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Previously, cellulase and xylanase producing microorganism, Bacillus subtilis NC1, was isolated from 
soil. Based on the 16S rRNA gene sequence and API 50 CHL test the strain was identified as Bacillus 
subtilis, and named as B. subtilis NC1. We cloned and sequenced the genes for cellulase and xylanase. 
Plus, the deduced amino acid sequences from the genes of cellulase and xylanase were determined 
and were also identified as glycosyl hydrolases family (GH) 5 and 30, respectively. In this study to 
optimize the medium parameters for cellulase production by B. subtilis NC1 the RSM (response sur-
face methodology) based on CCD (central composite design) model was performed. Three factors, 
tryptone, yeast extract, and NaCl, for N or C source were investigated. The cellulase activity was 
measured with a carboxylmethyl cellulose (CMC) plate and the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) methods. 
The coefficient of determination (R2) for the model was 0.960, and the probability value (p=0.0001) of 
the regression model was highly significant. Based on the RSM, the optimum conditions for cellulase 
production by B. subtilis NC1 were predicted to be tryptone of 2.5%, yeast extract of 0.5%, and NaCl 
of 1.0%. Through the model verification, cellulase activity of Bacillus subtilis NC1 increased from 0.5 
to 0.62 U/ml (24%) compared to the original medium.

Key words : Bacillus subtilis, cellulose, optimization, response surface methodology

*Corresponding author

*Tel : +82-41-881-3171-4, Fax : +82-41-881-3170

*E-mail : choi8850@naver.com

This is an Open-Access article distributed under the terms of   

the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits 

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction 

in any medium, provided the original work is properly cited.

ISSN (Print) 1225-9918
ISSN (Online) 2287-3406

Journal of Life Science 2015 Vol. 25. No. 6. 680~685 DOI : http://dx.doi.org/10.5352/JLS.2015.25.6.680

서   론

Cellulose는 지구상에 풍부하게 존재하는 biomass 자원으

로서 산업적으로 유용한 물질로 전환 하기 위한 연구가 지속

적으로 수행되어 왔다[7, 11, 16, 18]. 최근에는 cellulose로부터 

기능성 올리고 당과 같은 기능성 물질의 생산뿐만 아니라 차

세대 대체 에너지로서 많은 각광을 받고 있는 바이오 에탄올

을 생산하기 위한 원료로서 활용하기 위한 연구가 높은 관심 

속에서 수행되고 있다[2, 13, 17]. 이러한 관점에서 cellulose의 

유용한 활용을 위해서는 먼저 구성 단당인 glucose로 분해가 

선행되어야 하는데 지구 환경오염의 문제가 현대 사회에 심각

하게 대두되면서 화학적인 분해 방법을 대신하여 환경적으로 

온화한 미생물 유래의 효소를 이용한 생물학적 방법이 많은 

주목을 받게 되었다[4, 8]. Cellulose는 식물세포벽의 주성분으

로서 d-glucose가 β-1,4결합으로 연결되어 있는 d-glucose 중

합체로서 endo-β-1,4-cellulase (EC 3.2.1.4), exo-β-1,4-cellulase 

(EC 3.2.1.91) 그리고 β-1,4-glucosidase (EC 3.2.1.21)의 협동적

인 상승작용에 의하여 구성 단당인 d-glucose로 분해가 이루

어진다[1, 3, 15]. 이러한 관점에서, cellulose의 활용을 위해서

는 이들 중합체를 분해하는 미생물 유래 효소 자원의 발굴은 

무엇보다도 중요한 연구 중의 하나라고 할 수 있으며, 향후, 

효소 자원의 산업적 활용을 위하여 효소 대량 생산 및 효소의 

개량을 위한 효소 유전자의 확보 또한 효소 자원의 발굴과 

함께 반드시 병행 되어야 할 중요한 연구 분야라고 할 수 있다. 

유용 미생물을 산업적으로 적용하고자 할 경우 미생물의 

종류와 미생물로부터 생성되는 영양물질 및 배양조건의 조절

이 매우 중요하며, 배양 조건 조절의 방법 중 배지의 선정은 

균체의 증식 및 유용물질 회수의 용이성과 경제성 등 다양한 

변화의 조건을 고려해야 한다[6]. 탄소원과 질소원의 최적화에

서 고전적 방법으로 다른 변수는 일정 농도로 고정하고, 하나

의 변수의 농도 변화를 이용하여 측정하는 방법이 대부분이었

으나, 이 경우 많은 시간이 소비되며, 다양한 변수와의 상호 

작용을 파악하기 어려우며, 많은 비용을 초래하는 단점을 지

니고 있다[6]. 최근에는 이러한 단점을 보완한 통계학적 방법

을 응용한 반응표면분석법(response surface methodology, 
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Table 1. Range of different variables for the central composite 

design and results for cellulase activity using factors

Factor
Symbol

(unit)

Coded values

-2 -1 0 +1 +2

Tryptone

Yeast extract

NaCl

X1 (%)

X2 (%)

X3 (%)

0.5

0.1

0.5

1.0

0.5

1.0

1.5

0.9

1.5

2.0

1.3

2.0

2.5

1.7

2.5

Runs X1 X2 X3 Responsea Y (Diameter, mm)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

2

-2

-1

1

1

0

0

-1

-1

-1

0

0

1

0

0

0

0

1

0

0

1

-1

1

0

0

-1

-1

1

2

0

1

0

-2

0

0

-1

0

0

-1

-1

1

0

0

1

-1

1

0

2

-1

0

0

-2

0

1

17.40

18.30

15.90

17.85

13.40

15.10

15.25

17.45

16.65

16.55

15.00

15.15

17.15

15.10

17.45

17.50

15.05

16.95

The experiments were carried out in triplicate.
aResponse was cellulase activity of Bacillus subtilis NC-1.

RSM)이 다양하게 사용되고 있다. 반응표면분석법은 여러 개

의 인자가 상호작용을 하는 경우, 예를 들면 복합배지의 경우 

C, N, P의 공급원이 여러 개로 복합적으로 작용할 때, 원인보

다는 최적화를 통해 얻고자 하는 결과에 근거하여 최적점을 

찾는 통계학적 방법의 하나이다[12]. 반응표면 분석법과 같은 

통계학적 방법을 응용한 배양 조건의 최적화는 얻고자 하는 

실험 결과를 위한 최적 배지 조성 확립과 배지 성분 간의 상호

관계를 확인하는데도 유용한 방법이며[5], 이를 통해 기존의 

복잡한 공정을 간소화하는 효과를 얻을 수 있고, 최적화를 수

행하는데 따르는 비용을 절감하는 장점이 있어 생물공학에서 

최적 조건을 확립하는 연구에 다양하게 응용되어 사용되고 

있다.

본 연구자는 이전에 토양으로부터 CM-cellulose와 Beech-

wood xylan에 대하여 각각 높은 효소 활성을 보이는 cellulase

와 xylanase 생산 균주 B. subtilis NC1에 대해 보고한 바 있으

며[10], 본 연구에서는 RSM을 이용하여 B. subtilis NC1유래의 

cellulase 효소 대량생산을 위한 발효 최적 조건을 확립하였다.

재료 및 방법 

Cellulase 생산 균주 및 배양

본 실험에 사용된 균주는 이전에 전국의 다양한 장소에서 

채취한 토양 시료로부터 trypan blue [0.02% (w/v), Sigma, 

St. Louis, MO, U.S.A] 염색 시약과 기질로서 1%의 CM-cellu-

lose와 Beechwood xylan을 첨가한 고체 배지 Luria-Burtani 

(LB) (Difco, Sparks, MD, U.S.A.)를 이용하여 분리한 cellulose 

및 xylanase 생성 균주 Bacillus subtilis NC1를 사용하였다[10]. 

LB배지에 균주를 접종하여 37°C에서 200 rpm으로 48시간 동

안 진탕 배양 후 원심분리(8,000 rpm, 15 min)에 의해 회수한 

배양 상층액을 cellulase 효소 활성을 측정하기 위한 효소액으

로 사용하였다.

효소활성 측정

Cellulase 효소 활성의 정성 분석은 carboxylmethyl cellu-

lose (CMC, Sigma, St. Louis, MO, U.S.A)을 기질로 선택하여 

1% CMC를 함유한 CMC agar 배지를 제조하여 측정하였다. 

효소 분비능 측정 배지에 각 균주의 배양 상등액을 0.45 μm 

membrane filter (Sartorius, Frankfurt, Germany)로 제균 한 

후 100 μl씩을 직경 8 mm의 준비한 well에 분주하여 25°C에서 

24시간 동안 반응시킨 후 cellulase 분비능을 투명환의 직경으

로 조사하였다[14]. 

또한, 환원당 측정법을 이용하여 효소 활성을 측정하였다. 

1% CMC를 50 mM acetic acid 완충용액(pH 5.0)에서 용해한 

용액을 cellulase 효소 활성 측정을 위한 기질로 사용하였다. 

효소와 기질의 반응은 효소액 200 μl에 기질 200 μl를 첨가하여 

50°C에서 10분간 반응하였으며, 반응 후 효소 분해 활성으로 

인해 생성된 환원 말단은 Miller에 의해 소개된 3,5-dinitrosali-

cylic acid (DNS) 시약(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A)을 이용하

여 다음과 같이 측정하였다[9]. 반응 시간 종료 후 효소 반응을 

정지시키기 위하여 900 μl 의 DNS 시약을 첨가 후 100°C의 

열탕 속에서 10분간 처리하였다. 그리고, 처리가 끝난 시료를 

상온에서 20분간 방치 한 후 원심분리(10,000 rpm, 10 min)에 

의해 상층을 회수한 후 540 nm에서 반응 상층액의 흡광도를 

측정하였다. 본 연구에서 효소 활성의 1 unit은 1분간에 1 μ

mol의 d-glucose를 생산하는 효소량으로 정의하였다. 

실험계획 및 통계 분석

배지성분의 최적 농도를 결정하기 위하여 배지 성분 각각의 

농도 변화가 cellulase 활성에 미치는 영향을 발효공정 및 생산

공정의 최적화를 실시하는데 가장 영향력이 있는 반응표면분

석법(response surface methodology, RSM)을 이용하여 통계

학적 최적화를 수행하였다. 실험계획은 cellulase 활성의 증진

을 위하여 배지성분의 최적 농도를 결정하기 위해 중심합성계

획법(central composite design, CCD)을 적용하였으며, 실험

의 계획, 데이터 분석 및 통계 분석은 Design Expert 9.0 

(Version 9.0.3.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) program

을 사용하였다. 배지 조성 성분의 최적 농도 결정을 위하여 
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Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of central composite design for improving cellulase activity of Bacillus subtilis NC-1

Source
Coefficient 

estimate

Sum of 

squares

Degree of 

freedom
Mean square

Standard

error
F-value

P-value,

Prob > Fa

Model

X1–Tryptone

X2–Yeast extract

X3–NaCl

X1X2
b

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Totalc

15.15

-0.19

-0.68

-0.49

-0.32

-0.76

-0.37

0.69

0.28

0.31

28.95

0.56

7.29

3.90

0.84

4.65

1.12

10.34

1.74

2.06

1.21

1.19

0.023

30.15

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

8

5

3

17

3.22

0.56

7.29

3.90

0.84

4.65

1.12

10.34

1.74

2.06

0.15

0.24

0.0075

0.19

0.097

0.097

0.097

0.14

0.14

0.14

0.083

0.083

0.083

21.31

3.73

48.30

25.84

5.60

30.81

7.45

68.49

11.50

13.63

31.60

0.0001

0.0897

0.0001

0.0009

0.0455

0.0005

0.0258

< 0.0001

0.0095

0.0061

0.0085

Standard deviation

Mean

Coefficient of variation

0.39

16.29

2.39

Pressd

R - squared

Adjusted R - squared

8.66

0.9600

0.9149

Response model was suggested quadratic model through the lack of fit tests.
aP-value, probability distribution value. P-value less than 0.05 indicate that the term is significant.
bX1X2, X1X3, X2X3 represent the interaction effect of variables X1, X2, and X3. X1

2, X2
2, and X3

2 are the squared effects of the variables.
cCor Total, Sum of squares total corrected for the mean.
dPress, The predicted residual sum of squares for the model.

Table 1과 같이 독립변수(Xi)로는 tryptone (X1), yeast extract 

(X2), 그리고 NaCl (X3)으로 예비 실험을 통해 중심점을 설정하

였고, 이를 바탕으로 범위를 설정하여 각각을 -2, -1, 0, 1, 2의 

5개 수준으로 부호화하였다. 독립변수에 영향을 받는 종속변

수(Y)로는 cellulase 활성을 3회 반복 측정하여 평균값을 회귀

분석에 사용하였으며, 중심점 3회를 포함한 18개의 실험구를 

실시하였다. 회귀분석에 의한 모델식은 아래와 같다. 

 

     

여기에서 β0은 절편, βX는 회계계수이고, 회귀분석에 의한 

모델식의 예측은 Design Expert 9.0 (Version 9.0.3.1, Stat-Ease 

Inc., Minneapolis, USA)을 이용하여 분석하였고, 회귀분석 결

과를 바탕으로 임계점 분석 및 cellulase 활성을 위한 각 배지 

성분의 최적 농도를 결정하였으며, ANOVA 분석을 통해 실험

모델의 유의성을 검토하였다. 

결과 및 고찰

Cellulase 생산 균주

본 연구자는 이전에 토양으로부터 cellulase와 xylanase를 

생산하는 균주를 단리하였다. 선발 단리된 균주는 16S rRNA 

유전자 분석(Gene Bank Accession number, AB701293)과 API 

50 kit를 이용하여 탄소원으로 당이나 당 유도체의 이용성을 

분석을 통해 Bacillus subtilis NC1 로 명명하였다[10]. 또한, 본 

균주 유래의 cellulase와 xylanase의 활성에 대한 조건 및 기질 

특이성을 검토하였으며 두 효소 유전자 cellulase와 xylanase

를 cloning 한 후 효소 유전자의 염기배열 및 단백질의 아미노

산 서열을 규명하였다.

반응표면 분석법을 이용한 배양 조건 최적화

B. subtilis NC1로부터 cellulase 활성 증가를 위한 배지 성분

의 농도 최적화를 위하여 반응표면분석법을 실시하였다. 독립

변수는 선행연구를 기반으로 하여 tryptone (X1), yeast extract 

(X2), 그리고NaCl (X3)를 3가지 요인 변수로 설정하고 5개 수준

의 실험계획을 수립하여 cellulase 활성를 측정하였다. 각각의 

독립변수에 대한 종속변수(Y, celllulase 활성)의 반응값은 

Table 1과 같으며, 반응값에 대한 모델식의 예측은 Design ex-

pert 프로그램을 사용하여 분석하였고, cellulase 활성에 대한 

회귀방정석은 아래와 같다.

   

   

   

   

   

반응값에 대하여 분산분석을 실시한 결과 결정계수(R- 



Journal of Life Science 2015, Vol. 25. No. 6 683

Predicted vs. Actual

13

14

15

16

17

18

19

13 14 15 16 17 18 19

P
re

di
ct

ed

 

                          Actual

Fig. 1. Comparison between the experimental values and the 

predicted values of the response surface methodology 
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Fig. 2. Contour plots of maximal cellulase activity showing the interactions between tryptone, yeast extract and NaCl. (A) Contour 

plot showing the effect of tryptone (X1) and yeast extrac t(X2) on cellulase activity (Y, response value) (B) Contour plot 

showing the effect of tryptone (X1) and NaCl (X3) on cellulase activity (Y, response value) (C) Contour plot showing the 

effect of yeast extract (X2) and NaCl (X3) on cellulase activity (Y, response value).
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Fig. 3. Three-dimensional response surface of maximal cellulase activity showing the interactions between tryptone, yeast extract 

and NaCl. (A) Response surface plot showing the effect of tryptone (X1) and yeast extract (X2) on cellulase activity (Y, response 

value) (B) Response surface plot showing the effect of tryptone (X1) and NaCl (X3) on cellulase activity (Y, response value) 

(C) Response surface plot showing the effect of yeast extract (X2) and NaCl (X3) on cellulase activity (Y, response value).

square)는 0.96으로 1에 가깝다고 할 수 있으므로 매우 높은 

유의성을 지님을 확인하였으며, 전체 모델에 대한 유의확률이 

0.0001로 0.05보다 낮아 가정된 실험 모형이 자료에 적합함을 

확인하였다. 또한 변동계수(CV, Coefficient of variation)는 

2.39로 매우 낮은 수치를 나타내어 cellulase 활성에 변수들의 

독립적인 영향뿐만 아니라 변수들 간의 상호작용이 매우 높게 

작용하고 있음을 확인하였다(Table 2). 

또한 반응표면분석법을 통해 예측된 결과값과 실험값이 어

느 정도 유의성을 보이는지를 나타내는 plot를 Fig. 1에 나타내

었으며 두 값의 차이는 매우 유사하여 실험계획을 통한 반응

값과 실제 실험 결과값이 유사함을 확인할 수 있다. Fig. 2는 

각 변수가 cellulase 활성에 미치는 영향을 하나의 독립 변수를 

최적점에 고정하여 등고선을 이용하여 확인하였다. Fig. 3은 

각 변수가 미치는 영향을 쉽게 확인하기 위하여 3개의 변수 

중 하나의 독립변수를 최적점에 고정한 후 나머지 2개의 변수

를 이용하여 3차원의 형태로 교호작용을 확인한 결과이다. 최

종적으로 중심합성계획법을 통하여 B. subtilis NC1의 cellu-

lase 활성에 가장 영향을 주는 독립변수의 농도를 예측할 수 

있었으며, 실험 범위 내에서 tryptone는 첨가량이 증가할수록 

활성이 증가하는 경향을 보인 반면, yeast extract와 NaCl의 

경우 첨가량이 증가에 따라 감소하는 경향을 보였다. 중심합

성 계획법을 통하여 최대 cellulase 활성은 18.1246±0.388513 
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Fig. 4. Comparison of LB (basal) and optimal culture conditions 

after incubation for 48 hr. The experiments were carried 

out in triplicate (p<0.05).

Table 3. Comparison of cellulose activity of LB (basal) and opti-

mal culture conditions after incubation for 48hr

Enzyme
Specific activity

(U/ml)

  Control (LB)

  RSM (optimal culture condition)

0.50±0.005

0.62±0.007

Data represent the means of three experiments with standard 

deviation.

mm로 예측되었고, 이때의 각 변수의 농도는 tryptone 2.5%, 

yeast extract 0.5%, 그리고 NaCl 1.0%이었다.

실험모델의 검증

반응표면분석법을 통하여 얻어진 최적화 배지에서의 B. 

subtilis NC1의 cellulase 활성을 검증하기 위하여 예측된 최적 

활성 배지에 B. subtilis NC1을 1% 접종하여 48시간 배양한 

후 cellulase 활성을 측정하였다. 대조구로는 기본 LB 액체 배

지를 사용하였다. 최적화를 통한 배지에서 배양한 결과 B. sub-

tilis NC1의 cellulase 활성은 18.2±0.389 mm로 중심합성계획

법을 통하여 예측된 18.1246±0.388513 mm와 거의 유사한 결

과를 나타내었으며 실험계획법을 통한 실험모델의 예측값이 

신뢰할 수 있음을 확인하였다. 또한, 최적화를 실시하기 이전

인 대조구의 cellulase 활성 15.05±0.214 mm와 비교하면 

20.43% 활성이 향상되었다(Fig. 4). 또한, 1% CMC 기질을 이

용한 환원당 활성측정법을 통해 비교해 보았을 때 대조구

(0.5U/ml) 대비 최적화된 배지에서의 효소활성은 0.62 U/ml

로 약 24% 활성이 향상되었다(Table 3).
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초록：반응 표면 분석법을 사용한 Bacillus subtilis NC1 유래 cellulase 생산 배지 최적화

양희종1․박창수2․양호연3․정수지1․정성엽1․정도연1․강대욱4․문자영4․최낙식3,4*

(
1(재)발효미생물산업진흥원, 2대구가톨릭대학교 식품가공학전공, 3㈜리얼바이오텍, 4창원대학교 보건의학과)

이전에 토양으로부터 cellulase와 xylanase 생산 균주로 단리하였다. 단리한 균주 유래의 16S rRNA 유전자 및 

API 50 kit를 분석한 결과 Bacillus subtilis와 약 99.5%의 높은 상동성을 보였기에 본 균주를 B. subtilis NC1으로 

명명하였다. Bacillus subtilis NC1 균주 유래 cellulase와 xylanase 유전자를 cloning 하여 유전자 배열을 규명하였

다. 또한, 두 효소의 아미노산 배열을 이용하여 상동성을 검토한 결과 cellulase는 Glycoside hydrolase family 

(GH) 5 그리고 xylanase는 GH30에 속하는 효소임을 밝혔다. 본 연구에서는 B. subtilis NC1 의 cellulase 생산을 

위한 배지성분의 최적 농도를 결정하기 위해 중심합성계획법(central composite design, CCD)을 기반으로 한 반

응표면 분석법(Response Surface Methodology) 을 수행하였다. 세가지 독립변수로는 tryptone, yeast extract, 그

리고 NaCl이 조사되었다. 반응값에 대하여 분산분석을 실시한 결과 결정계수(R2)는 0.96이었으며 전체 모델에 대

한 유의확률이 0.0001로 매우 높은 유의성을 지님을 확인하였다. 반응표면분석법을 통하여 얻어진 B. subtilis NC1

의 cellulase 활성을 위한 최적화 배지의 각 변수 농도는 tryptone 2.5%, yeast extract 0.5%, 그리고 NaCl 1.0%로 

예측 되었다. 최적화 배지에서의 B. subtilis NC1의 cellulase 활성을 검증한 최적화를 실시하기 이전인 대조구의 

cellulase 활성 0.5U/ml와 비교하면 24% 활성이 향상된 0.62U/ml의 높은 활성을 보였다.

1-81.
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