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서론
   폴리-감마-글루탐산 (poly-γ-glutamic acid)은 D형 및 L형의 글루탐산이 감마-글루타밀(γ-glutamyl)결합으로 중합되어 있는 점액성의 아미노산고분자로서, 전통 콩발효식품인 한국의 청국장, 일본의 낫또, 네팔의 키네마 등에서 분리된 바실러스 속 균주들로부터 생산되며, 분자량은 약 200,000에서 2,000,000정도이다(Ito et al. 1996; Cromwink and Gross 1995;). 이러한 바실러스 속 균주로부터 생산되는 폴리-감마-글루탐산은 식용, 수용성, 음이온성, 생분해성 고분자물질로 흡습제, 보습제 및 화장품의 원료, 및 의약용 담체로 이용이 가능하다(Borbely et al. 1994). 

   최근 폴리-감마-글루탐산을 이용한 난분해성 중합체의 대체소재, 에스테르화 반응에 의한 내열성 플라스틱의 개발과 수용성 섬유 및 막 생산 등에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 또한 감마선 조사에 따른 물성변화 연구 및 가교결합제에 의한 수화겔(hydrogel)의 개발 및 산업화 연구가 추진되고 있어 폴리-감마-글루탐산의 대량생산 연구가 절실히 요구되었다(Choi and Kunioka, 1995).  

 따라서 본 연구에서는 폴리-감마-글루탐산의 산업적 용도개발을 위하여 현재까지 보고되어있는 폴리-감마-글루탐산의 분자량(Mw = 2,000,000)보다 고분자량의 폴리-감마-글루탐산을 생산하는 균주를 자연계로부터 탐색.분리하고, 분리된 균주를 이용하여 고분자량의 폴리-감마-글루탐산의 대량생산 연구를 수행하였다.
실험방법
1. 폴리-감마-글루탐산 생산균주의 탐색∙분리 및 동정
전국 각지로부터 전통 콩발효식품인 청국장들을 수집하여 폴리-감마-글루탐산 생산균주의 탐색∙분리를 위한 시료로 사용하였다. 소량의 각 시료를 멸균 증류수에 현탁시킨 다음, 60℃ 항온수조에서 20분간 열처리하여 바실러스 균이 가지는 내생포자 형성화 과정을 거친 후, 현탁액을 2% 한천을 함유하는 GS 평판배지에 도말하고, 37℃ 배양기에서 3일간 배양하였다.  배양 후, 폴리-감마-글루탐산 생산에 의해 나타나는 점액성 균집락을 형성하는 균체를 분리하였다. 분리된 균체를 폴리-감마-글루탐산을 생산하지 않는 LB배지에서 계대하여 순수분리한 후, 폴리-감마-글루탐산의 생산성이 가장 높은 균주를 선별하였다. 그리고 16S rDNA 염기서열분석, 형태적 특성, 생화학적 특성 등을 확인하여 분리한 균주를 동정하였다.

2. 폴리-감마-글루탐산 생산 및 분리

L-글루탐산의 농도에 따른 분리균주의 폴리-감마-글루탐산 생산성을 확인하기 위하여, 다양한 농도의 L-글루탐산이 첨가된 5 ml의 GS 액체배지 (Glucrose 5%, (NH4)2SO4 1%, KH2PO4 0.27%, Na2HPO4∙12H2O 0.42%, 
NaCl 0.05%, 
MgSO4.∙7H2O 0.5%, 
Vitamin solution  1ml/L, pH6.8 )에 균체를 접종하고 37 oC에서 7일간 배양하면서, 폴리-감마-글루탐산을 분리하여 생산성을 확인하였다. 그리고  5%의 L-글루탐산이 첨가된 3L의 GS배지가 들어있는 5L 발효기에 LB 배지에서 배양한 균주의 배양액을 1% 접종하여 배양함으로써 폴리-감마-글루탐산의 생산을 유도하였다. 배양온도는 30 oC이며, 교반속도는 150 rpm, 공기주입속도는 1 vvm이었다.

합성된 폴리-감마-글루탐산을 분리는 다음과 같이 수행하였다. 먼저 배양액을 윈심분리 (12,000g, 10min)하여 상층액을 모은 후, 6N H2SO4를 가하여 상층액의 pH를 4로 맞추고 4 oC에서 12시간정도 방치하여 다당류의 분해를 유도한 후, 3배의 에탄올에 침전시켜 침전된 폴리-감마-글루탐산을 회수하였다. 회수한 폴리-감마-글루탐산을 증류수에 재용해한 후, 투석막 (MWCO=100,000)을 이용하여 24시간 동안 투석하고 동결건조하여 순수한 폴리-감마-글루탐산을 얻었다.

3. 생산된 폴리-감마-글루탐산의 분자량 측정

폴리-감마-글루탐산의 분자량의 측정은 두가지 방법을 이용하였다. 첫째는 농도구배 SDS-PAGE를 이용한 방법으로 탐색된 균주로부터 생산된 폴리-감마-글루탐산을 약 200 ㎍/㎖의 용액으로 만들고 폴리-감마-글루탐산 용액  80 ㎕를 5× staining buffer 20 ㎕와 혼합한 후 5∼20 %의 농도구배 SDS-Gel에서 전기영동하였다. 전기영동 후 코마시 염색시약으로 표준단백질을 염색한 후 탈색하고, 다시 methylene blue로 폴리-감마-글루탐산을 염색하여 분자량을 비교하였으며, 정확한 분자량은 젤 여과 크로마토그래피(GPC)를 이용하여 측정하였다. GPC를 이용한 폴리-감마-글루탐산의 분자량 분석을 위하여 GMPWXL column(VISCOTEK Co.)이 2개 장착된 GPC system(영인과학)를 사용하였으며, 용매로 0.1N NaNO3를 사용하였고, 용매의 유속은 분당 0.8 ㎖/min으로 분석하였다. 표준물질로는 폴리에틸렌 옥사이드를 사용하였고, 굴절지수 측정기(refractometer, VISCOTEK Co.)를 이용하여 폴리-감마-글루탐산의 분자량을 측정하였다.
결과 및 토론

1. 고분자량의 폴리-감마-글루탐산 생산 균주의 탐색∙분리 및 동정

분리된 폴리-감마-글루탐산 균주는 폴리-감마-글루탐산 생산배지인 GS 한천 평판배지에서는 높은 점액성의 균집락을 형성하였으며, 배양온도 30℃ ~ 55℃에서는 균의 성장이 양호하였고, 60℃ 이상에서는 균체 성장이 확인되지 않았다. 그람양성의 짧은 막대모양으로 세포의 크기는 대략 0.7~0.8 × 2.0~3.0 ㎛였으며, 호기적, 염기적 조건에서 모두 성장을 할 수 있었다.
그러나 기존의 폴리-감마-글루탐산을 생산하는 Bacillus subtilis 균종들과는 달리 nitrate reduction을 하지 못하며, Co2+ 등의 2가 양이온의 첨가에 의해서도 spore 형성이 잘 유도되지 않는 특성을 가지며(그림 1), 12%의 NaCl 농도에서 생장이 가능한 기존의 Bacillus subtilis균과 특성이 다른 호염성의 Bacillus 균주이었다. 

따라서 분리된 폴리-감마-글루탐산 고생산 균주는 Bacillus subtilis의 아종으로 판단되어 Bacillus subtilis Chungkookjang이라고 명명하였다.
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그림 1. B. subtilis Chungkookjang (A)과 B. subtilis Natto IFO3336 (B)의 염색된 spore 사진.
2. 폴리-감마-글루탐산 합성에 관여하는 효소들의 활성 및 합성기작

폴리-감마-글루탐산 합성에 관여하는 효소들의 활성을 측정한 결과, D-AAT, GluRa, 및 AlaRa의 비활성은 각각 0.503, 0.0109, 및 0.153 Unit/mg protein으로 기존의 폴리-감마-글루탐산 생산균주인 B. subtilis Natto와 B. lichemiformis 와는 달리 GluRa의 활성이 매우 낮고, D-AAT의 활성은 4배정도 높음을 확인하여, 이러한 결과로부터 폴리-감마-글루탐산의 합성전구체인 D-글루탐산은 GluRa보다 AlaRa와 D-AAT 효소활성에 의해 생산된다고 판단된다.

본 연구에서 분리한 B. subtilis Chungkookjang의 폴리-감마-글루탐산 생산은 첨가된 L-글루탐산과 AlaRa와 D-AAT의 효소작용에 의해 생성된 D-글루탐산을 전구체로 사용하여 poly-(-glutamate synthetase의 효소작용에 의해 수행된다.

3. 고분자량의 폴리-감마-글루탐산 생산 및 분자량 측정

L-글루탐산의 농도가 폴리-감마-글루탐산 생산에 미치는 영향을 확인한 결과 (그림 2), GS배지에 첨가하여준 L-글루탐산의 농도가 증가할수록 다량의 폴리-감마-글루탐산이 생산됨을 확인할 수 있었다. 또한 L-글루탐산을 첨가하지 않으면 폴리-감마-글루탐산도 생산되지 않았으며, 이러한 결과는 B. subtilis Chungkookjang의 폴리-감마-글루탐산 생산이 L-글루탐산 농도에 의존한다는 것을 의미한다.


그림 2. L-글루탐산 농도에 의한 B. subtilis Chungkookjang의 폴리-감마-글루탐산 생산성 비교. (L-글루탐산의 농도(%) : 0 ; (, 0.05 ; (, 0.2 ; ( , 0.5 ; (, 1.0 ; (, 2.0 ; ()

30L 발효기를 사용하여 B. subtilis Chungkookjang를 배양하면서 시간에 따른 B. subtilis Chungkookjang 의 균성장과 폴리-감마-글루탐산의 생산을 확인한 결과 (그림 3), 폴리-감마-글루탐산의 생산은 세포의 성장과 동시에 일어나 약 24시간의 배양시간에 최대의 폴리-감마-글루탐산의 생산과 세포의 성장이 이루어짐을 확인하였다. 또한 탄소원으로 첨가한 glucose의 소모는 배양기간동안 약 30%정도 소모되었으며, 배양말기에 첨가한 L-글루탐산의 량을 확인한 결과, 약 90%이상의 L-글루탐산이 소모되었음을 확인하였다. 위의 조건에서 생산된 폴리-감마-글루탐산의 건조중량으로 약 20 g/L였으며, 생산된 폴리-감마-글루탐산의 분자량은 약 8,000,000 정도이었다. 
 

그림 3. B. subtilis Chungkookjang의 배양에 따른 고분자량의 폴리-감마-글루탐산 생산. 
배양시간에 따른 폴리-감마-글루탐산의 분자량 변화를 확인하기 위하여 5일정도 배양하면서 배양시간에 따른 폴리-감마-글루탐산의 분자량을 측정한 결과 (표 1), 배양기간동안 분자량과 분자량분포 (polydispersity)의 변화가 없이 분자량은 약 10,00,000정도를 유지하였고, 분자량분포는 약 8.0정도로 유지됨을 확인하였다. B. subtilis Chungkookjang의 폴리-감마-글루탐산 분해활성이 거의 없다는 연구결과로부터 본 연구수행을 통하여 분리된 신 균주 B. subtilis Chungkookjang은 고분자량의 폴리-감마-글루탐산을 생산하는 것으로 판단된다.
표 1. 배양시간에 따른 폴리-감마-글루탐산의 분자량 변화

	Time (day)
	Molecular Weight

(Mw x 10-3)
	Polydispersity

(Mw/Mn)

	1
	10,110
	7.9

	3
	9,810
	7.8

	5
	11,040
	8.0
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