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요 약

볏짚은 한국에서 매년 대량 생산되는 주요 작물이다. 침지공정을 이용한 목질계 바이오매스의 전처리는 대기압과

60 oC의 온도에서 온화한 조건에서 수행되었다. 본 연구에서는 전처리된 바이오매스의 효소당화 조건을 찾아보았다.

볏짚의 경우에 이전의 목질계 바이오매스와 비교하여 당화시간이 다른 것들보다 짧은 것으로 나타났다. SAA(Soaking

in Aqueous Ammonia) 전처리 볏짚의 당화는 40~48시간 사이에 종료가 되었고 50 oC에서 높은 글루코스 전환율을 나타

냈다. 글루코스 전환율은 효소사용량이 각각 65 FPU/ml과 32 CbU/ml일 때 높았다. 기질 농도가 5%(w/v)일 때 전환율은

72시간 동안 당화 후에 83.8%로 나타났다. SAA 전처리 볏짚의 동시당화발효(SSF; Simultaneous Saccharification and

Fermentation) 실험에서는 40 oC에서 높은 에탄올 생산수율을 보였다. 그때의 수율은 48시간에서 33.05%로 나타났다. 

Abstract − Rice straw is the main grain straw and is produced in large quantities every year in Korea. Pretreatment of

lignocellulosic biomass using soaking process was carried out mild conditions at atmospheric pressure and temperature

of 60 oC. We found enzymatic hydrolysis condition of pretreated biomass. In case of a rice straw, compared with pre-

vious lignocellulosic biomass, we found that hydrolysis time was a shorter than others. Hydrolysis of SAA-treated rice

straw has shown conversion rate was higher at 50 oC. Hydrolysis was ended between 40~48 hour. Glucose conversion

rate was higher when enzyme loading is 65 FPU/ml and 32 CbU/ml. When substrate concentration was 5%(w/v), it was

that conversion rate was 83.8% after hydrolysis for 72 hr. In simultaneous saccharification and fermentation(SSF)

experiment about SAA-treated rice straw, ethanol productive yield was highest from 40 oC. The yield of that time was

33.05% from 48 hour. 
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1. 서 론

바이오매스 에너지는 현재 연간 45±10 EJ에 해당하는 세계 에너

지 공급의 9~13%을 기여한다[1,2]. 바이오매스 에너지는 전통적인

사용(예를 들면, 요리와 난방을 위한 땔감)과 현대적인 사용(예를들

면, 전기와 증기 그리고 액체 바이오연료 생산) 둘 다 포함한다. 현

대적인 방법에서의 바이오매스 에너지의 사용은 나머지가 전통적인

사용되는 동안에 년 7 EJ으로 추정된다. 바이오매스 에너지는 재생

가능 자원에서 시작되며 공급원료는 지속적으로 생산할 수 있다[2].

볏짚은 전세계에서 가장 많은 농업폐기물이고 그 양은 매년 약

7~8억톤으로 추산되고 있다. 이 바이오매스의 대부분은 아시아에 있

고 전세계 생산량의 90%를 차지하고 있다. 따라서 볏짚은 아시아의

바이오연료 생산을 위한 우선 공급원료로서 잠재력이 있을 것으로

생각된다[2,3].

지구상에서 가장 풍부한 재생 가능한 자원인 목질계 바이오매스

는 오랫동안 연료와 화학물질을 생산하고 있다. 현재 세계에 공급되

는 대부분의 에탄올은 설탕과 옥수수로부터 생산되는 당분질계 혹은

전분질계 에탄올이다.그러나 기존 바이오 에탄올의 주된 원료가 되

어 온 제1세대 바이오매스와 그 대체 원료인 제2세대 바이오매스는
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각각 그들이 가지고 있는 문제점에 당면해 있다. 제1세대 바이오매

스는 식량 고갈문제로 인한 장기적인 관점에서의 원료수급의 불안정

으로 인한 원료비 상승과 원료확보의 문제점이 나타났으며 궁극적으

로 이들 바이오매스로부터 생산되는 에탄올로 전 세계가 필요로 하

는 에탄올 수요량을 충족시킬 수 없다는 것이다. 그리고 이러한 문

제점의 대안인 제2세대 바이오매스 중 목질계 바이오매스의 문제점

은 리그닌 제거 과정인 전처리 공정으로 인한 생산비용의 상승과 함

께, 낮은 생산성의 문제로 이어져 제1세대 바이오매스와 비교하였을

때 경제성이 낮아 여러 가지로 개선해야 할 부분이 존재한다. 목질

계 바이오매스는 자연적으로 효소당화에 적용하기 어려운 까닭에 전

처리는 효소당화를 하여 당을 얻기 위해서는 필수적인 과정이라고

할 수 있다[4-8]. 전처리는 목질계 기질의 생물학적 전환에 필수적인

요소이다. 묽은 황산에 의한 바이오매스의 처리는 널리 목질계 물질

의 전처리와 가수분해에 사용된다. 연속반응기에서 수행할 때 산처

리는 상대적으로 짧은 체류 시간을 요구한다. 따라서 반응기에서 산

분산 및 바이오매스로의 산 촉매의 침투는 전반적인 반응에 상당히

영향을 미칠 수 있다[9]. 묽은 황산 전처리는 부분적으로 헤미셀룰로

오스와 리그닌 사이의 보호막을 제거하고 섬유의 내부 표면적을 확

대시킨다. 또한, 셀룰로오스의 효소 소화가 좀 더 용이하게 만들고

결정성을 감소시킨다. 묽은 황산 전처리의 장점으로는 높은 반응속

도, 낮은 산 소비 그리고 상대적으로 낮은 황산 비용을 들 수 있다

[10]. 암모니아는 전처리 시약으로 바람직한 특성을 가지고 있는데

그것은 목질계 재료에 대해 효과적인 팽윤 시약이며 탄수화물과 리

그닌과의 반응에 높은 선택도를 가지고 있다. 또한 높은 휘발성으로

쉽게 회수하고 재사용할 수 있다. 목질계 바이오매스의 주요 성분인

리그닌과 그 부산물은 미생물에 독성물질로 작용하며 효소당화에 저

해물질로 작용한다. 바이오 에탄올 생산을 위한 미생물 활동과 효소

당화효율을 향상시키기 위해서는 리그닌의 함유량을 낮춰야 한다

[11]. 전처리 시약으로서 암모니아는 바이오매스의 팽윤 뿐만 아니라

효과적인 탈리그닌에 대해 많은 장점을 가지고 있다. 암모니아수를

사용하는 전처리 방법은 에탄올 생산을 위해 연구되었다. 낮은 온도

에서 암모니아수에 의한 침지는 당화 효율을 증가시키고 헤미셀룰로

오스 손실도 최소화할 수 있다[12-15].

이 연구는 에탄올 생산을 위한 전처리 방법 중에서 암모니아수에

의한 침지공정(SAA; Soaking in Aqueous Ammonia)을 이용하여 전

처리된 볏짚의 주요 당화변수인 온도조건, 기질농도 및 효소의 적용

효과를 확인하고자 하였다.

2. 실험방법

2-1. 재료

본 연구에서는 주요기질로 50~100 mesh의 크기로 분쇄된 볏짚을

사용하였다. 이 기질은 38.4%의 글루칸(Glucan), 17.9%의 자일란

(Xylan) 그리고 12.4%의 클라슨리그닌(Klason lignin)으로 구성되어

있다. 볏짚은 한국 에너지 기술연구소(KIER; Korea Institute of Energy

Research)로부터 공급받았다. 실험에서는 기질의 비교군으로 알파셀

룰로오스를 사용하였다. 이것은 시그마-알드리치(Sigma-Aldrich

Co.)로부터 구입하였다. 효소당화를 위하여 Celluclast 1.5L(Cellulase,

Novo Co., Denmark)과 Novozyme-188(β-glucosidase, Novo Co.,

Denmark)를 사용하였다. 이 효소들은 한국 에너지 기술연구소(KIER;

Korea Institute of Energy Research)로부터 공급받았다.

2-2. 전처리

볏짚은 16%(v/v) 암모니아수에 의한 침지공정(SAA; Soaking in

Aqueous Ammonia)으로 전처리하였다. 실험은 기질과 용액을 1:10

의 비율로 혼합하여 24시간 동안 진탕배양기에서 반응시켰다. 그때

의 반응 온도는 60 oC로 설정하였다.전처리가 끝난 후에 깨끗한 물

로 세척 후에 45 oC의 오븐에서 건조하여 잔류 수분을 제거하였다

[12,13,15].

2-3. 효소당화

전처리된 볏짚의 당화는 삼각플라스크에서 진행하였다. 당화는 전

처리된 기질을 삼각플라스크에 넣고 sodium citrate buffer solution

(0.5M, pH 4.8)와 혼합한 후에 180 rpm의 진탕 배양기에서 진행하

였다. 당화 조건은 온도가 30~50 oC, 기질 농도가 3~15 %(w/v)이었

다. 효소는 Celluclast 1.5 L(10~65 FPU/ml)과 Novozyme-188(1~32

CbU/ml)을 사용하였다.

2-4. 분석방법

2-4-1. 당과 리그닌 성분 분석

당성분들은 미국 신재생 에너지 연구소(NREL)에서 제시한 NREL

procedures LAP-002에 제시된 방법으로 성분을 분석하였다. 샘플을

황산(72%)에 넣고 30 oC에서 2시간 동안 1차 산 가수분해를 시킨 뒤

에 희석한 후 1시간 동안 121 oC에서 2차 가수분해를 하였다. 가수

분해된 액체를 HPLC(Waters, USA)를 이용하여 각 성분에 대한 정

량분석을 수행하였다. 리그닌 성분은 NREL procedures LAP-003에

서의 방법으로 분석하였다. 샘플은 황산(72%)에 넣고 20 oC에서 2시

간동안 반응시킨 뒤에 황산(3%)에서 4시간 동안 끓였다. 그 이후에

용해되지 않은 잔여물을 측정하여 리그닌 성분을 계산하였다[16].

2-4-2. HPLC 분석

시료의 성분분석과 당화액 그리고 발효액의 분석은 HPLC(Waters,

USA)를 사용하였다. 성분분석에 사용된 Column은 Biorad사의 Aminex

HPX-87P column이고 당화액 및 발효액의 분석은 같은 회사 제품인

Aminex HPX-87H으로 하였다. 검출에 사용된 Detector는 Waters

410 RI detector(Waters, USA)를 사용하였다. 이동상은 5 mM의 H
2
SO

4

를 사용하였고 유속을 0.6 ml/min으로 운전하였다. 각 column과

detector의 온도는 HPX-87H는 60 oC, HPX-87P는 85 oC 그리고 RI

detector는 50 oC이었다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 볏짚의 전처리

암모니아수에 의한 침지공정으로 볏짚의 전처리를 수행하였다. 볏

짚과 암모니아수를 1:10의 비율로 Fig. 1과 같이 바이알에 넣고 밀봉

하여 60 oC에서 24시간 동안 반응시켰다. 전처리 후의 볏짚은 깨끗

한 물로 수 차례 세척 후에 45 oC의 오븐에서 건조시켰다. 전처리된

볏짚은 NREL 분석법으로 성분을 분석하였다.전처리 전후 볏짚의 성

분은 Fig. 2에서 나타내었다. 전처리 볏짚을 구성하는 3성분인 셀룰

로오스, 헤미셀룰로오스 그리고 리그닌 성분의 변화를 보면 셀룰로

오스와 헤미셀룰로오스는거의 손실이 일어나지 않았다. 그러나 리그

닌 성분의 경우에는 66%가 감소된 것을 보이고 있다. 이것은 효소

당화에서도 영향이 있을 것으로 예상된다. 다만 에탄올로 전환이 가

능한 셀룰로오스 성분은 거의 손실이 없이 보존되는 것으로 보이고
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또한 헤미셀룰로오스 성분도 크게 손실되지 않아서 충분한 활용가능

성이 있을 것으로 예상된다.

3-2. 알파셀룰로오스의 효소당화

글루코스 전환율은 바이오매스의 기질농도에 따라서 변화한다.

기질농도와 효소량과의 상관관계를 알아보기 위하여 알파셀룰로오

스를 기질로 한 실험을 진행하였다. 알파셀룰로오스를 삼각플라스크

에 넣고 sodium citrate buffer solution(0.5M, pH 4.8)에 3~15%(w/v)의

농도로 효소당화를 하였다. 효소는 cellulase를 65 FPU/ml로 고정

시키고 β-glucosidase를 1~32 CbU/ml의 농도를 사용하였다. 당화

는 50 oC에서 72시간 동안 진탕 배양기에서 180 rpm의 속도로 진

행하였다. 

Fig. 3에 따르면 글루코스 전환율은 기질의 농도가 낮을수록 높게

나타났다. 플라스크 상의 당화실험이기 때문에 기질의 농도가 높은

경우에는 효소와 기질의 균일한 혼합이 이루어지지 않아서 낮은 전

환율을 보였다. 3%(w/v)와 5%(w/v)의 경우에는 기질의 농도에 크게

영향을 받는 것처럼 보이지 않는다. 그러나 7%(w/v)를 넘어서면 효

소가 기질과 효율적으로 반응하지 못한다고 볼 수 있다. 기질농도

5%(w/v)의 글루코스 전환율을 β-glucosidase의 사용량별로 보면 32,

10 그리고 1 CbU/ml의 경우에 각각 83.2, 80.4 그리고 71.8%로 Fig.

4에서 나타났다.

3-3. 암모니아 침지(SAA) 전처리된 볏짚의 효소당화

암모니아 침지(SAA) 전처리된 볏짚의 당화를 통해 온도, 효소사

용량 그리고 기질농도 변화의 조건 변화에 대한 효과를 확인하였다.

알파셀룰로오스 당화실험의 결과를 바탕으로 볏짚의 당화실험은 기

질농도 5%(w/v)로 고정하고 진행하였다. 또한 실험에 사용된 효소

량은 β-glucosidase를 32 CbU/ml로 고정시키고 cellulase의 양을

10~65 FPU/ml로 변화시켰다. 반응온도는 30~50 oC에서 진행하였다.

Fig. 5는 30, 40 그리고 50 oC에서의 암모니아 침지 전처리된 볏짚

의 효소 당화의 결과를 보인다. 실험에 의하면 72시간 동안 당화 후

에 각각 73.2%, 78.1% 그리고 83.8%의 글루코스 전환율을 보였다.

그리고 당화는 40~48시간 사이에 종료가 되었다. Fig. 6에서는 암모

니아 침지(SAA) 전처리된 볏짚의 효소당화에서 효소사용량의 효과

를 나타냈다. 72시간 기준으로 cellulase의 사용량이 55%를 줄였을

때에는 글루코스 전환율이 8% 감소되었고 85%를 줄였을 때는 24%

가 감소되었다.

Fig. 1. Soaking in Aqueous Ammonia system.

Fig. 2. Major compositions of untreated and SAA-treated rice straws.

Fig. 3. Effect of enzyme loading on the enzymatic hydrolysis of α-

cellulose at 72 hr. Substrate concentration 3~15%(w/v), pH

4.8, temperature 50 oC (a) 65FPU/ml + 32CbU/ml (b) 65FPU/ml

+ 10CbU/ml (c) 65FPU/ml + 1CbU/ml.

Fig. 4. Effect of enzyme loading on the enzymatic hydrolysis of α-

cellulose at substrate concentration 5% (w/v). pH 4.8, tem-

perature 50 oC.
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3-4. 암모니아 침지(SAA) 전처리된 볏짚의 동시당화발효(SSF)

암모니아수 침지공정에 의한 전처리 볏짚의 에탄올 생산을 위한

가능성을 알아보기 위해 동시당화발효를 진행하였다. 동시당화발효는

sodium citrate buffer solution(0.5 M, pH 4.8)에서 기질농도 5%(w/v)

로 삼각플라스크에서 수행하였다. 발효는 30, 40 그리고 50 oC의 온

도에서 72시간 동안 하여 비교하였다. Fig. 7-9에서는 각 온도별로

글루코스 전환율과 에탄올 생산 수율을 나타내었다. 50 g/L의 전처

리 볏짚을 동시당화발효를 수행하였을 때 30 그리고 40 oC의 온도에

서 각각 8.5 g/L, 8.9 g/L의 에탄올이 생산되었다. 발효가 48시간이

진행되었을 때 에탄올의 농도가 최대가 되는 것을 확인할 수 있다.

그러나 50 oC의 온도에서는 에탄올이 생산되지 않았고 글루코스 전

환율만 높아지는 것을 확인하였으며, 이는 발효균주의 활동성이 떨

어짐에 기인한 것으로 판단된다.

4. 결 론

본 연구에서는 바이오 에탄올 생산을 위해 암모니아수에 의한 침

지공정(SAA, Soaking in Aqueous Ammonia)에 의해 전처리된 볏짚

의 효소당화의 특성을 알아보았다.

알파셀룰로오스의 당화에서 글루코스 전환율은 농도에 반비례하

는 경향을 보이고 5와 7%(w/v) 사이에 큰 간격이 보인다. 5%(w/v)

Fig. 5. Effect of temperature on the enzymatic hydrolysis of SAA-

treated rice straw. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8,

enzyme loading 65 FPU/ml of glucan and 32CBU/ml of glucan.

Fig. 6. Effect of enzyme loading on the enzymatic hydrolysis of SAA-

treated rice straw. Substrate concentration 5% (w/v), pH

4.8, temperature 50 oC.

Fig. 7. Effect of temperature on the Simultaneous Saccharification

and Fermentation of SAA-treated rice straw. Temperature

30 oC, pH 4.8, Substrate concentration 5%(w/v).

Fig. 8. Effect of temperature on the Simultaneous Saccharification

and Fermentation of SAA-treated rice straw. Temperature

40 oC, pH 4.8, Substrate concentration 5%(w/v).

Fig. 9. Effect of temperature on the Simultaneous Saccharification and

Fermentation of SAA-treated rice straw. Temperature 50 oC,

pH 4.8, Substrate concentration 5%(w/v).
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의 농도에서 cellulase와 β-glucosidase의 사용량이 각각 65 FPU/ml

과 32 CbU/ml일 때 글루코스 전환율은 가장 높게 보인다. 암모니아

수 침지공정에 의한 전처리 볏짚의 글루코스 전환율은 50 oC에서 제

일 높게 나타났고 당화는 40~48시간 사이에 종료가 되었다. 전처리

볏짚의 농도가 5%(w/v)일 때 72시간 당화후의 글루코스 전환율은

83.8%로 나타났다. 전처리 볏짚은 일반적인 셀룰로오스 기질에 비해

짧은 시간에 당화가 가능함을 확인할 수 있었다.

전처리 볏짚의 동시당화발효에서 에탄올은 40 oC에서 가장 높게

나타났고 그때의 에탄올 생산수율은 48시간에서 33.1%이었다. 반면

에 50 oC에서는 발효균주가 활동하지 못하여 에탄올이 생산되지 않

은 것으로 보인다. 효소당화에서 글루코스 전환율이 높게 나온 50 oC

보다 낮은 온도에서도 발효의 가능성이 있다는 것을 알 수 있었다.
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