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1. 서    론1)

아세토젠 균주는 Wood-Ljungdahl 대사경로(acetyl-CoA 대사경로)
를 통해서 CO2를 아세트산으로 환원하는 능력을 가지고 있다. 
Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium 
carboxidivorans P7 과 같은 아세토젠 균주는 CO, CO2, H2를 포함하

는 합성가스를 발효하여 에탄올 및 아세트산을 생산할 수 있음이 많

은 선행연구에 의해 밝혀져 있다[1-4]. 하지만, 생산성이 낮다는 것이 
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합성가스 발효공정의 상용화에 걸림돌이 되고 있고[5], 낮은 생산성의 

원인을 기체기질의 느린 물질전달 속도에 있다고 보고, 기체-액체 물

질 전달을 향상시키기 위하여 반응기나 기체분산기, 교반기의 설계 

변경, 나노입자를 이용하는 등 많은 연구가 이루어져 왔다[6-9]. 합성

가스 발효공정의 생산성 향상을 위한 다른 접근방법으로 배지 내 영

양성분의 추가나 농도 변화로 아세토젠 균주 대사경로의 주요 효소 

활성을 향상시켜 세균 성장이나 대사산물 생산성을 증가시키기 위한 

연구가 이루어져 왔다[10-14].
본 연구진은 배지 성분이 아세토젠 발효에서 균주 성장과 아세트산, 

에탄올 생산에 미치는 영향에 대한 선행 연구를 C. autoethanogenum
을 이용하여 수행하였다. 이 연구의 결과로 C. autoethanogenum 성장

에 영향을 미치는 영양성분으로 질소공급원인 tryptone의 배지 내 추

가 공급과 에탄올 생산성 향상에 영향을 미치는 주요 인자로 텅스텐
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초    록

본 연구에서는 Clostridium ljungdahlii 배양에서 유기질소공급물인 tryptone과 sodium tungstate의 배양액 내 농도가 균주 
성장과 아세트산, 에탄올 생산에 대한 영향을 확인하기 위한 실험을 수행하였다. 대조군 실험의 배지 조건(0 g/L tryp-
tone)보다 tryptone 2.5 g/L를 투입한 경우 균주 성장이 144.6% 증가하였고, 에탄올 및 아세트산 생산은 각각 8.6%와 
36.7% 향상되었다. 대조군 실험에 사용된 배지의 조건(0.01 µM Na2WO4·2H2O)보다 100배인 1 µM Na2WO4·2H2O를 사
용한 실험군에서, 균주 성장과 C2 대사산물의 총생산량에는 큰 차이가 없지만, 에탄올 생산 증가하고 아세트산 생산
은 감소하여 에탄올/아세트산 생산비가 0.56로 대조군의 0.24에서 크게 증가하였다.

Abstract
In this study, an experiment was conducted to investigate the effect of the concentrations of tryptone, an organic nitrogen 
supplement, and sodium tungstate on the growth of microbial and the production of acetic acid and ethanol in the culture 
of Clostridium ljungdahlii. Microbial growth increased by 144.6%, and ethanol and acetic acid production improved by 8.6% 
and 36.7%, respectively, when 2.5 g/L of tryptone was added to the medium of the control experiment (0 g/L tryptone). 
In the experiment with 1 µM Na2WO4·2H2O, which is 100 times higher than the condition of the medium used in the control 
experiment (0.01 µM Na2WO4·2H2O), there was no significant difference in microbial growth or total production of C2 metab-
olites, but ethanol production increased and acetic acid production decreased. As a result, the ethanol/acetic acid production 
ratio increased significantly from 0.24 in the control experiment to 0.56.
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의 배지 내 농도 증가를 확인하였다[15-16]. 본 연구에서는 C. autoe-
thanogenum을 모델로 개발된 대사조절에 의한 발효공정 효율 향상 기

법이 다른 아세토젠 종의 세균에도 동일하게 적용되는 지에 대한 연

구를 수행하였다. C. ljungdahlii를 실험 균주로 하여 배지 내에 tryp-
tone을 추가로 공급하거나 텅스텐의 농도를 변화시켜 아세토젠 균주 

성장과 에탄올, 아세트산 등 대사산물 생산에 미치는 영향을 고찰하

였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1. 균주 및 배양배지

합성가스 발효를 위한 아세토젠 균주는 C. ljungdahlii PETC 
(55383)를 ATCC (American Type Culture Collection)에서 구입하여 

사용하였다. 균주 배양을 위한 영양배지의 성분과 조성은 Table 1과 

같다. 배양실험에서 탄소원은 영양배지 내 유기탄소원으로 공급하지 

않았으며, CO와 CO2를 포함하는 합성가스를 통해서만 공급되었다. 
합성가스는 20 vol% CO, 20 vol% CO2, 10 vol% H2, 50 vol% N2의 

조성을 가지는 가스혼합물을 MS동민특수가스(Pyeongtaek, Gyeonggi- 
Do, Korea)에서 주문 제조하여 사용하였다.

2.2. 배양실험

150 mL serum bottle에 배지 22.5 mL를 채운 후 계대배양된 지수성

장기의 미생물 배양액을 2.5 mL접종하여 총 배양액 부피를 25 mL가 

되게 하였다. C. ljungdahlii 균주가 접종된 배양액은 배양온도 37 °C
와 교반속도 200 rpm으로 운전되는 진탕배양기에서 14일간 배양하였

다. 배양을 위해 사용된 배지에는 복합유기질소원으로 효모추출물이 

0.5 g/L 포함되어 있으며 여기에 다른 질소원인 tryptone (8617-8805, 
Daejung Chemicals and Metals Co. Ltd, Siheung, Korea)을 0.5, 2.5, 5 
g/L 농도로 추가한 배지를 이용한 배양실험을 수행하였다. 여기서 얻

어진 균주 성장과 대사산물 생산의 결과는 tryptone을 사용하지 않고 

효모추출물만 사용한 배지를 이용한 결과와 비교하였다. 텅스텐의 농

도 변화가 균주 성장과 대사산물 생산에 미치는 영향을 고찰하기 위

한 실험에서는 Na2WO4·2H2O의 최종 배지 내 농도를 기존 선행 연구

에서 사용하던 일반적인 농도인 0.01 µM과 100배인 1 µM을 사용한 

배양에서 균주 성장과 아세트산 및 에탄올 생산량을 비교하였다

2.3. 분석 방법

균주의 성장을 평가하기 위한 균주량은 optical density를 이용하여 

표시하였으며, optical density는 UV-vis 분광광도계(V-650, Jasco Co., 
Tokyo, Japan)를 이용하여 600 nm 파장에서 측정하였다. 생산된 에탄

올과 아세트산의 배양액 내 농도는 기체크로마토그래프 (7890B, Agilent 
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 측정하였으며, 
컬럼은 HP-5 capillary column (30 m × 0.32 mm × 0.25 m, Agilent 
Technologies Inc.), 검출기는 flame ionization detector를 이용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Tryptone 사용에 의한 Clostridium ljundahlii 성장과 에탄올 

생산 영향

Casein 가수분해 펩톤인 tryptone이 C. ljungdhalii의 성장과 에탄올, 
아세트산 생산에 미치는 영향을 살펴보기 위한 실험의 결과를 Figure 
1과 Table 2에 나타냈다. 대조군 실험의 배양배지에는 tryptone이 포함
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Figure 1. Time course profile of (A) cell density at 600 nm, (B) 
ethanol concentration, and (C) acetic acid concentration in Clostridium 
ljundahlii culture by adding tryptone in medium (Tryptone conc. ● 
solid line: 0 g/L, ▼ dotted line: 0.5 g/L, ■ short dash line: 2.5 g/L, 
◆ dash-dot-dot line: 5 g/L).

Table 1. The Medium Composition of Clostridium ljundahlii Culture
for Control Experiment

Composition of medium (per liter)

NH4Cl 1.0 g, MgCl2·6H2O 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 0.5g, Na₂S·9 H2O 0.5 g, 1 M phosphate buffer solution 
10 mL, trace mineral solution 10 mL, vitamin solution 1 mL

Composition of 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 0.2 mg, Na2WO4·2H2O 0.4 mg

Composition of 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



328 박소은⋅김영기

공업화학, 제 34 권 제 3 호, 2023

되지 않았으며, 실험군에서는 tryptone 농도를 0.5, 2.5, 5 g/L로 달리

하여 실험을 수행하였다. Tryptone 농도 0, 0.5, 2.5, 5 g/L를 사용한 

배양실험에서 14일의 배양기간에 보인 최대 optical density는 각각 

0.65, 1.21, 1.59, 0.40이며, 에탄올 최대 농도는 각각 0.30, 0.43, 0.41, 

0.13 g/L이고, 아세트산 최대 농도는 각각 3.03, 2.92, 3.29, 0.43 g/L로 

관찰되었다. 균주 성장과 아세트산 생산을 최대화할 수 있는 배양조

건은 2.5 g/L tryptone을 추가한 실험군이었다. 에탄올 생산 경향은 균

주 성장과 아세트산 생산과는 달라, 0.5 g/L tryptone을 사용한 실험군

에서 최대 에탄올 생산농도(0.43 g/L)를 얻었다. 하지만, 2.5 g/L tryp-
tone을 사용한 실험군에서 에탄올 생산농도도 0.41 g/L로 최대값과 유

의미한 차이를 보이지는 않았다. Tryptone 5 g/L를 투입한 경우에는 

균주의 성장과 대사산물의 생산에 대한 저해가 일어나는 것을 확인하

였다. 2.5 g/L의 tryptone을 투입한 경우를 대조군과 비교해보면 균주

량은 144.6% 증가하였으며, 아세트산과 에탄올의 생산 증가는 각각 

8.6%와 36.7%로 나타나 성장 촉진에 크게 효과가 있는 것으로 관찰

되었다. 이는 유기질소원이 대사산물 과정에서 핵심 단백질 합성을 

위한 필수요소이고, 유기 질소의 보충은 탄소 흡수량을 증가시켜서 

추가적인 환원력을 제공하므로 아세토젠 박테리아 성장을 향상시키

고 대사산물 생산도 증가시키기 때문으로 판단된다. 이 결과는 연구

진의 선행연구인 C. autoethanogenum 배양에서 관찰한 결과와 유사한 

경향이다[15].

3.2. Na2WO4·2H2O 농도에 의한 Clostridium ljungdahlii 성장과 

에탄올 생산 영향

배지를 통해 공급되는 미량금속성분인 tungsten의 농도 변화가 C. 
ljungdahlii 배양에서 균주 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영

향을 분석한 결과를 Figure 2과 Table 2에 나타냈다. 대조군에 사용된 

배지에 포함되어 있는 Na2WO4·2H2O 농도는 0.01 µM이며, 대조군 배

지 농도의 100배에 해당하는 1 µM의 Na2WO4·2H2O를 포함하는 배지

에서 배양한 실험군의 결과를 관찰하였다. 배지 내에 Na2WO4·2H2O
를 0.01과 1 µM 사용한 경우, 최대 optical density는 각각 0.61, 0.63이
고, 에탄올 최대 농도는 각각 0.92, 1.60 g/L이며, 아세트산 최대 농도

는 각각 3.87, 2.84 g/L이다. 배지 내 Na2WO4·2H2O 농도 변화에 따른 

균주 성장은 큰 차이가 없었으며, 에탄올과 아세트산을 합친 C2대사

산물의 총생산농도도 4.79와 4.44 g/L로 크게 달라지지는 않았다. 하
지만, 과량의 텅스텐을 사용한 실험군에서 에탄올/아세트산 생산비는 

0.56 g ethanol/g acetic acid로 대조군의 생산비인 0.24 g ethanol/g ace-
tic acid보다 크게 증가되어, 텅스텐의 사용량 증가에 의한 에탄올 생

산성 향상 가능성을 확인할 수 있었다. 이는 연구진의 선행연구인 C. 
autoethanogenum 배양에서 텅스텐의 농도변화에 따른 성장과 생산특

성 분석결과와 동일한 경향을 보이고 있다[16]. 이는 acetogen에서 텅

스텐의 역할이 acetyl-CoA 대사경로에서 CO2를 formate로 전환시켜주

는 반응에 작용하는 효소인 formate dehydrogenase (FDH)와 acetate를 

acetaldehyde로 전환시키는 반응의 효소인 aldehyde: ferredoxin oxi-
doreductase (AOR)의 보조인자로 작용하는데, FDH보다는 AOR활성 

향상에 더 크게 기여하여 성장이나 대사산물 총생산량 향상보다는 생

산된 아세테이트의 에탄올로의 전환에 크게 기여하기 때문으로 보인

다[16-18]. 

4. 결    론

본 연구에서는 균주 성장과 대사산물 생산 향상 가능성을 확인하기 

위하여 C. ljungdhalii 배양공정에서 대조군에 사용되는 기본 배지에 

tryptone을 추가하거나, 텅스텐의 사용농도를 높이는 배양조건이 ace-
togen 성장성과 생산성에 미치는 영향을 조사하였으며 그 결과를 

Table 2에 요약하였다. Tryptone의 농도를 2.5 g/L까지 증가시킬 때는 
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Figure 2. Time course profile of (A) cell density at 600 nm, (B) 
ethanol concentration, and (C) acetic acid concentration in Clostridium 
ljundahlii culture by changing tungsten concentration in medium 
(Na2WO4·2H2O conc. ● solid line: 0.01 µM, ▼ dotted line: 1 µM).

Table 2. Effect of Tryptone and Tungsten on Cell Growth and 
Metabolite Production in C. Ljundahlii Culture

Component Conc. OD
Ethanol 
conc. 
(g/L)

Acetic 
acid 
conc. 
(g/L)

Total 
C2 

products 
(g/L)

Ethanol/
acetic 
acid 
ratio

Tryptone

0 g/L 0.65 0.30 3.03 3.33 0.10
0.5 g/L 1.21 0.43 2.92 3.35 0.15
2.5 g/L 1.59 0.41 3.29 3.70 0.13
5.0 g/L 0.40 0.13 0.43 0.56 0.30

Na2WO4·2H2O
0.01 µM 0.61 0.92 3.87 4.79 0.24
1.0 µM 0.63 1.60 2.84 4.44 0.56
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균주 성장 및 대사산물 생산이 증가하는 경향을 보였으나 5.0 g/L의 

tryptone을 사용한 경우에는 성장 및 대사산물 생산 저해가 관찰되었

다. 배지 내 Na2WO4·2H2O 농도를 100배 증가시킨 배양실험에서는 균

주의 성장과 C2대사산물의 총생산량에 뚜렷한 영향을 주지 못하였으

나, 아세트산을 에탄올로 전환시키는 대사과정이 활성화되어 아세트

산 농도가 낮아지고 에탄올 농도는 증가되는 현상이 확인되었다. 
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