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해조류는 잠재력이 있는 풍부한 발효기질이다. 해조류의 효소가수분해를 상업용 셀룰라아제 및 비스코자임과 함께 

알칼리 과산화수소 전처리에 의해서 검토하였다. 본 연구에서 사용된 해조류는 구멍갈파래이며, 전처리 평가는 효소 

가수분해 후 얻어진 글루코오스의 수율로 나타내었다. 알칼리 과산화수소는 과산화수소 1 wt%에 수산화나트륨을 1∼

1.75 wt% 범위로 혼합하였다. 60 ℃에서 3 h 동안 전처리한 결과 5 wt% 과산화수소를 사용했을 때에 가장 높은 글루코

오스 전환율을 보였다. 알칼리 과산화수소로 전처리한 후 필요한 효소의 양은 전처리하지 않은 구멍갈파래에 비하여 

상당히 절감되었으며, 아울러 효소 가수분해동안 얻어진 글루코오스의 양은 증가되었다.

Algae is an abundant and potential fermentation substrate. The enzymatic hydrolysis of algae was investigated by pre-treating 

an alkaline hydrogen peroxide with commercial cellulase and viscozyme. Algae used in this study was the Ulva pertusa. The 

evaluated response was the yield of released glucose after the enzymatic hydrolysis. Alkaline hydrogen peroxide containing 

mixtures of 1 wt% hydrogen peroxide and 1∼1.75 wt% sodium hydroxide was also used. The results show that the highest 

glucose conversion was obtained for Ulva pertusa using 5 wt% hydrogen peroxide at 60 ℃ for 3 h. The required amount 

of enzymes after the pre-treatment with alkaline hydrogen peroxide were reduced by far compared to that of untreated Ulva 

pertusa. Also, the amount of glucose that is released during the enzymatic hydrolysis was increased.
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1. 서    론
1)

석유자원의 고갈과 환경적인 측면에서 바이오매스(biomass)를 원료로 

하는 정밀화학 제품의 개발 필요성이 점점 증가하고 있다. 최근에는 

기존 석유화학 산업으로부터 지속적 녹색성장이 가능한 신 재생에너

지로의 전환이 이루어지고 있고, 그린에너지 및 바이오산업의 비중이 

확대될 것으로 예상되며 온실가스 저감 및 석유자원 고갈에 따른 석

유산업 대체 바이오 산업공정의 개발은 전 세계가 앞 다투어 개발하

고 있다. 최근에는 사탕수수 즙, 옥수수 전분 등의 바이오매스로부터 

생성되는 당 화합물을 이용한 바이오에너지(bio-energy) 생산에 많은 

관심이 집중되고 있으나, 이러한 제 1세대 바이오매스 원료들은 식품 

및 가축사료와의 경쟁, 재배 면적의 포화 등 많은 문제에 봉착해 있는 

실정이다[1]. 이를 극복하기 위하여, 목본 및 초본류의 재생 가능한 리

그노셀룰로오스(lignocellulose) 바이오매스를 활용하는 연구가 활발히 

진행되고 있다[2]. 또한, 구조적으로 결정구조로 되어 있는 셀룰로오

스를 헤미셀룰로오스와 난분해성 물질인 리그닌이 둘러싸고 있기 때

문에 물리, 화학적 방법을 이용한 전처리(pretreatment) 공정이 매우 
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어려운 실정이다[3]. 바이오매스로부터 정밀화학 제품을 개발하기위

해서는 글루코오스와 같은 당 화합물을 고효율 및 고농도로 제조하는 

것이 무엇보다 중요하다[4]. 이를 극복하기 위한 대안으로 최근에는 

리그닌 함량이 낮고 조직이 치밀하지 않아 당화가 용이하며, 생산량

도 매우 방대하여 그 잠재력이 우수한 해조류를 이용하여 전처리 및 

당화하는 연구를 진행하고 있다[1]. 물리, 화학적 전처리 공정에서 화

학적 방법에 의한 전처리는 주로 알칼리 약품을 사용하는데, 알칼리

는 헤미셀룰로오스 및 다른 성분과 가교결합(crosslinking)을 하는 분

자간의 에스터(ester) 결합을 비누화(saponification)시키고[5], 특히 산

(acid)전처리보다 당(sugar)분해가 적어 목질계 바이오매스보다 농업

부산물에 더 효과적이다[6]. 또한, 알칼리에 과산화수소(H2O2)를 병행

하면 시너지 효과가 있고[7-9], 발효를 억제시키는 furfural과 HMF 

(5-hyroxymethylfurfural)와 같은 성분이 검출되지 않는다[10]. 물리, 

화학적 전처리 후 이루어지는 당화는 셀룰로오스 성분이 효소의 작용

에 의해 글루코오스로 전환되는 과정이며, 셀룰라아제(cellulase)가 셀룰

로오스의 반응표면에 흡착하여 셀룰로오스를 셀로바이오스(cellobiose)

로 바꾸는 과정과 이렇게 생성된 셀로바이오스가 β-글루코시다아제

(β-glucosidase)의 효소반응에 의해 글루코오스로 전환되는 과정으로 

이루어지며[11] 물리, 화학적 전처리 방법에 따라 상당히 큰 영향을 
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Figure 1. Effect of hydrolysis time on d-glucose yield with un-pretreated

raw material (50 ℃).

Figure 2. Effect of sodium hydroxide loading in alkaline peroxide 

pre-treatment stage (60 ℃, 3 h) on d-glucose yield of Ulva pertusa

after enzymatic hydrolysis (50 ℃, 10 h).

받는다[2,12,13]. 즉, 고효율, 고농도로 글루코오스 당화합물을 생산하

기 위해서는 물리, 화학적 전처리 방법을 최적화하는 것이 무엇보다 

중요하다. 본 논문에서는 해조류 바이오매스로 구멍갈파래(Ulva pertusa)

를 사용하여 알칼리 과산화수소 전처리 과정이 효소가수분해 특성에 

미치는 영향을 고찰하였다.  

2. 실    험

2.1. 실험재료 

본 연구에 사용된 해조류 원료는 전남완도에서 수집한 구멍갈파래

이며 윌리밀(Willy mill)로 분쇄하여 20∼80 mesh 크기로 균일화시켜 

시료로 사용하였다. 알칼리전처리 시 사용한 약품은 덕산화학(사)의 

sodium hydroxide (NaOH), OCI (사)의 hydrogen peroxide (H2O2), 삼

전화학(사)의 acetic acid (CH3COOH)를 사용하였고, 효소가수분해 시 

사용한 약품으로는 Acros 사의 sodium azide (NaN3), Sigma Aldrich의 

sodium citrate와 citric acid를 사용하였으며, 효소는 Celluclast 1.5 L 

(Novozyme 사), Viscozyme L (Novozyme 사)을 사용하였다.

2.2. 실험방법

2.2.1. 전처리

효소에 의한 구멍갈파래의 가수분해 효율을 증가시키기 위하여 화

학적으로 전처리를 실시하였다. 

원료에 고형분 대비 알칼리 과산화수소용액(전처리용액)을 5 wt% 

(과산화수소 농도 기준) 첨가한 후, 증류수로 고형분 농도 40 g/L으로 

조정하였다. 이어서 shaking apparatus (SI-600R)에서 온도 40∼70 ℃, 

150 rpm으로 3 h동안 처리하고, 여과 및 세척과 함께 농도 1%의 

acetic acid로 pH 6으로 조정한 다음 60 ℃에서 건조하였다. 

2.2.2. 효소 가수분해

전처리하여 건조한 원료를 구연산과 구연산나트륨으로 조제한 0.1 

M 완충용액(pH 4.8)을 사용하여 고형분 농도 20 g/L으로 만들어서 

1% NaN3 1.67 mL를 첨가하고 120 ℃에서 15 min 동안 멸균처리를 

하였다. 이어서 원료 g당 Celluclast 1.5 L을 15 Filter Paper Unit (FPU), 

Viscozyme L을 30 Cellobiose Unit (CBU) 투입하여 shaking apparatus

에서 50 ℃, 150 rpm으로 10 h 동안 효소가수분해를 실시하였다.  

2.2.3. 분석

원료의 화학적 조성분석은 한국식품연구원에 의뢰하여 식품공전

(2009) 상압가열건조법에 의한 수분분석, 식품공전(2009) 에테르추출

법에 의한 지방분석, Kjeldahl법에 의한 단백질분석, 식품공전(2009) 

회분시험법으로 회분분석을 하였고, 총량에서 이들 4가지 성분을 제

외한 성분을 탄수화물로 계산하였다.

효소 가수분해하여 얻은 글루코오스 함량 분석은 biochemisty analyzer 

(YSI 2537 buffer, YSI 2365 glucose membrane kit)를 이용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 원료의 화학적 조성 

원료에 대하여 화학적 조성 분석을 한 결과 탄수화물이 52.3%, 단

백질이 18.7%, 회분이 19.7%로 구성되어 있는 것으로 나타났다. 

3.2. 알칼리/과산화수소 전처리에 따른 효소 가수분해 효율

2.2.1항에서 언급한 전처리 방법처럼 전처리용액으로 1 wt% H2O2

에 NaOH의 혼합비율에 따라 전처리하고 2.2.2항처럼 효소가수분해를 

실시하여 혼합비율에 따른 효소 가수분해 효율을 살펴보았다.  

효소가수분해는 Figure 1처럼 전처리를 하지 않은 원료에 대한 효

소 가수분해 시의 결과에 의거 10 h 동안 실시한 후 글루코오스 생산

량을 비교 검토하였다.

그 결과 Figure 2처럼 1 wt% H2O2에 대하여 NaOH의 최적혼합 비

율은 1.0 wt%로 나타났다. 

일반적으로 H2O2에 의한 처리활성은 NaOH의 첨가에 의하여 발생

되는 peroxide anion (OOH
-
)에 기인한다. 따라서 처리하고자 하는 

biomass 원료에 따라 과산화수소에 NaOH의 최적 혼합비율이 변화할 

수 있는 것으로 생각된다[14]. 

이 결과에 따라 원료에 대하여 H2O2 : NaOH = 1 : 1 비율로 혼합한 

전처리용액의 투입량(과산화수소 농도 기준)을 1∼7 wt%범위에서 전

처리를 하고 효소 가수분해를 함으로써 전처리용액 투입량의 차이에 

따른 글루코오스의 발생량을 알아보았다. 그 결과 Figure 3처럼 5 wt% 

[alkaline peroxide (AP-5)]투입 했을 때가 35.1 (g/100 g dried matter)

로 가장 높았으며, 이 결과는 Figure 4와 같이 과산화수소를 혼합하지 

않고 NaOH 만으로 5 wt% 처리했을 경우[sodium hydroxide (SH-5)]보
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Figure 3. Effect of alkaline peroxide loading in pre-treatment stage (60 

℃, 3 h) on d-glucose yield after enzymatic hydrolysis (50 ℃, 10 h).

Figure 4. Comparison of glucose yield between alkaline peroxide and 

alkali pre-treatment (60 ℃, 3 h) after enzymatic hydrolysis (50 ℃, 10 h).

  

Figure 5. Scanning electron microscopy (5000×) showing the effect of 

pre-treatment conditions in Ulva pertusa. (1) Image of untreated Ulva 

pertusa, (2) Ulva pertusa pre-treated with mixed solution (H2O2 + 

NaOH), and (3) Ulva pertusa pre-treated with NaOH.

Figure 6. Effect of the temperature of alkaline peroxide pre-treatment 

(3 h) on d-glucose yield after enzymatic hydrolysis (50 ℃, 10 h).

Figure 7. Effects of enzyme addition on d-glucose of algae (Ulva 

pertusa) after alkaline peroxide pre-treatment (60 ℃, 3 h) and 

enzymatic hydrolysis (50 ℃, 10 h): Enzymes addition reduction 

according to alkaline peroxide pre-treatment ; Enzymes dosage per g 

dry matter. Loading 0.5 × = Celluclast 1.5 L 15 FPU, Viscozyme L 

30 CBU. Loadings 0.375×, 0.25×, 0.125× represent 0.75, 0.5, and 0.25 

times of loading 0.5×, respectively. 

다도 높은 글루코오스의 발생량을 보였다. Lee[15] 등에 의하면 구멍

갈파래를 1% 황산으로 123 ℃에서 1 h 동안 용매추출하고 셀룰라아

제로 50 ℃에서 72 h 동안 가수분해하여 16.56 (g/100 g dried matter)

의 글루코오스를 얻었다고 하였다.

Figures 3, 4와 같은 결과는 SEM (scanning electron microscopy) 사

진을 통하여 알 수가 있다. Figure 5에서 사진 (1)처럼 처리하지 않은 

원료의 세포벽의 구조는 치밀하고 매끄러운 결정상태의 모습이고, 

NaOH로 처리하면 사진 (3)처럼 일부 구조가 파괴된 상태이며, 알칼리 

과산화수소로 처리하면 사진 (2)처럼 pore가 생길 정도로 심하게 파괴

된 현상을 볼 수가 있다. 

이러한 현상은 NaOH가 결정상태인 셀룰로오스를 팽윤시키면서 표

면적이 늘어나는 무정형상태로 만들고, 또한 세포벽 구조로부터 저분

자량의 탄수화물이 제거되어 pore가 발생된 것으로 생각되며[10, 16], 

여기에 과산화수소를 사용하면서 그 효과는 보다 높아[7-9] 효소가수

분해 시 효소의 침투가 한층 더 쉽게 형성되어 글루코오스 발생량이 

보다 높은 것으로 생각된다.  

Figure 6은 원료에 대하여 H2O2 : NaOH = 1 : 1 비율로 혼합한 전

처리용액을 5wt% 투입하고 40∼70 ℃범위에서 처리온도 차이에 따른 

효소 가수분해 후의 글루코오스 발생량을 나타낸 결과이다. 온도 60, 

70 ℃에서 처리했을 때가 유사하게 가장 높은 글루코오스가 발생됨에 

따라 온도 60 ℃가 효소가수분해 적정온도로서 생각된다. 

지금까지 효소가수분해 단계에서 사용한 효소는 2.2.2항에서 언급

한 바와 같이 원료 g당 15 FPU cellulase와 30 CBU viscozyme의 복합

효소를 사용하였다. 
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다음은 전처리에 따른 효소의 절감효과를 평가하기 위하여 복합효소

의 첨가 비율에 따른 글루코오스 생산량을 비교 검토하였다. 그 결과 

Figure 7처럼 전처리를 하고 원료 g당 15 FPU (0.2 mL) cellulase와 

30 CBU (0.3 mL) viscozyme의 복합효소 0.5 mL를 사용하면[treated 

(T-0.5)] 전처리하지 않고 복합효소 0.5 mL 사용한 것[untreated (UT-0.5)]

보다 효소가수분해 효율이 65% 정도 상승되었다. 또한 전처리를 하면 

효소 사용량이 cellulase 0.05 mL, viscozyme 0.075 mL의 복합효소 

0.125 mL [treated (T-0.125)]사용으로 75% 정도 절감시켜도 전처리를 

하지 않고 복합효소 0.5 mL 사용한 것[untreated (UT-0.5)]에 비하여 

효소 가수분해 효율이 21.5% 상승되는 효과를 보였다. 

원료에 함유하고 있는 탄수화합물(52.3%)을 감안하면 T-0.5의 10 h

후 글루코오스 전환율은 65%정도이다.    

4. 결    론

구멍갈파래로부터 글루코오스를 얻기 위하여 알칼리 과산화수소로 

전처리를 하고 이에 따른 효소 가수분해 특성을 분석한 결과 다음과 

같은 결론을 얻었다.  

1) 구멍갈파래의 전처리는 알칼리로 처리하는 것보다 과산화수소와 

혼합하여 처리하는 것이 보다 효과적이며 혼합비율은 1 : 1 이 적합하

고, 이 혼합비율로 제조한 용액을 원료 g당 5wt%로 적용하면 효소 가

수분해에서 글루코오스의 생산량이 가장 높은 것으로 나타났다.

2) 알칼리 과산화수소로 전처리하면 처리하지 않은 경우에 비해서 

효소 가수분해 시 효소 사용량이 75% 절감되며 글루코오스 생산량도 

21.5% 상승되는 효과를 보였다. 

3) 알칼리 과산화수소로 구멍갈파래를 전처리하고 효소 가수분해를 

하면 글루코오스 전환율이 65%정도로 나타났다.
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