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요 약

섬유소계 바이오매스의 주요 구성요소 간의 관계에 의한 물리적, 화학적 장벽은 셀룰로오스를 발효 가능한 당으로

전환시키는 효소당화를 방해한다. 전처리의 주 목적은 셀룰로오스의 효소당화율을 향상시키기 위하여 기질로의 효소

접근성을 높이는 것으로, 전처리 공정의 발전은 지속적으로 요구되고 있다. 본 연구에서는, 간단하고, 상대적으로 저비

용인 암모니아수에 의한 침지공정을 전처리방법로 채택하였다. 기질로는 국내 농업 잔류물 중 생산량이 높은 볏짚을

채택하였다. 암모니아수에 의한 침지 공정은 3, 12, 24 그리고 72시간 동안 수행되었다. 그리고 동시당화발효에 미치

는 전처리의 효과를 조사하기 위해, 효소당화와 동시당화발효를 30, 40 그리고 50 oC에서 수행하였다. 연구 결과에 따

르면, 볏짚이 암모니아수에 의한 침지 처리 되었을 때, 기존의 보편적인 동시당화발효와 비교하여 상대적으로 적은 효

소사용량과 낮은 온도(30 oC) 조건에서도 당화와 동시당화발효가 수행될 수 있음을 확인하였다. 그리고 암모니아수에

의한 침지 처리는 초기 당화속도를 증가시킴으로써 24시간 이내에 발효를 종료시켰다. 

Abstract − Physical and chemical barriers, caused by the close association of the main components of cellulosic bio-

mass, hinder the hydrolysis of cellulose to fermentable sugars. Since the main goal of pretreatment is to increase the

enzyme accessibility improving digestibility of cellulose, development of an effective pretreatment process has been

considered to be important. In this study, SAA (Soaking in Aqueous Ammonia) was chosen as pretreatment because this

is the simple and low-cost method. Rice straw of which the production is outstandingly high in domestic agriculture res-

idues in Korea was chosen as raw material. SSA pretreatment with various reaction time of 3 h to 72 h was tested. The

enzymatic hydrolysis and SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation) were performed at three different tem-

perature (30, 40 and 50 oC) to investigate performance of SSF upon various pretreatment conditions. As a result, this

SAA treated-rice straw was found to have great potential for effective enzymatic hydrolysis and SSF with lower enzyme

dosage at lower temperature (30 oC) than its conventional SSF. In SAA addition, SAA reduced fermentation time to 24 h

owing to increase the initial hydrolysis rate substantially. 
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1. 서 론

섬유소계 바이오 매스의 에탄올 생산은 다양한 상호의존적인 단

계를 포함하는 매우 복잡한 공정으로, 주요단계에는 원료의 전처리,

셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 효소당화, 당을 에탄올로 전환시키

는 발효, 잔여 리그닌 성분의 분리와 에탄올의 회수 및 정제 등이 있

다. 섬유소계 바이오매스에 있어 전처리는 목질섬유소를 발효 가능

한 단당류로 당화하는 공정단계의 효율을 높이기 위한 중요한 수단

임과 동시에 발전시켜야 할 기술적 문제점이다. 전처리의 목적은 효

소당화의 주요한 저해요소인 견고한 리그닌 구조를 부수고, 셀룰로

오스의 결정성 구조를 붕괴시켜 섬유소계 바이오 매스의 물리화학적

구조를 바꿔주어 당화가 수행되는 동안 셀룰로오스에 대한 효소의

접근성을 향상시키는 것에 있다. 전처리 공정은 섬유소계 바이오 매

스로부터의 바이오 에탄올 생산 공정에서 원료 자체의 비용 다음으

로 비싼 고비용의 공정으로 여겨지고 있지만 충분한 연구와 발전을
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통해 전체적인 에탄올 생산 공정의 비용(효소사용량, 혼합속도, 발효

독성물질, 생산물의 농도, 생산물의 정제 등)을 낮추고 효율성을 높

일 수 있는 커다란 잠재력을 갖고 있다[1-4]. 

전처리 시약으로써 암모니아는 바이오매스를 팽윤시키고 효율적

으로 탈리그닌 시키며 휘발성이 커 쉽게 회수될 수 있는 등 많은 이

점을 가지고 있다. 암모니아수를 이용한 전처리는 에탄올 생산을 목

적으로 많은 연구가 이루어져왔다[5,6]. 묽힌산 전처리와 같은 다른

화학적 전처리와 비교하였을 때, 암모니아를 이용한 전처리의 효율

은 탈리그닌의 정도에 크게 의존한다[5,7]. 그 중 저온에서의 암모니

아수 침지 공정은 암모니아수와 헤미셀룰로오스 간의 상호작용을 최

소화시킴으로써 바이오매스 내의 헤미셀룰로오스를 유지시켜주는

공정으로, 이는 반응기형태가 상당히 간단한 공정이며 발효 수율을

증가시키기 위한 효과적인 전처리방법이다[5,8].

본 연구에서는 암모니아수에 의한 침지 공정으로 전처리된 볏짚을

이용해 당화 및 동시당화발효를 수행하여 SAA 전처리의 효과를 조

사하였다.

2. 실험방법

2-1. 재료

본 연구에서는 50~100 mesh의 크기로 분쇄된 볏짚을 주요 기질로

사용하였다. 사용된 볏짚의 주요 성분은 41.9%의 셀룰로오스

(Cellulose), 23.1%의 헤미셀룰로오스(Hemi-cellulose) 그리고 18%의

클라슨 리그닌(Klason lignin) 이다. 본 연구에서는 볏짚의 비교군으로

Whatman no.1(filter paper), 알파셀룰로오스(α-cellulose)와 20~100 µm의

마이크로크리스탈린(microcrystalline)을 사용하였다. 이것들은 각각

시그마-알드리치(Sigma-Aldrich Co.)와 대정(Daejung chemicals &

metals Co.)에서 구입하였다. 효소당화를 위하여 Celluclast 1.5L

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

Novo Co., Denmark)을 사용하였다. 에탄올을 생산하기 위한 발효 균

주로 계대배양 후 냉장 보관된 Saccharomyces cerevisiae(ATTC

4175)를 사용하였다.

2-2. 암모니아수에 의한 침지 공정(SAA; Soaking in Aqueous

Ammonia)

15%(v/v) 암모니아수에 의한 침지공정으로 볏짚을 전처리 하였다.

배치반응기 내에서 볏짚과 암모니아수 용액을 1:10의 고-액 비율로

혼합하였고, 이 반응기를 60 oC의 shaking incubator에 넣어 일정한

시간 동안 침지공정을 수행하였다. 침지공정이 끝난 후에 전처리된

볏짚을 깨끗한 물로 충분히 세척 한 후 45 oC의 오븐에서 건조하여

잔류 수분을 제거하였다[9].

2-3. 효소당화(Enzymatic Hydrolysis)

전처리된 볏짚의 효소당화는 삼각플라스크에서 수행되었다. 당화는

반응온도조건 30, 40 그리고 50 oC에서 수행되었고, 효소사용량은

Celluclast 1.5L 60 FPU/ml, Novozyme-188 406 CBU/ml와 Celluclast

1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml로 하였다. Buffer solution

으로는 sodium citrate buffer solution(0.5 M, pH 4.8)을 사용하였고,

기질과 buffer solution을 기질농도 5%(w/v)로 혼합하여 shaking

incubator에서 150 rpm으로 72시간 동안 효소당화를 수행하

였다.

2-4. 동시당화발효(SSF; Simultaneous Saccharification and

Fermentation)

전처리된 볏짚의 동시당화발효는 삼각플라스크에서 수행되었다.

동시당화발효는 반응온도조건 30, 40 그리고 50 oC에서 수행되었고,

효소사용량은 Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml

로 하였다. 에탄올을 생산하기 위한 발효 균주는 계대배양 후 냉장

보관된 Saccharomyces cerevisiae(ATTC 4175)를 사용하였다. 냉장

보관된 발효 균주는 YPD broth에서 37 oC, 38시간 동안 활성화되었

다. 기질과 sodium citrate buffer solution(0.5 M, pH 4.8)을 기질농도

5%(w/v)로 혼합한 후 활성화된 균주 10%(v/v)를 접종하여 shaking

incubator에서 150 rpm으로 72시간 동안 동시당화발효를 수행하였다.

2-5. 분석방법

2-5-1. 당과 리그닌 성분 분석

미국 신재생 에너지 연구소(NREL; National Renewable Energy

Laboratory)에서 제시한 분석방법인 NREL procedures LAP-002에

따라 당 성분을 분석하였다. 분석할 샘플을 0.3000(±0.0002) g으로

무게를 잰 후 72%(v/v)의 황산 3 ml와 충분히 혼합한 후, 30 oC에서

2시간 동안 1차 산 가수분해를 시킨다. 2시간 후 증류수 84 ml에 희

석시켜 121 oC에서 2차 가수분해를 시킨다. 가수분해 된 액체를 냉

각한 후 HPLC(Waters, USA)로 정량분석을 수행하였다. 

리그닌 성분은 NREL procedures LAP-003에 따라 분석하였다. 분

석할 샘플을 1.0000(±0.0005) g으로 무게를 잰 후 72%(v/v)의 황산

15 ml와 충분히 혼합한 후 20 oC에서 2시간 동안 반응시킨다. 2시간

후 증류수를 이용해 3%(v/v)의 황산이 되게 희석시키고 4시간 동안

가열을 한다. 상온으로 식힌 뒤 도가니에 넣어 575±25 oC의 전기화

로에서 발화시킨 후 잔여물의 무게를 측정하여 리그닌 성분을 계산

하였다.

2-5-2. HPLC 분석

기질의 성분분석과 당화액 그리고 발효액의 분석에는 HPLC

(Waters, USA)를 사용하였다. 분석에 사용된 column은 Biorad사의

Aminex HPX-87H column이었다. 검출에 사용된 detector는 Waters

410 RI detector(Waters, USA)이었다. 이동상으로는 0.005 M의 황산을

사용하였고 유속은 0.6 ml/min으로 운전되었다. Column의 온도는

60 oC이었고, detector의 온도는 50 oC이었다. 

3. 결과 및 고찰

3-1. 볏짚의 전처리

암모니아수에 의한 침지 공정으로 3, 12, 24 그리고 72시간 동안

전처리된 볏짚 성분변화를 초기 볏짚과 비교하여 Fig. 1에서 나타내

었다. 목질계 바이오매스를 구성하는 주요한 성분인 셀룰로오스, 헤

미셀룰로오스 그리고 리그닌의 성분변화를 보면 3시간 동안 전처리

된 볏짚의 경우, 초기 볏짚과 비교하여 셀룰로오스는 12.9%, 헤미셀

룰로오스는 12.1% 그리고 리그닌은 59.4%의 손실이 일어났다. 12

시간 동안 전처리된 볏짚의 경우에는 각각 17.7%, 22.1% 그리고

72.2%의 손실이 있었고, 24 시간 동안 전처리된 볏짚의 경우에는 각

각 18.4%, 27.7% 그리고 73.3%의 손실이 있었다. 또한 72시간 동안

전처리된 볏짚의 경우에는 각각 22.1%, 37.0% 그리고 76.1%의 손

실이 있었다. 이를 Table 1에 나타내었다. 이러한 결과에 따르면 암
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모니아수에 의한 침지 공정을 적용할 경우 반응시간이 증가할수록

바이오매스의 주요 구성성분의 제거율은 향상되는 것을 확인할 수

있었다. 그러나 리그닌의 제거율에 비해 셀룰로오스 및 헤미셀룰로

오스의 손실은 낮았다. 결과적으로 암모니아수에 의한 침지 공정은

낮은 에너지 비용으로도 효율적으로 리그닌을 제거할 수 있는 방법

으로 판단되었다[10].

3-2. 효소당화

3-2-1. 효소사용량의 결정

효소당화에 사용할 효소사용량을 결정하기 위해 볏짚, 암모니아수에

의한 침지공정으로 전처리된 볏짚 그리고 비교군(Whatman no.1, α-

cellulose and microcrystalline)을 각각 Celluclast 1.5L 60 FPU/ml,

Novozyme-188 406 CBU/ml와 20 FPU/ml, 135 CBU/ml의 효소사

용량으로 72시간 동안 온도조건 50 oC에서 당화하였다. 효소당화 후

Celluclast 1.5L 60 FPU/ml, Novozyme-188 406 CBU/ml를 사용했

을 때와 효소사용량을 66% 감소시켜 Celluclast 1.5L 20 FPU/ml와

Novozyme-188 135 CBU/ml를 사용했을 경우의 최종 글루코오스 전

환율(%; 초기 바이오매스의 셀룰로오스 기준)을 비교한 결과를 Fig.

2에 나타내었다. 효소사용량 변화에 따른 글루코오스 전환율을 비교

해보면, 전처리 되지 않은 볏짚은 43.67%, Whatman no.1은 40.19%

그리고 α-cellulose는 51.08%의 당화율의 감소를 보였지만 12시간

동안 전처리된 볏짚은 8.42%, 24시간 동안 전처리된 볏짚은 15.95%

의 감소를 보였다. 이러한 SAA 공정을 통하여 전처리된 볏짚의 효

소당화 결과를 효소사용량 대비 글루코오스로 전환되는 당화율을 비

교하였을 때, 고가인 효소들의 낮은 사용량(Celluclast 1.5L 20 FPU/m,

Novozyme-188 135 CBU/ml) 으로도 당화 및 발효에 충분히 적용 가

능하다고 판단되었다. 

3-2-2. 볏짚의 효소당화

볏짚, 암모니아수에 의한 침지공정으로 전처리된 볏짚 그리고 비

교군(Whatman no.1, α-cellulose and microcrystalline)의 효소당화를

통해 글루코오스 전환율, 당화 온도조건과 당화 시간에 대한 전처리

효과를 파악하였다. 기질들을 Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-

188 135 CBU/ml로 72시간 동안 온도조건 30, 40 그리고 50 oC에서

당화를 수행하였다. 각 온도조건에서의 최종 글루코오스 전환율을

Fig. 3에 나타냈다. 온도조건 50 oC에서 볏짚과 전처리된 볏짚의 최

종 글루코오스 전환율을 비교해보면 3, 12, 24 그리고 72시간 동안

SAA전처리 됨으로써 볏짚의 글루코오스 전환율이 각각 3.2, 3.4, 3.5

그리고 3.8 배 커짐을 보였다. 보편적인 효소당화 공정의 온도조건은

50 oC로 알려져 있으나, 암모니아수에 의한 침지 공정을 적용하여 전

Fig. 1. Changes of major components (%) after SSA pretreatment

for 3, 12, 24 and 72 h.

Table 1. Components loss (%) after SAA pretreatment for 3, 12, 24

and 72 h

Pretreated

RS 3h

Pretreated

RS 12h

Pretreated

RS 24h

Pretreated

RS 72h

Cellulose loss (%) 12.9 17.7 18.4 22.1

Hemi-cellulose loss (%) 12.1 22.1 27.7 37.0

Klason lignin loss (%) 59.4 72.2 73.3 76.1

Solid remain (%) 75.2 66.7 64.8 55.3

RS : rice straw

Fig. 2. Effect of enzyme dosage on the enzymatic hydrolysis of sub-

strates for 72 h. A is raw rice straw, B is pretreated rice straw

for 12 h, C is pretreated rice straw for 24 h, D is Whatman

no.1 (filter paper) and E is α-cellulose. Substrate concentra-

tion 5% (w/v), pH 4.8, temperature 50 oC.

Fig. 3. Effect of pretreatment and temperature on the enzymatic

hydrolysis of substrates for 72 h. A is raw rice straw, B, C, D

and E are pretreated rice straw each for 3 h, 12 h, 24 h and 72 h.

F is Whatman no.1, G is α-cellulose and H is microcrystal-

line. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8, enzyme dos-

age Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml. 

Table 2. Decrement (%) of final glucose conversion according to change

of temperature

Decrement (%)

50 oC→40 oC

Decrement (%)

40 oC→30 oC

Decrement (%)

50 oC→30 oC

Raw RS 7.8 16.6 23.1

Pretreated RS 3 h 1.2 11.3 12.4

Pretreated RS 12 h 3.5 8.5 11.7

Pretreated RS 24 h 0.4 7.9 8.3

Pretreated RS 72 h 2.1 6.5 8.5

Whatman no.1 17.4 33.8 45.3

α-cellullose 7.8 30.4 35.8

Microcrystalline 8.8 35.9 41.6
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처리된 볏짚의 경우에는 30, 40 및 50 oC의 온도조건에서 커다란 변

화가 없음을 확인하였다. 온도조건이 50 oC에서 40, 30 oC까지 떨어

질 경우, 전처리된 볏짚의 최종 글루코오스 전환율의 감소폭보다 비

교군의 감소폭이 더 컸다. 3시간 동안 전처리된 볏짚이 50 oC에서

30 oC로 떨어질 때 12.4%, 12시간 동안 전처리된 볏짚은 11.7%,

24시간 동안 전처리된 볏짚은 8.3%, 72시간 동안 전처리된 볏짚은

8.5%의 감소를 보인 반면, 비교군인 Whatman no.1은 45.3%, α-

cellulose는 35.8% 그리고 microcrystalline은 41.6%의 감소를 보였다.

이러한 결과는 발효공정에 적용되는 일반적인 온도조건인 37 oC [11]

와 병행할 수 있는 30~40 oC 범위에서 효소당화공정을 적용할 수 있는

가능성을 제시하였다. 또한 전처리된 볏짚의 최대량의 글루코오스를

생산할 수 있는 당화시간은 24~32시간 범위에서 완료될 수 있음을

Fig. 4에 나타내었다.

3-3. 동시당화발효

볏짚, 암모니아수에 의한 침지공정으로 전처리된 볏짚 그리고 비

교군(Whatman no.1, α-cellulose and microcrystalline)의 동시당화발

효를 통해 반응온도조건과 동시당화발효의 시간 및 에탄올 생산에

대한 전처리 효과를 비교하였다. 동시당화발효에 적용된 효소사용량은

Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml이었으며,

발효 균주로는 Saccharomyces cerevisiae를 사용하여 온도조건 30,

40 그리고 50 oC에서 72시간 동안 동시당화발효를 수행하였다. 적용

Fig. 4. Effect of pretreatment about reaction time on the enzymatic

hydrolysis of pretreated rice straw. The hydrolysis tempera-

ture is that A and D are 30 oC, B and E are 40 oC, C and F

are 50 oC. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8, enzyme

dosage Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml.

Fig. 5. Effect of temperature on the SSF of pretreated rice straw

for 3 h. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8.

Fig. 6. Effect of temperature on the SSF of pretreated rice straw

for 12 h. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8.

Fig. 7. Effect of temperature on the SSF of pretreated rice straw

for 24 h. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8.

Fig. 8. Effect of temperature on the SSF of pretreated rice straw

for 72 h. Substrate concentration 5% (w/v), pH 4.8.
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된 각 기질(3, 12, 24 그리고 72시간 동안 침지공정으로 전처리된 볏

짚) 별 동시당화발효를 30 oC와 40 oC에서 수행한 결과, 얻어지는 글

루코오스 전환율과 에탄올 수율(%; 최대 글루코오스 전환율 대비 이

론적 에탄올 생산수율)을 Fig. 5~8에 나타내었다. 각 온도조건에서

글루코오스 생산량의 변화를 확인해보면, 반응 초기부터 종료시점까

지 최소량으로 일정하게 유지되었다. 이러한 결과로 동시당화발효과

정에서 글루코오스가 생성되는 즉시 에탄올로 전환됨을 확인할 수

있었다. 이러한 결과를 반응온도조건에서 최대 에탄올 수율을 비교

하여 나타내었다(Fig. 9). 반응온도조건 40 oC에서, 볏짚과 3, 12, 24

그리고 72시간 동안 전처리된 볏짚의 최대 에탄올 수율을 비교해보면,

각각 1.4, 1.8, 1.7 그리고 2.0 배 증가함을 확인할 수 있었다. 또한 온

도조건이 40 oC에서 30 oC로 낮아질 경우, 비교군의 에탄올 수율은

크게 감소하였으나, 전처리된 볏짚의 경우에는 크게 변화하지 않음

을 확인하였다. 3시간 동안 전처리된 볏짚의 경우 반응온도조건이

40 oC에서 30 oC로 떨어질 때 11.5%, 24시간 동안 전처리된 볏짚의

경우 7.4%의 감소를 보인 반면, 비교군인 Whatman no.1은 49.8%,

α-cellulose는 38.2% 그리고 microcrystalline은 28.3%의 감소를 보였

다. 또한, 효소당화공정과 유사하게 암모니아수를 이용한 침지전처리된

볏짚의 동시당화발효는 반응이 24시간 이내에 종료됨을 알 수 있다.

결과적으로, 전처리된 볏짚으로 동시당화발효를 수행할 경우 기존의

반응온도 및 반응시간보다[12] 낮은 온도(30 oC) 및 짧은 반응시간(24

시간) 으로도 높은 에탄올 생산 수율을 확보할 수 있었다.

4. 결 론

본 연구에서는 볏짚에 암모니아수를 이용한 침지 공정(SAA; Soaking

in Aqueous Ammonia) 을 적용하여 전처리 효과를 알아보았다. 전처

리된 볏짚의 성분분석을 통해 SAA 전처리 시 선택적으로 바이오매

스의 리그닌을 제거함을 확인하였다. SAA 적용시간 별(3, 12, 24 그

리고 72시간) 전처리된 볏짚을 효소당화공정(Enzymatic Hydrolysis)에

적용할 경우 Celluclast 1.5L 20 FPU/ml, Novozyme-188 135 CBU/ml

의 효소사용량을 적용하여도 효율적인 글루코오스를 생산할 수 있었다.

또한 이러한 효소당화공정은 기존의 셀룰로오스 당화공정온도인

50 oC와 비교하였을 때 반응온도 30 oC 및 40 oC에서도 충분한 글루

코오스 전환율을 보였고, 반응은 24~32시간 내에 종료되었다. 전처리된

볏짚을 사용하여 동시당화발효공정(SFF; Simultaneous Saccharification

and Fermentation)에 적용하였을 경우, 볏짚의 전처리 시간이 증가할

수록 최대 에탄올 수율이 증가하였다. 30 oC와 40 oC의 최대 에탄올

수율을 보면, SSF에 적용된 반응온도 30 oC에서도 기존의 전통적인

반응온도 40 oC와 비교하여 큰 변화가 없음을 확인하였다. 결과적으

로 볏짚에 SAA 전처리를 적용함으로써 반응온도 30 oC와 40 oC에

서도 당화가 수행되었고, 보편화된 동시당화발효의 반응온도보다 낮

은 온도(30 oC)에서도 충분한 에탄올 생산이 가능함을 확인하였다.
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