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본  질계 매스에  당   동시에 수행하는 능  가지는 신규 균주  상  균주  
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특허청  

청 항 1 

Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP) 균주.

청 항 2 

1항에 어 , 열  1  18S rRNA 염 열  가지는 것  특징  하는 균주.

청 항 3 

1항에 어 , 카 복시 틸 룰  함  지에  당   동시에 수행하여 에탄  생산하는 능

 가지는 것  특징  하는 균주.

청 항 4 

다  단계  포함하는 당  에탄   단 공  수행하는 것  특징  하는  에탄  

:

(a) 카 복시 틸 룰  함 하는 매스 지에  Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP)

 양하여, 당   수행하   여 에탄  생산하는 단계;  

(b) 상  생산  에탄  수하는 단계. 

  

 술  야

본  질계 매스에  당   동시에 수행하는 능  가지는 신규 균주  상  균주  [0001]

하여 질계 매스  하여 당  에탄   단  공  수행하는 에탄  

에 한 것 다.

 경  술

탄, , 천연가스 등  연료는 재 리 고 지만, 들  수십  내에 고갈  것  측[0002]

, 실가스등  경  야 하는  가지고 다. 러한  해결하  하여 원 , 태양

열,  등  하는 안  연 고 지만, 들  생산 는 에 지는 에 지 , 수  연료

는 합하지 못하다. 라 , 수  연료   수 는 가  실  체 에 지   연료가

거 고 다.

연료는 매스(biomass)  원료  하여 얻어지는 에 지  통칭하는 것 , 직  연 , 알코  [0003]

, 탄  등  통해 얻어진다. 미 에  수수  연료  에탄  생산한 것  시  하여, 재

는 브라질  비 한 계 각 에  많  양  연료  에탄  생산하고 다.  에탄   에 지 체

계   한 에 지다.  에탄  재생 가능한 에 지라는 , 는 탄 량  어 실가스

 감시킨다는 , 염  감 시킨다는 에  청  에 지  가치  고 , 상 고 

는  합해  사 할 수 므   주 시  그  할 수 다는  다.

 에탄 과  합연료는 합비 에 라 E10, E20, E100 등  는 ,  계  [0004]
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 에탄  10%  함 한 E10 가 리 사 고 ,  연료가 달한 브라질  경우 22%~25% 

도  합   하고 다.

 에탄  생산에 는 질  크게 수수, , 보리, 감 , 고 마 등  질계  사탕수수, 사탕[0005]

 등  당질계  할 수 는  들  연료  체할 수 에는 그 양  한 , 간  식량

 사 할 수 는 당질계 또는 질계 원료  사 하므  식량  에 지원  사 한다는 뿐만 아니라,

앞  식량 수 가 늘어날 경우 원료 수  가 생할 수 , 경  측 에 도 곡  사 하는 것

 원료비  측 에  가 다. 

또한 질계는 도시 폐  태  폐 재나 삼림 곳곳에 어  는 산 산  원료  할 수 ,[0006]

식량  가치가 없어 원료 수  안  보  수 나, 공 상 드시 수 어야 하는 리그닌

거  처리  공  한  공 비  상승과  함께,  질계  룰 스  질  특징  수 결합  루어진

crystalline  해 당  수  낮아 경  낮  단  다. , 질계  매스  할 경

우, 원료비는 약 30%  차지하지만 처리  당  공  그리고 cellulase 생산에 약 60% 상  비  

다. 

 에탄  원가 감  하여 프 나 식 가공 후에 산  나 는 탄수  지닌 아 산 프[0007]

폐액   재 에탄  공업  생산하는  사 고 다. 하지만 식 산 나 폐 원  하

여 에탄  생산하 라도 복 한 처리 공  그리고 당    공  거쳐야 하는  여  재

한다. 

라 , 단  미생 집  하여 룰  생산과 룰 스  해,  한 공  해결하는 통[0008]

합  단  생 공  (Consolidated bioprocessing, CBP)  가   에탄  생산 비  감 시킬 수 

는  주  고 다 (Na, JB et.al., Korean Chem. Eng. Res., 46, 858, 2008).

에, 본 들  상   해결하  하여  한 결과, 양시료  룰  생산하는[0009]

균주  Trichoderma asperellum  리하고,  하여 계 양원  비 스  첨가한 지에

당  생산과 에탄  생산  동시에 수행하여 에탄  할 수 다는 것  하고, 본 

하게 었다.

 내

해결하 는 과

본   단  미생 집  하여 룰  생산과 룰 스  해,  한 공  해[0010]

결하는 통합  단  생 공  (Consolidated bioprocessing, CBP)  개 하여  에탄  생산비   

리비  는  공하는  다.

본  다   통합  단  생 공  개 에  가능한 신규 당   생산 미생 과 [0011]

한 계 원  에탄  생산하여  에탄  생산원가  감하는  공하는  

다.

과  해결 수단

상   달 하  하여, Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP)균주  공한다.[0012]

본   또한,  (a)  카 복시 틸 룰  함  매스  함 하는  지에  Trichoderma  asperellum[0013]

KRIBB-KCH (KCTC12231BP)  양하여, 당   수행하여 에탄  생산하는 단계;  (b) 상  생산  에

탄  수하는 단계  포함하는 당  에탄   단 공  수행하는 것  특징  하는  에

탄   공한다. 

 과
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본  계 원  당  가 과  가  없  동시당  시켜 간단하고 경[0014]

  에탄  생산할 수 다.

도  간단한 

도 1는 18S rRNA 염 열  상동   통한 Phylogenic tree  나타낸 것 다.[0015]

도 2는 신규 당  생산 미생 에 해 포도당  에탄  생  사한 결과  나타낸 것 다.

도 3는 신규 당  생산 미생 에 해 비 스  에탄  생  사한 결과  나타낸 것 다.

도 4  신규 당  생산 미생  사산  액체크 마 그래피  한 결과  나타낸 것 다.

 실시하  한 체  내

본 에 는 신규 당   미생  리하 고  하여 포도당  비 스   에탄  생[0016]

산할 수 다는 것  하고  하 다. 

본 에 는, 양시료  카 복시 틸 룰  첨가한 지에  당   보 한 미생  균주[0017]

 리  동 한 후 별한 균주  에탄  생산 능  사한  결과, 포도당  하여 에탄  생

할 수 었다.

라 , 본   에 , Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP) 균주에 한 것 다.[0018]

본   양태에 는, 양시료  당   보 한 미생  균주  리하고 별  미생  균주[0019]

 18S  rRNA  염 열  한  결과,  Trichoderma  asperellum과  99%  상동  나타내어  Trichoderma

asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP)  하 , 18S rRNA  염 열  열  1에 나타내었다.

상  리 균주  YPD (Yeast extract 10 g/l, peptone 20 g/l, glucose 20 g/l) 지에  양하여 별한 균[0020]

주  에탄  생산 능  사한 결과, 포도당  하여 에탄  생  상  에탄  생산수  질 원

 에 라 다  차 가 나는 것  할 수 었다.

본   다  에 ,  (a)  카 복시 틸 룰  함  매스  함 하는  지에  Trichoderma[0021]

asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP)  양하여, 당   수행하여 에탄  생산하는 단계;  (b) 상

 생산  에탄  수득하는 단계  포함하는 단 균주  하는 단 공  수행   한  에

탄  생산 에 한 것 다.

본  다  양태에 는, 상  Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP) 균주  하여 계[0022]

양원  비 스  첨가한 지에  당  생산과 에탄  생산  동시에 수행하여  에탄  생산

하는 것  하 다. 

본 에 는 또한 별한 균주  계 양원  한 에탄  생산 능  사한 결과, 탄 원  포[0023]

도당 신에 계 양원  비 스 (20 g/l)  첨가한 지에  에탄  생 는 것  할 수 

었 , YP 지에  포도당과 거  사한 수  에탄  생  찰 었지만, 생  시 는 포도당에 비

해 2  가량 늦  것  나타났는 , 당  생산과 당  과 에 시간    것  측하

다.

라 , 본 에 는 룰 스계 매스   에탄  생산하는 공 에 필수  필  하[0024]

는 처리 공  없   에탄   수행할 수 , 또한 당 에 필 한 미생  균주나  첨가

없  Trichoderma  균주  하여, 룰  생산  에탄  생산  단 균주  하여 단 공  

 에탄   수행할 수 는  다. 

본 에 해 생산  에탄  액  공비 , , 압  스  착공  등  통상  [0025]

 수할 수 다. 

[실시 ][0026]
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하, 실시  통하여 본  욱 상  하고  한다. 들 실시 는 지 본  시하  [0027]

한 것 , 본  가 들 실시 에 해 한 는 것  해 지 않는 것  당업계에  통상  지식

 가진 에게 어  할 것 다.

실시  1: 당   (Celluase) 생산 미생  균주  별과 동[0028]

양시료  카 복시 틸 룰  첨가한 지에  당   보 한 미생  균주  리하 다.[0029]

당    해 별  균주  Basal 지 (  1   2)  하여 30℃에  150 rpm  7 간

양하 다. 양액  원심 리 (4,500 rpm)하여, 상등액  수하고, 상등액에 함  단 질  양과 

질 당   하 다. 사  질 는 카 복시 틸 룰 , 크실란, 아비 , 필  , 비

스  하 , 각각  질  0.2% 도  첨가  50 mM sodium acetate  (pH 5.0)에 양 상등액

단 질 10 ㎍  고 50℃에  6 시간 동안 진탕  (100 rpm)하여 DNS 과 HPLC  생  원당

양  측 하 다 (  3).

 1

당  생산  지  (  지)[0030]

Component Weight (g/l)

Glucose 3

(NH4)2SO4 1.4

KH2PO4 2

CaCl2.2H2O 0.3

MgSO4.7H2O 0.3

Peptone 1

Yeast extract 0.5

tween 80 1

trace element solution 1 ml (0.1%)

 2

Trace element solution: 50mM tartrate-Na buffer (pH 4.0)[0031]

Component Weight (g/L)

H3BO3 6

(NH4)6Mo7O24.4H2O 26

FeCl3ㅇ6H2O 100

CuSo4.5H2O 40

MnCl2ㅇ4H2O 8

ZnCl2 200

 3

당  [0032]

 질  (U/ml)

Filter paper 0.060

Cellobiose 0.254

Caboxymethylcellulose 0.037

Xylan 0.018
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별  미생 (Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP)) 균주  18S rRNA 염 열  한 결과,[0033]

곰  Trichoderma asperellum과 99% 상동  보 는 것  었다 (도 1).

실시  2: 별 미생  한 포도당  에탄  생산[0034]

별한 균주(Trichoderma asperellum KRIBB-KCH (KCTC12231BP))  에탄  생산 능  사하 다. 리 균주[0035]

 YPD (Yeast extract 10 g/l, peptone 20 g/l, glucose 20 g/l) 지에  양한 결과, 도 2에 보   포

도당  하여 에탄  생 는 것  하 다. 에탄  생산수  질 원  에 라 다  차 가

나는 것  나타났 ,  , , 크립 , 맥아   함 하는 지에   에탄  생산

 나타내었다(도 2).

YP: yeast extract 10 g/l, peptone 20 g/l[0036]

LB: trypone 10 g/l, yeast extract 5 g/l, NaCl 10 g/l[0037]

MP: malt extract 20 g/l, peptone 1 g/l[0038]

YPTM: yeast extract 5 g/l, peptone 10 g/l, tryptone 5 g/l,[0039]

 malt extract 5 g/l[0040]

실시  3:  양원  에탄  생산[0041]

별한 균주  계 양원  한 에탄  생산 능  사하 다. 도 3에  나타낸  같  탄 원[0042]

 포도당 신에 계 양원  비 스 (20 g/l)  첨가한 지에  에탄  생 하는 것  할

수 었다. YP 지에  포도당과 거  사한 수  에탄  생  찰 었지만, 생  시 는 포도당에

비해 2  가량 늦  것  나타났는 , 당  생산과 당  과 에 시간    것  사료

다. 

상  본  내  특 한  상  술하 는 , 당업계  통상  지식  가진 에게 어  [0043]

러한 체  술  단지 람직한 실시 양태  뿐 , 에 해 본  가 한 는 것  아닌 

할 것 다. 라 , 본  실질  는 첨  청 항들과 그것들  등가 에 하여 다고

할 것 다.

수탁

[0044]

탁  : 한 생 공학연 원

수탁  : KCTC12231BP

수탁  : 20120704
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도

도 1

도 2
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도 3

도 4

 열  

<110>    Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology

<120>    Novel Microorganism Producing Cellulase and Method for Preparing

         Ethanol Using the Same

<130>    P12-B109

<160>    1

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    590
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<212>    DNA

<213>    Trichoderma asperellum

<400>    1

tccgtagggg gacctgcgga gggatcatta ccgagtttac aactcccaaa cccaatgtga         60

acgttaccaa actgttgcct cggcggggtc acgccccggg tgcgtcgcag ccccggaacc        120

aggcgcccgc cggaggaacc aaccaaactc tttctgtagt cccctcgcgg acgtatttct        180

tacagctctg agcaaaaatt caaaatgaat caaaactttc aacaacggat ctcttggttc        240

tggcatcgat gaagaacgca gcgaaatgcg ataagtaatg tgaattgcag aattcagtga        300

atcatcgaat ctttgaacgc acattgcgcc cgccagtatt ctggcgggca tgcctgtccg        360

agcgtcattt caaccctcga acccctccgg gggatcggcg ttggggatcg ggacccctca        420

cacgggtgcc ggccccgaaa tacagtggcg gtctcgccgc agcctctcct gcgcagtagt        480

ttgcacaact cgcaccggga gcgcggcgcg tccacgtccg taaaacaccc aactttctga        540

aatgttgacc tcggatcagg taggaatacc cgctgaactt aagcatatca                   590

등록특허 10-1448209
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