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유기용매와 이온성액체를 이용한 
바이오 부탄올 추출발효 용매 선정 평가
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Abstract Oleyl alcohol, butyl butyrate, and two different ionic liquids were evaluated for the extraction of butanol from 
culture broth without toxic effect to cells. The tested solvents showed more than 50% extraction efficiency, and 
oleyl alcohol was chosen as the best extractant for butanol among the used extractants with a partition 
coefficient of 2.89. When oleyl alcohol was used as an extractant, more than 80% of butanol was extracted 
in the wide range of butanol concentrations (1-20 g/L) and pH values (pH 4-5.5). In extractive fermentation 
using oleyl alcohol only, there was 11% more butanol production and glucose consumption when compared to 
that without extractive fermentation, implicating a reduced inhibitory effect of butanol due to butanol removal 
to the oleyl alcohol phase. In addition, oleyl alcohol did not inhibit cell growth, while a mixture of oleyl alcohol and 
butyl butyrate with the volume ratio of 9：1~7：3 inhibited either butanol production or cell growth significantly 
due to the toxicity of butyl butyrate to cells. In conclusion, oleyl alcohol can be used as an efficient and 
non-toxic solvent for extractive fermentation for butanol production.
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서  론1)  

  현재 세계 에너지 수요량의 80% 가량을 석유, 석탄, 천
연가스 등 화석연료에 의존하고 있다. 이들은 매장량이 한

정되어 있을 뿐만 아니라, 연소 시 발생되는 각종 오염물

질과 그로 인한 지구 온난화 문제 등 여러 가지 환경적인 

문제를 야기 시킨다. 뿐만 아니라 원유 생산국의 지역적 

편재에 따른 유가 상승 등의 국가적 긴장이 발생하기도 

한다. 따라서 이러한 문제점들을 해결하기 위해 화석연료

보다 더 청정하고 안전하며 재생 가능한 대체 에너지원의 

개발이 필요하다 [1].
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  다양한 신․재생 에너지원 중 바이오 에너지는 여타의 재

생 에너지와는 다른 장점이 있다. 바이오 에너지는 무형의 

에너지 (열, 전기 등)를 생산하는 다른 재생 에너지 (풍력, 
태양열)와는 달리 기체, 액체의 형태 (메탄, 수소, 알코올, 
바이오 디젤)로 생산되기 때문에 에너지 저장성 및 이동성

이 매우 높다는 장점이 있다. 바이오 에너지는 또한 그 원

료로서 식물이나 농업 및 환경 폐기물을 이용하기 때문에 

지구 온난화의 주범이 되는 온실가스인 이산화탄소 (CO2)
를 증가시키지 않는다. 또한 바이오 에너지는 중금속 및 

다른 유해물질을 포함하고 있지 않으며, 각종 유기성 폐기

물을 이용함으로써 폐기물을 줄이는 효과가 있고, 액체 바

이오연료인 경우 기존의 자동차 액체 연료와 함께 혼합하

여 사용할 수 있는 장점이 있다 [2,3].
  부탄올은 에탄올과 마찬가지로 자동차 연료인 휘발유

과 혼합하여 사용할 수 있다. 부탄올의 연료로서의 물리적, 
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화학적 특성은 현재 자동차 연료로 사용되고 있는 에탄올

에 비하여 우수한데, 특히 에탄올에 비해 증기압이 낮아 
증기 막힘 (vapor lock)이 적고, 물에 대한 용해도가 낮으

며 발열량이 현재 사용하는 가솔린과 거의 비슷하다는 장점

을 갖고 있다 [4]. 부탄올을 연료로 사용하면 석유 수입 

대체 효과가 있을 뿐 아니라, 부탄올은 휘발유의 탄화수소

화합물보다 더 산화된 연료 (oxygenated fuel)이기 때문에 

대기 오염에 악영향을 미치지 않는다. 또한 디젤과 등유의 

대체물로 부탄올의 필요성이 제기되고 있고, 부탄올의 휘발

유 대체제로서의 우수성에 관한 사실이 보고되고 있다 [5].
  미생물을 이용한 부탄올의 생산은 유기산 생성 단계와 
용매 생성 단계로 나누어지는 대사경로에 의해 이루어진

다. 미생물의 생육단계에 따라서 유기산이 생성되는 단계

에서는 부티레이트 (butyrate), 아세테이트 (acetate), CO2, H2 
등이 주로 생성되고, 아세토인 (acetoin), 에탄올 (ethanol), 
락테이트 (lactate)가 배양 조건에 따라 소량 생산된다. 이
러한 대사산물의 구성은 대수 증식기를 지나면서 용매 생

성 단계로 변화하여 분비된 유기산들이 흡수되어 부탄올

과 아세톤으로 전환된다. 생산된 부탄올의 계속적인 축적

은 세포 성장을 저해하는 것으로 알려져 있으며, 부탄올이 

14 g/L일 때 세포성장은 완전히 저해되고, 8 g/L일 때 세

포성장이 50%가 저해된다고 보고된 바 있다 [6]. 이렇듯, 
부탄올이 생산 균주에 미치는 독성이 에탄올의 그것에 비
하여 높기 때문에 경제성 있는 상업적 생산 공정 개발에 
어려움이 따르게 된다.
  부탄올의 생산성을 제고하기 위한 방법으로는 부탄올 
생산과 in-situ 부탄올 제거 공정을 연계하여 배양액내의 
부탄올 농도를 낮게 유지시킴으로써 부탄올에 의한 독성

을 줄이는 공정이 사용될 수 있다. 바이오 부탄올을 미생

물 배양액으로부터 분리하는 종래 기술로서는 혐기 발효

공정 중에서 생성되는 가스를 이용하여 상대적으로 소수

성인 바이오 부탄올을 탈기하는 gas stripping 공정 [7], 
부탄올을 선택적으로 추출하는 유기용매를 이용하는 액-
액 추출공정 [8], 막을 이용하여 추출하는 perstraction공

정 [9], 부탄올을 선택적으로 통과시키는 막을 이용하여 

부탄올을 제거 농축하는 투과증발 (pervaporation) [9], 그 

외에 distillation, adsorption [10] 등의 방법이 이용되어지

고 있다. 이러한 방법 중에서 액-액 추출공정은 다른 기술에 

비해 에너지 소비가 작고, 분리 막 사용시 발생하는 막힘 

현상에 대한 염려가 없다는 장점이 있다 [11]. 용매를 사용

한 추출방법은 배양액으로부터 바이오 부탄올을 추출해 

내는 간단한 방법으로서 적합한 용매를 선정하는 것이 중

요하다. 부탄올 추출의 경우, 부탄올을 생산하는 미생물에

게 저해 작용을 일으키지 않고, 분배계수가 높아 배양액내

의 부탄올을 효과적으로 추출해 낼 수 있어야하며, 또한 

배양액과 상분리가 쉽게 일어나고 휘발성이 낮은 친환경 
용매를 선정하는 것이 좋다 [12]. 친환경 용매로 최근 연구

가 활발히 이루어지고 있는 이온성 액체는 유기 양이온과 

유기 (또는 무기) 음이온으로 이루어진 화합물로서 일반 

이온성 염 (상온에서 고체상) 과는 다르게 양이온과 음이

온의 크기가 상대적으로 커서 packing이 잘 되지 않아 낮

은 격자에너지 (lattice energy)를 갖게 된다. 그 결과 낮은 

녹는점을 가지게 되어 상온에서도 액체상태로 있는 이온

성액체가 다수 존재한다. 이온성 액체의 녹는점, 밀도, 점
도, 친수성 및 소수성 등의 특성은 이온성 액체의 양이온과 

음이온을 적절히 선택하면 얼마든지 조절이 가능하므로 

designer solvent로도 일컬어지고 있다 [13]. 특히 증기압이 
낮아서 대기오염을 유발시키는 휘발성 유기화합물 (VOCs)
를 대신할 수 있는 청정 대체용매 (green media)로 이용하

기 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다.
  본 연구에서는 유기용매와 친환경 용매인 이온성 액체를 
이용하여 부탄올 추출에 적합한 용매를 선정하고자 하였

다. 유기용매로는 Roffler 등 [14]이 실험한 다양한 용매 중

에서 미생물 생장에 저해작용을 끼치지 않는다고 보고된 

oleyl alcohol과, 부탄올과 유사한 화학구조를 가진 부틸부

티레이트를 선정하였다. 이온성 액체로는 물과 혼합되지 
않는 이미다졸리움 기반 양이온을 가진 소수성 이온성 액체 
2종류를 이용하여 부탄올 추출 평가를 수행하였다. 또한, 
부탄올 추출 효율과 더불어 부탄올 생산 미생물의 생장 

저해 정도를 검토하여 추출발효 (extractive fermentation) 
공정 적용시 부탄올 in-situ 분리에 적합한 용매를 선정하

고자 하였다.

재료 및 방법   

추출용매

  배양액 내의 바이오 부탄올을 추출하기 위한 유기용매로

서 부틸부티레이트 (Aldrich, 98%)와 oleyl alcohol (Aldrich, 
85%)을 이용하였고, 이온성 액체로서는 1-부틸-3-메틸 
이미다졸리움 비스 (트리플루오로메틸설포닐) 이미드 (1- 
butyl-3-methyl imidazolium bis (trifluoromethylsulfonyl) 
imide, [BMIM][TFSI])와 1-부틸-3-메틸 이미다졸리움 
헥사플루오로포스페이트 (1-butyl-3-methyl imidazolium 
hexafluorophosphate [BMIM][PF6])을 이용하여 부탄올 

추출 효율을 비교하였다. 사용한 용매의 화학구조와 특성

은 Table 1에 나타내었다.

추출 실험

  부탄올을 추출하는데 가장 적합한 용매를 선정하기 위

해 액-액 접촉을 통한 분배계수를 구하였다. 부탄올 원액 

(Sigma, 99%)을 20 g/L로 희석하고, 50 mL의 분별 깔때

기에 부탄올 수용액과 유기용매 부피 비율이 각각 1：1, 
1：2, 1：3이 되도록 준비하였다. 준비된 시료를 분별 깔때

기 (separation funnel)에 넣고 3,000 rpm으로 한 시간 동안 
교반하고 1시간 동안 상분리가 되도록 한 후, 하부에 위치
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Butyl butyrate Oleyl alcohol [BMIM][PF6] [BMIM][TFSI]

Chemical structure

Molecular formula
Molar mass (g/mol)

Density (g/cm3)
Distribution coefficient

C18H16O2

144.21
0.87
1.95

C18H36O
268.48

0.85
2.89

C8H15F6N2P
284.18

1.37
0.99

C10H15F6N3O4S2

419.36
1.44
1.58

Table 1. Characteristics of the tested extractants

한 수용액 상에서 샘플을 취하여 GC-FID를 이용하여 부탄

올 농도를 분석 하였다. 분배계수 (Partition coefficient)는 

다음과 같이 정의되며, 분배계수는 수용액 상과 유기용매 

상의 부피 비율이 1：1일 때 측정한 값으로 계산하였다. 

  수용액 상에서의 용질의 농도 
유기 용매상에서의 용질의 농도  

  부탄올 농도에 따른 부탄올 추출 효율의 변화를 알아보

기 위해서 증류수에 부탄올의 농도를 1 g/L에서 15 g/L로 

다양하게 희석하여 실험하였다. 또한 pH에 따른 부탄올과 

부틸산의 추출 영향을 알아보았다. 바이오 부탄올의 발효

과정은 유기산 생성 단계와 부탄올 생성단계로 나누어지

는 2단 배양으로서, 미생물의 생장 단계에 따라 유기산 생

성 단계에서 글루코스를 소모시켜 부틸산을 생산한 후 생

산된 부틸산을 이용하여 부탄올을 생산하게 된다 [15,16]. 
또한, 발효가 일어나는 동안 배양액의 pH는 6.5에서 4.5
까지 변화하게 되는데, pH에 따라서 선택적으로 부탄올만 

추출하고 부틸산은 추출하지 않는 용매 선정이 필요하다. 
pH에 따른 실험에서는 부탄올과 부틸산을 증류수에 10 g/L
가 되도록 희석하고, pH를 4.0-5.5로 다양하게 변화시키

며 실험하여 추출 효율을 구하였다. 

균주 및 배지 조성

  본 실험에 사용된 균주 Clostridium beijerinckii NCIMB 
8052는 생물자원센터 (KCTC：Korean Collection for Type 
Cultures)에서 분양받았다. 부탄올 발효에 사용된 배지는 

modified CAB 배지 (M-CAB)를 사용하였고, 접종물 배양

에 사용한 배지는 RCM (Reinforced clostridia medium)
배지를 사용하였다. M-CAB 배지 사용시 글루코스를 기질

로서 사용하였고 보조기질로 sodium butyrate 2 g/L를 첨가

하여 부탄올 생산을 촉진시켰다 [15]. 균주의 부탄올 생산

배지인 M-CAB 조성은 증류수 1 L에 글루코스 30 g, yeast 
extract 4 g, tryptone 1 g, K2HPO4 1.5 g, KH2PO4 1.5 g, 
asparagine 0.5 g, MgSO4 · 7H2O 0.1 g, MnSO4 · H2O 0.1 g, 

FeSO4 · 7H2O 0.015 g, NaCl 0.1 g을 넣어서 배지를 만들

었다. RCM의 배지 조성은 증류수 1 L에 글루코스 5 g, 
yeast extract 3 g, beef extract 10 g, tryptone 5 g, peptone 
5 g, soluble starch 1 g, cysteine hydrochloride 0.5 g, NaCl 
5 g, sodium acetate 3 g 이었다.

회분식 추출발효 및 독성 테스트

  부탄올 생산 발효에 사용한 M-CAB배지는 멸균필터를 

통과한 아르곤 가스를 불어 넣은 후 250 mL 혈청병 (serum 
battle)에 배지 50 mL를 넣고, 혐기성 조건을 유지하기 위

하여 부틸 고무마개와 알루미늄 캡으로 밀봉하여 121℃, 
15 psig에서 20분간 autoclave하여 멸균하였다. 회분식 추

출발효를 위해서는 추출용매를 다른 용기에 담아 멸균하여 

준비하고, 혐기상태에서 배지 50 mL가 있는 혈청병에 
주입하여 배지와 용매의 부피비율이 1：1이 되도록 하였다. 
RCM에서 overnight 배양한 배양액을 5% 접종시킨 후 37℃
에서 140 rpm으로 배양하고, 일정 시간 간격으로 일회용 
멸균 주사기를 사용하여 혈청병 하부에 위치한 배양액과 

상부에 위치한 용매 층에서 각각 샘플을 취하였다. O.D. 
(optical density)를 측정해 미생물의 성장 정도를 확인하

여 추출용매가 미생물 생장에 저해작용을 미치는지 확인

하고, 배양액과 용매 충에 있는 부탄올 농도를 분석하여 총 
부탄올 생산을 계산하였다.

분석방법

  분석에 사용한 샘플은 2 mL을 취해 spectrophotometer 
(UV-1700, SHIMAZU)를 이용하여 optical density (O.D.)
를 측정해 미생물의 성장 정도를 확인하였다. 취한 샘플을 

원심분리기를 이용하여 12,000 rpm, 10℃에서 5분 동안 

원심분리 하고 cell pellet을 제거한 후 상등액만을 취하여 

분석하였다. 기질 (글루코스)의 소모를 알아보기 위하여 

reflect quant strip (glucose test strip, Merck co., Ltd)을 

이용하여 분석하였다. 
  알코올과 유기산의 농도 분석은 GC-FID (Gas 
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Chromatography Flame Ionization Detector：Agilent 
technology 6890N Network GC system)를 이용하였다. 
사용한 column은 HP-INNOWax column (30 m x 250 μm 
x 0.25 μm, Agilent Technologies)을 사용하였다. Oven 온도

는 50℃에서 170℃까지, 10℃/min으로 설정하여 증가시켰

다. Injector와 detector의 온도는 250℃로 설정하였으며 
He을 carrier 가스로 이용하였다 [15].
  추출 용매 내 부탄올의 농도는 GC-FID (YOUNGLIN 
6000 series)를 이용하여 분석하였다. 사용한 column은 HP-5 
column (30 m x 320 μm x 0.25 μm, Agilent Technology)
을 사용하였다. Oven 온도는 45℃에서 315℃까지 10℃/min
으로 설정하여 증가시켰다.

결과 및 고찰

추출 용매 선정

  고농도 바이오 부탄올 생산을 위한 추출발효 공정에서 

추출 효율이 뛰어나면서 미생물에게 저해를 주지 않는 용

매를 선정하는 것은 매우 중요하다. 본 연구에서는 oleyl 
alcohol, 부틸부티레이트, 이온성 액체 [BMIM][TFSI]과 

[BMIM][PF6]의 부탄올 추출효율을 평가하여 부탄올 추출

에 적합한 용매를 선정하고, 선정한 용매가 미생물 생장에 

저해를 주는지의 여부를 조사하였다.

Fig. 1. Extraction of butanol with solvents.

  각 용매별 부탄올에 대한 분배 계수를 알아보기 위해 

분별 깔때기를 이용하여 부탄올용액:용매 부피비를 1：1
로 하여 추출 실험을 수행하였다. 그 결과, Table 1에서와 

같이 oleyl alcohol이 2.89로 가장 높은 분배계수를 나타내

었고, 이온성액체 [BMIM][PF6]는 상대적으로 낮은 0.99를 
나타내었다. 추출 용매들을 다양한 부피비에서 추출 실험을 
수행한 결과 Fig. 1에서와 같이 사용되어진 4가지 추출용

매들이 모두 50% 이상의 부탄올 추출효율을 보였으며, 추
출 용매의 부피 비율이 증가 할수록 추출효율이 높아지는 

것을 확인 할 수 있었다. 부탄올용액과 추출용매의 부피비

가 1：1인 경우, oleyl alcohol을 사용한 경우는 추출 효율

이 74.3%로서 [BMIM][PF6]를 사용하여 추출한 경우보

다 1.5배 증가한 추출효율을 보였다. 또한, 추출실험에 사

용된 용매의 분배계수가 높을수록 추출 효율이 높아진다

는 것을 확인할 수 있었다 [17].
  본 실험 결과, 유기용매인 oleyl alcohol과 부틸부티레

이트가 이온성액체보다 효과적으로 부탄올을 추출할 수 

있음을 알 수 있었다. 이온성 액체는 녹는점이 낮고 증기

압이 낮아 휘발성이 낮고 비가연성이므로 친환경 용매로

서 장점이 있으나, 가격이 상대적으로 높고 부탄올 추출 
효율이 낮기 때문에 부탄올 추출용매로서 적합하지 않다

고 판단된다. 그에 비하여 oleyl alcohol이나 부틸부티레이

트의 경우 범용 용매로 사용되어지고 있고 부탄올 추출효

율이 우수하므로, 이 후 연구에서는 oleyl alcohol과 부틸

부티레이트를 이용하여 실험을 수행하였다.

부탄올 농도와 pH에 따른 추출 효율 비교

  부탄올농도에 따른 부탄올 추출효율 영향을 알아보기 
위해 부탄올 농도를 1 g/L-15 g/L로 변화시키면서 부틸부

티레이트와 oleyl alcohol을 이용하여 추출 실험을 수행하

였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이 부탄올 농도에 따른 부틸

부티레이트의 추출 효율은 약 70%에서 75% 정도로 변화

의 폭이 크지 않는 것을 확인할 수 있었다. Oleyl alcohol
을 이용한 추출에서는 부탄올 농도에 상관없이 일반적으

로 80% 이상의 높은 추출효율을 나타내었으며, 부탄올 농

도가 낮을수록 추출효율이 높아지는 경향을 보였다. Oleyl 
alcohol을 사용했을 경우, 부탄올의 농도가 1 g/L일 경우

의 추출효율이 15 g/L일 때보다 약 17% 가량 높은 것으

로 확인되었다.

Fig. 2. Efficiency of extraction with various butanol concentration.



450

  pH에 따른 부탄올의 추출 효율과 선택성에 대한 영향을 
알아보기 위해 부탄올과 부틸산을 증류수에 각각 10 g/L
로 희석시킨 후 pH를 4-5.5로 변화시키면서 부틸부티레

이트와 oleyl alcohol을 이용하여 추출 실험을 수행하였다. 
부탄올 발효 과정 중에 부틸산을 포함한 유기산 생산이 이

루어지면서 pH가 초기 pH 6.5에서 4.5까지 내려가게 되므

로 추출발효에서 부탄올 추출효율이 pH에 따른 영향을 
받지 않아야 한다. 또한, 추출 용매가 바이오부탄올의 전구

체인 부틸산을 추출한다면 부탄올 생산에 효율성이 떨어지

게 되므로, 부탄올은 추출하되 부틸산은 추출하지 않는 용매

를 선정하여야 한다. 부틸부티레이트나 oleyl alcohol 모두 

Fig. 3에서 보는 바와 같이 배양액의 pH 변화에 따른 부탄

올 추출 효율이 각각 약 70%와 80%로 일정하게 유지되는 
것을 확인할 수 있었다. 그러나 부틸산의 경우 pH가 낮아

지면 추출효율이 높아지는 등 pH에 따라 추출효율이 크게 
변화되는 것을 확인할 수 있었다. 바이오부탄올 생산공정

에서 부탄올 생산 미생물은 pH 5 이상에서 부탄올을 생산하

게 된다. 본 연구에서 선정한 부틸부티레이트와 oleyl alcohol
은 pH 5.0에서 부틸산 추출효율이 30% 이하로 매우 낮으

면서 부탄올 추출효율이 70-80%를 유지하므로 부탄올 추출

용매로서 적합함을 알 수 있다.

Fig. 3. Efficiency of extraction at various pH: (a) Butyl butyrate, 
(b) Oleyl alcohol.

바이오부탄올 추출발효와 독성 테스트

  실제로 미생물을 배양하는 과정에서 바이오부탄올의 추출

효율을 조사하고 추출용매가 미생물에게 미치는 독성 영향

을 살펴보기 위하여 혈청병 (serum bottle)을 사용하여 추출 
발효를 수행하였다. 본 연구실에서 실험한 결과, 부틸부티

레이트의 경우 부탄올 추출효율이 약 70% 정도로 뛰어나

고 가격이 저렴한 장점이 있는 반면, 부틸부티레이트를 사

용하여 추출 발효 실험을 수행하였을 경우 2-3일 후에도 

OD 증가가 없는 것을 확인하였고, 이것은 부틸부티레이트

가 미생물에게 독성 영향을 미쳤기 때문으로 사료된다. Oleyl 
alcohol은 부틸부티레이트에 비해 가격 경쟁력은 낮지만, 
미생물에 독성을 주지 않는 것으로 관찰되어졌고 (접종 24시

간 후 OD=9.6) 부탄올 추출효율도 80%이상이므로 가장 
적합한 유기용매로 판단된다. 본 실험에서는 oleyl alcohol과 
더불어 oleyl alcohol에 부틸부티레이트의 부피를 10-30%
로 변화시키며 혼합한 용매를 사용하는 경우, 보다 경제적

이면서 미생물 독성이 없고, 효율이 좋은 추출용매로 사용

가능한지 알아보았다. 혈청병을 이용하여 가장 최적의 부탄

올 추출조건을 확인하기 위해 회분식 (batch)타입의 추출

발효를 수행하였다.

Fig. 4. (a) Cell growth and (b) Glucose concentration during 
the extractive fermentation with oleyl alcohol (OA) and 
butyl butyrate (BB).



KSBB Journal  451

  Oleyl alcohol과 혼합용매를 사용한 추출발효 시 미생

물 생장과 탄소원인 글루코스 소모량은 Fig. 4에 나타내었

다. Oleyl alcohol만을 이용했을 경우는 추출용매 없이 배

양을 한 대조군 (control)에 비해 유사하거나 높은 O.D.값
을 나타냈지만, 부틸부티레이트를 10% 이상 혼합한 경우 
미생물 생장이 저해되어 lag phase가 길어지거나 최종 O.D.
가 낮은 것을 알 수 있었다. 또한, 부틸부티레이트의 부피 

비율이 증가할수록 미생물 생장 저해정도가 심화되었는데, 
특히 부틸부티레이트 30% 혼합 용매를 사용했을 경우에는 
미생물 생장이 전혀 이루어지지 않았다. 배양 시간에 따른 

글루코스 소모량을 살펴보면, 대조군에 비해 oleyl alcohol
을 이용하여 추출발효를 한 경우 글루코스 8-10 g/L를 더 

소모한 것으로 나타났다 (Fig. 4(b)). 이는 부탄올 추출에 
따른 부탄올의 독성 영향 감소로 미생물 생장 저해 영향

이 감소되어 탄소원인 글루코스를 더 소모할 수 있었던 것

으로 사료된다. 참고문헌에 따르면, 부탄올이 14 g/L일 때 

미생물 생장은 완전히 저해되고, 8 g/L일 때 미생물 생장

이 50%가 저해된다는 보고가 있다 [6]. 부틸부티레이트 
10% 혼합 용매를 사용한 경우, 배양 24시간 후 O.D.값은 
3.72로서 대조군의 O.D. 값인 8.53에 비해 매우 낮으나 

글루코스 소모량은 유사한 경향을 나타내었다. 그 외, 부틸

부티레이트 20% 이상 혼합된 용매는 낮은 미생물 성장을 

보인 O.D. 결과와 마찬가지로 낮은 글루코스 소모 경향을 

나타내었다.

Fig. 5. Butanol concentration in batch extractive fermentation at 
72 h; (a) control (no solvent added), (b) oleyl alcohol, 
(c) 90% of oleyl alcohol + 10% of butyl butyrate, (d) 
80% of oleyl alcohol + 20% of butyl butyrate, (e) 70% 
of oleyl alcohol + 30% of butyl butyrate.

  Fig. 5에서는 배양액 상에 남아 있는 부탄올의 농도, 유기 
용매 상으로 추출된 부탄올의 농도, 그리고 배양액과 유기

용매에 있는 부탄올 농도를 합한 총 부탄올 생산량을 나타

내었다. Fig. 5의 결과를 살펴보면 oleyl alcohol을 이용하

여 부탄올 추출 발효를 한 경우 배양액 내의 부탄올을 연속

적으로 추출하여 배양액 내의 부탄올을 낮게 유지시킴으로

써 추출 발효 하지 않은 대조군보다 더 많은 부탄올을 생산

해 내는 것을 확인할 수 있었다 (11.2 g/L vs. 12.4 g/L). 
즉, oleyl alcohol을 이용하여 추출 발효했을 경우, 추출된 

부탄올로 인해 부탄올 독성이 감소하여 미생물의 생장 및 

부탄올 생산이 대조군에 비해 더 활발히 진행된 것을 알 수 
있으며, 이는 대조군에 비해 글루코스 소모량이 더 많았던 
Fig. 5(a) 결과와도 상통하는 결과이다. 또한, oleyl alcohol
로 추출된 부탄올이 9.4 g/L이고, 배양액내 남아있는 부탄

올의 농도가 3 g/L에 불과한 것으로 나타났는데, 이로서 
oleyl alcohol이 실제 배양액으로부터 부탄올을 추출하는데 
우수한 용매로 사용가능함을 알 수 있다. 부틸부티레이트 

10% 혼합용매를 사용한 경우, 최종 OD와 글루코스 소모량

은 대조군과 유사한 것으로 관찰되어졌지만 (Fig. 4), 총 

부탄올 농도는 대조군의 60% 정도만 생산된 것으로 나타

났다. 이러한 결과로 미루어볼 때, 부틸부티레이트 10% 
혼합용매는 미생물 생장에는 큰 영향을 주지 않지만, 특이

적으로 부탄올 생산에는 심각한 저해 영향을 주는 것으로 

사료된다. 부틸부티레이트의 부피비율이 20%인 경우는 

미생물 생장과 부탄올 생산량이 모두 대조군에 비해 현격히 
감소한 것을 알 수 있었고, 부틸부티레이트의 부피 비율이 

30% 인 경우는 미생물 생장이 전혀 이루어지지 않은 것과 
마찬가지로 부탄올도 생산되지 않았다. 본 실험에서 얻은 

결과로 볼 때, oleyl alcohol은 미생물 생장과 부탄올 생산

에 저해 영향을 미치지 않으면서 고농도의 부탄올을 생산

하기 위한 추출발효 공정에서 적합한 용매로 사료된다. 
  본 연구를 통해 유기용매와 이온성 액체 중에서 배양액 

내의 부탄올을 효과적으로 추출할 수 있는 용매로서 oleyl 
alcohol과 부틸부티레이트를 선정하였고, 특히 선정한 유기 
용매 중 oleyl alcohol은 미생물에게 독성영향을 끼치지 않고 

안정적으로 고농도의 부탄올을 생산할 수 있음을 확인하였다. 

요  약

  본 연구에선 바이오부탄올 생산을 위한 추출발효에 적

용하고자 부탄올 추출에 효율적이고 미생물에 독성을 주

지 않는 적합한 추출용매를 선정하고자 하였다. 추출 용매

를 선정하기 위하여 부틸 부틸레이트, oleyl alcohol, 친환

경 용매인 소수성 이온성 액체 2 종류를 이용하여 분배계

수를 구한 결과, 부틸 부틸레이트와 oleyl alcohol이 높은 

부탄올 분배계수를 나타내었고 부탄올 농도 1-20 g/L와 

pH 4-5.5 범위에서 80% 이상의 우수하고 안정적인 추출

효율을 나타내었다. 미생물에 독성이 없는 oleyl alcohol를 

사용한 회분식 추출발효에서는 추출을 하지 않은 회분식 

배양보다 11% 향상된 부탄올 생산을 보였다 (11.2 g/L vs. 
12.4 g/L). 이는 배양액 내의 부탄올이 추출되어 배양액 
내의 부탄올 농도가 낮게 유지됨으로써 부탄올 독성 영향

이 감소되었고, 이로 인해 향상된 부탄올 생산이 이루어진 

것으로 판단된다. Oleyl alcohol：부틸부티레이트 부피비
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를 9：1로 혼합한 용매를 사용했을 경우는 미생물 생장에

는 저해 영향이 미미했으나 부탄올 생산은 추출발효를 하

지 않은 회분식 배양에 비해 60%에 그쳤다. 부틸부티레이

트를 20% 이상 미생물 생장에 심각한 저해를 주는 것으

로 관찰되어졌다. 본 연구를 통해, 실험에 사용된 4가지 
추출 용매 중에서 oleyl alcohol이 미생물에게 독성영향을 
끼치지 않으면서 부탄올 추출을 효율적으로 할 수 있음을 

알 수 있었고, oleyl alcohol을 바이오 부탄올 연속 추출발

효에 적용한다면 향상된 부탄올 생산성을 얻을 수 있을 것

으로 기대된다.
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