
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 29(6): 426-431 (2014)
http://dx.doi.org/10.7841/ksbbj.2014.29.6.426 ISSN 1225-7117 / eISSN 2288-8268

Glutamate Decarboxylase (GAD)를 이용한 Gamma-Amino Butyric

Acid (GABA) 생산 및 최적화

김의진, 이중헌*

Effects and Optimization of Gamma-Amino Butyric Acid (GABA) Pro-

duction Process using Glutamate Decarboxylase (GAD)

Eui Jin Kim and Jung-Heon Lee*

Received: 14 October 2014 / Accepted: 10 November 2014

© 2014 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract: pH controlled batch reactor and bubble column

reactors have been developed in this research. They were used

to produce high concentration of GABA and to determine

optimal pH for GABA production. Glutamate decarboxylase

(GAD) was isolated from recombinant E. coli and used for

GABA production from monosodium glutamate (MSG). pH

control was inevitable because the pH increased with MSG

consumption. GAD showed highest activity at acidic condi-

tions at pH 5.5 but the optimal pH for GABA production was

pH 6.0. When 1.5 mole of MSG was used as reactant, the 1.05

mole of GABA was produced after 10 hrs batch reaction.

Using bubble column reactors, 80 % of MSG was converted

to GABA for 6 hrs reaction and 1.2 mole of GABA was pro-

duced.

Keywords: Gamma-amino butyric acid, Glutamate decarboxy-

lase, Bubble column reactor

1. INTRODUCTION

4개의 탄소를 중심으로 구성되어 있는 비단백질 구성 아미노

산인 GABA는 혈압강하 [1,2], 혈당강하 [3], 항암효과 [4] 등

의 기능을 나타내는 것으로 알려져 있다. 최근의 연구에서는

Alzheimer's disease [5], 불안장애 [6], 우울증 [7] 등의 질병이

가바성 신경세포 (GABAergic neurons)의 GABA결핍에 원인

이 있는 것으로 보고되고 있다. 최근의 연구는 이러한 질병

의 치료에 사용하기 위한 기능성 식품에 관심이 집중되고 있

다. 연구자들은 GABA가 풍부한 기능성 식품을 만들기 위하

여 녹차 [8], 현미 [9], 보리 [10], 밀 [11], 홍국미 [12] 등 다양

한 종류의 식물을 유산균 발효를 통하여 GABA생산에 관한

연구를 수행하였다. 그러나 이러한 유산균을 이용한 GABA

의 생산증진 방법은 유산균의 대사과정을 이용하기 때문에

GABA의 생산성에 한계가 있다 [13].

유산균을 이용한 GABA의 생산성의 한계를 극복하기 위

하여 GABA의 생산능력을 보유한 재조합 미생물의 개발에

관한 연구 또한 진행되고 있다 [14-16]. 일반적으로 GABA를

합성하는 공정은 glutamic acid decarboxylase (GAD)를 이용

하여 glutamate를 탈 탄산화시켜 GABA로 만드는 과정이다.

이 전환반응은 보조인자인 prydoxal-5'-phosphate (PLP)를 필

요로 하며, GAD는 65 kDa (GAD 65), 67 kDa (GAD 67) 두

개의 isoform이 존재한다 [17-19].

Park 등 [15]은 재조합 E. coli를 이용하여 200 g/L의 MSG

로부터 76.2 g/L의 GABA를 생산하였음을 보고하였다. 또한

Lee 등은 재조합 E. coli에 의해 생산된 GAD를 immobilized

metal affinity chromatography (IMAC)에 고정화시켜 2 M의

GABA를 생산하였음을 보고하였다. 그러나, 고정화 효소를

사용하는 경우에 GABA 생성 도중에 생성되는 이산화탄소

에 의해 반응속도가 느려지는 단점이 있다 [20-22].

본 연구에서는 재조합 E. coli에 의해 생산된 GAD를 활용
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하여 glutamate를 GABA로 전환하는 pH가 제어되는 회분식

효소 반응공정을 개발하였다. 본 연구에서 개발된 GAD를

이용한 회분식 반응기의 pH, 온도, 교반 등의 운전조건을 각

기 비교하여 단위시간당 GABA의 생산을 비교하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약 및 기기

본 실험에서는 탄소원으로 glucose, 질소원으로 ammonium

sulfate, 인산염으로는 KH2PO4, K2HPO4를 사용하였고 미량

원소로는 MgSO4·7H2O를 사용하였으며, yeast extract와 ampi-

cillin을 이용하였다. GAD를 이용한 GABA 생산반응은 mo-

nosodium glutamate (MSG)와 pyridoxal-5’-phosphate (PLP)를

이용하였다. pH 제어를 위하여 사용한 HCl 등의 시약은

Sigma 사로부터 구입하여 사용하였다. 본 배양액을 2 L 제조

하여 121oC에서 15분간 멸균하여 사용하였다. 발효조로는 5

L (Biotron Co.)를 사용하였다.

2.2. 균주 및 GAD(Glutamate decarboxylase)의 분리

본 연구에 사용된 균주는 GAD를 생성하는 E. coli BL-21 변

이주를 사용하였다 [23]. 사용된 재조합 균은 300 mL 플라스

크에 100 mL 배양액을 만든 후 37oC에서 6시간 배양 후 50%

glycerol과 동일한 비로 잘 섞은 후 -70oC에 보관하여 실험에

사용하였다. 재조합 균주의 발효는 5 L 발효기를 사용하였으

며 24시간의 배양이 끝난 후에 배양액을 모두 모아 원심분리

기 (Mega 17R, Han-il Inc., England)를 이용해 10,000 g에서

10분간 원심분리하였다. 침전된 균체를 20 mM sodium citrate

buffer, 20 mM sodium acetate buffer, 20 mM sodium phosphate

buffer와 증류수를 이용하여 균체를 분산 (효소 농도 20배 농

축)시켰으며, 각각의 buffer는 효소의 초기반응과 동일한 pH

를 유지하여 사용하였다. 균체로부터 GAD를 분리하기 위하

여 초음파 파쇄기를 이용하였으며, 초음파 파쇄기 후 원심분

리기를 이용해 10,000 g에서 10분간 원심분리하고 상등액을

취하여 효소 반응에 활용하였다.

2.3. Monosodium glutamate와 gamma-aminobutyric

acid의 분석

GAD 반응을 한 후 생성된 GABA와 MSG를 1-Fluoro-2,4-

dinitrobenzen (DNFB)로 발색을 시킨 후 HPLC를 이용하여

각각의 농도를 측정하였다 [13,24,25]. 이동상은 0.05% TFA/

DW과 0.05% TFA/ACN를 이용하였으며, 분석용 컬럼은

XTerra RP18 (5 µL, 4.6×100 mm)을 사용하고 400 nm에서 0.7

mL/min의 flow rate 조건에서 분석하였다.

2.4. 연속식 pH 제어 GAD 반응기의 제작

반응조는 유리재질로 이루어진 이중 자켓구조를 가지고 있

으며, 반응액의 pH는 pH센서를 이용하여 측정하였다. 측정

된 pH는 pH 제어기로 결과를 입력하고 설정된 pH값보다 높

아지면 정량펌프의 전원이 작동하도록 설계하였으며, 정량

펌프는 HCl용액과 연결되어 전원이 들어오면 일정시간 동

안 효소반응기에 주입 되도록 설계하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 연속식 pH 조절 반응기의 pH 반응조건

효소반응에서 buffer 용액을 사용하는 이유는 pH의 변화에

민감한 효소의 안정성을 유지하기 위함이며, GAD 반응처럼

pH의 조절이 필요한 반응의 경우 고농도의 GABA를 생산하

는 경우 buffer용액의 농도는 더 높아진다. 이러한 buffer용액

농도의 상승은 자연히 염의 증가로 이어진다. 이러한 문제점

을 해결하기 위하여 buffer의 양을 줄이고 자동으로 일정농

도의 pH를 유지해주는 자동화 장치를 도입하여 pH변화에

따른 GABA의 생산성을 확인하였다.

pH 4.5 이하에서는 용해된 MSG가 석출되는 현상 때문에

pH의 자동조절 범위는 석출이 일어나지 않는 범위에서 실험

을 진행하였다. 이 반응에서 MSG의 초기 농도는 500 mM을

사용하였다. 효소 반응기의 pH는 pH 4.5, 5.5, 6.0, 6.5로 조절

하여 실험하였으며, pH를 제어하기 위해서 1 N HCl을 사용

하였다. 그 결과 pH 4.5, 5.5, 6.0로 제어한 반응기에서 10시

간 이후부터는 GABA의 생산량이 현저하게 줄어들었으며,

각각의 10시간 동안 생성된 GABA의 농도는 95 mM, 126

mM, 386 mM, 55 mM로 분석되었다(Fig. 1). 각 pH별 실험결

과를 비교해볼 때 pH 6.0에서의 생산량이 가장 뛰어났으며,

pH 6.5로 제어하였을 때, 3시간 이후부터는 GABA가 생산되

지 않았다. GAD반응의 pH별 시간당 생산속도를 비교해 보

면, 초기 1시간 동안에는 pH 5.5에서 가장 높은 생산속도를

나타냈으며, 이 후 시간이 지나면서 pH 4.5, 5.5, 6.0 모두 생

산속도가 점차 감소하는 경향을 나타냈다. 반응시작 한 시간

까지 pH 4.5에서 생산속도가 가장 높았으나 생산속도가 급

격히 감소하고, pH 6.0으로 제어했을 때 가장 많은 GABA가

생산된 것을 확인하였다.

3.2. 교반속도와 HCl용액의 농도 변화에 따른 GABA 생

산

교반 속도가 GABA생산에 미치는 영향을 연구하였다. MSG

의 초기 주입량을 1.5 mole로 증가시켜 교반에 따른 영향을

조사 하였다. 저속 교반방법 고속 교반방법의 비교를 통하여

반응에 적합한 교반속도를 확인하기 위하여 간헐적으로 돌

아가는 정도의 160 rpm과 표면에 소용돌이가 형성되기 시작

하는 교반속도인 700 rpm을 비교하였다. 교반의 음성대조군

으로 50 rpm을 사용하였다. 그 결과 반응초기 1시간 동안에

는 700 rpm에서 GABA의 생산량이 265 mM로 160 rpm보다

21 mM이 더 많이 생성되었다. 그러나, 반응 1시간 이후부터

는 160 rpm의 생산량이 더 많이 증가하였으며, 10시간 이후

에서는 160 rpm이 260 mM 이상의 GABA가 더 생산된 것을

확인할 수 있었다(Fig. 2). 이러한 결과는 초기에는 격렬한 교
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반속도로 인하여 물질전달이 원활하게 이루어진 결과에 기

인한 것이며, 1시간 이후 생산량이 감소한 것은 격렬한 교반

에 의해 물리적인 stress로 인하여 GAD의 안정성이 떨어져

서 나타난 결과이다. GABA의 생성에 적합한 교반속도는 낮

은 속도로 교반이 수행되는 160 rpm 정도가 적합한 것을 확

인하였다. pH 제어반응에서 염의 생성을 최소화하기 위하여

buffer의 사용을 줄이게 되면서 pH를 제어할 때 사용하는

HCl 용액의 농도가 중요하다. HCl용액의 농도가 높게 되면

pH 제어 시 반응기 내의 pH가 급격하게 변하게 되고 이러한

pH의 변화는 효소의 안정성을 낮추게 된다. 이와는 반대로

HCl용액의 농도가 낮게 되면 pH를 제거하기 위해 사용되는

HCl용액의 용량이 많아지게 되고 이렇게 많아지는 HCl용액

의 부피는 반응기의 부피증가로 이어지게 된다. 반응기의 부

피증가는 반응기 제작에 있어 고려되어야 하는 부분이며, 이

렇게 증가되는 부분을 최소화하기 위해서는 HCl용액을 반

응에 영향을 미치지 않는 범위 내에서 고농도로 사용하여야

만 한다. 이러한 부분을 확인하기 위하여 HCl용액의 농도를

1.5 mole의 MSG를 전환하는 범위에서 고려하여 실험하였다.

HCl용액의 농도는 1.5 mole의 MSG를 GABA로 전환시킨 농

도에서 HCl의 농도를 3 M까지 증가시켜 실험하였다(Fig. 3).

고 농도의 HCl용액이 효소의 구조적 안정성을 붕괴시키는

영향을 최소화하기 위하여 주입구 및 주입량을 최소화 하여

실험을 수행하였다. 그 결과 HCl의 농도가 증가될수록 생성

된 GABA의 양이 줄어드는 것을 확인하였다. 이러한 결과는

농도가 높은 HCl용액이 효소의 안정성을 낮추게 되어 점차

생성된 GABA의 양이 줄어든 것으로 생각된다.

3.3. 초기 MSG농도 변화에 따른 GABA 생산

GAD반응의 교반속도, pH, HCl용액의 농도 등을 고려하여

1.5 mole의 MSG를 GABA로 전환하는 공정을 확립하였다.

이렇게 확립된 공정에서 생산되는 GABA 생산성을 향상 시Fig. 1. Effect of pH on GABA production and productivity.

Fig. 2. Effect of agitation speed on GABA production.

Fig. 3. Effects of the HCl concentration for pH control on GABA

production.
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키기 위하여 초기 MSG의 주입량을 2.0 mole로 높여서 단위

시간당 생성된 GABA를 비교실험 하였다. 대량 생산공정의

도입을 고려하여 반응기 부피변화를 확인하였으며, 시간당

생성된 GABA를 측정하여 비교하였다. 그 결과 10시간의 반

응이 진행된 이후 반응기의 부피는 초기 반응기 부피대비 3

배를 넘지 않는 범위에서 반응이 종결되었으며, 그 때 생성

된 GABA는 1.05 mole로 65 % 이상이 전환됨을 확인하였다

(Fig. 4). 초기 MSG를 2.0 mole로 반응을 시작한 결과 46시간

에 76%의 전환율을 나타냈으며 1.52 mole의 GABA를 생산

하였다. 1.5 mole의 MSG를 사용하여 GABA를 생산한 경우

에는 10시간 반응 후 1.05 mole의 GABA를 생산할 수 있었다.

단위시간당 생산성을 비교하였을 때 1.5 mole의 MSG를 사

용하는 경우 생산성 측면에서 대량 생산공정에 더 적합하다.

동일한 효소를 사용한 경우 1.5 mole의 MSG보다 2.0 mole의

MSG를 이용할 경우 더 높은 농도의 GABA를 생산할 수 있

으나 생산속도의 감소로 인하여 생산성은 떨어지게 된다.

3.4. Bubble column 반응기를 이용한 GABA 생산

Bubble column 반응기는 교반 반응기와 달리 기계적인 교반

장치가 없고 기포가 교반을 담당하고 있다. 공기는 분사기를

통하여 분사하게 되는데 단순히 공기만 불어넣는 정분사기

(static sparger)와 공기와 액체가 jet형태로 분사되는 동분사

기 (dynamic sparger)의 두 가지로 나눌 수 있다. 공기의 겉보

기속도 (superficial gas velocity)가 5 cm/s 이하일 때는 기포의

크기는 균일하고 상승속도도 서로 비슷하다. 이 때 유동특성

을 bubbly flow라고 한다. 이 유동특성 범위 내에서 액체를 기

포와 같은 방향으로 흘리면 기포 체류량도 줄고 bubbly flow

도 안정화된다. 효소 반응기내의 혼합만을 고려할 때는 와류

를 일으킬 수 있는 churn type의 flow pattern이 적합하지만,

이러한 와류와 큰 bubble은 bubble column의 최상층면에서

효소의 구조를 붕괴할 가능성이 크다. 따라서 본 연구에서는

bubbly flow가 가능하도록 bubble column reactor를 디자인

하였으며, 공기의 주입은 동분사기 (dynamic sparger)의 형태

를 취하였다.

그 결과 bubble을 이용하여 교반하고 동분사기를 이용하여

산을 주입하는 bubble column reactor의 경우 반응시간 6시간

만에 GABA의 생산량은 1.2 mole이 되었으며, 이 농도는 전

환율이 80%에 도달하는 결과이다. Bubble column reactor와

교반기를 이용한 반응기를 전환율로 비교하면, 1시간까지는

비슷한 전환율을 나타내지만 1시간 이후부터 6시간까지 bu-

bble column reactor의 전환율이 교반반응기의 전환율 보다

30% 정도 향상됨을 보여 주고 있다. 이러한 결과는 bubble에

의한 교반이 impeller에 의한 교반보다 효소에 주는 stress가

적다는 것을 입증하는 결과이며, 또한, 동분사기 형태에 의

한 pH의 제어가 우수하게 이루어졌음을 확인할 수 있는 결

과이다. 1 L bubble column 반응기를 사용한 경우 1.5 mole의

MSG를 6시간에80% 전환하여 1.2 mole GABA를 생산할 수

있었다 (Fig. 5).

4. CONCLUSION

본 연구에서는 pH 제어 효소반응기를 이용한 GABA의 생성

공정을 연구하였다. GABA의 생성을 위해서 GAD를 이용한

효소반응 공정을 이용하였으며, 효소반응 공정을 최적화 한

뒤 pH 제어기를 이용하여 자동 pH제어 공정을 확립하였다.

확립된 자동 pH제어 공정을 반응기 부피 1 L로 scale-up test

를 수행하였다. 그 결과 GAD를 이용한 효소반응 공정은 초

기 MSG 농도는 1.0 M, 반응온도는 37oC, 1 M의 HCl을 이용

하여 pH 6으로 제어하면서 동분사기를 이용하여 HCl을 반

응기에 주입하는 bubble column 반응기의 형태에서 가장 높

은 전환율을 얻을 수 있었다. 본 연구에서 도입한 공정은 순

도 높은 GABA를 생성하는 공정으로 반응기의 내부에 용액

은 buffer의 사용을 최소화 하였으며, 위의 조건으로 반응을

Fig. 4. Effect of initial MSG concentration on GABA production. Fig. 5. Effect of reactor type on GABA production.
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진행하여 6시간에 1.2 mole의 GABA를 생성하였다.

GAD의 반응은 pH 4~5 범위에서 활성이 높은 것으로 알려

져 있다 [26]. 결과에서도 pH 4.5에서 생산속도가 가장 높았

으나, 반응 1시간 이후부터는 활성이 크게 떨어졌다. GAD의

활성을 측정하는 실험은 저 농도의 기질에서 이루어진 실험

이지만, 생산성을 고려한 연구에서는 pH의 변화를 제어하기

위하여 HCl을 사용한다. 설정되어 있는 pH 값이 낮을수록

HCl의 주입의 빈도수가 증가하게 되고 HCl의 주입빈도수의

증가는 효소의 구조적인 stress를 유발하게 된다. 반응 1시간

이후부터 GAD의 활성이 저해되어 생산성이 줄어든 현상은

이러한 효소의 구조적인 stress로 인한 활성의 감소로 나타난

현상이다. 이러한 현상은 HCl의 농도를 다르게 한 실험에서

동일한 결과로 나타났다. 0.5 mole의 HCl을 이용한 실험에서

GABA의 생산성이 줄어든 원인도 HCl의 주입 빈도수의 증

가에 따른 현상으로 예상된다. HCl에 대한 stress를 줄이기

위하여 pH값을 높게 설정하게 되면, GAD의 활성부위가 손

상을 입게 되어 활성을 급격하게 잃게 된다 [17,27]. 이러한

이유로 pH 6.5에서 현저한 생산성의 저하가 나타나게 되었

다. GABA의 생산성을 증대시키기 위해서는 추후 반응기와

HCl의 주입 빈도수 및 pH의 조절에 관한 연구가 필요할 것

으로 생각된다.
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