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Abstract:1)1,2-propanediol (1,2-PD) is a commodity chemical 
that is currently produced from petrochemical derivatives. 
Saccharomyces cerevisiae is well characterized and a successful 
industrial microorganism to enable the improvement of the 
1,2-propanediol production by metabolic engineering. A 
recombinant S. cerevisiae M3G3 was used to produce 
1,2-propanediol. S. cerevisiae M3G3 is the diploid strain that 
contains 3 copies of mgs (methylglyoxal synthase) and gldA 
(glycerol dehydrogenase). S. cerevisiae M3G3 was cultivated 
at various culture conditions by changing culture temperature, 
glucose concentration, and inducer concentration. Also the 
effect of induction time was studied to optimize the production 
of 1,2-propanediol. Batch and fed-batch cultivation of S. 
cerevisiae M3G3 was performed by using a 5 L jar fermenter. 
The highest concentration of 1,2-propanediol in batch cultivation 
was 0.86 g/L and it was further improved to 1.33 g/L in 
fed-batch cultivation.
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1. 서론

1,2-propanediol (1,2-PD, propylene glycol)은 무색, 무취이며 
약간 쓴맛을 내는 물질로서 물과 아세톤, 클로로포름, 벤젠 등
의 용매에 잘 녹는다. 비대칭적 탄소 구조를 띠고 있으며 입
체 이성질체로 존재한다. 산업적으로 얻어지는 생산물은 라
세미 1,2-propanediol이다. 1,2-propanediol은 끓는점이 매우 높
으며 강한 소수성을 띄고 있다 [1]. 1,2-propanediol은 주로 플
라스틱과 레진, 항공기 방빙제, 페인트와 코팅제 그리고 기능
성 화장품 제조에 사용되고 있다 [1-4]. 1,2-propanediol의 전 
세계 소비량은 2003년에 1천 200만 톤이며 [5], 가격은 2004년 
기준 파운드당 $0.66이다 [6]. 산업적으로 1,2-propanediol은 
propylene oxide의 수화반응에 의해 만들어지는데 [7], 독성
을 가진 물질이 중간 산물로 생산되며 처리과정에도 상당한 
비용이 들어간다는 단점이 있다 [4,8]. 그리고 다단계 공정
개발과 최종 회수가 간단하지 않아 생산 초기 비용을 높이
는 문제가 있다 [4]. 재생자원을 이용하여 1,2-propanediol을 
생산하는 방법에는 여러 가지가 있지만 고열과 고압에서 
당류를 수소첨가분해 (hydrogenolysis)하는 방법은 생산
될 때 1,2-propanediol과 다른 polyol이 혼합되어 있어서 
1,2-propanediol의 정제를 필요로 한다 [1,9,10]. 최근 글루코
오스와 같은 당류를 이용하여 1,2-propanediol을 생산하는데 
여러 가지 미생물이 이용되고 있으며 E. coli와 S. cerevisiae
를 이용하여 글리세롤을 1,2-propanediol로 전환 생산하도록 
대사공학적 기법을 이용한 연구도 진행되고 있다 [1,4,8,11,12].
  Saccharomyces cerevisiae는 높은 생산성과 비병원성, 빈약
한 영양 상태에서도 잘 자라는 능력 그리고 대사공학적 유용
성 때문에 산업적으로 매우 유용한 미생물로 분류된다 [2]. 
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Hoffman에 의해 E. coli의 methylglyoxal synthase (mgs)와 
glycerol dehydrogenase (gldA)를 이용하여 S. cerevisiae에
서 처음으로 1,2-propanediol이 생산되었다 [2]. S. cerevisiae 
M3G3 역시 1,2-propanediol을 생산하기 위해 개발된 균주
이다 [13]. 두 유전자, mgs와 gldA를 각각 균주에 통합시
키고 교배시켜 mgs와 gldA의 여러 가지 조합을 갖는 균주
를 만들었는데 S. cerevisiae M3G3는 이들 조합중 mgs 유전
자 3개와 gldA 유전자 3개가 포함된 것이다. 본 연구에서
는 S. cerevisiae에서 1,2-propanediol을 생산하는데 필요한 
methylglyoxal synthase와 glycerol dehydrogenase 유전자를 
3개씩 포함하고 있는 S. cerevisiae M3G3를 이용하여 배양 
온도, 글루코오스 농도, 유도물질 농도, 그리고 유도시기를 
조절하여 1,2-propanediol의 생산을 위한 최적 조건을 얻고 
회분식 배양과 유가식 배양을 이용하여 1,2-propanediol을 
생산하였다.

     
2. 재료 및 방법

2.1. 균주
S. cerevisiae M3G3는 1,2-propanediol을 생산하기 위해 유전
적으로 변형시킨 균주이다 [13]. S. cerevisiae NOY386αA 
(MATα ura3052 lys2-801 trp1-Δ63 his3-Δ200 leu2-Δ1)와 
BWG1-7a (MATa ade1-100 his4-519 leu2-3, 112 ura3-52 
GAL+) 균주에 E. coli에서 유래한 유전자인 mgs와 gldA를 
pMH47과 pMH51에 클로닝 시킨 후 pδUB를 통합벡터 
(integration vector)로 사용하여 염색체에 통합시켜 두 균주
를 교배 기법을 통해 제작되었다 [2]. 균주는 20% 글리세롤
을 혼합하여 -70℃에서 보관하였다.

2.2. 배지
S. cerevisiae M3G3의 배양은 YPD 배지를 이용하였는데 조성
은 yeast extract (Difco Co., U.S.A.) 10 g/L, bacto-peptone 
(Difco Co., U.S.A.) 20 g/L, 글루코오스 20 g/L이다 [14]. 
S. cerevisiae M3G3의 균주 선별에는 SDC (U) 배지를 이용
하였다. SDC (U) 배지의 조성은 6.7 g/L bacto-yeast nitrogen 
base (without amino acids) (Difco Co., U.S.A.), 20 g/L 글루
코오스, 5 g/L casamino acid (Difco Co., U.S.A.), 20 mg/L 
uracil (Sigma Chemical Co., U.S.A.)이다 [13,15]. 전 배양
은 24시간동안 본 배양 전에 수행되었고, 본 배양은 100시간
동안 이루어졌다. 250 mL 삼각플라스크에 50 mL의 배지를 
넣어 30℃에서 회전식 진탕기 (Vision Science Co., Korea)
에서 200 rpm으로 배양하였다.

2.3. 배양 온도의 영향
S. cerevisiae M3G3에 의한 1,2-propanediol의 생산을 위한 
최적 온도를 정하기 위한 실험을 수행하였다. 배양 온도 27℃, 
30℃, 33℃, 36℃에서 배양하였다.

2.4. 글루코오스 농도의 영향
일반적으로 S. cerevisiae는 탄소 공급원으로 글루코오스를 

사용한다 [2,16]. 배양 배지내의 글루코오스 농도를 조절하여 
S. cerevisiae M3G3의 최적성장과 1,2-propanediol의 최대 
생산 조건을 고찰하였다. YPD 배지 내 글루코오스의 농도를 
1%, 2%, 3%, 4%로 조절하여 배양하였다.

2.5. 유도물질 농도의 영향
재조합된 S. cerevisiae M3G3의 mgs와 gldA는 copper 
metallothionine을 인코딩하는 CUP1 프로모터에 의하여 발현
이 조절되는데 [17], CUP1 프로모터는 유전자 발현을 위해 
구리 이온이 필요하다. 구리 이온의 농도가 1,2-propanediol 
생산에 미치는 영향을 확인하고 유도물질의 최적 농도를 결정
하기 위한 실험을 수행하였다. 유도물질로 CuSO4를 사용하
였으며 농도는 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM로 조절하였다 [18].

2.6. 유도 시기의 영향
최적 유도시기를 결정하기 위해 유도시기에 따른 1,2- 
propanediol의 생산을 고찰하기 위한 실험을 수행하였다. 
배양시작과 함께 유도물질 (CuSO4)을 첨가하거나 배양 시작 
후 S. cerevisiae M3G3의 성장에 따라 유도물질을 첨가하며 
실험을 수행하였다.

2.7. 배양
회분식 배양과 유가식 배양은 5 L jar fermentor (KoBioTech. 
Co., Korea)를 이용하여 수행하였다. 배양온도는 30℃, 교반
속도는 200 rpm, 통기속도는 1 vvm이었다. 유가식 배양은 
배양 중 HPLC 분석을 통하여 글루코오스가 모두 소비된 것
을 확인한 후, 2%씩 2회 추가하였다.

2.8. 분석
배양 종료 후 배양액을 Centrifuge 5403 (Eppendorf Co., 
Germany)을 이용하여 7,000 rpm에서 10분간 원심분리하
였다. 회수한 배양액을 증발기 SB-1000 (EYELA, Japan)
를 이용하여 60℃에서 1/10로 농축한 후, 0.2 μm RC filter 
(Sartorius, Germany)를 이용하여 여과하였다. 1,2-propanediol
의 분석은 LC-10AD HPLC system (Shimadzu, Japan)에서 
Aminex HPX-87H 컬럼 (BioRad, U.S.A.)을 이용하여 수행
하였다. 컬럼의 오븐 온도는 40℃로 유지하였다. 검출기는 
RID-10A (Shimadzu, Japan)를 이용하였고, 이동상은 0.05 M 
sulfuric acid를 유속 0.5 mL/min으로 공급하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 배양 온도의 영향
배양 온도는 세포 대사에 큰 영향을 주는 것으로 알려져 있
다 [19]. 30℃에서 가장 많은 1,2-propanediol (0.15 g/L)이 
생산되었다 (Table 1). 이는 다른 온도 조건인 27℃와 33℃
에서 생산된 1,2-propanediol의 양과 비교하여 각각 2.24, 
2.31배 더 높은 값이다. 30℃는 S. cerevisiae 성장 최적 온도
이며 1,2-propanediol 생산은 세포 성장과 크게 연관되어 있
음을 알 수 있다.
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Table 1. Effect of temperature on 1,2-propanediol production

Temperature (℃) 1,2-propanediol concentration (g/L)

27
30
33
36

0.067
0.150
0.065
0.041

3.2. 글루코오스 농도의 영향
YPD 배지는 2%의 글루코오스를 포함하고 있다. 글루코
오스는 S. cerevisiae의 주요한 탄소원이고 배양에 있어서 
중요한 영양인자이다 [2]. S. cerevisiae M3G3의 배양과 
1,2-propanediol의 생산을 위한 최적 글루코오스 농도를 결정
하기 위한 실험을 하였다. YPD 배지의 글루코오스 농도를 
1%, 2%, 3%, 4%로 조절하였다. 2% 글루코오스 YPD 배지
에서 S. cerevisiae M3G3는 건체중량이 가장 높았으며 4% 
글루코오스 YPD 배지는 2% 글루코오스 YPD 배지의 건체
중량의 약 48% 정도 밖에 되지 않았다. 1,2-propanediol의 
생산량도 2% 글루코오스 YPD 배지에서 가장 많이 생산되
었다 (Table 2). 1,2-propanediol의 생산량은 2% 글루코오스 
YPD 배지에서 생산된 양보다 4% 글루코오스 YPD 배지에
서 생산된 양이 3.06배 감소하였다.

Table 2. Effect of glucose concentration on 1,2-propanediol production

Glucose Concentration (%) 1,2-propanediol concentration (g/L)

1
2
3
4

0.080
0.150
0.075
0.049

3.3. 유도물질 농도의 영향
CUP1 프로모터는 효모발현벡터에 이용되는 프로모터이
다 [17]. 구리 이온은 세포 내의 다양한 단백질의 보조인자
로서 필수적인 영양인자이며 가격은 비싸지 않으며 낮은 
농도에서는 세포의 대사에 무해하다. 본 연구에서는 CuSO4

를 CUP1 프로모터의 유도물질로 사용하여 1,2-propanediol
의 생산에서 구리 이온의 농도에 따른 영향에 대하여 연구를 
수행하였다. 일반적으로 유도를 위한 구리이온의 농도는 
1~10 mM이지만 구리이온의 농도가 높아지면 세포막과 
목적물질의 생산량에 영향을 줄 수 있다 [20,21]. CuSO4

의 농도를 0.5 mM, 1.0 mM, 1.5 mM, 2.0 mM로 수행한 
결과, 1.0 mM CuSO4의 농도에서 생산된 1,2-propanediol
의 양이 0.5 mM과 1.5 mM CuSO4의 농도에서 생산된 
1,2-propanediol의 양보다 각각 1.81배와 1.95배 높았
다 (Table 3).

Table 3. Effect of inducer concentration on 1,2-propanediol production

Inducer Concentration (mM) 1,2-propanediol concentration (g/L)
0.5
1.0
1.5
2.0

0.083
0.150
0.077
0.073

3.4. 유도시기의 영향
유도시기를 변화시키면서 1,2-propanediol의 생산량을 측정
하였다. 유도시기는 접종과 함께 하거나 여러 성장 시기에 수행
하였다. 그 결과, 배양시작과 동시에 유도하였을 때보다 지수
기, 정체기에 유도하였을 때 더 많은 1,2-propanediol이 생산
되는 것을 확인할 수 있었다 (data not shown). 구리가 미량
금속이어서 세포성장에 큰 영향을 미치지는 않지만 외부 유전
자 발현의 유도과정에 따라 세포성장에 영향을 끼쳐서 배양
초기부터 유도를 시켰을 때에는 1,2-propanediol 생산량이 감
소한 것으로 추정된다. 회분식 배양에서 실질적인 세포성장이 
거의 없는 시간대인 배양개시 40시간 내지 50시간부터는 
1,2-propanediol 농도에 큰 변화가 없어서 1,2-propanediol 생
산은 글루코오스 고갈 시기와는 크게 관련이 없었으며, 세포 
성장시 세포 농도가 높을수록 더 많은 양의 1,2-propanediol
이 생산되었다. 세포농도가 더 높은 시기에 유도를 하면 더 
많은 1,2-propanediol이 생산된다는 것을 알 수 있었다. 글루
코오스는 배양 개시 후 20시간 경과 후 고갈되었으며 유도시
기를 배지중의 글루코오스 고갈 직후, 4시간 간격으로 16시간
까지 조절한 결과 16시간 후 유도시켰을 때 1,2-propanediol
의 농도가 가장 높았다.

3.5. 회분식 배양과 유가식 배양에 의한 1,2-propanediol 생산
온도와 pH가 조절되고 산소가 충분하게 공급될 수 있는 배양
기에서 회분식 배양을 수행하였다. 회분식 배양을 하면서 정
체기 (배양개시후 45시간)에서 유도시켰을 때 1,2-propanediol
의 최종농도는 0.86 g/L이었다 (Fig. 1). 세포농도를 높이고 
1,2-propanediol의 농도를 증가시키기 위하여 글루코오스를 
추가적으로 공급하는 유가식 배양을 수행하였다. 유가식 배양
을 하면서 세포농도를 높이고 유도시킨 결과, 회분식 배양보
다 약 40% 증가한 1.33 g/L의 1,2-propanediol이 생산되었
다 (Fig. 2). 이는 처음 보고되었던 S. cerevisiae M3G3 배양 
결과와 비교하면 5.54배 높았으며 [13], S. cerevisiae에서 
high copy 플라스미드인 pMH47과 pMH51을 이용하여 각각 
mgs와 gldA를 발현시켜 1,2-propanediol 생산한 Hoffman의 
결과보다는 2.56배 높았다 [2]. 그리고 S. cerevisiae의 상호
전환 유전자인 tpi1 유전자를 결실하여 1,2-propanediol의 
생산량을 1.11 g/L를 생산한 연구 결과에 비하여 0.22 g/L가 
더 많이 생산되었다 [11].

Fig. 1. Production of 1,2-propanediol during batch cultivation of 
Saccharomyces cerevisiae M3G3.
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Fig. 2. Production of 1,2-propanediol during fed-batch cultivation 
of Saccharomyces cerevisiae M3G3.

4. 결론

1,2-propanediol의 생산을 위한 배양 온도, 배지 내의 글루
코오스 농도, 유도물질의 농도, 유도시기를 조절하여 그 영
향을 고찰하였다. 얻어진 조건을 기본으로 하여 5 L 발효기를 
이용한 회분식 배양에서 0.86 g/L의 1,2-propanediol의 생산
량을 얻었다. 세포농도를 증가시키기 위하여 유가식 배양을 
수행하였으며 세포농도가 증가하면서 1,2-propanediol 농도
가 1.33 g/L로 증가하여 회분식 배양보다 생산량이 1.54배 
증가하였다.
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