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The aim of this study was to establish the optimal medium composition for enhancing L(+)-lactic acid 
(LLA) production using response surface methodology (RSM). Lactobacillus paracasei SRCM201474 was 
selected as the LLA producer by productivity analysis from nine candidates isolated from kimchi and 
identified by 16S rRNA gene sequencing. Plackett-Burman design was used to assess the effect of elev-
en media components on LLA production, including carbon (glucose, sucrose, molasses), nitrogen 
(yeast extract, peptone, tryptone, beef extract), and mineral (NaCl, K2HPO4, MgSO4, MnSO4) materials. 
Glucose, sucrose, molasses, and peptone were subsequently chosen as promising media for further op-
timization studies, and a hybrid design experiment was used to establish their optimal concentrations 
as glucose 15.48 g/l, sucrose 16.73 g/l, molasses 39.09 g/l, and peptone 34.91 g/l. The coefficient of 
determination of the equation derived from RSM regression for LLA production was mathematically 
reliable at 0.9969. At optimum parameters, 33.38 g/l of maximum LLA increased by 193% when com-
pared with MRS broth as unoptimized medium (17.66 g/l). Our statistical model was confirmed by 
subsequent validation experiments. Increasing the performance of LLA-producing microorganisms and 
establishing an effective LLA fermentation process can be of particular benefit for bioplastic tech-
nologies and industrial applications.

Key words : Lactic acid, Lactobacillus paracasei, optimization, polylactic acid, response surface methodology

*Corresponding author

*Tel : +82-63-650-2000, Fax : +82-63-650-9590

*E-mail : jdy2534@korea.kr

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 (Online) 2287-3406
Journal of Life Science 2020 Vol. 30. No. 6. 522~531 DOI : https://doi.org/10.5352/JLS.2020.30.6.522

서   론

생분해성 플라스틱은 자연계에서 미생물이나 수분에 의해 

이산화탄소와 물로 완전 분해되기 때문에 환경보호 차원에서 

그 중요성이 크게 부각되고 있으며, 특히 석유 원료를 사용하

지 않고 천연원료를 사용하여 인체 적합성이 우수한 고분자 

플라스틱 소재를 개발하기 위한 연구가 활발히 이루어지고 

있다[12]. 그 중 폴리락타이드(PLA, poly lactic acid)는 분해속

도를 조절할 수 있으며, 생체적합성이 뛰어나 안전하다는 점

이 알려지면서 생체흡수성 봉합사 또는 의료용 지지체, 인공

장기 등의 의료용 소재와 약물 전달용 서방출형 제형을 개발

하는데 이용되어지고 있다[12, 15]. 젖산은 미국 Food and 

Drug Administration (FDA)에 의하여 Generally Recognized 

as Safe (GRAS)로 승인되어 식품 보존제, 향미제 등 식품 관련 

산업에 널리 이용되고 있으며[25], PLA 생산을 위한 단량체 

원료로 그 이용성이 증가하고 있는 추세에 있다[24]. 일반적으

로 화학 합성법에 의해 생산된 젖산은 D(-) 및 L(+)형의 라세미 

혼합물 형태로 생산되므로 목적으로 하는 젖산을 순수하게 

생산하기 어려우나, 생물학적 발효공정은 미생물에 따라 D(-)

형 또는 L(+)형 젖산을 선택적으로 생산할 수 있다는 장점이 

있어 산업적으로 이용되는 젖산은 대부분 미생물 발효를 통해 

생산되고 있다[19, 24]. 하지만 L(+)형 젖산은 lactic dehydro-

genease (EC 1.1.1.27)에 의해 간에서 pyruvate로 전환되어 쉽

게 산화되지만, D(-)형 젖산은 대사가 느리게 진행되어 포유 

동물에 산독증 또는 단장 증후군(short-bowel syndrome)을 일

으키는 것으로 알려져 식품 및 의학 분야에 특이적으로 L(+)형 

젖산 생산을 위한 공정을 개발하는데 연구가 진행되고 있다[6, 

11].

반응표면분석법(RSM, response surface methodology)은 

여러 독립변수간의 복합적인 상호작용으로 인한 효과를 측정

하여 결과의 최대치와 최소치를 얻기 위한 변수들의 최적값을 

확인할 수 있는 효과적인 방법[4]으로 생물공학에서 균체 및 

다양한 목적하는 물질을 생산하기 위한 배지 최적화 수행시 

주로 사용되고 있다[3, 8].

본 연구에서는 전국에서 수집한 김치로부터 선택적으로 

L(+)형의 젖산을 생산하는 것으로 알려진 젖산균을 분리, 동정

하여 선발하였으며, 통계학적 기법인 반응표면분석법을 이용

하여 젖산의 생산에 영향을 미치는 배지 성분을 조사하고 선

별된 성분들의 젖산을 생산하기 위한 최적 농도를 설정하여 

산업적 배지조건을 확립하고자 하였다.
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재료 및 방법

미생물 분리 및 배양

젖산균 분리를 위한 시료로 전국에서 김치 20종을 수집하였

으며, Bang 등의 방법[2]을 응용하여 수집한 김치 시료 1 g을 

9 ml의 0.85% NaCl 용액에 현탁하여 단계희석하고, 각 희석액 

100 μl을 0.5% calcium carbonate (sigma-aldrich, St. Louis, 

MO, USA)가 포함된 MRS (Difco, Sparks, MD, USA) 배지에 

도말하여 30℃ 배양기에서 48시간 배양하였다. 배지 위에 형

성된 집락의 주변에 투명한 환이 형성된 콜로니를 형태학적 

차이를 통해 선별하여 순수 분리하였다.

분리균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석

20종의 김치 시료로부터 0.5% calcium carbonate가 포함된 

MRS 배지에서 투명한 환을 형성하는 균주 121주를 선별하였

다. 각 분리 균주를 동정하기 위해 27F forward primer 

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

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

bosomal DNA 서열을 증폭하였으며, Genbank의 database에 

등록된 표준균주들과 상동성을 분석하였다. Mega 7.0.26 pro-

gram을 사용하여 근린결합법(neighbor joining method) [18]

을 기반으로 계통도를 분석하여 L(+)형의 젖산을 선택적으로 

고생산하는 것으로 알려진 Lactobacillus paracasei 균주를 선별

하였다[23].

L(+)형 젖산 고생산 균주 선발

젖산균은 Embden-Meyerhof 경로(EM or EMP pathway)를 

통해 glucose를 이용하여 젖산을 생산하는 것으로 알려져[16] 

있으므로, 계통분석을 통해 L(+)형 젖산을 고생산하는 것으로 

알려진[22, 23] 9종의 Lactobacillus paracasei 균주를 탄소원으로 

glucose를 포함하고 있는 MRS 액체배지에 접종하여 진탕배

양기에서 30℃, 150 rpm으로 48시간 동안 배양하였다. 각 젖산

균 배양액을 13,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 상등액을 

얻었으며, 0.45 μm syringe filter (Sartorius, Göttingen, Gema-

ny)를 통해 제균한 상등액을 HPLC분석에 사용하였다. 

선별균주의 배양시간에 따른 젖산 생산 및 균주 성장 조사

젖산 생산의 배지조성 최적화를 위한 젖산 고생산균주로 

최종 선별한 Lactobacillus paracasei SRCM201474 균주를 100 

ml의 MRS 액체배지에 전배양액 1%를 접종하여 48시간 동안 

진탕배양기에서 30℃, 150 rpm으로 배양하였으며, 4시간마다 

배양액을 회수하여 생균수와 glucose 소비량 및 젖산 생산량

을 조사하였다. 배양 시간별 배양액 내의 glucose 소비량을 

측정하기 위한 HPLC column으로 ZORBAX carbohydrate 

column (Agilent, USA)을 사용하였으며, column oven은 30℃

로 설정하였다. 이동상으로는 1.4 ml/min의 유속으로 75% 

acetonitrile을 흘려주었으며, 시차굴절 검출기(Agilent 1260 

Infinity Refractive Index Detector, Agilent, USA)를 사용하였

다. 젖산 생산량을 분석하기 위한 column으로는 Aminex HPX- 

87H (Bio-Rad, California, USA)를 사용했으며, column 온도

는 50℃로 설정하였다. 이동상으로는 5 mM sulfuric acid를 

0.6 ml/min의 유속으로 흘려주었으며, 자외선-가시광선 검출

기(Agilent 1200 UV-Vis Detector, Agilent, USA)를 사용하여 

검출하였다.

통계학적 분석법을 이용한 젖산 생산배지 성분의 선별

최종선별 균주 SRCM201474를 이용한 젖산 생산에 영향을 

미치는 배지성분을 선별하기 위해 방법으로 2개의 수준(+1, -1)

으로 주효과를 나타내는 성분을 선별할 수 있는 Plackett- 

Burman design (PBD)를 사용하였다[9]. 본 연구에서는 Lacto-

bacillus 속 미생물의 성장과 젖산 생산에 영향을 미치는 것으

로 알려진 3개의 탄소원(glucose, sucrose, molasses), 4개의 

질소원(yeast extract, peptone, tryptone, beef extract), 4개의 

무기원소원(NaCl, K2HPO4, MgSO4, MnSO4)를 독립변수로 구

성하였으며[3, 5, 20, 24], 각 성분의 고농도 수준(+1)과 저농도 

수준(-1)으로 설정하여 독립변수별 젖산 생산에 미치는 영향

을 산출하였다(Table 1). 각 실험구의 종속변수는 젖산 생산량

(Y, g/l)을 설정하였으며, 실험계획과 통계분석에는 Design 

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

을 사용하였다.

젖산 생산에 영향을주는 배지성분의 농도 최적화

PBD 설계에 의한 실험결과를 통해 젖산 생산에 주효과를 

나타내는 4개의 독립변수로 glucose, sucrose, molasses, pep-

tone이 선별되었으며, 선별된 4개 변수들의 최적 농도를 분석

하기 위해 적은 실험수로도 추정하고자 하는 값을 분석할 수 

있는 통계학적 기법[17]인 hybrid design을 선택하여 실험 모

형을 설계하였다. 선별된 4개의 각 독립변수 glucose (X1), su-

crose (X2), molasses (X3), peptone (X4)을 -α, -1, 0, +1, +α의 

5개의 수준으로 구성하였으며, 3개의 중심점 포함한 19개의 

실험구를 설정하였다. SRCM201474 균주의 전배양액 1%를 각 

실험구에 접종하여 배양하였으며, 젖산 생산을 위한 4개의 변

수에 대한 2차 회귀방정식은 다음과 같다.

Y=β0＋∑βiXi＋∑βiiXi
2＋∑βijXiXj

Y는 종속변수로 젖산 생산량(g/l)을 나타내며, Xi와 β0는 

각각 독립변수와 상수계수를, βi, βii, βij는 각 독립변수간의 

상호작용 계수를 나타낸다[7]. 회귀분석에 의해 산출된 식은 

Design expert 12 program을 이용하여 예측하였으며, 분산분

석을 통해 실험모델의 통계적 유의성을 검정하고 젖산의 최대 

생산을 위한 4개의 독립변수들의 최적 농도를 예측하였다.
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Table 1. Matrix of the Plackett-Burman design experiments on eleven variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-1 0 +1

Glucose

Sucrose

Molasses

X1 (g/l)

X2 (g/l)

X3 (g/l)

2 5 8

Yeast extract

Peptone

Tryptone

Beef extract

X4 (g/l)

X5 (g/l)

X6 (g/l)

X7 (g/l)

2 4 6

NaCl

K2HPO4

MgSO4

MnSO4

X8 (g/l)

X9 (g/l)

X10 (g/l)

X11 (g/l)

0.1 0.3 0.5

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

lactic acid (g/L)

predicted Observed

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

1

-1

-1

-1

1

1

1

0

0

-1

-1

1

-1

1

0

1

1

-1

1

-1

1

-1

0

0

1

-1

-1

-1

1

0

-1

1

1

1

-1

1

1

0

0

-1

-1

1

-1

-1

0

1

1

-1

-1

-1

-1

1

0

0

1

1

1

-1

-1

0

1

-1

1

1

1

-1

-1

0

0

1

-1

1

-1

-1

0

1

-1

1

1

-1

-1

1

0

0

-1

1

-1

-1

1

0

-1

-1

-1

1

1

1

1

0

0

1

1

-1

-1

-1

0

-1

1

1

-1

1

-1

1

0

0

1

-1

-1

-1

1

0

-1

-1

1

-1

-1

1

-1

0

0

1

1

1

-1

1

0

1

1

1

-1

1

1

-1

0

0

-1

1

-1

-1

-1

0

-1

1

-1

1

1

-1

-1

0

0

-1

1

1

-1

1

0

12.5416

11.059

8.7015

13.8566

11.6554

12.1667

13.0699

10.9543

10.9543

12.4138

6.06286

13.1096

5.2903

11.5248

10.9543

12.5416

11.059

8.7015

13.8566

11.6554

12.1667

13.0699

12.6382

12.0957

12.4138

6.06286

13.1096

5.2903

11.5248

12.357

X1-X11 represent respective assigned variables and response values.

Predicted represents predicted response value by PBD design.

Observed represents the experimental response value.

결과 및 고찰

L(+)형 젖산 고생산 균주 선발

20종의 김치 시료로부터 분리한 미생물의 16S rRNA 유전

자 염기서열 분석결과 9종의 L(+)형 젖산을 선택적으로 생산

하는 것으로 알려진 Lactobacillus paracasei 균주를 분리하였으

며, MRS 배지에서 48시간 배양하여 균주의 성장에 따른 젖산 

생산량과 glucose 소비량을 분석하여 glucose로부터의 전환율

을 분석하였다(Table 2). 48시간 배양액의 glucose 농도 분석 

결과 9균주 모두 100%에 가까운 glucose 소비량을 보였으나 

젖산 생산량과 균주 성장대비 젖산 생산량에서 차이를 보였으

며, 9주 중 L. paracasei SRCM201474 균주가 젖산 생산량 및 

glucose로부터의 전환율, 성장대비 생산량이 가장 우수한 것

으로 나타났다. 이는 같은 Lactobacillus paracasei 종이라도 유전

체의 크기와 보유한 plasmid의 수가 달라 유전학적 특성이 

다를 수 있으며, 배지조성 등의 성장환경에 따라 성장의 차이

가 나타나기 때문으로 판단된다[21].

SRCM201474의 16S rRNA 유전자 서열을 통한 계통분석

1,505 bp의 SRCM201474 균주의 16S ribosomal DNA 유전

자 염기서열 분석결과를 GenBank에 등록된 표준균주들의 염

기서열과 비교한 결과 L. paracasei strain R094, L. paracasei 

strain NBRC 15889 균주와 각각 99.93%, 99.87%의 상동성을 

보여 L. paracasei SRCM201474로 명명하였다. 계통분석을 위

해 근린결합법을 사용하여 evolutionary distance를 추론하였

으며, bootstrap을 1,000회 시행하여 계통도의 신뢰도를 확보

하였다(Fig. 1). L. paracasei는 96-98%의 순도 높은 L(+)형 젖산

을 고효율로 생산하는 것으로 알려져[14, 23] 의학 산업 분야에 
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Table 2. Results of lactic acid production and conversion rate from glucose by 10 isolates of L. paracasei strains in MRS medium

Microorganisms Cmtl. (g/l) Ymtl. (%) Y/OD600

Lactobacillus paracasei SRCM201471

Lactobacillus paracasei SRCM201474

Lactobacillus paracasei SRCM201478

Lactobacillus paracasei SRCM201485

Lactobacillus paracasei SRCM201496

Lactobacillus paracasei SRCM201498

Lactobacillus paracasei SRCM201499

Lactobacillus paracasei SRCM201500

Lactobacillus paracasei SRCM201502

16.0068

17.6570

15.5097

16.5549

17.3729

16.7112

16.7055

17.4752

15.2882

80.034

88.285

77.5485

82.7745

86.8645

83.5560

83.5275

87.3760

76.4410

7.2351

8.8878

7.3602

8.1359

8.5411

7.9186

7.5519

7.9913

7.6511

Cmtl.: lactic acid concentration accumulated, Ymtl.: lactic acid yield from glucose, Y/OD600: lactic acid concentration per optical 

density of samples at 600 nm.

Fig. 1. Neighbor-joining phylogenetic tree constructed using 16S rRNA gene of L. paracasei SRCM201474. The tree scale (0.005) repre-

sents evolutionary distance in units of base substitutions computed by Maximum composite likelihood method.

적용하기 위한 안전성 높은 젖산 생산에 적합한 미생물자원으

로 판단된다.

SRCM201474의 배양시간에 따른 젖산생산 및 균주 성장 

조사

젖산 생산 배지최적화를 수행하기 위해 최종 선발된 SRCM 

201474 균주의 배양시간에 따른 젖산 생산과 균주 성장을 조

사하기 위해 MRS 액체배지 100 ml에 접종하여 48시간 동안 

30 ℃, 150 rpm 진탕배양기에서 배양하였으며, 4시간마다 배

양액을 회수하였다. SRCM201474는 배양 8시간까지 급격히 

성장하는 대수기를 지나 8시간 이후 점차 성장이 느려져 24시

간부터 정지기에 도달하는 것으로 나타났으며, 균주가 성장함

에 따라 젖산 생산량도 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 2). 배

양 32시간에 도달했을때 배양액 내의 glucose를 모두 소비하

여 균주의 최고 성장과 젖산의 최대생산량을 나타내 

SRCM201474를 이용한 젖산생산을 위한 배양시간을 32시간

으로 설정하였다.

통계학적 분석법을 이용한 젖산 생산배지 성분의 선별

미생물자원을 산업적으로 이용시 목적하는 물질의 생산량

을 최대화 하는 동시에 생산비용을 절감하기 위해서는 배지최

적화가 필수적이다[8]. 이에 따라 11개의 배지성분 중 3개의 

탄소원으로 선정한 탄소원(glucose, sucrose, molasses)은 중

심값으로부터 높은 수준과 낮은 수준을 5±3 g/l로, 질소원

(yeast extract, peptone, tryptone, beef extract)는 4±2 g/l로, 

무기원소원(NaCl, K2HPO4, MgSO4, MnSO4)는 0.3±0.2 g/l로 

설정하여 통계학적 기법으로 PBD를 설계하여 각 독립변수의 

젖산생산에 미치는 영향을 분석하였다. 각 15개 실험구의 반
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Fig. 3. Main effect plot for each variable on lactic acid production by L. paracasei SRCM201474. Stepper slope in the line illustrates 

the greater magnitude of the main effect.

Fig. 2. Time course profile of lactic acid production by L. para-

casei SRCM201474 in MRS broth as unoptimized me-

dium. ●: Log CFU/ml, ○: lactic acid (g/l), ▲: glucose 

(g/l), △: pH.

응값인 젖산 생산량을 Table 1에 나타내었으며, 각 독립변수의 

수준에 따른 젖산 생산량을 나타내는 plot을 Fig. 3에 나타내었

다. 각 독립변수들의 영향 및 모델 계수와 같은 통계분석 결과

는 Table 3에 나타내었으며, 통계분석 결과를 바탕으로 젖산 

생산에 가장 큰 영향을 미치는 배지 조성으로 glucose (X1, 

99.06%), sucrose (X2, 99.68%), molasses (X3, 99.64%), peptone 

(X5, 99.49%)을 선별하였다. 일반적으로 젖산균은 EM 경로를 

통해 젖산을 생산하기 위한 탄소원으로 glucose를 이용하며

[16], sucrose와 peptone은 Lactobacillus 속 미생물을 이용하여 

젖산 생산을 위한 배지조성으로 큰 영향을 미치는 것으로 보

고된 바 있다[3, 24]. 특히 molasses는 sucrose 제조 시 발생하

는 부산물로 sucrose와 미생물 성장에 필요한 미네랄이 풍부

한 동시에 합성배지에 비해 경제적이므로 산업적 이용면에서 

매우 중요하다고 할 수 있으며[8, 24], 생물학적 젖산 생산 공정

의 원료로서 연구가 진행되고 있다[5, 20].

Hybrid design을 이용한 배지성분의 농도 최적화

PBD 통계분석 결과에 의해 11개 배지성분 중 젖산 생산에 

가장 큰 영향을 미치는 요인으로 glucose, sucrose, molasses, 

peptone을 선정하였으며, 각 조성의 농도 최적화를 위한 방법

으로 적은 실험으로 추정 하고자하는 모든 항을 추정할 수 

있는 hybrid design [17]을 선택하여 설계하였다. 3개의 중심

점을 포함한 19개 실험구에 의한 반응값을 Table 4에 나타내었

으며, Design expert 12 program을 이용하여 각 독립변수와 
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Table 3. ANOVA (analysis of variance) for the experimental parameters of Plackett-Burman design affecting lactic acid production

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

Model

Glucose

Sucrose

Molasses

Yeast extract

Peptone

Tryptone

Beef extract

NaCl

K2HPO4

MgSO4

MnSO4

21.9

2.78

2.62

2.08

0.8436

2.18

0.0104

1.1664

0.8994

-0.5822

-1.1796

0.514

10.95

1.39

1.31

1.04

0.4218

1.09

0.0052

0.5832

0.4497

-0.2911

-0.5898

0.257

85.57

23.2

20.47

12.97

2.13

14.31

0.0003

4.08

2.43

1.02

4.17

0.7929

105.69

315.13

278.09

176.17

29.00

194.43

0.0044

55.45

32.97

13.82

56.72

10.77

0.0094
**

0.0032**

0.0036**

0.0056**

0.0328*

0.0051**

0.9530

0.0176
*

0.0290*

0.0654

0.0172
*

0.0816

99.06

99.68

99.64

99.44

96.72

99.49

4.7

98.24

97.1

93.46

98.28

91.84

* : significant at p<0.05

** : significant at p<0.01 

Table 4. Hybrid design quadratic polynomial model for lactic acid production an response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

- α -1 0 +1 +α

Glucose

Sucrose

Molasses

peptone

X1 (g/l)

X2 (g/l)

X3 (g/l)

X4 (g/l)

2.0575

2.0575

2.0575

4.253

15

15

15

15.962

40

40

40

20

65

65

65

29.0675

77.9425

77.9425

77.9425

45.9755

Run X1 X2 X3 X4

lactic acid (g/L)

predicted Observed

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

0

0

1

-1

0

0

1.518

0

0

-1.518

0

-1

-1

0

1

1

-1

0

1

0

0

-1

1

0

-1.518

0

0

0

0

1.518

-1

-1

0

1

1

1

0

-1

0

1.518

-1

-1

-1.518

0

0

0

0

0

0

1

-1

0

-1

1

1

0

1

0

-1.050

0.605

0.605

-1.050

-1.050

-1.050

0

0

-1.050

-1.050

0.605

0.605

-0.269

0.605

0.605

0.605

1.732

0.605

25.7868

17.5737

26.7422

28.3441

5.69556

16.4489

14.6425

25.7868

25.7868

17.7782

15.5628

30.9174

29.0385

23.6044

25.5791

27.2534

30.0781

32.8207

28.5614

24.5378

17.5507

26.9407

28.5427

5.67256

16.4259

14.6198

25.7989

26.1568

17.7552

15.5398

31.116

28.8665

24.4867

25.407

27.452

29.906

32.8372

28.3893

X1-X4 represent respective assigned variables and response values.

Predicted represents predicted response value by PBD design.

Observed represents the experimental response value.

반응값(Y, lactic acid g/l)에 대한 회귀방적식을 아래와 같이 

예측하였다.

Y=3.24044-0.06419*glucose-0.021912*sucrose+0.401965* 

molasses+1.08803*peptone-0.000187*glucose*sucrose- 

0.000024*glucose*molasses-0.000399*glucose*peptone- 

0.000058*sucrose*molasses-0.000336*sucrose*peptone- 
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Table 5. ANOVA for experimental results of the hybrid design (quadratic model)

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

Model

X1

X2

X3

X4

X1X2

X1X3

X1X4

X2X3

X2X4

X3X4

X1
2

X2
2

X3
2

X4
2

Residual

Pure error

Cor total

Residual

Lack of fit

Pure error

885.46

17.85

2.27

50.11

721.08

0.1098

0.0018

0.1787

0.0105

0.1273

26.75

0.6718

0.2873

30.53

36.57

2.76

1.45

888.21

2.76

1.31

1.45

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

4

2

18

4

2

2

63.25

17.85

2.27

50.11

721.08

0.1098

0.0018

0.1787

0.0105

0.1273

26.75

0.6718

0.2873

30.53

36.57

0.6888

0.7233

0.6888

0.6543

0.7233

91.83

25.92

3.30

72.75

1046.90

0.1594

0.0026

0.2594

0.0152

0.1848

38.84

0.9753

0.4172

44.33

53.09

0.9047

0.0003

0.0070

0.1436

0.0010

0.0001

0.7101

0.9619

0.6373

0.9077

0.6894

0.0034

0.3793

0.5535

0.0026

0.0019

0.5250

Standard deviation

Mean

Coefficient of variation (%)

0.8299

23.58

3.52

Press

R-squared

Adjusted R-squared

16069.09

0.9969

0.9860

X1: Glucose, X2: Sucrose, X3: Molasses, X3: Peptone.

* : significant at p<0.05, ** : significant at p<0.01, ***: significant at p<0.001.

0.004876*molasses*peptone+0.000411*glucose*glucose+ 

0.000269*sucrose*sucrose-0.002768*molasses*molasses- 

0.008985*peptone*peptone

분산분석 결과 가정된 모델의 Prob>F 값이 0.0003으로 높은 

유의성을 나타내었으며, 결정계수(R-square) 값이 0.9969로 실

험모형의 적합도를 아주 잘 만족하는 것으로 나타났다(Table 

5). 본 연구에서는 회귀방적식을 검정하기 위한 방법으로 적합

성결여(lack of fit)를 사용하고 있으며, 적합성결여의 p-value

가 0.5250으로 나타나 유의성을 판단하는 기준인 0.05보다 높

아 적합성결여 결과가 유의하지 않으므로 실험모델이 회귀모

형을 설명하는데 적합하다고 판단되었다[10]. 젖산 생산을 위

한 배지조성으로 선별된 glucose, sucrose, molasses, peptone

의 교호 효과를 분석하기 위해 3차원 반응표면도를 구하여 

각 독립변수와 젖산 생산 사이의 상호관계를 평가하였다(Fig. 

4). 설정범위 내에서 젖산 생산에 가장 큰 영향을 미치는 변수

는 peptone이었으며, peptone과 molasses의 농도가 높아질수

록 젖산 생산량이 증가하는 결과를 얻었다. 반응표면분석법으

로 예측된 정상점을 안장점(saddle point)으로 젖산 최대 생산

량을 예상한 결과 33.38 g/l로 분석되었으며, 이때의 각 배지조

성별 농도는 glucose 15.48 g/l, sucrose 16.73 g/l, molasses 

38.09 g/l, peptone 34.91 g/l로 나타났다.

실험모델의 검증

반응표면분석법에 의해 산출된 이론적 젖산 생산량을 검증

하기 위해 실험모델에 의해 예측된 젖산 생산을 위한 최적 

배지에 SRCM201474 균주를 접종하여 배양한 후 젖산 생산량

을 측정하였다. 실제 최적조건하에서 3회 반복실험을 통한 젖

산 생산량은 34.03±0.97 g/l로 이론적 예측값인 33.38 g/l와 

매우 유사함을 확인하였으며, 이는 대조구로 사용된 MRS에서 

얻어진 농도의 193%의 증가를 보였다(Fig. 5). 생물학적 공정

을 이용한 젖산 이성질체의 형태, 생산량 및 순도는 젖산 생산

을 위한 미생물 또는 원료에 따라 크게 달라질 수 있는 것으로 

알려져 산업적 사용 목적에 따라 다양한 젖산균과 원료를 이

용한 연구가 진행되고 있다[1, 3, 11, 13]. 본 연구에서는 L(+)형 

젖산을 선택적으로 고생산하는 것으로 알려진 L. paracasei 균

주를 선별하였으며, 통계학적 분석법을 활용하여 젖산 생산을 

위한 배지 최적화를 수행하였다. 향후 산업적 적용을 위한 배

양 온도 및 pH 등의 물리적 요인에 대한 추가적인 연구가 진행

된다면 더 높은 젖산 생산이 가능할 것으로 판단된다.
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Fig. 5. Comparison of lactic acid production in different media, 

MRS (unoptimized medium) as well as comparing the 

model to experimental value. Data are presented as the 

mean ± SD.

Fig. 4. The three-dimensional response surface plots of lactic acid production as predicted by the quadratic model. The effects 

of two independent variables on lactic acid production are simultaneously demonstrated.
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초록：반응표면분석법을 이용한 Lactobacillus paracasei SRCM201474의 생산배지 최적화

하광수․김진원․임수아․신수진․양희종․정도연*

((재)발효미생물산업진흥원)

본 연구는 반응표면분석법을 이용하여 L(+)형 젖산 생산향상을 위한 배지조성을 확립하기 위해 수행되었다. 

L(+)형 젖산을 선택적으로 고생산하는 것으로 알려진 9종의 Lactobacillus paracasei 균주를 전국에서 수집한 김치 

시료로부터 선별하였으며, 젖산 생산량과 glucose로부터의 전환률 분석을 통하여 젖산 생산 배지 최적화를 수행

하기 위한 균주로 SRCM201474를 선발하였다. 선택된 11개의 배지 조성 중 젖산 생산에 가장 큰 영향을 미치는 

요인을 분석하기 위한 방법으로 Plack-Burman design (PBD)을 설계하였으며, 통계분석을 통해 탄소원으로는 

glucose, sucrose, molasses, 질소원으로는 peptone을 최종 선정하였다. 젖산 생산 배지 최적화를 위한 각 변수들

의 농도 최적화를 수행하기 위한 방법으로 반응표면분석법 중 적은 실험수로도 최적값을 산출할 수 있는 hybrid 

design 설계 하였다. 실험 모델에 의한 L. paracasei SRCM201474 균주를 이용한 젖산 생산배지 조성과 최적 농도는 

glucose 15.48 g/l, sucrose 16.73 g/l, molasses 39.09 g/l, peptone 34.91 g/l로 나타났으며, 이때의 젖산 생산량은 

33.38 g/l로 예측되었다. ANOVA 분석을 통해 가정된 실험 모델의 적합성과 유의성을 확인하였으며, 최종적으로 

분석된 최적배지에서의 반복실험을 통한 젖산 생산량을 측정하여 모델에 의해 예측된 젖산생산량과 동일함을 검

증하였다. 본 연구를 통해 L(+)형 젖산을 선택적으로 고생산하는 균주를 선발하였으며, 배지 최적화를 수행하여 

생분해성 플라스틱 생산을 위한 산업적 젖산 생산에 적용할 수 있는 연구자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다.
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