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Abstract 

In separating cells frorn CGTase fennentation 바oths， high recovery (98.7%) was obtained by dìafiltra
tion using spìral-wound type rnernbrane. πle flux was increased effectívely by increasìng the flow rate, 
ternperature, and rnolecular cut-off size for the recovery of CGTase. On the other hand, the flux was 
decreased by increasìng the protein concentration 때d pH. In a batchwise operation, the systern suffered 
frorn a severe fouJìng problern, which was relieved drastic외Iy by applying diafilσation and backflushing 
technique, although the technique increased the penneate volurne. By starting diafiltration 값ter concen
trating the broth to specific concentration, the rninirnurn level of penneate volurne was achieved. 
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서 톨 

Cyclodextrin glucanotransferase(EC 2.4.1.19: 1,4-a

glucan 4-( -D-( 1 ,4-g1ucano) transferase, cyclizing; 

CGTase)는 전분을 기질로 하여 cyclodexσin(CD}올 생 

산하는 intranlolecular 없nsglycosylation 반웅(cycliza

tion), CD와 다·른 당류와의 intennolecular glycosylation 

반웅(coupling) 및 CD 및 당류의 가수분해 반옹 뚱올 

촉매하는 효소로서 Baciliωs ci.π띠'ans， B. macerans, B. 

megaterium, B. ohbensis, B. stearothennophilus, B. 

subtilis, Klebsiella oxytoga、 Micrococcus sp. , 까lenno

anaerobacter sp. 둥의 미생물에 의하여 생산왼다 

(DaImia et al., 1995; Yarnarnoto et al., 2000). 또한 

미생물을 이용한 CGTase 효소 생산올 위해서는 세포 

외 효소( extracelJul따 enzyrne)인 CGTase률 효융척 이 고 

경제적인 방법으로 분리/회수핸 것이 매우 중요하며 

이를 통하여 정제된 CGTase는 CD 생산에 사용되어 

진다(Yarnarnoto et al. , 2α)()). 
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발효배양액으로부터 균체 분리 및 효소 회수 시 전 

통척으로 원심분리나 일반여과기술이 많이 사용되고 

있으나 이들은 분리효율이 낮거나 연속작업이 어려우 

며 aerosol, fùter cake 퉁이 형성되는 단점이 있다 

(Jeong et al., 1989). 이러한 문제점들을 해결하기 위 

하여 최군에는 조업이 간단하고， 높은 분리 성능과 에 

너지 비용이 낮다는 장점과 환경에 민감한 생물학적 

제품의 분리 및 회수에 유리한 막분리 기술에 의한 균 

체분리 및 효소회수 방법이 활발히 연구되고 있다. 또 

한 이의 산업적인 책용은 막 주변의 sublayer 형성 및 

fouling 행상으로 인한 급격한 flux~ 감소로 언하여 많 

은 제약올 받아왔다(Jeong et al., 1989; Kim과 Chung, 
1989). 그러나 최근 새로운 채질의 막 개발과 cross

flow filtration 기술의 적용으로 flux 감소 문제률 상당 

히 해결하여 그 용용범위가 급속히 확장되고 있다(Chen， 

1997; Voigt et al., 1999; Lee et al., 2α)(); L않 et 

al. , 2000a). 막의 fouling 현상은 여과압력， 유입액의 유 

속， 온도 풍의 운전조건에 상당한 영향올 받으므로 이 

러한 운전 조건의 조정으로 최소화 시킬 수 있다(Jeong 

et al., 1989; Strathmann, 1985; Bowen, 1933; Patel 

et al., 1987; Kuo와 Cheryan, 1983). 효과적 인 균체 
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분리롤 위하여 막분리에 적용시킬수 있는 다른 방법 

은 diafi1σation이 다(αleryan， 1998). I꺼하iltration온 per

meatlon되는 양만큼의 물올 retentate (concentrate에 공 

급하여 줌으로써 fouling올 최소화 시키는 동시에 발 

효산물의 회수율올 높여주는 방법이다. 그러나 이 방 

법은 추가된 물에 의하여 막 및 추후 정제공정에의 부 

하가 늘어나는 단점을 가지고 있다. 

본 연구에서는 CGTase 발효 배양액으로부터 균체 

제거 및 효소 분리 시 막의 fouling 현상에 대한 영향 

인자에 대하여 조사하여 이afiltration에 의한 균체 제거 

방법의 정립과 한외여과에 의한 CGTase 분리 방법의 

정립에 그 목적이 었다. 

재료및방법 

균주 

100 여종의 토양생폴로부터 CGTase 생산균주훌 페 

놀프탈레 인 및 전분함유 agar plate 상에서 의 clear 

zone 형성능올 비교하여 1차 선별한 후 삼각폴라스크 

배양을 통해 각 분리균주의 역가룰 비교하여 36주롤 

2차 선별하였다.2차 선별된 균주를 5 L 발효조에서 

배양한 뒤， 효소률 정제하여 효소의 반웅특성 (pH, 온 

도， 내열성， CD 조성 둥) 및 발효 특성올 조사 하였 

으며， 이들을 고려하여 산업화 가능성이 있는 Bacíllus 

sp. 계통의 균주툴 선별하였다. 이 균주는 ~-CD의 생 

산성이 높고， 발효 역가가 높은 특정이 었다. 

배양방법 및 효소생산 

5 L 발효조률 이용하여 배지 및 배양 조건 최적화 

실험을 수행하였다. 탄소원， 질소원， 무기영류의 농도 

별 적정조건올 설정하였다. 최적 조건으로 0.6% soluble 

starch, 0.6% yeast extract, 0.6% bacto 야ptone， 

0.16% ammonium chloride, 0.2% potassium pho

sphate dibasic. 0.01% antiß얘m B em띠sion이 선정 되 

었다. 배양조건 최적화를 위해 배양 pH. 교반속도， 

통기량， 배양온도 조건올 설정하였다. 최척 조건으로는 

pH 8.0. 배양온도 300C. 교반속도 400 φ'm. 통기 량 l 

vvm 이었다.5 L 발효 최적화 조건올 기초로 30 L 발 

효조에서 효소생산올 수행하여 막 분리 실험에 이용 

하였다. 효소의 활성은 500C에서 Kitahata와 Ok.ada 방 

법(1 974)에 의하여 측정하였다. 

Membrane module 

실 험 에 사용된 module 온 미 국 Koch Membrane 

System INC.사의 spiral-wound type modul터Model: 

PROTO.SEP IV)이며 막 표면척은 0.23 m2 이었다. 균 
체 제 거 옳 위 한 microfiltration의 경 우 0.2 μm filter 

(polysulfone)훌 사용하였으며 세포외 효소인 CGTase 

회수의 경우 molecular cut.off size(재 질 : polysulfone) 

10,000(10 K}과 30,000(30 K)의 두 가지훌 사용하였 

다. 또한 flux는 시간과 한외여과기의 단위면적에 대한 

pεrmeate 부피로 계산되었다(lJh.m2). 모든 실험온 3회 

에 걸쳐 실시한 결과의 평균값올 취하였다. 

곁과맺고활 

Mlcrofiltration어| 의한 균체 분리 

발효배양액으로부터 균체 제거롤 위한 막분리 시 순 

환액 (retentate )에 물의 공급 없이 지속적으로 농축율 

하는 회봄식의 경우에는 농축액의 점도 증가 및 fouling 

에 의하여 flux가 급격히 감소하게 된다. 이륭 막기 위 

한 방법으로 dìafilπation용 적용할 경우 flux의 중가로 

막의 이용 효율온 높아지나 물의 추가로 인하여 동일 

한 효소 회수옳에 도달하는데 필요한 여액의 양은 증 

가하므로 추후의 정제 공정의 부하가 증가하게 된다 

(Scott, 1988; Mahenc et al. , 1986). 따라서 여액의 증 
가를 최소화 시키면서 높은 flux를 유지하는 방법으로 

회분식 막분리와 diafiltration올 결합한 공정 (Fig. 1)올 

사용하였다 회분식 막분리와 3회의 di따ilσation한 결 

과 각 단계에서의 t1ux 변화 및 효소 회수를 Fig. 2와 

Concent매뼈n '^삐teraψ:Ied 

Flg. 1. Schema뼈C 빼$뼈tion 뼈 d빼cooψ1U008 며amtration. 
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Spiral-Wound Type MembraneOll 의한 Cyclodextrin Glucanotr없lsferase 분리 

Fig. 3에 각각 나타내었다. 세포외 효소인 CGTase 회 

수의 경우 회분식 막분리에 의한 균체 제거 결과 

52.7% 효소 회수융올 얻었으며 l회， 2회， 3회에 걸쳐 

diafiltration한 결과 각각 75.3 , 88.5, 98.7% 효소 회수 

융을 얻어 3회에 걸친 di때lπ'ation 결과 대부분의 효소 

를 균체로부터 분리하여 회수할 수 있었다. 또한 flux 

변화는 전형적인 gel pol때zation lirr니ted behavior률 보 

여 초기 조업시간 동안에 급격히 감소하여 어느 시점 

에 도달하면 일정하게 유지되는데 di뼈lσation 시점온 

여액의 유속이 일정하게 유지되는 시정에서 시작하였다. 
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Transmembr힐nepressure 

Permeate flux에 대한 transmembrane pressure(TMP) 

의 영향올 알아보기 위해서 TMB 변화에 따른 flux률 

측정하였다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 단백질이 존 

재하지 않은 경우(중류수)에는 flux는 η!{J> 증가에 비 

례하여 증가하여 gel pol뼈zation 현상이 보이지 않은 

반면 단백질(2.3 mglmL)이 폰재하는 경우 전형적인 gel 

120 

종 100 

홍 80 

짧 40 

생 20 

.Eachreco‘tery 

.Total reαwery 

0 
234 

Modes of operation 
Fig.3. CGTase recovery of 벼fl'ereot operating modes In 
micromtraion. 1: batch, 2: one times diafiltration, 3: two 
times diafiltration, 4: three limes diafiltration. 

200 
___ Dístllled water 
___ 2, 3 mg!mL proteln 

150 

E 

료 100 
g 
ü: 

50 

0,5 1 1,5 2 2,5 
Transmembrane press미'e (kQ ， !αn2 ) 

FIg. 4. EfI'ect of transmembrane pressure on the ftux. 

원
 % 

”“ 

때
 
애
 

(”
E 

T
5
)
)
S
-
ι
 

-+-200 C 
.... 40 C 

10 

5 

O 
o 20 40 60 

O뼈rating lime (min) 

FIg. 6. EfI'ect of temperature on 뻐e ftux. 

80 100 

70 

60 ...... 1, 5L!mín 
___ 3.0 L1min 

% 

% 

% 

잉
 

(NE 

-
ξ
」
)X
므
ι
 

10 

O 
o 05 1 1ß 2 25 

Transmembrane pressure (kg Icm ) 

Fig. 7. E빠ct of ßow rate 00 뻐e ftux. 

poIarization 현상올 보였다. 즉， 낮은 TMP 영역에서는 

압력중가헤 따른 flux의 중가가 관측되었으나 그 이상 

의 영역에서는 flux~ 중가는 거의 없었다. 결국， TMP 

0.5 kgflcm2 이상에서는 여액의 유속중가 효과는 거의 

없었다. 또한 Fig. 5에서 보는 바와 같이 단백질의 농 

도가 증가할수록 조업시간에 따른 flux는 점점 감소하 

여 한외여파 시 유업되는 용액 내 단백질 함량이 flux 

에 많은 영향올 줌올 알 수 있었다. 

용도맺 pH 

Fig. 6에서 보는 바와 갇이 온도상송에 따라 flux는 

중가 했으며 이와 같온 현상은 Ku~ αleryan(1983) 
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앤g. 8. Etl'ect of pH on the t1UX. 

이 보고한 결과와 같이 온도상승에 따른 점도의 감소 

에 기인한 것으로 추정된다 본 연구의 경우 40C에 비 

하여 상온(200C)에서 조업할 경우 flux 측면에서 42% 

증가를 보였다. 따라서 효소의 열 안정성을 고려하여 

가능한 높은 온도에서 막분리률 실시하는 것이 유리 

할 것으로 판단된다. pH는 Fig. 8에서 보는 바와 같이 

용액의 pH가 감소할수록 flux는 오히려 증가함올 알 

수 있었다. 이러한 현상은 pH 변화에 띠론 용액 내 여 

러가지 염들의 용해도 차이에 기인하는 것으로 알려 

져 있 다(Cheryan과 Merin, 1981; Kuo와 Cheryan, 
1983). 이들에 의하면 용액의 pH가 증가하면 용액 내 
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Fig. 10. Etl'ect of bac앙lu빼피ng on the t1ux. 

염(혹히 calcium phosphate)률의 용해도가 감소하여 

insoluble 형태로 막 표변에 홉착되어 f1ux:률 감소시키 

는 역합올 하게 된다. 본 연구에서는 pot잃SlUm 

phosphate의 용해도 감소에 기인하는 것으로 판단되 

며， 특히 Cheryan파 Merin(1981 )는 막 표면의 x-ray 

분석을 통하여 이률 설명하였다‘ 

유입혹도 

유입속도는 cross-flow filn때on에서 중요한 역활올 

하는 변 수로(Kuo 와 Chery뻐， 1983; Jeong et al. , 
1989), 유입속도 중가에 따라 뚜렷한 flux 증가 효과훌 

Fig. 7에서 볼 수 있었다. 한외여과 시 gel polarization 

이 생긴 이후에는 유입속도의 중가에 의하여 flux률 증 

가시 킬 수 있는데 이 는 유입 속도가 concenσation 

polarization이나 membrane fouling 올 경감사키는데 관 

계가 있다(Kim파 Chung, 1989). 

MoIecu1ar cut-otl' slze 

막의 molecular cut-off size 는 한외여파시 사용되 는 

막의 molecular cut-off size가 증가할수록 Fig. 9에서 

보는 바와 같이 flux는 증가하였다. Molecular cut-off 

size 10，이〕삐에 비 하여 molecular cut-off size 30，αm의 

경우 flux는 대략 35% 증가한 반면， 여액으로의 효소 

손실도 5-10% 정도 증가하였다. 

Bacld1us삐ng 

막 표변에서 주로 fouling 문제로 flux가 감소되므로 

막올 bac없lushing 함으로써 flux롤 회복할 수 있올 것 

으로 판단되어(Kim과 Chung, 1989) 규칙적인 

bac없lus띠ng으로 막의 foulíng 문제흘 해결하고자 하였 

다. 그래서 15분 동안 조업하다가 막을 통과한 여과액 

올 사용해서 3분 동안 back:flus뼈ng하는 것을 반복하여 

3 주기 (cycle)에 걸쳐 실시하였다. 이때 여과압력， η1p 

는 0.4 kgflcm2, 그리고 bac낭lushing 부피는 2.7 L 이 

었다. Fig. 1애1서 보는 바와 같이 3 주기 (cycle)률 통 

해서 flux는 전체적으로 약간씩 감소되는 경향올 보여 

주기는 하지만 짧은 구간에서의 back:flushing의 효과률 

본 실험올 통하여 확인합 수 있었다-

요 약 

세포외 효소인 CGTase 회수의 경우 회분식 막 분리 

에 의한 균체 제거 결과 52.7% 회수윷올 얻었으며 l 

회， 2회， 3회에 절쳐 diafil없tion한 결파 각각 75.3%, 

88.5%, 98.7% 회수율올 얻어 3회에 걸친 diafilσation 

결과 대부분의 효소훌 균체로부터 분리하여 회수할 수 

있었다. 효소회수률 위한 한외여과의 경우 높은 유속， 

높은 온도， 큰 molecular cut-off size, 낮은 pH에서 높 
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은 flux를 보여 주었으며 fouling 정도는 protein 농도 

가 높올수록 또한 유속이 낮올수혹 심각한 것으로 나 

타녔다. 이 러 한 fouling 현상에 의 한 flux 감소는 

diafiltration과 bac없lushing의 적 용으로 현저 히 완화시 

킬 수 있었다. Diafilσation과 bac.없lus뼈19에 의한 효소 

회수 시 초기부터 적용하는 것보다는 특정 농도까지 

농축시킨 후 적용하는 경우에 작업시간과 여액의 부 

피흘 최소화할 수 있었다-
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