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서 론

지속 가능한 친환경 대체 연료인 바이오디젤은 국내·외적

으로 생산량이 꾸준히 증가하고 있다[38]. 바이오디젤 생산

공정에서 부산물로 발생되는 폐글리세롤 용액에는 지방산염

(약 20%), 반응 후 분리되지 않은 메탄올(약 11%) 및 염(나

트륨 또는 칼륨) 등의 불순물들이 상당 양 존재한다[30]. 최

근 들어 폐글리세롤이 과잉으로 발생하여 이를 정제하여 판

매하는 것이 가격 경쟁력을 상실하고 있을 뿐만 아니라 새

로운 환경오염 유발원으로 대두되어 바이오디젤 생산이 위

축되는 상황으로 변하고 있어 미국을 포함한 전 세계적으로

이의 처리 방안을 고심하고 있다[6, 38]. 따라서 폐글리세롤

을 고부가가치 유용물질로 전환하는 공정을 개발한다면 폐

글리세롤의 새로운 활용방안 창출을 통한 생산단가 절감은

물론 바이오디젤 생산의 활성화를 유도할 수 있다. 폐글리세

롤을 미생물 발효용 기질로 사용하여 바이오 연료(케미컬)

생산을 위한 많은 시도가 있었으나[4, 19, 32, 35], 다른 탄소

원을 사용하는 경우에 비하여 발효기간이 길고 생산성이 낮

다[4, 30, 35]. 이는 폐글리세롤에 존재하는 불순물들이 미생

물들의 생장을 억제하기 때문이다: 폐글리세롤 용액 중에 존

재하는 염 성분 들은 폐글리세롤 용액의 삼투압을 높이고[10,

17], 지방산 염은 그 자체가 독성물질로 작용하여 미생물의

생장을 저해한다[4, 21, 35]. 고온의 바이오디젤 생산공정에
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서 오일 또는 지방산 산화로 생성된 퍼록사이드가 폐글리세

롤에 존재하는데, 퍼록사이드는 세포막의 지질과산화반응

(lipid peroxidation)을 촉진하여 세포막의 붕괴, 막 단백질 응

집 유도를 통한 비활성화, 호흡사슬 교란을 통한 세포 사멸

을 촉진시킨다[3, 12, 28]. 폐글리세롤을 멸균하는 과정에서

불순물로 포함된 지방산 염의 산화로 퍼록사이드 생성이 더

욱 촉진되기 때문에 멸균된 폐글리세롤에는 다량의 퍼록사

이드가 존재한다[23]. 간단한 열처리만으로도 폐글리세롤 중

의 메탄올을 쉽게 제거할 수 있고 대장균을 포함한 많은 미

생물들이 메탄올에 어느 정도 내성이 있기 때문에[13] 미생

물배양에 있어서 폐글리세롤에 존재하는 메탄올은 크게 문

제되지 않는다. 결국 폐글리세롤에 포함된 염(나트륨 또는

칼륨), 퍼록사이드, 지방산의 독성으로 인해 대장균을 비롯

한 대부분의 미생물의 대사가 교란되어 세포생장이 심각하

게 저해 받을 수 있다. 따라서 폐글리세롤을 미생물의 탄소

원으로 사용하기 위해서는 이러한 독성 물질들에 대한 생산

균주의 저항성을 높이는 것이 필수적이다.

트레할로스는 두 개의 글루코오스가 α-α-1,1-glycosidic

linkage(글리코시딕 결합)로 연결되어 있는 비환원성 이당류이

다[29]. 일반적으로, 대장균(E. coli), 효모균(Saccharomyces

cerevisiae), 코리네박테리움균(Corynebacterium sp.), 피로피

온산 페르덴레이치균(Propionibacterium freudenreichii) 등

의 미생물들이 열, 삼투압, 에탄올 등에 노출되어 극심한 스

트레스 상황에 직면해 있을 때, 트레할로스가 세포 내에서

생합성/축적되어 이들 미생물들을 보호하는 것으로 알려져

있다[2, 14, 20, 27, 29]. 본 연구팀은 베타-카로틴을 생합성

하는 재조합 대장균 배양에서 퍼록사이드, 지방산, 및 폐글

리세롤을 고농도로 첨가한 배지에서 대장균 유래 트레할로

스 생합성 오페론(otsBA)을 발현시킨 균주가 대조군 균주에

비하여 생장저해 없이 고농도의 베타-카로틴을 생합성 하는

것을 확인하였고 폐글리세롤에 포함된 불순물들 중 퍼록사

이드가 미생물 생장을 저해하는 주요 핵심 성분임을 규명하

였다[23]. 그러나 대조군으로 사용된 재조합 대장균이 생합

성 하는 베타-카로틴이 활성산소를 포함한 과산화물을 제거

하는 항산화 물질로 작용하기 때문에 폐글리세롤의 독성완

화에 미치는 트레할로스의 영향을 정확히 평가하는 데 한계

가 있었다. 

본 연구는 세포 내 트레할로스 생합성 오페론(otsBA) 발

현이 폐글리세롤에 대한 미생물의 저항성을 향상시키는지

여부를 조사하고 아미노레블린산(aminolevulinic acid, ALA)

생합성에 관여하는 유전자와 공동발현을 통해 폐글리세롤을

탄소원으로 사용하여 생장저해 없이 ALA를 대량생산하는

미생물공정을 개발하는데 그 목적이 있다. ALA는 피부에 국

소적으로 흡수시키면 비정상적인 세포에만 반응하여 광감각

제인 프로토포피린(protoporphyrin)으로 변환/축적되고 여기

에 특정파장의 빛을 조사하면 비정상세포의 궤사를 촉진시

킨다. 이러한 특징 때문에 ALA는 광역동 치료요법(PDT,

photodynamic Therapy)에 사용된다[9]. 뿐만 아니라 ALA는

제초제 또는 인체에 무해한 살충제로도 사용이 가능하다[31].

산업적 중요성으로 인하여 ALA를 대량생산하기 위한 생물

공정개발 연구가 많이 이루어지고 있으나[5, 15, 36, 39], 폐

글리세롤을 기질로 사용하여 ALA를 생산하기 위한 미생물

및 공정 개발에 대한 예는 전혀 보고된 바 없다. 

본 연구에서는 아미노레블린산(aminolevulinic acid, ALA)

을 생합성 하는 재조합 대장균에 otsBA를 추가적으로 도입

한 균주를 제작하고, 이를 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 배

양하며 세포생장 및 ALA 생산량을 측정하여 이를 대조군 균

주의 배양결과와 비교하였다. 재조합 균주의 otsBA 발현을

최적화 하기 위하여 IPTG의 적정 첨가량 및 첨가시기를 결

정하였다. 

Table 1. Strain, plasmids, and primers used in this study.

Description Sources
Strains

E. coli DH5α F−, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1 endA1, hsdR17(rk 
-mk

+), 
phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1

Plasmids
pHCEIIB Constitutive expression vector, Ampr Takara Bio
pSTV28 Plac expression vector, pACYC184 origin, lacZ, Cmr Takara Bio
pH-hemA pHCEIIB containing hemA of Rhodobacter sphaeroides This study
pS-otsBA pSTV containing otsBA This study

Primers
hemA-F 5'GCATATGGACTACAATCTGGCACTC-3' Solgent
hemA-R 5'-AAGCTTTCAGGCAACGACCTC-3' Solgent
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재료 및 방법

실험재료

주식회사 M 에너지 사(Korea)로 부터 폐글리세롤을 입수

하였다. 효모추출액(yeast extract), 트립톤(tryptone)은

Difco 사(USA)로부터 구입하였고 Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG), 엠피실린(ampicillin), 클로

람페니콜(chloramphenicol), 아미노레블린산 및 기타 시약들

은 Sigma-Aldrich 사(USA)에서 구입하였다. Rhodobacter

sphaeroides ATCC 17023으로부터 genomic DNA를 추출하

고 이를 주형으로 사용하여 중합효소 연쇄반응(polymerase

chain reaction)에 의해 hemA 유전자를 증폭하였다. 증폭된

유전자를 NdeI과 HindIII 제한효소로 처리한 후 동일한 제

한 효소로 처리된 pHCEIIB (Takara Bio, Japan) 벡터에 삽

입함으로써 재조합 플라스미드 pH-hemA를 제작하였다. 대

장균 유래 otsBA가 삽입된 pS-otsBA 플라스미드는 본 실험

실에서 제작되었다[18]. 사용된 유전자, 플라스미드 및 hemA

유전자 증폭을 위한 primer에 대한 정보를 Table 1에 나타

내었다.

균주, 배지, 및 배양 방법
호스트 균주로 사용된 E. coli DH5α에 pH-hemA 플라스

미드를 도입한 ALA 생산균주를 제작하였다. ALA 생산균주

에 pS-otsBA 또는 pSTV-28 플라스미드를 추가적으로 도입

한 균주를 제작하였다. −70℃에 보관된 glycerol stock

100 µl를 항생제가 첨가된 LB 배지 20 ml를 함유하는 250 ml

플라스크에 접종한 후 진탕배양기(Jeio Tech, Korea)에서

37℃, 180 rpm으로 배양하였다. 세포밀도를 나타내는 OD600

가 0.6−0.8에 도달하였을 때, 접종균 2.5 ml를 50 ml 본 배

양 배지를 함유한 500 ml baffled 플라스크에 접종한 후 28℃

에서 본 배양을 수행하였다. 본 배양용 기본 배지로 20 g/l(폐)

글리세롤, 5 g/l 글라이신, 및 10 g/l 숙신산을 첨가한 2 × YT

를 사용하였다. 필요할 경우 항생제인 엠피실린(100 mg/l) 또

는 클로람페니콜(50 mg/l)을 첨가하였다. 트레할로스의 영향

을 조사하기 위하여 기본 배지에 트레할로스를 농도 별로 첨

가하여 균주의 생장 및 ALA 생합성 량을 측정하였다. otsBA

발현을 유도하기 위하여 OD600가 3−4에 도달하였을 때,

IPTG(최종 농도 0.2 mM)를 첨가하였다. 최종적으로 IPTG

의 첨가 시점과 첨가 농도 결정을 위한 최적화 실험을 수행

하였다.

분석방법

Ehrlich's reagent를 발색시약으로 사용하는 기존의 방법

[15, 24, 37]을 따라 배양 상등액 중의 ALA를 정량하였다.

1 ml 배양액을 채취하여 9,800 × g로 10분간 원심분리하여

상등액을 회수하였다. 배양 상등액 10 µl, 0.5 M 아세트산 나

트륨(sodium acetate) 완충용액(pH 4.6) 1 ml, 및 50 µl 아

세틸아세톤(acetylacetone)을 혼합하였다. 혼합액을 끊은 물

에서 10분간 중탕하고 상온으로 냉각한 후, Ehrlich's

reagent (4-dimethylamino benzaldehyde 1 g, glacial acetic

acid 42 ml, perchloric acid 8 ml) 3 ml를 첨가하였다. 이를

상온에서 5분간 방치한 후 UV 분광광도계(Hewlett-packard,

USA)를 이용하여 554 nm 파장에서 흡광도를 측정하고 검

량선과 비교하여 ALA 농도를 계산하였다. 

결과 및 고찰

폐글리세롤의 독성 약화에 미치는 트레할로스 영향
순수 또는 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 ALA 생산 균주

(E. coli/pH-hemA)를 4일간 배양한 후 생산균주의 세포 생

장 및 ALA 생산량을 비교하였다(Fig. 1). 순수 글리세롤이

첨가된 배지(PG, 대조군)에서 얻은 세포밀도(OD600)는 18이

었고 생산된 ALA 농도는 960 mg/l였다. 반면 폐글리세롤이

첨가된 배지(CG)에서 OD600는 10이었고 ALA 농도는

800 mg/l였다. 본 결과는 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 얻

은 세포밀도와 ALA 생산량은 순수 글리세롤이 첨가된 배지

에서 얻은 값보다 각각 1.8배와 1.2배 낮음을 보여준다. 이

는 폐글리세롤이 세포 생장을 저해함으로써 ALA 생산을 감

소시킨다는 것을 나타낸다. 

트레할로스가 폐글리세롤의 독성을 약화시키는지 여부를

조사하기 위하여 폐글리세롤이 포함된 기본 배지에 두 농도

범위(30과 100 g/l)의 트레할로스를 첨가한 후 생산균주를 배

양하였다. 30 g/l의 트레할로스를 첨가한 배지(CG + Tre-30)

에서 OD600는 13이었고 생산된 ALA 농도는 900 mg/l였다.

이는 트레할로스를 포함하지 않은 배지(CG)에서 얻은 세포

밀도와 ALA 생산량보다 각각 30%와 12.5% 높음을 나타낸

Fig. 1. Effect of trehalose on cell growth and ALA production
in the medium containing crude glycerol.
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다. 100 g/l의 트레할로스를 첨가한 배지(CG + Tre-100)에서

OD600와 ALA 농도는 각각 11과 878 mg/l로 관찰되었다. 이

는 트레할로스를 첨가하지 않은 배지(CG)에서 보다 세포밀

도는 10%, ALA 생산량은 9.8% 높지만 30 g/l의 트레할로스

를 첨가한 배지(CG + Tre-30)에서 보다는 약간 낮음을 나타

낸다. 본 결과는 트레할로스가 폐글리세롤의 독성으로부터

생산균주를 보호하고 그 효과를 극대화시키기 위해서 최적

농도로 첨가되어야 한다는 것을 시사한다.

순수 글리세롤과 트레할로스가 첨가된 배지에서 세포생장

및 ALA 생산량을 측정하였고 이를 Fig. 2에 나타내었다. 첨

가되는 트레할로스의 농도를 100 g/l로 증가시킴에도 불구

하고, 얻은 세포밀도와 ALA 생산량에서 큰 차이를 발견할

수 없었다. 이는 고농도의 트레할로스가 생산균주의 생장 및

ALA 생합성을 저해하지 않음을 보여주는 결과이다. 호환성

용질(compatible material)인 트레할로스는 미생물이 삼투

압 스트레스 하에서 세포의 탈수를 방지하기 위해 세포 내

에서 생합성되는 물질이므로 세포 내·외부에 고농도(>100 g/l)

로 존재하더라도 세포 생장이 저해 받지 않는 것으로 알려

졌다[16]. 이미 언급하였듯이 본 연구팀의 선행연구에 의하

면 퍼록사이드가 폐글리세롤의 독성을 유발하는 핵심 성분

이었다[23]. 따라서 퍼록사이드에 대한 미생물의 저항성을

높일 수 있다면 폐글리세롤에 대한 저항성도 동시에 향상될

것으로 판단되었다. Benaroudj 등[2]은 500 mM (180 g/l)의

트레할로스를 첨가한 배지에서 생장한 균주가 무기 퍼록사

이드(H2O2)에 대한 높은 저항성을 보인 실험적 증거를 제시

하였다. 기존의 보고자료와 기초실험 결과를 바탕으로 ALA

생산균주에 트레할로스 생합성 유전자인 otsBA를 추가로 발

현시켜 트레할로스 생합성을 유도한다면 생산균주가 폐글리

세롤에 대한 저항성이 향상되어 생장저해 없이 폐글리세롤

을 탄소원으로 사용하여 ALA를 생산할 것으로 예상되었다. 

hemA와 otsBA를 공동 발현하는 ALA 생산균주의 폐글리세롤
에 대한 저항성 테스트

ALA를 생산하는 균주(E. coli/pH-hemA)에 otsBA를 추가

적으로 도입한 엔지니어링 균주(E. coli/pH-hemA/pS-otsBA)

와 벡터만을 도입한 대조군 균주(E. coli/pH-hemA/pSTV28)

를 제작하여 두 균주의 생장 및 생산 특성을 비교함으로써

otsBA의 추가 발현에 따른 영향을 조사하였다. Fig. 3은 순

수 글리세롤이 포함된 배지에서 두 균주의 세포 생장 및 ALA

생산거동을 보여준다. 두 종류의 균주들은 12시간의 지연기

를 거친 후, 생장과 함께 ALA 생산을 개시하였다. 대조군 균

주는 지수성장기를 거쳐 배양 36시간 만에 OD600가 11.5에

도달하였고 이후 정체기로 접어들어 더 이상의 세포 생장이

관찰되지 않았다. 균주는 세포생장이 멈춘 후에도 지속적으

로 ALA를 생산하여 배양 60시간 만에 최대량인 1,771 mg/l를

생산하였다. 한편, 엔지니어링 균주의 초기 생장은 대조군 균

주의 생장과 비슷하여 배양 30시간에 OD600가 10.8에 도달

Fig. 2. Cell growth and ALA production in the medium con-
taining pure glycerol and supplemented with different con-
centration of trehalose.

Fig. 3. Time profiles of cell growth (A) and ALA production (B)
during the culture of control (open symbol) and engineered
cells (filled symbol) in the medium containing pure glycerol.
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하였고 배양 50시간 이후에는 생장속도가 감소되었지만 계

속 생장하여 배양 96시간에 OD600가 26에 도달하였다. ALA

생산은 세포생장과 함께 시작되었으며 세포 생장속도가 감

소됨에 따라 그 속도가 감소하였지만 지속적인 생산이 이루

어져 배양 96시간에 그 농도가 2,193 mg/l에 도달하였다. 

다음은 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 두 종류의 균주를

배양하며 시간에 따른 세포 생장 및 ALA 생산 거동을 비교

하였다. Fig. 4에 나타내었듯이, 대조군 균주는 24시간 동

안 생장하여 OD600가 8.4에 도달한 후, 생장을 멈추었다. 반

면 엔지니어링 균주는 30시간까지 지수생장을 하여 OD600

가 10.3에 도달하였다. 그런 후, 생장속도가 감소하였으나

꾸준히 OD600가 증가하여 배양 66시간 후에 14.8에 도달하였

다. 두 균주 모두 세포 생장과 함께 ALA 생산을 시작하였

고 세포 생장이 멈춘 후에도 ALA를 생산하였다. 대조군 균

주는 배양 84시간 만에 896 mg/l의 ALA를 생산한 반면, 엔

지니어링 균주는 배양 96시간 동안 1,320 mg/l를 생산하

였다.

Table 2에 순수 글리세롤과 폐글리세롤이 첨가된 배지에

서 두 균주의 생장 및 생산 거동을 비교하였다. 순수 글리세

롤이 첨가된 배지에 비하여 폐글리세롤이 첨가된 배지에서

대조군 균주의 세포밀도는 1.2배 낮았고 ALA 생산량은 약

2배 낮았다. 뿐만 아니라, 최대 ALA 농도에 도달하는데 더

긴 배양 시간이 소요되어 부피생산성(volumetric productivity)

은 2.8배 낮았다. 한편, 엔지니어링 균주는 순수 글리세롤 대

비 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 세포생장은 1.8배, ALA

생산량은 1.7배 낮았다. 비생산성은 비슷한 수준을 유지하였

지만 부피생산성은 1.7배 낮았다. 순수 글리세롤이 첨가된

배지에서 엔지니어링 균주는 대조군 균주보다 1.2배 많은

ALA를 생산하였으나 생산에 더 긴 시간이 소요되어 부피생

산성은 오히려 낮았을 뿐만 아니라 단위 세포당 ALA 생산

량(비생산성, specific productivity)도 대조군 균주보다 낮았

다. 그런데 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 얻은 엔니지어링

균주의 세포 밀도, ALA 생산량, 부피 생산성 및 비생산성은

대조군 균주의 결과치들 보다 높아 otsBA 발현이 폐글리세

롤에 대한 생산균주의 저항성을 향상시키는데 기여했다고

판단되었다. 그러나 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 얻은 엔

지니어링 균주의 세포 밀도 및 ALA 생산량이 순수 글리세

롤이 첨가된 배지에서 얻은 값보다 낮았으므로 이를 향상시

키기 위하여 otsBA 발현을 최적화하기 위한 실험을 수행하

였다.

Fig. 4. Time profiles of cell growth (A) and ALA production (B)
during the culture of control (open symbol) and engineered
cells (filled symbol) in the medium containing crude glycerol.

Table 2. Cell growth and ALA production by control or engineered cells in medium containing pure or crude glycerol.

Strain Glycerol type
Culture timea

(h)
Cell growth 

(OD600)
Max. ALA 

(mg/l)

Specific 
productivity

(mg-ALA/g-DCW)

Volumetric
productivity

(mg/l/h)
Control cells Pure 60 12.3 ± 1.6 1771 ± 66 571.3 29.5

Crude 84 10.0 ± 3.0 0896 ± 30 379.0 10.7
Engineered cells Pure 96 26.0 ± 2.6 2193 ± 100 290.5 22.8

Crude 96 14.7 ± 3.0 1320 ± 91 317.4 13.8
aThe maximum ALA was obtained at this time.
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트레할로스 생합성 유전자(otsBA) 발현 최적화를 위한 IPTG
첨가 시기 및 첨가량 결정

hemA 발현을 위해 사용된 pHCEIIB는 대장균 증식에 따

라 항시적으로 발현되는 벡터(constitutive expression

vector) 이므로 유도인자인 IPTG가 필요없다 [15]. 그러나

otsBA 발현을 위해 사용된 pSTV28은 외래 유전자의 발현

이 lac 프로모터에 의해 조절되는 벡터로서, IPTG에 의해 유

전자의 전사가 시작되는 특징을 갖는다[34]. 따라서 pSTV28

에 삽입된 외래 유전자의 발현 정도는 IPTG 첨가량 및 첨가

시기에 상당한 영향을 받는다[33, 36]. 유전자 발현을 최적

화시키기 위하여 일반적으로 다양한 농도 범위(0.05–5 mM)

의 IPTG가 첨가 되고, 동일한 첨가농도라도 발현되는 호스

트 균주, 벡터, 프로모터에 따라 발현도가 다르게 나타난다

[7, 26, 33, 36]. 벡터의 특성 및 기존 연구결과를 바탕으로

IPTG의 최적 첨가량 및 첨가 시기를 결정하기 위한 실험을

수행하였다. 

본 연구에서는 배양 시작 직전(OD600 = 0), 지수생장 초기

(OD600 = 3−4), 및 후기(OD600 = 7−8)에 세 농도 범위(0.2,

0.6, 1 mM)의 IPTG를 첨가하며 그 영향을 조사하였다.

Table 3은 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 IPTG 첨가 시기

및 첨가량에 따른 엔지니어링 균주의 세포 생장 및 ALA 생

산농도을 나타낸다. 배양시작 직전 IPTG를 첨가한 경우

IPTG 농도 증가에 따라 ALA 생산량은 감소한 반면, 지수생

장 초기와 지수생장 후기에 0.6 mM의 IPTG를 첨가한 경우

에 다른 농도에서보다 상대적으로 ALA 생산량이 높았다. 또

한 첨가시기에 관계없이 0.6 mM의 IPTG를 첨가한 경우 다

른 농도에서보다 상대적으로 세포밀도가 높았다. 한편 지수

생장 초기에 1 mM의 IPTG를 첨가한 배양에서 비생산성

(specific productivity)은 450.8 mg-ALA/g-DCW로 0.6 mM

의 IPTG를 첨가한 배양에서 얻은 463.2 mg-ALA/g-DCW과

비슷하였으나 생산된 ALA 농도는 0.6 mM의 IPTG가 첨가

된 배양에서 얻은 값의 65% 수준으로 낮았다. 이는 단위세

포 당 ALA 생산능력은 우수하나 세포밀도가 낮았기 때문인

것으로 사료된다. 결과적으로 지수생장 초기에 0.6 mM의

IPTG를 첨가한 경우에 OD600와 생산된 ALA 농도가 각각 16

과 2121 mg/l로 최대치를 나타내었다. 최적화 전보다 세포

밀도는 8.3%, ALA 생산량은 57% 향상된 값이다. 주목할만

한 사실은 최적화를 통하여 얻은 ALA 생산량은 순수 글리

세롤이 첨가된 배지에서 얻은 값과 비슷한 수준을 나타내었

다는 점이다. 이는 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 엔지니어

링 균주의 세포생장 및 ALA 생산이 IPTG의 첨가량과 첨가

시기에 크게 영향을 받는다는 것을 의미한다. 

일반적으로 1 mM의 IPTG를 첨가하는 경우에 유도 발현

벡터에 삽입된 외래유전자가 최대로 발현되는 것으로 알려

져 있으나[33, 36], 본 연구에서는 생산 균주의 세포생장 및

ALA 생산이 오히려 감소하였다. 재조합 대장균 배양에서 외

래 유전자의 과도한 발현은 균주의 대사회로를 교란시킴으

로써 세포에 대사부담(metabolic burden)을 주어 오히려 세

포생장을 저해할 수 있다[37]. 뿐만 아니라 ALA 생산균주는

pS-otsBA 이외에 ALA 생합성에 필요한 pH-hemA 를 포함

하고 있기 때문에 otsBA 오페론만을 과도하게 발현시키는

경우 ALA 생산량이 감소할 수 있다. 따라서 0.6 mM의

IPTG 첨가로 otsBA 오페론이 적절히 발현되어 세포생장,

ALA 생합성, 트레할로스 생합성이 대사적 균형을 이루는 것

으로 사료된다. 본 결과는 트레할로스 생합성 오페론의 발현

을 최적화시킴으로써 트레할로스의 생합성을 유도하고 이의

세포 내 축적을 통해 ALA 생산성을 감소시키지 않으며 재

조합 대장균이 폐글리세롤에 대한 저항성을 높일 수 있다는

것을 보여준다. 

본 연구에 사용된 폐글리세롤의 순도와 불순물들의 조성

을 고려한다면, 20 g/l의 폐글리세롤 첨가는 글리세롤 뿐만

아니라 6.4 mM 칼륨, 3.2 g/l 메탄올, 및 3.9 g/l 지방산도 함

께 제공하는 역할을 한다[23]. 대장균에 대한 염화칼륨(KCl)

의 최소저해농도(Minimum inhibitory concentration, MIC)

Table 3. Effect of induction time and concentration of IPTG on cell growth and ALA production by engineered cells in medium
containing crude glycerol.

Cell density (OD600) 
at the time of Induction 

IPTG conc. 
(mM)

Cell growth 
(OD600)

ALA production 
(mg/l)

Specific productivity
(mg-ALA/g-DCW)

0
0.2 12.9 ± 1.2 1355 ± 33 374.4
0.6 13.9 ± 0.3 1338 ± 21 341.4
1 12.1 ± 0.5 1157 ± 45 342.4

3−4
0.2 14.7 ± 1.1 1355 ± 55 325.8
0.6 16.1 ± 0.7 2121 ± 24 463.2
1 11.1 ± 0.3 1388 ± 23 450.8

7−8
0.2 12.0 ± 0.4 1055 ± 12 315.0
0.6 13.9 ± 0.5 1124 ± 17 286.8
1 11.3 ± 0.9 1003 ± 43 319.5
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는 469 mM이고 IC50(50% 저해 농도값)은 205 mM로 알려

졌다[27]. 또한 1% (v/v) 이상의 메탄올이 대장균의 생장을

억제한다[13]. 이러한 점을 고려한다면 20 g/l의 폐글리세롤

이 함유된 배지에 존재하는 칼륨 또는 메탄올에 의해 세포

생장이 저해 받지 않을 것으로 사료된다. 불포화지방산은 많

은 미생물들의 생장을 저해하는 것으로 알려져 있으나[4, 21,

35], 대장균은 폐글리세롤에 포함된 지방산의 주성분인 고급

불포화 지방산(C12-C18)에 대한 저항성을 갖는다[8]. 그러나

폐글리세롤의 멸균과정에서 불포화지방산 산화로 발생된 퍼

록사이드가 생산균주의 생장을 억제할 수 있다. 본 연구팀은

멸균 처리된 20 g/l의 폐글리세롤이 첨가된 배지에 8.1 mM

의 무기 퍼록사이드(H2O2)와 18.8 mM 유기 퍼록사이드

(tert-butyl hydroperoxide)가 존재하고 이들 퍼록사이드가 폐

글리세롤의 독성을 유발하는 주된 성분임을 밝혔다[23]. 본

연구에서 사용한 폐글리세롤이 선행연구에서 사용한 것과

동일한 회사에서 입수한 것이므로 성분조성들은 비슷할 것

으로 추측된다. 대장균은 퍼록사이드에 노출될 경우, 세포를

보호하기 위하여 항산화효소를 합성하지만 유전자가 발현되

어 효소가 합성되는데 상당한 시간이 소요되기 때문에 이 기

간 동안 세포는 치명적인 손상을 입게 된다[3]. 또한 합성된

항산화효소의 처리용량보다 많은 퍼록사이드가 존재할 경우,

미생물들은 심각한 스트레스 상황에 직면하여 세포 생장이

저해를 받는다[28]. 그런데 트레할로스가 축적된 효모균

(Yeast)이 그렇지 않은 효모균에 비하여 퍼록사이드에 높은

저항성을 보였다[1]. 이는 트레할로스가 퍼록사이드에 의한

지질과산화 반응을 방해함으로써 효모균(S. cerevisiae)의 세

포막을 보호해주기 때문이다[11, 22]. Oku 등[25]은 트레할

로스 분자가 불포화지방산 분자의 cis-olefin 이중결합과 상

호작용을 통해 불포화지방산 분자를 안정화 시킴으로써 퍼

록사이드와의 반응성을 낮춘다고 보고하였다. 본 연구에서

는 ALA 생합성 유전자와 트레할로스 생합성 유전자의 공동

최적 발현을 유도하여 ALA 생산 균주의 폐글리세롤에 대한

저항성을 향상시킴으로써 폐글리세롤을 탄소원으로 생산성

의 저하없이 고부가치의 ALA를 생산할 수 있음을 밝혔다.

요 약

본 연구는 폐글리세롤을 탄소원으로 사용하여 생장저해 없

이 아미노레블린산(ALA)을 생산하는 미생물 공정을 개발하

는데 그 목적이 있다. 폐글리세롤이 첨가된 배지에서 ALA

생산균주(E. coli/pH-hemA)를 배양하여 얻은 세포밀도와

ALA 생산량은 순수 글리세롤이 첨가된 배지에서 얻은 값보

다 각각 1.8배와 1.2배 낮았다. 트레할로스를 첨가(30 g/l 또

는 100 g/l) 함에 따라 세포생장과 ALA 생산성이 향상되었

다. otsBA를 공동 발현하는 엔지니어링 균주(E. coli/pH-

hemA/pS-otsBA)를 제작하여 순수 또는 폐글리세롤이 첨가

된 배지에서 그 성능을 평가하였다. 폐글리세롤이 함유된 배

지에서 엔지니어링 균주의 세포생장 및 생산성을 향상시키

기 위하여 IPTG의 최적 첨가농도 및 시기를 결정하였다. 지

수생장 초기에 0.6 mM의 IPTG를 첨가한 배양에서 세포 생

장과 ALA 생산량이 최대치를 나타내었다. 이때 얻은 OD600

(세포 밀도)와 ALA 농도는 각각 16과 2,121 mg/l였는데, 이

는 순수 글리세롤이 첨가된 배지에서 얻은 생산량과 비슷한

값이다. 본 결과는 ALA 생산균주에서 트레할로스 생합성 오

페론의 최적 공동 발현을 통해 폐글리세롤에 대한 저항성을

높임으로써 추가적인 전처리 없이 폐글리세롤을 탄소원으로

직접 사용할 수 있음을 보여준다. 
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