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Abstract
Polysaccharidegenerated from microbesiswidely utilized in food,medicaland biological
industriesduetoitsphysicalnatureandvariousfunctionalityoriginatedfrom itsownstructural
characteristics.Thehetropolysaccharide-7(PS-7),oneofpolysaccharides,isbeingappliedto
relevantindustriesforitsnatureofhighviscosity,plasticity,excellentsuspendingability,
water-absorbingability,adhesivenessandlubricatingability.

Althoughcheesewheyisanutrient-richdairybyproductfrom cheeseproductionprocess,
itcontainsa potentialto be widely used,ifitappliesto the production ofhigh
value-addedproductsbyutilizingmicrobesseparatedfrom lactose.PS-7canbeobtained
throughthemedium ofwheymaintainedonB.indicaL3whichcontainslactoseutilizing
enzyme.Thestudywasimplementedtoidentifytheoptimum conditionsofincreasing
theyieldsofPS-7byusingthemedium compositionwithwhey.

Intheexaminationoftheeffectsofeachcarbonsourcecontainedcheesewhey,sucrose
additionshowedtoincreasetheproductionofPS-7thanthatofothersugarcontents.As
awhole,whiletheincrementofgalactoseandfructosedecreasedthePS-7production
duringcultivation,theincrementofglucoseincreasedthePS-7production.

TheincrementofdextrosewasidentifiedtoincreasetheproductionofPS-7oftheB.
indicaL3and through theoptimization with three-dimensionalresponsesurfaces,the
incrementofcarbon sourceslike dextrose and whey along with the incrementof
nitrogensourcesincreased theproductionofPS-7steadily,and inthecaseofproper
combination of carbon sources and nitrogen sources, it generated the maximal
production.
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111...서서서 론론론

미생물에서 생산되는 다당류는 고유한 구조적 특징에 기인한 물성과 다양
한 기능성으로 인해 식품,의약품 등 생물 산업에서 널리 이용되고 있다[1,2].
이들 다당류들 중 Azotobacterindicusvar.myxogenes부터 생산되는 다당류
인 heteropolysaccharide-7(S-7orPS-7)〔Fig.1〕은 포도당과 rhamnose그리
고 uronicacid를 주성분으로 하여 SphingonomaspaucimobilisstrainI-886이
생산하는 다당류와 유사한 2-deoxysugar와 2-deoxy-D-hexauronicacid를 포
함하고 있다[3-7].PS-7의 물성은 gellangum류에 속하며 xanthan과 같은 고
분자와 비교했을 때 약 2배 높은 점성을 가지고 있으며 뛰어난 가소성을
가지고 있다〔Table1〕.또한 뛰어난 안정능,수분함유능,점착능,윤활능 등
으로 현재 페인트,잉크,섬유,필름 등의 공업 분야에서 산업적 응용이 이루
어지고 있다.BeijerinckiaindicaATCC 21423은 토양유래 미생물로서 제한된
탄소원의 환경에서 metabolicpattern을 바꾸어 다양한 다른 성분들을 탄소
원으로 이용하여 생존한다.이런 균의 특성을 이용하여 제한된 질소원 환경
에서 다당류 생산을 향상시킬 수 있다.
포도당을 비롯한 정제된 당을 이용한 발효기법은 대체적으로 많은 비용이
소모되는 단점이 있어 정제당을 대체할 수 있는 방법으로서 당을 함유하는
산업 폐기물을 처리하는 방법이 많이 시도되고 있다.이러한 방법은 저가의
기질을 이용하여 고부가가치의 산물을 생산하는 경제적인 측면뿐만 아니라,
환경적으로 문제가 될 수 있는 폐기물을 유용하게 이용함에 따라 환경적인
측면으로도 부가적인 효과를 노릴 수 있다.유청(wheylactose)은 유가공산업
에서 흔히 생산되는 산업 부산물로서 재가공시에 들어가는 비용 때문에,이
를 사료로 사용하거나 폐기처분을 하는 실정이다.유청에는 많은 양의 유당
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(lactose)이 포함되어 있으며,가용성 단백질,미네랄,비타민 그리고 각종 유
기성분이 존재하고 있는 고영양 배지성분이다.따라서 유당을 분해하여 발효
기질로서 사용할 수 있는 균을 이용하여 고부가가치 산물을 생산한다면 매
우 유용하게 이용할 수 있는 잠재성을 가지고 있다.
BeijerinckiaindicaL3는 BeijerinckiaindicaATCC 21423의 변이주로서 유당
분해효소를 가지고 있는 것으로 확인되었고 이 균주는 유당이 포함된 유청
을 기질로 사용했을 때 PS-7을 생산할 수 있다는 연구보고가 있다[8].본 연
구는 유청을 본 기질로 이용하였을 때 최대의 PS-7을 생산할 수 있는 최적
조건을 결정하기 위하여 수행하였다.
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Fig.1PrimarystructureofPS-7from Azotobacterindicusvar.myxogenes
ATCC 21423(Beijerinckiaindica).Rha:rhamnose,Glc:glucose,
2dGlcA:2-deoxy-glucuronicacid.
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Table1.ApplicationsofGellanGum inFood

Application Application Application Application areaareaareaarea Example Example Example Example of of of of productsproductsproductsproducts

Conventional Conventional Conventional Conventional gelling/gelling/gelling/gelling/

thickening thickening thickening thickening agents agents agents agents used used used used in in in in the the the the 

pastpastpastpast

Water-based gels Dessert gels, aspics Gelatin, alginate, carrageenan

Confectionery
Starch jellies, pectin jellies, 

fillings, marshmallow

Pectins, starches, gelatine, 

agar, xanthan/locust bean 

gum

Jams and 

marmalades

Diet-jams, imitation jams, 

bakery fillings
Pectin, algin, carrageenan

Pie fillings and 

puddings

Instant desserts, pie 

fillings, canned/pre-coked 

puddings

Starches, carrageenan, 

alginate

Fabricated foods
Restructured meat, fruits 

and vegetables

Alginate, carrageenan/locust 

bean gum

Pet foods Canned/gelled pet food
Alginate, carrageenan/ locust 

bean gum

Dairy products
Yogurt, milk shakes, gelled 

milk, ice cream

Carrrageenan, gelatine, 

alginate

Icings and toppings
Bakery icings, canned 

toppings

Agar, starches, pectin, 

xanthan/guar gum
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222재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111사사사용용용균균균주주주 및및및 기기기본본본 배배배양양양조조조건건건

BeijerinckiaindicaL3는 MSM(mineralsaltsmedium)agarplate에 배양하였
다〔Fig.2〕.MSM 배지는 5.0g/LKH2PO4,0.1g/LMgSO4.7H2O,7.5mM
NH4NO3,0.4g/LBactoyeastextract(DifcoLab.,Detroit,USA),0.2g/L
Bacto peptone,4 g/L glucose,16 g/L Lactose,1 mL trace minerals
solution(1% FeSO4.7H2O, 0.1% MnSO4.5H2O, 0.25% ZnSO4.6H2O, 0.2%
CuSO4.6H2O,0.25% Na2MoO4.H2O)의 조성을 가지며 pH 6.8로 조절하기 위
하여 2M NaOH를 멸균과정 전 배지에 첨가하였다.Seedculture는 3g/L
Bactoyeastextract,10g/Llactose,5g/LBactopeptone이 포함된 yeast
lactose(YL)배지로 배양하였다.
유청 배지는 Dlamini와 Peiris의 방법을 이용하였다 [8].20g/L유청에
5.0g/LKH2PO4,0.1g/LMgSO4.7H2O,1mL의 tracemineralsolution을
첨가하여 사용하였다.

222...222...유유유청청청배배배지지지에에에 탄탄탄소소소원원원 첨첨첨가가가

Glucose,galactose,fructose그리고 sucrose를 유청배지(wheylactose)에 첨
가되는 탄소원으로 사용하였다.탄소원은 0,25,50,75그리고 100%(w/v)으
로 첨가하였다.탄소원은 증류수에 용해하여 따로 멸균하여 배지에 첨가하였
다.배양은 진탕 배양기에서 200rpm으로 30℃,24시간동안 배양한 seed
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culture에서 250mLbaffledErlenmeyerflask에 50mL의 유청 배지를 넣고
5%의 양을 접종하여 같은 조건으로 72시간동안 배양하였으며 건조균체 중량
(DCW,DryCellWeight),점도(Viscosity),PS-7의 생산량을 측정하였다.
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Table2.CompositionofMineralSaltMedium AgarPlate

CompositionCompositionCompositionComposition Concentration Concentration Concentration Concentration (g/(g/(g/(g/ℓℓℓℓ))))

KH2PO4 5.0

MgSO4.7H2O 0.1

Bacto yeast extract 0.4

Bacto peptone 0.2

glucose 4.0

Lactose 16

NH4NO3 7.5mM

trace minerals solution 1.0mL
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Fig.2.Typicalcolony ofB.indica grown in glucose-based MSM
medium.
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222...333일일일반반반분분분석석석

균체증가량과 PS-7생산량은 Wu[9]의 방법으로 측정하였다.잔당 측정은
phenolsulfuricacidmethod를 사용하였다[10].잔당은 최초 첨가된 당의 총
량에 대한 퍼센트로 나타냈다. 물성측정은 Brookfield programmable
LVD-VIIIdigitalviscometer(Brookfieldengineeringlaboratories,Stoughton,
MA,USA)를 이용했으며 사용된 어댑터는 SC4-34spindle을 사용하였다.고
유점도는 Ubbelohde(BukwangCo.,BusanKorea)모세관 점도계를 이용하
였으며 항온 수조(30℃)에서 행하였다.이는 질소원 첨가된 것과 10mM
ammonium nitrate를 배지에 첨가했을 때를 비교하였다.생산된 PS-7을 충분
히 세척한 이후,24시간 동안 동결건조를 하였고 이를 2.0N NaOH에 녹여
시료로서 사용하였다.고유점도는 Huggins와 Kraemer공식으로 구하였다
[11,12].
(1)ηsp/C=[η]+k'[η]2C-----------Hugginsequation
(2)In ηr/C=[η]-k‘’[η]2C-------Kraemerequation
ηsp는 polymersolution의 specificviscosity이고 C와 K'는 Huggins상수이
다.또한 ηr은 relative점도이고 k‘’는 주어진 polymersolution에서 Kraemer
상수이다.

222...444통통통계계계분분분석석석

실험의 통계분석은 1950년 처음 제안된 이래 공정산업에 널리 활용되고
있는 표면반응방법(RSM ;Response Surface Methodology)을 사용하였다
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[13-18].표면반응방법은 여러 개의 설명변수(독립변수)가 복합적인 작용을 함
으로써 어떤 반응변수(종속변수)에 변화를 주고 있을 때,이러한 반응의 변화
가 이루는 반응표면에 대한 분석방법을 말한다.독립변수는 어떤 반응에 영
향을 미치는 여러 가지 인자(factor)를 말하며,일반적으로 독립변수들은 임
의로 조절될 수 있는 양적변수(quantitative)이다.반응표면방법을 통하여 얻
고자 하는 것은 주로 독립변수들과 종속변수 간의 함수관계를 데이터로부터
추정하여 독립변수들의 값의 변화에 따라서 반응량(종속변수의 값)이 어떻게
달라지는가를 예측한다.또한,어떠한 독립변수의 값들이 반응량을 최적화
(optimize)시킬 수 있는가를 찾아낸다.
실험초기에는 일반적으로 공정조건이 최적점에서 멀리 떨어져 있다.따라
서 반응표면을 1차 모형으로 상정하여 실험을 행하고,이 데이터를 이용하여
회귀분석한 다음,추정된 1차모형의 계수를 이용하여 공정조건의 이동방향을
결정한다.즉 최적점(정상부위)으로 가는 가장 빠른 방향인 최대경사로를 따
라 실험을 하는 점들을 결정하게 된다.최적점을 찾아서 축차적인 실험을 계
속 진행하게 된다.정상부위에 가까워지면 반응변수의 증가율은 둔해지면서
좀 더 진행하면 오히려 감소하게 된다.정상부위에 도달하였다는 것이 판단
되면 추가실험을 통하여 2차 모형으로 반응표면을 좀 더 정확히 추정한 다
음,민감도 분석 및 최적화를 시도한다.
1차 반응표면 모형식을 위한 실험계획법은 2k형 요인실험과 심플렉스 계획
법(simplexdesign)등이 있다.심플렉스 계획법은 분산분석에서 오차항의 자
유도가 0이 되는 포회계획(saturateddesign)이므로 회귀계수의 유의성 검정
및 모형의 적합결여검정 등을 행할 수 없는 단점이 있다.따라서 1차 반응표
면 모형식을 위한 실험계획법은 2k형 요인실험이 주로 사용된다.이때 적합
결여 검정 및 곡류효과(curvatureeffect)탐지를 위하여 중심점을 추가한 실
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험계획이 사용된다.
분산분석 결과 추정된 1차 반응표면 모형식이 타당하다고 하면,아직 최적
점(정상부위)에 도달하지 않았다는 증거이다.이 경우 최적점(정상부위)로 가
는 가장 빠른 방향인 최대경사경로를 따라 축차적인 실험을 실시하여 정상
부위를 파악하여야 한다.이 방법을 최대 경사법(methodofsteepestascent)
이라 한다.최대 경사로를 결정하기 위해서는 추정된 1차 반응표면식의 계수
를 이용한다.방향(최대경사경로)이 결정된 후에는,축차적인 실험을 위한 실
험점 간의 간격(stepsize)을 결정해야 한다.실험점 간의 간격은 요인배치나
부분요인 배치를 통한 실험에서 얻은 경험에 의존하여 적절하게 구하게 된
다.
정상부위에 도달하였다는 것이 판단되면 추가실험을 통하여 2차 모형으로
반응표면을 좀더 정확하게 추정한 다음,민감도 분석 및 최적화를 시도한다.
2k형 요인배치법으로는 2차 모형의 추정이 불가능하며,각 독립변수에 대하
여 적어도 3수준 이상을 고려하여야 한다.2차 반응 표면식을 추정하기 위한
실험계획을 수립할 때 일반적으로,추적된 값이 관측된 값과의 근접함,순수
오차의 추정 및 적합결여 검정 가능여부,추가적인 실험에 의한 고차모형의
수립,최소의 실험회수 등을 고려하여야 한다.
2차 반응표면 모형식을 추정할 수 있는 실험계획으로는 3k형 요인배치법,
중심합성계획,면중심 중심합성계획,Box-Behnken계획 등이 있다.여기서 3k

형 요인배치법은 실험회수가 다른 실험계획보다 많으며,회전성을 갖고 있지
않는 등 단점이 많으므로,2차 반응표면 모형식 추정을 위한 실험계획으로는
잘 사용되지 않는다.
중심합성계획(CentralCompositeDesign;CCD)은 1951년에 GeorgeBox와
K.B.Wilson에 의해 고안되어 지금까지 반응표면분석의 대표적인 실험계획
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으로 이용되고 있다.중심합성계획을 사용하면,2차 모형의 제곱항들의 효율
적인 추정이 가능하고,실험계획의 바람직한 특성인 직교 블록화(orthogonal
blocking)및 회전성(rotatability)의 구현이 용이하다.직교적으로 블록화된
설계들은 모형 항들과 블록 효과들이 독립적으로 추정되도록 하고,회귀 계
수들의 변동을 최소화한다.회전가능(rotatable)설계들은 설계 중심으로부터
의 거리가 동일한 모든 점들에서의 예측분산을 일정하게 하는 바람직한 성
질을 가지고 있어,예측의 질을 향상시킨다.중심합성계획은 중심점을 포함
한 요인배치 실험점(꼭지점)과 축점으로 이루어진다.독립변수의 수가 k이라
면,요인실험점의 수가 2k이고 축점의 수가 2k이고,중심점에서의 반복회수가
nc인 경우 총 실험회수는 2k+2k+nc가 된다.독립변수의 수가 3인 경우의 중심
합성계획이 Table3에 제시되어 있다.축점의 위치를 나타내는 α의 값은 중
심합성계획이 바람직한 성질을 갖도록 결정되어 진다〔19〕.
2차 반응 표면 모형식이 추정되었으며,반응변수를 최적화하는 최적공정

조건(optimalresponsecondition)을 구할 수 있다.
실험에서는 독립변수로서 유청(%,w/v medium,X1),포도당(%,w/v

medium,X2),ammnoium nitrate(mM,X3)였으며 종속변수로서는 건조균체
량(DCW,g/L),PS-7(g/L)그리고 점도 (cP)로 정하였다.독립변수는 -α,-1,
0,1,그리고 α로 코드화를 시켰다.코드에 해당하는 실제 값은 여러번 반복
실험을 통하여 결정할 수 있었다.각 코드에 해당하는 실제값은 〔Table3〕
에 나타나있다.독립변수가 모두 3가지로서 총 실험은 17회(23+2×3+3)가 된
다.중앙점은 3회 반복실험을 하였다 〔Table4〕.
얻어지는 데이터는 회귀분석(regressionanalysis)를 통하여 알 수 있다.회

귀분석이란 변수들간 관련성을 규명하기 위하여 어떤 수학적 모형을 가정하
고,이 모형을 측정된 변수들의 자료로부터 추정하는 통계적 방법을 말한다.
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변수들 사이의 함수관계를 나타내기 위한 수학적 모형을 회귀모형이라 한다.
회귀모형을 상정하고 데이터로부터 이 모형을 추정한 다음,추정된 회귀식은
예측 및 최적화에 이용하게 된다.여기서 함수관계를 나타내는 변수들은 두
종류로 구분하는데,하나는 종속변수이고 다른 하나는 독립변수이다.종속변
수(dependent variable)는 성능 특성치 또는 반응변수이며, 독립변수
(independentvariable)는 종속변수에 영향을 미치는 변수이다.
회귀분석은 회귀모형에 따라 여러 가지로 구분되는데 일반적으로 널리 사

용되는 회귀분석은 독립변수가 하나이고 종속변수 y와의 관계가 직선인 단
순회귀,독립변수가 2개 이상이고 y와의 관계가 1차 선형함수인 다중회귀,
독립변수가 하나이고 종속변수 y와의 관계가 2차곡선 이상인 곡선회귀,다중
회귀와 곡선회귀를 합친 다항회귀,회귀계수들이 선형으로 표현되지 않는 비
선형 회귀로 나눈다.
본 실험에서는 다음과 같은 회귀식으로 나타낼 수 있다.
Y= b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b11X12 +

b22X22 +b33X32---------------------------------------------------------식〔1〕
Bn의 값은 회귀 계수(regressioncoefficient)이고 X1,X2,X3의 값은 코드화된
독립변수의 값이다.모든 통계 계산은 SAS/STATTM 통계 패키지를 통하여
수행되어졌다.
회귀모형의 적합성을 검증하기 위해 분산분석,결정계수(coefficientof

determination),잔차분석(residualanalysis),적합성 결여 검정(lack offit
test)을 이용한다.추정된 회귀모형이 유용한 것인지 아니면 쓸모없는 것인지
를 알아보는 방법으로 분산분석을 이용한다.또 다른 방법인 결정계수는 총
변동에 대한 회귀선에 의해 설명되는 변동의 비율로 정의할 수 있다.결정계
수(coefficientofdetermination)는 총 변동을 설명하는데 있어서 회귀선에 의
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하여 설명되는 변동이 기여하는 비율을 의미하므로 회귀선의 기여율이라고
도 한다.결정 계수 값의 범위는 0≦R2≦1이며,R2이 1에 가까울수록 추정된
회귀선을 유용하며,이 값이 0에 가까워지면 추정된 회귀선을 쓸모가 없어진
다.종속변수의 실제 값과 회귀식에 의한 추정 값과는 차이가 있기 마련이
며,이 차이를 잔차(residual)이라고 하며,잔차분석을 통하여 오차의 가정 및
모형의 가정을 검토할 수 있다.적합성 결여 검정(lackoffittest)은 모형의
적합성을 검정하고자 할 때 사용하는 방법으로서,이 방법은 정해진 x의 수
준에서 관측 값 y들의 반복적으로 측정된 경우에 가능한 검정방법이다〔20〕.
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Table3.Levelandcodeofvariables.

Variables Symbols

Coded levels

-1 0 1

Whey (%) X1 1 2 3

Glucose (%) X2 1 2 3

Ammonium nitrate (mM) X3 5.0 7.5 10.0
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Table4.CentralCompositeDesign(k=3)

실험번호

Design

Point

X1 X2 X3 내  용

1 -1 -1 -1

요인실험점, 꼭지점

(2
K
=2

3
=8개)

2 -1 -1 1

3 -1 1 -1

4 -1 1 1

5 1 -1 -1

6 1 -1 1

7 1 1 -1

8 1 1 1

9 -α 0 0

축점

(2
k
=2×3=6개)

10 α 0 0

11 0 -α 0

12 0 α 0

13 0 0 -α

14 0 0 α

15 0 0 0

중심점

(nc 개)

16 0 0 0

⋮ ⋮ ⋮ ⋮

14+nc 0 0 0
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333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

333---111...탄탄탄소소소원원원에에에 따따따른른른 PPPSSS---777의의의 생생생성성성

유청 배지를 기본으로 첨가된 각 탄소원의 효과를 살펴보면 sucrose의 첨
가가 PS-7의 생산을 다른 당에 비해 향상시킴을 알 수 있었다〔Fig.3〕.대
체로 fructose,galactose의 경우 첨가량이 증가될수록 오히려 PS-7의 생산량
이 감소되는 추세를 보이고 있었으며 glucose의 경우 첨가량이 증가될수록
PS-7의 생산량이 증가되는 것을 알 수 있었다.비록 절대량의 비교에 있어서
는 glucose의 첨가가 다른 당에 비해 PS-7생산에 큰 효과를 보이고 있지는
않았으나 첨가량에 따라 PS-7의 생산이 증가되는 것을 고려해 볼 때 어느
정도의 glucose첨가량이 최대의 PS-7생산이 가능한 것으로 보인다.이는
Wu[8]의 논문에서 B.indica가 glucose-generatingsugars를 기질로 사용했을
때 PS-7생산을 증가시킨다는 보고와도 일치한다.비용적인 측면과 PS-7의
생산 경향을 비교해봤을 때 sucrose의 경우는 비용적 측면,fructose,
galactose는 PS-7의 생산경향 측면으로 인해 glucose를 유청에 첨가할 탄소원
으로 선택하는 것이 적절하다고 판단되었다.
탄소원에 따른 Drycellweight는 전체적으로 양이 줄어드는 것을 알 수
있다〔Fig.4〕.Fructose의 경우 농도에 반비례하여 양이 줄어드는 것을 뚜
렷하게 확인할 수 있으며,glucose의 경우는 그 변화가 많지 않은 결과를 보
였다.sucrose의 경우 50%이상의 농도에서는 다소 비례하여 그 양이 늘어나
는 것도 관찰할 수 있었다.
탄소원에 따른 점성(Viscosity)정도를 관찰하면 전체적으로 농도를 높여 갈
수록 점성이 증가하는 것을 볼 수 있다〔Fig.5〕.sucrose의 경우 거의 정비
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례하여 증가하다가 농도 75%와 100%에는 변화가 없었다.대체로 galactose
의 경우는 양의 변화가 거의 없다는 것도 알 수 있다.
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배지내 Glucose농도 변화에 따른 PS-7의 생산량의 변화를 〔Fig.6〕을 통
하여 나타내었다.유청 1,2,3%,유청 1%+glucose1,2%,그리고 glucose
2%를 배지로 하여 전체 탄소원의 조성을 달리하여 PS-7의 생산량을 살펴본
결과 그림과 같이 유청과 glucose를 함께 첨가한 것이 유청이나 glucose만
을 배지의 탄소원으로 사용했을 때 보다 PS-7의 생산량이 월등히 향상되는
것을 알 수 있었다.whey1%,whey2%,Whey3%,glucose2%를 탄소원으
로 사용하였을 경우,처음 40시간 정도 양이 증가하다가 이후 70시간까지는
양의 변동이 없다.결국 네 가지 탄소원(whey1%,whey2%,whey3%,
glucose2%)각각 사용의 경우 모두 PS-7의 양이 1g/ℓ에 수렴되어 종결되
었다.whey1%와 glucose1%를 혼합한 경우 처음 시작부터 20시간까지 급
격한 증가세를 보이다가 이후 큰 변화가 없지만 whey와 glucose를 단독으로
사용했을 경우보다 3배의 효율을 보이면서 3g/ℓ의 양을 생산해 내었다.한
편 whey1%와 gulcose2%를 혼합하여 사용하였을 경우는 시간의 흐름과
거의 정비례하여 증가하면서 4g/ℓ으로 실험군에서 최고의 생산량을 보이고
있다.
배지내 Glucose농도 변화에 따른 점성(Viscosity)의 변화는 PS-7의 생산량

의 변화와 비슷한 모습을 보이지만 차이는 더 크게 나타난다 〔Fig.7〕.
whey를 단독으로 공급했을 때는 점성에 거의 변화가 나타나지 않았으며
glucose2%를 사용하였을 경우는 10,000cP를 나타내었다.그러나 whey와
glucose를 혼합하여 탄소공급원으로 사용하면 whey1%와 glucose1%의 경
우는 60,000cP를,whey1%와 glucose2%일 경우에는 65,000cP의 점성을 나
타내고 있다.이는 PS-7의 생산량이 많아질수록 점도,즉 끈쩍임이 증가한다
는 것을 고려해 볼 때 당연한 결과이기도 하지만 그 차이가 PS-7의 생산량
보다 많이 나고 있다.
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같은 실험의 경우,residualsugar에 대한 결과는 정반대의 모습을 보여준
다〔Fig8〕.실험 후 70시간이 경과하면 glucose2%를 배지에 공급한 경우
와 whey1%와 glucose1%를 공급한 경우 residualsugar는 0%에 가깝게 줄
어들고 나머지도 20-30% 근처에 머물고 있다.
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333...222RRRSSSMMM(((RRReeessspppooonnnssseeeSSSuuurrrfffaaaccceeeMMMeeettthhhooodddooolllooogggyyy)))을을을 통통통한한한 배배배지지지의의의 최최최적적적화화화

〔Table5〕는 세 가지의 독립변수의 조성에 따라 배양 72시간에 해당하
는 DCW(DryCellWeight),PS-7,그리고 점도의 변화에 대한 결과이다.독
립변수(independent variable)는 모두 3가지로 whey lactose(%, w/v
medium,X1),포도당(%,w/vmedium,X2),ammonium nitrate(mM,X3)이
며,종속변수(dependentvariable)는 PS-7(Heteropolysaccharide-7),DCW(Dry
CellWeight),Viscosity,모두 3가지 변수를 사용했다.본 실험을 위한 중심
합성계획(CentralCompositeDesign;CCD)의 실험은 꼭지점 8개(2K=23),축
점 6개(2×k=2×3),중심점(Centralpoint)3개로 모두 17포인트이다.〔Table
5〕의 결과를 토대로 식［1］에 나타난 회귀식을 구하였으며 모든 통계적
프로그램은 SAS/STATstatisticalpackage로 계산하였다〔Table6〕.
회귀계수(Regressioncoefficient)값과 회귀식의 적합성 검정을 위하여 F-test
와 분산분석(ANOVA)을 시행하였다.〔Table6〕에서 결정계수(R square,
coefficientofdetermination)의 값은 PS-7생산량,DCW,점성에서 각각 0.72,
0.63,0.85로써 유용한 값이라고 할 수 있다.테이블에서 b0는 단순회귀분석
(simplelinearregressionanalysis)에서 절편을 의미한다.bl,b2,b3는 단순
(linear)회귀 계수이며,b11,b22,b33은 2차항(quadratic)회귀 계수,b12,
b13,b23은 2항교차(Two-factorcross)회귀 계수이다.
회귀식을 근거로 하여 작성된 3차원 반응 표면 분석결과로 유청 및

glucose가 ammonium nitrate의 농도(5.0mM,7.5mM,1.0mM의 NH4NO3)에
따라 세포생장,PS-7생산 및 점도에 미치는 효과를 나타내고 있다〔Fig.9,
10,11〕.
세포의 건조 균체 중량(Dry CellWeight)은 glucose의 양에 관계없이
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wheylactose2.0%농도에서 최대 세포생장을 나타내는 안장모양의 분포를
보여주고 있다〔Fig9〕.이는 유청에 존재하는 유당의 농도가 세포의 성장
을 조절하는 기작이 있는 것으로 추측할 수 있으나 확실한 규명이 앞으로
필요할 것으로 보인다.특이한 점은 ammonium nitrate의 농도에는 상관없이
비슷한 추이로 움직인다는 것이다.
유청 및 glucose가 ammonium nitrate의 농도(5.0mM,7.5mM,1.0mM의

NH4NO3)에 따라 PS-7생산에 미치는 효과를 살펴보면 유청 배지에 glucose
의 첨가와 NH4NO3의 증가는 PS-7생산을 증가시키는 것을 알 수 있다
〔Fig.10〕.우선 5.0,7.5,10.0mM의 ammonium nitrate의 농도에서 glucose
의 증가는 PS-7의 생산량을 증가시킨다.최고 생산량은 각 ammonium
nitrate의 농도에서 glucose와 whey의 농도가 최고에 있을 때이다.탄소와 질
소의 공급원의 비율에 의해서 PS-7의 생산량이 달라지고 있다는 것을 알수
있으며,경사도로 봐서 whey보다는 glucose의 첨가가 PS-7의 생산량에 더
중요한 영향을 미치고 있다는 것을 알 수 있다.또한 일정농도 이상에서는
큰 변화가 없다는 것도 알 수 있다. Wu〔21〕는 B. indica L3의
galactosidase의 activities에 대하여 조사를 하면서,B.indicaL3의 lactose대
사가 다른 박테리아와 마찬가지로 glucose에 의해 cataboliterepression하에
있다는 것을 제시하였다〔22,23,24〕.Jurgen〔24〕은 질소가 통제된 상황
에서 호기적으로 자라는 세포들은 생물 총량 생산(biomassproduction)을 위
해 일정한 C/N(carbon/nitrogen)ratio를 유지하기 위해 추가의 carbon을 이
화시키거나 저장한다고 제안하였다. 다른 연구자들은 C/N ratio가
polysaccharide의 생산에 중요한 역할을 하고 있다는 실험들을 보여주고 있
다.본 실험의 결과 배지에서 C/N ratio가 중요한 역할을 할 수 있는 질소
의 출발점이 될 수 있다는 것을 보여준다.
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PS-7의 생산량은 점도(viscosity)와도 직접적인 관련이 있고 PS-7의 생산량
과 점도의 변화는 매우 유사한 삼차원 표면 반응으로 나타나고 있다〔Fig1
1〕.10.0mM의 ammonium nitrate에서 점도는 40,000cp이지만,그보다 낮은
농도의 5.0mM과 7.0mM의 ammonium nitrate의 농도에서는 50,000cp의 높
은 점성을 보여준다.그러나 높은 유청 농도와 포도당의 농도에서의 점도는
PS-7생산추이와 일치하지 않았으며 어느 수준 이상에서 점도의 증가는 일
어나지 않았다.
매우 높은 농도의 질소원의 첨가는 균체의 성장에 큰 효과를 줄 수 있으

나 균체의 대사산물에 대한 효과는 떨어진다는 보고가 있었고,유청 내부에
는 가용성 단백질 저급 펩타이드들이 존재할 수 있어,오히려 ammonium
nitrate와 같은 질소원을 첨가할 경우 균체의 성장에만 영향을 주고 PS-7의
생산에 있어서는 역효과의 가능성을 추측할 수 있었다.
점도의 감소는 또한 생성되는 PS-7의 분자량적 변화를 추측할 수 있어 이
를 확인하기 위하여 고유점도를 측정하였다.측정된 시료는 질소원이 첨가되
지 않은 유청 배지와 10mM ammonium nitrate가 첨가된 유청배지였으며 고
유점도는 0.110,0.090으로서 ammonium nitrate의 첨가는 고유점도를 감소시
킨 것으로 보아,분자량적 감소가 일어났음을 알 수 있었다.특히 Huggins
상수 k는 매우 크게 차이가 났으며 각각 13.33,51.85로서 k상수는 용매와
반응에 따라 영향이 크며,분자크기가 작을 수록 내부 혹은 외부의 작용기가
노출되거나 반발되기 쉬워질 수 있다는 것을 암시한다.따라서 크게 고유점
도는 떨어지지 않았으나 Huggins상수를 통하여 분자구조적인 변화가 매우
크다는 것을 알 수 있었다.
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Table5.Responsesurfacelevelcombinationsofindependentvariablesin
theexperimentaldesignandresponsesofdependentvariables.

Design

Point

Independent variable Dependent variable

Whey lactose

(%, w/v)

Glucose

(%, w/v)

Ammonium

Nitrate

(mM)

PS-7
 a

 (g/L)

DCW 
b

(g/L)

Viscosity
(cP)

X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 2.07 2.73 31733

2 -1 -1 1 1.07 2.51 16616

3 -1 1 -1 3.20 1.63 45590

4 -1 1 1 2.70 3.23 38511

5 1 -1 -1 2.85 1.70 58727

6 1 -1 1 2.98 2.39 46969

7 1 1 -1 3.41 3.01 51708

8 1 1 1 4.00 1.07 38331

9 -α 0 0 3.18 1.56 50449

10 α 0 0 3.00 1.23 53688

11 0 -α 0 2.84 3.26 46790

12 0 α 0 3.24 7.49 43010

13 0 0 -α 3.56 5.77 53088

14 0 0 α 2.50 2.85 32273

15 c 0 0 0 2.82 3.64 45350

16 c 0 0 0 2.81 3.55 42460

17 c 0 0 0 2.77 3.80 47700

a:Polysaccharide-7,b:DrycellWeight,c:Centralpoints
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Table6.RegressionCoefficientsandAnalysesofVariance.

*Significantat10% level,**significantat5% level,***significant1% level

Coefficient

Polysaccharide-7 

production

(g/L)

Dry cell weight

(g/L)

Viscosity

(cP)

bo 3.426 -4.610 -7253.4

b1 -0.1978 7.725
**

14923.0

b2 0.4558 -0.7388 21329.0
*

b3 -0.3232 0.6423
**

5550.2

b11 -0.00207 -1.632 1171.8

b22 -0.02708 0.3534 -2413.5

b33 -0.004734 -0.02867 -563.8

b12 -0.1487 0.04625 -6426.1
**

b13 0.1110 -0.1320 -147.0

b23 0.0480 -0.0405 320.9

R-square 0.7217 0.6369 0.8499

F 2.02 1.36 4.40

Probability of  F 0.1836 0.3487 0.0318
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444...결결결론론론
유청 배지를 기본으로 첨가된 각 탄소원의 효과를 살펴보면 sucrose와

glucose의 첨가가 PS-7의 생산을 다른 당에 비해 향상시킴을 알 수 있었다.
절대량의 비교에 있어서는 glucose의 첨가가 다른 당에 비해 PS-7생산에 큰
효과를 보이고 있지는 않았으나 첨가량에 따라 PS-7의 생산이 증가되는 것
을 고려해 볼 때 어느 정도의 glucose첨가로 최대의 PS-7생산이 가능한 것
으로 보인다.Drycellweight의 경우는 탄소원의 첨가에 대하여 전체적으로
양이 줄어드는 것을 알 수 있다.탄소원에 따른 점성(Viscosity)정도를 관찰
하면 전체적으로 농도를 높여 갈수록 점성이 증가하는 것을 볼 수 있다.
배지내 Glucose농도 변화에 따른 PS-7의 생산량의 변화를 관찰한 결과 유

청과 glucose를 함께 첨가한 것이 유청이나 glucose만을 배지의 탄소원으로
사용했을 때 보다 PS-7의 생산량이 월등히 향상되는 것을 알 수 있었다.
whey1%와 gucose1%의 경우 처음 시작부터 20시간까지 급격한 증가세를
보이다가 이후 큰 변화가 없지만 whey와 glucose를 단독으로 사용했을 경우
보다 3배의 효율을 보이면서 3g/ℓ의 양을 생산해 내었다.한편 whey1%와
gulcose2%를 사용하였을 경우는 시간의 흐름과 거의 정비례하여 증가하면
서 4g/ℓ으로 최고의 생산량을 기록했다.배지내 Glucose농도 변화에 따른
점성(Viscosity)의 변화는 PS-7의 생산량의 변화와 비슷한 모습을 보이지만
차이는 더 크게 나타났다.whey를 단독으로 공급했을 때는 점성에 거의 변
화가 나타나지 않았으며 glucose2%를 사용하였을 경우는 10,000cP를 나타
내었다.그러나 whey와 glucose를 혼합하여 탄소공급원으로 사용하면 whey
1%와 glucose1%의 경우는 60,000cP를,whey1%와 glucose2%일 경우에는
65,000cP의 점성을 나타내고 있다.
RSM(ResponseSurfaceMethodology)을 통한 배지의 최적화실험에서는 세
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가지의 독립변수의 조성에 따라 배양 72시간에 해당하는 DCW(DryCell
Weinght),PS-7,그리고 점도의 변화에 대한 결과를 관찰하였다.독립변수
(independentvariable)는 모두 3가지로 wheylactose,glucose,ammnoium
nitrate이다.회귀계수(Regressioncoefficient)값과 회귀식의 적합성 검정을 위
하여 F-test와 분산분석(ANOVA)을 시행하였다. 결정계수(R square,
coefficientofdetermination)의 값은 PS-7생산량,DCW,점성에서 각각 0.72,
0.63,0.85로써 유용한 값을 획득하여 신뢰성을 보장받았다.회귀식을 근거로
하여 작성된 3차원 반응 표면 분석결과로 유청 및 glucose가 ammonium
nitrate의 농도(5.0mM,7.5mM,1.0mM의 NH4NO3)에 따라 세포생장,PS-7
생산 및 점도에 미치는 효과는 세포의 건조 균체 중량(DryCellWeight)에서
는 glucose의 양에 관계없이 wheylactose2.0%농도에서 최대 세포생장을 나
타내는 안장모양의 분포를 보여주고 있다.유청 및 glucose가 ammonium
nitrate의 농도(5.0mM,7.5mM,1.0mM의 NH4NO3)에 따라 PS-7생산에 미
치는 효과를 살펴보면 유청 배지에 glucose의 첨가와 NH4NO3의 증가는
PS-7 생산을 증가시키는 것을 알 수 있다.우선 5.0,7.5,10.0mM의
ammonium nitrate의 농도에서 glucose의 증가는 PS-7의 생산량을 증가시킨
다.최고 생산량은 각 ammonium nitrate의 농도에서 glucose와 whey의 농
도가 최고에 있을 때이다.또한,낮은 농도에서 탄소원의 공급은 PS-7의 생
산량 변화에 큰 영향을 미치지 못하지만 높은 질소 농도에서 glucose와
whey농도의 변화는 PS-7의 생산에 상당히 중요한 영향을 미치며,최고의
PS-7생산량을 결정하는 탄소와 질소의 최적비율(optimalratio)이 존재한다
는 것을 알 수 있다.본 실험의 결과 일반적으로 C/N ratio가 중요한 역할
을 하고 있으며,일정한 농도 이상에서는 C/N ratio가 의미가 없다는 것도
알 수 있다.또한 whey보다는 glucose의 영향이 크다는 것도 알 수 있다.
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결론적으로 본 실험의 반응 표면 분석은 통계적으로 신뢰성 있는 결과로
나타난 것을 토대로 하였을 때,포도당의 첨가는 유청배지를 이용한
BeijerinckiaindicaL3의 PS-7생산을 크게 증대시키는 것으로 나타났으며 표
면 반응 분석을 통한 최적화 실험을 통하여 봤을 때,포도당,유청과 같은
탄소원의 증가와 함께 질소원의 증가는 PS-7의 생산을 꾸준히 증대시켰으며,
그 적절한 탄소원/질소원의 비율(C/N ratio)일 때 최대의 생산량을 보이는
것을 알 수 있었다.
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555...감감감사사사의의의 글글글

가장 먼저,2년 동안의 짧지 않은 학업기간 동안에 온전한 시간을 투자하
지 못함에도 애정으로 지도해주신 김성구 교수님께 감사드립니다.또한,
김기홍 교수님과 남윤권 교수님의 가르침을 통하여 많은 것을 배웠습니다.
고맙습니다.
실험을 도와주신 김기명 박사님과 라채훈님께 감사드리며,김지현님,공수

정님을 비롯한 실험실원들에게도 고마움을 전합니다.입학과 졸업을 함께 하
게 된 하유미님과 김윤임님의 배려가 무사히 학업을 마치는데 큰 힘이 되었
습니다.두 분은 더 훌륭한 일 들을 많이 하실 거라고 믿고 있습니다.특별히,
논문 발표와 작성에 아낌없는 충고와 조언을 해주신 김병진 박사님과 이남규
박사님께도 감사드립니다.
여러 가지 부족한 면이 많은 저에게 든든한 후원자가 되어 주신 양문석

과장님과 황동철 계장님,김두문 주무님,최연화 님에게도 깊은 감사를 드립
니다.
나의 소중한 동반자인,미경의 인내가 없었다면 만학은 꿈도 꾸지 못했을

것입니다.동호와 동희에게도 공부한다는 핑계로 함께 하지 못한 시간에 대
한 미안한 마음이 있습니다.좋은 남편 그리고 아빠가 되도록 노력할께.
마지막으로,소중한 기회를 주신 부산광역시청과 국립 부경대학교에 감사

드립니다.평생 공부하는 학생이 되겠습니다.감사합니다.
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