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요 약

아세토인(acetoin)은 식품과 화학산업에서 플랫폼 물질로 이용되며 산업적으로 다양한 응용이 가능한 물질이다. 본

연구에서는 대사공학(metabolic engineering)을 이용하여 아세토인의 생산량이 증가한 재조합 Klebsiella pneumoniae를

구축하였다. 우선 2,3-부탄디올(2,3-butanediol)생산을 위해 제작되었던 재조합 K. pneumoniae (KMK-05)에서 두 가지

2,3-butanediol dehydrogenase (budC, dhaD)를 유전체에서 제거하여 아세토인 생산량을 늘리고, 전사인자 중 하나인

AcoK를 제거하여 아세토인을 분해하는 효소의 발현량을 줄였다. 그리고 NADH oxidase를 발현시켜 세포 내 산화 환

원 균형(redox balance)을 맞춰 대사흐름을 개선하였다. 이렇게 대사공학을 통해 구축된 재조합 Klebsiella pneumoniae

(KJW-03-nox)로 아세토인 생산량과 수율을 높였고, 36시간 동안의 유가식 배양을 진행하여 51 g/L의 아세토인 농도와

최대 생산성 2.6 g/L/h을 달성하였다.

Abstract − Acetoin is variously applicable platform chemical in chemical and food industry. In this study, Klebsiella

pneumoniae was engineered for acetoin production using metabolic engineering. From the recombinant Klebsiella pneu-

moniae (KMK-05) producing 2,3-butanediol, budC and dhaD genes encoding two 2,3-butanediol dehydrogenases were

deleted to reduce 2,3-butanediol production. Furthermore, a transcriptional regulator, AcoK, was deleted to reduce the

expression levels of acetoin degrading enzyme. Lastly, NADH oxidase was overexpressed for adjusting intracellular redox

balance. The resulting strain (KJW-03-nox) produced considerable amount of acetoin, with concentration reaching 51 g/L

with 2.6 g/L/h maximum productivity in 36 h fed-batch fermentation.
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1. 서 론

아세토인은 과일이나 발효 식품에 자연적으로 들어있는 물질로서

딸기, 코코아, 버터, 와인 등에 함유되어 있다[1]. 아세토인은 주로

식품 첨가제로써 음식의 향미를 내는 용도로 사용되며 비누나 세제,

로션 등의 제품의 향을 만드는 용도로도 이용된다. 이 외에도 아세

토인은 킬레이트제, 의약품 및 화학 물질의 중간체 등 여러 화학산

업에서 전구체로 이용되기도 한다[2]. 아세토인을 생산하기 위해서

는 몇 가지 화학적 합성 방법이 존재한다. 그러나 이러한 방법은 화

학 약품을 사용함으로써 발생되는 환경오염과 식품에 이용될 때 안

전성 문제, 온실가스 배출에 의한 지구 온난화 문제 등 여러 가지 문

제점을 야기하고 있다[3]. 하지만 미생물 배양을 이용하면 친환경적

으로 아세토인을 생산할 수 있다. Serratia marcescens [4], Hansenia

sporaguilliermondii [5], Bacillus subtilis [3], Paenibacillus polymyxa

[6], Klebsiella pneumoniae [7], Enterobacter cloacae [8] 등의 균주

에서 미생물 발효를 통해 아세토인 생산이 연구되어 왔다. 본 연구

에서는 선행 연구 결과에서 더 나아가 부산물(by-product)을 제거와

함께 아세토인 분해를 줄였으며 redox imbalance를 풀어주어 대사

흐름을 증가시킴으로써 아세토인 생산량을 증가시켰다. 미생물 대

사과정에서 아세토인은 두 분자의 pyruvate로부터 acetolactate

synthase (BudA)와 α-acetolactate decarboxylase (BudB)에 의해 2-

단계 반응으로 생산된다. 그리고 아세토인은 NADH 조효소를

NAD+로 전환하며 2,3-butanediol dehydrogenase (BudC)에 의해
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2,3-부탄디올을 만든다(Fig. 1).

K. pneumoniae는 생장 속도가 빠르고 유전자 재조합이 용이하며

여러 가지 탄소원을 섭취할 수 있어 대사공학에 사용하기 적합한 균

주로 많이 연구되었다. 또한 K. pneumoniae는 1,3-프로판디올과

2,3-부탄디올을 대량으로 생산하는 균주로 알려져 있다[11,12]. 2,3-

부탄디올의 전구체가 바로 아세토인이기 때문에, 본 연구에서는 대

사공학을 통해 K. pneumoniae에서 metabolic flux를 조절하여 아세

토인을 생산하고자 하였다. 아세토인을 생산하기 위해 먼저 2,3-부

탄디올 생산에 최적화된 재조합 K. pneumoniae KMK-05 (△wabG,

△ldhA, △pflB)를 모균주로 사용하여, 이에 추가적인 유전자 재조합을

진행하여 아세토인 생산에 최적화된 균주를 만들고자 하였다. 이 중

wabG 유전자는 Gram negative bacteria에서 lipopolysaccaride (LPS)의

결합을 형성하는 효소 중 하나이다. LPS는 병원성의 원인이 되기도

하기 때문에 wabG 유전자가 제거되면 LPS가 만들어지지 않고, 병원성

을 현저히 줄일 수 있다[13,14]. 그리고 ldhA는 D-lactate dehydrogenase

를 만드는 유전자로 그 발현산물은 pyruvate에서 D-lactate로 진행하는

반응을 매개한다. Wild type K. pneumoniae을 발효하였을 때 부산

물 중 D-lactate가 가장 많은 비중을 차지하고 이로 인해 배지의 pH

가 많이 내려가기 때문에, ldhA 유전자를 제거하여 수율을 높이고

pH를 보정하고자 하였다[9]. 마지막으로 pflB는 pyruvate formate

lyase를 만드는 유전자로 pyruvate에서 acetyl-coA로 전환시키는 효소

중 혐기조건에서 주로 작용하는 효소이다. K. pneumoniae에서 pflB

유전자를 제거하였을 때 발효 부산물인 ethanol, acetate, succinate를

상당히 줄일 수 있다는 사전 연구가 있었다[9].

본 연구에서는 K. pneumoniae에서 아세토인을 생산하기 위해서

세가지 대사공학 전략을 세웠다. 우선 2,3-부탄디올 생산에 최적화

된 재조합 K. pneumoniae KMK-05 [9]에서 아세토인을 2,3-부탄디

올로 전환하는 효소들인 BudC와 DhaD를 제거하여 아세토인 생산

량을 늘렸다(Fig. 1). 그리고 아세토인을 세포내에서 분해하는 효소의

발현량을 높여주는 AcoK를 제거하여 생성된 아세토인의 대사분해

를 최소화 하였다(Fig. 2A). 또한 부산물(byproduct)을 없애기 위해

실시한 유전자 제거로 인해 발행한 NADH 조효소의 양을 줄이기 위

하여 NADH oxidase를 과발현시켰다(Fig. 2B). 만들어진 균주는 아

세토인을 더 높은 농도와 수율로 만들었으며 유가식 배양을 통해 그

생산성을 극대화하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 재조합 균주, 플라스미드, 프라이머

본 실험에서는 wabG, ldhA, pflB 유전자가 제거된 재조합 K.

pneumoniae인 KMK-05 [9]를 모균주로 사용하였다. 그리고 같은 방

법으로 budC, dhaD, acoK 세가지 유전자를 모균주로부터 제거하였

다. 우선, budC 유전자를 제거하기 위해 pRedET plasmid를 포함한

KMK-05 균주를 30 °C에 배양하고 optical density (OD
600

)가 0.2 일

때 24 mM L-arabinose를 첨가한다. pKD4를 주형으로 사용하여 flp

recombination target (FRT) sites 사이에 존재하는 kanamycin 저항성

유전자를 프라이머(budC-Kan-fw, budC-Kan-rv)를 이용해 PCR로

증폭시킨다. 프라이머 제작에는 기존에 발표된 K. pneumoniae 유전

체 염기서열을 이용하였다[10]. PCR product는 pRedET 플라스미드

와 함께 K. pneumoniae로 형질 전환되고, 25 µg/mL의 kanamycin이

함유된 Luria-Bertani (LB) agar 플래이트에서 선별된다. 마지막으로

budC의 상동 재조합은 budC-con-A, budC-con-B 프라이머를 포함

한 콜로니 PCR에 의해 확인된다. 마지막으로 FRT site 사이에 존재

하는 kanamycin 저항성 유전자를 제거하기 위해 707-FLP 플라스미

드를 budC 유전자가 제거된 K. pneumoniae 균주에 형질 전환시키고

budC-con-A, budC-con-B 프라이머를 포함한 콜로니 PCR을 통해

kanamycin 저항성 유전자가 제거되었는지 확인한다. 이와 같은 방

법을 통해 dhaD와 acoK 유전자 모두 순서대로 제거되었다. 이 실험

에서 사용된 모든 재조합 균주와 플라스미드는 Table 1에 제시되어

있다.

Fig. 1. Acetoin production pathway through glycolysis in Klebsiella

pneumoniae. The red crosses represented the pathway steps deleted

for metabolic engineering. The gene of ldhA and pflB were deleted

in parental strain KMK-05 [9]. Additionally, budC and dhaD

genes were deleted in this study.

Fig. 2. Operon of acetoin dehydrogenase enzyme system (acoABCD)

and the deleted transcriptional regulator (acoK) located on the

genomic DNA (a) and plasmid map of pZAnoxE for overex-

pression of NADH oxidase (b).
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그리고 Lactococcus lactis 유래의 NADH oxidase를 발현하기 위

한 pZAnoxE 플라스미드 구축방법은 아래와 같다. KCTC 생물자원

센터로부터 분양받은 Lactococcus lactis (KCTC 3115)의 genomic

DNA의 noxE를 Q5 polymerase를 사용하여 PCR 하였고(NEB, USA),

pZA31 MCS 플라스미드 내의 Multiple cloning site 내에 위치하는

SalI-HindIII 위치에 제한효소 처리 하여 삽입하였다(NEB, USA).

pZA31 MCS (Expressys, Germany)는 chloramphenicol 저항성 유전

자가 내재되어 있으며, lac promoter 기반의 tetracycline operator 인

덕션 시스템을 가지고 있는 플라스미드이다. noxE의 발현효과를 확

인하기 위해 Klebsiella pneumoniae 균주에 electroporation 방법을

활용한 형질변환을 수행했다. 형질변환 된 균주를 chloramphenicol

(50 ug/ml)이 포함된 LB 고체배지에서 분리하였으며, 단일 콜로니를

선별하여 배양실험에 사용하였다. 배양 시 초기 exponential phase

(OD~0.6)에 anhydrous tetracycline (20 ng/ml)을 첨가하여 noxE의

발현을 유도해주었다.

2-2. 배양액과 배양 환경

플라스크 수준의 회분식 배양과 배양기에서 진행한 유가식 배양에서

사용된 배양액은 80 g/L glucose, 3 g/L KH
2
PO

4
, 6.8 g/L Na

2
HPO

4
,

0.75 g/L KCl, 5.35 g/L (NH
4
)
2
SO

4
, 0.28 g/L Na

2
SO

4
, 0.26 g/L MgSO

4
·

7H
2
O, 0.42 g/L citric acid, 5 g/L yeast extract, 10 g/L casein hydrolysate,

0.3 mL microelement 용액을 함유하고 있다. Microelement 용액은

34.2 g/L ZnCl
2
, 2.7 g/L FeCl

3
·6H

2
O, 10 g/L MnCl

2
·4H

2
O, 0.85 g/L

CuCl
2
·2H

2
O, 0.31 g/L H

3
BO

3
을 함유하고 있다. 플라스크 회분식 배

양에서는 알루미늄 마개로 막은 250 mL 플라스크에 25 mL 배양액을

넣어 250 rpm, 37 °C 배양기에서 배양하였다. 유가식 배양은 5% (v/v)

seed를 접종하여 3 L 용량의 배양기(Bio Control and System, Korea)에

서 1 L 배양액으로 진행하였다. 유가식 배양을 위해서 초기 glucose

농도는 90 g/L로 시작하였고, 온도는 37 °C, pH는 6.5, agitation

speed는 500 rpm으로 맞추어 진행하였다. pH는 5 M NaOH로 조절

하였고 antifoam 204 (Sigma, USA)을 필요 시 첨가하였다. 배양기

에서 호기성 조건은 2.0 vvm으로 유지하였다. 플라스크 회분식 배

양은 Luria Bertani (LB) 5% (v/v) seed를 종 배양(seed culture)으로

사용하였고, 배양기를 통한 유가식 배양은 본 배양과 종 배양에서

같은 배양액을 사용하였다. Feeding 용액은 700 g/L glucose, 20 g/L

MgSO
4
·7H

2
O를 준비하였고, 전체 glucose 농도는 50 g/L 이하로 유

지하였다.

2-3. 분석 방법 및 기기

OD
600
는 DU370 Spectrophotometer (Beckman Coulter, Caguas,

Puerto Rico)를 사용하여 측정되었다. 대사물질 분석을 위해 배양액을

13,000 rpm에 10분간 centrifuge를 진행하고 상등액을 -20 °C에 저

장하였다. 세포 외에 존재하는 대사체(2-ketogluconate, glucose, lactate,

succinate, formate, acetate, acetoin, 2,3-butanediol, ethanol)는 SH1011

column (Shodex, Japan)을 장착한 ACME-9000 (Young-Lin instrument,

Korea) high performance liquid chromatography (HPLC)에 의해 분

석되었다. 이동상은 10 mM H
2
SO

4
 농도로 만들어 졌고, 0.5 mL/min

flow rate로 진행되었다. Column heater와 refractive index (RI) detector는

각각 75 oC와 45 oC로 맞췄다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 대사 공학(metabolic engineering)을 이용해 제작된 재조합

Klebsiella pneumoniae

먼저, KMK-05에서 아세토인으로 2,3-부탄디올을 만드는 2,3-

butanediol dehydrogenase의 유전자인 budC 유전자를 제거하였고

이 균주를 KJW-01로 명명하였다. 플라스크의 회분식 배양을 실시

한 결과, KJW-01은 KMK-05에 비해 아세토인 농도가 4.6 g/L에서

24.7 g/L로 약 5배 증가하였고, 2,3-부탄디올은 32.2 g/L에서 7.7 g/L로

약 76% 감소하였다. 아세토인의 수율은 0.05 g/g에서 0.33 g/g으로

약 6배 증가하였다(Fig. 3). 이 실험으로 budC 유전자를 제거하는 것이

아세토인을 생산하는 데 있어서 가장 중요한 과정임을 알 수 있었다.

그리고 dhaD 유전자가 glycerol dehydrogenase와 2,3-butanediol

dehydrogenase의 역할을 동시에 한다는 사전 연구가 있었다[15]. 이

에 따라 KJW-01균주의 유전자에서 dhaD 유전자를 제거한 후 이를

KJW-02로 명명하였다. 플라스크 배양 결과, 아세토인의 농도는

KJW-01에 비해 24.7 g/L에서 28 g/L로 약 13% 증가하고, 2,3-부탄

디올은 7.7 g/L에서 6.5 g/L로 약 15% 감소하였다. 수율은 0.33 g/g

에서 0.34 g/g으로 약 3% 증가하였다(Fig. 3).

이렇게 생산된 아세토인은 미생물 내에서 주요 탄소 원이 고갈되

었을 때 acetoin dehydrogenase enzyme system (acoABCD)에 의해

acetyl-coA와 acetaldehyde로 분해되어 에너지로 사용될 수 있음이

알려져 있다[16]. 이 역할을 하는 효소의 유전자 조절을 살펴보면 acoK

유전자가 만든 전사인자가 acoABCD 발현의 positive regulator로서

역할을 한다(Fig. 2A)[16]. 따라서 아세토인이 분해되는 속도를 줄이

기 위해 KJW-02에서 acoK 유전자를 제거하고 KJW-03으로 명명하

Table 1. Strains and plasmids in this study

Strains and plasmids Genotype, relevant characteristics or sequence Source or reference

Strains

KMK-05 Klebsiella pneumoniae KCTC 2242 ΔwabG, ΔldhA, ΔpflB Jung et al. (2014)

KJW-01 KMK-05 ΔbudC This study

KJW-02 KJW-01 ΔdhaD This study

KJW-03 KJW-02 ΔacoK
This study

KJW-03-nox KJW-03 noxE plasmid expression

Plasmids

pRedET λ-Red recombinase expression plasmid, repA, pSC101ori, P
BAD

, gam, beta alpha, recA, tetR Gene Bridge

707FLP Flippase expression plasmid, pSC101ori, repA, cl578, FLPe, tetR Gene Bridge

pKD4 FRT flanked resistance cassette involved vector, oriRγ, KmR Datsenko and Wanner (2000)

pZAnoxE NADH oxidase plasmid, p15Aori, CmR This study
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였다. 이 균주로 플라스크 배양을 진행한 결과, 아세토인 농도는

KJW-02에 비해 28 g/L에서 29.6 g/L로 약 5% 증가하고 수율은

0.34 g/g에서 0.36 g/g으로 약 5% 증가하였다(Fig. 3).

이처럼 여러 유전자를 제거하여 아세토인 농도와 수율이 증가하

였지만, ldhA, budC 등의 유전자가 NADH 조효소를 매개로 하는 반

응이기 때문에 이러한 유전자들이 제거되면서 NADH가 쌓이게 되어

미생물 내에 redox imbalance 문제를 유발하게 된다. 이러한 redox

imbalance 문제를 해결하면 세포 생장과 대사가 더 원활해 질 수 있

을 것이고, 이는 아세토인 생산량 증가로 이어질 수 있을 것으로 예

상하였다. 비슷한 예로 아세토인 생산균주 Serratia marcescens에서도

NADH oxidase를 발현시켜 아세토인 생산량을 증가시킨 사전 연구가

있었다[18]. 우리는 redox imbalance 문제를 해결하기 위해 Lactococcus

lactis 유래의 NADH oxidase (noxE)를 포함한 plasmid를 구축하였

고(Fig. 2B) 이를 KJW-03에 형질전환 시킨 후 이 균주를 KJW-03-

nox로 명명하였다. 이 재조합 균주로 플라스크 배양을 진행한 결과,

아세토인 농도는 KJW-03에 비해 29.6 g/L에서 31.1 g/L로 약 5%

증가하고, 2,3-부탄디올은 6.4 g/L에서 2.5 g/L로 약 60% 감소하였

다. 수율은 0.36 g/g에서 0.39 g/g으로 약 8% 증가하였다(Fig. 3). 따

라서, NADH oxidase(noxE)의 과 발현은 예측한 바와 같이 NADH

축적을 완화하여 redox imbalance 문제를 해결하여 아세토인 생산

량과 수율을 증가시킨다는 것을 확인하였다. 그 결과, K. pneumoniae

KJW-03-nox의 아세토인 농도는 4.6 g/L에서 31.1 g/L로 모 균주인

KMK-05보다 85% 증가하였고, 2,3-부탄디올은 32.2 g/L에서 2.5 g/L

로 92% 감소하였다. 그리고 아세토인 수율은 0.05 g/g에서 0.39 g/g

으로 87% 증가한 양상을 보였다.

3-2.아세토인 생산량이 증가한 재조합 Klebsiella pneumoniae

(KJW-03-nox)의 유가식 배양

플라스크 회분식 배양에서 아세토인 생산량을 증가시킨 재조합

K. pneumoniae (KJW-03-nox)를 이용하여 500 rpm, 2 vvm 조건

에서 36시간 동안 유가식 발효를 진행하였다. 그 결과, 51 g/L의 아세토

인을 생산하였고, 수율 0.22 g/g과 생산성 1.41 g/L/h를 나타내었

다(Fig. 4A). 다음으로 부산물 살펴보면, 2,3-부탄디올은 36시간

동안 11.7 g/L를 생산하였고, succinate는 6시간부터 꾸준히 증가

하여 11.2 g/L를 만들었다. 그리고 lactate는 18시간부터 증가하기

시작하여 6.2 g/L를 생산하였다. 그 중 가장 눈에 띠는 부산물 2-

keotogluconate인데, 24시간부터 급격하게 증가하여 36시간에는

20.3 g/L까지 생산되었다 (Fig. 4B). 세포 농도(OD
600

)는 점차 증

가하는 양상을 보이다가 2-keotogluconate가 나오기 시작한 24시

간에 최고점인 27.5에 도달한 후, 감소하였다(Fig. 4A). 유가식 배

양에서 최대 수율 및 생산성은 3~15시간 사이에 관측되었으며 각

각 0.34 g/g glucose 및 2.6 g/L/h 이다. 발효기에서 호기성 조건의

유가식 배양을 진행했을 때 24시간 이후에는 많은 탄소 원이 2-

ketogluconate로 전환되었다. 이에 따라 아세토인 수율이 떨어지는

현상이 나타나므로 추후 2-ketogluconate pathway를 조절하는 방

법이 연구되어야 할 것이다. 또한 2,3-butanediol dehydrogenase를

제거하였음에도 불구하고 유가식 배양에서 2,3-부탄디올이 11.7

g/L 생산되었으므로 budC, dhaD 이외의 추가적인 2,3-butanediol

dehydrogenase를 만드는 유전자가 존재할 것으로 예상되며 이를

제거하는 것도 필요할 것이다.

Fig. 3. Acetoin and 2,3-butanediol titer (g/L) (a) and acetoin yield

(g/g) (b) of KMK-05, KJW-01, KJW-02, KJW-03 and KJW-

03-nox in the flask cultivation. The flask cultivation was

conducted for 24 h under aerobic conditions. Error bars

indicate standard deviations (n=3).

Fig. 4. Fed-batch fermentation profile of KJW-03-nox for 36 h. The

concentration profiles of glucose (circle), acetoin (square),

2,3-butanediol (diamond) and optical density at 600 nm (tri-

angle) (a) as well as the concentrations of byproducts, such

as succinate (circle), 2-ketogluconate (square), lactate (trian-

gle) and ethanol (diamond) (b).
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4. 결 론

미생물 배양을 통한 아세토인 생산은 기존의 석유화학 공정을 대

체할 수 있는 친환경적인 생산 공정이다. 본 연구에서는 대사공학을

이용하여 아세토인 생산량을 늘린 재조합 K. pneumoniae인 KJW-

03-nox를 구축하였다. 재조합 균주를 제작하면서 대사 유전자 중

2,3-butanediol dehydrogenase (budC, dhaD)를 제거하는 것이 아세

토인 생산에 있어 가장 중요한 요소라는 것을 알 수 있었고, 제거된

유전자로 인해 발생하는 redox imbalance 문제를 NADH oxidase

(noxE)를 과발현하여 완화시키는 전략을 통해 아세토인 농도와 수율

을 성공적으로 증가시킬 수 있었다. 최종적으로 유가식 배양을 통하

여 아세토인 농도 51 g/L와 최대 수율 및 생산성 0.34 g/g glucose와

2.6 g/L/h 를 각각 달성하였다. 이처럼, 대사공학을 이용해 아세토인

생산성 및 수율 향상 연구를 계속 발전시키면 바이오 화학공정을 통

한 아세토인 생산으로 석유화학 공정을 대체할 수 있을 것이다.
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