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요  약

  

  본 연구는 농업 부산물인 옥수숫대를 이용하여 옥살산 전처리와 효소가수분해를 통한 에탄올 발효 효율 향상 

조건을 탐색하였다. 옥살산 전처리 옥수숫대의 효소가수분해는 Accellerase 1000을 이용하였으며, 50°C 온도 

조건과 pH 4.5에서 96시간 가수분해하여 가장 높은 단당류 수율인 64.8 g/ℓ의 단당류 수율을 나타냈다. 옥수숫

대에서 생산된 단당류의 발효에는 Pichia stipitis CBS 6054를 공시균주로 사용하였고, 전처리 옥수숫대 및 효

소 투입량이 각각 10∼14%와 15 FPU 이었을 때 효율적인 에탄올 생산에 가장 적합한 것으로 판명되었다. 이러

한 조건에서 24시간 발효 후에 약 88.2%의 에탄올 전환율에 해당되는 0.45의 에탄올 수율을 얻었다.

  

ABSTRACT
  

  In this study, we investigated the features of bioethanol fermentation of corncob biomass after

oxalic acid pretreatment as well as enzymatic hydrolysis. The enzymatic hydrolysis was 

performed with Accellerase 1000 and the highest yield of monomeric sugars (64.8 g/ℓ) was 

obtained at 50°C and pH 4.5 for 96 hrs hydrolysis period. For the ethanol fermentation the 

monomeric sugars obtained from pretreated corncob were subjected to the biological treatment

using Pichia stipitis CBS 6054. It was turned out that ethanol production from oxalic acid 
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pretreated corncob was the most feasible at 10∼14% of biomass loading as well as 15 FPU enzyme 
amount. Under these fermentation condition, the ethanol yield was approached to 0.47 after 24 hrs 
fermentation period, which was corresponded to 92.2% of conversion rate.

Keywords : optimal condition, oxalic acid pretreatment, enzymatic hydrolysis, ethanol fermenta-

tion

1. 서  론

리그노셀룰로오스계 바이오매스는 풍부한 탄수화

물을 포함하고 있어 바이오에탄올 생산에 적합한 자

원으로 알려져 있다. 이것은 석유계 연료를 대체할 

수 있는 가능성을 가지며 재생가능하다는 특징 때문

에 전 세계적으로 주목받고 있다. 리그노셀룰로오스

계 바이오매스를 이용한 대체에너지 개발은 장기적

인 관점에서 안정적인 에너지를 공급할 수 있고 에너

지 수급의 해외 의존도를 감소시키며 이산화탄소를 

감소시켜 기후변화협약과 관련하여 국가 차원에서 

슬기롭게 대처할 수 있는 방법이다(Wyman, 1999). 

현재 리그노셀룰로오스계 바이오매스를 이용한 바

이오에탄올 생산에는 바이오매스 전처리, 효소가수

분해, 에탄올 발효 과정이 필요하다(Gupta et al., 

2009). 특히 바이오매스의 효소가수분해 공정에 사

용되는 고가의 효소비용은 에탄올 생산공정의 경제

성 제고측면에서 중요한 요인으로 작용하고 있다

(Galbe and Zacchi, 2002). 이러한 이유로 사용한 효

소의 회수 및 재사용에 대한 관심도 증가하고 있다. 

효소가수분해에서 극복해야 할 문제점은 비싼 효소

비용뿐만 아니라 낮은 반응속도, 낮은 농도의 당 생

산 등이 있으며 다양한 바이오매스에 대한 효소 기작

의 이해도 요구된다(Bansal et al., 2009; Zheng et 

al., 2009). 효소가수분해에 영향하는 인자로는 효소

의 활성, 효소의 조합, 반응조건 (바이오매스 투입

량, 온도, pH 등)이 있으며 바이오매스의 구성성분 

및 전처리 조건도 효소가수분해의 효율에 영향을 준

다. 이와 같이 다양한 인자를 가지고 있어 효소가수

분해 효율을 높이기 위한 최적조건 탐색이 필요하다

(Ferreira et al., 2009; Sun and Cheng 2002). 

일반적인 효소가수분해 조건은 사용되는 효소가 

제공하는 정보 또는 NREL (National Renewable 

Energy Laboratory) 방법에 의해 수행되고 있다. 하

지만 바이오매스의 종류, 전처리의 정도 및 사용되는 

효소의 종류가 다양하여 동일한 조건에서의 효소가

수분해는 고농도의 발효 가능한 당 생산을 기대할 수 

없다. 뿐만 아니라 효소가수분해에서 생산된 발효 가

능한 당은 연속적으로 에탄올 발효에 사용되기 때문

에 짧은 시간에 고농도의 발효 가능한 당 생산이 요

구된다. 최적조건에서 효소가수분해는 경제적이며 

효율적인 당화를 유도할 수 있다. 따라서 본 연구에

서는 옥살산 전처리 옥수숫대를 이용하여 경제적이

고 효율적인 발효 가능한 당 생산을 위한 효소가수분

해 조건을 탐색하고자 한다.  

     

2. 재료 및 방법

2.1. 옥살산 전처리

미국 Pestell pet products co.로부터 분쇄된 옥수

숫대(직경 0.5 cm 구형)를 제공받아 사용하였으며 

전처리를 수행하기 위해 5% 미만의 함수율로 유지

하였다. 최적의 효소가수분해 조건을 구명하기 위해 

선행연구 결과를 바탕으로 발효 가능한 당 생산에 최

적인 전처리 조건을 반응표면분석에 의해 선택하였

다(Lee et al., 2009). 반응온도 168°C, 옥살산 농도 

0.032 g/g(바이오매스 전건중량), 반응시간은 26분

으로 전처리를 수행하였다. 전처리 과정은 선행연구

에서 제시한 방법과 같다(Lee et al., 2009). 전처리 

후 고체상 바이오매스와 액상의 가수분해 산물은 스

크린(100 mesh, Chung Gye Sang Gong Sa.)을 이용

하여 분리하였으며 고체상 바이오매스는 물로 세척 

후 효소가수분해를 위해 4°C에서 보관하였다. 
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Table 1. Enzymatic hydrolysis condition of pre-

treated corn cob by oxalic acid

Factor Condition

Temperature (°C) 50, 55, 60, 65

pH 4.0, 4.5, 5.0

Biomass loadinga (%) 6, 10, 14, 16

Enzyme loadingb (FPU) 7.5, 15, 22.5 
a Biomass loading was based on 50 mM sodium acetate 

buffer.
b Enzyme loading was based on carbohydrate content in 

pretreated biomass.

2.2. 바이오매스 성분분석

전처리 전후의 바이오매스 구성성분 분석은 NREL 

방법 (Laboratory Analytical Procedure-Determination 

of structural carbohydrates and lignin in biomass)

에 의해 수행되었다(Sluiter et al, 2008).

2.3. 효소가수분해

전처리 옥수숫대의 효소가수분해 최적 조건을 탐색

하기 위한 조건은 Table 1과 같다. 반응온도, 초기 pH, 

바이오매스 투입량 및 효소 투입량을 효소가수분해에 

영향하는 인자로 정하여 각각의 조건에서 효소가수분

해를 실시하였다. 효소가수분해에 사용된 효소는 

Accellerase 1000 (Genencor, NY, USA)으로 Table 1

에 제시한 조건에 따라 효소가수분해를 실시하였다. 

모든 효소가수분해는 150 rpm에서 수행되었으며 24, 

48, 72, 96시간 후 시료를 취하여 당 분석을 수행하였

다. 효소가수분해 반응온도, pH에 대한 최적조건을 분

석한 후 최적의 반응온도와 pH 조건에서 바이오매스 

투입량 및 효소 투입량을 순차적으로 조사하였다. 최

적의 반응온도 및 초기 pH 탐색을 위한 효소가수분해

는 전건중량 5 g의 옥살산 전처리 바이오매스, 50 ㎖의 

sodium acetate buffer (pH 4~5), 15 FPU (Filter 

Paper Unit)의 Accellerase 1000을 첨가하여 수행하였

다. 효소가수분해가 종료된 후 바이오매스와 액상의 

가수분해 산물은 0.45 µm filter로 분리하였으며 가수

분해 산물은 에탄올 발효에 사용하였다.

2.4. 발효균주 및 에탄올 발효

최적의 조건에서 효소가수분해를 수행한 후 얻어

진 가수분해 산물은 에탄올 발효에 사용되었다. 에탄

올 발효를 위해 5탄당 발효 가능한 Pichia stipitis 

CBS 6054를 공시균주로 사용하였다. P. stipitis 

CBS 6054는 20 g/ℓ glucose, 10 g/ℓ yeast extract, 

10 g/ℓ peptone 배지를 사용하여 30°C에서 24시간 

배양 후 5,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하여 효

모를 수집하고 효모 표면에 잔류하는 배지성분을 제

거하기위해 멸균수로 세척한 후 발효에 사용하였다.  

효소가수분해 산물은 NaOH를 이용하여 pH 5.5로 

조절하였으며 효모 접종을 위해 120°C에서 20분 

동안 멸균하였다. 효모의 생장을 위해 멸균된 urea 

5 g/ℓ, KH2PO4 1 g/ℓ, MgSO4․7H2O 0.5 g/ℓ 등을 

첨가한 후 배양된 P. stipitis 2 g (dry cell weight)/ℓ

를 첨가하여 에탄올 발효를 실시하였다. 배양은 

30°C, 150 rpm에서 수행하였으며 12, 24, 36, 42시간 

간격으로 시료를 취해서 남아있는 단당류 및 생성된 

에탄올 농도를 HPLC로 측정하였다.  

2.5. 효소가수분해 산물 및 발효산물 분석

효소가수분해 과정에서 생산된 단당류와 발효과정

에서 잔류 단당류 및 에탄올 농도는 HPLC (Waters 

2695 system)을 이용하여 측정하였다. Aminex HPX- 

87H column (300 × 7.8 mm, Bio-rad, Hercules, 

USA)을 사용하였으며 칼럼 온도는 55°C로 유지시켰

다. 이동상으로는 5 mM 황산을 사용하였고 flow rate

은 0.3 ㎖/min으로 55분 동안 분석하였다. Refractive 

index detector (Waters 2414 system)를 사용하여 

단당류 및 에탄올을 정량하였다. 분석용 시료는 모두 

0.45 µm filter를 통과시켜 적절한 희석배율을 적용

하여 분석을 실시하였다. Total phenolic 성분은 바

닐린을 표준물질로 하여 Scalbert (1989)의 방법에 

의해 측정하였다.
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Table 2. Chemical composition of untreated biomass and pretreated corncob by oxalic acid (% 

based on dried biomass)

Lignin Glucan Xylan Arabinan Galactan

Untreated biomass 13.9 37.0 27.8 2.20 0.60

Pretreated biomass 22.4 56.1 10.8 0.88 0.16

Fig. 1. Total sugar production by enzymatic hydrolysis at 50 (left) and 55°C (right) on different 

pH (total sugar includes glucose, xylose, galactose and arabinose).

Fig. 2. Total sugar production by enzymatic hydrolysis at 60 (left) and 65°C (right) on different 

pH (total sugar includes glucose, xylose, galactose and arabinose).

3. 결과 및 고찰

3.1. 옥살산 전처리에 의한 액상 및 

고체상 바이오매스 특성

옥살산 전처리에 의한 고체상 바이오매스 성분은 

Table 2와 같다. 옥수숫대 성분분석은 선행연구에서 

수행되었으며(Lee et al., 2009) 전처리에 의한 고체

상 바이오매스의 성분은 22.4 %의 리그닌, 67.9%의 

탄수화물로 구성되었다. 고체상 바이오매스의 헤미

셀룰로오스 성분은 처리 전 바이오매스와 비교하여 

감소하였고 리그닌 및 글루칸 성분은 상대적으로 증

가하였다. 이것은 헤미셀룰로오스를 선택적으로 분

해하는 전형적인 옥살산 전처리 효과와 일치하였다 
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Table 3. Carbohydrate conversion rate by enzymatic hydrolysis depend on enzyme and biomass 

loading

Enzyme 
(FPU)

Biomass 
(%)

Fermentable sugar produced by enzymatic hydrolysis (g/ℓ)a Conversion rate 
(%)Glucose Xylose Total

7.5

6 26.4 0.9 27.3 67.01

10 37.6 0.8 38.4 56.55

14 44.9 0.7 45.6 47.97

16 45.4 0.5 45.9 42.25

15

6 31.8 1.2 33.0 81.00

10 51.4 1.7 53.1 78.20

14 59.4 1.4 60.8 63.96

16 64.7 0.4 65.1 59.92

22.5

6 31.0 1.0 32.0 78.55

10 49.7 1.9 53.6 78.94

14 62.8 1.6 64.4 67.75

16 72.0 1.2 73.2 67.38

(김 등, 2011; Lee et al., 2010). 옥살산 전처리에 의

해 셀룰로오스와 리그닌은 거의 분해되지 않았으며 

이것은 액상 가수분해 산물 분석에 의해 확인되었다. 

액상 가수분해 산물 구성성분은 글루코오스 2.8 g/ℓ, 

자이로오스 30.8 g/ℓ, 아라비노오스 1.7 g/ℓ, ace-

tic acid 4.1 g/ℓ로 나타났으며 대부분 헤미셀룰로오

스로부터 유래된 단당류가 주를 이루었다. Furfural, 

5-hydroxymethylfurfural과 같은 당분해 산물은 1 g/

ℓ 미만, 리그닌 분해로부터 유래된 total phenolic 

성분은 3 g/ℓ미만의 낮은 농도로 검출되었다. 따라서 

옥살산 전처리에 의한 고체상 바이오매스는 풍부한 

탄수화물을 포함하고 있어 효소가수분해에 의한 발효

가능한 당 생산에 적합한 바이오매스가 될 수 있다.

3.2. 효소가수분해 최적조건

효소가수분해를 위한 최적 반응온도, 초기 pH 탐

색을 위해 Table 1의 조건에서 효소가수분해를 수행

한 결과 Figs. 1, 2와 같다. 반응온도 50°C에서 최대

의 단당류를 생산하였다. 전처리에 의한 자이란 분해

는 효소가수분해 동안 셀룰로오스 분해를 촉진하였

으며 이것은 자이란이 분해되어 효소가 셀룰로오스

로의 접근이 쉬워졌다는 이론을 뒷받침해주고 있다 

(Berlin et al., 2006). 총 당량을 구성하고 있는 것은 

주로 글루코오스로 헤미셀룰로오스 유래의 단당인 

자이로스와 아라비노오스의 함량은 매우 낮았다. 본 

연구에서 사용한 효소는 주로 셀룰로오스 분해에 관

여하는 것으로 남아있는 소량의 자이란 분해에는 효

과적이지 않았다. 반응온도 50°C에서 효소가수분해

는 초기 pH에 관계없이 24시간 후 약 50 g/ℓ의 발효 

가능한 당을 생산하였고, 96시간 후에는 모든 pH 조

건에서 60 g/ℓ 이상의 발효 가능한 당을 생산하였

다. 이것은 전처리 바이오매스 탄수화물의 90% 이상

이 분해되었음을 나타내고 있고 특히, pH 4.5에서는 

발효 가능한 당 64.8 g/ℓ의 생산으로 95.4%의 가수

분해 효율을 나타냈다. 반응온도가 증가하면서 발효

가능한 당으로의 전환율은 감소하였으며 pH에 따른 

차이도 뚜렷하게 나타났다. 60°C 이상에서는 효소의 



에탄올 생산 향상을 위한 옥살산 전처리 옥수숫대의 효소가수분해 조건 탐색

－ 299 －

Fig. 3. Time-dependent glucose and ethanol con-

centrations during fermentation of glu-

cose from separate enzymatic hydrolysis.

활성이 감소되어 발효 가능한 당 생산이 제한되었다. 전

반적으로 본 연구에서 사용된 효소는 β-glucosidase 

(80 pNPG/g)를 포함하고 있어 효소가수분해 과정에

서 생성된 셀로비오스의 저해를 받지 않아 높은 효소

가수분해 효율을 나타냈다. 반응온도, 초기 pH에 대

한 결과를 종합할 때 50°C, pH 4.5가 효소가수분해

를 위해서 적합할 것으로 사료된다.    

최적반응온도와 pH를 바탕으로 바이오매스 투입

량 및 효소 투입량을 분석한 결과 Table 3과 같다. 효

소 투입량에 따른 효소가수분해 효율은 바이오매스 

투입량에 관계없이 15 FPU에서 가장 높았다. 같은 

효소 투입량에서는 바이오매스 투입량이 증가할수록 

당으로 전환율은 감소하였다. 높은 바이오매스 투입

량은 효소가수분해 과정에서 교반의 어려움을 일으

키고 효소의 활성 및 기질의 반응성을 감소시켜 결과

적으로 효소가수분해 효율을 감소시킨다(Ramos et 

al., 1993; Reese 1980).  

7.5 FPU의 효소투입은 전처리 바이오매스를 분해

시키기 충분하지 못한 것으로 판단되며 다른 연구결

과에서도 비슷한 경향을 확인할 수 있었다(Chen et 

al., 2008). 효소 15 FPU, 6%의 바이오매스로 효소

가수분해를 수행하였을 때 81%로 가장 높은 당 전환

율을 나타냈다. 효소 투입량 22.5 FPU에서는 15 

FPU을 첨가하였을 때보다 당으로 전환율이 크게 증

가하지 않았으며 15 FPU의 첨가로도 충분한 효소가

수분해가 진행되었음을 확인할 수 있었다. 하지만 초

기 바이오매스 투입량이 낮으면 당으로 전환율이 높

다고 하더라도 최종 생산되는 발효 가능한 당이 적어 

경제적인 측면을 고려한 바이오매스 투입량 및 효소 

투입량이 결정되어야 한다. 이러한 점을 고려할 때 옥

살산 전처리 옥수숫대의 효소가수분해를 위해서는 15 

FPU의 효소, 10∼14%의 바이오매스 투입량이 효소

가수분해 효율을 증가시킬 수 있을 것으로 사료된다. 

3.3. 효소가수분해 산물의 에탄올 발효

최적의 조건에서 효소가수분해로 얻어진 가수분해 

산물을 이용하여 에탄올 발효를 실시한 결과 Fig. 3

과 같다. 15 FPU, 10% 바이오매스로 pH 4.5, 50°C에

서 24시간 효소가수분해를 수행한 결과 53.1 g/ℓ의 

발효 가능한 당을 얻었다. 효소가수분해 산물은 높은 

당농도를 포함하고 있어 에탄올 발효의 효율을 증가

시키기 위해 가수분해 산물은 증류수로 희석하였다. 

최종 24.8 g/ℓ의 글루코오스를 포함한 가수분해 산

물을 에탄올 발효에 사용하였다. 에탄올 발효과정에

서 글루코오스의 소모는 24시간 안에 이루어졌으며 

동시에 11.2 g/ℓ의 최대 에탄올 생산을 나타냈다. 

최대 에탄올 생산량에 대한 수율(1)은 0.45로 발효 

가능한 당이 에탄올로 100% 전환되었을 때 수율 

0.51의 88.2%에 이르는 높은 수율을 나타냈고 시간

당 에탄올 생산량 0.47 g/(ℓ*h)로 나타냈다. 발효가 

진행되면서 효모의 농도도 증가하였고 24시간 이후 

에탄올 생산량은 다소 감소하였지만 효모의 농도는 

계속 증가하는 경향을 나타냈다. 

  

에탄올 수율 = 

에탄올 생산량(g/ℓ)

효소가수분해 산물의

발효가능한 당(g/ℓ) (1)

4. 결  론

발효 가능한 당 생산을 위한 효소가수분해는 바이

오매스 전처리 정도, 효소와 바이오매스 투입량을 고

려하지 않고 수행되어왔다. 하지만 효소가수분해 공
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정은 비싼 효소 비용, 낮은 가수분해 효율로 경제적

인 측면에서 해결해야할 문제점을 가지고 있다. 본 

연구에서는 이러한 문제점을 최적의 효소가수분해 

조건 탐색으로 극복하고자 하였다. 바이오매스 투입

량의 증가는 효소가수분해 효율을 감소시켰다. 하지

만 낮은 바이오매스 투입량은 높은 효소가수분해 효

율에서도 최종적으로 낮은 농도의 발효 가능한 당을 

생산하기 때문에 이러한 점을 고려하였을 때 바이오

매스 투입량은 10∼14%가 적합하였다. 효소의 투입

량 15 FPU 이하에서는 바이오매스 가수분해에 충분

하지 못하였으며 15 FPU 이상에서는 가수분해 효율

이 효소 투입량과 비례하여 증가하지 못했다. 따라서 

옥살산 전처리 옥수숫대에서는 15 FPU의 효소 첨가

가 적합하였다. 이와 같이 적절한 바이오매스 투입량

과 효소 투입량의 상관관계를 구명하고 효소가수분

해에 대한 최적조건을 탐색하는 것은 고농도의 발효 

가능한 당 생산을 유도하여 바이오에탄올 생산을 향

상시킬 수 있을 것으로 사료된다.    
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