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Abstract: A high-throughput screening strategy was devel-

oped to simplify the selection process for improved mannitol

producing strain after chemical mutagenesis. Ethylmethyl sul-

fonate (EMS) was used as a chemical mutagen to alter the

fructokinase-I gene which is an essential enzyme to metabo-

lize fructose for growth. Leuconostoc mesenteroides treated

with EMS were plated on the modified MRS solid medium

containing fructose as a sole carbon source. Strains showing

inhibited growth were primarily selected to evaluate the man-

nitol producing ability. By applying this strategy, L. mesen-

teroides ATCC 8293 M1, L. mesenteroides ATCC 9135 M3

and L. mesenteroides D1 M3 showed improvement in manni-

tol production.

Keywords: Leuconostoc mesenteroides, Mannitol, Ethylme-
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1. 서론

만니톨(D-mannitol)은 육탄당의 당알코올로 다양한 채소, 과

일 및 버섯에 소량으로 존재한다 [1,2]. 만니톨은 자당에 비

해 50%의 당도를 갖고 혈중 포도당 농도를 증가시키지 않아

대체 감미료로 사용되며 삼투성 이뇨제의 역할을 하여 식품,

제약, 의약 및 화학산업에서 널리 이용되고 있다. 만니톨은

Raney nickel을 촉매제로 이용한 포도당과 과당의 촉매 수소

화 반응을 통해 산업적으로 생산되고 있다. 하지만 본 방법

은 과당의 절반만 만니톨로 전환시키며 솔비톨을 부산물로

생성하여 순도가 높은 만니톨을 생성하는데 어려움을 주고

있다 [3,4]. 그러므로 미생물 발효를 통한 만니톨 생산 기술

은 화학적 공정의 유망한 대안이라 할 수 있다 [5-7]. 만니톨

생산 균주로는 효모, 곰팡이, 젖산균이 있으며 최근 젖산균

을 이용한 만니톨 생산기술이 활발히 진행되고 있다. 젖산균

중 Leuconostoc 속, Oenococcus 속 그리고 Lactobacillus 속에

속하는 이상발효 젖산균은 과당으로부터 만니톨을 고효율

로 생산하는 것으로 알려져 있다.  이는 세포 내 redox balance

를 유지하기 위해 과당이 mannitol dehydrogenase (MDH)에

의해 환원되는 반응에서 외부 전자 수용체의 역할을 하기 때

문이다 [8]. 또한 세포 내로 유입된 과당은 경쟁적으로 fruc-

tokinase 효소에 의해 fructose 6-phosphate로 전환되어 phos-

phoketolase (PK) 경로를 통해 세포성장에 이용된다.

본 연구에서는 이상발효 젖산균의 만니톨 생산능을 향상

시키기 위해 과당을 PK경로로 유도하는 fructokinase (EC 2.

7.2.4) 유전자에 화학적 돌연변이를 적용하여 효소 활성이 억

제된 돌연변이 균주를 선별하는 방법을 개발하고자 하였다.
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이를 위해 3종의 L. mesenteroides에 변이 유도 효율이 높은

ethylmethyl sulfonate (EMS)를 처리한 후, 과당을 유일한 탄

소원으로 포함하는 MRS 배지에서 느린 성장속도를 보이는

콜로니를 선별하여 이들의 만니톨 생성능을 비교하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 균주 및 배양 조건

본 연구에서는 L. mesenteroides ATCC 8293, L. mesenteroides

ATCC 9135 그리고 L. mesenteroides  D1 (연구실 보유 균주)

을 화학적 돌연변이 및 만니톨 발효실험의 대조군으로 이용

하였다. 균주들은 15% 글리세롤이 첨가된 MRS 배지 (Difco

Laboratories, Detroit, MI, USA)에서 -70oC로 보관하였다. 1%

(w/v)의 포도당이 함유된 MRS 배지 또는 1% 과당이 함유된

modified MRS 배지 (5 g/L yeast extract, 5 g/L peptone, 20 g/L

K2HPO4, 10 mL/L salt solution comprising 20 g/L MgSO4·7H2O,

1 g/L NaCl2, 2 g/L FeSO4, 14 g/L MnSO4, 13 g/L CaCl2·2H2O)

를 액체 배지 또는 고체배지로 이용하였다. 당원은 배지성분

과는 독립적으로 멸균하여 첨가하였다. 보관된 균주들은

MRS 고체배지에서 활성화하여 MRS 액체배지에 전배양 하

였다. 만니톨 생성능 확인에 사용한 균주들은 3% 과당이 함

유된 100 mL의 modified MRS 배지에 전배양액을 접종하여

30oC에서 정치 배양하였다.

2.2. EMS 처리를 위한 조건 결정

EMS를 처리하기에 앞서 EMS 돌연변이를 위한 최적의 조건

을 결정하였다. 먼저, L. mesenteroides를 배양하여 지수기 (ex-

ponential phase)에 이르는 시점을 분석하였다. 이후, 지수기

에 이른 세포에 EMS를 처리하여 시간 별 생존률을 측정하였

다. 본 실험에서 돌연변이 처리 시점은 EMS처리 후 생존률

이 30~50%가 되는 구간 (처리 후 30분)으로 결정하였다.

2.3. 화학적 돌연변이

L. mesenteroides 균주들을100 mL의 MRS broth에서 6시간 배

양하여 지수기에 도달하였을 때 (OD at 600 nm = 0.5) 세포를

취하여 pH 5.5 시트르산 완충용액에 2번 세척하였다. 그 다

음 30oC에서 30분간 EMS를 처리하여 앞서 사용한 완충용액

으로 3번 세척 후 0.85% NaCl 용액에 단계적으로 희석하였다.

희석된 1%의 포도당이 함유된 MRS 고체배지 또는 1% 과당

이 함유된 modified MRS 고체배지에 각각 도말하여 37oC에

서 24시간 동안 배양하였다.

2.4. 신규 고속 대량 선별 전략

Fructokinase 활성이 억제된 돌연변이를 선별하기 위한 새로

운 스크리닝 기술을 적용하였다. 1% 과당이 함유된 modified

MRS 고체배지에서 생성된 콜로니(colony)들의 크기를 비교

하여 비교적 작은 크기의 콜로니들을 1차 선별하였다. 이후

작은 크기의 콜로니들을 1% 과당이 함유된 modified MRS

배지와 1% 포도당이 함유된 MRS 배지에 계대 배양하였다.

이는 포도당 배지에서도 생육하지 못하거나 (돌연변이로 인

한 성장 저해) 1% 과당이 함유된 배지에서 다시 잘 생육하는

경향을 보이는 (복귀 돌연변이) 콜로니들은 배제하였다. 이후,

fructokinase 불활성 균주로 판별된 돌연변이들로 만니톨 생

성능을 확인하기 위한 발효실험을 수행하였다.

2.5. 고성능 액체 크로마토그래피 (HPLC)분석

돌연변이 균주들을 발효한 후 배지 내에 존재하는 당과 만니

톨을 HPLC (YOUNG-LIN, Acme 9000, South Korea)를 이용

하여 분석하였다. 컬럼은 Shodex Asahipak NH2P-50 4E co-

lumn (Tokyo, Japan)을 이용하였고 이동상으로는 아세토니

트릴과 물 [72:25 (v/v)]을 유속 1.0 mL/min으로 흘려주었다.

모든 성분들은 시차굴절 검출기(refractive index detector)

(YOUNG-LIN)를 이용하여 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 만니톨 생산을 위한 후보 돌연변이 균주 선별

만니톨 생성능이 향상된 돌연변이를 선별하는 과정을 간소

화하기 위해 EMS 처리된 균주들을 1% 과당이 함유된 modi-

fied MRS 고체배지에 도말하여 작은 크기의 콜로니들을 1차

적으로 선별하였다. 이 방법은 EMS처리에 의해 fructokinase

유전자가 변이되면, 과당은 만니톨 대사경로에 이용되고 세

포 성장은 저해될 것이라는 가설을 바탕으로 한다 (Fig. 1). 이

Fig. 1. Strategy for mutation of L. mesenteroides with improved

mannitol production.
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선별법을 이용함으로써 목적 돌연변이를 첫 번째 과정에서

빠르게 선별할 수 있으며 이는 돌연변이 처리 후 포도당이

함유된 배지에 도말하는 기존의 실험방법에 비해 경제적이

다. 2차 선별과정에서는 포도당이 함유된 배지에서 성장하

나 과당이 함유된 배지에서 성장이 저해되는 콜로니들을 만

니톨 생산을 위한 후보 균주로 선정하였다 (Fig. 2). 그러나 세

포 성장이 저해되어 포도당 또는 과당이 함유된 배지에서 모

두 자라지 못하는 균주 또는 fructokinase 활성이 회복되어 다

시 과당을 이용하여 성장하는 균주 (복귀 돌연변이)들은 배

제되었다. 이후 선택된 후보 균주들로 만니톨 생성능을 확인

하기 위한 발효실험을 수행하였다.

3.2. 만니톨 생산능 비교

야생형 L. mesenteroides와 돌연변이 균주들의 발효 결과는

다음과 같다 (Table 1).  L. mesenteroides ATCC 8293 M1, L.

mesenteroides ATCC 9135 M3, L. mesenteroides D1 M3의 농

도는 야생형 균주에 비해 각각 24%, 15%, 4% 상승하였다. 발

효가 진행되는 동안 각 돌연변이 균주의 세포 농도는 감소하

였으며 이는 fructokinase가 저해된 돌연변이에서는 세포성장

이 저해된다는 가설에 부합하였다.

본 연구에서는 만니톨 생성능이 향상된 돌연변이 균주를

새로운 스크리닝 기술을 통해 선별하였으며 이 방법은 화학

적 돌연변이 처리 이후 목적 균주를 선별하는 시간을 줄여준

다는 장점을 갖는다. 이후 변이된 균주의 생리학적, 형태학적

특성 및 fructokinase의 활성 변화, 염기서열 분석을 통한 유전

자 서열 변화를 규명하는 연구가 필요할 것이다.

4. 결론

본 연구에서는 화학적 돌연변이 처리 후 만니톨 생성능이 향

상된 균주를 선별하는 과정을 간소화 시키기 위한 고속 대량

선별기술을 개발하였다. 과당을 대사하는데 필수적인 fructo-

kinase (EC 2.7.2.4) 유전자에 변이를 가하기 위해 EMS를 돌

연변이원으로 이용하였다. EMS를 처리한 L. mesenteroides를

과당을 유일한 탄소원으로 첨가한 modified MRS 고체 배지

에 도말하였고 성장이 저해된 콜로니들을 선별하여 만니톨

생성능을 평가하였다. 위 전략을 사용함으로써 돌연변이 처

리 후 첫 번째 선별과정에서 소모되는 시간과 비용을 절약할

수 있었으며 선별된 L. mesenteroides ATCC 8293 M1, L. me-

senteroides ATCC 9135 M3, L. mesenteroides D1 M3에서 만

니톨 생성능이 향상됨을 확인할 수 있었다. 본 연구에서 적용

한 대량 고속 선별 기술은 진화적 돌연변이 (evolutionary mu-

tagenesis)를 통한 균주개량에 효과적으로 적용할 수 있을 것

으로 기대한다.
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Fig. 2. Selection of L. mesenteroides mutant strains showing poor

growth on fructose medium but not on glucose medium. Arrows

indicate the possible mutants with inhibited fructokinase activities.

Table 1. Mannitol production by L. mesenteroides strains in 100 mL

medium supplemented with 3% fructose

Strains
Mannitol

(g/L)
OD600

L. mesenteroides

ATCC 8293

Wild type 1.511 1.484

Mutant M1 1.869 1.481

L. mesenteroides

ATCC 9135

Wild type 1.762 1.519

Mutant M3 2.030 1.372

L. mesenteroides

D1

Wild type 1.901 1.621

Mutant M3 1.970 1.691
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