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1. 서  론1)

플라스틱의 편의성과 낮은 비용으로 인해 전 세계 플

라스틱 소비량은 2억 톤 이상이며 매년 5%씩 증가하고 

있다[1]. 환경오염에 대비하여 정부 및 기업들은 석유 

기반 플라스틱을 대체할 수 있는 바이오 플라스틱에 집

중하였다. 바이오 플라스틱의 한 종류인 PHAs (poly-
hydroxyalkanoates)는 여러 개의 R-hydroxyalkanoates로 

구성된 미생물 열가소성 폴리에스테르 계열로서 세포질 

내 과립 형태로 저장된다[2]. PHAs 단량체 내 탄소 원

자 수에 따라 PHAs는 단쇄 길이(short-chain length, 탄
소 원자 3~5개), 중쇄 길이(medium-chain length, 탄소 

원자 6~14개), 장쇄 길이 PHAs (long-chain length, 탄소 

원자 15개 이상)로 분류된다[3]. PHAs는 생체 적합성이 

높고, 생분해와 재활용이 가능하며[4], 우수한 인장 강

도와 탄성을 가져[5] 포장재뿐만 아니라 의료용 임플란
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요   약: 석유기반 플라스틱의 대체제인 폴리하드록시부틸레이트(polyhydroxybutyrate, PHB)의 기존 추출방법은 분자량 감
소 및 물성 변형을 일으킨다. 본 연구에서는 기능화 된 탄소나노튜브(carbon nanotube, CNT)를 부착한 돌기형 탄소나노튜브 
분리막의 여과를 통해 물리적 파쇄를 발생시켜 미생물 내 축적된 PHB를 추출하고자 하였다. 돌기형 탄소나노튜브 분리막의
물리적 파쇄를 확인하기 위해 대장균 용액으로 여과 실험을 수행하여 불활성화를 관찰하였다. 또한 PHB를 축적한 미생물 용
액의 여과를 수행하여 PHB가 추출되었는지 확인하였더니 가장 대표적인 추출방법인 chloroform과 비교하여도 여과로 인한
추출이 4% 높은 성능을 가진 것을 관찰하였다. 본 결과를 통해 친환경적 바이오 플라스틱 회수를 위한 돌기형 탄소나노튜브
분리막의 적용 가능성을 확인하였다.

Abstract: Conventional extraction methods for polyhydroxybutyrate (PHB), a sustainable alternative to petroleum-based 
plastics, cause a decrease in molecular weight and a change in properties. In this work, we developed a method to extract 
PHB accumulated in microorganisms by physical disruption through filtration using a spiked carbon nanotube (CNT) mem-
brane with functionalized CNT. In addition, filtration of the PHB-containing microbial solution was performed to confirm 
PHB extraction, which was found to be 4% more efficient than chloroform, the most used extraction method. These results 
indicate that the spiked CNT membrane has potential in the bioplastics recovery process.

Keywords: polyhydroxybutyrate, carbon nanotube, spiked membrane, cell lysis, extraction 
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트나 조직 공학 재료로서 사용이 가능하다[6,7].
전 세계 PHAs 시장 규모는 약 5700억원이며 2031년

까지 연평균 성장률이 9.2%로 급격한 성장 중에 있다

[8]. 그러나 PHAs는 여전히 석유 기반 플라스틱에 비해 

경쟁력이 없는데 그 이유는 미생물 내에 축적되는 

PHAs의 추출 및 정제의 어려움으로 많은 비용이 발생

하기 때문이다. 실제로 석유기반 플라스틱의 생산비용

이 1.0 €/kg 미만인 것에 비해 PHAs는 2.2~5.0 €/kg으
로 최대 5배 이상 높은 비용이 발생한다는 것을 확인할 

수 있다[9]. 또한 PHAs 다운 스트림 공정은 생산비용의 

최대 50%를 차지한다[10].
PHAs를 추출하는 방법은 크게 유기용매와 같은 화

학적 처리를 통해 세포를 용해하는 방법과 기계적인 파

쇄로 세포를 깨뜨려 PHAs를 얻는 방법이 있다[11]. 가
장 많이 사용되는 유기용매인 chloroform 및 dichloro-
methane는 PHAs의 용해도가 가장 높지만 인체에 심각

한 영향을 미치고 환경오염을 발생시킨다[12]. 산성이

나 sodium hypochlorite 용액을 사용하는 경우에는 

PHAs의 분자량이 감소하는 치명적인 단점이 발견되었

다[13,14]. 화학적 첨가를 하지 않는 기계적 파쇄 방법

인 비드밀, 고압균질기, 초음파 처리의 경우에도 PHAs 
추출 시 바이오 매스의 용량과 농도에 제한이 있으며 

높은 효율을 위해서는 추가적인 화학적 처리가 필요하

다는 문제점이 존재한다[15,16] 효소를 사용하여 세포 

및 세포 내 단백질을 용해하는 PHAs 추출도 친환경적

인 대안으로 거론되긴 하나 효소 생산은 추출공정의 비

용을 증가시키는 단점이 있다[16].
본 연구에서는 PHAs의 종류 중 하나인 PHB (poly-

hydroxybutyrate)를 사용하여 화학적 추출방법이 PHB 
물성에 영향을 끼치는 것을 확인하였다. 또한 기능화 

된 탄소나노튜브(carbon nanotube, CNT)를 부착한 돌

기형 탄소나노튜브 분리막을 제작한 후 대장균 현탁액

의 여과를 수행하여 불활성화를 관찰하였다. 그리고 

PHB를 축적한 미생물의 여과를 통해 돌기형 탄소나노

튜브 분리막의 물리적 파쇄가 PHB 추출을 초래하는 것

을 확인하였다.  

2. 실험 재료 및 실험 방법

2.1. 재료
실험에서 사용한 CNT는 Carbon Nano-material 

Technology 사의 multi-walled carbon nanotubes (MWCNT, 

CNT MR-99)를 사용하였다. 산 처리 시 사용한 sulfu-
ric acid (H2SO4, 98%), nitric acid (HNO3, 60%)은 

Daejung Chemicals의 제품이며 PHB powder, TritonTM 
X-100, chloroform (CHCl3, 99%), phosphate buffer sal-
ine (PBS)는 Merck Millipore에서 구매하였다. Aceton 
(CH3COCH3, 99.5%)은 Duksan Pure Chemical에서 구

매하였다. 여과에 사용한 분리막은 0.22 µm Durapore® 
Membrane Filter (polyvinylidene fluoride, PVDF)와 

Millipore Express® Plus (polyethersulfone, PES)이다.

2.2. 돌기형 탄소나노튜브 분리막 제작
돌기형 탄소나노튜브 분리막을 제작하기 위해서 분

산력이 높고 길이가 짧은 CNT가 필요하기 때문에 산

처리를 통해 CNT를 카르복실 그룹으로 기능화하여 분

산력을 증가시켰다[17,18]. Fig. 1(a)는 CNT 기능기 도

입, Fig. 1(b)는 돌기형 탄소나노튜브 분리막 제작 모식

도이다. 기능화된 CNT를 제조하기 위해서 67.5 mL의 

sulfuric acid 와 22.5 mL의 nitric acid를 혼합하여 부피

비가 3:1이 되도록 한 후 0.2 g의 CNT를 넣어주었다. 
이후 20 kHz의 주파수를 갖는 초음파 균질기(ultrasonic 
homogenizer, STH-750S, 750 W)의 pulse를 5 초간 

on/off를 반복하여 20~60 min 처리한 후 75°C에서 가

열 및 교반 하였다. 처리 시간을 최적화하기 위해 Table 
1과 같이 4개의 조건을 만들어 실험을 진행하였다. 산 

처리가 끝난 용액은 상온에서 냉각하여 2 L의 초순수

에 희석한 후, 0.2 µm Whatman® anodisc aluminium 
oxide membrane (Anodisc, 47 mm diameter)를 이용하

Fig. 1. Preparation of (a) functionalized CNTs and (b) 
spiked CNT membranes.
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여 진공 여과하여 기능화된 CNT를 회수하였다. 돌기형 

탄소나노튜브 분리막 제작 시 기능화 된 CNT의 분산

력을 더욱 증가시키기 위해 Triton x-100 용액을 추가

하였다[19]. 30 mg/L의 농도로 CNT를 초순수에 분산

시킨 후 전체 부피의 1%의 Triton x-100을 혼합하였다. 
원하는 용량의 CNT 용액을 PVDF 또는 PES 분리막 

위에 진공 여과하여 돌기형 탄소나노튜브 분리막을 제

조하였다. 추가적으로 계면활성제를 완전히 세척하기 

위해 초순수 200 mL를 여과시켜 미생물 불활성화 실험

에 사용하였다. 

2.3. 미생물 불활성화 실험
미생물 불활성화 실험에 대장균(E. coli C3000)을 사

용하였고 DifcoTM LB agar와 LB broth를 이용하여 고

체배지와 액체배지를 제작하였다. 37°C에서 18 h 동안 

고체배지에서 성장한 대장균 콜로니를 액체배지에 접

종한 후 37°C에서 24 h 동안 배양하였다. 3000 rpm에

서 15 min 동안 원심분리를 한 후 상등액을 제거하고 

PBS로 세척하는 과정을 3회 반복하여 > 108 CFU/mL 
농도의 대장균 현탁액 30 mL를 제조하였다. 
기능화 된 CNT가 자체적인 항균성을 갖는지 확인하

기 위해 10 mL의 대장균 현탁액(108 CFU/mL in PBS)
에 기능화 된 CNT 0.01 g을 넣어 농도가 1 g/L 되도록 

하였다. 대조군으로는 CNT를 혼합하지 않은 10 mL의 

대장균 현탁액(108 CFU/mL in PBS)을 사용하였다. 
500 rpm 조건에서 교반을 수행하고 0, 0.5, 1, 3, 5, 24, 
48 h 후 샘플을 채취하여 희석한 다음에 평판도말법을 

통해 활성화된 대장균의 개체수를 정량분석하였다.
돌기형 탄소나노튜브 분리막의 여과를 통해 대장균

이 불활성화되는지 확인하기 위해 0.001 mg, 0.005 mg, 
0.02 mg, 0.1 mg의 CNT를 PVDF 분리막에 부착한 돌

기형 탄소나노튜브 분리막을 제작하여 전량여과 장치

를 이용하여 0.2 bar, 800 rpm 조건에서 여과 실험을 

수행하였다. 원수는 200 mL의 대장균 현탁액(104 CFU/ 
mL in PBS)을 사용하였으며 반복여과를 통해 미생물 

불활성화 결과를 평판도말법을 통해 확인하였다. 

2.4. 분석
화학적 처리로 인해 PHB의 물성에 변화가 발생하는

지 확인하기 위해 fourier transform-infrared spectro-
scope (FT-IR, VERTEX 80v, Bruker) 분석을 수행하였

다. 유리 바이알에 0.1 g씩 소분한 PHB powder에 5 
mL의 chloroform과 acetone을 각각 첨가한 후 진탕배

양기에서 200 rpm 조건으로 24 h 동안 반응시켰다. 
chloroform과 acetone을 상온에서 24 h 동안 증발시킨 

다음 FT-IR을 수행하였다. 
기능화 된 CNT와 제작한 돌기형 탄소나노튜브 분리

막의 표면을 관찰하기 위해 scanning electron micro-
scope (SEM, S-4200, Hitachi)을 15.0 kV 전압, 배율 

범위는 × 9,000에서 × 90,000로 수행하였다.
돌기형 탄소나노튜브 분리막의 여과를 통해 대장균

의 불활성화가 발생하는 지 확인하기 위해 confocal la-
ser scanning microscopy (CLSM, LSM 510-META, 
Carl Zeiss)을 수행하였다. 107 CFU/mL 농도의 대장균 

현탁액 100 mL를 여과한 분리막을 1 × 1 cm 로 자른 

다음 슬라이드 글라스에 올려놓고 LIVE/DEAD® 
BacLightTM Bacterial Viability Kit를 사용하여 염색시

킨 후 CLSM을 관찰하였다.
Chloroform 추출과 돌기형 탄소나노튜브 분리막의 

여과를 통해 얻은 용액으로 nanoparticle tracking analy-
sis (NTA, ZetaView®)를 수행하여 PHB가 추출되었는

지 확인하였다. chloroform 추출 시 PHB를 축적한 미

생물 현탁액(108 CFU/mL in PBS) 10 mL를 9000 rpm
에서 15 min 동안 원심 분리하고 상등액을 제거하였다. 
그 다음 10 mL의 chloroform을 넣고 30°C, 100 rpm 
조건에서 48 h 동안 진탕배양을 수행하였다. 이후 

15000 rpm으로 원심분리하여 추출된 PHB를 가라앉히

고 상등액을 제거하여 남아있는 유기용매는 증발시켰

다. 마지막으로 1 mL의 PBS를 넣어 NTA를 측정하였

다. 돌기형 탄소나노튜브 분리막의 여과를 통한 추출의 

경우, PHB를 축적한 미생물 현탁액(104 CFU/mL in 
PBS) 200 mL를 18번 동안 반복 여과 수행하였다. 투
과액은 3000 rpm에서 원심 분리하여 세포 및 세포 파

편을 제거하여 NTA를 측정하였다.

Ultrasonic 
homogenizer time 

(min)

Heating time 
(min)

Sample 1 20 320
Sample 2 30 300
Sample 3 60 240

Table 1. Functionalized CNT Samples Preparation under 
Different Operating Parameters
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3. 결과 및 고찰

3.1. FT-IR 분석
Fig. 2는 화학적 처리를 하지 않은 PHB powder와 

chloroform과 acetone 처리를 한 PHB powder의 FT-IR 
spectrum이다. Fig. 2(b-e)를 보면 PHB의 특정 기능기 

(예: C=O group at 1724~1740 cm-1, C-O-C group at 
1150~1300 cm-1, CH3 bond at 2977 cm-1, 2934 cm-1, 
1282 cm-1, C-O bond at 1100 cm-1, 1058 cm-1[20])를 

통해 PHB를 확인하였다. 특히 1740~1722 cm-1은 PHB
의 가장 특징적인 피크를 갖는 파장대로서 결정질과 비

결정질을 나타낸다[21]. 대조군과 비교하여 chloroform 
처리를 한 PHB 피크가 확연히 다른 양상을 보이는데

(Fig. 2(c)), 이는 chloroform 처리가 PHB 물성에 변형

을 일으켰다는 것을 나타낸다. 

3.2. 돌기형 탄소나노튜브 분리막 표면 
Fig. 3은 제작한 돌기형 탄소나노튜브 분리막 표면의 

Fig. 3. SEM images of functionalized CNT samples on 
the membranes as a function of ultrasonic homogenizer 
time (a) untreated, (b) 20 min, (c) 30 min, and (d) 60 min.

SEM 이미지이다. Fig. 3(a)는 산처리를 하지 않은 CNT
로서 낮은 분산력과 긴 길이로 인해 PES 분리막 표면

에 응집되어 있는 것을 볼 수 있다. Fig. 3(b)는 초음파 

균질기로 20 min 처리 및 가열 320 min 수행한 CNT이

Fig. 2. FT-IR spectrum of the polymer samples using different polyhydroxylbutylate (PHB) extraction methods. (a) the entire 
wavenumber range (4000~400 cm−1), and (b) 3100~2800 cm−1, (c) 2000~1600 cm−1, (d) 1500~800 cm−1, and (e) 800~400 
cm−1.
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며 Fig. 3(c)는 초음파 균질기로 30 min 처리 및 가열 

300 min 수행한 CNT이다. Fig. 3(a)와 비교했을 때 

Fig. 3(b), (c)는 CNT 가닥들끼리 응집되는 현상이 감

소한 것을 확인하였다. 그러나 초음파 균질기로 60 min 
처리 및 가열 240 min 수행한 CNT (Fig. 3(d))의 경우, 
CNT 구조가 무너져 튜브 형태가 아닌 비정질 탄소와 

같은 변형이 발생한 것을 관찰하였다. 따라서 대장균 

불활성화 실험 시 사용하는 돌기형 탄소나노튜브 분리

막은 초음파 균질기를 30 min 처리한 CNT를 사용하여 

실험을 수행하였다. 참고로 기능화된 CNT는 용액의 분

산도는 큰 차이를 보이지 않았다. 

3.3. 대장균 불활성화 실험
Fig. 4는 대장균 현탁액과 기능화된 CNT를 함께 교

반한 실험 결과이다. 대조군의 대장균의 농도는 0 h에
서 8.7 log, 48 h가 지난 후엔 8.8 log로 확인되었다. 기
능화 된 CNT를 넣은 대장균 농도는 0 h에서 8.9 log, 
48 h가 지난 후엔 8.8 log가 관찰되었는데 이는 기능화 

된 CNT가 대장균을 불활성화 시키지 못한 것을 의미

한다. 
Fig. 5는 0.001~0.1 mg을 부착한 돌기형 탄소나노튜

브 분리막의 여과 시간에 따른 대장균 log reduction 
(log10N0/N) 결과이다. N0는 원수의 대장균(CFU)의 수

이고 N은 여과 후 샘플링한 용액의 대장균(CFU)의 수

이다. 약 180 min의 여과 후 0.001 mg, 0.005 mg, 0.02 
mg, 0.1 mg 돌기형 탄소나노튜브 분리막에서는 각각 

0.83, 0.91, 1.2, 0.96 log reduction이 관찰되었는데 이

를 통해 0.02 mg을 부착한 돌기형 탄소나노튜브 분리

막이 1.2 log로 가장 높은 불활성화를 일으키는 것으로 

확인되었다. CNT가 세포를 불활성화 시키는 원인으로 

접촉을 통한 화학적 사멸(세포막의 전자전달계의 장애, 
세포 외피 침투, 세포 성분의 산화, 활성 산소종과 같은 

2차 생성물 발생)[22-24]과 물리적인 세포막 파쇄[25]로 

인한 사멸로 구분될 수 있다. 교반 실험을 통해 본 연

구에서 사용한 CNT로 인한 화학적 사멸은 없었으므로 

여과실험에서 발생한 1.2 log 수준의 불활성화된 미생

물들은 분리막의 돌기형 구조 CNT로 인해 발생한 물

리적 파쇄인 것으로 사료된다. 이는 기존 문헌에서 보

고된 바와 같이, 수직 정렬된 CNT 막의 여과를 통해 

막 표면에서 미생물의 부착 저해와 사멸이 발생한 결과

와 일치한다[26]. 그러나 CNT 질량에 따른 미생물 사

멸정도가 큰 차이를 보이지 않아 관련하여 CNT 종류, 
공극 크기 등의 최적화에 관한 추가연구가 필요하다. 

Fig. 6는 여과 후 돌기형 탄소나노튜브 분리막의 표
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Fig. 4. Viability of E. coli after stirring experiments with 
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Fig. 6. CLSM image of a spiked CNT membrane surface 
after filtration with E.coli solution.
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면 CLSM 사진이다. 살아있는 대장균은 초록색으로, 사
멸한 대장균은 빨간색으로 보인다. Image J 프로그램을 

이용하여 이미지 전체 영역에 대비하여 초록색과 빨간

색 영역을 계산한 결과, 초록색은 14.6%, 빨간색은 

4.8%로 확인되어 전체 대장균의 약 25%가 분리막 표

면의 CNT로 인하여 물리적으로 파쇄 되었음을 확인할 

수 있었다.

3.4. NTA 결과
Chloroform과 돌기형 탄소나노튜브 분리막의 여과를 

통해 미생물 내 PHB 추출을 수행하였다. 이후 NTA를 

사용하여 입자들의 농도와 크기 분포도를 확인하였다. 
Fig. 7(a)는 chloroform 추출, Fig. 7(b)는 여과 추출 후

의 NTA 결과이다. 다른 추출방법임에도 100~300 nm 
크기의 입자가 가장 높은 농도로 존재하는데, 미생물 

내 PHB의 크기가 수백 nm임을 감안하면[27], 생성된 

PHB 크기가 100~300 nm 정도 수준임을 알 수 있다. 
Chloroform 추출 시 전체 입자의 농도는 4.2 × 109 par-

ticles/mL이고 100~300 nm에 해당하는 입자의 농도는 

3.1 × 109 particles/mL로 전체 입자에 대비하여 74%인 

것을 확인할 수 있다. 여과 추출의 전체 입자의 농도는 

9.4 × 1010 particles/mL, 100~300 nm에서의 입자 농도

는 7.4 × 1010 particles/mL이며 이는 전체 입자 대비 

79% 인 것으로 나타났다. 이를 통해 돌기형 탄소나노

튜브 분리막의 여과를 통한 PHB 추출이 통상적으로 사

용되는 chloroform과 비슷한 수준의 추출 성능을 갖는

다는 것을 확인하였다. 

4. 결  론

미생물 내 축적되는 바이오 플라스틱인 PHB는 주로 

유기용매를 이용하여 추출하는데 이는 환경오염을 일

으킬 뿐만 아니라 분자량 및 물성에 변형이 일어나는 

문제점을 가진다. 본 연구에서는 기능화 된 CNT를 부

착한 돌기형 탄소나노튜브 분리막을 제작하여 여과를 

통한 물리적 파쇄로 미생물 내 PHB를 추출하였다. 
PHB에 acetone 및 chloroform 처리 후 물성에 변화가 

있는지 확인하기 위해 FT-IR을 수행하였더니 PHB의 

결정성에 변형이 발생한 것을 관찰하였다. 돌기형 탄소

나노튜브 분리막의 여과를 통해 물리적 파쇄가 일어나

는지 확인하기 위해 미생물 불활성화 실험을 한 결과, 
1.2 log 수준의 미생물이 물리적 파쇄에 의해 사멸되었

음을 확인하였다. 그리고 chloroform과 돌기형 탄소나

노튜브 분리막의 여과를 통한 PHB 추출을 비교하기 위

해 NTA를 수행한 결과, 돌기형 탄소나노튜브 분리막에 

의한 추출 성능이 유기용매를 이용한 추출 성능과 비슷

하였다. 이러한 결과를 통해 돌기형 탄소나노튜브 분리

막를 이용하여 세포 내 존재하는 PHB와 같은 바이오플

라스틱을 효과적으로 추출할 수 있다는 가능성을 확인

하였다.
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