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1. 서    론

화석연료의 과다한 사용으로 인한 환경오염의 발생과 화석연료 자

원고갈 문제를 해결하기 위한 방안으로 바이오 연료 등 재생 가능한 

에너지의 필요성이 증대되고 있다. 바이오 연료 중 바이오에탄올은 
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초    록

이 연구에서는 합성가스를 기질로 사용하는 Clostridium autoethanogenum 배양 공정에서 에탄올 생산성 향상을 위하여 
배지 성분의 농도가 균주 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향을 조사하였다. C. autoethanogenum 배양에 사용되는 기본
배지 구성 성분 중 비타민 종류인 D-Ca-pantothenate, vitamin B12와 황 공급원인 sodium sulfide를 조사 대상 성분으로 
선정하여 이 성분들의 농도를 달리하였을 때 균주 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향을 확인하였다. D-Ca-pantothenate
는 0.5, 5, 50, 500 mg/L 농도를 시험하였으며 0.5 mg/L에서 에탄올 생산량이 약간 증가하는 경향을 보였지만 시험한 
농도 범위에서 균주의 성장이나 에탄올 생산에 대한 주목할 만한 영향은 관찰되지 않았다. Vitamin B12는 0.1, 1.0, 10, 
100 mg/L의 농도범위에서 균주 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향을 관찰하였으며, 0.1 mg/L 농도에서 에탄올 생산농
도가 일반적 기본배지 농도인 10 mg/L에서보다 245% 증가되는 것을 확인하였다. Sodium sulfide는 0.5, 5, 10 g/L 농도범
위에서 균주 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향을 분석하였으며, 기본배지의 사용농도인 0.5 g/L을 초과하여 과잉 공
급하였을 때, 균주 성장 저해 현상이 관찰되었다. 결과적으로 연구에 사용된 세 가지 배지 성분 중, D-Ca-pantothenate
와 sodium sulfide는 배지 내 성분 농도에 따른 에탄올 생산농도 향상을 이루지 못하였으나, vitamin B12는 기본 배지 내 
일반적인 농도의 1/100을 사용함으로써 에탄올 생산농도 향상을 이룰 수 있었다.

Abstract
In this work, the effect of the culture medium composition on microbial growth and ethanol production in Clostridium autoe-
thanogenum culture was investigated to enhance the ethanol productivity. D-Ca-pantothenate, vitamin B12 (as vitamins), and 
sodium sulfide (as sulfur source) were selected as examined components, and the effects of components’ concentration on 
cell growth and ethanol production was investigated. For D-Ca-pantothenate concentrations varing from 0.5, 5, 50 and 500 
mg/L, a slight increase in the ethanol production was observed at the 0.5 mg/L, but negligible differences in microbial growth 
and ethanol production were measured for the concentration ranges examined. The effect of vitamin B12 concentrations from 
0.1, 1.0, 10, and 100 mg/L on the microbial growth and ethanol production was investigated, and it was found that the ethanol 
production using  a 0.1 mg/L of vitamin B12 concentration increased by 245% compared to that of using the basic medium 
concentration (10 mg/L). The effect of sodium sulfide concentrations (0.5, 5, and 10 g/L) on the microbial growth and ethanol 
production was also studied, and the inhibition of microbial growth was observed when the sodium sulfide usage was over 
0.5 g/L. In conclusion, changes in D-Ca-pantothenate and sodium sulfide concentrations did not affect the ethanol production, 
whereas even a 100 times lower concentration of vitamin B12 than that of the basic medium improved the production.
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화석연료의 문제점들을 보완할 수 있는 차세대 에너지원으로 평가되

어 가장 오래된 개발 역사를 가지고 있다[1-4]. 처음 개발되어 상용화

된 1세대 바이오 에탄올 생산기술은 곡물을 기반으로 하는 시스템이

며, 공정이 비교적 간단한 장점이 있는 반면 식량자원인 곡물을 사용

하는 한계를 가지고 있다. 2세대 바이오 에탄올 생산기술은 식량자원

의 사용을 회피하기 위하여, 셀룰로오즈, 헤미셀룰로오즈, 리그닌 등

으로 이루어진 리그노셀룰로오즈 바이오 매스를 이용하는 것을 특징

으로 한다.

전통적인 2세대 바이오 에탄올 생산기술은 셀룰로오스를 가수분해

하여 발효 가능한 당류로 변환하는 당화공정과 변환된 당을 효모나, 

박테리아 등을 이용하여 에탄올로 전환하는 발효공정으로 이루어진다. 

여기에서 당화공정은 속도와 효율이 낮아 전체 바이오 에탄올 생산공

정의 효율을 제한하고 있으며, 생물학적 가수분해에 의한 당화는 리

그닌을 분해하지 못하는 한계를 가지고 있다. 이에 비해 열화학적 공

정인 가스화 공정은 바이오매스를 구성하는 모든 구성성분을 이용할 

수 있게 해주는 장점을 가지고 있다[5,6]. 열화학적 공정을 활용하는 

기술로, 바이오매스를 가스화하여 합성가스(syngas)를 생산하고 합성

가스의 주성분인 CO, CO2, H2를 기질로 사용할 수 있는 acetogen 미

생물을 이용하여 낮은 온도와 압력에서 에탄올, 부탄올과 같은 바이오 

연료를 생산하는 연구가 활발히 이루어지고 있다[7-11]. Clostridium 
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii 등의 acetogen 미생물은 혐

기조건에서 Wood-Ljungdal pathway를 통하여 acetyl-CoA를 생산하

고, acetyl-CoA가 에탄올 또는 아세트산으로 전환되며, 생산된 아세트

산은 아세트알데하이드를 거쳐 에탄올로 재전환될 수도 있다.

가스화에 의해 생성된 합성가스를 이용한 생물학적 전환 기술은 

Fischer-Tropsch 공정기술로 대표되는 고비용의 복잡한 화학적 리그노

셀룰로오즈 바이오매스 활용 기술의 한계를 극복할 수 있는 기술로 평

가받고 있다[12-16]. 하지만 현재까지 합성가스의 주성분인 CO를 활

용한 생물학적 전환 시스템에서 미생물의 성장속도가 느리고 최종 산

물의 생산농도가 낮아 생산성이 떨어지는 한계가 있다. 이러한 문제

를 해결하기 위해서 생물공정공학적 접근법으로 반응기 설계, 합성가

스 조성, 운전 전략, 배지 성분 및 조성 등을 변화하는 다양한 시도가 

이루어져 왔다[17-22]. 이러한 기존 연구 결과에 의하면 합성가스 발

효공정에서 배지의 성분은 미생물의 성장을 위한 필수적인 영양물질

을 제공할 뿐만 아니라 대사 공학적 전략을 이용하여 생산성을 증가

시킬 수 있다고 한다. 대표적으로 배지 성분 중 무기염류(질소 및 인), 

미량성분(중금속 등)과 enzyme cofactors 등의 성분은 Wood-Ljungdahl 

pathway를 통하여 에탄올을 생산하는 각각의 효소에 영향을 끼쳐 미생

물의 성장과 에탄올의 생산을 증가시킬 수 있다는 보고가 있다[23-25].

본 연구에서는 합성가스를 이용하는 생물학적 촉매로서 acetogen의 

일종인 Clostridium autoethanogenum을 이용하여 배양에 사용되는 배

지의 조성을 변화시켜 미생물의 성장과 에탄올 생산 증가를 시도하였

다. 연구에 사용된 배지 성분으로는 수용성비타민인 D-Ca-pantothenate, 

vitamin B12와 황 공급원인 sodium sulfide를 선정하고 각 성분의 사용 

농도를 조절하여 균주 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향

을 고찰하였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1. 균주 및 배양배지

실험에 이용된 미생물은 Clostridium autoethanogenum (DSM 10061)

을 German Collection of Microorganisms and Cell Culture에서 구입하

여 사용하였다. 균주 배양을 위한 기본배지의 조성은 Table 1에 표시하

였다. 실험에 사용된 합성가스는 MS 동민가스(Pyeongtaek, Gyeong- 

gi-Do, Korea)에서 주문 제조하여 공급되었으며 20 vol% CO, 20 vol% 

CO2, 10 vol% H2, 50 vol% N2로 구성되어 있다.

2.2. 배지조성 변화 배양실험

150 mL serum bottle에 25 mL의 배양배지를 넣은 후 고무마개를 

이용하여 입구 부분을 막고, 알루미늄 캡으로 캡핑하여 외부와의 산

소 접촉을 차단시킨 상태로 합성가스를 퍼징하여 혐기조건으로 만들

었다. 계대 배양된 미생물 배양액을 배지 부피의 10 vol% 접종하고, 

균주가 접종된 배지에 합성가스를 5 min 동안 주입하였다. 이때 se-

rum bottle 내부압력은 240 kPa 내외로 유지되었다. 준비된 serum bot-

tole은 진탕배양기에서 배양온도 37 ℃, 200 rpm의 교반조건으로 배

양하였다. 분석을 위한 시료 채취는 고무마개 부분에 주사기를 투과

시켜 48 h마다 수행하였다. 배지 조성 최적화를 위해 사용된 배지 구

성 성분으로는 D-Ca-pantothenate, vitamin B12, sodium sulfide (Na2S

⋅9H2O)의 3가지를 사용하였다. 이 성분들이 균주 성장과 에탄올, 아

세트산 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 배지 내 해당 성분의 농

도를 달리하여 실험을 진행하였다. 기본 배지 조건은 D-Ca-pantothenate 

50 mg/L, vitamin B12 10 mg/L, sodium sulfide 0.5 g/L이며, D-Ca-pan-

tothenate는 0.5, 5, 50, 500 mg/L, vitamin B12는 0.1, 1, 10, 100 mg/L, 

sodium sulfide는 0.5, 5, 10 g/L의 농도에서 배양 실험을 수행하였다.

2.3. 분석 방법

균주의 성장을 분석하기 위하여 UV-Vis 분광광도계(Optizen POP, 

Mecasys Co., Korea)를 이용하여 600 nm에서 배양액의 optical density

를 측정하였다. 측정된 optical density는 사전에 작성된 검량곡선에 의

해 세포건조질량으로 변환하여 생산성의 계산에 이용하였다. 배양액

Basal medium (per liter)

NH4Cl 1.0 g, MgCl4⋅6H2O 1.11 g, CaCl2⋅2H2O 0.1 g, KCl 0.33 g, NaCl 1.0 g, NaHCO3 1.0 g, yeast extract 0.5 g, resazurin 2 mg, 
L-cysteine⋅HCl 0.5 g, Na2S⋅9H2O 0.5 g, 1 M phosphate buffer solution 10 mL, trace mineral solution 10 mL, vitamin solution 1 mL

Trace mineral solution (per liter)

Nitrilotriacetic acid 1.5 g, MgSO4⋅7H2O 3.0 g, MnSO4⋅H2O 0.5 g, NaCl 1.0 g, FeSO4⋅7H2O 0.1 g, CoSO4⋅7H2O 0.18 g, CaCl2⋅2H2O 0.1 g, 
ZnSO4⋅7H2O 0.18 g, CuSO4⋅5H2O 10 mg, KAl(SO4)2⋅12H2O 20 mg, H3BO3 10 mg, Na2MoO4⋅2H2O 10 mg, NiCl2⋅6H2O 10 mg, 

Na2SeO3⋅5H2O 0.3 mg, Na2WO4⋅2H2O 0.4mg

Vitamin solution (per liter)

Biotin 20 mg, folic acid 20 mg, pyridoxine⋅HCl 100 mg, thiamine⋅HCl 50 mg, riboflavin 50 mg, nicotinic acid 50 mg, 
D-Ca-pantothenate 50 mg, p-aminobenzoic acid 50 mg, vitamin B12 10 mg, lipoic acid 50 mg

Table 1. Basal Medium Composition for Clostridium autoethanogenum Culture
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을 원심 분리하여 균주와 액상을 분리한 후, 균주가 없는 상등액을 

pore size 0.45 µm인 syringe filter (6784-1304, Whatman, Germany)로 

여과하여 생성물 분석을 위한 시료를 준비하였다. 시료 내 에탄올과 

아세트산의 농도는 gas chromatograph (Agilent 7890B, Santa Clara, 

CA, USA)를 이용하여 측정하였으며, 컬럼은 HP-5 column (30 m × 

0.32 mm × 0.25 m)을, 검출기는 flame ionization detector를 이용하였

고 이동상기체로 헬륨을 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. D-Ca-pantothenate의 농도가 미생물 성장과 유용산물 생산에 

미치는 영향

미생물이 성장하는데 필수적인 비타민 중 하나인 pantothenate가 C. 
autoethanogenum의 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향을 

분석한 결과를 Figure 1에 도시하였다. 기본 배양배지에서 D-Ca-pan-

tothenate 농도는 50 mg/L이며, pantothenate의 농도를 0.5, 5, 50, 500 

mg/L로 사용한 실험 결과에서 균주의 최대 OD인 1.50은 0.5 mg/L 농

도에서 관찰되었다. 0.5 mg/L 이상의 농도에서는 미생물의 성장이 약

간 저해되는 경향을 보이나, 큰 차이를 보이지는 않았다[Figure 1(a)]. 

Saccharomyces cerevisiae를 대상으로 한 타 연구에서 수용성 비타민

인 pantothenate는 미생물 성장에 필수적이긴 하나 최소한의 농도만으

로도 성장이 가능하다고 보고하였으며, 이는 pantothenate 농도가 C. 
autoethanogenum의 성장에 근본적인 영향을 주지 않는 본 연구의 실

험 결과와 부합한다[26]. 또한 pantothenate의 농도가 에탄올 및 아세

트산에 미치는 영향을 알아보기 위해 14일 배양 후 에탄올과 아세트

산 농도를 분석하였다[Figure 1(b), (c)]. 기본 배지 농도 조건에서 에

탄올의 생산농도는 3.81 g/L이고, pantothenate 0.5 mg/L 조건에서 에

탄올의 생산농도는 4.02 g/L으로 기본배지조건에서 생산된 농도보다 

5.5% 증가되었다. 또한 아세트산의 생산농도도 기본 배지 농도에서 

1.73 g/L인데 비해 0.5 mg/L의 pantothenate 조건에서 2.22 g/L로 증가

하였다. Pantothenate의 농도가 낮은 조건에서 에탄올과 아세트산의 

생산농도가 증가하는 경향이 관찰되었으며, 이는 Clostridium ragsda-
lei, E. Coli를 대상으로 한 기존 연구에서 pantothenate는 coenzyme A

의 전구체로, pantothenate의 배지 내 농도를 제한하면 acetyl-coA의 

생성속도가 CO cycle 속도보다 감소하여 환원된 ferredoxin을 증가시

키고, 이로 인해 NAD(P)H가 증가하여 생산물의 농도가 증가할 수 있

다는 보고와 부합한다[27,28].

3.2. Vitamin B12 농도가 미생물 성장과 유용산물 생산에 미치는 영향

Figure 2는 미생물이 성장하는 데 필수적인 비타민 구성 성분 중 vi-

tamin B12가 C. autoethanogenum의 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 

미치는 영향을 분석한 결과이다. 기본 배양배지에서 vitamin B12의 농

도는 10 mg/L이며, vitamin B12의 농도를 0.1, 1, 10, 100 mg/L로 변화

시켜 배양실험을 수행하였다. Vitamin B12를 100 mg/L 사용한 조건에

서 최대 OD인 1.73을 얻었다[Figure 2(a)]. Vitamin B12의 농도가 에탄

올 및 아세트산 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 배양 후 에탄올

과 아세트산 농도를 분석하였다. 배양실험에서 14 day 이후에도 에탄

올 생산이 지속되는 현상이 관찰되어 18 day까지 배양 실험을 수행하

였다[Figure 2(b), (c)]. 실험 결과, 기본 배지 조건에서 에탄올의 생산 

농도는 0.85 g/L이며, vitamin B12 0.1 mg/L의 조건에서 에탄올의 생산

농도가 2.93 g/L로 가장 높았고, 기본 배지 조건과 생산농도와 비교했

을 때 245% 증가하였다. Clostridium ragsdalei를 이용한 타 연구에

Time (day)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

 (
O

D
60

0)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
(a)

Time (day)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

E
th

an
o
l c

o
nc

e
nt

ra
io

n
s 

(g
/L

)

0

1

2

3

4

5

(b)

Time (day)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

A
ce

tic
 a

ci
d 

co
n
ce

nt
ra

tio
n
s 

(g
/L

)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0
(c)

Figure 1. Time course profile of (a) optical density (b) ethanol con- 
centration, and (c) acetic acid concentration in C. autoethanogenum
culture at various pantothenate addition (♦: 0.5 mg/L ,◊: 5 mg/L, ●: 
50 mg/L ,○: 500 mg/L). Error bars (n = 3) represented ± 1 standard 
deviation.

서 vitamin B12는 cobalamin-dependent methyl transferase synthase 

(MeTr)에 중요한 역할을 수행하며, vitamin B12의 농도를 제한시키면 

Wood-Ljungdahl pathway에서 tetrahydrofolate cycle 속도를 감소시켜 

에탄올 생산에 관여하는 핵심적인 효소 활성에 영향을 끼치고 NADH

의 비율을 증가시켜 에탄올의 생산성을 증가시킨다는 보고가 있으며
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Figure 2. Time course profile of (a) optical density (b) ethanol con- 
centration, and (c) acetic acid concentration in C. autoethanogenum
culture at various vitamin B12 addition (♦: 0.1 mg/L ,◊: 1 mg/L , 
●: 10 mg/L ,○: 100 mg/L). Error bars (n = 3) represented ± 1 
standard deviation.

[28], 본 연구의 결과도 이 연구 결과와 유사한 경향을 보이고 있다.

3.3. Sodium sulfide 농도가 미생물의 성장과 유용산물 생산에 미치

는 영향

Figure 3은 배양배지 내 황 공급원인 sodium sulfide의 농도 변화가 

C. autoethanogenum 균주 성장과 에탄올 및 아세트산 생산에 미치는 

영향을 분석한 결과이다. Sodium sulfide의 기본 배지 농도는 0.5 g/L
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Figure 3. Time course profile of (a) optical density (b) ethanol con- 
centration, and (c) acetic acid concentration in C. autoethanogenum 
culture at various sodium sulfide addition (♦: 0.5 g/L ,◊: 5g/L , ●: 
10g/L). Error bars (n = 3) represented ± 1 standard deviation.

이며, 황공급원 투입량 증가에 따른 성장과 생산 촉진을 시험하기 위

해 0.5, 5, 10 g/L 농도에서 배양실험을 수행하였다. 최대 OD값은 1.80

으로 기본 배지 농도인 0.5 g/L에서 관찰되었고, 배지 내 sodium sul-

fide 농도가 기본 배지 농도의 10배 조건(5 g/L)에서 균주 성장이 약간 

둔화되고, 20배 조건(10 g/L)에서는 균주의 성장이 거의 일어나지 않

는 것이 관찰되었다[Figure 3(a)]. Clostridium aceticum을 이용한 기존 

연구에서 sodium sulfide의 높은 공급 농도가 균주 성장에 독성을 나

타내지 않는 다는 보고가 있지만, 일정 수준 이상의 농도는 균주 성장



685Clostridium Autoethanogenum을 이용한 합성가스 발효에 대한 비타민과 황 공급원의 영향

Appl. Chem. Eng., Vol. 30, No. 6, 2019

Optical 
density

Ethanol 
concentration 

(g/L)

Acetic acid 
concentration 

(g/L)

D-Ca-
pantothenate

0.5 mg/L 1.50 4.02 2.22

5 mg/L 1.07 3.16 1.08

50 mg/L 1.27 3.81 1.73

500 mg/L 1.37 3.54 1.70

Vitamin B12

0.1 mg/L 1.55 2.93 5.45

1 mg/L 1.41 1.43 5.47

10 mg/L 1.17 0.85 4.85

100 mg/L 1.73 1.77 4.99

Sodium sulfide

0.5 g/L 1.80 3.88 2.87

5 g/L 1.13 1.81 3.32

10 g/L 0.20 0.00 0.25

Table 2. Comparison of Microbial Growth and Product Formation in 
C. autoethanogenum Culture at Various Concentration of D-Ca-panto- 
thenate, Vitamin B12, and Sodium Sulfide

에 독성을 나타내기 때문에 적절한 농도로의 공급제한이 필요한 것으

로 보인다[29]. 또한 sodium sulfide의 농도가 에탄올 및 아세트산 생

산에 미치는 영향을 알아보기 위해 14 day 배양 후 에탄올과 아세트

산 농도를 분석하였다[Figure 3(b), (c)]. 분석 결과로부터 sodium sul-

fide의 기본 배지 조건인 0.5 g/L에서 에탄올 생산농도가 3.88 g/L로 

가장 높았고, sodium sulfide의 사용농도가 증가하면 에탄올 생산농도

가 감소하는 경향을 보였다. 다만, 아세트산의 생산농도는 sodium sul-

fide 0.5와 5 g/L의 조건에서는 큰 차이를 보이지 않았다.

4. 결    론

본 연구에서는 배지 구성성분인 D-Ca-pantothenate, vitamin B12, so-

dium sulfide의 농도 변화에 따라 혐기성 박테리아인 C. autoethanoge-
num의 성장과 유용산물 생산에 대한 영향을 분석하였으며 그 결과를 

Table 2에 요약하였다. 실험 결과로부터 pantothenate, vitamin B12는 

농도를 달리하여도 균주 성장에 뚜렷하게 영향을 보이지 않았으며, 

pantothenate 사용량은 에탄올 생산에도 크게 영향을 주지 않는데 비

해 vitamin B12를 기본 배지 농도의 0.01배 공급하였을 때 에탄올 생산

이 245% 증가되는 것을 확인하였다. 또한 sodium sulfide 0.5 g/L를 

공급할 경우 균주 성장과 에탄올 생산량이 최대화 되었고, 과다한 고

농도의 sodium sulfide 사용은 균주 성장 저해를 보였다.
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