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요 약

본 논문에서는 저온활성 protease의 생산을 최적화하기 위하여 극지 미생물인 Enterobacteriaceae sp. PAMC 25617의

반응표면분석법을 이용한 배지의 최적화를 수행하였다. One-factor-at-a-time 방법을 이용하여 yeast extract, TritonX-

100이 protease의 생산에 영향을 미치는 주요인자인 것을 확인하였다. 물리적인 환경 요인으로 pH를 추가하여 반응표

면분석 방법을 이용한 최대 protease 생산 농도를 갖는 각 인자들의 농도를 확인한 결과 5 g/L peptone, 3 g/L malt extract,

10 g/L C
6
H
12
O
6
, 6.690 g/L yeast extract, 0.018 g/L TritonX-100의 농도에 pH 6.777의 조건에서 미생물을 배양하였을 경우,

최대 10.049 U/L의 protease가 생산될 수 있는 것으로 예측되었다. 실제 배양 결과 8.03 U/L의 protease가 얻어졌으며,

최적화 이전의 생산농도와 비교하여 150% 이상의 증가를 이루었다. 결과적으로 배지최적화를 통한 protease 생산량의

증가에 반응표면분석법의 적용이 유용하다는 것을 확인할 수 있는다. 이러한 결과로부터, 배지 최적화를 이용한 극지

미생물 유래 cold-adapted protease 생산량의 증가가 여러 산업 분야에서 유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

Abstract − This study was conducted to optimize the medium composition for cold-adaptive protease production of

Enterobacteriaceae sp. by response surface methodology (RSM). Yeast extract, and TritonX-100 were identified as the

significant factors affecting protease from one-factor-at-a-time method. RSM studies for optimizing protease production

of Enterobacteriaceae sp. have been carried out for three parameters including yeast extract concentration, TritonX-100

concentration, and culture pH. These significant factors were optimized as 6.690 g/L yeast extract, 0.018 g/L Triton™ X-10, and pH

6.677. The experimentally obtained protease activity was 8.03 U /L, and it became 1.5-fold increase before optimization.

Key words: Antarctic Microorganism, Protease, Response Surface Methodology

1. 서 론

척박한 환경에 의해 고립된 일반적인 극지방은 종종 생물공학적인

탐구의 의문을 해결하는데 유용한 역할을 한다. 최근 보고된 저온

생장 균주의 생물공학적 적용의 잠재성이 그러한 것이다[1-4].

Psychrophiles 및 psychrotolerants를 포함한 저온 생장 균주들은

낮은 온도에서 높은 활성을 갖는 효소들을 생산한다. 최근, 이러한

저온 활성 효소들에 대한 관심이 높아짐에 따라 저온 활성 효소들의

여러 산업적인 적용 및 활용에 대한 관심도 증가하고 있다[4-8]. 이

러한 산업 효소의 생산은 현대 생물공학의 급격한 발전과 더불어 지

난 수십 년간 급속도로 증가하였다[9,10]. 특히, 환경에 대한 관심이

증가하면서 그에 대한 수요의 증가로 인해 산업 효소 시장이 꾸준히

성장하게 될 것이라 예측된다[9,11].

전체 산업 효소 중 protease가 차지하는 효소 시장의 비율은 약

60%에 달하는 방대한 양이다. 실크, 가죽 세공, 음식 산업, 의약 산
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업뿐만 아니라 생물학적 환경 정화 분야에 이르기 까지 널리 사용되

고 있다[4,7,12-17]. Protease를 비롯한 대부분 효소는 온도가 낮아질

수록 화학반응 속도가 감소하게 된다. 그렇지만 저온 생장 균주들

유래의 저온 활성 효소들은 일반적으로 0 oC~30 oC의 낮은 온도에서

최적 활성을 가진다[18]. 이러한 낮은 온도에서의 최적 활성을 갖는

특성은 다양한 분야에 유용하게 적용될 수 있을 것이라 예상된다[19].

과거부터 요인 배치법, 분할법, 교락법, 불완비 블록계획법, 혼합

물에 관한 실험계획법 등의 다양한 최적화 방법들이 존재하였으며,

현재는 반응표면분석법, 다구찌 기법이 최적화 연구의 주된 실험방

법으로 적용되고 있다. 다구찌 기법은 직교배열표에 잡음인자라는

개념을 도입한 실험계획법으로 다양한 환경에서도 최적의 성능을

유지할 수 있는 제어인자들의 조합을 확인하는데 주로 이용된다[20-

22]. 반응표면분석법은 여러 개의 인자가 복합적인 작용을 함으로써

어떤 반응변수에 영향을 주고 있을 때 반응의 변화가 이루는 반응표

면에 대한 통계적 분석방법으로 독립변수들의 어떠한 값에서 반응

량이 최적화인가를 예측하는데 이용되고 있다[23-30].

본 연구에서는 극지에서 유래한 protease 생산 미생물인 Entero-

bacteriaceae sp. PAMC 25617의 최대 protease 생산을 확인하기 위

해 one-factor-at-a-time을 이용하여 protease 생산에 주요한 영향을

미치는 인자들을 확인하였으며[31,32], 확인된 주요인자와 protease를

생산하는데 있어서 영향을 미칠 수 있는 physical factor를 추가하여

protease를 생산하는데 가장 최적화된 배지를 RSM을 통하여 알아보

고자 한다.

2. 실 험

2-1. 균주와 시약

실험에 사용한 protease 생산 미생물은 Enterobacteriaceae sp.

PAMC 25617을 사용하였으며, 극지연구소(Korea Polar Research

Institute, Incheon, South Korea)로부터 분양 받았다. Yeast extract,

peptone, malt extract, agar, soluble starch(Becton, Dickinson and

Company, Franklin Lakes, NJ, USA), C
6
H
12

O
6
(Junsei Chemical Co.,

LTD, Tokyo, Japan), urea(Bio Basic INC., Ontario, Canada), lactose,

AAPF[N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide], protease(Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, Mo, USA), TritonX-100(Duksan Pure Chemical

co., LTD, Ansan, South Korea), SDS(GE Healthcare Bio-Science AB,

Uppsala, Sweden), Tween #80(Yakuri Pure Chemicals Co., LTD, Osaka,

Japan), Sodium Phosphate(Daejung Chemicals & Metals Co., LTD,

Inchon, South Korea)를 이용하여 실험을 진행하였다.

2-2. 배양 배지 및 배양 조건

전배양 한천 배지는 3 g/L yeast extract, 5 g/L peptone, 3 g/L malt

extract, 10 g/L C
6
H
12

O
6
, 20 g/L agar 조성에 pH 6.2의 배지에 미생물

을 접종하여 15 oC에서 14일간 배양하여 사용하였고, 액체 배양은 3 g/L

yeast extract, 5 g/L protease peptone NO.3, 3 g/L malt extract, 10 g/L

C
6
H
12

O
6
 조성에 pH 6.2의 YM 배지를 50 mL씩 250 mL triangular

flask에 넣어 121 oC, 20분간 멸균한 후 미생물을 접종해 15 oC에서

150 rpm으로 교반하여 17시간 배양하였다.

주요인자를 찾기 위한 배지 조성은 YM 배지를 사용하여 질소원,

탄소원을 변형시키고, 계면활성제를 첨가하여 실험을 하였다. 모든

실험군은 3회 반복하여 진행하였다.

2-3. 성장률 측정

PAMC 25617의 성장률은 ELISA Reader(Molecular Devices,

VersaMaxTM and SpectraMax® 340PC384, California, USA)를 이용하여

600 nm에서 흡광도를 측정하였다. 배양액을 50 μL 취하여 멸균된

YM medium 950 μL에 넣어 20배 희석하여 흡광도를 측정하였고,

멸균된 YM medium을 blank로 사용했다.

2-4. Protease 생산량 측정

Protease 생산량 측정은 배양액을 4 oC에서 원심분리(14,000 rpm,

10 min)한 후 상등액을 회수하여 50 mM Na-phosphate(pH 7.6) 200 μL,

배양 상등액 100 μL, 10 mM AAPF 10 μL, 증류수 690 μL를 혼합하여

20 oC에서 10분간 반응시켰고, 60 oC에서 20분간 불활성화 시킨 후

410 nm에서 흡광도를 측정하였고, 기질 대신 증류수를 첨가한 혼합

액을 blank로 사용하였다.

Protease의 unit은 extinction coefficient(e)을 8800으로 하여 다음

식에 의해 계산하였다[33,34].

Unit (μmole/min)/L =

배양 및 활성 실험은 3차례 반복하여 평균값으로 표시하였다.

2-5. 실험 설계 및 반응표면분석

이 연구에서는 One-factor-at-a-time 방법을 이용하여 protease 생산

에 영향을 미치는 주요인자를 분석하기 위하여 한가지 인자를 변화

시키고 다른 인자들은 고정시켜서 protease 생산량을 확인하였다. 확

인된 주요인자는 Minitab 16(Minitab Inc, State College, Pennsylvania,

USA)을 통한 중심합성계획법을 설계한 후, 배지조성이 각기 다른

16개의 실험군을 각각 3번의 반복실험을 거쳐 평균적인 protease 생

산량을 확인하였으며 이에 따른 모델식은 다음과 같다(식 1).

Y = α
0
 + α

1
X
1
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2
X
2
 + α

3
X
3
 + α
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X
1
X
2
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X
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X
3
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X
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X
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X
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X
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33
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종속 변수 Y는 protease의 생산량이고 protease 생산에 중요한 독

립 변수는 각각 X
1
, X

2
와 X

3
이다.

중심합성계획법을 통한 실험 이후, 최대의 protease를 생산하는

배지 성분을 산출하여 확인실험을 진행하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 주요인자분석

One-factor-at-a-time방법을 통한 주요인자분석을 진행하여 각각의

인자들이 미생물의 성장 및 protease생산에 어떠한 영향을 미치는지

확인하였다. 먼저, 질소원을 변화하여 미생물의 성장 및 protease생

산량을 확인한 결과 Fig. 1과 같이 yeast extract가 protease생산에 있

어서 더 많은 영향을 주는 질소원으로 작용한다는 것을 확인하였다.

탄소원를 변화시켰을 경우에는 YM 배지의 기본조성인 glucose가

protease 생산에 가장 영향력 있는 탄소원으로 작용하는 것을 확인하

였다(Fig. 2). Protease생산에 관한 계면활성제의 영향은 TritonX-100

을 첨가하였을 때가 다른 계면활성제를 첨가하였을 때보다 더 높은

protease 생산량을 보였다(Fig. 3). 본 연구에서는 접종 후 72시간을

 

(net OD
410

) × (반응액 부피, L) × 106

ε × (반응시간, min) × (반응에 사용된 배양액, L)
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배양기준으로 잡고 배지의 최적화를 진행하였다. 

3-2. 반응표면분석법

확인된 주요인자인 yeast extract, Triton X-100과 물리적인 환경

요인으로 pH를 변수로 하여 Minitab 16을 통한 중심합성계획법을

설계한 후, 배지조성이 각기 다른 16개의 실험군을 각각 3번의 반복

실험을 거쳐 평균적인 protease 생산량을 확인하였다(Table 1). 

실험 결과 5 g/L peptone, 3 g/L malt extract, 10 g/L C
6
H
12

O
6
, 5 g/L

yeast extract, 0.1 g/L Triton X-100의 농도에 pH6.8의 조건에서 미

생물을 배양하였을 경우, protease를 가장 많이 생산하는 것을 확인

하였으며(10.61 U/L), 5 g/L peptone, 3 g/L malt extract, 10 g/L C
6
H
12

O
6
,

0.9175 g/L yeast extract, 0.1 g/L Triton X-100의 농도에 pH6.8의 조

건에서 미생물을 배양하였을 경우, protease의 생산량이 가장 낮은

것을 확인하였다(2.05 U/L).

이 실험 결과를 토대로 다음과 같은 모델식을 얻을 수 있었다.

Y = -47.4 + 3X
1
 + 41.6 X

2
 + 14X

3
 – 2.5X

1
X
2
 + 0.095X

1
X
3 
- 5.2X

2 
X
3
 

     - 0.273X
1

2 - 36X
2

2 - 1.08X
3

2

Y는 protease의 생산량을 나타내며, X
1
, X

2
, X

3
은 각각 yeast

extract, TritonX–100과 pH를 나타낸다. 분석결과 결정계수(R2)는

0.797으로 계산되었다. R2값은 항상 0과 1사이에 존재하며, R2값이

0.797이라 함은 실험설계 한 protease 생산성 설계와 79.7%의 적합

성을 보였음을 의미한다.

P value는 각 계수의 중요성을 확인하는 도구로 유의 확률을 확인

하는 지표가 된다. F value는 모형의 적합성을 판단하는 지표로 사

용되며, 모델의 noise가 생길 확률을 확인할 수 있다. 결정계수와 결

정계수조정은 위 모델의 유효성과 정확성을 암시하는 것으로 적합

성을 판단할 수 있다(Table 2).

Fig. 1. Effect of nitrogen source on (a) growth and (b) protease pro-

duction of PAMC 25617.

Fig. 2. Effect of carbon sources on (a) growth and (b) protease pro-

duction of PAMC 25617.

Fig. 3. Effect of surfactant on (a) growth and (b) protease produc-

tion of PAMC 25617.
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3-3. 주요 인자들 간의 상관관계

각 주요 인자들간의 정확한 상관관계는 확인되지 않았으나,

TritonX-100과 pH는 yeast extract의 함량이 증가할수록 더 많은 protease

생산성을 나타내는 것으로 확인되었다. 반면에 pH와 TritonX-100의

관계는 비교적 각자에게 영향을 받지 않는 것으로 확인되었다(Fig. 4).

3-4. RSM 결과에 따른 protease 최대 생산량 확인

반응표면분석을 통하여 예측된 protease를 최대로 생산하는 배지의

조성은 5 g/L peptone, 3 g/L malt extract, 10 g/L C
6
H
12

O
6
, 6.690 g/L

yeast extract, 0.018 g/L TritonX-100의 농도에 pH 6.677의 조건이었

으며, 이때 예상되는 protease의 생산량은 10.049 U/L으로 확인되었다.

이에 따른 확인 실험을 수행한 결과 8.03 U/L의 protease 생산량을

보였다. 이와 같은 결과는 최적화되지 않은 YM 배지에서의 생산량과

비교했을 때 158%의 증가된 protease 생산량을 보였다. 이전의연구

중 극지 미생물인 Microbacterium sp.을 이용한 3.6배의 protease 생

Table 1. Central Composite Design (CCD) for screening of important variables for protease production

Code Levels Real variables Theoretial Experimental values values

X1 X2 X3
X
1

 Yeast extract

 (g/L)

 X
2

 TritonX -100

(g/L)
X
3

 pH
Y Protease production

(U/L)

 Y Protease  production

(U/L)

1.633 0 0 9.0825 0.1 6.2 6.27 6.29

1 1 1 7.5 0.15 7.2 6.69 7.35

1 1 -1 7.5 0.15 5.2 5.61 6.21

1 -1 1 7.5 0.05 7.2 8.87 9.55

1 -1 -1 7.5 0.05 5.2 6.75 5.15

0 1.633 0 5 0.18165 6.2 7.25 6.36

0 0 1.633 5 0.1 7.833 6.37 5.38

0 0 0 5 0.1 6.2 8.33 7.20

0 0 0 5 0.1 6.2 8.33 9.55

0 0 -1.633 5 0.1 4.567 4.53 6.29

0 -1.633 0 5 0.01835 6.2 8.94 10.60

-1 1 1 2.5 0.15 7.2 3.79 5.30

-1 1 -1 2.5 0.15 5.2 3.66 2.88

-1 -1 1 2.5 0.05 7.2 4.72 4.02

-1 -1 -1 2.5 0.05 5.2 3.55 2.80

-1.633 0 0 0.9175 0.1 6.2 1.29 2.05

Table 2. Analysis of variance of the experimental results of the ANOVA

DF
Adj Sum of 

squares

Adj Mean 

square
F value P value

Regression 9 70.1531 7.7948 2.35 0.180

X
1

1 7.1515 7.1515 2.15 0.202

X
2

1 0.4438 0.4438 0.13 0.730

X
3

1 9.0167 9.0167 2.72 0.160

X
1

*X
1

1 22.7016 22.7016 6.84 0.047

X
2

*X
2

1 0.0031 0.0031 0.00 0.977

X
3

*X
3

1 8.6766 8.6766 2.61 0.167

X
1

*X
?

1 0.7813 0.7813 0.24 0.648

X
?

*X
?

1 0.4513 0.4513 0.14 0.727

X
?

*X
3

1 0.5304 0.5304 0.16 0.706

Residual error 6 18.457 3.076

Lack-of-fit 5 16.5994 3.3199 1.14 0.609

Pure error 1 2.761 2.761

Total 15 91.004

Fig. 4. Three-dimensional response surface plot of cold-production

protease production. (a) Showing the effect of yeast extract

and TritonX-100 concentration, (b) pH and yeast extract

concentration, (c) pH and TritonX-100 concentration.
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산량증가 또는, Bacillus sp.을 이용한 2.6배의 protease 생산량의 증

가 연구와 비교하였을 때 150% 이상의 protease 생산량 증가는 결코

낮은 수치가 아님을 확인할 수 있다[23,27].

4. 결 론

Protease를 생산하는 극지 미생물인 Enterobacteriaceae sp.의

protease 생산량을 증가시키기 위해 반응표면분석법을 이용하여 최

적 배지조성을 설계하였다. Enterobacteriaceae sp.의 성장 배지인

YM 배지를 이용하여 protease 생산량을 측정한 결과 5.07 U/L의 생

산량을 보였다. 기본 배지의 조성 중 탄소원과 질소원을 각각 변형

하고 계면활성제를 첨가하여 protease 생산에 가장 많은 영향을 주는

성분을 확인한 결과 yeast extract, Triton X-100이 가장 큰 영향을 주는

요인으로 확인하였다. 물리적인 환경 요인으로 pH를 추가하여,

protease 생산성에 회귀식의 R2은 0.797로 확인되었고, 최대 생산량을

보이는 배지의 각 인자들의 농도는 5 g/L peptone, 3 g/L malt extract,

10 g/L C
6
H
12

O
6
, 6.690 g/L yeast extract, 0.018 g/L TritonX-100의

농도에 pH 6.677의 조건에서 미생물을 배양하였을 때, 10.049 U/L의

protease가 생산될 것으로 예측되었다. 이에 대한 확인실험 결과

8.03 U/L의 protease 생산량을 보였고, 예상된 생산량보다는 낮은 생

산량을 보였으나 기본 배지보다 158%의 생산량 증가가 확인되었다.

본 연구에 의해 PAMC 25617의 변형된 조성의 YM 배지 최적화를

통한 protease 생산이 향상하는 것을 확인했다. 결과적으로 배지최적

화를 통한 protease 생산량의 증가에 반응표면분석법의 적용이 유용

하다는 것을 확인할 수 있는다. 이러한 결과로부터, 배지 최적화를

이용한 극지 미생물 유래 cold-adapted protease 생산량의 증가가 여

러 산업 분야에서 유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각된다.
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