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요 약

부탄올을 생산하는 발효반응기에서는 아세톤, 부탄올 그리고 에탄올을 주로 생산하는 Clostridium acetobutylicum이

사용된다. 본 연구에서는 이 미생물을 이용한 발효공정의 개발을 위하여, Clostridium acetobutylicum ATCC824의 대

사망의 동적 모델이 제안되었다. 많은 효소기반의 대사반응들로 구성된 대사망의 복잡성과 대사반응속도식의 비선형

적 특성 때문에, 유전 알고리듬과 Levenberg-Marquardt 알고리듬이 결합된 효율적인 최적화 기법을 이용하여 회분식

발효반응기의 실험 결과값으로 58개의 반응속도상수들을 결정하였다. 그리고 이 반응속도상수 결정의 정확도를 제고

하기 위하여, 유전자 조작을 통해 특정 대사경로를 차단한 미생물을 이용했을 때의 실험과 초기 글루코스의 농도를 다

르게 한 실험들을 수행하여 개발된 대사망의 동적모델을 분석하였다. 결과적으로, 본 연구를 통해서 개발된 대사망 모

델의 정확도를 확인하였고, 이를 활용하여 발효반응공정의 생산성 향상을 위한 적절한 클로스트리듐의 개발과 발효반

응기의 최적화를 위한 연구에 기여할 수 있을 것으로 기대된다.

Abstract − To produce biobutanol, fermentation processes using clostridia that mainly produce acetone, butanol and

ethanol are used. In this work, a dynamic model describing the metabolic reactions in an acetone-butanol-ethanol

(ABE)-producing clostridium, Clostridium acetobutylicum ATCC824, was proposed. To estimate the 58 kinetic param-

eters of the metabolic network model with experimental data obtained from a batch fermentor, we used an efficient opti-

mization method combining a genetic algorithm and the Levenberg-Marquardt method because of the complexity of the

metabolism of the clostridium. For the verification of the determined parameters, the developed metabolic model was

evaluated by experiments where genetically modified clostridium was used and the initial concentration of glucose was

changed. Consequently, we found that the developed kinetic model for the metabolic network was considered to describe

the dynamic metabolic state of the clostridium sufficiently. Thus, this dynamic model for the metabolic reactions will

contribute to designing the clostridium as well as the fermentor for higher productivity.
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1. 서 론

원유 가격의 지속적인 상승으로 신재생 에너지의 생산을 위한 바

이오 매스의 사용이 각광받고 있다. 이러한 관심에 따라, 최근에 이

러한 바이오 매스의 발효반응을 이용한 화학물질 및 부탄올과 같은

연료의 생산에 대한 기술개발이 재조명되고 있다[1-4]. 바이오 매스

의 발효를 이용한 부탄올 생산을 산업용 공정으로 확대 개발하기 위

해서는 이러한 미생물의 대사에 의한 발효과정을 잘 이해하고 예측

하기 위한 연구가 필요하다. 그러므로 이러한 예측 모델의 개발을 위

해서 미생물의 대사경로에 대한 반응을 모사하는 것이 미생물의 유

전자 조작을 통한 개량이나 발효 반응 시스템의 설계에 유용한 정보

를 제공할 수 있다[5-7].
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여러 미생물들 중, Clostridium acetobutylicum은 100여 년간 상업

적인 아세톤, 부탄올, 에탄올의 생산을 위한 발효 공정에 사용되어

왔다. 이 클로스트리듐의 대사과정에 의해 발생하는 주요 대사산물이

이상의 세 가지 물질(acetone, butanol, ethanol)이므로 이 발효공정을

ABE 발효공정이라고 부르고 있다. ABE 발효공정은 1911년에

Fernbach과 Strange에 처음으로 개발되었고 20세기 제 1, 2차 세계

대전을 거칠 때까지 빠르게 보편화 되었으나, 20세기 중반에 석유화

학공정이 당시의 저렴한 원유가격을 바탕으로 발효공정의 생산비용

보다 훨씬 적은 가격으로 아세톤 및 알코올을 생산하게 되어서 발효

공정을 이용한 상용 공정은 쇠퇴할 수 밖에 없었다[8,9]. 그러나 최

근 원유가격의 상승으로 바이오매스와 클로스트리듐을 이용한 ABE

발효공정을 이용한 바이오 연료의 생산공정에 대한 관심이 제고되고

있다. 

이러한 바이오연료 생산공정의 효율화와 대형화를 위하여 발효반

응에 대한 이해가 필수적이다. 따라서, 본 연구에서는 ABE 발효공

정에 사용되는 Clostridium acetobutylicum의 대사경로의 동적모델을

구성하였다. Clostridium acetobutylicum의 대사과정은 알려져 있고

이러한 대사현상을 모사하기 위한 시도가 이루어지고 있다[5-7,10].

그러나 이러한 연구들은 다음과 같은 문제들로 인하여 여전히 제한

적일 수 밖에 없다.

- 클로스트리듐의 대사망(metabolic network)의 복잡성: ABE 발효

공정에 사용되는 클로스트리듐의 대사망은 비교적 간단한 편일지라

도 30개 이상의 효소반응으로 이루어져있다. 따라서, 각각의 효소반

응에 대한 반응속도식의 정의가 어렵고 실험값들을 이용하여 반응속

도식의 속도상수들을 결정하는 것도 어려운 최적화 문제가 될 수 밖

에 없다[6,11].

- 클로스트리듐 내부의 대사산물: 실험을 통해서 측정할 수 있는 대

부분의 대사산물은 미생물의 체외로 나온 물질이다. 그러나 대사과정

에서 발생한 대사산물 중 클로스트리듐의 체내에 존재하는 물질은 정

확한 양을 측정하기 어렵다. 따라서, 이러한 체내에 존재하는 대사산

물의 생성에 관여하고 있는 효소반응의 정확한 모사에 장애가 된다.

본 논문에서는 Jones와 Woods에 의해서 밝혀진 대사망을 바탕으로

[10] 효소반응들 및 클로스트리듐의 성장과 죽음 등에 관련된 반응

속도식을 정의하였다. 그리고 이 반응속도식들에 포함된 반응속도상

수들을 실험결과값과 효율적인 최적화 알고리즘을 사용하여 결정하

였다. 또한, 반응속도상수 결정의 정확도를 제고하기 위해서, 대사경

로 중 일부 반응이 일어나지 않도록 유전자 조작을 한 클로스트리듐을

사용한 실험과 초기 글루코스의 농도를 달리한 실험을 진행하였다. 

2. 실 험

2-1. 클로스트리듐

Clostridium acetobutylicum ATCC824가 본 연구에서 사용되었다.

이것은 American Type Culture Collection (USA)에서 구입하였고 대

사경로의 조작을 위한 미생물의 개량에는 Heap에 의해서 제안된 방

법을 사용하였다[12].

2-2. 클로스트리듐 증식배지

실험에서 사용되는 클로스트리듐의 증식배지는 다음과 같은 구성

성분으로 이루어져 있다. 물 1 L에 글루코스 80 g, yeast extract 5 g,

KH2PO4 0.751 g, K2HPO4 0.754 g, MgSO4·7H2O 0.710 g, MnSO4·

5H2O 0.014 g, FeSO4·7H2O 0.010 g, asparagines 2.3 g, NaCl 1 g 그

리고(NH4)2SO4 2 g이 들어있다. 그리고 발효과정 동안 약간의

antifoam agent가 추가된다. 

2-3. 배양

클로스트리듐의 배양을 위한 회분식 배양장치는 7L 크기의 발효

반응기(New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ, USA)를 사용하고

이 발효반응기에서 실제로 발효가 이루어지는 부피(working volume)는

2 L이다. 그리고 회분식 배양을 위한 이 발효반응기의 증식배지에 폭

기형태로 질소 가스를 계속 공급한다. 배양시 최초 pH는 5.5로 조정

되고 배양이 진행되는 동안 자동으로 30% 암모니아수가 공급되어

pH는 5.0이 유지된다. 배양온도는 항상 37 °C로 유지하였다. 그리고

배양 실험에 대한 글루코스, 아세톤, 에탄올, 부탄올, 아세트산과 부

르산의 초기 농도는 Table 1과 2에 표시되어있다. 

2-4. 분석방법

발효액 중의 대사산물의 농도를 분석하기 위해 발효기에서 발효

액을 샘플링 하였다. 채취된 발효액은 약 13,000 rpm으로 고형분을

원심분리하여 제거한 후 분석을 수행하였다. 글루코스의 농도는

HPX-87H Aminex 이온교환컬럼과 Agilent 사의 1200 series high

pressure liquid chromatography (HPLC)를 사용하여 분석하였다. 그

리고 부탄올, 에탄올, 아세톤 및 유기산의 농도는 Agilent 사 6890N

gas chromatography를 이용하여 분석하였다. 분석용 컬럼은 300 mm

* 7.8 mm glass 80/120 carbopack BAW packed column을 사용하였

으며 불꽃이온화검출기(flame ionization detector)를 사용하였다. 이

동상인 헬륨은 3 ml/min. 유속으로 공급하였다. 주입부 온도와 검출

기의 온도 조건은 각각 220 oC 및 280 oC로 고정하였다. 오븐의 온

도조건은 다음과 같이 설정하였다. 초기온도 100 oC를 30초간 유지

후, 30 oC/min의 속도로 135 oC까지 상승한 후 30 oC/min의 속도로

170 oC/min까지 상승시켜 최종적으로 170 oC에서 9분간 유지하였다.

부탄올, 에탄올, 아세톤의 수율은 투입된 글루코스의 질량 대비 생성

된 질량으로 계산하였다. 미생물의 질량은 샘플의 흡광도를 측정하

Table 1. Initial concentrations of metabolites and glucose in the experiment

using Clostridium acetobutylicum ATCC824

Components
Initial Concentration (g/L)

Experiment 1 Experiment 2

Glucose 81.85 70.97

Acetone 0.030 0.000

Ethanol 0.039 0.060

Butanol 0.799 0.000

Acetic acid 0.867 0.500

Butyric acid 0.013 0.370

Table 2. Initial concentrations of metabolites and glucose in the experiment

using the genetically modified Clostridium acetobutylicum

Components Initial Concentration (g/L)

Glucose 81.92

Acetone 0.017

Ethanol 0.045

Butanol 0.427

Acetic acid 0.548

Butyric acid 0.003



228 김우현·엄문호·이상현·최진달래·박선원

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 51, No. 2, April, 2013

여 사전에 측정하여 작성된 흡광도와 미생물 건조무게 간의 검정곡

선으로부터 계산하였다. 흡광도와 미생물 건조무게 간의 검정곡선에

있어 비례계수 값은 0.333 g/L 였다.

3. 모델링

3-1. Clostridium acetobutylicum의 대사망

Clostridium acetobutylicum ATCC824의 대사망은 1986년 Jones와

Woods에 의해 최초로 제안되었고 그 이후로도 관련된 다수의 연구

결과가 발표되고 있다. 그 제안된 대사경로 내의 각각의 효소반응에

대한 반응속도론에 대한 연구가 그 동안 많이 이루어졌지만 전체의

효소반응들을 모두 포함하는 동적 모델에 대한 연구는 현재까지는

매우 제한적으로 이루어졌다[6,7,13-19]. 본 논문에서는, Shinto가 사

용한 Jones와 Woods의 대사망에 실험적으로 존재할 것으로 추정되는

몇 개의 반응경로를 추가한 Fig. 1로 표현된 클로스트리듐의 대사망

이 사용되었다. 추가된 대사경로는 다음과 같다.

-에탄올 및 부탄올 대사경로의 가역반응들: R5r, R6r, R14r 및

R15r [17,18]

- Pyruvate에서 acetaldehyde가 생성되는 반응: R11 [19]

-추가적인 acetate 생성반응: R9

이상의 추가적인 대사반응들을 고려한 Clostridium acetobutylicum

ATCC824의 대사망은 Fig. 1로 표현되었다. 현재까지 문헌으로 발표

된 대사경로에 추가적으로 R9 반응을 추가한 것은 acetyl-CoA로부

터 acetyl-P를 거쳐서 acetate가 합성되는 경로 이외에 다른 경로가

있을 것으로 추정되는 실험 결과를 얻었기 때문이다. 실제로 부탄올

의 생산량을 향상시키기 위해서 클로스트리듐의 유전자 조작을 통해

서 acetyl-CoA-to-acetyl-P 대사반응을 막았음에도 불구하고, 발효액

에서 acetic acid가 의미 있는 양으로 측정되었기 때문이다. 아직 정

확한 대사경로에 대한 연구는 추가적으로 진행되어야 하나, R9를 아

직 알려지지 않은 acetate 합성 대사경로들의 대표반응으로 가정하여

기존의 대사망에 이를 추가하였다. 

대사망의 모사를 위한 실험은 두 종류의 Clostridium acetobutylicum

을 이용하였다. 첫 번째와 두 번째의 실험에서는 어떠한 유전자 조

작도 이루어지지 않은 클로스트리듐을 사용하였고, 세 번째 실험에

서는 유전자 조작을 통해서 acetyl-CoA-to-acetyl-P 대사반응을 제거

한 클로스트리듐을 사용하였다. 이상의 실험에서 얻어진 실험데이터

를 이용하여 제안된 대사망의 효소반응들의 반응속도 상수들을 결정

한다.

3-2. 대사반응모델

대사반응모델은 Shinto의 방법과 같이 일반적인 효소반응 모델 중의

하나인 Michaelis-Menten equation 형태로 표현되었다[6]. Fig. 1에

나타난 대사망에 포함된 모든 반응들은 아래의 식으로 나타난다. 이

대사반응들은 총 30개이며 58개의 반응속도 상수를 포함하고 있다. 

(1) 

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

R1
Vm1

Glu ecos[ ] Cell[ ]
Km1

Glu ecos[ ]+
--------------------------------------------------=

R2
Vm2

Pyruvate[ ] Cell[ ]
Km2

Pyruvate[ ]+
----------------------------------------------------=

R3
Vm3

Acetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km3

Acetyl CoA–[ ]+
---------------------------------------------------------------=

R3r
Vm3r Acetoacetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km3r Acetoacetyl CoA–[ ]+

------------------------------------------------------------------------------=

R4
Vm4

Acetoacetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km4

Acetoacetyl CoA–[ ]+
-----------------------------------------------------------------------------=

R4r
Vm4r Butyryl CoA–[ ] Cell[ ]
Km4r Butyryl CoA–[ ]+

-------------------------------------------------------------------=

R5
Vm5

Acetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km5

Acetyl CoA–[ ]+
---------------------------------------------------------------=

R5r
Vm5r Acetaldehyde[ ] Cell[ ]
Km5r Acetaldehyde[ ]+

------------------------------------------------------------------=

R6
Vm6

Acetaldehyde[ ] Cell[ ]
Km6

Acetaldehyde[ ]+
-----------------------------------------------------------------=

R6r
Vm6

Ethanol[ ] Cell[ ]
Km6

Ethanol[ ]+
-------------------------------------------------=

R7
Vm7

Acetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km7

Acetyl CoA–[ ]+
---------------------------------------------------------------=

R7r
Vm7r Acetyl P–[ ] Cell[ ]
Km7r Acetyl P–[ ]+

--------------------------------------------------------=

Fig. 1. The proposed metabolic network of Clostridium acetobutylicum ATCC824.
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         (28)
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(30)

이상과 같은 효소반응속도식들로 대사산물의 농도 및 클로스트리듐

의 양을 예측하기 위해선 각각의 대사산물들에 대한 물질수지식을

정의해야 한다. 각 대사산물과 클로스트리듐의 생성과 소멸에 대한

항으로 표현되는 물질수지식들은 다음과 같이 표현된다.

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

이상의 모든 대사반응과 관련한 모델 식들은 MATLAB 2010a의

상미분 함수 solver를 이용하여 계산되었다. 그리고 이 모델 식들의

반응속도상수들은 앞서 언급한 두 종류의 클로스트리듐을 배양한 실

험의 데이터를 통해서 결정되었다.

3-3. 반응속도상수 결정방법

이전 장에서 표시된 모든 반응속도상수들은 클로스트리듐 배양 실

험의 데이터를 기준으로 결정되었다. 각 실험에 대한 글루코스, 아세

톤, 에탄올, 부탄올, 아세트산과 부티르산의 초기 농도는 Table 1과

2와 같다. Table 1은 Clostridium acetobutylicum ATCC824를 사용한

실험에서의 조건이고 Table 2는 acetyl-CoA-to-acetyl-P의 반응과 관

여된 유전자가 삭제된 클로스트리듐을 사용한 실험에서의 조건이다.

그리고 이외의 다른 대사산물들(클로스트리듐 내부)의 초기 농도는

0.001 g/L로 가정하였다.

앞선 장에서 보여진 반응속도식들의 반응속도상수들을 결정하기

위해서는 실험결과값과 모델의 예측값을 최소화하는 최적화 기법의

적용이 필요하다. 따라서, 3.2장에서 기술된 각 대사산물들의 물질수

지식을 통해서 계산된 결과값과 발효 실험결과값의 차이를 최소화하는

반응속도상수의 결정은 아래의 목적함수를 푸는 것으로 결정할 수

있다. 목적함수는 식 (47)와 같이 실험값과 모델 예측값의 차의 제곱

을 모두 합한 형태로 설정되었다. 반응속도상수의 결정을 위한 제한

조건은 Shinto의 논문을 참고하여 upper bound를 설정하였다[6,7].

min: f(K) = (47)

R8
Vm8

Acetyl P–[ ] Cell[ ]
Km8

Acetyl P–[ ]+
------------------------------------------------------=

R8r
Vm8r Acetate[ ] Cell[ ]
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---------------------------------------------------=
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---------------------------------------------------------------=
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1
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-----------------------------------------------------⎝ ⎠
⎛ ⎞=

1
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--------------------------------------------------------------------------------⎝ ⎠
⎛ ⎞ Cell[ ]×

R11
Vm11

Pyruvate[ ] Cell[ ]
Km11

Pyruvate[ ]+
------------------------------------------------------=

R12 R10 R18+=

R13
Vm13
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Km13

Acetoacetate[ ]+
-----------------------------------------------------------------=

R14
Vm14
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Km14
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-------------------------------------------------------------------=

R14r
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Km14r Butyraldehyde[ ]+

-----------------------------------------------------------------------=

R15
Vm15

Butyraldehyde[ ] Cell[ ]
Km15

Butyraldehyde[ ]+
---------------------------------------------------------------------=

R15r
Vm15r Bu oltan[ ] Cell[ ]
Km15r

Bu oltan[ ]+
-----------------------------------------------------=

R16
Vm16

Butyryl CoA–[ ] Cell[ ]
Km16

Butyryl CoA–[ ]+
-------------------------------------------------------------------=

R16r
Vm16r Butyryl P–[ ] Cell[ ]
Km16r Butyryl P–[ ]+

-------------------------------------------------------------=

R17
Vm17

Butyryl P–[ ] Cell[ ]
Km17

Butyryl P–[ ]+
-----------------------------------------------------------=

R17r
Vm17r Butyrate[ ] Cell[ ]
Km17r Butyrate[ ]+

-------------------------------------------------------=

R18 Vm18

1

1 Km18A/ Butyrate[ ]( )+
-------------------------------------------------------⎝ ⎠
⎛ ⎞=

 
1

1 Km18A/ Acetoacetyl CoA–[ ]( )+
--------------------------------------------------------------------------------⎝ ⎠
⎛ ⎞ Cell[ ]×

Rg  =

Vm g, Acetyl CoA–[ ] Cell[ ]
Km g, 1 Bu oltan[ ]/Kg+( ) Acetyl CoA–[ ][ ] 1 Bu oltan[ ]/Kg+( )+
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Rd kd Cell[ ]=

d Glu ecos[ ]
dt

---------------------------- RI–=

d Pyruvate[ ]
dt

------------------------------ R1 R2 R– 11–=

d Acetyl CoA–[ ]
dt

-----------------------------------------=R2 R3r R5r R7r R10 R3– R5– R7– R9–+ + + +

d Acetoacetyl CoA–[ ]
dt

------------------------------------------------------- R3 R4r R3r– R4– R12–+=

d Butyry CoA–[ ]
dt

------------------------------------------ R4 R14r R16r R18 R4r– R14– R16–+ + +=

d Acetaldehyde[ ]
dt

------------------------------------------- R5 R6r R11 R5r– R6–+ +=

d Ethanol[ ]
dt

--------------------------- R6 R19 R16r–+=

d Acetyl P–[ ]
dt

-------------------------------- R7 R8r R7r– R8–+=

d Acetate[ ]
dt

--------------------------- R8 R9 R8r– R10–+=

d Cell[ ]
dt

------------------ Rg Rd–=

d Acetoacetate[ ]
dt

----------------------------------------- R12 R13–=

d Acetone[ ]
dt

----------------------------- R13=

d Butyraldehyde[ ]
dt
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dt

--------------------------- R15 R21 R15r–+=

d Butyryl P–[ ]
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d Butyrate[ ]
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M

∑
i 1=
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Subject to:

LB < K < UB

Ci, j j번째 측정된 물질 i의 농도(g/L)

K: 총 58개의 반응속도상수들(K = [Vm1, Km1, Vm2, Km2, …, Vm,g,

Km,g, Kg, kd])

LB: lower bound (LB=[0,0,0, … 0]; 모두 0)

UB: upper bound (UB=[ 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200,

200, 200, 200, 200, 200, 1, 200, 1, 200, 200, 200, 200, 200,

200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200,

200, 200, 200, 1, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200,

200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200, 200])

N: 배양액 내에 농도를 측정한 물질의 종류 수(N=4: 클로스트리

듐, 아세톤, 부탄올, 에탄올)

M: 물질별 농도측정을 위해 샘플링한 개수

식 (47) 형태로 표현된 최적화 문제의 풀이를 위해서 효율적인 최

적화 알고리듬의 적용이 필요한 이유는 다음과 같다.

- 비선형함수: 식 (47)의 농도 예측값은 비선형 상미분 방정식의 풀

이를 통해서 계산이 된다. 따라서 계산속도가 우수하고 안정적인 최

적화 방법론의 적용이 필요하다.

- 넓은 해공간: 식 (47)을 통해서 결정되는 반응속도상수들은 총

58개이다. 따라서 최적 상수들을 결정하기 위한 해공간이 매우 넓으

며 이에 따라 다수의 local optima가 존재할 것으로 예상된다. 그러

므로 global optimum(또는 global optimum 매우 근사한 최적값)을

찾기 위한 안정적인 광역탐색이 가능한 최적화 방법론이 필요하다.

이상의 최적화 문제에 대한이 이슈들을 해결하기 위하여, 본 연구

에서는 deterministic optimization 알고리듬과 heuristic optimization

알고리듬이 결합된 최적화 알고리듬이 사용되었다. Deterministic 알

고리듬으로는 Levenberg-Marquardt 알고리듬(LMA)가 사용되었고

heuristic 알고리듬으로는 유전 알고리듬이 채택되었다[20]. 이 두 최

적화 기법을 연계하여 적용한 이유는 아래와 같다.

유전 알고리듬은 heuristic 최적화 방법론들 중에서 가장 잘 알려

진 것 중의 하나이다. 이 방법은 촉매반응모델의 반응속도상수 결정

에도 종종 이용되고 있으며 매우 강력한 최적화 방법론으로 알려져

있다. 이 방법론은 자연계에서 생명체에서 일어나는 진화의 과정을

흉내 내고 있다. 이 알고리듬은 최적해(반응속도상수들)를 찾기 위해

먼저 임의의 벡터형태의 해들을 생산한다. 각각의 벡터형태의 해를

염색체라고 하고 생산된 모든 해를 개체군이라고 부른다. 각 해에 의

한 목적함수의 값이 가능한 최적점에 가까운 순으로 염색체를 선택

하여 이들 유전자를 genetic operator라는 유전자 재조합 과정(염색

체에 선택, 교배, 돌연변이)을 거쳐 다음 세대의 개체군을 생산한다.

이러한 과정을 반복하여 가능한 최적점에 가장 가까워질 때까지 반복

한다[21,22]. 이러한 유전 알고리듬은 해공간이 넓고 차원이 높은 최

적화 문제들에서 global optimum을 찾는 heuristic 알고리듬으로 널리

사용되고 있으며 그 성능이 이미 입증된 최적화 방법론 중 하나이다.

그러나 본 논문에서 다루어지는 반응속도상수 결정을 위한 최적화 문

제는 58개의 반응속도상수를 결정해야 하므로 해공간의 차원이 높고

목적함수가 매우 비선형적인 형태이므로 유전 알고리듬만 사용해서

는 computational load가 상당히 커질 수 밖에 없다. 이러한 한계를 보

완하기 위하여 deterministic 최적화 기법과의 결합이 가능하다. 유전

알고리듬에 의해 어느 정도 최적점에 접근하고 있다고 판단이 될 경

Fig. 2. Procedure to determine the optimal kinetic parameters of the metabolic reactions using the optimization method combining both the

genetic algorithm and the Levenberg-Marquardt algorithm.



Clostridium acetobutylicum의 대사망의 동적모델 개발 231

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 51, No. 2, April, 2013

우, 그 점에서부터 deterministic 최적화 기법의 적용으로 수렴성을 향

상시킬 수 있다. 즉, 유전 알고리듬은 global optimum을 구하기 위해서

초기값에 민감한 영향을 받는 deterministic 최적화 기법보다 먼저 사용

되어 최적값에 가능한 근접하는 역할을 담당하고 이 후에 deterministic

최적화 기법을 적용하여 수렴성을 향상시킬 수 있는 것이다. 본 논문

에서는, deterministic 최적화 기법으로서 LMA가 사용된 것이다. 이러한

두 개의 최적화 기법을 연계한 최적화 방법론은 Fig. 2로 보여진다.

이러한 최적화 기법은 Clostridium acetobutylicum ATCC 824와

유전자 조작으로 특정 대사경로가 삭제된 클로스트리듐을 Table 1과

2와 같은 조건 하에 수행된 실험 데이터를 이용하여 식 (47)의 값을

최소화하는 대사반응속도상수를 결정하였다.

4. 결 과

대사망의 효소반응들의 속도상수를 결정하기 위해서 총 3개의 실

험이 수행되었다. 먼저, Clostridium acetobutylicum ATCC 824을 이

용한 배양실험에서 초기 글루코스의 농도를 다르게 한 두 개의 실험이

수행되었다. 그리고 두 개의 실험이 수행된 후, 클로스트리듐의 유전

자 조작을 통해 acetyl-CoA-to-acetyl-P 대사반응을 막은 Clostridium

acetobutylicum을 이용한 실험이 수행되었다. 이 실험을 통해서 얻어

진 실험데이터에 제안된 최적화기법을 이용하여 최적 반응속도상수

들을 결정할 수 있었다. Fig. 3과 4는 결정된 대사반응들의 반응속도

상수를 적용하여 시간에 따라 변하는 대사산물의 농도를 모델로 예

측한 값과 실험값의 비교를 보여준다. 주요 대사산물인 아세톤, 부탄

올 그리고 에탄올의 농도와 미생물의 영양분인 글루코스의 농도를

실험으로 측정한 값과 모델로 예측한 값이 비교되었다. 24시간에 걸

친 실험데이터와 모델로 예측된 값을 비교해보면 대사산물들의 농도

변화의 경향성이 매우 우수한 정확도로 예측된 것을 확인할 수 있다.

Fig. 3과 4를 보면, 대사망 모델에 의한 예측 값이 실험 데이터와 매

우 유사하므로, 새로운 경로가 제안된 대사망과 그것의 수학적 모델

이 유효하다고 판단된다. 그리고 모델에 의한 예측 값의 정확도 측

면에서, 최적 대사반응상수들을 결정하기 위하여 제안된 최적화 방

법이 복잡한 반응망의 반응속도상수들의 동시 추정에 효과적으로 사

용할 수 있을 것으로 판단된다.

Fig. 3. Comparison between the experimental data using C. acetobutylicum ATCC 824 and the predicted concentrations of the glucose and the

major metabolites (Top charts: Experiment 1, Bottom charts: Experiment 2).

Fig. 4. Comparison between the experimental data using the clostridium, where the acetyl-CoA-to-acetyl-P pathway is deleted, and the predicted

concentrations of the glucose and the major metabolites.
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5. 결 론

본 논문에서는, 아세톤, 부탄올, 에탄올의 발효공정에 사용되는 클로

스트리듐의 대사망의 동적 모델이 개발되었다. 대사망을 구성하는 효

소반응들의 반응속도상수들을 결정하기 위하여, 먼저 알려진 C.

acetobutylicum ATCC 824의 대사망에 새로운 대사반응을 추가하여 대

사망을 수정하였다. 이러한 대사망이 포함한 대사반응들의 반응속도

상수의 결정을 위해, 초기 글루코스 농도의 변화와 유전자 조작을 통

해 acetyl-CoA-to-acetyl-P 대사반응이 삭제된 클로스트리듐을 이용한

배양실험을 통해 얻어진 실험데이터를 사용하였다. 결정된 속도상수

들을 사용한 수정된 대사망의 모델이 예측한 대사산물의 농도가 실험

값과 매우 유사하여 이 모델의 신뢰도가 우수한 것으로 판단된다. 또

한, 최적화 방법론의 관점에서, 본 연구에서 사용된 GA와 LMA를 결

합한 효율적인 최적화 기법은 30개에 이르는 대사망을 구성하는 모든

대사반응들이 포함하고 있는 총 58개의 반응속도상수들을 효과적으로

결정하였다. 따라서, 본 논문을 통해 제안된 대사망의 동적모델은 아

세톤, 부탄올 그리고 에탄올 생산을 위한 발효공정의 설계에 크게 기

여할 수 있을 것이고 사용된 최적화 기법은 이러한 복잡한 클로스트리

듐의 대사망 모델의 개발에 효과적으로 적용할 수 있을 것으로 기대된다.
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