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제 목.Ⅰ

당화가 용이한 형질전환 바이오에너지 작물 및 재조합 셀룰라제 저가생산기술 개발

연구개발의 목적.Ⅱ

당화가 용이한 섬유질계 비식용 및 비사료용 형질전환 에너지 작물개발과 재조합 효소의

대량생산 기술을 개발하여 에너지작물의 전처리 과정 중 의 자가분해와 효소당화를Cellulose

동시에 수행하는 경제적인 당화공정 개발하였다

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

바이오에너지용 비식용 및 비사료 작물 형질전환 시스템 개발1.

국내 비식용 비사료 작물 중 억새 갈대 물억새를 중심으로 유전자원을 수집하고 그것들의, ,

특성을 분석하였다 종자 또는 식물체 기관으로부터 캘러스 유기 및 재분화 조건을 탐색하여.

조직배양 방법을 확립하였다. Agrobacterium 매개 형질전환을 위한 적정 조건을 확립하였고

이를 바탕으로 보고 유전자 도입 형질전환 식물체를 개발하였다 최종적으로 셀룰라제 유전자.

도입 형질전환을 실시하여 유전자가 도입된 형질전환 식물체를 개발하고자 하였다.

셀룰로즈 분해능이 도입된 바이오에너지 모델작물 개발 및 실용화2.

재조합 셀룰라제를 발현하는 모델작물로 벼를 이용하였다 먼저 셀룰라제 단백질을 생산하.

기 위하여 항시발현 및 건조유도성 프로모터를 선발하였으며 효모 혹은 박테리아 유래의 셀룰,

라제 유전자를 선발하여 벼 핵게놈으로 도입하여 형질전환 벼를 제작하였다 셀룰라제 유전자.

가 도입된 형질전환 벼의 전자현미경 관찰을 통한 물리적 분석을 실시하였고 볏짚의 전처리,

전후의 성분분석 당화를 통해 화학적 분석을 실시하므로써 셀룰라제 유전자가 도입된 형질전,․

환 식물이 바이오매스로서의 활용 가능성을 확인하였다.

바이오매스 당화효소 저가생산기술 개발3.

섬유소 바이오매스의 효소당화를 위해서 필요한 수입 효소의 국산화를 위해서 곰팡이 유래

의 다수의 셀룰레이즈 유전자를 발굴하고 효모 Saccharomyces cerevisiae를 이용하여 재조

합 발현하였다 셀룰레이즈의 고분비 생산을 위해 효모 단백질 맞춤형 분비생산 기술인. TFP

기술을 이용하여 종의 효소6 (exoglucanase I, exoglucanase II, endoglucanase, β

및 를 수준으로 고분비 생산하고 이들의 복-glucosidase, xylanase -xylosidase) 1~5 g/Lβ

합체인 셀룰라제 을 제조하여 바이오매스의 당화효율을 확인하여 수입곰팡이 효소의cocktail

부분적인 대체가 가능함을 확인하였다 또한 각각의 효소를 생산하는 효모균주의 복합체를 이.

용하여 바이오매스로부터 최소한의 외부효소를 사용하여 바이오에탄올의 효율적인 생산공정인



생물통합공정 가능성을 확인하였다(conslolidated bioprocessing) .

연구개발결과.Ⅳ

바이오에너지용 비식용 및 비사료 작물 형질전환 시스템 개발1.

전국의 주요 자생지역을 중심으로 참억새는 곳 물억새는 곳 갈대는 곳에서 유전자8 , 7 , 4

원을 수집하였고, M. giganteus는 주 동부한농으로부터 근경을 분양받아( ) 유지관리하고 있다.․

참억새와 갈대의 성숙 종자로부터 캘러스를 유도하고 증식하는데 적절한 배지조성 생장조,

절제 배지고형제 및 기타 첨가제처리를 통한 식물체 재생 시스템을 개발하였다, . 참억새와 갈

대의 미성숙 화기 이용 캘러스 유도와 식물체 재생을 위한 적정조건을 선정하여 참억새는

의 캘러스 유도율과 의 신초 재생 효율을 얻었으며 갈대는 의 캘러스 유도95.8% 58.3% , 99.9%

율과 의 식물체 재생 효율을 확보하였다100% .

참억새와 갈대의 Agrobacterium 매개 형질전환을 통하여 참억새는 계통 갈대는 계통의9 , 8

gfp 도입 형질전환체를 생산하였고 과 발현 검정을 실시하여 안정적인 형질전환이, PCR GFP

이루어졌음을 확인하였다.

건조스트레스 유도성 프로모터에 의해 발현이 조절되는 gfp 유전자를 도입한 형질전환 식

물체를 개발하였다 갈대에서. rab21-gfp 도입 형질전환 식물체 계통을 생산하였construct 40

으며 과 건조처리 후 발현 검정으로 계통에서 유전자의 안정적인 도입과 발현을, PCR GFP 36

확인하였다.

자가분해 유전자 도입 형질전환 및 선발 과정을 통하여 참억새와 갈대에서 형질Cellulose

전환 캘러스를 확보하였다 현재 형질전환 식물체 재생을 진행하고 있으며 형질전환체가 확보.

되면 특성 검정을 실시할 예정이다.

셀룰로즈 분해능이 도입된 바이오에너지 모델작물 개발 및 실용화2.

벼로부터 건조유도성 프로모터 종 조직특이성 프로모터 종 항시발현 프로모터 종 및7 , 6 , 3

건조 유도성 유전자 종을 분리하였다 효모와 박테리아 유래의 셀룰라제 유전자3 . cel2

를 단일 혹은 복합으로 벼(exo-glucanase), cel4 (endo-glucanase), -glu ( -glucosidase)β β

게놈에 도입한 형질전환체 및 프로모터::gfp 형질전환체 종을 생산하였다 벼에서 셀룰라제36 .

유전자를 발현하기 위한 프로모터로는 항시발현용 프로모터 옥수수 유래 와maize Ubiqutine

벼로부터 분리한 건조스트레스 유도성 프로모터를 사용하였으며 발현된 셀룰라제를972, 996

로 집적되도록 하였다Apoplast .

셀룰라제 유전자가 항시 발현되는 벼 중 일부는 성장 속도가 대조구에 비해 느렸으나 유도,

성 프로모터로 발현시킨 경우는 정상적이었다 형질전환 벼의 세포벽의 구조가 치밀하지 못하.

였으며 당화율이 대조구 대비 두 배 이상 증가되었다 형질전환 벼를 곰팡이와 함께 고상발효, .

를 한 경우 셀룰라제 생산율이 대조구에 비해 배 이상의 효율을 나타내는 것을 확인하였다2 .

따라서 셀룰라제 유전자를 벼에서 발현하므로써 당화에 사용되는 효소 사용량을 감소하고 동

시에 전처리 공정이 용이한 바이오매스로서의 활용 가능성을 확인하였다.

바이오매스 당화효소 저가생산기술 개발3.

신규 셀룰레이즈 유전자 뿐 아니라 논문 분석과 검색을 통하여 재조합 발현을data base



위한 후보 유전자를 선별하였으며 각각의 균주에서 만든 로 부터 직접 셀룰레이cDNA library

즈 유전자를 증폭하거나 합성하는 방법으로 분해 효소 유전자 종 분exo type 12 , endo type

해 효소 유전자 종 헤미셀루로즈 분해 효소 유전자 종11 , 5 유전자 종 기타, -glucosidase 5 ,β

효소 종을 확보하여 기술을 활용하여 효소의 개량 변이주2 directed evolution , glycosylation

개발 등의 연구를 수행하였다 효모를 이용한 효소의 재조합 대량생산을 위해 효모 기술. TFP

을 이용하여 각 셀룰라제에 대한 고분비 생산균주 수준 를 선별하였다(1~5 g/L ) .

선별된 생산균주를 발효조를 이용하여 유가식 발효 배양을 셀룰레이즈를 최적 생산할5 L

수 있는 기술을 개발하고 효모에서 생산된 가지 핵심효소인4 exoglucanase (CBH1,2),

및 를 이용하여 다수의endoglucanase (EGL) -glucosidase (BGL) KRIBB Cellulaseβ

을 제작하여 다양한 기질 볏짚 을 활용하여 효소Cocktail (KCC) (Filter paper, Avicel, EFB, )

활성을 비교하고 바이오매스별 최적의 효소칵테일을 확인하였다 전처리된 볏짚 억새를 사용. ,

하여 재조합 균주를 사용한 생물통합에탄올 발효 에서 외부 효(consolidated bioprocessing)

소의 사용량을 이상 절감하여 바이오에탄올의 생산 가능성이 확인되었다50% .

연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

바이오에너지용 비식용 및 비사료 작물 형질전환 시스템 개발1.

본 연구를 통해 확립된 억새 갈대의 조직배양 조건은 벼과 작물 및 다양한 식물의 특성을,

분석하고 새로운 연구를 진행하는데 중요한 기초 자료가 될 것이다 또한 다양한 조건의 형질.

전환 시도를 통해 도출된 결과들은 타 작물의 형질전환 방법을 확립하는데 응용될 수 있다.

셀룰로즈 분해능이 도입된 바이오에너지 모델작물 개발 및 실용화2.

셀룰라제를 발현하는 식물을 이용하면 섬유질계 기질의 당화공정이 용이하여 효소 사용 비

용을 절감할 수 있는 장점이 있다 또한 셀룰로즈 분해가 용이하므로 에탄올 발효 효율이 높아.

질 것으로 기대된다 본 연구에서 개발된 에너지 작물용 벡터는 식물체내에서 산업용 효소 및.

재조합 단백질을 생산하는 데 활용이 가능하다.

바이오매스 당화효소 저가생산기술 개발3.

효모를 이용하여 생산된 재조합 효소 칵테일을 이용하여 다양한 섬유소 기질의 분해가 가

능하였으며 지속적인 효소의 개발을 통해 곰팡이 효소를 대체 가능할 것으로 사료된다 현재까.

지 재조합 효소로만 바이오매스를 충분히 당화하기에는 부족하였지만 상용화된 곰팡이 효소에

첨가하여 효소의 효율을 높이고 효소비용을 절감할 수 있는 방법을 제시하였다 또한 재조합.

균주를 이용한 생물통합공정 가능성을 확인하였으며 이는 섬유(consolidated bioprocessing)

소 바이오에탄올 생산 비용을 절대적으로 절감할 수 있는 방법이 될 것이다.





β β
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1    2     3    4    5    6    7    8     9   10   PCM WT

1. pHC10::996pro

1    2     3    4    5     6     7    8    9    10   PCM WT

2. pHC10::972pro

1      2     3     4     5     6     7     8     9    10   PCM

3. pHC10::557pro

M    WT   pc    1    2    3     4     5     6     7 

6. pHC10::3000pro

1     2     3    4    5    6     7    8     9   10   PCM WT

4. pHC10::984pro

1      2     3     4      5       6    PCM WT

5. pHC10::345pro
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1. C24 sterol methyltransferase

2. 26 kDa globulin (globulin)

3. AK121828 (Fasciclin1)

4. AK108772 (Fasciclin2)

5. AK061377 (Fasciclin3)

6. OJ1015F07 (Fasciclin4)

1.  GF14b

2.  GF14C

3. GF14G

조직 (Endosperm) 특이적 발현 전신 발현
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Name Species
GenBank

Acc.Num.
Feature

HgCBH1 Humicola grisea CAA35159

GH7 family, CBM1 (C-Term), 18

aa signal seq.53.9 kDa,

glycosylation site: 1, non-reducing

end activity

TeCBH1
Talaromyces

eversonii
AAL89553

No CBM, 18 aa signal seq. 47kDa,

glycosylation site: 2

Hyper-glycosylation

NfCBH1
Neosartorya

fischeri
XP_001258178

GH7 family, CBM1 (C-Term),

non-reducing end activity, 26 aa

signal seq. 53.3 kDa, glycosylation

site: 1, Hyper-glycosylation

CtCBH1
Chaetomium

thermophilium
CAM98448.1

No CBM, 18 aa signal seq. 54.6

kDa, glycosylation site: 3,

Hyper-glycosylation

ClCBH2
Chrysosporium

lucknowense

EMBL-Bank:

HH793136.1

49.4 kDa, glycosylation site: 1,

High level expression (~2 g/L)
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Southern hybridization

신규미생물 genomic DNA   PCR product

PCR

T-vector cloning & Sequencing

CF14

C 1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 M    C  1  2  3   4  5  6 7  8  9 10 11 
M  

40 %30 %

C  1   2   3    4    5   6   7    8   9  10  11  M C  1 2   3 4    5 6 7 8   9  10  11  M
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CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                                                                    
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100
-MAAAISYRIYKNALVLSAFLVAAQAQQVGTYQTETHPSLTWSKCTSSGSCTSTTGSVVIDANWRWVHSTSSSTNCYTGNTWDATLCPDDVTCASSCAVD
-MKGSISYQIYKGALLLSSLLASVSAQGAGTLTAESHPALTWQKCSAGGSCTPVSGSVVIDANWRWVHDKNG-KNCYTGNTWDATLCPDDKTCAANCAVD
MLASTFSYRMYKTALILAALLGSGQAQQVGTSQAEVHPSMTWQSCTAGGSCTTNNGKVVIDANWRWVHKVGDYTNCYTGNTWDTTICPDDATCASNCALE
MLASTFSYRMYKTALILAALLGSGQAQQVGTSQAEVHPSMTWQSCTAGGSCTTNNGKVVIDANWRWVHKVGDYTNCYTGNTWDKTLCPDDATCASNCALE
                                                                                                    

      
      
 :  99
 :  98
 : 100
 : 100
      

             
             
CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                                                                    
         *       120         *       140         *       160         *       180         *       200
GASYSSTYGVTTSGDELRLNFVTTASQKNIGSRLYLLEDDSTYEMFQLLNQEFTFDVDVSNLPCGLNGALYFVSMDADGGTSRFPTNKAGAKYGTGYCDS
GASYASTYGVTTSGNSLRINFVTQASQKNIGSRLYLLENDTTYQKFNLLNQEFTFDVDVSNLPCGLNGALYFVDMDADGGMAKYPTNKAGAKYGTGYCDS
GANYESTYGVTASGNSLRLNFVTTSQQKNIGSRLYMMKDDSTYEMFKLLNQEFTFDVDVSNLPCGLNGALYFVAMDADGGMSKYPTNKAGAKYGTGYCDS
GANYQSTYGATTSGDSLRLNFVTTSQQKNIGSRLYMMKDDTTYEMFKLLNQEFTFDVDVSNLPCGLNGALYFVAMDADGGMSKYPTNKAGAKYGTGYCDS
                                                                                                    

      
      
 : 199
 : 198
 : 200
 : 200
      

             
             
CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                                                                    
         *       220         *       240         *       260         *       280         *       300
QCPRDLKFISGEANVEGWEPSDNDVNSGLGNHGSCCAEMDVWEANSISNAVTPHPCDTPTQTECTTDACGGTYSSDRYAGTCDPDGCDFNPYRMGNTSFY
QCPRDLKFINGIANVEGWTPSSNDPNSGVGGHGTCCAEMDIWEANSISEALTPHPCDTPGQTMCEGNACGGTYSNDRYAGTCDPDGCDFNLYRQGVTNFY
QCPRDLKFINGQANVEGWQPSSNDANAGTGNHGSCCAEMDIWEANSISTAFTPHPCDTPGQVMCTGDACGGTYSSDRYGGTCDPDGCDFNSFRQGNKTFY
QCPRDLKFINGQANVEGWQPSSNDANAGTGNHGSCCAEMDIWEANSISTAFTPHPCDTPGQVMCTGDACGGTYSSDRYGGTCDPDGCDFNSFRQGNKTFY
                                                                                                    

      
      
 : 299
 : 298
 : 300
 : 300
      

             
             
CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                                                                    
         *       320         *       340         *       360         *       380         *       400
GPGKTVDTSSPFTVVTQFITNDGTSSGTLSEIKRFYVQDGEVIGQSDSKVSGVTGNSITTDFCTAQKKAFGDTDSFTEHGGLAGMGAAMAEGMVLVMSLW
GPGMTVDTKSPFTVVTQFLTDDGTSTGTLSEIKRFYVQNGKVIGQPQSTVAGVSGNSITDSFCKAQKAAFGDTDDFTKHGALAGMGAAFEEGMVLVMSLW
GPGMTVDTKSKFTVVTQFITDDGTSSGTLKEIKRFYVQNGKVIPNSESTWTGVSGNSITTEYCTAQKSLFQDQNVFEKHGGLEGMGAALAQGMVLVMSLW
GPGMTVDTKSKFTVVTQFITDDGTASGTLKEIKRFYVQNGKVIPNSESTWSGVGGNSITNDYCTAQKSLFKDQNVFAKHGGMEGMGAALAQGMVLVMSLW
                                                                                                    

      
      
 : 399
 : 398
 : 400
 : 400
      

             
             
CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                                                                    
         *       420         *       440         *       460         *       480         *       500
DDHNSNMLWLDSTYPTTASSTTPGAARGSCDISSGDPDTVETADANSYVIYSNIKVGPIGSTYNSGGSSGGSSSSTTTSKTSTTSKTSTTSKTSTTTKTS
DDHNSNMLWLDSTYPTTASSTTLGAKRGSCDISSGAPNDVESQNANSYVVFSNIKAGPIGSTFNSGSTGGGNGSGSTTTTKGSTTTTKAPTTTTTTSKAT
DDHSANMLWLDSNYPTTASSTTPGVARGTCDISSGVPADVEANHPDAYVVYSNIKVGPIGSTFNSGGSNPGGGTTTTTTTQPTT---------------T
DDHAANMLWLDSNYPTTASSSTPGVARGTCDISSGVPADVEANHPDASVVYSNIKVGPIGSTFNSGGSNPGGG--TTTTAKPTT---------------T
                                                                                                    

      
      
 : 499
 : 498
 : 485
 : 483
      

             
             
CF4-CBH1   : 
P.oxalicum : 
A.fumigatu : 
N.fischeri : 
             

                                                
         *       520         *       540        
STTSSTGSSTTGAAHYAQCGGISWTGATTCASPYTCTKQNDYYSQCL-
TTTAASGGNGGGAAHWAQCGGVGYTGPTTCASPYTCTKQNEYYSQCL-
TTTAGNPGGTGVAQHYGQCGGIGWTGPTTCASPYTCQKLNDYYSQCL-
TTTAGSPGGTGVAQHYGQCGGNGWQGPTTCASPYTCQKLNDFYSQCL-
                                                

      
      
 : 546
 : 545
 : 532
 : 530
      

CBM
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M   1     2    3     4  5   6     7  8    9 10   11  12  13   M  14  15  16   17  18 19   20  21  22  23  24(kDa)

148

98

64

50

36

22

16

PeCBH1
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exo-cellobiohydrolase activity (u/ )㎖
TFP22 0.974

자체 분비시그널 0.649

분비시그널MFa 0.675

exo-cellobiohydrolase activity (u/ )㎖
TFP13 0.623

자체 분비시그널 0.491

분비시그널MFa 0.473
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Procedure
Total

protein (mg)

Total

activity (U)

Specific

activity (U/mg)
Yield Fold

Ultrafiltration 58.60 1434.10 24.47 1.00 1.00

DEAE

ion exchange

chromatography

13.52 527.12 38.99 0.63 1.59

Qff ion exchange

chromatography
1.90 84.49 44.47 0.88 1.82
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~

~ ~

Procedure
Total

protein (mg)

Total

activity (U)

Specific

activity (U/mg)
Yield Fold

Ultrafiltration 1232.55 1112.40 0.90 1.00 1.00

DEAE

ion exchange

chromatography

69.78 337.53 4.84 0.19 5.36
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β

Number
Cell growth

(OD600)

Activity

(Unit/ml)

Control (gal1/sfBGL1) 14.0 1378.6

1 15.1 1469.8

2 15.2 1458.4

3 14.5 1402.5

4 14.3 1413.5

5 14.6 1574.2

6 15.0 1545.6

7 15.3 1788.9

8 14.7 1678.2

9 14.0 1477.6

10 15.5 1793.8

11 14.6 1635.2

12 16.3 1994.5

13 15.0 1563.6

14 15.7 1874.1

15 14.4 1423.3

16 14.3 1310.3

17 14.5 1369.8
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M  C   M    1     2    3    4    5    6    7    8    9   10250K
148K

98K  

64K

50K

36K

22K

16K

N189Q N223Q N297QY1

EGL(glycosylated)

EGL(deglycosylated)

cellulase U/ml

Cel5 0.40

Y1-Cel5 3.13

Y1-Cel5N189Q 2.99

Y1-Cel5N223Q 2.79

Y1-Cel5N297Q 2.55
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β
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Cellulase

Cellulase

Lnk39 Forw

Rev

Gal10

TFP library

Amp URA3

In vivo
recombination

Vector fragment with TFP library Insert fragment with target gene

GT50R

Cellulase

GAL10

Amp URA3

Gal7 Term

TFP library

Gal7 Term

β

β
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wt  M    1    2    3   4    5    6    7    8   9   10   11  12  M  13  14  15  16  17  18 19  20  21  22  23  24

Tr-CBH1
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β β

μ
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TFP No. exo-cellulase activity (unit/㎖)

TeCBH1

4 2.17

5 2.03

6 2.47

7 2.15

8 2.15

NfCBH1

4 1.96

8 1.28

9 3.60

13 4.36

19 2.35

HgCBH1

4 18.75

8 19.60

9 13.50

13 27.00

19 21.90

CtCBH1

4 3.05

7 4.87

8 4.60

9 4.43

11 3.09

19 4.73

ClCBH2

7 44.55

8 66.20

11 60.50

13 66.30

16 61.95
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α

α

Gene name
pNPC activity

(unit/㎖)
pNPL activity

(unit/㎖)
Avicel activity

(unit/㎖)
empty vector 4.07 4.46 0.65

TeCBH1
self signal 10.27 18.33 2.97

TFP no.8 24.38 41.28 3.04

NfCBH1
MFalpha 3.88 3.76 3.54

TFP no.13 4.57 4.85 4.21

HgCBH1
self signal 4.19 3.92 1.67

TFP no.13 4.61 5.78 4.67

CtCBH1
self signal 5.54 20.00 8.49

TFP no.19 4.15 7.64 3.03

ClCBH2
self signal 4.07 4.11 10.16

TFP no.13 3.80 3.57 12.52

Δ

Δ
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SfBGL
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sample
Sequence
file name length Closest relative

Accession
No.

Similarity
(%)

토양 Y-1 1072 pichia guilliermondii KC119207 98.9

포도껍질

G-1 1134 Hanseniaspora uvarum AM160628 96.9

G-2 1171 Hanseniaspora occidentalis EU642637 98.9

G-3 1215 Candida stellata AY394855 98.0

G-4 1299 Wickerhamomyces anomalus FN868149 95.3

G-5 1207 Hanseniaspora occidentalis JQ425357 96.2

G-6 1140 Hanseniaspora uvarum AM160628 96.0

G-7 1259 Candida stellata AY394855 99.8

팜슬러지1
1-1 1218 Kluyveromyces marxianus HQ396523 99.2

1-2 1164 Pichia norvegensis AB278165 92.1

팜슬러지 2

2-1 1230 Pichia membranifaciens DQ104713 91.3

2-2 1186 Pichia kudriavzevii FR774540 99.8

2-3 1197 Pichia sp. AM905031 92.5

2-4 1164 Pichia membranifaciens DQ104713 91.5

팜슬러지 퇴비

1 1111 Candida sp. JQ247717 94.0

2 1124 Cryptococcus laurentii FN428921 97.1

3 1178 Yamadazymamexicana AB365477 97.0

4 1191 Rhodotorulamucilaginosa HE660061 95.0

5 1177 Pichiacaribbica KC111450 94.4

6 1145 Candida sp. JQ247716 91.0

7 1177 Pichiacaribbica KC111450 95.3

8 1158 Pichiacaribbica KC111450 96.0

9 1137 Rhodotorulamucilaginosa KC205168 96.2

10 1381 Sphingobiumyanoikuyae JN700070 99.0

11 1433 Pantoeaagglomerans FJ593002 99.2

12 1387 Ochrobactrumintermedium AM490610 98.5

13 1117 Uncultured Verticillium GU055566 96.2

14 1122 Candida sp. JQ247716 94.1

15 1130 Rhodotorula sp. JX310560 96.7

16 1131 Candida sp. JQ247716 93.4
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glucose + xylose 
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Total Cellulase Protein (mg/ )㎖ Glucose (mM)

24.6 318.9

(HgCBH1+ClCBH2)
24.3 467.9

(CtCBH1+ClCBH2)
22.9 708.7

Celluclast

+Novozyme 188 (0/5%)
123.4 262.2

~
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발효기50L 증류기 볏짚 에탄올95%
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*  Et-OH 6.5% 60L 생산시 공정 (100L Bench scale 공정 , 100L 전처리 기기 2회 가동 + 100L 연속당화장치 1회 가동)

*  볏짚 12kg 투입 무수 Ethanol(95%) 3.78L(1gallon) 생산 단가 : 19756원

(2) Handling = 분쇄비용(Feed stock 10%(인건비 + 기기감가상각비)

(3) Pretreatment Eletricity ( Pretreatment sheet 참조)

(4) Pretreatment Catalyst ( Pretreatment sheet 참조)

(5) Wastwater treatmen : NREL 자료인용

(6) SSF Electricity (SSF sheet 참조)

(7) Enzyme : 본 사용량의 50%를 자체개발 효소로 대체 50% 비용 절감 효과 (14,000원 기준 50% 절감 7,000원)  (SSF sheet참조)

(8) Buffer + etc : SSF 시 사용 Buffer 및 균주 Seed용 배지 비용

(9) Distilation & Solid recovery : NREL 자료 인용

(10) Utilities & Storage : NREL 자료 인용

 (11) (Pretreatmnet 20% + Boiler/Turbogenerator 4% +Wastwater Treatment 2%)

(12) (Hybrid Hydrolysis & Fermentation 8% + Enzyme 9% + Boiler/ Turbogenerator 4%)

100

(1) Feed stock = 현 국내 유통가격 500kg/50,000원 볏짚 1kg 당 100원

NREL (%) 36 26 (11) 21(12) 12 5

19,756     

단계별 Cost (%) 6.8 19.8 57.5 10.9 4.7 99.7

단계별 Cost (won) 1320 4169 11183 2160 924

18.6 35.4 2.5 10.9 4.7 100Cost (%) 6.1 0.6 9.9 9.4 1.8

3683 7000 500 2160 924 19,756     Cost (won) 1200 120 1954 1855 360

Total

Feed stock
(1)

Handling
(2)

Electricity
(3)

Catalyst
(4) Wastwater

(5)

Treatment
Electricity

(6)
Enzyme

(7)
Buffer + etc.

(8)

Biomass Pretreatment
SSF

(Simultaneous Saccharification &

Fermentation)

Distilation

&

Solid

recovery(9)

Utilities &

Storage(10)

용량 사용시간(h) 사용량(kwh) 효율(%) 사용금액(won)

0.75 2 1.5 100 78.8

0.2 0.5 0.1 100 5.3

6.5 0.5 3.25 100 170.6

20 2 40 80 1680.0

0.75 0.5 0.375 100 19.7

1954

용량 단위 사용시간(h) 사용량(kwh) 사용금액(won)

/ton

/kg

108L 18554) Total

52.5

0.2

Pretreatment Catalyst Cost

단가(won)

1) NaOH

800,000

1 20 16.0

800

3) Water 1.0

0.8 /g

2) Electrocity 0.1 52.5 0.5 0.05kwh

1 1 L 1 1

100L Pretreatment Equipment Eletrocity Cost

단가(won)

1) Agitator motor

2) Scrubber motor

3) Air compressor

4) Silicon heating boiller

5) Expressive machine

6) Total
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용량 사용시간(h) 사용량(kwh) 효율(%) 사용금액(won)

1.5 48 72 30 1134.0

2.2 8 17.6 60 554.4

20 2 40 80 1680.0

3 2 6 100 315.0

3683

용량 단위 사용시간 사용량(ml) 사용금액(won)

/20L

/L

7000 Total

자체 개발 효소 사용량 50%대체 -7000

Enzyme Cost 

단가(won)

1) C-tec2 L

400000

1 700 14000

20000

20 /ml

100L SSF Equipment Eletrocity Cost

단가(won)

1) Mix-paddle motor

2) Homomixer motor

3) Elecronic stim boiller
52.5

4) Chiller

Total : 
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별첨[ 1]

•

비식용 및 비사료용 형질전환 에너지 작물개발과 재조합 효소의 대량생산

기술을 개발하여 에너지작물의 전처리 과정 중 의 자가분해와 효소당화를 동시에 수행하Cellulose

는 경제적인 당화공정 개발

•

비식용 및 비사료용 섬유질계 형질전환 에너지 작물 개발 종 이상(3 )①

국내 활용 가능한 비식용 및 비사료용 섬유질계 에너지 작물 선별-

선별 에너지작물 효율적 재분화 기술 및 형질전환 기술 개발-

식물 조직 발달 특이적 및 유도성 프로모터 개발과 형질전환 벡터 제작- /

고활성 셀루로오즈 분해효소 유전자가 도입된 형질전환 식물체 제작과 우수라인 선발-

선발된 형질전환 에너지 작물의 포장적응 실험 및 대량생산-

형질전환 에너지 작물의 셀루로즈 자가분해 및 당화기술 개발-

셀루로즈 분해효소 유전자 확보 및 개량 기술 개발②

담자균 및 미생물로부터 섬유질 분해 효소 유전자 종 이상 확보- 15

분해 효소 유전자 종 분해 효소 유전자 종 헤미셀루로즈 분해(Exo type 5 , endo type 5 ,

효소 유전자 종 이상 확보5 )

단백질공학기술을 이용한- 개량체 개발

셀루로즈 분해효소 재조합 생산 및 셀루로즈 고효율 분해기법 개발③
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에탄올 발효 미생물을 활용한 섬유질분해 효소 재조합 대량생산-

효소 맞춤형 고효율 분비생산 기술 개발- (grams per liter)

섬유질 분해효소 생산 최적화 및- scale-up

재조합 효소 을 이용한 분해 기술 개발- cocktail

전처리된 에너지작물을 활용한 동시당화 및 통합생물공정 가능성 검증-

비식용 및 비사료용 섬유질계 형질전환 에너지 작물 개발•

국내에서 자생하는 비식용 및 비사료용 섬유질계 에너지 작물 선별 후 참억새 종 물억새- , 8 , 7

종, Miscanthus giganteus 갈대 종의 유전자원 수집 및 유지관리, 4 ‧

참억새와 갈대의 미성숙 화기 이용 캘러스 유도와 식물체 재생을 위한 최적 시스템 개발-

참억새는 의 캘러스 유도율과 의 신초 재생 효율을 갈대는 의 캘러스 유도- 95.8% 58.3% , 99.9%

율과 의 식물체 재생 효율 확보100%

- 참억새와 갈대의 Agrobacterium 매개 형질전환을 통하여 참억새 계통 갈대 계통의9 , 8 gfp 도입

형질전환체를 생산 및 과 발현 검정을 통한 안정적인 형질전환 확인PCR GFP

건조스트레스 유도성 프로모터에 의해 발현이 조절되는- gfp 유전자 도입 형질전환 식물체 개발

갈대의- rab21-gfp 도입 형질전환 식물체 계통 생산 및 과 건조처리 후construct 40 PCR GFP

발현 검정으로 계통에서 유전자의 안정적인 도입과 발현을 확인36

자가분해 유전자 도입 형질전환 및 선발 과정을 통하여 참억새와 갈대에서 형질전환- Cellulose

캘러스 확보 후 형질전환 식물체 재생을 진행 중 형질전환 식물체 확보 후 특성 검정을 실시, . ,

할 예정

셀룰로즈 분해능이 도입된 바이오에너지 모델작물 개발•

벼로부터 건조유도성 프로모터 종 조직특이성 프로모터 종 항시발현 프로모터 종 및 건조- 7 , 6 , 3

유도성 유전자 종을 분리3

효모와 박테리아 유래의 셀룰라제 유전자- cel2 (exo-glucanase), cel4 (endo-glucanase), β

를 단일 혹은 복합으로 벼 게놈에 도입한 형질전환체 및 프로모터-glu ( -glucosidase) ::β gfp 형

질전환체 종을 생산36

벼에서 셀룰라제 유전자를 발현하기 위한 프로모터로는 항시발현용 프로모터 옥수수 유래-

와 벼로부터 분리한 건조스트레스 유도성 프로모터를 사용하였으며maize Ubiqutine 972, 996

발현된 셀룰라제를 로 집적Apoplast

셀룰라제 유전자가 항시 발현되는 벼 중 일부는 성장 속도가 대조구에 비해 느렸으나 유도성- ,

프로모터로 발현시킨 경우는 정상적임 형질전환 벼의 세포벽의 구조가 치밀하지 못하였으며 당. ,

화율이 대조구 대비 두 배 이상 증가됨.

형질전환 벼를 곰팡이와 함께 고상발효를 한 경우 셀룰라제 생산율이 대조구에 비해 배 이상- 2

효율을 보임을 확인 따라서 셀룰라제 유전자를 벼에서 발현하므로써 당화에 사용되는 효소 사.

용량을 감소하고 동시에 전처리 공정이 용이한 바이오매스로서의 활용 가능성을 확인함

바이오매스 당화효소 저가생산기술 개발•

신규 셀룰레이즈 유전자 뿐 아니라 논문 분석과 검색을 통하여 재조합 발현을 위한- data base

후보 유전자를 선별

각각의 균주에서 만든 로 부터 직접 셀룰레이즈 유전자를 증폭하거나 합성하는 방- cDNA library

법으로 분해 효소 유전자 종 분해 효소 유전자 종 헤미셀루로즈exo type 12 , endo type 11 ,

분해 효소 유전자 종 유전자 종 기타효소 종을 확보하여5 , -glucosidase 5 , 2 directedβ
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기술을 활용하여 효소의 개량 변이주 개발evolution , glycosylation

효모를 이용한 효소의 재조합 대량생산을 위해 효모 기술을 이용하여 각- TFP 에 대한

고분비 생산균주 수준 를 선별함(1~5 g/L )

선별된 생산균주를 발효조를 이용하여 유가식 발효 배양을 셀룰레이즈를 최적 생산할 수 있- 5L

는 기술을 개발하고 효모에서 생산된 가지 핵심효소인4 exoglucanase (CBH1,2),

및 를 이용하여 다수의endoglucanase (EGL) -glucosidase (BGL) KRIBB Cellulaseβ

을 제작하여 다양한 기질 볏짚 을 활용하여 효소 활Cocktail(KCC) (Filter paper, Avicel, EFB, )

성을 비교하고 바이오매스별 최적의 효소칵테일을 확인

전처리된 볏짚 억새를 사용하여 재조합 균주를 사용한 생물통합에탄올 발효- , (consolidated

에서 외부 효소의 사용량을 이상 절감하여 바이오에탄올의 생산 가능성이bioprocessing) 50%

확인

참억새와 갈대의 식물체 재생 시스템•

본 연구를 통해 확립한 참억새와 갈대의 미성숙 화기 이용 식물체 재생 시스템은 성숙 종자를

이용한 식물체 재생 시스템에 비해 효율이 매우 높아 형질전환을 통한 품종 개발의 기초자료로 활

용할 가치가 매우 큼 또한 차세대 바이오매스로 주목받고 있는 섬유질계 에너지작물을 바이오에.

너지 작물로 활용하기 위해서는 해당 작물의 대량 생산이 필요하게 되는데 이 때 본 연구의 식물,

체 재생 시스템이 활용될 수 있음.

참억새와 갈대의• Agrobacterium 매개 형질전환 시스템

참억새와 갈대를 차세대 바이오매스로 개발하기 위해서는 고효율 저비용의 당화공정이 필요하·

며 이를 위해서는 당화가 용이한 품종을 개발하는 것이 필요함 본 연구를 통해 확립한 참억새와, .

갈대의 미성숙 화기와 미성숙 화기 유래 캘러스 이용 Agrobacterium 매개 형질전환 시스템은 유

도성 프로모터에 의해 조절되는 자가분해 신품종 개발에 활용될 수 있음 또한 상업적cellulose . ,

으로 가치가 높은 단자엽 식물의 품종 개량에 참억새와 갈대의 미성숙 화기이용 형질전환 시스템

을 적용할 수 있을 것으로 보임.

셀룰라제 분해능이 도입된 바이오에너지 모델작물 개발•

셀룰라제를 발현하는 식물을 이용하면 섬유질계 기질의 당화공정이 용이하여 효소 사용 비용을

절감할 수 있는 장점이 있음 또한 셀룰로즈 분해가 용이하므로 에탄올 발효 효율이 높아질 것으.

로 기대됨 본 연구에서 개발된 에너지 작물용 벡터는 식물체내에서 산업용 효소 및 재조합 단백.

질을 생산하는 데 활용이 가능함

바이오매스 당화효소 저가생산기술 개발•

효모를 이용하여 생산된 재조합 효소 칵테일을 이용하여 다양한 섬유소 기질의 분해가 가능하

였으며 지속적인 효소의 개발을 통해 곰팡이 효소를 대체 가능할 것으로 사료됨 현재까지 재조합.

효소로만 바이오매스를 충분히 당화하기에는 부족하였지만 상용화된 곰팡이 효소에 첨가하여 효소

의 효율을 높이고 효소비용을 절감할 수 있는 방법을 제시하였음 또한 재조합 균주를 이용한 생.

물통합공정 가능성을 확인하였으며 이는 섬유소 바이오에탄올 생산(consolidated bioprocessing)

비용을 절대적으로 절감할 수 있는 방법이 될 것임.
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주 젠닥스( ) 부사장 연구소장/ 정 화 지 인( )

주 젠닥스( ) 대표이사 이 용 욱 인( )
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