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1. 서론1)

유당(lactose)은 우유 중에 다량 함유되어 있는
이당류로서, β-galactosidase (EC 3.2.1.23)에 의하
여 glucose와 galactose로 분해된다. 하지만
Stauffer와 Leeder[1]에 의하면 대부분의 미생물들
은 유당으로부터 다당을 합성하지 못하며,
Zoogloea ramigera만이 높은 수율로 다당을 합성
한다고 하였다. 저자 등[2]은 유기성 폐기물의
composting에 사용하였던 토양 유래의 미생물 복
합제제로부터 분리한 Enterobacter sp.의 한 균 종
이 분자량 약 3.7×105 dalton의 mannose, galactose
및 galacturonic acid로 구성된 hetro 다당류를 생
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성함을 보고한 바 있다. 이 균주는 lactose,
galactose, glucose, fructose 등의 여러 탄소원을
이용하는 것으로 확인되었으나, 특히 유당을 탄소
원으로 할 때 최대의 다당 생성을 보였다. 이와 같
이, 유당을 분해하여 다당을 생성하는 균주는 매우
드물다는 점을 고려할 때 본 균주에 대한 검토의
필요성이 큰 것으로 판단되었는데, 특히 이 균주는
발효 중 분비된 다당류 농도의 증가에 따른 겉보
기 점도의 현저한 증가로 기체-액체간의 산소 전
달 속도가 감소되고 배양액을 균일하게 혼합하기
가 어려워 결과적으로 발효 수율이 떨어지는 문제
점이 관찰되었다[3].
일반적으로 높은 점성과 의가소성의 성질을 나

타내는 세포외 다당 발효의 경우, 그 생산성을 높
이기 위해서는 배양액 내의 효율적인 물질전달을
위한 적절한 교반 및 통기가 매우 중요하다[4,5,6].
따라서 본 연구에서는 Enterobacter sp.를 이용한
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다당 발효에서 고점성의 다당 형성으로 인한 물질
전달의 저해를 최소화하는 최적 통기 및 교반 조
건을 조사하였으며, 이로부터 산업적 응용의 대량
생산 가능성을 검토하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 균주 및 보존
본 연구에 사용한 균주는 유기성 폐기물의
composting에 사용하였던 토양 유래의 복합 발효
미생물제제로부터 분리, 동정한 Enterobacter
sp.[2]이다. YM broth agar plate에서 24시간 배양
하고, 점성을 나타내는 colony를 단리하여 보존용
배지(glucose 10g/L, malt extract 3g/L, peptone
5g/L, yeast extract 3g/L, agar 15g/L)에서 30℃로
24시간 배양한 후, 4℃에서 보존하였고, 4주마다
계대배양하여 실험에 사용하였다.

2.2. 배지 조성 및 조제
전 배양 및 본 배양의 배지는 각각 lactose
10g/L, Bacto-peptone 5g/L, malt extract 3g/L 및
yeast extract 3g/L를 함유한 pH 7.0의 MYM
(Modified Yeast Malt) broth 배지이었다[2]. 탄소
원과 질소원은 각각 분리하여 121℃에서 15분간
가압 멸균한 후 혼합하여 사용하였고, pH는 멸균
전에 1N HCl 또는 1N NaOH로 조절하였다.

2.3. 배양
배양은 2.6L의 jar-fermentor(Marubishi, MD-
250)를 사용하였으며, 온도 30℃, 초기 pH 7.0, 배
지 액량 1.5L, 접종비 4%(v/v)로 하였다. 이때 초
기 pH는 1N HCl과 1N NaOH를 사용하여 조절하
였고, 발생하는 거품은 Antifoam 289 (Sigma Co.)
1%(v/v) 용액을 사용하여 제거하였다. 이 때, 교반
및 통기 속도의 영향은 교반 속도는 200∼900rpm,
그리고 통기 속도는 0.5∼2.5vvm으로 변화시키면
서 균체 및 다당 생성량의 경시변화를 조사하여
검토하였다.

2.4. 균체량의 측정
20시간 진탕배양한 배양액을 45,000×g에서 40분
간 원심분리하여 얻은 균체를 증류수로 2회 수세
한 후, UV/Vis Spectrophotometer (Perkin-Elmer,
552S)를 이용하여 660nm에서 OD(Optical Density)
를 측정하였고, 균체량과 OD에 대한 표준곡선으로
부터 건조 균체 중량으로 환산하였다.

2.5. 다당 및 잔존당의 정량
다당의 생성량은 배양액을 원심분리하여 균체를
제거한 다음, 배양여액에 2.5배의 acetone을 가하고
침전된 침전물의 양을 70℃에서 12시간 건조한 후,

desiccator에서 항량이 되었을 때의 중량을 건조
중량으로 하였다.
한편, 잔존당은 균체 및 생성물을 제거한 배양 여
액을 회전증발기에서 최종 부피가 3ml가 되도록
조절한 후, Biochemistry Analyzer(YSI, Model
2700)를 사용하여 lactose, glucose 및 galactose를
각각 측정하였다.

2.6. 점도 측정
배양액을 원심분리(45,000×g)한 후, 배양여액을 시
료로 사용하였다. 일정량의 시료를 개량형
Ostwald 점도계(Cannon Co. No. 120)에 넣고, 측
시구 안의 시료가 모세관을 통해 흘러내리는 시간
을 2∼3회 반복 측정한 다음, 이들의 평균치를 구
하여 다음 식에 의하여 시료의 절대점도를 구하였
다. 이 때 표준액으로는 증류수를 사용하였으며,
표준액의 점도 및 밀도는 handbook의 자료를 참조
하였다[7].

η1 = η2 × [ρ1 × t1/ρ2 × t2]

여기서 η1은 시료의 절대점도(cP) η2는 증류수의
절대점도(cP) ρ1 및 t1은 각각 시료의 밀도(g/L) 및
시료의 유하시간(sec), ρ2 및 t2는 각각 증류수의
밀도(g/L) 및 유하시간(sec)이다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 다당생성의 물질전달에 미치는 교반속도 영향
1 vvm의 일정 통기속도하에서 교반속도를 200∼
900rpm으로 변화시키면서 배양 40시간 후의 세포
외 다당류 점도 및 균체 생산량을 측정한 결과는
Fig. 1과 같다.
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Fig. 1 Effect of agitation speed on dry cell

weight and biopolymer production during batch

cultivation(at 1vvm).

교반속도가 200에서 400rpm으로 증가함에 따라 균
체량 및 다당 생성량은 증가하였으나, 500 rpm이



산업기술연구(강원대학교 산업기술연구소 논문집), 제24권 B호, 2004.
Enterobacter sp.의 다당 생산에 미치는 통기․교반의 단계적 증가 효과

- 173 -

이상에서는 급격히 감소하였다. 이와 더불어 기질
소비도 증가하였는데, 400rpm에서 가장 많은 기질
이 소비되었다. 400rpm의 경우, 생성된 다당량은
약 4.8g/L 이었으며, 그 때의 점도는 약 3,900cp로
다당 생성량과 점도 사이에는 비교적 높은 상관관
계(R2=0.822)를 보였다. 자료화하지는 않았지만, 40
시간 이 후에는 각 교반속도에서 배양액의 점도의
급격한 증가로 교반 날개의 주위만 교반되었으며,
발효조의 나머지 부분은 거의 유동이 없는 상태가
되었다. 이와 같이, 점도의 증가로 인해 교반 효
과가 저하되어 다당 생성량도 크게 떨어졌으므로,
배양 16시간 이후부터 교반속도를 점차적으로 증
가(300∼900rpm)시켰고, 그 결과를 Fig. 2에 나타
내었다.
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Fig. 2 Profiles of dry cell weight and biopolymer

production by shifting-up the agitation speed(from

300 to 900rpm) during batch cultivation(at 1vvm).

배양 40시간에서 교반속도를 점차적으로 증가시
켰을 경우 균체량은 400rpm으로 고정하였을 경우
와 거의 비슷하였으나, 다당 생성량은 약 1.4배의
증가를 나타냄과 동시에 점도도 생성된 다당량에
비례(R2=0.9237)하여 최고 약 9,400cp까지 증가하였
다. 그림에서 보는 바와 같이, 배양 40시간 이후에
균체 및 다당의 생성량은 점차 감소하는 경향을
보였는데, 교반속도의 증가에도 불구하고 점도의
급격한 증가로 인해 물질전달이 저해되어 생긴 결
과로 추정되었다. 그러나 생성 다당의 재이용[8]도
일어났을 것으로 생각되었다. 결국 교반속도의 점

차적인 증가로 인하여 기질소비는 400rpm으로 고
정시켜 교반한 경우보다 더욱 증가되었지만, 이 때
의 균체량은 비슷하였으므로, 소비기질은 주로 다
당 생성에 이용된 것으로 생각되었다.
Kwon 등[9]은 Bacillus polymyxa KS-1의 배양
에서, 교반속도를 400rpm 이상으로 조절할 경우에
도 다당류 생산량이 더 이상 증가하지 않는 이유
는 다당류 생산이 어느 교반 수준을 넘으면 점성
의 증가에 따라 channelling 현상이 일어나 배지내
의 물질이동이 저하되기 때문이라고 보고하고 교
반속도 조절의 필요성을 언급하였다. Smith 등[10]
도 Penicillium chrysogenum을 이용한 penicillin
생산에 있어서 교반상태의 중요성을 보고하였으며,
최적 교반속도는 물질 전달이나 교반의 저해를 방
지하는데 있어서 필요한 최소한의 요건이라고 하
였다. 또 Peters 등[11]도 Xanthomonas
campestris를 이용한 xanthan 생산에 있어서,
xanthan생성량은 교반속도의 증가와 밀접한 관계
를 가지며, xanthan 회분 발효에서의 낮은 교반속
도는 산소 공급의 저해를 가져왔다고 하였다. 아울
러 Ashtaputre 등[12]도 본 연구에서와 마찬가지로
점도의 증가로 인한 물질 전달의 장해를 교반속도
의 조절(500∼800rpm)로 극복한 바 있다. 즉, 일정
통기하에서 교반속도의 단계적 증가는 산소의 전
달을 더 촉진한다고 볼 수 있는데, Brivonese와
Sutherland[13]는 Azotobacter vinelandii의 회분배
양에서 교반속도의 감소로 인해 PHB(polyhydroxy
butyrate) 생산이 감소하였음을 보고하였고, 산소
전달이 제한을 받았음을 시사하였다. 그러므로 본
발효 중 교반 속도의 단계적 증가는 영양물질의
확산을 저해하는 slime layer의 감소, 미생물 배양
액의 교반 효과의 증대 및 산소이동속도의 증가
등에 큰 영향을 미치는 것으로 판단하였다.

3.2. 다당생성의 물질전달에 미치는 통기속도 영향
교반속도를 400 rpm으로 고정한 후, 통기속도를
0.5∼2.5 vvm으로 변화시켜 배양 40시간 후의 균
체량, 다당 생성량 및 잔존당을 조사하여 Fig. 3에
나타내었다.
통기속도 0.5∼1.5 vvm 범위에서 균체량, 생성
다당량 및 점도는 통기속도의 증가와 함께 증가하
였으며, 그 이상의 범위에서는 감소하였다. 잔존당
역시 1.5 vvm에서 초기 10 g/L에서 약 2.4 g/L까
지 감소하였으며, 그 외의 통기속도에서는 대체로
이 보다 더 많은 양의 당이 남아 있음을 확인할
수 있었다. 따라서 1.5 vvm을 본 균주의 최적 통
기속도로 정하였다.
한편, 1 vvm에서 1.5 vvm으로 상승시킬 경우,
균체량은 다당류 생산량의 증가수준에는 미치지
못하였으나 다소 증가하는 경향으로 보아 본 균주
를 이용한 다당류의 생산시 통기량이 생산량에 영
향을 미치는 것으로 판단되었다.
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Fig. 3 Effect of different aeration rate on dry cell

weight and biopolymer production during batch

cultivation(at 400 rpm).

Lee 등[14]은 질소 고정세균인 A. chroococcum
의 PHB 생산에서 보통질소원의 고갈 및 통기가
제한될 때 생산되는 것과는 달리, 질소원과 공기를
공급함으로써 PHB가 더 잘 생산되었다고 보고하
였다. 또 Tanzer 등[15], Jeans 등[16], Pace와
Righelato[4]도 다당류의 생성이 대부분 산화반응
에 의하여 중합되므로 점도의 증가로 인한 산소전
달의 결핍으로 대사작용이 저해된다고 하였다.
Fig. 3에서 다당류의 생산은 균체의 증식 양상과
대체로 일치하며, 균체 증식 및 다당 생성이 둔화
된 후에는 점도가 감소하는 것을 볼 수 있는데, 이
러한 현상은 적정 통기량을 중심으로 하여 이의
전후에서 대칭적으로 뚜렷이 나타나는 경향을 보
였다.
Crueger[17]에 의하면, 기포는 agitator blade 후

면과 같은 negative pressure를 받는 곳에서 다시
채워지는데, 통기속도의 증가에 따라 여러 조건이
생긴다고 하였다. 또 생물 반응기의 통기속도가 낮
을 경우, turbine blade 뒤쪽에는 큰 기포가 점유되
며, 좀 더 작은 기포들은 blade의 회전 원심력에
의해 영양분내로 즉시 녹아들어 간다고 하였다. 그
러나 통기속도를 증가시키면, 기포들은 blade 뒷면
에 계속 쌓이게 되어 공급 에너지는 무통기 시스
템보다 약 1/3 가량 적게 소비된다고 하였고, 이
중간 단계의 통기속도에서 가장 기포의 분산이 좋
다고 하였다. 그리고 매우 높은 통기속도의 경우는
큰 기포들이 서로 합쳐져 impeller는 기포로 휩싸
이게 되며, 결과적으로 기포의 분산성이 저해되므
로 최적 통기가 필요하다고 강조하였다.
한편, Wang과 Fewkes[18]은 균체 자체도 산소전
달에 저해를 주는 barrier로서의 영향을 줄 수 있

지만, 생성 다당으로 인한 점도 상승이 균체 및 다
당 생산의 산소전달에 영향을 줌으로써, 세균의 다
당 발효나 사상균 발효에서와 같은 비뉴톤 유체에
서는 임계 산소농도가 발효조건(작업 용량, 교반날
개 직경, 교반날개 속도, 임계 산소농도)에 따라 변
한다고 하였다. 따라서 배양시간이 경과함에 따라
배양액의 점도가 급상승하는 것에 대응하여 통기
속도에 구배를 주어 증가시킴으로서 물질 전달에
좋은 효과가 있을 것으로 추측된다.
이러한 관점에서 회분배양 중 통기속도를 1

vvm에서 5 vvm까지의 구배를 주어서 배양 경시
변화를 조사한결과는 Fig. 4와 같다.
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Fig. 4 Profiles of dry cell weight and biopolymer

production by shifting-up the aeration rate (from 1

to 5 vvm) during batch cultivation(at 400 rpm).

균체량과 점도는 1.5 vvm 및 400 rpm에서 회
분배양을 행하였을 때와 거의 비슷하였으나, 생성
된 다당은 약 1.3배 증가되어 다소의 효과를 확인
할 수 있었다. 그러나 34시간 이후의 잔존당 농도
는 약 2 g/L로 일정한 값을 나타내어 다당 생성량
의 증가로 인한 slime layer 형성으로 물질전달이
저해받은 것으로 생각되었다.

Fig. 5는 통기속도를 1.5 vvm으로 고정한 상
태에서 교반속도를 점차적으로 증가(300∼900
rpm)시켜 회분배양을 실시한 결과이다. 전 배양
한 후 이를 새 배지에 접종하여 다시 배양할 때,
균이 그 배지에 적응하는 시기가 유도기인데, 본
균주는 유도기가 없이 바로 대수기로 진행하는 특
징을 나타내었다.
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Fig. 5 Profiles of dry cell weight and biopolymer

production by shifting-up the agitation speed (from

300 to 900vvm) during batch cultivation(at 1.5 vvm).

다당 생산은 균체 생육이 약 2 g/L가 되는 배
양 16시간 이후부터 균체량과 비례하여 급격히 증
가하였으며, 배양 52시간 이후에 거의 일정한 최대
값(약 6.8 g/L)에 도달하였다. 이 때의 점도는 약
14,000 cp로, 배양말기 생성 다당량과 점도사이에
는 높은 상관관계(R2=0.9808)가 성립하였다. pH는
배양초기(0∼16시간)에 유기산의 생성으로 감소한
뒤 배양 16시간 이후부터 소폭의 변화를 보이면서
균체의 초기 정지기까지 점차로 증가하였고, 이에
따라 다당의 생성도 증가하였다. 그러나 이후부터
pH는 감소하는 경향을 나타내었고, 균체 증식도
점차 감소되었는데, 이는 점도 상승으로 인한 영양
물질 이동의 저해로 생각되었다[19]. 따라서 정지
기 이후 다당의 생산이 최대값에 도달한 이후에
pH가 감소한 것은 생성된 다당이 산성당을 함유하
는 것(2)과 관계되는 것으로 생각되었다. 그러나
배양액의 급격한 점도증가로 용존 산소 농도가 급
격히 감소하여 산소 부족으로 유기산이 축적됨으
로써 pH가 다시 감소하는 것도 하나의 요인으로
생각되었다.

4. 결론

유기성 폐기물의 composting에 사용된 토양 유래

의 복합 발효 미생물 제제로부터 분리, 동정된
Enterobacter sp.를 이용하여 다당 발효에 미치는
통기교반에 의한 물질전달의 효과를 조사하였다.
배양시간의 경과에 따라 다당의 생성과 함께 배양
액의 점도는매우 높게 되고 물질 전달을 저해하였
으므로, 통기 속도를 1 vvm으로 고정한 후 여러
교반 속도(200-900 rpm)에서의 다당 생성량을 검
토한 결과, 400 rpm에서약 4.8 g/L의 최대 다당
생성량을 보였으며, 이 때의 점도는 약 3,900 cp
이었다. 또 교반 속도를 400 rpm으로 고정한 후
통기 속도(0.5-2.5 vvm)를 달리하여 다당 생성량을
검토한 결과, 1.5 vvm에서 최대의 다당 생성량을
나타내었으며, 점도는 약 6,000 cp 이었다. 한편,
교반 또는 통기 속도에 구배를 주어 점차적으로
증가시켰을 경우는 이들을 고정시켜 배양한 경우
보다 각각 약 40 및 30%의 다당 생성량의 증가를
보여, 교반 및 통기 속도 등, 물질 전달의 영향 인
자가 다당 생산에 미치는 영향이 큰 것으로 나타
났다. 특히, 통기속도를 1.5 vvm으로 고정한 후,
교반속도에 구배( 300∼900 rpm)를 주었을 때는
약 6.8 g/L의 최대 다당 생성량을 나타내었으며,
이 때의 점도는 약 14,000 cp까지 증가하였다.
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