차대사산물로 생합성되는 동물구충제이다.

avermectin의 높은 시장성을 감안할 때 효과적인 균주개발 기술 (제 1세부과제) 및 분리정제 기

술과 유기적으로 연관되어서, 생산균주의 생리학적 특성을 최대한으로 이용하는 효과적인

avermectin 생산 공정이 개발되어야 한다. 이와 관련하여 avermectin의 대량생산을 위한 생물반

응기 운전기술 개발(bench- s cale에서의 avermectin 발효공정 최적화 및 scale- up 연구)에 대한

다음 분야의 연구가 중점적으로 수행되어야 한다:
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- 발효조 내의 물리학적, 화학적 및 생화학적인 배양 환경의 최적화;

- 발효조에서의 대규모 배양을 위한 효율적인 산소공급 전략 개발;

- 발효조에서의 효율적인 산소공급을 위한 산소전달계수 (k La) 분석;

- 회분식배양 기술의 문제점 분석을 통한 유가식배양 기술 개발;

- 배양 공정의 s cale- up 전략 개발.

한편 S treptom yces averm it ilis를 이용하여 동물 구충제 avermectin을 생산하는 공정을 산업

화하기 위해서는 우수 세포주 선정 및 발효공정 개발도 중요하지만 대량 분리 정제 공정의 개발

도 중요하다. 그 이유는 발효공정에서 생산되는 산물은 여러 가지 미 반응 기질, 부산물, 불용성

물질들이 포함되어 있어 불순물에 의한 부작용, 역가 저하 등이 문제가 되기 때문에 효율적인 분

리 정제 공정에 의해 일정한 함량 및 순도를 지닌 정제 품을 개발해야 상품화될 수 있기 때문이

다. 대부분의 생물산업제품의 경우 배양액의 성분조성은 대단히 복잡함에도 불구하고 상대적으로

높은 순도가 요구될 뿐만 아니라 분리대상 물질들이 대부분 열이나 화학적 변화에 민감하여 사용

가능한 단위공정도 제한을 받는 등 어려움이 있어서 여러 단계의 분리정제 단위공정을 거쳐야하

고, 이에 따라 분리정제 공정이 차지하고 있는 생산비용은 발효공정을 포함한 전체공정의 절반

이상을 차지하고 있다. 게다가 발효생물제품이 분리정제 공정을 거치는 동안 손실되어 수율이 저

하되기 때문에 분리공정의 최적화는 전체 공정의 경제성을 향상시킬 수 있는 절실한 과제이다.

특히 avermectin의 경우 세포 내에 생성물이 축적되는 in tracellular product이기 때문에 훨씬 더

복잡한 분리공정이 요구되며 또한 관련 유도체가 8 가지나 되기 때문에 이중에서 약효가 우수한

B1a를 분리하는데 여러 단계의 분리단계가 요구된다. 따라서 avermectin 분리공정 설계 및 분리공

정의 최적화 여부가 상품의 경제성을 결정하게 되고, 이에 따라 효율적이고 경제적인 분리정제공

정의 개발도 배양 공정의 개발과 병행하여 수행될 필요가 있다. 한편 분리정제된 avermectin을

소비자가 원하는 형태로 가공하기 위해서는 crys tallizat ion이 반드시 필요하기 때문에 효율적인

결정화공정의 개발도 분리정제 공정의 개발과 함께 요구된다.

2. 재료 및 방법

가. 균주 보관 및 inoculum 준비

생산균체인 S . averm ilitis를 s olid (SSM)배지(ag ar 20g /L)에 접종한 후 28oC 에서 5일간 배양

한 s olid culture를 - 80oC 냉동실에 보관한 후 이를 s tock culure로 이용하였으며 필요시마다

liquid s tock culture (하기에 기술)를 만들기 위한 inoculum으로 사용하였다. 또한 (FC- 1)배지에

서 3일간 배양한 후 균주배양액 대 glycerol용액의 부피비가 7:3으로 조성된 liquid s tock culture

(30ml vial에 10ml 씩 보관)를 만들어 - 20oC 냉동실에 보관한 후, 매 실험 때마다 이 liquid s tock

을 세포성장배지(GM)에서 s eed culture하기 위한 inoculum으로 이용하였다(다양하게 조사된 GM

의 성분은 연구 수행 내용에 기술). 그러나 이 경우에 균주의 avermectin 생산성이 매우 불안정한

것으로 판명되어 실험 중반부터 S . averm ilit is 의 spore를 inoculum으로 이용해서 생산성에 있어

서 재현 가능한 g lycerol s tock을 준비할 수 있었다 (연구수행 내용에 기술하였음). 이를 위해 본

연구실에서 개발된 S . averm ilitis의 solid sporulat ion medium (연구수행 내용 참조)으로부터 대

량의 s pore를 얻고자, 멸균된 환경에서 W hatmann #1 filter를 이용한 “spore 회수공정”을 확립한

후, g lycerol s tock으로 준비된 1x 106 spores /ml 를 seed culture를 위한 inoculum으로 접종하였다.
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발효를 위한 seed의 준비는 성장배지인 100ml의 GM 배지(500ml Erlenmeyer flask 사용)에

g lycerol s tock을 10ml 취하여 접종한 후 200rpm, 28oC에서 5일간 배양하여 지수기 성장 단계에

있는 활성 높은 1%- 10% (v/v)의 seed culture를 다양한 성분의 생산배지(PM)에 접종하였다

(PM의 성분은 연구 수행 내용에 각 경우마다 기술). 각 단계마다 오염여부의 확인을 위하여 현

미경을 통한 관찰을 병행하였다.

나. 균주 보관용 배지 성분

사용한 균주 보관용 배지의 종류는 다음과 같다. 배지의 열에 의한 멸균 시에는 침전과 갈변

현상의 방지를 위해, s ug ar와 무기염류는 농축용액으로 만들어 각각 따로 멸균한 후에 멸균상태

에서 나머지 media용액과 혼합하여 사용하였다.

- Semi Synthetic Medium (SSM) 조성:

g lucos e 80g/ l; t ryptone 40g/ l; urea 2g / l; NaNO3 3g/ l; KH2PO4, 2g/ l; KCl, 0.5g/ l; Mg SO4

0.5g/ l; F eSO4.7H2O s olut ion (10g / l) 1ml/ L.

- FC 1 배지 조성

성 분 농 도 (g /L) 성 분 농 도 (g/L)

T rypton 40 Urea 2
(NH4)2SO4 10 NaNO3 3

KH2PO4 2 KCl 0.5
MgSO4 0.5 FeSO4·7H2O 0.2 mL
Glucose 80

다. 실험 장치 및 배양 방법

발효조에서의 배양은 산소전달, shear s tress등의 조업조건이 플라스크 배양과는 매우 다르므

로 각 배지의 최적조성비에도 차이가 있기 마련이나, 기본적으로는 플라스크 배양에서 얻은 결과

를 토대로 여러 조업조건 및 feeding조건에서 발효조를 운영하였다.

발효조로는 2.5 liter 부피의 한국발효기(주) 제품을 사용하였고 조업부피는 2 liter로 하였으며,

온도는 28oC, 교반속도는 150- 500rpm, 공기유량은 1.0- 2.0vv m에서 운영하였다. 교반속도와 통기

량의 자동조절을 통해 배양액 내의 용존산소량을 적정 수준으로 조절함으로써, 교반시 발생하는

shear s tress로 인한 생산균주의 inactivat ion현상을 최소화하는 생물반응기 운전 전략을 확립하였

다. 배양 중의 pH는 4N의 NaOH와 H2SO4를 이용하여 조절하였다. 기포제거액의 경우 배양액의

포화 용존산소량을 감소시켜 결과적으로 배양액 내로의 산소전달계수 (ox ygen transfer rate

coefficient , k La)에 악 영향을 미치므로 기포제거 조절기에 의해 투입되는 기포제거액을 가능한

한 최소화하였다. 각종 기포제거액이 산소전달계수와 세포성장에 미치는 영향을 조사한 결과

Union Carbide Products 사에서 제조한 antifoam인 SAG- 471이 가장 훌륭한 기포제거제로 판명

되었다. 발효조 배양을 위한 avermectin 생산배지로 플라스크 배양에서 조사한 다양한 종류의

생산배지 성분을 이용하였으며, 매 실험마다 inoculum으로서 5일이 경과하여 지수기 성장단계에

있는 활성 높은 seed를 1- 10 % (v/ v)의 부피로 발효조에 접종하였다. 각각의 발효조 배양 실험
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에 대한 특별한 조건은 매 실험 결과마다 상세하게 기록해 놓았다.

라. 분석 실험

1) 세포농도 측정

균체농도는 Dry Cell W eig ht (DCW )를 이용하여 측정하였다. 균일한 sample을 얻기 위하여

homog enizer에서 균질화 과정을 거친 10ml의 발효액을 원심 분리하여 상등액을 버린 후 증류수

를 넣어 vortex 혼합을 하고 다시 원심 분리하는 세척과정을 세 번 거쳤다. 90oC에서 24시간 동

안 건조한 후 질량을 측정하였다.

2) 배양액중의 잔류 carbohydra te 측정

배양액 중에 남아있는 탄소원은 HPLC 방법을 이용하여 측정하였다. HPLC 운전조건은 다음

과 같으며 HPLC chromatogram과 s tandard curve는 Fig. 2.1 및 F ig . 2.2에 나타내었다.

- Column: Supercos il LC- NH2 column (4.6 x 250mm) (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA)

- Precolumn: mBondapak precolumn for C18 (4.6 x 20mm)

- Mobile phas e: Acetonitr ile:W ater = 750:250

- Detector & Conditions = W aters R401 refract ive index (RI) detector, Attenuator = 16X

- Pump & F low rate: W aters 501 (Millipore, Milord, MA, USA), 2 ml/ min cons tant flow

- Data analys is : W aters 746 Data Module (Millipore, Milord, MA, USA)

- Injection valve: W aters U6K valve (Millipore, Milord, MA, USA)

- Column temperature: 20oC by temperature controller

- Sample loop s ize: 10ml

3) avermectin 추출 및 HPLC에 의한 분석

Sample로 취한 10ml의 S . averm it ilis 배양액을 동량의 methanol를 이용하여 12시간 동안 200

rpm의 shaker에서 추출한 후 5,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 avermectin을 포함하고 있는 상

등 용액 1 ml를 취했다. HPLC의 전처리과정으로 이 용액을 0.2 m의 microfilter에 통과시킨 다

음 HPLC를 이용하여 avermectin의 농도를 정량 분석하였다. HPLC 운전조건은 다음과 같으며,

HPLC chromatog ram과 s tandard curve를 F ig . 2.3 및 Fig. 2.4에 나타내었다.

- Column: W aters Bondapak C18 reverse phas e column (3.9 x 300mm) (Millipore, Milord, MA ,

USA )

- Precolumn: Bondapak precolumn for C18 (4.6 x 20mm)

- Mobile phas e: methanol:w ater = 850:150

- Detector & Conditions = UV- VIS detector, W aters 486 (Millipore, Milord, MA, USA),

246nm, AT 0.02

- Pump & F low rate: W aters 501 (Millipore, Milord, MA, USA), 1.2 ml/ min cons tant flow

- Data analys is : W aters 746 Data Module (Millipore, Milord, MA, USA)

- Injection valve: W aters U6K valve (Millipore, Milord, MA, USA)

- Column temperature: 40oC by temperature controller

- Sample loop s ize: 20 microliter
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4) 배양액 내의 용존산소 측정 및 각종 impeller에 의한 산소전달계수(kLa) 측정

교반속도의 자동 조절을 통해 배양액 내의 용존산소량을 적정 수준(즉 s pecific ox yg en uptake

rate가 용존산소 농도에 의해 영향을 받지 않는 critical dissolved oxyg en level인 Ccr 근처에 용

존산소량을 유지)으로 유지시키기 위해서는 배양액 내의 용존산소량을 정확히 측정하여야 한다.

실험 결과 S treptom yces와 같은 균사형성 미생물의 경우 세포가 성장함에 따라 용존산소 전극

(D.O. probe)의 fouling 현상 (세포의 부착성 때문에 전극의 membrane에 생산균주가 고정화되는

현상)으로 인해 전극의 민감도가 심각하게 저해받는 것으로 나타났다. 이를 해결하기 위해 전극

바로 밑에 turbulence를 인위적으로 일으키기 위한 turbine impeller를 설치하여 세포가 전극에 부

착하지 못하도록 반응기를 운전함으로써 배양액 내의 용존산소를 정밀하게 측정할 수 있었다. 이

는 정확한 용존산소 측정을 위해 D.O. 전극의 위치가 매우 중요함을 제시하며, 그 결과 교반속도

와 통기속도에 의한 산소전달 특성 분석에 대한 실험이 효과적으로 수행될 수 있었다.

배양 중의 배지 내에 녹아 있는 용존산소 농도에 대한 기준 값은 다음의 방법에 의해 결정되

었다: 배지를 멸균 후 seed를 발효조에 접종하기 전에 질소 가스를 1vvm의 속도(이때 교반속도

는 150 rpm임)로 공급함으로써 polarog raphic 용존산소 전극에 의해 측정된 용존산소 농도가 최

하점에 도달된 후 더 이상의 변화가 없는 점을 용존산소 농도가 0 %인 점으로 정하였다. 그 다

음 질소공급을 중단하고 1vvm의 속도(이 때 교반속도는 200 rpm임)로 약 1시간 동안 공급함으로

써 용존산소 전극에 의해 측정된 용존산소 농도가 최고점에 도달한 후 더 이상의 변화가 없는 점

을 용존산소 농도가 100%인 점(포화 용존산소 농도)으로 정하였다.

한편 임펠러의 산소전달에 대한 효율을 비교하기 위하여 Rushton turbine, Scaba, Pitched

blade, Intermig impeller를 사용하여 발효하면서 k La를 측정하였다. 사용된 임펠러의 특성을 하

기 표에 나타내었다.

Characteris t ics of impellers used for determinat ion of ox ygen mass trans fer rate (k La)

Impeller Flow

Impeller

diameter/
tank

diameter

ratio

(D/ T )

Blade

height/
impeller
diameter

rat io

(W / D )

No. blades

(n)

Angle of
blades

(α[°])

Rushton
turbine

Scaba

Pitched
blade

Intermig

Radial

Radial

Axial

Counter

0.59

0.61

0.58

0.56

0.22

0.22

0.23a

-

6

4

3

2×2(2)

90

90

45

2×24(27)

aprojected blade height/ impeller diameter rat io.

또한 배양액 내로의 산소전달계수(k La)의 측정은 100∼650 rpm 사이의 교반조건과 0.5∼3.0 vv m

사이의 통기조건에서 측정하여 비교하였고, 임펠러 비교를 위한 kLa 측정은 300과 500 rpm, 1

vvm의 조건에서 수행하였다. 교반조건과 통기조건에 대한 k La 조사에서는 dynamic method를 이

용하였고, 임펠러 비교를 위한 조사에서는 dynamic method와 direct method를 동시에 사용하였
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다. Dynamic method에서 kLa가 측정되는 동안 발효기의 용존산소는 발효기의 레코더와 연결된

Multi- Lab Card(PCL- 812PG)를 통해서 컴퓨터와 연결되어, 소프트웨어(LAPT ECH pro)에 의해

저장되었다가, origin 프로그램(Microcal Softw ave Inc.)에 의해서 kLa를 계산하였다. 용존산소농

도는 O2 sensor(MET T LER T OLEDO, 12/220 T - T ype)를 이용하여 측정하였다. Direct method에

서 기체 산소농도를 측정하기 위해서 가스분석기 (Analyt ical Dev elopment CO. LT D, 5000

series )를 사용하였다. 또한 압력 게이지와 유량계를 통해서 inlet과 outlet에서의 공기 압력과 유

량을 kLa측정 시 같이 측정하였다. 이에 대한 자세한 내용은 “결과 및 토의” 항에서 다시 다루었

다.

마. 분리정제 실험

1) 세포배양 및 avermectin 분석

세포 및 세포배양법은 개발된 고생산성 균주와 배양액 조성을 계속하여 새롭게 적용하여 분리

정제 실험을 위한 세포를 대량 배양하여 얻었다. 세포와 배양액에 관한 사항은 위에서 설명한 연

구 방법을 참조하면 되므로 여기서는 생략한다. 세포의 대량 배양을 위해서는 진탕 플라스크 안

에서 shaker를 이용하여 진탕 배양하거나 한국발효기의 2.5 liter fermentor를 이용하여 대량 배양

하여 acetone 또는 methnol로 1차 추출한 후 농축하여 사용하였다. 한편 avermectin의 분석을 위

한 조건을 확립하였으며 분리정제의 연구를 위한 모든 분석은 위에서 언급한 avermectin의 분석

조건에 따라 수행하였다.

2) 원심분리 공정

원심분리기의 용량과 운전조건의 기본이 되는 set t ling velocity를 lab- scale의 centrifug e tes t

를 통해 추정하였다. 실험실 규모의 tubular bow l centrifuge를 사용하여 flask에서 배양한 배양

산물을 5000rpm으로 원심 분리하면서 시간에 따라 supernatant를 s ampling하여 absorption의 변

화를 spectrophotometer 600 nm 에서 측정하였다. Supernatant의 흡수도가 더 이상 변화하지

않는 시간을 s et tling time으로 하여 사용한 cemtriguge의 g eometry를 이용하여 avermectin 생

산균주의 set tling velocity를 구하였다.

3) 여과공정

Lab s cale의 filter tes t를 통하여 scale up에 필요한 여러 가지 parameter, 즉 avermectin 생산

균주 cake의 specific cake res is tance 값, compres s ibility 등을 추정하여 향후 rotary drum filter

등의 scale- up 된 filter의 설계에 대비하였다. 이를 위하여 lab scale 의 filter (Area = 2.2685

cm2)를 이용하여 30 mmHg, 40 mmHg, 50 mmHg, 60 mmHg 의 진공으로 fermenrat ion broth로

부터 avermectin 생산균주를 여과하였다. 이때 filter funnel을 꼭지 달린 삼각 flask로 연결하고

as pirator를 이용하여 진공을 유지하였고 진공도는 bypas s valve를 이용하여 조절하였다. 여과 시

시간에 따른 여과된 배양액의 부피를 측정한 후 Ruth plot에 의하여 각 진공도에 따른 specific

cake res is tance의 값을 구하였고 이로부터 compres s ibility를 구하였다. Ruth plot으로부터

specific cake res is tance를 추정하기 위해 Os tw ald 점도계로 점도를 추정하였고 fermenta tion

broth의 밀도도 측정하였다.

4) 세포파쇄 공정 및 1차 추출

Avermectin은 in tracellular product이므로 일단은 세포파쇄공정을 통하여 세포내의 avermectin

을 세포 밖으로 유출 시켜야 한다. Avermectin 생산균주의 효율적인 세포파쇄공정을 선정하기 위
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해 W aring blender, homogenizer, 초음파 파쇄기 등의 산업체에서 주로 이용하는 기계적 방법에

대한 공정과 s olvent 처리에 의한 화학적 공정(1차 추출)을 시험하였다. Fermentat ion broth를 원

심 분리한 후 cell mass와 buffer 혹은 s olvent의 부피비율을 1:1로 조절한 후 위에서 언급한 기계

적 방법이나 methanol, aceton의 solvent에 의해 처리한다. 이때 처리시간별로 buffer 혹은

solv ent에 유출된 av ermectin을 HPLC에 의하여 분석함으로써 각 방법에 따른 파쇄효율을 비교하

였다.

5) 2차 추출공정개발

Partition coefficient와 select ivity의 관점에서 avermectin 추출에 적절한 용매를 선정하고 추

출공정 설계에 필요한 parameter 들을 도출하기 위해 여러 solvent에 의한 acetone- w ater phas e

와 methanol- w ater phas e의 추출효능을 비교하였다. 이를 위해 먼저 methanol과 acetone에

avermectin을 녹이고 solvent와 tw o phas e를 형성할 수 있게 물을 5:3 비율로 첨가하여

acetone- w ater, methanol- w ater aqueous phase를 만들고 toluene, hexane, heptane, methylene

chloride, chloroform, n- butylacetate등 여러 solvent로 추출을 하였다. 이를 위해 aqueous와

solv ent의 부피 비를 2:1로 flask에 첨가하여 24시간 200rpm에서 진탕한 후 s eparatory funnel로

phase를 분리하였다. 분리후 각 s olvent phase에서의 avermectin의 농도를 HPLC로 분석하고

material balance로부터 aqueous phase에서의 avermectin의 농도를 추정하여 percentag e of

ex traction, part it ion coefficient , s electivity등 각 s olvent에 따른 추출 효능을 비교하였다.

6) 3차 추출공정 개발

실제 배양액을 chloroform 또는 dichloromethane(methylene chloride)으로 2차 추출을 하여도

많은 불순물의 peak가 계속 잔존함이 발견되어 3차 추출이 필요하게 되었다. 이러한 3차 추출을

위한 partit ion coefficient와 s electivity의 관점에서 본 최적의 aqueous phase와 용매의 조합을 선

정하고 3차 추출공정 설계에 필요한 parameter들을 도출하였다. 3차 추출을 위해 대량 생산한

acetone 추출물(aqueous phas e)을 먼저 2차 추출 용매인 chloroform으로 대량 추출하여 모든 추

출실험에 사용함으로써 시료의 균일화를 유지하였다. 이때 분리정제의 실험을 명확한 기준아래에

서 수행하기 위해 chloroform추출물에 avermectin s tandard를 첨가하여 일정한 avermectin 농도

(200 mg/ l)의 시료를 분리정제를 위한 s tart ing material로 사용하였다. Chloroform추출물을 g as

blow er concentrator로 휘발시키면서 여러 가지 aqueous phase와 용매교환을 하였다. Aqueous

phase를 위해 methanol과 ethylene glycol 5:1의 비율, 2:5의 비율로 구성된 methanol- ethylene

g lycol aqueous phase, 그리고 methanol 과 w ater 5:3의 aqueous phas e도 만들었다. 이렇게 조제

된 aqueous phase를 가지고 여러 가지 용매(toluene, hexane, heptane, methylene chloride,

chloroform, n- butylacetate)로 위의 2차 추출공정에서 설명한 방법대로 추출한 후 s olvent 상에서

의 농도를 측정하여 percentag e of ex tract ion, select iv ity , purity등 추출효능을 비교하였다. 또한

이를 바탕으로 추출을 위한 최적 aqueous sys tem과 최적 s olvent s ys tem을 확립하였을 뿐만 아

니라 part ition coefficient 등 추출공정 설계에 필요한 parameter 들을 도출하였다. 이때 aqueous

phase와 solvent phase와의 volume 비율은 methanol- g lycol 2:5 aqueous phase 의 경우는 1:1이

고 그 외의 경우는 aqueous phase 2 : solv ent phase 1의 비율을 사용하였다.

7) P reparat ive HPLC를 이용한 av ermectin 분리정제

청정공정인 Preparat ive HPLC를 이용한 av ermectin의 분리정제를 시도하여 대량정제에의 이
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용 가능성을 타진해 보았다. 3차 추출 공정과 마찬가지로 대량 배양한 세포를 acetone으로 대량

추출한 후, 분리정제 실험을 명확한 기준아래에서 수행하기 위해 acetone 추출물에 av ermectin

s tandard를 첨가하여 일정한 avermectin 농도 (1000 mg/ l)의 시료를 만들어 분리정제를 위한

s tart ing material로 사용하였다. 또한 실제 고생산 균주를 이용한 세포 추출물로부터의 분리정제

를 위하여 실제 고농도 세포로부터 methanol을 이용하여 avermectin을 1차 추출한 후 methanol

추출물로부터의 sample v olume 10 ml을 Preparat ive HPLC에 주입하여 분리하였다. P reparat ive

HPLC는 W ater 사의 LC 4000 model을 사용하였으며 column으로는 W aters 사의 10 m

Bondapak C18 reverse- phase preparat ive column (2.5 X 30 cm)을 사용하였다. Column은

PrepPAK module에 장착하여 사용하였다. 또한 solv ent로는 85:15 (vol/v ol)의 methanol- w ater를

사용하였고 유량은 20 ml/ min을 사용하였다. Sample은 5ml 과 10 ml을 plunger pump를 이용하

여 주입하였다.

8) Sephadex LH- 20를 이용한 chromatog raphy

Sephadex LH- 20를 이용하면 분자의 크기에 따라 혼합물을 분리할 수 있기 때문에

avermectin B1a와 B1b를 분리할 목적으로 시도되었다. 먼저 Sephadex LH- 20를 methanol에 넣어

충분히 sw elling한 후 chromatography column에 공기가 들어가지 않도록 packing시킨다. 이때

column은 1.0 X 30 cm 의 크기를 사용하였다. 먼저 methanol을 계속 흘려주어서 평형에 다다

르게 하였다. 그후에 sample을 in ject ion하고, liquid head 차이에 따른 중력에 의해 계속하여

methanol을 흘려주면서 effluent를 fract ion collector로 받았다. 이때 하나의 fract ion당 부피는 0.5

ml이었고 methanol의 유속은 4ml / min 이었다.

9) 향류 3단 연속식 추출공정

분리정제공정을 효율적으로 수행하기 위해서는 연속식 공정이 필요하고 연속식 공정일지라도

경우에 따라서는 다단식으로 반복된 추출을 수행하여 원하는 만큼 충분히 추출할 필요가 있다.

본 연구에서는 연속식 다단 추출공정 중에서 aqueous phas e 와 solvent phase를 서로 다른 방향

으로 접촉시킴으로써 보다 추출효율을 증가시킬 수 있는 향류 3단식 연속 추출장치를 개발하였

다. 이 장치와 공정에 관한 자세한 사항은 뒤의 결과 및 토의에서 자세히 다룰 예정이다.

이렇게 개발된 연속식 추출장치를 이용하여 avermectin의 추출이 실제로 가능한지 검증하고

또한 실제 회분식 1단 추출보다 얼마나 성능이 향상되었는지를 조사하기 위해 acetone- w ater(5:3)

aqueous phase와 methanol- w ater aqueous phas e에 대한 추출실험을 시도하였다.

acetone- w ater(5:3) aqueous phase를 위해서는 세포로부터 acetone으로 1차 추출한 후 물을 가하

여 acetone- w ater(5:3) aqueous phas e를 만들고 avermectin을 300 mg / L로 조절하였다. 이러한

aqueous phase를 50mL/min의 속도로, s olvent phase로는 chloroform을 25mL/min의 속도로 향류

접촉시킨 후 각단 출구 s olvent phas e에서 시간에 따라 sampling하여 HPLC로 avermectin의 농

도를 조사하였다.

Methanol- w ater aqueous phase도 마찬가지로 세포로부터 methanol로 1차 추출한 후 물을 가

하여 methanol- w ater(5:3) aqueous phas e를 만들고 avermectin을 300 mg / L로 조절하였다. 이러

한 aqueous phase를 50mL/min의 속도로, solvent phas e로는 methylene chloride을 25mL/ min의

속도로 향류 접촉시킨 후 각단 출구 s olvent phase에서 시간에 따라 s ampling하여 HPLC로

avermectin의 농도를 조사하였다. 또한 aqueous phase와 solvent phas e와의 volume비를 1:1로 변
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화시킬 때의 추출 효율의 변화를 조사하기 위해 flow rate를 각각 20 mL/min.으로 조절하여 접촉

시켰다.

10) Crys talliza tion

먼저 목적물인 avermectin의 결정화를 위한 최적의 용매를 선정하기 위해 여러 가지 용매에

따른 avermectin의 온도- 용해도 곡선을 구하였고 이에 따라 최적의 용매를 선정하였으며 이를 바

탕으로 생산성을 높이기 위한 연속식 crys tallizer를 개발하였다. Avermectin의 여러 가지 solvent

에서의 온도- 용해도 곡선을 구하기 위해 각 온도에서 avermectin 결정과 포화되어 공존하는

solv ent 용액에서의 avermectin의 농도를 HPLC에 의해 구하여 plot하였다. 이때 사용한 용매는

methanol, hex ane, toluene, aceton, heptane등이다.

연속식 결정장치의 개발을 위한 기초실험을 위한 batch crys tallizat ion에서는 끊는 점까지 온

도를 높이면서 evaporat ion시키다가 용액이 과포화가 되면 각각 4o C로 고정된 w ater bath에 용

액을 옮긴 후 한쪽은 교반을 하지 않고 생성된 crys tal을 현미경으로 관찰하였고 다른 쪽은 계속

교반을 하면서 seed를 넣어 crys ta l을 만들면서 현미경으로 crys tal의 s ize 및 균일성을 관찰하였

다. 또한 기초실험에서 얻은 전략을 바탕으로 air- lift 형태로 과포화 용액을 현탁상태로 유지할

수 있는 연속식 crys tallizer를 개발하였으며 이에 대한 자세한 사항은 뒤의 결과 및 토의에서 자

세히 언급할 예정이다.
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3. 결과 및 토의

가. Bench- sca le에서의 avermectin 발효공정 최적화 및 균주 개량

1) 선별된 S treptom yces averm it ilis를 이용한 avermectin 고생산성 배지 최적화 및 균주 조작

(shake flask 배양)

제 1세부과제에서 bioa s s a y법에 의해 a v erm ectin B1a (이후부터는 av erm ectin B1a를 단지

av erm ectin으로 표기함) 생산성을 어느 정도 나타내는 471종의 돌연변이주에 대해 기본 생산

배지인 (PM - 1)과 (PM - 2)에서 그 생산성을 우선 조사하였다. S eed cu lture는 20m L tub e에

2m L 부피로 28℃, 200rpm에서 5일간 배양한 후 다시 50m L tub e에서 10m L의 생산배지에

0.2m L씩 접종하여 8일간 배양하였다. (P M - 1)과 (P M - 2)에서의 av erm ect in에 대한 각 생산균

주의 생산분포도를 F ig . 2.5와 F ig . 2.6에 나타냈다. S eed cu ltu re를 위해 사용된 배지는

(P M - 2)를 기본 조성으로 했다. 두 종류의 생산배지 모두 배지 최적화가 이루어지지 않은 상

태임에도 불구하고 어느 정도 생산성 있는 균주가 발견되었으며(10- 40 m g / L), (PM - 1) 보다

는 (PM - 2)가 av erm ect in 생합성에 더욱 양호한 기본 생산배지로 판명되었다. (PM - 1)과

(P M - 2)에 대한 각각의 배지 성분 및 조성은 다음과 같다:

(P M - 1): g lu cos e 45g / L, peptonized m ilk 24g / L , y eas t ex t ra ct 2.5g / L, poly g ly col P - 2000

2.5g / L;

(P M - 2): g lu cos e 30g / L, (N H 4)2S O4 10g / L, Ca CO3 5g / L, N a Cl 2g / L, K 2H P O4 0.5g / L,

F eS O4·7H 2O 0.05g / L, ZnS O4·7H 2O 0.05g / L, M n S O4·7H 2O 0.05g / L,

M g S O4·7H 2O 0.1g / L .

이 균주 선별 실험 결과로부터 고생산균주의 가능성이 있는 4 종류의 S tre ptom y ce s

av e rm it ilis 생산균주를 선별한 후, 플라스크 배양에 의해 가장 중요한 배지성분인 다양한 탄

소원, 질소원 등이 생산균주의 성장과 av erm ectin 생산에 미치는 영향을 조사하였다. 돌연변

이주의 선별시의 배양 조건과는 달리 s eed cu lture는 500m L fla s k에 100m L 부피로 28℃,

200rpm에서 5일간 배양한 후 다시 250m L flas k에 50m L의 (PM - 1) 또는 (PM - 2) 생산배지로

0.5m L씩 접종하여 8일간 배양하였다. A v erm ectin과 같은 이차대사산물의 대량 생산을 위해서

는 다양한 precursor와 inducer, inhibitor에 대한 연구가 필수적이다. 지금까지 보고된 바에 의하

면 avermectin의 생합성 경로인 polyketide 경로와 fat ty acid의 생합성 경로가 매우 유사함을 알

수 있고, 또한 두 생합성 경로 모두 precursor로 acetyl CoA가 이용됨을 알 수 있다. 이를 바탕으

로 해서 배지에 공급된 탄소원이 fa tty acid를 합성하는데 가능한 한 덜 이용되고 대신 polyket ide

를 합성하는데 더 많은 양이 이용되도록 하기 위해 다양한 종류의 배지 성분을 조사하였다. 이차

대사산물은 주로 아미노산이나 핵산 같은 다양한 일차대사의 중간산물로부터 만들어지기 때문에

이차대사산물의 생산성을 향상시키기 위해 다양한 아미노산을 함유하고 있는 복합 배지 성분과

순수 아미노산 등을 첨가하는 연구도 시도되었다.

용존산소의 효과를 보기 위해 일반 플라스크와 baffled 플라스크로 나누어 실험하였고 생

산배지는 (PM - 1)과 (PM - 2)를 사용했으며, 여기에 s oy b ean oil(5% )을 추가로 첨가한 것과 첨

가하지 않은 것으로 나누어 실험하였다. Bioas s ay 결과와 상기의 tu be를 사용한 균주 선별

실험에 의하면 4 종류의 균주 모두 어느 정도 av erm ectin 생산성이 있는 것으로 나타났으나

(30- 40m g / L), 플라스크 배양에 의한 본 실험 결과에 따르면 A PPL- 200 (최대 16m g / L)을 제
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외한 나머지 균주들은 av erm ect in 생산성을 나타내지 못하였다 (F ig . 2.7, F ig . 2.8). 균체성장

에 있어서도 (PM - 1) 배지보다 (PM - 2) 배지에서 대부분이 10g / L 이상으로 측정되었고 oil이

첨가된 배지에서 더욱 많은 균체성장을 보였다. 따라서 이 후의 실험부터는 A P PL- 200 균주

만을 가지고 실험하였으며 생산을 위한 기본배지로 (P M - 2) 배지를 사용하였다.

가) 탄소원의 영향

현탁배양에서 a v erm ectin 생산에 미치는 탄소원의 영향을 F ig . 2.9와 2.10에 나타냈다. 탄

소원을 제외한 나머지 생산배지의 조성은 상기에 기술한 바와 같으며 각 탄소원의 농도는

30g / L였고 oil 만이 탄소원으로 사용된 경우는 30m L/ L였으며 g lu cos e와 oil이 동시에 포함된

것은 30g / L에 oil이 10m L/ L이었다. S eed cultu re는 500m L fla s k에 100m L 부피로 28℃,

200rpm에서 5일간 배양한 후 다시 250m L flas k에 50m L의 (P M - 2) 배지로 0.5m L씩 접종하

여 8일간 배양하였다.

배양 후의 최종 균체농도는 g lu cos e와 per illa oil인 경우 최대 22.8g / L로 나타났으며, 대부

분 10g / L정도를 얻을 수 있었다. 또한 생성된 av erm ectin 농도는 탄소원이 g a lactos e의 경우

53.79m g / L, m alt ex tract의 경우 44.92m g / L이었으며 g lu cos e와 s es a m e oil을 동시에 첨가한

경우 24.87m g / L인 것으로 나타났다. 위 결과를 바탕으로 질소원에 대한 av erm ect in의 생산성

을 조사하는 실험에서 탄소원으로서 g a lactos e와 m a lt ex tract를 선택하였고 s eed cultu re시

av erm ectin의 in duct ion을 위해서 s es am e oil을 10m L/ L을 첨가하였다.

나) 질소원의 영향

본 실험에서는 여러 가지의 다양한 질소원(54종류)이 av erm ect in 생산성에 미치는 영향을

조사했으며 am ino acid도 질소원에 포함시켰다. 질소원을 제외한 나머지 생산배지의 조성은

동일하며 탄소원으로서 g a lactos e와 m alt ex t ra ct를 이용하였다. 각 질소원의 농도는 10g / L이

고 아미노산의 경우는 6g / L이었다. S eed cultu re(s es a m e oil을 10m L/ L 포함)는 500m L flas k

에 100m L 부피로 28℃, 200rpm에서 5일간 배양한 후 다시 250m L fla s k에 50m L의 (P M - 2)

배지로 0.5m L씩 접종하여 8일간 배양하였다.

Galactos e를 탄소원으로 사용했을 경우에는 s kim m ilk pow der에서 171.35m g / L의 생산성

을 보였으며 s kim m ilk, peptonized m ilk등의 m ilk 성분에서 100m g / L 이상의 비교적 높은 생

산성을 보였다 (F ig . 2.11, 2.12, 2.13, 2.14). M alt ex tract가 탄소원인 경우에는 s kim m ilk에서

244.37m g / L로 최대 생산성을 나타냈으며 g a la ctos e에서와 마찬가지로 s kim m ilk pow der 및

peptonized m ilk에서 180m g / L이상의 높은 생산성을 나타내었다 (F ig . 2.15, 2.16, 2.17, 2.18).

주목할 만한 결과는 탄소원이 m a lt ex tract인 경우 질소원으로 가장 손쉽고 값싸게 구할 수

있는 s oy bean m eal과 s oy bean flour에서 175m g / L와 132m g / L를 얻을 수 있었다는 점이다.

특히 아미노산중 ly s ine에서 97m g / L을 얻었다. 이로부터 av erm ect in의 합성 시 precurs or의

공급 물질로서 ly s in e이 중요한 역할을 한다고 추측할 수 있다 (T able 2.1).

다) 질소원을 확정한 상태에서 탄소원의 재조사

탄소원을 제외한 나머지 생산배지의 조성과 배양 조건은 상기에 기술한 바와 같으며 각

탄소원의 농도는 30g / L였고 oil 만이 탄소원으로 사용된 경우는 30m L/ L이었으며 s es am e oil

과 g ly cerol이 각각 10m L/ L씩 첨가되었다. 이전에 질소원에 대한 조사 결과, peptonized m ilk

와 s kim m ilk가 가장 높은 생산성을 나타냈으므로 질소원을 pepton ized m ilk와 s kim m ilk로

확정한 상태에서 다시 탄소원을 조사하였다. 질소원이 peptonized m ilk일 때 탄소원이

fru ctos e의 경우에서 약 300m g / L의 생산성을 보였으며 여전히 g alactos e와 m alt ex tract에서
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230m g / L 정도의 생산성을 보였다 (F ig . 2.19, 2.20, 2.21). 질소원이 s kim m ilk일 때도 마찬가

지로 탄소원이 fructos e의 경우에서 약 320m g / L의 생산성을 보였으며 동일하게 g alactos e와

m a lt ex t ra ct에서 200m g / L 이상의 생산성을 보였다 (F ig . 2.22, 2.23, 2.24). 이상의 탄소원과

질소원에 대한 조사에서 나타난 결과로부터 추론한 결과 높은 생산성을 나타내는 탄소원인

m a lt ex tract , 질소원인 peptonized m ilk, s k im m ilk 또는 s kim m ilk pow der 성분의 공통적인

특징은 polyket ide의 생합성 경로에서 중요한 coenzyme로 작용하는 v itam in이 어느 정도 포함

되어 있다는 점이다.

T ab le 2.1. N - s ources s how in g g ood produ ct ion of av erm ectin w ith g alactos e or m alt

ex t ra ct as a C- s ource in s h ake fla s k cu ltu res of S . av e rm it ilis A PP L- 200

N source

C source : galactose C source : malt extract

cell mass (g/L)
avermectin

(mg/L)
cell mass (g/ L)

avermectin

(mg/L)

skim milk 13.23 144.757 13.8 244.374

peptonized milk 13.29 111.654 14.23 230.816

skim milk powder 16.84 171.348 16.43 181.634

soybean flour 13.88 63.868 11.71 175.009

soybean meal 12.37 19.168 13.61 132.067

corn steep liquor 11.48 52.618 10.02 105.656

tryptic soy broth 11.7 87.802 12.26 105.350

peptone(soybean) 10.7 86.648 8.8 79.920

soytone 9.76 87.825 11.76 97.245

lysine 11.93 10.97 11.41 90.322

라) 선별된 탄소원의 농도, 아미노산, M g＋＋그리고 yeas t ex tract를 첨가한 경우 av ermectin

생합성에 미치는 영향

탄소원의 재조사 실험에서 malt ex tract , g a lactos e 그리고 fructos e인 경우에 높은

av ermectin 생산성을 나타냈다. 따라서 이들을 단일 탄소원 또는 복합 탄소원으로 배지에 첨가

했을 때의 영향을 살펴보았다. 가장 높은 생산성을 보였던 fructos e(30g / L)를 기본 탄소원으로

하여 m alt ex tract와 g alactos e를 각각 30, 20, 10, 5, 그리고 2g /L의 농도로 첨가하였다. 기존의

대조구로서 fructos e가 30g / L인 경우 110m g / L의 생산성을 보였고 g alactos e를 첨가한 경우는

대조구와 별로 차이가 없었으나, m alt ex tract를 30g / L를 첨가한 경우 216.8 m g / L로서 가장 높

은 av erm ectin 생산성과 비생산성 (s pecific product ion)을 보였다(F ig . 2.25와 F ig . 2.26). 주목할

점은 동일한 배양조건이라도 실험 결과가 재현가능하지 않고 각 경우에 averm ectin의 생산성

이 차이를 보이는 현상이다. 이는 현재 사용하고 있는 균주가 유전학적인 면에 있어서 그 안정

도가 떨어져서 배양중 var iant가 다량으로 생겨나기 때문인 것으로 추정된다. 그러나 이러한

현상은 이차대사산물 생산시 균주 선별작업이 면밀히 진행되지 않은 경우 흔히 나타나는 현상

으로서, 후반부에 안정적인 고생산 균주선별이 이루어졌을 때 별로 문제시되지 않는 것으로 판
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명되었다.

한편 m acrolides 계열의 항생제 생산에 큰 영향을 미치는 M g ++ 이온을 여러 농도로 첨가

한 경우 저농도로 유지될 때 높은 생산성을 보였다 (F ig . 2.25). 아미노산을 생산배지에 추가로

더 첨가한 경우 모든 경우에서 av erm ectin 생합성이 심각히 저해받는 것으로 나타났다 (F ig .

2.27). 또한 yeas t ex tract가 소량이라도 첨가된 경우에도 av erm ectin 생산을 저해하는 점으로

보아 (F ig . 2.25), averm ectin 생합성 경로는 배지 중의 C/N 비율에 따라 그 생합성이 정밀하게

조절되는 전형적인 이차대사 경로임을 알 수 있다.

마) 탄소원과 질소원의 농도변화에 따른 영향

탄소원의 대사속도는 biom as s의 형성 및 일차 또는 이차대사산물의 생산에 심각한 영향을

미친다. 따라서 탄소원의 농도에 따라 av ermectin 생산성에 어떠한 영향이 있는지를 높은 생산

성을 나타냈던 3가지 탄소원인 m alt ex tract , g a lactos e 그리고 fructos e를 사용해서 조사하였

다. 단일 탄소원으로서 각각의 농도를 10∼80g / L까지 변화시켰으며, 또한 탄소원으로서의 기능

뿐만 아니라 다양한 g row th factor를 함유하고 있는 복합 탄소원인 m alt ex tract를 다양한 농

도로 첨가하여 실험하였다. 그리고 적정 질소원의 농도를 결정하기 위해 skim m ilk의 농도를

10, 20, 그리고 30g / L로 변화시켜 가며 실험을 수행하였다.

Skim milk가 10g / L일 경우 단일 탄소원으로 m alt ex tract가 40, 50, 60g /L일 때 모두

350m g / L이상의 높은 averm ectin 생산성을 나타냈으나, g alactose 또는 fructos e를 단일 탄소원

으로 사용한 경우는 최대 생산량이 150m g / L에 지나지 않았다(F ig . 2.28). 복합 탄소원으로

fructos e 30g / L에 malt ex tract 20g / L를 첨가한 경우 약 300m g / L의 최대 생산성을 보였고 이

때 m alt ex tract의 농도를 변화시킨 경우도 비교적 높은 생산성을 나타내었다. 그러나 복합 탄

소원으로 g alactos e 30g / L에 다양한 농도의 m alt ex tract를 첨가한 경우는 100m g / L 미만의 낮

은 생산성을 보였다. 본 실험에서 높은 생산성을 보인 배양 조건과 결과를 T able 2.2에 요약하

였다.

T able 2.2 Compos it ion of top 5 carbon sources producing larg e amounts of avermectin in

s hake flask cultures for 8 days

carbon source (g/ L)
cell concentration

(g/ L)
avermectin

(mg /L)
specific product ion

(mg /g cell)

malt extract 60 31.16 384.08 12.33

malt extract 50 24.03 383.91 15.98

malt extract 40 26.31 351.65 13.37

fructose 30 + malt extract 20 23.95 299.60 12.51

fructose 30 + malt extract 40 33.90 282.41 8.33

동일한 탄소원의 농도를 사용할 지라도 질소원인 s kim milk의 농도를 20g /L와 30g / L로 높

였을 경우에는 averm ectin 생합성이 현저히 감소하는 것으로 관찰되었다(F ig . 2.29, F ig . 2.30).

하지만 s kim m ilk의 농도에 따른 균체량은 별로 차이가 나지 않았다. 이로부터 S . ave rm it ilis

가 averm ectin을 생산함에 있어 s kim milk에 의해 catabolite repres s ion 또는 inhibit ion을 심하

게 받음을 알 수 있다. 각각의 skim m ilk 농도에 따른 av erm ectin의 비생산성을 F ig . 2.31- 2.33
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에 제시하였다. 특히 F ig . 2.33에 나타난 바와 같이 s kim milk의 농도가 30g / L일 때 어떤 종류

의 탄소원을 사용할지라도 av erm ectin의 비생산성이 거의 없음은 다시 한번 av erm ectin 생합

성에 관련된 효소의 활성 또는 효소 합성 기작이 배지 중의 C/N 비율에 따라 매우 정밀하게

조절됨을 제시하는 결과이다. F ig . 2.34에 s kim m ilk 농도에 따른 averm ectin 생산성을 비교해

서 제시하였다.

바) 다양한 성장배지와 생산배지로의 접종량에 따른 영향

현재까지의 실험 결과 생산배지의 성분과 농도에 대한 최적화가 어느 정도의 단계에 이르

렀으므로 본 실험에서는 다양한 성장배지 조성이 averm ectin 생산성에 미치는 영향을 조사하

였다. 이전의 실험 결과 높은 av ermectin 생산성을 보였던 2 가지의 생산배지에 inoculum을 다

양한 농도로 접종하여 실험을 수행하였다. 여러 가지 성장배지는 그 동안의 배지 최적화 과정

실험을 수행하는 과정에서 균체 생산량이 높았던 5 종류의 배지와, av ermectin 생산성이 높게

나타난 5 종류의 배지를 각각 사용하였다(총 10 종류의 성장배지 사용). 이때 2가지 생산배지,

즉 (P - 1)과 (P - 2)로의 접종량을 1, 3, 5, 8, 그리고 10% (v /v )로 변화시켜, 접종량이 av erm ectin

의 생산성에 미치는 영향을 조사하였다. 각각의 성장배지와 생산배지의 조성을 T able 2.3에 정

리하여 나타냈다.

사용된 성장배지가 (B- 2) (g alactos e 40g / L)일 경우 3% 접종시 (P - 1)에서 av erm ectin 생산

량이 약 500m g / L로서 최대인 것으로 나타났다(F ig . 2.35- 2.37). 모든 경우에서 접종량이 비교적

적은 양일 때 (1- 5% v /v ) 높은 av erm ectin 생산성을 나타냈고, 균체량은 20g / L 정도로 거의

일정한 경향을 보였다. 생산배지의 경우 탄소원이 단일 탄소원으로 malt ex tract가 50g /L인

(P - 1)의 경우가 fructose 30g / L에 malt ex tract 20g / L가 혼합된 탄소원인 (P - 2)보다 현저하게

av ermectin의 생산성이 증가하는 결과를 보였다(F ig . 2.38과 F ig . 2.39 비교).

사) 성장배지에 첨가된 다양한 oil과 생산배지로의 접종량이 av erm ectin 생산성에 미치는 영향

상기의 성장배지 조사 실험에서 성장배지의 종류와 생산배지로의 접종량에 따라 avermectin의

생산량이 크게 영향을 받는 것으로 관찰되어, 이번 실험에서는 이전 실험에 대한 추가실험으로

서 다양한 oil이 성장배지에 첨가된 경우 av ermectin 생산성에 미치는 영향을 조사하였다. 또한

oil이 전혀 첨가되지 않은 성장배지와, 계면활성제로 polyethylen g ly col(PEG)을 ses ame oil에

함께 첨가한 성장배지에 대해서도 조사하였다. 모든 oil을 4m l/ L의 양으로 성장배지에 첨가했

으며 생산배지 (P - 1)에 전 실험과 동일하게 접종량을 변화시켜 접종함으로써 접종량이

av ermectin 생산성에 미치는 영향도 조사하였다.

F ig . 2.40과 2.41에 나타난 바대로 oil의 종류에 따라 av ermectin의 생산성은 크게 변화하지

않는 것으로 나타났다. 기존의 s es ame oil을 첨가한 경우 1% 접종시 약 250m g /L의 생산성을

나타낸 반면, PEG를 s es am e oil과 함께 첨가한 성장배지에서 1%로 접종한 경우 averm ectin

생산량이 2배 이상인 약 530m g /L 이상의 높은 생산성을 나타냈음은 주목할 만하다. 특히 이

경우에 비생산성 면에 있어서도 다른 경우에 비해 현저하게 높은 수치를 보이는 것으로 관찰

되었다 (F ig . 2.42, F ig . 2.43). 그러나 조사된 모든 경우에서 접종량이 증가함에 따라

av ermectin의 생산성이 감소하는 결과로 보아, 성장배지 내에 남아 있던 oil이 생산배지로 어느

정도 옮겨가게 되면 fa t ty acid pathw ay와 밀접한 연관이 있는 av erm ectin 생합성 경로인

polyket ide pathw ay가 심각하게 저해 받는다고 추측할 수 있다.
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T able 2.3 Various cell g row th media and product ion media tes ted for avermectin production

T es ted s eed media (g row th media):

catagories of
g row th media

media producing
high concentrat ion

of cell mass

media producing
high concentrat ion

of avermectin

A group

(only fructose)

(A- 1)

fructose 80g/L

(A- 2)

fructose 30g/L

B group
(only galactos e)

(B- 1)
galactose80g/ L

(B- 2)
galactos e 40g /L

C group
(only malt ex tract)

(C- 1)
malt ex tract 80g/ L

(C- 2)
malt ex tract 50g/ L

D group
(fructose+malt ex tract)

(D- 1)
fructose 30g/ L+

malt ex tract 60g/ L

(D- 2)
fructose 30g/ L+

malt ex tract 20g/ L

E g roup
(g alactose+malt ex tract)

(E- 1)
galactos e 30g /L+

malt ex tract 60g/ L

(E- 2)
galactos e 30g /L+

malt ex tract 20g/ L

T es ted product ion media :

(P- 1): malt extract 50g /L, skim milk 10g/ L (equivalent to medium (C- 2))

(P- 2): fructose 30g/ L+malt ex tract 20g/ L, s kim milk 10g /L (equiv alent to medium (D- 2))

아) 최적화된 성장배지와 접종량 하에서 cottonseed flour와 인(phosphate)의 농도가 avermectin

생산성에 미치는 영향

현재까지의 실험 결과 최적화된 성장배지(GM - 1로 명명: s es a m e oil과 P EG 동시 함유,

생산배지로 1% v / v 접종)와 (P - 1)에 근거한 생산배지를 이용해서 인(phosphate)이

av erm ectin의 생합성에 미치는 영향을 조사하였다 (인의 농도를 0, 0.5, 1. 2.5, 4, 6, 8, 10g/L로

변화시켜 실험). 또한 이차대사산물의 생산 시 다양한 아미노산과 vitamin 등의 성분을 공급하기

위해 종종 첨가되곤 하는 cottonseed flour(10g /L)를 첨가하는 실험도 인에 대한 실험과 병행하여

수행하였다.

F ig . 2.44에 나타난 바와 같이 인이 비교적 낮은 농도(1g /L 미만)로 존재할 때 높은

av ermectin의 생산성을 보였으며, 인의 농도가 높아질수록 av erm ectin 생합성이 저해되는 것으

로 나타났다. 또한 cottons eed flour를 (P- 1) 생산배지에 추가로 첨가한 경우에도 인의 농도 증가

에 따른 avermectin 생산성 감소 경향이 뚜렷하게 나타났다. 그러나 이 경우에 있어서 인이

0.5g/ L 이하의 저 농도로 존재할 때 av erm ectin의 생산성이 약 700m g / L에 이르는 높은 값에 이

르렀으며 비생산성 또한 큰 폭으로 증가했음은 주목할 만하다(F ig . 2.44). 이 결과에 근거해서

저농도의 인(0.5g /L)를 포함한 생산배지에 cottons eed flour의 농도를 0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30,

35, 40g /L로 다양하게 변화시켜 실험한 결과, cottonseed flour가 2- 5g /L로 첨가된 경우 약

750mg /L 정도의 높은 av erm ectin 생산성을 보였다(F ig . 2.45). Cottons eed flour와 인이 첨가됨

으로써 averm ectin 생산성이 큰 폭으로 증가한 배양 조건과 그 결과를 T able 2.4에 요약하였
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다. 한편 cottonseed flour와 비슷한 역할을 하리라 기대되었던 yeas t ex tract를 첨가한 경우 2g /L

의 농도일 때 약 65mg/L의 생산성을 보일 뿐 그 이상의 농도로 첨가해준 경우는 av erm ectin의

생합성이 현저하게 저해 받음을 알 수 있었다(F ig . 2.45).

T able 2.4 Effect of cot tons eed flour and phosphate on cell g row th and av ermectin product ion

conditions
cell concentrat ion

(g/L)
Aaermectin

concentra tion (mg/ L)
s pecific product ion

(mg/ g cell)
no cottonseed flour
+ phos phate 0.5g /L

18.75 388.48 20.72

cottonsed flour only
10g/ L

21.18 679.38 32.07

cottonseed flour 2g/ L

+ phos phate 0.5g /L
19.26 732.52 38.03

cottonseed flour 5g/ L

+ phos phate 0.5g /L
24.48 716.26 29.25

cottonseed flour 10g /L

+ phos phate 0.5g /L
18.54 673.38 36.31

자) 성장배지와 생산배지를 확정한 상태에서 APPL- 200으로부터 고생산 변이주 재선별

APPL- 200 변이주를 이용한 배지 최적화에 대한 상기 실험 도중 다양한 종류의 variant가 배

양 중에 발생하며, 이로 인해 av ermectin 생산성이 불규칙하게 관찰되는 현상이 종종 발견되곤

했다. 현재까지의 실험 결과 다음 조성의 성장배지와 생산배지, 그리고 inoculum 조건에서

avermectin 생산성이 가장 높은 것으로 나타났으며 이 최종의 성장배지를 (GM- 1)으로, 생산배지

를 (FPM- 1)으로 각각 명명하였다. 각각의 배지성분 및 조성은 다음과 같다:

(GM- 1):

g lucos e 30g/ L FeSO4·7H2O 0.05g /L

(NH4)2SO4 2g /L ZnSO4·7H2O 0.05g /L

CaCO3 5g /L MnSO4·7H2O 0.05g /L

NaCl 2g /L sesame oil 40ml/L

K2HPO4 0.5g/ L polyethylene g lycol 2000 2.5g/ L

Mg SO4·7H2O 0.1g/ L

Inoculum 량: 1% (v/v )

(FPM- 1):

malt ex tract 50g/ L Mg SO4·7H2O 0.1g/ L

skim milk 10g/ L FeSO4·7H2O 0.05g /L

CaCO3 5g /L ZnSO4·7H2O 0.05g /L

NaCl 2g /L MnSO4·7H2O 0.05g /L

K2HPO4 0.5g/ L cottons eed flour 2g /L
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APPL- 200 변이주로부터 고생산변이주의 재선별 과정은 통계적으로 성공률이 매우 높다고 밝

혀진 F ig . 2.46의 절차에 의해 수행되었다. 즉 (F PM - 1) 고체생산배지 상에서 자란 A PPL- 200

균주로부터 빠른 성장 속도를 보이는 200종의 colony를 선별하여 이들의 성장과 a v erm ectin

생산성을 플라스크 배양을 통해 재조사하였다. S eed cu lture는 (GM - 1) 배지를 이용해서

500m L fla s k에서 100m L 부피로 28℃, 200rpm에서 5일간 배양한 후, 50m L의 (F PM - 1) 생산

배지를 함유하고 있는 250m L fla s k에 0.5m L씩 접종하여 8일간 배양하였다. 200종의 colony

에 대한 각 생산균주의 세포 성장 및 av erm ectin 생산분포도를 F ig . 2.47과 F ig . 2.48에 나타

냈다. 8일 후의 최종 세포 농도는 대부분 17.5- 24.5 g / L로서 비교적 비슷한 성장속도를 보여

주는 것으로 관찰되었다 (F ig . 2.47). 이와는 대조적으로 av erm ect in 생산성 면에서 볼 때, 선

별된 균주들이 비록 동일한 A PP L- 200 고생산 변이주로부터 더 이상의 돌연변이 절차 없이

선별되었음에도 불구하고 av erm ectin 생산 농도가 215- 875 m g / L에 이루는 광범위한 분포를

보여주는 것으로 나타났다 (F ig . 2.48). 빈도수가 가장 높은 av erm ect in 생산 범위는 약 750

m g / L로서 400개의 colon y 중 36개(9 % )의 colon y가 이 범위의 생산성을 보여주었다. 한편

850 m g / L이상의 a v erm ectin 생산성을 보이는 고생산 변이주도 4종이 있음이 확인되었다. 이

결과로부터 F ig . 2.46에 제시된 방법대로 av erm ectin 생산성이 높게 나타난 20개의 콜로니를

선별하여 r ev er tan t로의 back m u ta t ion 현상이 거의 없는 것으로 나타난 g y cerol s tock 과

ag ar s lan t를 준비한 후, 최적화 된 성장배지(GM - 1)와 생산배지(F PM - 1)에서 4배수로 플라

스크배양 (4x 20 플라스크)을 이전과 같은 배양조건에서 수행하였다. 최종적으로 4종의 고생

산 균주를 확보하여 이들을 각각 A PPL- 500, A PPL- 600, A P PL- 700, A P PL- 800으로 명명하

였으며, 4배수로 수행한 플라스크 배양 8일째의 각각의 평균 세포농도와 평균 av erm ect in 생

산량을 하기의 T ab le 2.5에 요약하였다 (4배수 실험 결과 대부분 평균값 근처의 생산량을 나

타내는 것으로 보아 고생산균주의 안정도가 꽤 높은 것으로 확인됨):

T able 2.5. Summary for averag e avermectin product ion and cell g row th of 4 hig h yielding

mutants cult ivated in shake flas ks for 8 days

high yielding
producer

average
avermectin

concentration
(mg/ L)

average
cell

concentrat ion
(g/ L)

av erage s pecific
product ion

(mg avermectin
/g cell)

APPL- 500 832 21.1 39.4

APPL- 600 803 20.9 38.4

APPL- 700 817 21.8 37.4

APPL- 800 811 22.1 36.7

한편 이들 각각에 대한 2 리터 생물반응기에서의 a v erm ectin 생산 결과 및 세포성장 경향은

하기의 3)의 나)항에 배양 중의 용존산소 프로파일과 함께 제시하였다.

차) av erm ectin 생합성 경로인 poly k et ide pathw ay를 최대한 이용하는 고생산 돌연변이주

개발 전략 제시 및 m orph olog y에 대한 연구 방향 제시

이미 확보된 APPL- 500, 600, 700, 800 균주를 다시 돌연변이시켜 더욱 높은 avermectin 생산

성을 나타내는 변이주를 확보하기 위해서 F ig . 2.46의 돌연변이주 개발 전략을 따를 것이나, 기존

의 random mutation 방식과 병행해서 하기의 polyket ide pathw ay의 특성을 최대한 이용하는 균
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주 개발 전략을 수행 중에 있다. F ig . 2.49에 도식적으로 나타낸 바와 같이 avermectin 생합성을

위한 polyket ide pathw ay는 fatty acid의 생합성 경로와 많은 부분을 공유하며, 특히 두 가지 생

합성 경로 모두 acetyl CoA를 전구체로 이용한다. 한편 Fig. 2.49에 소개된 cerulenin은 fat ty acid

aynthetase(FAS)의 non- competit ive inhibitor로서 작용하여 균류나 yeas t, 또는 세균 등의 성장을

저해하는 항생제적 특성을 지니고 있다. 대부분의 미생물에서 생성되는 polyket ide 계통의 이차대

사산물은 acetyl CoA와 malonyl CoA의 head- to- tail condens ation에 의해 생성되는데, cerulenin

은 이 condensat ion 반응을 담당하는 - keto acyl thioes ter synthetase의 활성을 특이하게 저해시

킨다고 알려져 있다. 따라서 cerulenin의 사용과 더불어 cerulenin에 대한 저항성 균주를 선별할

경우, fatty acid 생합성에 사용되기 위한 전구체가 fatty acid 합성쪽 보다 polyket ide 생합성 방

향으로 사용되어 avermectin 생합성이 증가될 수 있을 것으로 기대된다.

한편 고생산 균주 개발 시 항상 염두에 두어야 할 사항으로는 streptom yces와 같은 균사형성

미생물의 경우 액상배지에서 균사(filamentous) 또는 원형(pellet) 모양의 두 가지 형태

(morphology)로 자란다는 점이다. 보고된 바에 의하면 생산균체의 morphology가 종종 균류 배

양에서 물질전달 효과로 인해 일차대사산물 또는 이차대사산물의 생산성에 영향을 미치는 것으로

알려져 있다. 예를 들면 A sperg illus nig e r나 A sperg illus te rreus에서 생산되는 citr ic acid나

itaconic acid의 경우는 pellet 형태가, P enicillium chrisog enum과 R hiz opus arrhiz us에서 각각 생

성되는 penicillin과 fumaric acid의 경우는 filamentous 형태가 생산성에 더 유리한 것으로 나타나

있다. 본 연구팀도 avermectin 생산균주인 S . ave rm itilis 변이주의 배양 중의 morpholog y를 비교

관찰함으로써, avermectin의 생산성과 생산균주의 morphology와의 상관관계에 대한 연구를 진행

중에 있다.

2) rev ertant로의 back mutat ion 현상 방지를 위한 glycerol s tock 준비 및 특성 조사

생물반응기에서 생산배지를 이용한 avermectin 생산을 위해서는 세포 성장배지에서 배양한

1- 10% (v/v)의 veg etative cell로 구성되어 있으며 revertant로의 back mutat ion이 발생하지 않는

inoculum이 필요하다. 한편 이 inoculum을 준비하기 위해서는 고농도의 생산균주 s pore를 마련하

여야 한다. 본 연구에서는 돌연변이 결과 얻은 고생산균주의 유전학적 성질을 유지하는 inoculum

으로 실험을 수행하고자, 10% glycerol s tock으로 - 80oC 에 보관한 s tock culture를 s pore들로만

구성되도록 실험 방법을 고안하였다. 이를 위해 생산균주의 유전학적 성질에 변화를 거의 초래하

지 않는 sporulat ion medium의 개발이 생산발효조에서 재현 가능한 결과를 지속적으로 얻기 위해

가장 기초적이면서 중요한 과제로 판단되었다.

본 연구에서 개발한 s porula tion medium VI (SPM)를 방선균에서 sporulat ion medium로 널리

알려진 다음의 5가지 종류의 s porulat ion 배지 (T able 2.6)와 비교한 결과 고생산 변이주의

avermectin 생산 안정성이 입증되어 이를 고농도의 spore로 구성된 glycerol s tock을 준비하기 위

한 배지로 선택하였다. T able 2.6에 (★)의 개수로 s prulat ion의 정도를 표시한 바대로 s porulat ion

medium Ⅵ (SPM)를 이용하여 준비된 spore g lycerol s tock을 - 80oC에서 5개월 동안 보관한 후

생산배지(F PM- 1)에서 avermectin 생산성을 조사한 결과 고농도의 s proe로 인해 g row th

medium(GM- 1)에서의 세포성장이 lag phase없이 활발히 진행될 뿐만 아니라 (5일간 shake flas k

배양), 생산배지에서의 avermectin 생산성 (8일간 플라스크 배양)도 s tock을 준비할 때의 배양과

비교해서 거의 100%를 유지하였다. 반면에 기타 다른 종류의 sporulat ion medium (T able 2.6)를

이용하여 준비한 g lycerol s tock의 경우 세포 성장배지에서의 lag phase의 기간이 길게 (2일간)

나타났으며, 이를 inoculum으로 사용했을 때의 avermectin 생산성은 s tock을 준비할 때의 배양에
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비해 약 70- 80% 정도를 유지하는 것으로 나타났다 (생산배지에서의 플라스크 배양은 28oC,

200rpm에서 8일 동안 수행했으며, 250mL flask에서 50mL의 배양부피로 실험하였다. 각 실험마

다 5일이 경과하여 지수기 성장단계에 있는 활성 높은 1% (v/ v)의 s eed culture를 inoculum으로

사용하였다).

T able 2.6. Solidified medium tes ted for the s porulat ion of S treptom yces averm it ilis , a

avermectin producing microorganism ((★) : ex tent of sporulat ion after 10 days

cultivat ion in 2 % agar containing media)

sporulation media component compos it ion

sporulat ion medium Ⅰ (★)
malt extract
yeas t ex tract
glucose

1.0%
0.4%
0.4%

sporulat ion medium Ⅱ (★★)

beef extract
yeas t ex tract
casamino acids
glucose

0.1%
0.1%
0.2%
0.2%

sporulat ion medium Ⅲ (★★★)
corn- s teep liquor (50% dry matter)
s tarch
(NH4)2SO4
NaCl
CaCO3

1.0%
1.0%
0.3%
0.3%
0.3%

sporulat ion medium Ⅳ (★★★★)

soluble s tarch
K2HPO4
MgSO4·7H2O
NaCl
(NH4)2SO4
CaCO3
FeSO4·7H2O
MnCl2·4H2O
ZnSO4·7H2O

1.0%
0.1%
0.1%
0.1%
0.2%
0.2%

0.001%
0.001%
0.001%

sporulat ion medium Ⅴ (★)

soluble s tarch
peptone
meat ex tract
yeas t ex tract
N- Z amine (type A)
agar

1.0%
0.04%
0.02%
0.02%
0.02%
2.0%

sporulat ion medium Ⅵ (SPM)
(★★★★★)

maltos e
soybean meal
soybean oil
NaCl
Minki (amino acid mixture)
K2HPO4
MgSO4·7H2O
agar
pH

1.2%
0.6%

0.03%
0.1%
0.3%

0.03%
0.01%
2.0%
6.4

3) 생물반응기에서 회분식배양과 유가식배양에 의한 avermectin 생산성 조사

가) 생물반응기에서의 유가식배양 (fed- batch culture)에 의한 avermectin 생산성 조사

(A PPL- 200 돌연변이주)

APPL- 200 생산균주의 배지 최적화를 위한 플라스크 배양과 병행해서 생물반응기를 이용한

회분식배양을 지속적으로 수행했다. 그 결과 심각한 산소제한 조건에서 배양이 지속됨을 관찰할
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수 있었다 (250 rpm의 경우 약 5일간, 350 rpm의 경우 약 3일간, 500rpm의 경우 약 2.5일간 용존

산소 농도가 0 ppm으로 유지됨) (실험결과 미 제시). 즉 생산배지를 이용하여 다양한 통기량

(1- 2 vvm)과 교반속도(250, 350, 500 rpm)를 이용한 회분식배양 (batch culture) 결과 모든 경우

에서 배양개시 후 2.5일이 경과된 시점부터 (이 때의 세포 농도는 약 3 g/ L이며 pH는 7.0으로 조

절) 세포의 산소흡수율 (OU R )이 매우 높아 배양액 내의 용존산소(DO) 농도가 0 ppm으로 유지

되었다. 이 경우 지수기 성장단계에서 생산균주의 세포흡수율이 산소공급율(OT R )에 비해 지나치

게 높아 반응기의 산소전달 능력인 교반속도와 통기속도의 조절로는 산소제한 조건을 극복할 수

없는 것으로 나타났다. 이 결과로부터 산소제한 배양 조건을 극복함과 동시에 타 영양분인 탄소

원과 같은 필수 영양분을 제한조건으로 하는 운전조건을 확립하기 위해서는 회분식배양 만으로는

공정개발이 불가능함을 알 수 있었다.

일반적으로 일차대사에 매우 적응되어 세포성장이 활발한 S tre ptom yce s는 avermectin과 같은

이차대사 산물을 효과적으로 과도생산(overproduct ion)하지 못하므로 배양 중 생산균주의 성장을

어느 정도 제한하는 생물반응기의 운전전략 개발이 필수적이다. 즉 특정 제한기질로 세포의 성장

을 제한시킴으로써 전체 대사의 균형을 깨고 대사 흐름을 원하는 이차대사방향으로 유도하는 것

이다. 한 예로서, 이차대사산물의 생합성 시 탄소원이 배지 내에 일정 농도 이상으로 유지되면,

이차대사 관련 효소의 생합성이 억제되는 carbon catabolite repress ion 현상이 종종 나타나곤 한

다. 반면에 주목할 점은 탄소원이 배지 내에 너무 낮은 농도로 유지되는 경우, 세포성장이 저해를

받아 이차대사산물의 volumetric product ivity　 (Qp, Qp=qpX ：qp=specific production rate (g

product /g cell/ hr), X =cell concentrat ion(g/L))가 감소하게 된다는 점이다. Catabolite repres s ion

또는 inhibition에 의한 이차대사산물 생합성 저해 효과를 적절히 완화시키기 위한 유가식배양

(fed- batch culture)법은 탄소원을 지속적, 또는 간헐적으로 공급함으로써 배지 중의 탄소원 농도

를 이차대사산물 생산에 방해되지 않을 정도로 유지시킬 수 있으며, 동시에 지속적인 세포성장도

이룰 수 있는 배양 방법으로 제시되어 왔다.

본 연구에서는 유가식배양에 의해 탄소원의 농도와 용존산소를 다양하게 조절함으로써 용존산

소가 아닌 탄소원이 제한기질(lim it ing - s ubs trate)인 배양 조건하에서 대사흐름(metabolic flux )을

이차대사산물인 av ermectin의 생합성 방향으로 유도하고자 하였다. 즉 다양한 조건의 유가식배양

을 통해 APPL- 200 변이주의 성장에 저해효과가 없는 것으로 판명된 용존산소 농도를 유지함

(약 10% 포화용존산소 농도 이상)과 동시에 catabolite repress ion 또는 inhibit ion 현상을 극복할

수 있도록 탄소원 농도를 가능한 한 낮은 농도로 유지시키고자 하였다.

유가식 배양에서 초기배지의 성분은 상기의 배지 최적화 과정 도중에 개발된 배지인 (PM- 2)

에 s kim milk (10g /L)가 첨가된 생산배지 성분을 사용했으며, 약 10일 동안 다양한 속도로 공급

된 배지의 성분은 초기배지 성분과 동일하나 fructos e만 농도를 35g/L, 45g /L, 55g /L, 65g /L로 다

양하게 조절하였다. 유가식배양은 배양시작 후 약 65시간 경부터 실시하였다. 배지 공급속도가 너

무 높을 경우 발효조내의 전체 배지 부피를 과도하게 증가시켜 세포농도를 희석시킬 우려가 있으

므로, 상기와 같이 탄소원 농도를 변화시켜 가며 실험을 진행하였다. 또한 배지내의 탄소원의 농

도를 원하는 농도로 유지시키기 위해 간헐적 공급 또는 연속 공급의 방법을 병행하였다.

F ig . 2.50은 유가식배양에서 교반속도, 배지공급 속도 및 공급배지의 fructose 농도등의 배양조

건을 정밀하게 조절함으로써 용존산소를 10% 포화 농도 이상으로 유지함 (F ig. 2.51)과 동시에

avermectin 생산단계인 배양 후반부에 fructos e의 농도를 매우 낮은 수준으로 지속적으로 유지할

수 있었음을 보여 준다. 이 경우에 배양 100 시간에서 220 시간까지 매우 낮은 수준의 탄소원

농도에도 불구하고 세포 농도가 거의 감소하지 않고 약 10 g/ L 근처에서 지속적으로 유지됨으로

써 (F ig. 2.50), 유가적으로 공급되는 영양분의 많은 부분이 avermectin 생합성으로 이용될 수 있

었음 (F ig. 2.53 의 fed- batch culture 1의 결과)은 주목할 만하다.
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Fig . 2.52와 Fig. 2.53은 다양한 배지 농도와 공급속도의 조절을 통해 수행한 세 가지 종류의

유가식 배양 결과이다. 모든 경우에 용존산소 농도는 10% 이상으로 유지시킴으로써 유가식 배양

이 탄소원 제한 조건에서 수행되도록 하였다. F ig . 2.52와 F ig . 2.53을 동시에 비교해 보면 배양

후반부에 세포 농도가 감소하지 않은 채 비교적 일정 수준으로 유지될 때, avermectin의 생산성

이 가장 크게 나타났음을 알 수 있다. 일반적으로 유가식배양에서 탄소원 제한 조건에 의해 세포

성장이 어느 정도 저해를 받는 경우, 이차대사산물의 생산성이 뚜렷이 증가하는 경향이 있으나,

본 실험의 결과 비록 유가식배양일지라도 심각한 탄소원 제한 현상으로 인해 세포성장이 배양 후

반부에 오히려 감소하는 경우에는 이차대사산물의 생합성이 뚜렷이 저해 받음을 알 수 있다. 현

재 상기 플라스크 실험에서 최적화된 생산배지 성분과 다양한 유가식배양 전략에 의해 세포성장

도 활발한 가운데 av ermectin의 생산성을 늘리고자 하는 연구를 계속 진행 중에 있다.

나) 성장배지 및 생산배지가 확정된 상태에서 4 종류의 고생산변이주의 생물반응기에서의 회분식

배양 연구 (APPL- 500, 600, 700, 800 변이주)

상기 1)항의 (자)항에서 이미 설명한 최적화된 성장배지(GM - 1)와 생산배지(F PM - 1)를 이

용해서 최종적으로 선별된 4종의 고생산 균주 (A PPL- 500, A PP L- 600, A PP L- 700,

A PPL- 800)에 대해 생물반응기에서의 각각의 발효 특성을 조사한 결과를 F ig . 2.54와 F ig .

2.55에 나타냈다. 플라스크 배양에서와 마찬가지로 발효 8일째에 A P PL- 500의 av erm ect in의

생산성(862 m g / L) 및 세포농도(22.4 g / L)가 최대로 나타났다. 특히 A PP L- 500의 경우 6일째

이후인 배양 후반부에도 av erm ect in의 생산력이 감소하지 않은 채 오히려 약간 더 증가한 점

은 주목할 만 하다. A PP L- 700의 경우 배양 6일 째 844 m g / L의 av erm ectin 생산성을 보였으

나 그 이후 비교적 급속도로 감소해서 배양 8일 째에는 705 m g / L까지 감소하는 것으로 관찰

되었다. A P PL- 600과 A P PL- 800의 경우 T able 2.5에 나타낸 바대로 플라스크 배양 시에는

av erm ectin 생산농도가 800m g / L 이상을 유지했으나 생물반응기에서는 비교적 낮은 생산성을

보였다 (배양 8일째 각각 560 m g / L와 542 m g / L). 본 실험 결과 A PPL- 500이 가장 훌륭한

av erm ectin 고생산 변이주로 나타났으나, 현재 이 고생산변이주 뿐만 아니라 나머지 세 균

주에 대해서도 돌연변이주를 지속적으로 선별하는 작업을 진행하고 있다 (상기 (1)항의 (차)

항에서 균주 개발 전략 설명) .

F ig . 2.56은 APPL- 500 변이주에 대해 다양한 교반 속도(200- 500 rpm, F ig . 2.56(A )) 및

통기 속도(1- 2 v vm, F ig . 2.56(B))에서 용존산소의 변화 (F ig . 2.56(C))를 나타낸 결과이다. 모든

교반속도와 통기속도에서 지수기 성장 기간 내내 생산균체의 ox yg en uptake ra te (OU R )가 반응

기 내로 공급되는 ox ygen transfer rate (OT R )보다 훨씬 높아 배지 내 용존산소 lev el은 거의 0

ppm으로 나타났다. 이는 균체의 성장속도가 lim iting subs trate로서 C- source가 아니라 산소에 의

해 매우 심각하게 영향을 받고 있음을 뜻하며, 실제로 이와 같은 현상은 매 회분식배양 마다 관

찰된 바 있다. 한편 Fig. 2.56(C)에 나타난 바와 같이 용존산소가 급격히 증가하는 약 120시간 경

에 용존산소가 아닌 탄소원에 의해 세포성장이 제한을 받는 것으로 보인다. 본 실험의 지수기 성

장 단계에서 나타난 바와 같이 oxyg en limited culture인 경우 OU R =OT R (자세한 사항은 “나”항

참조)의 산소물질수지식이 성립하며 이때 세포성장속도(rx)는 배지 중의 용존산소 농도가 0 ppm

일 때 k LaC*로 계산된다 (k La:산소전달계수, 1/hr; C*:포화용존산소 농도, mg/L). 즉 방선균 배양

과 같이 산소가 심각하게 고갈되는 ox ygen limited culture인 경우 배양 중에 세포생산성을 증가

시키기 위해서는 k La를 증가시켜 배양액 내로 효과적인 산소 공급(OT R )이 이루어 질 수 있도록

반응기의 배양조건을 극대화시키거나, C*를 증가시키기 위해 고 압력의 공기 또는 순수산소를 이

용하는 방법이 강구될 수 있다. 따라서 고농도 배양을 위한 전략을 개발하려면 하기에 제시된 바

와 같이 무엇보다도 먼저 산소전달계수에 대한 정밀한 분석이 이루어 져야 하며, 이를 토대로
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scale- up 전략도 개발되어야 함을 알 수 있다.

4) 고생산 변이주 선별, 배지 최적화를 위한 shake flas k 배양 및 생물반응기 배양에 의한

avermectin 생산성 증가에 대한 실험 결과 요약

고생산 변이주 선별, revertant로의 back mutation 현상 방지, 성장배지 및 생산배지 최적화,

생산배지로의 접종량 최적화, 플라스크 배양 및 생물반응기의 배양 환경의 최적화를 통해 현재까

지 이룬 avermectin의 부피생산성과 단위세포당 생산성 증가 경향을 Fig. 2.57과 Fig. 2.58에 요약

해서 나타내었다. 또한 매 실험마다 증가된 avermectin 생산 농도와 생산성 향상이 일어난 원인

에 대해서도 T able 2.7에 간단히 명시하였다. W ild- type의 생산균주의 경우 농축된 배양액의

bioas say법에 의해서만 겨우 avermectin의 존재를 확인할 수 있을 정도로 미미한 양의

avermectin을 생산하였으며, 이로부터 유도된 돌연변이주의 경우에도 초반에 avermectin 생산성

이 거의 나타나지 않았다(약 16mg /L). 이 돌연변이주로부터 상기에 명시된 모든 조건, 즉 균주

개량 및 배양 공정 개발을 통해 avermectin 생산성이 약 54배 이상 증가된 862 mg /L 까지 이르

렀음은 매우 주목할 만하다. 현재 앞서 설명한 바와 같이 유전학적으로 안정성이 우수한 고생산

변이주 (APPL- 500, 600, 700, 800)를 확보한 상태이므로, 현재까지의 실험방법에 근거해서 균주개

발 및 공정개발을 병행할 경우 조만 간에 avermectin 생산성이 산업적 수준에 이를 수 있을 것으

로 기대된다.
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T able 2.7. Results of s train improvement and process dev elopment leading to enhanced

product ion of avermectin by various kinds of variants of S . averm it ilis

Ex p.
cell conc.

(g /L)

avermectin
concentrat ion

(mg/L)

specific
product ion

(mg/g cell)
비 고

1 10.49 16.16 1.54 4가지 균주조사, APPL- 200 변이주 선별

2
10.04 44.92 4.47 탄소원조사(malt ex tract)

10.82 53.80 4.97 탄소원조사(g alactose)

3
13.23 144.76 10.94 질소원조사(s kim milk),탄소원으로 galactos e(#1)

16.84 171.35 10.18 질소원조사(s kim milk pow der),탄소원으로
g alactose (#2)

4
14.23 230.82 16.22 질소원조사(peptonized milk), 탄소원으로 malt

extract (#1)

13.8 244.35 17.70 질소원조사(s kim milk), 탄소원으로 malt
extract (#2)

5 11.05 245.20 22.29 생물반응기에 의한 유가식배양, fructose와 skim
milk 사용

5
14.94 234.24 15.68 질소원 확정후 탄소원재조사(malt extract),

peptonized milk (#1)

12.65 302.39 23.90 질소원 확정후 탄소원재조사(fructose),
peptonized milk (#2)

6
14.73 287.45 19.51 질소원 확정후 탄소원재조사(malt extract),

s kim milk (#1)

18.37 320.42 17.44 질소원 확정후 탄소원재조사(fructose), skim
milk (#2)

7
23.95 299.60 12.51 탄소원과 질소원의 농도변화 (fructose+malt

extract) (#1)

24.04 383.91 15.98 탄소원과 질소원의 농도변화(malt extract+skim
milk) (#2)

8 16.37 525.56 32.10 성장배지조사(ses ame oil+PEG)

9

18.54 673.38 36.31 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#1)

24.48 716.26 29.25 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#2)

19.26 732.52 38.03 cottons eed flour 농도에 따른 영향 (#3)

10
21.80 817.10 37.40 고생산균주 선별, APPL- 700, 최적 성장배지 및

생산배지 사용, 플라스크배양

21.11 832.05 39.40 고생산균주 선별, APPL- 500, 최적 성장배지 및
생산배지 사용, 플라스크배양

11
24.10 844.10 35.02 고생산균주 선별, APPL- 700, 최적 성장배지 및

생산배지 사용, 발효조배양

22.40 862.23 38.50 고생산균주 선별, APPL- 500, 최적 성장배지 및
생산배지 사용, 발효조배양
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나. avermectin 발효시 산소전달계수 (k La) 측정에 근거한 발효조에서의 scale- up 연구

S tre ptom yce te와 같은 방선균을 이용하여 이차 대사산물을 생산하기 위한 호기성 액상발효에

서 중요한 요인중의 하나는 산소의 전달이다. 또한 pilot 규모의 발효기 설계나 생산 발효기로 규

모를 확대하는 경우, 임계점 이상으로 용존산소농도를 유지하는 것은 매우 중요한 문제중의 하나

이다. 이러한 관점에서 발효조의 효율적인 규모 확대를 위해서는 통기와 교반의 변화에 대한 산

소전달계수의 측정이 필요하다. S treptom yces averm it ilis를 대상으로 dynamic method에 의하여

균체량, 교반속도, 통기량에 따른 부피산소전달계수(k La)를 측정하고자 하였다. Dynamic method

는 기체산소에서 용존산소로의 산소전달률(OT R ) 및 부피산소전달계수(kLa)와 미생물의 산소흡수

율(OU R )을 계산하는 방법이다. 회분식 배양조건에서는 균체의 급격한 성장으로 인하여 kLa를 측

정할 만한 충분한 시간과 용존산소가 유지되지 않아서, 균의 성장에 따른 k La를 측정하기가 어려

웠다. 성공적인 kLa 측정방법을 확립하기 위하여 균체의 성장속도를 조절할 수 있는 방법을 확립

하고자 하였으며, 확립된 방법에 의하여 k La를 측정하고자 하였다. 계산된 k La 값은 궁극적으로

발효조의 scale- up을 위한 기반자료로 이용될 것이다.

1) 이론적 배경

Dynamic Method

Dynamic method는 기체산소에서 용존산소로의 산소전달율(OT R )을 나타내는 부피산소전달계

수(k La)와 미생물의 산소흡수율(OU R )을 계산하는 방법이다. 이 계산된 k La 값이 궁극적으로 발

효조의 sca le- up을 위한 기반자료로 이용되며, k La 값의 측정을 위한 이론적 근거는 다음과 같다.

Dynamic method는 통기성 발효조에서 세포 배양액과 미생물이 존재하는 실제 발효 진행 시

k La를 측정할 수 있는 간편하고 정확한 방법으로서 용존산소에 대한 다음의 물질수지식에 기초한

것이다.

dC A L

dt
= k L a ( C A L —C A L ) — q O 2

X (1)

여기서 C A L 는 발효배양액 내의 용존산소농도(g O2/ L)이고, C A L 는 포화용존산소농도(g O2/L)이

다. q O 2
는 세포당의 산소흡수율(s pecific oxyg en uptake rate, g O 2/ L cell·h)이며, X 는 배양액

내의 세포농도(g cell/ L)이다. 배양도중 어느 한 시점에서 공기의 공급을 멈추면 상기 식의 kLa는

0이므로 배양액의 용존 산소농도는 다음 식을 만족하면서 감소하게 된다.

dC A L

dt = q O 2
X (2)

그러므로 t에 대한 C A L 선의 기울기를 측정함으로서 세포의 산소흡수율(OU R )인 q O 2
X을 측정할

수 있다. 일정 시점이 지난 후 공기를 다시 발효조로 공급하면, 배양액 내의 용존산소는 (1)식의

물질수지식을 만족하면서 증가할 것이다. 이때 (1)식을 다시 정리하여 직선관계식으로 재배열하면

다음과 같다:

C A L = C A L - 1
k L a

(
d C A L

dt
+ q 0 2

X ) (3)

(3)식으로부터 (
dC A L

dt
＋ q O 2

X )에 대한 C A L 의 플롯은 기울기가 - 1/ (kLa)이며 y축의 절편이
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C A L 인 직선이므로 이로부터 기울기를 계산함으로써 산소전달계수인 k La가 측정된다. 여기서

CAL = C*AL(fina l s teady diss olved- ox ygen concentrat ion)일 때,

q O 2
X = k L a ( C A L - C *

A L ) 이므로

(1)식은,

dC A L

dt
= k L a ( C *

A L - C A L ) (4)

이 된다. (4)식을 t2 와 t1 사이에서 적분하여 정리하면

C*AL - CAL1

ln ( ) = k La ( t2 - t1 ) (5)

C*AL - CAL2

가 되므로 좌변을 Y 좌표로 우변의 ( t2 - t1)을 X 좌표로 rpm의 변화에 따른 CAL을 도시하여 그

기울기로부터 k La를 구할 수 있게 된다.

Direct Method

산소전달능력을 측정하는 방법 중 가장 믿을 만한 방법은 산소흡수율을 직접 측정하는 것이

다. 이 방법은 공기가 산소의 공급원으로 쓰이는 모든 발효에서 수행될 수 있다. 필요한 기구는

기체 산소 분석기, 유량계, 압력 게이지와 온도 측정 기구이다. 공급되는 공기의 산소에 대한 물

질수지는 다음과 같다.

N A = 7. 32 10 5

V L
( Q I P Iy I/ T I - Q O P Oy O/ T O ) (6)

여기서 N A는 산소전달 속도(m moles of O2/L- hr);

V L은 발효기 안의 broth v olume(liter);

QI,QO : 발효기의 inlet과 outlet에서 측정된 volumetric air flow rate(L/min);

P I,P O : 발효기의 in let과 outlet에서 측정된 total press ure (atm abs olute);

T I, T O : 발효기의 inlet과 outlet에서 각각 측정된 g as의 온도 (K);

yI, yO : 발효기의 in let과 outlet에서 각각 측정된 산소의 mole fract ion;

7.32×105 : convers ion factor (60 min/ hr) (103 m mole/ mole) (mole。K/ 0.082 L atm).

물질전달계수(k La)를 측정하기 위해서는 실험적으로 발효기의 배양액의 용존산소농도 CL을 측

정하여야 한다. 잘 교반되고 있는 발효기에서 농도는 발효기 안의 위치와 상관없이 일정해야 한

다. 이러한 경우 한 지점에서만 용존산소를 측정해도 된다. 그러나 이와 반대로 큰 규모의 발효

기에서 특별히 non- New tonian broth의 특성을 가진 발효기에서는 교반이 잘 이루어 진다고 가정

할 수 없다. 이러한 조건에서는 많은 용존산소 농도가 측정되어 평균값이 사용되어야 한다.

평형용존산소량(equilibrium dissolv ed ox ygen concentrat ion, C*)는 k La를 계산하기 위해서 반

드시 측정되어야 한다. 그러나 기체상과 평형상태에서의 용존산소는 s parger inlet에서와

fermemtor outlet에서 측정되는 것에 따라 차이가 난다. 작은 규모의 발효기에서는 sparg ed g as

는 잘 교반되는 용기에서의 액체와 같은 성향을 가진다. 이러한 예로써 평형용존산소농도 C*는

g as s tream의 ex it oxyg en과 평행인 값으로 정할 수 있다. 그러나 큰 규모의 발효에서는 gas
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s tream에서의 완전한 교반 개념이 적용될 수 없다. 이러한 발효기에서 통과되는 기체의 성질은

plug flow s ituat ion에 보다 더 가깝게 접근한다고 할 수 있고, 용존산소에 대한 log arithmic mean

value가 보다 더 적절하다. 즉 작은 규모에서의 발효에서 물질전달계수는 다음 식으로 계산될 수

있다:

k L a =
N A

C *
ou t - C L

(7)

한편 큰 규모의 발효기에서는

k L a =
N A

( C * - C L )
log m ean

(8)

혹은

k L a =

N A

( C *
in - C L ) - ( C *

ou t - C L )

ln
( C *

in - C L )
( C *

ou t - C L )

(9)

여기서 C *
in , C *

ou t은 각각 발효기 in let과 outlet에서의 기체산소와 평행을 이룬 용존산소농도이다

(mM O2/L).

2) 교반과 통기조건에 의한 부피산소전달계수(k La)의 변화

교반속도는 100 rpm에서 500 rpm까지 증가시키고, air는 1 vvm과 2 vvm을 공급하면서, 회

분식 생물반응기에서 부피물질전달계수(k La)를 측정하였다. 생물반응기 가동중 k La를 구하기 위하

여 dynamic method를 사용하였고, 그에 따른 용존산소(DO) 변화를 측정한 결과 중 하나를 도시

하면 F ig . 2.59와 같다. 이 방법에 의하여 1 vvm에서 각 교반속도 및 건조균체질량에 따른 DO의

변화를 식(5)에 의하여 그림으로 도시한 결과는 Fig. 2.60과 2.61과 같다. 교반속도의 증가에 따라

산소전달효과가 증가하여 kLa인 기울기 값은 예상과 같이 증가하는 경향을 보였다. 이때의 건조

균체질량은 각각 3.0 g /L와 4.02 g /L였다. 상기 실험에서 구해진 k La의 값은 T able 2.8에 나타냈

다.

교반 조건이 100 rpm에서 500 rpm으로 증가함에 따라 kLa 값이 증가함을 알 수 있었으며,

교반속도의 일정한 증가에 따라 k La 값의 증가폭은 일정하지 않았다. 건조균체질량이 3.0 g/L인

경우 300 rpm에서 400 rpm으로 교반속도의 증가 시 kLa의 증가가 가장 크게 나타났다. 또한 건

조균체질량이 4.02 g /L인 경우는 300 rpm에서 500 rpm으로 증가 시 k La 값이 2배 정도 증가함을

알 수 있었다. 건조균체질량이 3.0 g /L인 경우 교반조건이 300 rpm에서 500 rpm으로 증가했을

시 k La의 변화가 3배 정도 증가하는 큰 변화를 보여주었다. 달리 표현하면, 균체농도가 적을 경우

같은 조건에서 kLa의 변화가 큰 것을 알 수 있었다.

F ig . 2.62와 2.63은 각각 건조 균체량이 3.24 g/ L와 9.24 g /L일 때 2 vvm의 통기 조건에서 k La

를 다양한 교반속도에 따라 구한 것이다. 균체의 양이 증가함에 따라 배지의 점도가 증가하므로

k La 값은 예상대로 감소하는 경향을 보였다. 건조균체질량이 적은 경우 2 vv m에서 교반속도에

의한 kLa에 대한 효과는 400 rpm 이상에서는 큰 차이가 없는 것으로 측정되었다. 이 경우는 균체

량이 상대적으로 적어 400 rpm 이상에서는 교반에 의해 충분한 용존산소가 공급됨으로서 kLa에

는 큰 변화가 없는 것으로 측정되었다. 그리고 균체량이 9.24 g /L로 증가한 경우는 Fig. 2.63에 나

타난 바와 같이 교반속도의 증가에 따라 kLa가 계속 증가하는 경향을 보여 주었다. 이 경우에서

는 상대적으로 점도가 상당히 높아 산소전달이 용이하지 않으므로 교반에 의한 산소전달 효과가

큰 것을 알 수 있다.
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T able 2.8. Real ex ample of kLa in terms of ag itat ion speed at a aera tion of 1 vv m.

rpm
k La (sec-1)

D.C.W . ( 3.0 g /L ) D.C.W . ( 4.02 g/ L )

100 0.0061 0.01304

200 0.0103 n.a

300 0.0211 0.01982

400 0.0496 n.a

500 0.0601 0.04224

T able 2.9에 건조균체질량과 교반속도의 변화에 따른 kLa 값을 나타냈다. 건조균체질량이

9.24 g /L의 경우 400 rpm까지는 k La 값이 건조균체질량이 3.24 g /L인 k La 값의 44.8 % - 54.1 %

에 해당하는 것을 알 수 있었다. 즉 건조균체질량이 증가하면 k La 값은 감소해서, 건조균체질량이

3배 증가했을 때 k La 값은 약 1/2 정도로 측정되었다. 또한 건조균체질량이 9.24 g /L인 경우는 건

조균체질량이 3.24 g/ L와 달리 k La 값이 교반속도의 증가에 따라 계속 증가하였다. 이것은 점도가

상대적으로 높아 교반속도의 증가가 산소전달에 유효하게 작용하기 때문으로 판단된다. 공기의

공급을 1 vvm에서 2 vv m으로 2배 증가시킨 경우(건조균체질량 4.02 g/ L), 모든 교반속도에 대해

2 v vm 경우의 kLa 값이 약간 큰 값을 보여주었으나, 2 vvm으로 air의 공급량이 2 배 증가한 것

에 비해 k La 값의 증가는 실제로 미비하였다. 상기 실험을 토대로 발효 초기 즉 건조균체질량이

적은 경우는 400 rpm 정도의 교반속도가 최적이며, 건조균체질량 많은 경우는 500 rpm 이상의

교반속도가 미생물에 산소공급을 위하여 좋을 것으로 판단되었다.

T able 2.9. Real ex ample of kLa in terms of ag itat ion s peed at a aeration rate of 2 vvm.

rpm
k La (s ec-1)

D.C.W .(3.24 g /L) D.C.W .(4.02 g /L) D.C.W .(9.24 g/ L)

100 0.0119 0.01565 0.0055

200 0.0183 n.a 0.0082

300 0.0296 0.02504 0.0160

400 0.0489 n.a 0.0230

500 0.0491 0.04525 0.471

결과적으로 생물반응기 운전 시 산소공급을 원활하게 하기 위한 방법은 산소공급량(v vm)을 증

가시키는 것보다는 교반조건(rpm)을 증가시키는 것이 더욱 효과적이라고 판단된다. 또한 교반을

효과적으로 수행하여 kLa를 증가시킬 수 있는 임펠러의 사용이 고려되어야 할 것으로 판단된다.
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3) 균체량의 변화에 따른 k La의 측정 및 측정방법 모색

용존산소의 조절이 호기적 조건의 미생물 배양 시 미생물 성장과 생성물의 생산성을 높이기

위해 매우 중요한 요인으로 알려져 있다. 그러므로 용존산소의 조절을 위한 운전조건을 확립하기

위하여 기초 실험을 다음과 같이 실시하였다: 용존산소 값이 10%를 유지할 수 있도록 교반속도

를 200 rpm에서 500 rpm의 범위에서 수동으로 조절하였고 그 결과를 Fig. 2.64에 나타냈다. 지수

성장기 초기에서는 교반속도를 300 rpm에서 450 rpm으로 조절함으로 용존산소를 평균 25∼70%

로 유지할 수 있었으나, 지수성장기 후반부에서는 교반속도를 500 rpm으로 조절하고 통기량을 2

vvm으로 증가시켰음에도 불구하고 용존산소는 바닥상태를 나타냈다. 지수성장기 이후에는 교반

속도 범위는 400 rpm에서 200 rpm이었으며, 용존산소는 25 %에서 130%를 유지하였다.

지수성장기 후반부에 용존산소가 바닥상태이었으므로 이를 극복하기 위한 방법을 제시하기 위

하여, 지수성장기에는 교반속도 및 통기량을 500 rpm 과 2 vvm으로 유지하다가 지수성장기가 지

난 후에는 교반속도를 200 rpm으로 통기량을 1 vvm으로 낮추었다. 이에 대한 배양 결과를 Fig.

2.65에 나타냈다. 그림에서와 같이 배양 초기부터 배양액의 용존산소는 바닥상태이었으며 지수성

장기에 도달한 후에야 용존산소가 포화수준으로 복귀하였다. 결론적으로 지수성장기에서 용존산

소의 농도가 바닥 상태인 것을 상기 방법들에 의해 해결할 수 없었으며, 탄소원을 제한적으로 공

급하는 유가식배양으로 지수성장기에서 미생물의 성장을 완화시키는 방법으로 용존산소를 조절하

여야 할 것으로 판단되었다. 또한 Fig. 2.64와 Fig. 2.65에 나타난 바와 같이 미생물의 대수기적

성장이 48시간 이내에 종결되고, 이 기간 후에는 영양분의 고갈로 인해 미생물의 자기분해가 이

루어졌다. 이러한 자기분해를 피하고 미생물의 성장속도를 조절하기 위하여 농축배지를 사용한

유가식 배양을 통하여 다양한 조건에서의 k La 측정을 위한 미생물 배양 조건을 확립할 수 있었으

며, 그 결과를 F ig . 2.66에 나타냈다. 탄소 제한을 통해 미생물의 성장속도를 조절함으로써 낮은

교반속도에서도 용존산소를 높은 범위로 유지하여 다양한 조건에서의 k La 측정이 가능하였다. 또

한 계속해서 영양분을 공급함으로써 미생물의 자기분해를 효과적으로 방지할 수 있었다.

이와 같은 환경에서 측정한 교반과 통기에 대한 k La의 결과를 Fig . 2.67과 Fig. 2.68에 나타냈

다. 균체량 7 g/ L이하의 범위에서 교반속도의 변화에 의한 kLa의 변화를 살펴보면 150- 350 rpm

의 범위에서 k La가 급격하게 상승하였으나, 350 rpm이상에서는 k La 상승폭이 둔화되는 것으로 관

찰되었다. 이것으로 이 범위의 균체량에서는 350 rpm에서 산소전달속도가 최대치에 이른다는 것을

알 수 있다. 그러므로 균체량 7 g/ L이하의 범위에서는 미생물의 성장과 관련이 있는 전단력을 고

려할 때 350 rpm 정도의 교반속도가 산소전달을 위한 최적 조건으로 판단되었다. 통기량의 변화

에 따른 kLa의 변화는 균체량이 7 g /L보다 적은 초기에는 그 값의 차이가 통기량이 증가함에 따

라 비례적으로 증가하였으며, 균체량이 7 g/L 이상에서부터 균체량이 증가할수록 kLa의 값이 감

소하는 것으로 나타났다.

계속된 균체량의 증가에 따른 k La의 변화를 조사하기 위하여 회분식 배양에서 대수적 성장이

끝난 후 정체기에 이르렀을 때 계속해서 농축배지를 공급해주는 방식을 사용하여 F ig . 2.69와 같

이 고농도의 균체량을 얻을 수 있었다. 산소전달계수의 측정은 배지공급이 끝나고 당이 고갈됨에

따라 용존산소가 올라가는 시기를 이용하여 균이 자기분해( lys is )되기 전에 실시하였다. 예상한 바

대로 균체량이 증가함에 따라 kLa는 급격히 감소하였고, 250 rpm 이하에서는 배양액의 높은 점도

로 인한 교반 효율의 저하로 인해 kLa 측정이 불가능하였다. 그 결과를 Fig. 2.70과 Fig . 2.71에

나타내었다. 교반속도의 경우 균체량의 증가에 따라 감소하던 kLa의 값이 균체량 15 g/ L이상에서

는 감소되는 폭이 작아지는 것으로 나타났다. 통기량의 변화에 따른 kLa의 변화도 교반속도에서

의 결과와 유사했으나, 균체량 15 g/L이상에서는 통기변화에 대한 k La의 변화가 크게 감소되었다.

균체량의 농도변화에 따른 교반과 통기에 대한 kLa 값을 비교할 때, 고농도의 균체량에 도달할수
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록 통기에 의한 kLa의 증대 효과가 크게 감소하므로, 고농도 균체량일수록 교반속도를 통해 용존

산소를 조절하는 것이 적절한 것으로 판명되었다. 그 이유는 균체량이 증가함에 따라 산소전달에

영향을 끼치는 배양액 중의 공기방울의 표면적 증가가 임펠러의 전단력에 의한 공기 방울의 분산

효과에 크게 의존하기 때문인 것으로 생각된다.

F ig . 2.66의 발효과정 중 균체의 증가에 대한 산소흡수율(OU R )을 F ig . 2.72에 나타내었다. 산

소흡수율은 식(2)에 기초하여 계산하였으며, 여기서 균체에 대한 산소흡수율의 기울기는 qO2

(specific ox ygen uptake rate)가 된다. 본 실험에서는 qO2의 값은 0.2154 mg O2/ g cell·min(0.8

mmole O2/g cell·hr)으로 측정되었다. 이 때의 상관계수(R)는 0.96871이었다. 이상의 결과로부터

미생물로부터 2차대사산물 생산의 경우 문제되는 것은 고농도 균체량에서 적절한 산소공급을 위

한 교반에 의한 산소전달효율에 관한 것임을 알 수 있었다.

이상의 결과로부터 미생물의 이차대사산물 생산을 위한 발효의 경우 문제되는 것은 고농도 균

체량에서 적절한 산소공급임을 알 수 있다. 그러므로 산소전달효율을 높이기 위해서는 교반과 통

기속도를 증가시키거나 효율 높은 임펠러를 선택하는 방법과, 산소전달을 위한 ox ygen vector로

유기용매나 butyric acid 등을 이용하는 방법을 생각할 수 있다. 점도를 높이기 위해 자당으로 포

화시킨 용액을 매체로 한 발효기에 butyric acid를 첨가하였을 때 kLa를 약 3배정도 증가시켰다

는 보고가 있으나, 우선 butyric acid가 균의 성장에 미치는 영향을 규명해 보았다. 농도별로

butyric acid를 첨가하여 flask 배양을 했을 때 균의 성장과의 관계를 T able 2.10에 나타내었다.

Butyric acid가 약간만 첨가되어도 균체의 성장이 심각하게 저해를 받아서 산소전달을 위한 용매

의 첨가는 고려의 대상이 되지 못하였다. 결국 본 실험에서는 네 가지 임펠러를 사용한 발효를

실시하여 산소전달효율을 비교하였다.

T able 2.10. Effect of butyric acid on g row th of S treptom yces averm itilis

butyric acid

첨가량(v/ v%)

균체량(D.C.W .)

(g/L)

0.0 4.7017

0.5 1.1783

1.0 1.0833

1.5 1.025

2.0 0.9033

4) Dynamic method의 검증

앞에서 사용한 dynamic method는 간단하고 특별한 장치가 필요 없어 간편하지만 큰 규모의

발효기에서는 갑작스런 교반의 증가가 어렵기 때문에 적용이 곤란하고, 점도가 높은 경우 발효배

지 안에 공기 방울이 계속 남아 산소를 공급해 줌으로써 실제보다 낮은 OU R .과 OT R 값을 나

타낼 수 있게 된다. 따라서 가장 널리 쓰이고 믿을 수 있는 방법인 direct method를 사용하여

dynamic method와 비교해 보았다. T able 2.11과 2.12에서 볼 수 있듯이, 예상대로 dynamic

method에 의해 측정된 OU R과 OT R이 direct method에 의한 것보다 더 작은 값을 나타내었다.

두 방법에 의해 측정된 OU R과 OT R은 전 세대에 걸쳐서 불일치를 나타내었고, 두 가지 값들에
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대한 일정한 상관관계는 찾기 힘들었다. 이 현상은 T uffile 등이 S treptom ycete 발효에서 연구 결

과와 비슷한 유형을 나타낸다. 그러므로 dynamic method는 동일한 조건과 방법에서 손쉬운 k La

측정과 비교 방법은 될 수 있으나, 다른 조건에서 그 값에 절대적인 의미를 두어서는 중대한 오

류를 범할 수 있게 될 것이다.

T able 2.11. Comparison of OU R and k La betw een dynamic and direct methods during batch

cultures of S treptom yces averm it ilis at 300- 500 rpm, 1 vvm, pH 7 and 1 %

inoculum amount us ing a Scaba type imepller .

O U R (mM O2 /L/ hr) kLa ( hr-1 )

DCW (g/ L) dynamic direct dynamic direct

6.82

7.15
7.82

10.2
9.44

10.11
9.99

10.41
12.57

12.69
15.5

19.08

1.61

2.40
5.14*

5.37*
6.22*

5.25*
2.59

2.58
5.77*

5.44*
5.43*

3.38

5.31

8.64
11.41*

13.49*
15.14*

14.27*
6.62

6.89
18.15*

18.82*
15.73*

6.29

42.52

55.44
73.15*

61.45*
54.65*

64.01*
16.70

22.18
51.23*

58.18*
71.35*

30.35

78.60

54.09
127.15*

146.33*
189.48*

203.77*
38.99

41.52
278.58*

294.54*
320.01*

53.85

* Ex periments w ere done at 500 rpm.

T able 2.12. Comparison of OU R and k La betw een dynamic and direct methods during batch

cultures of S treptom yces averm it ilis at 300 rpm,, 1 vvm, pH 7 and 10 %

inoculum amount us ing a Rus ton turbine type impeller .

OU R (mM O2 /L hr) kLa ( hr-1 )

DCW (g/ L) dynamic direct dynamic direct

5.91

8
9.41

10.45
13.28

1.99

5.91
6.06

6.13
5.26

0.92

11.33
11.56

11.79
8.35

91.9

86.8
51.4

48.5
70.5

378.5

164.7
110.6

109.0
117.2
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이렇게 dynamic method에 영향을 미치는 점도에 대하여 알아보기 위하여 고농도 균체 배양을

위한 유가식 배양(F ig . 2.69)에서 Brookfield Viscometer를 이용하여 겉보기 점도를 측정하여 Fig .

2.73과 같은 결과를 얻었다. 발효시간이 지남에 따라 겉보기 점도가 증가해서 218.5 시간이 경과

했을 때 26600 cP의 최고 점도를 나타내었고, 그 이후로 감소하기 시작하였다. 이 시점 이후로 균

사와 pellet으로 고밀도, 고점도를 이루는 배양배지는 균사의 분해로 인해 점차 분리되고, 점도와

산소요구량도 감소하는 것으로 관찰되었다. 한편 배양액의 성질은 F ig . 2.74와 같이 점도계의 스

핀들 회전속도(shear rate)가 증가함에 따라 점도가 감소하는 전형적인 non- New toian 유체의 특

성을 보였다. 상기의 결과들을 종합해 보면 높은 점도에서의 발효나 규모확대를 위한 실험에서는

dynam ic m ethod보다 direct m ethod가 유리한 것으로 밝혀졌다. 그래서 임펠러 평가를 위한 실험에

서는 direct method를 kLa 측정방법으로 선택하였다.

5) 발효기에서 임펠러의 산소전달 효율 비교

여러 종류의 임펠러에 대한 물질전달의 효율을 알아보기 위하여 각 임펠러에 대한 부피물질전

달계수를 측정하여 각 임펠러의 효율을 비교하였다. 사용한 임펠러는 Rushton turbine, Scaba ,

Pitched blade 및 Intermig impeller이다. Rus hton blade를 사용하여 회분식 배양의 한 결과를

Fig. 2.75에 나타냈다. 초기 378 hr-1이었던 k La 값은 지수성장기 동안 균체량이 증가하여도 약

110 hr-1 정도의 k La 값을 유지하였다. 그러나 정상기 이후 세포의 자기분해에 의해 균체량이 감

소함에 따라 kLa 값이 불규칙하게 변하는 등, 결과의 신뢰성이 떨어져서 이 값들을 비교하는 것

은 의미가 없는 것으로 판단되었다. F ig . 2.76은 Scaba를 사용한 회분식 배양에 대한 결과이다.

초기 419 hr-1이었던 k La값은 지수성장기 동안 균체량이 증가함에 따라 약 40에서 110 hr-1 정도

k La값의 변화를 보여주었다. OU R .은 최소 1.2 mM O2/ L hr, 최소 14.0 mM O2/ L hr 이었으며,

DO는 지수성장기에서는 10- 20% 수준이었으나 정상기 이후로는 약 80% 정도를 유지하였다. 여

기서 비교되는 kLa 값은 균체량이나 그 당시의 배지의 유동학적 특성에 의해 좌우되므로 다른 임

펠러와 비교를 위한 절대적 기준으로 보아서는 안될 것으로 보인다.

Pitched blade를 사용한 회분식 배양에 대한 결과를 F ig . 2.77에 나타냈다. 이 실험에서는 앞의

두 실험이 초기에 너무 빠른 성장으로 인하여 k La의 측정과 비교에 어려움이 있었으므로 지수기

단계의 성장속도를 조절하기 위해 접종량을 기존의 10%에서 5%로 낮추어 접종하였다. 예상대로

성장속도가 낮아졌으나, Pitched blade의 특성으로 인해 균체가 증가함에 따른 교반 효율이 급격

히 낮아져 용존산소는 계속하여 바닥상태를 나타내었고, k La값도 약 50 hr-1 정도인 것으로 관찰

되었다. 그러므로 Pitched blade는 산소공급을 위한 배양에 적합하지 않은 것으로 판단되며, 한

개의 Intermig를 사용한 실험에서도 교반 효율이 너무 적어서 호기성 미생물 발효에 적당하지 않

은 것으로 보인다. 한편 Intermig impeller의 경우 counterflow의 성향을 이용하여 사용하기 때문

에 두 개를 한 조로 사용하여 물질전달계수를 측정하는 것이 좋을 것으로 생각된다.

앞의 Pitched blade를 이용한 배양에서 접종량을 사용하여 지수기의 성장속도를 변화시킬 수

있는 점에 착안하여, Scaba를 이용한 회분식 배양의 접종량을 1%로 하여 그 결과를 Fig. 2.78에

나타내었다. 접종량을 줄임으로써 지수기의 성장속도를 조절할 수 있었고, 발효초기에 형성된 미

생물의 pellet이 끝까지 분해되지 않고 유지되기 때문에 균체량도 다른 접종량의 배양과 비교해서

증가한 것으로 나타났다. 또한 pellet이 계속해서 유지되므로 인해 교반 효율이 증가하여, 그 결과

k La값이 약 100 hr-1정도로 유지되었다. 이상의 결과로부터 접종량을 줄여서 배양하는 방법이 교

반 효율의 비교나 균체량의 유지를 위해 유익한 것으로 판단되며, Rushton turbine과 Scaba가 용

존산소의 공급을 위한 효율적인 임펠러로 나타났다.
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다. Avermectin 분리 정제 공정 개발

본 연구의 최종 목표를 달성하기 위해 본 연구의 1차년도에는 배지로부터 생산균주를 분리하

는 공정, 세포파쇄공정, 생산물 추출공정에 대한 연구를 순차적으로 진행하였다. 이를 위해

avermectin 분석 시스템 및 조건을 확립하였으며 배지로부터 생산균주를 분리하는 공정으로 원심

분리공정과 여과공정 설계에 필요한 parameter 들을 도출하였고 세포파쇄공정은 기계적 방법을

중심으로 연구한 결과 methanol 추출만 사용한 것과 별 차이가 없어 분리공정에서 생략하기로 결

론 내렸다. 추출공정에서 1차 추출은 methanol 보다 acetone이 우수하나 acetone은 다른 용매와

의 2차 추출 시 org anic phase 의 부피가 늘어나 희석되는 단점이 있어 경제성 검토가 필요하다.

2차 추출은 aceton- w ater aqueous phase의 경우 chloroform, methanol- w ater aqueous phase의

경우는 dichloromethane을 사용하는 것이 바람직하였다.

2차년도에는 1차년도의 추출공정 연구 결과 실제 배양한 세포를 사용하였을 경우 2차 추출까

지 수행하였는데에도 아직 많은 불순물이 존재하여 농축공정 대신에 3차 추출 등을 계속 연구했

다. 이러한 3차 추출을 위한 part it ion coefficient , percentage of ex tract ion과 s electivity의 관점에

서 본 최적의 aqueous phase와 용매(s olvent)의 조합을 선정하고 3차 추출공정 설계에 필요한

parameter들을 도출하였다. 그 결과 aqueous phas e로는 methanol- w ater 5:3 phase, solvent

phase로는 methylene chloride를 사용하는 것이 가장 바람직하다는 결론을 얻었고 이에 따른

part ition coefficient 등 설계자료를 얻었다. 또한 청정공정인 Preparat ive HPLC를 이용한

avermectin의 분리정제를 시도하였다. 이를 위하여 W ater 사의 LC 4000 model HPLC와 10 m

Bondapak C18 rev erse- phase preparat ive column (2.5 X 30 cm)을 사용하여 분리하였으며 그

결과 초기의 acetone ex tract에 보이던 많은 불순물 peak가 제거되어 하나의 s ingle peak 만을

보여줌으로써 거의 100 %에 가까운 순도를 얻을 수 있었다. 한편 Sephadex LH- 20를 이용하여

avermectin B1a와 B1b를 분리하려 하였으나 여러 번의 시도에서도 분리하기 어려워 avermectin

B1a와 B1b를 분리하기에는 여러 s tep의 분리정제 과정이 필요하며 이에 따라 장치비가 증가될 것

으로 예상되어 이를 분리하지 않는 제품을 생산하는 것이 더욱 경제적인 측면에서 바람직하다는

결론을 내렸다.

본 과제의 최종 목표는 avermectin을 경제적으로 생산할 수 있는 실용화 생산공정의 개발이

다. 이를 위해서는 실험실 규모의 실험에서 얻은 자료에 기초하여 scale- up된 규모의 공정을 개

발해 봄으로써 scale- up 전략을 확립하고 여러 가지 설계자료를 도출할 필요가 있다. 따라서 3차

연도에는 분리공정의 대부분을 차지하게될 추출공정을 중심으로 연속식 향류 추출공정을 개발하

여 실용화 분리공정의 s imulat ion 실험을 실시함으로써 최적 분리정제 공정 개발을 위한 기반을

확립하였다. 한편 분리정제된 avermectin을 소비자가 원하는 형태로 가공하기 위해서는

crys tallization이 반드시 필요하여 기초실험을 바탕으로 air- lift 형태로 과포화 용액을 현탁상태로

유지할 수 있는 연속식 crys ta llizat ion 장치를 성공적으로 개발하였고 이로부터 균일한

avermectin의 결정을 얻는데 성공하였다.

1) 배지로 부터의 생산균주 분리공정 개발

배지로부터 생산균주를 분리하는 공정은 발효공정에서 분리정제 공정으로 넘어가는 첫 번째

공정으로 avermectin 생산공정의 경우 intracellular product이므로 세포만을 취하고 나머지 배양

액은 버림으로써 dow nstream 공정의 load를 줄이는데 목적이 있다. 생산균주는 고형물이고 배지

는 액상이기 때문에 대표적인 고/액 분리공정인 원심분리와 여과 중 하나를 선택해야 하며 보통

생물공정에서는 원심분리나 여과 공정을 이러한 목적으로 사용한다. 이의 최종적 선택은 적어도

bench s cale의 tes t를 통하여 이루어져야 하며 운전비, 설치비등 경제적인 면과 기술적인 면, 그리
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고 안전성 등 여러 가지 인자들을 종합 검토하여 최종 공정을 선택해야 한다. 따라서 이러한 두

공정 중 최적 공정의 선택을 위한 경제성 검토를 위해 scale- up에 필요한 기본 설계 자료를 도출

하는 것이 lab scale의 공정실험의 기본목표이다. 본 연구에서는 일단 원심분리공정과 여과공정의

scale- up 을 위한 기본 tes t 잎 설계 parameter를 얻는 목적으로 다음과 같은 실험을 수행하였다.

가) 원심분리공정

본 연구의 원심분리 공정에서는 원심분리기의 용량과 운전조건의 기본이 되는 s et tling

velocity를 lab- s cale의 bottle centrifug e tes t를 통해 추정하였으며 이는 추후 실용화 공정 개발

시 연속식 centifug e의 용량인 값을 결정하는데 중요한 역할을 한다.

보통의 연속식 원심분리 공정에 사용되는 tubular bow l centrifuge나 disc type centrifuge는

그 geometry에 의해 값이 달라진다. 이 값은 길이의 제곱의 차원을 가진 값으로서, 분리되

는 particle과는 관계없고 오직 원심분리기의 크기와 생긴 모양에 따라 결정되는 값이다. 예를 들

면 tubular bow l centrifuge의 경우 값은 다음과 같이 계산된다.

= 2 lR 2 2

g
(1)

여기서 l 은 tube bow l의 높이, R은 tube bow l의 축으로부터 벽면까지의 거리 (반지름), 는

각속도로 나타낸 회전 속도이다.

또한 disc type 원심분리기의 경우 값은 다음과 같이 계산된다.

= 2 n 2

3g
( R 3

0 - R 3
1) cot (2)

여기서 n은 disc의 개수, 는 각속도로 나타낸 회전 속도, Ro는 원심분리기의 반경, R1은 중

심축으로부터 disc까지의 거리, 는 dis c의 기울어진 각도이다. 따라서 보통 원심분리기 제조업자

들은 각각 제품의 모델마다 값의 정보를 제공한다.

한편 cell part icle의 set t ling velocity (vg)는 원심분리기의 종류와는 무관한 고유의 값으로 보

통 s toke의 법칙에 의하여 다음의 식에서 구한다.

v g = d 2

18
( s - )g (3)

여기서 d는 cell particle의 직경, s는 cell particle 의 밀도, 는 배양액의 밀도, g는 중력가

속도, 는 배양액의 점도이다.

만일 위에 기술한 모든 정보를 얻을 수 있다면 vg를 계산할 수 있게 되고 공정의 처리 용량에

서 결정될 원심분리기의 처리유량을 Q라고 하면 다음의 식이 성립된다.

Q = vg (4)

따라서 만일 우리가 균주의 set t ling velocity (vg)를 계산할 수 있게 되면 주어진 처리용량(Q)

으로부터 값을 계산하여 이에 따라 적절한 원심분리기를 선정할 수 있게 된다. 그러므로 Vg

값의 추정은 scale- up에 가장 중요하다.

하지만 (3) 식에서의 모든 parameter들을 다 추정하지 못하기 때문에 적은 scale의 원심분리

기로부터 이 값을 es t imation하여 scale- up에 이용하는 것이 중요하다. 실험실 규모의 tubular

bow l centrifug e를 사용하여 flask에서 배양한 배양산물을 5000rpm으로 원심분리하면서 시간에

따른 supernatant의 변화를 spectrophotometer 600 nm 에서 측정하였고 그 결과를 Fig. 2.79에

나타내었다. 이 그림에 따르면 약 10분이면 더 이상 원심분리가 진행되지 않고 실제에도 맑은

supernatant를 얻을 수 있었다.

한편 사용한 tubular bow l 원심분리기의 geometry, rpm, 실험에서 얻은 sett ling time사이에
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는 다음의 관계식이 성립한다.

g =
g ln (

R 0

R 1
)

t 2 (5)

여기서 g는 중력가속도, R0는 회전축으로부터 tubular bow l 밑까지의 거리, R1은 회전축으로부

터 수면까지의 거리, w는 각속도, t는 Fig. 2.79에서 구한 set t ling t ime 이다. 이 값을 모두 (5)식

에 대입한 결과 주어진 배양액에서의 S treptom yces averm it ilis의 vg값은 1.13 x 10-3 cm/ sec로

bacteria의 10-7 order에 비하면 크다. 그 주요 원인은 mycelia를 형성하기 때문에 bacteria 보다는

part icle의 평균 직경이 크기 때문이라고 사료된다. 이렇게 구한 vg값은 식 (4)를 이용하여 주어진

처리용량 Q로부터 원심분리기의 용량인 값을 계산하는데 사용됨으로써 적절한 크기의 원심분

리기를 선정하는데 중요한 역할을 한다.

나) 여과공정

여과공정의 개발을 위해서는 lab scale의 filter tes t를 통하여 scale up에 필요한 여러 가지

parameter들을 추정하였다. Ruth 방정식을 이용하여 filter의 저항, avermectin 생산균주 cake의

specific cake res is tance 값 등을 추정하여 향후 rotary drum filter 등의 scale- up 된 filter의 설

계에 대비하였다.

Darcy의 법칙으로부터 유도된 정압여과에 관한 유속과 압력차와의 관계식은 다음과 같다.

1
A

dV
dt

= P
[ 0( V / A ) + R M ]

(6)

여기서 A는 filter area, V는 filtrate volume, P 는 압력차, 는 점도, 는 s pecific cake

res is tance, 0는 mass of cake s olid per volume of filtrate, RM 은 filter medium의 저항이다. 이

식을 zero 시간에서 filt rate volume(V)을 zero로 하고 변수분리하여 적분하면 다음과 같은 Ruth

방정식을 얻게 된다.

( A t
V ) = K ( V

A ) + B (7)

여기서 K는 0

2 P
, B는

R M

P
으로 (At/V)와 (V/A )를 plot하면 직선관계를 얻게 되고

이의 s lop에서 specific cake res is tance 값을 얻게 된다.

F ig . 2.80은 lab scale 의 filter (Area = 2.2685 cm2)를 이용하여 30 mmHg의 진공으로 여과

실험한 결과를 Ruth plot한 것으로 직선을 나타내고 있고 이 직선의 기울기와 점도 (1.17 c.p ;

Os tea ld 점도계로 측정), 0 (0.003 g /cm3) 등을 대입하여 specific cake res is tance 값을 구하면

1.35 x 1013 cm/ g가 된다. 또한 Fig. 2.81, F ig . 2.82, F ig. 2.83은 각각 진공도 40 mmHg, 50

mmHg , 60 mmHg에서의 여과실험 결과를 Ruth plot한 것으로 30 mmHg의 경우와 동일하게 각

경우에서의 s pecific cake res is tance 값을 구할 수 있고 그 값은 각각 1.33 x 1013 cm/g, 1.07 x

1013 cm/ g, 1.90 x 1013 cm/g이었다.

한편 대부분의 생화학적 물질들은 압축성이기 때문에 그 해석이 위의 경우와 같이 간단하지

않다. 압축성일 경우 cake이 압축될수록 여과속도가 줄어든다. 이러한 cake 의 압축성정도를 다음

의 식으로 나타낸다.

= ' ( P ) s (8)

이때 ' 는 cake part icle 의 크기와 모양에 관계된 상수이고 S는 압축성의 종류를 나타내는

compress ibility이며 보통 0.1- 0.8 사이의 값을 갖게되고 이 값이 zero 이면 완전 비 압축성을 나

- 73 -



타내고 1에 가까이 커질수록 압축성이 큰 것을 나타낸다. 이 compres s ibility를 구하기 위해 여러

압력차에 따르는 specific cake res is tance 값의 변화를 log - log 그래프에 plot하면 Fig. 2.84와

같이 되는데 그 기울기로부터 S 값을 구한 결과 0.2586로서 av ermectin을 생산하는

S treptom yces ave rm itilis 의 경우 거의 r ig id 하다 할 수 있다.

이상에서 lab scale의 filter tes t를 통하여 여과공정의 s cale up시 주어진 처리량에 따른 여과

면적의 계산에 필요한 filter의 저항, avermectin 생산균주 cake의 s pecific cake res is tance 값 등

여러 가지 parameter들을 추정하여 s cale- up 된 filter의 설계에 대비하였다.

2) avermectin 분석 시스템 및 조건 확립

각 단위공정 상에서 가능한 여러 장치 중 최적 장치의 선정이나 전체적인 단위공정의 최적조

합은 각 장치나 단위공정의 성능비교를 통해 이루어져야 하는데 이러한 성능비교는 각 장치나 단

위공정을 거친 s tream에서의 avermectin의 순도 및 수율의 측면에서 평가되어야 한다. 따라서 시

험되는 여러 장치나 여러 가지 다른 단위공정의 dow n s tream에서 avermectin의 농도를 측정하는

것은 효율적인 분리공정의 개발을 위해 가장 기본적으로 필요하다. 그러므로 본 연구에서는 추출

등의 분리정제 공정 연구를 수행하기 전에 먼저 분석 시스템을 확립하고 그에 따른 최적 분석 조

건을 확립하였다.

Avermectin의 분석을 위해서는 HPLC (W aters사 Model 510, detector:Lambda- max 481)를 이

용하였으며 column으로는 W aters 사의 10 m Bondapak C18 reverse- phas e column (0.38 X 30

cm)을 사용하였고 40o C에서 column 온도를 유지시켰다. 또한 solvent로는 85:15 (vol/ vol)의

methanol- w ater를 사용하였고 유량은 1.2 ml/min.을 사용하였다. sample은 10 l 를 주입하였으

며 avermectin 농도 0- 250 mg/ l 의 범위에서 직선적인 관계를 확인하여 이 범위에서 calibra tion

curve를 작성하여 사용하고 있다. F ig . 2.85은 각각 다른 농도의 s tandard s olut ion의 peak 모양을

나타내고 있고 Fig. 2.86는 av ermectin B1a, F ig . 2.87는 avermectin B1b의 s tandard curve를 나타

내고 있다. 이 s tandard curve를 이용하여 차후의 세포파쇄 공정과 추출공정 및 chromatography

공정에 대한 연구를 계속하였다.

3) 세포 파쇄공정 (1차 추출)

Avermectin은 intracellular product이므로 일단은 세포 파쇄공정을 통하여 세포내의

avermectin을 세포 밖으로 유출 시켜야 한다. 이때 파쇄공정이 완전하지 못하면 수율이 떨어지기

때문에 가장 효율적인 파쇄공정의 개발이 필요하다. 파쇄공정으로 사용할 수 있는 방법은 보통

기계적 방법과 물리화학적 방법을 사용하는데 기계적 방법으로는 여러 가지 형식의 homogenizer

를 사용하고 실제 산업체에서 많이 이용된다. 물리화학적인 방법은 주로 실험실 규모에서 많이

이용되는데 삼투압을 이용하거나 ice crys tal 을 만들어 파쇄하는 물리적 방법과 lysozyme등의

효소를 이용하거나 solv ent 처리, deterg ent 처리, alkali 처리 등의 화학적 처리방법 등을 이용한

다. 본 연구에서는 일반적으로 효율성이 높고 경제성이 높아 산업체에서 주로 이용하는 기계적

방법과 solvent 처리를 중심으로 세포 파쇄공정을 검토하였다. 즉 W aring blender, homog enizer,

초음파 파쇄기 등의 기계적 방법에 대한 공정과 solvent 처리에 의한 화학적 공정을 시험하였고

그 결과를 바탕으로 최적 공정을 선정하였다.

F ig . 2.88은 여러 가지 기계적 방법을 사용하였을 경우, 기계별 혹은 처리시간별 파쇄효율을

나타낸 것으로 같은 s ource의 cell을 처리하였을 때 ultrasonicator를 사용하는 것이 가장 효율이

좋았고 W aring blender나 homogenizer는 3분 정도의 처리에서는 성능이 비슷하였으나 W aring

blender의 경우 30초만 처리하여도 homog enizer의 3분 처리한 경우와 비슷하여서 파쇄속도 면에

서 볼 때 W aring blender가 유리함을 알 수 있었다. 비록 ultrasonicator를 사용하는 것이 가장
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효율이 좋았으나 ultrasonicator은 s cale- up에 문제가 있으므로 기계적 방법을 사용한다면 W aring

blender가 가장 좋을 것이다. 한편 control은 기계적인 방법을 가하지 않고 s olvent(methanol)만을

처리한 것으로 W aring blender를 사용한 경우의 70 % 정도의 효율을 가지고 있다. 하지만

mechanical dis ruptor를 사용할 경우에 투자비가 추가되기 때문에 그 도입 여부는 경제성 검토에

의해 결정해야한다. 이러한 결정은 나중 s cale- up 된 시험 후 data가 더 축적된 다음에 결정해야

하지만 지금 단계에서는 기계적 방법의 복잡성 때문에 일단 solv ent에 의한 세포 파쇄공정을 최

적공정으로 선정하였다.

Solv ent에 의한 세포파쇄에 적절한 solvent는 세포막을 잘 파쇄할 수 있을 뿐 아니라

avermectin에 대해 용해도가 높아야 하고 또한 물과 섞여 aqueous phase (solv ent와 tw o phase

를 형성)를 형성할 수 있어야 한다. 이를 위해 적절한 s olvent로 methanol과 acetone을 들 수 있

다. F ig . 2.89은 methanol이나 acetone만으로 파쇄하여 chloroform으로 추출한 후 HPLC로 분석한

peak를 보여주고 있고 Fig. 2.90는 methanol이나 acetone으로 추출한 추출물에서의 avermectin의

농도를 분석한 것으로서 세포 파쇄 및 추출 면에서 acetone이 세포파쇄용 s olvent로 우수하다고

할 수 있다.

4) 2차 추출공정

추출공정에서 가장 중요한 것은 효율적인 용매의 선정이다. 이상적인 용매는 partit ion

coefficient가 커서 원하는 물질을 solv ent phase로 많이 이동시킬 뿐만 아니라 s electivity가 커서

원하는 물질만을 이동시켜야 한다. 이밖에 값이 싸야 하고 생성품이나 환경에 무독해야 하는 것

도 이상적 용매로서 중요한 성질이다. 본 연구에서는 part it ion coefficient와 s electivity의 관점에

서 avermectin 추출을 위해 적절한 용매를 선정하고 추출공정 설계에 필요한 parameter 들을 도

출하였다. 또한 앞의 세포 파쇄 공정에서 세포파쇄 면에서 acetone이 우수하였지만 쉽게 사용 가

능한 여러 s olvent에 의한 추출 능력 면에서도 평가해야 하기 때문에 여러 solvent에 의한

acetone- w ater phase와 methanol- w ater phas e의 추출효능도 비교하였다. 이를 위해 먼저

methanol과 acetone에 avermectin을 녹이고 s olvent와 tw o phase를 형성할 수 있게 물을 5:3 비

율로 첨가하여 acetone- w ater, methanol- w ater aqueous phase를 만들고 여러 solvent로 추출시험

(aqueous :solv ent=2:1)을 한 후 효능을 비교함으로써 추출을 위한 최적 aqueous sys tem과 최적

solv ent sys tem을 확립하였다.

이때 성능평가에 사용된 parameter인 partit ion coefficient , percentag e of ex tract ion과

select ivity의 정의는 다음과 같다. Aqueous phase H liter와 s olvent phase L liter가 평형에 이른

후 aqueous phase에서의 용질의 농도를 y, solvent phase에서의 용질의 농도를 x 라고 하면

part ition coefficient K는 다음과 같이 주어진다.

K = x
y

(9)

초기 용질농도 yF인 F liter의 aqueous phas e가 추출을 위해 공급되었다면 percentag e of

ex traction p는 다음과 같이 주어진다.

p = L x
F y F

(10)

두 용질 A 와 B가 동시에 추출되고 A가 원하는 물질일 때 B에 대한 A의 select ivity A B

는 다음과 같이 주어진다.

A B = K ( A )
K ( B )

(11)
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이러한 part it ion coefficient , percentage of extract ion과 select ivity의 값이 클수록 분리정제의

성능 면에서 우수한 solvent와 aqueous phase의 조합(combination)을 나타내고 있다.

F ig . 2.91은 methanol- w ater aqueous phase를 여러 용매로 추출한 후 solvent phas e에서의

avermectin B1a의 농도를 Fig. 2.92는 avermectin B1b의 농도를 나타내고 있다. methanol- w ater

phase는 추출 후 phas e의 v olume이 바뀌지 않으므로 dichloromethane이 가장 우수한 성능을 나

타내고 있음을 알 수 있다. 또한 F ig . 2.93는 acetone- w ater aqueous phase를 여러 용매로 추출한

후 solv ent phas e에서의 avermectin B1a의 농도를, F ig . 2.94는 avermectin B1b의 농도를 나타내

고 있다. 겉보기로 농도로만 판별하여 보면 toluene이 가장 좋은 solvent 인 것 같이 보이나

methanol- w ater phase는 추출 후 phase의 volume이 바뀌므로 이점을 고려하여 % ex tract ion을

비교함으로써 추출효능을 비교할 수 있다. % extract ion은 처음 feed에 들어 있던 양 중 s olvent

phase로 추출된 양과의 비율로 진정한 추출 효능을 나타내고 있다. F ig . 2.95은 methanol- w ater

phase와 acetone- w ater phas e의 여러 solv ent에 의한 avermectin B1a의 % extract ion과 Fig .

2.96는 avermectin B1b의 % ex tract ion을 나타낸 것으로 methanol- w ater의 경우 예상대로

dichloromethane이 가장 우수한 성능을 보이고 chloroform이 오히려 toluene보다 우수함을 보여주

고 있다. 이는 Fig. 2.97에서 보여주는 것 같이 acetone- w ater의 경우 추출과정에서 phase의

volume이 바뀌어 지기 때문이며 따라서 toluene의 경우 농도는 높지만 phas e의 volume이

chloroform 보다 적기 때문에 적은 양의 av ermectin이 s olvent phase 에 존재하게 된다. 또한

dichloromethane의 경우를 제외하면 전반적으로 acetone- w ater의 경우가 methanol- w ater 의 경

우보다 solv ent에 의한 추출율이 높음을 알 수 있어 세포를 파쇄하는 solvent로 acetone을 사용

하는 것이 바람직함을 알 수 있다.

한편 추출공정의 설계를 위해 partit ion coefficient를 추정하는 것이 중요한데 Fig. 2.98은

methanol- w ater phas e와 acetone- w ater phas e의 여러 solvent에 의한 추출에서의 avermectin B1a

의 part it ion coefficient , F ig. 2.99은 avermectin B1b의 part ition coefficient을 나타낸 것으로

methanol- w ater의 경우 avermectin B1a, B1b 모두 dichloromethane에 의한 추출에서의 part it ion

coefficient가 특별히 높은 것이 눈에 띈다. 이러한 이유로 Fig . 2.95, F ig . 2.96에서 알 수 있듯이

dichloromethane의 경우는 methanol- w ater의 경우가 acetonl- w ater의 경우보다 s olvent에 의한

추출율이 높게 된다.

앞서 언급한대로 이상적인 용매는 원하는 물질만을 선택적으로 solvent phase로 이동 시켜야

하기 때문에 여러 solvent의 av ermectin B1b에 대한 B1a의 선택성을 조사하는 것이 중요하다.

F ig . 2.100은 methanol- w ater phas e와 acetone- w ater phase의 여러 solvent에 의한 추출에서의

avermectin B1b 에 대한 avermectin B1a 의 select ivity 를 나타낸 것으로 대부분의 solv ent 에서 1

이하를 보여줌으로써 대부분 avermectin B1a 보다 avermectin B1b를 선호함을 알수 있다. 하지만

methanol- w ater의 경우 avermectin B1a에 대한 선택성이 적은 dichloromethane은 part it ion

coefficient가 크고, 선택성이 큰 toluene이나 hex ane의 경우는 partit ion coefficient가 커서 이러

한 효과가 상쇄되어 F ig . 2.101에서 보여주듯이 s olvent phas e에서의 purity 는 거의 일정하다.

이러한 현상은 acetone- w ater의 경우에도 일어나 거의 일정한 purity를 보여주고 있다. 따라서

purity는 그렇게 문제되지 않고 % ex traction 만이 중요한 인자가 된다.

이상을 종합하면 1차 추출의 용매로 acetone- w ater aqueous phase와 chloroform을 사용하거

나 methanol- w ater dichloromethane을 사용하는 것이 바람직하다.

5) 3차 추출공정 개발

1차 연도의 2차 추출은 최적 용매를 선정하기 위해 편의상 배양액이 아닌 실험실에서 조제한

시료를 사용하여 실시하여 2차 추출을 위한 최적 용매는 acetone- w ater aqueous phase의 경우
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chloroform, methanol- w ater aqueous phas e의 경우는 dichloromethane임을 밝힌바 있다. 하지만

실제 배양액을 적용해 본 결과, chloroform 또는 dichloromethane으로 2차 추출을 하여도 많은

불순물의 peak가 계속 잔존함이 발견되어 3차 추출이 필요함을 알게되었다. 2차 추출후 잔 peak

가 계속 잔존하는 이유는 아직도 소수성 lipid 계통의 화합물이 선택한 용매에 용해도가 높기 때

문이라 생각되어 순도를 높이기 위해서는 제 3의 용매가 필요하다고 생각되어 3차 추출을 시도하

였다.

앞서 언급하였듯이 추출공정에서 가장 중요한 것은 효율적인 용매의 선정이다. 본 연구에서는

이러한 3차 추출을 위한 part it ion coefficient , percentag e of ex tract ion과 select iv ity의 관점에서

본 최적의 aqueous phase와 용매(s olvent)의 조합을 선정하고 3차 추출공정 설계에 필요한

parameter들을 도출하였다.

가) methanol- glycol 5:1 aqueous phas e

F ig . 2.102은 methanol- glycol 5:1 aqueous phase를 여러 용매로 추출한 후 solvent phase에

서의 avermectin B1a의 농도를 Fig . 2.103은 av ermectin B1b의 농도를 나타내고 있다. n- buthyl

acetate, methylene chloride, toluene 등은 aqueous phase와 tw o phas e를 형성하지 못하여 추출

이 불가능하여 사용하지 않았고 tw o phas e를 형성하는 두 용매만 사용하였다. 이

methanol- glycol 5:1 phas e는 추출 후 solv ent phase의 volume이 30 %정도 감소하나 두 용매 모

두 같이 감소하므로 solvent phas e에서의 농도만 비교해보아도 추출성능을 알 수 있다.

Avermectin B1a, B1b 모두 hex ane이 heptane 보다 우수한 성능을 나타내고 있음을 알 수 있다.

이는 Merck 사에서 얻은 결론과 일치한다.

보통 methanol- g lycol 5:1 phase는 추출 후 phase의 volume이 바뀌므로 이점을 고려하여 %

ex traction을 비교함으로써 추출효능을 확실하게 비교할 수 있다. 이 % ex traction은 처음 feed에

들어 있던 양 중 solvent phase로 추출된 양과의 비율로 진정한 추출 효능을 나타내고 있다. F ig .

2.104는 methanol- glycol 5:1 phas e의 여러 solvent에 의한 avermectin B1a의 % ex traction과 F ig .

2.105는 avermectin B1b의 % ex tract ion을 나타낸 것으로 예상대로 hex ane이 heptane보다 우수함

을 보여주고 있다. 하지만 % extract ion이 1%를 조금 넘기 때문에 hex ane도 사용하기 힘들다는

결론이 나와 다른 solvent와 tw o phas e를 형성할 수 있도록 aqueous phase의 조성을 조절하여야

한다는 결론을 얻었다.

한편 추출공정의 설계를 위해 part it ion coefficient 를 추정하는 것이 중요한데 F ig . 2.106은

methanol- glycol 5:1 phase의 여러 solvent에 의한 추출에서의 avermectin B1a의 part ition

coefficient , F ig. 2.107은 avermectin B1b의 part it ion coefficient를 나타낸 것으로 av ermectin B1a,

B1b 모두 hex ane에 의한 추출에서의 partition coefficient가 특별히 높은 것이 눈에 띈다. 이러한

이유로 F ig . 2.104, 2.105에서 알 수 있듯이 hexane의 경우는 heptane의 경우보다 s olvent에 의한

% extract ion(추출율)이 높게 된다. 하지만 hex ane의 경우도 절대적으로 낮은 partition coefficient

때문에 낮은 % ex tract ion을 초래하고 있다.

앞서 언급한대로 이상적인 용매는 원하는 물질만을 선택적으로 solvent phase로 이동 시켜야

하기 때문에 여러 solvent의 av ermectin B1b에 대한 B1a의 선택성을 조사하는 것이 중요하다.

F ig . 2.108은 methanol- g lycol 5:1 phas e의 여러 solvent에 의한 추출에서의 avermectin B1b 에 대

한 avermectin B1a 의 s electivity를 나타내고 있다. 그림에서 대부분의 s olvent 에서 1 이상을 보
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여줌으로써 대부분 avermectin B1a을 avermectin B1b 보다 선호함을 알 수 있다. 또한 F ig . 2.109

에 의하면 solv ent phase에서의 purity는 거의 일정함을 알 수 있었다. 이 정도의 purity는 2차 추

출에서도 보여주고 있다. 따라서 purity는 그렇게 문제되지 않고 % ex tract ion 만이 최적 용매 선

정의 중요한 인자가 됨을 알 수 있었다. 위에서 methanol- g lycol 5:1 phas e의 가장 좋은 용매인

hexane에 의한 추출도 추출율이 1 % 정도이어서 사용하기 힘들다는 결론을 내렸다. 따라서 다른

용매에 의한 추출을 시도하기 위해 aqueous phas e의 조성을 조절하여 다른 s olvent와 tw o phase

를 형성하도록 하고 이에 대한 최적 용매를 선정하는 실험을 계속하였다.

나) methanol- glycol 2:5 aqueous phas e

Hex ane과 heptane외에 다른 solvent와 tw o phase를 형성할 수 있도록 aqueous phase의 조성

을 methanol- g lycol 2:5로 조절하였다. 이때 tw o phase를 형성할 수 있는 s olvent로 n- butyl

acetate와 toluene이 추가되었다. F ig . 2.110는 methanol- g lycol 2:5 aqueous phas e를 여러 용매로

추출한 후 solv ent phas e 에서의 av ermectin B1a의 농도를 F ig . 2.111는 avermectin B1b의 농도를

나타내고 있다. 이 methanol- g lycol 5:1 phas e는 추출 후 phas e의 volume이 변하지 않으므로

solv ent phas e에서의 농도만 비교해보아도 추출성능을 알 수 있다. A vermectin B1a, B1b 모두

n- butyl acetate가 가장 우수한 성능을 나타내고 있음을 알 수 있고 hex ane과 heptane의 경우는

여전히 아주 적은 농도를 나타내어 aqueous phas e의 조성을 바꾸어 추가적으로 n- butyl aceta te

와 toluene의 tw o phase를 형성하게 하여 이들을 용매로 사용한 전략이 성공했음을 보여준다.

이번 경우에도 % ex traction을 비교함으로써 추출효능을 확실하게 비교할 수 있다. F ig . 2.112

는 methanol- g lycol 2:5 phase의 여러 solv ent에 의한 avermectin B1a의 % extract ion과 Fig.

2.113은 avermectin B1b의 % ex tract ion을 나타낸 것으로 예상대로 n- butyl aceta te가 가장 우수

함을 보여주고 있다. 하지만 % extract ion이 methanol- glycol 5:1 phase의 경우보다는 상당히 향

상되었지만 아직도 % ex tract ion이 50%를 조금 넘기 때문에 제 3의 s olvent를 사용해야 한다는

결론이 나와 다른 s olvent와 tw o phase를 형성할 수 있도록 aqueous phase의 조성을 또 조절하

기로 하였다.

마찬가지로 추출공정의 설계를 위해 part ition coefficient 를 추정하는 것이 중요해서 추정하

였는데, F ig . 2.114는 methanol- glycol 2:5 phase의 여러 s olvent에 의한 추출에서의 avermectin

B1a의 part ition coefficient, F ig . 2.115는 avermectin B1b의 partition coefficient를 나타낸 것으로

avermectin B1a, B1b 모두 n- butyl acetate나 toluene에 의한 추출에서의 part it ion coefficient가

hexane이나 heptane의 경우보다 특별히 높은 것이 눈에 띈다. 이러한 이유로 Fig. 2.112, F ig .

2.113에서 알 수 있듯이 n- butyl acetate나 toluene의 경우는 hex ane이나 heptane의 경우보다

solv ent에 의한 % ex tract ion(추출율)이 높게 된다. 하지만 이 경우도 1을 조금 넘는 part it ion

coefficient 때문에 50 % 정도의 낮은 추출율을 초래하는 것으로 관찰되었다.

F ig . 2.116은 methanol- g lycol 2:5 phase의 여러 s olvent에 의한 추출에서의 avermectin B1b 에

대한 avermectin B1a 의 s electivity 를 나타낸 것으로 대부분의 solvent 에서 1 이상을 보여줌으

로써 대부분 avermectin B1a을 av ermectin B1b 보다 선호함을 알 수 있고 가장 추출율이 좋았던

n- butyl acetate는 1보다 약간 작아 선호도가 뒤바뀐 것을 알 수 있었다. 따라서 F ig . 2.117에서

보여주듯이 solvent phase에서의 purity는 n- butyl acetate가 가장 낮음을 알 수 있었다. 하지만

heptane의 경우를 제외하면 거의 일정함을 알 수 있어서 purity는 그렇게 문제되지 않고 %
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ex traction 만이 최적 용매 선정의 중요한 인자가 되어 methanol- g lycol 2:5 phas e의 경우 최적

용매는 n- butyl acetate라는 결론을 내렸다.

다) methanol- w ater 5:3 aqueous phase

위에서 언급하였듯이 methanol- glycol 2:5 phase의 가장 좋은 용매인 n- butyl acetate에 의한

추출성능은 methanol- glycol 5:1 phase의 경우보다는 상당히 향상되었지만 아직도 % ex traction

이 50%를 조금 넘기 때문에 제 3의 solv ent를 사용해야 한다는 결론이 나와 제 3의 solvent와

tw o phas e를 형성할 수 있도록 aqueous phase의 조성을 또 조절하기로 하였다. 이를 위해

aqueous phase의 조성 중에 g lycol을 생략하고 w ater를 추가하여 methanol- w ater 5:3으로 조절하

였다. 이때 tw o phas e를 형성할 수 있는 solvent로 methylene chloride가 추가되었다. F ig . 2.118

은 methanol- w ater 5:3 aqueous phase를 여러 용매로 추출한 후 s olvent phase에서의

avermectin B1a의 농도를 F ig . 2.119는 av ermectin B1b의 농도를 나타내고 있다. Avermectin B1a,

B1b 모두 methylene chloride가 가장 우수한 성능을 나타내고 있음을 알 수 있고 hexane과

heptane의 경우는 여전히 아주 적은 농도를 나타내고 methanol- glycol 2:5 phase의 가장 좋은 용

매인 n- butyl aceta te보다 우수함을 알 수 있어서 aqueous phase의 조성을 바꾸어 추가적으로

methylene chloride와 tw o phase를 형성하게 하여 용매로 사용한 전략이 성공했음을 보여주고 있

다.

이 methanol- w ater 5:3 phase는 추출 후 solvent phase의 volume이 감소한다. Hex ane과

heptane의 경우는 그대로이나 toluene은 12.5 % 증가하고 methylene chloride는 33% 감소,

n- buthyl acetate의 경우는 43% 감소한다. 따라서 이점을 고려하여 % ex tract ion을 비교함으로써

추출효능을 확실하게 비교할 수 있다. F ig . 2.120은 methanol- w ater 5:3 phase의 여러 s olvent에

의한 avermectin B1a의 % ex traction과 F ig . 2.121은 avermectin B1b의 % ex tract ion을 나타낸

것으로 예상대로 methylene chloride이 가장 우수함을 보여주고 있다. 또한 % extract ion이

methanol- glycol 2:5 phase의 경우보다는 상당히 향상되어서 aqueous phase를 methanol- w ater

5:3 phase로 바꾸어 준 것이 성공적이었음을 알 수 있었고 98%에 가까운 추출율을 보여줌으로써

더 이상의 다른 sys tem은 시도하지 않았다.

마찬가지로 추출공정의 설계를 위해 part ition coefficient 를 추정하는 것이 중요해서 이를 추

정하였다. F ig . 2.122은 methanol- w ater 5:3 phase의 여러 s olvent에 의한 추출에서의 avermectin

B1a의 partit ion coefficient , F ig . 2.123은 avermectin B1b의 part it ion coefficient을 나타낸 것으로

avermectin B1a, B1b 모두 methylene chloride에 의한 추출에서의 part it ion coefficient가 월등히 높

은 것이 눈에 띈다. 이러한 이유로 Fig. 2.122, F ig. 2.123에서 알 수 있듯이 methylene chloride에

의한 추출의 경우가 가장 % ex tract ion(추출율)이 높게 된다.

F ig . 2.124는 methanol- w ater 5:3 phas e의 여러 solv ent에 의한 추출에서의 avermectin B1b 에

대한 avermectin B1a 의 s electivity 를 나타낸 것으로 heptane이나 n- butyl acetate에서 1 이상을

보여줌으로써 avermectin B1a을 avermectin B1b 보다 선호함을 알 수 있고 다른 용매에서는 1보

다 약간 작아 선호도가 뒤바뀐 것을 알 수 있었다. 한편 가장 추출율이 좋았던 methylene

chloride의 경우 가장 낮은 select ivity를 보여주고 있는 것이 눈에 띈다. 한편 Fig. 2.125에서 보여

주듯이 solv ent phase에서의 purity는 heptane의 경우를 제외하면 거의 일정함을 알 수 있었는데

그 이유는 methylene chloride의 경우 avermectin B1a에 대한 선택성이 적지만 partition
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coefficient가 크기 때문에 이러한 효과가 상쇄되어 거의 일정한 purity를 나타내고 있다. 따라서

purity는 그렇게 문제되지 않고 % extract ion 만이 최적 용매 선정의 중요한 인자가 되어

methanol- w ater 5:3 phase의 경우 최적 용매는 methylene chloride라는 결론을 내릴 수 있다.

F ig . 2.126은 처음 세포로부터 acetone으로 추출한 경우(A ), methanol- w ater 5:3 phas e를

methylene chloride으로 3차 추출한 경우 (B), methanol- w ater 5:3 phas e를 toluene으로 3차 추

출한 경우(C)의 추출물을 HPLC로 분석한 결과를 나타내고 있다. Acetone 추출물에 보이던 초

기의 불순물 peak가 많이 없어져 있음을 알 수 있다. 여기에서 avermectin B1a는 9분 근처에

avermectin B1b는 8분 근처에서 나오고 있다. T oluene의 경우 불순물을 거의 제거한 peak를 보여

주고 있으나 앞서 보여준 것같이 추출율이 50 %정도로 낮아 사용하기 곤란하다.

이상을 종합하면 aqueous phase로는 methanol- w ater 5:3 phas e, solvent phas e로는 methylene

chloride를 사용하는 것이 가장 바람직하다는 결론을 얻을 수 있다.

6) P reparat ive HPLC 를 이용한 avermectin 분리정제

Fig . 2.127은 s ample volume 5 ml, F ig . 2.128의 경우는 s ample volume 10ml을 주입하였을 때

의 chromatog ram을 나타내고 있다. 이 chromatogram의 앞부분은 불순물 peak인데 그림에서 뒤

의 avermectin peak가 잘 분리됨을 보여주고 있다. 이러한 av ermectin peak가 나오는 fraction을

fract ion collector로 받으면 순수한 avermectin을 얻을 수 있다. F ig . 2.129는 이러한 avermectin

peak 부분의 fraction을 분석용 HPLC로 분석한 경우의 chromatogram을 보여주고 있는데 초기의

acetone ex tract에 보이던 많은 불순물 peak가 제거되어 하나의 s ingle peak 만을 보여줌으로써

거의 100 %에 가까운 순도를 얻을 수 있음을 알 수 있었다.

하지만 위에서 사용한 sample은 아직 고생산 균주 및 배양방법이 개발되기 전이라 세포 추출

물에 avermectin s tandard를 첨가한 것이어서 후에 고농도의 생성물을 얻으면 다시 이 방법에 의

한 정제방법을 검증할 필요가 있다. 이러한 실제 고생산 균주를 이용한 세포 추출물로부터의 분

리정제는 나중 3차 연도에 이르러서야 가능하게 되었다. F ig . 2.130은 실제 고농도 세포로부터

methanol을 이용하여 avermectin을 1차 추출한 후 methanol 추출물로부터의 sample volume 10

ml을 Prepara tive HPLC에 주입하였을 때의 chromatog ram을 나타내고 있다. 이 chromatog ram의

앞부분은 불순물 peak이고 그림에서 avermectin peak가 12분대에서 나타남을 s tandard의

injection으로 확인할 수 있었다. 이러한 avermectin peak가 나오는 fract ion을 fraction collector

로 받으면 순수한 av ermectin을 얻을 수 있다. F ig . 2.131은 이러한 avermectin peak 부분의

fract ion을 받아 분석용 HPLC로 분석한 경우의 chromatog ram을 보여주고 있는데 초기의

methanol extract에 보이던 많은 불순물 peak가 제거되어 하나의 s ingle peak 만을 보여줌으로써

거의 100 %에 가까운 순도를 얻을 수 있음을 알 수 있었다. 따라서 이제는 s ample을 대량 분리

정제할 수 있는 단계에 이르렀다. 더욱이 2차, 3차 추출 등 여러 용매를 사용하지 않고도 높은 순

도로 정제할 수 있어서 용매배출을 최소화할 수 있는 청정공정으로서의 가치가 더 높은 공정이

될 수 있음을 알 수 있었다.

7) Sephadex LH- 20을 이용한 chromatog raphy

Sephadex LH- 20을 이용하면 분자의 크기에 따라 혼합물을 분리할 수 있기 때문에

avermectin B1a와 B1b를 분리할 목적으로 시도되었다. F ig . 2.132는 effluent를 fraction collector
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로 받아 분석용 HPLC로 분석한 경우의 chromatog ram을 보여주고 있다. 74번 fract ion에 없던

avermectin B1a (7.96분)와 B1b(9.32 분)의 peak가 75번 fraction에는 존재함을 알 수 있었고 76번

fract ion에는 다시 없어짐을 알 수 있었다. 따라서 지금의 분리정제 조건에서는 분리가 되지 않았

음을 알 수 있었고 더욱 더 긴 column을 사용하거나 fract ion을 더욱 더 잘게 나누어야 가능하다

는 결론을 내릴 수 있다. 하지만 여러 번의 시도에서도 분리하기 어려워 avermectin B1a와 B1b를

분리하기에는 여러 s tep의 분리정제 과정이 필요하며 이에 따라 장치비가 증가될 것으로 예상되

어 이를 분리하지 않는 제품을 생산하는 것이 더욱 경제적인 측면에서 바람직하다는 결론을 내릴

수 있었다.

8) 향류 3단 연속식 추출공정 개발

가) 연속식 추출공정 개발

분리정제공정을 효율적으로 수행하기 위해서는 연속식 공정이 필요하다. 더욱이 3차 추출까지

수행해야하고 여러 s tep의 chromatog raphy 공정이 필요할 것으로 예상되는데 이때 회분식으로

운전하면 시간과 노력이 많이 들므로 연속식 공정의 개발이 필요하다. 분리정제 공정의 전반부는

계속되는 추출공정이 될 것이므로 1차 추출공정의 고- 액 접촉과 나머지 2, 3 차 추출공정의 액-

액 접촉이 효율적이면서 연속적으로 이루어 질 수 있도록 연속식 추출장치의 개발이 필수 불가결

하다. 또한 연속식 공정일지라도 경우에 따라서는 반복된 추출을 수행하여 원하는 만큼 충분히

추출할 필요가 있다. 이러한 반복 추출은 다단식 추출공정을 통하여 이루어 질 수 있는데, 보통

단수가 증가할수록 추출율이 증가하게 된다. 이때 aqueous phase 와 solv ent phas e가 서로 다른

방향으로 흐르는 향류식(counter- current) 접촉 방법이 같은 방향으로 흐르는 병류식(cocurrent)

접촉 방법 보다 효율적이므로 본 연구에서는 향류 다단식 연속 추출장치를 개발하였다. 실제공정

에서는 요구되는 추출율에 따라 더 많은 단수가 사용될 수 있으나 본 연구에서는 실제공정의 한

모델로 3단을 정하여 개발하였다. F ig . 2.133은 이렇게 개발된 3단 향류 연속식 추출 공정의 공정

도와 F ig . 2.134는 실제 개발된 공정의 사진을 보여주고 있다.

나) acetone- w ater aqueous phase:chloroform s ys tem 적용

개발된 연속식 추출장치를 이용한 av ermectin의 추출이 실제로 가능한지 검증하면서 실제 회

분식 1단 추출보다 얼마나 성능이 향상되었는지를 조사하기 위해 추출실험을 시도하였다. 세포로

부터 acetone으로 1차 추출한 후 물을 가하여 acetone- w ater(5:3) aqueous phas e를 만들고

avermectin을 300 mg/ L로 조절하였다. 이러한 aqueous phase를 50 mL/min의 속도로, s olvent

phase로는 chloroform을 25 mL/ min의 속도로 향류 접촉시켰다. 다음의 F ig . 2.135는 각단 출구

solv ent phase에서의 시간에 따른 avermectin의 농도를 조사한 것으로써 1단, 2단, 3단 모두 약

두 시간 후부터는 정상상태에 도달함을 알 수 있었고 단수가 증가할수록 avermectin의 농도가 증

가하며 마지막 단에서는 회분식 추출(72 %)보다 우수한 82 %의 추출율을 보여주었다. 한편 이

그림에 의하면 처음에는 trans ient s ta te로 fluctua tion이 심하다가 차츰 안정되면서 정상상태의 값

을 보여주고 있다. 이러한 fluctuat ion현상은 s tart- up 시에 mixer에만 용액을 채웠기 때문임을 나

중에 알게 되었다.

다) methanol- w ater aqueous phase:methylene chloride sys tem 적용

1차 연도의 기초실험결과 acetone- w ater s ys tem뿐만 아니라 methanol- w ater s ys tem도

aqueous sys tem으로 사용할 수 있음을 알 수 있었고, 더욱이 3차 추출에는 methanol- w ater
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sys tem이 좋다는 결과가 있기 때문에 이번에는 methanol- w ater sys tem을 연속식 향류추출에 적

용을 하였다.

F ig . 2.136은 methanol- w ater aqueous phas e와 solv ent phas e(methylene chloride)의 유량 비

율을 1:1(H=20ml/min. L=20ml/ min.)로 유지하여 운전한 결과이다. 3시간 이후에 avermectin의 농

도가 정상상태를 유지함을 알 수 있고 raffina te를 살펴보면 avermectin이 모든 단에서 거의 없는

것을 알 수 있다. 또한 단수가 증가할수록 avermectin의 농도가 증가하였다. 하지만 여기서도

acetone- w ater sys tem과 같이 s tart- up시 mix er에만 용액을 채워 운전하였기 때문에 fluctua tion

이 나타남을 알 수 있다.

F ig . 2.137에서는 methanol- w ater aqueous phase와 solv ent phase(methylene chloride)를 2:1로

하여 연속식 추출 장치에 운전한 결과이다(H=25ml/ min. L=50ml/ min.). 마찬가지로 단수가 증가할

수록 avermectin의 농도가 증가하였다. 추출율은 이론적으로 예상되는 것과 같이 1:1 sys tem보다

는 낮다. 하지만 1:1 sys tem은 solvent가 상대적으로 많이 소요되고 최종 농도가 낮은 단점이 있

어 경제적인 선택이 필요하다. 또한 그림에서 보듯이 여태까지 다른 경우보다는 빨리 50분 후에

정상상태로 s ys tem이 안정되는 것을 알 수 있고 fluctuat ion도 나타나지 않음을 알 수 있다. 이러

한 이유는 continuous countercurrent multis tage ex traction 장치에 s eparator와 mixter 둘 다 채

우고 시운전하는 것이 mix er에만 solvent와 methanol- w ater를 채우고 시운전하는 것 보다 정상

상태에 빨리 도달하였기 때문이다.

이상의 결과 및 토의로부터 다음과 같은 결론을 도출할 수 있다:

- 개발된 3단 향류 연속식 추출장치는 연속식 생산에 따른 생산성 향상뿐만 아니라 추출율의

향상 면에서도 성공적이었다. 단이 증가할수록 solvent phas e에서의 avermectin 의 농도가

증가하였다. 이러한 연속식 추출장치는 세포와의 1차 추출뿐만 아니라 2,3 차 추출에도

동일하게 적용될 수 있다.

- Countercurrent의 시운전시 mixer에만 채우고 운전하는 경우보다 s et tler까지 채우고

시운전하면 훨씬 빨리 정상상태에 도달하고 안정된 조업을 할 수 있다.

- 같은 조건에서 methanol- w ater:dichloromethane sys tem이 acetone- w ater:chloroform

sys tem보다 추출율 면에서 약간 우수한 성능을 보여주었으며 이는 1차 연도의 batch 실험

결과와 일치한다.

- solvent와 aqueous phase와의 비율이 1:1인 시스템이 1:2인 시스템보다 훨씬 우수한 추출율을

보여주고 있다. 하지만 1:1 s ys tem은 s olvent가 상대적으로 많이 소요되고 최종 농도가 낮은

단점이 있어 경제적인 선택이 필요하다.

9) Crys tallization 연구

결정화(crys tallization)는 균일한 액상으로부터 고체 입자를 얻는 과정으로 보통 순도를 증가시

키거나, 다음의 마무리공정인 여과나 건조공정을 용이하게 하거나, 소비자가 원하는 형태로 가공

하기 위해 수행하는 분리정제 공정의 마무리 공정이다. 본 연구에서는 목적물인 av ermectin의 결

정화를 위한 최적의 용매를 선정하기 위해 여러 가지 용매에 따른 avermectin의 온도- 용해도 곡

선을 구하였고 이에 따라 최적의 용매를 선정하였다. 또한 여러 가지 기초실험을 바탕으로 균일

한 crys tal을 얻을 수 있는 전략을 모색하였으며 이를 바탕으로 생산성을 높이기 위한 연속식

crys tallizer를 개발하였다.

가) 상평형 연구

결정화를 위해서는 satura tion, nuclea tion, s ingle crys tal grow th 등에 관한 연구가 필요하며

이중 s aturat ion에 관한 연구가 가장 기본이 된다. 포화(satura tion)란 용액에서 열역학적으로 안정
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하게 녹을 수 있는 최대 농도를 말하며 상평형의 결과이다. 이러한 상평형은 crys tal phase와 주

위의 용액간의 chemical potential이 동일하기 때문에 일어난 결과로 같은 용질이라도 용매에 따

라 상평형이 다르다. 본 연구에서는 avermectin의 결정화를 위한 최적의 용매를 선정하기 위해

여러 가지 용매에 따른 avermectin의 온도- 용해도 곡선을 조사하였고 이를 바탕으로 최적의 용매

를 선정하였다.

다음의 F ig . 2.138은 여러 가지 용매에서의 av ermectin의 온도- 용해도 곡선이다. 이러한 온도-

용해도 곡선 중 기울기가 가장 큰 acetone이 결정화를 위한 최적의 용매로 선정되었다. 왜냐하면

대부분의 용매들이 비점이 낮아 냉각의 범위가 한정되어 있고 이때 온도- 용해도 곡선의 기울기가

클수록 같은 냉각온도 차이에 의해 석출되는 양이 많기 때문이다.

나) 연속식 crys tallizer 개발

결정화(crys tallization)는 흔히 거의 용해도 한도까지 녹아있는 더운 용액을 먼지가 없는 상태

에서 결정(crys tal)이 나타날 때까지 냉각하면서 이루어진다. 이러한 결정은 seed를 넣어주면 잘

유도된다. 이것을 더욱더 냉각시키게 되면 결정이 자라게 된다. Crys ta llizer의 des ig n과 운전조건

에 따라 수율, 결정의 크기, s ize dis tr ibut ion등이 달라지므로 각별한 노력이 요구된다. 또한 생성

된 결정이 crys ta llizer의 벽면에 at tach되는 것을 방지하는 것이 매우 중요하다.

연속식 crys tallizer를 개발하기 위한 기초실험으로 batch crys tallizat ion을 수행하면서 전략을

모색하였다. F ig . 2.139의 모식도에서 보는 바와 같이 끊는점까지 온도를 높이면서 ev apora tion(모

식도 1)시키다가 용액이 과포화가 되면 각각 4o C로 고정된 w ater bath에 용액을 옮긴 후 한쪽은

교반을 하지않고(모식도 1.1) 생성된 crys ta l을 관찰하였고 다른 쪽은 계속 교반을 하면서 seed를

넣어 crys tal을 만들었다(모식도 1.2). 한편 모식도 2에서는 교반을 하지 않으며 evaporation만으로

crys tal을 만들었다.

F ig . 2.140에서는 acetone으로 과포화된 avermectin을 교반하지 않고 결정화시킨 avermectin

결정의 현미경사진으로 결정이 매우 불규칙하고 결정의 크기가 매우 큰 덩어리 한 개로 형성되었

다. 또한 이러한 결정은 tes t tube 벽에 단단히 붙어 있는 단점이 있다. F ig . 2.141는 교반하는 도

중에 sampling한 것으로 교반을 하지 않은 사진에 비해 결정이 균일하게 분포해 있다. F ig . 2.142

는 교반하면서 결정을 얻은 사진으로 결정이 매우 규칙적이고 건드리면 쉽게 tes t tube 벽에서

떨어졌다.

따라서 균일한 결정을 얻고 crys tallizer 벽에 붙어 자라서 조업에 지장을 주지 않기 위해서는

crys tallization이 일어나는 동안 과포화 용액을 s us pens ion 상태로 유지하는 것이 중요하다. 따라

서 교반하거나 air- lift 형태로 과포화 용액을 현탁상태로 유지할 수 있는 des ig n이 필요하며 본

연구에서는 과포화 용액을 냉각시킨 후 draft tube로 보내어 dow ncomer에서 현탁상태를 유지하

는 crys tallizer를 개발하였다. F ig . 2.143이 이러한 crys tallizer의 모식도를 나타내고 있고 Fig.

2.144와 같은 연속식 공정을 개발하였다. Feeding vess el로부터의 과포화 용액은 dow ncomer에서

현탁상태로 유지되면서 자란 avermectin결정과 만나 냉동 w ater bath에서 냉각되면서 과포화도가

증대되어 crys tal이 형성된다. 이러한 des ig n은 dow ncomer에서의 avermectin결정이 seed 역할을

하기 때문에 따로 seed를 공급하지 않아도 되는 장점이 있다. 냉동 w ater bath를 나온 과포화 용

액은 draft tube를 통과하여 injection 되어 dow ncomer로 내려오면서 속도가 줄어들어 천천히 떨

어지면서 crys tal이 형성되어 일부는 product로 회수하기 위해 s pray drier로 보내지며 일부는

feed와 만나 seed로 recycle된다. F ig . 2.145는 이렇게 개발된 연속식 crys talliza tion process의 사

진을 보여주고 있으며 Fig . 2.146은 이로부터 얻은 crys tal의 사진을 보여주고 있다.

한편 지금까지 개발한 모든 생산 및 분리정제 방법을 이용하여 av ermectin의 fract ion을 얻었

고 이로부터 개발한 결정화 방법에 의하여 avermectin 결정을 얻었다. 고생산 균주와 최적배지를
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이용하여 생산된 fermentation broth 2 liter를 methanol로 추출한 후 Preparative HPLC에 의하여

avermectin fract ion만 분리 정제한 후 결정화를 시도하였다. 먼저 토의하였던 F ig . 2.130과 F ig .

2.131이 Preparat ive HPLC에 의한 결과를 보여주고 있고 F ig .147이 이로부터 얻은 결정의 사진을

보여주고 있다.

결론적으로 온도- 용해도 곡선 중 기울기가 가장 큰 acetone이 결정화를 위한 최적의 용매로

선정되었다. Crys tallizer에서 현탁상태를 유지하지 않을 경우 벽면에 석출되어 discharge가 어려

워지거나 열교환의 문제가 생기고 또한 입자의 크기가 불균일하기 때문에 현탁상태의 유지가 매

우 중요하다. 이러한 점을 고려하여 개발한 연속식 결정화 공정이 성공적으로 개발되어 균일한

결정을 얻을 수 있었다.
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제 3 장. 연구개발 결과의 활용에 대한 건의

제 1 절. 연구원 벤처 창업 또는 기술 양허를 통한 av ermectin

생산의 국산화

하기에 첨부된 T able 2.13은 현재까지 발표된 연구논문에서 발췌한 세계 각국의 avermectin 연구

그룹의 현황과 그들이 사용한 생산균주 및 avermectin 생산성을 비교한 것이다. 이 T able에 의하

면 본 연구그룹에서 균주 개발과 배지 최적화 및 배양조건 최적화를 통하여 얻은 avermectin 생

산성은 지금까지 발표된 자료 중에 가장 높다는 것을 알 수 있다. 한편 av ermectin의 대량생산을

위한 대량배양공정 기술과 대량 분리정제 공정기술의 중요한 기반 기술이 대부분 완성되어 있기

때문에 앞으로 pilot plant scale의 검증만 거친다면 쉽게 실용화할 수 있는 상태에 있다.

따라서 본 연구과제에서 개발한 균주와 배지 최적화 등 대량 배양 기술, 분리정제 기술을 바탕으

로 scale- up 기술에 대한 추가적 연구를 통해 avermectin 생산을 산업화할 경우 세계 시장과도

경쟁할 수 있을 정도로 사업성이 우수할 것으로 판단된다. 이 기술을 바탕으로 벤처기업을 창업

하거나 avermectin에 관심이 있는 국내 제약회사에 기술을 양도하여 국내 기술의 힘만으로

avermectin 생산의 국산화를 이룩함으로써 국가경제에 이바지할 수 있을 것이다.

특히 벤처기업을 창업할 경우, 본 연구원들이 깊이 관계하고 있는 춘천시의 생물벤처산업지원센

터에 입주하여 공동 생산장비인 pilot plant를 이용한 s cale- up 연구 및 생산관련 연구를 완성한

후 사업화함으로써 본 기술을 적극 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

제 2 절. 연구원 벤처 창업 또는 기술 양허를 위한 건의

앞서 언급하였듯이 본 기술개발을 통하여 경쟁력있는 고생산성 균주가 개발되었고 대량생산에 필

요한 대부분의 기반 기술이 확립되었으며 sca le- up parameter들이 대부분 도출되어 실용화할 수

있는 목전에 와 있는 상태이다.

그러나 이러한 대량생산 기술과 scale- up parameter들도 pilot s cale의 검증을 거치지 않으면 실

용화하기 어려우므로 pilot scale의 연구가 최종적으로 필요하다. 즉 지금까지 축적된 기술이 사업

화로 열매맺기 위해서는 pilot sca le의 연구를 반드시 거쳐야 하며 그렇지 않을 경우 어렵게 개발

된 기술이 사장될 가능성이 높다.

본 연구는 원래 4년으로 계획되어 있어 pilot scale 연구가 일부 포함되어 있었으나 2차 연도에

총 연구기간이 3년으로 축소 조정되어 pilot s cale 연구가 불가능하게 되었다. 하지만 현재까지의

연구 결과 산업화 가능성이 확인되었으므로, 지금까지 축적된 기술을 사업화로 연결할 수 있는

pilot s cale 연구를 위한 농림기술개발사업의 추가적 지원에 대한 방안이 마련되기를 희망한다.
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T able 2.13. Summary of the data publis hed until now in the w orld- w ide journals for

avermectin concentrat ion produced through fermenta tions of various s trains of

S treptom yces averm itilis

Research

Group

Producer

Microorg anism

T ype

Avermectin

Concentrat ion

(mg /L)

Remarks
Publis hed

Journal

R.W . Burg
e t al.

select ion of hig h
producer,
NRRL 8165 (MA 4680)

30
sum of

(B1a+B1b)
Antimicrob. Agents
Chemother. 15,
361- 367, 1979

125 tA VMS*

select ion of hig h
producer,
AT CC 31271 (MA 4848)

170
sum of

(B1a+B1b)

485 tA VMS*

H. Ikeda
e t al.

mutant, K 139 620 tA VMS* Antimicrob. Agents
Chemother. 32,
282- 284, 1988mutant, K 75 2000 tA VMS*

E. Cimburkova
e t al.

mutant of AT CC 31267
208 tA VMS* J. Bas ic Microbiol.

28, 491- 499, 198838 B1a only

Curdova
e t al.

mutant of AT CC 31267 40 B1a only
J. Bas ic Microbiol.
29, 341- 346, 1989

Nov ak
e t al.

mutant of AT CC 31267

155 tA VMS*
FEMS Microbiol.
Letters 70,
291- 294, 1990

150 tA VMS*
Folia Microbiol. 37,
261- 266, 1992

100 tA VMS*
Folia Microbiol. 38,
367- 370, 1993

S . Omura
e t al.

mutant, K 2034 200
s um of "B"

component =
(B1a+B1b+B2a+B2b)

J. of Antibiotics
44, 560- 563, 1991mutant, K 2021 1000

s um of "A"
component =

(A 1a+A1b+A2a+A2b)

recombinant , K 2038 200 tA VMS*

Rezanka
e t al.

mutant of AT CC 31267 630 tA VMS*
FEMS Microbiol.
Letters 96, 31- 36,
1992

농특첨단 연구

그룹

(강원대학교

주관)

고생산 변이주,

A PPL- 500

862 B 1a only
고생산균주 선별,
최적 성장배지 및
생산배지 사용, 2.5
리터 생물반응기
운전전략 및
배양조건 확립

2730 tA V MS *

*tA V MS = s um of total 8 avermectins = (A1a + A1b + B1a + B1b + A2a + A 2b + B2a + B2b)
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제 3 절. 개발된 세부 기술 활용 방안

1. 고생산성 균주 개발 기술

본 연구를 통해 얻어진, C. eleg ans를 이용한 av ermectin 검출 sys tem은 앞으로 avermectin의 산

업적 생산화에서 유용한 균주 screening 수단으로 기여하게 될 것이며 돌연변이 유발 조건 및

S treptom yces 유전자 조작 기술은 차원 높은 고생산 변이주의 유도를 위해 활용될 수 있을 것이

다.

2. 발효기술 및 대량 배양 기술

본 연구를 통해 배지 및 배양조건 최적화 및 균주 개량에 의해 상기의 T able 2.13에 요약한 바와

같이 높은 avermectin 생산성을 얻을 수 있었다. 이러한 높은 생산성은 avermectin 사업화 추진

에 가장 강력한 동기를 부여하고 있다. 또한 생물반응기 운전 전략 및 배양 조건의 최적화 등이

이루어 졌으므로, 축적된 know - how는 scale- up된 avermectin 생산공정에 쉽사리 적용될 수 있

다. 한편 발효공정 s cale- up 시 대형화 기준으로 사용되나 그 적용이 매우 까다로운 부피물질전

달계수 측정에 대한 연구방법이 확립되었으며, 측정된 부피물질전달계수는 발효조의 부피 당 동

력 및 발효조 크기를 산출하는데 유용하게 활용될 수 있다. 또한 임펠러의 종류에 따른 부피물질

전달계수를 측정함으로써 S treptom yces 기원 미생물 발효 시 요구되는 산소요구량을 만족시킬

수 있는 최적의 임펠러에 관한 사양을 제시할 수 있다.

3. 대량 분리정제 기술

본 연구에서 도출한 set t ling t ime은 scale up된 원심분리기의 선정에 활용될 수 있다. 여과공정에

서 도출한 specific cake res is tance나 compress ibility등은 avermectin 배양액의 filter 설계에 활용

할 수 있다. 확립된 av ermectin 분석 시스템은 avermectin의 대량 배양공정 뿐만 아니라

avermectin의 분리정제 공정 개발에 기본적으로 활용이 되며 고생산성 균주의 개발에도 활용이

된다. 선정된 최적 용매는 scale- up된 추출장치에 여전히 활용할 수 있으며 개발된 연속식 향류

다단 추출장치는 생산성이 기존의 회분식(ba tch) 추출장치보다 월등히 높아서 avermectin의

scale- up 생산에 활용할 수 있을 뿐만 아니라 다른 항생제의 추출에도 이용될 수 있다. 개발된

preparat ive HPLC공정 역시 처리량은 낮으나 높은 순도의 av ermectin을 얻을 수 있어서

scale- up후에 실제 생산에 활용할 수 있고 마찬가지로 다른 항생제의 추출에도 이용될 수 있다.

여러 용매에서의 온도에 따른 avermectin의 상평형을 기반으로 개발한 연속식 crys tallizer도 seed

가 필요 없고 batch crys tallizer보다 생산성이 우수하여 sca le- up후에 실제 av ermectin의 생산에

활용할 수 있고 연속식 추출장치와 마찬가지로 다른 항생제의 추출에도 이용될 수 있다.
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