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서 론

최근 화석연료의 고갈과 원유의 가격상승 등으로 인하여

이를 대체할 재생 가능한 바이오에너지 생산의 필요성이 전

세계적으로 대두되고 있으며, 이미 국내에서도 친환경 바이

오에너지 생산기술을 다양하게 연구하고 있는 추세이다[4,

15, 18]. 대표적인 바이오에너지로서 사탕수수나 옥수수 등

의 당질계와 전분질계의 바이오매스로부터 생산하는 바이오

에탄올을 들 수 있다. 바이오에탄올은 생산성과 생산수율이

높아 경제적인 생산이 가능하며, 인화성이 우수하다고 알려

져 있어 석유의 대체 연료로도 인정받고 있다[1, 6, 16]. 그

러나 바이오에탄올 생산으로 인한 식량자원의 가격 상승과

개발도상국들의 식량문제로 인하여 생산이 제한되고 있는

실정이다[4, 14, 15]. 이러한 문제들로 인하여 현재 볏짚이나

목재등의 목질계 원료등의 다양한 셀룰로오스계 바이오매스

로부터 바이오에탄올을 생산하려는 시도가 증가하고 있다

[14, 15]. 셀룰로오스계 바이오매스는 탄수화물이 기반인 자

원으로서 비교적 단시간에 재생산이 가능하며, 육탄당인 포

도당, 갈락토즈, 오탄당인 자일로즈등으로 구성되어 있다[10].

일반적으로 셀룰로오스계 바이오매스의 경우 효모를 비롯

한 발효미생물을 이용한 바이오에탄올 발효공정을 위하여

미생물이 대사할 수 있도록 전처리 공정이 필요하다[1, 5, 14,

22]. 전처리공정으로는 주로 산이나 알카리 처리법, 효소 가

수분해법이 사용되며[1, 5, 8, 10, 20], 동시당화발효와 같은

공정도 사용된다. 전처리 공정의 경우, 160℃ 이상의 고온에

서 산이나 알카리를 첨가하여 바이오매스를 구성하는 다당

류를 가수분해 하는 과정을 거친다[14]. 이때, 고온으로 처리

한 반응물을 미생물을 이용한 발효를 진행하기 위해서는 냉

각과정을 거쳐야 하는데, 냉각수 사용 등 대량생산 공정에는

경제적으로 불리할 수 있다[14]. 동시당화발효 공정의 경우

효소를 첨가하여 당화를 진행시키는 것으로서 주로 45−50℃

에서 진행된다[3, 9]. 그러나, 이 온도에서는 미생물을 사용

한 발효가 어렵고, 미생물 생육 온도인 30−35℃에서는 효소

를 사용한 당화효율이 낮아 고가의 당화 효소의 사용량이 증

가하게 된다[9, 10].

효모는 발효 및 양조에 있어서 오래 전부터 사용해온 미

생물로 알려져 있으며, 바이오에탄올을 생산하는 공정에도
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사용되고 있다[5, 15]. 에탄올 발효에 사용되는 효모로는 주

로 Saccharomyces 속이 사용되며, 일반적인 효모 균주는 배

양온도 30℃에서 가장 활발하게 성장한다. 효모를 사용하는

에탄올 발효는 대부분 30−33℃에서 진행되며 35℃ 이상에

서는 발효력이 급속도로 감소되므로 이와 같은 문제점을 해

결하기 위하여 냉각과정이 필요하다[11, 13, 21]. 따라서, 높

은 온도와 낮은 pH에서도 성장이 우수하며 발효능이 우수

한 균주는 전처리 및 발효과정에 사용되는 냉각 비용의 절

감과 다른 균주로부터의 오염 방지 등의 이점을 가지게 되

며, pH가 낮은 전처리물에서도 지속적인 에탄올 생산을 할

수 있는 효과를 기대할 수 있다[13, 23]. 

본 연구에서는 우리나라 전통 누룩으로부터 고온에서 성

장속도가 빠르고 산, 알칼리에 대하여 내성이 우수한 효모를

선발하여 바이오에탄올을 생산하는데 적합한 균주를 확보하

고자 하였다. 

재료 및 방법

균주분리

경상북도 상주시를 비롯하여 전국의 재래시장에서 판매되

고 있는 누룩 12점을 구매하였다. 분쇄한 누룩 1 g을 멸균수

9 ml에 현탁한 후 101−105 희석배수까지 단계적으로 희석하

고[2], chloramphenicol (100 mg/l, Sigma-Aldrich, USA)이

함유된 YEPD (yeast extract 10 g/l, peptone 20 g/l, glucose

20 g/l, pH 6.8, BD Diagnostic, USA) 평판배지에 도말한 후

44℃에서 48시간 동안 배양하여 단일집락을 분리하였다.

균주동정

분리한 효모 균주는 YEPD 배지를 사용하여 30℃에서 24

시간 동안 진탕배양한 후 GenExTM genomic Sx (GeneAll,

Korea)를 사용하여 염색체 DNA를 추출하였다. 염색체의

Internal transcribed spacer 영역을 증폭하기 위하여 ITS1

(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3')와 ITS4(5'-TCCTCC

GCTTATTGATATGC-3') 프라이머[7]를 사용하였다. PCR

산물은 ㈜마크로젠(Korea)에 의뢰하여 염기서열을 해석하였

으며, National Center for Biotechnology Information

(NCBI, RP, MD, USA)의 BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 프로그

램을 사용하여 기존에 보고된 균주의 염기서열과 상동성을

비교하여 균주를 동정하였다.

균주의 생육특성 
단일집락을 5 ml YEPD 배지에 접종하여 30℃에서 12시

간 배양한 후, 세포흡광도(OD600) = 1에 해당하는 균체를 회

수하였다. 회수한 균체는 멸균수로 5회 세척하고 100부터 104

까지 단계적으로 멸균수를 사용하여 희석한 후 5 N H2SO4

(Korea) 용액과 5 N NaOH (Samchun, Korea) 용액을 사용

하여 pH를 조정한 YEPD 평판배지에 15 µl씩 점적한 후 25,

30, 44℃에서 48시간 동안 배양하였다. 대조구로서 Pichia

farinosa (Millerozyma farinosa) KCTC27412 균주를 한국

미생물자원센터(KCTC, Korea)로부터 분양 받아 사용하였다.

균주의 비성장속도 
분리된 균주의 생육특성을 조사하기 위하여 다양한 배양

온도, pH 및 포도당 농도 조건에서 비성장속도를 측정하였

다. 단일집락을 YEPD 배지 50 ml에 접종하여 30℃에서 18

시간 동안 호기적인 조건으로 전배양하였다. 배양액을 원심

분리(13,000 × g, 1분)하여 균체를 회수하고 멸균수로 세척

한 후 20 g/l의 포도당이 첨가된 YEPD 배지에 세포흡광도

가 0.1이 되도록 접종한 후 200 rpm으로 진탕배양하여 대수

증식기로 성장하고 있을 때 비성장속도를 측정하였다. 비성

장속도는 다양한 배양온도에서 결정하였으며, 비성장속도가

가장 빨랐던 온도를 최적 배양온도로 선정하였다. 최적 배양

온도를 결정한 후 최적 pH 조건을 설정하기 위하여 5 N

H2SO4와 5 N NaOH를 사용하여 YEPD 배지의 초기pH를

조정한 뒤 배지에서 균주의 비성장속도를 측정하였다. 최적

배양온도 및 pH 조건을 결정한 후 탄소원으로 주입하는 포

도당 농도를 조정하여 균주의 비성장속도를 측정하였다.

배양조건

배양시간에 따른 균주의 성장 및 포도당 소모 특성을 조

사하기 위하여 단일집락을 50 ml의 YEPD 배지에 접종하고

30℃에서 200 rpm의 교반속도로 18시간 동안 전배양하였

다. 전배양된 균주를 멸균수로 세척한 후 세포흡광도가 0.1

이 되도록 200 ml의 YEPD 배지에 접종하고 진탕배양기를

사용하여 37℃에서 200 rpm의 교반속도로 36시간 동안 배

양하였다. 또한, 같은 조성의 YEPD 배지에 20 ml/l의 oxyrase

(Bioworld, USA)를 첨가하고 플라스크를 밀봉하여 혐기적

배양조건 하에서 균주의 성장 및 포도당 소모 특성을 호기

적 배양조건과 비교하였다.

분석방법

균체성장은 흡광광도계(Ultrospec 6300 pro, GE Healthcare,

Sweden)를 사용하여 600 nm에서 세포흡광도를 측정하여 결

정하였다. 포도당 및 에탄올 농도는 굴절률 검출기(RID-10A,

Shimadzu, Japan)가 장착된 고성능 액체 크로마토 그래프

(HPLC 20A-Series, Shimadzu)를 사용하여 측정하였다. 컬

럼은 Rezex ROA-Organic Acid H+ (Phenomenex, USA)를

사용하였으며, 이동상으로서 0.005 N H2SO4 용액을 0.6 ml/

min의 유속으로 사용하였다.
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통계처리

모든 측정은 3회 반복하였으며 평균값과 표준오차는 SPSS

(v 20.0, SPSS, USA)를 사용하여 결정하였고 유의성 검증은

Duncan의 다중범위 검정법을 사용하였다[24].

결과 및 고찰

균주분리 및 동정
누룩으로부터 44℃에서 성장할 수 있는 효모 균주 60점을

분리하였다. 분리된 균주 중 YEPD 액체 배지에서 가장 성

장속도가 우수한(data not shown) 균주를 선발하여 MBY/

L1569 균주로 명명하였다. MBY/L1569 균주는 동정한 결과

P. farinosa CBS8045 균주[17]의 18S rRNA 유전자

(GenBank Accession No. FR668061.1)의 염기서열과 매우

높은 상동성(99%)을 나타내어 P. farinosa로 최종 동정하

였다.

분리 균주의 생육특성
P. farinosa MBY/L1569 균주의 내열성과 내산성을 대조

구 균주와 비교하기 위하여 YEPD 평판배지를 사용하여 성

장을 비교하였다(Fig. 1). 배양온도 44℃에서 P. farinosa

MBY/L1569 균주는 모든 pH 조건에서 성장하였지만 대조

구 균주는 성장하지 못하여 P. farinosa MBY/L1569 균주가

대조구 균주보다 내열성과 내산성이 우수한 것으로 판단되

었다. 배양온도 25℃와 30℃에서는 pH 5와 7로 조정한 배

지에서 대조구와 실험구 균주가 유사하게 성장하여 유의적

인 차이를 판단할 수 없었다. 평판배지를 이용한 실험결과로

부터 P. farinosa MBY/L1569 균주가 대조구로 사용한

KCTC27412 균주에 비하여 내열성, 내산성이 우수한 것을

확인하였다.

배양조건에 따른 MBY/L1569 균주의 비성장속도
누룩으로부터 분리된 P. farinosa MBY/L1569 균주의 생

육 특성을 조사하기 위하여 배양온도, 배지의 초기 pH 및 탄

소원으로 주입한 포도당 농도에 따른 비성장속도를 측정하

였다. 모든 배양온도에서 대조구로 사용한 P. farinosa

KCTC27412 균주에 비하여 P. farinosa MBY/L1569 균주의

비성장속도가 유의적으로 우수하였다(Fig. 2A). 고체배지에

서는 대조구 균주가 44℃에서 성장하지 못하였으나, 액체배

지에서는 44℃에서 0.18 ± 0.08 h-1의 비성장속도를 나타냈

으며, 46℃에서는 0.12 ± 0.06 h-1의 비성장속도를 나타내었

다. 고체배지보다 액체배지에서 비성장속도가 빠른 것은 균

체성장에 필요한 산소, 영양원 등의 물질전달이 고체배지보

다 용이한 것에서 기인한 것으로 추정된다. 실험구 균주는

Fig. 1. Influences of temperature and medium pH on growth of P. farinosa strains. Exponential stage of cells at 30℃ were diluted
to an OD600 of 1.0 with steriled YEPD with ten-fold serial dilutions, and 15 µl of each dilution was spotted. The plates were incubated
at indicated temperature, and pH.
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44℃, 46℃에서 각각 0.38 ± 0.03 h-1, 0.37 ± 0.05 h-1의 비성

장속도를 나타내어 대조구 균주보다 고온에서 상대적으로

빠른 성장속도를 나타내었다. P. farinosa MBY/L1569 균주

는 37℃에서 가장 빠른 비성장속도(0.50 ± 0.02 h-1)를 나타

냈다.

탄소원으로 포도당이 20 g/l 농도로 첨가된 YEPD 배지의

초기 pH를 배양온도 37℃를 기준으로 조정한 뒤 비성장속

도를 측정하였다(Fig. 2B). 모든 초기 pH 조건에서 실험구

균주가 대조구 균주에 비해 유의적으로 빠른 비성장속도를

나타냈다. 실험구 균주는 초기 pH 7에서 가장 빠른 비성장

속도(0.51 ± 0.05 h-1)로 성장하여, 대조구 균주(0.40 ± 0.08 h-1)

에 비하여 약 1.25배 빠른 비성장속도를 나타냈다.

비성장속도가 가장 우수하였던 조건인 배지의 초기 pH를

7.0으로 조정한 뒤 포도당을 다른 농도로 첨가하고 37℃에

서 비성장속도를 측정하였다. 대조구 및 실험구 균주 모두

50 g/l의 초기 포도당 농도에서 가장 빠른 비성장속도를 나

타냈으며, 포도당 농도가 증가할수록 비성장속도가 감소하

였다(Fig. 2C). 대조구 균주는 200 g/l의 초기 포도당 농도에

서 0.39 ± 0.04 h-1의 비성장속도를 나타내었으나 MBY/

L1569 균주는 0.46 ± 0.01 h-1의 비성장속도를 나타내어 대

조구 균주보다 고농도의 포도당에 대한 내성도 우수한 것으

로 판단되었다. 결론적으로 P. farinosa MBY/L1569 균주는

초기 pH 7.0, 포도당 농도 50 g/l, 배양온도 37℃에서 가장 빠

른 비성장속도를 나타내었다.

MBY/L1569 균주의 성장 및 에탄올 생산 특성
대수증식기에서 결정된 비성장속도를 기준으로 설정된 최

적 배양조건에서 회분식 플라스크 배양을 통하여 P. farinosa

MBY/L1569 균주의 포도당 소모, 균체성장 및 에탄올 생산

특성을 조사하였다(Fig. 3). 호기적 배양조건에서 균체가 최

대로 성장하였을 때는 발효 개시 후 32시간이었으며 세포흡

광도는 22.87 ± 0.50이었다(Fig. 3A). 균체는 대수증식기에서

0.50 ± 0.08 h-1의 비성장속도로 성장하였으며 배양 개시 후

28시간 이후에 성장이 정체되었다. 발효 개시 후 36시간이

경과하였을 때 초기에 주입한 포도당이 모두 소모되었고

19.66 ± 0.68 g/l 에탄올을 생산되어 소모된 포도당 대비 약

40%의 수율을 나타내었다. 혐기적인 배양의 경우, 발효 개

시 후 36시간에서 균체가 최대로 성장하였으며 14.10 ± 0.46

의 세포흡광도를 나타내었다(Fig. 3B). 균체가 최대로 성장

하였을 때, 45.30 ± 0.64 g/l의 포도당을 소모하였으며,

20.60 ± 1.11 g/l의 에탄올을 생산하여 소모된 포도당 대비 약

45.5%의 에탄올 수율을 나타내었다. P. farinosa MBY/L1569

균주는 한국미생물자원센터에 KCTC27753 균주로 기탁하

였다.

Fig. 2. Effects of temperature (A), pH (B), and glucose concen-
tration (C) on specific growth rates of P. farinosa KCTC27412
(■) and MBY/L1569 (□) in aerobic condition. For panel A (pH
6.8) and B (37℃), YEPD medium containing 20 g glucose/l as car-
bon source was used. For panel C, YEPD medium (pH 7.0, 37℃)
containing different concentration of glucose was used as car-
bon source. Different letters in each panel indicate significant dif-
ference between means  (p < 0.05). 
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에탄올 생산공정에서 요구되는 효모의 바람직한 특성은 고

온과 높은 탄소원 농도에서도 우수한 성장을 나타내는 것 등

이다[2, 19]. 고온에서도 성장이 우수하며 에탄올 생산성이

우수한 균주는 발효 공정의 생산비용을 절감시킬 수 있는 요

인이 된다. Pichia farinosa 균주는 간장의 발효과정 중 발견

된다는 보고가 있으며[25], 김[12]은 다양한 온도 및 pH 조

건에서 성장하였다고 보고하였으나, 현재까지 연구결과가 많

지 않은 실정이다. 따라서 기존에 보고된 균주보다 고온에서

도 우수한 성장을 보이며 산과 알칼리에 대한 내성이 우수한

P. farinosa MBY/L1569는 바이오에탄올 생산공정 등에 적

용할 수 있는 가능성이 높고, 유전체 수준에서의 개량 등을

포함한 기반 연구에 사용할 수 있는 유망한 균주로 사료된다.

요 약

누룩으로부터 44℃에서 성장할 수 있는 효모 균주를 분리

하고 상대적으로 성장속도가 가장 우수한 MBY/L1569 균주

를 선별하였다. MBY/L1569 균주는 Pichia farinosa로 동정

되었으며, 대조구인 P. farinosa KCTC27412 균주에 비하여

내열성, 내산성 및 내알칼리성이 월등히 우수하였다. P.

farinosa MBY/L1569 균주는 46℃에서 0.37 ± 0.05 h-1의 비

성장속도를 나타내었으며, 배양온도 37℃, 초기 pH 7.0, 포

도당 농도 50 g/l 조건에서 0.50 ± 0.02 h-1의 가장 빠른 비성

장속도를 나타내었다. 최적 호기적 배양조건에서 P. farinosa

MBY/L1569 균주는 50 g/l 포도당으로부터 19.66 ± 0.68 g/l

에탄올을 생산하여 약 40%의 수율을 나타냈다. P. farinosa

MBY/L1569 균주는 한국미생물자원센터에 KCTC27753 균

주로 기탁하였다.
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