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Abstract: In this work a MABOOMSTM has been employed

to cultivate microorganisms and investigated the effects of

culture medium components on cell growth. A 24-well micro-

plate coated with 4-divided fluorescent sensing membranes

was used to monitor the dissolved oxygen, pH and cell concen-

tration during cultivations. Fluorescence intensity for dissolved

oxygen or solution pH and reflectance for cell concentration

was online monitored by using the MABOOMSTM. The online

monitoring results showed the effects of culture medium

components on cell growth in cultivation processes very well.
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1. 서론

최근, 생물반응기의 소형화를 통해 빠른 시간 내에 많은 미

생물을 동정 (screening)하고 생장조건을 최적화하는 연구에

대한 관심이 높아지고 있다 [1]. 즉, 많은 종류의 미생물로부

터 적절한 생장조건이나 생산물질에 대한 정보를 알아내기

위해 고성능 (high-throughput) 미생물 배양 기술을 개발하고

있다 [2,3]. 향후, 다양한 생물제품의 개발과 생산 최적화를

위해 더 많은 미생물이 동정될 것이고, 미생물의 생장특성

및 최적화를 위해 많은 실험이 수행되어야 할 것이다. 고효

율 균주는 많은 수의 후보균주를 다양한 배양실험을 통해 선

별되는데, 주로 진탕배양기 또는 생물반응기를 이용하여 배

양실험이 수행되며 많은 시간, 넓은 배양 공간 및 다양한 배

지가 소모되므로 새로운 고성능 미생물 배양기술의 개발이

요구된다 [4].

미생물 배양공정의 소형화 기술 연구는 주로 시험관 (test

tube), 마이크로플레이트 (microtiter plate)와 모세관 (capillary

tube) 등을 이용하여 이루어 졌다. 1~10 mL의 시험관을 이용

한 미생물 배양은 시험관을 다채널로 구성할 수 있으므로 한

번의 실험에 많은 경우의 실험조건을 수행할 수 있다. 그러

나 세포농도, 용존산소 및 pH 등 공정변수에 대한 온라인 모

니터링이 쉽지 않아 분석하는데 많은 시간과 노동력이 필요

하다. 수 µL 크기의 모세관을 이용한 미생물 배양기술은 다

채널화가 가능하지만, 시스템이 복잡하고 구성에 많은 비용

이 들어가는 단점이 있다. 한편, 마이크로플레이트를 이용한

미생물의 발효는 수 µL에서 수 mL까지 미생물을 배양할 수

있고 분광기 등 분석장비와 함께 사용 가능할 수 있으므로

공정변수를 쉽게 온라인 모니터링 할 수 있는 장점이 있다.

특히, 마이크로플레이트를 이용한 미생물 배양은 기존의 실

험 방법을 소규모화 시킴으로써 사용되는 배지와 실험 기자

재의 구입비용을 줄일 수 있으며, 고효율 균주의 빠른 선별

이 가능하다.

한편, 발효배지의 최적화를 위한 플라킷-버만 설계법

(Plackett-Burman design method), 반응표면분석법 (Response
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surface method, RSM)등과 같은 통계학적 분석방법들이 이

용되고 있다. 그러나 통계적인 방법을 사용하더라도 미생물

동정으로부터 배지 최적화 단계까지 실험을 하기 위해서는

많은 횟수의 실험이 필요하다. 특히, 발효배지의 최적화를

위해 많은 양의 배양실험과 발효 공정변수에 대한 정보를 모

니터링하는 것이 필수적이다. 한편, Boccazzi 등은 용존산소,

pH 그리고 세포농도를 모니터링 할 수 있는 50 µL와 150 µL

부피의 소형 생물반응기를 개발하여, 대장균과 효모를 이용

한 유전자 발현 연구를 수행하였다 [5]. 또한, Kensy 등은 진

탕 배양기에 형광염료를 고정화하여 용존산소와 pH를 검출

할 수 있도록 하여 대장균 발효공정에서 용존산소와 pH를

온라인 모니터링 하였다 [6].

Fig. 1에는 배지 최적화 실험을 위해 전통적으로 실험에 사

용되는 진탕배양기와 본 연구팀에 의해 개발된 광학온라인

모니터링시스템을 갖춘 마이크로플레이트 기반 생물 반응

기 시스템 (MABOOMSTM)을 비교하였다 [7]. 본 연구에서는

MABOOMSTM을 이용하여 대장균 (Escherichia coli)과 고초

균 (Bacillus cereus)를 배양하면서 용존산소, pH 및 세포농도

의 변화를 모니터링하므로써 발효 배지의 최적화 연구를 위

해 각 배지 성분에 의한 미생물의 성장 특성을 조사하고자

한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 균주 및 배지

미생물 발효배지의 특성 연구를 위해 호기성 미생물인 E.

coli DH5α와 B. cereus 318을 사용하였고 Table 1과 2에서와

같이 배지의 조성과 pH를 5.0~8.0으로 임의로 변화하였다.

E. coli DH5α의 발효를 위해 LB복합배지를 기준으로 24 가

지의 배지 조성을 구성하였는데, 탄소원으로 포도당이 배지

에 존재할 경우와 없는 경우로 나누었다. 그리고 질소원인

트립톤, 효모 추출물과 염화나트륨이 첨가된 경우와 첨가되

지 않은 경우 대장균의 성장특성을 관찰하였다. Table 1에서

C2열에 해당하는 배지 조성은 복합배지인 LB 배지 (기준배

지)를 나타낸 것이다. Table 2는 B. cereus 318용 배지 조성을

나타낸 것인데, C2열이 전형적인 배지 조성 (기준배지)을 나

타낸 것이다. 배양실험을 위해 B. cereus 318의 배지조성은

포도당, 펩톤, 효모추출물 그리고 탄산수소나트륨의 유·무

에 따라 pH 5.0에서 8.0으로 변화하여 24가지의 서로 다른 배

지를 준비하였다.

2.2. 발효 실험

미생물의 산소 소비속도는 미생물의 증식속도에 밀접한

관계가 있고 기질의 분해 및 미생물이 생산하는 물질에 따라

배지의 pH는 산성 또는 알칼리성으로 변화하게 된다. 실험

에 사용된 24-웰 마이크로플레이트는 하나의 웰이 두개의 용

존산소농도 검출용 형광 센서막과 하나의 pH 검출막 그리고

나머지 하나는 센서막이 부착되지 않은 투명한 상태인 4 분

할형 센서막으로 구성된 것이다[8]. 즉, 하나의 웰에 용존산

소 검출용 형광 염료 (루테늄 복합체, tris(4,7-diphenyl-1,10-

phenanthroline) ruthenium(II), Ru(dpp)3
2+), pH 검출용 형광염료

(8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt, HPTS) 그

리고 센서막이 부착되지 않은 24-웰 마이크로 플레이트를 사

용하여 배양을 하면서 용존산소 와 pH 검출용 광학센서막으

로 부터 얻어지는 형광세기와 세포농도의 변화를 모니터링

하기위한 반사도 (reflectance, RF)를 측정하였다 [9]. 발효실

험을 하기전 형광센서막이 코팅되어진 24-웰 마이크로플레

Fig. 1. Comparison between a shaking incubator and MABOOMSTM

for medium optimization.

Table 1. Medium composition in E. coli DH5α cultivation

pH
glucose 

[g/L]

tryptone 

[g/L]

yeast extract

[g/L]

NaCl 

[g/L]

A1 5 0 0 5 10

A2 5 0 10 5 10

A3 5 5 10 5 10

A4 5 5 0 5 10

A5 5 5 10 0 10

A6 5 5 10 5 0

B1 6 0 0 5 10

B2 6 0 10 5 10

B3 6 5 10 5 10

B4 6 5 0 5 10

B5 6 5 10 0 10

B6 6 5 10 5 0

C1 7 0 0 5 10

C2 7 0 10 5 10

C3 7 5 10 5 10

C4 7 5 0 5 10

C5 7 5 10 0 10

C6 7 5 10 5 0

D1 8 0 0 5 10

D2 8 0 10 5 10

D3 8 5 10 5 10

D4 8 5 0 5 10

D5 8 5 10 0 10

D6 8 5 10 5 0
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이트를 무균대에서 24시간 동안 UV로 살균하였다. Table 1

과 2에서와 같은 조성, 즉 탄소원과 질소원 그리고 염 등의

조성을 각각 달리하여 제조되어진 배지를 24-웰 마이크로플

레이트 A1웰 부터 D6웰에 각각 1.5 mL씩 넣었다. 각 웰에

LB배지에서 전배양 (pre-culture)한 E. coli DH5α와 B. cereus

318을 발효 부피의 1%인 15 µL씩 접종한 후, MABOOMSTM

을 이용하여 24시간 동안 배양하면서 형광세기와 반사도를

온라인 모니터링 하였다. MABOOMSTM의 운전조건은 37oC,

교반속도 400 rpm에서 실시하였으며, 모니터링 시간 간격은

30분으로 하였다 [9].

3. 결과 및 고찰

3.1. E. coli DH5α 발효공정에서 배지성분의 영향

E .coli DH5α 발효공정에서 포도당의 유·무, 트립톤, 효모추

출물 및 염화나트륨의 유·무에 따른 미생물 성장특성에 대

한 영향을 조사하였다. Fig. 2는 MABOOMSTM을 이용하여

24 시간 동안 E. coli DH5α를 각각 다른 조성의 배지에서 발

효하면서 용존산소 및 pH 변화를 모니터링하기 위한 형광세

기 와 세포농도 변화를 모니터링하기 위한 정규화 반사도

(Norm. RF)를 측정한 것이다. 그림에서 A열은 초기 배지의

pH를 5.0으로 조절한 것으로 LB배지 조성인 C2웰과 비교하

여 미생물의 성장이 느리게 나타나는 것을 알 수 있다. 그리

고 초기 배지의 pH를 6.0으로 고정한 B열의 경우 초기 pH를

5.0으로 조절한 A열보다는 미생물의 성장이 조금 빠른 것을

볼 수 있으나, C2웰의 것 보다는 미생물의 성장이 느렸다. E.

coli DH5α의 배지를 pH 7.0으로 조절한 C열의 경우 6개의

웰에서 미생물의 성장이 지수 생장곡선을 보이고 있으나,

C4웰과 같이 질소원인 트립톤이 결여된 경우 미생물의 성장

속도가 다른 웰의 것과 비교하여 매우 느리며, 배지의 pH의

변화가 거의 일어나지 않음을 볼 수 있다. 이는 미생물의 성

장이 제대로 이루어지지 못하여 일차 및 이차대사 산물이 생

산되지 않았기 때문에 배지의 pH가 크게 변화되지 않는 것

으로 보인다. D열의 경우에는 6개의 웰에서 미생물의 성장

특성이 비슷하게 나타났으며, 포도당과 트립톤, 효모추출물

그리고 염화나트륨 모두가 포함된 배지조성 (D3)에서는 가

장 좋은 미생물 성장특성을 보였다. 한편, 24개의 웰에서 미

생물 성장특성을 비교했을 때 배지의 pH와 무관하게 5 g/L

의 포도당이 존재할 경우 E. coli DH5α의 성장이 지연되는

것을 확인할 수 있었으며, 특히 포도당이 존재하고 트립톤이

첨가되지 않은 배지조성 (A4, B4, C4, D4)에서 E. coli DH5α

의 성장이 매우 느린 것을 알 수 있었다. 한편, 기준배지인

LB배지로 E. coli DH5α를 배양한 C2웰의 경우, 미생물 성

장과 배지 내 pH의 변화가 진탕 배양기에서 실시한 배양과

거의 동일하게 나타나는 것을 알 수 있었다 [9]. 따라서

MABOOMSTM을 이용하여 각 웰이 4분할된 형광센서막으로

코팅된 24-웰 마이크로플레이트에서 형광세기와 반사도를

온라인 모니터링 했을 때 발효공정내 용존산소, pH 및 세포

농도를 모니터링 할 수 있으므로 각 배지조성에 따른 미생물

의 성장특성을 알 수 있고, 배지조성의 최적화 연구에 적용

할 수 있다. 

Table 2. Medium composition in Bacillus cereus 318 cultivation

pH
glucose 

[g/L]

peptone 

[g/L]

yeast extract 

[g/L]

NaHCO3 

[g/L]

A1 5 0 0 5 3

A2 5 0 5 5 3

A3 5 5 5 5 3

A4 5 5 0 5 3

A5 5 5 5 0 3

A6 5 5 5 5 0

B1 6 0 0 5 3

B2 6 0 5 5 3

B3 6 5 5 5 3

B4 6 5 0 5 3

B5 6 5 5 0 3

B6 6 5 5 5 0

C1 7 0 0 5 3

C2 7 0 5 5 3

C3 7 5 5 5 3

C4 7 5 0 5 3

C5 7 5 5 0 3

C6 7 5 5 5 0

D1 8 0 0 5 3

D2 8 0 5 5 3

D3 8 5 5 5 3

D4 8 5 0 5 3

D5 8 5 5 0 3

D6 8 5 5 5 0

Fig. 2. Online monitoring of fluorescence intensity for DO and

pH, and normalized reflectance for cell concentration in E. coli

DH5α cultivation with various medium components using

MABOOMSTM (-■-: DO, −: Norm. RF, ○: pH).
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3.2 B. cereus 318 발효공정에서 배지성분의 영향

MABOOMSTM을 이용하여 B. cereus 318의 발효 실험을 하였

고, 포도당, 펩톤, 효모추출물 그리고 탄산수소나트륨의 유·

무 따른 미생물 성장 특성을 조사하였다. 본 실험에 사용한

24-웰 중 C2웰은 Bacillus 발효를 위한 전형적인 배지조성과

pH이며, 나머지 웰의 배지는 다른 pH값, 즉, pH 5.0 (A열),

pH 6.0 (B열), pH 7.0 (C열), 그리고 pH 8.0 (D열)으로 조절하

였다. 포도당 및 질소원 등의 유·무 따라 다른 배지조성은 표

2와 같다. 초기 배지 pH를 5.0으로 조절하여 배양을 실시한

A열의 경우 pH 센서막으로 부터 얻어지는 형광세기는 산성

영역 (≒ pH 5)에서 나타나는 330 부근의 일정한 형광을 방

출하였다. 그리고 A5와 같이 효모 추출물이 배지에 첨가되

지 않은 경우에는 용존산소의 변화가 거의 일어나지 않아 미

생물이 성장하지 못하는 것을 알 수 있었으며, A6과 같이 탄

산수소나트륨이 없는 경우, 용존산소 검출용 광학센서막의

형광세기와 정규화 반사도 (Norm. RF)의 변화를 보면 B.

cereus 318이 배양 10시간까지 성장함을 볼 수 있었다. 따라

서 나트륨이온이 B. cereus 318의 성장에 상당한 영향을 미치

는 것을 알 수 있다. 배양 초기 pH를 6.0으로 조절한 B열의

경우 6개의 웰에서 미생물이 어느 정도 성장하는 것으로 보

이나, A열과 동일하게 효모 추출물이 첨가되지 않은 배지

(B5)에서는 배양 10-12시간 이후에는 B. cereus 318의 성장이

더 이상 관찰되지 않았다. 24시간 이후에는 초기 배양에서

얻어진 미생물이 사멸기에 접어들어 미생물이 분해되면서

그 영양분을 이용하여 미생물이 성장하면서 용존산소 검출

용 광학센서막의 형광세기가 증가 (용존산소농도 감소)하는

것이 관찰되었다. C열의 경우 B. cereus 318의 최적 성장 pH인

7.0으로 조절되었으며, 6개의 웰에서 시간이 경과됨에 따라

pH 7.0에서 산성영역으로 pH가 감소하였는데, 효모추출물

의 유무에 대한 영향이 크지 않음을 알 수 있었다. 알칼리 영

역인 pH 8.0으로 조절된 D열의 경우에는 C열과 거의 유사한

미생물 성장 특성을 보였다. 본 실험에서 24개의 웰에 각각

다른 배지 조성과 pH를 도입하여 B. cereus 318을 24시간 배

양하면서 용존산소 및 pH의 변화를 모니터링하기 위해 형광

세기를 측정하였으며, 세포농도의 변화를 모니터링하기 위

해 반사도를 측정하였는데 모니터링된 형광세기 및 반사도

의 변화를 통해 미생물의 성장 특성을 관찰할 수 있었다. 따

라서 MABOOMSTM을 이용하여 그람 양성균인 B. cereus 318

의 배지 조성의 최적화 연구에도 잘 적용할 수 있음을 알 수

있다. 

미생물 배양에서 배지 조성 및 발효조건에 대한 최적화 연

구를 위해 각종 통계적인 방법이 사용되고 있다. 예를 들면,

전통적으로 하나의 요인을 여러 수준으로 놓고 나머지 요인

들을 고정하여 실험하는 일시일원 실시법 (one factor at a

time method, OFAT), 또는 2개의 변수를 모두 독립변수로 설

정하여 각 변수의 영향을 분석할 뿐만 아니라 두 변수가 결

합되어 일어나는 상호작용을 분석할 수 있는 요인배치법

(Factorial design method)등이 있다 [10]. 또한, 적은 회수의

실험을 통해 다양한 인자들에 대한 영향을 알아낼 수 있는

플라킷-버만 설계법 (Plackett-Burman design method) [11]과

여러 가지 실험 인자들, 즉 독립 변수의 상호작용에 따른 종

속변수의 변화에 대하여 최대 반응값을 나타내는 최적 조건

을 찾아내기 위해 이용되는 반응표면법 (Response surface

method) 등이 생물공학 및 산업공정 등에 폭넓게 이용되고

있다[12]. 통계적인 방법에 의해 발효공정 및 배지의 최적화

연구를 위해서 일정한 양의 발효실험이 수반되어야 하며 가

능한 한 많은 데이터를 빠른 시간내에 수집할 수 있는 고성

능 (high-throughput) 발효 시스템이 연구, 개발되고 있다.

그람 음성균인 E. coli DH5α와 그람 양성균인 B .cereus

318의 발효를 위해 최근 개발된 MABOOMSTM를 이용하여

배지 성분에 따른 미생물의 성장 특성을 연구하였다. 용존산

소 및 pH 검출용 형광 센서막과 센서막이 부착되지 않은 투

명한 부분을 가진 4 분할형 24-웰 마이크로플레이트를 사용

하여 용존산소, pH 및 세포농도의 변화를 측정할 수 있는 형

광세기와 반사도를 온라인 모니터링하면서 기존의 배지 조

성에서 배지의 pH, 탄소원 및 질소원을 변화하여 미생물 성

장에의 영향을 조사하였다. 미생물의 발효중 용존산소, pH

및 세포농도를 형광 및 반사광의 세기에 상관하는 상관식

(correlation)을 직접 적용하지 못하였지만 온라인 모니터링

된 형광 및 반사광의 세기는 미생물의 성장 특성을 잘 반영

함을 알 수 있었다. 향후, 형광세기와 용존산소 또는 pH, 그

리고 반사광과 세포농도와의 상관성을 잘 보여주는 식들을

개발하여 사용하였을 때 발효공정중 용존산소, pH 및 세포

농도의 변화를 실시간으로 관찰 할 수 있을 것이다. 또한, 균

일한 형광 센서막의 제조 방법 및 광학적 측정기술의 개선을

통해 MABOOMSTM은 미생물의 동정, 발효배지 및 생산 최

Fig. 3. Online monitoring of fluorescence intensity for DO and pH,

and normalized reflectance for cell concentration in B. cereus 318

cultivation with various medium components using MABOOMSTM

(-■-: DO, −: Norm. RF, ○: pH).
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적화 실험에 광범위하게 적용될 수 있을 것이다. 

4. 결론
본 연구에서는 광학온라인 모니터링시스템을 갖춘 마이크

로플레이트 기반 생물 반응기 시스템(MABOOMSTM)을 이용

하여 E. coli DH5α와 B .cereus 318의 발효공정에서 배지 성

분에 따른 미생물의 성장 특성을 연구하였다. 즉, 4 분할형

24-웰 마이크로플레이트를 사용하여 용존산소, pH 및 세포

농도의 변화를 측정할 수 있는 형광세기와 반사도를 온라인

모니터링하면서 배지의 pH, 탄소원 및 질소원에 따른 미생

물 성장 특성을 조사하였다. 온라인 모니터링된 형광 및 반

사광의 세기는 미생물의 발효공정에서 용존산소, pH 및 세

포농도에 따른 미생물의 성장 특성을 잘 반영함을 알 수 있

었다. 향후, 형광세기와 용존산소 또는 pH, 그리고 반사광과

세포농도와의 상관성을 잘 보여주는 식들을 개발하고 균일

한 형광 센서막의 제조 방법 및 광학적 측정기술의 개선을

통해 MABOOMSTM은 미생물의 동정, 발효배지 및 생산 최

적화 실험에 사용하고자 한다.
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