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서 론

최근 화석연료의 고갈로 인한 불안정한 유류 가격과 이산

화탄소에 의한 환경 문제로 인해 신재생 자원으로 만든 바

이오연료의 개발이 각광받고 있다. 전통적으로 옥수수, 밀 그

리고 사탕수수를 사용하여 바이오연료를 만들어왔지만 원료

의 높은 가격과 식용작물이라는 점에서 적합하지 못한 바이

오매스였다. 따라서 대체 원료로서 짚과 나무 등 농업 폐기

물이 고려되었지만 lignocellulosic biomass의 특징인 리그닌

을 쉽게 분해하지 못한다는 단점을 아직도 해결하지 못하고

있는 실정이다[1]. 

해조류는 바이오에탄올, 바이오부탄올, 바이오디젤, 바이

오가스 및 바이오수소 등 바이오연료 생산을 위한 가장 유

망한 신재생 자원 중 하나이다. 해조류는 적은 경작지 사용,

빠른 성장률이라는 장점을 가지고 있다. 또한 높은 탄수화물

함량과 lignocellulosic biomass보다 훨씬 쉽게 단당으로 전

환된다[2, 3]. 해조류는 광합성을 통한 대기중의 이산화탄소

의 감소와 산소의 증가로 환경 문제도 해결할 수 있다[4]. 그

중 갈조류는 한국에서 대량 생산되고 있는 바이오매스이며

본 연구에 사용된 미역의 탄수화물 구성은 alginate,

laminaran, fucoidan 그리고 mannitol로 구성되어 있다[2].

이러한 다당류의 분해를 위해 초고온 열산 가수분해(hyper
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thermal acid hydrolysis)와 효소 당화(enzymatic saccharifi-

cation)를 진행하였다.

열산 가수분해 방식으로 전처리를 진행하면 5-hydroxy-

methylfurfural (HMF), levulinic acid 그리고 formic acid

와 같은 저해물질이 생성된다. 이러한 저해물질들은 균의 생

장을 저해하고 생산성을 감소시킨다. 이를 보완하기 위하여

온도를 높임으로써 열처리 시간을 감소시키는 초고온 전처

리 방식을 이용하였다[3].

부탄올은 높은 에너지 함량, 낮은 증기압과 부식성을 가졌

고 가솔린과 비슷한 특성을 지니고 있는 액체 연료이다[5].

부탄올은 Clostridium종을 사용한 혐기 조건에서 생산되며,

먼저 acetic acid와 butyric acid가 생성되고 난 이후 아세톤

과 부탄올, 에탄올이 생성된다[6]. Clostridium종은 5탄당과

6탄당과 같은 다양한 당을 이용해 아세톤, 부탄올, 에탄올을

생산한다[7, 8]. 따라서 본 연구에서는 해조류인 미역에서 초

고온 열산 가수분해와 효소 당화를 거쳐 당을 얻은 후,

Clostridium종 세 가지를 사용하여 아세톤, 부탄올, 에탄올

의 생산을 최대화하는 연구를 진행하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 및 균주
본 실험에서는 부탄올 생성을 위해 갈조류인 미역(U.

pinnatifida)을 사용하였다. 미역은 자연건조 후 분쇄기로 갈

아서 입자 크기가 355 μm (45 mesh) 이하의 분말을 사용하

였다. 구성성분 분석은 부경대학교 사료영양연구소에 의뢰하

여 AOAC 방법에 의해 분석을 실시하였다[9]. 배지는 PGY 배

지(3 g/l peptone, 20 g/l glucose, 1 g/l yeast extract 그리고

cysteine 0.15 g/l)를 사용하였고 N2 incubator에서 120 rpm,

37℃로 24시간동안 배양한 Clostridium acetobutylicum

KCTC 1724, Clostridium beijerinckii KCTC 1785와

Clostridium tyrobutyricum KCTC 5387을 사용하였다.

초고온 열산 가수분해와 효소당화
해조류의 농도 범위는 6−14% (w/v)로 하였고, 황산의 농

도 범위는 90−450 mM로 설정, 열처리 시간은 160℃에서

2.5−10분간 처리하였다. 온도는 140−200℃까지 진행하여 초

고온 열산 가수분해를 수행하였다. 초고온 열산 가수분해의

효율(Ep, %)은 식 (1)로 나타낼 수 있다.

Ep (%) = (1)

여기서 ΔSmono는 가수분해시 생성되는 단당의 농도(g/l)이며,

TC는 U. pinnatifida의 총 탄수화물 함량(g/l)이다[3].

효소당화를 위해 전처리 후 10 N NaOH를 이용하여 pH

5.0로 중화하였다. 효소당화는 Viscozyme L (121 β-glucanase

unit/ml; Novozymes, Denmark)과 Celluclast 1.5 L (854

endo-glucanase unit/ml; Novozymes, Bagsvaerd, Denmark),

Ultraflo Max (700 endo-glucanase unit/ml; Novozymes,

Denmark)를 16 U/ml로 희석하여 단일 혹은 혼합하여 50℃

에서 48 시간 동안 반응시켰다. 또한 세 가지 효소 중 최적

이라 판단되는 효소를 선택하여 효소의 최적 농도를 4, 8, 12,

16 U/ml로 처리하여 확인하였다. Cellulase와 β-glucosidase

의 효소활성은 Mandels 등[10] 및 Kubicek [11]의 방법에

의해 분석을 실시하였다.

아세톤, 부탄올, 에탄올 발효 
미역 가수분해 산물을 사용하여 120 ml serum bottle에

working volume 70 ml로 하여 N2 incubator에서 120 rpm,

37℃로 8일 동안 발효를 진행하였다. 종배양 배지는 120 ml

serum bottle에 working volume 70 ml으로 PGY medium

(3 g/l peptone, 20 g/l glucose, 1 g/l yeast extract 그리고

cysteine 0.15 g/l)을 사용하여 24시간 동안 C. acetobutylicum

KCTC 1724, C. beijerinckii KCTC 1785, C. tyrobutyricum

KCTC 5387 균을 배양한다. 고농도의 당에서 순치한 균은

당 흡수율을 증가시켜 아세톤, 부탄올, 에탄올의 생산을 증

가시킨다고 보고되어 있다[12]. 따라서 1차 종 배양된 C.

acetobutylicum KCTC 1724, C. beijerinckii KCTC 1785,

C. tyrobutyricum KCTC 5387 균을 고농도의 mannitol을

첨가한 PMY medium (3 g/l peptone, 60 g/l mannitol, 1 g/l

yeast extract 그리고 cysteine 0.15 g/l)에 24시간 동안 2차

종배양을 한다. 2차 종배양된 C. acetobutylicum KCTC

1724, C. beijerinckii KCTC 1785, C. tyrobutyricum KCTC

5387 균을 발효영양분을 첨가한 미역 가수분해 산물에 7 ml

를 접종하여 발효를 진행하였다. 발효 첨가 영양분으로 YPC

(84 g/l yeast extract, 140 g/l peptone, cysteine 4.2 g/l)

2.4 ml, 140 g/l ammonium acetate 1 ml, 140 g/l MgSO4

0.5 ml, 140 g/l KH2PO4 0.5 ml, 140 g/l K2HPO4 0.5 ml를

미역 가수분해 산물에 첨가하였다. 발효 도중 pH를 일정하

게 유지하기 위해 HCl과 NaOH를 첨가하였다.

다양한 단당 및 아세톤, 부탄올, 에탄올 함량 분석을 위해

시료를 14,240 ×g에서 20분동안 원심분리를 한 후 상층액

을 HPLC (Agilent 1100 Series, Agilent, USA)와 gas

chromatography (YL 6100, YoungLin, Korea)를 이용하여

분석하였다. 아세톤, 부탄올, 에탄올 수율(YABE, g/g)은 식 (2)

로 나타낼 수 있다. 

YABE (g/g) = (2)

여기서 [ABE]는 발효로 생산되는 아세톤, 부탄올, 에탄올의

S
mono

Δ

TC
------------------ 100×

ABE[ ]

monosaccharide[ ]
------------------------------------------------
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최대 농도(g/l)이며, [monosaccharide]는 발효 초기 단당

(glucose + mannitol)의 농도(g/l)이다. 

분석방법 
단당인 glucose와 mannitol, 저해물질인 5-hydroxymethyl-

furfural (HMF), levulinic acid 그리고 formic acid의 양 측

정은 HPLC (Agilent 1100 Series, Agilent, USA)와 RID

(refractive index detector)를 이용하였다. 컬럼은 Biorad

Aminex HPX-87H column (300.0 × 7.8 mm)를 사용하여 온

도 65℃, 이동상 5 mM 황산, 유속 0.6 ml/min로 하여 각 시

료를 35분간 분석하였다[2]. 아세톤, 부탄올, 에탄올, acetic

acid, butyric acid는 gas chromatography (YL 6100,

YoungLin, Korea)와 FID (flame ionization detector)를 이

용하였다. 컬럼은 silica capillary column HP-INNOWAX

(30 m × 0.32 mm × 0.5 μm, Agilent Technologies, USA)를 이

용하여 분석하였다[10]. 통계학적인 분석방법 (SPSS, USA)

으로 일원분산분석(one way analysis of variance, ANOVA)

의 post-processing인 Duncan’s multiple range test를 이용하

여 각 group간의 유의적인 차이를 분석하였다(p < 0.05). 

결과 및 고찰

미역의 성분 분석 
미역의 구성성분을 AOAC 방법으로 분석한 결과 48.5% 탄

수화물, 3.5% 섬유, 18.2% 단백질, 1.8% 지방, 28.0% 회분으

로 구성되어 있다. 

초고온 열산 가수분해
미역에서 아세톤, 부탄올, 에탄올 발효를 위한 단당을 생

산하기 위해 one factor at a time 방법으로 초고온 열산 가

수분해를 수행하였다. Fig. 1은 6−14%의 미역분말, 90−

450 mM의 황산, 2.5분에서 10분까지의 열처리 시간, 그리

고 140−200℃까지의 온도에 대한 결과를 나타냈다.

Fig. 1A는 다양한 미역분말 농도에 따른 초고온 열산 가

수분해 결과이며, 온도는 160℃, 황산 농도는 180 mM, 열처

리 시간은 10분으로 고정하여 실험을 진행하였다. 슬러리 농

도가 증가할수록 가수분해되는 단당과 저해물질의 농도도

증가하는 경향을 나타냈다. 하지만 10%에서 초고온 열산 가

수분해 효율(Ep)이 32.8%로 가장 높게 나타났으며 농도가

Fig. 1. Effect of optimal conditions of HT acid hydrolysis on the degradation of inhibitory compounds and monosaccharides :
(A) slurry contents, (B) H2SO4 concentration, (C) thermal hydrolysis time, (D) reaction temperature. Control group of thermal acid
hydrolysis was carried out with 10% (w/v) slurry content, 270 mM H2SO4, at 121℃ for 60 min.
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높아질수록 효율이 떨어짐을 확인하였다.

Fig. 1B는 슬러리 농도 10%, 온도는 160℃, 열처리 시간

은 10분으로 고정하고 황산 농도를 90−450 mM로 처리한 결

과이다. Mannitol의 양은 모든 황산 농도에서 비슷한 수치

를 나타냈으나 황산 농도가 270 mM일 때, 가장 많은 glucose

양이 생성됨을 확인하였다. 그에 따른 초고온 열산 가수분해

효율(Ep)도 34.7%로 가장 높음을 확인할 수 있다. 

Fig. 1C는 슬러리 농도 10%, 황산 농도 270 mM, 온도는

160℃로 고정한 후 열처리 시간을 다르게 하여 수행한 결과

이다. Glucose의 농도는 모두 비슷하게 나타났지만 7.5분에

서 mannitol의 농도가 가장 높게 나타났고 그에 따른 초고

온 열산 가수분해 효율(Ep)도 37.2%로 가장 높게 나타났다. 

Fig. 1D는 슬러리 농도 10%, 황산 농도 270 mM, 열처리

시간 7.5분으로 고정한 후 온도를 140−200℃로 수행하였다.

160℃를 기점으로 온도가 높아질수록 저해물질이 증가하고

당이 감소하는 것을 확인하였다. 초고온 열산 가수분해 효율

(Ep)도 160℃에서 37.2%로 가장 높으며 그 전후로는 감소하

였다. 비교를 위해 control로 열산 가수분해인 121℃에서

60분동안 반응시켰다, control은 초고온 열산 가수분해에 비

해 생성되는 당은 적고, 저해물질은 많이 생성됨을 확인하였

다. 따라서 이번 연구에서는 온도를 올림으로써 열처리 시간

을 줄일 수 있고 그에 따라 저해물질의 농도가 낮게 나타나

며 그에 비해 생성되는 당의 농도는 초고온 열산 가수분해

가 더 많음을 확인하였다.

효소 당화
초고온 전처리를 최적 조건으로 실시한 후 10 N NaOH를

이용하여 pH 5.0으로 중화한 뒤 효소 당화를 실시하였다. 효

소는 Viscozyme L과 Celluclast 1.5 L, Ultraflo Max를

16 unit/ml로 희석해서 사용하였다. Fig. 2A는 단일 효소와

복합 효소를 사용하여 가수 분해를 실시하였으며 50℃에서

72시간 동안 당화를 진행한 결과, 48시간 이후는 당이 증가

하지 않음을 확인하여 48시간의 효소 당화 효과를 나타냈

다. 그 결과, Viscozyme L (β-glucanase, Novozymes)을 단

일로 사용했을 때, 23.9 g/l로 가장 높은 수치를 나타냈다. 이

는 다른 두 효소인 Celluclast 1.5 L (endo-glucanase,

Novozymes)와 Ultraflo Max (endo-glucanase, Novozymes)의

효과가 Viscozyme L (β-glucanase, Novozymes)보다 떨어짐

을 알 수 있다. 이후, Fig. 2B와 같이 효소의 유닛을 4, 8, 12,

16 unit/ml로 각각 다르게 하여 pH 5.0.에서 50℃로 48시

간동안 효소 당화를 진행한 결과, 12 unit/ml에서 25.1 g/l로

16 unit/ml보다 더 많은 당을 얻었다. 최종적으로 효소 당화

의 최적 조건으로는 12 unit/ml의 Viscozyme L을 사용하는

것으로 확립하였다.

Clostridium sp.를 이용한 아세톤, 부탄올, 에탄올 발효
발효는 10% (w/v) 미역 가수분해 산물과 wild type의

Clostridium acetobutylicum KCTC 1724과 Clostridium

beijerinckii KCTC 1785, Clostridium tyrobutyricum KCTC

5387 균주를 이용하여 working volume 70 ml으로 120 rpm,

37℃로 8일 동안 수행하였다. 세 균주 모두 OD600 = 1.0일 때

건조 균체량은 0.70 g dcw/l로 나타났다. Table 1은 순치 하

지 않은 (wild type) 세 균주의 발효를 진행할 때, pH 5.0,

5.5, 6.0, 6.5, 7.0으로 각각 고정하여 발효하였고, 초기

glucose농도는 17.57 g/l, mannitol 농도는 6.57 g/l이다. 세

균주의 최적 pH에 대한 발효 결과 최적 pH가 세 균 모두 다

르게 나타났다(data not shown). C. acetobutylicum KCTC

1724는 pH 5.0에서 가장 많은 아세톤, 부탄올, 에탄올(ABE)

이 생성되었고, C. beijerinckii KCTC 1785는 pH 5.5, C.

tyrobutyricum KCTC 5387은 pH 6.0으로 나타났다. 균체수

Fig. 2. Effects of single and mixed enzyme of Celluclast 1.5L, Viscozyme L, Ultraflo Max treatments (A) and dosage of Viscozyme
L (B) on monosaccharide concentration of U. pinnatifida hydrolysate at 10% (w/v) slurry after HT acid hydrolysis at pH
5.0, 45℃ for 48 h. The initial monosugar was 18 g/l after HT acid hydrolysis.
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도 다르게 나타났는데 단당의 소비에 있어서는 glucose는 모

두 소비하지만 mannitol의 경우 C. acetobutylicum KCTC

1724은 2.1 g/l 정도의 소량만 소비하였고 C. beijerinckii

KCTC 1785는 아예 소비하지 못하였다. 그에 비해 C.

tyrobutyricum KCTC 5387은 모두 소비하는 것을 알 수 있

었다. 단당의 소비에 따라 균체수도 C. tyrobutyricum KCTC

5387이 3.42로 가장 많았고 이어 C. acetobutylicum KCTC

1724이 2.72, C. beijerinckii KCTC 1785가 1.98로 가장 작

았다. 생산된 아세톤, 부탄올, 에탄올(ABE)의 경우 C.

tyrobutyricum KCTC 5387가 당을 모두 소비하고 균체수도

가장 많지만 ABE가 1.82 g/l로 가장 낮은 값을 나타냈다. 반

면 C. acetobutylicum KCTC 1724은 mannitol을 거의 섭취

하지 못해 균체수가 상대적으로 작았지만 ABE는 5.72 g/l로

가장 높은 값을 나타냈다. 이는 아세톤, 부탄올, 에탄올과 같

은 solvent products와 acetic acid, butyric acid와 같은

acid products의 생산이 pH 5.1을 기점으로 pH가 높으면

acid products가 생산되고 pH가 낮으면 solvent products가

생산된다는 보고와 일치되는 것을 알 수 있었다[13]. 따라서

본 연구에서는 pH 5.0에서 가장 많은 ABE를 생성한 C.

acetobutylicum KCTC 1724을 선택하여 ABE 발효를 진행

하였다.

순치 하지 않은 wild type C. acetobutylicum KCTC

1724의 발효 과정을 확인하기 위해 시간별로 진행되는 단당

(glucose, mannitol)과 균체수(OD600), pH, solvent products,

그리고 acid products를 Fig. 3에 나타냈다. Fig. 3A에 나타

낸 바와 같이 단당은 glucose가 4일만에 모두 소비되었고

mannitol의 경우에는 거의 소비되지 않음을 확인하였다. 그

에 따른 OD600 값도 3일차에 2.72로 더 이상 증가하지 않았

다. pH는 5.0으로 유지하기 위해 NaOH와 HCl을 사용하였

다. 그에 따라 생성된 결과로 Fig. 3B에 나타낸 바와 같이

solvent products는 아세톤이 1.21 g/l, 부탄올이 3.17 g/l, 에

탄올이 1.34 g/l였고, acid products의 경우 acetic acid는

0.04 g/l로 매우 소량이 생성되었고 butyric acid도 0.32 g/l

로 적은 양이 생성되었다. 아세톤, 부탄올, 에탄올의 수율을

계산했을 때, YABE 값이 0.24로 나타났다.

Fig. 4는 mannitol을 모두 소비하지 못하는 단점을 해결

하기 위해 고농도의 mannitol 60 g/l를 첨가한 배지(PMY)에

서 순치를 한 C. acetobutylicum KCTC 1724을 이용하여 발

Table 1. Summary of acetone, butanol, ethanol production by non-adapted C. acetobutylicum KCTC 1724, C. beijerinckii KCTC
1785 and C. tyrobutyricum KCTC 5387 using U. pinnatifida hydrolysate.

Factor Control C. acetobutylicum C. beijerinckii C. tyrobutyricum
pH 5.0−7.0 5.0 5.5 6.0
OD600 0.25 2.72 ± 0.31 1.98 ± 0.15 3.42 ± 0.23
Glucose (g/l) 17.57 0 0 0
Mannitol (g/l) 6.57 4.47 ± 0.78 6.57 ± 0.63 0
Acetone (g/l) 0 1.21 ± 0.29 0.68 ± 0.06 0.54 ± 0.11
Butanol (g/l) 0 3.17 ± 0.42 0.37 ± 0.05 0.18 ± 0.06
Ethanol (g/l) 0 1.34 ± 0.32 1.52 ± 0.48 1.10 ± 0.21
Acetic acid (g/l) 0 0.04 ± 0.06 0.76 ± 0.12 1.19 ± 0.17
Butyric acid (g/l) 0 0.32 ± 0.08 1.21 ± 0.52 9.08 ± 0.32

Fig. 3. Acetone, butanol, ethanol production by non-adapted C. acetobutylicum KCTC 1724 with 10% (w/v) U. pinnatifida hydro-
lysates at 37℃, 120 rpm for 8 days with pH controlled fermentation.
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효를 진행한 결과이다. Glucose, mannitol 모두 4일차에 소

비되는 것을 확인하였고 그에 따라 OD600 값도 5일차에 5.12

를 나타내며 순치하지 않은 균을 사용했을 때보다 약 1.9배

증가하였다. pH는 5.0으로 유지하여 생성물의 양을 확인하

였다. 그 결과, acetic acid는 0.04 g/l로 변함이 없었으며,

butyric acid는 0.46 g/l, 아세톤은 0.99 g/l로 순치하지 않은

균을 사용했을 때와 크게 다르지 않았다. 하지만 부탄올은

5.62 g/l, 에탄올은 2.44 g/l로 순치를 하지 않았을 때보다 각

각 2.45 g/l, 1.10 g/l가 증가한 것을 알 수 있었다. 수율을 계

산했을 때, YABE 값이 0.37로 0.13만큼 증가하였다.

요 약

본 연구에서는 미역을 이용하여 초고온 열산 가수분해, 효

소 당화, 발효과정을 거쳐 아세톤, 부탄올, 에탄올을 생성하

는 실험에 대해 진행하였다. 초고온 열산 가수분해에서의 최

적 조건은 10%의 slurry, 270 mM의 황산, 160℃에서의

7.5분이었다. 초고온 열산 가수분해는 열처리 시간을 줄이고

적은 농도의 황산을 사용해도 더 많은 당과 적은 저해물질

을 생성해 낸다는 장점이 있다. 효소 당화에서는 Viscozyme

L (β-glucanase, Novozymes)을 12 unit/ml으로 처리하는 것

이 25.1 g/l로 가장 많은 단당을 생성했다. 발효에서는 C.

acetobutylicum KCTC 1724이 비교적 낮은 pH 5.0에서 많

은 아세톤, 부탄올, 에탄올을 생성하는 장점이 있었지만

mannitol을 모두 소비하지 못하는 단점이 있어 고농도의

mannitol 배지에 순치한 C. acetobutylicum KCTC 1724을

사용하여 발효를 진행하였다. 그 결과, 아세톤, 부탄올, 에탄

올이 각각 0.99 g/l, 5.62 g/l, 2.44 g/l로 순치하지 않은 C.

acetobutylicum KCTC 1724를 이용해 발효했을 때 보다 부

탄올은 2.45 g/l, 에탄올은 1.10 g/l 증가했으며 수율(YABE)은

0.24에서 0.37로 증가했다. 
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