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모자반 가수분해물을 이용한 바이오 에탄올 생산
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Abstract We investigated the feasibility of bioethanol production from hydrolysate of brown seaweed Sargassum sagamianum.
Prior to bioethanol production using yeasts, six yeast strains were compared and the best ones in terms of 
the ethanol production levels were selected. Pichia stipitis ATCC 7126, Pichia stipitis ATCC 58784, and Pichia 
stipitis ATCC 58376 were superior to others in terms of ethanol production. These yeast strains were used 
for producing bioethanol by the shaking bottle culture and the fermentor culture. Out of approximately 30 g/L
reducing sugar, about 3~6 g/L and 4~7 g/L bioethanol were produced in the bottle culture and the fermentor 
one, respectively. Furthermore, it was observed that around 12~28 g-bioethanol was produced from 1 kilogram 
of Sargassum sagamianum. Compared with those previously published, these data were almost three to eight 
times higher in value.
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서  론1)  

  모자반 (Sargassum sagamianum)은 우리나라의 동남해

안과 일본 해안에 분포하는 갈조류 (brown seaweed)의 한 

종류로서 우리나라에서는 모자반속의 많은 종류가 식용으

로 이용되기도 하며 alginate의 원료와 비료로 사용되어져 

왔다. 또한 연안 어류가 먹이를 얻거나 산란하기 적합한 

환경을 제공하여 어족자원 확보에 매우 중요한 구실을 하

기도 한다 [1].
  Brown seaweed의 추출물 중의 주된 carbohydrate 성분으

로 alginate가 알려져 왔으며 [2,3], 이것을 이용한 bioethanol 
생산이 renewable energy 생산의 한 방편으로 관심을 끌고 
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있다 [4]. Brown seaweed에서의 alginate 함량은 30~50% [2] 
혹은 19.2% [3]로 보고되고 있으며, Sargassum sp.의 또 

다른 carbohydrate 성분으로 sulfated heteropolysaccharide
도 알려져 있다 [5-11]. 이 sulfated heteropolysaccharide의 
구성성분으로 fucose, xylose, galactose, glucose, uronate, 
glucuronic acid, arabinose, mannose, rhamnose 등의 단당

류가 보고되고 있다. 이때 fucose는 약 20% 정도의 함량을 

보이며 나머지 단당류들은 brown seaweed의 종류에 따라 

많은 조성의 편차를 보이고 있다.
  Seaweed를 이용한 bioethanol 생산에 관한 연구는 국내

외적으로 아직까지 활발한 연구가 이루어지지 못하고 있으

며 몇 편의 제한된 연구 결과만이 보고되고 있다 [12-14]. 
이러한 연구 결과에서도 seaweed의 가수분해물로부터 
bioethanol이 생산되는지에 대한 검증과 적절한 균주를 
screening하는데 그치고 있고, 효모가 bioethanol 생산에 사

용하는 다양하고 복합적인 단당류의 구성성분이 어떠한 경로
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로 bioethanol로 전환되는지에 대한 구체적인 연구결과는 없다.
  본 연구에서는 특징적으로 모자반의 전처리 가수분해물

을 고압액화 추출기를 이용하여 만든 후, 이 가수분해물을 

이용하여 bioethanol을 생산하는 연구를 수행하였다. 이에 

앞서서 6탄당과 5탄당을 이용하는 효모 중에서 가장 적절

한 효모를 선별하는 연구를 bottle culture를 통하여 수행하

였고, 5탄당의 bioethanol로의 전환 수율을 증가시키기 위

하여 발효조에서 bioethanol을 생산하는 실험을 실시 할 

경우에는 surface aeration을 통하여 미량의 공기를 주입하

였다. 본 연구는 모자반의 가수분해물로부터 bioethanol을 

생산하는 기반연구 결과를 얻는데 목적이 있다고 할 수 있

으며, 그 결과를 이미 보고된 연구결과와 비교 분석하였다.

실험방법   

효모균주

  본 연구에서는 6가지 종류의 효모를 사용하여 bioethanol 
생산 연구를 수행하였다 (Table 1).

Table 1. Yeast strains used in this study

Yeasts Abbreviations

   Pachysolen tannophilus ATCC 32691
   Candida tropicalis ATCC 20336
   Candida shehatae ATCC 58779
   Pichia stipitis ATCC 58376
   Pichia stipitis ATCC 58784
   Pichia stipitis CBS 7126 

32691
20336
58779
58376
58784
7126

Bottle culture를 이용한 효모선별

  Bottle culture를 위한 seed culture는 250 mL 삼각플라

스크에 50 mL YPD 배지 (yeast extract, 10 g/L; peptone, 
20 g/L; glucose; 20 g/L)를 만들어 shaking incubator에서 

30℃, 150 rpm의 조건으로 배양하였고, 효모선별을 위한 

배양은 250 mL media bottle (Schott Duran)에 50 mL 배지

를 만들어서 30℃, 150 rpm에서 배양을 진행하였으며, 배양 
초기에는 Silistopper (Silicone plug)로 마개를 대신하였다. 
사용한 배지조성은 glucose 5 g/L, xlyose 20 g/L, yeast 
extract 10 g/L 였으며, 배양 부피의 2% (v/v)에 해당하는 

seed culture를 접종하여 배양을 시작하였다. 배지중의 glucose
가 모두 소모될 시점에 80 rpm으로 shaking incubator의 회전

수를 줄이고, media bottle을 screw cap으로 완전히 닫아서 

공기의 공급을 제한하면서 배양을 계속 진행하였다.

고압액화 추출기를 이용한 모자반 가수분해

  고압액화 추출기 (Ilshin, Korea)를 이용하여 1 L의 반응

기에 한국해양연구원에서 제공한 10 g의 모자반과 증류수 

75 mL의 혼합하였다. 이때 이미 보고된 연구 방법을 사용하

여 처리하였으며, 모자반 가수분해반응 시 190℃, 15분에서 

최대 가수분해 수율을 나타내었다 [15].

모자반 가수분해물을 이용한 bioethanol 생산

  모자반 가수분해물을 약 3배 정도 rotary vacuum evaporator 
(EYELA, Japan)을 이용하여 농축한 후 bioethanol 생산을 

위한 원료로 사용하였다. Bottle culture나 fermenter culture
시 3배 농축된 모자반 가수분해물에 yeast extract 10 g/L와 
peptone 20 g/L를 녹여서 제조하였다. Bottle culture는 위에

서 설명한 방법과 동일하게 수행하였고, fermenter culture
는 2.5 L 발효조 (Kobiotech, Republic of Korea)를 이용하여 

수행하였다. 이때 배양 부피는 800 mL이었으며 배양온도

는 30℃로 조절하였고 pH는 5.0으로 암모니수와 10% 인산 
용액으로 조절하였다. Agitation speed는 200 rpm으로 조절

하였고 미량의 공기를 주입하기 위하여 배양조 상판위에 관을 
삽입하여 배양액 표면으로 공기를 주입하는 surface aeration
방법을 택하였다. 이때 공기주입속도는 100 mL/min 였다.

분석방법

  Cell growth는 spectrophotometer (Spectronic, Thermo 
Scientific, USA)를 사용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하

여 표시하였고, 배지내의 잔여 환원당 함량은 dinitrosalicylic 
acid (DNS) 방법을 사용하여 측정하였다 [16]. 배양액 중의 

에탄올 함량은 gas chromatography (8610C, SRI, USA)를 

이용하여 분석하였고, 이때 컬럼은 Chromosomb 101 [L=6 
ft, ID=1/8 inch, 80/100 mesh, stainless steel tubing (Alltech, 
USA)]을 사용하였고, FID (flame ionization detector)를 이

용하여 검출하였다. Injector와 FID 온도는 250℃, 오븐온도

는 150℃로 조절하였고, carrier gas로는 헬륨을 사용하여 

40 mL/min으로 흘려주었다. 정량분석을 위하여 내부표준

물질로 n-butanol을 사용하여 분석하였다 [17,18]. 그리고 

배지 중의 glucose와 xylose는 thin-layer charomatography 
(TLC)를 이용하여 분석하였다. 이때 Partisil® K5F (20 
× 10 cm, Whatman)를 TLC plate로 사용하였고, mobile 
phase로는 acetonitrile 용액 (acetonitrile：water = 85：15, 
v/v) 사용하였고, sample loading volume은 1.0 μL 였으

며, 발색은 ethanol에 0.5% α-naphtol과 5% H2SO4을 녹여 

사용하였다.

결과 및 고찰

Bottle culture를 이용한 효모균주선별

  본 연구에 가장 적절한 효모균주를 선별하기 위하여 국내

에서 수급 가능한 6가지 6탄당 및 5탄당 이용 효모균주를
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Fig. 1. Bottle cultures for the selection of yeast strain, in which 
xylose and glucose were used as carbon sources. (a) 
Cell growth, (b) residual reducing sugar, and (c) ethanol 
production. Yeast strains used in this study are described 
in panel (b). Arrow indicates the time at which the screw 
cap was completely closed.

가지고 연구하였다 (Table 1). 배지는 glucose와 xylose가 

함유된 배지를 사용하였으며 Fig. 1과 같이 세포 성장과 

총 환원당 소비 그리고 에탄올 생산양상을 관찰하였다. 
Fig. 1(a)에서의 세포성장 결과와는 다르게 Fig. 1(c)에서와 

같이 약 25 g/L의 총 환원당으로부터 7126, 58784, 58376 
균주에서 약 6 ~8 g/L의 ethanol이 생성되는 것을 확인하였

다. 반면에 다른 3가지 효모균주는 약 5 g/L이하의 ethanol 

생산을 보였다. 이때 glucose와 xylose의 소비양상은 Fig. 2에 
표시하였으며, 7126, 58784, 58376에서 상대적으로 xylose
가 배양 후반부에 완전히 소비되는 것을 확인하였다. 이 실

험에서 모자반 가수분해물을 이용한 bioethanol 생산의 최적 
효모선별을 glucose와 xylose가 들어간 배지를 이용하여 수

행하였는데, 이는 아직 모자반 가수분해물의 단당류에 대

한 확인이 완료되지 않았기 때문이다. 대표적인 6탄당과 5탄
당을 넣은 배지가 모자반 가수분해물로부터 가장 효율적으

로 bioethanol을 생산하는 효모 선별에 정확한 결과를 제공

하지는 못한다 할지라도 가장 최선의 접근법이라고 생각되

어져서 7126, 58784, 58376 균주를 가지고 아래의 모자반 

가수분해물에서의 bioethanol 생산 연구를 수행하였다. 또한 
연료용 bioethanol 생산 할 때, 고농도의 ethanol이 증류공

정의 비용을 낮출 수 있기 때문에 효모 균주의 bioethanol 
생산능력보다는 최종 bioethanol 농도가 가장 높은 균주를 

다음 연구를 위한 선별 기준으로 삼았다.

Fig. 2. TLC of the culture supernatant from Fig. 1. (a) 32167, 
(b) 58779, (c) 58376, (d) 58784, (e) 7126, and (f) 20336. 
X and G indicate xylose and glucose, respectively, as 
standard. Arrow indicates the time at which the screw 
cap was completely closed.

Bottle culture와 fermenter culture를 이용한 모자반 
가수분해물에서 bioethanol 생산

  위 연구에 선별된 3가지 효모를 가지고 모자반 가수분해물

에서 bioethanol이 잘 생산되는지를 먼저 bottle culture을 

이용하여 확인하였다. Fig. 3과 같이 세포성장, 환원당 소비, 
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ethanol 생산을 조사하였는데, Fig. 1에서와 같이 세포성장양

상과는 다르게 약 30 g/L의 환원당으로부터 최대 약 3~6 g/L 
사이의 bioethanol이 생산되었다 (Fig. 3(c)). 또한 fermenter 
culture를 이용한 모자반 가수분해물로부터 bioethanol 생산

에 관련된 연구결과 Fig. 4와 같이 세포성장, 환원당 소비, 
bioethanol 생산을 조사할 수 있었다. 이때도 마찬가지로 
세포성장과 관계없이 약 30 g/L의 환원당으로부터 최대 약 
4~7 g/L의 bioethanol이 생산되었다 (Fig. 4(c)).
  Bottle culture와 fermenter culture의 결과를 비교분석한 결
과 3가지 균주의 bioethanol 생산에 있어서 확실한 비교우

위를 판단할 수 없었다. 이는 3가지 균주 사이의 bioethanol 
생산 능력의 차이가 없음을 보여주는 결과이기도 하고, 모자

반 가수분해물의 제조 시 일관성 있는 가수분해물의 제조가 
불가능하였기 때문에 나타나는 결과이기도 하다. 즉, 공급

되는 모자반 자체의 비균일성으로부터 기인되는 것으로 생

각되어진다. 또한 이러한 현상이 bottle culture와 fermenter 
culture의 세포성장에 있어서 3가지 균주 사이의 차이와 초기 
환원당 함량에 있어서의 차이 등을 초래 하는 것으로 보여 

진다. 그러나 Fig. 3와 Fig. 4의 결과에서 분명히 모자반의 
가수분해물에서 bioethanol이 생산되어질 수 있다는 것을 확

인하였고, 6탄당과 5탄당 이용 효모인 Pichia stipitis 중에서 
3가지 효모가 가장 좋은 bioethanol 생산량을 보일 수 있음을 
확인하였다. 한편 bottle culture와 fermenter culture에서 환원

당이 DNS 방법으로 측정되었는데, 측정에 영향을 주는 미

확인 물질과 배지의 어두운 색 등으로 인하여 환원당이 완전히 
소비되지 않은 것처럼 관찰되었다 (Fig. 3(c) and Fig. 4(c)).

Table 2. Ethanol yields (g-ethanol/g-reducing sugar) of Fig. 3 
and 4

Yeasts
Culture 
Methods

7126 58376 58784 Pichia 
angophoraea

Bottle culture
Fermentor culture

0.139
0.297

0.253
0.357

0.335
0.353

-
0.18~0.43

aReference number is [14].

Table 3. Ehanol yields (g-ethanol/kg) of Fig. 3 and 4

Yeasts
Culture
Methods

7126 58376 58784 Pichia 
angophoraea

Bottle culture
Fermentor culture

12.51
23.84

19.61
27.67 

22.2
28.34

-
3.6~8.6 

aReference number is [14].

  Fig. 3과 Fig. 4의 결과를 종합하여 다른 연구자의 결과

와 비교하기 위하여 Table 2과 같이 최대 bioethanol 생산 

시점에서 총 환원당 소비량에 대한 bioethanol 생산량인 

bioethanol yield를 비교하였다. 또한 Table 3에서는 최대 

bioethanol 생산 시점에서 모자반 1 kg을 이용한 bioethanol 
생산량을 bioethanol yield로서 비교분석하였다. 이때 유일

하게 국제학술지에 보고된 seaweed를 이용한 bioethanol 
생산에 관한 연구논문 결과를 비교하였다. Horn et al. [14]
의 연구결과와 비교하여 볼 때 환원당에 대한 bioethanol 
수율은 bottle culture와 fermenter culture에서 매우 유사한 

0.139~0.357 이였고 (Table 2), 1 kg의 seaweed를 기준으로 
한 bioethanol 생산수율을 비교했을 때는 본 연구결과가 
상대적으로 약 3~8배 정도의 bioethanol이 생산수율이 높은 
약 12~28 g/kg인 것을 확인하였다 (Table 3).

Fig. 3. Bottle cultures of 58376, 7126, and 58784, in which the 
hydrolysate of Sargassum sagamianum was used as 
carbon source. (a) Cell growth, (b) residual reducing 
sugar, and (c) ethanol production. Yeast strains used in 
this study are described in panel (b). Arrow indicates 
the time at which the screw cap was completely closed.
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Fig. 4. Fermentor cultures of 58376, 7126, and 58784, in which 
the hydrolysate of Sargassum sagamianum was used as 
carbon source. (a) Cell growth, (b) residual reducing 
sugar, and (c) ethanol production. Yeast strains used in 
this study are described in panel (b).

  본 연구결과가 모자반 가수분해물을 이용한 bioethanol 
생산에 관련된 연구로서 몇 가지 제한된 환경 속에서 이루

어지기는 하였으나 seaweed인 모자반 가수분해물로 부터 

bioethanol을 생산할 수 있다는 가능성을 확인할 수 있었

다. 한편 이러한 결과는 모자반 가수분해물 안에 alginate 
뿐만아니라 다양하고 복잡한 cabohydrate 성분이 존재하

며 [5-11], 이것이 가수분해물 속에존재하여 bioethanol을 

생산하기 위한 carbon source로 사용되었을 것으로 추론되

어진다. 앞으로 모자반 가수분해물 안의 다양한 환원당 성

분에 대한 추가연구가 필요할 것으로 생각되어지며. 본 연구

에서는 5탄당의 ethanol로의 conversion시 산소로 인하여 

그 수율이 떨어질 것을 생각하여, bottle cultur와 fermenter 
culture에서 공기 공급을 제한하였다. 특히 fermenter culture
에서는 surface aeration을 통하여 제한된 공기를 주입하였다. 
이것이 어떠한 효과를 주었는지에 대한 추가 연구도 필요

하리라 생각된다.
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