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요약문

연구의

목적 및 내용

연구 목적: 유전자 재조합 toolbox 개발 (형질전환 효율 개선 및 벡터 

개선), 유용 균주 확보 및 재조합 대상 유전자 도출

연구 내용: 

¡ acetogen 벡터 개발: 보유한 Gram-(+) replicon 4종을 이용하여 

Clostridium을 포함한 acetogen용 shuttle plasmid 개발, gene 

editing 용 plasmid 제작 및 검증, 외래 유전자 발현용 plasmid 제

작 및 검증  

¡ 형질전환 방법 및 효율 개선: conjugal transfer를 통해 구축된 

shuttle plasmid의 도입 확인, DNA methylation이 key factor임을 

파악하여 electroporation 방법을 통한 형질 전환 효율을 102 ~103 

CFU/μg DNA 수준으로 개선 

¡ 무작위 돌연변이 균주의 유전체 분석: 돌연변이주 4종 대상으로 

Next-generation genome sequencing 분석 완료, 변이 확인

¡ In Silico 대사흐름분석: 2,3-BDO 생산을 위한 대사경로 탐색 및 수

율, 가스 기질에 따른 내부 flux pattern 등을 확인하기 위해 선형

계획법 기반 flux balance analysis를 수행함

¡ 균주 배양 특성 분석: 야생형 및 돌연변이 균주를 대상으로 배지 내 

trace metal 조성에 따른 배양 패턴 및 2,3-BDO 생산성 차이 확인, 

개선된 배지에서 배양기를 이용한 발효 실험을 수행하여 성장 및 

2,3-BDO 생산성 개선 확인 

연구개발성과

¡ genetic toolbox 개발: E. coli-Clostridium shuttle plasmids와 

gene editing 용 plasmid와 외래 유전자 발현용 plasmid 제작 및 검

증, conjugation 형질전환 방법 개발, electroporation 형질전환 효

율 개선

¡ 배양 조건 및 공정 개선: 최대 균체량 OD600 4.6, 에탄올 최대 역가 

11.5 g/L,  2,3-BDO 최대 역가 1.1 g/L 확보 

¡ 학술발표 7건 (국내 2건, 국제 5건)

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

¡ 사업단 세부과제의 타겟 균주 대상으로 본과제 구축 genetic 

toolbox 확대 적용 기여 가능

¡ 사업단 리파이너리 총괄의 세부과제 발효공정 개발에 노하우 기여 

가능 

국문핵심어

(5개 이내)
일산화탄소 초산생성균 재조합 균주 2,3-부탄디올 형질전환

영문핵심어

(5개 이내)

carbon 
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1. 연구개발과제의 개요

 1-1. 연구개발의 목적  
◦ 본 연구는 일산화탄소(CO)를 기반으로 하여 바이오연료/원료로 이용 가능한 바이오케미컬 생

산에 이용할 수 있는 아세토젠 균주의 플랫폼 구축을 목적으로 함 

◦ 이와 같은 목표를 이루기 위한 요소기술로 1단계 CO 이용성이 높은 미생물의 확보에 이어 개

량 기술을 확보하고자 함

◦ 미생물 개량 기술은 적응진화와 무작위 돌연변이를 통해 얻은 변이들을 재조합 균주 제작에 

적용하기 위해  필수적인 유전학적 기술과 도구의 확보 및 형질 전환 기술의 개선을 포함하

며, 재조합 균주의 성장과 대사 산물의 생산 검증 등을 포함

◦ 연구의 결과물은 CO 유래 바이오연료/원료 실용화를 위한 기반기술이 될 것임

 1-2. 연구개발의 필요성 
◦ 화석연료의 고갈, 지구 온난화로 인한 문제점들의 대두에 따라 최근 친환경 산업이 전 세계

적으로 발전하고 있으며 주요 신재생자원으로서 바이오연료/원료 개발도 확대되고 있음

◦ 대두된 연료/원료 문제의 해결책으로 전 세계적으로 콩과 옥수수 같은 곡물을 이용하여 바이

오연료를 생산하였으나 식량고갈 문제를 야기할 수 있어 대안으로 목질계 또는 해조류 바이

오매스를 이용한 바이오연료의 생산이 제안되고 있으나 까다로운 전처리와 대량양식 등과 

같은 문제점들을 지님  

◦ 합성가스 또는 산업 부생가스에 포함된 CO를 이용하여 바이오연료를 생산하는 친환경적인 생

산시스템은 유해 가스의 저감과 친환경 산업 확대의 중요성을 가짐   

◦ CO 가스를 원료로 하는 바이오연료/원료 생산 산업은 아직 초기 단계이므로 에너지 자립, 친

환경 산업 정착 등을 위하여 효율성 증대와 경제성 향상을 위한 폭 넓은 연구가 필요함

◦ 환경시료에서 농후 배양으로 분리한 야생형 균주는 대체로 성장속도가 느리고 성장도도 

낮음. 이를 산업 균주로 이용하기 위해서는 성장, 기질 이용성, 대사산물 생산성, 고유

/외래 유전자의 발현을 높여 안정성, 지속성, 생산성 면에서 개선이 필요함. 이러한 성

장과 생산성의 증가는 배양 시간, 배양량 등의 절감을 가져오므로 산물 생산에 있어서 

경제성을 고려할 때 중요한 영향을 미침 

◦ CO 가스를 원료로 하는 아세토젠C. autoethanogenum을 적응진화 (adaptive evolution) 

방법으로 개량한 LanzaTech과는 차별이 있도록 무작위 돌연변이 (random mutagenesis)

와 대사공학적 방법을 적용하고자 함. 개선된 균주는 대상 산물인 2,3-BDO 뿐만 아니라, 

ethanol, acetate와 같은 내재 대사산물과 외부에서 도입한 유전자(군)에서 발현하여 생성

되는 산물의 생산에 유용하게 활용될 수 있음
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 1-3. 연구개발의 범위
세 부 목 표 내      용 연 구 범 위

genetic toolbox 개발
acetogen 벡터 개발, 형질전환 

방법 및 효율 개선

형질전환 방법 또는 효율 

개선, 벡터 개량 

유용 균주 확보 및 재조합 

대상 유전자 도출 

무작위 돌연변이 균주의 유전체 

분석, In silico 대사흐름분석, 

균주 배양 특성 분석 

유전체 염기서열 분석 및 

변이 분석, 영양요구도 등 

분석
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2. 연구수행내용 및 성과

 2-1. 연구수행 방법
연 구 범 위 연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법) 구체적인 내용

acetogen 벡터 

개발
¡ DNA Cloning

- 보유한 Gram-(+) replicon 4종을 이용하여 

Clostridium을 포함한 acetogen용 shuttle 

plasmid 개발

형질전환 방법 및 

효율 개선

¡ Conjugation

¡ Electroporation

- 통상적으로 형질전환이 어려운 균주 대상으로 

이용되는 conjugal transfer를 통해 구축된 

shuttle plasmid의 도입 확인

- Electroporation을 이용한 형질 전환의 경우 

DNA methylation이 key factor임을 확인

- 현재 102 ~103 CFU/μg DNA 수준으로 형질 전

환 효율 개선

무작위 돌연변이 

균주의 유전체 

분석 

¡ Next-generation 

genome sequencing

- 무작위 돌연변이주 4종 대상으로 NGS 분석 완

료

In Silico 

대사흐름분석

¡ 선형계획법 기반 flux 

balance analysis

- 2,3-BDO 생산을 위한 대사경로 탐색 및 수율, 

가스 기질에 따른 내부 flux pattern 등을 확

인하기 위해 in silico flux analysis를 수행

하였음

균주 배양 특성 

분석

¡ Vial cultivation

¡ Bioreactor 

experiments

- 발효 역가 개선을 위해 배지 내에 trace 

metal 조성에 따른 배양 패턴 차이 확인

- 개선된 배지에서 배양기를 이용한 

pH-controlled 발효 실험을 수행하여 생산성 

개선 확인
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 2-2. 연구수행 내용 및 결과
목
표

내
용

연   구   결   과

Genetic Toolbox 

개발 

Acetogen 

벡터 개발

Clostridium sp. AWRP의 대사공학을 위한 신규 shuttle plasmid 구축 및 conjugal 
transfer
Ÿ 기존 진행하던 protocol을 각종 Clostridium 관련 문헌들을 참조하여 재검토한 결과, 

항생제의 농도를 부적절하게 사용하여 확실하게 plasmid 도입이 confirm되지 않았음을 
확인.

Ÿ 당해 연구년도에서는 Electroporation으로는 DNA methylation 등의 요인들이 고려되
어야 하므로, 단일가닥 DNA로 도입되어 숙주 내 제한효소의 영향이 상대적으로 적은 
conjugation 방법을 시도하였음.

Ÿ Conjugal transfer를 위해서는 mobilization을 위하여 대상 벡터에서 oriT 서열이 포함
되어야 하므로, 이들이 포함된 shuttle plasmid를 새로 구축하고, replicon별로 
conjugal transfer에 의한 도입 효율을 확인하기로 함.

Ÿ Backbone vector로서 E. coli high copy plasmid origin (ColE1), 
Chloramphenicol/Thiamphenicol 내성 유전자 catP, 그리고 mobilization에 필요한 
oriT-traJ region 및 multiple cloning site가 결합된 pKLJM003 플라스미드를 제작하
였음(Fig. 1).

pKLJM003
2773 bp

traJ

catP

traJ-oriT

Rep Origin 1

EcoRI (55)

BamHI (16)

PstI (12)

XbaI (22)

SphI (37)

NcoI (38)

NarI (50)

MluI (27)

HindIII (2)

EcoRV (2179)

XmaI (45)

EagI (418)

EagI (711)

Figure 1. Backbone plasmid pKLJM003. The oriT-traJ and catP regions were 
amplified from pMTL007, and the E. coli ColE1 replicon from pMTL500E. 

Ÿ 보유하고 있는 자원인 pMTL500E, pMTL007, pIKM1 및 pJIR750ai로부터 
Gram-(+)용 replicon을 PCR로 증폭한 후, pKLJM003에 cloning함으로써, 
pKLJM005(pCB102 replicon; Clostridium butyricum), pKLJM006(pAMβ1; 
Streptococcus faecalis), pKLJM007(pIP404; Clostridium perfringens) 및 
pKLJM008(pIM13; Bacillus subtilis)을 제작하였음(Fig. 2).
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pKLJM005
4352 bp

CDS 1

traJ

catP

traJ-oriT

Rep Origin 1

pCB102

pKLJM006
5590 bp

repE

CDS 2 traJ

catP
Misc Feature 1

traJ-oriT
Promoter P 2

Promoter P 1

Rep Origin 1

Rep Origin 1

Terminator 2

Terminator 1

Figure 2. E. coli-Clostridium shuttle plasmids pKLJM005 (top) and pKLJM006 
(bottom). 

Ÿ 이렇게 제작된 벡터를 transfer할 수 있는 donor strain으로 RP4 plasmid가 게놈상에 
integration되어 있는 대장균 균주인 S17-1 균주를 사용하였고, 각각의 shuttle 
plasmid들을 S17-1에 도입한 후, Clostridium sp. AWRP와의 mating을 진행하였음.

Ÿ 대장균은 LB 배지에서 호기성 조건으로 배양하여 OD 1~2 사이의 culture를 mating에 
사용하였고, Clostridium의 경우 LBFA 배지에 배양하여 마찬가지로 OD 1~2 사이의 
culture를 사용하였음.

Ÿ 혐기 chamber 내에서 eppendorf tube에 1 mL의 대장균 배양액을 harvest하여 LBFA 
wash 1~2회 정도 수행하여 잔존 항생제를 제거한 후, 최종 대장균 pellet을 
Clostridium 배양액 200 μL과 pipetting으로 골고루 혼합한 후 LBFA 고체 배지 위에 
띄엄띄엄 6~7 방울 정도 떨어뜨린 후 그대로 건조시킴.

Ÿ 상기 mating plate를 혐기 챔버 내에서 37°C, 72시간 배양한 후, plate 상의 세포들을 
약 2 mL의 LBFA 배지에 잘 resuspension하여 100~200 μL를 항생제가 포함된 
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LBFA 배지에 도말한 후, colony 형성을 관찰하였음.
Ÿ 항생제로는 대장균의 counterselection을 위해서 polymyxin B (100 IU/mL)를, 

transconjugant의 selection을 위해서는 thiamphenicol (5 μg/mL)을 사용하였음.
Ÿ 상기 구축한 4종의 plasmid의 conjugal transfer를 통해, pCB102 replicon을 가진 

pKLJM005가 가장 높은 효율로 transfer되었으며, pKLJM006, 007은 상대적으로 적
은 수의 colony로 transfer되었음. 또한, pIM13 replicon의 pKLJM008은 conjugation
으로는 도입이 되지 않음을 확인하였음. Donor cell당 효율은 모두 10-9 이하로 매우 
낮은 편임(Fig. 3).

Figure 3. Conjugal transfer of various E. coli-Clostridium shuttle plasmids to 
Clostridium sp. AWRP.

Mobile group II intron을 이용한 gene editing system 구축
Ÿ Clostridium 및 일부 Firmicute문의 미생물은 상동 재조합(homologous recombination) 

효율이 낮은 것으로 알려져 있으며, 이는 recombination의 마지막 quaternary strand 
복합체를 두 개의 이중 가닥으로 풀어주는 Holliday-junction resolvase의 부재에 기
인함.

Ÿ 이를 해결하기 위해 ACE(Allele-Coupled Exchange), shuttle plasmid 기반 
recombination 등 다양한 방법들이 제시되어 있으며, 이 중 유전자 중간에 mobile 
group II intron의 삽입을 통한 불활성화 방법은 완전한 editing 방법은 아니지만, 효율
이 상대적으로 높으며, 빠르게 mutant를 얻을 수 있다는 장점이 있음.

Ÿ 기존에 Nottingham University의 Nigel P. Minton group에서 Clostridium에 활용 가능
하도록  pMTL007 plasmid를 개발하였고, 이를 활용하여 Clostridium. sp AWRP 균주
의 유전자 KO를 시도하였음. 

Ÿ 본 연구에서는 pMTL007의 변형 plasmid인 pMTL007c-E2 plasmid를 분양받아 사용
하였으며, conjugal transfer에 필요한 oriT 서열이 이미 포함되어 있으므로 intron 부
분만을 re-targeting하여 E. coli S17-1에 도입하여 conjugation을 수행하였음.
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Ÿ pMTL007c-E2의 경우, retrotransposition-activated selectable marker로서 
erythromycin 내성 유전자가 포함이 되어 있으며, 이는 intron 내에서 frame-shifted 
된 상태로 존재하나, intron이 삽입된 후 splicing이 되면 frame이 정상화되어 발현되
는 형태이므로. 간편하게 erythromycin selection을 통해 intron 삽입 변이주를 확보할 
수 있음.

1)　system 검증 I: pyrF 결손주의 구축
Ÿ Pyrimidine의 flurorine 유도체들은 그람 양성균에서 상동 재조합 실험을 수행할 때, 

single-crossover mutant의 counterselection marker로서 많이 쓰이고 있으며, 숙주가 
가지고 있는 pyrE 또는 pyrF 유전자들을 불활성화하는 형태로 사용됨.

Ÿ Orotidine 5'-phosphate decarboxylase를 코딩하는 pyrF 유전자를 대상으로 mobile 
group II intron의 작동 여부를 검증하기로 함.

Ÿ pyrF 유전자가 결실된 경우, uracil auxotroph가 되지만 orotate의 독성 유도체인 
5‘-fluoroorotic acid(FOA)를 대사하지 못하므로 배지에 FOA를 첨가해 주는 경우에도 
생장이 가능함.

Ÿ 본 연구에서는 pMTL007 유전자를 AWRP 균주의 pyrF의 서열에 맞게 re-targeting
한 후, 이를 도입하여 결손주를 selection하였음.

Ÿ Plasmid의 도입 후, thiamphenicol이 포함된 selective LBFA 배지에서 1~2회 계대 배
양을 진행하고, active culture를 erythromycin이 포함된 LBFA 고체 배지에 희석 도
말한 뒤 EmR colony만을 colony PCR로 genotype을 확인한 결과, pyrF 유전자에 
intron이 삽입되어 size가 증가한 것을 확인할 수 있었음(Fig. 4).

Figure 4. Insertion of intron in the pyrF gene of Clostridium sp. AWRP.

Ÿ pyrF 유전자의 불활성화를 확인하기 위하여 LBFA 고체 배지에 FOA를 첨가한 후, 야
생형 균주와 같이 FOA 민감성을 확인한 결과, 야생형은 FOA 존재시 생장하지 못하는 
반면, pyrF::int 균주는 고체 배지에서 생장하는 것을 확인하였음(Fig. 5).
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Figure 5. Confirmation of pyrF inactivation in the AWRP strain. The wild-type 
strain could not grow in presence of FOA, which is converted to a toxic uracil 
analog 5’-fluorouracil. 

2)　system 검증 II:  spo0A 결손주의 구축
Ÿ spo0A 유전자는 Bacillus, Clostridium 등 내생포자를 형성하는 미생물에서 

sporulation initiation에 관여하는 global regulator로서, 부탄올 생산 미생물의 경우, 
spo0A를 결손시켰을 경우, 부탄올 등의 용매 생산이 떨어진다고 알려져 있음.

Ÿ 그러나 W-L 경로를 이용하여 C1 가스를 대사하는 Clostridium의 경우에는 spo0A를 
결손시킨 사례가 아직 없으며, 알코올 생산과의 관계도 명확하지 않음.

Ÿ 균주의 sporulation을 방지함으로써, 균주의 발효 가능 시간을 증가시키고, 이에 따른 
생산성 향상이 가능한지를 확인하기 위하여 sporulation signal cascade의 최상위에 있
는 spo0A부터 불활성화함으로써 균주의 발효 양상이 어떻게 달라지는지 확인하기 위
해 spo0A 결손주를 제작하였음.

Ÿ pyrF 결손주 제작과 마찬가지의 방법으로 intron이 삽입된 것을 colony PCR로 확인하
고, mutagenesis에 사용된 plasmid를 제거하기 위해 항생제가 없는 LBFA 액체 배지
에서 3회 계대배양을 수행 후, erythromycin 내성은 유지하면서 thiamphenicol 민감성
이 나타나는 colony들을 selection 하였음(Figure 6A). 

Ÿ 또한, plasmid curing 이후에도 삽입된 intron은 계속 유지되고 있는 것을 확인할 수 
있었음(Figure 6B).

Figure 6. Construction of a spo0A mutant. (A) Plasmid curing after confirmation of 
intron insertion. (B) Confirmation of genotype after plasmid curing.
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Ÿ 당해 연도에 구축된 결손주를 포함하여, 추가로 2,3-부탄디올 발효시 생성되는 부산
물 대사 경로 관련 결손주를 제작하여, 차기 연도에서는 유효 결손 유전자를 탐색하고 
2,3-부탄디올 생산성을 증가시키는 연구를 진행할 예정임.

외래 유전자 발현 system 구축 
1) system 검증 I: Evoglow 형광 단백질 발현
Ÿ anaerobic condition에서 발현이 가능한 형광 단백질인 Evoglow를 이용한 벡터를 

디자인하고 제작을 완료함. Gram-(+) replicon으로 Clostridium butyricum의 
pCB102을 가지고 있는 conjugative plasmids으로서 pKLJM005 벡터를 모벡터로 
사용하여 재조합 벡터를 제작하였음 (Figure 7).

Ÿ Evoglow-Bs2 유전자는 Escherichia coli의 codon usage에 맞도록 염기서열을 최적한 
유전자이고, Evoglow-cl 유전자는 Clostridia의 codon usage에 맞춰짐.

Figure 7. Plasmids pKLJM005 (left) and pKLJM005-Evoglow-cl (right).
Ÿ pKLJM005-Evoglow-Bs2 벡터와 pKLJM005-Evoglow-cl 벡터를 conjugation 

방법으로  Clostirdium sp. AWRP에 도입을 성공함. Plasmid DNA 추출 후, E. coli 
DH5α에 back transformation 한 뒤, pKLJM005-Evoglow-Bs2와 
pKLJM005-Evoglow-cl 벡터임을 확인함 (Figure 8 & 9).

        

      <pKLJM005>          <pKLJM005-Evoglow-cl>     <pKLJM005-Evoglow-Bs2>
Figure 8. Back transformation을 통한 콜로니 확인
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Figure 9. Back transformation을 통한 형광 단백질 벡터 검증

Ÿ 형광 현미경을 통해, 형질전환체 균주들의 형광을 확인 함 (Figure 10).

Figure 10. 형광 현미경을 통한 형광 측정 
Ÿ Evoglow-Bs2와 Evoglow-cl 형광 발현 차이가 크게 나지 않음.

2) system 검증 II: 2,3-BDO 생합성 경로 유전자 발현
Ÿ pyruvate로부터 2,3-부탄디올 생합성 경로 유전자들을 발현하기 위하여 pKLJM005벡

터를 모벡터로 벡터를 디자인하고 제작을 완료함 (Figure 11).
Figure 11. 2,3-부탄디올 생합성 경로 유전자 과발현 벡터 제작

Ÿ pKLJM021 벡터를 conjugation 방법으로 Clostirdium sp. AWRP에 도입을 성공함. 
Plasmid DNA 추출 후, E. coli DH5α에 back transformation 한 뒤, pKLJM021 벡터
임을 확인함 (Figure 12).
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Figure 12. 타켓 유전자의 colony PCR과 back transformation을 통한 pKLJM021 벡터 
검증

Ÿ pKLJM021 벡터가 도입된 Clostridium sp. AWRP(AAB1)를 야생형 균주와 비교하여 
2,3-부탄디올 생산성을 확인하기 위하여 autotrophic 조건에서 대사산물들을 살펴봄.

Ÿ PETC배지 20 ml이 포함된 160 ml serum vial에 headspace gas를 simulation 
syngas(50% CO, 30% N2, 10% CO222, 및 10% H2)로 치환 후, 최종 2.0 bar의 압력으
로 충전하여 shaking incubator에서 30℃, 180 RPM에서 배양을 진행함.

Ÿ headspace의 CO가 고갈되기 전(> 10 mM) 50% CO로 purge 후 2.0 bar로 재충전하
여 배양을 지속하였음.

Ÿ 야생형 균주와 형질전환체 균주에서 CO 이용능과 대사산물을 분석함 (Table 4).

Table 1. 대사산물 분석

Strain Cell density
(OD600nm)

Metabolites (g/L)
Acetic acid Ethanol 2,3-butanediol

야생형 균주 1.3 3.15 4.43 0.13
형질전환 균주 

(AAB1) 1.4 0.99 6.88 0.91
Ÿ 형질전환체 균주의 2,3-부탄디올 생산이 야생형보다 7배 증가함.
Electroporation을 이용한 Clostridium sp. AWRP의 형질 전환 방법 개발 및 형질 전환 효
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율의 개선

Ÿ 앞서 conjugal transfer를 통해, 보유하고 있는 Gram-(+) replicon이 AWRP 균주에서 
잘 작동함을 확인할 수 있었으며, 이를 이용하여 selection을 위한 항생제 농도 등을 결
정할 수 있었음.

Ÿ Electroporation이 되지 않았던 이유는 competent cell의 제조 방법상의 문제나 숙주가 
보유하고 있는 제한 효소들의 작용에 의한 문제일 것으로 추정됨.

Ÿ 또한, 1단계 연구에서는 장비의 한계로 electroporation시 조건 변화가 제한적이었음. 
따라서 당해 연도에서는 가변 저항이 장착된 electroporator를 이용하여 다양한 전기적 
조건, DNA methylation 여부, competent cell 제조 방법에 따른 electroporation 가능
성을 시험해 보았음.

1) DNA methylation에 따른 형질 전환 효율
Ÿ 1단계에서 규명한 AWRP 균주의 게놈 서열로부터 제한 효소와 관련된 유전자를 탐색

한 결과, Type I 제한 효소 1종과 Type IV 제한 효소 1종이 있는 것으로 추정됨
(Table 2). 

Table 2. Restriction system-related genes in the genome of Clostridium sp. AWRP.

Ÿ 그 외에 2종의 Adenine-specific DNA methyltransferase가 존재하나, 제한 효소 유전
자와 operon으로 존재하지 않고 단독으로 존재하는 것으로 볼 때, 이들은 제한 효소와
는 별개의 역할을 수행하는 것으로 추정됨.

Ÿ Type I 제한 효소의 경우, 많은 경우에 있어서 형질 전환을 완전히 방해할 정도로 강
력하지는 않은 것으로 알려져 있음. 따라서, Type IV 제한 효소에 의하여 대장균의 
DNA 메틸화 효소에 의하여 methylation된 DNA가 분해되는 것이 아닌지 확인하기 위
하여 dcm-또는 dam-/dcm- 대장균 균주로부터 plasmid를 정제하여 electroporation의 
효율을 확인해 보고자 하였음.

Ÿ AWRP 균주를 37°C, LBFA 배지에서 OD600 = 0.2~0.3까지 배양한 후, 0.25M 
Sucrose와 1%(w/v)의 glycine을 첨가한 후, OD600이 0.4가 될 때까지 배양한 후, 이를 
competent cell로 사용하였음. electroporation buffer로는 0.27 M sucrose 또는 
SMP(0.27 M sucrose, 7 mM sodium phosphate, 1 mM MgCl2, pH 7.4)를 사용하였
음. 

Ÿ Serum vial에서 배양한 AWRP 균주를 적정 OD600가 되면 ice로 20여 분간 냉각한 후, 
5500 xg로 15분간 원심분리 하여 배지성분을 제거함. Electroporation buffer를 배양액
의 절반으로 넣어 vortex로 현탁하는 과정을 두 번 반복하였음. 현탁한 균주는 5500 
xg로 10분간 원심분리 하였음. 최종 현탁액은 세포의 농도가 배양액 농도의 80배가 되
도록 electroporation buffer를 넣어주었음. 각 조건 당 100 μL씩 분주하여 pulse를 주



13

Genetic Toolbox 

개발 

형질전환 방법 및 효율 개선

었음. 0.25 mM sucrose가 첨가된 LBFA 배지 900 μL를 cuvette에 넣어 혼합한 후, 
1.5 mL tube로 옮겨 37℃ 배양기에서 8시간 동안 recovery 하였음. 원심분리 하여 균
주를 모아 Thiamphenicol이 들어간 LBFA 고체 배지에 도말하였음. 2~3일간 37℃ 배
양기에서 배양한 후 transformants를 확인함. 모든 과정은 혐기 챔버에서 진행하였음.  
 

Ÿ Electroporation cuvette은 기존의 4 mm gap에서 2 mm gap으로 줄이고, 전압은 이에 
맞게 절반으로 줄여 진행하였음. 1.5 kV 전압 조건에 200 Ω의 저항값을 설정함. 

Ÿ pMTL007c-E2 plasmid를 각각 DH5α(dam+/dcm+), BL21(DE3)(dam+/dcm-), 
JM110(dam-/dcm-) 균주에 도입 후 prep하여 AWRP 균주에 형질 전환을 시도한 결
과, DH5α에서 추출한 plasmid로는 형질 전환이 되지 않았으나, BL21(DE3)과 JM110
에서 추출한 것으로는 형질전환이 되었음을 확인하였으며, JM110이 상대적으로 형질 
전환 효율이 높음을 확인하였음(Fig. 13).

Figure 13. Effect of DNA methylation on the transformation efficiency of the AWRP 
strain.

Ÿ AWRP 균주를 OD600 = 0.2~0.3까지 배양한 후, 0.25M Sucrose와 1%(w/v)의 glycine
을 첨가해 OD600이 0.4가 될 때까지 배양한 조건과 0.4%(w/v) glycine이 들어간 
LBFA 배지에 접종하여 OD600이 0.4가 될 때까지 배양한 조건 그리고 첨가물 없이 
LBFA에서 배양한 조건의 형질전환 효율을 각각 비교하였음(Table 3). 1% glycine을 
첨가하여 키운 AWRP의 효율이 가장 높음을 확인함. 

Table 3. Comparison of transformation efficiency using cell-wall-weakening agents.
Additives OD600 Voltage  200 Ω 400 Ω 

1% glycine 0.4
2.5kV  2.6 -
2.0kV 8.4 4.2
1.5kV 1.29⨯102 30

0.4%glycine 0.4
2.5kV 1.6 0.4
2.0kV 1.2 0.2
1.5kV 5.8 0.4

No additives 1.2
2.5kV - -
2.0kV 5.8 -
1.5kV 6.98⨯10 5.92⨯10

    * Unit – CFU/μg DNA

Ÿ E. coli JM110 균주에서 추출한 DNA를 사용할 경우, cell wall을 약화시키는 glycine
을 첨가하지 않아도 transformation이 가능함을 확인할 수 있었고(Table 3), colony 
PCR을 통해 transformation을 최종 확인하였음 (Fig. 14).
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Figure 14. Confirmation of transformed AWRP colonies by PCR.

Ÿ 첨가물 없이 OD600이 1.2인 조건에서 형질전환 효율이 높았으므로, 균주 농도에 대한 
영향이 있을 거라 생각되어 기존 80배로 현탁한 조건 대신 OD600이 0.4인 균주를 240
배로 현탁하여 형질전환 효율을 비교하였음 (Table 4). 균주 농도보다 상태에 따라 효
율이 달라지는 것으로 추측됨.     

Table 4. Comparison of transformation efficiency without additives
OD600=0.4, 240x OD600=1.2, 80x

Voltage 100 Ω 200 Ω 100 Ω 200 Ω

1.5 kV 9.5⨯10 2.88⨯10 2.4 3.2

1.25 kV 9.2 5.16⨯10 3.6 2.6

1.0 kV 3.4 1.8 1 0.2

0.75 kV - - 0.4 -

 * Unit – CFU/μg DNA

2) Buffer 내 환원제 첨가에 따른 효율 영향 확인
Ÿ competent cell을 제조하는 과정에서 사용되는 buffer들의 경우에 일반적인  산소 제

거 방법만으로는 충분하지 않아 cell의 viability가 감소할 수 있음.
Ÿ 따라서, electroporation 및 wash buffer에 L-cysteine hydrochloride를 첨가하여 환원

시켜 준 상태에서 형질 전환 효율이 증가하는지를 확인해 보고자 하였음. 
Ÿ 먼저, resazurin을 indicator로 사용하여 각종 buffer가 환원되는 데 필요한 Cysteine의 

양을 확인함. Sucrose 및 SMP buffer는 2 mM, 10% glycerol buffer의 경우에는 4 
mM이 필요함. 이 농도로 Cysteine을 첨가시 pH가 감소하므로, NaOH 용액을 동일한 
최종 농도로 첨가하여 pH 감소를 최대한 억제하고자 하였음.

Ÿ Buffer의 환원 여부가 cell viability에 영향을 주는지를 확인하기 위해 competent cell
을 제조하는 것과 동일하게 세포를 처리한 후, electroporation하지 않고 고체 배지에 
희석 도말하여 viable colony 수를 확인한 결과 환원제가 첨가된 경우의 viable cell 숫
자가 대조군 대비 약 2~4배 증가함을 확인하였음.

Ÿ 또한, AWRP 균주를 Cell-wall-weakening agent를 사용하지 않고 OD600=0.4까지 배
양한 후, 환원제가 첨가된 buffer와 첨가되지 않은 buffer로 각각 competent cell을 만
들어 electroporation을 수행하였을 때, 전반적으로 형질 전환 효율이 향상됨을 확인하
였음(Table 3). Electroporation은 E. coli JM110에서 추출한 DNA 5μg을 사용하여 2 
mm gap의 cuvette에서 진행하였음. 
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Table 5. Effects of a reducing agent (L-Cysteine․HCl) on transformation efficiencies 
of Clostridium sp. AWRP

Voltage Condition 25 Ω 50 Ω

1.75 kV
w/o cysteine 0 72

w/ cysteine 167 68

50 Ω 100 Ω 200 Ω

1.5 kV
w/o cysteine 0 21 0

w/ cysteine 170 74 28

100 Ω 200 Ω 300 Ω 400 Ω

1.25 kV
w/o cysteine 67 38 8 8

w/ cysteine 144 158 129 29

300 Ω 400 Ω 600 Ω

1.0 kV
w/o cysteine 18 46 7

w/ cysteine 121 158 114

Ÿ 가장 형질 전환 효율이 높은 조건을 확보하기 위하여 저항값을 고정하여 다양한 전압 
조건에서 electroporation함. Electroporation buffer로는 0.27 M sucrose 와 SP(0.27 
M sucrose, 5 mM sodium phosphate, pH 7.4)를 이용하였음. 상대적으로 낮은 전압 
조건에서 많은 수의 transformants를 확인함(Table 6). 

Table 6. Effects of electric field strength on transformation efficiency.
Resist-

ance
Voltage
(kV) 1.0 1.25 1.5 1.75 2.0 2.25 2.5

200 Ω
SP UC UC UC 5.88⨯10 3.0⨯10 4.08⨯10 6.8

Sucrose UC UC UC UC 3.06⨯10 2.58⨯10 1.28⨯10
 * UC – Uncountable (>102 CFU/μg DNA).

Clostridium sp. AWRP의 무작위 변이주의 배양 특성 및 유전체 분석

1) 무작위 변이주의 genome 비교 분석
Ÿ 1단계 연구에서 NTG (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine) 처리에 의한 무작

위 돌연변이 유도를 통해 야생형 균주에 비해 CO 이용능과 2,3-BDO 생산능이 향상
된 돌연변이체를 확보한 바 있음. 이에 야생형 균주 대비 향상된 형질에 관여하는 유
효 변이를 추적하기 위해 유전체 염기서열 분석을 진행하였음. 

Ÿ Clostridium의 경우 세포벽에 결합된 DNase 활성이 매우 강력한 것으로 알려져 있으
며, AWRP 균주의 경우도 이에 해당하여, 일반적인 spin-column 형태의 kit로 추출하
는 경우에는 10 kb 이하로 genomic DNA의 smearing이 관찰되었음. 따라서 intact한 
total genomic DNA의 추출을 위하여 Joint Genome Institute에서 사용하는 
SDS/CTAB 기반 phenol-chloroform 추출법, 또는 Qiagen社의 Genomic DNA 
Purification kit을 이용하여 long DNA를 추출하였고, proteinase K 처리를 기준 프로
토콜과 달리 12~16시간 수행함으로써 잔존 DNase를 최대한 제거하였음.

Ÿ 무작위 돌연변이주 중 CO 이용능이 야생형 대비 증가한 RM c.2-2, c.8-6, c.16-8, 
c.16-13 4종을 대상으로 genomic DNA를 추출하였음 (Fig. 15)
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무작위 돌연변이 균주의 유전체 분석 Figure 15. Examination of genomic DNA purified from mutant strains of Clostridium 
sp. AWRP. (A) Mutant c.86 (Qiagen); (B) Mutant c.168 (Qiagen); (C) Mutant 
c.22 (Qiagen); (D) Mutant c.1613 (CTAB)

Ÿ 추출된 genomic DNA를 이용하여 Illumina HiSeq을 이용한 NGS를 진행하였음. 
Library construction 결과, 4종의 변이주에서 평균 743-783 bp의 size로 
construction 되었음을 확인하였고 (Fig. 16), sequencing 및 야생형 균주의 genome과 
비교 분석을 실시하였음.

Figure 16. Truseq Nano 550 bp library preparation result of mutant strains of 
Clostridium sp. AWRP.
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무작위 돌연변이 균주의 유전체 분석 

Ÿ 이 중 2,3-부탄디올 생산성이 우수한 것으로 확인된[하기 2) 참조] c8-6번 변이주가 
가지고 있는 변이는 총 10개인 것으로 확인되었음.

Table 7. Mutations identified in the mutant c8-6 genome
Locus_tag Definition Nt. mutation 비고
DMR38_01750 chemotaxis protein (-116)-(-115)::A

DMR38_07505 integrase (-134)-(-133)::T

DMR38_08340

bifunctional 

acetaldehyde-CoA/alcohol 

dehydrogenase

233-234Δ(TA)
adhE; gain of 

function

DMR38_08955
serine/threonine transporter 

SstT
596-597::G

DMR38_14815
3-deoxy-7-phospho-

heptulonate synthase
361ΔA

Aromatic amino acid 

biosynthesis

DMR38_16465 hypothetical protein 765-766Δ(GA)

DMR38_16465 hypothetical protein 156A→AA

DMR38_16470 hypothetical protein 564_565::G

DMR38_16475
PadR family transcriptional 

regulator
(-137)-(-136)::T

DMR38_17605 histidine kinase 416A→AA frame disruption

DMR38_20410

transcription 

termination/antitermination 

protein NusG

361_375::GTAGG

AGAAAATGTA 

(duplication)

inframe insertion

2) 무작위 변이주의 배양 특성 조사
Ÿ 1단계 연구에서는 배양 특성 연구에서 모두 AM 배지를 이용하였으나, 야생형 균주에

서의 배지 테스트 결과를 바탕으로 미루어 보았을 때, 배양 배지의 변경을 통하여 무
작위 변이주에서도 2,3-부탄디올의 알코올 생산성이 향상될 여지가 있음.

Ÿ 이에, 본 배양은 변경된 배지조건에서 변이주의 CO소모 및 대사산물 생산을 알아보고
자 함. 변이주들은 야생형 균주 대비 향상된 CO 내성을 가지고 있으므로, simulation 
syngas 대신 100% CO를 2.0 bar로 충전하여서 진행하였음.     

Ÿ 돌연변이체의 균주 stock을 10 mL의 AMv2 배지가 포함된 26-mL serum vial로 1 
mL 접종하였음. 접종된 vial은 headspace gas를 simulation syngas (50% CO, 30% 
N2, 10% CO2 및 10% H2)로 치환 후, 최종 2.0 bar의 압력으로 충전하였음. vial은 
shaking incubator에서 30℃, 180RPM으로 배양하여 이를 seed culture로 사용하였음.

Ÿ 약 6일간 배양한 seed culture을 20 mL의 AMv2 배지가 포함된 160-mL serum vial 
2개에 각각 1 mL씩 계대하였음. 접종한 vial은 headspace gas를 100% CO로 치환 
후, 최종 2.0 bar의 압력으로 충전하였음. 충전된 vial은 seed culture와 동일하게 
shacking incubator에서 30℃, 180RPM으로 배양하였음.

Ÿ 배양 결과 AMv2 배지에서는 변이주 모두 약 290시간 동안 가스 기질을 모두 소모하
지 못하고 발효가 종료되며 (Fig. 17), 2,3-부탄디올 생산도 확인할 수 없었음 
(Table 8).

Ÿ 이에, AMv2 배지 조건에서의 100%, 2 bar CO로는 alcohol production까지 확인하기 
어렵다고 판단. 배지 조건을 변경하여 돌연변이주들의 배양을 수행하였음.
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무작위 돌연변이 균주의 유전체 분석 

Figure 17. Batch cultivation of mutants strains of Clostridium sp. AWRP in serum 
bottles. (A) gas consumption (CO, closed symbols) or evolution (CO2, open symbols) 
profile. (B) Accumulated gas consumption profile (evolution in case CO2). c.2-2 
(squares), c.8-6 (circles), c.16-8 (triangles)

Table 8. Values of OD600nm, final pH and Metabolite profiles of mutants strains of 
Clostridium sp. AWRP in AMv2 media..

Mutant Cell density
(OD600nm) pH Metabolites (g/L)

Acetic acid Ethanol 2,3-butanediol
c.2-2 0.898 3.69 2.05 0.22 N.D.
c.8-6 0.855 3.89 1.79 0.12 N.D.
c.16-8 1.095 3.72 1.77 0.16 N.D.

Ÿ 변이주 c.8-6, c.2-2 및 c.16-8을 대상으로 PETC 배지(ATCC medium 1754)에서 
가스 기질을 이용한 배양을 진행하였음. 발효 초반 아세트산 생산으로 인해 배지의 
pH가 과도하게 낮아지는 것을 방지하기 위하여 배지에 20 g/L (약 100 mM)의 
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES)를 첨가하고 최종 pH를 5.9로 조정하여 
배지를 조제하였음.

Ÿ 본 배양은 20 mL의 PETC-MES 배지가 든 160-mL의 serum vial에서 duplicate으로 
수행하였음. 본 실험에서는 simulation syngas 대신 100%의 CO를 2.0 bar로 충전하
여 진행하였고, 30°C 항온 배양기에서 180 RPM으로 진탕하여 배양하였음.

Ÿ headspace의 CO가 고갈되기 전 (> 10 mM) 100% CO로 purge 후 2 bar로 재충전하
여 배양을 지속함. 

Ÿ CO 소모가 더 이상 일어나지 않을 때까지 배양을 수행하였으며, 각각의 돌연변이주의 
배양 소요시간과 단위 culture volume 당 소모된 CO 농도는 다음과 같음. c.8-6: 약 
309시간, 1579.7 mmol/L, c.2-2: 약 290시간, 1411.5 mmol/L, c.16-8: 약 288시간, 
1320.6 mmol/L (Fig. 18)
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Figure 18. Gas profiles (A,C,E) and accumulated gas consumption (evolution in case 
CO2), and volumetric consumption (CO) or evlolution (CO2) rate (B,D,F) of mutant 
strains of Clostridium sp. AWRP during autotrophic growth in PETC-MES media. 
c.8-6: (A), (B); c.2-2: (C), (D); and c.16-8: (E), (F); arrow: gas recharge 
(100% CO, 2 bar)

Ÿ 발효 종료 시, HPLC를 이용한 대사산물 분석 결과, 에탄올과 아세트산이 생산된 것을 
확인하였으나, Aminex HPX-87H culume에서 2,3-부탄디올과 MES의 retention 
time이 가까워 peak가 겹치는 문제로 정확한 정량이 불가능하였음.

Ÿ 이에, 1단계 과제 수행을 통해 개발한 C. ljungdahlii의 acetoin reductase를 이용한 미
량 정량 분석법을 통하여 배지 내의 2,3-부탄디올 농도를 추정하였음. Assay에는 E. 
coli Rosetta 균주에서 정제된 C. ljungdahlii의 acetoin reductase를 사용하였으며, 
96-well plate를 사용하여 총 200 μL 반응에 최종 농도 20 μg/mL의 효소와 5mM의 
NADP+를 첨가하여 45℃에서 10분간 반응을 진행하였음.

Ÿ 효소를 통한 미량 정량 분석 결과, 돌연변이주 c.8-6에서 약 1.1 g/L의 2,3-부탄디올
이 생산됨을 확인하였으며, c.2-2와 c.16-8에서도 각각 약 0.4 g/L, 0.6 g/L의 2,3-
부탄디올 생산을 확인하였음 (Table 9). 이는 배지에 포함된 20 g/L (약 100 mM)의 
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2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES)가 완충 작용을 함으로서 발효 중 아세
트산 생산으로 인한 배지의 pH 감소효과를 지연시켜주고, 이로 인해 지속적인 기질 
소모를 통해 alcohol 생산이 유도되었음을 시사함.

 
Table 9. Values of OD600nm, final pH and Metabolite profiles of mutants strains of 
Clostridium sp. AWRP in PETC-MES media..

Mutant Cell density
(OD600nm) pH

Metabolites (g/L)
Acetic acid Ethanol 2,3-butane

diol
c.2-2 2.640 4.33 3.46 4.74 0.43
c.8-6 2.350 5.66 0.15 7.75 1.13
c.16-8 1.460 5.06 1.27 5.79 0.60

Ÿ 야생형 균주를 통한 생육 배지의 미량 원소 증량에 따라, CO 소모와 알코올 생산이 
늘어나는 결과를 바탕으로 미루어 보았을 때, PETC-MES 배지를 기반으로 각각의 미
량 원소 (Fe, Zn, Cu, Ni, W)를 증량시킨 배양 배지를 통하여 돌연변이주에서도 2,3-
부탄디올의 알코올 생선성이 향상될 여지가 있음.

Ÿ 이에 본 배양은 미량 원소 Fe, Cu, Ni, W은 기존 PETC 미량 원소 대비 5배, Zn은 최
종 농도 10 uM로 증량하여 실험을 진행함(하기 ‘Clostridium sp. AWRP의 2,3-부탄
디올 생산성 향상을 위한 배양 조건 탐색’ 부분도 같이 참조 바람). 앞선 결과에서 가
장 높은 2,3-부탄디올 생산성을 보인 돌연변이주 c.8-6에서 배양 패턴을 관찰하고자 
하였으며, 기존 PETC 배지의 금속 원소 함량과 비교하면 아래 표(Table 10)와 같음.

Table 10. Comparison of trace elements in PETC media
Trace metal Original 

conc. (μM) 
Modifieid conc. 

(μM)
Mg 811.42 811.42
Fe 20.40 102.00 
Mn 59.16 59.16
Co 8.41 8.41
Cu 1.17 5.87 
Zn 0.01 10.00
Ni 0.84 4.21
Mo 0.83 0.83
Se 1.06 1.06
W 0.68 3.40 

Ÿ Pre-culture로서 돌연변이체의 균주 stock을 10 mL의 PETC 배지가 포함된 26-mL 
serum vial로 1 mL 접종하였음. 접종된 vial은 headspace gas를 simulation syngas 
(50% CO, 30% N2, 10% CO2 및 10% H2)로 치환 후, 최종 2.0 bar의 압력으로 충전
하였음. vial은 shaking incubator에서 30℃, 180RPM으로 배양함.

Ÿ 약 7일간 배양한 PETC pre-culture을 20 mL의 PETC 배지가 포함된 160-mL 
surum vial에 1 mL 계대하였음. 접종한 vial은 headspace gas를 simulation syngas 
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(50% CO, 30% N2, 10% CO2 및 10% H2)로 치환 후, 최종 1.5 bar의 압력으로 충전
하였음. vial은 shaking incubator에서 30℃, 180RPM으로 배양하여 이를 seed culture
로 사용하였음.

Ÿ 약 4일간 배양한 seed culture을 20 mL의 PETC-MES 배지 및 각각의 조건별 미량
원소가 포함된 160-mL serum vial 2개에 1 mL씩 계대하였음. 접종한 vial은 head 
space를 100% CO로 치환 후, 최종 2.0 bar의 압력으로 충전하였음. 충전된 vial은 
seed culture와 동일하게 shacking incubator에서 30℃, 180RPM으로 배양하였음.

Ÿ 앞선 돌연변이주의 PETC-MES 배지 배양 조건과 동일하게 headspace가 고갈되기 전 
(>10 mM) 100% CO로 purge 후 2 bar로 재충전하여 배양을 지속하였음. 

Ÿ 배양 257시간에 동일하게 종료하였으며, 미량원소 Ni, Fe이 증량된 조건에서 단위 
culture volume 당 각각 총 1389.9 mmol/L, 1104.4 mmol/L의 CO를 소모하였음. 이
는 동일조건에서의 control(845.9 mmol/L culture) 대비 CO 소모에 있어 향상된 결과
를 확인하였음(Fig. 19).  이는 W-L pathway의 핵심 효소인 CODH와 ACS 모두 
iron-nickel-sulfur metal cluster를 포함하는 사실을 고려해 보면, 적정량의 Ni, Fe 
이온이 배지 내에 적절하게 포함되어 있어야 CO를 효율적으로 대사할 수 있는 것으로 
판단됨.

Figure 19. Values of OD600nm, Accumulated CO consumption, and Metabolites profiles 
of mutants strain c.8-6 of Clostridium sp. AWRP in PETC-MES media 

Ÿ 발효 종료 시, HPLC 및 GC를 이용한 최종 대사산물 분석 결과, Ni, Fe이 증량된 조
건에서 각각 에탄올 5.41 g/L, 5.77 g/L 및 2,3-부탄디올 1.11 g/L, 0.71 g/L가 생산
되는 것을 확인하였음(Fig. 20). 특히, control 조건과 비교하였을 때, Ni, Fe 조건에서 
2,3-부탄디올 생산이 각각 약 2.9배, 1.8배 증가함을 확인하였음(Table 11) 이는 CO 
공급량을 더 늘렸을 때 2,3-부탄디올 생산이 더 증가할 여지가 있음을 시사함.

Ÿ 본 실험에서 각각의 미량 원소 함량의 증량을 통해 발효 양상 변화를 확인하였음. 이
는 CO 전환율과 연관지어 alcohol 생산이 유도되었음을 시사하며, 특히 에탄올 생산에 
있어 Fe이 중요한 역할을 할 것이라 예상됨. 
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Figure 20. Values of OD600nm, Accumulated CO consumption, and Metabolites profiles 
of mutants strain c.8-6 of Clostridium sp. AWRP in PETC-MES media 

Table 11. Values of OD600nm, and Metabolite profiles of mutants strain c.8-6 of 
Clostridium sp. AWRP in PETC-MES media..

Trace 
element

Cell 
density

(OD600nm)

Metabolites (g/L)
Ratio*Acetic acid Ethanol 2,3-butanedi

ol
Ni 1.63 3.67 5.41 1.11 2.87
Fe 2.06 1.49 5.77 0.71 1.83

Control 1.79 0.64 4.72 0.39 1.00
Cu 1.67 0.47 4.98 0.34 0.87
W 1.55 0.31 4.67 0.32 0.83
Zn 1.48 0.19 4.66 0.25 0.65

*Relative 2,3-butanediol titer
In silico 대사흐름분석을 통한 아세토젠에서의 알코올 생산 분석

Ÿ 게놈 수준 대사 네트워크를 이용한 in silico 대사흐름분석은 미생물 대사를 분석하는 
도구로서 널리 이용되고 있으며, 최근 대사공학 연구에서도 보편적으로 사용되고 있
음. 게놈 수준 대사 모델을 이용하여 대사공학 전략을 도출할 수 있는 다양한 분석 방
법론(MOMA, OptForce, FSEOF 등)들이 제시되어 있으나, 당해 연도 연구에서는 
MILP(정수혼합 선형계획법)를 이용한 기본적인 loopless FBA(flux balance analysis)
를 이용하여 아세토젠 균주의 전반적인 대사 양상을 확인하였음.

Ÿ 이를 위해 이미 구축되어 보고된 바 있는 Clostridium ljungdahlii의 게놈 수준 대사 모
델인 iHN637을 이용하여 다양한 조건에서 대사 흐름을 분석하였음. 분석에는 
MATLAB 2018b와 CPLEX 12.8.0을 사용하였음(Fig. 21).
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Figure 21. Metabolic reconstruction of Clostridium sp. AWRP and in silico flux 
analysis using COBRA　toolbox.

Ÿ iHN637의 경우, 최근 아세토젠에서 연구되고 있는 electron bifurcation 기작이 반영되
지 않은 점, 그리고 sulfate assimilation 등의 반응식에 일부 오류가 있어 이러한 부분
을 수정하였음(Fig. 22). 
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Figure 22. Overall metabolic pathway of Clostridium sp. AWRP.

Ÿ 또한 초기 모델 시뮬레이션 결과 threonine aldolase 등 일부 반응들의 방향성 문제들
이 있어, 이 또한 각종 문헌들을 참조하여 생리적으로 일어나기 어려운 방향으로 일어
나지 않도록 제한 조건을 추가하였음. 이러한 반응식들은 향후 유전자 결손 등을 통하
여 실제로 세포의 대사에 영향을 주는지 확인이 필요할 것으로 보임.

Ÿ 반응식의 수정 후, 100% CO를 사용하는 조건을 가정하여 CO의 uptake rate을 30 
mmol/g DCW/h로 고정하고 cell growth(μ)의 최대화를 목적 함수로 설정 후, 2,3-부
탄디올 생산 flux를 증가시키면서 μ의 변화를 관찰하는 trade-off analysis를 수행하
였음. 기존 모델에 포함된 NAD-dependent BDH만을 사용하는 경우와, 실제 실험에서 
활성이 있는 것으로 알려진 NADP-dependent BDH만을 사용하는 경우로 각각 나누어 
진행하였음. 

Ÿ 이론 수율의 경우는 두 효소간의 차이가 없었으나, μ > 0.03 h-1인 경우는 
NAD-dependent BDH가 2,3-부탄디올 생산에 더 유리한 것으로 나타남(Fig. 23). 이
는 reduced ferredoxin과 NADH로부터 NADPH 2분자를 생성하는 NfnAB 때문이며, 
NADPH 생성시 reduced ferredoxin이 사용되므로 그만큼 ATP yield에서 불리하게 작
용하게 됨(∵reduced ferredoxin은 Rnf의 에너지원으로 pmf와 NADH를 형성). 그러나 
cell growth rate이 크지 않은 경우는 ATP demand가 크지 않으므로 유사한 양상을 
나타내게 되는 것으로 보임.

Figure 23. Trade-off anlaysis between 2,3-butanediol production and cellular 
growth.

Ÿ CO uptake 조건으로 3가지 목적 함수(biomass, 2,3-부탄디올, 에탄올)에 대하여 flux 
계산을 진행하였음. Biomass를 목적 함수로 계산할 경우, 아세트산이 주산물로 생성되
는 것을 확인할 수 있었음(Fig. 24).

Ÿ 알코올 생산을 목적으로 대사공학 전략을 구상하는 경우, 아세트산의 생성이 감소하므
로 이로 인한 ATP 부족을 해결하기 위하여 Rnf의 과발현 등을 예상할 수 있음. 그러
나 알코올 생산을 목적 함수로 계산하였을 경우, Rnf의 flux 수치는 예상 외로 크게 
증가하지 않았음. 이는 알코올 생산에 있어서 Rnf의 기능이 ATP 생성보다는 NADH 
생성의 목적이 더 크기 때문인 것으로 보이며, 실제로 flux 계산 결과에서 Rnf의 p.m.f
로 생성된 ATP의 소모를 추적한 결과 maintenance energy로 사용된 것을 확인하였
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음. 미생물의 chemostat 배양에서 maintenance energy가 유동적으로 움직이는 경우는 
매우 드문 현상이며, 실제로 이러한 상황이 in vivo 상에서 일어나기 위해서는 futile 
cycle을 이용하여 인위적으로 ATP 소모를 촉진하는 등의 전략도 고려해 볼 수 있음. 
또한, cell growth가 일어나는 상황에서 NAD(P)H와 ATP의 소모가 일어나는 대사 반
응과 소모되는 정도를 분석할 필요가 있음.

Ÿ CO dehydrogenase의 경우 아세트산보다 환원도가 높은 대사 산물이므로 CODH의 과
발현은 필수적인 것으로 판단됨. AWRP 균주의 경우 C. autoethanogenum과 유사하게 
acsA 외에 cooS1, cooS2 2종의 CODH가 추가로 존재하므로, 이들을 과발현하여 전자
의 흐름을 바꿔주어야 할 것임.

Figure 24. Metabolic fluxes of Clostridium sp. AWRP calculated by in silico flux 
balance analysis. The fluxes calculated under a given objective function are shown in 
shaded box: Max. biomass, top; Max. 2,3-BDO, middle; Max. EtOH, bottom.
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Clostridium sp. AWRP의 2,3-부탄디올 생산성 향상을 위한 배양 조건 탐색
Ÿ 본 연구의 목적은 크게 2가지로 (1) Clostridium sp. AWRP의 최적 성장 및 생산 조

건 탐색, (2) 향후 대사공학 및 무작위 돌연변이 실험을 통해 다양한 균주가 파생되는 
경우에 있어서 배양기 평가에 들어가기 전 회분식 배양을 통하여 균주의 역가 평가를 
효율적으로 진행할 수 있는 protocol 확보에 그 목적이 있음.

1) 생육 배지의 미량 원소 증량에 따른 배양 패턴 변화 확인
Ÿ 1단계 연구에서는 분리한 Clostridium 균주의 배양을 위해 Acetobacterium 

medium(DSM 614 medium)을 변형하여 기본 배지로 사용하였으나, CO 소모 속도 및 
세포 농도가 낮아 생산성 향상에 한계가 있었음.

Ÿ Acetogen이 탄소 고정 경로로 사용하는 Wood-Ljungdahl 경로에서, CODH, FDH, 
ACS 등 핵심 효소들이 활성을 나타내기 위해서는 cofactor로서 Fe 외에도 Ni, W, Se 
등의 미량 금속 이온을 요구하며, 이러한 미량 원소가 생장 배지 내에 적절한 농도로 
함유되어 있어야 높은 세포 농도와 생산성을 얻을 수 있을 것으로 판단됨.

Ÿ 문헌 조사를 바탕으로 현재 사용하고 있는 Modified DSM 614 배지(이하 AM배지)와 
보고된 Acetogen 배지의 금속 원소 함량을 비교하면 Table 12와 같음.

Table 12. Comparison of trace elements in various media used for acetogens
Conc. 
(μM) PETC Liew et al., 

(2016)
Valgepea et al., 

(2017) AM AMv2 RM
Mg 811.42 811.42 2459.42 5373.26 811.42 811.42
Ca 136.05 136.05 901.06 680.23 680.23 0.00
Fe 20.40 200.25 62.89 3.60 50.00 100.00
Mn 59.16 59.16 29.58 20.74 50.00 50.00
Co 8.41 8.41 8.41 5.57 10.00 50.00
Cu 1.17 1.17 1.17 0.40 2.00 0.00
Zn 0.01 0.01 6.96 6.26 10.00 30.00
Ni 0.84 0.84 0.84 1.26 2.00 10.00
Mo 0.83 0.83 1.24 0.41 1.36 1.00
Se 1.06 1.06 1.16 0.01 1.00 5.00
W 0.68 0.68 0.61 0.01 1.00 10.00

Ÿ Acetobacterium의 경우, 주요 대사 산물이 아세트산 뿐인 반면, Clostridium의 경우 
발효 초반의 산 생성기(acidogenic phase)와 후반의 용매 생성기(solventogenic 
phase)가 어느 정도 구분되는 양상을 보임.

Ÿ 종속영양 Clostridium에서의 아세톤-부탄올-에탄올 발효의 경우에도, Fe 등의 특정 
원소가 부족하면 산 생성기에서 용매 생성기로 원활히 전환되지 않는 경우가 있으며, 
AM 배지의 경우도 다른 문헌상의 배지와 비교하였을 때 Fe, Se, W의 농도는 부족한 
반면, Mg의 농도는 과도한 것으로 판단됨.

Ÿ 따라서 배지 조성에 따른 영향을 확인하기 위해 먼저 AM 배지를 한번 더 변형하여 
주요 원소 함량에는 큰 변화를 주지 않고, 미량 원소를 증량시킨 AMv2 배지(Table 
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13)에서 AWRP 균주의 배양 패턴을 관찰하였음.

Table 13. Composition of the AMv2 medium
Component Amount per L
NH4Cl 1.0 g
K2HPO4 0.5 g
KH2PO4 0.5 g
MgSO4·7H2O 0.2 g
CaCl2·2H2O 0.1 g
Yeast extract 0.5 g
NaCl 1.0 g
Cysteine․HCl 0.3 g
0.1% Resazurin 1 mL
Trace element solution I 1 mL
Trace element solution II 0.2 mL
pH (before autoclave) 6.0
Add below after autoclave
Reducing agent (3% Na2S‧9H2O + 10 mM NaOH) 10 mL
100X Wolfe’s vitamin solution 10 mL
Trace element sol. I Amount per L
HCl (>30%) 10 mL
FeSO4·7H2O (50 mM stock) 13.90 g
MnCl2·4H2O (50 mM) 9.90 g
ZnCl2 (10 mM) 1.36 g
CoCl2·6H2O (10 mM) 2.38 g
CuCl2·2H2O (2 mM) 0.34 g
NiCl2·6H2O (2 mM) 0.48 g
Trace element sol. II Amount per L
Na2MoO4·2H2O (6.8 mM stock) 1.65 g
Na2SeO3·5H2O (5 mM) 0.86 g
Na2WO4·2H2O (5 mM) 1.65 g
NaOH (10 mM) 0.4 g

Ÿ Pre-culture로서 야생형 AWRP 균주의 endospore stock 20 μL를 5 mL의 LBFA 배
지(Fructose 5 g/L, BactoTM Tryptone 10 g/L, BactoTM Yeast Extract 5 g/L, NaCl 
0.1 g/L, 및 CH3COONa․3H2O 5 g/L)에 접종 후 80°C에서 약 10분간 중탕하여 잔존 
vegitative cell을 멸살 후 혐기 챔버 내 37°C 항온 배양기에서 배양하였음. 환원제로
는 L-Cysteine․HCl을 최종 0.5 g/L의 농도로 사용하였음.

Ÿ Active한 LBFA pre-culture를 20 mL의 AMv2 배지가 포함된 160-mL serum vial
로 1 mL 접종하였음. 접종된 vial은 headspace gas를 simulation syngas(50% CO, 
30% N2, 10% CO222, 및 10% H2)로 치환 후, 최종 1.5 bar의 압력으로 충전하였음. 충
전된 vial은 shaking incubator에서 30°C, 180 RPM으로 배양하여 이를 seed culture
로 사용하였음.

Ÿ 약 5일간 배양한 seed culture 20 mL의 AMv2 배지가 포함된 160-mL serum vial 3
개에 각각 2 mL씩 계대하였음. 접종한 vial은 headspace gas를 simulation 
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syngas(50% CO, 30% N2, 10% CO222, 및 10% H2)로 치환 후, 최종 1.5 bar의 압력으
로 충전하였음. 충전된 vial은 seed culture와 동일하게 shaking incubator에서 30°C, 
150RPM으로 배양하였음.

Ÿ 배양 결과 150시간에 모든 수소와 CO를 섭취하는 것을 확인하였으며(Fig. 25A), 최
종 산물 분석 결과, 아세트산 2.36 ± 0.28 g/L, 에탄올 0.44 ± 0.04 g/L, 2,3-부탄디
올 0.06 ± 0.02 g/L가 생산되는 것을 확인하였음.

Ÿ 또한 gas 소모 곡선 관찰 결과(Fig. 25B), 최대 CO 소모 속도가 약 80 mmol/L 
culture/day를 기록하여, 기존 AM 배지 대비 2배 정도 향상된 것을 확인하였음. AM
과 AMv2에서 가장 큰 차이를 보이는 미량 원소는 Fe이며, acetogen의 다양한 대사 
효소들이 Fe-S cluster를 포함하는 사실을 고려해 보면, 적정량의 Fe 이온이 배지 내
에 포함되어 있어야 정상적인 발효가 이루어질 수 있음을 시사함.

Figure 25. Batch cultivation of Clostridium sp. AWRP in serum bottles. (A) 
Accumulated gas consumption (evolution in case CO2) profile. (B) Volumetric gas 
consumption (or evolution) rates.
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Ÿ 동일 조성의 simulation syngas 2 bar 충전 조건에서 기존 AM 배지와의 비교 결과, 
야생형 균주는 AM 배지에서는 가스 기질을 모두 섭취하지 못하고 발효가 종료되며
(Fig. 26A), 알코올 생산도 확인되지 않았으나(Table 14), AMv2 배지에서는 가스 기
질을 모두 섭취하고 에탄올과 2,3-부탄디올이 미량 생성되는 것을 확인하였음.

Ÿ AMv2 배지에서는 2 bar 충전 조건에서도 모든 가스 기질을 섭취하였으며, 이는 가스 
기질을 추가로 feeding하여 주면 알코올 생산이 더욱 늘어날 수 있음을 시사함.

Figure 26. Gas profiles (A) and volumetric consumption (CO) or evolution (CO2) 
rates (B) of Clostridium sp. AWRP during autotrophic growth in AM (open symbols) 
and AMv2 (closed symbols) media.
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Table 14. Metabolite profiles of Clostridium sp. AWRP in AM and AMv2 media.

Medium
Gas

pressure 
(bar)

Metabolites (g/L)
Acetic acid Ethanol 2,3-Butanediol

AM 2.0 1.96 ± 0.06 N.D. N.D.
AMv2 1.5 2.36 ± 0.28 0.44 ± 0.04 0.06 ± 0.02
AMv2 2.0 2.28 ± 0.22 0.95 ± 0.15 0.06 ± 0.01

2) Rich medium을 이용한 고농도 세포 조건에서의 CO 전환 평가
Ÿ 가스 발효에서 제조원가 절감을 위해서는 yeast extract 등 고가의 복합영양소의 첨가

를 최대한 지양해야 하나, 낮은 세포 농도에서는 단위 부피당 생산성을 높이기 어려운 
면이 있으며, batch당 배양 시간 증가로 인한 각종 부대비용(agitation, heating, 
cooling에 필요한 에너지, 불완전한 가스 소모로 인한 손실 등)의 증가 또한 고려해야 
할 필요가 있음. 단위 부피당 생산성을 향상시키기 위해서는 반응기 내에서의 가스의 
전달 효율뿐만 아니라 세포의 농도를 높이는 것도 중요함. 

Ÿ 현재 defined medium을 이용한 acetogen의 발효 사례는 adaptive evolution을 통해 개
량된 균주를 제외하면 극히 소수이며, membrane cell recycling 등의 기술이 없다면 
최소 배지에서 고농도의 세포를 얻는 데에 한계가 있음. 

Ÿ 따라서, 본 실험에서는 complex nutrient의 적절한 증량을 통하여, 배양 중의 세포 농
도를 증가시키고, 이에 따른 생산성 향상 및 발효 시간 단축 효과를 확인하고자 하였
음.

Ÿ 이번 실험에서 사용된 배지인 Rich Medium(RM)은 C. ragsdalei, C. 
autoethanogenum 등의 배지 최적화 관련 문헌을 참조하여 미량 원소의 조성을 늘려 
주었으며, yeast extract를 기존 0.5 g/L에서 5 g/L로 증량하였음. 또한, buffering 
agent로 주로 사용되는 고가의 MES를 배제하기 위하여, potassium phosphate를 증량
하고 sodium acetate를 첨가함으로써 배지의 over-acidification을 방지하고자 하였음
(Table 15).

Ÿ Seed 배양은 20 mL AMv2 배지가 포함된 160-mL serum vial에 simulation syngas
를 1.5 bar로 충전하여 진행하였으며, 본 배양은 40 mL의 RM 배지가 포함된 
160-mL serum vial에 100% CO를 2 bar로 충전하여 3반복 수행하였음. 모든 배양은 
30°C에서 180 RPM의 진탕배양기를 이용하여 수행되었으며, headspace 내의 CO 농
도가 10 mM 근방으로 감소하는 경우 100% CO 2bar로 purge 및 재충전을 수행하였
음. 재충전을 수행하기 전, 2 mL의 sample을 취하여 OD, pH 및 대사산물 측정을 수
행하였음.
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Table 15. Composition of the RM medium
Component Amount per L
NH4Cl 1.0
MgSO4·7H2O 0.2
CaCl2·2H2O 0.1
Yeast extract 5
NaCl 1.0
CH3COONa·3H2O 5
0.1% Resazurin 1 mL
Trace element solution I 1 mL
Trace element solution II 1 mL
Add below after autoclave
100 g/L K2HPO4 + 100 g/L KH2PO4 25 mL
3% Na2S‧9H2O + 3% Cys-HCl+ 7.61 g/L NaOH 10 mL
100X Wolfe’s vitamin solution 10 mL
Trace element sol. I Amount per L
HCl (>30%) 10 mL
FeSO4·7H2O (50 mM stock) 27.80 g
MnCl2·4H2O (50 mM) 9.90 g
ZnCl2 (10 mM) 4.09 g
CoCl2·6H2O (10 mM) 11.90 g
NiCl2·6H2O (2 mM) 2.38 g
Trace element sol. II Amount per L
Na2MoO4·2H2O (6.8 mM stock) 1.65 g
Na2SeO3·5H2O (5 mM) 0.86 g
Na2WO4·2H2O (5 mM) 1.65 g
NaOH (10 mM) 0.4 g
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Figure 27. Headspace gas concentrations (A), accumulated CO consumption and CO2 
evolution, and consumption rates (B) during the cultivation of the AWRP strain in 
the RM medium. 

Ÿ Rich medium을 사용한 결과, 기존 배지 대비 초반 lag가 상당히 길게 나타나는 양상
(~ 100 hr)을 나타내었으나, 100시간 이후로는 기존 AM 및 AMv2 배지에 비해 월등
한 CO consumption을 나타내었음(Fig. 27). 또한 최대 OD600이 약 4.9로 나타났으며, 
pH는 지속적으로 저하된 후, 4.5 근방에서 유지되는 것을 확인하였으며, 알코올 생성
에 의한 pH 증가는 관찰되지 않았음(Fig. 28).
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Figure 28. Cell growth and pH profile of the AWRP strain cultivated in the RM 
medium. The samples between gas recharge were examined only.

Ÿ LC 분석 결과 최대 9 g/L의 아세트산이 생성된 후 알코올 생성이 일어나는 것을 관찰
할 수 있었으나, 이 시기부터 CO consumption이 크게 감소하여 더 이상 생성되지 않
는 것을 관찰하였음. 최종 에탄올 농도는 약 2 g/L였으며, 2,3-부탄디올은 생성되지 
않았음. 

Ÿ 기존의 heterotrophic한 미생물들은 sulfate 등을 이용하여 필요한 만큼의 sulfide를 생
성하여 생장에 사용하나, sulfite 또는 sulfide만을 S-source로 사용하는 acetogen의 
특성상, yeast extract, L-cysteine, Na2S의 형태로 포함된 sulfur가 균주의 생장에 따
라서 sulfide로 전환되고, 낮은 pH에서는 H2S의 형태로 기화되므로 가스 purge 및 재
충전시 sulfur source가 소실되어 sulfur limitation이 발생하는 것으로 보여짐.

Ÿ 또한, 현재까지의 배양 결과를 종합하여 볼 때, AWRP 균주의 생장에 있어서 yeast 
extract의 특정 영양 성분이 limiting factor로 작용하는 것으로 보여짐. 

Ÿ Yeast extract의 첨가 없이 생장 가능한 것이 보고된 C. autoethanogenum과 C. 
ljungdahlii와 게놈을 비교 분석하였을 때, AWRP 균주에는 L-methionine 생합성 유전
자 중 하나인 cystathionine beta-lyase 유전자가 존재하지 않음을 확인할 수 있었으
며, 차기 년도 연구에서 L-methionine의 첨가 또는 해당 유전자의 발현을 통해 이러
한 부분이 해소될 수 있는지 확인해야 할 것으로 보임.

3) 개선 배지를 이용한 배양기에서의 CO 전환 평가
Ÿ 상기 vial culture 결과를 바탕으로 RM 배지의 조성을 일부 조정한 RMv2 배지를 이

용하여, 2-L scale의 배양기에서 AWRP 균주의 배양을 관찰하였음. 실험에 사용된 배
양기는 가스 전달의 효율성을 높이기 위하여 microsparger가 장착되어 있으며, 가압 
발효를 위한 reservoir, 가스유량 측정을 위한 gas meter가 outlet 출구 쪽에 장착되어 
있음(Fig. 29).
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Figure 29. Reactor system for gas fermentation of Clostridium sp. AWRP.

Ÿ 흔히 실험실 규모의 배양기에서 가스나 액체 투입에 사용되는 silicone tubing의 경우, 
gas permeability가 높은 편으로, GC 상으로 분석한 결과 headspace 내에 산소가 증
가하는 것이 관찰되었음. 따라서 silicone 재질이 아닌 rubber 재질의 tubing으로 교체
하여 가스 발효를 진행하였음.

Ÿ 발효기 배양에 사용된 RMv2 배지의 조성은 Table 16과 같음. 본 실험에서는 pH 제
어를 하는 것을 감안하여 RMv2 배지에서는 phosphate를 1/5로 감량하였고, yeast 
extract의 농도는 2 g/L로 감량하였음. 또한, Clostridium ragsdalei 등의 배지 최적화 
문헌을 참조하여 trace metal solution의 조성을 일부 변경하였음.

Table 16. Composition of the RMv2 medium
Component Amount per L
NH4Cl 0.5
MgSO4·7H2O 0.2
Yeast extract 2
KCl 0.5
CH3COONa·3H2O 5
0.1% Resazurin 1 mL
Trace element solution I 1 mL
Trace element solution II 1 mL
Add below after autoclave
100 g/L K2HPO4 + 100 g/L KH2PO4 25 mL
3% Na2S‧9H2O + 3% Cys-HCl+ 7.61 g/L NaOH 10 mL
100X Wolfe’s vitamin solution 10 mL
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Trace element sol. I Amount per L
HCl (>30%) 10 mL
FeSO4·7H2O 27.80 g
MnCl2·4H2O 9.90 g
ZnCl2 4.09 g
CoCl2·6H2O 11.90 g
NiCl2·6H2O 2.38 g
Trace element sol. II Amount per L
Na2MoO4·2H2O 0.24 g
Na2SeO3·5H2O 1.31 g
Na2WO4·2H2O 3.29 g

Ÿ Seed culture는 RMv2 배지 40 mL이 담긴 160-mL vial 4개를 이용하여 총 160 mL
의 seed를 1.44 L의 RMv2 배지가 담긴 배양기에 접종하여(10% inoculum) 배양을 
진행하였음. 전년도 연구와 달리 당해 연도에서는 아세트산 생성에 따른 pH 저하를 
고려하여 7.5 N 암모니아수의 첨가를 통해 pH를 5로 유지하였으며, 알코올 전환 구간
에서 pH가 상승하는 경우에는 따로 pH를 조절하지 않았음. 발효기의 배양 온도는 균
주 분리시에 최적 온도로 확인된 37°C에서 수행하였으며, RPM의 경우 headspace의 
가스 변화를 GC로 분석하여 가변적으로 조절하였음.

Ÿ 또한, 초반 세포 농도가 적은 상황에서 microsparger로 bubbling하는 경우 CO에 인한 
생장 저해가 될 수 있으므로, 초반 growing이 확인될 때까지 headspace의 가압
(1.2~1.5 bar) 및 agitation만으로 CO를 공급하여 주었음. 기질로는 50% CO / 10% 
CO2 / 10% H2/30% N2의 혼합 가스를 이용하였음.

Figure 30. Time-course profile of Clostridium sp. AWRP cultivated in a bioreactor 
equipped with a microsparger. 
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Ÿ 접종 후 약 50시간까지는 sparging을 하지 않은 상태로 가압만을 수행하여 CO에 인한 
생장 저해를 최소화하였음. 그러나 가스 전달의 효율이 떨어져 가압 구간에서는 생장
률(μ)이 0.04 h-1 수준이었음. 그러나 가압을 해제하고 bubbling을 시작하면서 최대 
0.07 h-1까지 생장률이 증가하는 것을 확인하였음.

Ÿ Blowing 시작 직전(약 50시간)부터 에탄올이 생산되는 것을 확인할 수 있었으며, 특
히 blowing을 시작하면서부터 아세트산이 감소하고 에탄올로의 전환이 활발하게 일어
나 최대 11.5 g/L의 에탄올이 생성되었음. 그러나 2,3-부탄디올의 최종 농도는 0.52 
g/L로 높지 않은 편임.

Ÿ Sulfur source로 쓰이는 sulfide의 경우, 배지의 pH가 낮은 경우 bubbling 과정에서 기
화되어 손실되므로, 이의 공급을 위해 기화되지 않는 형태인 2.5%의 Na2SO3을 1.6 
mL씩 첨가하여 관찰하였음. Na2SO3 첨가시 pH가 급격하게 상승하는 것을 확인하였으
며, 이는 sulfite에서 sulfide로의 전환이 활발히 일어나 기화되기 때문으로 추측됨. pH
의 증가 속도를 고려하였을 때, 일반적인 model organism과 달리 sulfur utilization에 
관여하는 조절 기작이 없으며, 투입 즉시 30분 이내에 모든 sulfite가 sulfide로 전환되
는 것으로 보임.

Ÿ 배지 내에 sodium acetate가 첨가되지 않은 상황에서의 배양 결과를 확인하기 위해 
RMv4 배지(Table 4)를 이용하여 추가 배양 실험을 수행하였음(Fig. 31).

Table 17. Composition of the RMv4 medium
Component Amount per L
NH4Cl 1
MgSO4·7H2O 0.2
Yeast extract 2
KCl 0.2
NaCl 1
CH3COONa·3H2O 5
0.1% Resazurin 1 mL
Trace element solution I 1 mL
Trace element solution II 1 mL
Add below after autoclave
32 g/L NaH2PO4․2H2O+ 8 g/L K2HPO4 25 mL
3% Na2S‧9H2O + 3% Cys-HCl+ 7.61 g/L NaOH 10 mL
100X Wolfe’s vitamin solution 10 mL
Trace element sol. I Amount per L
HCl (>30%) 10 mL
FeSO4·7H2O 27.80 g
MnCl2·4H2O 9.90 g
ZnCl2 4.09 g
CoCl2·6H2O 11.90 g
NiCl2·6H2O 2.38 g
Trace element sol. II Amount per L
Na2MoO4·2H2O 0.24 g
Na2SeO3·5H2O 1.31 g
Na2WO4·2H2O 3.29 g
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유용 균주 확보 및 재조합 대상 유전자 도출

균주 배양 특성 분석

Figure 31. Time-course profile of Clostridium sp. AWRP cultivated in a bioreactor 
equipped with a microsparger. The RMv4 medium was used both in seed and main 
cultivation.

Ÿ RMv4를 사용한 2차 발효에서는 pH meter 값의 하락을 관찰하여 growing을 판단하
고, 가압 상태에서 blowing으로 전환하는 시기를 앞당겨서 배양을 진행하였으며, 마찬
가지로 RPM의 조절은 headspace의 GC 분석을 통해 manual로 변경하였음. 이를 통해 
총 배양시간이 기존 121시간에서 84시간으로 감소하였음.

Ÿ 또한, 1차 발효에서 pH 상승이 지나치게 높은 것을 감안하여 2차 발효에서는 암모니
아수와 HCl을 이용하여 pH가 5.0~5.5의 범위를 유지하도록 진행하였음.

Ÿ Sodium acetate의 첨가시에는 blowing 시작과 동시에 pH가 상승하였으나, sodium 
acetate가 첨가되지 않은 경우 blowing을 시작하여도 어느 정도 acidogenic phase가 
지속되다가 alcohologenic phase로 전환되는 다소 다른 양상을 나타내었음.

Ÿ 2차 배양의 최대 균체량은 OD600 = 4.6, 최대 아세트산 농도는 1.51 g/L이었으나 최
종 구간에서는 0.1 g/L 미만의 미량만 남고 모두 알코올로 전환되었음. 에탄올은 약 
8.7 g/L, 2,3-부탄디올은 약 1.1 g/L 생산되는 것을 확인하였고, sodium acetate를 첨
가하지 않는 것이 2,3-부탄디올 생산에는 더 유리한 것으로 보임.

Ÿ 배양 60시간 이후 균체량이 급격하게 감소하며 CO 소모도 이와 동시에 저하되는 양상
을 나타내었으며, 이러한 현상이 영양적인 문제인지, 또는 sporulation에 의한 것인지
는 추가적인 연구가 필요할 것으로 보임.

Ÿ 또한, 최대 균체량은 배지에 첨가된 yeast extract의 양에 의해 결정되며, 암모늄의 증
량만으로는 균체량이 증가되지 않았음을 고려하면, auxotrophy에 의해서 균체의 생장
이 결정될 가능성이 높으며, 세포의 평균적인 원소 조성을 고려하였을 때
(CH1.4O0.5N0.2), ammonium과 phosphate는 limiting factor가 아닌 것으로 보임.



38

2-3. 연구개발 성과
사업명 C1가스리파이너리사업 연구책임자 이현숙 주관기관 한국해양과학기술원

과제번호 2015M3D3A1A01064884 과제명
CO 활용 2,3-BDO 제조를 위한 Acetogen 균주 개

발

※산학강좌,기술이전 및 기술평가는 현재 입력 받지 않는 항목입니다.

과학기술/학술적 연구성과(단위 : 건)

전문학술지 논문게재 초청

강연

실적

학술대회

논문발표
지식재산권

수상

실적

출판실적

국내논문 국외논문
국내 국제

출원 등록 저역

서

보고

서SCI 비SCI SCI 비SCI 국내 국외 국내 국외

0 0 0 0 1 2 5 0 0 0 0 0 0 0

인력양성 및 연구시설(단위 : 명,건)

학위배출 국내외 연수지원

산학강좌

연구

기자

재
박사 석사

장기 단기

국내 국외 국내 국외

0 0 0 0 0 0 0 0

국제협력(단위 :명,건)

과학자교류 국제협력기반 학술회의개최

국내과학자 

해외파견

외국과학자 

국내유치
MOU체결 국제공동연구 국제사업참여 학술회의개최(국내,국제 통합)

0 0 0 0 0 0

산업지원 및 연구성과 활용(단위 : 건)

기술확산 연구성과활용(사업화 및 후속연구과제 등)

기술실시계약 기술이전 기술지도 기술평가 후속연구추진
사업화추진

중
사업화완료 기타목적활용 기술마케팅

0 0 0 0 0 0 0 0 0

기타 성과(단위 : 건)

언론보도 성과
생명자원/신품종/화합

물

원자력연구개발사업실적(원자력연구개발사업에한함)

기술보고서 설계문서 장비구축 및 개발 분석방법개발

0 0 0 0 0 0

국제학술대회 초청강연실적 성과정보

과제번호 발표연월 학술대회명 발표자 강연주제 개최국

2015M3D3A

1A0106488

4

201810
C1 Gas Refinery Internatinal 

Symposium
이종민

Domestication of Clostridium 

sp. AWRP towards a platform 

strain for syngas fermentation

대한민국
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학술대회 논문발표 성과정보

과제번호 발표년월 학술대회명 저자 논문제목 학술대회구분 개최국

2015M3D3A

1A01064884
201807

C1 가스 리파이너리 심포

지엄

채철기, 이종

민, 도미숙, 권

수재, 김윤재, 

임재규, 강성

균, 이현숙

Construction of a pyrF 

Gene Mutant of 

Clostridium sp. AWRP 

Using the Clostron 

Mutagenesis System 

국내학술대회 대한민국

2015M3D3A

1A01064884
201807

C1 가스 리파이너리 심포

지엄 

권수재, 이종

민, 강성균, 이

현숙

Improvement of 

2,3-butanediol 

production from CO 

gas by random 

mutagenesis of 

Clostridium sp. AWRP

국내학술대회 대한민국

2015M3D3A

1A01064884
201807

Gordon Research 

Conference 

정해창, 임재

규, 강성균, 이

현숙

Direct electron transfer 

between 

frhAGB-encoding 

hydrogenase and TrxR 

in a 

non-methanogenic 

hyperthermophilic 

archaeon 

국제학술대회 미국

2015M3D3A

1A01064884
201810

2018 International 

Workshop on Deep-Sea 

Microbiology

권수재, 이종

민, 강성균, 이

현숙

Improvement of 

2,3-butanediol 

production from CO 

gas by random 

mutagenesis of 

Clostridium sp. AWRP 

국제학술대회 대한민국

2015M3D3A

1A01064884
201810

2018 International 

workshop on Deep-Sea 

Microbiology

도미숙, 이종

민, 채철기, 권

수재, 김윤재, 

강성균, 이현숙

Test of anaerobic 

fluorescent protein as 

reporter of gene 

expression in 

Clostridium sp. AWRP 

국제학술대회 대한민국

2015M3D3A

1A01064884
201810

2018 international 

Workshop on Deep-Sea 

Microbiology 

채철기, 이종

민, 도미숙, 권

수재, 김윤재, 

임재규, 강성

균, 이현숙

Construction of a pyrF 

Gene Mutant of 

Clostridium sp. AWRP 

Using the Clostron 

Mutagenesis System 

국제학술대회 대한민국

2015M3D3A

1A01064884
201810

2018 international 

workshop on deep-sea 

microbiology 

이성혁, 윤환, 

강성균, 이현숙

Oxygen-mediated 

growth enhancement 

of an obligate 

anaerobic archaeon 

Thermococcus 

onnurineus NA1

국제학술대회 대한민국
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 3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3-1.  목표

 

3-2. 목표 달성여부

유전자 재조합 toolbox 개발 (형질전환 효율 개선 및 벡터 개선), 

유용 균주 확보 및 재조합 대상 유전자 도출 (변이주 유전체 분석 및 변이 확인, 배양 

특성 분석, in Silico 대사흐름분석)

세부연구목표
세부연구개발내용 

평가목표 및 착안점

genetic toolbox 개발

acetogen 벡터 개발 플라스미드 
1종 이상 확보

형질전환 방법 및 효율 개선 형질전환 방법 개발 1건 
이상

유용 균주 확보 및 재조합 대
상 유전자 도출

무작위 돌연변이 균주의 유전체 분
석 

1종 이상의 변이주에 
대한 genomics data 확보 
및 변이 확인

In Silico 대사흐름분석 Flux data 1건 이상 확보

균주 배양 특성 분석 영양요구도 분석

세부연구목표
달 성 

도(%)
달성 내용 및 기여도

Genetic Toolbox 개발 100

- Firmicute 계열의 범용 Shuttle plasmid 4종 구축 완료

- Clostridium sp. AWRP를 대상으로 상기 벡터 중 3종이 

conjugation으로 도입됨을 확인

- Mobile group II intron을 이용하여 spo0A, pyrF 유전자 

KO

- Electroporation protocol 개발: 현재 102 ~ 103 Cfu/μg 

DNA의 효율로 형질전환됨을 확인

- Plasmid 기반 2,3-BDO 생합성 유전자 과발현: 에탄올 대

비 선택도 상승

- 우수성: Type strain을 제외한 신규 발굴된 균주를 대상

으로 genetic system을 개발한 사례. 
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  3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 
등) 

  - 해당 없음

- 국내 분리한 아세토젠 균주를 대상으로 유전자 조작이 

가능한 수준으로 기술 개발을 한 사례가 없음. 본 과제

를 통해 개발된 기술은 다른 아세토젠 균주에도 적용 

가능할 수 있음.

- Electroporation에 의한 아세토젠 형질 전환 기술은 

유전자 조작에서 기본적이고 필수적 과정이되 난제가 

되는 경우가 많은데 본 과제에서 이를 개선하는 방법을 

개발함. 혐기 미생물 전체로 적용 대상 범위를 확대할 

수 있음.

유용균주 확보 및 

재조합 대상 유전자 

도출

100

- 배지 내에 Trace metal의 조성에 따라 배양 및 대사 산물 

profile이 크게 변화함을 확인.

- 발효배지 개선을 통해 야생형 균주로부터 2-L scale 

배양기에서 84시간 배양으로 에탄올 8.4 g/L, 2,3-BDO 

1.1 g/L 생산 확인 

- 무작위 돌연변이주의 게놈 서열 분석을 통해 유효 변이 

탐색

- In silico 대사흐름분석을 통해 2,3-BDO 생합성의 

전구체인 pyruvate 생합성 가능 대사 경로 비교 및 

과발현 유전자 탐색 

- 우수성: 가스 공급 조절 및 배지 조성 변화만으로 

2,3-BDO 생산성 증가함 (기존 기존 300시간 발효시 < 0.1 

g/L). 

- 배양기 운용 및 scale-up이 용이한 시스템 구축.CO를 함

유하는 가스를 이용하여 성장하는 혐기 미생물 대상 연

구 기관이 국내에 많지 않음. 특히 아세토젠 균주를 대

상으로 발효조 수준에서 발효를 수행하는 기술을 가진 

연구 기관이 많지 않은데 연구 노하우를 다수 보유함으

로써 기술 제공할 수 있음. 
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4. 연구개발성과의 활용 계획 등

4-1. 연구개발 결과의 활용 계획

활용 분야 활용계획

Electroporation을 이용

한 Clostridium 종의 형

질 전환 효율 개선 

competent cell을 제조하는 과정에서 사용되는 buffer들의 경우

에 일반적인  산소 제거 방법만으로는 충분하지 않아 cell의 

viability가 감소할 수 있음. electroporation 및 wash buffer

에 환원제를 첨가하여 환원시켜 준 상태에서 형질 전환 효율이 

증가하는데,  이 방법은 다른 혐기 미생물의 형질 전환시에도 

적용할 수 있음.

Genetic toolbox 시스템

CO를 이용하는 특정 아세토젠 균주로부터 바이오케미컬 생산을 위

한 균주 플랫폼 구축 과정에서 도출된 유전자 변이 시스템을 이

용하여 다른 아세토젠 종에도 적용해 볼 수 있는지 검토하는 것이 

필요함. 
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붙임 2. 연구목표 달성도 (종합) 

(1-12세부) CO 활용 2,3-BDO 제조를 위한 Acetogen 균주 개발 

구분

2단계

1차년(2018) 2차년(2019) 3차년(2020)

목표 달성도 목표 달성도 목표 달성도

목표 및
달성도

Genetic Toolbox 개발

유용균주 확보 및 재조합 대상 유전자 도출
100%

목표치
설정에 대한
근거

2단계 진입시 사업단의 목표를 고려하여 genetic 

toolbox 구축을 통한 유용균주 개발 기술에 집중하

기로 목표를 설정함.

실적
(달성도에
대한 근거)

Genetic Toolbox 개발

- Shuttle vector 구축 및 아세토젠 도입 확인

- Conjugal transfer/Electroporation에 의한 형질 

전환 방법 개발 성공

- Mobile group II intron을 이용하여 유전자 불활

성화가 가능함을 확인

유용균주 확보 및 재조합 대상 유전자 도출

- 변이주 4종에 대한 게놈 서열 확보 및 변이 유전

자 확인

- In silico 대사흐름분석을 통해 기본적인 대사 

구조 및 이론 수율 조건에서의 2,3-부탄디올 생

산시 대사흐름 분석

- 배지 영양 조건 변화를 통해 생산성을 개선

주요
변경사항

Genetic Toolbox 개발 비중 증가

비고
(증빙번호 등)




