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In this study, the optimal medium composition for enhancing protease production was established by 
the Bacillus strain isolated from Makgeolli, a traditional fermented food, using the response surface 
methodology. B. amyloliquefaciens SRCM115785 was selected as the protease producer by productivity 
analysis and identified by 16S rRNA gene sequencing. Plackett-Burman design (PBD) was introduced 
to analyze the effect of each component on protease production among the 11 selected medium com-
ponents. As a result, glucose, yeast extract, and beef extract were finally selected as factors for enhanc-
ing protease production. Central composite design (CCD) analysis was designed as a method to de-
termine the optimal concentration of each component for protease production and the concentration 
of each medium composition for maximum protease production was predicted to glucose 6.75 g/l, 
yeast extract 12.42 g/l and beef extract 17.48 g/l. The suitability of the experimental model was 
proved using ANOVA analysis and as a result of quantitative analysis to prove this, the amount of 
increase was 230.47% compared to the LB medium used as a control. Through this study, the opti-
mization of medium composition for enhancing protease production was established, and based on 
this, it is expected that it can be efficient use of protease as an industrial enzyme.
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서   론

Protease는 단백질과 peptide 결합을 가수분해하는 효소로

서 식물, 동물 및 미생물을 포함한 모든 생물이 다양한 조건에

서 생산할 수 있으며 세제, 제약산업, 생물 정화 공정 및 식품 

산업 등 다양한 분야에 이용되고 있다[5, 14]. 세균, 곰팡이, 

효모 등과 같은 다양한 미생물로부터 생성되는 protease는 산

업용 효소 시장에서 약 60%라는 높은 점유율을 나타내며, 대

량배양을 통한 안정적 생산 및 최적화된 공정을 통해 생산성

과 경제성에 대한 높은 효율을 나타내므로 산업적 측면에서 

매우 유용하다고 평가되어지고 있다[5, 14]. 현재까지 protease

를 생산하는 다수의 미생물들이 보고되었고, 특히 세균은 pro-

tease를 세포 외부로 분비하여 공정상 여러 이점을 지니고 있

으며[2, 5, 14], 이 중 우리나라 전통발효식품인 청국장[1], 된장

[11], 간장[12] 등에서 분리되는 Bacillus속 균주는 안정성이 확

보된 생물자원으로 인식되어 바이오산업에 높은 활용 가치를 

나타내며 주목을 받고 있다[26].

유용 미생물에 대한 산업적 적용을 위해 미생물 자원의 탐

색 및 발굴 외에도 대량배양이 필수적으로 이루어져야 하므로 

미생물의 생장 및 대사산물의 생산에 대하여 효율적으로 활용

할 수 있는 최적화된 배양조건 확립이 필수적이다[7, 9, 10]. 

배양조건 중 배지 최적화는 균체량 증가 및 목적으로 하는 

생산물질의 회수 등의 다양한 변수에 따른 조건들을 고려해야 

한다[25]. 반응표면분석법(RSM, response surface method-

ology)은 각 독립변수들의 복합적인 상호작용을 통해 결과의 

최대값과 최소값을 예상할 수 있으며, 이를 토대로 변수들의 

최적값을 정의하는데 있어서 효과적인 방법이다[6, 7]. 반응표

면분석법을 응용한 배양 조건의 최적화는 배지 성분 간의 상

호 관계를 확인하는데 유용하여 기존의 방법에 비해 간소화된 

공정 및 실험경비 절감 등의 효과를 나타내므로, 생물공학분

야에서 최적 조건을 확립하기 위한 방법으로 널리 사용되고 

있다[3, 6, 25].

본 연구에서는 전통발효식품인 김치, 된장, 막걸리 등에서 

protease 활성이 높은 균주를 스크리닝하여 활성이 높은 Bacil-

lus속 균주들을 분리 및 동정하여 선별하였다. 최종적으로 선

별된 균주 Bacillus amyloliquefaciens SRCM115785의 protease 

생산량 증진을 위한 배지성분을 반응표면 분석법을 적용하여 

조사하고, 각 성분의 농도를 설정하여 대량생산을 위한 최적

의 산업적 배지조건을 확립하고자 하였다.
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Fig. 1. Linear correlation relationship between the halo zone 

diameter (mm) and log of the enzyme activity (U/ml) 

on protease production. R-squared = 0.9986. 

재료  방법

미생물 분리  배양

미생물 분리를 위해 전통발효식품인 김치, 된장, 막걸리를 

수집하였고, 0.85% NaCl 용액에 수집한 시료 1 g을 현탁하여 

단계희석을 진행하였고, 각 희석액 100 μl을 Luria-Burtani 

(LB) (Difco, sparks, MD, U.S.A.) 배지에 도말한 후 30℃ 배양

기에서 24시간 배양하였다. 배지 위에 형성된 각각의 단일 col-

ony를 선별하여 획선도말을 통해 순수분리한 후, LB배지에 

균주를 접종하여 24시간 동안 30℃에서 150 rpm 조건으로 진

탕 배양 후 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 회수한 배양 

상등액을 이용하여 protease 효소 활성을 측정하였다.

Protease 고생산 균주 선발

Protease 효소 활성을 분석하기 위해 Skim milk (Difco, 

sparks, MD, U.S.A.)를 기질로 한 skim milk agar (2% skim 

milk w/v) 배지를 제조하여 측정하였다. 각 균주의 배양 상등

액을 0.45 μm membrane filter (Sartorius, Frankfurt, Ger-

many)를 이용하여 제균한 후, 2% skim milk agar 배지에 well 

diffusion 방법으로 측정하여 protease 분비능을 확인하였다

[16]. Protease 활성의 강도는 투명환의 크기를 측정하여 우수 

균주를 선발하였다. Well diffusion 방법으로 측정하여 얻은 

protease 생산량을 unit 단위의 정량평가를 위해 Montville의 

방법[20]을 활용하여 well diffusion method를 통해 얻은 투명

환의 지름(mm)과 log U/ml의 값의 선형상관(linear correla-

tion) 관계를 분석하였다(Fig. 1). 

Protease 생산균주의 동정  계통학  분석

Protease 생산 균주의 동정하기 위해 27F forward primer 

(5’-AGAGTTTGATCCT GGCTCAG-3’)와 1492R reverse pri-

mer (5’-GGTTACCTTGTTACGA CTT-3’)를 이용하여 16S rRNA 

유전자 서열을 증폭하였으며, EzTaxon-e server (http://www. 

ezbiocloud.net/) [29]와 NCBI의 nucleotide BLAST (http:// 

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)로부터 높은 유사도를 나타

내는 표준균주들의 16S rRNA 유전자 서열을 확보하였다. 

Clustal W 2.0 (EMBL-EBI, Hinxton, Cambridgeshire, UK)을 

사용하여 서열 간 상호 비교분석을 진행하였다. 이를 토대로 

Mega 7.0.26 program을 사용하여 근린결합법(Neighbor join-

ing method) [24]으로 계통수를 작성하였다.

SRCM115785의 배양시간에 따른 protease 생산  균주 

성장 조사

Protease 고생산균주로 최종 선발한 Bacillus amyloliquefa-

ciens SRCM115785 균주의성장 및 protease 생산량을 조사하

기 위해 100 ml의 LB 액체배지에 전배양액 1%를 접종 후, 30 

℃, 150 rpm으로 24시간 동안 진탕 배양하였으며, 4시간마다 

배양액을 회수하여 protease 생산량 및 건조 균체량(DCW, 

dried cell weight)과 흡광도(OD600)를 조사하였다. 건조 균체

량의 측정을 위해 배양액 10 ml을 30분간 13,000 rpm에서 원

심분리하여 항량에 도달할 때까지 80℃에서 건조 후 균체량을 

측정하였고, 흡광도는 배양액을 회수하여 UV/VIS spectro-

photometer (Analytic Jena, Germany)를 이용하여 600 nm에

서 측정하였다. 배양 시간별 배양액 내의 protease 생산량은 

앞서 수행한 2% skim milk 배지를 이용한 well diffusion 방법

을 사용하여 측정하였다.

Plackett-Burman design (PBD) 설계를 통한 protease 

생산 배지 성분의 선별

SRCM115785의 protease 생산을 위한 배지 성분 및 각 성분

의 최적 농도를 확립하기 위해 반응표면분석법(RSM, response 

surface methodology)을 사용하였다. Bacillus 속 미생물의 성

장 및 protease 생산에 영향을 주는 성분으로 조사된 탄소원 

3종(glucose, sucrose, starch), 질소원 4종(yeast extract, pep-

tone, malt extract, beef extract), 무기원소원 4종(CaCl2, 

K2HPO4, KH2PO4, (NH4)2SO4) [8, 13, 19, 21, 22, 27]을 11개를 

독립변수로 설정하고 3개의 수준 (+1, 0, -1)으로 주효과를 나

타내는 성분을 선별할 수 있는 시험법으로 PBD를 설계하였

다. 15개의 실험구를 구성하여 각 성분을 고농도 수준 (+1)과 

중심점 (0), 저농도 수준 (-1)으로 설정하였고, 각 실험구의 종

속변수는 protease 생산량(mm)을 설정하였다(Table 2). 3회 

반복측정을 통해 모든 실험구의 평균값을 산출하였고, Design 

expert 12 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA) program

을 사용하여 실험계획과 최적화를 위한 통계분석을 수행하였

다. 본 연구에서는 Design expert program에 의해 설계된 독

립변수의 수준에 따른 각 실험구 고유의 배지 OD값에 의한 

protease 생산량에 대한 오차를 배제하기 위해 각 실험구로부
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Table 1. Results of protease production by 6 isolates of Bacillus 

sp. strains in LB medium 

Microorganisms
Isolation

source

Protease activity

(diameter, mm)

Bacillus velezensis SRCM115670

Bacillus subtilis SRCM115700

Bacillus velezensis SRCM115723

Bacillus velezensis SRCM115727

Bacillus velezensis SRCM115779

Bacillus amyloliquefaciens 

  SRCM115785

Kimchi

Makgeolli

Doenjang

Doenjang

Makgeolli

Makgeolli

17.0

16.5

16.5

16.3

16.2

19.5

터 얻어진 종속변수 값을 diffusion method를 통하여 얻었으

며, mm 단위로 측정된 protease 생산량 수치에 대하여 투명환

의 지름(mm)과 unit (U/ml)간의 선형관계 식에 대입하여 정

량값을 산출하였다.

Central composite design (CCD)을 통한 protease 생

산 배지성분의 농도 최 화

PBD 설계로부터 얻은 실험결과를 통해 protease 생산에 주

로 영향을 미치는 3개의 독립변수인 glucose, yeast extract, 

beef extract의 농도 최적화를 위해 통계학적 방법인 central 

composite design (CCD)을 설계하였다. 3개의 중심점을 포함

한 17개의 실험구를 구성하여 선별된 3개의 독립변수 glucose 

(X1), yeast extract (X2), beef extract (X3)를 5개의 수준(-2, -1, 

0, +1, +2)으로 설정하였다. SRCM115785 균주의 protease 생

산을 위한 3개의 변수에 대하여 회귀분석을 위한 방정식은 

다음과 같다.

Y=β0+∑βiXi+∑βiiXi
2+∑βijXiXj

Y는 protease 생산량(mm)을 나타내는 종속변수로, Xi는 각

각의 독립변수, β0는 상수계수, βi, βii, βij는 각 독립변수들의 

상호작용 계수를 나타낸다[6]. 회귀분석에 의해 산출된 결과는 

Design expert 12 program을 이용하여 예측하였고, analysis 

of variance (ANOVA) 분석을 수행하여 실험모델의 통계적 

유의성을 검정하였다. 위의 결과들을 바탕으로 protease 최대 

생산을 위한 3가지 배지 성분의 최적 농도를 예측하였다. 이후 

예측된 최적 조건에서의 protease 생산량 분석을 통해 실험결

과의 재현성을 확인하였다. 일반배지와의 비교를 통한 효율성 

검증을 위해 추가적으로 Cupp-Enyad의 방법[4]을 이용하여 

정량분석을 수행하였다. 0.65% casein solution (w/v, in 50 

mM potassium phosphate buffer, pH 7.5) 5 ml과 배양 상등액 

1 ml을 혼합하여 37℃ 항온수조에서 10분간 반응하였다. 반응

액에 110 mM TCA (trichloroacetic acid) 5 ml을 첨가하여 반

응을 중지시키고, 37℃ 항온수조에서 30분간 안정화하였다. 

0.45 μm filter를 이용하여 불용물질을 제거하고 500 mM so-

dium carbonate solution 5 ml과 2 N Folin’s reagent 1 ml을 

혼합하였다. 혼합액은 37℃ 항온수조에서 30분간 반응 후,  

0.45 μm filter를 이용하여 불용물질을 제거하고 660 nm에서 

흡광도를 측정하였다. Protease 효소활성을 정량화하기 위해 

tyrosine을 표준물질로 사용하여 표준곡선을 작성하였으며, 1 

unit은 1분 동안 tyrosine 1 mg을 가수분해 할 수 있는 pro-

tease의 양으로 정의하여 U/ml로 나타내었다. 

결과  고찰

Protease 고생산 균주 선발  선발 균주의 동정

우리나라의 전통발효식품인 김치, 된장, 막걸리로부터 134

종의 미생물을 분리하였으며, protease 고생산 균주의 선별을 

위해 0.45 μm membrane filter (Sartorius, Frankfurt, Ger-

many)를 이용하여 제균한 후 균주의 배양 상등액을 2% skim 

milk agar 배지에 well diffusion 방법[16]으로 측정한 결과 

72종의 미생물이 protease 활성이 나타났으며, 이 중 6종이 

16 mm 이상의 우수한 protease 효소 활성을 나타내는 것을 

확인하였으며, 19.5 mm의 가장 높은 protease 생성능을 보인 

SRCM115785 균주를 최적화를 위한 균주로 최종 선정하였다

(Table 1). 최종 선별한 SRCM115785 균주의 16S ribosomal 

RNA 유전자 염기서열을 분석하여 1,492 bp의 서열을 해독하

였고, Ezbiocloud [29]와 GenBank에 등록된 표준균주들 간의 

염기서열과 비교한 결과 Bacillus amyloliquefaciens DSM 7T 균

주와 99.86%의 가장 높은 유사도를 확인하였다. 또한, SRCM 

115785 균주의 계통학적 분석을 위해 근린결합법을 기반으로

하여 evolutionary distance를 추론하였으며, 계통수의 신뢰도

를 높이기 위해 bootstrap을 1,000회 수행한 결과, 최종 선발한 

균주를 Bacillus amyloliquefaciens SRCM115785로 명명하였다

(Fig. 2). B. amyloliquefaciens는 이전의 연구결과들을 통해 pro-

tease를 고생산하는 것으로 알려져 있으며[1, 16, 17], 안정성이 

확보된 생물자원으로 인식되어 본 연구에서 protease 대량생

산을 위한 최적조건 확립 및 바이오산업 분야에 적용하는데 

있어서 적합한 미생물자원으로 사료되어진다.

SRCM115785의 배양시간에 따른 protease 생산  균주 

성장 조사

 SRCM115785 균주의 배양시간에 따른 protease생산과 균

주 성장을 측정하기 위해 LB 액체배지 100 ml에 균주를 접종

하여 30℃, 150 rpm 조건으로 48시간 동안 진탕배양하였으며, 

4시간 간격으로 배양액을 회수하여 측정하였다. SRCM115785

는 배양 후 20시간까지 급격하게 성장하는 대수기를 나타내었

고, 24시간 이후 점차 성장이 느려지며 정지기에 도달하는 것

으로 나타났다. Protease 생산량에 있어서 배양 20시간까지 

균주가 성장함에 따라 protease 생산량도 증가하는 양상을 보

이지만 20시간 이후로 protease 생산량이 점차 감소하는 것으
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Fig. 2. Phylogenetic tree based on neighbor-joining method showing relationships between strain SRCM115785 and members of 

the genus Bacillus. The percentage numbers at the nodes are the levels of bootstrap support based on maximum-likelihood 

analyses of 1,000 resampled data sets. Bar, 0.0005 nucleotide substitution per position.

Fig. 3. Time course profile of protease production by B. amyloli-

quefaciens SRCM115785 in LB broth as unoptimized 

medium. ●: Log CFU/ml, ○: dry cell weight (g/l), ▲: 

protease (g/l).

로 나타나므로(Fig. 3), SRCM115785를 이용한 protease 생산을 

위한 배양시간을 20시간으로 설정하였다. 일반적으로 Bacillus 

amyloliquefaciens 균주는 24시간에서 최대 성장을 나타내는 것

으로 보고되었고[18, 23], 동시에 protease 생산은 24시간에서 

최대 생산량을 나타내는 것으로 보고된 바 있다[18, 27]. 

SRCM115785 균주 또한 균체 성장에 있어서는 이전의 보고들

과 동일한 결과를 나타났지만, protease 생산에 있어서는 20시

간에서 최대 생산량을 나타내어 기존의 균주들과 차이를 나타

내었다. 동일한 종에 속하는 미생물들 사이에도 각 균주마다 

나타내는 특성 및 분석 방법이나 배양 방법 등 외부 요인의 

차이가 존재하므로 기존 논문들과 차이를 나타내는 것으로 

사료되어진다.

Plackett-Burman design (PBD)을 통한 protease 생산

을 한 배지성분 선정

SRCM115785 균주의 생장 및 protease 생산을 위한 배지 

조성 성분을 선별하기 위해 PBD를 이용하여 실험을 설계하였

다. Bacillus 속 미생물의 성장 및 protease 생산에 주효과를 

나타내는것으로 조사된 11개의 배지성분 중 각각의 중심값으

로부터 고농도와 저농도 수준을 탄소원(glucose, sucrose, 

starch)은 3±2 g/l, 질소원(yeast extract, peptone, malt extract, 

beef extract)은 4±3 g/l, 무기원소원(CaCl2, K2HPO4, KH2PO4, 

(NH4)2SO4)은 0.55±0.45 g/l로 설정하였으며(Table 2), 독립변

수별로 protease 생산에 미치는 영향을 분석하였다. PBD 설계

에 따른 15개 실험구의 종속변수로 작용하는 proetease 생산

량은 3회 반복측정을 통해 산출된 평균값으로, Table 2에 나타

내었으며, 각 독립변수별로 protease 생산에 영향을 미치는 

양상을 보여주는 plot을 Fig. 4에 나타내었다. 각 성분 중 설정

한 범위 내에서 glucose, yeast extract, beef extract는 농도가 

증가할수록 protease 생산량 또한 현저하게 증가하는 양상을 

나타냈으며, CaCl2는 농도가 증가할수록 protease 생산량이 

현저하게 감소하는 양상을 나타내었고, 나머지 성분들은 큰 

영향을 미치지 않았다. Table 3은 각 실험구에 대한 독립변수

들의 영향 및 모델 계수 등과 같은 통계분석 결과를 나타낸 

것으로, 이 결과를 바탕으로 하여 glucose, (X1, 96.85%), yeast 

extract (X4, 99.13%), beef extract (X7, 99.33%)을 protease 생산

에 주효과를 나타내는 배지 성분으로 선별하였다. Bacillus 

amyloliquefaciens 균주의 경우 glucose 및 yeast extract 존재 

하에 protease를 고생산하며, beef extract 존재 하에서 높은 
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Table 2. Matrix of the Plackett-Burman design experiments on 11 variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-1 0 +1

Glucose

Starch

Sucrose

X1 (g/l)

X2 (g/l)

X3 (g/l)

1 3 5

Yeast extract

Peptone

Malt extract

Beef extract

X4 (g/l)

X5 (g/l)

X6 (g/l)

X7 (g/l)

1 4 7

KH2PO4

K2HPO4

CaCl2

(NH4)2SO4

X8 (g/l)

X9 (g/l)

X10(g/l)

X11 (g/l)

0.1 0.55 1

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11

Protease 

(diameter, mm)

Protease 

(U/ml)

Predicted Observed Log Unit

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

1

-1

1

1

-1

-1

0

-1

-1

-1

1

0

0

1

1

1

1

1

-1

1

-1

0

-1

1

-1

-1

0

0

-1

1

-1

-1

1

1

1

-1

0

1

1

-1

-1

0

0

1

-1

1

1

-1

1

-1

1

0

-1

1

-1

-1

0

0

1

-1

1

1

-1

1

1

-1

0

1

-1

-1

1

0

0

-1

-1

1

-1

-1

-1

1

1

0

1

-1

-1

-1

0

0

1

1

-1

1

1

-1

1

1

0

-1

-1

-1

1

0

0

1

-1

-1

1

-1

-1

-1

-1

0

1

1

-1

1

0

0

1

1

-1

1

1

1

-1

1

0

1

-1

-1

-1

0

0

-1

1

1

-1

1

-1

-1

1

0

1

1

-1

1

0

0

-1

-1

-1

-1

-1

1

1

1

0

-1

1

-1

1

0

0

-1

1

20.83

24.23

21.33

24.17

24.50

22.00

22.29

16.83

21.67

21.83

21.57

22.29

22.29

26.00

22.50

20.83

24.23

21.33

24.17

24.50

22.00

21.17

16.83

21.67

21.83

21.57

21.73

21.43

26.00

22.50

1.36

1.58

1.39

1.57

1.60

1.43

1.38

1.10

1.41

1.42

1.41

1.42

1.40

1.69

1.47

22.84 

37.90 

24.60 

37.56 

39.45 

27.18 

24.02 

12.59 

25.88 

26.50 

25.50 

26.11 

24.97 

49.33 

29.29 

X1-X11 represent respective assigned variables and response values.

-1 : low level of the variables, 0 : medium level of the variables, +1 : high level

Table 3. ANOVA(analysis of variance) for coefficients of Plackett-Burman design affecting protease production

Variables (Xi) Effect (Exi) Coefficient (βi) Sum of squares F-value P-value Confidence level (%)

Model

Glucose

Starch

Sucrose

Yeast extract

Peptone

Malt extract

Beef extract

KH2PO4

K2HPO4

CaCl2

(NH4)2SO4

44.58

0.89

0.4434

0.2566

1.7234

-0.5334

-0.3566

1.9666

-0.31

-0.89

-3.16

0.8934

22.29

0.445

0.2217

0.1283

0.8617

-0.2667

-0.1783

0.9833

-0.155

-0.445

-1.58

0.4467

 60.05

  2.38

0.5896

0.1976

  8.91

0.8533

0.3816

 11.60

0.2883

  2.38

 30.08

  2.39

 69.52

 30.26

  7.51

  2.52

113.45

 10.87

  4.86

147.75

  3.67

 30.26

383.06

 30.49

0.0143
*

0.0315*

0.1114

0.2536

0.0087**

0.0810

0.1583

0.0067
**

0.1954

0.0315*

0.0026**

0.0313*

98.57

96.85

88.86

74.64

99.13

91.9

84.17

99.33

80.46

96.85

99.74

96.87

* : significance at p<0.05
** : significance at p<0.01
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Fig. 4. Main effect plot showing effect of each variable on protease production by B. amyloliquefaciens SRCM115785. Stepper slope 

in the line illustrates the greater magnitude of the main effect.

균체의 성장을 나타내는 것으로 보고된 바가 있다[27]. 이외에, 

다른 Bacillus 속 균주 또한 위와 동일한 보고가 있는 반면[15], 

이와 다른 결과의 보고가 존재하였다[28].

Central composite design (CCD)을 통한 protease 생산

배지 성분의 농도 최 화

PBD 통계분석 결과를 기반으로 SRCM115785균주의 pro-

tease 생산량 증가에 가장 큰 영향을 미치는 성분으로 glucose, 

yeast extract, beef extract 3종을 선별하였고, 선별된 성분의 

농도 최적화를 위해 CCD를 설계하였다(Table 4). 3개의 중심

점을 포함한 17개 실험구에 대한 각각의 독립변수와 반응값

(Y, protease g/l)에 대한 회귀방정식은 Design expert 12 pro-

gram을 이용하여 다음과 같이 예측하였다.

Y=23.60588+0.594185*glucose+0.009732*yeast extract- 

0.102074 *beef extract-0.010833*glucose*yeast extract+ 

0.011979*glucose*beef extract+0.017917*yeast extract* 

beef extract-0.049502*glucose*glucose-0.003681*yeast 

extract*yeast extract-0.001438*beef extract*beef extract

반응값에 대한 분산분석을 진행한 결과 결정계수(R-square) 

값이 1에 가까운 수치인 0.9193을 나타내었고, p-value 값이 

0.05보다 낮은 0.0044으로 가정된 모델에 대한 높은 유의성 

및 실험 모형의 적합도를 확인하였다(Table 5). 또한 회귀방정

식의 검정을 위해 lack of fit의 p-value값을 확인한 결과 0.2730

으로 유의성을 판단하는 기준값인 0.05보다 높아 lack of fit의 

결과가 유의하지 않음을 확인하였고, 이는 실험모델이 회귀모

형을 설명하기 위해 적합한 모델임을 증명하였다[6]. Protease 

생산에 있어서 각각의 변수들이 미치는 영향을 확인하기 위해 

1개의 독립변수를 최적값에 고정하여 나머지 2개 변수의 농도

를 변화시켜 작성된 3차원 반응표면도를 Fig. 5에 나타내었다. 

분석결과 beef extract가 protease 생산에 있어서 가장 큰 영향

을 미치는 변수로 작용한다는 것을 확인하였고, beef extract와 

yeast extract의 농도가 높아질수록 protease 생산량이 증가하

는 경향을 나타내었다. 이를 기반으로 하여 SRCM115785 균주

의 protease 최대 생산량은 26.62 mm로 예측되었고, protease 

최대 생산을 위한 각 배지조성별 농도는 glucose 6.75 g/l, 

yeast extract 12.42 g/l, beef extract 17.48 g/l로 예측되었다.

실험모델의 검증

반응표면분석법에 의해 예측된 최적화 배지에서 B. amyloli-
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Table 4. Matrix of the Central composite design experiments on 17 variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-1 0 +1

Glucose
Yeast extract
Beef extract

X1 (g/l)
X2 (g/l)
X3 (g/l)

3
5.5
6

5
8

10

7
10.5
14

Run X1 X2 X3

Protease (diameter, mm) Protease (U/ml)

Predicted Observed Log Unit

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

 0
-1
 0
 1
 0
 0
 1
 1
-1
 0
-1
 2
 1
 0
 0
-1
-2

-2
-1
 0
 1
 0
 0
 1
-1
 1
 0
 1
 0
-1
 2
 0
-1
0

0
1

-2
-1
0
2
1

-1
1
0

-1
0
1
0
0

-1
0

25.17
24.94
24.97
25.21
25.59
26.01
26.03
25.36
25.73
25.59
25.04
25.26
25.71
25.81
25.59
24.73
24.32

25.17
25.10
25.00
25.20
25.57
25.83
26.34
25.50
25.73
25.67
25.17
25.10
25.73
25.67
25.40
24.57
24.33

1.64
1.63
1.63
1.64
1.67
1.68
1.72
1.66
1.68
1.67
1.64
1.63
1.68
1.67
1.65
1.60
1.59

43.59 
43.14 
42.50 
43.79 
46.27 
48.09 
51.89 
45.79 
47.38 
46.96 
43.59 
43.14 
47.38 
46.96 
45.11 
39.86 
38.46 

X1-X3 represent respective assigned variables and response values.

Table 5. ANOVA for central composite design (quadratic model) of SRCM115785

Source Sum of squares Degree of freedom Mean square F-value P-value, Prob>F

Model

X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

Residual

Lack of fit

Pure error

Cor total

3.45

0.8726

0.4021

1.07

0.1082

0.0091

0.1096

0.7802

0.0128

0.0128

0.3031

0.2668

0.0363

3.76

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

5

2

16

0.3837

0.8726

0.4021

1.07

0.1082

0.0091

0.1096

0.7802

0.0128

0.0128

0.0433

0.0534

0.0181

8.86

20.15

9.29

24.70

2.50

0.2102

2.53

18.02

0.2956

0.2956

2.94

0.0044
**

0.0028**

0.0187*

0.0016**

0.1580

0.6605

0.1556

0.0038
**

0.6035

0.6035

0.2730

Standard deviation

Mean

Coefficient of variation (%)

0.2081

25.36

0.8206

Press

R-squared

Adjusted R-squared

2.14

0.9193

0.8156

X1: Glucose, X2: Yeast extract, X3: Beef extract.
* : significant at p<0.05, ** : significant at p<0.01.

quefaciens SRCM 115785 균주의 protease 생산량을 검증하기 

위해 최적 배지와 대조구인 LB 배지에 SRCM115785 균주를 

접종하여 24시간 배양한 후 protease 생산량을 측정하였다. 

최적화 배지에서 3회 반복실험을 수행한 결과 protease 생산

량은 27.46±0.97 mm (61.31±3.03 U/ml)로 CCD로부터 얻어진 

예측값인 26.62 mm가 오차범위 내에 존재하였으며, 대조구인 

LB배지에서의 protease 생산량인 20 mm 보다 137% 향상된 

결과를 나타내었다. 또한, 앞서 정의한 최적조건에서 dif-
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Fig. 6. Comparison of protease production in different media, 

LB (unoptimized medium) as well as comparing the 

model to experimental value. Data are presented as the 

mean ± SD. ■: diameter (mm), ●: U/ml.

Fig. 5. The three-dimensional response surface plots of protease production as predicted by the quadratic model. The effects of 

two independent variables on protease production are simultaneously demonstrated.

fusion method로부터 산출된 값과 정량분석법에 의해 산출된 

값의 동일성을 확인하기 위해 Cupp-Enyad [4]의 방법을 이용

하여 protease 생산량을 분석한 결과 59.28 U/ml의 생산량을 

나타내어 diffusion method로부터 산출된 값(61.31±3.03 U/ 

ml)의 오차범위 내에 존재하는 것을 확인하였다. 또한, 이는 

대조구로 사용된 LB 배지에서 얻어진 농도 25.72 U/ml보다 

230.47%의 증가량을 나타내었다(Fig. 6). 이러한 결과는 기존

의 논문에서 측정된 B. amyloliquefaciens 균주들의 protease 생

산량보다 높은 결과값을 나타내므로[18, 27], protease의 효율

적인 생산을 위한 지표로 사용될 수 있음을 증명하였다. 본 

연구에서는 protease를 고생산하는 것으로 알려진 Bacillus속 

균주들을 분리 및 동정하였으며, 그 중 protease 활성이 가장 

높게 나타난 Bacillus amyloliquefaciens SRCM115785 균주를 선

별하였다. 선별균주를 대상으로 protease 대량생산을 위한 산

업적 배지조건을 확립하기 위해 통계학적 분석기법인 반응표

면분석법을 활용하여 배지 최적화를 수행하였고, 그 결과 일

반 LB배지보다 효율적으로 높은 생산량을 나타내었다. Pro-

tease는 생산성과 경제성에 높은 효율을 나타내어 다양한 산업

분야에 유용하게 사용되므로, 향후 더 효율적이고 안정적인  

pilot scale의 대량생산을 위한 배양 온도, pH와 같은 물리적 

조건 및 경제성을 고려한 생산 조건 확립을 위한 추가적인 

연구가 수행되어야 할 것이다.   
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록：반응표면분석법을 이용한 Bacillus amyloliquefaciens SRCM115785의 protease 활성증가를 

한 배지 최 화

양희건․하 수․류명선․박세원․정호진․양희종․정도연*

((재)발효미생물산업진흥원)

본 연구에서는 반응표면분석법을 이용하여 전통발효식품인 막걸리로부터 분리한 Bacillus amyloliquefaciens 

SRCM115785 균주에 대하여 protease 생산량을 증가시키기 위한 배지의 최적 농도를 확립하고자 하였다. 선정한 

11개의 배지 성분 중 각 성분이 protease 생산에 미치는 영향에 대한 분석을 위해 Plackett-Burman design (PBD)

를 설계하여 통계분석한 결과 glucose, yeast extract, beef extract를 protease 생산 향상을 위한 요인으로 최종 선

별하였다. 선별된 3개의 성분에 대해 protease 생산을 위한 각 성분별 최적 농도를 결정하기 위해 central compo-

site design (CCD)분석을 설계하여 protease 최대 생산을 위한 각 배지조성별 농도는 glucose 6.75 g/l, yeast ex-

tract 12.42 g/l, beef extract 17.48 g/l로 예측되었다. ANOVA 분석을 통해 실험모델의 적합성을 증명하였고, 설계

한 최적배지에서 반복실험을 진행하여 protease 생산량을 측정한 결과 예측값과 매우 유사한 값을 나타냄을 확인

하였다. 최종적으로 일반 배지에 비해 137% 환이 증가하였으며, 추가로 정량 분석 결과 기존 25.72 U/ml 대비 

59.28 U/ml로 230.47% 증가함을 확인하였다. 본 연구를 통해 protease 생산량 증가를 위한 배지 성분의 최적화를 

확립하였고, 이를 바탕으로 산업용 효소로서 protease의 효율적인 활용방안에 대한 기초자료로서 활용될 수 있을 

것으로 기대된다.
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