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요  약

본 연구는 바이오에탄올을 생산하고자 목질계 바이오매스의 효소당화에서의 반탄화의 영향을 비교분석하였다. 
전처리로서, 목질계 바이오매스의 반탄화는 무산소 조건에서 250∼350℃의 온도로 시행되었다. 또한 비이온성 
계면활성제인 Tween-80을 첨가하여 반탄화로 인한 소수성변환에 대처하여 당화효율을 높이기 위한 실험을 진행
하였다. 그 결과, 반탄화 전처리한 바이오매스를 효소당화한 후 글루코즈 생산량이 전처리하지 않은 바이오매스의 
글루코즈 생산량보다 높았다. 그리고 Tween-80의 첨가하여 효소당화하였을 때 당 전환율이 더 높았다. 이로 인해 
반탄화를 목질계 바이오매스의 전처리로 적용할 수 있으며 Tween-80을 첨가하였을 때 효소당화에 영향이 있다는 
것을 알 수 있었다.

주요어 : 목질계 바이오매스, 반탄화, 전처리, 효소가수분해, Tween-80

Abstract - This study is to investigate the effect of torrefaction on enzymatic hydrolysis of lignocellulosic 
biomass for bio-ethanol production. As a pretreatment, the torrefaction of lignocellulosic biomass was 
conducted in temperature of 250∼350℃ in the absence of oxygen. Tween-80, nonionic surfactant, was 
tested to enhance saccharification efficiency by coping with hydrophobicity resulted from torrefaction. As 
a result, the glucose production from enzymatic hydrolysis of biomass pretreated by torrefaction was greater 
than that obtained from the non-pretreated biomass. Sugar conversion was higher when the biomass was 
saccharified with addition of tween-80. It was found that torrefaction can be applied as a preptreatment 
for lignocellulosic biomass and tween-80 is needed to enhance its enzyme saccharification.

Key words : lignocellulosic biomass, pretreatment, saccharification, Tween-80, enzymatic hydrolysis
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1. 서 론

현재 전 세계는 화석에너지의 고갈 및 화석연료의 

한계성을 해결하기 위해 재생 가능한 바이오에너지원

에 대한 관심이 증가하고 있다. 그 가운데 생물자원을 

이용한 바이오 연료 및 바이오 화학 물질로의 전환은 

세계적인 추세이다. 휘발유의 대체연료로는 바이오매

스를 이용한 바이오에탄올의 생산이 유력한 대체 에

너지원으로 알려져 있다. 바이오에탄올 생산은 사탕수

수, 옥수수, 사탕무와 밀 등 당질계 및 전분질계 식용 

작물로부터 생산되고 있으며, 현재 가동 중인 모든 상

용화된 공정은 이러한 원료를 사용하고 있다. 미국의 

경우 옥수수전분을 원료로 하여 바이오에탄올을 생산

하고 있으며 브라질의 경우 사탕수수를 이용하여 바

이오에탄올을 생산하고 있다. 하지만, 이와 같이 식용

작물을 사용할 경우 인류의 식량문제와 부닥치게 되

며 따라서 식량자원을 에너지원으로 이용하는 것은 

적정하지 못하며, 앞으로 급속하게 증가하게 될 수송

용 에탄올의 수요량을 충족시키기 위해서는 안정적인 

바이오에너지 원료원이 될 수 있는 비식용 바이오매

스를 활용한 에탄올을 생성하는 것이 필요하다. 2세대 

바이오원료는 1세대 바이오원료와는 달리 식량 문제

와 연계되지 않아서 원료 수급 안정성이 우수하여 세

계 각 국에서 관심을 가지고 연구에 투자하고 있다. 
바이오에탄올 생산을 위해서는 가수분해과정을 통

한 당화 과정이 필수적이다. 바이오에탄올의 전체 생

산 공정 중 전처리공정은 다음단계의 당화공정 및 발

효공정의 효율 및 반응시간에 크게 영향을 주게 된다. 
전처리 공정은 에탄올의 생산을 위한 원료인 전분질

계, 목질계, 당질계 원료를 위해 이용되며, 특히 목질

계 바이오매스의 경우에는 필수불가결한 공정이다. 
우리나라의 경우 잉여농지가 없어서 전분질 계를 이

용하여 에탄올을 생산하는 것은 많은 문제를 있으며, 
목질계는 전처리 기술이나 생산비용의 증가, 낮은 수

율 등의 문제가 있다. 이와 같이 여러 가지 부작용과 

문제로 인해 농업부산물(옥수수대, 볏짚, 보리짚 등)과 

임업부산물 및 다양한 비식용 작물을 이용하여 바이오 

에탄올 생산량을 늘려 나가야할 것으로 보인다. 하지

만 식물의 기관 중 나뭇잎을 바이오 에탄올 생산의 발

효 원료 공급원으로서 그 가능성을 평가한 연구는 거의 

이루어지지 않았다. 낙엽은 연간 약 4만 톤 정도가 발생

되고 있고 이를 재활용 비율은 12% 밖에 되지 않고 

나머지는 대부분 폐기하고 있는데 이는 경제적 문제, 

환경적 문제가 도시에서 발생하는 폐기물로 인식되고 

있다. 하지만 위에 제시된 것과 같이 낙엽은 임업부산

물로서 리그닌을 제거하여 당을 얻어야하기 때문에 전

처리가 필요하다. 
에탄올 생산의 전처리공정에는 바이오매스 내 존재

하는 셀룰로오스 결정들을 치핑(chipping), 분쇄(grin-
ding), 그리고 제분(milling)과 같은 물리적 처리 공정, 
증기처리법, 산 전처리, 알칼리 전처리 등과 같은 물리

화학공정이 있으며 미생물을 이용하여 바이오매스의 

리그닌과 헤미셀룰로오스를 분해하는 생물학적 처리 

공정이 있다[1-4]. 물리화학적공정 중 산처리는 황산이

나 염산과 같은 강산을 사용하는데 바이오매스의 가용

화 효율이 높다는 장점이 있지만 강산자체의 독성과 

부식으로 인한 반응기의 독성 등의 문제점이 있다. 하
지만 묽은 산을 이용하면 이러한 문제점을 절감시키고 
셀룰로오스의 가용화효율을 높게 한다. 또한 알칼리처

리는 그 효율이 리그닌 함량에 따라 크게 달라지며 그 

분해 메커니즘은 자일란, 헤미셀룰로오스와 다른 구성

성분들 간의 에스테르결합을 비누화(saponification)한
다. 희석된 수산화 나트륨처리는 바이오매스의 팽창을 

유도하여 이로 이한 내부표면적 증가, 결정화도의 감

소, 리그닌과 탄수화물의 구조적 결합 분리 그리고 리

그닌 구조의 분열 등을 유발하게 된다. 하지만 이러한 

화학적 전처리를 시행할 경우 다소 문제점을 동반하기 

때문에 더욱 더 적절한 전처리 방법을 모색하였고 이

와 같은 문제를 해결하기 위해 250∼350℃의 온도에서 

열분해하는 반탄화(Torrefaction)를 적용하였다. 따라서 
반탄화 전처리한 후 효소가수분해를 통해 얻을 수 있는 

특성을 파악하고자 하였다. 또한 반탄화 공정 후 생기

는 소수성에 대한 문제점을 보완하기 위해 비이온성 

계면활성제인 Tween-80을 첨가하여 당화효율을 향상

시키고자 하였다. 이에 본 실험은 낙엽을 바이오 에탄

올 원료로 활용하기 위한 목적을 가지며, 연구의 목표

는 반탄화 전처리 공정을 시행하여 에탄올의 발효 가

능한 단당류를 생산하고 전에 통용되던 화학적 전처

리의 문제점을 보완하는 것이다[5, 6, 7, 8]. 

2. 실험재료 및 방법

2-1. 실험원료 및 재료 
본 논문에 사용된 임업부산물 계열의 바이오매스는 

교내의 가로수에서 떨어진 낙엽을 무작위로 수집하여 

사용하였다. 사용된 바이오매스의 반응 표면적을 높이
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기 위해 1 μm 이하로 만드는 성능을 사진 분쇄기를 이

용해 분말의 형태로 만들었다. 분말형태로 처리된 바이

오매스는 수분이 제거되도록 dry oven을 사용하여 24
시간 이상 건조한 후 고체 성분분석 및 전처리 실험에 

사용하였다. 
전처리에 대한 영향을 알아보기 위한 효소당화에 이

용된 효소는 Celluclast(Cellulase 1.5L, Novo Co.), Vis-
cozyme L(Hemicellulase, Novo Co.)를 사용하였다. 또 
당화에 인산칼륨 완충용액(potassium phosphate buf-
fer)를 pH 5.5로 제조하여 사용하였다.[7] 

2-2. 실험방법 및 분석방법
2-2-1. 전처리

전처리 방법은 다음과 같은 방법으로 실험을 수행

하였다. 바이오매스의 전처리에 적용된 반탄화 공정은 

무산소 조건에서 250∼300℃의 온도에서 30분 동안 시

행하였다. 

2-2-2. 효소당화 

당화실험은 기존 셀룰로오즈 계열 바이오매스의 최

적 당화조건을 적용하여 수행하였다. 여기에 적용된 

조건은 반응온도 50℃, 반응 pH 5.5 그리고 반응시간 

24hr으로 당화에 사용된 완충용액은 potassium phos-
phate buffer(0.1N, pH 5.5)를 사용하였다. 산과 알칼

리용액으로 전처리된 낙엽분말 1g과 potassium phos-
phate buffer 용액을 혼합시킨 후 전체 2%의 효소를 

넣어 50℃의 shaking incubator 안에서 200rpm의 속

도로 교반시키며 당화하였다. 그리고 Working Volume 
대비 1, 2, 5, 10%의 Tween-80을 첨가하여 효소당화

하였다. 이 때 Working volume은 50 ml이며 당화액을 

원심분리 후 환원당을 측정하였다. 

2-2-3. 분석방법

바이오매스의 원소 분석, 삼성분 분석, 탄수화물, 조
단백 함유량 분석 등 기초특성을 분석하였다. 그리고 

각각의 전처리와 효소당화 후 글루코즈 생산량을 측

정하였다. 효소당화 후의 환원당 측정은 High Perfor-
mance Liquid Chromatography(HPLC Acme 9000, 
Younglin, KOREA)를 이용하여, 이동상은 75% aceto-
nitrile 용액으로 1.5 ml/min, 오븐 온도는 35℃ 조건

에서 분석하였다. 

3. 결과 및 고찰

3-1. 바이오매스의 기초특성 분석
낙엽의 원소 분석, 삼성분 분석 및 탄수화물 함유량

을 분석하여 결과를 Table 1에 나타내었다. 바이오매스 
내 탄소성분이 49.2%로 절반 가까이 분포하고 있고 약 
85% 가연분으로 이루어져 있었다. 그 중 탄수화물 함

량이 76.04%을 차지하고 있어 적절한 전처리 공정을 

적용한다면 효과적인 글루코즈 전환율을 얻을 수 있을 
것으로 예상된다. 

3-2. 전처리로서 반탄화 후 효소당화
본 연구에서는 반탄화공정을 효소가수분해를 잘 이

루어지게 하기 위해 바이오매스를 분해하는 방법인 전

처리로서 적용하였다. 반탄화를 통해서 바이오매스는 

Component(%) Biomass

C 49.195

H 5.235

S 0.202

N 0.825

Moisture 6.7015

Combustible 85.9615

Ash 7.337

Carbohydrate 76.04

Crude protein 6.64

Table 1. Composition of biomass
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Figure 1. Comparison of alkaline and torrefaction as 
a pretreatment
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가수분해효소가 잘 침투할 수 있도록 작은 입자로 분

해할 수 있었다. 반탄화 전처리한 바이오매스를 효소

당화하여 얻은 글루코즈 생산량을 알칼리 전처리 결과

와 비교하여 Figure 1.에 나타내었다. 알칼리 전처리한 

바이오매스의 당 전환율은 전처리하지 않은 바이오매

스의 당 전환율보다 두 배 정도 높았으며 또한 반탄화 

전처리한 후의 당 전환율을 비교하였을 때 37% 이상의 

높은 당전환율을 나타내었다. 따라서 결과적으로 반탄

화 전처리 후 당화하였을 때 효율이 높다는 것을 알 수 

있었다.

3-3. 효소 주입량별 효소당화 
효소당화를 할 때 효소주입량은 글루코즈 생산량에 

중요한 요소로 작용한다. 셀룰로오스를 당으로 전환하는 

촉매 역할을 하는 효소를 양을 다르게 하여 효소당화

하였고 효소를 얼마나 주입하였을 때 가장 높은 당 전

환율을 보이는지 최적조건을 도출하였다. 
이 때 실험은 셀룰라아제의 주입량을 높일수록 헤미

셀룰라아제의 양을 줄여나갔다. 주입량 비율이 1:9일 때 
당 전환율이 이미 50% 가까웠으며 셀룰라아제의 양이 
높아질수록 당 전환율은 높아졌다. 또한 이를 통해 셀룰

로오스가 바이오매스에 많이 분포하고 있음을 알 수 

있었다. 결과적으로 7:3과 9:1일 때 당 전환율이 비슷

했다. 하지만 이 후 실험의 효소주입량 비율은 셀룰라

아제의 되도록 줄이는 방향으로 실험하기 위해 5:5로 

주입하여 시행하였다.

3-4. 시간별 효소당화
반탄화 전처리 후 셀룰라제와 헤미셀룰라제 효소를 

주입하여 초기부터 48시간 동안 효소당화하였다. 점진

적으로 당 전환율이 높아졌으며 글루코즈 생산량이 증

가하였다. 1시간 후 글루코즈는 약 600 mg까지 증가하

였으며, 24시간 후에도 계속적으로 증가하였다. 그러

다 48시간에서는 더 이상 증가하지 않았다. 이로 인해 

24시간이 반탄화 전처리 후 효소당화의 최적시간임을 

판단할 수 있었고 약 1200 mg glucose /g biomass를 

얻을 수 있었다.

3-5. 계면활성제의 첨가 효소당화
계면활성제를 첨가하여 효소당화의 효율을 높이는 

자료들은 몇몇 있었다. 통상적으로 계면활성제를 첨가

하는 이유는 기질의 결정도를 높이기에 계면활성제의 

첨가 영향을 긍정적으로 보여주었다. 또한 소량의 효소

에 계면활성제를 첨가하였을 때 더욱 효과적인 결과를 
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Figure 2. Enzymatic ratio(cellulase : hemi-cellulase) 
for hydrolysis of torrefied biomass
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Figure 4. Glucose yield by hydrolysis with Addition 
of Tween-80
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Figure 3. Glucose yield by Time course of hydro-
lysis of torrefied biomass
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나타내었다. 하지만 본 연구에서는 반탄화 전처리한 바

이오매스의 효소당화를 향상시키기 위해 계면활성제를 
첨가하였다. 반탄화 전처리 과정에서 휘발성물질과 수

분이 제거되면서 친수성에서 소수성으로 성질을 변화

하는 것을 알 수 있었고 이는 효소당화에 영향을 끼치

는 것으로 판단되었다. 따라서 용액에 아무런 영향을 주

지 않는 비이온성 계면활성제인 Tween-80을 사용하여 

효소당화하였다. Tween-80을 1%에서 10% 첨가하였

고, 10%일 때 글루코즈 생산량은 1800mg glucose /g 
biomass를 얻을 수 있었다.[9,10] 

4. 결 론

본 연구는 알칼리 전처리와 같은 물리화학적 전처

리와 비교하여 반탄화가 전처리로서 효과적인지 평가

하기위한 실험하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 낙엽은 셀룰로오즈와 헤미셀룰로오즈로 이루어져있

고 그 중 셀룰로오즈의 함유량이 많기 때문에 이를 분

해하는 효소인 셀룰라제의 주입량이 높으면 높을수

록 높은 글루코즈 전환 효과가 있다. 
2. 효소당화 시간에 따라 당 전환율은 달라졌으며 24시

간 이후로 당 전환율의 변화는 없었기에 최적 당화

시간은 24시간이다. 
3. 반탄화 과정 중 성질변화를 대처하기 위해 비이온성 

계면활성제 Tween-80을 첨가하였고 넣지 않은 대조

군보다 높은 글루코즈 생산량을 얻을 수 있었다. 또
한 계면활성제의 양이 늘수록 높아짐을 알 수 있었으

며 바이오매스와 계면활성제의 양을 적절히 조절하여 
당화할 경우 높은 효과를 낼 수 있을 것으로 예상

된다. 

이로서 물리화학적 전처리보다 반탄화 전처리 후 

당화하였을 때 높은 효율을 나타내며 이는 에탄올 발

효단계에서도 영향을 끼칠 것으로 예상한다. 
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