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ABSTRACT

Pine (Pinus densiflora) and aspen (Populus euramericana) wood meals were treated with ozone at vari-
ous time schedule in acidic condition. The lignin contents and surface area of the ozone treated wood 
meals were determined and the enzymatic hydrolysis rate of ozonated wood meals was evaluated. 
The feasibility of enzymatic hydrolysis of the ozone treated wood meal was obviously influenced with 
the degree of delignification. After ozone treatment of wood meal for 10min, total pore volume were 
slightly increased in the surface of wood meal. When wood meals were treated with ozone longer than 
10min, few change in the pore volume was observed. However, the area of over 50Å of pore size is in-
creased with ozonation time. As a conclusion, the rate of enzymatic hydrolysis of wood is more effective 
with the pore size distribution than the total pore volume.
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1. 서 론

목재 중의 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스 등의 탄수화

물은 리그닌에 의해 둘러싸여 있거나 결합되어 있기 때

문에 다당류 효소와의 반응성을 높이기 위해서는 리그

닌을 제거하는 과정이 필요하다. 탈리그닌화 과정은 목

재의 다당류를 효소로 분리, 이용하는데 있어서 가장 중

요한 단계로 인식된다. 물리‧화학적으로 탈리그닌하는 
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방법과 목재 부후균을 이용한 미생물적 방법 등이 있다. 
구체적으로, Coughlan은 기계적인 방법만으로 목질 자

원을 파괴시켜 미생물 가수분해 또는 유기용매 처리를 

병행하는 탈리그닌 과정이 효율적이라고 보고하였

다.1) 수증기 폭쇄처리법은 섬유판 제조용으로 개발된 

masonite gun의 이용을 시초로 1975년 캐나다에서 목

재의 사료화를 위한 장치로 고안되면서 목재의 효소 당

화 및 사료화를 위한 전처리법으로 연구 되었다.2)

최근 발표된 목질계 바이오매스의 당화를 위한 전처

리 방법에 관한 총설에서는 목질 다당류의 효율적 당화

를 위한 전처리의 필요성과 그 방법들에 대하여 상세히 

소개하고 있다.2-5) 목질계 바이오매스의 전처리는 주

로 탈리그닌화, 헤미셀룰로오스 제거, 결정화도 감소 

및 미세공극의 증가 등을 목적을 하고 있으며, 효과적

인 전처리는 당화 수율을 향상시킬 수 있어야 하고, 탄
수화물의 분해 및 손실을 최소화하며, 당화 및 발효에 

영향을 주는 저해 물질과 같은 부산물의 형성을 억제하

는 등의 조건을 반드시 충족시켜야 하는 것으로 되어 

있다.
목재의 효소 당화를 위한 전처리 방법의 하나로 오

존처리법에 관해서도 연구되었다. 오존은 강력한 산화

제로서 펄프의 표백에 널리 사용되고 있으며 리그닌의 

분해 능력이 우수한 기체상의 화합물이다. Nadezhda 
등3)은 침엽수의 오존 탈리그닌은 목분의 함수율에 영

향을 많이 받는다고 보고하였고 Hayashi 등4)은 활엽수

의 경우는 오존처리에 의해 효소 당화가 촉진되지만 침

엽수는 그에 미치지 않는다고 보고하였다.
목질섬유소의 효소 당화인 경우 셀룰로오스는 

endo-β-glucanase, exo-β-glucanase와 셀로비오스

인 β-glucosidase가 서로 동시에 작용하여 glucose로 

분해되며 이때 당화효율에 영향을 미치는 주요 인자는 

기질의 특성에 대응하는 enzyme system의 적합성이

라고 보고되어 있다.6-9)

Fan10)은 셀룰로오스의 효소가수분해에 가장 크게 

영향을 미치는 요소는 셀룰로오스의 구조적 특징이며 

셀룰로오스의 팽윤정도, 결정화도, 리그닌과 같은 결

합물질의 양, 중합도, fiber의 표면적 등이 있다고 하였

다. 또한 Grethlein11)은 기질의 공극분포가 효소당화에 

미치는 영향에 대하여 보고하였다.
본 연구에서는 강력한 산화력을 가진 오존 처리에 

의해 목질세포벽중의 리그닌의 분해와 미세공극 변화

가 세포벽 다당류의 효소가수분해에 미치는 영향에 관

하여 조사하였다.

2. 재료 및 방법 

2. 1. 공시재료

소나무(Pinus densiflora)와 이태리포플러(Populus 
euramericana)의 목편을 Willy mill로 분쇄한 후 40-80 
mesh의 목분을 ethanol- benzene(2:1) 혼합 용제로 탈

지한 후 시료로 하였다. 

2. 2. 오존처리

40-60 mesh를 통과한 목분(전건 중량 대비 10 g)을 

삼구플라스크에 넣고 60% 초산 수용액 200 ml에 침지

한 후 교반을 하면서 0℃에서 300 ml/min의 속도로 오

존 발생기(Model No. 2000, Jelight Co., USA )로부터 

생성된 오존 가스(3.0% 오존/ 산소)를 주입하였다. 오
존 처리된 목분은 증류수로 충분히 세척하여 대기 중에 

건조 시킨 후 함수율을 측정하였다. 소나무(pine)와 이

태리포플러(aspen) 목분의 오존처리 시간은 모두 0, 
10, 30, 60, 120 min 이었다.

2. 3. 비표면적 및 기공도 분석

Surface Area & Pore Analyzer (BET, Model 
Quantachrome, Nova 2000)를 사용하여 비표면적 및 

기공도 분석하였다. BET의 측정범위는 비표면적이 

0.01∼2,000 m2/g 이상, 다공직경 범위는 3.5∼2,000 
Å/font이다.

2. 4. 탈리그닌율

Klason 리그닌과 UV 리그닌은 각각 TAPPI T236 
om-06, TAPPI T222 om-06에 의거하여 정량 분석을 

실시하였고 두 리그닌의 합을 총 리그닌 함량으로 계산

하였다.

2. 5. 효소 가수분해

전건중량 2 g에 해당하는 오존처리 시료를 삼각플

라스크에 넣고 0.05M phosphate buffer 38.8 ㎖와 효소

액 1.2 ㎖(Cellulast, Novo. Co)를 혼합한 용액 40 ㎖를 

첨가하였다. Shaking incubator에서 50℃, 48시간 가
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Ozonation time (min)
0 10 30 60 120

Rate (%) 18.3 30.1 42.4 68.5 84.2
SSA (㎡/g) 2.38 2.83 4.54 3.82 4.34
TPV (㎖/g) 33.46 59.74 71.44 70.89 72.13
APR (Å) 151.5 146.2 180.6 60.8 120.9

Rate : rate of enzymatic hydrolysis,      SSA : specific Surface Area,
TPV : total pore volume,                       APR : average pore radius

Table 2. Surface properties of ozonated aspen wood meals

Ozonation time (min)
0 10 30 60 120

Rate (%) 14.1 26.2 36.5 48.6 60.4
SSA (㎡/g) 2.05 2.45 3.55 4.54 3.96
TPV (㎖/g) 3.75 18.62 21.42 22.53 11.4
APR (Å) 132.5 120.0 160.8 95.8 133.6

Rate : rate of enzymatic hydrolysis,        SSA : specific Surface Area,   
TPV : total pore volume,                         APR : average pore radius

Table 1. Surface properties of ozonated pine wood meals

수분해반응 시킨 후 반응 잔사를 glass filter(1G4)로 여

과시켜 buffer와 증류수로 세정하였다. 효소 가수분해

율은 가수분해 후 잔사의 전건중량을 구하여, 가수분

해 전 시료의 전건중량에 대한 비율로 나타내었다.

2. 6. FE-SEM 측정

오존처리 목분 표면의 미세변화를 관찰하기 위하여 

목분 시료를 백금으로 코팅한 후 전계 방사형 주사전자

현미경(FE-SEM, S-4300, Hitachi, Japan)로 10,000배
율로 촬영하였다.

3. 결과 및 고찰 

3. 1. 비표면적과 기공도 

Bes 등2)은 오존처리에 의해 셀룰로오스 중의 수가

용성 물질의 함량이 증가함으로 효소 가수분해가 촉진

된다고 보고하였다. 또한, Burns 등14), Converse 등15) 
및 Sinistyn 등16)은 전처리에 의한 세포벽의 비표면적 

증가가 효소가수분해를 위하여 더욱 중요한 요소하고 

보고하였다.
리그닌의 제거가 섬유 내에 작은 공극들의 생성에 

상당한 영향을 미친다. 목재는 다공성 재료로써 다양

한 형상을 가진 공극을 가지고 있다. 특히 목재의 세포

벽 및 내강에 존재하는 공극의 크기는 약 10~수백 Å에 

이르고 있다고 알려져 있는데, 이 공극들은 여러 가지 

약품 및 효소의 침투 등 목재의 화학적 반응에 있어서 

대단히 중요한 요소가 되고 있다.17-18)

Table 1과 2에 오존처리에 따른 소나무와 이태리포

플러 목분의 비표면적 , 전공극량과 공극 분포 및 효소 

가수분해율의 변화를 측정한 결과를 나타내었다. 소나

무와 이태리포플러 목분 모두 오존 처리 시간에 따른 

비표면적의 변화는 거의 없었으나 오존 처리 10분 만

에 전공극량이 급속히 증가하고 그 이후에는 처리시간

에 그다지 변화가 없음을 알 수 있다. 전공극량의 증가

는 오존이 세포벽 중의 리그닌을 선택적으로 공격하여 

제거시키기 때문으로 볼 수 있다. 그러나 오존 처리 시

간에 따라 전공극량의 변화는 미미하지만 효소가수분

해율은 지속적으로 증가하고 있다. 이와 같은 결과는 

목재 세포벽의 전공극량이나 비표면적이 효소가수분

해율과 직선적인 관계를 갖는다고 보기 어렵다는 것을 

시시하고 있다. Fig. 1은 오존처리 소나무와 이태리포

플러 목분의 전공극량과 리그닌 함량 의 상관관계를 나

타낸 것이다. 오존처리 소나무의 잔존 리그닌 함량이 
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Fig. 1. Total micro pore volume and lignin
contents of ozonated pine and aspen
wood meals.

TPV : total pore volume, TLC : total lignin
contents

Fig. 2. Micro pore size distribution of ozonated 
pine wood meal.

Fig. 3. Micro pore size distribution of ozonated 
aspen wood meal.

이태리포플러의 것보다 더 높은 것을 알 수 있다. 이는 

조직적인 면에서 소나무가 이태리포플러에 비해 세포

벽 중으로 오존의 확산 침투가 어렵기 때문에 리그닌의 

제거가 상대적으로 어렵고 따라서 탈리그닌에 의해 생

성되는 공극의 양도 적은 것으로 추정 할 수 있다. 그러

나 탈리그닌율이 효소가수분해율과 비례적인 관계를 

보이는 것은 효소 가수분해는 전공극량보다는 세포벽

중의 리그닌의 함량에 더욱 의존하는 것으로 생각할 수 

있다.
Fig. 2와 3은 오존처리 시간에 따른 소나무와 이태리

포플러 목분의 pore size별 volume을 측정한 것이다. 
오존 처리한 소나무와 이태리포플러 목분의 경우 아주 

미세한 20Å 이하의 공극은 오존 처리 시간에 따라 비

례적으로 증가하고 있으며 20-50Å의 공극은 소나무

와 이태리포플러 목분 모두 오존 처리 시간에 따라 큰 

변화를 보이지 않았다. 하지만 특이하게도 오존 처리 

시간이 길어짐에 따라 오존 처리 전에는 무시되었던 50
Å이상의 상대적으로 큰 공극들이 처리시간이 경과함

에 따라 증가되는 것을 알 수 있었다. 이로서 오존처리 

후 처음 10분 동안 오존의 공격을 받기 쉬운 위치에 분

포하는 세포벽 사이의 리그닌이 분해·제거되어 그 제

거된 공극만큼의 volume이 증가되고 그 이후에는 세

포벽 중에 잔존하는 리그닌이나 lumen에 존재하는 소

량의 리그닌이 제거되기 때문에 전체적으로 전공극률

은 큰 차이를 보이지 않는 것으로 생각된다. 이러한 결

과로부터 목재 세포벽내의 리그닌 오존 분해에 있어서

도 불균질성이 존재하는 것으로 추정할 수 있다.
셀룰로오스의 분해에 관련된 효소 단백질을 구형으

로 볼 때 평균 직경이 50Å 전·후라고 한다. 이는 목재 

세포벽의 미세공극이 50Å 이상은 되어야 셀룰로오스 

분해효소가 용이하게 공격할 수 있다는 것을 의미한

다.13,17) 소나무와 이태리포플러 목분 모두 오존 처리를 

함에 따라 기존에는 거의 존재하지 않던 50Å 이상의 

공극이 상당히 많이 생성됨으로서 효소의 침투가 용이

해지고 잔존 리그닌의 감소와 미세공극의 증가에 따라 

효소 가수분해율이 증가하는 것으로 추정 할 수 있다.
또한, 이상의 결과는 50Å 이상의 비표면적이 증가

함에 따라 효소가수분해율도 비례하여 증가한다는 

Hans 등12) 의 연구와 일치하고 있다. 짧은 오존 처리로 

50Å 이상의 공극이 급속히 증가하고 이후 서서히 20
Å 이하의 공극이 계속 증가하고 잔존리그닌이 감소함

에 따라 목분의 친수성이 증가하여 효소가수분해가 촉

진됨으로 오존 처리는 목재 당화를 위한 우수한 전처리

법이 될 수 있을 것으로 판단된다.
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Fig. 5. SEM of ozonated pine wood meal(×10,000).
A : wood meal of O3 10 min,   B : wood meal of O3 30 min,   C : wood meal of O3 120 min

Fig. 4. The rate of enzymatic hydrolysis of 
ozonated wood meals of pine and aspen.

Fig. 6. SEM of ozonated aspen wood meal(×10,000).
D : wood meal of O3 0 min,   E : wood meal of O3 10 min,   F : wood meal of O3 60 min

3. 2. 효소 가수분해율

셀룰로오스는 불균질한 다공성 물질이므로, 가수분

해율은 cellulase 복합체의 접근이 용이한 glycoside 결
합수에 따라 달라진다. 일반적으로 오존 처리함으로써 

cellulase 반응이 용이한 부분이 증가된다. 효소 접근 

가능성을 측정하는 직접적인 방법은 고체 기질에 대해 

cellulase 흡착을 측정하는 것이다. 셀룰로오스의 단백

질 흡착 능력은 오존 처리 후 6배 정도 증가한다고 보고

되었다.11)

Fig. 4는 소나무와 이태리포플러의 오존 처리에 의

한 효소 가수분해율을 나타낸 것이다. 전반적으로 소

나무의 가수분해율이 이태리포플러의 가수분해율보

다 낮게 나타났다. 이는 소나무가 리그닌 함량이 높으

므로 섬유 팽창률이 적고 이에 따라 효소가 흡착할 수 

있는 면적이 작기 때문으로 생각된다. 즉, 침엽수의 가

수분해율이 낮은 것은 적은 공극 부피, 낮은 흡착력, 낮
은 섬유 포화점 때문인 것으로 추정할 수 있다.

이미 보고된 연구 결과와 같이 오존처리에 의해 리

그닌이 분해·제거되고 미세공극이 커짐으로써 오존처

리 시간에 비례하여 효소 가수분해율이 증가하였

다.17-19)

3. 3. 오존처리 목분의 표면 관찰

Fig. 5와 6은 오존처리 소나무와 이태리포플러 목분

의 표면을 주사전자현미경을 이용하여 관찰한 사진이

다. 10,000배율로 관찰한 결과 오존 처리 시간이 경과

함에 따라 소나무와 이태리포플러의 표면에 요철이 발
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생한 것을 볼 수 있었다. 특히, 소나무 목분의 경우에 더

욱 현저하게 나타났는데 이것은 소나무가 이태리포플

러보다 리그닌 함량이 많고 이에 따라 표면에 분포하는 

리그닌의 함량이 상대적으로 많기 때문에 더 많은 요철

이 생긴 것으로 보인다. 

4. 결 론 

본 연구에서는 오존 처리에 의하여 리그닌을 제거함

에 따라 소나무 및 이태리포플러 목분의 미세구조와 효

수가수분해율의 변화를 비교·분석하였다. 연구 결과

를 요약하면 다음과 같다.
1. 목분의 효소 가수분해율은 오존 처리 시간이 길어

짐에 따라 증가하였다.
2. 짧은 오존 처리로 50Å 이상의 유효 공극이 증가

하고 서서히 미세한 공극이 증가하였다.
3. 소나무는 이태리포플러에 비하여 잔존리그닌의 

함량이 높고 생성되는 공극의 전체량도 낮기 때문에 효

소가수분해율도 낮게 나타났다.
4. 오존 처리에 의해 목재 세포벽의 표면에 요철이 

발생하였으며 소나무의 경우 이러한 현상이 더욱 뚜렷

하게 나타났다.
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