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명 세 서

청구범위

청구항 1 

계란을 분쇄한 후 용매를 가하여 지방을 분리하는 단계(S1);

랄스토니아 균주를 전 배양하는 단계(S2);

단계 (S2)에서 전 배양한 랄스토니아 균주를 단계 (S1)에서 분리한 지방을 탄소원으로 포함하고, 질소원으로 암

모늄 니트레이트를 포함하는 배양액에서 배양하는 단계(S3);

단계(S3)에서 배양한 균주로부터 P(HB-co-HHx)를 분리 및 정제하는 단계(S4);를 포함하고,

상기 단계 (S3)의 배양액은 단계 (S1)에서 분리한 지방을 전체 배양액에 대해 5 내지 10.0 %(w/v)의 농도로 포

함하는, P(HB-co-HHx)[poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)]의 생산 방법.

청구항 2 

 제1항에 있어서,

상기 랄스토니아 균주는 랄스토니아 유트로파(Ralstonia eutropha) RE2133 인, 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

단계 (S2)의 배양은 랄스토니아 균주를 1 ~ 3일 동안 25 ~ 35℃, 100 ~ 300 rpm에서 배양하는 것을 특징으로 하

는, 방법.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 배양액은 탄소원과 질소원을 20:1 ~ 40:1의 비율(w/v)로 포함하는, 방법.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 미생물을 이용한 계란 폐기물 유래 지방 성분으로부터 바이오플라스틱을 생산하는 방법에 관한 것으[0001]

로, 버려지는 폐 계란에서 얻은 지방성분을 탄소원으로 하여 미생물을 배양하고 이로부터 P(HB-co-HHx)를 생산

하는 방법에 관한 것이다.
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배 경 기 술

계란은 저렴한 양질의 단백질 공급원으로, 단백질뿐만 아니라 불포화지방산, 비타민, 레시틴 등의 영양소를 지[0003]

니고 있어 국민 건강유지에 필수적인 식품이다. 농림축산식품부의 2016년 통계자료에 따르면, 우리나라의 계란

생산·소비량은 135억5천600만개이며, 1인당 소비량은 연간 268개이다. 하지만 최근에 일부 농가에서 진드기 구

제를 위해 살충제를 사용한 사실이 적발되면서 계란 소매가격이 크게 급락하고 소비자들은 불안에 떨며 양심적

인 대다수의 농가들은 큰 피해를 보게 되었다.  당시 39만 8000개의 계란이 폐기 처분 되며 이에 대한 처리문제

가 대두되게 되었다.

2017년 계란 파동 당시 검출되어 문제가 된 살충제로는 비펜트린, 피프로닐, DDT 등이 있다. 비펜트린은 피레스[0004]

트로이드 계열의 살충제로 국화류에 존재하는 살충 성분이며 곤충에 대한 독성은 강하지만 닭이나 사람에 대한

독성은 거의 없다. 피프로닐은 신경전달 물질인 GABA 수용기를 차단하기 때문에, 사람이 과 용량 섭취 시 두통,

구토 및 팔다리 떨림 등의 증상이 나타날 수 있다. DDT(Dichlorodiphenyltrichloroethane)는 80년대 이전에 단

종되어 사용되지 않은 농약이지만 '친환경 농장'에서 키운 닭들에게서 일부 검출되었으며 생물 농축에 의해 검

출된 것으로 추측되고 있다.

상기 살충제들은 잔류기간이 수년이상 되기 때문에 단순 매립방식으로 처리할 경우 지하수에 살충 성분들이 스[0005]

며들거나 빗물에 의해 다른 곳으로 유출되어 2차 피해를 야기할 우려가 있다. 따라서 살충제가 검출되어 폐기되

는 계란은 현재 전문 처리업체에서 169도의 고온에서 1시간 10분간 간접 가열하여 살충제 성분을 분해 시키고

다이옥신 등의 대기 오염물질 및 탄소 방출을 최소화 하는 방식으로 처리되고 있다.

난류에서 추출된 오일을 이용한 제품 생산에 대한 기술은 천연 비누 생산이나 식품 및 건강기능 식품 원료의 생[0006]

산에 대한 분야에 그치고 있어 살충제로 폐기되는 계란들을 이용하는 데 한계가 있다. 폐기처분 되는 계란들은

그 영양적 가치가 높은 수준임에도 불구하고 전량 소각되고 있다.

따라서 매년 폐기되는 계란들로 인한 자원 손실을 최소화 하는 동시에 농가에서 폐기되고 있는 계란을 친환경적[0007]

으로 처분하며 가치 있는 제품 생산의 원료로 사용할 수 있는 방안에 대한 연구가 필요한 실정이다. 또한, 계란

에서 추출된 난황유의 주 성분은 올레인산 및 리놀렌산 등 탄소 길이가 긴 지방산이기에 이를 효율적으로 활용

할 수 있는 기술 역시 연구가 필요하다.

또한 미생물 유래 바이오 플라스틱인 폴리하이드록시알카노에이트 (Polyhydroxyalkanoate) 중에 물성이 우수한[0008]

P(HB-co-HHx)의 경우 HHx의 단량체의 생산을 위해서 배양 중에 사슬길이가 긴 (C>5)의 전구체를 넣어주는 경우

가 많은데, 기존에는 전구체를 Palm oil 등과 같은 수요가 높은 지방산을 활용하는 경우가 많아서, 그 대체제의

필요성이 있었다.

이에, 본 발명자들은 계란으로부터 용매 추출법을 이용하여 분리, 정제하여 얻어진 지방 성분을 기질로 하여 미[0009]

생물을 배양함으로써 바이오플라스틱(P(HB-co-HHx) )을 효과적으로 생산할 수 있음을 확인하고 폐기 처분되는

계란의 재활용을 위한 응용 방법을 제공할 수 있음을 밝힘으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 폐기 처분되는 계란으로부터 지방 성분을 분리 및 정제한 후, 상기 지방 성분을 기질로 하는[0011]

미생물을 배양하여 바이오플라스틱, P(HB-co-HHx)으로의 화학적 변환이 가능한 지질을 생산하는 공정 및 이를

이용한 P(HB-co-HHx) 생산 방법을 제공하는 것이다.

폐 계란에서 분리한 지방 성분과 랄스토니아 균주를 이용하였을 경우 버려지는 폐기물을 사용하여 3HHx 함량이[0012]

높은 P(HB-co-HHx)를 얻을 수 있을 뿐 아니라 시간 및 비용감소를 이끌어 낼 수 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 폐 계란에서 수득한 지방성분을 탄소원으로 이용하여, 랄스토니아 균[0014]

주로부터  3HHx(3-hydroxy  hexanoate)를  포함하는  P(HB-co-HHx)[poly(3-hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyhexanoate)]의 생산 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 본 발명의 방법들로 제조된 3HHx 함량이 높은 P(HB-co-HHx)를 제공한다.[0015]
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발명의 효과

본 발명은 폐 계란에서 추출한 지방성분을 주 탄소원 또는 부 탄소원으로 활용한 P(HB-co-HHx) 생산 방법에 관[0017]

한 것으로서, 버려지는 계란 폐기물로부터 바이오플라스틱의 물성을 향상시킬 수 있는, 3HHx를 고 함량으로 포

함하는 P(HB-co-HHx)를 대량 생산할 수 있다.

또한, 추출된 소량의 지방성분을 대량 배양의 미생물 공정을 통하여 수배에서 수십 배의 생산 증대 효과를 기할[0018]

수 있으며, 추출 이후 잘 확립된 미생물 공정을 통하여 보다 친환경적인 공정을 도입할 수 있어 이를 활용한 폐

자원화 기술의 활용성을 크게 증진시키는 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 계란으로부터 P(HB-co-HHx)를 생산하는 개략도를 나타낸 도면이다.[0020]

도 2는 본 발명의 일 실시예에 따른 계란으로부터 P(HB-co-HHx)를 생산하는 공정을 나타낸 도면이다.

도 3은 계란에서 분리한 지방을 탄소원으로 하여 생산된 바이오플라스틱을 GC(Gas chromatography)로 분석한 결

과이다.

도 4는 계란에서 분리한 오일을 탄소원으로 사용하여 랄스토니아 균주로부터 바이오 플라스틱을 생산한 결과를

GC(Gas chromatography)로 분석한 그래프로서, A는 오일 첨가량에 따른 세포성장(CDW, cell dry weight)(g/L)

과 폴리 하이드록시 알카노에이트(PHA)의 생산량(%)을 분석한 그래프이고, B는 오일 첨가량에 따른 폴리 하이드

록시 뷰티레이트(PHB)의 생산량(%) 및 그 중 3-HHx 함량을 분석한 그래프이다.

도  5는  질소원의  종류를  달리하여  바이오  플라스틱을  생산한  결과로서,  A는  세포성장(CDW,  cell  dry

weight)(g/L)과 폴리 하이드록시 알카노에이트(PHA)의 생산량(%)을 분석한 그래프이고, B는 폴리 하이드록시 뷰

티레이트(PHB)의 생산량(%) 및 그 중 3-HHx 함량을 분석한 그래프이다.

도 6는 탄소원과 질소원의 비율(w/v)을 달리하여 바이오 플라스틱을 생산한 결과로서, A는 세포성장(CDW, cell

dry weight)(g/L)과 폴리 하이드록시 알카노에이트(PHA)의 생산량(%)을 분석한 그래프이고, B는 폴리 하이드록

시 뷰티레이트(PHB)의 생산량(%) 및 그 중 3-HHx 함량을 분석한 그래프이다.

도 7은 본 발명에서 사용한 지방성분 분리 장치의 구성을 나타낸 도면이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0021]

본 발명은 계란 폐기물로부터 수득한 지방을 주 탄소원 또는 부 탄소원으로 이용하여 랄스토니아 균주로부터[0022]

3HHx(3-hydroxy  hexanoate)를  포함하는  P(HB-co-HHx)[poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)]를  생

산하는 방법에 관한 것이다.

본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법은 구체적으로 아래의 단계를 포함한다.[0023]

계란을 분쇄한 후 용매를 가하여 지방을 분리하는 단계(S1);[0024]

랄스토니아 균주를 전 배양하는 단계(S2);[0025]

상기 단계 (S2)에서 전 배양한 랄스토니아 균주를 단계 (S1)에서 분리한 지방을 포함한 배양액에 배양하는 단계[0026]

(S3);

상기 단계(S3)에서 배양한 균주로부터 P(HB-co-HHx)를 분리 및 정제하는 단계(S4).[0027]

본 발명의 P(HB-co-HHx) 생산 방법에 있어서, 단계 (S1)의 계란은 계란 가공 공장 및 축산 농가에서 살충제가[0028]

검출되어 버려지는 계란을 사용할 수 있고, 계란을 포함한 모든 난류에 대해 적용이 가능하다.

본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법에 있어서, 단계 (S2)의 랄스토니아(Ralstonia) 균주는 개량형 균주인 랄스[0029]

토니아 유트로파(Ralstonia eutropha RE2133)인 것이 P(HB-co-HHx) 생산에 바람직하나 이에 한정되지 않는다.

상기 랄스토니아 유트로파 균주는 당과 독성물질에 내성을 갖고 폐기물에서 추출되는 지방을 사용하여 바이오

플라스틱  물질인  3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate(P(HB-co-HHx))  또는  폴리-히드록시  알카노에이트

(poly-hydroxy alkanoate, PHA) 형태의 물질인 트리아실글리세롤(tryacylglycerols)을 생산할 수 있다.
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본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법에 있어서, 상기 단계 (S3)의 배양은 탄소원이 포함된 배지에서, 1 ~ 3일[0030]

동안 25 ~ 35℃, 100 ~ 300 rpm에서 배양하는 것이 바람직하고, 1일 동안 30℃, 200 rpm에서 배양하는 것이 더

욱 바람직하나, 이에 한정되지 않는다.

본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법에 있어서, 상기 단계 (S3)의 배양액은 단계(S1)에서 분리한 지방을 탄소원[0031]

으로 포함하고, 암모늄 설페이트, 암모늄 클로라이드 및 암모늄 니트레이트로 이루어진 군에서 선택되는 질소원

을 포함할 수 있다.

본 발명의 바람직한 일 실시예에 의하면, 상기 배양액은 단계 (S1)에서 분리한 지방을 단독 탄소원으로 사용할[0032]

수 있고, 이 경우 전체 배양액에 대하여 0.5 내지 10.0 %(w/v)의 농도로 포함하는 것이 바람직하고, 보다 바람

직하게는 0.5 ~ 5 %(w/v)의 농도로 포함할 수 있으며, 가장 바람직하게는 5%(w/v)의 농도로 포함할 수 있다.

지방의 함량에 따라 0.5~10%(w/v)까지 PHB 와 HHx 비율 및 세포 성장에 큰 차이를 보이지 않았으나, 지방의 농[0033]

도가 증가할 수록 PHA 함량이 증가하기 때문에 상기 지방의 함량은 0.5~5%(w/v)으로 함이 적당하다. 

본 발명의 바람직한 일 실시예에 의하면, 상기 배양액은 탄소원과 질소원을 5:1 ~ 80:1의 비율(w/v)로 포함할[0034]

수 있고, 20:1 ~ 40:1의 비율(w/v)로 포함할 수 있으며, 상기 계란 폐기물에서 수득한 지방을 탄소원으로 하는

최적화된 랄스토니아 최소 배지에서 탄소원와 질소원의 비율이 20:1인 것이 PHA 총 생산량이 가장 높기에 바람

직하며, 질소원 역시 PHA 총 생산량이 가장 높은 암모늄 니트레이트가 가장 바람직하다.

본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법에 있어서, 상기 단계 (S4)의 분리는 원심분리를 이용할 수 있으며, 3000[0035]

내지 5000 rpm에서 20분 내지 40분 동안 원심분리 하여 분리하는 것이 바람직하며, 4000 rpm, 30분 동안 원심분

리 하여 분리하는 것이 더욱 바람직하다.

본 발명의 P(HB-co-HHx)의 생산 방법에 있어서, 상기 단계 (S4)의 P(HB-co-HHx)의 생산은 획득한 지질 성분을[0036]

랄스토니아 등의 균주가 성장 및 바이오플라스틱 생산을 위하여 분해하여 짧은 직쇄 알칸(3-hydroxy butyrate)

및 이보다 탄소 길이가 두 개 더 긴 직쇄 알칸(3-hydroxy hexanoate)를 생성시키고 이를 다시 세포 내에서 중합

하는 단계로서, 크게 3가지 효소(β-ketothiolase, (R)-specific enoyl coenzyme-A hydratase, PHA synthase)

의 작용을 통해 바이오플라스틱으로서 유용한 고분자 물질인 P(HB-co-HHx)를 산출할 수 있다.

다른 측면에서, 본 발명은 상기 P(HB-co-HHx)의 생산 방법으로 제조된 P(HB-co-HHx)를 제공한다.[0038]

본 발명의 방법에 의하면, 폐 계란으로부터 3HHx  함량이 높은 P(HB-co-HHx)를 생산할 수 있고, 상기 3HHx는[0039]

P(HB-co-HHx)에 대해 30 내지 60 % 함량으로 포함될 수 있다.

이하에서는 바람직한 실시예를 들어 본 발명을 더욱 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 보다[0041]

구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이에 의하여 제한되지 않는다는 것은 당업계의 통상의 지

식을 가진 자에게 자명할 것이다.

실시예 1. 계란 폐기물로부터 지방의 분리[0043]

건국대학교 내의 제2학생회관 지하1층에 있는 식당에서 유통기한이 지나 버려지는 1 kg 계란 폐기물을 수집하였[0044]

다. 상기 계란 폐기물을 가정에서 흔히 사용하는 믹서기로 파쇄한 후, 상술한 장치에 넣고 이소프로판올과 헥산

혼합 유기용매를 사용하여 500 g 내외의 지방을 분리하였다.

실시예 2. 계란에서 분리한 지방을 이용한 랄스토니아 균주 배양 및 P(HB-co-HHx)의 생산[0046]

2-1. 균주의 배양 및 수거[0047]

랄스토니아 유트로파 균주(Re2133)를 3 mL의 TSB(Tryptone Soy Browth)에 30℃, 24시간 전 배양 한 후 배양액[0048]

을 2번 원심분리 및 세척한 후 300 μL 정도의 물을 넣어 볼텍싱(vortexing) 하였다. 5% 식물유를 탄소원으로

하여 최소배지 50 mL에 접종 후 전 배양하였다(200rpm, 30℃, 2days). 

상기 전 배양한 균주를 증류수로 2번 세척 후, 같은 부피로 희석한 뒤, 본 배양액 부피의 1%(v/v)으로 하여 접[0049]

종하였다. 최소 배지(최소배지 조성: 1.5g/L KH2PO4, 3.6g/L Na2HPO4, 0.2 MgSO47H20, 0.2% (w/v) Tween 80, 1ml

의 미량원소 용액).  미량 원소 용액의 함량은 아래와 같은 조성으로 제조 하였다. FeSO47H2O  10g,  ZnSO47H2O

2.25g, CuSO4 0.64g, MnSO4H2O 0.56g, (NH4)6Mo7O244H2O 0.40g과 10ml의 35%(w/v) HCl를 혼합하고 최종 부피를 1L

로 하여 혼합한다. 
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질소원으로써 암모늄 설페이트, 암모늄 클로라이드, 암모늄 니트레이트, 요소 등을 사용하였다. 탄소원으로는[0050]

실시예 1에서 분리한 지방을 배양액의 총 부피에 대하여 0.5 내지 10.0 %(w/v)를 사용하여 배양하였다. 질소원

의 사용량은 탄소원과 질소원이 5:1, 10:1, 20:1, 40:1, 80:1 (g/L)의 비가 되도록 사용하였다.

그런 다음, 호기 조건, 30℃ 및 200 rpm의 조건 하에서 3일 동안 배양한 후, 원심분리를 통해 균주를 수거하였[0051]

다.

2-2. 가스 크로마토그래피(gas chromatography) 분석[0053]

수거한 균주를 증류수 10 mL로 씻어낸 후 -80℃에서 하루를 얼린 후에 3일간 동결건조를 실시하였다. 균주를 동[0054]

결건조 한 후, 10 mg을 따로 유기용매 용기에 옮기고 클로로포름 1 mL 및 15% 황산 메탄올을 첨가하였다. 그런

다음, 100℃에서 2시간 동안 FAME(Fatty acid methyl ester) 반응시킨 후, 냉온에서 샘플을 충분히 식혔다. 그

런 다음, 증류수 1 mL을 첨가하고 충분히 흔들어 준 다음, 5분간 상온에 보관하였다. 그런 다음, 유리 피펫을

이용하여 하단부의 클로로포름층 0.5 mL을 에펜튜브로 옮겼다. 그런 다음, 10 mg 황산나트륨을 첨가하고 1분간

보관하여 완전히 탈수시켰다. 그런 다음, 탈수된 용액을 필터(filter)로 필터링한 후 GC(Gas chromatography)

(분석 조건은 하기 표 1과 같음)를 이용하여 분석하였다.

표 1

[0055] 분석

주입기 210℃

오븐 80℃/5분, 220/5분, 승온율 20분

검출기 230℃

컬럼종류 Agilent HP-FFAP 30m x 0.32mm. i.d.0.25μm film

2-3. P(HB-co-HHx)의 분리, 정제 및 물성 확인[0057]

랄스토니아 균주 내의 지질 추출과 동시에 3-히드록시 뷰티레이트(3-hydroxy butryrate) 및 3-히드록시 헥사노[0058]

에이트(3-hydroxy hexanoate)의 메틸 에스터 형태를 만들기 위해 메탄분해(Methanolysis) 과정으로 85% 메탄올

(methanol)과 15% H2SO4의 1 ml과 1 ml의 클로포름(chloroform)을 혼합하여 100℃에서 2시간 열처리하였다. 그

런 다음, 얼음 냉각(ice cooling)을 하고 0.5 ml의 증류수를 넣고 1분간 볼텍싱(vortexing)하였다. 상 분리를

위해 2분 정도 방치한 후, 상등액을 제거하고 무수화시켰다.  그런 다음, 남은 샘플을 오염원 제거를 위해 여과

(filtration)하였다.

2-4. 결과 확인[0060]

실시예 1의 방법으로 계란 폐기물에서 분리한 지방을 0.5 내지 10.0 %(w/v) 내외의 탄소원으로 하여 바이오플라[0061]

스틱의 일종인 P(HB-co-HHx)을 생산한 결과, 1-10 g/L정도의 세포량과 세포 무게의 40% 내외의 P(HB-co-HHx)을

생산하는 것을 확인할 수 있었으며, 랄스토니아의 성장과 바이오 플라스틱의 생산에 있어 지방의 함량에 따라

세포 성장 및 단량체의 비율에는 큰 차이는 없으나, PHA 함량은 지방의 함량이 증가할 수록 높아짐을 알 수 있

다(도 4의 A, B).

질소원의 종류를 달리하여 세포 성장, 세포 내 플라스틱 함량 및 플라스틱 단량체인 3HB와 3HHx의 비율을 확인[0062]

하여 본 결과, 질소원으로써 선택할 수 있는 물질들 중 암모늄 니트레이트를 사용하였을 때 세포 성장이 우수한

것을 확인할 수 있다(도 5의 A, B).

탄소원 대 질소원 비율을 달리하여 세포 성장과 세포 내 플라스틱 함량 및 플라스틱 단량체인 3HB와 3HHx의 비[0063]

율을 확인하여 본 결과, 탄소원과 질소원의 비(w/v)가 20:1 일 때 세포의 성장이 가장 빠르고 플라스틱의 생산

총 양이 극대화 되는 것을 확인하였으며, 계란 찌꺼기에서 분리한 오일을 탄소원으로 사용할 경우 탄소원과 질

소원의 비율이 중요한 요소임을 알 수 있다(도 6의 A, B).

결론적으로, 본 발명을 통해 계란 폐기물에서 추출한 지방 성분을 기질로 하여 랄스토니아 유트로파를 이용하여[0065]

바이오플라스틱 중 특수한 물성을 가지는 P(HB-co-HHx)를 대량생산 할 수 있음을 알 수 있다. 계란 폐기물에서

생산된 지방을 활용하여 이를 랄스토니아 유트로파에 적용함으로 통상 추출과정에 사용된 지방에 따른 비균일한

지방 추출물을 미생물 공정을 통하여 균일하게 만들어 낼 수 있고, 추출된 소량의 지방 성분을 대량 배양의 미

생물 공정을 통하여 수배에서 수십배의 생산 증대 효과를 가져올 수 있으며, 친환경적인 공정을 도입할 수 있음
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을 확인할 수 있다.

본 발명에 사용된 용어는 통상적이거나 사전적인 의미로 한정해서 해석되어서는 아니 되며, 본 발명의 기술적[0066]

사상에 부합하는 의미와 개념으로 해석되어야 할 것이다.

또한, 본 명세서에 기재된 실시예 및 도면은 본 발명의 가장 바람직한 하나의 예시에 불과할 뿐, 본 발명의 기[0067]

술적 사상을 모두 대변하는 것은 아니므로, 이들을 대체할 수 있는 다양한 균등물과 변형 예들이 있을 수 있음

을 이해하여야 할 것이다.

도면

도면1

도면2
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도면3
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도면4
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도면5
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도면6
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