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Abstract: Lactic acid fermentations were conducted using

water hyacinth. It is known that the pretreatment and enzyme

hydrolysis process optimize the potential of water hyacinth.

Lactic acid produced by using lactic acid bacteria. All cells

were grown at 37oC and initial pH 5.5. Lactic acid production

was measured by HPLC. All Lactobacillus strains could pro-

duce lactic acid from pretreated water hyacinth. The highest

lactic acid was achieved when lactic acid fermentation was

carried out by L. delbrueckii for D-form and L. helveticus for

L-form lactic acid production. The lactic acid concentration

was 10.70 g/L by L. delbrueckii and it converted glucose in

the medium to lactic acid, almost perfectly. Lactic acid pro-

duction became higher when fermentation was carried out at a

controlled pH 5.5. Lactic acid yield and productivity were

0.52 g/g and 0.19 g/L/h for L. helveticus, while L. delbrueckii

was 0.64 g/g and 0.27 g/L/h. This study showed that water

hyacinth medium could be alternative medium which can rep-

lace the complex and expensive medium for growing Lacto-

bacillus strains in production of lactic acid.

Keywords: Water hyacinth, Lactic acid, Alternative medium,

Lactobacillus

1. INTRODUCTION

젖산은 산업적으로 중요한 물질이며 섬유 산업에서 첨가제

와 기초화학물질로 사용이 되고 있으며 [1], 식품 산업에서

젖산은 식품 보존 및 맛을 위한 첨가제의 목적으로 사용이 되

고 있다. 식품 산업의 젖산 소비는 전체 젖산 사용량의 85%

에 이른다. 또한, 젖산을 이용해 생분해 특성을 지니고, 생체

적합성이 우수한 다중 구조를 생산하는 원료로 사용할 수 있

다. 미국에서는 이미 젖산을 사용한 다중 구조 (PLA, poly lac-

tic acid)를 이용한 생분해성 플라스틱을 제조하고 있다 [2].

다양한 용도로 젖산이 사용되면서, 세계적인 사용량이 2001

년 86,000톤에서 2010년 500,000톤으로 빠르게 증가하였다

[3]. 이러한 젖산 생산은 석탄, 석유 및 천연가스를 원료로 화

학적 생산을 하거나 탄수화물, 농작물과 산업 폐기물, 식물

체 바이오 매스를 이용해 생물학적 생산을 하고 있다.

생물학적으로 생산된 젖산은 L (+) - 혹은 D (−) - 형의 광학

이성질체로 나타난다 [4-6]. 생물학적 젖산 생산을 위한 효과

적인 방법들 중에 하나는 미생물의 일종인 Lactobacillus를 이

용한 발효이다. 젖산 생산 박테리아는 당류에서 젖산만을 생

산하는 정상 발효성 (homofermentative) 박테리아와 젖산 생

산을 포함하고 에탄올, 포름산염, 아세톤, 아세틱 산 등의 다

른 탄소화합물을 생성하는 혼합 발효성 (heterofermentative)

박테리아로 구분한다. 박테리아에서 생산되는 젖산은 영양

적 측면과 저장 수명의 장점을 지니고 있고 젖산 생산 박테리

아 (LAB, lactic acid bacteria)의 일종인 Lactobacillus는 오랜

기간 동안 발효 식품 산업에 적합한 균주로 이용되고 있다

[7,8].

부레옥잠 (water hyacinth, Eicchornia crassipes)은 탈수 건

조를 실행하였을 때 생물학적 변환을 위한 셀룰로스와 헤미

셀룰로스 당질 함량이 높은 수생 식물이다 [9]. 부레옥잠은
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수분 함량이 전체 부피의 93-95%를 차지할 정도로 많아 바

이오매스로 이용을 하기 전에 탈수 과정이 필요하지만 탈수

과정을 마친 부레옥잠은 휘발성 고형물로 측정되는 유기물

(volatile solids)이 총 부유물질 (TSs, total suspended solid)의

80-82%를 차지해 생물학적 변환을 위한 원료 물질이 풍부하

다. 부레옥잠의 바이오매스는 24% 셀룰로스, 10% 자일란,

11% 리그닌 및 그 밖의 물질로 이루어져있다. 연구된 결과에

따라 주요 성분들의 양이 많은 차이를 보이지만, 셀룰로스와

헤미셀룰로스의 양이 풍부하고 리그닌의 양이 매우 적은 것

으로 보고된다 [10]. 또한 부레옥잠은 성장속도가 빠르고 수

질정화능력이 우수하다는 경제적인 사용에 대한 다양한 장

점을 가지고 있어 바이오매스로 활용될 때 이점이 많다 [11].

젖산을 이용한 PLA 생산에 있어서 물성 개선을 위하여 L-

젖산과 D-젖산의 혼합이 필요하며 이를 위하여 순도 높은 L-

젖산 및 D-젖산의 확보가 요구된다.  또한 젖산발효를 통한

젖산생산에 있어서 원료물질의 가격은 경제성에 크게 영향

을 미친다. 본 연구에서는 바이오매스로서 부레옥잠의 Lacto-

bacillus에 의한 L-젖산 및 D-젖산 생산을 위한 원료 물질로

사용 가능성을 확인하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 전처리

본 연구에 사용된 부레옥잠은 경기도 수원시 신갈 저수지에

서 확보하였다. 부레옥잠의 뿌리는 제거하고 줄기와 잎 부분

을 105oC에서 2일 동안 건조하였다. 건조한 부레옥잠은 분말

형태로 만들고, 일정한 분말 입자 크기 분류를 위하여 체

(USA Standard Testing Sieve no. 30)를 이용하여 0.6 mm 이

하의 크기로 만들었다. 바이오매스 전처리를 위해서 NaOH/

H2O2 수용액을 처리하는 알칼리/산화 전처리 (A/O pretreat-

ment) 방법을 사용하였다. 바이오매스를 7% (w/v) NaOH 수

용액과 함께 2시간 동안 100oC에서 가수분해 반응을 하고 가

수 분해된 샘플은 황산 용액을 넣어 황산의 최종 농도가 1%

(w/v)가 되게 하였다. 12시간 동안 반응을 하고 전처리 과정

을 마친 샘플은 75 mm 체를 이용해 세척하였다. 세척과정에

서 배수된 물의 pH가 7.0이 될 때까지 세척하였다. 세척을 마

친 샘플은 동결건조 과정을 거치고 Celluclast 1.5 L (Novozy-

mes, Franklinton, USA)와 Viscozyme 1.5 L (Novozymes, Fran-

klinton, USA)을 전체 부피의 1%의 양을 첨가한 후 96 시간

동안 50oC로 유지하였다. 위와 같은 과정의 전처리를 마친

부레옥잠 샘플을 고형분과 액상으로 나누었다. 액상 부분을

pH 5.5로 적정하고 미생물 배지로 사용하였다.

2.2. 젖산 생산 균주

젖산 생산 균주는 Lactobacillus를 사용하였다. 연구에 사용한

균주들은 Lactobacillus casei ATCC 393, L. crispatus KLB 46

[12], L. delbrueckii ATCC 9649, L. fermentum ATCC 23271, L.

helveticus ATCC 55163, L. paracasei KLB 58 [13], L. planta-

rum ATCC 14917, L reuteri ATCC 23272, L. rhamnosus ATCC

10864 이다. 모든 균주들은 37oC, MRS 배지에서 전 배양하였

다. 본 배양은 30 mL의 부레옥잠 배지를 포함한 유리 시험관

에서 이루어졌다. 배양 후 균주가 생산한 젖산을 정량 분석

하였고, L-젖산과 D-젖산을 가장 많이 생산하는 균주들을 선

정해 발효기에서 배양하였다.

2.3. 배양

L-젖산과 D-젖산을 많이 생산하는 두 균주들은 전처리 과정

을 마친 1 L의 부레옥잠 배지에서 회분식 배양 (batch fermen-

tation)을 진행하였다. 이 때 사용한 발효조의 부피는 2.5 L

(Kobiotech, Incheon, Korea)이다. 발효는 혐기 상태에서 이루

어졌으며 30 rpm의 교반 속도를 유지하였다. 젖산 생산에 적

합한 37oC, pH 5.5을 유지하였으며 배양은 젖산 농도의 증가

하지 않을 때까지 진행되었다.

2.4. 분석

포도당과 젖산 분석을 위하여 배양액을 0.2 µm RC-membrane

syringe filter (Satorious, Gottingen, Germany)로 거른 후에 사

용하였다. 포도당과 젖산 분석은 RI 검출기 (Younglin, An-

yang, Korea)를 장착한 Acme 9000 HPLC 시스템을 이용해

분석하였으며 분석에 사용한 컬럼은 Aminex HPX87H (Bio-

Rad, Hercules, USA)이다. 완충제 (buffer)는 5 mM 황산 용액

을 0.06 mL/min의 유속으로 사용하였다. 생산된 젖산의 이성

질체 분석을 위하여, ChiralpakR MA (+) (Daicel, Osaka, Jap-

an) 컬럼과 UV detector (Younglin, Anyang, Korea)를 장착한

HPLC 시스템을 이용하였다. 완충제는 2 mM 황산구리 (II)

무수물을 0.5 mL/min 유속으로 사용하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 부레옥잠 배지를 사용한 젖산 생산

젖산 생산 박테리아들은 부레옥잠 배지에 포함된 셀룰로스

로부터 Celluclast와 Viscozyme을 이용한 효소당화과정에서

얻어지는 포도당을 젖산으로 전환하였다. 배양을 시작하고

8시간 후, 지수기부터 젖산이 생산되는 것을 관찰할 수 있었

다. 정체기 동안에도 포도당을 소비와 함께 젖산 생산을 확

인 할 수 있었으며 사멸기에 이르러 젖산 생산량이 점차 낮

아지는 것을 관찰할 수 있었다 (data not shown). 이는 박테리

아가 포도당의 이화작용으로 새로운 원형질을 형성하는 것

과 동시에 신진대사 활동에 필요한 에너지를 얻는 과정에서

젖산을 생산하기 때문이다. 이와 같은 이유로, 젖산 생산 박

테리아의 생장은 당의 양이나 젖산의 생산 또는 다른 생장

요소의 고갈에 의하여 저해 받는다 [14]. Lactobacillus 균주

들의 젖산 생산량은 Table 1과 같다. 본 연구에서 이용한 9 종

의 Lactobacillus 균주는 모두 부레옥잠 배지에서 생장하였다.

젖산 생산과정에서 포도당 농도의 감소는 부레옥잠 전처리

및 당화 과정에서 셀룰로스로부터 얻어진 포도당이 젖산 생
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산을 위한 원료로써 사용되고 있다는 것을 보여준다. 젖산 생

산 효율이 가장 높은 균주는 L. delbrueckii이며 수율 (yield)은

0.54 g/g (젖산/바이오매스)이고 이 때, 포도당의 젖산 전환율

은 88%이다.

3.2. L-/ D- 젖산 생산

젖산 생산 균주들은 젖산의 이성질체인 L- /D- 젖산을 각각

다른 비율로 생산하고, 이 젖산의 생산 비율은 젖산 생산 균

주마다 다른 비율을 가진다 [15]. Otsuka 등의 젖산 형태에 따

른 분류에 따르면, 미생물에서 생산한 젖산은 L, LD, D의 세

가지 형태로 나눌 수 있다 [16]. 두 종류의 젖산, L-젖산과 D-

젖산은 물리화학적 성질이 다르기 때문에 서로 다른 분야에

서 폭넓게 사용이 되고 있으며 젖산을 효율적으로 활용하기

위하여 두 이성질체를 분리하는 과정이 요구된다.

실험에 사용한 균주들이 생산한 젖산의 농도를 Table 1에

나타내었다. 분석 결과, 두 이성질체 중에서 한 종류만 생산

하는 균주는 존재하지 않았다. 그러나 L-젖산이나 D-젖산을

주로 생산하는 균주가 관찰되었다. L. delbrueckii는 D-젖산

이 전체 젖산 생산의 87.2%를 차지하였으며, L. helveticus는

생산한 전체 젖산 중에 90%가 L-젖산으로 분석되었다. 두 균

주는 각각의 이성질체 형태에서 가장 높은 젖산을 생산하였

다. 균주들이 생산한 젖산 함량의 특징을 살펴보면 L. delbru-

eckii가 D (-) -젖산을 주요 생산하는 반면에, L. helveticus, L.

casei, L. rhamnosus는 L (+) -젖산을 주로 생산하였다. 다른

균주들은 두 종류의 젖산 생산량에 큰 차이가 없는 것을 알

수 있었다. Manome 등의 연구에서 L. delbrueckii에 의하여

생산된 109.7 mM의 젖산은 12.8%의 L (+) -젖산과 87.2%의

D (-) -젖산으로 구성되는 것을 보여주고 있다 [17]. 이러한 결

과는 본 연구에서 얻은 L. delbrueckii의 젖산 생산 결과와 비

슷한 수준인 것을 알 수 있다. 그러나 Hofvendahl 등의 연구

결과를 보면 같은 L. delbrueckii 균주도 아종 (subspecies)에

따라 같은 배지에 대한 젖산 생산 특성이 다른 것으로 나타

나 균주의 영향이 큰 것으로 나타났다 [18].

3.3. 회분식 배양

시험관 배양에서 젖산 발효시 L-젖산 농도가 높은 L. helveti-

cus와 D-젖산 농도가 높은 L. delbrueckii를 회분식 배양을 위

한 균주로 각각 선정하였다. 발효기에서 배양한 L. helveticus

와 L. delbrueckii의 포도당 및 젖산 농도 결과는 pH 조절을 할

경우 젖산 생산이 증가하였다 (Figs. 1, 2). L. delbrueckii는 pH

조절을 하지 않았을 때 0.54 g/g (젖산/바이오매스)을 생산하

였고 pH 조절을 하였을 때 0.64 g/g (젖산/바이오매스)으로

증가하였으며 생산성 (productivity)은 0.27 g/L/h 이었다. L.

helveticus 도 0.23 g/g (젖산/바이오매스)에서 0.52 g/g (젖산/

바이오매스)로 증가하였으며 생산성은 0.19 g/L/h이었다

(Table 1). 젖산 생산 농도의 차이로부터 발효기를 이용한 젖

산 생산에서 pH 유지가 중요한 요소임을 확인하였다. 젖산

생산에 의해 pH가 낮아지는 경우에는 균주 사멸이 일어나기

때문이다 [19]. 젖산 생산 박테리아에서 에너지 생산에 중요

한 점진적인 막 전위 pH가 젖산 축적에 의한 불활성화를 일

으키고 균주 사멸의 원인이 된다 [20].

회분식 발효 결과, 배양 초기 당 농도가 높았음에도 불구하

고 젖산 생산에는 영향을 미치지 않았다. 젖산 발효시 당근

기반 혼합물의 당이 높은 농도임에도 이용이 가능하였지만,

젖산 생산에는 영향을 미치지 않았다는 연구 결과가 보고되

었다 [21]. 이와 같은 결과로부터 젖산 생산은 발효에 사용되

는 당의 양보다 pH 조건에 많은 영향을 받는다는 것을 알 수

있다. L. helveticus와 L. delbrueckii는 부레옥잠 배지에서 성

장을 하였으며 젖산 생산시 포도당의 농도 감소로부터 젖산

생산을 위해 셀룰로스로부터 얻어지는 포도당을 효과적으로

사용하고 있는 것을 확인하였다.

발효기에서 배양 결과, L. helveticus의 농도는 11.32 g/L 그

리고 L. delbrueckii의 농도는 13.86 g/L으로 시험관 배양시 L.

helveticus의 농도 4.23 g/L 그리고 L. delbrueckii의 농도 9.99

g/L 보다 크게 증가하였다. L. helveticus에 의하여 생산된 L-

젖산과 L. delbrueckii에 의하여 생산된 D-젖산의 순도는 약

90% 정도로 높은 순도의 젖산이 얻어져 배양 과정에 이어지

는 분리정제공정의 부담을 줄일 수 있다.

L. helveticus를 이용한 젖산 생산 결과는 거의 없는데 비하

여 L. delbrueckii를 이용한 결과는 보고되었는데 Table 2에 여

러 연구에 사용된 배지와 함께 젖산 생산 수율을 비교하였다.

본 연구에서 얻어진 L. delbrueckii의 젖산 생산 수율은 밀가

Table 1. Production of lactic acid by Lactobacillus spp. on water hyacinth medium

Strains Yield (g lactic acid/g biomass) L-lactic acid (g/L) D-lactic acid (g/L) Culture type

L. crispatus 0.01 0.65 0.76

test tube

L. fermentum 0.19 2.30 1.42

L. casei 0.12 2.13 0.28

L. plantarum 0.18 1.53 1.99

L. helveticus 0.23 4.23 0.26

L. paracasei 0.51 5.51 4.42

L. delbrueckii 0.54 0.52 9.99

L. reuteri 0.25 2.44 2.43

L. rhamnosus 0.22 4.19 0.11

L. helveticus 0.52 11.32 1.43
fermenter

L. delbrueckii 0.64 1.76 13.86
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루 가수분해물 (wheat flour hydrolysate) 같은 가수분해가 용

이한 전분 (starch)을 주로 포함하거나 미생물이 이용하기 쉬

운 사탕수수 즙 (sugarcane juice)이나 당밀 (molasses)과 같은

당 (sugar)을 주로 포함한 바이오매스를 사용한 젖산 생산 보

다 다소 낮은 것으로 나타났다. 부레옥잠 추출물은 셀룰로스

와 헤미셀룰로스가 주로 포함된 바이오매스로 가용 탄소원

(carbon source)이 전분 및 당을 주로 포함한 바이오매스보다

적어 미생물의 젖산 전환율이 낮기 때문이다. 그러나 비교대

상에서 바이오매스로서 사료원으로도 사용 가능한 콩과 식

물인 자주개자리 추출물 (alfalfa extract)나 탈지 쌀겨 (defat-

ted rice bran)의 젖산 생산 연구 결과보다 높은 것을 확인할

수 있었다. Table 2의 다른 연구결과로부터 바이오매스에 효

모 추출물 (yeast extract), 펩톤 (peptone), 폴리 펩톤 (poly pep-

tone)과 같은 첨가물을 이용한 경우 젖산 생산에서 수율 향상

을 확인할 수 있었다. 부레옥잠배지에 효모 추출물과 같은 첨

가물을 이용할 경우 수율 향상이 가능하다. 본 연구 결과는

부레옥잠 추출물이 Lactobacillus를 이용하여 젖산 생산을 위

한 생산 배지로 사용될 수 있음을 보여준다.

4. CONCLUSION

본 연구에서 부레옥잠 배지를 이용하여 여러 Lactobacillus 균

주를 배양하여 젖산 생산을 비교하였다. 실험 결과로 L-젖산

생산 농도와 비율이 가장 높은 균주는 L. helveticus이었고, D-

젖산 생산이 가장 높은 균주는 L. delbrueckii이었다. 높은 젖

산 생산량을 위해서는 균주의 성장과 함께 배지의 pH가 중

요한 요소였다. 발효기 배양에서 L. helveticus 는 11.32 g/L의

L-젖산을 그리고 L. delbrueckii는 13.86 g/L의 D-젖산을 약

90% 비율로 각각 생산하였다. 부레옥잠의 전처리 후 당화 과

정에서 발효에 필요한 당이 얻어지고 젖산 생산에 원료 물질

로 사용되어 부레옥잠을 이용한 배지가 Lactobacillus의 성장

및 젖산 생산에 필요한 조성을 지닌 것으로 보여진다. 본 연

구결과는 수질정화효과가 우수하고 성장속도가 빠른 부레옥

Fig. 1. Batch fermentation of L. helveticus (■: Dry cell weight (g/

L), ●: Glucose concentration (g/L), ▲: Lactic acid concentration
(g/L)).

Fig. 2. Batch fermentation of L. delbrueckii (■: Dry cell weight (g/

L), ●: Glucose concentration (g/L), ▲: Lactic acid concentration
(g/L)).

Table 2. Summary of lactic acid production by L. delbrueckii grown on various sources

Strains Biomass
Lactic acid

Reference
Yield (g/g) Type (L, LD, D)

L. delbrueckii subsp. Bulgaricus
wheat flour hydrolyzate 0.11

L

[18]
wheat flour hydrolysate + yeast extract 0.18

L. delbrueckii subsp. Delbrueckii
wheat flour hydrolyzate 0.82

L
wheat flour hydrolysate + yeast extract 0.91

L. delbrueckii NRRL B-445
molasses 0.81

LD [22]
molasses + yeast extract + peptone 0.70

L. delbrueckii Uc-3 Molasses 0.87 L [23]

L. delbrueckii
alfalfa extract 0.55

LD [24]
alfalfa extract + yeast extract + polypeptone 0.58

L. delbrueckii IFO 3202   defatted rice bran 0.28 D [25]

L. delbrueckii Uc-3 cellobiose + cellotriose 0.90 L [26]

L. delbrueckii sugarcane juice 0.95 D [27]
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잠을 바이오매스로 생산된 배지가 젖산 생산을 위하여 활용

될 수 있는 가능성을 보여준다.
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