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In this study, to biosynthesize PHA with properties more similar to polypropylene, a Bacillus sp. 
EMK-5020 strain that biosynthesized poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) was iso-
lated from soil. Bacillus sp. EMK-5020 strain biosynthesized PHBV containing 1.3% 3-hydroxyvalerate 
(3HV) using reducing sugar contained in Makgeolli lees enzymatic hydrolysate (MLEH) as a single 
carbon source. As the amount of propionic acid, which was added as a second carbon source, increased, 
the content of 3HV also increased. PHBV containing up to 48.6% of 3HV was synthesized when 
1.0 g/l of propionic acid was added. Based on these results, the strain was cultured for 72 hr in 
a 3 l fermenter using reducing sugar in MLEH (20 g/l) and propionic acid (1 g/l) as the main and 
secondary carbon sources, respectively. As a result, 6.4 g/l DCW and 50 wt% of PHBV (MLEH-PHBV) 
containing 8.9% 3HV were biosynthesized. Through gel permeation chromatography and thermogravi-
metric analysis, it was confirmed that the average molecular weight and the decomposition temperature 
of MLEH-PHBV were 152 kDa and 273℃, respectively. In conclusion, the Bacillus sp. EMK-5020 
strain could biosynthesize PHBV containing various 3HV fractions when MLEH and propionic acid 
were used as carbon sources, and PHBV-MLEH containing 8.9% 3HV was confirmed to have higher 
thermal stability than standard PHBV (8% 3HV).
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서 론

현대사회에서 플라스틱은 가볍고 견고하며 내구성, 열 

안정성 등의 장점으로 일회용품, 포장, 가구, 의료 및 산업 

분야에서 광범위하게 응용되고 있는 매우 중요한 재료이

다[13]. 그러나 플라스틱 폐기물의 환경에 대한 축적과 그

에 따른 오염문제를 줄이기 위해 플라스틱과 유사한 성질

을 갖는 poly (lactide), polyhydroxyalkanoates (PHAs), poly 
(propiolactone), poly (e-caprolactone), poly (ethylene succi-
nate), poly (butylene succinate) 등 여러 biopolymer의 개발

이 진행되고 있다[23]. 특히 다양한 미생물에 의해 생산되

는 PHAs는 구성하는 단위체에 따라 열가소성 플라스틱, 
고무탄성체, 접착성 등의 다양한 물성과 생분해성, 생체

적합성 및 해양에서 분해가 가능한 특성으로 인해 석유 

기반 합성플라스틱에 대한 중요한 대안으로 고려되고 있

다[8]. 
PHAs는 과량의 탄소원이 존재하고 다른 필수영양소가 

제한되는 불균형 환경에서 미생물이 탄소원 또는 에너지

원 저장을 위한 지질 내포체로 합성하는 고분자 물질이다

[8]. 산업 규모로 생산되고 있는 PHAs는 Cupriavidus neca-
tor, Pseudomonas sp., 재조합 Escherichia coli 등 Gram 음성 

세균을 이용하여 생산되고 있다[28]. 인체에서 면역반응

을 유도하는 lipopolysaccharide (LPS)와 같은 내독소를 갖

고 있는 Gram 음성 미생물이 생합성하는 PHAs는 고분자 

정제 과정에서 LPS가 잔류하고 있을 가능성을 배제할 수 

없으며 따라서 생체, 의료적 사용에는 적합하지 않다[4]. 
반면 Corynebacterium sp., Nocardia sp., Bacillus sp. 등 

Gram 양성 세균들은 LPS가 존재하지 않아 인체에 사용된 

후 면역반응을 유도하지 않기 때문에 의학 또는 상업적으

로 중요한 biopolymer인 PHAs를 생합성하는 균주로써 이

용 가능성이 높다[20]. 
3-hydroxybutyrate (3HB)의 중합체로 이루어진 poly (3HB) 

(PHB)는 현재 가장 널리 연구되고 있는 PHAs의 한 종류
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이나 결정성이 높고 부서지기 쉬운 성질로 인해 사용 및 

응용범위에 제한적이다[20]. 따라서 PHB에 다른 단위체

(monomer)인 3-hydroxyvalerate (3HV), 3-hydroxyhexanoate, 
3-hydroxyoctanoate 등을 중합한 copolymer를 형성하여 

PHB의 단점을 보완한 결정성, 녹는점, 강성, 인성과 같은 

고분자의 특성이 향상된 copolymer 합성 연구가 진행되고 

있다[1]. Copolymer 중 가장 잘 알려진 poly (3HB-co-3HV) 
(PHBV)는 PHB보다 결정성과 녹는점이 낮고 강성이 감소

하여 유연성을 가지고 있어 보다 광범위하게 응용될 수 

있다[1]. 이전의 연구에서 PHBV 생합성을 위한 보조탄소

원 비 의존 돌연변이 Alcaligenes sp. [26]와 제조합 E. coli
에 의해[25] 보조탄소원의 첨가 없이 PHBV를 생합성 함

을 보고하였다. 그러나 대부분의 미생물에서 PHBV를 생

합성하기 위해서는 3HV의 전구체인 propionic acid, valeric 
acid, 또는 levulinic acid 등과 같은 보조탄소원을 배지 내

에 첨가해 주어야 한다[20]. PHBV는 세포내에서 3-hy-
droxybutyryl-CoA와 3-hydroxyvaleryl-CoA의 단량체가 

PHA polymerase에 의해 각각 3HB와 3HV 단위체가 되어 

중합되며, 3-hydroxyvaleryl-CoA를 합성하기 위해서 pro-
pionyl- CoA를 생성할 수 있는 전구체의 첨가가 필요하다. 
전구체는 홀수의 탄소수를 갖는 지방족 지방산(propionic 
acid, valeric acid, levulinic acid)이 3HV의 합성을 위한 전

구체로 사용되나 이들은 독성이 강하여 세포의 생장을 

억제한다는 단점이 있다[17].
PHAs는 기존 합성 플라스틱과 유사한 특성을 지니고 

있는 동시에 생분해성의 특징을 갖고 있어 환경에 배출되

어도 분해가 가능하며, 박테리아가 생합성하는 생체적합

성 소재로서 인체에 사용되는 의료, 제약 분야에서도 주

목받고 있다[10]. 이러한 장점에도 불구하고 PHAs가 기존 

합성 플라스틱을 완전히 대체하지 못하는 가장 큰 이유는 

석유기반 플라스틱과 비교하여 5~10배 높은 생산 비용이

며, PHAs 생산을 위한 탄소원이 전체 생산비용의 약 50%
를 차지하고 있다[15]. 따라서 유청[14], 감자전분[9], 사탕

수수[24], 폐식용류[22] 등의 버려지는 탄소원을 이용한 

PHAs 생합성에 관한 연구가 활발히 진행되고 있으며, 유
기 폐기물 중 하나인 막걸리 주박(Makgeolli less, ML)은 

막걸리 생산공정의 부산물로서 전분의 함량이 높아[11] 
PHAs 생합성을 위한 탄소원으로 이용하기 적합한 것으로 

보고된 바 있다[7].
막걸리는 한국의 전통 쌀 발효주이며 막걸리 양조 후 

ML 찌꺼기가 나오게 된다. ML은 현재 산업폐기물로 지

정되어 전량 폐기되거나 비료 및 사료로 일부 이용되고 

있다[16]. ML은 탄수화물, 당, 핵산 및 유기산이 풍부하여 

고부가가치 산업의 원료로 이용될 수 있으며, 현재까지 

ML을 이용한 식품 첨가물, 발효 산업 및 ML의 생리 활성

에 대한 연구가 주를 이루고 있다[12]. ML을 고부가 가치 

산업의 소재로 이용하기 위하여 화장품이나 숙신산 생산

을 위한 세균의 발효 기질로서의 연구가 진행되고 있으

나, ML을 PHAs 생산을 위한 탄소원으로서 이용한 연구는 

미미한 상황이다. 
지난 연구에서 본 연구진은 ML을 효소가수분해하여 

생성된 환원당(ML enzymatic hydrolysate, MLEH)을 기질

로 사용하여 Ralstonia eutropha H-16 균주로부터 PHB 생
합성을 위한 최적 배양 조건 확립에 관한 연구 결과를 

발표하였다[7]. 본 연구에서는 PHB의 단점을 보완할 수 

있는 PHBV copolymer를 생합성 하는 균주를 토양에서 분

리한 뒤 MLEH와 보조탄소원을 탄소원으로 이용하여 

PHBV 생합성양상 및 PHBV의 물성을 평가하였다. 

재료 및 방법

균주 및 배지

본 연구에서 사용된 균주인 Bacillus sp. EML-5020은 안

동시 송천동 신여골에서 채취한 토양 시료를 20 g/l glu-
cose가 포함된 basal medium에서 37℃, 200 rpm으로 3일 

배양한 뒤 순수분리 하였다. 균주의 보관을 위해 nutreint 
broth에서 24시간 배양 후 배양액 400 µl와 50% glycerol 
600 µl를 섞어 -80℃에서 보관하였다. Basal medium 1 l의 

조성은 다음과 같다: (NH4)2SO4 4.00 g, KH2PO4 1.00 g, 
Na2PO4 1.70 g, MgSO4 · 7H2O 0.10 g, FeSO4 · 7H2O 0.01 
g, CaCl2 · 2H2O 0.02 g, 및 microelement solution 2 ml. 
Microelement solution은 ZnSO4 0.20 g, H3BO3 0.60 g, 
MnCl2 · 4H2O 0.06 g, CoCl2 · 6H2O 0.40 g, CuSO4 · 4H2O 
0.02 g, 및 NaMoO4 · 2H2O 0.06 g을 distilled water (DW) 
1 l에 녹여 제조하였다. 

16S rDNA sequencing

분리 균주의 동정을 위해 Bacillus sp. EML-5020 균주의 

염색체 DNA를 G-spinTM Total DNA Extraction Kit (Intron 
Biotechnology, Korea)을 이용하여 분리하였다. 분리된 염

색체 DNA의 증폭을 위해 T100TM Thermal Cycler PCR ma-
chine (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)와 TaKaRa Ex Taq® 
DNA polymerase (Takara, Shiga, Tokyo), 그리고 8F (5'- 
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3')와 1492R (5'-TAC 
GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3') primer를 사용하였다. 
염기서열을 확인한 뒤 BALST search를 이용하여 균주를 

동정하였다. 

ML 효소 가수분해

ML은 국순당(Hoeng seong, Korea)에서 제공받은 대박

막걸리 주박을 사용하였다. ML의 가수분해를 위해 flask
에 ML과 DW를 1:1로 첨가한 뒤 3 N NaOH를 이용하여 

pH 6으로 조정 후 ML g 당 20 U의 α-amylase를 첨가하여 

25℃에서 200 rpm으로 shaking incubator에서 3 hr 반응시
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켰다[7]. 반응이 끝난 후 3 N HCl을 이용하여 pH 4.5로 

조정한 후 ML g 당 13 U의 glucoamylase를 첨가하여 55℃
에서 200 rpm으로 shaking incubator에서 3 hr 반응시켰다

[7]. 이후 centrifugal separator를 이용하여 1,632 g에서 10 
min centrifugation 한 후 상등액을 MLEH라고 명명한 뒤 

탄소원으로 이용하였다. 

Flask 배양 조건

배양배지는 YPM과 basal medium을 이용하였다. Bacillus 
sp. EML-5020을 YPM media에서 배양하여 optical density 
(OD) 값이 600 nm에서 0.6에 도달하였을 때 접종량이 10% 
(v/v)가 되도록 MLEH에 포함된 환원당(환원당MLEH, re-
duced sugarMLEH) 20 g/l가 포함된 100 ml의 basal medium으

로 옮겼다. 모든 실험은 pH 7.0, 37℃, 200 rpm의 기본 조건

으로 3회 수행하였다. 배양시간, pH, 온도, 질소농도는 

Bacillus sp. EML-5020을 각각 12~72 hr, pH 4~ , 25~40℃, 
0.0~4.0 g/l의 (NH4)2SO4를 처리한 조건에서 배양하여 확립

하였다. 최적 배양 조건 확립 후 PHBV 생합성을 위한 보

조탄소원의 종류 및 농도를 확인하기 위해 propionic acid, 
valeric acid, levulinic acid를 각각 0.4~1.0 g/l를 첨가한 뒤 

배양하여 균주의 생장과 PHBV 축적을 확인하였다.

Fermentation 조건

대량 배양 조건은 3 l jar fermentator를 사용하여 Bacillus 
sp. EML-5020을 37℃, 200 rpm, 1.5 vvm의 조건으로 20 
g/l 환원당MLEH과 1 g/l의 보조탄소원 propionic acid를 첨가

하여 72 hr 배양하였다. Fermentation 진행중 6 hr 간격으로 

배양액 15 ml을 표집하여 10,000 g로 10분간 원심분리한 

후 상등액과 균체를 분리하였으며, 80℃ 건조 오븐에서 

24 hr 건조 후 건조세포중량(dry cell weight, DCW)을 측정

하였다.

ML, MLEH 성분 분석

Lane-Eynone 방법을 이용한 glucose 소비량을 측정하여 

ML 및 MLEH에 포함된 환원당의 농도를 측정하였다[7]. 
질소는 Kjeldahl method의 분해 방법을 통해 질소원을 

(NH4)2SO4로 변환 후 ammonia Nessler’s method를 수행하

여 측정하였다[7]. ML의 수분함량은 건조 전 ML의 무게

를 측정한 후 ML을 105℃ 건조오븐에서 24 hr 동안 건조

하여 나온 ML의 무게를 측정하여 건조 전 후의 무게를 

비교하여 수분함량을 측정하였다[5].

Gas chromatography (GC) 분석

PHBV 측정은 flame ionization detector (FID)가 장착된 

GC-2010 plus Capillary GC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan)
를 이용하였으며 column은 HP-1 (25 m × 0.2 mm × 0.5 μm)
을 이용하였으며, PHBV standard는 Sigma-Aldrich (Missouri, 

MO, USA)사의 PHBV (natural origin, 3HV content 8%)를 

사용하였다. PHBV 조성과 수율은 GC 분석을 통해 결정

하였으며, 내부 표준물질(internal standard)로 2 mg/ml의 

benzoic acid를 사용하였다. GC 측정 전처리를 위하여 시

료 20 mg에 GC base solution (1 l당 methanol 850 ml, 98% 
H2SO4 150 ml, benzoic acid 2 g) 538 μl와 chloroform 538 
μl를 첨가하여 88℃에서 18 hr 반응시켰다. 증류수 200 μl
를 첨가하여 층 분리한 후 chloroform 층만 GC vial에 옮겨 

GC를 측정하였다.

PHBV 물성분석

물성분석은 thermogravimetric analysis (TGA), differ-
ential scanning calorimetry (DSC), gel permeation chromatog-
raphy (GPC)를 사용하여 진행하였으며 TGA는 TG-DTA 
8122 (Rigaku Inc., Tokyo, Japan)을 사용하여 확인하였으

며, PHBV 시료 20 mg을 질소 40 ml/min와 승온속도 10℃
/min으로 900℃까지 상승시켜 무게 감량 변화를 확인하였

다. DSC 분석은 DSC 200 Phox (Natzsch, Selb, Germany)를 

사용하여 수행하였으며, 20 mg의 정제된 PHBV를 분석온

도 10℃/min의 속도로 20~300℃까지 증가시켜 분석하였

다. GPC는 detector-RI가 장착된 Refractive Index detector 
Alliance e2695 (Waters Inc., Milford, MA, USA)을 사용하

였으며 정제된 PHBV 시료 20 mg을 유출용매 CHCl3 10 
ml을 사용하여 1 ml/min의 속도로 주입시켜 분석하였다.

결과 및 고찰

ML과 MLEH 조성 비교

ML의 가수분해 과정은 ML 100 mg 당 2,000 U의 α- 
amylase와 1,300 U의 glucoamylase를 사용하여 액화와 당

화의 두 단계로 진행하였다[7]. ML은 수분함량이 약 85%
로 가장 많은 부분을 차지하였으며, glucose 22 g/l, total-N 
41 g/l, starch 및 다양한 성분 74 g/l 등이 함유되어 있는 

전분성 복합물로 분석되었다. ML에 함유된 glucose의 함

량이 낮기 때문에 ML을 탄소원으로 사용하기 위해 효소

를 이용하여 가수분해를 진행하였다. 가수분해 결과 glu-
cose 용액으로 적정한 MLEH에 포함된 환원당(환원당

MLEH) 함량이 103 g/l로 ML에 비해 약 5배가량 증가한 것을 

확인하였으며 약 27 g/l의 total-N이 포함되어 있음을 확인

하였다. 본 연구에서는 환원당MLEH 함량이 103 g/l로 증가

한 MLEH를 탄소원으로 사용하였다.

균주 분리 및 동정

PHBV를 생합성하는 균주를 분리하기 위해 안동시 송

천동 신여골의 토양 시료를 채취하여 glucose 20 g/l가 포

함된 basal medium에서 37℃, 200 rpm에서 3일간 배양한 

결과 3HV를 함유하는 PHBV를 생합성하는 1종의 균주를 
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Table 1. Comparison of PHBV production by Bacillus sp. 
EMK-5020 using glucose or MLEH as a sole carbon 
source

Carbon DCW
(g/l)

PHBV
(g/l)

PHBV
(%)

PHBV composition (%)
3HB 3HV

Glucose
MLEH

1.4
1.7

0.5
0.1

40.6
8.9

99.5
98.5

0.5
1.3

A

B

Fig. 1. GC analysis of PHBV. (A) Standard PHBV (8% 3HV) from Sigma-Aldrich, (B) PHBV produced by isolated Bacillus 
sp. EMK-5020 using 20 g/l glucose as a sole carbon source.

분리하였다. 분리된 균주는 보조탄소원의 첨가없이 glu-
cose를 탄소원으로하여 48시간 배양한 결과 1.5 g/l의 

DCW를 보였으며 GC분석으로 DCW의 33%를 PHBV로 

축적함을 확인하였다. PHBV의 조성은 8%의 3HV를 함유

하는 standard PHBV와 비교하여 3HB (retention time, RT: 
5.77 min)와 3HV (RT: 7.35 min)의 peak가 동일함을 확인

하였다(Fig. 1). 16S rDNA 염기서열 분석과 BLAST search
를 통해 Bacillus species와 96%의 similarity를 확인하여 분

리균주를 Bacillus sp. EMK-5020으로 명명하였다. 

MLEH를 탄소원으로 이용한 flask 배양 PHBV 생합성을

위한 최적 배양조건 확립

MLEH를 탄소원으로 사용하여 Bacillus sp. EMK-5020의 
생장 및 PHBV 생합성 양상을 평가하기 위해 20 g/l glu-

cose와 20 g/l 환원당MLEH을 각각 단일 탄소원으로 사용하

여 37℃에서 48시간 배양하였다(Table 1). 대조군인 glu-
cose를 단일 탄소원으로 하여 배양한 결과 DCW와 0.5% 
3HV를 함유하는 PHBV가 각각 1.4g/l와 40.6% (wt/wt)로 

측정되었다. 반면 20 g/l 환원당MLEH을 단일 탄소원으로 

사용한 배양에서 1.7 g/l DCW와 1.3% 3HV를 함유하는 
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DCW (g/l)
PHBV (g/l)
PHBV (%)

DCW (g/l)
PHBV (g/l)
PHBV (%)

DCW (g/l)
PHBV (g/l)
PHBV (%)

DCW (g/l)
PHBV (g/l)
PHBV (%)

(NH4)2SO4 (g/l) Time (hr)

       pH                                                              Temperature (oC)

A B

C D

Fig. 2. Effect of different growth conditions on DCW, PHBV content, and PHBV composition in Bacillus sp. EMK-5020. (A) 
Nitrogen source concentration, (B) Incubation time, (C) pH, and (D) Temperature.

PHBV를 8.9% (wt/wt)생합성 하였으며, 이는 대조군에 비

해 DCW는 20% 증가하였으나 PHBV 축적이 80% 감소하

는 양상을 보였다. 일반적으로 PHAs의 생합성은 배지 내 

질소원의 고갈 등 불균형 생장조건에서 이루어지며 따라

서 C/N ratio가 낮아질수록 PHAs 축적률이 감소하는 것으

로 보고된 바 있다[6, 21]. 또한 Gang 등의 연구에 의하면 

MLEH에는 glucose와 protein 등이 함유되어 있어 높은 

DCW를 달성할 수 있지만 MLEH에 존재하는 protein에 

의해 낮은 PHAs 축적률을 보인다고 보고된 바 있다[7]. 
따라서 MLEH에 존재하는 다양한 영양소와 질소원의 영

향으로 Bacillus sp. EMK-5020 균주의 생장은 활발히 이루

어지나 PHBV 축적률이 낮아지는 결과를 보였으며, 
MLEH를 탄소원으로 사용하는 경우 질소원의 조절이 필

요할 것으로 사료된다.  
MLEH를 탄소원으로 하여 Bacillus sp. EMK-5020의 최

적 성장 및 PHBV 생합성 조건을 확립하기 위해 질소 농

도, 배양시간, pH, 온도 등 배양 조건을 변화시킨 후 DCW
와 PHBV 생합성을 확인하였다(Fig. 2). MLEH에 포함된 

total-N외에 여분의 질소원이 세포의 생장과 PHBV 축적

에 필수인가를 평가하기 위해 환원당MLEH 함량을 20 g/l로 

고정한 뒤 질소원인 (NH4)2SO4의 농도를 0.0~4.0 g/l로 다

양하게 조절하여 최적 C/N ratio (g/g)를 확인하였다. 배양 

결과 배지 내 첨가한 (NH4)2SO4의 농도가 증가할수록 

DCW와 PHBV 축적률이 급격히 감소하는 양상을 보였으

며 질소원을 첨가하지 않은 (NH4)2SO4 0.0 g/l에서 가장 

높은 DCW인 2.5 g/l와 35% (w/w)의 PHBV 축적을 확인하

였다(Fig. 2A). 이는 MLEH에 포함된 total-N이 질소원으로 

사용된 것으로 사료되며 실험 결과를 바탕으로 추후 모든 

연구에서 질소원을 추가하지 않는 조건으로 배양을 진행

하였다. 
Fig. 2B는 최적 배양시간을 평가한 것으로 36시간에서 

가장 높은 2.2 g/l DCW를 확인할 수 있었으며 36시간 이후 

DCW가 감소하는 것을 확인하였다. PHBV 축적률은 시간

이 지날수록 증가하여 72시간에서 43% (w/w)까지 축적 

하였으나 PHBV 생합성량은 배양 42시간 이후 꾸준히 감

소하는 것을 확인하였다. 따라서 2.2 g/l의 DCW와 가장 

높은 PHBV 생합성량(0.6 g/l)을 확인한 42시간을 최적 배

양시간으로 확립하였다. 
최적 pH 조건을 확인하기 위하여 pH를 4, 5, 6, 7, 8, 

9로 조정하여 Bacillus sp. EMK-5020 균주를 배양한 결과
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Table 2. Effect of secondary carbon concentration on PHBV production by Bacillus sp. EMK-5020 with 20 g/l reduced sugarMLEH 
as the main carbon source

Secondary carbon Concentration (g/l) DCW
(g/l)

PHBV
(g/l)

PHBV
(%)

PHBV composition (%)

3HB 3HV

－ － 1.58 0.7 43.7 99.1  0.9

Valeric acid

0.4
0.6
0.8
1.0

2.08
2.11
1.96
1.93

0.9
0.7
0.6
0.6

43.7
34.4
31.1
29.1

99.7
99.3
99.3
99.2

 0.3
 0.7
 0.7
 0.8

Propionic acid

0.4
0.6
0.8
1.0

2.12
2.22
2.01
2.11

0.8
0.9
0.6
0.8

39.7
40.0
31.9
37.4

78.1
70.4
65.7
51.4

21.9
29.6
34.3
48.6

Levulinic acid

0.4
0.6
0.8
1.0

1.63
1.62
1.79
1.85

0.7
0.7
0.9
0.8

45.9
44.7
47.9
45.9

99.8
99.9
99.8
99.8

 0.2
 0.1
 0.2
 0.2

를 Fig. 2C에 나타내었다. Bacillus sp. EMK-5020균주는 

pH 4에서 생장하지 않았으며 pH가 증가할수록 세포의 생

장과 PHA 축적룰이 증가하는 경향을 보였으며 pH 7에서 

가장 높은 2.6 g/l의 DCW와 37% (w/w)의 PHBV 축적 및 

0.96 g/l의 PHBV 생합성량을 확인하여, pH 7을 균주의 생

장 및 PHBV 생합성을 위한 최적 pH로 선정하였다. 
25, 30, 35, 37, 40℃의 조건에서 배양한 Bacillus sp. 

EMK-5020 균주의 DCW와 PHBV 축적률을 측정한 결과 

온도가 증가할수록 DCW와 PHBV 축적률이 증가하는 것

을 확인했으며 37℃에서 가장 높은 DCW (2.6 g/l)와 32% 
(w/w)의 PHBV 축적을 확인하였다. 40℃에서 배양한 경우 

세포의 생장을 일어났으나 PHBV 축적은 확인되지 않았

다. 따라서 37℃를 최적 배양 온도로 확립하였다. 

PHBV 생합성을 위한 보조탄소원

Bacillus sp. EMK-5020 균주를 이용하여 3HV %가 높은 

PHBV를 생합성 하기 위해 20 g/l의 환원당MLEH 및 포도당

을 각각 탄소원으로 사용한 뒤 3HV의 전구체로 사용되는 

보조탄소원인 propionic acid, valeric acid, levulinic acid를 

첨가하여[19] 최적 배양 조건(pH 7, 37℃, 42 hr)을 바탕으

로 배양하였다.  
보조탄소원을 첨가하지 않고 20 g/l의 환원당MLEH을 탄

소원으로하여 배양한 결과 1.58 g/l의 DCW와 약 43%의 

PHBV 축적률을 보였으나 3HV (0.9%)함량이 낮은 것을 

확인하였다(Table 2). Table 2에서 볼 수 있듯이 세 종류의 

보조탄소원을 각각 농도별(0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/l)로 첨가한 

경우 그렇지 않은 경우에 비해 모두 세포 생장이 증가함

을 확인할 수 있었다. Valeric acid를 첨가한 경우 보조탄소

원의 농도가 증가할수록 DCW와 PHBV 축적률이 감소하

는 경향을 보였으며 3HV의 %는 크게 변동이 없는 것을 

확인하였다. 특히 propionic acid를 보조탄소원으로 첨가

한 경우 보조탄소원의 농도가 0.4 g/l에서 1.0 g/l로 증가할

수록 PHBV 축적률은 약간 감소하나 높은 세포 생장을 

볼 수 있었으며 3HV함량이 21.9%에서 48.6%로 증가하는 

경향을 확인하였다. Levulinic acid를 농도별로 첨가한 경

우, 다른 두 종류의 보조탄소원을 첨가한 경우와 비교하

여 가장 낮은 세포 생장 및 3HV 함량을 보였으나 가장 

높은 PHBV 축적률이 확인되었다. 따라서 Bacillus sp. 
EMK-5020 균주는 20 g/l의 환원당MLEH과 1.0 g/l의 pro-
pionic acid를 각각 주 탄소원 및 보조탄소원으로 이용하여 

2.11 g/l의 DCW와 48.6%의 3HV를 포함하는 PHBV를 생

합성 할 수 있었다. 
대조군으로 glucose (20 g/l)를 탄소원으로 하고 3종류의 

보조탄소원을 농도별로 첨가하여 동일한 조건으로 배양

을 진행하였다(Table 3). 배양 결과 MLEH를 탄소원으로 

사용한 경우에 비해 보조탄소원의 농도가 높아질수록 세

포 생장이 현격히 감소하는 경향을 보였으며 보조탄소원

을 1.0 g/l 농도로 첨가한 경우 세포 생장이 불가능함을 

확인하였다. 또한 MLEH를 탄소원으로 사용하는 경우와 

동일하게 보조탄소원으로 propionic acid를 첨가한 경우에

서 42 hr 배양 후 3HV %가 증가하는 것을 확인하였으며 

다른 보조탄소원인 valeric acid 또는 levulinic acid를 농도

별로 첨가하여 배양한 경우 3HV %가 감소하거나 변동이 

없는 것을 확인하였다. 
앞서 언급했듯이 3-hydroxyvaleryl-CoA를 합성하기 위

해서 propionyl-CoA가 필요하며 PHBV를 생합성하는 균

주에 따라 propionyl-CoA가 3-ketovaleryl-CoA로 전환된 뒤 

생합성경로를 따라 3-hydroxyvalerayl-CoA를 형성하거나

[3], valeric acid를 보조탄소원으로 이용하여 이를 valerayl- 
CoA로 변환 한 뒤 이를 β-oxidation 경로를 통해 3-hydrox-
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Table 3. Effect of secondary carbon concentration on PHBV production by Bacillus sp. EMK-5020 with 20 g/l glucose as the 
main carbon source

Secondary carbon Concentration (g/l) DCW
(g/l)

PHBV
(g/l)

PHBV
(%)

PHBV composition (%)

3HB 3HV
－ － 1.35 0.5 40.6 99.6  0.4

Valeric acid

0.4
0.6
0.8
1.0

1.75
1.19
0.23
0.00

0.5
0.6
0.0
0.0

30.8
52.5
16.7
 0.0

89.0
89.2
90.4
 0.0

11.0
10.8
 9.6
 0.0

Propionic acid

0.4
0.6
0.8
1.0

1.63
1.18
0.82
0.00

0.9
0.5
0.2
0.0

55.8
42.8
22.8
 0.0

88.6
75.9
67.6
 0.0

11.4
24.1
32.4
 0.0

Levulinic acid

0.4
0.6
0.8
1.0

1.68
1.11
0.80
0.00

0.3
0.4
0.3
0.0

17.9
37.0
42.2
 0.0

99.4
99.5
99.4
 0.0

 0.6
 0.5
 0.6
 0.0

DCW (g/l)
PHBV (g/l)
3HV (mol%) DCW (g/l)

PHBV (g/l)
3HV (mol%)

 Propionic acid (g/l)                                                  Propionic acid (g/l) 

A B

Fig. 3. Effect of the concentration of propionic acid as a secondary carbon source on cell growth (DCW), PHBV content, and 
PHBV composition in Bacillus sp. EMK- 5020. The strain was incubated with (A) MLEH or (B) glucose as the main 
carbon source.

yvaleryl-CoA로 전환하는 것으로 알려져 있다[27]. Bacillus 
sp. EMK-5020는 탄소원으로 MLEH와 glucose를 각각 사

용하는 경우 모두 propionic acid의 농도가 증가함에 따라 

3HV %가 증가하는 것을 확인할 수 있으며 이를 통하여 

Bacillus sp. EMK-5020가 3HV 생합성의 전구체로 pro-
pionic acid를 선호하는 것을 확인하였다. Bacillus sp. EMK- 
5020은 valeric acid를 β-oxidation 경로를 통해 3-hydrox-
yvaleryl-CoA로 전환하는 과정보다 propionic acid를 pro-
pionyl-CoA로 변환하여 3-hydroxyvalerayl-CoA를 형성하

는 경로를 선호하는 것으로 사료된다. 따라서 Bacillus sp. 
EMK-5020의 생장 및 3HV %가 높은 PHBV 생합성을 위

해서 MLEH를 주 탄소원으로 사용하고 propionic acid를 

보조탄소원으로 사용하는 것이 3HV %가 높은 PHBV 생

합성에 유리하다는 것을 확인하였다. 또한 propionic acid
의 농도가 증가할수록 3HV %가 증가하는 것을 확인하였

으며 propionic acid의 농도에 따라 3HV %가 조절될 수 

있을 것으로 사료된다(Fig. 3).

Fermentation

대량 배양 조건을 확립하기 위하여 주 탄소원으로 20 
g/l의 환원당MLEH과 보조탄소원으로 1 g/l의 propionic acid
를 첨가하여 pH 7, 37℃에서 72시간 동안 fermentation을 

진행하였다(Fig. 4). Fermentation이 진행됨에 따라 배지 내 

환원당(glucose)이 지속적으로 소비되었으며 배양 30 hr에
서 총 glucose의 87.5%가 소비되어 2.5 g/l의 glucose가 잔

류하는 것을 확인하였다. 배지 내 환원당(glucose) 소비와 
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Table 4. Characteristics of standard PHBV and MLEH-PHBV

Td (℃) Tg (℃) ΔHm (J/g) Tm (℃) Mn (Da) Mw (Da) PDI
Standard PHBV (8% 3HV)
MLEH-PHBV (9% 3HV)

253.8
273.2

－
－

47
58

148.7
156.8

133,708
  60,691

314,123
152,613

2.35 
2.51

Glucose (g/l)
DEW (g/l)
(NH4)2SO4 (g/l)
PHBV (g/l)
Propionic acid (g/l)
3HV (mol%)

                                   Incubation time (hr)

Fig. 4. Biosynthesis of PHBV by Bacillus sp. EML-5020 at batch fermentation. The strain was cultivated at 37℃ in a 3 l 
jar fermenter containing 2 l of basal medium with 20 g/l reduced sugarMLEH and 1 g/l propionic acid (pH 7, 200 rpm, 
1.5 vvm, and no additional N-source).

함께 세포 생장이 증가하여 배양 30 hr에서 6.25 g/l의 

DCW를 확인하였으며 배양이 끝나는 72 hr에서 6.6 g/l의 

DCW를 얻을 수 있었다. 질소원은 18 hr까지 급격한 소비 

되는 양상을 보였으며   배양 종료 후 2.6 g/l가 잔류함을 

확인하였다. PHBV는 배지 내 질소원의 존재와 관계없이 

배양 시작과 동시에 꾸준히 합성되어 48 hr에서 최대 50% 
(w/w)의 PHBV 생합성을 확인하였으며 배양 54 hr까지 유

지되었으나 배양이 진행될수록 감소하여 배양이 종료되

는 72 hr에서 30% (w/w)의 PHBV가 축적됨을 확인하였다. 
이는 배양액 속의 탄소원이 고갈됨에 따라 생합성한 고분

자를 탄소원 및 에너지원으로 사용하는 것으로 사료된다. 
또한 배양액 내 propionic acid 소비와 맞물려 PHBV 내 

3HV 함량은 배양 6 hr까지 급격히 증가하는 양상(40%)을 

보였으나 배양이 진행 될수록 배양액 내 propionic acid의 

감소 경향과 비슷하게 3HV함량은 감소하는 경향을 보여 

배양 36 hr 이후 8.9%의 3HV를 함유한 PHBV가 생합성됨

을 확인할 수 있었다. 

PHBV 물성분석

MLEH와 propionic acid를 각각 주 탄소원 및 보조탄소

원으로 사용하여 fermentation을 통해 생합성 된 8.9% 3HV
함량을 지닌 PHBV (MLEH-PHBV)를 물성분석에 이용하

였으며 standard PHBV (natural origin, 8% 3HV)와 비교하

였다.
열 분해온도(temperature decomposition, Td)를 확인하기 

위해 TGA 분석을 시행한 결과 standard PHBV의 Td는 253 
℃였으며 MLEH-PHBV의 Td는 273℃로 20℃가량 증가한 

것을 확인하였다(Fig. 5). DSC 분석결과 Tg는 측정되지 

않았으며 standard PHBV의 Tm은 148℃, ΔHm은 47 J/g으
로 MLEH PHBV의 Tm 156℃, ΔHm 58 J/g과 비교하여 

MLEH-PHBV의 Tm과 ΔHm가 소량 증가하는 것을 확인하

였다(Fig. 6). 분자량 분석을 위해 GPC분석을 진행한 결과

(Fig. 7) standard PHBV의 number average molecular weight 
(Mn)는 133,708 Da, MLEH-PHBV의 Mn은 60,691 Da으로 

절반가량 감소하는 것을 확인하였다. Weight average mo-
lecular weight (Mw)는 standard PHBV가 314,123 Da, MLEH- 
PHBV가 152,613 Da으로 Mn과 동일하게 절반 감소한 것을 
확인하였다. Polydispersity index (PDI)는 standard PHBV 
2.35, MLEH PHBV 2.51로 확인되었다(Fig. 7). Standard 
PHBV와 MLEH PHBV의 물성을 분석한 결과를 Table 4에 

나타내었다. Standard PHBV에 비해 MLEH-PHBV의 열 안

정성이 20℃ 더 높아 MLEH-PHBV는 열에 안정한 고분자

임을 확인하였으며, Simon Bengtsson 등의 연구에 의하면 

분자량의 차이가 나는 것은 PHAs 축적 속도와 관련이 있
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A

B

Fig. 5. TGA analysis of PHBV. (A) Original PHBV (8% 3HV) and (B) MLEH-PHBV (9% of 3HV) synthesized by Bacillus 
sp. EMK-5020 using 20 g/l reduced sugarMLEH and 1 g/l propionate as carbon sources.

으며 PHAs 축적 속도가 빠를수록 PHAs 과립의 크기가 

증가하고 단량체 사슬의 길이가 길어져 높은 분자량을 

가지는 PHAs가 축적되는 것으로 보고된 바 있다[2]. 또한 

S. Luo 등의 연구에 의하면 PHBV의 분자량이 감소함에 

따라 결정성이 증가하지만, 인장강도가 같이 증가하여 분

자량 차이로 인한 PHBV 물성의 차이가 없다고 보고된 

바 있다[18]. 이를 통해 Bacillus sp. EMK-5020 균주가 생합

성한 MLEH-PHBV는 기존의 standard PHBV에 비해 열에 

안정한 특성을 지닌 고분자로 확인된다.
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Fig. 6. DSC analysis of PHBV. (A) Original PHBV (8% 3HV) and (B) MLEH-PHBV (9% of 3HV) synthesized by Bacillus 
sp. EMK-5020 using 20 g/l reduced sugarMLEH and 1 g/l propionate as carbon sources.
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초록：막걸리 주박 가수분해 산물과 propionic acid를 탄소원으로 이용한 Bacillus sp. EML-

5020 균주로부터 poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 생합성

권경진1․김종식1․정정욱1,2*

(1국립안동대학교 생명과학과, 2국립안동대학교 기초과학연구소)

Poly (3-hydroxyalkanoates) (PHA)는 탄소원과 에너지원으로서 미생물이 과립형태로 생합성하는 열가소성 

플라스틱이다. PHA 중 가장 연구가 많이 된 polyhydroxyburyrate (PHB)는 높은 결정성과 부서지기 쉬운 

성질로 인해 사용 및 응용범위가 제한적이다. 따라서 본 연구에서는 polypropylene과 좀 더 유사한 성질을 

지닌 PHA를 생합성하고자, 3-hydroxybutyrate와 3-hydroxyvalerat의 공중합체인 poly (3-hydroxybutyrate-co-3- 
hydroxyvalerat) (PHBV)를 생합성하는 Bacillus sp. EMK-5020 균주를 토양에서 분리하였다. 플라스크로 배

양한 결과, Bacillus sp. EMK-5020 균주는 효소를 이용한 막걸리 주박 가수분해산물(enzymatic makgeolli 
less hydrolysate, MLEH)에 포함된 환원당(환원당MLEH)을 단일 탄소원으로 이용하여 1.3%의 3HV가 함유된 

PHBV를 생합성하였으며, 보조탄소원으로 첨가한 propionic acid의 양이 증가할수록 3HV의 함량이 증가하

여 최대 48.6%의 3HV가 포함된 PHBV를 합성하였다. 이 결과를 바탕으로 환원당MLEH (20 g/l)와 propionic 
acid (1 g/l)를 각각 주 탄소원 및 보조탄소원으로 이용하여 3 l 발효기에서 균주를 72시간 배양한 결과 

6.4 g/l DCW와 8.9% 3HV를 함유하는 PHBV (MLEH-PHBV)를 50 wt% 생합성함을 확인하였다. 겔 투과 

크로마토그래피 분석을 통해 MLEH-PHBV의 평균 분자량은 152 kDa으로 standard PHBV의 평균 분자량

(314 kDa)에 비해 절반으로 감소한 것을 확인하였으며, 열중량을 분석한 결과 MLEH-PHBV의 분해 온도가 

standard PHBV보다 20℃ 높은 273℃임을 확인하였다. 결론적으로 본 연구에서는 Bacillus sp. EMK- 5020균
주를 이용하여 MLEH 및 propionic acid를 탄소원으로 사용하여 다양한 3HV 분획을 함유하는 PHBV생합성 

할 수 있었으며, 대량배양을 통해 생합성된 8.9% 3HV를 함유한 PHBV-MLEH는 standard PHBV (8% 3HV)
에 비해 높은 열 안전성을 지닌 것을 확인하였다. 


