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ABSTRACT

As part of an extensive program on the microbiological oxidation of hydrocarbons, reaction conditions 
and nutrients consumption of Candida lipolytica grown on alkane as carbon source were studied. For optimum 
growth of yeast, the conditions of 力H 5, temperature 30°C, carbon number Ci6 & aeration 25.6 
1/1/hr, agitation 3000 r. p. m., hydrocarbon concentration 10% were obtained. Carbon and nitrogen 
balance related to these conditions were also investigated. In the course of this investigation, some 
significant e任ects of and carbon number of hydrocarbon variation were observed..

序 論

近來 石油를 利用하여 微生物의 作用으로 有用한 製 

品을 얻는 問題가 많이 論議되고 옜다. 여러 사람들에 

依해 炭化水素로부터 脂肪酸, 알코올, 알데히 드等을 얻 

었다는 報吿가 있으며】頂）또한 炭化水素를 炭素源으로 

하여 얻은 微生物細胞를 食用으로 하는 課題가 몇몇 會 

社에서 生產段階에 있다 Z
1946 年 Taggart，〉는 天然가스에 微生物을 作用시 

켜 脂肪酸, 에스테르, 알코올等을 製造하는 特許를 얻 

있 다. Jusn와 Shnabeld 은 1948 年에 4〜5Z 의 炭化 

水素培養基에서 1kg의 細菌細胞를 얻었으며 1951年 

에 는 Candida lipolytica 와 Candida tropicalis 를 파라핀 

系 炭化水素에서 培養하여 좋은 收率로 酵母細胞를 얻 

었는데 이들은 炭素數가 12個 以上의 直鎖파라핀과 올 

레핀•炭化水素만 資化하고 側鎖炭化水素는 資化하지 않 

음을 發表하였다.

1955 年 HOERBURGER2）는 Candida tropicalis 를 使用 

하여 組胞生成에는 空氣供給量이 重要함을 指摘하였 

다. 1963 年 Champagnat^는 파라핀系 炭化水素를 選 

擇的으로 代謝하는 菌을 使用하여 原料가左油를 完全 

히 脫擾하여 1아职의 原料가스油코부터 石油蛋白（蛋 

白質】 비타민潑縮物） 1kg 및 流動點이 低下돈 重油 9 
kg 을 얻 었으며 이 石油蛋白에 는 Ly污ine, Threonine*^] 
많어 動物蛋白의 pattern 에 가까우며 비 타민 B 群이 밚 

이 包含되어 蛋白質 不足을 解決하는 가장 效果的인 

方法 中의 하나로 期待되고 있다.

1961 年 Raymond。는 Candida 로 n-cctadecane 을 

1963 年 Miller 와 Johnson^은 Candida intermedia 
n-octadecane 을 Candida guilliermondi 오｝ Candida 
parasilosis 로 n-hexadecane 을 또한 Candida intermedia 
로 eicosane, docosane, pristane 을 資化시 켰 다.
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1967 年 ChepigS）는 酵母細胞의 收率이 좋은 것으 

로 Candida arborea, Candida Pelliculosa, Candida 
lipolytica 를 들고 있 다.

Johnson，） 은 Pseudomonas 屬의 細菌을 使用하여 met
hane, naphthalene, octadec&ne 의 細胞蛋白 收量의 比 

가 C4：Cm：Ci8=0. 87：0. 60： 1. 20 이 라는 結果를 發表하 

고 炭素凜을 methane：methanol：gluco$e 로 하였을 때의 

收量의 比는 0.87：0.92：0.93이 라 하였다.

1963年 高橋''0와 山田은 Pseudomonas aeruginosa 
를 kerosene 에 作用시 켜 20%收率의 菌體를 얻었고 그 

細胞中에는 60%의 蛋白質과 5%의 RNA 가 含有되어 

있었다.

EsssNe아에서는 石油蛋白細胞製造用으로 L 000 

餘種의 細菌과 酵母를 試驗中이며 酵母는 Lysine 含量 

이 많고 다른 雜菌의 汚染이 制限될만큼 낮은 에서 

도 成長이 可能하고 細菌보다 커서 培養 回收가 容易 

하며 反面에 細菌은 酵母보다 蛋白質含量이 많고 成長 

率이 크고 比較的 簡單한 培地에서도 培養이 可能하다 

고 하였다.

Shell*〉에 서 는 4ton 의 methane 으로부터 1 ton 의 蛋 

白質을 얻 었으며 Walnak"） 도 methane 으로 부터 Pro- 
tein-Vitamin Concentrate 를 얻 었다. 現在 이 와 같은 

石油醱酵의 分野에서는 石油蛋白製造硏究가 가장 關心 

을 끌고 있으나 이들 外에도 Strawinsky, Harris, 
Raymond, Davis 等에 依해 intracellular product*로 

서 脂質蓄僧이 發表되 었고 Stewart, Hayaishi, Kallio, 
Raymond, Davis, Linday 等에 依해 Waxester, 
glyceride, Poly-/3-hydroxybutyrate 形成이 認定되 었 다. 

또한 Haas 와 Bushnal 에 依해 Carotenoid 生成硏究가 

있었으며 興味로운 事實을 發表하였다.

Guseinov25 는 土壤中의 酸性石油殘渣가 methane과 空 

氣를 利用한 Pseudomonas methanitriEcans 의 作用으로 

窒素分을 增加시켜 肥料로서의 効果를 나타냄을 發表 

하였다.

Microbial extracellular products25 로는 Cyclic com
pounds, Alkyl 基를 가진 Cyclic hydrocarbons, Aliph
atic acids, Diols, Dicarboxylic acids, Methyl ketone, 
아미노酸, 糖脂質, 多糖質 等의 生成反應이 많이 研究 

되 고 있어 이와 같은 것을 製造하는 데 있어 앞으로 많 

은 化學反應이 이와 같은 微生物에 依한 反應과 競爭해 

야 할 立場에 있다

한편 炭化水素의 微生物에 依한 分解機構도 興味있 

는 課題로 되어 있고 炭水化物에 比해 그 歷史도 짧고 

數도 적어서 未知, 未決의 點도 많으나 Beerstrecher0 
Foster *等에 依한 見解에 依하면 分解機構의 大部分 

은 分子狀 酸素가 관여 하는 酸化分解이 다.

微生物의 種類에 따라 分解機禱가 相異할 것은 當然 

하며 一般的으로 論할 수는 없으나 現在 보편적 으로 생 

각되는 n-para伍n 의 分解過程은 于先 n-파라핀부터 

Kallitjs）의 Hydroperoxide 說 또는 MASON顷 의 Mixed 

function oxidase 說에 의 한 primary ale사iol 이 生기 

고 Monoterminal oxidation 에 依해 다음과 같이 進行 

되 며 g-oxidation 以後는 現在 알려 져 있는 脂肪酸의 分 

解過程과 같다고 생각된다.
OH

I 一 2H
R. ch2ch2ch3一＞rch2ch2ch2 一＞

O O
II +HOH II

/3-oxidationR_ cOOH+CH3COOH

또한 Diterminal oxidation 에 依해 Di-acid 를 經由 

하는 것도 minor pathway 로 報吿되 었으며 *） Ester 의 

生成旧가스炭化水素의 境遇 raethyl ketone 의 生成止）도 

報吿되어 있다.

Alkane 의 微生物酸化研究에 있어 서 는 炭化水素資 

化性菌의 分離, 培養, 炭化水素種類의 影響, 培地組成, 

培養條件等이 나 代謝等의 基礎問題가 많이 取扱되 고 있 

으며⑼前記한 바와 같은 炭化水素分解 機構 및 醱酵工 

學的 問題點으로 酸素要求量, 炭化水素의 分散方法, 基 

質添加量의 影響, 反應裝置2。）둥에 대해서 部分的으로 

檢討되고 있다.

著者는 ALKANE 의 微生物酸化의 一連의 硏究의 始 

初로서 石油蛋白製造를 目的으로 ALKANE 의 微生物 

酸化의 Kinetics 의 基礎資料를 얻 기 爲해 우선 生育速 

度와 榮養分消費의 量的 關係를 PK 溫度, ALKANE 
의 種類, 空氣供給量, 攪拌速度, ALKANE 의 量等의 

反應條件으로 檢討하고 特히 炭素 및 窒素平衡의 資料 

를 얻었으므로 이에 報吿하는 바이다.

實 驗

菌 株 : 土壤에서 分離한 후 炭化水素培地에 서 馴 

養한 Candida lipolytica 를 使用하였다.

培 養 法 : 分離된 酵母를 I 當 Na2HPO4 0. 21g, Na2 
H2PO4 0.09g, FeSQ 0.001g, NH4NO3 2.0g, MgSO4, 
0. 2g, KC1 0. 04g, CaCl2 0.015g, H2BO3 0. Olrng, CuSO* 
0.005mg, MnSO＜ 0. Olmg, ZnSO* 0. Olmg, M0O3 0. Olmg 
CoCla 0. Olmg, 酵母 extract 0. lg 의 培養液에 서 30° C 
에서 5 日間 振盪培養後 水洗하고 冷凍乾燥後 實驗用으 

로 使用하였다.

炭化水素 : 使用한 炭化水素는 Phillip Petroleum Co.
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의 것으로 98%의 純度로 別다른 處理는 하지 않았다.

實驗方法 : 密閉된 醱酵槽(4Z)에서 榮養劑의 出入을 

control 수 있고, 溫度는 water jacket 로 調節하며 

Impeller 型의 攪拌機도 一定하게 測定할 수 있는 速度 

로 攪拌하게 되어 있다. 約 200mg의 菌株를 接種하여 

12 時間의 Exponential Growth 로서 約 12g/l 의 細胞 

를 얻을 수 있다.

醱酵液의 榮養成分은 Z 當 KH2PO4, 와 Na2HPO4-12H£ 
0 2. 5g, MgSO4 • 7H2O 0. 7g, (NH4)2SO4 4g, CaCl2 
0.1g, FeSO4 • 7H2O 0.002g, 또 微量元素로서 CuSO4, 

5H2O 50mg/l, H3BO3 100mg/l, MnSO4-H2O 100mg/l, 
ZnSO4 - 7H2O 100mg/l, (NH4)6Mo7O37-4H2O lg/1, 
C0(NO3)2-6H2O 100mg/l, 6 個混合溶液 0.1ml,酵母 

extract 를 lOOmg 이 包含되 며 炭化水素(hexadecane) 

를 1%(V/V)添加後 菌株를 添加하여 約 4Z 의 醱酵液 

을 使用하였다. 一般的인 實驗條件은 29°C,?H4 이 다.

는 約 4 로 自 動調節되 도록 調節液으로 NHQH 
溶液을 注入하였고 meter 에 連結하여 自動記錄하
였으며 排出되 는 가스 중。2 는 Beckman Polarograph 
로 CO2 는 Infrared Spectrograph 로 測定하게 裝置를 

構成하였다.

定量用 細胞 試料는 一定時間마다 가스의 排出을 中 

斷하고 고무管을 通해 siphon 作用으로 一定量을 取해 

filter membrane 으로 濾過後 Isopropyl alcohol 로 洗滌 

하여 100°C 에서 乾燥後 細胞重量을 測定하고 窒素含 

量을 測定하였다. 細胞의 炭素含量은 Coleman Carbon- 
Analyser 의해 實驗的으로 얻어진 것이다. 이 實驗에서 

使用한 計算式은 다음과 같다.

티g. 1 Effect of pH Variation on Growth Rate of Yeast
o： Weld (%) △: ；j,(1/hr)

x： N residue (%) •: C residue (%)

Specific growth rate^—3. 3」餐 :一夕，"즈 

X : total dry wt t : time (hr)

Yield=r建胞M 薑흠月 如。Alkane의 使用量

Carbon%=£으也土勺皿土으虹 -

■ -
L

I
1-- 

- 

80
60
40

=
8
 N
'
e
 0

6
 

____________ 

.
^totab

Nitrogen% = 烈이"一 
N (NH。

實驗結果 및 考察

1. 의 影響

Fig, 1 은 hexadecane 을 使用한 實驗에서 ?H 의 變 

化에 依한 yield 및 培養液中에 남아 있는 炭素 및 窒 

素의 殘餘比率을 plot 한 것이 며 Fig. 2는 yield, cell 의 

C 및 N 含量, C C02/C cell, C c02/N cell 및 N/C, C 
cell/C RECOVERY 等을 plot 한 것 이 다.

에서 0=0.74 이 며 용eneration time 90 min 을

Vol. 13, No. 2, 1969

Fig 2. Effect oF pH 니ariaHon on Carbon & Nitrogen Bolancfr 
o ； yield]%) • : Ccell/C reef%) X:N cell (%) 
△ : Ncell/C cell(%) ▲ : Cg/Ncell 口 : CC02/cell(%) 
■ C cell(%) rec: recovery
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나타내이 比駿的 좋은 結果로 생각된다.

炭素 및 窒素의 資化率은 ?H4 에서 最高値를 갖고 

以後 少H의 增加에 따라 窒素는 多少 減少하나 炭素의 

資化率은 急減하며 炭素의 蓄積率은 @H3 에서 最少로 

이 때 N/C 값은 約 18（%）로 가장 N 含量이 높다.

蓄積된 炭素 및 窒素에 對한 C0 의 發生量은 N 및 

C 의 細胞中의 含量（蓄積率）과는 逆의 關係를 갖고 있 

으며 이는 蛋白質의 生合成이 減少하고 合成量의 減少 

에 따라 CQ 의 發生과 함께 發熱하는 것으로 생각 된 

다.

Cell中에의 炭素의 蓄積率이 处13以後 增加함에도 

?H5 以後 C RESIDUE 가 急增함으로써 Cell yield 도 急 

減하는 것으로 생각된다.

2. 溫度의 影響

yeast의 適溫範圍는 28〜30°C 가 알려져 있다
Fig. 3 은 溫度變化에 '한 卩, yield, N residue, C residue 
를 Plot 한 것이 며 , Fig. 4 는 yield, N cell, C cell, N 

ceii/Cceib c CG2, /C cell, C coa/Ncel], Ccell/Crec 等을 

Plot 한 것 이 다.

本實驗에서 必 가 30°C 일때 最高値를 보이 며 N cell 
에 대 한 C0 發生量比는 N cell 이 그다지 큰 變動을 받 

지 않는데 比해 相當한 變化를 보이는 便으로 이로써 

蛋白質 合成에 따른 energy 所要量이 큼을 確認할 수 

있다.

其他 適用溫度範圍內에 있어 別로 큰 影響을 받지 않 

음을 쓸 수 있다.

20 -2

一菠―'—24一'—26—'—28—'一허5―'—

TempCC)

4. Effect of Temperalure Variation on Carbon & 

Nitrogen Balance
yiedd(%) • : C cell/C reef%) X : Ncelif%) 

Ncell/Ccell(%) ▲ : C co2/N cell 口 : Cco2/Ccell%) 
Ccell(%)

()

Fig.

O

 
△
 
■

3. 炭化水素의 炭素數의 影響

炭化水素資化性菌이 가장 資化하기 쉬운 것은 炭素 

數 10부터 20까지의 直鎭의 것이라는 것이 알려져 있 

으며 Chepigo 8）는 〜C“ 의 Alkane 를 炭素源으로 

利用할 것을 推薦하였고 第一 活潑한 酵母細胞의 蓄積 

은 C“〜Cz 의 n-Paraffin 을 利用 하였을 때 임을 發表 

하였다.

0.8

Temp (° C)

Fig 3 Effect of Temperature Variation on Growth Rate of 

Yeast

O : y비d(%) △ : "(l/hr)
• : C residue(%) X : N residue(%)

Fig. 5. Effect oF Carbon Number Variation of Hydrocarbon on 

Growth R까e of Yea아
O : y시d(%) △ : K】/hr)
• : C residue(%) X : N re$idue(%)
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Aeration 의 重要性에 對해서 는 Hoerburger幻도 發表 

한 바 있으며 DaHington%)도 炭水化物보다 3 倍의 酸 

素가 必要하다고 하였다. Fig. 7, Fig. 8 에서 와 같이 10 
〜40〃Z/hr. 의 範圍內에서 거의 別다른 差를 보이지 않 

고 있 다. 다만 Ccs/C cell 의 감소와 C cell/C rec 의 

增加로 yield 의 增加가 期待되 나 C rec. 및 N rec 의 

Aeration 에 따른 減少코 yield 는 거 의 一定한 값을 維 

持하고 있다.

⑴ . ， ， I— 一，，—一—」0
9 11 13 15 17 19 21

Carbon Number
Fig, 6. Effect of Carbon Number Variation of hydrocarbon 

on Carbon & Nitrogen Balance
O : yield(%) • : C cell/Crec(%) X : N cell(%) 
△ : Ncell/C cell(%)A : C co2/N cell □ : Cco./Ccell(%) 
■ : C

F也. 5 및 Fig. 6 은 炭素數의 差에 依한 A yield, N 
rec, C rec, C cs/N cell, C cm/C cell, Ncell, C 
cell, N/C, Ccell/Crec 等을 表示한 것 으로 使用한 酵 

母가 hexadecane 培地에 서 馴養한 것 이 므로 C* 과 CI8 
에서 maximum growth rate 를 表示하는 것은 當然한 

結果이 며 다른 것들은 炭素數와 一定한 關係를 갖지 않 

는다고 생각된다.

4.空氣供給量
(%)

2(1 0.2

Aeration (Z/Z/hr)
fig. 7. Effect of Aer이ion on Growth Rafe of Yeatf
O : yi胡d(%) △ : “(1/hr.)
• : C re»idue(%) X : N re$idue(%)

0____ I_________ I_________ i______ ____ 1-------10
10 20 30 41)

Aeration (l/〃hr.)
Fig, 8. EFFect oF Aerarion on Carbon & Nitrogen Balance 
o : yield(%) • : Ccell/C rec. (%) X : N Cell(%) 

△ : N cell/C ▲ : Cco2/N cell

■ : C co2/Ccell(%) □ : C 项1(%)

5. 攪 拌

Fig. 9, Fig. 10 에 서 보는바와 같이 Agitation r, p. m. 

의 增加에 따라 卩 도 增加하여 3, 000 r. p. m 에서 max
imum #를 나타내고 C rec 및 N rec 가 Agitation r.p.m,에 

따라 增加하므로 yie!d 는 增加를 繼續하고 있다. 한편 

다른 項目은 實驗範圍內에서 別變化를 보이지 않는다.

6. 炭化水素添加量

炭化水素의 培養液에 對한 添加量은 0.01 〜10%로 區 

區하나 添加量이 적을 수록 菌의 生育沮害를 일으킬 憂 

慮가 적다고 생각되 며 Raymond")도 接種量과 炭化水 

素 添加量과의 比率이 重要하다고 하였는데, Fig. 11, 
Fig. 12 에서 보는 바와 같이 hexadecane 添加量이 많을 

수록 君가 增加한다.

Vol. 13, No. 2, 1969



192 Tai Won Park

Agitation r. p. m
「而. 9. EHect of Agitation on Growth R마e of Yeast
O : yW(%) △:心/hr.)
• : C residue(%) X : Nresidue(%) r'O. H. Effect of Concentration oF Hydrocarbon on Growth.

Rate of Yeast
O : yield]%)
• : C residue^%)
《％)
100-

△ * /이/hr. )

乂 ： N re»idue(%)

-.10

100 .10

20- -2
4----- —----------- - --------------------------

Agitation r. p. m.
FRl 10. Effect of Agi心i에 on Carbon & Nitrogen Balance 

° : yg(%) • : C ceI(/C rec(%)
X : 시 5(%) △ : N cell/C ”11(%)
▲ : C co2/N cell 口 : C co2/C 顽1(%)
■ : C ce!l(%)

20- 2
A-----------------------A----------------------- A---------A

y-----------------------x------------------------x——*

0*--------- *--------- 1--------- <--------- 1---------- 1---------- >--------- 1--------- <0
2000 2400 2800 3200

Hydrocarbon %
Fig. 12 Effect of Concentration of Hydrocarbon on Carbon 

& Nitrogen Balance
O : 이이d(%) • : c cell/C rec(%)
X : Ncell(%) △ : 니 "11/C cell(%)

▲ : C co2/N cell 口 ： C co2/C cell(%)

■ :
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한편 細胞中의 炭素 및 窒素量에 對한 C0 의 減少 

와 함께 炭化水素 添加量의 增加에 따라 炭素 및 窒素 

의 蓄積率은 多少 增加하는 傾向을 보이나 炭素의 資 

化率 急減으로 yie너도 炭化水素 添加量 增加에 對해 急 

激히 滅少하는 것을 볼 수 있다

結 論

ALKANE 의 微生物酸化의 Kinetics 硏究의 一環으로 

hexadecane 을 炭素源으로 하여 Candida lipolytica 를 

使用하여 細胞를 生育시 킬 때의 反應條件과 營養分 消費 

의 量的 關係를 檢討하여 生育速度의 最高條件으로 

5, 溫度 30°C, 炭化水素의 炭素數 C16 과。技, 空氣供 

給量25.6〃Z/hr,攪拌速度3, 000 r. p. m.,炭化水素 

의 濃度 10%를 얻었으며 이 過程 증에서의 炭素와 窒 

素의 平衡을 追跡한 結果 前記 6個條件 ?H 變動과 

炭化水素의 炭素數의 差異에서 細胞中의 窒素와 炭素 

의 比에 顯著한 差異를 볼 수 있으며 이는 生體內에서 

合成되는 蛋白質의 아미노酸 組成에 聯關이 있는 것으 

로 推測되 며 特定한 아미노酸 組成의 細胞形成에 考慮 

되어야 할 因고로 생각된다.
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