
Ch. 11 생성물의 회수와 정제

• 생성물: 세포자체, 세포외 성분, 세포내 성분

• 회수와 정제

- 어떤 산업공정에서도 필수적

- 많은 공정단계 필요

- 많은 경우 생성물 생산보다 더 큰 비용

ex) 세포내 생산물: 전체 생산비용의 50% 이상 차지

구연산: 100 g/L 시작 -> $1-2/kg 판매

치료용 단백질: 0.00001 g/L 시작 -> $100,000,000/kg 판매



생성물의 회수와 정제 방안

네 가지 기본적 기능

1. 불용성 생성물과 다른 고체의 분리

2. 생성물의 1차분리 또는 농축과 대부분의
수분제거

3. 오염화학물질의 정제 또는 제거

4. 건조와 같은 생성물의 제조

공정상의 수분: 초기제거

-> 후속과정시설규모 최소화









불용성 생성물의 분리: 첫번째 단계

발효액 전처리 필요

- 열처리

- pH와 이온세기 조절

- 응고제와 응집제의 첨가

1.여과

2.원심분리

3.응고와 응집



여과

- 비용면에서가장효과적

- 발효액을여과매체를통해 흘려보내면여과체표면
에서 고체 침적 -> 여과케이크형성

- 규조토인피복층으로덮음

- 발효액에적은 양의응고제또는 여과보조제첨가

- 진공상태에서통이 회전됨에따라 얇은 세포층이통
에 부착

- 세포층의두께는케이크형성을위해 설계된부분에
서 증가

- 칼날이케이크를베어내는배출지점까지도달하는
동안 고체층은세척, 탈수

- 항생제발효에서발효액으로부터균사분리에흔히
사용





원심분리

- 원심력에 의해 액체로부터 100 – 0.1 um 크기 입자 분리

- 중력침강: 종단 침전속도 (terminal settling velocity) 도달
-> 전체 힘 = 0

FG = FD + FB

- Rep < 0.3 일 때, Stokes 방정식

- 원심력장: 중력가속을 원심가속으로 치환

- 원심분리기 설계: 먼저 주어진 발효액의 유량을 처리할 수
있는 원심분리기 용량 고려





응고와 응집

- 원심분리, 중력침강, 여과 이전에 성능 개선 위해 세포 덩
어리 형성에 이용

- 응고 (coagulation): 간단한 전해질인 응고제 사용, 분산
된 콜로이드로부터 작은 덩어리 형성

- 응집 (flocculation): 다전해질 또는 CaCl2 같은 염 사용, 
작은 덩어리를 침강될 수 있는 보다 큰 입자로 집적
(agglomeration)



세포파쇄: 세포내 생성물의 경우

기계적 방법
액체배지

1. 초음파진동기 (ultrasonic vibrator, sonicator)

- 세포내성분 (효소, 대사물질)은세포파쇄에의해 발효액으로방출

- 민감한효소를변성시키거나 세포조각을파편화

- 열 발생

2. French 압착기

- 스테인레스스틸로된 속이 빈 실린더

- 세포죽 (cell paste)을채운 후 고압을가하는장치

- 세포죽을실린더바닥에있는 니들 밸브를통해 대기압상태로압출 -> 세포
파쇄

3. Dyno-Mill

- 작은 비드 이용

- 80% 정도의비드가채워져수평으로놓여 있는 분쇄실로세포 현탁액통과



세포파쇄: 세포내 생성물의 경우

기계적 방법

고체배지

1. Ball mill

2. Hughes, X-압착기



세포파쇄: 세포내 생성물의 경우

비기계적 방법
1. 삼투충격: 배지의삼투압을변화시키면특히 그람 음성균의주변세포질

(periplasmic space) 단백질이방출

2. 얼음결정을이용한파쇄: 세포죽을천천히얼린 다음 다시 녹이면세포벽과
세포막이깨져서효소가배지로방출

3. 열 충격

4. 아세톤, 부탄올, 완충용액으로처리후동결건조

5. Lysozyme (탄화수소분해효소): 박테리아의세포벽용해 (lysis), 고가, 산업
용으로널리 사용하지않음

6. 고농도 EDTA: 세포외피구성물질 2가 이온 추출

7. 항생제처리: 페니실린, 사이클로세린, 세포벽합성 방해







가용성 생성물의 분리

1. 액체-액체추출

2. 수성 이성분계추출

3. 침전

4. 흡착

5. 투석 (dialysis)

6. 역삼투

7. 한외여과와미세여과

8. 교차흐름여과 (cross-flow filtration)

9. 크로마토그래피

10. 전기영동 (electrophoresis)

11. 전기투석 (electrodialysis)
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높은 이온세기에서
단백질의용해도는이온세기에대해
대수적으로감소









유기산 (100<MW<500), 무기이온 (10<MW<100)

- 저분자량용질이 고농도에서저농도영역으로이동





역삼투

- 순수한물 -> 염포함수용액으로 물분자 이동

- 물은 쉽게 막을 통과, 염은 통과 X

- 물이 염 용액으로이동됨에따라 압력 증가

- 삼투압 Φ = CRT(1+B2C+B3C
2+…)

- 매우 묽은 용액 (이상용액): B2=B3=0, Φ = CRT

- 역삼투: 염을 포함하는 상에 압력을가함

막의 한 면에 용질(염)분자농축

ΔP> Φ 일 때 용매선속(flux)은농도구배와반대방향

- 0.6M 염용액: 30-40기압의압력 필요 -> 고압 요구

- 생물분리에서 응용 제한, 수분제거와농축 목적

- 농도분극 (concentration polarization): 막 표면 위에 용질분자침적

용매흐름에 저항, 막 표면 위의 난류정도증가로극복



거대분자분리

박테리아, 효모 분리

깨지기쉬움

(0.1% 초과)

- 막: 분자체 (molecular sieve)

- 액체선속은액체 본체에서용질농도증가에따라대수적으로감소 (그림 11.16)



한외여과와 미세여과







-> 젤 형성 부분적제거

ΔPM의최대값은 Pi

세라믹막: Pi를 아주 높은 값까지올릴 수 있음







교차흐름여과 (cross-flow filtration)

주요 막 형태

- 실관형 (hollow fibers): 부피에
대해 큰 표면적, 더 쉽게 막힘

- 평판형 (flat sheets): 제조 및 막
교체 용이, 더 높은 압력에서 운
전 위해 막 지지체 첨가, 부피에
대해 낮은 표면적

- 나선 감김형 (spiral wound): 부
피대 표면적을 증가시키기 위해
구성된 평판 시스템



교차흐름여과 (cross-flow filtration)

주요 응용

- 농축: 용질 수용액으로부터 물 제거

- 정제: 용매와저분자량생성물을고분자량화합물로부터분리

- 투석여과 (diafiltration): 염, 당, 알코올등 저분자량용질은여과기통과, 생성
물은 잔류액에남음, 계를 떠나는투과액은탈이온수로대체

한외여과 (ultrafiltration)

- 단백질, 효소, 발열원 (pyrogen, 박테리아세포벽의지질다당류), 세포잔해, 
바이러스분리

- 온건한조건 (T=20-30oC, P=5-50 psi)에서운전

- 에너지효율적, 저렴, 비파괴적, 운전 용이

미세여과 (microfiltration)

- 박테리아와효모 현탁액농축, 세포를제거한상등액마련

- 원심분리대체



- 고체와 액체의 접촉장치: 충전층, 이동층, 유동층, 교반용기접촉장치





(mobile, stationary phase)

- 연속적, 반연속적, 대부분 회분식운전



크로마토그래피

종류

- 흡착 크로마토그래피 (adsorption chromatography, ADC): 약한 van 
der Waals 힘과 같은 입체적인상호작용에의해 알루미나, 실리카 같
은 고체입자위에 용질분자 흡착

- 액체-액체분배 크로마토그래피 (liquid-liquid partition 
chromatography, LLC): 흡착된 액상과통과하는용액 사이에서용질
입자의분배계수 (용해도) 차이에 기초

- 이온교환 크로마토그래피 (ion-exchange chromatography, IEC): 정
전기적인힘에 의해 이온교환수지입자에이온 또는 전하를띠는 화
합물 흡착

- 젤여과 (분자체, 크기배제) 크로마토그래피 (gel filtration 
chromatography, molecular sieving chromatography, size 
exclusion chromatography): 용질분자의크기와모양에따라서충전
입자의작은 구멍으로용질분자침투, 거대분자의분자량결정



크로마토그래피

- 친화성크로마토그래피 (affinity chromatography, AFC): 용질분자와지지입자
위에 결합되어있는 리간드 (기능성분자) 사이의특이한화학적상호작용, 

담체: 보통 agarose, 

간격팔 (spacer arms): 선형 지방족탄화수소, 입체장애감소, 

리간드: 효소저해제또는 기질 (효소분리), 단일군항체 (항원분리)

- IMAC (immobilized-metal-affinity chromatography): 지지체표면에착화되어
있는 금속 이온에대해 용질의서로 다른 친화력이용, 금속의낮은 비용, 정지
상의 재생 용이

- 소수성크로마토그래피 (hydrophobic chromatography, HC): 용질분자 (예: 단
백질)와지지입자위의 작용기 (예: 알킬잔기) 사이의소수성상호작용

- 고압액체크로마토그래피 (high-pressure liquid chromatography, HPLC): 충
전관에높은 액체 압력 가함, 고압의액체 (높은액체 유속)와조밀한관 충전
으로 용질분자에대한 빠르고높은 분리능

IEC, AFC: 생물공정에서단백질회수를위해 가장 널리 이용











660 kDa

12 kDa





2차원 전기영동
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-전해질과 단백질 농축
- 투석보다 훨씬 빠르고 더 효과적인
탈염방법
- 이온교환막 (ion-exchange 
membrane, IEM): 얇은 판 형태의 이
온교환수지



정제의 마무리 단계 (결정화, 건조)

결정화 (crystallization)

- 고도로정제된생성물생산에있어 마지막단계

- 열에 민감한물질의열변성을최소로하는 저온에서운전

- 최적 결정화조건의결정은실험에의해 경험적으로이루어짐



정제의 마무리 단계 (결정화, 건조)

건조: 정제된젖은 생성물로부터 용매 제거

- 진공판건조기 (vacuum-tray dryer): 한 용기 내의 가열된선반들로구성, 작은
회분식

- 동결건조 (freeze drying, lyophilization): 얼어있는 용액으로부터승화 (얼음으
로부터증기로)에의해 수분 제거

- 회전통건조기 (rotary-drum dryer): 증기가열된회전통표면 위에 있는 얇은 용
액막으로의열전도에의해 수분 제거, 건조된생성물은배출지점에서통으로
부터 칼로 긁어 모음

- 분무 건조기 (spray dryer): 생성물용액이분사구를통해 가열된용기로분무

- 기류수송식건조기 (pneumatic conveyor dryer): 입자를부유시키고이동시키
는데 뜨거운공기흐름사용, 입자 체류시간: 수 초



반응과 분리의 결합

- 전통적으로균주개발, 발효, 회수기술전문가들은실제 독립적으로연구 수행

- 반응기에회수와정제의관점 결합: 생성물저해를감소시켜반응속도증가, 더
농축된공급액사용 가능 -> 원하는생성물에대한 선택성, 원래 세포내생성
물의 세포외생성물로전환, 생성물의변성 방지

- 진공발효, 막공정, 고체 흡착제첨가, 액체 추출제

ex) 발효액의에탄올추출제로서트리부틸인산염 (TBP) 사용 반응기시스템 -> 
상독성 (phase toxicity): 유화된용매방울과효모의직접적작용 -> 용매방울
을 배제하면서영양분유입, 생성물유출, 세포 고정화 -> 다막 생물반응기
(multimembrane bioreactor)

- 적절히구성된플라스미드 사용, 대장균으로부터세포외구역으로단백질분비


