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배지 성분이 Streptomyces toxytricini에서의 lipstatin 발효에 미치는 영향 

임미옥1·인웬쑤이1·이지선1·유연수2·김상달2·남두현1

1영남대학교 약학부, 2생명공학부

Streptomyces toxytricini로부터 lipstatin 생산을 최적화하기 위해, 배지 성분이 lipstatin 생산에 미치는 영향을 조사

하였다. 이를 위해 tryptic soy broth (TSB) 배지를 기본 배지로 하여 28oC, 200 rpm으로 3일간 배양하여 종 배양액

(seed culture)을 만들고, 여기에 다양한 탄소원, 질소원, 지질 및 지방산 등을 함유한 TSB 배지에 2% 접종한 후 60

시간 동안 주 발효를 실시한 후, 배지 중의 lipstatin 양을 측정하였다. 탄소원 중에서 glucose와 glycerol을 첨가한

배지에서 균체가 가장 잘 성장하였지만, lipstatin 생산에는 lactose나 sucrose가 가장 우수한 것으로 나타났다. 한

편, 질소원으로는 yeast extract가 균체 성장에 가장 좋았지만, 1.7% casitone과 0.3% soytone으로 구성된 TSB 배

지에서 lipstatin 생산량이 가장 높게 나타났다. 또한 lipstatin 생산을 증가시키기 위해 triolein을 발효 배지에 첨가

한 결과, 균체 성장은 증가하였지만 lipstatin의 생산은 현저히 감소하는 경향을 보였다. 한편, lipstatin의 생합성

원료로 추정되는 지방산들을 발효 배지에 0.5% 첨가하여 발효를 실시한 결과, 불포화 지방산인 linoleic acid나

oleic acid를 첨가한 경우 S. toxytricini의 성장이 억제되었으나, 포화 지방산인 stearic acid를 첨가한 경우에는 균체

성장 뿐만 아니라 lipstatin 생산량도 증가하였다. 
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방선균에서 생산되는 2차 대사산물의 생합성은 여러 조절 유

전자의 지배를 받고 있으므로, 배지 조성이나 외부에 직접 관여

하는 환경 변화에 따라 많은 영향을 받는다. 방선균에서의 2차

대사산물 생산이 조절되는 대표적인 현상으로 포도당과 같이 이

용되기 쉬운 탄소원이나 질소원이 존재하면 미생물의 성장은 증

가하나 2차 대사산물의 생산량이 감소하는 catabolite repression

현상을 들 수 있다(1, 2, 3, 10).

본 연구에서는 Streptomyces toxytricini를 대상으로 배지 성분

이 2차 대사산물인 lipstatin 생산에 미치는 영향을 조사하였다.

Lipstatin은 S. toxytricini에서 생산되는 췌장 lipase 저해제로(6,

11), 장내에서 지방 분해를 억제함으로써 장내 흡수를 방해하는

물질이다. 현재 임상적으로는 이를 촉매 환원한 tetrahydrolipstatin

(orlistat)이 비만 억제제로 사용되고 있다(7, 12).

본 논문에서는 lipstatin 생산을 위한 S. toxytricini의 주 발효

배지에 다양한 탄소원, 질소원, 지질 및 지방산 등을 첨가하여

배지 성분이 lipstatin 생산에 미치는 영향을 조사한 결과를 보고

하고자 한다.

재료 및 방법

균주 및 배지

본 연구에서 lipstatin 생산 균주로 S. toxytricini NRRL15,443

을 Nothern Regional Research Laboratory (IL, USA)로부터 분

양받아, L 당 soluble starch 10 g, casamino acid 0.3 g, KNO
3

2 g, K
2
HPO

4 
0.2 g, MgSO

4
·7H

2
O 50 mg, CaCO

3
 20 mg, 10

mg FeSO
4
·7H

2
O (pH 7.4)인 배지에서 3일 동안 배양한 후 25%

glycerol stock을 만들어 -70oC에서 보관하였다. S. toxytricini 배

양의 기본 배지로 tryptic soy broth (TSB) (1.7% casitone, 0.3%

soytone, 0.5% NaCl, 0.25% K
2
HPO

4
)를 사용하였다.

배양 및 발효

125 ml 삼각 플라스크에 TSB 배지 25 ml을 넣고, S.

toxytricini의 glycerol stock을 2% 되게 접종한 후, 28oC에서 200

rpm으로 교반하면서 3일간 배양하여 종 배양액(seed culture)을

만들었다. 이 종 배양액은 TSB 배지를 기본 배지(basal medium)

로 하여 다양한 탄소원, 질소원, 지질 및 지방산 등을 첨가한 발

효 배지에 2% (v/v) 씩 접종한 후 동일한 배양 조건에서 60시간

진탕 배양하여 발효를 실시하였다. 

발효액의 분석

발효가 종료되면 발효액 5 ml을 3,000 × g로 20분간 원심분리

하여 상등액과 균체 부분으로 분리하고, 균체 부분은 건조 균체

량(dry cell weight) 측정에, 상등액은 pH 측정에 이용하였다. 건

조 균체량은 배양액 5 ml을 원심분리하여 얻은 균체를 증류수로

1회 세척한 후 60oC 건조기에서 하룻밤 건조시켜 측정하였다. 또

한 배양액 3 ml에 3배량의 ethyl acetate를 가하고 5시간 이상

rotator 상에서 교반하여 발효 생산된 lipstatin을 추출한 후,

3,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 ethyl acetate 층을 회수하였

다. 회수한 ethyl acetate 층은 증발 건조시킨 후, 500 µl ethanol
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에 용해하여 시료를 만든 후, lipase 저해 활성을 측정하여

lipstatin 생산량을 구하였다. 모든 실험 결과는 3회 반복 실험하

여 얻어진 결과의 평균치를 구하여 나타내었다.

Lipstatin의 정량

Lipstatin 양을 정량하기 위해서 4-methylumbelliferyl oleate

(Sigma-Aldrich, MO, USA)를 기질로 분해 생산되는 4-

methylumbelliferon의 형광을 측정함으로써 lipase 활성을 측정하

는 형광분석법(8, 9)을 사용하였다. 이 방법에서는 200 µl

reaction buffer (25 µM 4-methylumbelliferyl oleate, 25 µg/ml

bovine serum albumin (BSA), 2.5 mM CaCl
2
, 0.2 M NaCl, 50

mM Tris-HCl, pH 8.0)에 췌장 lipase (43,000 unit/mg, Elastin

Products Co., MO, USA) 액을 첨가하여 37oC에서 20분간 반응

시킨 후, 3 ml의 stop solution (0.1 M sodium acetate, pH 5.0, 5

mM EDTA)을 가하여 반응을 종결시켰다. 반응액은 335 nm의

excitation, 445 nm의 emission 파장에서 형광분석기(모델명 RF-

5301PC, Shimadzu, Japan)를 이용하여 형광을 측정하였다. 

Lipstatin 정량을 위한 표준품으로 orlistat (tetrahydrolipstatin)을

함유하는 Xenical® (Hoffman-La Roche, Switzerland)을 구입하여

ethanol로 추출한 것을 사용하였다. Lipstatin 활성 측정에는 상기

췌장 lipase 반응액에 33.6 unit/ml의 췌장 lipase액과 0~400 ng/

ml의 orlistat의 ethanol액을 첨가하여 반응시키고, lipstatin에 의한

lipase 활성의 억제 정도를 형광분석기로 측정하여 표준검량곡선

을 구하였다. 이 표준검량곡선을 이용하여 S. toxytricini 배양액

의 ethyl acetate 추출액 중의 lipstatin 양을 측정하였으며, 경우에

따라 lipstatin의 ethanol 용액을 희석하여 사용하였다.

결과 및 고찰

형광분석법을 이용한 lipstatin의 정량

Lipstatin은 췌장 lipase 활성을 저해하는 화합물이기 때문에,

이의 정량 방법으로는 lipase의 기질로 triolate를 사용하여 생산

되는 fatty acid 량을 pH 변화를 통해 측정하는 방법이 사용되어

왔다(11). 그러나 이 방법은 pH 변화를 측정하는데 상당한 어려

움이 있었기 때문에, 유사한 성질을 가진 esterastin 정량에 이용

되었던 방법으로 4-methylumbelliferyl oleate를 기질로 하여 생산

되는 4-methylumbelliferon의 형광을 측정하는 형광분석법(8, 9)

으로 췌장 lipase 활성을 측정하기로 하였다. 기질인 4-

methylumbelliferyl oleate 농도를 25 µM로 고정시킨 후, 췌장

lipase의 양을 0~5 µg/ml으로 증가시키면서, 반응액의 형광을 측

정하여 가수분해 정도를 관찰한 결과, lipase의 양이 증가함에 따

라 형광이 증가하였지만, 2.4 µg/ml 이상에서는 반응이 포화되었

다(Fig. 1A). 따라서, 포화 직전 농도인 2.0 µg/ml의 췌장 lipase

를 lipstatin 정량에 사용하기로 하고, lipstatin에 의한 췌장 lipase

효소 활성 저해 정도를 측정하였다. 이 때 lipstatin의 표준품으로

ethanol로 추출한 orlistat (tetrahydrolipstatin)을 6.25~400 ng/ml의

농도로 희석하여 1% 용량을 사용하였다. 그 결과, orlistat의 농

도가 높아질수록 췌장 lipase에 의한 4-methylumbelliferyl oleate

의 가수분해가 저해되어 형광이 낮아짐을 관찰할 수 있었으며,

췌장 lipase의 활성 저해 정도가 orlistat에 의해 농도 의존적으로

일어남을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 

탄소원의 영향

S. toxytricini 배양에서 탄소원이 lipstatin 생산에 미치는 영향

을 조사하기 위해, glucose가 없는 TSB 배지를 기본 배지로 하

고 여기에 다당류로 starch, 이당류로 lactose, sucrose, 단당류로

glucose, 당 분해물인 glycerol 등의 여러 탄소원을 2% 씩 첨가

한 배지에서 발효를 실시하였다. 그 결과 탄소원을 공급하지 않

은 TSB 배지와 비교하여 균체 성장과 lipstatin 생산량이 모두

증가하였다(Table 1). 특히 단당류인 glucose와 당 분해물인

glycerol이 균체 성장에 가장 좋은 탄소원으로 밝혀졌으며, 이당

류인 lactose나 sucrose를 공급한 배지에서 균체당 lipstatin 생산

량이 가장 높았다. 이러한 결과는 미생물에서의 이차 대사산물

Fig. 1. Quantitative analysis of the activities of pancreatic lipase (A)

and its inhbitor, orlistat (B), by fluorescence spectrophotometer. (A)

Pancreatic lipase activity was assayed with 4-methylumbelliferyl

oleate as substrate. After reaction for 20 min at 37oC, the fluorescence

was measured using a fluorescence spectrophotometer with exitation

wavelength at 335 nm and emission at 445 nm. (B) Orlistat, which

was extracted from Xenical® tablet with ethanol and diluted to

appropriate concentration, was added as 1% to pancreatic lipase

reaction buffer. The 4-methylumbelliferon released from the substrate

after reaction was measured with a fluorescence spectrophotometer.

The calibration curve showed a exponential inhibition curve of

y=99.3e-0.0038x and a regression coefficient R2=0.9923.

Table 1. Effect of carbon sources on the lipstatin production by

Streptomyces toxytricini

Carbon source
Final 

pH

Dry  cell weight 

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml broth) (µg/mg cell)

Control 8.84 1.57±0.18 0.98±0.12 0.59±0.09

Glycerol 7.78 8.62±0.43 1.00±0.15 0.12±0.04

Glucose 6.61 7.33±0.52 3.72±0.30 0.51±0.08

Lactose 8.73 1.73±0.20 3.48±0.22 2.01±0.12

Sucrose 8.76 1.98±0.12 3.13±0.36 1.58±0.11

Soluble starch 8.80 2.10±0.33 2.77±0.25 1.32±0.15

2% carbon sources were supplemented in TSB media (without glu-

cose). Fermentation was carried out for 60 hr at 28oC with initial pH

7.4.
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발효에서 성장에 좋은 탄소원이 2차 대사산물 생산을 억제하는

carbon catabolite repression 현상을 잘 보여주고 있다. 

탄소원으로써 lactose의 최적 농도를 알아보기 위하여, TSB 배

지에 여러 농도의 lactose를 첨가하고 배양한 결과, 2% 이상의

농도에서는 균체 성장이 더 이상 증가하지 않았을 뿐만 아니라

lipstatin 생산량이 오히려 감소하는 경향을 보였다(Table 2). 이상

의 결과로부터 균체 성장과 lipstatin 생산에 있어 가장 좋은 탄

소원으로 2% lactose를 선정하였다. 

질소원의 영향

S. toxytricini의 lipstatin 발효에 미치는 질소원의 영향을 알아

보기 위해 2% lactose와 0.25% K
2
HPO

4
 그리고 0.5% NaCl로

구성된 배지를 기본 배지로 하여, 질소원으로써 casitone,

peptone, soytone, tryptone, yeast extract와 같은 복합질소원, urea

와 같은 유기 질소원, 그리고, (NH
4
)
2
SO

4
나 KNO

3
와 같은 무기

질소원을 배지에 각각 2% (w/v) 씩 첨가하여 발효시켰다. 그 결

과 1.7% casitone과 0.3% soytone으로 구성된 TSB 배지에서,

lipstatin 생산이 가장 높게 나타났고 yeast extract와 soytone을 첨

가한 배지에서 균체 성장이 가장 좋았다(Table 3). 특히 yeast

extract는 균체 성장에는 좋은 질소원이었으나 이를 첨가한 배지

에서의 lipstatin 생산량은 그다지 높지 않았고, urea, (NH
4
)
2
SO

4
,

KNO
3
 등 유기 질소원이나, 무기 질소원을 공급한 배지와 질소

원을 전혀 공급하지 않은 배지에서는 미생물이 거의 성장하지

않았다. 따라서 TSB를 lipstatin 생산을 위한 최적 질소원으로 선

정하고, 이를 구성하고 있는 casitone과 soytone의 농도를 변화시

키면서 최적 농도를 조사한 결과, 1.7% casitone과 0.3% soytone

농도에서 lipstatin이 가장 많이 생산되었다(Table 4). 유기 질소원

중 soytone 배지에서의 lipstatin 생산량이 높은 것은 다른 유기

질소원보다 soytone 내에 식물성 지방이 많이 함유되어 있어서

이로부터 분해된 지방산이 lipstatin 생산의 원료로 이용되어지기

때문인 것 같다.

Triolein의 영향

발효배지에 지질을 넣어주었을 때 lipstatin 생산에 미치는 영

향을 조사하기 위해, 2% lactose와 2% TSB로 구성된 배지에 여

러 농도의 triolein을 첨가하고, S. toxytricini를 60시간 동안 진탕

배양한 후 생성된 lipstatin 양을 측정하였다(Table 5). 그러나 배

양액을 ethyl acetate로 추출할 때 배지에 남아있던 triolein이 함

께 추출되어, 췌장 lipase 효소 반응액이 뿌옇게 흐려져서

lipstatin을 정량하기가 어려웠다. 특히 이러한 현탁정도는 배지에

첨가한 triolein의 농도가 높을수록 더 심해졌다. 그럼에도 불구하

고, 배지에 첨가한 triolein의 양이 증가할수록 균체량은 증가하였

지만 lipstatin 생산은 억제되는 경향을 관찰할 수 있었다. 이는

Table 2. Effect of lactose concentration on the lipstatin production by

Streptomyces toxytricini

Lactose 

(%)

Final 

pH

Dry cell weight 

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml broth) (µg/mg cell)

0.0 8.80 1.57±0.12 2.00±0.05 1.27±0.11

0.5 8.82 1.52±0.18 2.70±0.12 1.77±0.15

1.0 8.71 1.68±0.15 2.69±0.16 1.60±0.12

2.0 8.76 1.72±0.10 3.43±0.09 1.99±0.10

3.0 8.71 1.68±0.25 2.39±0.25 1.42±0.18

4.0 8.65 1.86±0.12 2.57±0.15 1.38±0.16

5.0 8.62 1.77±0.18 0.91±0.13 0.07±0.02 

Different concentration of lactose was supplemented in TSB media

(without glucose). Fermentation was carried out for 60 hr at 28oC with

initial pH 7.4.

Table 3. Effect of nitrogen sources on the lipstatin production by

Streptomyces toxytricini

Nitrogen

sources

Final

pH

Dry cell weight 

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml broth) (µg/mg cell)

Control 6.39 0.06±0.02 1.28±0.15 NS

Casitone 8.79 1.85±0.15 1.83±0.12 0.99±0.20

Peptone 8.48 0.81±0.05 0.97±0.10 1.19±0.15

Soytone 8.82 2.74±0.25 1.61±0.18 0.56±0.10

TSB 8.85 2.11±0.21 2.56±0.25 1.37±0.08

Tryptone 8.78 2.22±0.18 0.29±0.05 0.13±0.02

Yeast extract 9.02 3.92±0.38 1.26±0.13 0.32±0.05

(NH
4
)
2
SO

4
6.78 0.10±0.05 0.94±0.06 NS

Urea 8.65 0.03±0.01 1.34±0.14 NS

KNO
3

6.36 0.05±0.02 1.30±0.09 NS

2% nitrogen sources were supplemented to basal media contating 2%

lactose, 0.25% K
2
HPO

4 
and 0.5% NaCl. Fermentation was carried out

for 60 hr at 28oC in shake flask culture. NS; nonsense data because of

extremely poor bacterial growth.

Table 4. Effect of casitone-soytone ratio as nitrogen on the lipstatin production by Sreptomyces toxytricini

Casitone 

(%)

Soytone

(%)
Final pH

Dry cell weight

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml broth) (µg/mg cell)

0.0 2.0 9.06 2.46±0.25 1.76±0.15 0.65±0.06

0.5 1.5 9.05 2.74±0.18 2.12±0.21 0.80±0.10

1.0 1.0 9.00 2.60±0.22 2.52±0.18 0.97±0.14

1.5 0.5 8.91 2.00±0.13 2.57±0.12 1.29±0.10

1.7 0.3 8.87 1.99±0.10 2.57±0.16 1.29±0.12

2.0 0.0 8.88 1.78±0.16 2.04±0.12 1.14±0.08

Different ratio of casitone and soytone was added to basal medium composed of 2% lactose, 0.25% K
2
HPO

4
 and 0.5% NaCl. Fermentation was

carried out for 60 hr at 28oC in shake flask culture.
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아마도 triolein의 첨가로 S. toxytricini의 lipase 생산이 증가하면

서, 이를 저해할 수 있는 lipstatin의 생산을 억제하기 때문인 것

으로 추정된다.

지방산의 영향

Lipstatin의 생합성 경로 연구에서 linoleic acid 등 불포화지방

산을 원료로 하여 생산됨이 보고되었기(4, 5) 때문에, 여러 지방

산을 발효 배지에 첨가하고 lipstatin 생산량의 변화를 조사하였

다. 이 때 사용한 지방산은 불포화 지방산인 linoleic acid 및

oleic acid, 포화지방산인 stearic acid 및 palmitic acid 이었다. 특

히 lipstatin의 3-hydroxytetradeca-5,8-dienoic acid 부위가 linoleic

acid로부터 합성이 된다는 가설(4)을 바탕으로 linoleic acid나

oleic acid와 같은 불포화지방산이 lipstatin 생산량을 증가시킬 것

으로 기대하였지만, 이러한 불포화 지방산을 공급한 배지에서는

균체 성장이 좋지 않았고 lipstatin 생산량도 비교적 낮게 나타났

다. 오히려 포화지방산인 stearic acid를 공급한 배지에서 lipstatin

생산량이 아주 높게 나타남을 확인할 수 있었다(Table 6). 이는

아마도 S. toxytricini에서 포화 지방산과 불포화 지방산의 막 수

송에서의 차이에 기인하는 것으로 추정된다. 따라서 lipstatin에

포함된 이중결합은 포화지방산을 섭취한 후 fatty acid desaturase

등에 의해 균체 내에서 만들어질 것으로 보인다.
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Table 5. Effect of triolein concentration on the lipstatin production by

Streptomyces toxytricini

Triolein 

(%)
Final pH

Dry cell weight 

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml) (µg/mg)

Control 8.89 1.99±0.15 2.57±0.23 1.29±0.12

0.25 8.90 2.35±0.22 2.42±0.18 1.03±0.15

0.50 8.90 3.07±0.25 2.17±0.15 0.71±0.10

0.75 8.91 3.23±0.33 2.13±0.20 0.66±0.08

1.00 8.95 3.51±0.28 2.02±0.16 0.58±0.09

Different concentration of triolein was added to basal medium contain-

ing 2% lactose and 2% TSB. Fermentation was carried out for 60 hr at

28oC in shake flask culture.

Table 6. Effect of fatty acids on the lipstatin production by Streptomyces

toxytricini

Fatty acid 

(0.5%)

Final 

pH

Dry cell weight 

(mg/ml)

Lipstatin production

(µg/ml broth) (µg/mg cell)

Control 9.13 2.73±0.22 2.19±0.31 0.80±0.12

Linoleic acid 7.02 1.10±0.12 1.91±0.15 1.74±0.11

Oleic acid 7.27 0.38±0.10 4.58±0.62 NS

Palmitic acid 9.05 1.71±0.15 2.25±0.34 1.34±0.15

Stearic acid 8.94 2.02±0.14 5.88±0.47 2.91±0.23

0.5% fatty acid was supplemented to basal medium composed of 2%

lactose and 2% TSB. Fermentation was carried out for 60 hr at 28oC in

shake flask culture. NS ; nonsense data because of extremely poor bac-

terial growth.
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ABSTRACT : Effect of Medium Components on the Lipstatin Production by Streptomyces toxytricini 

Mi-Ok Lim1, Wencui Yin1, Ji-Seon Lee1, Yeon-Su Yu2, and Sang-Dal Kim2, and Doo-Hyun

Nam1,* (1Faculty of Pharmacy, 2Faculty of Biotechnology, Yeungnam University, Gyongsan

712-749, Korea)

In order to increase the productivity of lipstatin by Steptomyces toxytricini, the effect of medium components on

the lipstatin production was investigated. Using TSB medium as a basal medium, a variety of carbon sources,

nitrogen sources, lipid and fatty acids was supplemented into a fermentation medium. The seed culture of S. toxy-

tricini grown in 25 ml TSB medium at 28oC for 3 days with agitation at 200 rpm was inoculated in the size of

2% in fermentation media containing different components and fermented at 28oC for 60 more hrs. In the exam-

ination of the effect of carbon sources, the best cell growth was observed in fermentation media supplemented

with glucose or glycerol, but the lipstatin productivity was the highest in media containing lactose or sucrose.

Among complex nitrogen sources, yeast extract was the best one for cell growth, but the highest lipstatin pro-

duction was found in TSB media composed of 1.7% casitone and 0.3% soytone. The increased concentration of

triolein as a lipid caused the promotion of cell growth but the significant suppression of lipstatin production.

When 0.5% fatty acids were supplemented to fermentation medium, unsaturated fatty acids like linoleic or oleic

acid suppressed cell growth as well as lipstatin production, but 2 times higher lipstatin production was achieved

by stearic acid, a saturated fatty acid, differently from expectation. 


