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            초록
          
        

        
          In this study, we assessed the effect of vitamin components (such as biotin, thiamine-HCl, and folic acid) on microorganism microbial growth and ethanol production was examined to enhance increase the ethanol concentration in the Clostridium autoethanogenum culture process using syngas as a sole carbon source. Biotin and folic acid concentrations of 0.2, 2, 20, and 100 μg/L were used in the culture experiments at 0.2, 2, 20, and 100 μg/L concentrations. The maximum ethanol concentrations of 2.81 g/L and 3.12 g/L were obtained by adding at 0.2 μg/L biotin and folic acid, respectively. Moreover, Thiaminethiamine-–HCl at concentrations of 0.5, 5, 50, and 250 μg/L were was examined evaluated to in the culture experiments. The maximum ethanol concentration of 2.84 g/L was observed at 0.5 μg/L of thiamine-–HCl. As a resultThus, the optimized concentrations of biotin, thiamine-–HCl, and folic acid were determined at 0.2, 0.5, and 0.2 μg/L, respectively, for enhancing increasing the ethanol production. In conclusion, the maximum ethanol production was obtained by adding the minimal concentration of vitamins in C. autoethanogenum culture.
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      1. 서 론
      바이오연료는 수송용으로 활용성이 큰 환경친화적인 재생연료이며, 화석연료에 대한 의존성을 낮추고 온실가스 배출을 감축시킬 수 있는 차세대 에너지이다.[1,2] 바이오 연료 중 에탄올은 옥탄가가 휘발유와 비슷하여 휘발유와 혼합연료로 사용 가능하다고 알려져 있다.[3] 1세대 바이오 에탄올 생산 기술은 주로 옥수수, 사탕수수와 같은 곡물을 기반으로 한 발효 위주의 생산공정이며, 곡물을 재배하기 위한 많은 경작지가 필요하여 산림훼손의 문제를 야기하고 곡물가격이 급격하게 상승하는 문제를 유발하는 단점을 가지고 있다.[4,5] 2세대 바이오 에탄올 생산기술은 목재, 폐지와 같은 목질계 바이오매스를 원료로 하며, 주요 구성성분은 셀룰로오즈, 헤미셀룰로오즈, 리그닌이다.[6] 이러한 구성성분들을 이용하여 에탄올을 생산하기 위해서는 리그닌과 셀룰로오즈/헤미셀룰로오즈를 분리하고 유용화하는 전처리가 필수적이며, 이 과정에서 많은 비용을 소모되고 공정이 복잡해지는 문제를 가지고 있다.[7] 화학적 가수분해나 생물학적 효소 반응과 달리 가스화(gasification)는 리그닌을 비롯한 모든 바이오 매스의 구성 성분을 합성가스(syngas)로 간단하고 효과적으로 전환시킬 수 있다. 합성가스의 주성분인 일산화탄소(CO), 이산화탄소(CO2), 수소(H2)를 기질로 사용하는 미생물의 생물학적 발효를 통해 바이오 알코올을 직접 생산할 수 있는 기술이 최근 각광받고 있다.[8~10] Clostridium autoethanogenum과 같은 acetogen은 절대 혐기 조건에서 우드-융달회로(Wood-ljungdahl pathway)를 통해 acetyl-CoA과 같은 중간체를 생산하고, acetyl-CoA는 에탄올과 아세트산 등 유용산물로 전환될 수 있다.[11,12] 합성가스 성분 중 일산화탄소(CO), 이산화탄소(CO2) 는 탄소원으로 사용되고, 수소(H2)는 전자전달체로 사용된다.[13] 하지만 미생물을 이용한 합성가스의 생물학적 전환 시스템은 미생물의 성장속도가 현저히 느리고 최종 대사산물의 생산농도가 낮아 생산성이 떨어지는 한계를 가지고 있다.[14,15] 이 문제를 해결하기 위해 합성가스 조성, 배지 조성과 같은 배양운전 조건을 변화시키는 등 생물공학적 접근과 균주 개량 등을 통하여 생산성을 증가시키고자 하는 유전공학적 시도가 이루어져 왔다.[16~19] 대표적인 사례로 배지의 성분 중 탄소원, 질소원, 영양염류(질소 및 인), 중금속 등 다양한 배지구성 성분의 조성을 변화하는 시도가 이루어졌으며, 이러한 배지 성분의 변화는 acetogen 배양의 대사과정에 영향을 끼쳐 균주의 성장과 에탄올의 생산을 향상시킬 수 있다고 알려져 있다.[20~23] Acetogen 배지 성분 중 vitamin 성분들은 에탄올 생산을 위한 환원력(reducing power)을 제공하여, 미생물의 성장과 대사산물의 생산을 증가시킨다는 보고가 있으며, C. ragsdalei, C. autoethanogenum을 이용한 최근 연구에서 vitamin 성분 중 D-Ca-pantothenate, vitamin B12(cobalamin) 농도에 따른 미생물 성장과 대사산물의 생성 변화를 관찰하였다.[13,24]

      본 연구에서는 합성가스 구성성분인 CO, CO2를 유일한 탄소원으로 사용하는 C. autoethanogenum 배양과정에서 배지 내 vitamin 성분의 농도를 변화시켜 균주 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향을 조사하였다. 연구에 사용된 vitamin 성분은 biotin, thiamine-HCl과 folic acid이며, 각 성분의 농도를 달리하여 균주 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향을 고찰하였다.

    

    

  
    
      2. 실험재료 및 방법
      
        2.1 균주 및 배양배지
        실험에 사용된 미생물은 Clostridium autoethanogenum (DSM 10061)을 German Collection of Microorganisms and Cell Culture 에서 구입하였다. 균주 배양을 위한 기본 배지의 조성은 본 연구진의 기존 연구와 동일하며,[8] 배지는 시약용 화합물을 사용하여 제조하였다. Vitamin 성분은 vitamin용액을 별도로 제조한 후, 최종 배양 배지 1 L에 준비된 vitamin 용액 1 mL(x1,000배 희석)를 첨가하여 사용하였다. 본 연구에서 제시한 vitamin의 농도는 배양 배지 내 최종 농도로 표기하였다. 또한 실험에 사용된 합성가스는 MS 동민가스(Pyeongtaek, Gyeonggi-Do, Korea)에 제조 의뢰하여 공급되었으며 부피비 조성은 20% CO, 20% CO2, 10% H2, 50% N2으로 이루어져있다.

      

      
        2.2 배지조성 변화 배양실험
        배양 실험은 150 mL serum bottle을 배양기로 사용하여 25 mL의 배양 배지를 넣은 후, 고무마개와 알루미늄캡을 이용하여 외부 공기와 접촉을 차단시킨 상태에서 합성가스를 주입하여 절대 혐기 조건을 만들었다. C. autoethanogenum 균주는 절대 혐기성 균주이므로 완벽한 혐기조건의 유지는 매우 중요하다. 준비된 serum bottle에 계대배양에서 10일간 배양된 미생물 배양액을 접종액으로 사용하였으며, 배지 부피의 10 vol%를 접종하였다. 균주 접종 후, 탄소원 공급을 위해 serum bottle의 head space 부분에 합성가스를 5분 동안 주입하였으며, bottle내 내부압력은 약 240 kPa을 유지하도록 하였다. 준비된 serum bottle은 배양 온도 37℃와 교반속도 200 rpm 조건의 진탕배양기에서 배양하였다. 균주 성장과 대사산물 분석을 위한 시료는 48시간마다 고무마개 부분에 주사기를 통과시켜 배양액을 채취하였다.

        균주 성장과 에탄올 생산에 대한 영향을 알아보기 위해 사용된 vitamin 성분의 농도는 각각 biotin 0.2, 2, 20, 100 μg/L, thiamine-HCl 0.5, 5, 50, 250 μg/L, folic acid 0.2, 2, 20, 100 μg/L 이다.

      

      
        2.3 분석 방법
        균주의 성장을 분석하기 위하여 UV-vis 분광광도계(Optizen POP, Mecasys Co., Korea)를 이용하여 파장 600 nm에서 배양액의 광밀도(optical density)를 측정하였다. 에탄올과 아세트산 농도 분석은 배양액을 원심분리하여 얻은 균주가 없는 상등액을 기공 크기가 0.45 μm인 syringe filter(6784-1304, Whatman, Germany)로 여과하여 분석시료를 준비하고, gas chromatograph (Agilent 7890B, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 컬럼은 capillary coulumn(HP-5 column, 30 m × 0.32 mm × 0.25 μm), 검출기는 flame ionization detector (FID)를 이용하였고 이동상기체로 헬륨을 사용하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 Biotin의 농도가 미생물 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향
        균주가 성장하는데 필수적인 vitamin 중 하나인 biotin이 C. autoethanogenum의 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향을 분석한 결과를 Fig. 1에 표시하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Growth and metabolite production characteristics in Clostridium autoethanogenum at various biotin concentration: cell density at 600 nm, ethanol concentration, and acetic acid concentration. Error bars (n=3) represented ±1 standard deviation
          
          

          

        

        기본 배양 배지에서 biotin의 농도는 20 μg/L이며, 농도를 0.2, 2, 20, 100 μg/L로 변화시킨 실험에서, 균주의 최대 OD인 1.80은 biotin 20 μg/L 농도에서 관찰되었으나 미생물의 성장 차이는 시험농도범위 내에서 큰 영향을 보이지 않았다(Fig. 1(a)). Botryococcus braunii Kützing를 대상으로 한 연구에서 수용성 비타민 중의 하나인 biotin은 미생물 성장에 필수적이긴 하지만 최소한의 농도로만으로도 성장이 가능하다고 밝힌 바 있으며, 이는 biotin의 농도가 C. autoethanogenum의 성장에 근본적인 영향을 주지 않는 본 연구의 실험 결과와 부합한다.[25] Biotin의 농도가 에탄올 및 아세트산 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 14일 배양 기간 중 에탄올과 아세트산 생산농도 변화를 분석하였다(Fig. 1(b), 1(c)). 분석 결과, biotin 0.2 μg/L의 조건에서 에탄올의 생산농도가 2.81 g/L로 가장 높았으며, 기본 배지 조건(20 μg/L)의 생산농도와 비교했을 때 27% 증가된 수치는 보이지만 생산 경향의 변화가 크지 않으며, 아세트산 생산에 대한 영향도 크지 않다. 다만, 100 μg/L를 사용한 경우 에탄올 생산은 거의 이루어지지 못하는 것으로 보인다.

        Clostridium 속 균주와 P. tannophilus 를 이용한 타 연구에서 biotin은 acetyl-CoA 생합성에 필요한 보조 인자이며, 농도가 증가되면 Wood-ljungdahl pathway에서 acetyl-CoA는 pyruvte로 가는 경로가 활성화되어 2,3-butanediol생성이 증가되지만, 농도를 낮게 제한하면 acetyl-CoA의 생성속도가 CO cycle 속도보다 감소하여 NAD(P)H가 증가하고 에탄올 생산이 증가되는 결과를 보였고, biotin을 첨가하지 않는 경우에는 에탄올의 생산이 저해되는 경향을 보였다.[24,26,27]

      

      
        3.2 Thiamine-HCl의 농도가 미생물 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향
        균주가 성장하는 데 필수적인 비타민 구성 성분 중 thiamine-HCl 이 C. autoethanogenum 의 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향을 분석한 결과를 Fig. 2에 도시하였다. 기본 배양 배지에서 thiamine-HCl 농도는 50 μg/L이며, 농도를 0.5, 5, 50, 250 μg/L로 변화시켜 배양 실험을 수행한 결과, thiamine-HCl 250 μg/L 조건에서 최대 OD인 1.38을 얻었으며, thiamine-HCl의 농도를 증가시킬수록 미생물의 성장이 향상되는 경향을 보이지만, 그 차이는 크지 않았다(Fig. 2(a)). 이 결과는 Chlorococcum minutum을 이용한 연구에서 thiamine-HCl은 아미노산 생합성과 탄수화물 대사에 관여하는 보조 인자로, thiamine-HCl의 사용량 증가는 세포 내의 충분한 에너지를 공급해 균주의 성장을 증가시킬 수 있다는 결과와 유사한다.[28] 또한 thiamine-HCl의 농도가 에탄올 및 아세트산 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 14일 배양 기간 중 에탄올과 아세트산의 생산 농도 변화를 분석하였다(Fig. 2(b), 2(c)). Thiamine-HCl 0.5 μg/L 조건에서 최대 에탄올 생산농도인 2.84 g/L이 관찰되었으며, 기본 배양 배지 조건(50 μg/L)의 생산농도와 비교해볼 때 36% 증가하였다. Helminthosporium maydis을 이용한 연구에서 thiamine-HCl은 pyruvate의 전구체로, 과량의 thiamine은 PDH(pyruvate dehydrogenase)의 활성을 증가시켜 2,3-butanediol의 생산을 증가시키지만, 배지 내 저농도의 thiamine의 첨가한 경우, NADH의 양을 증가시켜 ADH(Alcohol dehydrogenase)의 활성을 향상시켜 에탄올 생산을 증가시키며, 배지 내 thiamine-HCl 이 첨가 되지 않을 경우에도 다른 비타민 성분이 있다면 ADH는 다른 비타민의 영향을 받아 에탄올 생산이 증가될 수 있다는 선행 연구가 있다.[26,29]

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Growth and metabolite production characteristics in Clostridium autoethanogenum fermentation at various thiamine-HCl concentration: cell density at 600 nm, ethanol concentration, and acetic acid concentration. Error bars (n=3) represented ±1 standard deviation
          
          

          

        

      

      
        3.3 Folic acid의 농도가 미생물 성장과 에탄올 생산에 미치는 영향
        Figure 3은 미생물이 성장하는 데 필수적인 비타민 구성 성분 중 folic acid가 C. autoethanogenum의 성장과 에탄올, 아세트산 생산에 미치는 영향을 분석한 결과이다. 기본 배양 배지에서 folic acid 농도는 20 μg/L 이며, 농도를 0.2, 2, 20, 100 μg/L로 변화시키며 배양 실험을 수행한 결과, folic acid를 100 μg/L 사용한 조건에서 최대 OD인 1.40을 보여(Fig. 3(a)), folic aicd의 농도를 증가시킬수록 균주 성장이 향상되지만, 차이가 매우 크지는 않다. E. coli를 이용한 연구에서 folic acid의 농도가 증가할수록 균주의 성장이 증가된 결과와 유사한 경향을 보였다.[30] Folic acid는 아미노산의 생합성에 관여하는 보조 인자로 작용하며 과량으로 공급할수록 미생물의 성장이 증가된 것으로 보인다. 또한 folic acid의 농도가 에탄올 및 아세트산에 미치는 영향을 알아보기 위해 배양 14일간 에탄올과 아세트산 농도를 분석하였다(Fig. 3(b), 3(c)). Folic acid 0.2 μg/L 조건에서 에탄올의 생산농도가 3.12 g/L로 가장 높았으며, 기본 배지 조건(20 μg/L)에서 생산된 에탄올 농도(2.06 g/L)보다 51% 증가된 수치이다. Clostridium acetobutylicum을 이용한 연구에서 미생물이 대사적으로 folic acid를 tetrahydrofolate로 전환할 수 있어, folic acid의 농도를 제한할수록 Wood-ljungdahl pathway에서 tetrahydrofolate 생성 속도를 감소시켜 에탄올 생산에 관여하는 효소 활성에 영향을 끼치고 NADH와 같은 환원력을 증가시켜 에탄올 생산이 향상되며, 배지 내 folic acid를 첨가하지 않는 경우에 tetrahydrofolate 생성이 억제되어 에탄올의 생산이 저해될 수 있다는 결과가 보고되어 있다.[31]

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Growth and metabolite production characteristics in Clostridium autoethanogenum fermentation at various folic acid concentration: cell density at 600 nm, ethanol concentration, and acetic acid concentration. Error bars (n=3) represented ±1 standard deviation
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 배지의 구성성분 중 비타민 성분인 biotin, thiamine-HCl, folic acid의 농도 변화가 혐기성 박테리아인 C. autoethanogenum의 성장과 에탄올, 아세트산 생산농도에 끼치는 영향을 분석하였으며, 그 결과를 Table 1에 간략하게 요약하였다. 실험 결과, biotin의 농도에 따른 균주의 성장 변화는 크게 관찰되지 않았으며, thiamine-HCl과 folic acid는 기본 배지 농도에 비해 과잉 공급한 경우 균주의 성장이 소폭 증가되는 경향을 보였다. 하지만, 균주 성장의 증가 정도는 크다고 볼 수 없다. 또한 biotin의 경우, 0.2 μg/L에서 최대 에탄올 생산농도인 2.81 g/L를 얻었으며, 이는 20 μg/L를 사용하는 기본 배지 조건과 비교하였을 때 27% 향상된 결과이다. Thiamine-HCl의 경우, 0.5 μg/L에서 최대 에탄올 생산농도인 2.84 g/L가 관찰되었고, 50 μg/L를 사용하는 기본 배지 조건과 비교했을 때 36% 향상된 결과이다. Folic acid는 0.2 μg/L에서 최대 에탄올 생산농도인 3.12 g/L가 얻어졌고, 20 μg/L를 사용하는 기본 배지 조건과 에탄올 생산농도를 비교했을 때 51% 향상되었다. 실험에 사용된 모든 비타민 성분들은 기본 배지 조건의 0.01배인 최소사용량에서 에탄올 생산농도가 최대값을 보였다. 결론적으로 배지 내 thiamine-HCl, folic acid 는 많이 공급하면 균주의 성장에는 도움을 주지만 그 효과는 크지 않았다. 하지만, 기본배지 농도의 5배의 비타민을 공급한 경우는 에탄올 생산이 크게 저해 받는 것을 관찰하였고, 비타민 농도를 제한할수록 에탄올 생산농도는 증가하는 것을 확인하였다. 따라서, 에탄올 생산성이 높은 합성가스 발효공정을 위해서는 낮은 농도의 vitamin을 안정적으로 유지하는 운전전략이 유용하다고 판단된다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          Microbial growth and product formation at various concentration of biotin, thiamine-HCl and folic acid in C. autoethanogenum culture
        
        

      

      
        
          
            	Component
            	Concentration
(μg/L)
            	Optical density
at 600 nm
            	Ethanol
concentration (g/L)
            	Acetic acid
concentration (g/L)
          

        
        
          	Biotin
          	0.2
          	1.79
          	2.81
          	3.94
        

        
          	2
          	1.73
          	1.88
          	4.51
        

        
          	20
          	1.80
          	2.22
          	4.18
        

        
          	100
          	1.72
          	0.43
          	4.02
        

        
          	Thiamine-HCl
          	0.5
          	1.05
          	2.84
          	3.96
        

        
          	5
          	1.16
          	1.21
          	4.42
        

        
          	50
          	1.22
          	2.09
          	3.97
        

        
          	250
          	1.38
          	1.29
          	3.57
        

        
          	Folic acid
          	0.2
          	1.01
          	3.12
          	5.07
        

        
          	2
          	1.08
          	1.81
          	5.10
        

        
          	20
          	1.19
          	2.06
          	5.52
        

        
          	100
          	1.40
          	0.93
          	6.58
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