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Abstract: Biofuel has been considered as promising renew-

able energy to solve various problems that result from

increasing usage of fossil fuels since the early 20th century. In

terms of chemical and physical properties as fuel, biobutanol

has more merits than bioethanol. It could replace gasoline for

transportation and industrial demand is increasing signifi-

cantly. Production of butanol can be achieved by chemical

synthesis or by microbial fermentation. The water hyacinth,

an aquatic macrophyte, originated from tropical South Amer-

ica but is currently distributed all over the world. Water hya-

cinth has excellent water purification capacity and it can be

utilized as animal feed, organic fertilizer, and biomass feed-

stock. However, it can cause problems in the rivers and lakes

due to its rapid growth and dense mats formation. In this

study, the potential of water hyacinth was evaluated as a

lignocellulosic biomass feedstock in biobutanol fermentation

by using Clostridium beijerinckii. Water hyacinth was con-

verted to water hyacinth hydrolysate medium through pre-

treatment and saccharification. It was found that productivity

of water hyacinth hydrolysate medium on biobutanol produc-

tion was comparable to general medium.

Keywords: Water hyacinth, Lignocellulosic biomass, Biobu-
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1. INTRODUCTION

화석연료는 20세기 초부터 전 세계에서 사용이 증가되어 왔

으며 최근에는 온실가스의 배출로 인한 환경문제와 원유가

격의 잦은 변화로 경제적인 문제를 일으키고 있다 [1-3]. 전

세계적으로 화석 연료를 주요 에너지로 약 80.3% 이상 사용

하고 있고 그 양의 50% 이상을 수송용 연료로 사용하고 있

다 [2]. 이러한 상황은 화석연료를 수입에 의존하는 국가에

상당히 부담이 되고 있어서 이에 따라 화석연료를 대체할 수

있는 신재생 에너지의 필요성이 증가하고 있다. 특히 휘발유

를 대체 할 수 있는 수송용 바이오 연료로 바이오에탄올과

바이오부탄올의 필요성이 크게 높아지고 있으며 [3], 바이오

연료를 생산하기 위해 셀룰로오즈계 바이오매스는 신재생

에너지의 풍부한 재생 가능한 자원으로 언급된다 [4].

최근 바이오 연료로 관심을 끌어오고 있는 바이오부탄올

의 생산은 미생물 발효를 이용하여 1861년 파스퇴르에 의해

처음 보고되었고 [5], 현재까지 미생물을 이용한 바이오부탄

올 생산에 관한 여러 연구들이 진행되고 있다 [6-10]. 바이오

부탄올은 바이오에탄올보다 화학적, 물리적인 특성이 수송

연료로 사용하기에 더 적합하다. 연료로 사용하는데 적합한

바이오부탄올의 장점은 낮은 증기압과 더 높은 발화점을 가

지는 등 다양하며 [11] 바이오부탄올을 생산하는 대표적인

미생물은 Clostridium acetobutylicum이고 부산물로 아세톤

과 에탄올을 생산한다 [12]. 이외에도 바이오부탄올을 생산

하는 미생물에는 C. beijerinckii, C. saccharobutylicum, C. sac-

charoperbutylacetonicum 등이 있다 [6, 13-16].

부레옥잠은 수생식물로 주로 열대지역에서 서식하며 부레

옥잠의 원산지는 남아메리카 아마존이지만 현재는 전 세계

에 분포되어 산야 및 습지에서 서식하고 7~9월에 개화한다
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[17]. 부레옥잠은 우수한 수질 정화능력이 있다 [18]. 한편 부

레옥잠은 가축의 사료, 유기질 비료, 바이오매스 원료물질

등으로 활용할 수 있다 [19]. 부레옥잠은 질소원, 탄소원, 조

단백질, 조섬유질, NDF (neutral detergent fiber), ADF (acid

detergent fiber) 이외에 여러 영양 염류들이 함유되어 있으며

[20], 빠른 성장으로 풍부한 자원을 확보할 수 있고, 저렴한

원가로 에너지 생산을 위한 바이오매스 원료 물질로 사용할

수 있다. 부레옥잠을 바이오매스로 이용하여 에너지를 생산

하기 위한 연구도 여러 나라에서 진행되고 있다 [21-26]. 본

연구에서는 부레옥잠은 C. beijerinckii의 바이오부탄올 생산

을 위한 바이오매스 원료 물질로 사용하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 전처리

본 연구에 사용된 부레옥잠은 경기도 용인시에 위치한 신갈

저수지에서 확보하였다. 확보한 부레옥잠의 줄기는 불순물

제거를 위해 물로 세척하였다. 세척한 부레옥잠의 줄기는

105oC에서 건조하였다. 건조한 부레옥잠은 일정 크기의 분

말 입자를 얻기 위해 체 (USA standard testing sieve no. 30)를

이용해 600 µm 이하의 크기로 만들었다.

부레옥잠 배지의 이용가능성을 알아보기 위해 성분 분석

을 하였다. 1 g의 분말 부레옥잠과 72% (w/w) 황산 (H2SO4)

수용액 10 g을 함께 30oC에서 2 시간 동안 반응을 하였다. 반

응물은 황산의 농도를 4% (w/v)가 되도록 증류수로 희석하

고 120oC에서 1시간 동안 후 고체와 액체 상으로 분리하였다.

액체 상은 pH 5~6으로 만들기 위해 탄산칼슘 (CaCO3)을 이

용하였다. 중화 시킨 용액은 당 성분과 양을 분석하기 위해

HPLC (Younglin, Anyang, Korea)로 분석하였다. 고체 상은

무게 측정을 위해서 105oC 드라이 오븐 (dry oven)에서 건조

하였다. 건조된 샘플은 리그닌 (lignin)과 재 (ash)의 양을 계

산하기 위하여 550oC의 머플로 (muffle furnace)에서 4시간

가열하고 무게를 측정하였다.

60 g의 분말 부레옥잠은 전처리를 위해 7% (w/v) 수산화나

트륨 (NaOH) 수용액 1 L와 함께 100oC에서 2시간 동안 가수

분해 반응을 시켰다. 가수분해된 샘플에 30% (w/v) 황산 수

용액이 15배 희석되도록 황산을 넣어주고 상온에서 24시간

동안 반응을 하였다. 전저리 과정을 마친 반응물은 75 µm 크

기의 구멍을 가진 체 (USA standard testing sieve no. 200)를

이용해 수돗물로 세척을 하였다. 세척한 샘플은 동결건조하

고 30 mM 황산 수용액과 함께 멸균하였다. 멸균된 용액은

pH 5로 조절하고 당화를 위해 Celluclast 1.5L (Novozymes,

Franklinton, USA)와 Viscozyme (Novozymes, Franklinton,

USA)을 1:1 비율로 전체 부피의 1%가 되도록 첨가하였다.

당화 효소가 첨가된 반응물은 50oC 진탕 배양기에서 200

rpm으로 96시간 동안 당화 반응을 하였다. 당화 과정 후 반

응물은 배양 배지로 사용하기 위하여 100oC에서 10분 동안

가열하여 당화 효소를 불활성화하였다. 분리된 불활성화한

반응물 상등액은 1 g/L 효모 추출물 (yeast extract)을 첨가하

고 멸균하였다. 전처리와 당화 과정을 거친 부레옥잠은 접종

하기 전에 P2 mineral stock [27]을 1 mL 첨가하여 미생물 배

지로 사용하였다.

2.2. 배양

바이오부탄올 생산 균주는 C. beijerinckii NCIMB 8052

(ATCC 51743) 를 사용하였다. 전 배양을 위해 RCM (rein-

forced clostridial medium) 배지를 사용하였으며 조성은 포도

당 5 g/L, 효모 추출물 3 g/L, 쇠고기 추출물 (beef extract) 10

g/L, 트립톤 (tryptone) 5 g/L, 펩톤 (peptone) 5 g/L, 가용성 전

분 (soluble starch) 1 g/L, 시스테인 염산염 (cysteine hydro-

chloride) 0.5 g/L, 염화나트륨 (NaCl) 5 g/L, 아세트산나트륨

(sodium acetate) 3 g/L이다. 전 배양된 배양액을 부레옥잠 배

지의 5%가 되도록 접종하였고 혐기 조건 하에 37oC에서 배

양하였다. 본 배양 중에는 기질의 소모, 균주의 생장, pH, 바

이오부탄올의 생산 등을 측정하기 위하여 접종 후 6시간마

다 샘플링을 하였다. 바이오부탄올 생산성 비교를 위하여 사

용한 CAB 배지의 조성은 포도당 18 g/L, 효모 추출물 4 g/L,

트립톤 1 g/L, 인산수소이칼륨 (K2HPO4) 1.5 g/L, 인산이수소

칼륨 (KH2PO4) 1.5 g/L, 아스파라긴 (asparagine) 0.5 g/L, 황

산마그네슘 (MgSO47H2O) 0.1 g/L, 황산망간 (II) 1 수화물

(MnSO4H2O) 0.1 g/L, 황산철 (II) 7 수화물 (FeSO47H2O)

0.015 g/L, 염화나트륨 0.1 g/L이다. 바이오부탄올의 생산에

영향을 주는 인자를 알아보기 위해 본 배양 중에 무기물 (인

산수소이칼륨, 인산이수소칼륨, 황산마그네슘, 황산망간 (II)

1 수화물, 황산철 (II) 7 수화물, 염화나트륨)의 첨가, 수산화

나트륨의 첨가, 초기 pH의 조건을 조절하였다. P2 mineral

stock은 무기물 첨가에 따른 효과를 알아보기 위해 배양 0, 6,

12시간에 1 mL씩 0회, 1회, 2회, 3회 첨가하고 부탄올 농도가

최고값에 도달할 때까지 배양을 하였다. 3 M 수산화나트륨

수용액은 배양 중 pH 안정화에 대한 효과를 알아보기 위해

6, 12, 18시간에 100 µL씩 0회, 1회, 2회, 3회 첨가하고 부탄

올 농도가 최고값에 도달할 때까지 배양을 하였다. 초기 pH

는 pH 5.5, pH 6.0, pH 6.5, pH 7.0로 조절하여 배양을 하였다.

2.3. 탄산칼슘 비드를 이용한 완충 시스템

바이오부탄올 생산을 위한 본 배양에서 pH를 일정하게 유지

하기 위하여 탄산칼슘 비드 (CaCO3 bead)를 제조하였다 [28].

알긴산나트륨 (sodium alginate) 2% (w/v) 수용액에 탄산칼슘

을 15% 되도록 첨가하였다. 탄산칼슘이 혼합된 알긴산나트

륨 콜로이드액은 100 mM CaCl2 수용액에 떨어뜨려 직경이

약 2.1 mm인 비드 (bead)로 제조를 하였다. 제조된 탄산칼슘

비드는 증류수로 3회 세척하고 105oC 드라이오븐에서 6시간

건조한 후 멸균하여 사용하였다. 탄산칼슘 비드는 완충 효과

를 알아보기 위하여 10% (w/v) 이 되도록 배양액에 첨가하여

탄산칼슘 비드를 첨가하지 않은 배양액과 비교하였다. 배양

중에 균주의 생장속도가 최대로 유도될 수 있는 탄산칼슘 비

드의 회수 시간을 알아보기 위하여 배양액만을 배양 후 6,
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12, 18, 24시간에서 새로운 플라스크로 이동하고 탄산칼슘

비드는 첨가 양에 따른 완충 효과의 차이를 알아보기 위하여

배양액의 5%, 10%, 15%, 20% (w/v)가 되도록 첨가하고 배양

후 6시간에 회수를 하였다.

2.4. 분석

배양에서 OD (optical density)는 UV 가시분광광도법 (visible

spectrophotometer; UV-1601, Shimadzu, Tokyo, Japan)으로 측

정하였다. pH 값은 pH 측정기 (MP220, Mettler Toledo, Grei-

fensee, Switzerland)로 측정하였다. HPLC 분석은 배양액의

당, 유기산 (organic acid) 및 용제 (solvent)의 정량분석을 위

하여 사용하였다. HPLC 분석을 위한 샘플은 원심 분리한 상

등액을 사용하였다. 상등액은 분석에 불필요한 불순물을 제

거하기 위하여 0.2 µm RC-membrane syringe filter (Satorius,

Gottingen, Germany)로 거른 후에 사용하였다. HPLC는 HPLC

컬럼 (300 mm × 7.8 mm, 9 µm particle size; HPX-87H anion

exchange column, Bio-Rad, Hercules, USA)과 RI detector (RI

750F, Younglin, Anyang, Korea)를 함께 사용하였다. 완충제

(buffer)는 0.014 M 황산 수용액을 사용하고 유속은 0.6 mL/

min, 컬럼 온도는 40oC로 유지하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 부레옥잠 배지 사용을 위한 전처리

부레옥잠의 당 성분은 24% 셀룰로오스 (cellulose), 10% 자일

란 (xylan), 3% 아라비노오스 (arabinose)이었다. 24% 셀룰로

오스는 당화 과정을 거쳐 포도당이 될 수 있어서 미생물 배양

에서 탄소원으로 사용될 수 있다. 리그닌 (11%) 은 다른 리그

노셀룰로오스 (lignocellulose) 계열의 바이오매스보다 적은

양인 것을 알 수 있다. 부레옥잠의 배지 전처리과정에서 전

처리 전의 부레옥잠 시료로 환산하면 100 g/L 건조 중량 부

레옥잠당 약 18 g/L 포도당이 생성되었다 (data not shown).

3.2. 부레옥잠 배지에서의 바이오부탄올 생산

부레옥잠 배지에서의 바이오부탄올 생산의 효율성을 알아보

기 위하여 포도당 18 g/L의 CAB 배지에서의 바이오부탄올

생산과 함께 비교 실험을 진행하였다 (Fig. 1). 포도당 농도가

18 g/L인 부레옥잠 배지와 CAB 배지의 수율 (yield)은 각각

48시간과 36시간에서 0.238 g/g와 0.218 g/g이었고, 생산성

(productivity)은 각각 0.093 g/L/h와 0.110 g/L/h이었다. CAB

배지가 생산성 측면에서는 효과가 더 좋았지만 부레옥잠 배

지는 수율 측면에서 더 좋은 효과를 보였다.

미생물 생장에는 무기물이 필요하므로 바이오부탄올 생산

성에 무기물의 요구 및 공급 횟수에 따른 영향을 알아보기 위

하여 배양 중에 무기물을 추가적으로 공급하였다 (Fig. 2). 무

기물의 공급량이 증가할수록 균주의 생장이 가속화되었고,

이에 따라 포도당도 빠르게 소모되었다. 무기물을 0회, 1회, 2

회, 3회 공급하였을 때 바이오부탄올의 수율은 각각 0.223 g/

g, 0.252 g/g, 0.264 g/g, 0.272 g/g이었고, 생산성은 각각 0.066

g/L/h, 0.084 g/L/h, 0.114 g/L/h, 0.117 g/L/h이었다. 무기물 공

Fig. 1. Change in the concentration of acetone, butanol, and organic

acids during flask culture of C. beijerinckii on water hyacinth

medium (a) and on CAB medium (b) (  : Ethanol, : Ace-

tone, : Butanol, : Glucose, : Acetic acid, : Bu-

tyric acid, : OD, : pH).

Fig. 2. Effect of mineral addition on the production of butanol (Bu-

tanol - : no addition, : once, : twice, : three

times, Glucose - : no addition, : once, : twice,

: three times, OD - : no addition, : once, :

twice, : three times).
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급량의 증가는 수율과 생산성 측면에서 좋은 효과를 보였다.

바이오부탄올 생산을 위한 배양 중에 미생물의 생장은 유

기산의 생성으로 pH 변화가 발생하여 둔화되고 용제 (solv-

ent)의 생성이 유도된다. pH의 변화를 최소화하면서 용제 (sol-

vent)의 생성을 유도하기 위하여 배양 중에 수산화나트륨을

추가적으로 첨가하였다 (Fig. 3). 수산화나트륨을 1회 첨가하

였을 때 바이오부탄올의 수율은 0.278 g/g, 생산성은 0.147 g/

L/h이어서 첨가하지 않을 때 수율 (0.246 g/g), 생산성 (0.130

g/L/h)보다 증가하였으나 2회, 3회에서는 큰 차이가 없었다.

수산화나트륨을 첨가했을 때 수율과 생산성이 증가하였고

미생물의 생장 속도도 빨랐다.

부레옥잠 배지에서의 바이오부탄올 생산성에 배양 초기의

pH에 따른 영향을 알아보았다. 초기 pH가 pH 7.0일 때 바이

오부탄올의 생산이 가장 좋은 효과를 나타냈지만 pH 5.5는

제외한 pH 6.0~7.0 결과는 유사한 균주 성장과 바이오부탄올

생산을 나타냈다. 모든 초기의 pH 값은 배양 18시간 부근에

서 pH 4.5로 변화하는 것을 알 수 있다 (data not shown).

3.3. 탄산칼슘 비드를 이용한 완충 시스템

탄산칼슘은 배양에서 생성된 유기산과 반응하여 pH가 낮아

지는 것을 막아주는 역할을 한다. 탄산칼슘 알지네이트 비드

(CaCO3 alginate bead) 는 분말보다 취급이 용이하고 회수 및

재사용이 가능하여 경제성이 크며 배양 시 흡광도를 이용한

생장 정도를 측정할 수 있기 때문에 편리하다 [28].

바이오부탄올 발효에 있어서 pH의 영향을 보기 위하여 탄

산칼슘 알지네이트 비드를 pH의 급격한 변화를 막아주는 완

충제로 이용하였고 완충 효과를 알아보기 위하여 탄산칼슘

비드를 첨가하였다 (Fig. 4). 탄산칼슘 비드를 첨가하였을 때

바이오부탄올의 수율은 0.189 g/g, 생산성은 0.089 g/L/h이었

다. 탄산칼슘 비드를 첨가한 배양에서는 균주의 생장 속도는

첨가하지 않는 경우의 2배 이상 빠른 것을 확인하였다.

탄산칼슘 비드를 첨가하였을 경우 바이오부탄올 농도가

낮은 이유는 탄산칼슘 비드가 배양액의 pH를 지속적으로 안

정시키는 역할을 하여 산 발생 (acidogenesis)에서 용제 발생

(solventogenesis)으로 전환이 이루어지지 않은 결과이다 [29].

따라서 바이오부탄올 생산 균주가 충분이 생장할 수 있는 상

태 하에 탄산칼슘 비드를 회수하는 실험을 진행하였다 (Fig.

5). 탄산칼슘 비드를 배양 후 각 6, 12, 18, 24시간에서 회수하

였을 때 6시간 후 회수 실험에서 바이오부탄올의 수율은

0.249 g/g, 생산성은 0.152 g/L/h로 다른 회수 시간과 비교하

여 가장 좋은 효과를 보였다. 이 결과를 탄산칼슘 비드를 첨

가하지 않은 경우와 비교하면 바이오부탄올의 수율은 크게

차이가 없었지만 배양 시간이 크게 단축되어 생산성은 탄산

칼슘 비드를 첨가하지 않은 포도당 농도가 18 g/L인 부레옥

잠 배지의 결과보다 63% 이상 향상되었다.

Fig. 3. Effect of NaOH addition on the production of butanol (Bu-

tanol - : no addition, : once, : twice, : three

times, Glucose - : no addition, : once, : twice,

: three times, OD - : no addition, : once, :

twice, : three times).

Fig. 5. Effect of CaCO3 bead removal during cultivation on the pro-

duction of butanol (Butanol - : 6 h, : 12 h, : 18 h,

: 24 h, Glucose - : 6 h, : 12 h, : 18 h, : 24

h, OD - : 6 h, : 12 h, : 18 h, : 24 h).

Fig. 4. Change in the concentration of acetone, butanol, and organic

acids during cultivation of C. beijerinckii with CaCO3 bead (  :

Ethanol, : Acetone, : Butanol, : Glucose, :

Acetic acid, : Butyric acid, : OD, : pH).
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탄산칼슘 비드의 첨가량에 따른 바이오부탄올의 생산을

비교하기 위하여 각각 5%, 10%, 15%, 20% 탄산칼슘 비드를

첨가하여 배양을 진행하였다 (Fig. 6). 10% 탄산칼슘 비드를

첨가하였을 때 바이오부탄올의 수율은 0.247 g/g, 생산성은

0.153 g/L/h로 15% 및 20% 탄산칼슘 비드와 비교하여 가장

좋은 효과를 보였지만 큰 차이는 없었다.

4. CONCLUSION

목질계 바이오매스인 부레옥잠을 전처리 과정과 당화 과정

을 거쳐 부레옥잠 배지로 만들었고 C. beijerinckii NCIMB

8052의 바이오부탄올 생산으로 산업적 부탄올 생산 배지인

CAB와 비교하여 부레옥잠 배지의 이용가능성을 볼 수 있었

다. 부레옥잠 배지와 무기물 및 수산화나트륨 첨가는 바이오

부탄올의 수율과 생산성에 모두 좋은 효과를 보였다. 하지만

초기 pH는 바이오부탄올 생산에 큰 영향을 주지 않았다. 탄

산칼슘 알지네이트 비드를 부레옥잠 첨가하면 균주의 생장

속도는 증가하였지만 바이오부탄올의 생산 측면에서는 효

과가 좋지 않았다. 바이오부탄올 생산 균주의 생장 속도를

빠르게 유지하기 위해 배양 중에 탄산칼슘 비드를 회수 하였

고 바이오부탄올 생산성이 63% 이상 향상된 것을 볼 수 있

었다. 본 연구 결과들은 C. beijerinckii NCIMB 8052 균주를

이용한 바이오부탄올 생산에서 부레옥잠 배지가 생산용 배

지로 이용될 수 있는 가능성을 보여주었다.
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