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미생물이 생산하는 응집성 고분자 물질은 자연계에서

쉽게 분해가 되며 인체에 무해하며 그 용도에 따라 식

품공업, 제약산업에 있어 보형제, 보습제로서 용도가 개

발되고 있어서 선진 각국에서는 미생물 유래의 응집성

물질을 탐색, 개발하여 기존 합성 고분자 응집제의 용

으로 사용하려는 연구가 진행되고 있다 (Brierly et al.

1985). 미생물 유래의 응집제는 거 분자로써 작용기작

과 응집제를 생산하는 균주의 기원에 따라 분류할 수 있

다. 다당류 유래의 응집제는 특유의 점질물질로써 -OH

기와 -COOH기들이 Ca2++, Fe2++, Mg2++ 등의 2가 이온들

과 함께 matrix나 gel을 형성하여 가교작용으로 응집기작

을 일으키는 것 (Takagi and Kadowki 1985)으로 알려져

있으며 표적인 생산균주로는 Xanthomonase compestis

의 xanthan gum (Souw and Demain 1979) Azotobacter

vinelandii의 alginate (Deavin et al. 1977; Jarman et al. 1978),

Leuconostoc mesenteriodes의 dextran (Cruegerand Crueger

1984), Azotobacter pullulans의 curdlan (Desmond et al.

1990; McNeil and Kristiansen 1990), Zoogloea ramigera의

zooglan (Ander and Enfors 1982; Ikeda et al. 1982), Pullu-
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laria pullulans의 pullulans (Zajic and Leduy 1973)을 둘

수 있다. 이들의 polymer는 균체의 세포벽 주위에 협막

(capsule)을 형성하거나 점질물 (slime)과 같이 균체 외로

생산되며 pH 중성 역의 음이온성 혹은 비이온성의 특

성을 가지고 있다. 

단백질 유래 응집제는 amino sugar 즉 glucosamine,

galactosamine이 곁사슬로 치환된 polyelectrolyte 물질

(Takagi and Kadowki 1985)과 carboxyl group 혹은 phos-

phate group의 기능기가 직접적으로 음 (-)전하로 하전

된 부유물질과 흡착하여 전하를 중화시킴으로써 응집작

용을 일으키는 기작 (Parker and Munn 1984)을 가지고 있

으며 Rhodococcus erythropolis (Kurane et al. 1986; Kurane

1994), Paecilomyces sp. (Takagi and Kadowaki 1984), Asp-

ergillus sojae (Nakamura et al. 1976), Saccharomyces cere-

visiae (Miki et al. 1992) 등이 표적인 생산균주이다. 당

배당체와 methylen 사슬의 구조를 가진 지방 유래의 응

집제는 전형적인 양성화합물로써 계면활성제의 작용과

같이 부유물질의 입자에 ζ-potential을 감소시켜 응집활

성을 일으키는 기작으로 알려져 있으며 생산균주로써는

Rhodococcus erythropolis (Kurane 1994)가 보고되고 있

다. 그외 Nocardia amarae의 peptide (Koizumi and Takeda

1991), Staphylococcus aureus (Cripps and Elizabeth 1967),

Pseudomonas sp. (Sakka and Takahashi 1981)가 생산하는

DNA 등이 응집활성에 synergist 역할을 한다고 보고되고

있다.

이들 미생물 유래의 응집제는 응집작용에 있어서 pH,

응집제의 농도, 교반속도, 시간 등에 향을 미치는 것으

로 알려져 있으며 또한 Ca2++, Mg2++, Mn2++, Fe2++등의 양

이온에 한 기능이 중요시되고 있고 Ca2++이온은 미생

물에 의해 세포외로 분비되는 고분자 물질들과 특이한

친화력을 가짐으로써 가교작용에 의한 응집활성을 촉진

시킨다 (Buchs and Mozes 1988).

현재 미생물이 생산하는 응집제의 작용기작에 관한

연구는 활발히 진행되고 있지만 생물응집제에 한 정

제와 구조분석에 관한 연구는 미비한 수준이다. 

따라서 본 연구에서는 Lactobacillus jensenii YW-33이

생산하는 응집제로부터 활성본체를 규명하고자 응집물

질을 분리, 정제하고 그 특성을 검토하고자 하 다.

재료 및 방법

1. 시약

본 연구에 사용되었던 DEAE-Toyopearl 650C는 Tosoh

사 제품을 Sepharose CL-6B는 Pharmacia사 제품을 구입

하여 사용하 다. Standard dextran은 Sigma사 제품을 사

용하 으며 그 외 기타 시약은 일급 및 특급시약을 사

용하 다.

2. 생물응집제의 생산

본 연구에 사용된 Lactobacillus jensenii YW-33의 최적

생산배지는 서 등 (1999)의 보고에 따라 실시하 다. 최

적 응집제 생산배지 (Glucose 2%, soytone 0.05%, CaCl2

0.01%, KH2PO4 0.05%, Yeast extract 0.05%)를 5 L 용량의

fermentor에서 working volume을 2 L로 하고 초기 pH 6.5,

25�C, 30 rpm에서 24시간 배양하 다. 

3. 균체 배양액의 응집활성 분포

균체 배양액에서 응집활성 분포를 조사하기 위하여

Lactobacillus jensenii YW-33를 응집제 최적 생산배지로

배양한 후, 원심분리 (2,000 rpm, 10 min)하여 균체를 회수

한 다음 30 mM phosphate buffer (pH 7.0)에 흡광도 (60

nm)값으로 1.0 이상 되게 현탁시켜 균체 자체의 시료를

제조한 후, 균체를 제거한 상등액과 culture broth를 상

으로 각각의 응집활성을 측정하여 비교, 검토하 다.

4. Periodate 산화

EtOH에 침전한 응집활성물질 20 mg을 취하여 acetate

buffer (pH 4.5, 10 mL)에 용해시킨 후, 50 mM NaIO4를 5

mL 가하여 4�C의 암실에서 3일간 산화시켰다. 이 반응

액에 ethylene glycol 5 mL를 가해 1시간 동안 실온에 방

치한 후, 투석하여 NaBH4의 20 mg을 가해 1시간 교반시

켰으며 0.1 M acetic acid로 중화한 후, 투석 및 동결건조

하여 응집활성을 검토하 다 (Yamada et al. 1984).

5. Pronase 처리

EtOH에 침전한 응집활성 물질 20 mg을 취하여 10 mM

CaCl2가 함유된 Tris-HCl buffer (pH 7.9) 20 mL에 용해시

킨 후, pronase (20 unit)를 가하여 37�C에서 48시간 반응

시켰다. 이 반응액을 100�C에서 5분간 가열, 반응을 정지

시킨 후 원심분리하여 얻은 상등액을 투석 및 동결건조

하여 응집활성을 조사하 다 (Yamada et al. 1984).

6. 응집활성 본체의 정제

배양액에서 응집활성 본체를 조사하기 위해 Fig. 1과

같은 과정을 거쳐 정제를 실시하 다. 배양액은 15,000×
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g에서 10분간 원심분리하여 균체를 제거한 후, 그 상등

액을 감압하여 초기 배양액의 10%의 양으로 농축시킨

다음, EtOH를 0~95% 농도로 분획하여 응집제 활성과

건조수율이 높았던 80% 분획(LJ-80) 300 mg의 crude floc-

culant를 얻었다. Crude flocculant를 증류수에 녹여 2 M

NaCl로 평형화시킨 DEAE-Toyopearl 650C column (Cl-

form, 4.0×33 cm)에 흡착시킨 후 증류수, 0.2, 0.4, 1.0 M

NaCl용액으로 용출시켜 각 획분을 투석, 농축, 동결건조

하여 4개의 획분을 얻었다.

DEAE-Toyopearl 650에 의하여 얻어진 획분 중에서

주요 응집활성 획분인 LJ-80-II를 0.2 M NaCl용액으로

평형화시킨 Sepharose CL-6B column (2.3×90 cm)을 사

용하여 분당 0.3 mL의 유속으로 4�C에서 겔 여과 크로

마토그래피를 행하여 정제를 실시하 다.

7. 정제 다당의 순도 및 분자량 측정

Sepharose CL-6B column에 의해서 단일 peak로 분리

된 LJ-80-II-1 획분의 순도를 확인하기 위하여 HPLC

(SAMSUNG SLC-2000/RI/Shodex ionpack S-804)를 1 mL

min-1의 유속으로 실시하 으며 정제 다당의 분자량은

Dextran T-2000 (M.W.: 2×106), T-500 (M.W.: 5×105), T-

70 (M.W.: 7×104), T-40 (M.W.: 4×104) 그리고 T-10

(M.W.: 1×104)을 표준물질로 사용하여 Sepharose CL-

6B column에서 구한 표준곡선과 Kav 값을 비교하여 측

정하 다.

8. 일반 성분 분석 및 구성당 분석

총당 함량은 glucose를 표준물질로 하여 phenol-sul-

furic acid법 (Dubios et al. 1956)으로 하 으며 단백질 함

량은 bovine serum albumim을 표준물질로 하여 Lowry

법 (Lowry 1951)으로 각각 정량하 다. 구성당 분석은 중

성당을 alditol acetate 유도체로 전환시켜 gas liquid chro-

matography (GLC)로 분석하 고 GLC 분석조건은 3%

OV-225 chromatosorb WHP 100/120의 packed column이

장착된 Shimadzu GC-14A/FID/Shimadzu GC-R6A chro-

mopac (column temp. 225�C, inject temp. 250�C, detect

temp. 250�C)에서 실시하여 표준 구성당들과 retention

time을 비교하여 시료 중의 구성당을 분석하 다. 구성

당의 molar ratio는 각 peak들의 면적비와 구성당들의

alditol acetate 유도체의 분자량으로부터 계산하 다.

9. 응집활성 측정

0.5% Kaolin용액 10 mL 1.0% CaCl2를 100 μL 첨가하고

응집활성물질을 0.1 mL 가하여 10분 동안 정치한 후 상

등액 1 mL를 취해 550 nm에서 흡광도를 측정하고 Naka-

mura et al. (1976)의 방법에 따라 응집활성을 환산하

다. 조군은 균을 접종하지 않고 응집제 생산배지를 사

용하 다.

Flocculating activity (units mL-1)

==(A-B)/A×dilution rate

A: Optical density of reference sample

B: Optical density of reaction mixture

결과 및 고찰

1. 배양액의 응집활성 분포

Lactobacillus jensenii YW-33을 최적배지로 배양하여

생산된 응집제의 분포를 조사하기 위하여 culture broth

를 원심분리 (12,000 rpm, 10 min)한 후 균체를 회수하여

30 mM phosphate buffer (pH 7.0)에 흡광도 (660 nm)값으

로 1.0 이상 되게 현탁시켜 균체 자체의 시료를 제조하
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Fig. 1. Purification procedure of crude flocculant.

Culture broth (1 L)

Centrifuge
(12,000 rpm at 20 min)

Supernatant

Vaccum evaporation

Concentrated supernatant
(10% in initial volume)

Add 60~80% EtOH
Stand at 4�C for 24 hrs
Centrifuge

Supernatant Precipitate
(LJ-80)

DEAE-Toyopearl 650C (Cl- form)
ion-exchange chromatography

Elute with stepwise
NaCl solution

LJ-80-I -II -III -IV
(D.W) (0.2 M) (0.4 M) (1 M)

Gel permeation chromatography
Sepharose CL-6B

Elute with 0.2 M NaCl

Purified flocculant
(LJ-80-II-1)



고 균체를 제거한 상등액과 culture broth를 상으로 각

각의 응집활성을 검토한 결과 (Fig. 2) 균체를 제거한 상

등액이 균체 자체의 응집활성보다 약 86%가 더 높은

결과를 나타냈다. Norberg et al. (1982)은 균체 세포벽의

β-(1→ 4)-linkage를 가진 capsular matrix가 응집활성과

cell의 응집에 관여한다고 보고하 으나 이 결과로 미루

어 볼 때 YW-33는 균체의 세포벽 성분보다는 1차 사

산물에 의한 응집활성이라고 사료되며 이의 결과는

Kurane et al. (1986)의 보고와 일치하 다.

2. Pronase 처리와 periodate 산화

Lactobacillus jensenii YW-33가 생산하는 응집활성의

본체를 파악하기 위하여 배양 상등액에 80% EtOH를 가

해 얻은 침전물을 pronase에 의해 단백질을 분해하고

periodate를 이용하여 당 부위를 선택적으로 분해한 후

응집활성을 측정하 다. 그 결과 pronase로 처리한 침전

물은 무처리군과 비교하여 차이가 없었던 반면 perio-

date로 산화시킨 침전물은 무처리군에 비해 응집활성이

약 90.7%가 감소함에 따라 YW-33이 생산하는 응집활

성의 본체는 다당에 기인함을 알 수 있었다 (Fig. 3).

3. 생물응집제의 정제

응집활성 본체를 조사하기 위해 정제를 실시하 다.

배양액을 12,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 균체를

제거한 후, 그 상등액을 감압하여 초기 배양액의 10%의

양으로 농축시킨 다음, EtOH 농도를 달리하여 응집활성

을 조사한 결과 (data not shown) 농도가 높아짐에 따라

응집활성과 수율은 증가되었으며 농도 60~80% (v/v)의

조건에서 300.3 units mL-1의 응집활성을 나타낸 LJ-80을

획득했다 (data not shown).

EtOH 농도별 침전 획분 중 가장 활성이 높았던 LJ-80

을 2 M NaCl로 평형화된 DEAE-Toyopearl 650C (Cl-

form, 4.0×33 cm)를 이용하여 이온 교환 크로마토그래

피를 실시하 다. LJ-80 획분 300 mg을 증류수에 녹여 흡
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Fig. 2. Distribution of flocculating activity in cell, filtrate of culture
broth and culture broth. A: Cell, B: Filtrate of culture broth,
C: Culture broth.

Fig. 3. Comparison of flocculating activity to periodate oxidate
and pronase digest of flocculant. A: Native, B: Periodate
oxidate, C: Pronase digest.

Fig. 4. Gel permeation chromatogram of LJ-80-II using Sepharose
CL-6B. The column (2.3×90 cm) of Sepharose CL-6B was
eluted with 0.2 M NaCl at flow of 0.3 mL min-1. -○-: Total
sugar (490 nm), -△-: Total protein (280 nm), -●-: Floccu-
lating activity. 
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착, 용출시킨 후 NaCl를 0.2~1.0 M까지 농도구배를 달

리하여 이온강도에 따라 비흡착 획분과 흡착 획분으로

분리하여 4개의 획분으로 나누어졌다. 4개의 분획 중, 미

흡착 분획에서는 응집활성은 보이지 않았으며 0.2 M

NaCl용액으로 용출된 분획에서 가장 높은 응집활성을

나타낸 LJ-80-II분획을 얻었다. DEAE-Toyopearl 650C에

의해 분리된 LJ-80-II를 Sepharose CL-6B column (2.3×

90 cm)을 이용하여 0.3 mL min-1 속도로 용출하여 2 mL

씩 분취한 결과, 응집활성이 당 peak와 일치하는 결과를

얻었다 (Fig. 4). 이와 같이 EtOH분획, DEAE-Toyopearl

650C, Sepharose CL-6B column chromatography에 의해

응집제를 정제하 으며 이상의 4단계 정제과정에 의해

응집제는 최종적으로 1.3% 회수율과 11배의 정제도를

보 다 (Table 2).

4. 정제 다당의 순도 및 분자량 측정

Sepharose CL-6B에 의해 얻어진 LJ-80-II-1 획분의 순

도를 확인하기 위해서 HPLC를 실시한 결과 단일 peak

로 나타나 순수하게 정제되었음이 확인되었으며 Sepha-

rose CL-6B column (2.3×90 cm)을 이용하여 분자량을 표

준 dextran들과 비교, 측정한 결과, LJ-80-IIa는 분자량 약

80만 정도를 나타내었다 (Fig. 5). Suzuki et al. (1990)은

Streptomyces A-6143에서 얻은 응집제의 분자량은 73,000

이라고 보고하 으며 Takagi et al. (1985)은 Paecilomyces

sp.가 생산하는 응집제의 경우 300,000, Toeda and Kurane

(1990)는 Alcaligenes cupidus의 응집제는 2,000,000이라

고 보고하 다.

5. 정제된 생물응집제의 화학적 특성

Sepharose CL-6B column chromatography에 의해 정제

된 LJ-80-II-1은 응집활성이 126.7 unit mg-1이고 총당 함

량이 98.4%이고 단백질은 0.6%를 나타내었다. 정제된

LJ-80-II-1의 구성당을 조사하기 위하여 2 M TFA로 가

수분해하여 gas liquid chromatography (GLC)를 이용하여

당조성을 조사한 결과 (Table 1) 응집제 LJ-80-II-1이 함

유하고 있는 구성당은 mannose : galactose : glucose 등이

1.61 : 0.25 : 1.00의 mole비로 함유되어 있는 것을 확인할

수 있었다.

정제된 생물응집제의 화학적 특성을 볼 때 본 응집제

는 다당의 특성을 가지고 다당 특유의 점성으로 인한

응집기작을 나타내고 응집 후 자연계에서 생분해될 수

있는 생물응집제로 친환경적인 응집제로 이용될 가능성

을 시사하고 있다. 
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Fig. 5. Estimation of molecular weight of LJ-80-II-1 on Sepharose
CL-6B column chromatography. 

Ve-Vo
Vo: Void volume

*Kav==mmmmmmm Vt: Total volume
Vt-Vo

Ve: Elution volume

Table 1. Chemical compositions of purified LJ-80-II-1

LJ-80-II-1 Amount

Total sugar (%) 98.4
Protein (%) 0.6

Sugar composition Molar ratio

Mannose 1.61
Galactose 0.25
Glucose 1.0

Table 2. Purification steps of flocculant

Purification steps Total sugar (mg) Total activity (Units)
Specific activity

Purification folds Yields (%)
(Units mg-1)

Cell free-extract 64,673 758,000 11.7 1 100
EtOH precipitation 1,638 90,090 55 4.7 11.9
DEAE-Toyopearl
650C

347 36,476 105 9 4.8

Sepharose CL-6B 78 9,879 126.7 10.8 1.3
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적 요

Lactobacillus jensenii YW-33이 생산하는 생물응집제의

활성본체를 규명하고자 응집물질을 분리, 정제하고 그

특성을 검토하고자 하 다. 생물응집제의 활성 본체를

조사하기 위하여 배양액을 원심분리하여 균체 자체와 균

체를 제거한 상등액을 비교한 결과 균체를 제거한 상등

액이 86%로 높은 응집활성을 나타냈다. 또한 pronase 처

리와 periodate 산화를 행한 결과 pronase로 처리한 시료

는 무처리군과 비교하여 차이가 없었던 반면 periodate

로 산화시킨 시료는 응집활성이 크게 감소함에 따라 다

당에 기인되는 것으로 추정되었다.

균체가 제거된 상등액을 감압, 농축하여 EtOH 60~

80%의 농도로 분획한 결과 LJ-80을 얻었다. 분리된 LJ-

80을 DEAE-Toyopearl 650C chromatography, Sepharose

CL-6B chromatography을 이용하여 최종 정제된 LJ-80-

II-1을 분리하 으며 HPLC 분석에 의해 순도를 확인했

다. 정제된 LJ-80-II-1의 분자량은 약 800,000 이상이며

총당이 98.4%, 단백질이 0.6%으로 mannose : galactose :

glucose가 1.61 : 0.25 : 1.00의 molecule ratio을 가지고 있

었다.
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