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서 론

트레할로스는 두 개의 글루코오스가 α-α-1,1-glycosidic

linkage(글리코시딕 결합)로 연결된 비환원성 이당류로 감미

료, 화장품 보습제, 단백질 의약품 보존제로 널리 사용된다

[10]. 초기 트레할로스 생산은 효모균(Saccharomyces cerevisiae)

발효에 의해 이루어졌으나 상대적으로 수율이 낮고 생산단

가가 높다는 문제점이 지적되어 효소 전환 공정으로 대체되

었다[19]. 그러나 미생물 유전자 조작 및 대사공학 기술의 발

달로 고생산성 균주개발이 가능해지고 농업 또는 산업현장

에서 발생되는 부산물을 고부가가치 유용물질 생산에 사용

할 수 있다는 장점으로 인하여 미생물공정을 이용한 트레할

로스 생산이 재조명되고 있다[16]. 

산업현장에서 다양한 형태의 부산물이 발생하는데, 폐글

리세롤이 대표적인 예이다. 바이오디젤 생산공정의 부산물

인 폐글리세롤은 최근 들어 과잉으로 발생하여 이를 정제하

여 판매하는 것이 가격 경쟁력을 상실하고 있을 뿐만 아니

라 새로운 환경오염 유발원으로 대두되어 미국을 포함한 전

세계적으로 이의 처리 방안을 고심하고 있다[27]. 폐글리세

롤을 미생물 배양 기질로 사용하여 바이오 연료(케미컬) 생

산을 위한 많은 시도가 있었으나[6], 다른 탄소원을 사용하

는 경우에 비하여 발효기간이 길고 생산성이 낮다는 지적을

받아왔다[3, 6, 24]. 폐글리세롤에는 지방산 염, 메탄올 및 나

트륨/칼륨 등의 불순물들이 다량으로 존재한다[3, 24]. 폐글

리세롤 용액에 존재하는 나트륨/칼륨 농도가 세포 생장을 저

해할 정도로 높지 않고[3, 13] 대장균을 포함한 많은 미생물

들이 메탄올에 어느 정도 내성이 있기 때문에[3, 9, 13, 24] 미

생물 배양에 있어서 폐글리세롤에 존재하는 나트륨/칼륨과

메탄올은 크게 문제되지 않는다. 지방산 염은 그 자체가 독

성물질로 작용하여 미생물의 생장을 억제할 수 있다[3, 24].

뿐만 아니라 폐글리세롤을 멸균하는 과정에서 폐글리세롤에

포함된 지방산 염이 고온에서 산화되어 다량의 퍼옥사이드
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로 전환된다[13]. 퍼옥사이드는 미생물의 생장을 저해하거나

살균력을 갖는 물질이다[1, 4]. 따라서 미생물 배양용 기질로

폐글리세롤을 사용하기 위해서는 폐글리세롤에 존재하는 지

방산 및 퍼옥사이드에 저항성을 갖는 미생물을 개발하거나[13]

폐글리세롤로 부터 지방산을 제거하는 것이 바람직하다[15]. 

본 연구팀은 대장균의 트레할로스 생합성 오페론(otsBA)

을 과발현 시키는 재조합 대장균을 개발하였다. 기존 연구

[11]에서 배지에 첨가되는 NaCl 농도를 증가시킴에 따라 재

조합 균주의 세포 파쇄액으로부터 얻은 조효소(crude enzyme)

의 트레할로스 생합성 효소 활성뿐만 아니라 트레할로스 분

해 효소(trehalase) 활성도 증가함을 발견하였다. 트레할라

이즈(trehalase) 저해제인 발리다마이신(validamycin A)을

배지에 첨가한 경우 트레할로스 생산량이 월등히 증가하였

다. 뿐만 아니라 트레할로스 생산량은 otsBA의 induction을

위하여 첨가되는 isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside

(IPTG) 농도에 상당한 영향을 받았다[11]. 본 연구는 지방산

이 제거된 폐글리세롤(pretreated crude glycerol, 전처리 폐

글리세롤)을 탄소원 기질로 사용하여 트레할로스 생산균주

배양을 통해 트레할로스 생산 가능성을 조사하고 상기 핵심

배양 조건들을 최적화함으로써 트레할로스 생산성을 높이는

데 그 목적이 있다. 이를 위하여 전처리 폐글리세롤이 함유

된 배지에서 생산균주의 세포생장 및 생산거동을 조사하였

다. 배양온도와 IPTG 첨가에 따른 영향을 조사하였다. 반응

표면 분석법을 사용하여 NaCl, 발리다마이신 및 IPTG 농도

를 최적화하였다.

재료 및 방법

실험재료

주식회사 M 에너지 사(Pyeong-taek, Korea)로 부터 폐글

리세롤을 입수하였다. 포도당, 효모추출액(yeast extract), 트

립톤(tryptone)은 Difco 사(USA)로부터 구입하였고 IPTG,

엠피실린(ampicillin), 및 기타 시약들은 Sigma-Aldrich 사

(USA)에서 구입하였다. 발리다마이신(순도, 66%)은 ㈜ 한농

(Korea)에서 입수하였다. 대장균 발현 벡터인 pTrc99A

(Amersham Bioscience, USA)에 대장균 트레할로스 생합성

오페론(otsBA)이 삽입된 재조합 플라스미드(PT-otsBA)는 본

실험실에서 제작되었다[11]. 

폐글리세롤의 전처리
Pyle 등[15]이 제안한 방법에 따라 폐글리세롤 용액으로

부터 지방산 염을 제거하였다. 폐글리세롤 용액에 산을 첨가

하여 용액의 pH를 낮추면 지방산 염이 지방산으로 전환된

다. 이를 저온에 방치 시 용해도가 낮은 지방산이 침전되는

데, 여과 또는 원심분리에 의해 폐글리세롤 수용액과 지방산

을 분리할 수 있다. 본 연구에서는 폐글리세롤을 탈이온 증

류수와 4:1 비율로 혼합한 후, 염산(37%)을 첨가하여 혼합

용액의 pH를 3.0으로 조절하였다. 이를 4℃에서 12시간 방

치한 후 생성된 침전물을 제거하기 위하여 진공펌프를 이

용하여 세공크기가 0.2 mm인 멤브레인 필터(OD 47 mm,

Whatman, Germany)에 용액을 통과시켰다. 필터를 통과한

여액(filtrate)은 지방산이 제거된 폐글리세롤 용액이 된다.

전처리 폐글리세롤 용액의 pH가 낮아서 이를 NaOH로 중

화(pH 7.0)시킨 후 미생물 배양용 기질로 사용하였다.

균주, 배지 및 배양 방법
호스트 균주로 사용된 E. coli DH5α에 PT-otsBA 플라스

미드를 도입시킨 재조합 대장균을 제작하고 이를 트레할로

스 생산균주로 사용하였다. 재조합 플라스미드 및 재조합 균

주 제작 방법은 참고문헌[11]에 자세히 기술되어 있다. 모든

실험에서 500 ml Erlenmeyer 플라스크에 엠피실린(최종농

도, 100 mg/l)이 첨가된 50 ml 배지를 넣고 이를 진탕배양기

(Jeio Tech Co., Ltd., Korea)에서 37℃, 150 rpm으로 배양

하였다.

−70℃에 보관된 생산균주의 glycerol stock 400 µl를 LB

배지에 접종하였다. 세포밀도를 나타내는 OD600가 0.6−0.8

에 도달하였을 때, 접종균 2.5 ml를 본 배양용 배지에 접종

하였다. 일반적으로 대장균은 20 g/l 글리세롤에서 세포생장

이 저해받지 않으므로[14, 18] 본 배양 배지의 전처리 폐글

리세롤 농도를 20 g/l로 고정하였다. 초기실험에서 본 배양

을 위하여 M9 배지[17]에 20 g/l의 전처리 폐글리세롤,

300 mM의 NaCl 및 0.1 mM의 발리다마이신을 첨가하였고

otsBA 발현을 유도하기 위하여 OD600가 0.6−0.8에 도달하였

을 때 IPTG(최종 농도 0.1 mM)를 첨가하였다. 그러나 최종

적으로 20 g/l의 전처리 폐글리세롤이 첨가된 M9 배지를 기

준배지로 하여 NaCl, 발리다마이신 및 IPTG의 최적 농도 결

정을 위한 실험을 수행하였다.

배양 조건 최적화
배지에 첨가되는 NaCl, 발리다마이신 및 IPTG의 최적농

도를 결정하기 위하여 Box-Behnken design (BBD) 실험계

획법을 사용하였다. 실험이 종료된 후 버전 9.1 SAS 프로그

램(SAS Institute, USA)을 이용하여 실험데이터의 회기분석

을 수행하여 통계적으로 의미있는 계수 값들을 선별하였고

이를 이용하여 이차다항식 모델을 수립하였다. 엑셀 프로그

램을 이용하여 모델 방정식의 해를 구하고 Sigma plot 프로

그램을 이용한 반응표면분석을 수행하여 세 성분들의 최적

농도를 구하였다.
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분석방법

세포 내에 축적된 트레할로스의 정량분석을 실시하였다.

1 ml 배양액을 채취하여 9,800 × g로 10분간 원심분리한 후

세포 펠릿(cell pellet)과 상등액(supernatant)을 분리하였

다. 상등액 중의 잔류 글리세롤 농도를 측정하기 위하여 글

리세롤 에세이 킷(K-GCROL, Megazyme, Ireland)을 사용하

였다. 세포 펠릿을 1 ml 탈이온 증류수에 현탁시켰다. 현탁

액을 포함하는 튜브를 얼음통에 넣고 세포파쇄기(ultrasonic

homogenizer, Sonics & Materials, USA)의 팁을 세포현탁

액에 담근 후 sonication(10초 파괴, 30초 쉬기를 두 번 반

복)에 의해 세포를 파쇄하였다. 가열블럭(heating block)을

이용하여 세포 파쇄액(lysate)을 90℃에서 10분간 가열처리

함으로써 세포 내에 존재하는 트레할로스 분해 효소들을 불

활성화 시켰다. 세포 파쇄액을 9,800 × g로 10분간 원심하여

세포 잔사물(cell debris)을 분리한 후, 상등액만을 채취하였

다. 상등액 중의 트레할로스 농도를 측정하기 위하여 트레

할로스 에세이 킷(K-TREH, Megazyme, Ireland)를 이용하

였다. 

결과 및 고찰

전처리 폐글리세롤을 포함하는 배지에서 otsBA를 발현하
는 재조합 대장균의 세포 생장 및 트레할로스 생산
기존 연구에서 제시된 배지[11]에 순수글리세롤을 전처리

폐글리세롤로 대체하여 생산균주를 배양하고 IPTG로

induction하며 균주의 생산특성을 조사하였다. Fig. 1은 시

간에 따른 세포 밀도, 글리세롤 잔류농도 및 균주가 생산하

는 트레할로스 농도를 나타낸다. 생산균주는 지연기 없이 생

장을 시작하여 24시간 만에 OD600가 4.9(±0.2)에 도달한 후

생장을 멈추었다. 균주의 생장과 함께 트레할로스 생합성이

시작되었고 세포 생장이 멈춘 후에도 지속적으로 생합성 되

어 배양 36시간만에 최대치인 321(±45) mg/l에 도달하였다. 배

양액의 pH는 배양 시작 7.0에서 시작하여 배양 종료 후 6.0

으로 배양기간 동안 큰 변화가 없었다. 생산균주는 배양 48

시간 만에 첨가된 글리세롤의 85%를 소모하였는데, 배양 단

계별로 글리세롤의 소모속도가 달랐다. 글리세롤 속모 속도

는 지수 생장기(∼25 h)에서 0.5 g-1 l-1 h-1였고 지수생장 후반

기(25−36 h)에는 0.3 g-1 l-1 h-1로 감소하였고 배양말기(36 h

이후)에는 0.06 g-1 l-1 h-1로 더욱 감소하였다. 세포의 지수생

장 기간 동안 글리세롤 소모속도가 가장 높은 반면 지수생

장 후반기에 소모속도가 감소한 것은 생산균주가 지수생장

기간 동안 세포 생장과 트레할로스 생합성에 글리세롤을 사

용한 반면 지수생장기 후반기에는 세포생장이 멈추어 글리

세롤이 트레할로스 생합성에만 사용되었기 때문인 것으로

판단된다. 또한 배양 말기에는 생산균주가 더 이상 트레할

로스를 생합성하지 않고 세포생존을 위한 대사유지활동

(maintenance)에만 글리세롤을 사용하는 것으로 여겨진다. 

본 실험결과는 생산균주가 전처리 폐글리세롤을 사용하여

순수 글리세롤을 사용한 배양[11]에서와 비슷한 양의 트레할

로스를 생산할 수 있음을 보여준다. 이는 고부가가치 생리활

성 물질을 생산하기 위한 미생물 배양에서 전처리 폐글리세

롤을 탄소원으로 활용할 수 있는 가능성을 시사한다.

배양온도와 IPTG induction이 트레할로스 생산에 미치는
영향

배양 온도는 미생물 생장과 생물질 합성에 영향을 미치는

주요 환경 인자이다. 일반적으로 대장균은 37℃에서 최적 생

장을 보이는 반면 재조합 유전자 발현에 의한 고활성 단백

질 생성은 이보다 낮은 온도에서 촉진되는 것으로 알려졌다

[22]. 생산균주가 함유한 PT-otsBA 플라스미드에는 IPTG에

의해 유전자 발현이 유도되는 trc 프로모터가 존재한다. 따

라서 트레할로스 생산을 위한 재조합 대장균 배양에 적합한

온도의 결정과 IPTG induction에 의한 영향을 조사하기 위

한 실험을 수행하였다. Table 1은 배양 온도(37℃와 27℃)와

IPTG induction 유무에 따른 생산균주의 트레할로스 생산

Fig. 1. Time course of cell growth, trehalose production, glyc-
erol consumption, and pH in flask culture of recombinant E.
coli cells grown in M9 medium supplemented with 20 g/l pre-
treated crude glycerol, 300 mM NaCl, and 0.1 mM validamycin
A. The cells were induced with 0.1 mM IPTG.

Table 1. Effect of culture temperature and IPTG induction.

Run
Culture conditions

Cell density
(OD600)

Trehalose
(mg/l)Induction

Temperature 
(℃)

1 Yes 37 5.5 ± 0.0 272 ± 4
2 No 37 5.1 ± 0.2 174 ± 13
3 Yes 27 2.9 ± 0.1 204 ± 13
4 No 27 3.7 ± 0.2 148 ± 16

*Comparison was made after 36 h-culture. 
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량을 보여준다. 37℃에서 배양하는 경우(Run 1과 Run 2)가

27℃에서 배양(Run 3과 Run 4)하는 경우 보다 세포밀도와

트레할로스 생산이 높았다. Induction 하지 않은 배양(Run

2와 Run 4)에서 트레할로스 생산이 관찰되었으나 IPTG로

induction한 경우가 더 많은 트레할로스를 생산하였다. 본 실

험 결과는 37℃에서 IPTG로 induction 하는 배양에서 가장

높은 세포밀도와 트레할로스 생산을 달성할 수 있음을 보여

준다.

일반적으로 야생형 대장균은 37℃에서 세포의 해당작용

(glycolysis)이 촉진되어 피루브산을 생성하는 속도가 TCA

회로에 의해 이를 소모하는 속도보다 빨라 잉여 피루브산이

발생한다. 이는 세포 내 아세트산 생합성을 촉진시켜 과량의

아세트산이 생성되어 분비되기 때문에 배양액의 pH가 급격

히 떨어진다[5, 8, 23]. 야생형 균주와 달리 37℃에서 배양된

생산균주의 배양액에서 두드러진 pH 감소가 없었다. 생산

균주가 발현하는 트레할로스 생합성 효소는 글루코오스와

UDP-글루코오스를 결합하여 트레할로스 생합성을 촉진한다.

탄소원으로 사용된 글리세롤은 생산균주에 글리세롤-3-인산

형태로 흡수된 후, 다이하이드록시아세톤 인산(DHAP)으로

전환되어 해당작용에 편입된다[25]. 트레할로스를 생합성하

는 생산균주에서는 다이하이드록시아세톤 인산(DHAP)의 일

부가 포도당 신생합성(gluconeogenesis)을 활성화시켜 트레

할로스 전구물질인 글루코오스와 UDP-글루코오스 생합성이

촉진되는 것 같다. 이로 인해 야생형 균주보다 피루브산 생

성량이 적고 궁극적으로 아세트산 생성이 최소화되어 배양

액의 pH 감소폭이 적은 것으로 추측된다. 생산균주의 단위

세포당 생산량(specific productivity)은 27℃에서 배양한 경

우가 37℃에서 보다 1.4배 높았는데, 이는 27℃에서 발현된

효소의 활성이 37℃에서 발현된 것보다 높기 때문인 것으로

판단된다. 그러나 37℃ 배양에서 얻은 세포농도가 27℃에서

얻은 것보다 1.9배 높아 37℃에서 더 많은 트레할로스가 생

산된 것으로 판단되었다.

본 연구에 사용된 배지는 300 mM의 NaCl을 포함하는 고

장성 용액으로 대장균에 삼투압 스트레스를 유발시켜 트레

할로스 생산을 촉진시킬 수 있다[10]. 기존연구[11]에서 야

생형 대장균이 고장성 배지에서 약 40 mg/l의 트레할로스를

생산하였다. 따라서 IPTG를 첨가하지 않은 배양에서 생산

균주가 트레할로스를 생산한 것은 배지의 고삼투성에 기인

한 것으로 판단된다. 뿐만 아니라 생산균주가 함유하는 재조

합 유전자의 leaky expression으로 인하여 otsBA 오페론이

소량 발현되어 트레할로스 생산에 기여하였을 것으로 판단

된다. 재조합 유전자가 탑재된 pTrc99A 벡터의 leaky

expression이 몇몇 논문에서 보고되었다[12, 28]. 본 결과를

바탕으로 모든 배양을 37℃에서 IPTG로 induction 하며 실

시하였다.

트레할로스 생산 극대화를 위한 IPTG, 발리다마이신 및 NaCl
농도 최적화 

IPTG는 재조합 유전자를 induction시키고 발리다마이신

은 트레할라이즈 활성 저해제[20]이며 NaCl은 삼투압 상승

제로서 생산균주의 트레할로스 생산양을 증가시키는데 기여

하는 핵심물질들이다. 따라서 Box-Behnken design 실험계

획법을 사용하여 IPTG, 발리다마이신 및 NaCl 농도를 최적

화 하기 위한 실험을 수행하였다. Table 2에 나타내었듯이,

IPTG는 0.1−1 mM, 발리다마이신은 0.01−1 mM 및 NaCl은

50−450 mM 농도 범위를 선정하였고 각각 세가지 농도 범

위(−1, 0, +1)에서 테스트를 수행하였다. 총 17개의 플라스

크 실험을 수행하였는데, 중심점에서는 5회의 반복실험을 수

행하여 실험의 재현성을 조사하였다(Table 3). 

Table 2. The levels of three independent variables for the
Box-Behnken design.

Variables
Levels

-1 0 +1
IPTG (mM) (X1) 0.1 0.55 1
Validamycin A (mM) (X2) 0.01 0.51 1
NaCl (mM) (X3) 50 250 450

Table 3. Box-Behnken design matrix with experimental and
predicted values of trehalose production.

Run
Coded variable levels Trehalose (mg/l)
X1 X2 X3 Experimental aPredicted

1 +1 +1 0 170 216
2 +1 -1 0 188 216
3 -1 +1 0 293 283
4 -1 -1 0 276 283
5 +1 0 +1 126 84
6 +1 0 -1 115 104
7 -1 0 +1 224 221
8 -1 0 -1 73 100
9 0 +1 +1 113 153

10 0 +1 -1 79 102
11 0 -1 +1 111 153
12 0 -1 -1 105 102
13 0 0 0 229 250
14 0 0 0 264 250
15 0 0 0 262 250
16 0 0 0 254 250
17 0 0 0 239 250

aPredicted values were calculated using model equation
described in text, in which X2 was not used.
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실험데이터를 이용하여 SAS 프로그램에서 완전 2차식으

로 분석하였다. F-테스트와 분산분석 결과를 토대로 생성된

모델 방정식의 적합성을 평가하였고 그 결과를 Table 4에 나

타내었다. 일반적으로 Prob > F 값이 0.05보다 작으면 모델

이 유의미하다는 것을 나타내고 0.1보다 크면 보통 무의미

한 것으로 간주된다[26]. 2차식 모델의 Prob > F 값은

0.0020으로 나타나 높은 유의성을 나타내었다. 이는 ANOVA

절차에서 얻어진 모델이 적절하다는 것을 보여준다. 관측점

들의 변동을 표본 회귀선들이 얼마나 잘 설명해주는가를 상

대적으로 나타내는 결정계수인 R2 값도 0.9668로 높은 값을

나타내었다. 모델 방정식의 독립변수들 중에 X1 (IPTG 농도),

X3 (NaCl 농도), X3
2, X1X3가 유의미함을 나타내었고 X2 (발

리다마이신 농도) 또는 이를 포함한 항은 통계적으로 무의미

하였다. 이는 IPTG 농도와 NaCl 농도가 트레할로스 생산에

영향을 미치는 핵심 변수인 반면 발리다마이신 농도의 영향

은 크지 않음을 나타낸다. 따라서 예측 모델 방정식 수립 시

발리다마이신의 기여항을 고려하지 않았다. 이로부터 얻은

신뢰성 있는 모델 방정식은 다음과 같다. 

Y = 249.780 − 33.475X1+ 25.225X3– 35.225X1X3– 122.477X3
2

식에서 Y는 생산된 트레할로스 농도(mg/l)이고, X1과 X3

는 각각 IPTG 농도와 NaCl 농도의 부호화 값(coded value)

이다. 

Table 3에 실험값들과 모델식을 이용하여 계산한 예측값

들을 나타내었다. 두 값들이 거의 비슷하여 모델의 정확도가

높다는 것을 알 수 있다. 모델식에서 각 변수들의 계수들 부

호는 상대적 영향력을 나타낸다. 양의 부호를 갖는 독립변수

(X)를 증가시킴에 따라 응답값(Y)이 증가함을 나타내고 음의

부호를 갖는 독립변수(X)를 증가시킴에 따라 응답값(Y)이 감

소함을 나타낸다. 즉, 모델식에 따르면 트레할로스 생산량을

증대시키기 위해서 X3 (NaCl 농도)를 증가시키거나 X1 (IPTG

농도)을 감소시켜야 한다. 그러나 어느 지점에서 최대량의

트레할로스를 얻을 수 있는지를 구체적으로 알기 위하여 구

축된 모델식을 이용하여 등고선도(contour plot) 분석을 실

시하였고 엑셀 프로그램을 이용하여 최적조건을 계산하였

다. Fig. 2는 IPTG 농도(X1)와 NaCl 농도(X3) 변화에 따른

트레할로스 생산량을 나타내는 등고선도이다. IPTG 농도(X1)

가 −1 (0.1 mM)이고 NaCl 농도(X3)가 0.24 (298 mM)일 때

가장 많은 양의 트레할로스가 생산되는 것으로 예측되었다.

발리다마이신이 통계적으로 트레할로스 생산에 큰 영향을

미치지 않는 것으로 예측되었으나, 대장균 내에서 트레할라

이즈의 활성을 저해함으로써 생합성된 트레할로스가 분해되

는 것을 방지해 준다[11]. 따라서 모델식의 정확성을 검증하

기 위한 실험에서 최소량의 발리다마이신을 첨가하였다. 즉,

298 mM NaCl, 20 g/l의 전처리 글라이세롤, 30 mM 발리다

마이신이 첨가된 M9을 본 배양용 배지로 사용하여 총 5회

의 실험을 수행하였다. 전 배양된 생산균주를 본 배양용 배

지에 접종한 후 37℃에서 배양하였고, OD600가 0.6−0.8에 도

달하였을 때 IPTG(최종 농도 0.1 mM)를 첨가하였다. 36시

간 배양 후 측정된 배양액의 OD600(세포밀도)는 5.4 ± 0.2였고

트레할로스 농도는 304 ± 15 mg/l였다. 이는 예측치(291 mg/l)

Table 4. Analysis of variance (ANOVA) for the quadratic
model.

Source
Sum of 
squares

D.F.
Mean 

square
F-value Prob > t

Model 86967.29 9 9663.03 11.45 0.0020b

X1 8937.85 1 8937.85 10.59 0.0140a

X2 75.65 1 75.65 0.09 0.7747
X3 5070.25 1 5070.25 6.01 0.0441a

X1
2 5.60 1 5.60 0.01 0.9374

X2
2 4202.11 1 4202.11 4.98 0.0609

X3
2 63233.22 1 63233.22 74.90 < 0.001b

X1*X2 304.50 1 304.50 0.36 0.5671
X1*X3 4935.06 1 4935.06 5.85 0.0462
X2*X3 203.06 1 203.06 0.24 0.6388

Lack of fit 4986.42 3 1662.14 7.20 0.0433
Pure error 923.55 4 230.89 - -
Cor Total 92877.26 16 - - -

aSignificant (values of prob > F less than 0.1).
bVery significant (values of prob > F less than 0.05). Fig. 2. Contour plot showing the effect of NaCl and IPTG on

the production of trehalose. 
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와 비슷한 값으로 모델방정식의 정확도가 높다는 것을 시사

한다. 한편, 최적화 전·후 NaCl과 IPTG 농도는 큰 차이가 없

고 발리다마이신 농도는 1/3 수준으로 감소하였다. 최적화 전

조건에서 생산된 트레할로스 농도는 321(±45) mg/l인데, 실험

편차를 고려하면 최적화된 조건에서 생산된 트레할로스 농

도와 큰 차이가 없다. 이는 발리다마이신 농도가 트레할로스

생산에 큰 영향을 미치지 않고 순수 글리세롤 또는 전처리

폐글리세롤을 사용하는 배양의 최적 조건이 비슷함을 시사

한다.

본 결과는 배지에 고삼투성 조건을 형성할 정도의 충분한

NaCl을 첨가하고 IPTG를 최소한으로 첨가하여 재조합

otsBA 오페론의 적절한 발현을 유도하는 것이 트레할로스

생산을 극대화시킬 수 있다는 것을 나타낸다. 일반적으로

1 mM의 IPTG를 첨가하는 경우에 유도발현벡터에 삽입된

외래유전자가 최대로 발현하는 것으로 알려져 있다[21]. 그

러나 외래 유전자의 과도한 발현은 오히려 생산균주의 대사

회로를 교란시킴으로써 세포에 대사부담(metabolic burden)

을 가중시켜 세포생장 및 생산성의 저해를 초래할 수 있다

[2, 7]. 본 결과는 재조합 대장균 배양을 통한 트레할로스 생

산에서 반응표면 분석법을 사용하여 배양조건을 최적화함으

로써 트레할로스 생산량을 극대화시킬 수 있음을 시사한다. 

요 약

전처리 폐글리세롤을 기질로 사용한 재조합 대장균 배양

에서 트레할로스 생산성에 영향을 미치는 핵심 변수들을 도

출하고 반응표면 분석법을 사용하여 트레할로스 생산을 극

대화하기 위한 최적조건을 탐색하였다. 37℃에서 IPTG로

induction 하는 배양이 27℃ 또는 induction 하지 않은 배양

에 비하여 세포생장 및 트레할로스 생산성이 높았다. Box-

Behnken design 실험계획법을 사용하여 배지중의 NaCl, 발

리다마이신 및 IPTG의 농도를 최적화하였다. 통계분석결과

IPTG와 NaCl의 농도는 트레할로스 생산에 영향을 미쳤으

나 발리다마신의 영향은 크지 않은 것으로 확인되었다. 등고

선도 분석을 통해 298 mM NaCl이 첨가되고 0.1 mM의

IPTG로 induction되는 배양에서 가장 많은 양의 트레할로

스가 생산되는 것으로 예측되었다. 최적화된 조건에서 생산

균주는 세포 밀도(OD600) 5.4 ± 0.2에서 304 ± 15 mg/l의 트

레할로스를 생산하였다.
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