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요 약

본 연구에서는 해양 거대조류 중 홍조류에 속하는 꼬시레기(Gracilaria verrucosa)로부터 malonic acid를 사용하여

열수 전처리 조건(전처리 온도, 촉매 농도, 고액비, 전처리 시간)에 따른 전처리와 효소가수분해를 통한 바이오슈거(환

원당) 생산 가능성을 조사하였다. 300 mM malonic acid, 1:20 고액비 조건에서 130 oC에서 60분간 전처리를 수행하여

49.2%의 환원당 수율을 얻었다. 전처리 반응 후 이어진 효소 가수분해를 통하여 64.5%의 수율을 확보하였다.

Abstract − In this study, the effects of malonic acid-catalyzed pretreatment on the subsequent enzymatic hydrolysis of

red macro-algae Gracilaria verrucosa for production of biosugar  (total reducing sugar) were investigated. In the hydro-

thermal pretreatment condition of 300 mM malonic acid, 1:20 solid-to-liquid ratio at 130 oC for 60 min, a 49.2% bio-

sugar yield was achieved. Moreover, by subsequent enzymatic hydrolysis after pretreatment, maximum yield of 64.5%

was achieved. 

Key words: Gracilaria verrucosa, Malonic acid-catalyzed pretreatment, Subsequent enzymatic hydrolysis, Biosugar, Total

reducing sugar

1. 서 론

해양자원 중 하나인 해조류는 거대조류(macro-algae)와 미세조

류(micro-algae)로 구분한다[1-4]. 미세조류는 최근 바이오연료 및

건강식품의 원료로서 사용하기 위하여 많은 연구가 수행되어 일부

상용화가 이루어지고 있다[5,6]. 거대조류는 한국을 포함한 일부 나

라에서 그 자체로 식용으로 사용되고 있으며, agar, carrageenan,

alginate 등과 같은 거대조류 유래의 폴리머들이 식용 및 산업용으로

사용되고 있다[7-9]. 최근에는 거대조류 유래의 탄수화물을 이용하

여 바이오에탄올, 바이오부탄올과 같은 바이오연료 및 화학소재를

생산하는 연구가 수행되고 있다[1,8,10-12]. 거대조류는 일반적으

로 녹조류(green-algae), 홍조류(red-algae), 갈조류(brown-algae)로

분류하고 있으며[4,10,11,13], 거대조류의 종(species), 서식장소, 기후,

채취시기 등에 따라 탄수화물, 지질, 단백질, 미량원소 등의 구성성

분의 종류와 함량이 다르다[4,10,11,13].

본 연구에 사용한 꼬시레기(Gracilaria verrucosa)는 agarophyte

의 홍조류 (Rhodophyta) 중 하나로 한국을 포함한 여러 아시아 지

역에서 자생하고 양식되고 있다[8,9,12,14]. 꼬시레기는 우뭇가사리와

같이 식품과 agar 생산에 산업적으로 널리 이용되고 있다[8,9,12,14].

꼬시레기의 주요 저장 탄수화물은 agar로 D-galactose와 3,6-anhydro-

L-galactopyranose로 구성되어 있다. 최근 꼬시레기를 이용한 바이

오에탄올 생산 연구가 수행되고 있다[8,14]. 

목질계 자원과 더불어 거대조류 및 거대조류 유래의 고분자 탄수

화물로부터 발효 가능한 단당(바이오슈거)을 얻기 위해서는 적절한

전처리 방법을 통하여 효소 당화가 용이하도록 하여야 하고, 전처리

공정에 이은 적절한 효소 당화공정이 최적화되어야 한다[4,8,9,12,15].

이를 위한 전처리 방법에는 물리적, 화학적, 생물학적인 방법이 단

독 또는 복합적으로 이용되고 있다[4,8,9,12,15]. 기존의 거대조류의

전처리에는 주로 황산, 염산 등의 강산을 사용하여 고온 조건에서

직접 산 당화를 하거나 낮은 농도에서 전처리한 경우가 보고되었다

[1,7,8,10-12,14]. 강산을 사용하는 경우에는 당의 과분해가 일어나

생성물의 사용가능성의 제한 및 정제과정을 수반해야 하는 문제점

이 있다[7,8,12,14].

본 연구에 사용한 malonic acid (propanedioic acid; CH
2
(COOH)

2
;

†To whom correspondence should be addressed.
E-mail: gtjeong@pknu.ac.kr
This is an Open-Access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/3.0) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduc-
tion in any medium, provided the original work is properly cited.



Malonic acid를 이용한 전처리가 꼬시레기의 가수분해에 미치는 영향 543

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 56, No. 4, August, 2018

pK
a1

=2.83, pK
a2

=5.69)는 두 번째로 작은 aliphatic dicarboxylic acid이

다. Malonic acid는 물에 높은 용해도를 가지며, specialty polyesters

의 전구체, 그리고 barbiturates, coatings, biodegradable containers의

제조에 사용된다. 최근에는 재조합 yeast를 이용하여 당으로부터

malonic acid의 생산을 진행중에 있다[16]. Hu [17]등은 choline

chloride와 malonic acid 기반의 deep eutectic solvent (DES)를 이

용하여 기능성 pyrroles을 제조하는데 효율적이고 재사용가능한 촉

매시스템으로 적용하였다. 그러나, 아직 malonic acid를 촉매로 사

용하여 바이오매스를 전처리와 관련된 연구는 아직 보고되고 있지

않다. 강한 산성을 나타내는 산촉매 시스템을 사용할 경우에는 고

분자 탄수화물의 과분해가 일어나 생성 당의 수율 감소 및 부산물의

생성 증가 등의 문제점이 발생한다[7,8,12,14]. 본 연구에서는

malonic acid의 두 개의 카르복실기가 나타내는 pH 범위의 산성도를

이용하여 꼬시레기의 전처리에 적용하고자 하였다.

본 연구에서는 해양 거대조류 중 홍조류에 속하는 꼬시레기(G.

verrucosa)를 대상으로 malonic acid를 촉매로 사용한 열수 전처리

와 이어지는 효소 가수분해를 통하여 바이오슈거(환원당)의 생성에

미치는 전처리 조건의 영향을 조사하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 실험재료

실험에 사용한 꼬시레기(G. verrucosa)는 전남 완도에서 수확하여

건조한 것을 증류수로 3회 세척하여 염 등의 이물질을 제거한 후

동결건조하여 분쇄한 후, 체를 이용하여 200 um 이하의 분말만을

수집하여 실험에 사용하였다. Malonic acid (Alfa Aesar, England),

citric acid, sodium hydroxide (Junsei Chemical Co., Ltd., Japan)

등은 특급시약을 사용하였다. 실험에 사용한 효소는 상용효소인

Cellic CTec II (cellulase, β-glucosidase; Novozyme 사, 덴마크), Viscozyme

L (cellulase, amylase, xylanase 등; Novozyme 사, 덴마크), 그리고

Cellic HTec II (hemicellulase; Novozyme 사, 덴마크)를 사용하였다.

2-2. 바이오매스 전처리

Malonic acid를 이용한 꼬시레기 전처리를 위하여 다음과 같이

실시하였다. 100 mL 용기에 꼬시레기 분말 2 g과 일정 농도의 전

처리용 촉매로 malonic acid 용액을 설정한 고액비(solid-to-liquid

ratio)로 첨가하였다. 충분한 침지를 위하여 상온에서 30분간 교반

한 후 밀폐하여 autoclave (MaXterile 60, DAIHAN Scientific Co.,

Ltd., Korea)을 사용하여 설정한 온도로 가열하면서 전처리하였다.

전처리 시간은 autoclave의 온도가 설정온도에 도달한 시간을 0분

으로 하여 설정하였다. 전처리 후 생성물은 효소가수분해에 사용하

였다.

2-2-1. 전처리 온도의 영향

전처리에 미치는 전처리 온도의 영향을 조사하기 위하여 바이오

매스와 malonic acid 용액(200 mM)의 비를 1:10으로 설정하여

90~130 oC에서 60분 동안 autoclave를 사용하여 전처리한 후, 효소

가수분해를 수행하여 얻은 환원당의 양을 비교하였다. 

2-2-2. Malonic acid 농도의 영향

전처리에 미치는 malonic acid 농도의 영향을 조사하기 위하여

바이오매스와 malonic acid 용액의 비를 1:10으로 설정하여 malonic

acid의 농도를 100~400 mM의 범위에서 autoclave를 이용하여

130 oC에서 60분 동안 전처리한 후, 효소가수분해를 수행하여 얻은

환원당의 양을 비교하였다. 

2-2-3. 고액비의 영향

전처리에 미치는 고액비(solid-to-liquid ratio)의 영향을 조사하기

위하여 바이오매스와 malonic acid 용액의 비를 1:6에서 1:20의 범

위로 설정하여 autoclave를 사용하여 130 oC에서 60분 동안 전처리

한 후, 효소가수분해를 수행하여 얻은 환원당의 양을 비교하였다. 

2-2-4. 전처리 시간의 영향

전처리에 미치는 전처리 시간의 영향을 조사하기 위하여 바이오

매스와 malonic acid 용액(300 mM)의 비를 1:20으로 설정하여

autoclave를 이용하여 130 oC에서 0~120분 동안 전처리한 후, 효소

가수분해를 수행하여 얻은 환원당의 양을 비교하였다. 전처리 0분은

autoclave의 온도가 130 oC에 도달한 시간을 의미한다.

2-3. 효소 가수분해

해조류의 탄수화물 구조 및 구성은 목질계 자원보다 알려져 있지

않고 복잡하기 때문에 다양한 탄수화물 분해 효소를 사용하였다.

본 연구에서 가수분해에 사용한 혼합 효소는 김 등[4]의 연구에서

높은 수율을 나타낸 혼합 효소인 Viscozyme L과 Cellic CTec II, 그

리고 Cellic HTec II를 1:1:0.1의 비율로 혼합하여 사용하였다. 효소

가수분해는 전처리된 꼬시레기 용액을 sodium hydroxide 용액으로

pH를 5으로 조절한 후, 혼합효소액(Cellic CTec II: Viscozyme

L:Cellic HTec II = 1:1:0.1 (v/v/v); 바이오매스 기준 20%)을 첨가

하여 shaking incubator에서 50 oC에서 180 rpm으로 교반하면서

48시간 동안 효소반응을 수행하였다.

2-4. 분석방법

전처리 및 효소당화 후 생성된 환원당은 DNS법과 분광광도계

(Spekol 1300, Analytik Jena, Germany)를 이용하여 580 nm에서

측정하였다[18].

3. 결과 및 고찰

꼬시레기를 대상으로 malonic acid를 촉매로 사용한 열수 전처리

법이 효소 가수분해와 환원당 생성에 미치는 영향을 조사하였다.

열수 전처리 조건으로 전처리 온도, 촉매 농도, 고액비, 전처리 시

간에 대한 영향을 조사하였다.

3-1. 반응온도의 영향

전처리 온도의 영향을 조사하기 위하여 200 mM malonic acid를

사용하여 고액비를 1:10으로 설정하여 90~130 oC의 조건에서 60분

동안 전처리한 후, 48시간 동안 효소 가수분해하여 얻은 환원당 생

성 수율을 비교한 결과를 Fig. 1에 나타내었다. 전처리 후 환원당의

생산은 전처리 온도가 높아질수록 환원당의 생성 수율이 증가하는

경향을 나타내었다. 130 oC에서 가장 높은 36.6%의 수율을 나타내

었다. 또한 전처리 반응 후 효소가수분해에 의한 환원당 생성 수율은

전처리 결과와 유사하게 전처리 온도가 높아질수록 환원당의 생성
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수율이 증가하는 경향을 나타내었다. 130 oC에서 가장 높은 58.78%의

수율을 나타내었다. 그러나 전처리 후 순수하게 효소당화에 의해

증가된 수율은 100 oC의 조건에서 27.21%로 다른 전처리 온도 조

건에 비하여 최대 5% 정도 높게 나타났다. 이와 비교할 만한 결과로

Kwan 등[9]은 citric acid를 촉매로 사용한 전처리 및 효소당화 연

구에서 반응온도가 증가함에 따라 환원당 수율도 증가하여 130 oC,

60분의 조건에서 전처리에 의해 31.95%, 그리고 이어진 효소당화에

의해 45.04%의 결과를 보고하였다. 이러한 결과는 malonic acid를

촉매로 사용하여 높은 전처리 온도 조건에서 반응을 수행함으로써

꼬시레기를 구성하고 있는 탄수화물 고분자들의 결합이 전처리 과

정에서 상당부분 저분자화되었고, 이로 인한 효소와 기질의 표면적

이 증가한 결과라고 판단된다[13,15].

3-2. Malonic acid 농도의 영향

전처리에 미치는 촉매(malonic acid) 농도의 영향을 조사하기 위하여

고액비를 1:10으로 설정하고 malonic acid의 농도를 100~400 mM의

범위로 조절하여 130 oC의 조건에서 60분 동안 전처리한 후, 48시간

동안 효소 가수분해하여 얻은 환원당 생성 수율을 비교한 결과를

Fig. 2에 나타내었다. 전처리 후 환원당의 생성은 촉매 농도가 높아

질수록 환원당의 생성 수율이 증가하는 경향을 나타내었다. 300 mM에

서 가장 높은 40.3%의 수율을 나타내었다. 반면 증류수만을 사용한

경우에서는 1.03%의 낮은 수율을 나타내었다. 또한 전처리 반응 후

효소가수분해에 의한 환원당 생성 수율은 증류수만을 사용한 경우에

있어서 35.8%의 환원당 수율을 나타내었다. 반면에 100 mM의

malonic acid를 사용한 경우에서는 5.78%의 수율을 나타내었다.

150 mM에서 400 mM의 범위에서 효소가수분해에 의해 비슷한 환

원당 수율을 나타내었다. 촉매 농도에 따른 전처리된 바이오매스

용액에 대한 효소가수분해에 의해 증가된 환원당의 수율은 전처리에

사용한 malonic acid 농도에 따라 18.6~23.4%로 나타났다. 이와 비

교할만한 결과로는 Kwon 등[9]은 citric acid를 촉매로 사용한 열수

전처리(120 oC, 60분)에서 촉매 농도가 증가할수록 환원당 수율도

증가하다가 0.5 M citric acid 조건에서 42.7%의 수율을 보고하였다.

또한 Kim 등[4]은 창자파래(Enteromorpha intestinalis)를 대상으로

0.25 M의 citrate buffer에서 전처리와 효소 가수분해를 통하여 각

각 5.40%와 18.68%의 수율을 보고하였다.

3-3. 고액비의 영향

전처리에 미치는 고액비의 영향을 조사하기 위하여 고액비를 1:6

1:8, 1:10, 1:12.5, 1:15 그리고 1:20의 비율로 설정하고 300 mM의

malonic acid를 이용하여 130 oC의 조건에서 60분 동안 전처리한

후, 48시간 동안 효소 가수분해하여 얻은 환원당 생성 수율을 비교

한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 전처리 후 고액비에 따른 환원당의

생성 수율은 고액비가 증가할수록 42.6%에서 50.2%로 증가하는

경향을 나타내었다. 고액비 1:20에서 가장 높은 50.2%의 수율을 나

타내었다. 전처리 후 효소가수분해에 의한 환원당 생성 수율은 고

Fig. 1. Effect of pretreatment temperature on pretreatment and

subsequent enzymatic hydrolysis of G. verrucosa. Different large

and small letters indicate significant differences (P<0.05, Dun-

can’s test).

Fig. 2. Effect of malonic acid concentration on pretreatment and sub-

sequent enzymatic hydrolysis of G. verrucosa. Different large and

small letters indicate significant differences (P<0.05, Duncan’s

test).

Fig. 3. Effect of solid-to-liquid ratio on pretreatment and subse-

quent enzymatic hydrolysis of G. verrucosa. Different large

and small letters indicate significant differences (P<0.05,

Duncan’s test).
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액비가 증가할수록 60.8%에서 64.6%로 증가하는 경향을 나타내었다.

고액비에 따라 전처리된 바이오매스 용액에 대한 효소가수분해에

의해 증가된 환원당의 수율은 고액비가 증가함에 따라 18.2-14.4%로

감소하는 경향을 나타내었다. 이는 낮은 고액비 조건에서 malonic

acid를 촉매로 사용한 열수 전처리 과정에서 상대적으로 높은 고액

비 조건과 달리 촉매와 바이오매스 간의 접촉이 상대적으로 낮아

전처리에 의한 환원당 생성이 낮았고, 이후 전처리 과정에서 남은

고분자 물질들이 효소당화에서는 보다 많은 농도의 기질로 작용하여

효소에 의해 보다 높은 환원당 생성 수율이 나타난 것으로 판단된

다[9,19,20].

3-4. 전처리 시간의 영향

전처리에 미치는 전처리 시간의 영향을 조사하기 위하여 고액비를

1:20의 비율로 설정하고 300 mM의 malonic acid를 이용하여 130 oC

의 조건에서 0~120분 동안 전처리한 후, 48시간 동안 효소 가수분

해하여 얻은 환원당 생성 수율을 비교한 결과를 Fig. 4에 나타내었

다. 전처리 반응시간에 따른 환원당의 생성 수율은 반응시간에 따

라 37.7%에서 50.9% 까지 증가하는 경향을 나타내었다. 전처리 시

간 0분은 autoclave의 온도가 130 oC에 도달한 직후 전처리를 끝낸

경우로 37.7%의 수율을 나타내었다. 전처리 120분에서 가장 높은

50.9%의 수율을 나타내었지만, 45분 이후에서 48.5% 이상의 수율을

유지하였다. 전처리 후 효소가수분해에 의한 환원당 생성 수율 또

한 전처리 시간이 증가할수록 증가하는 경향을 나타내었으나, 60분

이후에 64.5% 정도의 수율을 유지하였다. Malonic acid를 촉매로

사용한 열수 전처리와 이어진 효소당화로 꼬시레기의 가수분해에

60분 정도의 전처리 시간이 적절하다고 판단된다. 

4. 결 론

본 연구에서는 꼬시레기(G. verrucosa)로부터 바이오슈거(환원당)

를 생산하기 위하여 malonic acid를 촉매로 사용한 열수 전처리 조

건의 영향과 전처리에 이은 효소가수분해를 통한 바이오슈거(환원당)

생산을 조사한 결과, 300 mM malonic acid, 1:20 고액비, 그리고

130 oC에서 60분간 전처리하여 49.2%의 환원당 수율을 얻었으며,

후속의 효소가수분해를 통하여 64.5%의 수율을 얻었다. 이상의 연

구 결과로부터 꼬시레기로부터 바이오리파이너리 공정에 원료로

사용될 수 있는 바이오슈거를 생산하는데 malonic acid와 열수 전

처리 공정의 적용가능성을 확인하였다.
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