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단 보
배양온도 변화에 따른 Streptomyces viridochromogenes의
지질과 지방산 조성변화

김재헌*, 김우상

단국대학교 미생물학전공

Streptomyces viridochromogenes 야생형과 기중균사 형성 변이주들의 지질과 지방산의 조성을 배양온도와 배양시
간에 따라 조사하였다. Triacylglycerol은 기중균사가 형성되는 경우에만 감소되어 기중균사 형성과 연관되어 있
음을 나타내었다. 인지질의 경우에는 배양조건에 따른 특이적 변화를 볼 수 없었으나, 기중균사 형성능이 상실
된 변이주 BR2가 20oC에서 배양되었을 때 phosphatidylethanolamine 조성이 특이하게 높게 나타났다. 그리고 변
이주 BR2는 20oC 및 30oC 배양 시 다양한 Rf값의 동정되지 않은 아미노지질들을 함유하였다. 모든 균주에서 아미
노지질의 일종인 ornithinolipid는 배양시간이 경과되면서 증가되는 경향을 나타내었다. 지방산조성은 온도에 민
감하여 배양온도가 높을수록 불포화지방산 함량이 낮아졌다. 기중균사 형성은 직쇄형 포화지방산의 함량 감소
를 수반하였으며, 기중균사 생성능이 우수한 변이주 M13은 배양초기의 직쇄형 포화지방산 함량이 가장 높았다.
변이주 BR2는 iso형 홀수탄소 지방산의 함량이 특이적으로 높았다.
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Streptomyces는 포자, 기저균사, 기중균사, 포자로 이어지는

형태적 분화를 거치는 세균이며, 다양한 생리활성물질과 유용한

효소를 생산하므로 학문적인 동시에 경제적 세균으로서 많은

관심의 대상이 되어왔다(5). 지질에 대한 연구 또한 활발히

이루어져 Streptomyces의 극성지질로는 diphosphatidylglycerol,
phosphatidylethanolamine, ornithinolipid 등이 알려져 있다. 이 중
에서 phosphatidylethanolamine은 성장배지의 인산이 고갈되면 감
소되고 그 대신 ornithinolipid가 증가하여 phosphatidylethanolamine
의 역할을 수행한다고 한다. 인산이 첨가되면 ornithinolipid의 생
성이 억제된다(2).

Streptomyces의 지방산으로는 anteiso와 iso 형태의 분지형 지방

산이 주성분이고 직쇄형 지방산 및 다양한 불포화 지방산도 존
재한다. 분지형 지방산의 전구체는 아미노산으로부터 만들어 지
는 것으로 알려져 있다(21). 즉 L-valine은 짝수의 탄소를 갖는

iso지방산(isoC2n), L-leucine은 홀수의 탄소를 갖는 iso지방산

(isoC2n+1), L-isoleucine은 anteiso형 지방산(anteisoC2n+1)의 전
구체를 각각 공급한다. 그래서 이들 아미노산의 분해와 관련된

valine dehydrogenase의 활성이 저해되면 분지형 지방산의 비율

이 감소하게 된다. 이러한 조건에서는 이들 전구체로부터 합성되

는 tylosin과 같은 항생물질 생성도 함께 억제되었다(20).
배양온도의 변화에 대한 미생물의 적응은 생체막을 통해서 나

타난다. 예를 들면 Bacillus caldotenax를 높은 온도에서 배양하

면 phosphatidylglycerol에 비해서 phosphatidylethanolamine이 상

대적으로 증가하는데 이 변화는 고온에서의 막 유동성을 감소시

키는 결과를 수반할 것으로 여겨진다(16). 그러나 지질성분의 변
화는 미생물의 종류와 배양조건에 따라서 다르게 나타날 수 있
으므로 특정 세균에서 얻은 결과를 일반화할 수는 없을 것이다

(16).
지방산은 지질의 물리화학적 성질을 결정하는데 중요한 역할

을 하기 때문에 온도와 같은 외부 환경에 의해 변화하게 된다.
S. griseus의 배양온도를 35oC에서15oC로 옮기면서 변화하는 지
방산 조성을 분석한 결과 녹는점이 낮은 지방산인 anteiso지방산

과 불포화 지방산의 성분비가 증가되었고 포화 지방산인 iso지방

산은 감소하였다(19). 이와 같이 세균에서는 불포화지방산,
anteiso와, iso지방산의 조성이 변화하여 다양한 배양온도에서도

세포막의 안정성을 유지하는 것으로 알려 졌다(9).
우리 실험실에서는 S. viridochromogenes에서도 여러 종류의

아미노지질과 함께, diphosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine
등이 존재하며 이들 중에서 아미노지질은 생장에 따른 성분변화

가 있음을 관찰할 수 있었다(17). 또한 지방산 조성과 분화의 연
관성을 제시한 바 있다(13). 이 논문에서는 S. viridochromogenes 의
야생형과 돌연변이주의 온도에 따른 지방산과 지질의 변화를 관
찰하여, 이들에게서 나타난 특징적 변화를 조사하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양

이 실험에서는 S. viridochromogenes KCTC9009와 그의 기중

균사 형성이 빠르고 왕성한 돌연변이주인 M13과 기중균사 형성
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능이 상실되고 생장속도가 느린 균주 BR2를 사용하였다(13). 배
양 및 보관용 배지는 International Streptomyces Project의 No.2
인 yeast extract-malt extract agar (YEME)를 사용하였다. 접종에

사용된 포자 또는 균체는 사면배지에서 일주일 이상 배양된 균
을 루프로 긁어서 얻었다. 접종은 루프를 사용하여 배지 표면에

고루 펴지도록 하였으며 접종된 YEME 평판배지는 20oC, 30oC
및 40oC에서 정해진 시간까지 배양하였다.
지질분석을 위한 배양에서는 접종 후 22, 34, 46, 58 시간에

균체를 수확하였다. 단 배양온도가 20oC인 경우에는 초기성장이

지연되었으므로 접종 후 22시간에는 생략하였다. 지방산조성 분
석을 위하여 야생형과 M13 균주는 배양온도가 30oC, 40oC인 경
우에는 접종 후 22, 34, 46, 58시간에, 20oC 배양에서는 접종 후
34, 46, 58시간과 12일에 균체를 회수하여 분석하였다. BR2 균
주는 배양온도가 30oC, 40oC인 경우에는 접종 후 34, 46, 58 시
간에, 20oC 배양에서는 접종 후 58시간, 6일, 12일에 균체를 회
수하여 분석하였다. 얻어진 결과는 구체적인 배양시간을 표시하

지 않고 시간순으로 나열되어 표로 작성하였다.

균체의 수확과 지질 추출

평판배지 위의 균체를 예리한 면도날로 얇게 오려 수확하여

Radin(1991)의 방법대로 hexane:isopropylalcohol(3:2 v/v)을 추출

용매로 균질화한 후 50oC에서 10분간 반응시켜 추출하였다. 이
과정을2회 반복하여 추출액을 모아서 여과지(Whatman No.1)로
거른 후 진공상태에서 용매를 증발시켜 건조하고 chloroform에

녹여 −20oC에서 보관하였다.

지질의TLC
TLC를 위하여 유리판에 silica gel H가 입혀진 완제품을 구입

하였고(Sigma Co. USA) 100oC에서 1시간 건조한 후 사용하였다.
인지질과 아미노지질의 전개용매는 chloroform:acetic acid:methanol:
water (80:18:12:5 v/v/v/v)이었고 인지질은phosphorous 염색법으로,
아미노지질은 0.2% ninhydrin이 첨가된 물이 포화된 butanol로
염색하여 확인하였다. 중성 지질의 전개용매는 petroleum ether:
diethylether:acetic acid(80:10:0.2 v/v/v)이었으며 5% phosphomolibdic
acid로 염색하였다(6). 나타난 지질 띠는 정성적으로 관찰되었고

뚜렷이 차이가 나는 경우에만 그 차이를 결과로 기술하였다.

지방산의 메틸 에스테르화

지질에 BCl3-methanol를 가하여 30oC에서12시간 반응시켜 지
방산을 메틸 에스테르화시킨 다음 petroleum ether를 사용하여 2
번 추출하였다. 정제를 위하여 완제품의 silica gel H 유리판을

산성용액에 처리하여 건조시키고 hexane:diethylether(9:1 v/v)로
전개시킨 후 Rf=0.75 부위를 긁어 모아 diethyl ether로 추출하였

다. 질소가스를 흘려 보내면서 용매를 제거하고 −20oC에서 보관

하였다(11).

기체 크로마토그라피에 의한 지방산분석

위에서 준비된 에스테르화된 지방산을 모세관 컬럼(Ultra 1,

30 m×0.2 mm, film thickness 0.33 µm)과 FID 검출기가 장착된

기체크로마토그라피(Hewlett Packard 5890)를 사용하여 분석하였

다. 분석조건은 다음과 같다. 시료 투입구와 검출기 온도; 280oC,
오븐 온도; 초기 4분 140oC, 최종 2분 220oC, 오븐 온도증가;
4oC/m.

지질의 상전이 온도 측정

추출된 지질의 상전이 온도는 미분주사 열량계(DuPont 2100)
에서 10oC/min의 속도로 온도를 높이면서 측정하였다.

결과 및 고찰

온도에 따른 성장과 기중균사의 형성

S. viridochromogenes는 30oC 배양시에는 30시간부터 기중균사

를 형성하기 시작한다. 58시간에는 충분한 기중균사가 발달하였

다. 40oC에서는 30oC보다 약간 빠르게 성장하며 기중균사가 2-3
시간 빠르게 형성되었다. 반면 20oC에서는 생장속도가 매우 느
리며 12일까지 배양하여도 기중균사가 형성되지 않았다. 돌연변

이주 M13은 30oC와 40oC에서 야생형과 비슷한 생장을 보였으

며 20oC에서는 6일째부터 기중균사 형성을 나타내었다. 돌연변

이주 BR2는 모든 온도에서 기저균사만 형성하며 20oC에서는 성
장속도가 매우 느렸다.

온도에 따른 지질의 변화

S. viridochromogenes의 중성지방의 성분은 triacylglycerol, 1,2-
diacylglycerol, 1,3-diacylglycerol, monoacylglycerol 등으로 확인

되었다. 이들 중 triacylglycerol이 주요 성분으로 배양 온도와 시
간에 따라 상대적인 양의 변화를 보여 주었다. 20oC에서는

triacylglycerol이 배양 시간에 따라 증가하였다. 반면에 30oC와
40oC에서는 생장에 따라 감소하는 경향을 나타내었고(Fig. 1a),
돌연변이주 M13은 야생형과 유사한 경향을 보였다(Fig. 1b). 돌
연변이주 BR2는 모든 배양 온도에서 야생형과는 달리 일정 수
준의 triacylglycerol 함량을 유지하였다(Fig. 1c). 이 결과는 기중

균사 형성이 triacylglycerol의 감소와 서로 밀접하게 연관되어 있
음을 제시하는 것이다. 기중균사 형성이 주변의 영양물질이 고갈

Fig. 1. The changes in triacylglycerol contents during the growth of
different strains of S. viridochromogenes; (a) wild type, (b) mutant
strain M13, (c) mutant strain BR2. 1: 22 hr, 2: 34 hr, 3: 46 hr, 4: 58 hr
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되는 시점에서 일어나기 때문에 그때까지 기저균사에 축적된 저
장체가 기중균사 형성을 위한 영양분으로 쓰여진다고 한다(4).
Glycogen과 triacylglycerol이 모두 영양원으로 쓰여질 수 있을 것
으로 생각되며 S. coelicolor A3(2)에서는 기중균사의 형성은 물
론 항생물질인 actinorhodine의 생성도 triacylglycerol의 감소와 정
량적으로 연관되어 있음이 보고되었다(5, 14, 18).
주요 인지질로는 phosphatidylethanolamine과 diphosphatidylglycerol

등이 확인되었으나 배양온도와 균주에 따라서 뚜렷한 규칙성을

보이지 않았다(Fig. 2). 그러나 변이주 BR2를 20oC에서 배양하면

phosphatidylethanolamine의 조성이 높게 나타났다(Fig. 2c).
Phosphatidylethanolamine이 결핍된 E. coli는 세포분열이 차단되

어 긴 사슬를 형성한다고 알려져 있다. 이는 Ftz 조립이 불가능

하거나 격막 형성에 필수적인 막융합이 불가능해서 나타난 현상

으로 해석되고 있는데(12), streptomycetes에서는 아직까지

phosphatidylethanolamine과 세포분열의 연관성이 보고되어 있지

않다.
주요 아미노지질로는 ornithinolipid가 검출되었고 여러 종류의

동정 되지 않은 아미노지질들도 함께 나타났다. Ornithinolipid는
배양 시간이 오래되고 온도가 높을수록 뚜렷이 관찰되었다(Fig.
3a, b). 이것은 배양액에서 인산이 고갈되면 나타나는 현상으로

이미 보고되었다(17). 그 밖의 아미노지질은 돌연변이주BR2가
20oC에서 생장할 때 가장 뚜렷이 나타났다. BR2 균주는 위에서

언급한 바와 같이 20oC에서 인지질 조성이 높으므로 인산소모가

클 것으로 예상된다. 이 경우에 아미노지질 합성이 일어나게 되
는데 ornithinolipid가 생성되지 않고 다른 종류의 아미노지질이

나타났다(Fig. 3b). 따라서 BR2 균주는 특이한 아미노지질 합성

경로를 가질 것으로 생각된다. 세균의 아미노지질은 혈구응집반

응을 나타내는 지질로서 알려져 있다. 그 구조는 아미노산과 지
방산이 아마이드 결합과 에스테르 결합으로 연결된 형태인데

isopentadecanoic acid가 지방산 성분으로 존재하는 것으로 알려

져 있다(10). 현재까지 Streptomyces가 이러한 혈구응집반응을 한

다는 보고는 없으며 BR2 균주에서, 아래에 설명되는 것처럼

isopentadecanoic acid 등의 isoC2n+1형 지방산 함량이 높은 것이

아미노지질의 존재때문인지는 앞으로 밝혀야 할 과제이다.

지방산 조성

평판배양에서 S. viridochromogenes의 지방산은 탄소가 14개에

서 17개까지의 다양한 지방산으로 구성되어 있다. 이 실험에서는

isomyristic acid(i14:0), myristic acid(14:0), isopentadecanoic acid
(i15:0), anteisopentadecanoic acid(ai15:0), pentadecanoic acid
(15:0), isopalmitoleic acid(i16:1), isopalmitic acid(i16:0), palmitoleic
acid(16:1), palmitic acid(16:0), isoheptadecenoic acid(i17:1),
anteisoheptadecenoic acid(ai17:1), isoheptadecanoic acid(i17:0),
anteisoheptadecanoic acid(ai17:0), heptadecenoic acid(17:1),
heptadecanoic acid(17:0) 등을 확인할 수 있었다. 이 논문에서는

이들의 개별적 함량 보다는 구조 및 기능적 유사성에 따라 iso형
의 포화지방산, anteiso형의 포화지방산, 직쇄형 포화지방산, 불포

화지방산 등으로 묶어서 각 집단별 지방산 함량의 합을 제시하

였다. Iso형 포화지방산의 경우에는 isoC2n과 isoC2n+1을 구분하

였다.

온도 변화에 따른 지방산 조성변화

대부분의 세균에서 배양온도가 낮을수록 불포화지방산의 함량

이 높아지고 배양온도가 높을수록 포화지방산의 함량이 높아지

고 있다. 이와 같은 반응은 지방산 조성을 변화시킴으로써 세포

막의 유동성을 최적으로 유지하려는 세포의 적응 반응으로 잘
알려져 있다(3, 9). 이번 실험에서도 그 경향성이 분명히 나타나

서 S. viridochromogenes 야생형은 물론 돌연변이주 모두 20oC에

Fig. 2. The changes in phospholipids contents during the growth of
different strains of S. viridochromogenes; (a) wild type, (b) mutant
strain M13, (c) mutant strain BR2. DPG: diphosphatidylglycerol, PE:
phosphatidylethanolamine 1: 22 hr, 2: 34 hr, 3: 46 hr, 4: 58 hr

Fig. 3. The changes in aminolipids contents during the growth of
different strains of S. viridochromogenes; (a) wild type, (b) mutant
strain M13, (c) mutant strain BR2. OL: ornithinolipids, AL:
aminolipids, PE: phosphatidylethanolamine, 1: 22 hr, 2: 34 hr, 3:
46 hr, 4: 58 hr



158 Jae-heon Kim and Woo-sang Kim Kor. J. Microbiol
서의 불포화지방산 함량은 30oC나 40oC에 비해서 높은 경향을

보였다(Table 1). 이와 반대로 직쇄형 포화지방산의 함량은 20oC
에서 낮게 나타났다(Table 2). S. griseus에서 나타났던 온도가 낮
아짐에 따라 불포화지방산과 직쇄형 포화지방산의 함량이 모두

증가한 것과는 다른 결과이며(19), 그 밖의 지방산 조성에서는

뚜렷한 경향성을 관찰할 수 없었다. 지방산의 조성 변화는 총체

적으로 작용하여 지질의 유동성에 영향을 준다. 야생형에서 추출

된 지질의 상전이 온도를 측정한 결과 Fig. 4에서 보는 바와 같
이 20oC에서 자란 균체의 지질은 30oC에 비해서 9oC 정도 낮은

상전이 온도를 나타내었다. 30oC와 40oC는 큰 차이를 보이지 않
았으나 40oC에서 배양된 균체가 가장 높은 상전이 온도를 보였

다. 즉 배양온도의 변화에 대응하여 지방산조성이 변하고, 그 결과

막의 적절한 유동적 액체결정상태를 유지된다고 할 수 있다(8, 19).

기중균사 형성과 지방산 조성변화

기중균사 형성과 관련된 특징적인 결과는 30oC와 40oC에서 돌
연변이 균주 M13가 나타내는 바와 같이 배양초기의 직쇄형 포
화지방산의 함량이 높고 또 빠르게 감소하는 경우에만 기중균사

가 발달되었음을 알 수 있었다(Table 2). M13균주는 20oC에서도

장시간 배양하면 예외적으로 기중균사를 형성하는데 이때에도

직쇄형 포화지방산의 함량 감소를 볼 수 있었다. 반면에 BR2 균
주에서는 직쇄형 포화지방산의 초기 함량과 그 감소정도가 모든

배양온도에서 상대적으로 낮았다.
AnteisoC2n+1 포화지방산들은 기중균사 형성이 일어나는 30oC

와 40oC에서 배양시간에 따라서 함량이 증가되었다. 그러나 기
중균사 형성능이 없는 BR2 균주에서도 같은 현상이 나타나므로

이 변화는 기중균사 형성과 직접적으로 연관된 것으로 보이지

않았다(Table 3). 그리고 BR2 균주는 isoC2n+1 지방산 함량이

특이하게 높았는데 이 경향성은 20oC에서 보다는 30oC와 40oC
에서 뚜렷이 나타났다(Table 4). 반면에 isoC2n 지방산에서는 특
이한 변화를 볼 수 없었다(Table 5).
몇 종류의 Streptomycetes에서 지방산은 아미노산 분해산물로부

터 생합성되는 것이 알려져 있다. 즉, L-leucine의 분해 산물인

3-methylbutyryl CoA가 지방산 합성의 전구체로 사용되면

isoC2n+1 지방산이 생산된다(21). Oh 등(13)은 BR2 균주가 L-
arginine 요구주인데 배양액에 L-arginine을 첨가하면 상대적으로

높았던 isoC2n+1 지방산 함량이 정상수준으로 낮아졌음을 보고

Table 1. The compositions (%) of unsaturated fatty acids (iso16:1 +
16:1 + iso17:1 + anteiso17:1 + 17:1) during growth at different
temperatures of S. viridochromogenes wild type and mutants

20oC 30oC 40oC
Wt M13 BR2 Wt M13 BR2 Wt M13 BR2

 1* 29 7 23 15 17 13 9 7 4
2 20 23 20 16 14 9 16 22 4
3 31 27 20 21 18 23 16 11 4
4 24 29 22 20 17 14

Wt; wild type, M13; a mutant strain showing faster aerial mycelium
formation, BR2; a mutant strain without aerial mycelium formation
*; The numbers denote the sequential order of incubation times in
which mycelium was harvested and analyzed for fatty acid composi-
tions. The incubation times for each strain are described in Materials
and Methods.

Table 2. The compositions (%) of straight chain saturated fatty acids
(14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0) during growth at different temperatures of
S. viridochromogenes wild type and mutants

20oC 30oC 40oC
Wt M13 BR2 Wt M13 BR2 Wt M13 BR2

1 11 18 13 25 30 17 23 36 20
2 15 17 13 17 22 17 17 13 17
3 10 14 12 18 16 9 14 19 14
4 9 8 15 15 14 12

Abbreviations and notes; See Table 1

Fig. 4. Differential scanning calorimetry of the total lipids extracted
from S. viridochromogenes grown at different temperatures.

Table 3. The compositions (%) of anteiso odd numbered saturated
fatty acids (anteiso15:0 + anteiso17:0) during growth at different
temperatures of S. viridochromogenes wild type and mutants

20oC 30oC 40oC
Wt M13 BR2 Wt M13 BR2 Wt M13 BR2

1 30 32 27 26 21 26 29 23 25
2 29 25 33 27 26 24 35 27 26
3 32 25 32 29 29 36 37 34 29
4 26 32 32 32 37 40

Abbreviations and notes; See Table 1
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하였다. 이는 S. viridochromogenes에서도 아미노산 분해와 지방

산 조성이 연관되어 있음을 말해주고 있다. 한편 S. coelicolor
A3(2)을 사용한 이전의 실험에서는 isoC2n+1 지방산의 소모와

이차대사 산물인 actinorhodin 생성이 연관되어 있음을 보인바

있다(1). 그리고 actinorhodin은 L-valine 보다는 L-leucine이 첨가

된 경우에 왕성하게 일어나는데(1), L-leucine은 isoC2n+1 지방산

의 전구체를 공급한다고 알려져 있다(21). 따라서 L-leucine의 영
향은 isoC2n+1 지방산을 통해서 actinorhodin 생성으로 나타난다

고 생각할 수 있다. 이와 유사하게 S. griseus의 포자형성은 L-
valine에 의해 억제되고 L-isoleucine은 L-valine에 의한 억제를

회복시키는 것이 알려져 있다. 이는 소수성 아미노산이

Streptomyces의 분화과정과 밀접한 연관이 있으며 그것이 지방산

조성과도 관계될 수 있음을 말한다(7). 이상과 같이 isoC2n+1 지
방산의 생리적 역할을 추론해 볼 수는 있으나 형태적 분화와 같
은 복잡한 현상을 한두 가지 지방산의 역할만으로 설명할 수는

없을 것이다. 또한 이를 증명하기 위해서는 앞으로 많은 실험이

수행되어야 할 것이다.
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ABSTRACT : Changes in Lipids- and Fatty Acids Compositions in Response to Growth Temperature of
Streptomyces viridochromogenes
Jae-heon Kim, Woo-sang Kim (Department of Microbiology, Dankook University, Cheonan,
330-714, Korea)

The wild type and two morphological variants of Streptomyces viridochromogenes were studied for their lipid-
and fatty acid compositions at different incubation temperatures. It showed that a decrease in triacylglycerol
content was closely linked to the aerial mycelium formation. Phospholipids showed no characteristic changes,
except that the contents of phosphatidylethanolamine were clearly high for aerial mycelium deficient strain BR2
grown at 20oC. The strain BR2 also presented unidentified aminolipids with various Rf values. Among the ami-
nolipids, ornithinolipid increased gradually during the cultivation for all strains. The changes in fatty acid com-
positions showed a temperature dependency that the proportion of unsaturated acids decreased as the growth
temperature increased. The proportion of straight chain saturated fatty acids decreased as the aerial mycelium
developed, and it was most evident for the mutant strain M13 with more extensive aerial mycelium. The mutant
strain BR2 presented significantly higher level of iso branched odd numbered saturated fatty acids.
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