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CO 내성을 갖는 Clostridium sp. AWRP 돌연변이주의 분리 및 이를 
이용한 합성가스로부터의 에탄올 생산 연구
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온실가스 배출로 인한 급격한 지구 온난화는 생태계 변화

를 넘어서 인류의 생존에 위협이 되고 있으며, 기존 원유 자

원 기반의 화학 공정을 재생 가능한 자원을 이용한 공정으

로 전환해야 할 필요성이 지속적으로 요구되고 있다[1, 2].

이러한 문제를 극복하기 위하여 최근에는 비식용 바이오매

스의 활용 및 광합성 이외에도 합성 가스나 부생 가스의 생

물학적 전환에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다[3].

아세토젠(acetogen)은 화학무기독립영양생물에 속하는 미

생물로서, 환원적 아세틸-CoA 경로로 알려진 Wood-

Ljungdahl 경로를 사용한다[4, 5]. 이 경로는 아세트산의 메

틸기를 합성하는 메틸 분기(methyl branch)와 카르복시기를

합성하는 카보닐 분기(carbonyl branch)로 구성되어 최종적

으로 두 탄소 원자를 연결하여 아세틸-CoA를 합성하는 것이

특징이다. 이들 미생물은 절대혐기 조건에서 일산화탄소(CO)

또는 이산화탄소(CO2)와 수소(H2)를 탄소원 및 에너지원으

로 이용하여 생장이 가능하며, 이를 이용해, 석탄이나 폐자

원을 연소시켜 얻는 합성 가스(synthesis gas) 전환 연구가

활발히 이루어지고 있다[6−8]. 특히, Clostridium 속의 미생

물은 CO로부터 알코올 생산이 가능하여 아세토젠 중에서도

연구가 활발히 진행되고 있으며, 대표적인 균주로 C.

ljungdahlii, C. autoethanogenum, C. ragsdalei 등이 알려

져 있다[9]. 그러나 현재 야생형 균주의 경우에는 CO에 의

한 저해로 에탄올 생산성이 높지 않은 편으로, 공정의 생산

성 향상을 위해서는 균주의 CO 저해가 개선되어야 한다[10].

CO 저해의 원인은 명확하지 않으나 Wood-Ljungdahl 경로

의 효소 중 하나인 개미산 탈수소화 효소(FDH)가 고농도의

CO에 저해받는 것이 알려져 있다[11].

본 연구에서는 CO를 이용하는 아세토젠 Clostridium

sp. AWRP 균주(이하 AWRP)의 N-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG) 무작위 돌연변이를 통하여 CO 내

성이 증대된 균주를 선별하고, 이렇게 획득된 CO 내성이 알
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코올 생산성을 증가시키는지 확인하고자 하였다. 

실험에 사용된 AWRP 균주는 안산 갈대습지에서 분리되

었으며 C. ljungdahlii, C. autoethanogenum과 유사하게 아

세트산, 에탄올 및 2,3-부탄디올을 생산하며, 배양 조건에 따

라 높은 선택도로 알코올을 생산한다[12]. 균주는 20% 글리

세린을 포함한 배양액을 -80℃에 동결하여 보관 및 사용하

였다. 모든 배양은 serum bottle (Wheaton, USA)을 이용하

여 진행하였으며, 별도의 표기가 없을 경우 50-ml bottle을

사용하였다. 모든 bottle은 배지 분주 후 blue butyl stopper

(Chemglass Life Sciences, USA)로 밀봉하고, 내부 기체를 질

소(99.999%)로 치환 후 121℃에서 20분간 멸균하였다. 일반

적인 배양과 돌연변이주 제작에는 AM 배지를 이용하였으며

1 L의 조성은 다음과 같다: NH4Cl, 1.0 g; K2HPO4, 0.33 g;

MgCl2, 0.52 g; CaCl2· 2H2O, 0.1 g; KCl, 0.33 g; NaCl,

1.0 g; NaHCO3, 1.0 g; cysteine-HCl, 0.5 g; yeast extract,

0.5 g; trace mineral solution (DSM 141), 10 ml; 0.1%

resazurin, 1 ml; 0.5% Na2S·9H2O, 20 ml; Wolfe’s vitamin 용

액(50x) 출처[13], 20 ml. AM 배지는 멸균 전 2 N HCl로

pH를 5.5로 조정하였으며, Na2S· 9H2O 용액과 Wolfe’s

vitamin 용액은 따로 필터 멸균하여 멸균된 배지에 주입하

였다. 

AWRP 균주에서 무작위 돌연변이를 유도하기 위해 먼저

AWRP 균주를 50 ml의 AM 배지가 포함된 4개의 125-ml

bottle에 접종하였다. 접종 및 돌연변이원 처리 실험은 95%

의 질소와 5%의 수소가 포함된 혐기 챔버(Coy Laboratory,

USA)에서 진행하였다. 접종된 bottle은 내부 기체를 150 kPa

의 혼합 가스(50% CO, 10% CO2, 10% H2, and 30% N2)로

충진 후 30℃, 180 rpm으로 배양하였다. 600 nm에서 배양

액의 흡광도(OD600nm)가 0.4일 때, 배양액에서 균체를 회수

하여, 20 ml의 AM 배지에 현탁하였다. 이를 50-ml의 AM 배

지가 포함된 125-ml bottle 2개에 각각 10 ml씩 접종한 뒤,

하나는 1 mg/ml의 NTG를 포함한 0.1 M sodium citrate 용

액을 2.5 ml 첨가하였고, 다른 하나는 대조군으로서 동일 부

피의 0.1 M sodium citrate만을 첨가하였다[14]. NTG 처리

된 bottle은 150 kPa의 혼합 가스로 충진하여 1시간 배양한

후, 균체를 AM 배지로 2회 세척하고, 50 ml의 AM 배지에

현탁하였다. 다양한 돌연변이주를 쉽게 확보하고자, NTG 처

리 균체를 바로 고체 배지에 도말하지 않고 24개의 bottle에

(AM 배지 20 ml 포함) 각각 1 ml씩 접종하여 농후 배양을

통하여 활성이 우수한 균주를 선별하는 과정을 적용하였다.

남은 배양액을 reinforced clostridial medium (BD, USA)

고체 배지에 도말하여 NTG를 처리하지 않은 대조군과 콜로

니 생성 수를 비교하며 사멸률을 계산한 결과, 약 98%로 확

인되었다. 

위에서 NTG 처리한 균체를 접종한 24개의 bottle은 CO

내성 변이주를 선별하기 위해 내부를 150 kPa의 CO

(99.95%)로 충진하여 농후 배양을 진행하였다. 각 bottle을

동일 조건에서 3회의 계대 배양을 추가로 실시한 뒤, 최종

Fig. 1. CO concentration in the headspace (A), CO consump-
tion (B), OD600 and final metabolite concentrations (C) of the
wild-type Clostridium sp. AWRP and strain C1 during auto-
trophic growth. Gas recharge is indicated by open (wild-type)
and filled (C1) arrows. An average total volume of 158 ml was
assumed for a 125-ml serum bottle in order to calculate CO
consumption. 
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농후 배양시에는 CO의 공급량을 증가시키기 위해 125-ml의

bottle (AM 배지 20 ml)을 이용하여 배양을 진행하였다. 최

종 배양에서 가스 소모 속도가 야생형보다 증가한 bottle

3개와, 최종 산물 생산량이 높은 bottle 1개를 선별하였다.

이들의 배양액을 AM 고체 배지에 도말 후 150 kPa의 CO가

충진된 내압 용기에서 배양하여, 총 26개의 colony를 확보하

였다. 각각의 colony를 125-ml bottle에서 (배지 20 ml)

150 kPa CO로 충진 후 배양한 후, CO 소모량과 알코올 생

산량이 가장 많은 무작위 돌연변이주를 선별하여 C1으로 명

명하였다. 내부 기체의 가스 농도는 YL6100 GC (YL

Instrument Co., Anyang, South Korea)를 이용하여 분석하

였고[15], 배양액 분석에는 Aminex HPX-87H 컬럼(Bio-

Rad, USA)이 장착된 HPLC (YL9100; YL Instrument)를

이용하였다.

아세토젠 배양에 널리 쓰이는 PETC 배지를 이용하여 야

생형 AWRP 균주를 배양시 CO 소모량과 알코올 생산량이

증가함을 확인하였다(unpublished). 따라서, C1 균주의 배

양 특성을 고찰하기 위하여 PETC 배지를 이용하여 125-ml

bottle (배지 20 ml)에서 배양하였다. PETC는 기존 조성에

서 NaHCO3와 fructose를 제외하였으며[16], 유기산 누적

에 따른 pH 감소를 완화시키기 위하여 20 g/l의 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid를 첨가 후 2 N NaOH로

최종 pH를 5.8로 조정하였다. 배양 중 지연기를 단축시키기

위하여 초기 CO 압력은 100 kPa로 하되, 배양 중 headspace

CO 농도가 20 mM 이하로 감소하면 동일 압력의 CO로 재

충진하였다. 

배양 결과, 야생형 균주 대비 C1 균주의 초반 CO 저해가

완화되었음을 확인하였다(Fig. 1A). 또한, C1 균주의 경우

257시간 동안 총 982 mmol/(L culture)의 CO를 소모하였으

며(Fig. 1B), 평균 CO 소모 속도는 약 3.8 mmol/(L culture)/

h로 이는 야생형 균주의 2.5 mmol/(L culture)/h 대비 약

52% 증가한 수치이다. 대사산물의 분석 결과, C1의 경우 야

생형 대비 에탄올은 약 1.6배(3.9 vs. 2.5 g/l), 2,3-부탄디올

은 약 7배(0.7 vs. 0.1 g/l) 증가하였으며, 아세트산의 경우 야

생형 대비 50% (2.68 vs. 5.12 g/l) 감소하였다(Fig. 1C). 아

세트산 기준 알코올 선택성은 C1 균주의 경우 약 1.7로 야

생형 균주(0.5) 대비 3배 이상 증가한 수치를 나타내었다.

Wood-Ljungdahl 경로에서 CO 탈수소화 효소(CODH),

FDH 등의 효소들은 혐기성 미생물에서 전자 전달에 주로

사용되는 Fe 외에도 Ni, W, Se 등의 원소를 보조 인자로 이

용한다[17]. C. autoethanogenum 및 C. ragsdalei를 이용한

선행 연구에서 이러한 보조 인자의 농도를 최적화함으로써,

에탄올 생산 수율과 CO 소모량이 향상된다는 결과가 보고

된 바 있다[18−20]. 따라서 배지 내 특정 금속 이온이 C1 균

주의 알코올 생산성에 미치는 영향을 조사하기 위하여 PETC

배지에서 5종의 금속 이온을 각각 증량하여 배양하였다.

Fe (FeSO4), Ni (NiCl2), Cu (CuCl2), W (Na2WO4)는 원래

농도에서 5배로 증량하였고, Zn의 경우는 기존 함량이 낮아

(7 nM) 10 µM의 ZnCl2를 첨가하여 배양하였다.

배양 결과, Ni, Fe, Cu를 증량하였을 때 CO 소모가 약

30−50% 증가함을 확인하였으나(Fig. 2A), 에탄올 수율은

14−19 wt%로 대조군 대비(20%) 소폭 감소하였다. 특히, Ni

증량시 아세트산 농도가 3.4 g/l로 대조군 대비 약 6.5배 증

가하였다(Fig. 2B). Fe 증량시에는 전반적으로 모든 대사 산

물이 고르게 증가하였으며, 에탄올 최종 농도는 5.7 g/l로 가

장 높게 나타났다(Fig. 2B). W의 경우 증량시 CO 소모량과

에탄올 농도는 대조군 대비 감소하였으나 에탄올의 수율은

22%로 가장 높은 수치를 기록하였다(Fig. 2B). Ni 증량시 C1

균주의 배양 결과는 에탄올 수율이 상승한 C. ragsdalei와 상

반된다[19]. Ni는 acetyl-CoA synthase/CO dehydrogenase

(ACS/CODH)의 보조 인자로서, CO를 산화시켜 전자를 얻

는 역할과 CO와 메틸기를 결합하여 acetyl-CoA를 합성하는

두 가지 역할을 수행한다[4]. C1 균주에서는 Ni 증량이 상대

Fig. 2. OD600, CO consumption (A), and product titers (B) of
strain C1 grown in PETC medium supplemented with various
metal ions.   
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적으로 CODH보다는 ACS 활성에 크게 작용함으로써 에탄

올 생산에 필요한 전자의 공급이 상대적으로 부족한 것으로

보인다. W는 에탄올 생산에 작용하는 aldehyde:ferredoxin

oxidoreductase (AOR)의 보조 인자로 알려져 있는데[21], C1

균주에서는 W의 증량이 AOR의 세포 내 활성을 증가시켜 에

탄올 수율이 증가한 것으로 판단된다.

본 연구를 통하여 얻어진 변이주 C1은 야생형 균주 대비

높은 CO 소모량과 에탄올 생산성을 가지고 있으며, 배지 내

특정 금속 이온의 증량을 통해 에탄올 생산성과 CO 소모량

이 향상될 수 있음을 확인하였다. 이러한 CO 내성 변이주는

향후 배지 최적화를 통한 알코올 생산 및 반응기 수준에서

의 합성 가스 전환 공정 연구에 유용하게 활용될 수 있을 것

이다.
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