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박테리오신 신속 추출을 위한 Aqueous Two Phase System 고찰
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Abstract

Bacteriocins are ribosomally synthesized proteinaceous substances produced by bacteria. They exhibit antimicrobial
activity against closely related species and food-borne pathogens. Those produced by lactic acid bacteria (LAB) sug-
gest a new direction for food preservation as they are often employed in food processing and food fermentations
as natural biopreservatives. However, this new market demands the development of new downstream strategies to
maximize its efficiency and economics. Aqueous two-phase system (ATPS) is a liquid-liquid fractionation technique,
which has emerged as a powerful tool for the efficient extraction and purification of peptides, enzymes, and proteins
due to its versatility, lower cost, process integration capability, and ease to scale-up. In this review, we introduce
polymer-salt ATPS and surfactant-assisted ATPS for bacteriocin separation and provide an overview of the effects
of parameters such as tie line length, pH, and properties of polymers and salts.
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서 론

박테리오신은 다양한 미생물이 생산하는 천연 항균성 단

백질로 리보솜에서 합성된다(Pingitore et al., 2007). 항생

제는 광범위한 박테리아에 작용하여 살균 또는 정균작용을

통해 제어하는 반면에 박테리오신은 생산 균주 또는 밀접

하게 관련된 박테리아에 대해서만 항균작용을 하는 특징을

가지고 있다(Pingitore et al., 2007).

유산균 유래 박테리오신은 천연 생물 방부제로 식품 가

공과 발효에 자주 사용되기때문에 식품 산업에서 특히 중

요하다(de Vuyst and Leroy, 2007). 식품의 유통기한을 연

장하기 위해 사용하는 아질산염과 이산화황 같은 화학 방

부제는 인체 건강과 식품 영양가에 부정적인 영향을 미칠

수 있다(Rai et al., 2016). 반면 박테리오신은 인체에 무독

하고 잔류성이 없으며, 열과 pH에 대해 비교적 안정성이

높다는 점에서 화학 방부제의 대체 물질로서 그 효용성이

증대되고 있다(de Vuyst and Leroy, 2007). 최근 소비자들

의 건강에 대한 관심 증가로 천연 식품 또는 화학 방부제

무 첨가 식품에 대한 수요가 증가하고 있으며, 동시에 유

통기한이 긴 최소 가공 식품에 대한 요구가 증가함에 따라

박테리오신은 천연 방부제로서 식품의 안전성을 확보할 수

있는 수단으로 인식되고 있다(Boye and Arcand, 2013).

그러나 상업적 박테리오신 생산의 주요 방해 요인은 생

산비용이 높다는 것이며, 여기에는 두가지 주요 원인이

있다(Özel et al., 2018). 첫째는 미생물에서 생합성 되는

박테리오신이 매우 소량이다. 이를 해결하기 위해 지난

수십년 동안 다양한 분자생물학적 및 대사 공학적 연구가

지속되었고, 유전자 재조합, 박테리오신 구조 변경, 대사

조절을 위한 발효시스템 개발 등을 통해 박테리오신의 대

량 생산 가능성을 확인하였다(Özel et al., 2018; Gor et

al., 2020). 또한, 유청이나 당밀과 같은 성장 배지를 대체하

는 원료도 생산 수율이 높아졌다(Kotelnikova and Gelfand

2002; Guerra and Pastrana, 2003; Nadar et al., 2017). 둘

째는 박테리오신 정제를 위한 하부공정(downstream)이 고

가이기 때문이다. 미생물로부터 박테리오신 생산량을 늘리

기 위한 연구가 지속되고 있음에도 불구하고 여전히 가격

이 비싼 이유가 여기에 있다. 일반적으로 박테리오신의 회

수 및 정제에는 황산암모늄이나 유기용매를 이용한 침전,
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여과 또는 원심분리, 투석, 이온교환 크로마토그래피와 같

은 수많은 공정 단계가 필요하다(Przybycien et al., 2004).

이러한 다단계 정제 공정은 높은 생산비용과 시간 소모,

대량 생산의 어려움 등 많은 단점을 가지고 있다(Nadar et

al., 2017). 이외에도 유기용매 기반 추출은 단백질 분자의

상당한 변성을 유발할 수 있다는 문제도 있다(Banik et al,

2003). 따라서 생물학적 활성을 잃지 않는 범위에서 최소

한의 단계로 경제적이고 효율적인 분리 및 정제 기술의 개

발이 필요하다. 

다양한 산업분야에서 요구되는 박테리오신의 정제 정도

는 각 응용 분야에 따라서 다르다. 식품 산업에서 활용하

기 위해서는 박테리오신을 부분 정제하는 것만으로도 충분

할 수 있다(Jamaluddin et al., 2018). 이와 관련해서 최근

에는 간편하고 신속한 부분 정제를 위해 고분자 수용액의

액체-액체 상분리 현상을 이용한 연구가 활발하게 진행되

고 있다(Nadar et al., 2017). 주로 물을 기반으로 구성된

수성-이상계 시스템(Aqueous two-phase system; ATPS)은

외부자극에 민감한 생물학적 물질에 온화한 환경을 제공하

기 때문에 다양한 생체 분자(단백질, 효소, 항체, DNA 등)

의 분리 분야에서 주목받고 있다(Iqbal et al., 2016). 또한

이 방법은 발효 배지에서 직접 박테리오신을 추출하기 때

문에 정제 공정을 단순화 할 수 있다(Dutra-Molino et al.,

2014). 이에 본 리뷰에서는 수성-이상계 시스템 기술과 유

형, 박테리오신의 정제에서 수성-이상계 시스템 방법의 적

용, 그리고 수성-이상계 시스템 분할에 영향을 미치는 요

소 및 제한점에 대하여 검토하였다.

수성-이상계 시스템(ATPS)

수성-이상계 시스템(ATPS)은 혼합되지 않는 액체-액체

분별 기술이다. 즉, 두 종류의 고분자가 물에 잘 용해되지

만 친화성이 낮아 서로 섞이지 않으면서 두 층으로 분리되

는 원리를 이용한 것이다(Albertsson, 1971). 이 방법은 반

드시 고분자들만 이용되는 것이 아니라, 고분자(폴리머)-염,

알코올-염, 계면활성제-염 등을 활용할 수 있는 것으로 알

려져 있다(Nadar et al., 2017). 이 방법은 단백질, 효소,

DNA, 바이러스, 세포, 항체 등 광범위한 생체 분자의 정

제 및 회수를 위해 사용되었고, 이에 따라 계속 발전되

었다(Iqbal et al., 2016). 또한 수성-이상계 시스템의 고

분자 수용액은 70-90%가 물로 구성되어 있고 상형성

(phase forming) 고분자가 극성이 전혀 없어 환경 친화적이

며 가격이 저렴한 고분자 물질을 사용함으로 경제적이다.

ATPS 기술은 연속 작동이 가능하고, 대량 생산이 용이하

며, 생체 분자의 농축과 정제를 동시에 할 수 있으므로 처

리 시간을 단축할 수 있다(Iqbal et al., 2016). 

수성-이상계 시스템의 성공여부는 시스템 매개 변수(수

성 상 구성)를 잘 조작하여 적절한 분배 계수(K, 상부층

과 하부층의 생체 분자 농도 비율)를 설정하고, 박테리오

신 분리를 위한 적절한 용매의 선택하는 것에 달려있다.

일반적으로 수성-이상계 시스템을 활용한 박테리오신 정

제를 위해서는 크게 4 단계의 유용한 전략 개발이 필요

하다. 첫번째 단계는 목표 단백질 및 기타 오염 물질의

물리 화학적 특성을 정확하게 분석하는 것이고, 두번째는

적절한 수성-이상계 시스템 유형(폴리머/폴리머, 폴리머/

염)을 정하는 것이고, 세번째 단계는 수성-이상계 시스템

유형의 시스템 매개변수(tie-line length, volume ratio,

pH)를 정확하게 측정하는 것이다. 마지막 단계는 대상

제품 회수율과 순도에 대한 공정 매개 변수의 영향을 평

가하는 것이다(Rosa et al., 2010). 

수성-이상계 시스템(ATPS)의 유형

가장 일반적인 수성-이상계 시스템은 폴리머-폴리머(예:

polyethylene glycol (PEG)-dextran) 또는 폴리머-염(예:

PEG-Ammonium sulfate) 시스템이며, 가장 많이 활용되고

잘 확립되어 있는 조합이다(Table 1). 다른 유형으로는

알코올-염, 이온액체 기반(Louwrier, 1998; Sun et al.,
2009; Asenjo and Andrews, 2012; Ruiz-Ruiz et al., 2012;

Molino et al., 2013) ATPS와 계면활성제를 이용하는 수성

미셀-이상계 시스템(Aqueous Micellar Two-phase System,

AMTPS) 등이 있다(Ruiz-Ruiz et al., 2012; Vicente et al.,

2014; Amid et al., 2015). 폴리머-폴리머 시스템은 이온

강도가 낮기 때문에 이온 환경에 민감한 용질을 분리,

회수 및 정제하는데 사용하는 것이 좋다. 폴리머 중에서

PEG는 분자량이 다양하고, 독성이 낮고, 경제적이며, 휘발

성이 적기 때문에 수성-이상계 시스템에서 많이 사용한다.

친화성 리간드의 사용은 폴리머에 공유 결합함으로서 소수

성 특성을 조작할 수 있으며, 이는 생체 분자의 회수율 및

정제 수율을 높일 수 있다. 염은 수성-이상계 시스템에서

생체 분자 사이의 소수성 상호작용을 조절할 수 있으며,

단백질 주변 환경을 변화시켜 분할 작용을 유도한다. 알코

올-염 시스템은 폴리머-염 시스템에 비해서 저렴하며 점도

가 낮고 성분 회수가 쉽고 침전이 빠르다는 장점이 있지만

대부분의 단백질은 알코올이 풍부한 상과 호환되지 않는다

는 단점 때문에 다양하게 활용하기 어렵다(Cabezas 1986;

Goja et al., 2013). AMTPS는 막단백질과 같이 이온 환경

에 민감한 단백질의 경우 비이온성 계면 활성제가 ATPS

형성에 사용될 수 있어 유용하다. 현재까지 박테리오신 정

제를 위해 활용한 ATPS 연구에서는 폴리머-염의 구성이

가장 많았으며(Lappe et al., 2012; Abbasiliasi et al.,
2014; An et al., 2017; da Silva et al., 2018; Abdul et

al., 2020), Triton X-114를 사용한 AMTPS 활용 연구가

일부 연구자들에 의해 수행되었다(Jozala et al., 2008;
Jozala et al., 2013; Sant’Anna et al., 2016).
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ATPS에서 분할(층 분리)에 미치는 요인

ATPS는 추출하고자 하는 물질의 종류에 따라 폴리머

의 분자량 및 농도, 그리고 염의 종류 및 농도 등이 분

할에 큰 영향을 준다(Porto et al., 2008; Rahimpour et

al., 2016; Yücekan and Önal, 2011). 이러한 매개변수는

반데르발스, 소수성, 수소 결합 및 이온 상호 작용과 같은

화학적·물리적 상호 작용의 수를 변경함으로써 단백질 분

할에 직접적인 영향을 미친다. 일반적으로 박테리오신의

적절한 분할은 정제 인자(purification factor; PF), 분배계수

(K), 수율(yield, %), 비활성(specific activity) 측면에서 예

측된다.

폴리머의 종류과 분자량, 농도

ATPS에서 주로 사용되는 폴리머의 종류에는 폴리에틸렌

글리콜(polyethylene glycol; PEG)과 덱스트란(Dextran)이

있다. 친수성을 띈 이러한 고분자들은 인체에 무해하며

의약품, 식품 및 화장품 산업 등에 널리 사용되고 있다.

폴리머의 분자량은 크기에 따라 탄소수와 표면 소수성이

변화하기 때문에 단백질의 분할 거동(partitioning behavior)

에 큰 영향을 미친다(Mattiasson and Ling, 1986). 분자량

의 선택은 분할의 첫 단계에서 이루어지며, 박테리오신 분

할을 위해 다양한 범위의 PEG 분자량(600-20,000 Da)이

사용되었다. 일반적으로 PEG-염 시스템에서는 PEG 분자

량이 증가함에 따라 분배 계수(K)가 낮아진다. 즉, PEG가

풍부한 단계(top phase)에서 단백질에 대해 사용 가능한 자

유 부피(free volume)가 감소하여 생체 분자를 하부 단계

로 밀어낸다(Karkas and Önal, 2012). 그러나 PEG-폴리머

시스템에서는 PEG 분자량이 증가함에 따라 분할 효소의

소수성과 분배 계수(K)가 선형적으로 증가한다(Tubio et

al., 2004; Andrews and Asenjo, 2010). 따라서 박테리오신

의 효율적인 분할을 위해서는 표적 단백질의 성질과 특성

에 맞는 적절한 폴리머를 선택해야한다. 

분자량 외에도 폴리머의 농도는 ATPS에서 생체분자의

분할에 중요한 역할을 한다. 폴리머의 분자량이 높을수록

상 분리에 필요한 고분자 농도는 낮아지며, 폴리머의 농도

가 증가함에 따라 상 간의 밀도, 점도 차이가 증가한다

(Tello, 1994). PEG-염을 활용한 시스템에서 PEG 농도가

높으면 생체 분자 분할에 관여하는 고분자 단위의 수도 증

가하므로 생체 분자와 PEG 사이의 더 많은 소수성 상호

작용으로 인해 더 많은 분자가 PEG 상으로 이동하게 된

다(Tello, 1994). 박테리오신 분할에 사용된 PEG의 농도는

8-28%(w/w)로 다양하며 대부분 PEG의 농도가 높아질수록

좋은 분리 및 정제도를 보였다(Table 2). 그러나 da Silva

et al. (2018)은 저농도의 PEG 10000과 sodium

polyacrylate으로 구성된 ATPS에 의해 상당히 높은 정제

수율로 Lactobacillus plantarum ST16Pa 배양액으로부터

박테리오신을 추출하는 데 성공했다. 따라서 박테리오신을

성공적으로 분할하기 위해서는 박테리오신의 표면 특성에

따라 적절한 PEG의 분자량과 농도를 선택해야 한다.

중성염(NaCl)의 첨가

일반적으로 폴리머-염시스템에서 NaCl을 첨가하면 두 상

사이의 전위차 및 단백질 소수성을 변화시켜 생체분자의

수율과 선택성을 개선하는 효과가 있다(Rosa et al., 2007).

NaCl의 첨가로 인한 소수성의 증가는 단백질 표면에 결합

된 물분자를 제거하는 것으로 얻어진다. 결국 소수성 부분

이 노출되어 폴리머 상과의 소수성 상호작용을 촉진할 수

있다. 또한 NaCl의 첨가는 전하와 관련하여 단백질 주변의

환경을 조작하여 분할 거동을 변화시킨다(Rosa et al.,

2010). 일반적으로 음전하를 가진 단백질은 PEG-염시스템

에서 상부 단계(PEG가 풍부한 층)로 분할되는 경향이 있

는 반면 양전하를 가진 단백질은 하부 단계(PEG가 거의

없는 층)로 이동한다(Karkas and Önal, 2012). 그러나 고농

도의 NaCl을 첨가하면 시스템에 존재하는 단백질의 변성

을 유발할 수 있으므로, 0.1-1.0 M 수준의 낮은 농도로 첨

가하는 것이 바람직하다. Abdul et al. (2020)은 PEG 4000-

Na
3
C

6
H

5
O

7
 시스템에 4%의 NaCl을 첨가하여 Lactobacillus

bulgaricus 배양액에서 박테리오신(M1-UVs3000)을 높은

수율 (82.69 %)로 얻을 수 있었다.

pH 조정 

ATPS의 pH는 용질의 전하를 변경하거나 단백질 표면

특성을 변경할 수 있기 때문에 분할에 영향을 준다. 단백

질의 순 전하는 등전점(pI)보다 높은 pH의 경우엔 음으로,

낮은 pH의 경우에는 양으로 바뀐다. pH가 pI와 같으면 순

전하는 0이 된다(Hatti-kaul, 2001). 더 높은 pH 시스템에

서 음전하를 띠는 생체 분자는 상부 단계를 선호하고 분배

계수를 증가시킨다. 즉, 표적 단백질의 pI 보다 높은 pH

값은 “양의 쌍극자 모멘트(positive dipole moment)”로 인

해 PEG가 풍부한 상에 친화성을 갖도록 유도한다(Barbosa

et al., 2011; Kianmehr et al., 2014). 중성(pH 7)인 조건은

대부분의 단백질과 효소에서 ATPS 분할을 수행하기에 안

정하다. 중성(pH 7) 이상의 값은 PEG-phosphate 시스템이

적합하며, pH 6.5 미만은 PEG-sulfate 시스템과 호환된다.

타이 라인 길이(Tie line length, TLL)

PEG-염 시스템에서 TLL은 두 상의 조성이 평형상태일

때 각 평형상이 임계점으로부터 떨어진 거리를 의미한다

(Cho and Kang, 2004). TLL이 짧을수록 분배계수(K)가 1

에 가까워지며 이는 목표 단백질의 분할이 덜 선택적으로

이루어진 것을 뜻한다. 반대로 TLL의 증가는 PEG층으로

의 분할을 위한 더 큰 소수성을 제공하여 분배계수(K)의

증가를 야기한다(de Souza et al., 2014). 따라서 하부 단계



292 김종희·이은선·김부민·함준상·오미화
T

a
b

le
 1

. 
T

y
p

es
 o

f 
A

T
P

S
 w

it
h

 e
x
tr

a
ct

io
n

 o
f 

m
ic

ro
b

ia
l 

en
zy

m
es

T
y
p
es

 o
f 

A
T

P
S

R
ep

re
se

n
ta

ti
v
e 

ex
am

p
le

s
A

d
v
an

ta
g
es

D
is

ad
v
an

ta
g
es

R
ef

er
en

ce
C

o
m

p
o
si

ti
o
n
 o

f 
A

T
P

S
E

n
zy

m
e

P
o
ly

m
er

-S
al

t
P

E
G

 3
0
0
0
/ 

A
m

m
o
n
iu

m
 s

u
lp

h
at

e
In

v
er

ta
se

L
o
w

 v
is

co
si

ty
 a

n
d
 l

es
s 

ti
m

e 
co

n
su

m
in

g
H

ig
h
 i

o
n
ic

 s
tr

en
g
th

M
ad

h
u
su

d
h
an

 a
n
d
 R

ag
h
av

ar
ao

, 
2
0
1
1

P
E

G
 4

0
0
0
/ 

P
o
ta

si
u
m

 p
h
o
sp

h
at

e
L

ip
as

e
A

n
to

v
 e

t 
al

.,
 2

0
1
6

P
o
ly

m
er

-p
o
ly

m
er

P
E

G
 4

0
0
0
/ 

P
o
ly

ac
ry

la
te

 1
5
0
0
0

A
m

y
lo

g
lu

co
si

d
as

e
E

as
il

y
 a

m
en

ab
le

 a
n
d
 m

o
d
if

ia
b
le

H
ig

h
 v

is
co

si
ty

A
lc

ân
ta

ra
 e

t 
al

.,
 2

0
1
3

P
E

G
 8

0
0
0
/ 

D
ex

tr
an

 T
5
0
0

L
ip

as
e

O
o
i 

et
 a

l.
, 
2
0
1
1

A
lc

o
h
o
l-

sa
lt

E
th

an
o
l/

A
m

m
o
n
o
u
m

 s
u
lf

at
e

P
ro

ly
l 

en
d
o
p
ep

ti
d
as

e
L

o
w

 c
o
st

, 
lo

w
er

 v
is

co
si

ty
, 
le

ss
 t

im
e 

co
n
su

m
in

g
, 
re

cy
cl

in
g
 o

f 
al

co
h
o
l

D
en

at
u
ra

ti
o
n
 o

f 
la

b
il

e 
en

zy
m

e,
 

h
ig

h
 v

o
la

ti
li

ty
 o

f 
al

co
h
o
l

Ji
an

g
 e

t 
al

.,
 2

0
2
1

2
-p

ro
p
an

o
l/

 P
o
ta

ss
iu

m
 p

h
o
sp

h
at

e
L

ip
as

e
O

o
i 

et
 a

l.
, 
2
0
1
1

S
u
rf

ac
ta

n
t/

 a
lc

o
h
o
l 

(A
M

T
P

S
) 

T
w

ee
n
-8

0
/M

an
n
it

o
l

P
o
ly

g
al

ac
tu

ro
n
as

e
R

ec
y
cl

in
g
 o

f 
al

co
h
o
l 

an
d
 l

o
w

 
v
is

co
si

ty
D

en
at

u
ra

ti
o
n
 o

f 
la

b
il

e 
en

zy
m

e
V

ic
en

te
 e

t 
al

.,
 2

0
1
4

T
ri

to
n
X

-1
0
0
/ 

X
y
li

to
l

L
ip

as
e

A
m

id
 e

t 
al

.,
 2

0
1
5

T
a
b

le
 2

. 
E

x
tr

a
ct

io
n

 o
f 

b
a
ct

er
io

ci
n

s 
fr

o
m

 f
er

m
en

ta
ti

o
n

 b
ro

th
 b

y
 u

si
n

g
 A

T
P

S

B
ac

te
ri

o
ci

n
S

o
u
rc

e
A

T
P

S
K

p
/P

F
1
)  

Y
ie

ld
2
)  

R
ef

er
en

ce
s

P
o
ly

m
er

S
al

t
N

aC
l

C
er

ei
n
 8

A
B

a
ci

ll
u
s 

ce
re

u
s 

8
A

P
E

G
 (

2
5
%

)
A

m
m

o
n
iu

m
 S

u
lf

at
e 

(2
0
%

)
1
M

2
0
.8

/0
.9

6
8
7
.7

1
 (

%
)

L
ap

p
e 

et
 a

l.
, 
2
0
1
2

B
L

IS
P

ed
io

co
cc

u
s 

a
ci

d
il
a
ct

ic
i 
K

p
1
0

P
E

G
 8

0
0
0
 (

2
6
.5

%
)

S
o
d
iu

m
 c

it
ra

te
 (

11
%

)
0
%

-/
8
.4

3
8
1
.1

8
 (

%
)

A
b
b
as

il
ia

si
 e

t 
al

., 
2
0
1
4

B
ac

te
ri

o
ci

n
L

a
ct

ip
la

n
ti
b
a
ci

ll
u
s 

p
la

n
ta

ru
m

 S
T

1
6
P

a
P

E
G

1
0
0
0
0
 (

8
%

)
S

o
d
iu

m
 p

o
ly

ac
ry

la
te

 (
8
%

)
[C

h
]C

l 
0
.5

M
-

9
3
.3

6
 (

%
)

d
a 

S
il
v
a 

et
 a

l.
, 
2
0
1
8

B
L

IS
L

a
ct

ip
la

n
ti
b
a
ci

ll
u
s 

p
la

n
ta

ru
m

P
E

G
 4

0
0
0
 (

2
0
%

)
A

m
m

o
n
iu

m
 s

u
lf

at
e 

(1
8
%

)
1
.3

%
/7

.7
9

(%
)

A
n
 e

t 
al

., 
2
0
1
7

M
1
-U

V
s3

0
0

L
a
ct

o
b
a
ci

ll
u
s 

b
u
lg

a
ri

cu
s

P
E

G
 4

0
0
0
 (

11
.4

%
) 

im
p
re

g
n
at

ed
 

o
n
 A

m
b
er

li
te

 X
A

D
4

S
o
d
iu

m
 c

it
ra

te
 (

2
%

)
4
%

3
.2

6
8
2
.6

9
 (

%
)

A
b
d
u
l 
A

zi
z 

et
 a

l.
, 
2
0
2
0

A
n
ti
m

ic
ro

b
ia

l 
p
ep

ti
d
e 

P
3
4

B
a
ci

ll
u
s 

sp
. 
P

3
4

P
E

G
 4

0
0
0
 (

2
0
%

)
A

m
m

o
n
iu

m
 s

u
lf

at
e 

(2
0
%

)
1
M

0
.1

7
/6

.6
4

7
5
 (

%
)

S
an

t’
A

n
n
a 

et
 a

l.
, 
2
0
1
6

B
ac

te
ri

o
ci

n
 Z

4
9

St
re

p
to

co
cc

u
s 

p
a
ra

u
b
er

is
 Z

4
9

P
E

G
 6

0
0
 (

1
5
%

)
S

o
d
iu

m
 s

u
lf

at
e 

(3
0
%

)
8
%

-
-

B
ar

k
 a

n
d
 K

h
an

g
, 
2
0
1
0

n
is

in
L

a
ct

o
co

cc
u
s 

la
ct

is
 A

T
C

C
 1

1
4
5
4

P
E

G
 4

0
0
0
 (

1
5
.9

9
%

)
S

o
d
iu

m
 s

u
lf

at
e 

(1
5
.8

5
%

)
-

-
11

1
.6

0
 (

%
)

L
i 
et

 a
l.
, 
2
0
0
1

N
is

in
L

a
ct

o
b
a
ci

ll
u
s 

sp
.

P
E

G
 6

0
0
0
 (

2
8
%

)
M

ag
n
es

iu
m

 s
u
lf

at
e 

(4
%

)
-

-/
5

-
S

in
g
h
 a

n
d
 M

an
d
al

, 2
0
0
7

A
n
ti
m

ic
ro

b
ia

l 
su

st
an

ce
L

a
ct

o
co

cc
u
s 

la
ct

is
P

E
G

 2
0
0
0
0
 (

11
%

)
M

ag
n
es

iu
m

 s
u
lf

at
e 

(3
.5

%
)

-
-

-
L

i 
et

 a
l.
, 
2
0
0
0

1
) K

p
, 
p
ro

te
in

 p
ar

ti
ti

o
n
 c

o
ef

fi
ci

en
t;

 P
F,

 p
u
ri

fi
ca

ti
o
n
 f

ac
to

r
2
) Y

ie
ld

 (
%

):
 (

to
ta

l 
ac

ti
v
it
y
 o

f 
to

p
 p

h
as

e/
 t
o
ta

l 
ac

ti
v
it

y
 c

ru
d
e 

su
p
er

n
at

an
t)

×
1
0
0

T
a
b

le
 3

. 
E

x
tr

a
ct

io
n

 o
f 

b
a
ct

er
io

ci
n

s 
fr

o
m

 f
er

m
en

ta
ti

o
n

 b
ro

th
 b

y
 u

si
n

g
 s

u
rf

a
ct

a
n

t 
b

a
se

d
 A

M
T

P
S

B
ac

te
ri

o
ci

n
S

o
u
rc

e
A

M
T

P
S

K
p
/P

F
Y

ie
ld

R
ef

er
en

ce
s

S
u
rf

ac
ta

n
t

S
al

t 
o
r 

S
o
lv

en
t

N
aC

l

N
is

in
L

a
ct

o
co

cc
u
s 

la
ct

is
T

ri
to

n
 X

-1
1
4
 (

2
%

)
-

-
-

Jo
za

la
 e

t 
al

., 
2
0
0
8

A
n
ti
m

ic
ro

b
ia

l 
p
ep

ti
d
e 

P
3
4

B
a
ci

ll
u
s 

sp
. 
P

3
4

T
ri

to
n
X

-1
1
4
 (

6
%

)
-

-
2
0
/-

11
. 
2
5
 (

%
)

S
an

t’
A

n
n
a 

et
 a

l.
, 
2
0
1
6

N
is

in
L

a
ct

o
co

cc
u
s 

la
ct

is
T

ri
to

n
 X

-1
1
4
 (

2
%

)
A

m
m

o
n
iu

m
 s

u
lf

at
e 

(5
%

)
-

5
.1

/-
-

Jo
za

la
 e

t 
al

., 
2
0
1
2

C
er

ei
n
 8

A
B

a
ci

ll
u
s 

ce
re

u
s 

8
A

T
ri

to
n
 X

-1
1
4
(4

%
)

-
-

-
-

L
ap

p
e 

et
 a

l.
, 
2
0
1
2

D
iv

er
ci

n
 V

4
1

C
a
rn

o
b
a
ct

er
iu

m
 d

iv
er

g
en

s
T

ri
to

n
 X

-1
1
4
 (

2
%

)
-

-
-

1
0
 (

%
)

E
ti
v
ie

r 
et

 a
l.
, 
2
0
0
0

B
L

IS
P

ed
io

co
cc

u
s 

a
ci

d
il
a
ct

ic
i 
K

p
1
0

A
O

T
 (

1
.0

5
 m

M
)

A
ce

to
n
e

1
m

M
-/

5
3
.8

8
6
.3

W
o
n
g
 e

t 
al

., 
2
0
1
7

1
) K

p
, 
p
ro

te
in

 p
ar

ti
ti

o
n
 c

o
ef

fi
ci

en
t;

 P
F,

 p
u
ri

fi
ca

ti
o
n
 f

ac
to

r
2
) Y

ie
ld

 (
%

):
 (

to
ta

l 
ac

ti
v
it
y
 o

f 
to

p
 p

h
as

e/
 t
o
ta

l 
ac

ti
v
it

y
 c

ru
d
e 

su
p
er

n
at

an
t)

×
1
0
0



박테리오신 신속 추출을 위한 Aqueous Two Phase System 고찰 293

의 단백질은 감소하고 상부 단계의 단백질 수율이 증가하

게 된다(Mehrnoush et al., 2012). 또한 PEG-염 시스템에서

TLL을 증가 시키면 더 효과적으로 염석(salting-out)이 가

능하여 단백질이 상부 단계로 이동하게 된다(de Silva and

Franco, 2000). 한편 PEG 단계에서 단백질 용해도가 불충

분하면 단백질이 계면에서 침전된다. 용해도 및 염분 허용

한계는 단백질의 특성에 따라 다르며 이에 따른 분할 거동

도 다르다(Ferreira et al., 2007). Abbasiliasi et al. (2014)

은 Pediococcus acidilactici Kp10 배양액에서 bacteriocin-

like inhibitory substance (BLIS) 분할 시 PEG 8000-

Na
3
C

6
H

5
O

7
 시스템을 사용하였고, TLL이 증가함에 따라 상

부 단계로 더 많은 BLIS가 이동하였다. 

박테리오신 추출을 위한 ATPS의 적용

대표적 박테리오신인 니신(nisin)은 1969년에 Food and

Agriculture Organization (FAO)와 World Health Organization

(WHO)에서 안전한 첨가제로 인정받았으나 복잡한 정제

공정, 낮은 수율에 따른 높은 단가 때문에 많이 활용되지

못하고 있다. ATPS는 이를 해결하기 위한 적합한 경제적

접근방식 중 하나이다. Table 2에서 미생물 배양액으로부

터 박테리오신을 추출하기 위해 ATPS를 이용한 연구에 대

해 소개하였다. Lappe et al. (2012)은 PEG-염을 활용한

ATPS의 다양한 조합으로 cerein 8A를 정제하였다. 가장

높은 분배 계수(K: 9.4±4.9)는 PEG (20%)-(NH
4
)
2
SO

4
 (20%)

의 조합에서 나온 반면, 가장 높은 수율(87.71%)은 PEG

(20%)-(NH
4
)
2
SO

4
 (20%)에 1M NaCl을 첨가한 시스템을

통해 달성되었다. 정제도(0.96)는 낮아졌지만, 저자는 본

연구에서 ATPS의 조건 설정을 위해 무기염의 유형과 나

트륨 첨가와 같은 기본 변수만 다루었기 때문에 분리에

영향을 줄 수 있는 또 다른 중요한 매개 변수(예: 시스템

구성, PEG의 분자량 및 pH 등)를 최적화 하여 정제도를

높일 수 있을 것으로 보인다. 또한, Abbasiliasi et al.

(2014)은 PEG와 sodium citrate로 구성된 ATPS를 사용하

여 P. acidilactici Kp10 배양액으로부터 BLIS를 정제하기

도 하였다. PEG 8000 (26.5%)-sodium citrate (11%) 그리

고 46.38%의 TTL에서 정제도 8.43, 수율 81.18%를 달성하

였다. L. plantarum ST16P의 박테리오신은 PEG 10000

(8%) 및 sodium polyacrylate (8%)로 구성된 ATPS을 사

용하여 배양 상등액에서 정제되었는데, 이들은 분할 촉진

첨가제로서 0.5 M choline chloride을 사용하여 훨씬 더 높

은 분배 계수(Kbac: 32)와 함께 높은 수율(약 93%)을 달

성하였다(da Silva et al., 2018). 이와 같은 결과를 볼 때,

복잡한 발효액에서 박테리오신의 일차 추출 방법으로서

ATPS의 잠재력이 크다고 생각한다.

AMTPS는 비이온성 계면 활성제를 사용하여 원하는 생

체 분자를 분리하기 위한 ATPS 기반 기술을 변형한 것으

로, 특정 계면 활성제 농도 및 온도에서 상 분리(미셀이

풍부한 상 및 미셀이 부족한 상)가 일어난다(Rangel-Yagui

et al., 2004). Table 3에서는 박테리오신 추출에 사용된

AMTPS를 정리하였다. Jozala et al. (2008)은 상업용 및

생합성 니신을 추출하기 위해 AMTPS 방법을 활용하였고,

그 구성으로서 Triton-X 114의 단일 사용 가능 여부를 조

사하였다. 다양한 농도의 Triton X-114 (0, 2, 4, 6 및 8%)

에서 L. sakei 성장 저해와 니신 활성도를 확인한 결과,

2%를 사용하는 것이 가장 적합하다는 결과를 얻었다. 상

업용 니신의 경우 2%의 Triton X-114가 있는 상태에서 총

활성도가 103 AU만큼 향상되었다(Jozala et al., 2008). 니

신은 미셀이 풍부한 상으로 분배되었고, 이러한 현상이 일

어나는 것은 니신의 소수성 특성과 작은 크기의 분자(3

kDa) 때문이라고 설명하였다. 그러나 분배계수(K) 외에 수

율 및 정제 정도에 대한 성능은 조사하지 않았다. Jozala et

al. (2013)도 Triton X-114 (2%)와 염으로 구성된 AMTPS

를 사용하여 니신 추출을 시도하였다. MgSo
4
 및

(NH
4
)
2
SO

4
이 첨가되었을 때 항균활성은 5.0 log AU/mL로

염이 없는 단일 AMTPS보다 크다는 것을 확인하였다.

Cerein 8A의 추출은 4% Triton X-114의 단일 사용으로 미

정제 상등액의 초기 활성(3,200 AU/mL)을 유지하였고, 분

배계수(Kcer)는 2.5로 2%, 6%의 Triton X-114보다 큰 값

을 나타냈다(Lappe et al., 2012). 이것은 Trition X-114의

농도가 높아질수록 “exclude-volume effects”로 인해 대부

분의 단백질이 미셀이 부족한 단계로 분할되기 때문이다.

실용적인 관점에서 Trition X-114를 이용한 분리방법은

cerein 8을 미셀이 풍부한 상에서 추출할 수 있는 동시에

미셀이 부족한 층을 통해 대부분의 불순물을 제거할 수 있

었다(Lappe et al. al., 2012). Etivier et al. (2000)은 Triton

X-114를 이용한 상 분할 및 교환 크로마토그래피를 조합하

여 Carnobacterium divergens V41 배양액으로부터 divercin

V41을 정제하였고, 높은 비활성(108 AU/mg)값을 얻었다.

이를 통해 Triton X-114를 이용한 상 분할이 원심분리를

이용한 세포 분리의 예비 단계를 대체할 수 있었다. 또

한 이 방법에서 사용한 계면활성제(Triton X-114)를 크로

마토그래피 단계의 첫 번째 용출로 쉽게 제거할 수 있음

을 강조하였다. 또 다른 예로 Wong et al. (2017)은 P.

acidilactici Kp10의 발효액에서 BLIS를 정제하기 위해

계면 활성제(Bis 2-ethylhexal sulfosuccinate sodium salt:

AOT)에 침전하는 방법을 사용하였으며, pH 4에서 1.05

mM의 AOT 및 아세톤 추출(1 mM NaCl 사용)로 86.3%

수율 및 53.8 정제 인자를 얻었다.

추출 과정에서 관찰되는 박테리오신의 독특한 특징 중

하나는 정제 후 순도의 증가와 함께 비활성의 증가이다

(Jozala et al., 2008). Moreno et al. (2001)은 이것을 억제

화합물의 제거와 덜 활동적인 박테리오신 응집체의 해리에

기인했다고 보고하였다. 예를 들어, Zhang et al. (2009)의
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연구에서 정제된 pentocin 31-1은 특이 활성이 1,381.9배

증가하였고, 정제 수율은 76.8% 였다. 또한 Jozala 등

(2015)은 유청에서 Lactococcus lactis 발효에 의해 생성

된 니신을 정제하기 위해 소수성 상호반응 크로마토그래

피(hydrophobic interaction chromatography, HIC)를 사용하

였고, 높은 정제도(PF, 물: 774, PBS: 284)를 달성하였다.

박테리오신의 정제 공정에서 고려하여야 할 또 다른 측

면은 활용 목적에 따라 필요한 제품의 순도이다. 필요한

순도 수준은 주로 박테리오신 적용 방향에 따라 다르다.

박테리오신 특성화 연구(구조 및 기능)의 경우는 높은 제품

순도가 요구되는 반면, 식품 및 생물 보존을 위해 활용하

는 경우에는 높은 순도의 박테리오신이 필요하지 않을 수

있다. 예를 들어 Zhang et al. (2014)은 나노여과 단계의

잔류물에 NaCl을 첨가한 후 최종 분무 건조 단계를 거쳐

박테리오신(pediocin PA-1)이 풍부한 보존제를 생산하였다.

산업 적용을 위한 제한점 및 전망

ATPS는 단일 단계의 정제 방법으로 높은 회수율과 순도

를 제공하며 경제적이고 환경 친화적 공정으로 인해 산업

계에서 선택할 수 있는 하부 공정 처리의 매력적인 대안이

다(Yau et al., 2015). 그러나 분할 메커니즘에 대한 제한

된 지식과 ATPS 실험 설계, 설치 및 작동에 대한 이해

부족은 여전히 산업적 활용을 방해하는 요소이다. 특히,

효소나 고분자 단백질과는 달리 박테리오신과 같은 저분

자 단백질 분할을 위한 ATPS 적용에 관한 연구는 매우

부족한 실정이다(Jamaluddin et al., 2018). 또한 상업적 규

모에서 ATPS의 성공적인 구축을 위한 전략이 필요하다.

이를 위해 정제 과정과 관련된 다양한 매개변수의 영향을

분석하고 매개변수 간의 상호작용을 평가하여 최적 조건을

예측할 수 있는 응용 프로그램이 개발되어야 한다. 이러한

도구는 실험 시간을 크게 단축하고 최상의 분할 조건을 제

공함으로서 생산 공정의 효율성과 경제성을 향상 시킬 수

있다(Iqbal et al., 2016).

앞으로 ATPS는 이론적, 실험적으로 빠르게 진화할 것으

로 예상되며, 이를 통해 더 새로운 유형의 ATPS가 개발될

수 있다(Yau et al., 2015). ATPS에 대한 더 많은 지식은

더 발전된 응용 프로그램의 개발로 이어질 것이며, ATPS

를 다른 유망한 도구와 통합하여 개발하면 박테리오신과

같은 고부가가치 제품에 적용할 수 있는 강력한 분리 기술

이 될 수 있을 것이다.

요 약

박테리오신은 다양한 식품에서 천연 보존제로 그리고 항

생제 대체제로 잠재력을 가지고 있다. 그러나 박테리오신

의 다단계 정제 공정은 높은 생산 비용을 야기하여 상업적

이용 등 소비자 접근성에 장애요인이 되고있다. 식품 등

일부 산업 분야에서 활용하기 위한 박테리오신의 순도는

그리 높지 않아도 되며, 이에 따라 정제 공정을 간소화하

여 생산 비용을 낮추고 공정 효율성을 강화할 수 있다.

이러한 관점에서 박테리오신 등에 적용할 수 있는 수성-

이상계 시스템(ATPS)은 높은 정제 수율과 빠른 처리 시

간으로 인해 산업분야에서 하부 공정 처리 기술로 적절한

대안이 될 수 있으며, 고분자 수용액이 70~90% 물로 이

루어진 친환경적 기술로서 환경보호에도 도움을 줄 것으

로 전망된다.
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