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(54) 폴리-D-(-)-3-하이드록시부티르산의 제조방법

요약

내용 없음.

명세서

[발명의 명칭]

폴리-D-(-)-3-하이드록시부티르산의 제조방법

[발명의 상세한 설명]

본  발명은  미생물을  별도의  연속적인  2개의  발효단계를  거쳐  계속적으로  배양하여,  세균  세포 물질
에서  고수율  및  고함량의  폴리-D-(-)-3-하이드록시부티르산(PHB)를  생체  공학적으로  제조하는 방법
에 관한 것이다.

다수의  원핵성  미생물은  비교적  장시간동안  그들의  세포내에  에너지  및  탄소  저장물질로서  PHB를 축
척할  수  있음이  알려져  있다.  미생물의  세포물질로부터  분리되는  PHB는  유리한  물리적  성질을  갖는 
열가소성  폴리에스테르이며,  PHB는  폴리에틸렌  또는  폴리스티렌이  현재  이용되고  있는  바와  유사한 
목적을  위해  사용될  수  있다.  그러나,  오늘날  통상  사용되고  있는  이들  폴리머와  비교해보면,  PHB는 
생체공학적 경로를 통해 수득되며, 또한 생물학적 경로에 의해 다시 분해할 수 있는 잇점이 있다.

또한  PHB-저장  미생물의  호기적  배양은  세포분열  및  증식의  방향으로  또는  영양배지의  특이 조성물
에  의한  세포내  PHB  저장의  방향으로  선택적으로  조정할  수  있음도  이미  알려져  있다.  공지의 방법
에  있어서,  미생물  세포에서  고함량의  PHB는  영양배지중  탄소공급원의  농도가  성장에  필요한  다른 
영양소,  예를  들면  질소  및  인의  공급에  비해  높고  미생물을  암모늄-  제한  성장  조건하에  배양하는 
경우에 수득된다.

이러한  사실에  근거를  둔  PHB의  2단계  제조방법은  유럽특허  제A-15,669호에  기술되어  있다. 유럽특
허 제A-15,669의 방법에서는, 먼저 메틸로 박테리움 오르가노필리움(Methylobacterium 
organophilium)속의  미생물을,  미생물  군집중  균체(biomass)의  양이  성장기에  일어나는  세포내  PHB 
축적없이  배양액  1ℓ당  20  내지  25g에  달할때까지,  질소  및  인을  완전하고  적절히  공급하고 영양소
의  공급을  제한하지  않으면서  배양한다.  다음에  제2발효단계에서  배지에  질소  및/또는  인을  완전히 
차단  공급함으로써,  재생산  및  세균증식이  정지되며  처음으로  세포내에  PHB가  축적된다.  상기 유럽
특허  제A-15,669호의  방법에  따르면,  PHB  함량이  세포  건조  중량의  25  내지  47중량％  이하인  균체 
물질이 수득된다.

유럽특허  제A-15,669호의  방법에  대해서  진보성이  있는  PHB를  제조하는  발효방법은  유럽특허 제A-
46,344호에  기술되어  있으며,  이  방법은  알칼리게네스  유트로푸스(Alcaligenes  eutrophus)종의 미생
물을  연속적으로  호기배양하는  것이다.  유럽특허  제A-46,344호에  따르면,  그  방법으로  미생물 군집
의  성장을  조절할  수  있으며  동시에,  유럽특허  제A-15,669호의  방법과는  대조적으로,  배양개시부터 
성장에  필요한  영양소  및  미량물질,  특히  질소의  공급을  억제함으로써  세포내에서  고함량의  PHB를 
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얻을 수 있다.

또한  변형  방법에  있어서,  미생물을  함유하며  초기에  제한된  영양  공급조건하에서  이미  25중량％의 
PHB를  축적한  배양액을  제2발효단계로  옮기고  PHB를  50  내지  80중량％까지  축적시키며,  이때  축적기 
동안에는  더  이상  성장하는  것이  바람직하지  못하므로,  성장을  억제시키기  위해  제1단계에서  이미 
제한했던 농도의 영양 조성물을 제2단계에서 발효액에 가하지 않는다.

유럽특허  제A-46,344호의  방법에  있어서,  영양배지에서  탄소  공급원이  더  많이  이용되며,  PHB의 축
적이  증가된다하더라도,  그  방법은  비성장율  및  PHB-생성율이  성장에  필요한  영양  공급의  결핍에 의
해 유의적으로 감소되는 단점을 가지고 있다.

유럽특허  제A-46,344호에  따르는  방법의  또  다른  단점은  알칼리게네스  유트로푸스  종의  발효에 필요
한  최적  온도  범위가  비교적  낮다는  점이다.  그러므로  알칼리게네스  유트로푸스종은  고온에서 배양
될  수  있는  내열성이  높은  미생물의  경우보다  성장  및  PHB의  축적이  더욱  서서히  진행되는  온도 범
위에서 30 내지 34℃로 급냉각하면서 배양해야 한다.

이러한  이유로,  공지의  방법에서는  발효조를  연속  조작하는  동안  잔류시간이  길며,  그에  상당하여 
희석율이 낮으므로 PHB 제조의 수익성에 역효과를 나타낸다.

탄수화물중,  유럽특허  제A-46,344호의  방법에서의  탄소  공급원은  과당이며,  단지  알칼리케네스 유트
로푸스  H  16  균주로부터  유도된  특정돌연변이체가  사용된  경우에는  영양  공급원으로서  포도당이 사
용될  수  있다.  모균주로부터  돌연변이체를  배양하고  수확하는  일은  집약  노동이며,  포도당의 주공급
원으로서,  다량의  이당류  예를들면  당밀  또는  공업용  당액에  함유된  자당도  또한  알칼리게네스 유트
로푸스  H  16으로부터  유도된  돌연변이체의  경우에  이용될  수  없으므로,  이들  돌연변이체를  사용하여 
수득할  수  있는  PHB를  경제적으로  제조하기  위한  영양  공급원의  사용량은  실질적으로  증가되지 않는
다.

유럽특허  제A-46,344호에서  알칼리게네스  유트로푸스외에,  알칼리게네스  속의  다른  종  예를들어 알
칼리게네스  페칼리스(Alc.faecalis),  알칼리게네스  룰랜디(Alc.ruhlandii),  알칼리게네스 라투스

(Alc.latus)  및  알칼리  게네스  아쿠아마리누스(Alc.aquamarinus)가  PHB의  축적에  유용한  것으로 언
급되어  있더라도,  배양  및  농축조건은  이들  종  가운데  어떠한  종에  대해서도  추가로  설명되어  있지 
않으며,  단지  알칼리게네스  유트로푸스  균주에  대해서만  발명의  방법이  명세서  및  실시예에 기술되
어 있을뿐이다.

대조적으로,  본  발명의  목적은  공지의  방법에  따른  단점을  피하고,  저렴한  탄소공급원을  이용하여 
미생물의  세포물질에서  고수율  및  고함량의  PHB를  연속  발효법으로  제조하기  위한  더욱  경제적인 2
단계 방법을 제공하는 것이다.

이러한  목적을  성취하는데  있어서,  놀라웁게도  높은  희석율에서  미생물  군집이  급속히  증식함과 동
시에  PHB가  축적되는  효과가  있으며,  탄소  공급원의  이용성에  대한  미생물의  의존도는  알칼리게네스 
라투스종  또는  그의  돌연변이체를  PHB의  발효  제조시에서  여태까지는  알려져  있지  않았던  조건하, 
36 내지 42℃에서 2단계 발효공정으로 배양하는 경우에 크게 경감시킬 수 있다.

PHB의  신균  제조방법중  몇가지  특성은  공지의  선행기술과는  대조적으로  미생물  군집의  재생산  및 급
성장이  질소  및  인을  적절하고  완전히  공급하면서  영양소를  무제한  공급하므로써  촉진되며, 놀라웁
게도  동시에  성장-제한  조건하에  배양하지  않고서도  PHB의  유효적인  세포내  축적을  이룰수  있다는 
점이다.

이들  조건하에  PHB는  특별한  생산방법으로  제조되며,  영양  배지중  탄소공급원의  이용성은  미생물을, 
영양공급을  억제하지  않고  별도의  2개의  연속적인  배양단계로  계속  배양을  하지만  제2단계에서는 제
1단계에서 보다 용존 산소함량이 낮은 영양 배지에서 계속 배양하는 경우에 우수하다.

본  발명의  방법에  있어서는,  선행분양에서도  보다  고함량의  PHB를  함유하는  균체가  단축된 잔류시간
내에 발효조에 형성되며, PHB의 제조 및 분리방법은 여태까지의 방법보다 더욱 경제적으로 
수행된다.

따라서,  본  발명은  알칼리게네스  속의  미생물을  동화성  탄소,  질소  및  인의  공급원과  미생물  성장에 
필요한  미량영양소  공급원을  함유하는  수성배지  중에서  호기적으로  배양하여 폴리-D-(-)-3-하이드록
시부티르산를  제조하는  방법에  있어서,  알칼리게네스  라투스균주  또는  그로부터  유도된 PHB-축적돌
연변이체를  무제한  성장조건하,  36  내지  42℃에서  미생물  성장을  위한  최적  영양소를  완전 공급하면
서  멸균조건하의  별도의  연속적인  2개의  발효단계에  걸쳐,  즉  용존  산소함량이  공기  포화치의  25 내
지  50％인  제1발효단계에서  배양한  PHB-함유  미생물  군집을  배양액과  함께  계속해서  제2발효단계로 
옮겨  용존  산소  함량을  공기  포화치의  8  내지  15％로  하여  계속배양한  후,  수득된 균체(biomass)로
부터 PHB를 통상의 방법으로 추출하여 분리시킴을 특징으로 하는 방법에 관한 것이다.

본  발명에  따르면  방법을  수행하기  위해서는  알칼리게네스  라투스균주,  예를들면  알칼리게네스 라투
스  균주  DSM[독일연방공화국  미생물  기탁기관,  German  Collection  of Microorganisms]1122(한국기탁
기관  :  한국  종균협회,  기탁번호  :  KFCC-10131,  기탁일  :  1985.2.18.),  DMS  1123(한국기탁기관  : 한
국  종균협회,  기탁번호  :  KFCC-10132,  기탁일  :  1985.2.18.)  및  DMS  1124(한국기탁기관  :  한국 종균
협회, 기탁번호 : KFCC-10133, 기탁일 : 1985.2.18.)가 적절하다.

이들 균주의 형태학적 특성은 문헌 [참조 : Palleroni et al., in Int.Journ. of Systematic 
Bacteriology28,  416-428,  1978]에  기술되어  있으며,  미생물  기탁기관,  예를들면  ATCC(American 
Type  Culture  Collection)의  분류  목록에  기재되어  있다.  DSM번호로  분류되는  미생물의  배양샘플은 
생체  공학  연구회(Biotechnological  Research  Association)의  독일연방공화국  미생물  기탁기관, 독
일연방공화국 스퇴크하임(Stockheim)의 MBH로부터 숙련가에 의해 자유로이 수득할 수 있다.

모균주로부터  통상의  방법에  의해  수득된  알칼리게네스  라투스  균주의  PHB-축적  돌연변이체도  또한 
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본 발명에 따르는 공정을 수행하는데 적절하다.

알칼리게네스  라투스균주는  경제적으로  PHB를  생산하는데  유리한  성질을  가지고  있으며,  성장  및 
PHB 축적을 위해 광범위한 탄소공급원을 이용할 수 있다. 탄소공급원으로는 D-글루코즈, 
D-프락토즈,  락토즈,  말토즈,  자당,  전분,  당밀,  베타인,  그린  시럽(green  syrup),  하이드롤  및 셀
롤로즈  가수분해물과  같은  탄수화물;  글루콘산,  2-케토글루콘산,  포름산,  아세트산,  부티르산, 이소
부티르산,  L-말론산,  D-(-)-타르타르산,  아코니트산,  이태콘산,  m-하이드록시벤조산, p-하이드록시
벤조산,  겐티스산,  프로토카테쿠산  및  만델산의  수용성  염과  같은  유기산  및  그의  에스테르  및  염; 
n-프로판올,  이소프로판올,  2,3-부틸렌  글리콜,  프로필렌  글리콜  및  글리세롤과  같은  알코올; β-알
라닌,  L-알라닌,  L-세린,  L-트레오닌,  L-로이신,  L-시트룰린,  L-오르니틴,  L-아미노부티레이트, L-
아스파르테이트,  L-  아스파르긴,  L-글루타메이트,  L-프롤린,  히푸레이트,  사르코신  및  크레아틴과 
같은 아미노산; 또는 부틸아민과 같은 아민이 있다.

화학무기영양  미생물로서의  성질에  따르면,  알칼리게네스  라투스  균주는  또한  상기에서  언급한 탄소
공급원  외에도,  이산화탄소가  단일  탄소공급원으로서  수소  및  산소와의  혼합물로  이용되는  경우 이
산화탄소를 이용할 수도 있다.

PHB의  생체공학적  제조방법의  수익성은  영양물질중에서  탄소공급원의  비용에  따라  크게  좌우되므로, 
대부분의  화합물이  본  발명에  따르는  발효공정에  사용될  수  있는  사실이  큰  잇점이며,  따라서,  특히 
저렴한 탄소공급원을 사용하여 공정을 개선시킬 수 있다.

본  발명에  따르는  방법의  놀랄만한  유리한  특징은  영양물질의  이용  및  PHB  제조의  수익성을 고려하
여,  쉽게  구입할  수  있는  이당류를  이용하는  것이다.  바람직한  태양에  있어서,  공업용 당액(예를들
면  그린  시럽),  또는  설탕생산의  폐기생성물(예,  당밀)에  함유된  자당이  미생물에  대한 탄소공급원
으로  존재하며,  자당을  사용한  알칼리게네스  라투스  DSM  1123  균주(한국기탁기관  :  한국  종균협회, 
기탁번호  :  KFCC-10132,  기탁일  :  1985.2.18.)의  배양은  고수율의  PHB를  생성할  수  있기  때문에 특
히 유리하다.

미생물에  대해  존재하는,  동화성  탄소화합물이  분자에  질소를  동시에  함유한  그룹인  경우,  탄소  및 
질소는  동일한  자당으로부터  요구될  수  있다.  알칼리게네스  라투스는  또한  질소공급원으로서 암모니
아,  암모늄염(예,  염화암모늄  또는  황산암모늄)  및  질산염을  이용할  수  있다.  또한  필요한 질소요구
량은 공업적 및 생물학적 유출물의 질소함량에 의해 크게 충족될 수 있다.

기타  무기  성분에  관한  발효액의  조성물에는  예를들면  인산  수소  나트륨  또는  인산  수소  칼륨 형태
의  인;  황산  마그네슘과  같은  마그네슘;  염화칼슘과  같음  칼슘;  및  염화  제2철(Ⅲ),  황산  제2철 또
는  철(Ⅲ)  암모늄  시트레이트와  같은  철등이  포함된다.  성장에  필요한  다른  미량  금속은  예를들어 
다음의 조성을 갖는 미량원소 용액의 형태로 영양배지에 가하는 것이 바람직하다 : 

본  발명에  따르는  방법을  수행하는데  있어서,  먼저  하나이상의  예비  배양물을  예를들어  액체 배지중
에서  제조하고,  생산  발효조에서  제조된,  지시된  조성의  발효액에  성장이  잘된  예비  배양물을  약  1 
: 5 내지 1 : 15의 비율로 접종한다.

총  배양기간  동안  제1,  제2발효단계  모두에서  소비된  영양물질을  보충하여,  탄소,  질소  및  인의 공
급원과  모든  유기  및  무기미량  영양소  공급원을  세균증식의  최적  농도내로  유지시킨다.  본  발명에서 
최적영양공급이란  총  발효기간에  걸쳐  완전한  영양공급의  모든  성분들을  무제한  성장조건이 배양에
서  효과가  있는  농도로  함유하며,  미생물이  성장에  필요한  영양소,  예를들면  질소  또는  인의  공급에 
부족함이 없이 제한받지 않는 배지에서 미생물을 배양하는 것을 의미한다.

세균증식을 위한 질소의 최적 공급량은 워버그 호흡계를 사용하여 문헌[참조 : Manometric 
Technigues  by  Umbreit  W.W.,  Burris  R.H.  Stauffer  J.S.,  Burges  Publishing  Company  Minneapolis, 
U.S.A.  1964]에  기술된  워버그의  방법에  따라  측정된다.  알칼리게네스  라투스  균주의  경우,  성장에 
대한  제한조건  없이  최적  질소  공급량은  대체로  총  발효기간에  걸쳐  적어도  45㎎/ℓ의  질소  농도에 
상응하는,  배양액  1ℓ당  황산암모늄  적어도  200㎎이  배지에  존재하는  경우이며,  제1발효단계에서는 
약 50 내지 320㎎/ℓ의 질소농도가 특히 바람직하다.

인의  최적  공급량은  배양액  1ℓ당  인이  적어도  500㎎  존재하는  것을  말하며,  600㎎내지  1.2g/ℓ의 
농도를 유지하는 것이 특히 바람직하다.

본  공정의  최적  발효액은  예를들어  탄소  공급원으로서  배지  1ℓ당  1.5  내지  40g의  자당을  함유하며, 
제1발효  단계에서는  4내지  10g/ℓ의  자당농도가  특히  바람직하다.  놀라웁게도,  본  발명에  따르는 조
건하에  알칼리게네스  라투스  균주를  배양하는데  있어서,  두드러진  PHB  축적상태는  영양제한의 작용
으로,  예를들면  질소의  불충분한  공급에  의해  나타나는  것이  아니라,  성장과  관련된  극히  유효한 
PHB 측정은 미생물에 대한 유리한 성장 조건하에 완전한 영양공급으로 관찰된다.
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영양공급을  제한하지  않은,  성장과  관련된  PHB  축적은  비성장율  및  PHB  생성율이  영양결핍에  의해 
감소되지  않으므로,  영양공급을  제한하여  수행한  공지의  방법에서  보다  상당히  단축된  발효시간내에 
PHB 함량이 높은 고농도의 균체를 수득할 수 있는 잇점이 있다.

높은  성장률  및  생성율을  기준으로,  본  발명에  따르는  공정의  제1발효단계에서의  희석율(D)은 0.3시

간
-1
 내지 0.41시간

-1
이며, 제2발효단계에서는 0.28시간

-1
 내지 0.33시간

-1
의 희석율이 얻어진다.

차원은 |시간
-1
|이다).

제1발효  단계에서,  발효액을  발효조의  최대  유효용적에  달할때까지  연속공급법에  의해  발효조, 바람
직하게는  발효솥에  주입시키는  것이  유리하다.  최대  유효용적에  달하면,  한편으로는  배양물에  일정 
흐름의 새발효액을 가하고, 또 한편으로는 발효조로부터 공급량에 상당하는 양의 발효액을 
회수하고,  생성된  PHB-함유  미생물  군집을  배양액과  함께  제2발효조로  옮겨  연속적으로  반응을  더 
진행시킨다.

배양은  호기조건하,  예를들면  산소  또는  공기를  공급하면서  수행하며,  용존  산소함량은 제1발효단계
에서 시간 단위당 도입된 공기 또는 산소의 양을 변화시켜 공기 포화치의 25  내지 50％의 범위로 유
지시키는  것이  유리하다.  성장  및  PHB  축적을  장해없이  촉진시키기  위해서,  교반된  배지에  멸균 공
기를  도입시키는  것이  유리하다.  또한  교반기  속도를  변화시켜  용존  산소함량을  바람직한  범위내로 
유지시킬 수도 있다.

상기에서  언급된  조건하의  희석율은,  안정한  평형조건에  도달한  후,  제1발효조에서는  미생물  군집이 
PHB  농도를  세포건조중량의  적어도  60중량％,  경제적인  제조방법의  경우  특히  유리하게는  적어도 70
중량％로 하고, 배양액 1ℓ당 건조균체 약 15 내지 25g의 농도를 갖도록 조정한다.

제2발효조는  제1발효조와  동일한  형태를  취하며,  멸균  솥으로  고안될  수  있다.  제2발효단계에서 희
석율은  대체로  제1발효단계에서  보다  낮으므로,  연속조작을  위해서  제2단계에서는  제1  및 제2단계에
서의  희석율의  차이와  추가의  영양공급량을  고려한  유효용적을  갖는  더  큰  발효조에서  미생물을 계
속 배양해야 한다.

제1발효조로부터  공급물에  함유된  잔유농도의  영양소는  제2단계에서  최적의  완전영양공급을 보장하
는  정도까지  새영양소를  가하여  계속해서  보충한다.  이  측정치는  성장기를  총  발효기간에  걸쳐 유지
시키고  세포내에서  고수율의  PHB를  성장과  관련된  방법으로  축적시키는  것을  의미한다.  또한,  성장 
조건하에  제2발효단계에서,  세포축적의  상대적  증가가  관찰되므로,  발효액으로부터  용이하게  균체를 
제거할  수  있다.  따라서,  세포물질은  여과에  의해  쉽게  분리할  수  있으며,  고가의  장치,  예를들면 
원심분리기를 사용하여 분리할 수 있다.

미생물  군집의  최대지수  성장점은  이미  제2발효단계에서  나타났으므로,  사용된  영양소를  효율적으로 
이용하기  위해서  최적  영양  공급에  관해  상기에서  언급한  범위의  낮은  제한치로  영양소  농도를 유지
시키는 것이 유리하다.

그러므로  영양  배지의  조성  및  제2발효단계에서  새영양소의  공급은  배양액에서  탄소  공급원의 농도
가  배양액  ℓ당  자당  약  1.5g  이하로  떨어지지  않는  농도,  바람직하게는  1.5g  내지  2.5g의  농도로 
조정하는  것이  유리하다.  질소  농도는  배양액  1ℓ당  적어도  45㎎,  바람직하게는  약  50  내지 60㎎이
다.

제2발효단계에서는  발효액의  용존  산소  함량을  공기  포화치의  8  내지  15％,  바람직하게는  8내지 10
％로  한다.  용존  영양소  함량의  감소로  산소  전달비용을  감소시킬  수  있는  한편  영양배지에서 탄소
를  보다  많이  이용할  수  있다.  영양공급원의  보다  효율적인  이용은  발효  종료후  배출물에서  탄소의 
잔유농도를 실질적으로 감소시킬 수 있기 때문에 특히 중요하다.

본  발명에  따르는  공정  조건하에서,  미생물은  PHB를  세포건조  중량의  약  84중량％까지  세포내에 축
적할  수  있다.  실제로  방법을  수행하면,  제2발효단계에서  희석율은  미생물  군집이  PHB  농도를 세포
건조중량의  70  내지  80중량％,  바람직하게는  75  내지  80중량％로  하고  배양액  1ℓ당  건조균체  15 내
지 35g의 농도를 갖도록 조정하는 것이 유리하다.

알칼리게네스  유트로푸스종과는  달리,  알칼리게네스  라투스균주는  내열성이  더  크다.  이러한  증가된 
내열성은 두  단계 모두에서 발효의 최적 온도 범위가 36  내지 42℃,  바람직하게는 37°  내지 39℃라
는 사실로 명백해진다.  성장 및  PHB  축적에 대한 촉진 효과외에,  상기 온도 범위에서의 배양은 발효
하는  동안  냉각비용을  상당히  감소시킬  수  있는  잇점이  있다.  냉각  비용이  대체로  발효기 조작동안
에  소요되는  에너지  비용의  절반을  차지하므로,  더  단축된  잔류시간과  함께  고온에서  배양함으로써 
냉각 비용을 절감하는 것이 특히 중요하다.

총발효기간에  걸쳐,  발효액의  pH값은  완충액(예,  인산염  완충액)  또는  수성염기(예,  수산화 칼륨용
액  또는  수산화나트륨용액)을  계속  첨가하여  6.5내지  7.5,  바람직하게는  6.8  내지  7.2로  조정하는 
것이 유리하다.

상기에서  언급한  조건하에,  연속공정조작은  수득된  균체의  조성  및  수율  계수에  아무런  변화없이 수
주동안 유지시킬 수 있다.

탄수화물이  탄소공급원으로  사용되는  경우,  본  발명에  따르는  공정의  두단계  모두에서  0.42  내지 
0.46의  수율 계수(YX/S )가  얻어지며,  즉  사용된  탄수화물  g당  0.42  내지  0.46g의  건조세포가  PHB 함

유 균체의 형태로 수득된다.
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PHB  축적  미생물  군집을  함유하는  배양액을  공급물에  상당하는  율로  회수하여  제2발효조로  옮기고, 
세포물질을  통상의  분리방법,  예를들면  경사법  또는  윈심분리법,  바람직하게는  여과법으로  분리한 
후,  이로부터  PHB를  통상의  방법으로  추출하여,  예를들면  미합중국  특허  제4,101,533호의  방법에 의
해 단리시킨다.

균체를 제거한 발효액은 대체로 저농도의 영양소만을 함유한다.

나머지  영양소를  이용하기  위해,  세포를  제거한  발효액을  제1발효조로  재순환시킬  수  있으며,  최적 
영양농도를 얻고, 더 배양시키기 위해 새 발효액을 가한다.

본 발명은 다음의 실시예로 더 상세히 설명한다 : 

[실시예]

(NH4)2SO 4  1.5g/ℓ와  자당  15g/ℓ를  함유하는  영양배지  I  10ℓ를  멸균  형태로  유효용적  15ℓ의 멸균

발효조에  주입하고,  알칼리게네스  라투스  균주  DMS  1123(한국기탁기관  :  한국  종균협회,  기탁번호  : 
KFCC-10132, 기탁일 : 1985.2.18.)의 성장이 잘된 예비 배양물 1ℓ를 접종한다.

배지 I의 조성은 다음과 같다 : 

용존 산소함량은 교반속도 및 통기율을 변화시킴으로써 공기 포화치의 28 내지 30％내로 
유지시키고,  조작온도는  37℃이다.  발효시키는  동안,  발효액의  pH값은  10％  농도의  멸균  NaOH 수용
액을 사용하여 자동적정에 의해 7.0으로 일정하게 유지시킨다.

추가의  배양과정에  있어서,  영양물질의  농도는  연속  공급법을  사용하여  소비율  및  희석에  상응하는 
새  발효액을  공급하므로써  일정하게  유지시킨다.  새  발효액은  300g/ℓ  농도의  자당용액,  200g/ℓ 농
도의 (NH4)2SO4 용액 및 새 배지 Ⅰ로 구성된다.

반응기의  최대  유효  용적에  달하면,  한편으로는  일정  흐름의  새  발효액을  배양물에  공급하고,  또 한
편으로는  배출물에  상당하는  양의  발효액을  회수하여  연속적으로  유효용적  25ℓ의  제2발효조에  옮겨 
연속  방법을  수행한다.  새로  공급한  영양액은  상기  언급한  조성물에  자당  40g/ℓ, (NH4)2SO 4 4.6g/ℓ 

및  새  배지  Ⅰ을  함유한다.  이러한  방법으로,  몇기간  후에  안정한  평형조건이  이루어지며, 제1발효
단계에서 배양액은 71중량％의 PHB 함량을 갖는 건조균체 16.5g/ℓ을 함유한다.

제2발효조로의  유출물은  잔유농도  0.45g/ℓ의 (NH4)2SO4 와  잔유농도  약  4.1g/ℓ의  자당을  함유한다. 

평형상태에서, 희석율(D)=0.4시간
-1
에 상응하는 새 영양배지 6.0ℓ/시간을 공급한다. 

제2발효조에서,  최대유효용적은  25ℓ이며,  온도  및  pH값은  제1발효단계에서와  동일하게  사용하여 일
정하게  유지시킨다.  대조적으로,  용존  산소농도는  통기율  및  교반기  속도를  변화시킴으로써  공기 포
화치의  8내지  10％로  감소시킨다.  제2발효조에는  제1발효단계로부터의  공급물외에  황산  암모늄 
26.64g/ℓ  및  자당  236g/ℓ를  함유하는  멸균  발효액을  시간당  1.5ℓ  공급하여,  두물질이  이 상태에
서 제한되지 않도록 한다. 이들을 척도로, 총 배양기간에 걸쳐 성장상태를 유지시킨다.

이들  조건하에서,  제2발효단계의  배출물에서는  79중량％의  PHB  함량을  갖는  건조균체  35.5g/ℓ를 함

유하는  배양액이  수득된다.  제2단계에서,  총유량  7.5ℓ/시간에  상응하는, 희석율(D)=0.30시간
-1
이 얻

어진다.

연속발효는  수율계수 YX/S =0.46  또는  균체의  조성에  관해  어떠한  변화도  야기시키지  않고  3주간 문제

없이 유지시킬 수 있다.

알칼리게네스  라투스  균주  DSM  1123(한국  기탁기관  :  한국  종균협회,  기탁번호  :  KFCC-10132, 기탁
일  :  1985.2.18.)을  사용한  PHB의  연속적인  2단계  제조방법에  대한  조작  조건은  다음의  표  Ⅰ에 요
약하였다.
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[표 1]

(57) 청구의 범위

청구항 1 

알칼리게네스  속의  미생물을  동화성  탄소,  질소  및  인의  공급원과  미생물  성장에  필요한  미량 영양
소  공급원을  함유하는  수성배지에서  호기적으로  배양하여  폴리-D-(-)-3-하이드록시부티르산을 제조
하는  방법에  있어서,  알칼리게네스  라투스(Alcaligenes  latus)균주  또는  그로부터  유도된  PHB-축적 
돌연변이체를  무제한  성장조건하,  36  내지  42℃에서  미생물  성장을  위한  최적  영양소를  완전 공급하
면서  멸균조건하의  별도의  연속적인  2개의  발효단계에  걸쳐,  즉  용존  산소  함량이  공기  포화치의  25 
내지  50％인  제1발효단계에서  배양한  PHB-함유  미생물  군집을  배양액과  함께  계속해서 제2발효단계
로  옮겨  용존  산소함량을  공기  포화치의  8  내지  15％로  하여  계속  배양한  후,  수득된 균체(biomas
s)로부터 PHB를 추출하여 분리시킴을 특징으로 하는 방법.

청구항 2 

 제1항에 있어서, 탄소 공급원으로서 자당을 사용하는 방법.

청구항 3 

제1  또는  2항에  있어서,  자당을  단일  탄소  공급원으로  사용하여  알칼리게네스  라투스  균주  DSM 
1123(한국기탁기관  :  한국종균협회,  기탁번호  :  KFCC-10132,  기탁일  :  1985.2.18.)을  배양하는 

방법.

청구항 4 

제1항에  있어서,  탄소  공급원으로서  배양액  1ℓ당  1.5  내지  40g의  자당을  함유하는  영양배지중에서 
배양하는 방법.

청구항 5 

제1항에  있어서,  총  발효기간에  걸쳐  배양액  1ℓ당  적어도  45㎎의  질소를  함유하는  영양배지중에서 
배양하는 방법.

청구항 6 

제1항에  있어서,  제1발효단계에서는  배양액  1ℓ당  탄소  공급원으로서  자당  4  내지  10g과  질소  50 내
지  320㎎을  함유하는  영양배지중에서  배양하고,  제2발효단계에서는  배양액  1ℓ당  탄소  공급원으로서 
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자당 1.5 내지 2.5g과 질소 50 내지 60㎎을 함유하는 영양배지 중에서 배양하는 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 배양액 1ℓ당 적어도 500㎎의 인을 함유하는 영양배지 중에서 배양하는 방법.

청구항 8 

제1항에  있어서,  제1발효단계에서는  PHB  농도를  적어도  70중량％로  하고  배양액  1ℓ당  건조균체  15 
내지 25g의 농도를 갖도록 미생물 군집을 배양하는 방법.

청구항 9 

제1항에  있어서,  제2발효단계에서  용존  산소함량을  공기  포화치의  8  내지  10％로  하여  배양하는 방
법.

청구항 10 

제1항에  있어서,  제2발효단계에서  균체의  PHB  함량을  세포건조  중량의  75  내지  80중량％로 증가시키
는 방법.

청구항 11 

제1항에 있어서, 37 내지 39℃에서 배양하는 방법.

청구항 12 

제1항에 있어서, pH 6.8 내지 7.2에서 배양하는 방법.
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