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국문초록

주요 온실가스 감축에 대한 교토의정서가 채택됨에 따라 모든

국가의 온실가스 감축이 현실화되고 있는 가운데,우리나라도

2020년 배출전망치 대비 30%를 감축하기로 목표를 설정하고 국가

CCS(CarbonDioxideCaptureandSequestration)종합 추진계획

을 발표하였다.CCS는 이산화탄소 (CO2)의 포집 및 처리 기술로,

최근 산업공단 등에서 CCS사업의 일환으로 포집된 CO2의 친환

경적 처리와 재생 가능한 고부가가치 자원으로의 전환에 관한 연

구가 많이 이루어지고 있다.바이오기술을 활용한 CO2의 PHA로의

전환은 CO2를 유용물질로 전환하는 생물학적 전환이용 기술로써

이용될 수 있다.

본 연구에서는 CO2를 이용하여 PHA를 생산함에 있어 주요

기질로 사용되는 CO2농도가 미치는 영향을 살펴보고자,수소산화

균인 Cupriavidusnecator를 이용하여 PHA합성 실험을 수행하였

다.CO2농도를 각각 1,3,10,20%로 변화시키며 미생물의 성장과

P(3HB)의 축적 양상을 관찰하였고,그 결과로 최적 이산화탄소 농

도를 도출하였다.2단계로 이루어진 배양 실험의 첫 번째는 미생

물 성장을 목적으로 했고,미생물 개체수의 증가는 CO2농도와 관

계없이 일정했지만,미생물 내 축적된 P(3HB)의 양은 CO2농도가

높아질수록 감소하였다.두 번째는 P(3HB)축적 단계로 합성된

P(3HB)의 양은 3% CO2에서 가장 많았고,첫 번째,두 번째 단계

에서 축적된 총 P(3HB)의 양은 1% CO2에서 가장 많았다.하지만

1,3% 사이의 차이가 크지 않았고,10,20%로 농도가 올라가야 저

해 현상이 뚜렷이 나타났다.이를 통해 고농도의 CO2를 사용할 경

우 P(3HB)의 합성에 저해 현상이 일어날 수 있음을 확인하였다.
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보조기질로 사용한 발레르산이 PHA의 합성에 미치는 영향을

확인하고자 발레르산을 0.05,0.075,0.1,0.2% (v/v)의 농도로 변화

시켜 주입하며 PHA 축적 실험을 수행하였다.실험 결과,CO2에

의해 3HB가 합성되고 발레르산에 의해 3HV가 합성되어

P(3HB-co-3HV)의 공중합체가 생성되었다.3HV의 경우 발레르산

농도가 0.1% 이하에서는 합성에 저해를 받지 않고,농도가 증가함

에 따라 합성량도 증가하였지만,3HV 수율은 농도가 낮을수록 더

높았다.3HB역시 발레르산 농도에 영향을 받아,발레르산 농도가

0.05% 이상일 때 축적에 저해를 받았다.최종적으로 합성된

P(3HB-co-3HV)의 3HV 함량은 0.05,0.075,0.1,0.2%에서 각각

17,21,33,46mol%였다.이를 종합해 볼 때,P(3HB-co-3HV)의

축적을 위한 발레르산의 주입 농도는 0.05% 이하가 적절하고,더

높은 3HV함량을 얻기 위해서는 높은 농도의 단일 주입보다 연속

주입을 하는 것이 효율적일 것으로 판단하였다.

위의 결과를 바탕으로 발레르산 주입 방식에 변화를 주어 다

양한 3HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)를 합성하는 실험을 수행

하였다.주입 방식은 연속주입으로 t＝0,48시간일 때 각각 0.05%

발레르산을 주입하는 것과,t＝0시간일 때는 0.05%,t＝48시간일

때는 0.025% 발레르산을 주입하는 것,두 가지로 진행하였다.3HV

의 경우 두 가지 방식에서 주입한 발레르산의 양이 차이가 있었음

에도 불구하고 합성된 3HV의 양은 같았다.3HB의 경우 48시간

후에 0.05%의 발레르산을 한번 더 추가하자 축적에 저해현상을 보

였지만 총 축적량은 유사하게 나타났다.또한 최종적으로 생성된

P(3HB-co-3HV)에서 3HV의 함량은 각각 31,28mol%로 큰 차이

가 없었다.연속 주입의 결과를 0.05% 발레르산의 단일 주입과 비

교해 보면,3HB의 합성량은 줄어들었지만 3HV의 합성량이 늘어

나면서 총 P(3HB-co-3HV)의 양은 통계적으로 차이가 없었다.하
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지만 3HV의 함량은 약 2배로 늘어났다.따라서 약 30mol%의

3HV 함량을 얻기 위해서는 t＝0,48시간에 각각 0.05,0.025%의

발레르산을 연속 주입하고,그의 절반인 약 15mol%의 3HV 함량

을 얻기 위해서는 0.05% 발레르산을 t＝0시간에 단일 주입하는 것

이 효율적임을 확인하였다.

마지막으로,일정한 품질 (일정한 3HV 함량)의 P(3HB-co-

3HV)를 지속적으로 생산할 수 있는 가능성을 확인하기 위해 연속

식 배양을 수행하였다.첫 번째 미생물 성장 단계를 연속식으로

진행하여 약 36% (w/w)의 P(3HB)함량을 갖는 미생물이 0.9g/L

의 농도로 유지되는 것을 확인한 후,이 미생물을 이용하여 0.05%

발레르산의 단일 주입 방식으로 PHA 축적 단계를 3회 반복 수행

한 결과,3회 모두 16mol%의 HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)

가 생산되었다.또한 연속식 배양으로 얻은 P(3HB-co-3HV)의 구

조,분자량,물성 분석도 수행하여 일반적인 미생물 합성 P(3HB-

co-3HV)의 특성을 갖고 있음을 확인하였다.

본 연구를 통해 CO2와 발레르산의 농도 및 주입 방식이

P(3HB-co-3HV) 생산에 미치는 영향을 확인하였다. 생산된

P(3HB-co-3HV)는 체내에서 이물반응이 일어나지 않는다고 알려

져 있는 3HV 함량이 30mol% 이하로 의료용 플라스틱으로의 활

용 목적에도 부합한다.이는 포집된 CO2를 의료 용도의 PHA로 전

환시키는 최적 조건들을 찾는데 기여할 수 있을 것으로 판단된다.

주요어 :이산화탄소 전환,Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyv

-alerate),Cupriavidusnecator,생체적합성 플라스틱

학 번 :2011-20976
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1.서 론

1.1.연구의 배경

지난 1997년 기후변화협약의 구체적 이행방안으로 온실가스 감축 목

표 규정에 관한 교토의정서가 채택됨에 따라,협약에 비준한 선진국 및

개발도상국은 온실가스 저감 의무를 부담하게 되었다.우리나라는 의무

감축대상국은 아니지만,2009년 기준으로 온실가스 배출량이 세계 9위를

차지하고 있고(IEA,2011),나아가 Post-교토시대를 대비할 때 온실가스

저감 문제가 당면한 현실의 문제로 다가오게 되었다.이에 따라 우리나

라는 국무회의를 통하여 2020년 배출전망치 (BusinessAsUsual)대비

30%를 감축하기로 목표를 설정하였고,이산화탄소 저감에 대한 압박을

받고 있는 상황이다 (한종훈,2011).

이러한 국가 온실가스감축량 목표에 기여하고자 국내에서는 이산화

탄소의 포집 및 저장을 위한 핵심 원천기술 개발과 통합 플랜트 건설 및

실증사업을 포함하는 국가 CCS (Carbon Dioxide Capture and

Sequestration)종합 추진계획을 발표하였다.CCS는 이산화탄소를 대량

발생원으로부터 포집한 후,압축·수송 과정을 거쳐 육상 또는 해양지중

에 안전하게 저장하거나 유용한 물질로 전환하는 일련의 과정으로(교육

과학기술부 외,2010),화석연료를 사용하면서도 온실가스를 줄일 수 있

는 현실적인 기술적 대안으로 부각되고 있다 (Fig.1.1.).크게 포집,수

송,처리(저장,전환 등)의 세 단계로 진행되는 CCS는 장기적 관점에서

볼 때 포집된 대량의 이산화탄소를 유용물질로 전환하여 재이용하는 전

환분야의 중요성이 커질 것으로 사료된다.

이산화탄소의 전환이용기술은 크게 화학적 방법과 생물학적 방법으

로 나뉜다.이 중 생물학적 전환이용 기술로,국내에서는 조류를 사용한

바이오 연료 생산에 관한 연구와 메탄으로의 전환을 통한 에너지 확보에

관한 연구가 많이 이루어지고 있다.또 다른 생물학적 전환연구로 미생

물을 이용하여 생분해성 플라스틱인 polyhydroxyalkanoates(PHA)를 생
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산하는 연구가 최근 각광을 받고 있다.PHA는 다양한 미생물이 체내에

축적하는 에너지 저장물질로, 생분해성 플라스틱의 원료물질이다

(MadisonandHuisman,1999;Verlindenetal.,2007).생산된 PHA는

폴리프로필렌,폴리에틸렌과 같은 기존 석유계 플라스틱의 대체가 가능

할 뿐 아니라 생체적합성이 우수하여,의료용 봉합사,임플란트,약물전

달 등의 고부가가치 의료용 플라스틱으로도 사용이 가능하다 (Chenand

Wu,2005;Akaraonyeetal.,2010).이처럼 이산화탄소를 이용한 PHA의

생산은 대기환경부산물을 고부가가치의 유용한 물질로 전환시킨다는 점

에서 환경적,경제적 의미가 크다.

Fig. 1.1. Schematic diagram of carbon dioxide capture and

sequestration(CCS)(한국이산화탄소포집및처리연구개발센터).

이산화탄소를 이용해 생산된 PHA는 poly(3-hydroxybutyrate)

[P(3HB)]로,높은 결정화도와 깨지기 쉽고 딱딱한 성질들을 가지고 있어

상업적 이용에 제한을 받는다 (Lee,1996).따라서 프로피온산이나 발레
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르산과 같은 3-hydroxyvalerate(3HV)의 전구물질을 첨가하여 이를 보

다 유연하게 만든 poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)[P(3

HB-co-3HV)] 공중합체를 생산해 물성의 개선을 시도할 수 있다.

P(3HB-co-3HV)는 3HV의 함량에 따라 딱딱한 결정성 플라스틱에서 탄

성이 큰 고무에 이르기까지 다양한 물성을 나타내며 (Lee,1996),생체

내 가수분해 속도도 3HV 함량에 따라 조절이 가능한 것으로 알려져 있

다 (Philipetal.,2007).따라서 P(3HB-co-3HV)는 의료 분야에 다양하

게 활용될 수 있을 것으로 기대할 수 있다.
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1.2.연구의 목적

본 연구는 CCS 사업의 일환으로 포집된 이산화탄소를 미생물을

사용해 전환하여 고부가가치의 의료용 PHA를 생산함에 있어,주요 기질

로 사용되는 이산화탄소의 농도와 물성 개선을 위해 보조기질로 사용할

수 있는 발레르산의 첨가가 PHA 생산에 미치는 영향을 확인하고자 한

다.본 연구의 세부적인 목적은 다음과 같다.

(1)이산화탄소의 농도가 Cupriavidusnecator의 성장과 P(3HB)축

적에 미치는 영향을 확인하여,P(3HB)의 생산을 위한 최적 이산

화탄소 농도를 결정한다.

(2)이산화탄소와 함께 보조기질로 사용한 발레르산의 주입 농도와

주입 방법이 P(3HB-co-3HV)합성에 미치는 영향을 확인하고

다양한 3HV함량을 가지는 P(3HB-co-3HV)를 생산한다.

(3)지속적으로 일정한 품질의 P(3HB-co-3HV)를 생산할 수 있는

가능성을 확인하기 위해 연속식 배양을 수행하여 반복적으로 생

산된 P(3HB-co-3HV)의 일관성을 확인한다.
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1.3.연구의 범위

본 연구는 수소산화균의 하나인 C.necator를 이용하여 PHA를 생

산함에 있어서 주요 기질들이 미치는 영향을 확인하고 최적 운전 조건을

찾는 것으로,세부적인 범위 및 내용은 다음과 같이 구성된다.

(1)이산화탄소 농도 영향 실험

이산화탄소를 이용하여 P(3HB)를 생산함에 있어서 이산화탄소의

농도가 미치는 영향을 알아보기 위해 이산화탄소의 농도를 1,3,

10,20%로 변화시키며 미생물의 성장과 P(3HB)의 축적 양상을

관찰하였고,최적 이산화탄소 농도를 도출하였다.

(2)발레르산 주입 실험

PHA 축적 단계에 발레르산을 보조기질로 주입하여 그 농도와

주입 방식이 PHA 축적에 미치는 영향을 확인하였다.발레르산의

주입 농도는 0.05～0.2%로 하였고,주입 방식은 단일 주입과 연

속 주입을 비교하였다.

(3)연속식 배양 및 물성 분석

지속적으로 일정한 품질의 P(3HB-co-3HV)를 생산할 수 있는

가능성을 확인하기 위해 연속식 배양을 수행하였다.약 15mol%

3HV함량을 가진 P(3HB-co-3HV)생산을 목적으로 진행하였고,

이를 통해 생산된 P(3HB-co-3HV)의 물성 분석을 수행하여 생

산된 P(3HB-co-3HV)의 일관성을 확인하였다.
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2.문헌 연구

2.1.미생물 합성 P(3HB)

2.1.1.P(3HB)의 특성

PHA는 다양한 미생물이 세포내에 축적하는 에너지 저장물질로서,

미생물이 불균형적인 생장조건,즉 특정 영양원인 산소,질소,황,인 또

는 칼륨 등이 결핍된 반면 탄소원이 충분량 존재할 때 축적된다 (Reddy

etal.,2003;Verlindenetal.,2007).특히 에너지원인 탄소원은 충분하지

만 질소원이 결핍된 환경에서 핵산과 단백질의 합성이 저해되므로 동화

되는 탄소원이 PHA로 대부분 저장된다 (AndersonandDawers,1990).

PHA는 카복실기,수산기,알킬기가 부제탄소(chiralcarbon)를 중심

으로 결합되어 있는 hydroxyalkanoate단량체 100～30,000개 정도가 에

스테르 결합으로 연결되어 있는 불용성 공중합체이며,구조식은 Fig.2.1.

과 같다 (Lee,1996).PHA는 메틴기의 n값과 수산기의 R기에 따라 다양

한 종류가 존재하고 그에 따라 PHA의 명명이 결정되어진다.

Fig.2.1.Thegeneralstructureofpolyhydroxyalkanoates(Lee,1996).
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PHA 중 가장 대표적인 것은 P(3HB)로서,3-hydroxybutyrate

(3HB)가 직선상으로 연결된 단일 중합체이다.P(3HB)는 포도당,과당,

아세트산,이산화탄소 등이 탄소원으로 사용될 때 합성되며 (Khanna

andSrivastava,2005),생분해성 외에 생체적합성,압전성,내습성,기체

차단성 등의 특성을 가지고 있어 다양한 응용이 가능하다 (Ojumuet

al.,2004).Table2.1.은 P(3HB)생산 균주와 기질,배양조건,생산된

P(3HB)의 양과 함량,생산력 (생산된 P(3HB)g/L/h)등을 정리한 표이다

(AndersonandDawers,1990;Kim,2000).

P(3HB)의 기계적 특성은 Table2.2.에 나타나있다.탄성계수나 인장

강도와 같은 기계적 특성은 폴리프로필렌 (PP)과 유사하나 파괴신도는

약 6%로 PP보다 훨씬 낮다.따라서 P(3HB)는 PP보다 딱딱하고 부서지

기 쉽다 (Doi,1990).또한 녹는점과 결정화도가 높아 상업적 이용에 제

한을 받는다고 알려져 있다 (Lee,1996).
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Bacteria Culturemethod
Major

substance

Culture

time(h)

Cellconc.

(g/L)

P(3HB)conc.

(g/L)

P(3HB)

content(%)

Productivity

(g/L/h)

Cupriavidus.

necator

Glucosecontrol

fedbatch
Glucose 50 164 121 76 2.42

Ccupriavidus.

necator

Recycledgas

culturesystem
CO2/H2 40 85 62 72 1.54

Ccupriavidus.

necator
Fedbatch Ethanol 50 64 47 74 0.94

Azotobacter

vinelandii

Glucosecontrol

fedbatch

Glucose+fish

peptone
47 40 32 80 0.68

Azotobacter

chroococcum
Fedbatch Starch 70 54 25 46 0.35

Pseudomonas

extorquens

Fullyautomatic

fedbatch
Methanol 170 233 149 64 0.88

Recombinant

Escherichiacoli

pH-statfed

batch

Glucose+LB

medium
42 117 89 76 2.11

Recombinant

Klebsiella

aerogenes

Fedbatch Molasses 32 37 24 65 0.75

Table2.1.P(3HB)productionbyvariousbacteriaandculturemethods(AndersonandDawers,1990)
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Properties P(3HB)Polypropylene
Poly(Ethylene

Terephthalate)
Nylon-6,6

Melting

temperature(°C)
180 176 267 265

Glass-transition

temperature(°C)
4 -10 69 50

Crystallinity(%) 60-80 50-70 30-50 40-60

Young's

modulus(Gpa)
3.5 1.7 2.9 2.8

Tensile

strength(Mpa)
40 38 70 83

Extensionneed

tobreak(%)
6 400 100 60

Table 2.2.Physicaland thermalproperties for some common

polymers(Doi,1990)

2.1.2.CO2를 이용한 P(3HB)의 합성경로

C.necator에 의한 P(3HB)의 합성 경로는 Fig.2.2.에 나타나있다.

먼저 3-ketothiolase(PhaA)가 두 개의 acetyl-CoA를 축합반응에 의해

acetoacetyl-CoA로 바꾼다. 두 번째 관여하는 효소는 NADPH

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)만을 보조인자로 쓰는

acetoacetyl-CoA reductase(PhaB)인데 이 효소는 acetoacetyl-CoA를

입체선택적(stereoselective)으로 (R)-3-hydroxybutyryl-CoA로 바꾼다.

P(3HB) 합성의 마지막 효소는 P(3HB) synthase (PhaC)로서

(R)-3-hydroxybutyrylgroup을 폴리에스테르 사슬에 에스테르 결합에

의해 붙여 나간다 (Ojumuetal.,2004).
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Fig.2.2.ThebiosyntheticpathwayofP(3HB)inCupriavidusnecator

(Ojumuetal.,2004).

P(3HB)의 합성 경로를 Eq.(2.1)과 같이 나타낼 수 있다.CO2를 이

용한 P(3HB)의 합성은 캘빈 회로(Calvincycle)를 통한 CO2 고정에서

시작한다 [Eq. (2.2)]. Phosphoglyceric acid (PGA)가 phosphoenol

pyruvate,pyruvate를 거쳐 acetyl-CoA로 바뀌면 위와 같은 경로로

P(3HB)가 합성된다 [Eq.(2.3)].이를 종합한 총괄반응식은 Eq.(2.4)와

같다 (Volova,2004).

→


Eq.(2.1)

 →
 

Eq.(2.2)

 →

→  

Eq.(2.3)
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  
→

→ 


Eq.(2.4)

2.1.3.CO2를 이용한 P(3HB)의 합성에 관한 기존 연구

미생물을 이용한 P(3HB)생산에 관한 연구는 종속영양배양조건에서

수행된 것이 대부분으로 독립영양배양조건에 관한 연구는 미흡한 실정이

다.C.necatorATCC 17697T은 독립영양배양과 종속영양배양이 모두

가능한 균주로,이를 이용한 기존 독립영양배양조건의 연구에서 CO2의

비율이 1일 때 H2와 O2의 비율이 7.5:1.5(v/v)에서 가장 많은 P(3HB)

축적을 보이며,50g/L의 미생물 농도와 53% (w/w)의 P(3HB)함량을

얻었다 (IshizakiandTanaka,1991).또한 H2와 함께 사용될 때 폭발이

일어나지 않는 기체 조성(O26.9% (v/v)이하)내에서 미생물 농도를 높

이기 위해 산소용해계수가 큰 반응조를 이용하여 기체 용해도를 높여 91

g/L의 미생물 농도와 68% (w/w)의 P(3HB)함량을 얻었다 (Tanaka

andIshizaki,1995).일반 반응조에서는 종속영양배양과 독립영양배양의

2단계 배양방법을 이용하여 26-43 g/L의 건조세포중량과 56-82%

(w/w)의 P(3HB) 함량을 얻었다 (Tanaka and Ishizaki,1994).C.

necatorB5786균주를 이용한 연구에서는 H2,O2,CO2의 비율이 6:2:

1(v/v)인 혼합가스를 기질로 17.4g/L의 미생물 농도와 90% (w/w)의

P(3HB)을 얻었다 (Volovaetal.,2004;VolovaandKalacheva,2005).

이는 종속영양배양 조건에서의 P(3HB)생산 (37～223g/L의 미생물 농

도,46～80% (w/w) P(3HB) 함량)과 비교해도 충분히 효율적이며

(Table2.1.),CO2가 PHAs생산에 유용한 기질로 이용될 수 있음을 시

사한다.
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2.2.미생물 합성 P(3HB-co-3HV)

2.2.1.P(3HB-co-3HV)의 특성

P(3HB-co-3HV)는 3HB와 3HV가 무작위로 연결된 공중합체로,

3HV 합성의 전구물질인 프로피온산이나 발레르산 등이 공급되었을 때

합성된다 (Leeetal.,2000).따라서 포도당이나 과당과 같이 3HB를 합

성하는 기질에 프로피온산이나 발레르산을 보조기질로 첨가하여 공중합

체를 생산하는 방법이 많이 사용되었다 (Leeetal.,2000;Shangetal.,

2004).Table2.3.은 P(3HB-co-3HV)생산 미생물과 기질,배양조건,생

산된 P(3HB)의 양과 함량,3HV 함량 등을 정리한 표이다 (Anderson

andDawers,1990).

P(3HB-co-3HV)는 공중합체에서 3HB와 3HV의 조성에 따라 물성

이 다르다.Table2.4.은 각 단량체의 함량에 따른 물성의 변화를 보여준

다 (Reddyetal.,2003).즉,3HV의 함량이 증가함에 따라 유연하고 부

드러워진다.이와 같은 특성은 P(3HB)가 가진 물성의 단점을 보완할 수

있을 뿐만 아니라 3HV 함량에 따라 다양한 활용도 가능하게 한다

(Shangetal.,2004).



-13-

Bacteria Culturemethod
Major

substance

Culture

time(h)

Cell

concentration

(g/L)

P(3HB-co-3HV)

concentration

(g/L)

P(3HB-co-3HV)

content(%)

3HVmolar

fraction

(mol%)

Cupriavidus.

necator

Glucosecontrol

fedbatch

Glucose+

propionicacid
46 158 117 74 4

Cupriavidus.

necator
Fedbatch

Glucose+

valericacid
66 110 37 34 63

Cupriavidus.

necator
Fedbatch

Fructose+

valericacid
66 10 6 65 59

Cupriavidus.

necator
Fedbatch

Oliveoil+

propionicacid
72 6 5 78 8

Paracoccus

denitrificans
Fedbatch n-pentanol 30 7 1 16 99

Paracoccus

denitrificans
Fedbatch

Methanol+

n-pentanol
120 9 2 26 60

Table2.3.P(3HB-co-3HV)productionbyvariousbacteriaandculturemethods(AndersonandDawers,

1990)
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Composition

(mol%)

Melting

temperature

(°C)

Glass

temperature

(°C)

HeatDistortion

temperature

(°C)

Young's

modulus

(Gpa)

Tensile

strength

(Mpa)

Impact

strength

(Mpa)
3HB 3HV

100 0 179 10 157 3.5 40 50

97 3 170 8 140 2.9 38 60

91 9 162 6 125 1.9 37 95

86 14 150 4 112 1.5 35 120

80 20 145 -1 99 1.2 32 200

75 25 137 -6 92 0.7 30 400

Table2.4.ThermalandmechanicalpropertiesofP(3HB-co-3HV)copolymers(Reddyetal.,2003)
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2.2.2.P(3HB-co-3HV)의 합성 경로

C.necator에 의한 프로피온산과 포도당을 이용한 P(3HB-co-3HV)

의 합성 경로는 Fig.2.3.에 나타나있다.프로피온산이 propionyl-CoA가

되고,이것과 acetyl-CoA가 3-ketothiolase(PhaA)에 의한 축합 반응에

의해 3-ketovaleryl-CoA로 바뀐다.acetoacetyl-CoAreductase(PhaB)는

3-ketovaleryl-CoA를 (R)-3-hydroxyvaleryl-CoA로 바꾼다.마지막 효

소인 PHA synthase (PhaC)는 (R)-3-hydroxybutyryl-CoA와 (R)-3-

hydroxyvaleryl-CoA를 에스테르 결합에 의해 무작위로 붙여 나가며

P(3HB-co-3HV)를 합성한다 (Ojumuetal.,2004).

Fig.2.3.ThebiosyntheticpathwayofP(3HB)andP(3HB-co-3HV)in

Cupriavidusnecator(Ojumuetal.,2004).
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마찬가지로 발레르산이 사용되었을 때도 비슷한 합성 경로를 따르게

된다.본 연구에서 사용할 발레르산의 경우 탄소가 다섯 개이므로 프로

피온산과는 달리 바로 hydroxyvaleryl-CoA 형태가 될 수 있고,이것이

3HV의 합성으로 이어진다 (Fig.2.4.).다른 지방산들 역시 다양한 PHA

를 합성하는데,Fig.2.4.은 그 경로를 도시한 것으로,hydroxyacyl-CoA

는 탄소수에 따라 hydroxybutyl-CoA와 hydroxyvaleryl-CoA 모두를 포

함한다 (Ojumuetal.,2004).

Fig.2.4.SchematicrepresentationofPHA productionfrom different

fattyacids(Joaoetal.,2006).
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2.2.3.P(3HB-co-3HV)의 합성에 관한 기존 연구

Table2.3.에서 보듯이 P(3HB-co-3HV)합성에 관한 연구는 대부분

유기탄소를 사용하고,3HB를 합성하는 기질에 3HV 전구물질을 보조기

질로 첨가하여 공중합체를 생산하는 방식으로 배양하고 있다.이것은

3HV의 전구물질들이 대부분 프로피온산이나 발레르산과 같은 지방산으

로,일정 농도 이상에서는 미생물에 독성을 나타낼 수 있기 때문이다.따

라서 3HV를 생산하기 위한 보조기질을 주입하는 방법 등을 조절하여

다양한 3HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)를 생산하려는 연구가 많이

이루어졌다 (Kim etal.,1994;Duetal.,2001;Shangetal.,2004;Lee

etal,2008).

무기탄소를 이용하여 P(3HB-co-3HV)를 합성하는 연구로는,

Volova와 Kalacheva가 발레르산 첨가 횟수가 많을수록 3HV의 함량이

증가하는 것을 확인한 정도로 (VolovaandKalacheva,2005)여전히 미

흡한 시점이다.

2.3.P(3HB)와 P(3HB-co-3HV)의 의료용 활용

의료 및 의약용 재료로서 고분자를 사용할 경우에 문제점이 되는 것

은 생체가 자기방어를 위해 일으키는 이물 반응이다.따라서 의료용 고

분자로 사용되기 위해서는 용도에 맞는 물성은 물론 체내에서 이물 반응

을 일으키지 않아야 한다.이 중 전통적으로 사용되던 실리콘 같은 물질

은 인체에 해로운 영향을 주거나 암을 유발하는 것으로 의심이 되고 있

어 새로운 물질들이 필요하게 되었다 (윤중현,2012).PHA는 생분해성과

더불어 의료 및 의약용 생체 내 고분자 재료로서 가장 중요한 조건인 생

체적합성을 가지고 있어 의학적 적용에 중요한 물질이 될 수 있는 잠재

력을 지니고 있다.Table.2.5.는 PHA가 다양한 의료 용도로 활용될 수

있음을 보여준다 (Zinnetal.,2001).
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하지만 PHA가 항상 생체적합성을 갖는 것은 아니다.PHA 종류나

조성,사용 부위,용도에 따라 체내에서 이물 반응을 일으키는 정도가 다

르다.P(3HB-co-3HV)의 경우,체내에서 이물 반응을 일으키는지를 알

아보기 위한 연구가 많이 진행되고 있다.일반적으로 세포나 조직에

P(3HB-co-3HV)가 삽입되었을 때 면역 반응이 일어나는 정도는 3HV

함량에 영향을 받는다고 알려져 있으며,3HV 함량이 높을수록 체내에서

이물 반응을 일으킬 가능성이 커진다.이것 외에 P(3HB-co-3HV)가 쓰

인 용도나 합성된 방법,표면 특성 등에 의해서도 영향을 받을 수 있으

나 주 영향 인자는 3HV함량이다 (Volovaetal.,2003).최근 연구 결과

에 따르면 3HV 함량이 약 30mol%까지는 별 다른 이물 반응이 없이

생체적합성을 갖는 것으로 나타났다 (Shishatskayaetal.,2004).
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Typeofapplication Products

Woundmanagement

Sutures,skinsubstitutes,nerve

cuffs,surgicalmeshes,staples,

swabs

Vascularsystem
Heartvalves,cardiovascularfabrics,

pericardialpatches,vasculargrafts

Orthopaedy

Scaffoldsforcartilageengineering,

spinalcages,bonegraftsubstitutes,

meniscusregeneration,internal

fixationdevices(e.g.,screws)

Drugdelivery
Micro-andnanospheresfor

anticancertherapy

Urology Urologicalstents

Dental
Barriermaterialforguidedtissue

regenerationinperiodontitis

Computerassistedtomography

andultrasoundimaging
Contrastagents

Table2.5.PotentialapplicationsofPHA in medicine(Zinn etal.,

2001)

의료용 용도로 사용됨에 있어서 3HV 함량의 조절은 그 활용을 다

양하게 한다.3HV함량에 따라 물성이 바뀜은 물론 (Table2.4.),분해시

간까지 영향을 받는 것으로 알려져 있다.15mol%의 3HV 함량을 갖는

P(3HB-co-3HV)가 체내에서 P(3HB)보다 약 1.4-2.0배 정도 더 빨리 분

해된 것을 확인한 연구 결과가 있다 (Shishatskayaetal.,2005).이를

볼 때,3HV 함량의 다양성은 물성과 함께 분해시간도 조절할 수 있는

인자로 의료용 활용에 중요하다 (Philipetal.,2007).Table2.6.은 3HV

함량에 따른 P(3HB-co-3HV)의 의료용 활용을 나타낸 표이다.
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3HVcontentin

P(3HB-co-3HV)

(3HVmol%)

application Comments Reference

4-30 suture

Noadverseeffecton

physiological,biochemical

andfunctionalparametersof

therat'sskinandmuscle

Volova

etal.,

2003

8
bone

tissue

P(3HB-co-3HV)with8HV

mol%/HA(hydroxlyapatite)

blendingissimilarwith

humanbones

Galego

etal.,

2000

22
drug

carrier

Theantibiotic-loadedcarrier

implantedintorabbittibia

andalmostcomplete

remissionwasobservedon

day30

Yagmurlu

etal.,

1999

5-22

nonporous

disksand

cylinders

implants

Noacuteinflammation,

abscessformation,ortissue

necrosisofthemicewas

observed

Gogolewski

etal.,

1993

Table2.6.Biomedicalapplication ofP(3HB-co-3HV)with different

3HVcontent
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3.실험 재료 및 방법

3.1.실험 재료

3.1.1.미생물

PHA를 합성하는 균주로써 수소산화균인 Cupriavidus necator

ATCC17697T를 사용하였다.C.necator는 독립영양배양 조건에서 기질

로 수소,산소,이산화탄소를 이용하는데 수소를 산화할 때 얻은 에너지

로 이산화탄소를 고정시키고 P(3HB)를 축적한다 (Ishizakietal.,2001).

또한 종속영양배양 조건에서도 다양한 유기 탄소를 이용하여 성장할 수

있다 (SchlegelandLafferty,1971).

3.1.2.배지

미생물의 증식을 위한 배양은 NH4Cl을 질소원으로 사용한 최소영양

배지 (이하 영양배지)를 사용하였으며,KH2PO42.3g/L,Na2HPO4×2H2O

2.9 g/L,NH4Cl2 g/L,MgSO4×7H2O 0.5 g/L,NaHCO3 0.5 g/L,

CaCl2×2H2O 0.01g/L,Fe(NH4)citrate0.05g/L,미량원소용액 1mL/L

로 구성되어 있다.미량원소용액은 ZnSO4×7H2O 0.1g/L,MnCl2×4H2O

0.03g/L,H3BO30.3g/L,CoCl2×6H2O 0.2g/L,CuCl2×2H2O 0.01g/L,

NiCl2×6H2O 0.02g/L,Na2MoO4×2H2O 0.03g/L로 조성되어 있다.또한

P(3HB)축적을 위한 배양에는 질소원으로 사용된 NH4Cl을 제거한 최소

영양배지 (이하 축적배지)를 사용하였다.
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3.1.3.탄소원

PHA를 합성하기 위한 탄소원으로 CO2와 발레르산을 사용하였다.

CO2를 이용해 P(3HB)를 합성할 때 CO2농도가 미치는 영향을 확인하기

위해,H2,O2,CO2,N2를 포함한 혼합가스 내 다양한 농도의 CO2(1,3,

10,20%)를 사용하였다 [H2(7% v/v),O2(1% v/v),CO2(1,3,10,20%

v/v),N2(나머지)].P(3HB-co-3HV)합성을 위해서는 CO2를 포함한 혼

합가스와 함께 0.025,0.05,0.075,0.1,0.2% (v/v)의 발레르산을 사용하였

다.

3.2.실험 방법

C.necator의 미생물 내 PHA 축적은 미생물 성장을 위한 첫 번째

단계와 PHA 축적을 위한 두 번째 단계로 이루어진 2단계 배양 방법을

이용하여 수행하였다.첫 번째 미생물 성장 단계는 영양분이 충분한 조

건에서 미생물을 배양함으로써 개체수를 늘리고,이어지는 두 번째 PHA

축적 단계에서는 PHA가 탄소원은 충분하지만 특정 영양원이 결핍된 환

경에서 잘 합성되는 특성을 이용하여 N,P,O와 같은 영양분이 결핍된

조건을 조성하여 미생물을 배양한다 (AndersonandDawers,1990).이

배양 방법은 미생물 농도를 증가시킨 후 미생물 내의 PHA 함량을 증가

시킴으로써 PHA생산력(g/L/h)을 높일 수 있다.

3.2.1.CO2농도에 따른 미생물 성장과 P(3HB)축적 변화

C.necator의 미생물 성장을 위한 첫 번째 단계 회분식 배양은 탄소

원으로 다양한 농도의 CO2 (1,3,10,20%)를 포함하는 혼합가스 50

mL/min를 연속적으로 공급하며 3.1.2.에 설명되어 있는 영양배지에서 수

행되었다.C.necator를 접종한 배지 600mL를 1L삼각 플라스크에 넣
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고 30°C항온수조에서 140rpm으로 6일 동안 Fig.3.1.과 같은 장치에서

배양하였다.배양 중 배지의 pH는 6.9±0.1로 유지하였고 2일에 한번 원

심분리하여 미생물만 분리한 후 다시 영양배지에 접종하였다.첫 번째

단계 배양 후 일정량의 미생물을 회수하여 흡광도(Opticaldensity,OD

at600nm)값 약 1.6의 농도(ca.건조세포농도(Drycellweight,DCW)

0.8 g/L)로 두 번째 단계 배양을 시작하였다.두 번째 단계 배양은

P(3HB)의 합성을 유도하는 단계로,첫 번째 단계와 같은 조건으로 4일

동안 진행되었다.2일 후,3.1.2.에서 설명한 축적배지에서 배지의 25%

(v/v)를 원심분리한 후 미생물만 같은 부피의 새 축적배지에 접종하여

다시 배양액에 주입하여 P(3HB)축적을 진행하였다.

Fig.3.1.Reactorsetupusedinthepresentstudy.
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3.2.2.발레르산 첨가에 의한 P(3HB-co-3HV)합성

공중합체인 P(3HB-co-3HV)를 합성하기 위해 두 번째 단계 배양

때 보조기질로 발레르산을 첨가하는 실험을 진행하였다.첫 번째 단계

배양은 앞선 실험에서 가장 높은 효율을 나타냈던 CO2농도를 이용하여

3.2.1.의 첫 번째 단계와 같은 조건으로 수행하였다.두 번째 단계 배양에

서는 먼저 P(3HB-co-3HV)합성에 적합한 발레르산 농도를 결정하고,

선정된 적정 농도의 발레르산 주입 방식을 변화하여 P(3HB-co-3HV)

합성에 미치는 영향을 살펴보았다.

먼저 P(3HB-co-3HV)합성을 위한 발레르산의 적정 농도를 찾기

위해 두 번째 단계 배양 초기에 다양한 농도의 발레르산 [0.05,0.075,

0.1,0.2% (v/v)]을 주입하여 그 영향을 살펴보았다.발레르산을 제외한

다른 조건들은 3.2.1.에서 설명한 두 번째 단계 배양과 같다.

3HB의 합성을 저해하지 않으면서 3HV의 수율 (3HVg/발레르산 g)

이 가장 높은 발레르산 농도를 찾은 후,발레르산의 주입 방식에 변화를

주어 다양한 3HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)를 합성하는 실험을 수

행하였다.주입 방법은 단일 주입과 연속 주입으로,연속 주입의 경우 주

입 시 농도에 따라 변화시켰다.

3.2.3.연속식 배양을 통한 P(3HB-co-3HV)합성

P(3HB-co-3HV)를 일정한 품질 (일정한 3HV 함량)로 지속적으로

생산할 수 있는 가능성을 확인하기 위해 연속식 첫 번째 미생물 성장 단

계와 회분식 두 번째 PHA 축적 단계로 배양을 진행하였다.첫 번째 단

계 연속식 배양을 통해 두 번째 단계에 사용할 미생물을 같은 상태

(OD,DCW,P(3HB)함량)로 지속적으로 얻을 수 있는지 확인하고,두

번째 단계 배양 후 생산된 P(3HB-co-3HV)가 일정한 3HV 함량을 나타

내는지 확인하였다.

C.necator의 미생물 성장을 위한 첫 번째 단계 연속식 배양은 탄소
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원으로 1% CO2를 포함하는 혼합가스 50mL/min를 연속적으로 공급하

며 영양배지에서 수행되었다.C.necator를 접종한 배지 1.8L를 3L둥

근 플라스크에 넣고 30°C항온수조에서 115rpm으로 배양하였다.처음

4일 동안은 회분식 배양으로 진행하여 미생물 농도를 높였고,4일 후

OD(at600nm)값이 약 1.5가 된 후에 연속식으로 배양을 시작하였다.

연속식 반응조의 수리학적 체류시간 (HRT)은 앞선 실험 (3.2.1.과 3.2.2.

참고)에서와 마찬가지로 6일로 유지하였다.24시간 마다 300mL의 배양

액을 빼고 300mL의 영양배지를 넣어주었다.

두 번째 단계 배양은 첫 번째 단계 배양액의 약 10%를 원심분리 한

뒤,축적배지 600mL에 분산시켜 1L삼각플라스크에 넣고 OD(at600

nm)값이 약 1.6이 되도록 한 후,30°C항온수조에서 135rpm으로 4일

동안 회분 배양하였다.생산하고자 하는 P(3HB-co-3HV)는 약 15%의

3HV 함량을 갖는 것으로 정하였고,배양 조건은 3.2.2.의 결과를 바탕으

로 결정하였다.같은 방식으로 두 번째 단계 회분식 배양을 3회 반복하

여 같은 품질의 P(3HB-co-3HV)를 생산할 수 있는지 확인하였다.

Fig.3.2.Continuousculturereactorusedinthepresentstudy.
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3.3.분석 방법

3.3.1.미생물 분석

첫 번째 단계 배양에서 미생물의 성장은 OD와 개체수를 24시간마다

확인하였다.두 번째 단계 배양에서는 정해진 시간 (배양 후 0,6,12,

24,48,72,96시간)에 미생물의 DCW를 측정하였다.배양액의 OD는 분

광광도계(2120UV,Optizen,한국)로 600nm에서 측정하였고,미생물의

DCW는 배양액 8mL를 원심분리 (7000g,5min)한 후 60°C에서 24시

간 건조하여 측정하였다.C.necator의 개체수는 PBS (Phosphate-

Bufferedsaline)로 배양액을 102,104,106 배 희석시킨 후,배양원액과

희석된 배양액을 고체영양배지 (Nutrientagar)에 도말하여 각각 24시간

배양한 후 개수하였다.모든 실험은 2～3개 측정값의 평균값을 사용하였

다.

3.3.2.PHA 추출 및 분석

두 번째 단계 배양에서 정해진 시간 (배양 후 0,6,12,24,48,72,

96시간)에 축적된 P(3HB)와 P(3HB-co-3HV)의 농도,배양액 중 잔류하

는 발레르산의 농도를 측정하였다.미생물 내 축적되어 있는 PHA를 추

출하기 위해 DCW 11±3mg에 부탄올 1.5mL와 염산 (37%)0.5mL를

첨가한 뒤,100°C에서 8시간 반응시켜 부탄올화 (butanolysis)시켰다.

반응물을 상온으로 식힌 후,헥산 2.5mL와 증류수 4mL를 각각 첨가하

여 교반한 후,층분리 된 위층을 분석에 사용하였다.

PHA는 FID가 장착된 가스크로마토그래피(GC,6100,Young Lin

InstrumentCo.,한국)로 HP-1(30m ⅹ 0.32mm,1.00μm)컬럼을 사

용하여 정량하였다.GC의 조작 조건은 Table3.1.과 같다.
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Parts Conditions

Column HP-1(30m ⅹ 0.32mm,1.00μm)

Injectionvolume 1μm

Initialcolumntemperature 70°Cfor5min

Temperaturerisingrate 20°C/min

Finalcolumntemperature 240°Cfor1min

Carriergas& flow rate Helium,30mL/min

Temperatureofinjectionport 250°C

Temperatureofdetectionport 250°C

Table 3.1.Operation conditions of FID gas chromatograph for

determiningPHAconcentrations

PHA의 함량은 세포 내에 PHA가 축적된 정도를 나타내는 것으로,

Eq.(3.1)을 사용하여 구하고,P(3HB-co-3HV)내의 3HV 함량은 Eq.

(3.2)로 구하였다 (임설희 2001).

함량 건조미생물중량 
분석한샘플내의의중량 

×

Eq.(3.1)














Eq.(3.2)
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3.3.3.P(3HB-co-3HV)구조,분자량 및 물성 분석

P(3HB-co-3HV)의 구조와 분자량 및 물성을 확인하기 위한 용매

추출법을 이용하여 PHA를 추출하였다.배양액을 원심분리 하여 동결건

조 후 얻은 미생물 1g당 클로로포름 100mL를 첨가하여 60°C에서 14

시간 반응시켜 PHA를 용매 추출한 후,세포 찌꺼기를 여과하여 제거하

였다.분리된 여액을 증발시켜 P(3HB-co-3HV)를 침전시킨 후,과량의

메탄올에 침전된 PHA를 회수하여 건조시켰다.P(3HB-co- 3HV)에서

단량체들의 구성을 확인하기 위해 1H-NMR분광분석을 수행하였다.회

수한 P(3HB-co-3HV)0.02g을 0.7mL의 클로로포름-D에 용해시켜

BrukerAVANCE 600 MHz 핵자기 공명기를 사용하여 분석하였다.

P(3HB-co-3HV)를 클로로포름에 용해시켜 0.45μm PTFE필터로 여과

한 후,WatersGPC를 이용하여 P(3HB-co-3HV)의 분자량 분석을 수행

하였다.GPC의 조작 조건은 Table3.2.과 같다.

Parts Conditions

Detector Waters410RI

Column 2×ShodexLF-804(7.8×300mm)

Eluent CHCl3

Temperatureofoven 35°C

Eluentflow rate 1mL/min

Injectionconditions 100μL,3mg/mL

Molecularweightstandards Polystyrene

Table3.2.OperationconditionsofGPC fordeterminethemolecular

weightofPHA
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P(3HB-co-3HV)의 열적 특성을 확인하기 위한 DSC 분석 [녹는 온도

(meltingtemperature,Tm),유리전이 온도(glasstransitiontemperature,

Tg),결정화 온도(crystallization temperature,Tc),용융 엔탈피(melting

enthalpy,∆Hm)]은 Perkin-ElmerPyris1DSCwithcooler를 이용하였

다.질소 기류 하에서 분석온도의 범위는 -40～200°C이고,승온속도와

냉각속도는 20°C/min으로 유지하였다. P(3HB-co-3HV)의 결정화도

(crystallinity,Xc)는 Eq.(3.3)으로 구하였다.

 
∆



∆
Eq.(3.3)

여기서 ∆Hm은 시료의 용융 엔탈피이고,∆H0PHB는 순수 P(3HB)의 이론

적 용융 엔탈피(146 J/g)이다 (Gunarante etal.,2004).인장시험은

ASTM D882에 준하여 수행되었다.시험기기는 WITHSAB사의 UTM

을 사용하였고,시험속도 5mm/min,로드셀 200N,그립간 거리 50

mm,시험온도 (23±2)°C,(45±5)% RH조건에서 수행되었다.
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3.3.4.발레르산 농도 분석

발레르산은 FID가 장착된 가스크로마토그래피(GC,6100,Young

LinInstrumentCo.,한국)와 HP-INNOWAX(30m ⅹ 0.32mm,0.50μ

m)컬럼을 사용하여 분석하였다.GC의 조작 조건은 Table3.3.과 같다.

Parts Conditions

Column
HP-INNOWAX

(30m ⅹ 0.32mm,0.50μm)

Injectionvolume 1μm

Initialcolumntemperature 120°Cfor2min

Temperaturerisingrate 10°C/min

Finalcolumntemperature 190°Cfor2min

Carriergas& flow rate Helium,30mL/min

Temperatureofinjectionport 240°C

Temperatureofdetectionport 250°C

Table 3.3.Operation conditions of FID gas chromatograph for

determiningvalericacidconcentrations
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4.실험 결과 및 고찰

4.1.P(3HB)생산을 위한 최적 CO2농도 결정

4.1.1.첫 번째 단계 배양기간 중 CO2농도에 따른 C.necator

의 성장

혼합가스 내 CO2 농도가 C.necator의 성장에 미치는 영향은 Fig.

4.1.과 Table4.1.에 나타나있다.배양기간 중 시간에 따른 CO2 농도와

상관없이 배양 초기 OD 값은 0.01로 6일 후 OD 값이 1,3,10,20%

CO2에서 각각 2.3,2.1,2.1,1.9로 증가하였다.질소원을 제한하지 않은

최소영양배지에서의 첫 번째 단계 배양기간 동안 C.necator의 성장이

일어났음을 나타낸다.혼합가스 내 CO2농도의 증가에 따라 6일 배양 후

최종 OD 값은 2.3에서 1.9로 감소했고 (Table4.1.),DCW로 환산해보면

CO2가 1과 20%일 때 각각 1.6과 1.2g/L로 약 0.4g/L의 차이가 난다.

이는 낮은 농도의 CO2에서 미생물 성장이 더 잘 일어났음을 의미한다.

미생물 개체수는 초기에 약 5.0ⅹ106 CFU/mL에서 첫 번째 단계 배양

후 평균 3.0ⅹ109CFU/mL로 600배 정도 증가하였으며,CO2농도에 따

른 차이는 크지 않았다 (Table4.1.).첫 번째 단계 배양 후 P(3HB)의 함

량은 CO2농도가 증가함에 따라 감소했고,결국 OD값의 차이는 미생물

내에 축적된 P(3HB)함량 차이에 의한 것으로 볼 수 있다.C.necator는

체내에 P(3HB)를 축적량이 증가하면 그에 비례하여 미생물의 부피가 커

진다.따라서 미생물 개체수 뿐만 아니라 미생물 내의 P(3HB)축적량도

OD값의 차이로 나타날 수 있다(Anderson,1990).첫 번째 성장 단계에

서 미생물 개체수는 CO2농도에 영향을 받지 않았지만 성장하면서 체내

에 축적된 P(3HB)양은 CO2농도가 낮을수록 더 높았다.
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CO2concentration(%)

1 3 10 20

OD(at600nm) 2.3 2.1 2.1 1.9

Cellnumber

(CFU/mL)
3.0×109 2.8×109 3.1×109 2.9×109

P(3HB)content(%) 32 21 18 14

Fig.4.1.ChangesintheopticaldensityofCupriavidusnecatorgrown

inthenitrogen-amendedmineralmedia(2gNH4Cl/L)withvarying

concentrationsofCO2ingasmixtures(7% H2,1% O2,varyingCO2

concentration,andN2balanced)duringthe1ststagegrowth.

Table4.1.Opticaldensity(OD),cellnumber,andP(3HB)contentin

thenitrogen-amended mineralmedia (2 g NH4Cl/L)with varying

concentrationsofCO2ingasmixtures(7% H2,1% O2,varyingCO2

concentration,andN2balanced)attheendofthe1ststage
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4.1.2.두 번째 단계 배양기간 중 CO2농도에 따른 P(3HB)축

적 변화

Fig.4.2.는 두 번째 단계 배양에서 1,3,10,20% CO2를 사용했을

때,시간에 따른 DCW,P(3HB),잔류물(Residual)의 변화량을 보여주고

있다.여기서 잔류물이란 DCW에서 P(3HB)의 양을 뺀 값으로 미생물에

서 P(3HB)를 제외한 나머지 부분을 의미한다.두 번째 단계 배양이 수

행되는 질소원이 결핍된 환경에서는 핵산과 단백질의 합성이 저해되므로

동화되는 탄소원은 대부분 PHA로 저장된다 (Anderson and Dawers

1990).따라서 4일 간의 배양 기간 동안 거의 일정한 값을 유지하는 잔

류물은 DCW의 변화가 대부분 P(3HB)의 증가에 의해서 일어남을 의미

한다.



-34-



-35-

Fig.4.2.Changesintheconcentrationsofdrycellweight(DCW),

P(3HB),andresidual[DCW－P(3HB)]ofCupriavidusnecatorgrown

inthenitrogen-limitedmineralmediawithvaryingconcentrationsof

CO2ingasmixtures(7% H2,1% O2,varyingCO2concentration,and

N2balanced)duringthe2ndstagegrowth.

Fig.4.3.은 CO2농도 별로 배양 초기와 배양 후에 축적된 P(3HB)의

양을 보여준다.초기 P(3HB)농도가 일정하지 않은 것은 첫 번째 단계

배양 후 세포 내에 축적된 P(3HB)양이 CO2농도 별로 다르기 때문이

다 (Table4.1.).P(3HB)는 대부분 두 번째 단계에서 축적되었는데 두 번

째 단계 배양기간 동안 증가한 P(3HB)의 양은 3% CO2에서 가장 많았

고 (0.94g/L,전체 농도의 83%가 두 번째 단계에서 축적),그 다음은 1,

10,20% CO2의 순으로 나타났다.1,3% CO2를 사용하였을 경우,두 번

째 단계 배양에서 축적된 P(3HB)의 양의 차이는 크지 않았지만,CO2농

도가 10,20%로 높아지면서 그 양이 감소하였다.20% CO2에서 두 번째

단계 배양 중 P(3HB)축적량은 3% CO2의 70% 수준으로 나타났다.이
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는 높은 농도의 CO2(10,20%)가 기질로 공급될 경우 1,3% CO2가 공

급될 때보다 P(3HB)의 합성에 저해 현상을 일으킬 수 있음을 의미한다.

총 P(3HB)축적량은 1,3,10,20% CO2순으로 나타났다.이 값 역시 1,

3% CO2에서는 차이가 거의 없지만 10,20%로 CO2농도가 증가하면서

감소하는 경향이 뚜렷해진다.첫 번째 성장 단계와 두 번째 축적 단계를

같이 볼 때,CO2농도에 따른 P(3HB)합성은 고농도 (10,20%)에서보다

저농도 (1,3%)에서 효율적임을 확인할 수 있었다.두 번째 단계 배양

결과 P(3HB)의 함량은 약 47～57% 정도로 1,3,10,20% CO2순으로

나타났으나 통계적으로 볼 때 비슷한 수준이었다 (Fig.4.3.).따라서 주

어진 배양조건에서 최종적인 P(3HB)의 합성량이 가장 많았던 1% CO2

가 가장 효율적인 것으로 보인다.

Fig.4.3.ChangesintheinitialandfinalP(3HB)concentrations,and

the finalP(3HB) contentin Cupriavidus necator grown in the

nitrogen-limitedmineralmediawithvaryingconcentrationsofCO2in

gasmixtures(7% H2,1% O2,varying CO2 concentration,and N2

balanced)duringthe2ndstagegrowth.



-37-

4.1.3.CO2농도가 C.necator의 성장과 P(3HB)합성에 미치는

영향 고찰

본 연구에서는 1% CO2를 기질로 사용했을 때가 가장 많은 미생물

성장과 P(3HB)합성을 보였다 (Fig.4.1과 Fig.4.3).이는 기질로 주어진

혼합가스 내 CO2농도가 증가함에도 P(3HB)전환에 사용된 CO2양은

증가하지 않았음을 의미한다.이러한 결과는 여러 가지 이유로 설명할

수 있다.먼저 H2와 O2같은 다른 기질들이 제한되었기 때문이다.수소

산화균은 H2와 O2로부터 CO2 고정에 필요한 에너지를 얻는다

(Pohlmann,2006;ReineckeandSteinbuchel,2009).H2의 산화로부터

ATP형태의 에너지를 얻어 CO2를 이용하는데,본 연구에서 사용한 H2

와 O2는 절대적인 양 뿐 아니라 (7% H2,1% O2),용해도(H2 용해도

0.0040g/물 100g,O2용해도 0.00016g/물 100g,20°C,1기압)도 낮아

미생물이 이용할 수 있는 양이 제한적이었을 것으로 판단된다.이렇게

CO2고정에 필요한 에너지가 제한되면서 CO2공급량이 늘어나도 사용

할 수 없는 환경이 되어 P(3HB)로 전환되는 CO2양은 1% CO2를 공급

할 때 이상이 되지 못한 것으로 볼 수 있다.기존 연구에서 H2,O2,CO2

가 각각 75,15,10% (v/v)로 혼합되어 있는 가스를 탄소원으로 이용하

여 약 50g/L의 DCW와 53% (w/w)의 P(3HB)함량을 얻었다 (Ishizaki

andTanaka,1991).이는 본 연구에서 사용한 H2,O2농도의 10배 수준

으로 H2,O2와 같은 다른 기질들의 농도를 높임으로써 더 높은 농도의

CO2를 이용하여 더 많은 양의 DCW와 P(3HB)를 얻을 수 있음을 보여

준다.또한 H2,O2,CO2의 비율을 6:2:1로 (각각 약 67,22,11%

(v/v))하는 혼합가스를 이용하여 17.4 g/L의 DCW와 90% (w/w)의

P(3HB)함량을 얻은 연구결과도 있다 (Volovaetal.,2004;Volovaand

Kalacheva,2005).이를 볼 때 기존 연구에서 최적 가스 비율은 H2,O2,

CO2가 각각 7:1:1～ 6:2:1이고,본 연구에서는 CO2가 1에서

20%로 늘어나면서 이 비율이 바뀌어 DCW와 P(3HB)의 생산량이 줄어

든 것으로 볼 수도 있다.
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또한 CO2농도가 증가함에도 사용량은 증가하지 않고 배양액 내에

잔류하는 CO2농도는 커지게 되어,이것이 미생물에 저해 작용을 나타내

면서 CO2농도 증가에 따라 수율이 낮아지는 현상을 나타나게 할 수 있

다.종속영양배양조건에서 CO2가 미생물 성장과 P(3HB)축적에 미치는

저해 영향에 관한 기존연구에서,미생물의 성장 단계와 P(3HB)축적 단

계에서 22% (v/v)CO2를 pulse로 주입하여,주입한 시기(지체기,대수기,

정체기)와 기간(3hand6hCO2pulse)에 따라서 CO2pulse를 주입하

지 않았을 때 보다 성장의 지체기가 길어지거나 최종 미생물 농도와

P(3HB)의 농도가 낮아지는 등의 저해 현상을 확인하였다 (Reinecke,

2009).이와 같이 사용되지 않고 잔류하는 고농도의 CO2는 미생물의 성

장이나 P(3HB)의 축적에 영향을 미칠 수 있으므로,H2,O2의 농도에 따

라 기질로 주어지는 CO2농도를 적절하게 선정하는 것이 중요할 것이다.

4.2.발레르산 첨가에 의한 P(3HB-co-3HV)의 합성

4.2.1.발레르산 주입 농도 결정

Fig.4.4.는 두 번째 단계 배양에서 탄소원으로 1% CO2와 함께 0.05,

0.075,0.1,0.2%의 발레르산을 사용했을 때,시간에 따른 DCW,

P(3HB-co-3HV),잔류물의 변화량을 보여주고 있다.두 번째 단계 배양

은 질소원이 결핌된 환경에서 수행되므로,앞선 실험에서와 마찬가지로

DCW의 변화는 대부분 P(3HB-co-3HV)의 증가에 의해서 일어나고 잔

류물은 배양기간 동안 일정하게 유지된다.
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Fig.4.4.Changesintheconcentrationsofdrycellweight(DCW),

P(3HB),andresidual[DCW－P(3HB-co-3HV)]ofCupriavidusnecator

growninthenitrogen-limitedmineralmediafedwith1% CO2 and

0.05,0.075,0.1,or0.2% valericacidduringthe2ndstagegrowth.
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첨가된 발레르산의 농도가 3HB와 3HV의 합성에 미치는 영향을 각

각 알아보기 위해 합성된 P(3HB-co-3HV)중 3HB와 3HV의 농도를 나

누어서 살펴보았다.Fig.4.5.는 두 번째 단계 배양에서 1% CO2와 함께

0.05,0.075,0.1,0.2% (각각 0.46,0.69,0.93,1.85g/L)의 발레르산을 사

용했을 때,시간에 따른 3HB,3HV,발레르산 농도의 변화량을 보여주고

있다.4일 간의 배양기간 동안 3HB와 3HV의 축적 농도가 증가하였는

데,그 정도는 첨가한 발레르산의 농도에 따라 차이가 있었다.3HB의 합

성량은 발레르산의 농도가 증가할수록 감소하였고,3HV의 합성량은

0.2% 발레르산을 첨가한 경우를 제외하고는 발레르산의 농도가 증가할

수록 증가하였다.

Table4.2.는 초기 주입한 발레르산 농도에 따른 3HV의 합성량과

3HV의 수율을 나타낸 표이다.3HV의 수율은 합성된 3HV의 양을 사용

된 발레르산의 양으로 나눈 값으로 발레르산이 3HV로 전환되는 효율을

말한다.각 결과는 발레르산이 모두 소진되는 시점을 기준으로 나타낸

것으로,0.05와 0.075%는 48시간,0.1과 0.2%는 96시간의 결과 값을 이용

하여 나타내었다.발레르산의 농도가 0.1% 이하에서는 주입한 발레르산

의 농도가 높아질수록 3HV 합성량이 증가하였으나,발레르산 농도가

0.2%가 되자 그 양이 감소하였다 (Table4.2.).이것은 Fig.4.5.(d)에서

보듯이,높은 발레르산 농도가 초기의 3HV의 합성을 저해했기 때문이

다.이는 48시간 이후 발레르산 농도가 약 1g/L(약 0.1%)이하로 감소

하고 난 후부터 3HV의 합성량이 증가하는 것에 의해 뒷받침된다.3HV

의 수율은 발레르산 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향을 보였다

(Table4.2.).이는 발레르산에서 3HV로 전환되는 효율이 가장 저농도였

던 0.05%에서 가장 높았다는 것을 의미한다.0.2%에서는 0.05%일 때 수

율의 약 47% 수준으로 가장 낮은 값을 보였다.이를 볼 때,3HV를 합성

하기 위해 발레르산 농도는 0.1% 이하로 유지하는 것이 적절하며,발레

르산 농도가 낮을수록 3HV로의 전환효율이 높아지므로 많은 양의 3HV

를 합성하기 위해서는 저농도로 여러 번 주입하는 것이 효과적일 것으로

사료된다.
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Fig.4.5.Changesinthe3HBand3HV concentrationsofP(3HB-co-

3HV)withvariousinitialvalericacidconcentrations(a)0.05%,(b)

0.075%,(c)0.1%,(d)0.2% (v/v)duringthe2ndstagegrowth.
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Valericacidconcentration(%)

0.05 0.075 0.1 0.2

3HV(g/L) 0.30 0.45 0.56 0.38

3HVyield

(3HVg/gofvalericacid)
0.92 0.70 0.73 0.43

3HVmolarfraction(%) 17 21 33 46

Table4.2.Productionof3HV inP(3Hb-co-3HV)withvariousinitial

valericacidconcentrationsof0.05,0.075,0.1,and0.2% (v/v)during

the2ndstagegrowth

발레르산 농도에 따른 3HB의 합성 특성은 Fig.4.5.을 통해 확인할

수 있다.3HV와는 달리 3HB는 초기농도가 존재하는데 이것은 첫 번째

단계 미생물 성장 단계를 1% CO2를 포함한 혼합가스를 단일 기질로 하

여 수행하였기 때문이다.두 번째 단계 배양 역시 1% CO2를 계속 공급

하므로 3HB가 합성되면서 그 농도가 증가한다.3HB의 합성 정도는 배

지 내의 발레르산의 농도에 영향을 받았다.0.2% 발레르산을 주입한 경

우는 4일 동안의 배양기간 내내 발레르산 농도가 약 0.05% 이상을 유지

하며 3HB가 축적되지 않았고 [Fig.4.5.(d)],0.1% 발레르산을 주입한 경

우는 48시간 이후 발레르산 농도가 약 0.05% 이하로 감소하고 나서야

3HB가 합성되기 시작했다 [Fig.4.5.(c)].0.075% 발레르산 첨가의 경우

에도 같은 경향이 나타나고 있다 [Fig.4.5.(b)].반면 0.05%의 경우에는

별다른 저해현상 없이 배양기간 동안 3HB가 합성되고 있다 [Fig.

4.5.(a)].이를 통해 3HB의 합성이 저해 받지 않는 발레르산의 농도는 약

0.05% 이하인 것을 확인하였다.

4일 후 합성된 P(3HB-co-3HV)에서 3HV함량은 Table4.2.과 같다.

주입한 발레르산의 농도가 높아짐에 따라 합성된 P(3HB-co-3HV)의

3HV함량은 높아졌다.이것은 발레르산의 농도가 높을수록 합성된 3HV

의 양이 많아지기도 했지만,더 큰 이유는 일정 농도 이상에서 발레르산

에 의해 3HB의 합성이 저해되면서 상대적인 3HV의 양이 많아졌기 때

문이다.
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4.2.2. 발레르산 주입 방식에 따른 다양한 3HV 함량의

P(3HB-co-3HV)합성

4.2.1.에서 결정된 적정 발레르산 농도 (0.05% 이하)의 주입 방식을

변화시켜가며 이것이 P(3HB-co-3HV)합성에 미치는 영향을 살펴보았

다.0.05%의 발레르산 주입 실험에서 발레르산이 모두 소진되는 시점인

48시간에 발레르산(0.05,0.025%)을 한번 더 주입함으로써 연속 주입의

영향을 확인하였다.Fig.4.6.은 두 번째 단계 배양에서 1% CO2와 함께

0.05% 발레르산을 0,48시간에 연속 주입했을 때의 3HB와 3HV의 농도

변화를 보여주고 있다.발레르산을 48시간 후 한번 더 주입해 줌으로써

3HV 합성이 48시간 이후에도 일어나고 있음을 볼 수 있다.하지만 같은

양의 발레르산을 추가로 주입했음에도 추가적으로 합성되는 3HV의 양

은 0～48시간 사이에 합성된 3HV의 양보다 적었다.0～48시간 동안은

0.32g/L의 3HV를 합성했지만,발레르산 추가 주입 후 48～96시간 동안

은 0.10g/L만을 합성했다.이것은 배양 초기의 30% 수준으로 48시간

후 발레르산을 사용하여 3HV를 합성하는 미생물의 활성도가 떨어졌음

을 보여준다.3HB는 초기 0.05% 발레르산 주입으로 인한 별다른 저해

영향 없이 48시간 동안 합성이 되었다.하지만 48시간 이후 0.05% 발레

르산을 한번 더 주입하자,주입 후 24시간 동안 3HB의 합성이 저해를

받았다.그 이후 72～96시간에는 발레르산 추가 주입 이전과 같은 생산

력 (0.01g/L/h)으로 다시 3HB가 합성되었다.

Fig.4.7.은 두 번째 단계 배양에서 1% CO2와 함께 0.05% 발레르산

을 배양 초기에,0.025% 발레르산을 48시간 후에 추가적으로 주입했을

때의 3HB와 3HV의 농도변화를 보여주고 있다.3HV는 배양 초기

0.05% 발레르산 주입에 의해 48시간 동안 0.32g/L가 합성되었고 48시

간 이후 0.025% 발레르산 주입에 의해 0.10g/L가 합성되었다 이것은

배양 초기의 약 30% 수준으로 줄어들었다.0.05% 발레르산을 두 번 연

속 주입 한 결과와 비교해 볼 때,두 번째 주입한 발레르산의 농도가 반

으로 줄었음에도 합성된 3HV의 양은 같았다.즉,4일 동안 같은 양의
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3HV (약 0.42g/L)를 합성시키기 위해서 두 번째에 0.025% 발레르산을

주입하는 것이 더 경제적이다.반면,3HB의 합성은 발레르산의 두 번째

추가 주입에도 합성이 저해 영향을 받지 않고,4일 간의 배양기간 동안

일정하게 증가하였다.

Fig.4.6.Changesinthe3HBand3HV concentrationsinP(3HB-co-

3HV)with addition of0.05% valericacid att＝0h and t＝48h

duringthe2ndstagegrowth.
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Fig. 4.7. Changes in the 3HB and 3HV concentrations in

P(3HB-co-3HV)withadditionof0.05% valericacidatt＝0hand

0.025% valericacidatt＝48hduringthe2ndstagegrowth.

Table4.3.는 발레르산 주입 방식에 따라 두 번째 단계 배양 4일 후

에 합성된 3HB,3HV,P(3HB-co-3HV),3HV 함량을 나타낸 표이다.발

레르산의 주입은 0.05% 두 번(t＝0,48시간),0.05%와 0.025% (t＝0,48

시간),0.05% 한 번 (t＝0시간),주입하지 않은 것,네 가지로 나눠서 살

펴보았다.3HB 합성량은 발레르산 주입량이 많아질수록 감소하는 경향

을 보였다.1% CO2만을 사용했을 때가 가장 많은 3HB합성량을 보였

고,0.05% 발레르산을 한번 주입하였을 때 그 양이 감소하였으며,0.05%

발레르산을 두 번 연속 주입했을 때가 가장 적은 3HB합성량을 보였다.

발레르산의 연속 주입에서는 두 번째 주입 농도의 0.025%에서 0.05%로

의 증가가 3HB 합성량에 미치는 영향은 통계적으로 거의 차이가 없었

다.반면,3HV 합성량은 발레르산 주입양이 늘어남에 따라 증가하였다.

발레르산을 주입하지 않았을 때 3HV는 합성되지 않았고,0.05% 발레르

산을 한번 주입했을 때 0.25g/L,0.05% 발레르산을 두 번 주입했을 때

는 약 1.7배인 0.43g/L를 합성하였다.발레르산을 두 번 연속 주입한



-48-

Valericacid

concentration

(timeadded)

3HB

(g/L)

(A)

3HV

(g/L)

(B)

P(3HB-co-3HV)

(g/L)

(A+B)

3HV

mol%

0.05and0.05%

(0and48h)
0.59±0.04 0.43±0.02 1.02±0.05 31

0.05and0.025%

(0and48h)
0.64±0.03 0.42±0.03 1.06±0.05 28

0.05% (0h) 0.81±0.05 0.25±0.01 1.06±0.04 17

Noaddition

(only1% CO2)
0.88±0.02 0 0.88±0.02 0

경우에 두 번째 주입 농도에 따른 3HV 합성량의 차이는 없었다.

P(3HB-co-3HV)의 양은 3HB와 3HV의 양을 합한 값으로 두 번째 단계

배양기간 동안 합성된 총 P(3HB-co-3HV)양이다.발레르산을 주입한

경우 총 합성량은 주입 방법에 따라 큰 차이를 보이지 않았다.하지만

1% CO2만을 사용한 경우와 비교해 봤을 때,총 P(3HB-co-3HV)합성

량은 발레르산을 주입하지 않은 경우의 약 1.2배 정도 높았다.이것은 발

레르산 주입에 따라 3HB의 합성량이 감소하지만 그에 비해 생성된

3HV 양이 상대적으로 더 많았기 때문이다.3HV 함량의 경우,발레르산

연속 주입 시 약 30mol%로 단일 주입 시 보다 약 2배 정도 높았고,주

입 농도에 따른 차이는 거의 없었다.이를 종합해 볼 때,0.05% 발레르

산의 단일 주입으로 약 17mol%의 3HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)

를 얻을 수 있었고,3HV 함량을 높이기 위한 발레르산의 연속 주입 방

식을 통해 30mol%의 3HV함량을 얻을 수 있었다.

Table4.3.Theconcentrationof3HB,3HV,P(3HB-co-3HV),and3HV

molarfractionwithdifferentfeedingmethodsduringthe2ndstage

growth
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OD

(at600nm)
DCW (g/L)

Cellnumber

(CFU/mL)

P(3HB)content

(%)

2.1±0.1 0.9±0.1 (2.4±0.2)×109 36±2.6

4.3.연속식 배양을 통한 P(3HB-co-3HV)의 합성

4.3.1.미생물 성장을 위한 첫 번째 단계 연속식 배양

첫 번째 단계 배양을 시작한지 15일 후 반응조가 안정화되었고,

Table4.4.는 안정화 된 후 배양액의 OD,DCW,개체수,P(3HB)함량을

보여주고 있다.4.1.과 4.2.에서 첫 번째 단계 배양을 6일 동안 회분식으

로 진행하였을 때와 비교해 볼 때,미생물 농도와 개체수,P(3HB)함량

모두 비슷한 수준을 유지하고 있다.이는 첫 번째 단계 연속식 배양을

통해 두 번째 단계 동안 P(3HB-co-3HV)를 축적할 수 있는 C.necator

를 균일하게 지속적으로 공급할 수 있음을 의미한다.

Table4.4.Opticaldensity(OD),Drycellweight(DCW),cellnumber,

and P(3HB)contentin thenitrogen-amended mineralmedia (2g

NH4Cl/L)withCO2 ingasmixtures(7% H2,1% O2,,1% CO2,and

91% N2)duringthecontinuous1ststage

4.3.2.일정한 3HV 함량을 갖는 P(3HB-co-3HV)의 생산

Fig.4.8.은 첫 번째 단계에서 연속식 배양을 통해 얻은 미생물을 사

용해 두 번째 단계 배양에서 1% CO2와 함께 0.05% 발레르산을 주입했

을 때의 3HB와 3HV의 농도 변화를 보여주고 있다.농도 증가 양상은

첫 번째 단계를 회분식으로 수행하고 난 후 두 번째 단계를 진행했을 때

와 같았다.48시간 후 합성된 P(3HB-co-3HV)의 HV 함량은 약 16%로
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의도했던 HV 함량 (약 15%의 HV 함량)을 갖는 P(3HB-co-3HV)를 생

산할 수 있었다.

Fig.4.8.Changesinthe3HB and3HV concentrationsinP(3HB_co-

3HV)withtheinitialvalericacidconcentrationof0.05% duringthe

2ndstagegrowthwithCupriavidusnecatorgrowninthecontinuous

reactor.

Table4.5.은 같은 조건에서 세 번 수행하여 얻은 3HV 함량을 보여

주고 있다.세 번의 반복된 실험에서 모두 16%의 3HV 함량을 갖는

P(3HB-co-3HV)가 생산되었고, 이것은 지속적으로 일정한 품질의

P(3HB-co-3HV)를 생산할 수 있음을 의미한다.
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ReplicateNumber 1 2 3

3HVcontent(mol%) 16 16 16

Table4.5.3HV contentinP(3HB-co-3HV)producedbyCupriavidus

necatorgrowninthenitrogen-limitedmineralmediawithCO2 asa

carbonsourceingasmixtures(7% H2,1% O2,,1% CO2,and91% N2)

afterthe2ndPHA accumulationstagefollowedbythecontinuous1st

stageformicrobialgrowth
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4.3.3.일정한 HV 함량의 P(3HB-co-3HV)물성 분석

NMR스펙트럼을 통해 P(3HB-co-3HV)내 두 개의 단량체 (3HB와

3HV)가 존재하는 것을 확인하여,합성된 PHA가 P(3HB-co-3HV)임을

확인할 수 있었다 (Fig.4.9.).3HV함량은 CH3(1)과 CH3(5)의 피크 면적

을 통해 결정할 수 있다.피크 면적은 각각 51.379와 10.035였고,이를 통

해 계산된 3HV 함량은 약 17%로 GC분석 결과 (16%)와 매우 유사하

였다.

Fig.4.9.600MHz1HNMRspectrum ofP(3HB-co-3HV)producedby

Cupriavidusnecatorduring thecontinuous1ststageformicrobial

growthfollowedbythebatch2ndstageforPHA accumulation.This

spectrum showsthattheP(3HB-co-3HV)has3HVof16mol%.
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Table4.6.은 P(3HB-co-3HV)의 열적,기계적 특성과 분자량을 나타

낸 표이다.비슷한 3HV 함량을 가진 다른 연구 결과들의 물성과 비교해

볼 때,본 연구에서 생산한 P(3HB-co-3HV)는 유사한 범위 내의 값을

가지고 있었다.Table2.4.의 P(3HB)의 특성과 비교하여 살펴보면,열적

특성에서는 녹는 온도와 유리전이 온도가 감소하였다.결정화도 역시 일

반적인 P(3HB)의 결정화도(55-80%)에 비해 감소하였다.기계적 특성에

서는 인장강도와 탄성계수 모두 감소하였다.이와 같은 물성들의 변화는

일반적으로 HV의 함량이 증가하면서 나타난다고 알려져 있는 경향들과

일치한다.하지만,물성의 변화 정도는 P(3HB)의 높은 결정화도와 깨지

기 쉽고 딱딱한 성질들이 P(3HB-co-3HV)로 공중합체를 이루면서 결정

화도와 탄성계수가 감소하여 유동적이고 유연한 성질로 바뀌게 된다.일

반적으로 미생물에 의해 생성된 PHA의 분자량 (Mw)은 500～1000kDa

정도로,분산도 (Mw/Mn)는 2.0이상의 값에서 다양하게 나타나며 분자량

과 분산도는 3HV 함량과는 관계가 없다 (Kim etal.,2009).본 연구에

서 생성된 P(3HB-co-3HV)의 분자량과 분산도는 일반적으로 미생물에

의해 합성되는 PHA와 비슷한 값을 가지고 있었다 (Table4.6.).
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HV

mol%

Thermalproperties
Mechanical

properties

ReferenceMelting

temperature

(°C)

Glass

transition

temperature

(°C)

Crystallization

temperature

(°C)

Melting

enthalpy

(J/g)

Crystallinity

(%)

Tensile

strength

(MPa)

Young's

modulus

(MPa)

16 165 5 74 44 30 11 550 thisstudy

21 171 2 73 28 19 - -
Shangetal.,

2012

19 143 -6 - - 48 20 1100
Sankhlaetal.,

2010

12 154 4 - 58 40 54 510
Misraetal.,

2006

18 161 -3 80 35 24 23 404
Maddenand

Anderson,1998

Table4.6.ThermalandmechanicalpropertiesofP(3HB-co-3HV)
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Numberaverage

molecularweight

(Mn,kDa)

Weightaverage

molecularweigh

(Mw,kDa)

Polydispersity

(Mw/Mn)

247 749 3.0

Table 4.7. Molecular weight of P(3HB-co-3HV) produced by

Cupriavidusnecatorduring thecontinuous1ststageformicrobial

growthfollowedbythebatch2ndstageforPHAaccumulation
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5.결론

본 연구에서는 포집된 CO2와 발레르산을 이용하여 의료 용도의

PHA를 생산함에 있어,기질로 사용되는 CO2의 농도와 물성 개선을 위

해 보조기질로 사용되는 발레르산의 첨가가 미치는 영향을 확인하였다.

본 연구를 통해 얻은 결과를 요약하면 다음과 같다.

(1)수소산화균인 C.necator를 이용한 P(3HB)합성 실험에서 탄소

원으로 사용된 CO2농도를 1,3,10,20%로 변화시키며,CO2농

도가 미생물 성장과 P(3HB)의 축적에 미치는 영향을 관찰하여

최적 CO2농도를 결정하였다.2단계 배양방법을 사용하여 미생

물 성장을 목적으로 한 첫 번째 단계에서 미생물 개체수의 증가

는 CO2농도와 관계없이 일정했지만,체내에 축적된 P(3HB)의

양은 CO2농도가 높아질수록 감소하였다.두 번째 P(3HB)축적

단계에서 합성된 P(3HB)의 양은 3% CO2에서 가장 많았으나,

첫 번째,두 번째 단계에서 축적된 총 P(3HB)의 양은 1% CO2

에서 가장 많았다.총 P(3HB)양은 CO2농도가 1,3% 일 때 차

이가 크지 않았고,10,20%로 CO2농도가 증가했을 때 저해 현

상이 나타나,고농도의 CO2를 사용할 경우 P(3HB)의 합성에 저

해 현상이 일어날 수 있음을 확인하였다.

(2)1% CO2와 함께 보조기질로 발레르산을 첨가할 때,발레르산이

PHA 축적에 미치는 영향을 확인하고자,발레르산 농도를 0.05,

0.075,0.1,0.2% (v/v)로 변화시키며 PHA 축적 실험을 수행하

였다.실험 결과,CO2에 의해 3HB가 합성되고 발레르산에 의해

3HV가 합성되어 P(3HB-co-3HV)의 공중합체가 생성되었다.

3HV의 경우,발레르산 농도가 0.1% 이하에서는 합성에 저해를

받지 않고 농도가 증가함에 따라 합성량도 증가하였지만,3HV

수율은 농도가 낮을수록 더 높았다.3HB역시 발레르산 농도에
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영향을 받았는데,발레르산 농도가 0.05% 이상에서 축적에 저해

를 받았다.최종적으로 합성된 P(3HB-co-3HV)의 3HV 함량은

0.05,0.075,0.1,0.2%에서 각각 17,21,33,46mol%였다.따라

서 3HV와 3HB의 합성을 모두 저해하지 않고 3HV의 수율도

가장 높았던 0.05% 농도 이하가 P(3HB-co-3HV)의 축적에 가

장 적절하고,더 높은 3HV 함량을 얻기 위해서는 연속 주입을

하는 것이 효율적일 것으로 판단하였다.

(3)P(3HB-co-3HV)축적을 위한 적정 발레르산 농도 결정 후,발

레르산의 주입 방식에 변화를 주어 다양한 3HV 함량을 갖는

P(3HB-co-3HV)를 합성하는 실험을 수행하였다.주입 방식은

연속 주입으로 t＝0,48시간일 때 각각 0.05% 발레르산을 주입

하는 것과 t＝0시간일 때 0.05%,t＝48시간일 때 0.025% 발레르

산을 주입하는 것 두 가지 방법으로 진행하였다.3HV의 경우

두 가지 방식에서 주입한 발레르산의 양이 차이가 있었음에도

불구하고 합성된 3HV의 양은 같았다.3HB의 경우 48시간 후에

0.05%의 발레르산을 한번 더 추가하자 축적에 저해현상을 보였

지만,배양기간 동안 축적된 총 P(3HB-co-3HV)의 양과 3HV의

함량은 통계적으로 주입 방식에 따른 차이가 없었다.연속 주입

의 결과를 0.05% 발레르산의 단일 주입과 비교해 보면,총

P(3HB-co-3HV)의 양은 통계적으로 차이가 없었지만,단일 주

입에 비해 3HB의 합성량은 줄고 3HV의 합성량이 늘어나면서

3HV의 함량은 약 2배로 늘어났다.따라서 30mol%의 3HV 함

량을 얻기 위해서는 t＝0,48시간일 때 각각 0.05,0.025%의 발

레르산을 연속 주입하고,그의 절반인 약 15mol%의 3HV 함량

을 얻기 위해서는 0.05% 발레르산을 t＝0시간일 때 단일 주입하

는 것이 효율적임을 확인하였다.

(4)일정한 품질 (3HV 함량)의 P(3HB-co-3HV)를 지속적으로 생산
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할 수 있는 가능성을 확인하기 위해 2단계 배양 중 첫 번째 단

계를 연속식 배양을 수행하였다.첫 번째 미생물 성장 단계를

연속식으로 배양하여 약 36% (w/w)의 P(3HB)함량을 갖는 미

생물이 농도가 0.9g/L로 유지되는 것을 확인하였다.이 후 이

미생물을 이용하여 0.05% 발레르산의 단일 주입방식으로

P(3HB-co-3HV)축적 단계를 3회 반복 수행하며 최종적으로 16

mol%의 3HV 함량을 갖는 일정한 품질의 P(3HB-co-3HV)를

생산할 수 있음을 확인하였다.또한 연속식 배양으로 얻은

P(3HB-co-3HV)의 물성도 확인하였다.

이상,CO2와 발레르산을 이용하여 PHA를 생산함에 있어서 기질들

의 농도와 주입 방식이 미치는 영향을 확인하고,이를 통해 목적으로 하

는 PHA 생산의 최적 조건을 찾아보았다.본 연구 결과,생산된

P(3HB-co-3HV)는 체내에서 이물반응이 일어나지 않는다고 알려져 있

는 3HV 함량 30mol% 이하로 확인되었고,이는 의료용 플라스틱으로의

활용 목적에도 부합한다.CO2의 의료용 플라스틱으로의 전환은 앞으로

고령화 사회의 도래와,세대구성 변화에 의해 수요증가가 예상되는 의료

제품 생산을 위한 바이오플라스틱용 소재의 공급이라는 측면에서도 의미

가 크다.하지만 여전히 기존 플라스틱들에 비해 낮은 수율과 가격 경쟁

력 등으로 대량 생산과 상업화에 어려움이 남아있기는 하다.하지만

2013년 발효된 교토의정서에 따른 탄소세 도입으로 CO2발생 문제가 환

경오염 방지 차원에서 경제적인 문제로 발전되고 있고,바이오플라스틱

의 적용분야가 다양해지며 고부가가치 소재로의 응용이 가능하므로,CO2

의 PHA로의 전화 효율을 높이기 위한 기술들의 발전을 감안한다면

PHA생산의 미래는 밝다고 할 수 있다.
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Abstract

TransformationofCapturedCO2to

BiocompatibleMedicalPlasticsUsing

Cupriavidusnecator

InseonPark

CivilandEnvironmentalEngineering

TheGraduateSchool

SeoulNationalUniversity

Polyhydroxyalkanoates (PHA),raw materials forbiodegradable

plastics,aresynthesizedbynumerousbacteriaascarbonandenergy

storage compounds under certain nutrient limited conditions.A

hydrogen-oxidizing bacterium, Cupriavidus necator (formerly,

Alcaligeneseutrophus)isknowntogrow autotrophicallyusing H2,

O2,andCO2,andaccumulatepoly(3-hydroxybutyrate)[P(3HB)],which

isthemostcommontypeofPHA,inthecell.Theproductionof

P(3HB)usingCO2hasapotentialfortransformingwastes,captured

CO2,intousefulmaterials.Thebiocompatibilityandbiodegradability

ofPHA makePHA theattractablecandidateforproductionofvarious

highvalue-addedbioplasticsintendedformedicalapplicationssuchas

surgery, transplantology, tissue engineering, and pharmacology.

However, for commercial uses, the copolymer like poly(3-
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hydroxybutyrrate-co-3-hydroxyvalerate)[P(3HB-co-3HV)]haswider

applications than the homopolymer like P(3HB), because

P(3HB-co-3HV)ismoreductile,easiertomold,andtougherthan

P(3HB).P(3HB-co-3HV)canbeproducedby adding co-substrates

such aspropionicacid and valericacid thatcan beused asthe

precursormoleculeof3-hydroxyvalerate(3HV).

Thisthesisconsistsofthreechapterswitheachchapterhaving

oneobjective.Inthefirstchapter,theeffectsofCO2 concentrations

onthegrowthofC.necatorandtheaccumulationofP(3HB)are

investigatedbyincreasingtheCO2concentrationinthesubstrategas

mixture.Duringthefirststage,C.necatorwascultivatedfor6d in

aminimalmedium withNH4Clasanitrogensource,themicrobial

growth followedtheorderof1,3,10,and 20% CO2.During the

second stage of96 h cultivation in the nitrogen-limited minimal

medium,the P(3HB) accumulation in the cells decreased with

increasing CO2 concentrations.Thereduced efficiency ofP(3HB)

productionathigherCO2concentrationscanprobablybeattributedto

thelimitedamountofothersubstrategasses(H2andO2)aswellas

CO2toxicity.

Inthesecondchapter,theeffectsofvalericacidconcentrations

and feeding methods on the growth of C. necator and the

accumulationofP(3HB-co-3HV)werestudied.Theresultsshowed

thatthevalericacidconcentrationshouldbemaintainedunder0.05%

fortheeffectiveaccumulationofthe3HBand3HVatthesametime.

Bychangingthe feedingmethod,P(3HB-co-3HV)havingdifferent

contentsof3HV couldbeproduced.P(3HB-co-3HV)withabout15

mol% of3HV canbeproducedbyadding0.05% valericacidonceat

thebeginningofthecultivation.P(3HB-co-3HV)withabout30mol%

of3HV canbeproducedbyadding0.05% and0.025% valericacidat
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0hand48h,respectively.

Inthethirdchapter,thepossibilityofcontinuousproductionof

the P(3HB-co-3HV)with specific 3HV contentusing continuous

culturewasinvestigated.Thetwo-stepculturemethodconsistedof

thecontinuousgrowthstageandthePHA accumulationstage.The

continuousculturewasstabilizedafterabout15dproducing0.9g/L

ofcellswith36% (w/w)P(3HB)content.Thesecellscouldproduce

P(3HB-co-3HV) with 16 mol% of 3HV consistently over three

repeated tests. The mechanical properties of the produced

P(3HB-co-3HV)with 16mol% of3HV in thisstudy showedthe

similarpropertiesexhibitedbyothermicrobialbasedP(3HB-co-3HV).

Itwasalsomoreelastic,flexible,andtougherthanP(3HB).

Basedonthepreviousstudies,P(3HB-co-3HV)withupto30

mol% of3HV canbeusedincontactwithbloodwithoutnegative

effectsandtheproducedP(3HB-co-3HV)inthisstudy meetsthis

criteria.Overall,the results report that the optimal cultivation

conditionsforP(3HB-co-3HV)productionusingCO2andvalericacid.

keywords:CO2conversion,Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydro

-xyvalerate),Cupriavidusnecator,Biocompatibleplastics

StudentNumber:2011-20976
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해주셔서 감사드리며 언제 어디에서나 부끄럽지 않은 제자가 되도록 노

력하겠습니다.

바쁘다는 핑계로 함께 시간도 많이 보내지 못하고 마음을 표현하는 데

에 서투른 저를 항상 믿고 지켜봐주신 사랑하는 부모님께 진심으로 감사

하고 사랑한다는 말을 전하고 싶습니다.언제 어디서나 부끄럽지 않은

자랑스러운 딸이 될 수 있도록 최선을 다하겠습니다.
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