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요  약

  

  이 연구에서는 백합나무(Liriodendron tulipifera)를 옥살산으로 전처리한 시료로부터 에탄올 생산 가능성을 

조사하고, response surface methodology (RSM)를 도입하여 전처리 조건을 분석하고자 한다. 산농도, 전처리 

시간, 반응 온도를 조절하여 23 factorial central composite experimental design을 바탕으로 각기 다른 15가지

의 전처리 조건에서 시험하였다(central point에서 2반복). 전처리 후 고체 시료는 발효 균주인 Pichia stipitis

를 사용하여 동시당화발효로 에탄올 생산에 이용되었으며, 각각의 시료에서의 72시간에서의 에탄올 생산량(y, 

g/ℓ)이 최대값으로, 종속변수로써 RSM에 적용되었다. 180°C에서 40분간 0.013 g/g의 옥살산으로 처리한 시료

가 가장 많은 양의 에탄올(9.7 g/ℓ)을 생산하였으며, response surface methodology 분석에 따르면, 전처리 

조건에서 온도 인자가 ethanol에 가장 큰 영향을 미치는 것으로 제시되었으며, 결과는 수식화되어 나타내었다.
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ABSTRACT

  The main purpose of this study is to evaluate the potential of producing bioethanol from 

yellow poplar (Liriodendron tulipifera) wood chips by oxalic acid pretreatment and to examine 

the pretreatment conditions by response surface methodology (RSM). Based on 23 factorial design, 

adjusted variables were reaction temperature (°C), residence time (min), and acid loading (g/g), 

and a series of distinct 15 experimental conditions was organized with duplication at central point 

(total 16 performances). After pretreatment, simultaneous saccharification and fermentation (SSF) 

was subjected on solid fraction with yeast strain Pichia stipitis. Maximum ethanol yields of the 

most samples were measured at 72 hours and applied to RSM as a dependent variable. 9.7 g/ℓ 

of ethanol was produced from the solid pretreated at 180°C for 40 min with 0.013 g/g of oxalic 

acid loading. According to the response surface methodology, it was determined that the 

temperature is the most governing factor via statistic analysis. 
   

Keywords : yellow poplar (Liriodendron tulipifera), oxalic acid pretreatment, simultaneous sac-

charification and fermentation (SSF), bioethanol, response surface methodology

1. 서  론

지금까지 지구의 대부분의 산업 및 생활 시스템이 

석유와 같은 화석 연료에 대한 매우 높은 의존도를 

보였기 때문에, 화석 연료의 고갈 문제로 인한 대응

이 시급하다. 특히 지구 온난화 문제와 맞물려, 탄소

를 적게 배출하면서 기존의 연료를 대체할 수 있는 

바이오에너지의 생산에 대한 연구가 활발히 진행되

고 있다(Duff and Murray, 1996; Galbe and Zacchi, 

2002; Qureshi et al., 2008). 특히, 수송용 연료로써 

바이오 에탄올에 대한 관심이 높아지고 있으며, 이미 

일부 국가에서는 가솔린 및 첨가제를 대신하여 일정 

비율 이상 사용되고 있다. 특히 현재까지 이용되고 

있는 전분계 바이오에탄올을 대체할 원료로 ligno-

cellulosic biomass가 각광을 받게 되면서, 자원의 종

류와 각종 전처리 방법에 대한 연구 역시 활발히 진행

되고 있다(Wyman, 2007; Jorgensen, 2007). Ligno- 

cellulosic biomass는 농업 폐자재, 목재, 제지 등의 

다양한 종류의 풍부한 자원을 공급받기에 용이하고, 

식량자원과 경쟁하지 않아 가격 안정성을 유지할 수 

있으며, 고갈 염려가 없다는 것이 큰 장점이다. 목질

계 바이오매스는 탄소중립적인 특징으로 인해 이용

가치가 강조되고 있으며, 포플러, 사시나무 등의 단

벌기 속성수종에 대한 연구 역시 광범위하게 진행되

고 있다. 단벌기 속성수종인 백합나무(Liriodendron tu-

lipifera)는 연료용 목질계 바이오매스의 효율적인 

이용에 대한 연구가 이루어져 왔으며(Allen et al., 

2001; Tucker et al., 1998), 국내 조림수종으로써 다

양한 생육환경에서 좋은 생장을 보이며 이용가치가 

인정되어 여러 이용 분야에서 연구 중이다.

옥살산은 목재 부후균이 목재를 분해시킬 때 분비

하는 성분으로(Shimada et al., 1994), 옥살산 전처

리는 이전의 펄프 공정에서 연구되었으며(Kenealy 

et al., 2007; Swaney et al., 2003), 황산 전처리에 

비해 환경에 영향을 덜 미치는 촉매로 가치를 인정받

고 있다(Lee et al., 2009). 기존의 동시당화발효에 

관한 연구에서 Saccharomyces cerevisiae가 발효균

주로 가장 많이 사용되었다. 그러나 이 연구에서는 

당화 효율을 높이기 위해 5탄당과 6탄당을 모두 발효

시킬 뿐만 아니라 xylanase, β-glucosidase를 분비하

는 Pichia stipitis를 발효 균주로 채택하였다(Ozcan 

et al., 1991; Jeffries et al., 2007).

이전에 실행된 백합나무의 옥살산 전처리 실험(김 

등, 2009)에 이어 동시당화발효에 의한 에탄올 생산
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Table 1. Experimental design by oxalic acid concentration, reaction temperature and time

Sample No

Variables Coded levels

Temperature
(°C)

Oxalic acid
(g/g)

Reaction time  
(min)

Temperature
(°C)

Oxalic acid
(g/g)

Reaction time
(min)

X1 X2 X3 χ1 χ2 χ3

1 160 0.013 20 -1 -1 -1
2 180 0.013 20 1 -1 -1
3 160 0.037 20 -1 1 -1
4 180 0.037 20 1 1 -1
5 160 0.013 40 -1 -1 1
6 180 0.013 40 1 -1 1
7 160 0.037 40 -1 1 1
8 180 0.037 40 1 1 1
9 153 0.025 30 -1.68 0 0
10 187 0.025 30 1.68 0 0
11 170 0.005 30 0 -1.68 0
12 170 0.045 30 0 1.68 0
13 170 0.025 13 0 0 -1.68
14 170 0.025 47 0 0 1.68
15 170 0.025 30 0 0 0
16 170 0.025 30 0 0 0

량과 전처리 영향 인자(시간, 산 농도, 온도) 사이의 

회귀 분석 및 수식화하는 방법을 도입하였다. Response 

surface methodology를 이용한 modeling (Lee et 

al., 2009; Perez et al., 2008; Roberto et al., 2003)

은 각 전처리 인자에 대한 결과를 수식으로 쉽게 얻

어낼 수 있어 전처리 조건과 종속 변수로 도입된 실

험 결과 사이의 관계와 최적 조건 탐색에 용이하다. 

이와 같은 modeling은 산업용 에탄올 생산을 위한 대

규모 실험 설계 및 결과 예측에 적용될 수 있을 것으

로 예상된다.

따라서 이 실험에서는 response surface method-

ology를 통하여 백합나무의 옥살산 전처리 조건과 에

탄올 생산량을 모델화하고, 높은 에탄올 생산을 위한 

전처리 조건 인자들 사이의 관계를 구명하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 공시재료

20년생 백합나무(Liriodendron tulipifera)는 경기

도 남양주시 산업인력개발원에서 재배되었으며, 수

피를 제거하고 기건상태에서 건조시킨 목부를 국립

산림과학원에서 일부 chipping 한 후, 미국의 Forest 

products laboratory의 Wiley mill Model No. 2 

(Philadelphia, USA)로 직경 20 mm 이하의 칩으로 

균일하게 분쇄하여 4°C 창고에서 보관 후 전처리에 

사용하였다. 전처리 되지 않은 생재의 초기함수율은 

10%였으며, glucan 40.23%, xyaln 17.01%을 함유하

였으며 arabinan, mannan, galactan, rhamnan을 포

함한 총 탄수화물 함량 61.18%, klason lignin 21.9% 

그리고 16.9%의 회분 및 기타 물질들을 포함하였다. 

2.2. 전처리 
 

옥살산을 이용한 전처리를 Forest products labo-

ratory의 23 ℓ 용량의 스테인리스 회전식 반응기에

서 수행하였다. 전처리 조건에 따라 옥살산을 400 ㎖ 

물에 용해시킨 후, 1 ℓ 스테인리스 용기에 전건무게 

100 g (초기 함수율 10% 고려)의 시료를 담고 밀봉

하여 반응기 내부에 고정시킨 후, 증기를 주입하여 

내부 반응온도를 올렸다. 그 과정에서 mass balance

를 유지하기 위하여 시료와 증기는 직접 접촉하지 않
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았다. 위의 반응기는 열 공급원인 증기를 수동 압력 

벨브와 온도 벨브를 조절하여 투입하였기 때문에, 상

승 시간이 약 12분 정도의 차이가 있었다. 153도까지 

올라가는데 5분가량이 걸리며, 160∼187도 사이에 

올라가는데 6∼8분 가량의 시간이 소요되었으며, 온

도 상승 시간에 의한 반응의 변화는 크지 않은 것으

로 판단하여 반응시간에 포함되지 않았다. 반응을 마

친 후 고형분과 액상가수분해 산물을 스크린으로 분

리하여 후 4°C로 유지시켜 보관하였다. 전처리한 고

형분을 물로 여러 번 세척하여 동시당화발효에 사용

하였다.

2.3. 실험 설계 및 전처리 조건

전처리 조건은 23 factorial 실험계획법에 의하여 

계획되었으며, response surface method로 분석하기 

용이하도록 통계적인 수치로 변환하여 Table 1에 제

시되었다. 독립변수로 첨가된 전처리 온도(X1, °C), 

옥살산의 농도(X2, g/g), 그리고 최대 온도에서 반응

시간(X3, 분)이 조절되었으며, 종속변수는 전처리된 

고형분이 72시간 동안 동시당화발효과정에서 생산

한 에탄올의 농도(y, g/ℓ)로 정하였다. 

99%의 신뢰구간을 갖도록 -1.68~1.68 구간에서 

조건을 설정하였으며, central point에서의 각각의 

독립변수를 0으로 고정하여 2 반복을 실시하여 총 

16번의 전처리를 수행하였다. 홀수번호의 시료들과 

비교했을 때 짝수 번호의 시료들이 상대적으로 더 강

한 조건에서 처리가 되도록 위치시켰다. Central 

point는 온도 170°C, 반응시간 30분, 옥살산 농도 

0.025 g/g로 지정하였으며, 각각의 독립 변수는 통계

적 수치로 χ1 = (반응온도 - 170)/10, χ2 = (농도

-2.5)/1.2, χ3 = (반응시간 - 30)/10과 같이 변환시켜 

각각의 조건에 따라 전처리한 시료에서 생산된 72시

간동안 발효되어 생산된 에탄올의 농도(y, g/ℓ)가 

종속변수로써 지정되었다. 실험 결과는 Design 

Expert 8.0.1(Statease, USA)를 사용하여 분석하였

으며, 도식화하여 Equation (1)과 Table 2에 식과 반

응 계수들을 각각 제시하였다. 

2.4. 균주 배양 

동시 당화 발효 균주로써 wild type yeast strain, 

Pichia stipitis CBS 6054를 채택했다. 4°C 저장고에

서 YPD (yeast extract, peptone, dextrose agar) 배

지가 담긴 petri dish에 보관한 균주를 액체 배지

(glucose 10 g/ℓ, peptone 10 g/ℓ, yeast extract 10 

g/ℓ)에 접종시켜 30°C, 200 rpm의 배양기(Innova 

4450, New Brunswick Scientific, USA)에서 24시간

동안 배양하였다. Cell은 5,000 rpm에서 10분 동안 

원심분리기를 사용하여 배지 상층액과 분리된 후, 멸

균수로 세척한 후 같은 과정을 반복하여 배지를 완전

히 씻어낸 후, 수집하여 동시 당화 발효에 이용하였다. 

 

2.5. 동시 당화 발효

각각의 조건에서 전처리된 고체 시료를 전건 무게 

5 g씩 125 ㎖ Erlenmeyer flask에 투입되었으며, 배

양액의 부피는 고체 시료의 수분 함량을 고려하여 총 

50 ㎖가 되도록 50 mM sodium citrate buffer (pH 

5.5)를 주입하였다. 5 M NaOH로 최종 pH를 5가 되

도록 조절하였다. 각 시료들을 120°C 오토클레이브

에서 20분간 멸균하여, 효소 Accellerase 1,000 (Genencor, 

Rochester, USA)가 500 CMC U/g, β-glucosidase 

80 pNPG/g와 전건중량 2 g/ℓ의 yeast를 첨가하였

다. Yeast nutrient는 urea 3.6 g/ℓ, MgSO4․7H2O 

0.5 g/ℓ, KH2PO4 14.4 g/ℓ, FeSO4․7H2O 0.003 g/

ℓ, ZnSO4․7H2O 0.0045 g/ℓ, CaCl2․6H2O 0.0045 

g/ℓ, MnCl2․2H2O 0.00084 g/ℓ, CoCl2․6H2O 

0.003 g/ℓ, CuSO4․5H2O 0.003 g/ℓ, NaMoO4․

2H2O 0.004 g/ℓ, H3BO3 0.001 g/ℓ, KI 0.0001 g/

ℓ, Na-EDTA 0.015 g/ℓ로 구성되어 있다. 동시당

화발효의 시간당 에탄올 전환율을 비교하기 위해, 

control 실험으로써 위와 같은 방법으로 시료를 준비

한 후에 균을 접종시키지 않은 효소가수분해를 수행

하였다.

동시당화발효는 30°C, 150 rpm 조건에서 24시간 

간격으로 시료를 취해서 0시간부터 96시간까지 에탄

올 생산량(g/ℓ)을 분석하였으며, HPLC로 주요 단
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당류(glucose, xylose) 및 에탄올 분석을 수행하였다.

2.6. 시료 분석

전처리 후 남은 고형 가수분해 산물은 액상가수분

해 산물과 분리되어, klason lignin 및 당성분 분석을 

실시하였다. 전처리 후 남은 고형분의 mass balance

를 유지하기 위하여 고형분의 총 회수율을 고려하여, 

xylan, glucan, klason lignin 및 이외 탄수화물의 제

거율을 계산하였다. 당화 및 동시 당화발효에서 생성

된 glucose, xylose, ethanol을 분석한 HPLC (Gilson 

307, Villiers-le-Bel, France)는 Aminex HPX-87H 

column (300 × 7.8 mm, Bio-rad, Hercules, USA)과 

refractive index detector를 사용하였다. Mobile 

phase (isocratic elution)로 5 mM 황산 수용액(flow 

rate 0.3 ㎖/min)을 사용하여, 각 시료를 55분간 분

석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 전처리 후 고형분 시료의 구성 성분 

변화

전처리 후 가수 분해된 약 30∼40% 가량의 탄소화

합물에는 소량의 리그닌과 glucose, 다량의 xylan과 

소량의 당들(arabinan, mannan, galactan, rhamn-

an)은 모두 분해되어 액상 가수분해 산물에 단당이

나 이당체, 유기산, 혹은 발효저해화합물의 형태로 

용해되었을 것으로 추정된다(Cara et al., 2008; 

Nichols et al., 2008). 특히, 구성성분 중 전체적으로 

약 80% 이상의 xylan이 분해되었으며, 특히 온도조

건이 180도 이상, 40분 이상으로 처리된 조건에서는 

90% 이상의 xylan이 분해되었으며 고형분 중량감소

율 역시 60% 미만으로 나타났다. 이는 옥살산이 세

포벽의 non-cellulosic 다당류를 cellulosic 조직을 분

해하기에 앞서 선분해시킨다는 기존의 연구(Meyer- 

Pinson et al., 2004)를 참고하여, 산가수분해를 통한 

헤미셀룰로오스의 제거로 인해 cellulose의 표면을 

드러내면서 효소접근성을 향상시키는데 도움이 되도

록 생재의 구조적 변화를 유도하였음을 예측할 수 있

다. Lignin의 손실량은 시료 1, 2, 3, 5, 6, 11에서 

10% 미만, 4, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16에서는 10∼16%

였으며, 10에서는 20%의 제거율을 보였다. Glucan

의 경우 많은 시료들이 7.0∼12% 가량 제거되었으

나, 강한 전처리 조건이 적용된 시료 4와 10에서의 

glucan의 총 손실량이 각각 28.39%와 24.43%이었다

(고형분 시료의 회수율이 각각 54%, 53%). Glucose

의 손실량이 커질수록, 리그닌의 손실량 역시 증가하

였으나 이는 에탄올의 생산량과의 유의적인 관계를 

보이지 않았다. 산 전처리의 기작이 lignin의 분해보

다는 헤미셀룰로오스의 분해에 더 유리하다는 점을 

고려하였을 때, 에탄올의 생산량은 xylan의 분해율

과 상관관계를 보이는 것으로 사료된다(Lee et al., 

2010). 이 실험과 비슷한 크기의 목재 칩(aspen, ma-

ple)을 사용하여 autohydrolysis를 시행한 이전 연구

와 비교해 보았을 때(Mittal et al., 2009), 최대 75%

의 xylan solubilization을 얻기 위해 175°C에서 2시

간 동안 전처리를 시행하였다. 이와 비교했을 때 본 

연구에서는 옥살산을 첨가하여 160∼180°C에서 13

∼47분 범위 사이에서 70% 이상의 xylose solubili-

zation을 얻을 수 있었다(Kim et al., 2010). 옥살산 

전처리를 통해 훨씬 짧은 시간 동안에 이에 준하는 

양의 xylan을 목재로부터 제거한 점을 미루어 보아 

비록 같은 반응기 디자인은 아니지만, 옥살산을 첨가

함으로써 같은 효과를 내기 위해 많은 시간을 단축했

다고 볼 수 있다. 

3.2. 동시당화발효에 의한 에탄올 생산량 

및 response surface analysis

동시당화발효 공정에서 72시간까지 진행되었을 때 

생산된 에탄올의 양을 response surface method-

ology로 분석하여 다음과 같은 Equation (1)과 같은 

2차식으로 수식화하였으며, 각각의 변수를 대입하였

을 때, z (g/ℓ)에서 예상되는 에탄올 생산량을 구할 

수 있다. Equation (1)의 계수들과 ANOVA table은 

Table 2에 제시되었다. 
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Table 2. Analysis of variance for ethanol yield at Simultaneous saccharification and fermentation,

shown as quadratic model coefficients for the centered and scaled variables 

 
Degrees of 
freedom

Sum of 
square

Mean square F value P-value Coefficient
Parameter 
estimate

p-value

Model 5 76.42702 15.28540 13.48 0.0004
a0 5.381 0.0001

a1 2.028 0.0001

Error 10 11.33735 1.13374   a2 0.6344 0.0530

a3 0.5276 0.0957
Corrected 

total
15 87.76437  a12 -0.9750 0.0270

a23 -0.6000 0.1421    
* R-Square : 0.8708, Adjusted R-Square : 0.8062

Fig. 1. Response surface methodology of etha-

nol yield by SSF (Time fixed at 40 min).

z = a0 + a1 × χ1 + a2 × χ2 + a3 × χ3 + a12 × 

χ1 × χ2 + a23 × χ2 × χ3·         Equation (1)

Equation (1)은 99%의 신뢰구간을 가짐을 확인할 

수 있다(p-value 0.0004). 온도(χ1)와 산 농도(χ2), 

시간(χ3)는 각각 99%와 95%, 90%의 유의성을 가지

며, 이들은 전처리 조건과 동시당화발효를 통한 에탄

올 생산량의 관계에서 유의적인 인자들이라 할 수 있

다. 온도는 가장 큰 영향을 미치는 독립변수이며, 시

간 인자가 가장 낮은 영향을 미치는 인자이다. 농도

와 온도 사이의 상호작용은 97%의 높은 영향력을 가

진 인자로 확인되었으나, 농도와 시간 사이의 상호작

용은 85%의 신뢰구간을 가지므로 영향력이 크지 않

았다. Fig. 1은 Equation (1)을 3차원 그래프로 나타

낸 것으로, 시간은 40분으로 고정시켰다. 실험 결과 

180°C에서 0.013 g/g의 산을 가하여 40분 동안 전처

리하였을 때(실험 6) 가장 많은 양의 에탄올을 생산

하였다. 이와 마찬가지로 Fig. 1을 참고했을 때 높은 

온도에서 오랜 시간동안 적정량의 낮은 농도의 산을 

가하여 처리하였을 때, 가장 많은 에탄올을 생산함을 

확인할 수 있다. 이는 높은 농도의 산을 가한 경우, 

전처리로 인한 목재의 효소 접근성은 증가하지만, 당

의 분해로 인한 발효저해인자가 발생하면서 목재 표

면에서의 균 및 효소의 접근을 방해하여 에탄올 생산

을 저해함을 추정할 수 있다(Palmqvist and Hahn- 

Hagerdal, 2000). 

위의 식에서는 전처리를 위한 최적 조건을 찾을 수 

없었지만, 많은 양의 에탄올을 생산하기 위해서는 높

은 온도에서 상대적으로 낮은 농도의 산을 가하는 것

이 좋은 조건임을 Equation (1)과 Fig. 1을 통해 확

인할 수 있었으며, 최적 조건을 찾을 추가실험을 위

하여 수정된 계획을 모델링 과정에서 얻을 수 있었

다. 위의 정방형 실험계획 점에서 오른쪽의 네 면이 

가장 높은 온도를 갖는 면인데, 시료 2번에 위치한 

[1, -1, -1]([온도, 농도, 시간])을 [1.2, -0.78, -0.89] 

조건에서 세 개의 독립 변수를 모두 증가시켜 전처리

를 수행하는 것이 추천되었다. 또 시료 4[1, 1, -1]는 

[1.11, 1.22, 0.993]로, 시료 6은 [1, -1, 1]에서 [1.3, 

0.22, 1.11]로, 시료 8[1, 1, 1]에서 [1.11, 0.22, 

0.993]로 움직여 온도와 농도, 시간을 조절하여 전처
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Table 3. Ethanol yield, specific ethanol yield and volumetric productivity at 72 hours by SSF

No
Ethanol yield

(g/ℓ)
Specific 

Ethanol yielda

Volumetric 
ethanol 

productivity 
(g․ℓ

-1
․h-1)

No
Ethanol yield

(g/ℓ)
Specific 

Ethanol yielda

Volumetric 
ethanol 

productivity 
(g․ℓ

-1
․h-1)

1 0 0.00 0.0 2 6.8 0.53 0.1033

3 3.4 0.30 0.0595 4 8.6 0.80 0.1561

5 2.2 0.22 0.0431 6 9.7 0.80 0.1568

7 5.5 0.48 0.0938 8 6.8 0.57 0.1126

9 3 0.28 0.0555 10 7.2 0.63 0.1238

11 4.5 0.41 0.0809 12 6.3 0.49 0.0958

13 5.3 0.45 0.0873 14 6.4 0.53 0.1037

15 5.2 0.43 0.0848 16 5.2 0.47 0.0915
a Conversion rate was calculated based on the theoretical conversion rate 0.51 from fermentable sugars to ethanol. Conversion

rate = ethanol yield / (total sugars released during enzymatic hydrolysis in the absence of yeast*0.51).

  
 

℃  


×××÷

 ×
×   Equation (2)

* Conversion constant of polysaccharide to monosaccharide : glucan to glucose is 1.11, xylan to xylose 1.13 (Olofsson, K., et al.,
2008).

리를 한 후 다시 모델링을 해 보면 최적 조건에 더 가

까워질 수 있을 것으로 예측하였다. 그러나 경제적인 

비용을 고려했을 때 이미 많은 양의 에너지가 투입되

었고, 더 많은 양의 발효저해인자가 발생하여 발효를 

저해할 수 있음을 고려했을 때, 위의 모델링 방법은 

적용하기에 충분하다고 사료된다.

3.3. 72시간에서의 에탄올 생산량, 시간

당 생산율 및 에탄올 비생산율

Table 3에서는 각 시료의 72시간에서 나타난 최대 

에탄올 생산량(Ethanol yield, g/ℓ)과 전처리된 시

료의 당이 에탄올로 전환되는 비생산율(Specific etha-

nol yield), 그리고 시간당 에탄올 생산율(Volumetric 

ethanol productivity, g․ℓ-1․h-1), 전처리 후 효소

당화를 통해 분석한 digestibility (%) 등이 제시되었

다. 비생산율은 전처리 후 균을 투입하지 않고 같은 

조건에서 효소당화를 하였을 때(control) 시간당 생

산되는 당이, 균을 투입하여 동시당화발효 공정을 거

쳐 에탄올로 전환되는 이론적 수치(0.51)와 비교하

였다. Digestibility(소화율)는 전처리된 고형분 구성 

성분 중, 72시간 동안 30°C, 150 rpm에서 효소당화

를 통해 생산된 당(glucose, xylose)양의 비율을 구한 

값으로, Equation (2)와 같이 계산되었다. 

약 20% 가량의 digestibility를 보였으며, 이는 기

존의 연구 논문들에 비해 현저히 낮은 수치이다. 그

러나 목재의 chip을 사용한 점을 고려했을 때, 180°C 

이하의 온도에서 전처리를 하기에 적합하지 않으며, 

충분한 size reduction이 필요하다. 기존의 연구들에

서 8 mm 이하의 목재 칩의 경우 확산의 방해 없이

(diffusion limit) 반응이 내부까지 충분히 일어날 것

이라고 가정했다(Mittal et al., 2009). 다른 연구 결

과들을 비교했을 때 20∼40 mesh의 작은 크기의 시

료에서 우수한 효소접근성 및 소화율을 보였으며

(Allen et al., 2002; Jacobsen and Wyman, 2002), 

이와 같은 이유 때문에 초기 비용을 감수하더라도 

size-reduction을 통해 표면적을 충분히 확보하는 방

법이 선호된다(Nguyen et al., 2000). 전처리 후 fil-

tration으로 액상과 고형분을 분리하는 과정에서, 고

형분을 물로만 씻어낸 경우 chip의 inhibitor들(흡착

된 유기 화합물 및 lignin droplet, hemicelluose 잔

사)이 완벽하게 제거되지 않은 채 표면에 남아 효소 
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Fig. 2. Volumetric ethanol productivity by simultaneous saccharification and fermentation (g ․ℓ
-1
․ h

-1
).

          A. Volumetric ethanol productivity showed maximum at 24 h, and less than 0.05 at 96 h (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13).
          B. Volumetric ethanol productivity showed maximum at 24 h, and 0.05 to 0.08 at 96 h (2, 14, 15, 16 (Central point)).
          C. Volumetric ethanol productivity showed maximum at 48 h or more, more than 0.08 at 96 h (4, 6, 8, 10, 12).

가수분해 및 발효를 저해할 수 있다는 한계점이 있습

니다(Selig et al., 2007). 때문에 세척의 부분에서도 

발효 및 당화 효율을 높일 수 있는 방안을 모색, 적용

해보아야 할 것이다. 

대부분의 시료들에서 동시당화 발효과정에서 48시

간과 72시간 사이에서 가장 많은 양의 에탄올을 생산

하였으며, 72시간 이후에는 glucose, xylose와 같은 

탄소원이 고갈되면서, 이스트가 에탄올을 분해시켜 

탄소원으로 사용하면서 에탄올 수율이 감소되는 경

향을 보였다. 가장 적은 양을 생산한 시료 1은 SSF 

공정 중 24시간이 되었을 때 1.9 g/ℓ의 에탄올을 생

산하고, 그 이후에는 에탄올이 균에 의해 다시 분해

되어 48시간 이후에는 0 g/ℓ로 나타났다. 전처리 후 

남은 고형분의 성분을 분석한 결과 xylan의 분해율

이 가장 낮으므로(66%) 이와 같은 전처리 조건은 효

소 접근성을 증가시키에 충분하지 못하다는 사실을 

확인할 수 있었다. 가장 많은 양인 9.7 g/ℓ의 에탄올

을 생산한 시료 6은 0.013 g/g의 옥살산을 가하였으

며 180도에서 40분 동안 전처리하였다. 약 90%의 

xylan이 감소된 것에서 헤미셀룰로오스를 상당량 분

해시켰으며, control 상태의 동시당화발효와 비교했

을 때 비생산량이 0.8이었다. P. stipitis는 ß-glucosi-

dase 및 xylobinase 등의 효소를 분비하는 것으로 알

려져 있으며(Ozcan et al., 1991; Jeffries et al., 

2007), 위와 같은 작용에 의하여 발효와 동시에 이당

류의 분해로 인한 추가적인 당화가 가속화되어 con-

trol 실험에서 분해된 당보다 더 많은 양의 당이 에탄

올로 전환된 것으로 추정할 수 있다.

Fig. 2과 Fig. 3은 각각 에탄올의 시간당 에탄올 생

산율(해당 시간에서의 ethanol yield, g․ℓ-1․h-1)

과 control 가수분해 실험을 통해 생산된 발효가능 

당(glucose, xylose)의 양(g/ℓ)을 24시간 단위로 비

교 분석한 그래프이다. 최대 생산 속도는 전체적으로 

큰 차이는 없으나, 최대 생산 속도가 나타나는 시간

대의 차이가 관찰되었다. Fig. 2A는 비교적 낮은 온

도에서 짧은 시간동안 적은 양의 산을 가하여 전처리

를 실행한 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 번 시료들의 시간당 

에탄올 생산율을 나타낸 그래프이다. 이 시료들은 

24시간에서 최대 속도를 보이다가 48시간 이후에 급

격히 감소하며 96시간에서는 0에 가까운 값을 갖는 

경향이 있었다. Fig. 2B의 시료들(2, 14, 15, 16)과 

비교했을 때 96시간에서 더 높은 시간당 에탄올 생산

율 수치를 보였으며, Fig. 3B에서도 96시간까지 더 

많은 단당을 생산했음을 확인할 수 있다. 강한 전처

리 조건을 가한 시료(Fig. 2C)에서는 48시간에서 가

장 빠른 시간당 전환 속도를 나타내었다. A, B의 시

료들은 C의 그룹의 시료들과 비교하였을 때, 효소 접

근성이 충분히 향상될 만큼의 충분한 전처리가 이루

어지지 않은 것으로 보인다. Fig. 3에서 A와 B에서

는 24시간 이후에 기울기가 감소되면서 단당류의 생

산 속도가 급격히 감소하였으며 최종 생산되는 당의 

양(g/ℓ)에서도 각각 차이를 보였다. 이에 반하여 C

에서는 당의 속도가 급격히 감소하는 구간이 48∼72

시간 이후로 나타나며 B와 비교했을 때에도 최종 당
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Fig. 3. Production of sugars (glucose, xylose) in enzymatic hydrolysis at 30°C with 150 rpm (g/ℓ).
         * This control hydrolysis was performed without yeast at same condition with SSF.
           A. Rate of producing glucose decreased drastically after 24 h (decrease of gradient), and final yield of sugars was 

6∼9 g/ℓ at 96 h (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13).
           B. Rate of producing glucose decreased drastically after 24 h (decrease of gradient), and final yield of sugars was 

9∼11 g/ℓ at 96 h (2, 14, 15, 16 (Central point)).
           C. Rate of producing sugars decreased after 48 h (decrease of gradient), but not drastically, and higher amount of 

sugars was produced compared with A and B at 96 h. The line of sample 10 was almost linear steadily (4, 6, 8, 
10, 12).

의 생산량이 증가했으며, 시료 10의 경우에는 거의 

선형을 이루는 것을 관찰할 수 있다. 이는 C의 시료

들이 비교적 높은 온도에서 더 많은 양의 산촉매를 

가하여 오랜 시간동안 전처리를 한 시료로 효소에 의

한 가수분해가 더 오랜 시간 지속될 수 있도록 효소 

및 균의 접근성이 상당히 개선된 될 수 있도록 바이

오매스 내부의 구조적 변화를 유도한 것으로 추측될 

수 있다. 따라서 에탄올을 생산하기에 적합한 정도로 

전처리가 충분히 된 시료의 경우 지속적으로 효소가

수분해에 의해 당이 생산될 수 있으므로 에탄올의 분

해없이, 균의 성장과 동시에 많은 양의 에탄올을 생

산할 수 있는 것으로 사료된다. 

4. 결  론

위의 실험의 목적은 칩 상태의 백합나무(Liriodendron 

tulipifera)를 옥살산으로 전처리 후 동시당화발효를 

하여 에탄올을 생산하고, 그 결과를 response sur-

face method에 도입하여 modeling하는 것이다. 산농

도, 전처리 시간, 반응 온도를 조절하여 23 factorial 

central composite experimental design을 바탕으로 

15가지의 각기 다른 조건에서 전처리를 실행하였으

며, 전처리 후 고체 시료는 P. sipitis를 이용한 동시

당화발효로 에탄올 생산에 이용되었다. 매 24시간 

마다 시료의 ethanol 생산량을 관찰하였으며, 대부

분의 시료가 72시간에서 최대 생산량을 보였다. 

180°C에서 40분간 0.013 g/g의 옥살산으로 처리한 

시료가 가장 많은 양의 에탄올(9.7 g/ℓ)을 생산하였

으며, 160°C에서 20분간 0.013 g/g의 옥살산으로 처

리한 시료에서는 72시간에서 에탄올이 생성되지 않

았다. Response surface methodology 분석에 따르

면, 온도 인자가 전처리 조건과 ethanol 생산량 사이

에서 가장 큰 영향을 미치는 것을 확인할 수 있었다. 

또한 더 높은 당화 효율을 이끌어 내기 위해서는 발

효 저해 산물의 제거 기술과 적절한 size reduction에 

대한 연구가 진행되어야 할 것이다.
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