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Abstract: Recently, there is a growing interest in efficient

biomass pretreatment and saccharification processes to pro-

duce biofuels and biochemicals from renewable non-food bio-

mass resources. In this study, glucose was produced from cel-

lulose by immobilizing cellulase enzyme on chitosan beads

which was reported to have high pH and temperature stabil-

ity. The immobilized amounts of cellulase on chitosan beads

linearly increased with increasing the concentrations of cellu-

lase solution. The glucose production increased to 7.2 g/L from

1% carboxymethyl cellulose (CMC) substrate when immobi-

lized at 20% cellulase solution. The maximum specific activ-

ity was 0.37 unit/mg protein when immobilized at 8% cellulase

solution. At pH 7 and 37oC, the optimum reaction composi-

tion was 0.5 g beads/L from 1% CMC substrate. At this condi-

tion, the conversion to glucose completed at ca. 20 min.
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1. INTRODUCTION

최근 재생 가능한 비식용 바이오매스 자원으로부터 바이오

연료 및 바이오케미칼 생산을 위하여 효율적인 바이오매스

의 전처리 및 당화공정에 대한 관심이 증가하고 있다 [1-3].

바이오에탄올은 자동차 수송연료 (가솔린 대용 또는 가솔린

과 혼합)로 사용되는 것 이외에도 각종 석유화학 공정에서

부타디엔 원료, 세정제 등으로 사용될 수 있다. 현재 바이오

에탄올의 원료는 크게 당질계 (사탕수수, 사탕무 등), 전분질

계 (옥수수, 감자, 고구마 등), 목질계 (간벌재, 폐목재, 볏짚

등) 등으로 나눌 수 있다 [4]. 당질계의 경우 원료를 비교적

간단한 전처리 과정 후 이어지는 발효공정을 통해 곧바로 바

이오에탄올로 전환이 가능하며 비교적 저렴하게 수송용 에

탄올을 제조할 수 있으나, 이 경우 브라질과 같이 국토의 면

적이 충분해 사탕수수 재배면적이 넓은 경우에만 적용할 수

있어 당질계를 이용한 수송용 바이오에탄올 생산기술은 국

내 실정에 맞지 않다. 옥수수, 고구마 등과 같은 전분질계 바

이오매스는 효소당화에 의해 용이하게 발효 가능한 포도당

으로 전환이 가능하고 이후 과정은 당질계 에탄올 생산 방법

과 동일하다. 현재 상용화된 바이오 에탄올 생산기술은 모두

식량자원인 당질계 및 전분질계 바이오매스를 원료로 사용

함으로 인해 인류의 식량수급 상황과 매우 밀접한 연관관계

가 존재한다. 장기적으로 볼 때, 이러한 문제를 극복하기 위

해 보다 값싸고 원료 수급에 문제가 적은 제2세대 바이오매

스라고 불리는 목질계 바이오매스를 원료로 사용하는 기술

이 전세계적으로 개발 중에 있다. 

효소는 대부분 단백질로 구성되어 열과 강산, 강알칼리, 유

기용매에 약하고 활성이 불안정하다. 효소 반응에 있어서 짧

은 시간 내에 활성이 소실된 효소는 반응 종료 후 생성물과

효소의 분리가 어렵고, 효소의 재사용이 불가능하다. 이러한

특징을 가진 효소는 생산단가가 높고 반응공정에 있어서 많

은 어려움을 가져다 준다. 이와 같은 문제점을 해결하는 방

법 중 효소의 고정화가 매우 유용한 방법으로 인정되어 이에

대한 연구가 활발히 진행되고 있다 [5-10]. 고정화 효소를 이

용한 반응공정에는 화학촉매가 존재하지 않아 환경오염문

제를 야기하지 않고, 친환경 공정을 개발할 수 있는 이점이

있다. 효소를 이용한 에탄올 생산은 오랜 기간 연구되어 왔으
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며, 현재는 대량 생산 공정에 직접 적용이 가능한 기술 수준

까지 도달하였다. 효소학적인 방법에 의한 바이오에탄올의

생산은 친환경적인 공정이라는 장점이 있지만 효소의 가격

이 비싸기 때문에 생산 공정의 비용을 줄여야 하는 필요성을

갖고 있다. 이에 제안될 수 있는 방법이 효소의 고정화이다.

효소의 고정화는 담체를 이용하여 물리적인 흡착법과 화학

적인 방법에 의해 수행되며 반응액으로부터 분리가 용이하

며 재사용이 가능하여 공정 내 비용을 줄이기 위한 적합한

방법으로 제안되고 있다.

본 연구에서는 높은 pH와 온도 안정성을 갖는 것으로 보고

된 키토산 비드에 셀룰라아제 효소를 고정화하여 셀룰로오

스로부터 포도당을 생산하고자 하였다. Maleic anhydride로

변형시킨 폴리비닐알콜을 키토산 비드에 코팅하는 방법 [11]

으로 고정화 지지체를 만든 후 셀룰라아제 효소를 고정화 시

켰을 때, 셀룰라아제 효소 용액의 농도에 따른 효소의 고정

화량과, 각 농도에서 고정화된 효소의 비활성도에 대해 조사

하였다. 또한 최대 셀룰라아제 비활성도를 나타낸 조건에서

셀룰로오스로부터 포도당으로의 전환을 수행하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 재료

셀룰라아제는 20% (w/v) Viscozyme으로 Novozyme에서 구

입하였다. 키토산 (75% 이상 탈아세틸화, 용해도: 10 g/L of

1 M acetic acid), 폴리비닐알콜 (PVA, 평균 분자량 31,000~

50,000), sodium tripolyphosphate (TPP), sodium carboxyme-

thyl cellulose (CMC, 평균 분자량: 90,000, extent of labeling:

0.7 carboxymethyl groups per anhydroglucose unit)는 Sigma-

Aldrich 사에서 각각 구입하였다. Maleic anhydride는 Fluka

사에서 구입하였으며, 가교제로 쓰인 epichlorohydrin (ECH)

은 TCI 사에서 구입하였다.

2.2. 키토산 비드의 제조

2% (v/v) 아세트산 용액 100 mL에 키토산 2 g을 용해시킨 키

토산 용액 및 TPP 10 g을 증류수 500 mL에 용해시킨 후 1 N

HCl을 이용하여 pH 값을 8.2로 맞춘 용액을 준비하였다. 그

후, TPP 용액을 약하게 교반시키면서 뷰렛을 이용하여 키토

산 용액을 한 방울씩 떨어뜨렸다. 키토산 용액을 TPP 용액에

떨어뜨리자마자 구 형태의 키토산 비드가 형성되었다. 4시간

동안 경화시킨 후에, sieve를 이용해 키토산 비드를 TPP 용

액으로부터 여과하였다. 30 g의 비드를 75 mL의 NaOH 용액

(pH 10)이 들어 있는 플라스크에 넣은 후, 가교제로 ECH

(0.04 M)를 첨가하여 50oC에서 6시간 동안 교반시켜 가교 키

토산 비드를 제조하였다. 그 후, 반응하지 않은 ECH를 제거

하기 위해 비드를 증류수로 세척하였다.

Maleic anhydride를 이용한 PVA의 변형을 위해 12 g의 PVA

를 120 mL의 증류수에 용해시켜 PVA 용액을 만들었다. PVA

용액이 든 비커에 magnetic bar를 넣고, pH 전극을 장치한 후

ice bath에서 온도를 4oC로 유지하였다. 4oC로 유지되며 교반

되고 있는 PVA 용액에 maleic anhydride 6 g을 천천히 첨가하

였고, 1 N NaOH를 이용하여 pH 값을 9.0으로 유지하였다. 최

종 혼합 용액의 부피는 약 300 mL이었다.

가교 키토산 비드를 변형된 PVA용액에 넣고 40oC 항온조

에서 1시간 동안 교반시켰다. 그 후, 비드를 sieve로 여과하여

60 mL의 NaOH 용액 (pH 10)이 들어 있는 플라스크에 넣고,

ECH (0.15 M)를 첨가하여 40oC에서 2시간 동안 교반시켰다.

그 후, 증류수로 세척하여 가교 키토산 비드를 변형된 PVA

로 코팅하였다.

2.3. 키토산 비드에 효소 고정화

셀룰라아제 효소 용액과 변형된 PVA가 코팅된 가교 키토산

비드를 2 mL : 1 g의 비로 혼합하여 4oC orbital shaker에서

150 rpm으로 3시간 동안 고정화시켰다. 효소가 고정화된 비

드는 sieve로 여과하여 분리한 뒤 비드에 흡착되지 않은 효소

를 제거하기 위해 증류수로 세척하여 사용하였다. Fig. 1은

효소가 고정화되기 전과 후의 키토산 비드를 비교한 사진이

다. 효소가 고정화된 키토산 비드의 평균지름은 약 3 mm로

관찰되었다.

2.4. 셀룰라아제 효소 용액의 농도에 따른 고정화된 효소

의 양 측정

20% (w/v) 셀룰라아제 효소 용액을 증류수로 희석하여 10

mL의 농도가 각각 1, 2, 4, 8, 10, 20% (w/v)가 되도록 준비한

후, 각각의 샘플 (0.1 mL)을 채취하였다. 각각의 효소 용액에

변형된 PVA가 코팅된 가교 키토산 비드를 5 g씩 넣어 4oC

orbital shaker에서 150 rpm으로 3시간 동안 shaking하여 고정

화시킨 후, sieve로 효소가 고정화된 비드를 여과하여 분리하

였다. 고정화 후의 남은 효소 용액 샘플 (0.1 mL)을 각각의 농

도별로 채취하였다. 고정화된 효소의 양은 고정화하기 전에

채취한 샘플과, 고정화한 후에 채취한 샘플의 단백질 농도차

이를 이용해 계산하였다. 단백질 농도는 UV-spectrophoto-

meter (Shimadzu UVmini-1240)를 이용해 562 nm에서 BCA

방법으로 측정하였다.

Fig. 1. Photographs of prepared chitosan beads (a) before and (b)

after cellulase immobilization (average diameter = ca. 3 mm).
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2.5. 셀룰라아제 효소 용액의 농도에 따른 비드의 활성도

측정 및 포도당 생산

농도가 1, 2, 4, 8, 10, 20% (w/v)인 셀룰라아제 용액에서 고정

화한 각각의 비드 1 g씩을 1% (w/v) CMC 1 mL에 각각 넣어

50oC에서 5분간 반응시켜 생성된 포도당의 농도를 측정하였

다. 포도당 농도는 UV-spectrophotometer를 이용해 500 nm에

서 포도당 측정용 시액 (아산셋트, 아산제약주식회사)으로

측정하였다. 효소의 활성단위 1 unit은 50oC에서 1분 동안 기

질로부터 1 µmol의 환원당을 생산하는 효소의 양으로 정의

하였다. 셀룰라아제 비활성도가 최대인 조건에서의 포도당

생산은 pH 7, 37oC에서 1% (w/v) CMC 20 mL에 비드를 5~

20 g 넣은 후 반응을 수행하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

효소의 고정화 방법은 효소를 물리적으로 가두는 포획법과

지지물질의 표면에 흡착과 공유결합에 의하여 부착하는 결

합법으로 나눌 수 있다. 본 연구에서는 포획법을 이용할 경우

거대분자인 셀룰로오스가 셀룰라아제 효소와 접촉하기 위해

확산제한이 일어날 수 있으므로 이를 극복하기 위하여 키토

산 비드 표면에 셀룰라아제를 고정화시키는 Dincer와 Tele-

fonce [11]의 방법을 이용하였다.

키토산은 β-(1-4)-linked 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyra-

nose와 2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose의 중합체로 새우

와 같은 갑각류의 표면에 존재하는 키틴의 탈아세틸화에 의

해서 얻어진다 [12]. 키토산은 유용한 형태 (필름, 섬유질, 비

드, 분말, 용액 등)로의 변환 능력과 독특한 화학적, 생물학적

특성으로 인해 효소 고정화에 이용되어 왔다 [13]. PVA는 비

용이 저렴한 합성 고분자로서 미생물에 무독성이어서 세포

와 효소 고정화에 사용될 수 있다 [14]. TPP는 무독성의 poly-

anion으로, 정전기적 힘으로 키토산과 상호작용하여 이온결

합을 생성한다. TPP는 빠른 겔화 능력 때문에 구형의 키토산

비드 형성에 사용될 수 있다 [15]. 또한 ECH는 염기 촉매 가

교제로 사용되었다. 가교제로서 ECH를 사용할 경우, 키토산

의 양이온 아민 그룹을 제거하지 않고 키토산 막의 습윤강도

를 상당히 강화시키는 장점이 있다 [16]. 본 연구에서 키토산

은 비드의 형태를 만드는데 사용되었고, 셀룰라아제는 mal-

eic anhydride로 변형시킨 PVA 막으로 코팅된 키토산 비드에

고정화되었다. 변형된 PVA를 사용함으로써 고정화된 셀룰

라아제의 3차구조를 보존하여 pH 및 온도 안정성을 향상시

키고, 최적 pH가 4.0에서 7.0으로 이동됨이 보고되었다 [11].

따라서 본 연구에서는 변화된 효소의 최적 pH인 7.0에서 실

험을 진행하였다. 효소 고정화시 가교제인 ECH를 첨가하면

비드 표면의 히드록시기와 효소의 아미노기 사이에 가교결

합이 일어나 공유결합으로 효소를 고정화시킬 수 있으나, 본

연구에서는 고정화시 ECH를 첨가하지 않았으므로 효소는

흡착에 의해 고정화되었다.

Fig. 2는 셀룰라아제 용액의 농도에 따라 비드에 고정화된

셀룰라아제의 양을 측정한 결과이다. 비드에 효소를 고정화

하기 전과 후의 셀룰라아제 용액의 단백질 농도 차이를 BCA

방법으로 측정하여 계산한 결과, 효소 용액의 농도가 20%까

지 증가함에 따라 일정한 비드의 양에 고정화되는 단백질이

양이 거의 선형적으로 증가하는 것이 관찰되었다. 고정화된

셀룰라아제의 양은 비드 1 g당 4 mg (1% 셀룰라아제 용액)에

서 36 mg (20% 셀룰라아제 용액)까지 증가하였다.

Fig. 3은 각각의 셀룰라아제 용액의 농도에서 고정화시킨

비드로 생성된 포도당의 농도 및 이를 바탕으로 각 셀룰라아

제 용액의 농도에서 고정화시킨 비드가 나타내는 효소의 비

활성도를 계산한 값이다. 셀룰라아제 용액의 농도가 증가할

수록 8%까지는 포도당의 생성량이 급격히 증가하다가 그 이

후로는 천천히 증가하는 것으로 관찰되었다. 최대 포도당 생

성량은 20% 셀룰라아제 용액에서 고정시킨 경우 7.2 g/L였다.

본 연구에서 기질로 사용한 1%의 CMC는 extent of labeling이

Fig. 2. Effect of the concentration of cellulase solution (2 mL) on

immobilized amount of cellulase on chitosan beads (1 g).

Fig. 3. Effect of the concentration of cellulase solution (2 mL) on

glucose production and the specific cellulase activity of the immobi-

lized beads (1 g) from 1% CMC substrate (1 mL) at pH 7 and 50oC.
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0.7 carboxymethyl groups per anhydroglucose unit으로 모노머

환산 0.0459 mol/L에 해당하며, 최대로 생성된 포도당 7.2 g/L

는 0.04 mol/L에 해당하므로 가수분해 전환율은 87.2%로 계

산된다. 가수분해 전환율이 100%에 도달하지 못한 이유는

고정화에 사용된 20%의 효소용액 농도 또는 5분의 가수분해

시간이 100% 전환에 부족하기 때문으로 생각된다. 효소의

비활성도를 계산한 결과 8%의 셀룰라아제 용액에서 고정화

시킨 비드가 효소의 비활성도 값이 0.37 unit/mg protein으로

가장 높으므로 가장 효율적인 효소 고정화 농도임을 알 수 있

었다. 고정화 효소의 최대 비활성도가 존재하는 이유는 효소

용액의 농도가 증가함에 따라 기질과 결합하는 효소가 점점

포화상태에 이르게 되면서 어느 농도 이상에서는 고정화된

효소의 증가량만큼 포도당이 비례해서 생성되지 않기 때문

으로 생각된다. 본 연구를 통해 생산한 포도당을 효모의 탄소

원으로 이용하여 바이오 에탄올 생산에 적용하고자 온도조

건은 37oC로 설정하였다.

가장 효율적인 효소 고정화 농도인 8% 셀룰라아제 용액에

서 고정화시킨 비드의 농도에 따라 일정한 기질의 양에서 생

성된 포도당의 농도를 관찰한 결과, Fig. 4에 나타난 바와 같

이 1% CMC 기질에서 0.25 g/L의 비드를 사용한 경우 생성된

포도당의 최대 농도는 60분 경과 후 3.8 g/L였으며, 그 이후로

는 거의 일정하게 유지되었다. 0.5 g/L와 1 g/L의 비드의 경우

에는 약 20분 경과 후 포도당 생성 농도는 5~6 g/L사이로 큰

차이를 보이지 않았다. 따라서 pH 7, 37oC에서 1%의 CMC 기

질로부터 비드의 최적 농도는 0.5 g/L로 볼 수 있으며, 약 20분

반응시켰을 때 효소가 고정화된 비드는 가수분해 반응을 완

료하는 것으로 생각된다.

이상과 같이 키토산을 기반으로 한 비드를 제조하고 셀룰

라아제를 비드 표면에 고정화할 때의 최적 셀룰라아제 용액

농도 및 셀룰로오스로부터 포도당 생산을 위한 최적 반응 조

성을 구하였다. 본 결과는 셀룰로오스 기반 바이오연료 및 바

이오케미칼 생산을 위한 기초자료로 활용될 수 있을 것이다.

4. CONCLUSION

최근 재생 가능한 비식용 바이오매스 자원으로부터 바이오

연료 및 바이오케미칼 생산을 위하여 효율적인 바이오매스

의 전처리 및 당화공정에 대한 관심이 증가하고 있다. 본 연

구에서는 높은 pH와 온도 안정성을 갖는 것으로 보고된 키토

산 비드에 셀룰라아제 효소를 고정화하여 셀룰로오스로부터

포도당을 생산하고자 하였다. 셀룰라아제 용액의 농도가 증

가함에 따라 키토산 비드에 고정화되는 셀룰라아제의 양은

선형적으로 증가하였다. 포도당의 생성량은 20%의 셀룰라

아제 용액에서 고정화시켰을 때 1% carboxymethyl cellulose

(CMC) 기질로부터 7.2 g/L까지 증가하였다. 효소의 최대 비

활성도 값은 8%의 셀룰라아제 용액에서 고정화시켰을 때의

0.37 unit/mg protein이었다. pH 7, 37oC에서 최적 반응 조성은

1% CMC 기질로부터 0.5 g beads/L였으며, 포도당으로의 전

환은 약 20분에 완료되었다.
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