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요 약

Flavobacterium sp. strain DS5(NRRL B-14859)를 oleic acid로부터 중간생성물로서 10-hydroxystearic acid(10-HSA)

를 거쳐 10-ketostearic acid(10-KSA)로의 전환에 이용하였다. 두 개의 플라스크 배양액을 원심분리하여 세포를 모은

후 한 개의 플라스크에 재현탁하여 세포농도를 증가시킴으로써 10-KSA의 생산이 보통 플라스크 배양의 3.5 g/L에서

6.5 g/L로 향상되었다. 배양액에 Tween-80의 첨가는 10-KSA와 10-HSA의 생산에 크게 영향을 미치지 않았다. 발효 후

배양액을 원심분리한 결과, 펠렛이 두 부분(노란색과 흰색)으로 분리되는 것을 관찰하였다. 기체 크로마토그래피 분석

결과, 10-KSA와 10-HSA는 흰 펠렛에서만 검출되었다. 이는 strain DS5에 의한 생전환 생성물이 세포 밖으로 배출되

며 간단한 원심분리 단계를 통해 세포로부터 쉽게 회수될 수 있음을 나타낸다. 

Abstract − Flavobacterium sp. strain DS5(NRRL B-14859) was used to convert oleic acid to 10-ketostearic acid(10-

KSA) via 10-hydroxystearic acid(10-HSA). Increase in cell concentration by centrifuging, collecting cells grown in two

flasks, and resuspending in one flask, improved 10-KSA production to 6.5 g/L from 3.5 g/L in a usual flask culture.

Tween-80 addition to the culture did not greatly affect the production of 10-KSA and 10-HSA. When culture broth was

centrifuged after fermentation, it was observed that pellets were separated into two parts(yellow and white). Gas chro-

matography analysis showed that 10-KSA and 10-HSA were detected only in a white pellet, suggesting that the bio-

conversion products of strain DS5 are extracellularly produced and can be easily recovered from cells by a simple

centrifugation step.
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1. 서 론

최근 산업 바이오기술의 발전과 더불어 식물성 오일 등 저가의

천연자원으로부터 고부가가치 화합물 및 연료 생산, 생분해성 고분

자, 효소 등의 생산 및 응용에 대해 활발한 연구가 수행되고 있다.

식물성 오일은 다른 원료물질들에 비해 비교적 값싼 물질로써 생물

산업분야에서 매우 매력적인 원료이다. 미국의 경우 매년 약 18억

파운드의 콩기름이 생산되고 이 가운데 300만 파운드 이상이 소비

되지 않고 남아 이를 어떻게 유용한 고부가가치 제품으로 만드는지

에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다[1,2]. 식물성 오일의 주성분

인 oleic acid와 linoleic acid와 같은 불포화 지방산의 함량은 soybean

oil의 경우 각각 22와 55%, corn oil의 경우 26과 60%, olive oil의 경우

78과 7%에 달한다[1,2].

미생물 전환을 통해 불포화 지방산의 탄소 이중결합에 hydroxy나

keto group과 같은 functional group들을 도입하여 산화불포화 지방

산으로 변환시키는 연구가 오래 전부터 보고되어 왔다. Hydroxy나

keto group으로 치환된 불포화 지방산들은 다른 지방산에 비해 높

은 점도와 반응성 등의 특별한 화학적 특성 때문에 수지, 나일론, 왁

스, 플라스틱, 부식방지제, 화장품, 코팅, 윤활유 등 폭넓은 분야에

사용된다[1,2]. Pseudomononas sp., Rhodococcus rhodochrous, Nocardia

cholesterolicum, Micrococcus leteus, Sarcina lutea, Corynebacterium

sp., Mycobacterium, Nocardia, Staphylococcus sp. 등의 여러 미생

물들이 oleic acid로부터 10-hydroxystearic acid(10-HSA) 및 10-
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ketostearic acid(10-KSA)를 생산함이 보고되었다[3]. 최근에는 Bacillus

megaterium ALA2를 이용하여 dihydroxy, trihydroxy, epoxy group

등을 갖는 다양한 산화불포화 지방산들이 생성되었다[1]. 특히 Hou

등[3-5]이 분리한 Flavobacterium sp. DS5는 oleic acid로부터 중간

생성물로 10-HSA, 최종 생성물로 10-KSA를 효율적으로 생산함이

보고되었다. 또한 strain DS5의 hydratase는 C-10 위치 특이적이며,

따라서 strain DS5에 의하여 oleic, linoleic, α-linolenic, γ-linolenic acid

로부터 생산된 산화지방산들은 모두 10-hydroxy 지방산임이 밝혀졌

다[5]. 10-KSA의 효율적 생산을 위하여 플라스크 배양에서 10-KSA

생산에 최적인 배양시간, 온도, pH 등이 조사되었으며[3], 최적 포

도당 및 yeast extract 농도, oleic acid 첨가시간 및 첨가량도 결정되

었다[6]. 최근에는 soybean oil, olive oil 등 저가의 식물성 오일로부

터 직접 10-KSA 및 10-HSA를 생산하기 위한 연구도 수행되었다[7].

본 연구에서는 Flavobacterium sp. DS5를 이용하여 oleic acid로

부터 10-KSA와 10-HSA의 효율적 생산을 위해 세포농도 증가가 산

화지방산 생산에 미치는 영향, 계면활성제 Tween-80의 첨가 효과,

배양액의 원심분리를 통해 생성물을 간단히 회수하는 방법 등의 공

학적 연구를 수행하였다. 

2. 재료 및 방법

2-1. 균주

본 실험에서 사용한 균주는 Flavobacterium sp. strain DS5(NRRL

B-14859)이었고, 이 균주는 미국 농무부(United States Department

of Agriculture, Peoria, Illinois) ARS Culture Collection으로부터 제

공되었다.

2-2. 배지 및 배양

균주의 보존을 위해 tryptone 0.8%, glucose 0.1%, yeast extract

0.4%, agar 1.5% 조성의 TGY agar 배지를 사용하였다. 접종용 균

주의 배양은 glucose 10 g/L, yeast extract 15 g/L, K
2
HPO

4 
5 g/L,

FeSO
4
7H

2
O 0.5 g/L, ZnSO

4 
0.014 g/L, MnSO

4
H

2
O 0.008 g/L, nicotinic

acid 0.01 g/L 조성의 배지를 사용하였다. 배지의 pH는 희석 phosphoric

acid(1:3 v/v)를 이용, 7.0으로 조절하였다. 

Flavobacterium sp. strain DS5의 플라스크 배양을 위해 TGY agar

plate에서 자란 단일 군체를 50 ml의 배지가 들어 있는 250 ml 플

라스크에 접종시킨 뒤 30 oC에서 200 rpm으로 하루 동안 진탕 배

양시키고, 다시 50 ml의 배지에 2%(v/v)의 농도로 접종하였다. 18

시간 후, 0.3 ml의 oleic acid를 배양액에 첨가하여 48시간 동안 생

전환시켰다.

세포농도가 산화지방산 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 18

시간 후 두 개의 플라스크 배양액을 원심분리하여 세포를 모은 후

한 개의 플라스크에 재현탁하여 세포농도를 증가시켰다. 여기에

oleic acid 1 ml를 첨가하여 48시간 동안 생전환시켰다.

계면활성제 Tween-80의 첨가효과를 알아보기 위한 실험에서는

18시간 후 배양액 50 ml에 oleic acid 0.3 ml을 투입하기 전 Tween-

80을 0.05~1%되도록 첨가하였다.

2-3. 분석 및 정제

균체 성장은 UV-Visible spectrophotometer(Shimadzu, UV-1650PC)

를 이용하여 600 nm에서 optical density를 측정하였다. 

생산된 지방산 시료의 정제 방법은 다음과 같다[6]. 미생물 전환

이 끝난 배양액에 6 N HCl 1 ml를 첨가하여 pH 2까지 산성화시키

고, internal standard(IS)로 0.1 g margaric acid/ml ethyl acetate 용액

100 μl를 첨가한 뒤, 배양액 50 ml 당 150 ml의 ethyl acetate 용매

를 첨가하여 지방산 추출 후, 유기용매 층을 분리하여 용매를 증발

시켜 시료를 정제하였다. 

정제된 시료를 50% dichloromethane/50%(95% ethyl acetate/5%

methanol) 용매로 녹인 후 1 ml을 채취하여 diazomethane으로 methylation

시킨 뒤 GC(Agilent, 6890N)로 정량분석을 실시하였다. 

지방산의 methylation을 위한 diazomethane은 diazald(Sigma)로부터

제조하여 사용하였다. 시료가 들어있는 vial에 과량의 diazomethane

을 넣은 후 약 5분간 상온에서 유지하면 반응이 완료되고 N
2
로 건

조 후 1 ml의 용액(methylene chloride : methanol=95:5)에 녹인 후

1 μl를 GC에 주입하였다. GC 분석을 위해 HP-5 비극성 column

(diphenyl-dimethylpolysiloxane capillary column, 30 m length, 0.32

mm inner diameter, 0.25 μm thickness)을 사용하였고, carrier gas는

N
2
를 3 ml/min로 공급하였고, 검출기는 flame-ionization detector

(FID)를 사용하였다. Column은 초기 온도 160 oC에서 3 min 유지

후 8 oC/min으로 250 oC까지 상승시켰다(total time=19.25 min). 주

입부와 검출부의 온도는 각각 270과 280 oC였다. 각각의 retention

time은 IS로 사용된 margaric acid의 경우 8.95 min, oleic acid의 경우

9.8 min, stearic acid의 경우 10.1 min이었으며, 생성된 10-KSA는

12.0 min, 10-HSA는 12.2 min에서 검출되었다[6,7].

3. 결과 및 고찰

3-1. Flavobacterium sp. strain DS5의 성장 및 산화지방산 생산 특성

Flavobacterium sp. strain DS5는 여러 가지 지방산을 산화시키는

특성이 있으며, 각 성분 지방산에 대한 DS5 균주의 효소 반응성은

oleic > α-linolenic > γ-linolenic > linoleic acid였다[7]. 특히 oleic acid

로부터 중간생성물로 10-HSA, 최종 생성물로 10-KSA를 생산해 내

며 이에 관여하는 효소는 Fig. 1과 같이 oleic acid로부터 10-HSA로

의 반응에서는 hydratase에 의해 진행되고, 10-HSA로부터 10-KSA 생

Fig. 1. Microbial conversion scheme and related enzymes for 10-

KSA formation via 10-HSA from oleic acid by Flavobacte-

rium sp. strain DS5.
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성 반응에서는 secondary alcohol dehydrogenase에 의해 진행된다[3].

또한 strain DS5의 hydratase는 C-10 위치 특이적임이 보고되었다[5].

Strain DS5의 최적 성장온도 및 pH는 각각 30 oC와 7.5로 보고되었

다[3]. 10-KSA 생산을 위한 배지 및 배양조건 최적화 결과, strain

DS5는 성장을 위해 yeast extract가 반드시 필요한 것으로 나타났으며,

최적 glucose 농도, yeast extract 농도, oleic acid 첨가시간, 첨가부

피는 각각 20 g/L 이하, 5 g/L 이상, 접종 후 18 h, 0.3 ml/50 ml이

었다[6].

Fig. 2는 위의 최적 조건에서 oleic acid 첨가 후 시간에 따른 10-

KSA 및 10-HSA의 생산 농도 및 잔여 oleic acid의 농도 변화를 나

타낸다. Oleic acid 소모에 따라 먼저 10-HSA의 농도가 증가하였다

가 감소하면서 10-KSA의 농도가 점점 증가함을 볼 수 있다. 이는

Fig. 1의 반응경로와 같이 oleic acid로부터 두 가지 효소가 순차적

으로 작용하여 먼저 중간생성물인 10-HSA가 생산되고 10-HSA가

10-KSA로 대사되는 반응이 일어남을 의미한다. 최대 10-KSA 및

10-HSA 생산농도는 각각 3.5 및 0.34 g/L이었으며, oleic acid로부

터 10-KSA의 생산수율은 약 65%로 계산되었다.

3-2. 세포농도가 산화지방산 생산에 미치는 영향

세포농도의 증가가 10-KSA 및 10-HSA 생산에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 18시간 후 두 개의 플라스크 배양액을 원심분리하여

세포를 모은 후 한 개의 플라스크에 재현탁하여 세포농도를 약 두

배 증가시켰다. 여기에 oleic acid 1 ml를 첨가하여 48시간 동안 생

전환시킨 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 미전환된 oleic acid의 농도는

7.8 g/L, 생성된 10-KSA 및 10-HSA의 농도는 각각 6.5와 0.71 g/L

였다. 이는 한 개의 플라스크로부터 얻어진 3.5 g/L의 10-KSA와

0.34 g/L의 10-HSA보다 훨씬 향상된 결과로써, 세포농도 증가에 따

라 oleic acid 전환에 관여하는 효소들의 활성도 비례하여 증가하여

10-KSA와 10-HSA의 생산이 증가하였음을 의미한다. 향후 유가식

배양과 같은 고농도 세포배양 전략을 이용하여 산화지방산의 생산

을 더욱 증가시킬 수 있을 것으로 기대된다.

3-3. 계면활성제 Tween-80의 첨가효과

계면활성제는 수용액 상에서 지방산 기질을 균일하게 분배하여

미생물에 의한 효율적 이용을 증가시킬 수 있다. 따라서 본 연구에

서는 계면활성제 중 Tween-80의 첨가가 산화지방산 생산에 미치는 효

과를 조사하였다. Tween-80은 polyethylene glycol sorbitan monooleate

로 알려진 비이온성 계면활성제로 물-기름 2상 시스템에서 몇 가지

생전환 생성물의 생산을 향상시키는 능력이 있음이 보고되었다[8,9].

Candida rugosa에 의한 lipase 생산에서 Tween-80은 lipase 생합성

과 세포투과도를 증가시켜 세포 밖으로의 분비를 촉진시킴이 관찰

되었다[8]. 또한 Tween-80은 수용액 상에서 soybean oil의 분산을

증가시켜 곰팡이에 의한 eicosapentaenoic acid와 arachidonic acid의

생산을 증가시킴도 보고되었다[9].

Fig. 4는 18시간 후 배양액 50 ml에 oleic acid 0.3 ml을 투입 전

Tween-80을 0.05~1%되도록 첨가하여 48시간 동안 생전환시킨 결과를

나타낸다. Tween-80을 첨가하지 않은 경우(control)보다 Tween-80을

0.1 또는 1%되도록 첨가한 경우 10-KSA 및 10-HSA 생산에 있어

약간의 증가를 나타내었으나 뚜렷한 증가효과는 관찰되지 않았다.

이는 Bacillus megaterium ALA2를 이용하여 linoleic acid로부터 12,

13,17-trihydroxy-9(Z)-octadecenoic acid 생산시 Tween-80을 1% 첨

Fig. 2. Time course of the concentrations of 10-KSA, 10-HSA, and

unconsumed oleic acid in batch flask culture of DS5.
Fig. 3. Concentrations of 10-KSA, 10-HSA, and unconsumed oleic acid

obtained by increasing cell concentration. Cells in two flasks

were centrifuged, collected, and resuspended to one flask. 1 ml

of oleic acid was added to 50 ml culture broth at 18 h.

Fig. 4. Effect of Tween-80 addition on the production of 10-KSA

and 10-HSA by DS5.
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가하여 control보다 2배 이상 산화지방산 생산을 증가시킨 것[10]과

는 다른 결과로서, Flavobacterium sp. strain DS5의 경우 수용액 상

에서 지방산 기질의 균일한 분배 또는 세포투과도의 증가가 10-KSA

및 10-HSA 생산에 있어 제한인자가 아님을 나타낸다.

3-4. 생성물의 간단한 회수 방법

48시간 동안 oleic acid를 생전환시킨 후 세포 배양액을 원심분리

한 결과 Fig. 5와 같이 세포 펠렛 부분이 노란색과 흰색의 두 부분

으로 나누어지는 것이 관찰되었다. 각각의 부분을 ethyl acetate로 추

출하여 GC 분석 결과 노란 부분에서는 지방산 피크가 검출되지 않

았으나 흰 부분에서는 10-KSA와 10-HSA가 모두 검출되었다. Fig.

6에 나타낸 바와 같이 흰 부분은 89%의 10-KSA, 7%의 10-HSA,

1%의 oleic acid 및 기타 지방산을 포함한 성분으로 이루어져 있었

다. 이는 노란 부분은 DS5 균체에 해당하며, 흰 부분은 DS5가 생

산한 산화지방산을 비롯한 성분들임을 의미한다. 이러한 사실은 DS5

에 의해 생산된 산화지방산은 세포 체외로 배출되며, 배양 후 원심

분리 1단계 공정을 통해 세포 균체 및 상등액으로부터 10-KSA 및

10-HSA를 포함한 산화지방산을 간단히 회수할 수 있음을 나타낸다.

이는 통상의 생물제품들이 복잡한 다단계 분리정제공정을 통해 생

산되어 전체 생산단가 중 분리공정이 차지하는 비중이 상당히 높음

을 감안할 때 손쉽게 생성물을 회수할 수 있는 방법이므로 경제적

인 면에서 큰 장점이라고 할 수 있다. 

이상과 같이 Flavobacterium sp. strain DS5를 이용하여 oleic acid

로부터 10-KSA, 10-HSA 등 산화지방산 생산시 세포농도 증가가

산화지방산 생산에 미치는 영향, 계면활성제 Tween-80의 첨가 효과, 배

양액의 원심분리를 통해 생성물을 간단히 회수하는 방법 등의 연구

를 수행하였으며, 이상의 결과는 향후 10-KSA의 경제적인 생산을

위한 기초 데이터로 활용될 수 있을 것이다.
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Fig. 5. Photographs of the culture broth after centrifugation.

Fig. 6. Product analysis of white pellet after centrifugation.


