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요  약

  

  진한 산 가수분해 반응 중 2차 가수분해 조건에서 포도당과 자일로스의 반응을 수소 핵자기 공명 분광분석을 

통하여 정량적으로 분석하였다. 정량분석은 아노머성 수소, 퓨란과 개미산의 특징적인 피크를 이용하여 실시하

였다. 진한 산 가수분해의 2차 가수분해 조건에서 포도당의 일부가 5-hydroxymethylfufural (5-HMF) 중간 구조

를 거쳐 levulinic acid와 개미산으로 분해되었음을 확인하였다. 자일로스는 furfural 중간 구조를 거쳐 개미산으

로 분해가 되었으며, 포도당은 자일로스보다 2차 가수분해 조건에서 산에 의한 퓨란계 화합물의 전이가 느리게 

전환되어 단당의 안정성이 높았다. 퓨란계 화합물로 전환된 이후, 산에 민감한 5-HMF는 쉽게 formic acid와 

levulinic acid로 전환되었지만, furfural은 formic acid로의 분해 반응이 더디게 진행되어 furfural의 농도가 

5-HMF보다 상대적으로 높게 나타났다. 

  

ABSTRACT
  

  Reaction of glucose and xylose to secondary hydrolysis of concentrated acid hydrolysis was 

quantitatively analyzed by 1H-NMR spectroscopic method. Anomeric hydrogen, furan and formic 

acid peaks were selected for quantitative analysis. The glucose was converted to the formic acid

and the levulinic acid via the 5-hydroxymethylfurfural (HMF) but the xylose was converted to the
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fufural, which further degraded to the formic acid. The conversion to furans was slower for the 

glucose than the xylose. But the 5-HMF formed from the glucose was unstable in acidic aqueous 

medium, resulted in fast conversion to the levulinic acid and the formic acid. The furfural was 

relatively stable than 5-HMF at acidic aqueous medium.

Keywords : glucose, 5-hydroxymethylfurfural, NMR, formic acid, levulinic acid, xylose, furfural

1. 서  론

셀룰로오스, 헤미셀룰로오스와 리그닌으로 구성

된 목질계 바이오매스는 지구상에서 에너지를 축적

하는 중요한 단당의 공급원이다. 광합성에 의하여 

만들어진 포도당은 탈수 축합되어 셀룰로오스를 만

들거나, 이성질화 효소에 의하여 mannose나 gal-

actose로 전환 축합되어 galactoglucomannan이라는 

헤미셀룰로오스를 생성한다. 또 포도당은 산화 반응

과 탈탄산 반응을 거쳐 5탄당으로 전환되어 자이란

을 생성하기도 한다. 이런 다당류로 구성된 목질계 

바이오매스의 화학적 조성이나 알칼리 펄핑 특성을 

예측하기 위해서는 단당 조성의 간편한 정량적인 방

법이 필요하다.

다당류에서 전환된 당은 환원당 정량법에 의하여 

분석되어 왔지만(Smith and Montgomery, 1956), 

단당류뿐만 아니라 환원성 말단기를 갖는 모든 당이 

정량되는 단점을 갖고 있다. 이후에는 크로마토그래

피 방법이 발달함에 따라 당 분석에도 응용되었다. 

이 방법은 단당류를 휘발성이 높은 유도체로 만드는 

것으로, 기체 크로마토그래피에 의한 단당 조성 분

석법과 액체 크로마토그래피에 의한 단당 분석 방법

이 있다. 하지만 크로마토그래피법은 기체의 경우 

휘발성 유도체로 치환시키는 단계가 필수적이며

(Crowell and Burnett, 1967; Bochart and Piper, 

1970), 액체의 경우 단당류 분석에 필요한 시간이 

긴 단점을 가지고 있다(Davis, 1998). 최근 중수를 

용매로 사용하고, 수소 핵자기 공명법에 의하여 단

당류의 조성을 분석할 수 있는 방법이 개발되었고, 

현재 널리 사용되고 있다(Kiemle et al., 2004; Shin 

and Cho, 2008).

NMR 분광분석에 의한 당 조성 분석은 고가의 장

비를 필요로 하지만, 가스크로마토그래피가 갖는 유

도화 단계가 필요하지 않고, 액체크로마토그래피가 

갖는 긴 분석 시간과 분석 중간 컬럼에 흡착되어 있

는 오염 물질을 제거하는 공정이 필요하지 않다. 또 

기체나 액체 크로마토그래피를 이용하기 위해서는 

산 당화액을 중화시키는 공정이 필수적인데, NMR 

분광분석법은 산성 상태에서 분석하기 때문에 이 단

계를 생략하여 실험 시간을 단축할 수 있다. 

단당이 산성 조건에서 반응하여 만들어진 퓨란계 

화합물은 산성 조건에서 불안정하여 물과 산에 의하

여 절단 반응이 일어나거나 다른 알코올 구조와 축

합하여 다른 화합물로 전환된다(McKibbins et al., 

1962). 지금까지 퓨란계 화합물과 개미산은 바이오

매스 기반 알코올 생산 공정에서 발효 저해 물질로 

작용하기 때문에 당화액 내 이런 성분들을 액체크로

마토그래피를 사용하여 정량적으로 분석하여 왔다

(Cho et al., 2011).

본 연구에서는 단당 조성 분석에서 알려진 바와 

같은 액체 크로마토그래피의 단점을 개선하고, 보다 

간편한 분석 방법을 적용하고자, NMR 분광 분석을 

이용한 정량적 분석 방법의 개발을 시도하였다. 또

한 산성 반응 매질에서 2차 반응에 의하여 생성되는 

퓨란계 화합물과 개미산의 정량적 분석도 동시에 진

행할 수 있는 정량적 방법의 개발을 시도하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료

포도당과 자일로스를 공시재료 단당으로 사용하

였고, 단당의 산성 조건 반응 후, 정량적인 분석을 

위한 내부 표준 물질로 L-rhamnose를 사용하였다. 
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1H-NMR

Model Brucker, AVACE NMR spectrometer (500 MHz)

Solvent D2O

Pulse 11 μsec

Delay between pulse 10 s

Acquisition time 2.73 s

Sweep width 10 ppm

Center of spectrum 4.5 ppm

Temperature 295.6 K

Table 1. Analytical conditions for NMR spectroscopy

3종의 단당은 Sigma-Aldrich사의 시약등급을 구입

하여 사용하였다. 황산도 시약등급을 사용하였고, 

이차 증류수를 사용하여 72% (24.0 N) 황산을 제조

하였다. 2차 가수분해의 희석을 위하여, 사용한 중

수(D2O, deuterium oxide)는 Cambridge Isotope 

Laboratories, Inc사의 순도 99.9%를 사용하였다.

2.2. 실험 방법 

2.2.1. 산 가수분해

72% 황산(24.0 N) 0.4 mℓ과 단당(포도당 또는 자

일로스, 건조 중량 70.0 mg)을 섞은 후, 2차 가수분

해 조건으로 맞추기 위하여, 중수 3.2 mℓ를 첨가한 

다음, 진한 산 가수분해의 2차 가수분해에 해당하는 

반응을 실시하였다. 반응 온도를 달리하여 100°C와 

120°C에서 120분간 반응을 실시하였다. 반응 후 급

냉시켜 반응을 정지시키고, 내부 표준물질을 첨가하

여 완전하게 용해시킨 후, 여과하여 여과액을 NMR 

분석에 사용하였다. 

2.2.2. 기기분석   

1H-NMR 분광분석은 Brucker사의 500 MHz NMR 

기기를 충북대학교 공동실험실습관에 의뢰하여 분

석을 실시하였다. Brucker사의 Topsin 프로그램을 

사용하여 각 피크 면적을 적분하여 정량 분석을 실

시하였다. 기기 분석 조건은 Table 1과 같다. 피크 

면적은 베이스라인을 기준으로 하여 베이스 라인보

다 높은 부분의 양 끝단을 기준으로 적분하여 농도 

계산에 사용하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 단당 및 분해 산물의 정량 분석 기

술 개발 

기존의 NMR에 의한 당 분석에서는 아노머성 수

소의 다른 화학 이동 값을 기초로 단당의 조성 분석

을 실시하였다. 그러나 아노머 수소뿐만 아니라 방

향성 수소도 정량 분석에서 유용하게 사용할 수 있

다(Shin and Cho 2008). 단당의 산성 조건 반응 물

질인 퓨란계 화합물이나 개미산은 방향족 수소의 화

학 이동 값에서 특징적인 피크를 나타내므로, 이를 

기반으로 정량 분석이 가능하다. 중수가 화합물의 

수소와 치환되어 만들어진 HDO (중수의 중수소 중 

하나가 수소로 치환된 용매)가 강한 수소 피크를 만

들기 때문에, 분석하고자 하는 아노머성 수소 피크 

영역이나 방향족 수소 범위를 벗어난 위치에 나타나

도록 산의 농도를 조절해야 한다.

Fig. 1은 포도당의 2차 가수분해 조건에서 반응 

후, 반응 산물을 1H-NMR을 통하여 분석한 스펙트

럼이다. 포도당이 분해되지 않고 남아 있는 단당은 

4.5~5.3 ppm의 화학 이동 값에 나타나며, 분해 산
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Fig. 1.
1
H-NMR spectrum of reaction prod-

ucts from second hydrolysis of glucose 

at concentrated acid.

Fig. 2.
1
H-NMR spectrum of reaction products 

from second hydrolysis of xylose at con-

centrated acid.

Hydrogen source Chemical shift (ppm) 

Glucose 
α 5.21

β 4.58

Xylose
α 5.17

β 4.51

Formic acid 8.20

Furfural 7.50, 7.85, 9.35

5-HMF 9.38

Table 2. Chemical shift of anomeric hydrogen

of the glucose and xylose, the formic

acid, furfural and 5-hydroxymethylfur-

fural (5-HMF)

물로 존재하는 퓨란계 화합물의 피크는 7.5~9.3 ppm

의 화학 이동 값 영역에 나타났다. 내부 표준물질은 

아노머성 수소의 화학 이동 값이 다른 단당과 겹치

지 않는 L-rhamnose를 사용하였고, 2차 산 가수분

해 반응이 끝난 후에 첨가하여, 잔류하는 포도당과 

당 반응 물질인 5-HMF (hydroxymethylfurfural)와 

개미산의 정량 분석이 가능하였다. 본 실험에서 정

량 분석에 사용한 수소 화학 이동 값을 Table 2에 정

리하였다. 

Fig. 2는 자일로스의 2차 가수분해 조건에서 반응 

후, 반응 산물을 분석한 스펙트럼이다. 분해되지 않

고 잔류하는 자일로스는 4.5~5.3 ppm의 화합 이동 

값에 나타났고, 분해 산물인 furfural 피크는 방향족 

수소의 화학 이동 값 영역에 뚜렷하게 나타났다. 자

일로스의 2차 산 가수분해 후, 당의 탈수 재배열 산

물인 furfural과 개미산의 정량 분석이 가능하였다. 

3.2. 다른 반응 온도에서 단당 및 분해 

산물의 정량 분석  

Fig. 3은 포도당의 2차 가수분해 온도를 달리한 

경우, 반응 산물들의 1H-NMR 스펙트럼이다. 포도

당은 산 가수분해 조건에서 5-HMF로 전환되며, 

5-HMF는 산과 물에 의하여 개미산과 levulinic acid

로 전환된다.

피크 영역을 적분하여 내부 표준물질로 첨가한 

L-rhamnose를 피크와 비교하여 정량 분석한 결과, 

고온 반응에서 포도당의 잔류량이 상대적으로 낮았

다. 100°C 반응 결과, 95.8%의 단당이 잔류하였지

만, 120°C 반응 온도에서는 68.8%의 단당이 잔류하

였다. 포도당의 탈수 재배열에 의한 산물인 5-HMF 

농도는 100°C 반응에서 1.0%, 120°C 반응 조건에서 

0.6%로 매우 낮게 나타났다. 하지만 5-HMF가 분해

되어 생성되는 개미산은 100°C 반응에서 4.8%이지

만 120°C 반응에서 21.6% 생성된 것으로 미루어 
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Fig. 3. Different 
1
H-NMR spectra between dif-

ferent reaction temperature from secon-

dary hydrolysis of glucose at con-

centrated acid hydrolysis. 

Fig. 4. Different 
1
H-NMR spectra between dif-

ferent reaction temperature from secon-

dary hydrolysis of xylose at concentrated 

acid hydrolysis.

5-HMF의 생성이 느린 것 보다는 생성된 5-HMF가 

급격하게 개미산과 levulinic acid로 전환된 것으로 

생각된다.  

Fig. 4는 자일로스의 2차 가수분해 온도를 달리한 

경우, 반응 산물들의 1H-NMR 스펙트럼이다. 자일

로스는 산 가수분해 조건에서 furfural로 전환된다

(Root et al., 1959). 하지만 본 연구에서는 개미산이 

자일로스의 분해 산물에서 검출되어 furfural에서 

개미산으로 분해된 것을 확인할 수 있었다. 100°C에

서 2차 가수분해 반응을 시킨 경우, 120분 반응 후에

도 상당량의 자일로스 피크가 존재하고 있지만, 

120°C에서 2차 가수분해를 시킨 경우, 대부분 자일

로스의 아노머성 수소 피크가 사라졌다(화학 이동 

값 4.6 ppm과 5.1 ppm).

자일로스가 계속적으로 반응하여 만들어지는 산

물인 furfural과 개미산의 피크는 120°C가 100°C보

다 훨씬 뚜렷하게 나타났다. 피크 영역을 적분하여 

내부 표준물질로 첨가한 L-rhamnose와 비교하여 

정량 분석하면, 100°C에서 반응시킨 경우, 65.6% 자

일로스가 단당 형태로 잔류하고, furfural로 8.9%가 

전환되었으며, 0.5%의 개미산이 생성되었지만, 120°C 

반응 온도에서는 단당 형태로 잔류하는 자일로스가 

13.8%에 불과하였고, 23.5%의 furfural과 4.8%의 

개미산이 생성되었다. 이것은 경쟁적인 다른 반응 

경로에 의하여 수용액에 녹지 않는 humin계 화합물

이 생성되기 때문에 전체적인 질량 수지에서 손실이 

발생했기 때문이다(Rasrendra et al., 2010). 

3.3. 포도당과 자일로스의 반응 산물 비교 

일반적으로 산 조건에서 5탄당보다 6탄당이 안정

된 구조이기 때문에, 산에 의한 탈수 재배열 반응이 

느리게 진행된다고 알려져 왔다(Aguilar et al.,  

2002). 2차 가수분해조건에 노출된 후, 단당의 잔류 

정도는 2차 가수분해의 온도와 당의 종류에 의하여 

좌우된다. 산성 수용액 조건에서 5-HMF는 가수분

해에 의하여 levulinic acid와 개미산으로 분해된다

(Rasrenda et al. 2010). 

자일로스의 반응 산물인 furfural은 피크의 확인

이 가능한만큼 뚜렷하게 나타났지만, 포도당의 반응 

산물인 5-HMF의 피크는 상대적으로 작은데, 이것

은 furfural과 5-HMF가 산성 반응 조건에서 안정성

이 다르기 때문인 것으로 생각된다. 5-HMF에서 

levulinic acid와 개미산으로의 분해 반응은 빠르게 

진행되기 때문에 개미산의 농도가 높고 5-HMF 농

도가 낮지만, furfural은 이런 조건에서 상대적으로 

안정된 구조이기 때문에 개미산의 농도와 furfural

의 농도가 유사하게 나타났다.
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Levulinic acid는 물에 잘 용해되지 않기 때문에, 

반응물을 여과하여 분석하는 과정에서 humin계 화

합물과 같은 여과 잔사로, 본 분석에서는 NMR 스펙

트럼에 나타나지 않았다. Levulinic acid를 정량 분

석하기 위해서는 여과 잔사를 적당한 중수로 치환된 

유기용매로 추출하여 분석해야 한다. 하지만 levu-

linic acid의 생성량과 개미산 생성량 사이에 일정한 

관계가 성립하기 때문에, 생성된 개미산으로 levu-

linic acid의 농도를 추정할 수 있다(Asghari and 

Yoshida, 2007). 

4. 결  론

1H-NMR 분광 분석을 사용하여 진한 산 가수분해 

공정의 2차 가수분해 공정에서 일어나는 반응의 정

량적인 해석이 가능하였다. 아노머성 수소 영역의 

피크 확인 및 적분을 통하여, 단당류를 정량할 수 있

었고, 방향족 수소영역의 피크 확인 및 적분을 통하

여, 단당류에서 전환된 퓨란계 화합물과 유기산의 

정량 분석이 가능하였다. 포도당이 자일로스보다 2

차 가수분해 조건에서 산에 의한 퓨란계 화합물의 

전이가 느리게 전환되어 단당의 안정성이 높았고, 

퓨란계 화합물로 전환된 이후에는 산에 민감한 

5-HMF는 쉽게 개미산과 levulinic acid로 전환되었

지만, furfural은 개미산으로의 분해 반응이 더디게 

진행되어 furfural의 농도가 5-HMF보다 상대적으

로 높게 나타났다. 
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