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명 세 서

청구범위

청구항 1 

포름산(Formic acid)을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는(Non-buffered) 반응액에 대하여 NH3; CaCO3 및 Ca(OH)2;

및 NaOH로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종의 pH 조절제를 이용하여 pH 적정을 수행하는 pH 적정 단계를 포함

하는 포름산염(Formate)의 제조 방법.

청구항 2 

제1항에  있어서,  상기  포름산염은  암모늄  포름산염(ammonium  formate;  NH4COOH),  칼슘  포름산염(calcium

formate;  Ca(COOH)2)  및  소듐  포름산염(sodium  formate;  NaCOOH)으로  이루어진  군으로부터  선택되는  1종인

것인, 제조 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 pH 적정 단계는 반응액의 pH 값을 6 내지 8로 유지하며 수행되는 것인, 포름산염의 제조

방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 pH 적정 단계는 포름산을 0.01 내지 2.00 g/L/hr의 속도로 공급하여 수행되는 것인, 포름

산염의 제조 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 pH 적정 단계는 NH3를 4 내지 12 mL/min의 속도로 공급하여 수행되는 것인, 포름산염의

제조 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 pH 적정 단계는 CaCO3를 1 내지 4 M 투입하여 수행되는 것인, 포름산염의 제조 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 pH 적정 단계는 NaOH를 2 내지 10 M 투입하여 수행되는 것인, 포름산염의 제조 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 제조 방법은 상기 pH 적정 단계에 선행하는 다음 단계를 추가적으로 포함하는 것인, 제조

방법:

버퍼를 포함하지 않는 반응액에서 일산화탄소 탈수소효소(Carbon monoxide dehydrogenase; CODH) 및 포름산 탈

수소효소(Formate Dehydrogenase; FDH)를 이용하여 일산화탄소로부터 포름산을 생산하는 생물전환 단계.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 CODH 및 FDH의 비율(unit)은 1:1 내지 5:1인 것인, 제조 방법.

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 일산화탄소는 일산화탄소, 이산화탄소 및 질소의 합성 가스로서 공급되는 것인, 제조 방

법.

청구항 11 
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제10항에 있어서, 상기 합성 가스는 일산화탄소, 이산화탄소 및 질소를 25 내지 75:5 내지 30:20 내지 60의 부

피비로 포함하는 것인, 제조 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 일산화탄소를 원료로 CODH/FDH를 이용한 다양한 포름산염을 제조하는 방법에 관한 것으로서, 더욱 상[0001]

세하게는  포름산(Formic  acid)을  포함하고  버퍼를  포함하지  않는(Non-buffered)  반응액을  NH3;  CaCO3  및

Ca(OH)2; 또는 NaOH로 pH 적정함으로써 포름산염을 제조하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

일산화탄소로부터 포름산(Formic acid; HCOOH)을 생산하는 기존의 바이오 공정은 두 개의 반응 단계로 구성되는[0002]

데, 그 과정은 다음과 같다:

1) 일산화탄소 탈수소효소(Carbon monoxide dehydrogenase; CODH)에 의한 CO의 산화와 CO2의 생산; 및[0003]

2) 포름산 탈수소효소(Formate Dehydrogenase; FDH)에 의한 CO2의 환원과 포름산(formic acid)의 생산.[0004]

이렇게 최종 생성되는 포름산은 산성의 물질로, 생물반응기 내의 pH 하락을 야기한다. 이에 따라 안정적인 바이[0005]

오  공정의  운영을  위해서는  pH  조절이  필수적이고,  이는  보통  NaOH로  대표되는  액체  염기물질을  연동펌프

(peristaltic pump)로 주입하는 방식을 통해 수행된다.

NaOH를 pH 적정에 사용할 경우, 생산되는 포름산염의 형태는 소듐 포름산염(sodium formate; NaCOOH)이고, 해당[0006]

바이오 공정에 쓰이는 버퍼(buffer)에 따라 버퍼-포름산염 또한 생산될 수 있다.

기존의 포름산염 생산 공정의 경우 생물촉매의 안정성을 위해 버퍼를 사용하며, NaOH를 이용한 전통적인 pH 적[0007]

정을 진행하기 때문에 생산되는 포름산염의 형태는 소듐 포름산염 및 버퍼-포름산염의 형태를 나타내게 된다.

이로 인해 순수한 조성의 포름산염을 얻을 수 없으며, 또한 생산하는 포름산염의 형태가 소듐 포름산염으로 한

정되므로, 다른 형태의 염을 얻기 위해서는 반드시 이온 교환(ion exchange) 과정을 필수적으로 거쳐야만 하는

불편함이 있었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이에 본 발명자들은 포름산(Formic acid)을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는(Non-buffered) 반응액에 NH3; CaCO3[0008]

및 Ca(OH)2;  또는 NaOH를  이용하여 pH  적정을 수행함으로써 각각 포름산으로부터 암모늄 포름산염(ammonium

formate; NH4COOH), 칼슘 포름산염(calcium formate; Ca(COOH)2) 및 소듐 포름산염(sodium formate; NaCOOH)에

해당하는 순수한 포름산염(Formate)을 제조할 수 있음을 확인하였다.

이에, 본 발명의 목적은 포름산을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는 반응액에 대하여 NH3; CaCO3 및 Ca(OH)2; 및[0009]

NaOH로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종의 pH 조절제를 이용하여 pH 적정을 수행하는 pH 적정 단계를 포함하

는 포름산염의 제조 방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명은 일산화탄소를 원료로 CODH/FDH를 이용한 다양한 포름산염을 제조하는 방법에 관한 것으로, 본 발명에[0010]

따른 포름산염의 제조 방법은 포름산(Formic acid)을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는(Non-buffered) 반응액을

NH3; CaCO3 및 Ca(OH)2; 또는 NaOH로 pH 적정함으로써 각각 포름산으로부터 암모늄 포름산염(ammonium formate;

NH4COOH), 칼슘 포름산염(calcium formate; Ca(COOH)2) 및 소듐 포름산염(sodium formate; NaCOOH)에 해당하는

순수한 포름산염을 제조할 수 있음을 나타낸다.

이하 본 발명을 더욱 자세히 설명하고자 한다.[0011]

공개특허 10-2024-0116604

- 4 -



본 발명의 일 양태는 포름산을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는 반응액에 대하여 NH3; CaCO3 및 Ca(OH)2; 및 NaOH[0012]

로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종의 pH 조절제를 이용하여 pH 적정을 수행하는 pH 적정 단계를 포함하는 포

름산염의 제조 방법이다.

본 발명에 있어서 상기 포름산염은 암모늄 포름산염, 칼슘 포름산염 및 소듐 포름산염으로 이루어진 군으로부터[0013]

선택되는 1종인 것일 수 있다.

본 발명에 있어서 상기 pH 적정 단계는 반응액의 pH 값을 6.0 내지 8.0으로 유지하며 수행되는 것일 수 있고,[0014]

바람직하게는 pH 값을 6.0 내지 7.5, 6.0 내지 7.0, 6.0 내지 6.8, 6.2 내지 8.0. 6.2 내지 7.5, 또는 6.2 내

지 7.0으로 유지하며 수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 6.2 내지 6.8로 유지하며 수행되는 것일 수 있으나,

이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상기 pH 적정 단계는 포름산을 0.01 내지 2.00 g/L/hr의 속도로 공급하여 수행되는 것일 수[0015]

있고, 바람직하게는 0.01 내지 1.50 g/L/hr, 0.01 내지 1.00 g/L/hr, 0.01 내지 0.80 g/L/hr, 0.01 내지 0.50

g/L/hr,  0.10  내지  2.00  g/L/hr,  0.10  내지  1.50  g/L/hr,  0.10  내지  1.00  g/L/hr,  또는  0.10  내지 0.80

g/L/hr의 속도로 공급하여 수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 0.10 내지 0.50 g/L/hr의 속도로 공급하여 수행

되는 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상기 pH 적정 단계는 NH3를 4 내지 12 mL/min의 속도로 공급하여 수행되는 것일 수 있고, 바[0016]

람직하게는 4 내지 10 mL/min, 4 내지 8 mL/min, 6 내지 12 mL/min, 6 내지 10 mL/min, 6 내지 8 mL/min, 7 내

지 12 mL/min, 또는 7 내지 10 mL/min의 속도로 공급하여 수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 7 내지 8 mL/min

의 속도로 공급하여 수행되는 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상기 pH 적정 단계는 CaCO3를 1.0 내지 4.0 M 투입하여 수행되는 것일 수 있고, 바람직하게는[0017]

1.0 내지 3.5 M, 1.0 내지 3.0 M, 1.0 내지 2.5 M, 1.0 내지 2.0 M, 1.5 내지 4.0 M, 1.5 내지 3.5 M, 1.5 내

지 3.0 M, 1.5 내지 2.5 M, 1.5 내지 2.0 M, 2.0 내지 4.0 M, 2.0 내지 3.5 M, 또는 2.0 내지 3.0 M 투입하여

수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 2.0 내지 2.5 M 투입하여 수행되는 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아

니다.

상기 CaCO3를 이용하여 pH 적정을 수행하는 경우, 0.5 내지 10.0 M의 Ca(OH)2를 추가적으로 주입하여 수행될 수[0018]

있고, 바람직하게는 0.5 내지 8.0 M, 0.5 내지 6.0 M, 0.5 내지 5.0 M, 1.0 내지 10.0 M, 1.0 내지 8.0 M, 또

는 1.0 내지 6.0 M의 Ca(OH)2를 추가적으로 주입하여 수행될 수 있고, 예를 들어, 1.0 내지 5.0 M의 Ca(OH)2를

추가적으로 주입하여 수행될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 상기 Ca(OH)2를 추가적으로 주입함에 따라

포름산의 농도가 높아질 경우에 반응 속도가 느려지는 것을 보완할 수 있으므로, 목표 pH 값 범위로의 적정에

용이하다.

본 발명에 있어서 상기 pH 적정 단계는 NaOH를 2 내지 10 M 투입하여 수행되는 것일 수 있고, 바람직하게는 2[0019]

내지 8 M, 2 내지 6 M, 2 내지 5 M, 4 내지 10 M, 4 내지 8 M, 4 내지 6 M, 4 내지 5 M, 5 내지 10 M, 또는 5

내지 8 M 투입하여 수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 5 내지 6 M 투입하여 수행되는 것일 수 있으나, 이에 한

정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상기 제조 방법은 상기 pH 적정 단계에 선행하는 다음 단계를 추가적으로 포함하는 제조 방법[0020]

인 것일 수 있다:

버퍼를 포함하지 않는 반응액에서 일산화탄소 탈수소효소(Carbon monoxide dehydrogenase; CODH) 및 포름산 탈[0021]

수소효소(Formate Dehydrogenase; FDH)를 이용하여 일산화탄소로부터 포름산을 생산하는 생물전환 단계.

상기 CODH 및 FDH의 비율(unit)은 1:1 내지 5:1인 것일 수 있고, 바람직하게는 1:1 내지 4:1, 1:1 내지 3:1,[0022]

1:1 내지 2:1, 2:1 내지 5:1, 또는 2:1 내지 4:1인 것일 수 있고, 예를 들어, 2:1 내지 3:1인 것일 수 있으나,

이에 한정되는 것은 아니다.

상기 일산화탄소는 일산화탄소, 이산화탄소 및 질소의 합성 가스로서 공급되는 것일 수 있다.[0023]

상기 합성 가스는 일산화탄소, 이산화탄소 및 질소를 25 내지 75:5 내지 30:20 내지 60의 부피비로 포함하는 것[0024]

일 수 있고, 바람직하게는 40 내지 60:10 내지 20:30 내지 40의 부피비로 포함하는 것일 수 있으나, 이에 한정

되는 것은 아니다.
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본 발명의 일 구현예에서, 포름산염의 제조 방법은 다음 단계에 따라 수행되는 것일 수 있다:[0025]

버퍼를 포함하지 않는 반응액에서 일산화탄소 탈수소효소(CODH) 및 포름산 탈수소효소(FDH)를 이용하여 일산화[0026]

탄소로부터 포름산을 생산하는 생물전환 단계; 및

상기  생물전환  단계에서  생산된,  포름산을  포함하고  버퍼를  포함하지  않는  반응액에  대하여  NH3;  CaCO3  및[0027]

Ca(OH)2; 및 NaOH로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종의 pH 조절제를 이용하여 pH 적정을 수행하는 pH 적정 단

계.

상기 CODH는 CODH를 발현하는 미생물을 이용하여 수행되는 것일 수 있고, 예를 들어, 상기 CODH를 발현하는 미[0028]

생물은 대장균(Escherichia coli; E.coli)인 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 CODH를 발현하는 미생물은 하기와 같이 제조되었다:[0029]

구체적으로, 산소 내성 CO 탈수소효소의 유전자 변이 주형(template)으로 이용하기 위해 카복시도써머스 하이드[0030]

로게노포만스  (Carboxydothermus  hydrogenoformans;  C.hydrogenoformans)(GenBank  no.  NC_007503)  유래

ChCODH-2 및 ChCODH-4 단백질을 코딩하는 유전자를 GenScript사(Piscataway, NJ, USA)를 통해 인위적으로 합성

하였다.

상기 합성된 C.hydrogenoformans 유래 ChCODH-2 혹은 ChCODH-4 유전자는 NdeI/BamHI 혹은 NdeI/XhoI의 제한효[0031]

소들(New England BioLabs Inc., US)로 37℃, 20분간 절단한 후, SolGent™ T4 DNA Ligase를 이용하여 발현용

벡터 pET-28에 클로닝하였다. 상기 CO 탈수소효소 유전자를 함유하는 벡터를 대장균 BL21에 열충격(heat chock,

42℃, 1분)도입하여 야생형 CO 탈수소효소를 함유하는 재조합 미생물을 제조하였다.

상기 FDH는 FDH를 발현하는 미생물을 이용하여 수행되는 것일 수 있고, 바람직하게는 상기 FDH를 발현하는 미생[0032]

물은  메틸로박테리움(Methylobacterium)  속  또는  메틸로박테리움  엑스토르쿠엔스(Methylobacterium

extorquens; M.extorquens)인 것일 수 있고, 예를 들어, 수탁번호 KCTC 13388BP로 기탁된 메틸로박테리움 엑스

토르쿠엔스 AM1인 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

메틸로박테리움 엑스토르쿠엔스 AM1 균주는 하기와 같이 제조되었다:[0033]

먼저 결실시키고자 하는 유전자에 따라 메틸로박테리움 엑스토르쿠엔스 AM1의 FDH1α, 및/또는 FDH1β 유전자[0034]

(GenBank accession No. ACS42636.1(α-subunit), ACS42635.1(β-subunit))의 앞부분과 뒷부분에 위치한 DNA를

증폭시켰다.

상기 증폭된 DNA를 pC184(Addgene plasmid 46012)의 loxP 및 카나마이신 유전자의 양측에 삽입하여 클로닝하였[0035]

다. 상기 클로닝된 pC184를 메틸로박테리움 엑스토르쿠엔스 AM1에 형질전환시켰다. 메틸로박테리움 엑스토르쿠

엔스 AM1은 pC184로 형질전환되었을 때, 대립 유전자 교환을 일으켜 loxP와 카나마이신 유전자를 획득하지만

FDH1의 유전자 서열을 부분적으로 상실하게 된다.

상기 메틸로박테리움 엑스토르쿠엔스 AM1에 pCM157(Addgene plasmid 45863)을 형질전환시키고, pCM157에서 발[0036]

현된 cre  재조합 효소에 의해서 loxP  부위  사이의 카나마이신 유전자를 부위 특이적 재조합(site-specific

recombination)으로 추출하여 녹-아웃된 미생물을 생산하였다.

이후 필요에 따라, 상기 녹-아웃된 미생물에 재조합 플라스미드를 발현시켰다. 구체적으로, 상기 특정 유전자가[0037]

녹-아웃된 메틸로박테리움 엑스토르쿠엔스 AM1에 FDH1을 코딩하는 유전자 또는 FDH1α를 코딩하는 유전자를 포

함하는 pCM110으로 형질전환시켜 FDH1 또는 FDH1α의 발현을 다시 회복시켰다.

발명의 효과

본 발명은 일산화탄소를 원료로 CODH/FDH를 이용한 다양한 포름산염을 제조하는 방법에 관한 것으로서, 상기 방[0038]

법에 따르면 포름산(Formic acid)을 포함하고 버퍼를 포함하지 않는(Non-buffered) 반응액에서 pH 적정만을 수

행함으로써  버퍼  유래  성분이  포함되지  않은  이온  교환  공정  없이도  암모늄  포름산염(ammonium  formate;

NH4COOH), 칼슘 포름산염(calcium formate; Ca(COOH)2) 및 소듐 포름산염(sodium formate; NaCOOH) 등 원하는

포름산염만을 제조할 수 있으므로, 이를 효과적으로 포름산염의 제조 공정에 이용할 수 있다.

도면의 간단한 설명
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도 1은 본 발명의 일 실시예에 따라 pH 적정을 통하여 포름산(Formic acid)으로부터 포름산염(Formate)을 제조[0039]

하기 위한 반응기의 모식도이다.

도 2a는 본 발명의 일 실시예에 따라 pH 적정을 통하여 포름산으로부터 암모늄 포름산염(ammonium formate)을

제조하기 위한 NH3 공급 시스템의 모식도이다.

도 2b는 본 발명의 일 실시예에 따라 pH 적정을 통하여 포름산으로부터 암모늄 포름산염을 제조하기 위한 반응

기의 모식도이다.

도 2c는 본 발명의 일 실시예에 따라 NH3를 이용한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 2d는 CaCO3를 이용한 pH 적정 과정을 나타낸 모식도이다.

도 2e는 본 발명의 일 실시예에 따라 CaCO3 + Ca(OH)2를 이용한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 2f는 본 발명의 일 실시예에 따라 NaOH를 이용한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 3a는 본 발명의 일 실시예에 따라 포름산을 10 g/L/hr의 속도로 공급한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 3b는 본 발명의 일 실시예에 따라 포름산을 3 g/L/hr의 속도로 공급한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 3c는 본 발명의 일 실시예에 따라 포름산을 0.5 g/L/hr의 속도로 공급한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 3d는 본 발명의 일 실시예에 따라 포름산을 0.1 g/L/hr의 속도로 공급한 pH 적정 결과를 나타낸 그래프이다.

도 4a는 본 발명의 일 실시예에 따라 NH3로 pH 적정하여 제조된 암모늄 포름산염의 생산 곡선 그래프이다.

도 4b는 본 발명의 일 실시예에 따라 CaCO3 + Ca(OH)2로 pH 적정하여 제조된 칼슘 포름산염(calcium formate)의

생산 곡선 그래프이다.

도 4c는 본 발명의 일 실시예에 따라 NaOH로 pH 적정하여 제조된 소듐 포름산염(sodium formate)의 생산 곡선

그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 하기의 실시예에 의하여 더욱 상세히 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시하기 위[0040]

한 것일 뿐이며, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의하여 한정되는 것은 아니다.

본 명세서 전체에 걸쳐, 특정 물질의 농도를 나타내기 위하여 사용되는 "%"는 별도의 언급이 없는 경우, 고체/[0041]

고체는 (중량/중량)%, 고체/액체는 (중량/부피)%, 그리고 액체/액체는 (부피/부피)%이다.

실시예 1: NH3, CaCO3 + Ca(OH)2, 및 NaOH에 의한 pH 조절[0043]

포름산(Formic acid)이 생성된 조건으로부터 각각의 pH 조절제를 사용하여 pH 적정을 수행함에 따라 생성되는[0044]

포름산염(Formate) 및 pH 적정 양상을 확인하였다.

1-1. NH3[0046]

반응기 내부의 온도를 30℃로 조건화하고, 물(Distilled water) 200 mL에 합성가스(Syngas, CO2 15%, N2 bal.)[0047]

를 1 vvm으로, 포름산을 4 g/L/hr의 속도로 공급하였다.

도 2a 및 2b에서의 주입시스템에 따라, NH3는 주입관 내부에 채운 후 N2 가스를 통해 밀어 넣는 방식으로 7.5[0048]

mL/min(총 100 mM/hr)을 주입하였다. 시간의 경과에 따라 pH 값의 변화를 도 2c에 기록한 결과, pH 값이 6.50

이내에서 유지되는 것을 확인하였다.
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1-2. CaCO3 + Ca(OH)2[0050]

상기 실시예 1-1과 동일하게 수행하되, NH3 대신 CaCO3 고체 20 wt%(2 M)를 pH 조절제로 사용하기 위하여 반응[0051]

기 내에 투입하였다.

도 2d에서 확인할 수 있듯이, CaCO3 고체는 포름산염이 생산되어 pH가 감소함에 따라 서서히 용해되며 OH- 기를[0052]

배출하였으나, 반응 속도가 느려 포름산의 생산 속도가 증가함에 따라 포름산의 농도가 높아질 경우 적정 pH를

유지하기 어려운 것을 확인하였다.

이에 글리세롤(Glycerol) 50% 용액을 기반으로 만들어진 1 M 또는 5 M의 액상의 Ca(OH)2를 추가로 투입하는 방[0053]

식을 적용한 결과, 도 2e에서 확인할 수 있듯이, 1 M의 Ca(OH)2를 투입한 경우 pH 값이 6.45 내지 6.50 이내에

서 유지되는 것을 확인하였다.

1-3. NaOH[0055]

상기 실시예 1-1과 동일하게 수행하되, NH3 대신 NaOH 5 M을 pH 조절제로 사용하기 위하여 반응기 내에 투입하[0056]

였다.

도 2f에서 확인할 수 있듯이, pH 값이 6.45 이내에서 유지되는 것을 확인하였다.[0057]

실시예 2: 포름산의 최적 주입량 탐색[0059]

포름산염을 생산하기 위한 포름산의 최적 반응기 내부의 온도를 30℃로 조건화하고, 증류수(Distilled water)[0060]

200 mL에 N2를 1 vvm으로 공급하고, 포름산은 0.1, 0.5, 3 및 10 g/L/hr의 속도로 공급하였다. 이에 CaCO3 고체

20 wt%(2 M) 및 상기 실시예 1-2에서 사용된 액상 Ca(OH)2를 pH 조절제로 사용함으로써 pH 적정을 수행하였다.

도 3a 내지 3d에서 확인할 수 있듯이, CaCO3에 의한 포름산 적정의 최적 조건은 0.1 내지 0.5 g/L/hr인 것으로[0061]

나타났다.

실시예 3: 배치(batch) 생산 공정의 수행[0063]

디티오트레이톨(Dithiothreitol;  DTT)  2  mM,  에틸  비올로겐(ethyl  viologen)  10  mM,  및  복합효소로서의[0064]

CODH/FDH 고정화 효소(Ni-NTA-agarose immobilized CODH and FDH) 400/200 유닛(unit)을 포함하는 증류수를 총

부피 100 mL로 준비하고, 합성 가스(CO:CO2:N2=50:15:35)를 3 vvm으로 공급하였다.

NH3를 이용한 pH 적정은 상기 실시예 1-1에서와 동일한 방법으로 7.5 mL/min의 속도로 주입하여 수행되었고, pH[0065]

값이 6.45에서 유지되는 것을 확인하였다.

CaCO3 + Ca(OH)2를 이용한 pH 적정은 상기 실시예 1-2에서와 동일한 방법으로 CaCO3 고체 20 wt%(2 M) 및 액상의[0066]

Ca(OH)2를 주입하여 수행되었고, pH 값이 6.40에서 유지되는 것을 확인하였다.

NaOH를 이용한 pH 적정은 상기 실시예 1-3에서와 동일한 방법으로 NaOH 5 M을 주입하여 수행되었고, pH 값이[0067]

6.45에서 유지되는 것을 확인하였다.

표 1

pH control[0068] Max. Vol. productivity (mM/hr) Titer (mM)

NH3 18.08 357

 CaCO3+CaOH2 17.49 178(18 h)

NaOH 18.07 327
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상기 표  1,  도  4a  내지 4c에서 확인할 수 있듯이,  NH3를 이용한 pH  적정으로부터 생산된 암모늄 포름산염[0069]

(ammonium  formate;  NH4COOH)은  357  mM,  CaCO3  +  Ca(OH)2를 이용한 pH  적정으로부터 생산된 칼슘 포름산염

(calcium formate; Ca(COOH)2)은 178 mM(18 h), NaOH를 이용한 pH 적정으로부터 생산된 소듐 포름산염(sodium

formate; NaCOOH)은 327 mM인 것으로 나타났다.
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