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서론

황금(Scutellaria baicalensis George(G.))세포의 이차대사산물인 Flavonoid 배당체(baicalin and wogonin-7-O-GA)의 지속적이고 안정적인 생산을 위하여 생물 반응기의 유가식 배양으로부터 생산량 합성을 증대시킬 수 있는 방안이 제시되고 있다[1]. 황금의 뿌리는 염증과 발열에 쓰이는 약초로서 간 해독작용 및 종양치료에 효과가 있으며, 대사 산물인 flavone glycosides는 항암제의 상승작용을 하는 것으로 알려져 있다[2]. 황금세포의 이차 대사 산물인 flavone glycosides의 생합성을 증대시킬 수 있는 유가식 공정을 개발하기 위해서는 기질공급에 의한 세포의 생리학적 변화를 묘사할 수 있는 상태변수로 구성된 함수가 필요하나 대체적으로 식물세포 배양공정에서의 상태변수와 제어변수의 관계는 정확성 및 재현성이 상당히 부족하며, 배양공정 자체도 복잡한 반응기구를 수반함으로 인해 기존의 최적화 기법을 이용한 공정변수의 예측 및 제어변수의 결정이 어려워지게 된다. 또한, 배양환경의 변화와 세포의 상태변화를 수학적인 요소로 고려한다는 것은 한계가 있는 일이다. 이러한 어려움을 극복하기 위하여, 인간의 경험 및 지능을 모방한 인공지능 시스템을 구축하는 것이 하나의 해결책으로 제시되게 되었다[3]. 인공지능 시스템은 복잡한 수학적 최적화 방식보다 사용하기 쉽고, 사용자에게 친숙하며, 불확실성이 있는 공정에서 기존의 제어 방식보다 우수한 효과를 얻어낼 수 있음이 보고되었으며, 특히 식물세포 배양공정에 적합한 제어 방식으로 인식되고 있다[4].

본 연구에서는 황금세포의 유가식 배양에서 기질 공급 제어를 위하여 전진형 인공신경망(feedforward multilayer neural network), 퍼지 이론, 및 자기구성 신경망(self-organizing map)을 이용하여 flavone glycosides의 생산량 향상을 도모하고 이들의 실험결과를 비교하였다. 제시된 실험 결과는 식물세포 배양공정의 상업화를 앞당겨 줄 수 있으리라 사료된다. 

이론

유가식 배양의 운전전략 수립

Scutellaria baicalensis G. 식물세포의 유가식 배양에서 flavone glycosides의 생산량을 향상 시킬 수 있는 생물반응기 운전전략을 유전알고리즘과 기질농도에 따른 세포성장 및 생산량변화의 관찰을 통하여 수립하였다. Fig.1 은 flask 배양에서 다양한 glucose농도에 따른 세포 비성장 속도 및 flavone glycosides비생산 속도의 변화를 보인 것으로서 높은 기질농도에서는 세포성장은 빠르게 이루어지나 flavone glycosides의 생산량 증가는 둔화되며, 낮은 Glucose농도에서는 이와 반대의 현상을 보이고 있다. 이는 배양초기 높은 glucose농도에서 세포의 빠르고 많은 성장을 유도하고, 배양말기 세포내 flavone glycosides의 많은 생합성을 유도하는 반응기내 기질농도의 변화를 주는 것이 타당함을 보여주는 것이며, 최적 기질농도 궤적의 실제적 도출을 위하여 탐색 알고리즘인 유전알고리즘을 이용하여 baicalin의 생합성이 최대가 되는 기질 농도궤적을 유가식 배양의 현상모사를 통해 생성하였다. 유전 알고리즘은 재생(reproduction), 교배(crossover) 및 돌연변이(mutation)연산을 통해 최적의 기질농도 궤적을 생성할 수 있다. 생성된 최적 기질농도 궤적은 퍼지제어를 위한 설정치(setpoint)로 사용되며, 상태변수 및 기질공급속도의 궤적과 함께 전진형 인공신경망(feed-forward multilayer neural network)을 학습시키기 위한 데이터로 변환된다. 

퍼지(Fuzzy) 제어기 

황금세포의 유가식 배양을 위하여 주어진 설정치를 유지하고 예측지 못한 상황에 대처할 수 있는 적합한 제어기중 하나로서 퍼지제어기를 이용한다. 퍼지제어기는 설정치와 현기질농도의 오차(error)와 오차의 변화(change of error)를 입력변수로 하고 기질공급속도의 변화를 출력으로 하는 시스템으로 퍼지화(fuzzification), 추론(inference), 및 비퍼지화(defuzzification)의 세단계를 통하여 최종 제어출력을 구하게 된다. 실제 유가식 배양에서는 추론부에 시스템의 특성을 두루 섭렵하고 있는 전문가(expert)의 지식과 경험이 개입하여 기질공급 속도를 결정하게 된다. 

전진형 인공신경망(Feedforward Multilayer Neural Network) 제어기

인공신경망 제어기는 정보의 분산을 유도하는 병렬성을 paradigm으로하는 일종의 적응제어기로서 학습성 및 적응성이 뛰어나고 비선형성 및 잡신호에 대한 대처능력이 뛰어나다. 이러한 장점에 기인하여 신경망 제어기는 입출력 데이터만으로도 복잡한 다중 입출력 시스템에서 훌륭한 제어성능을 발휘하는 것으로 알려져 있다[5]. 

전진형 인공신경망을 학습하기 위하여 요구되는 데이터들은 유전알고리즘을 이용하여 생성된 최적 데이터를 사용하였고, 4개의 입력(세포 건조중량, 기질농도, flavone glycosides농도)과 1개의 출력(기질공급 속도) 및 두개의 은닉층(hidden layer)으로 구성된 신경망에 오차역전도(error-backrpropagation)법을 이용하여 제어기의 기능을 부여하였다.

자기구성 신경망(Self-Organizing Map) 제어기

자기구성 신경망(Self-Organizing Map)은 복잡하고 비선형적인 관계를 낮은 차수의 단순한 관계로 변환시켜 분류(catagorize)하는 일종의 알고리즘으로서 각 neuron들끼리 일정한 criteria를 놓고 경쟁학습 알고리즘(Competitive Learning Algorithm)을 이용하여 최적의 solution을 구하는 것을 그 내용으로 한다[6]. 이러한 자기구성 인공신경망은 네트워크 상에 다른위치에 있는 neuron은 다른 input에 의해 여기(sensitized)될 수 있는 성질을 가지고 있으며, 이러한 성질을 이용하여 table-lookup mode로 신경망을 활용하여 제어기로서 사용할 수 있다[7]. 자기구성 인공신경망은 parallelism을 기본으로 하고 있으므로 전진형 인공신경망이 가지는 장점을 같이 가지고 있으며, 실제 유가식 배양에 응용시 학습을 위한 출력 data 집합이 필요치 않아 보다 수월하게 제어기를 구성할 수 있고 사용자에게 편리한 장점이 있다.

실험 및 방법

  본 연구에서는 Scutallaria baicalensis G. 식물세포를 이용하여 flavone glycosides(baicalin, wogonin-7-O-GA)를 생산하였다. Flavonoid 배양체 생산을 위한 생물반응기에 사용되는 배지는 FPM(Flavonoig Production Medium)으로서 현탁 및 고체 배양에 사용되는 PSH(Phytohormoone added Shenk and Hilbrandt)배지를 개조하여 사용하였으며, 배양기는 2.5L용량의 BIOFLO III(New Brunswick Scientific, USA)을 이용하여 회분식 배양을 수행하였고,  Peristaltic Pump(Masterflex 8480, USA)를 기질공급 장치로 이용하여 유가식 배양시스템을 구축하여 20일간 배양하였다. 매회 25mL씩 Sample을 취하여 세포 중량 및 세포내부 생성물질을 분석하였으며 여액은 당농도 분석을 위해 사용되었다. flavone glycosides는 HPLC(High Performance Liquid Chromatography; ISCO, USA)를 이용하여 정량하였다. 

결과 및 토론

퍼지 제어기를 이용한 유가식 배양

Fig. 2에 퍼지제어기를 이용한 유가식 배양의 실험결과를 보였다. 퍼지제어는 설정치에 가깝게 기질농도를 조절하여 우수한 제어성능을 보였으며, baicalin과 wogonin-7-O-GA의 생산량은 각각 1.815g/L 와 0.923g/L로서 회분식 배양보다 생산량이 향상되었다. 퍼지제어는 glucose 농도의 오차에 대해 민감한 반응을 보여 제어 성능의 향상을 꾀할 수 있었으나, 기질농도의 민감한 변화는 식물세포 배양에서 전체 배양공정의 안정성을 파괴할 가능성이 될 수 있다.

전진형 인공신경망을 이용한 유가식 배양

 Fig. 3에 전진형 인공신경망 제어기를 이용한 황금세포의 유가식 배양의 실험 결과를 나타내었다. Control performance의 측정결과 전진형 인공신경망은 퍼지 제어기보다 제어성능이 뒤떨어지는 것으로 나타났으나, flavone glycosides의 생산량은 baicalin 2.042g/L 및 wogonin-7-O-GA 1.098g/L으로서 퍼지 제어보다 향상되었다. 이는 반응기내 상태변수에 대한 종합적인 추론을 통해 배양공정의 안정성을 향상시켜 flavone glycosides의 생산량을 증대시킨 것으로 사료되며, 민감한 제어동작이 식물세포 배양공정에서는 적합하지 않음을 시사하고 있다. 

  자기구성 인공신경망을 이용한 유가식 배양

Fig. 4에 자기구성 신경망의 유가식 배양결과를 나타내고 있다. 자기구성 인공신경망의 출력을 실제 기질공급속도로 변환시키기 위하여 유가식 배양에서의 생물반응기 운전전략을 기초로 시간에 따라 감소하는 scaling factor를 도입하여 물리적 의미를 부여하였다. 배양 전기간에 걸쳐 자기구성 인공신경망의 제어성능은 위에 제시된 두가지 제어기보다 열세하였다. flavone glycosides의 생산량은 각각 baicalin 1.766 g/L 와 wogonin-7-O-GA 0.966 g/L로서 퍼지 제어와 비슷하였다. 

실험결과 본 연구에서 제시된 Scutellaria baicalensis G. 식물세포의 유가식 배양공정에서 유전알고리즘을 통해 최적화된 기질의 공급전략은 목적 생산물인 flavone glycosides의 생산성을 향상시켜 주었으며, 상태변수의 종합적인 추론 방법을 이용하는 인공신경망 제어기는 황금세포의 안정적 배양과 이차 대사산물인 flavone glycosides의 생합성을 향상시키는 결과를 가져왔다. 본 연구의 결과, 신경망 제어기는 생물공정에 적합한 제어기로 간주될 수 있으며, 학습데이터만 변경하여 다른 공정에 곧바로 적용할 수 있고 사용자에게 편리하므로 이의 상업화 가능성이 매우 높은것으로 전망된다. 
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