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Abstract

Protein can be provided by cultivating various microbes, which contain more than 30% protein content by cell dry
weight. This study compared intracellular protein concentrations of various wild-type yeasts from different sources
to select the best yeast strain with high protein concentration. Among them, Saccharomyces cerevisiae KCCM
34709, used for molasses fermentation, exhibited 4.1-fold higher protein concentration than a laboratory yeast strain,
S. cerevisiae D452-2. In this study, an approach consisting of random mutagenesis coupled with the Bradford protein
assay-based screening method was applied to enhance the S. cerevisiae KCCM 34709 protein content. Among 1,000
mutants, the #180 mutant strain produced 5,041±519 mg/L total amino acid in 48 h, which was 31% higher than
the parental S. cerevisiae KCCM 34709 strain. These results demonstrate that the #180 mutant strain can be an
attractive cell factory for animal-free protein production.
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서 론

세계적으로 육류 소비량은 크게 증가하고 있다. 우리나

라의 경우에도 급격한 경제 발전 이후에 식육, 육가공품,

유가공품 등의 식품 소비가 증가하였다(Bratosin et al.,

2021). 세계적으로 인구는 꾸준히 증가하고 있어 2050년에

는 연간 4억톤 이상의 육류 생산이 필요할 것으로 예상된

다(Boland et al., 2013). 또한, 동물복지, 건강, 지속 가능

성에 대한 관심 증가와 더불어 가축 전염병 발병에 따른

육류의 공급 안정성 문제가 대두되면서 육류 단백질을 대

체할 수 있는 대체식품에 대한 관심이 증대되고 있다

(Bajic et al., 2022). 식물성 대체육 시장의 급격한 성장과

더불어 주원료로 사용되는 식물성 단백질 시장 또한 급격

히 성장하고 있다(Boland et al., 2013). 그러나 국내 생산

식물성 단백질은 가격 경쟁력에서 밀려 국내 일반식품 및

대체식품의 원료로 이용되는 식물성 단백질은 전량 수입에

의존하고 있는 실정이다(KISTEP, 2023). 이러한 문제점을

해결하기 위한 방안으로 품질이 우수하고, 대량생산이 용

이한 미생물 유래 단백질을 원료로 사용하는 방법이 세계

적으로 주목받고 있다(Bajic et al., 2022).

미생물 유래 단백질은 “균체 단백질(single cell protein)”

로도 불리며, 세균, 곰팡이, 조류, 효모 등의 미생물 배양을

통해 생산된다. 다른 대체 단백질 소재와 비교하여 균체

단백질 생산은 단시간 대량생산에 유리한 장점이 있기 때

문에 2050년에는 균체 단백질의 세계시장 규모가 2조 5천

억 달러에 이를 것으로 예측된다(Bajic et al., 2022). 다양

한 미생물 중에서 Saccharomyces cerevisiae 효모는 단백질

함량이 높을 뿐만 아니라 베타글루칸, 글루타치온, 무기질,

비타민 B군 등을 함유하고 있어 활용성이 높다. 또한, S.

cerevisiae는 오랜 시간에 걸쳐 인체에 무해한 것으로 알려

진 대표적 GRAS (generally recognized as safe) 균주이기

때문에 다양한 대체식품 개발에 용이하다(Zhu et al.,

2016; Bratosin et al., 2021). 그러나 일반적으로 세균과 비

교하여 효모의 단백질 함량이 낮아(Bratosin et al., 2021)

효모 유래 균체 단백질 상용화를 위해서는 효모의 단백질
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함량을 최대화시키는 연구가 필요하다. 이와 관련된 선행연

구로 단백질 함량이 높은 야생형 효모 균주 선별(Ritala et

al., 2017; Natesuntorn et al., 2019)과 더불어 단백질 함량

증대를 위한 발효 조건 최적화(Aggelopoulos et al., 2014;

Yadav et al., 2014)가 수행되었다.

미생물을 이용한 고부가가치 소재 생산에는 주로 대사공

학(metabolic engineering)적 접근법이 활용된다. 대사공학

은 대사 물질의 생산경로 조절을 통해 목적하는 물질의 생

산을 최적화하는 기술을 일컫는다. 이러한 기술이 활용되

기 위해서는 목적 물질 생산에 관여되는 속도결정단계

(rate-limiting step)에 대한 정보가 필요하다. 그러나 균체

단백질 생산에 관여된 유전인자들의 높은 복잡성으로 인해

현재까지 균체 단백질 생산 관련 속도결정단계에 대해서는

아직 보고 되지 않았다.

본 연구에서는 식용 가능한 야생형 효모 균주 중에서 단

백질 함량이 높은 균주를 선별하고 무작위 돌연변이

(random mutagenesis)를 통해 단백질 함량이 더욱 증대된

변이체를 구축하고자 하였다. 무작위 돌연변이를 통해 구

Table 1. A list of wild type yeast strains used in this study

Scientific name Deposit number Characteristics Scientific name Deposit number Characteristics

Saccharomyces
cerevisiae

KACC 48234 Nuruk made in Gongju

Saccharomyces
cerevisiae

KCCM 12651 Tokay wine

KACC 48330
Makgeolli made in

Danyang
KCCM 34709

Molasses fermentation,
polyploid

KACC 48331
Makgeolli made in

Yeongam
KCCM 51299

Nuruk made in
Gyeonggi-do

KACC 48332
Makgeolli made in

Goheung
KCCM 50518 Sake

KACC 48333
Makgeolli made in

Dangjin
KCCM 50549

High ethanol tolerance,
diploid

KACC 48334
Makgeolli made in

Uiryeong
KCCM 51288

Makgeolli made in
Ulsan

KACC 48335
Makgeolli made in

Uiryeong
KCCM 43339

Nuruk made in
Jeollabuk-do

KACC 48336
Makgeolli made in

Chilgok
Saccharomyces

anamensis
KCCM 12233

Molasses fermentation,
polyploid

KACC 48337
Makgeolli made in

Jeonju
Saccharomyces

coreanus
KCCM 11215 Grape juice

KACC 48338
Makgeolli made in

Asan Saccharomyces
ellipsoideus

KCCM 11352 German white wine

KCCM 11306 Sake KCCM 12224 California wine

KCCM 11695 British beer
Saccharomyces

capensis
KCCM 12485 Grape juice

KCCM 12249 Larger
Saccharomyces

formosensis
KCCM 12634 Spirits

KCCM 12488 Baking
Saccharomyces

diastaticus
KCCM 35222 Spoiled beer

KCCM 12638 American whisky
Saccharomyces

boulardii
ATCC MYA-796 Probiotics

축된 변이체의 경우 인위적으로 조작된 유전자변형생물체

(genetically modified organism) 규제 대상이 아니기 때문에

대체 단백질 소재로 활용되기에 용이할 것으로 판단된다.

재료 및 방법

사용 균주

30종의 야생형 S. cerevisiae 및 근연종은 농업유전자원정

보센터와 한국미생물보존센터로부터 분양받았다(Table 1).

실험용 효모 균주로는 S. cerevisiae D452-2 (Hosaka et

al., 1992)를 이용하였다.

96-well plate 수준 효모 배양

YPD 고체배지(10 g/L yeast extract, 20 g/L bacto peptone,

15 g/L bacto agar, 20 g/L glucose)에 형성된 효모 콜로니

(colony)를 멸균 이쑤시개로 찍어 200 L YP50D 액체배지

(10 g/L yeast extract, 20 g/L bacto peptone, 50 g/L glucose)

에 접종하였다. 접종 후에 30 oC, 250 rpm에서 48시간 동안
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진탕 배양한 효모 세포는 5,000 rpm에서 10분간 원심분리

하여 회수하였다.

플라스크 수준 효모 배양

초저온 내동고(deep freezer)에 보관 중인 효모 글리세롤

스탁(stock) 100 L을 5 mL YPD 액체배지(10 g/L yeast

extract, 20 g/L bacto peptone, 20 g/L glucose)에 접종하여

30 oC, 250 rpm에서 48시간 동안 진탕 배양하였다. 이렇게

전배양된 배양액을 600 nm에서의 광학밀도(OD
600

)가 1.0이

되도록 100 mL YP50D 액체배지가 포함되어 있는 플라스

크에 접종하였다. 본 배양은 30 oC, 250 rpm에서 48시간

동안 진행하였다. 단백질 농도 측정을 위해 본 배양액

200 L을 96-well plate에 옮기고 5,000 rpm에서 10분간 원

심분리하여 효모 세포를 회수하였다.

단백질 농도 측정

회수된 효모 세포에 100 L Y-PERTM yeast protein

extraction reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,

IL, USA)를 첨가하여 세포를 파쇄하였다. 멸균수를 이용하여

10배 희석한 효모 파쇄액 10 L에 protein assay reagent

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) 40 L,

멸균수 150 L를 첨가하여 반응시킨 후 595 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 효모 파쇄액에 존재하는 단백질 농도는

농도를 이미 알고 있는 알부민 표준 용액을 이용해 계산하

였다. 효모 파쇄액에 존재하는 구성 아미노산(total amino

acid) 농도와 유리 아미노산(free amino acid) 농도는 서울

대학교 농생명과학공동기기원(NICEM)에 의뢰하여 분석하

였다. 분석은 선행연구(Lee et al., 2013)에 기반하여 Inno

C18 컬럼(Young Jin Biochrom Co., Seongnam, Republic

Fig. 1. Comparison of protein concentrations in various wild type yeast strains. Yeast strains were grown in 100 mL YP medium

containing 50 g/L glucose. The relative fold change was calculated based on the protein concentrations of the sample strains to that
of the S. cerevisiae D452-2 strain. Results are the mean of two experiments, and the error bars indicate standard deviation.

*Significantly different from the control according to Student’s t-test at p<0.05.

of Korea)이 설치된 고성능 액체 크로마토그래피(Thermo

Fisher Ultimate 3000)를 이용하여 수행되었다.

자외선 조사를 통한 돌연변이 라이브러리 구축

5 mL YPD 액체배지에서 12시간 배양된 S. cerevisiae

KCCM 34709 균주를 OD
600

*mL = 0.2가 되도록 회수하였

다. 예를 들어, OD
600

 수치가 1.0인 경우에 0.2 mL의 효모

배양액을 원심분리하여 효모 세포를 회수하였다. 회수된

효모 세포를 200 L YPD 액체배지로 resuspension하고 자

외선 램프(G30T8, Sankyo Denki, Hiratsuka, Japan)로부터

20 cm 떨어지도록 위치시켰다. 24시간 동안 자외선을 조사

하면서 시간에 따른 효모의 생존률을 측정하였다. 생존률

은 자외선을 조사한 효모 세포 현탁액 50 L를 회수하여

serial dilution하고 YPD 고체배지에 도말하여 형성되는 콜

로니 수를 기반으로 계산하였다.

통계 분석

Sigma plot (SPSS, Chicago, IL, USA)을 사용하여 분석

된 모든 데이터는 평균과 표준 편차로 나타냈다. 2회 또는

3회 수행된 실험결과 값은 스튜던트 t-검정(Student’s t-test)

을 통해 쌍별 비교를 수행하였다. p<0.05인 경우에 통계적

으로 유의한 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

단백질 고함량 식용 효모 균주 선별

식품산업에 적용 가능한 단백질 고함량 효모 균주를 탐

색하기 위해 양조, 제빵 등 다양한 제품 개발에 이용되고

있는 식용 S. cerevisiae 및 근연종을 농업유전자원정보센터
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와 한국미생물보존센터로부터 분양받았다(Table 1). 실험용

효모 균주인 S. cerevisiae D452-2 (Hosaka et al., 1992)를

포함하여 Table 1에 명시된 30종의 식용 효모 균주의 단백

질 농도를 측정하였다. S. cerevisiae D452-2 대비 단백질

농도가 4배 이상 높은 야생형 효모 균주는 S. cerevisiae

KCCM 34709와 S. anamensis KCCM 12233으로 나타났

다(Fig. 1). S. cerevisiae KCCM 34709와 S. anamensis

KCCM 12233의 단백질 농도는 S. cerevisiae D452-2 대비

각각 4.1배, 5.0배 높은 수치를 나타냈다. 단백질 농도가

높은 두 종의 균주 모두 당밀(molasses) 발효용 효모 균주

로 나타나(Table 1) 당밀 발효에 최적화된 효모 균주의 단

백질 함량이 높은 것으로 보인다. 진화론적으로 판단했을

때, 당밀에 일부 존재하는 질소원을 이용하여 고효율로 단

백질을 생산해 낼 수 있는 효모 균주만이 당밀 발효 시에

우점종으로 생장했을 것으로 생각되나 아직 정확한 분자적

인 메커니즘은 규명되지 않아 관련된 추가 연구가 필요할

것으로 판단된다. S. cerevisiae와 S. anamensis 중에서 국

내 식품원료로 등재되어 있는 효모 균주는 S. cerevisiae이

므로 최종적으로 S. cerevisiae KCCM 34709 균주를 단백

질 고생산용 식용 효모 균주로 선별하였다.

S. cerevisiae KCCM 34709 균주의 돌연변이 라이브러

리 구축 및 1차 스크리닝

선별된 S. cerevisiae KCCM 34709 균주의 단백질 함량

을 증대시키기 위해 무작위 돌연변이 방법을 이용하기로

하였다. 무작위 돌연변이를 통한 균주 개량 방법은 크게

두 단계 과정을 거친다. 먼저 다양한 화학적 및 물리적인

방법을 통해 수많은 서로 다른 변이체들을 포함하는 돌연

변이 라이브러리 제작한다. 그 이후에는 구축된 돌연변이

라이브러리로부터 실험자가 원하는 형질을 지니는 변이체

를 선택적으로 선별하게 된다. 보통은 원하는 형질을 지니

는 변이체를 단시간에 효과적으로 선별해 낼 수 있는 방법

의 유무에 따라 무작위 돌연변이를 통한 균주 개량방법의

효율성이 결정된다. 그러나 단백질 고함량 효모 변이체만

을 선택적으로 선별하거나 우점종이 될 수 있게 만드는 방

법은 현재까지 보고되지 않았다. 따라서, 본 연구에서는

96-well plate를 이용하여 최소한의 부피에서 다양한 변이체

를 배양하고 효모 세포 파쇄 용액인 Y-PERTM yeast protein

extraction reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.)를 첨가하

여 세포 파쇄액을 제조한 후에 브래드퍼드 단백질 정량법

(Bradford protein assay)을 이용하여 변이체간 상대적인 단

백질 함량(%) 및 농도(mg/L)를 결정하였다. 브래드퍼드 단

백질 정량법의 반응성은 단백질 농도뿐만 아니라 아미노산

의 종류 등의 다른 인자들에 의해서도 영향을 받기 때문에

(Sapan et al., 1999) 본 연구에서는 변이체간 상대적인 단

백질 함량 및 농도 비교에만 이용하였다.

돌연변이 라이브러리는 S. cerevisiae KCCM 34709 균주

에 자외선을 조사하여 구축하였다. 자외선 조사시간이 증

가할수록 효모 유전체에 발생하는 변이빈도는 증가하는 반

면 효모의 생존률은 감소한다. 선행연구에 따르면 효모의

생존률 2-5%를 나타내는 자외선 조사조건이 효모 유전체

의 다양한 위치에 변이를 유발하여 목적하는 형질을 나타

내는 변이체 선별을 위한 돌연변이 라이브러리 구축에 용

이하였다(Taloria et al., 2012). 이에 따라 본 연구에서도 S.

cerevisiae KCCM 34709 균주에 다양한 시간별로 자외선

을 조사하여 5.0%의 생존률을 나타낸 조건의 시료를 채취

하였다. 이렇게 구축된 돌연변이 라이브러리를 YPD 고체

배지에 도말하여 생성된 콜로니(colony) 중에서 1,000개를

무작위로 선별하여 200 L의 YP50D 액체배지를 포함하는

96-well plate에 접종하였다. 효모의 최적 생장 온도인 30 oC

에서 250 rpm의 교반 속도로 48시간 동안 진탕 배양한 후

에 변이체들의 상대 단백질 함량(relative protein content)

및 상대 단백질 농도(relative protein concentration)를 측정

하였다. Fig. 2에서 볼 수 있듯이 대다수의 변이체는 모균

Fig. 2. Comparison of protein contents (A) and concentrations
(B) in the parental Saccharomyces cerevisiae KCCM 34709 and

its mutant strains. In total, 1,000 single colonies derived from

the mutant library were grown in 200 L YP medium containing
50 g/L glucose at 30 oC and 250 rpm for 48 h. The relative fold

change was calculated based on the protein contents and

concentrations of the sample strains to those of the S. cerevisiae
KCCM 34709 strain. The arrows point to the variants selected

for the second-round screening.
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주인 S. cerevisiae KCCM 34709와 비슷한 수준의 단백질

함량 및 농도를 나타내었다. 그러나 일부 변이체들은 S.

cerevisiae KCCM 34709대비 단백질 함량 및 농도가 50%

이상 향상되었다. 최종적으로 단백질 함량이 50% 이상 향

상된 변이체 중에서는 11종(#92, #176, #182, #294, #359,

#654, #669, #688, #694, #855, #991)을 선별하였고(Fig.

2A), 단백질 농도가 50% 이상 향상된 변이체 중에서는 5

종(#177, #180, #394, #680, #893)을 선별하였다(Fig. 2B).

단백질 고함량 변이체 선별을 위한 2차 스크리닝 및 아미

노산 프로파일링

배양액의 부피에 따라 산소전달 및 교반 효율 등의 인자

들이 변화하기 때문에 배양액의 부피를 100 mL로 증가시

킨 플라스크 수준에서 2차 스크리닝을 진행하고자 하였다.

96-well plate 수준의 1차 스크리닝에서 선별된 16종의 변

이체를 100 mL의 YP50D 액체배지를 포함하는 플라스크

에 접종하였다. 30 oC, 250 rpm의 조건에서 48시간 동안

진탕 배양한 후 변이체들의 상대 단백질 함량 및 농도를

측정하였다. 그 결과 #180, #394 변이체는 2차 스크리닝

조건에서도 모균주인 S. cerevisiae KCCM 34709보다 유의

미하게 높은 단백질 함량 및 농도를 나타내는 것으로 관찰

되었다(Fig. 3). 그중에서도 특히 #180 변이체는 모균주 S.

cerevisiae KCCM 34709대비 각각 28%, 29% 증대된 단백

질 함량 및 농도를 나타냈다.

브래드퍼드 단백질 정량법은 모균주 및 변이체들 사이의

상대적인 단백질 농도 측정에만 이용될 수 있기 때문에 효

모 내에 포함되어 있는 정확한 단백질 정량은 고성능 액체

크로마토그래피를 이용해 수행하였다. 그 결과, 유리 아미

노산의 경우 실험용 효모 균주인 S. cerevisiae D452-2 대

비 S. cerevisiae KCCM 34709와 #180 변이체에서 전체적

으로 농도가 미량 감소하였지만 큰 차이는 없었다(Table

2). 반면 구성 아미노산의 경우 S. cerevisiae D452-2와 비

교하여 S. cerevisiae KCCM 34709 및 #180 변이체에서의

농도가 측정된 모든 아미노산에 대해 월등하게 높게 나타

Fig. 3. Comparison of protein contents (A) and concentrations (B) in Saccharomyces cerevisiae KCCM 34709 and its 16 mutants

selected from the first-round screening. S. cerevisiae strains were grown in 100 mL YP medium containing 50 g/L glucose for the
second-round screening. The relative fold change was calculated based on the protein contents and concentrations of the sample

strains to those of the S. cerevisiae KCCM 34709 strain. Results are the mean of two experiments, and the error bars indicate

standard deviation. *Significantly different from the control according to Student’s t-test at p<0.05.
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났다(Table 3). #180 변이체는 글루탐산을 제외한 측정된

모든 구성 아미노산에 대해서 모균주 S. cerevisiae KCCM

34709보다 높은 농도를 나타냈다. 이에 따라, 구성 아미노

산 전체 농도는 #180 변이체의 경우 5,041±519 mg/L로

3,838±642 mg/L를 나타낸 S. cerevisiae KCCM 34709보다

31% 높은 수치를 나타냈다. 이러한 결과는 자외선 조사

및 브래드퍼드 단백질 정량법 기반의 무작위 돌연변이 및

선별 기법을 통해 단백질 고함량 S. cerevisiae KCCM

34709 균주의 단백질 생산 농도를 더욱 증대시킬 수 있음

을 보여주었다. 효모의 제한 아미노산은 메티오닌으로 알

려져 있으며(Bratosin et al., 2021), 본 연구에서도 S.

cerevisiae KCCM 34709 및 #180 변이체 모두 메티오닌

함량이 다른 아미노산에 비해 낮은 것으로 확인되었다

(Table 3). 따라서, 후속 연구에서는 유도진화(directed

evolution), 대사공학과 같은 기법을 통해 #180 변이체의

메티오닌 함량을 더욱 증대시킬 필요가 있을 것으로 생각

된다.

요 약

본 연구에서는 단백질 고생산 효모 균주를 개발하고자

하였다. 이를 위해 먼저 식용 가능한 야생형 S. cerevisiae 및

근연종 30종의 단백질 농도를 측정하여 비교하였다. 그 결

과, 실험용 효모 균주인 S. cerevisiae D452-2 대비 세포 내

단백질 농도가 4.1배 높은 당밀 발효용 효모 S. cerevisiae

KCCM 34709를 단백질 고함량 식용 효모로 선별하였다.

S. cerevisiae KCCM 34709 균주의 단백질 함량을 더욱 증

대시키기 위해 자외선 조사 및 브래드퍼드 단백질 정량법

기반의 무작위 돌연변이 및 선별을 수행하였다. 96-well

plate 수준의 1차 스크리닝 및 플라스크 수준의 2차 스크

리닝을 통해 최종적으로 #180 변이체를 선별하였다. #180

변이체는 글루탐산을 제외한 모든 구성 아미노산에 대해

모균주인 S. cerevisiae KCCM 34709보다 높은 수치를 나

타냈다. #180 변이체의 구성 아미노산 농도는 5,041±519

mg/L로 나타나 S. cerevisiae KCCM 34709보다 31% 증대

된 수치를 보였다. 본 연구를 통해 개발된 S. cerevisiae

KCCM 34709의 #180 변이체는 다양한 대체식품의 단백질

원료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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