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Abstract >> This study investigated the high-efficient process for bioethanol from 
barley by various condition. First, higher concentrations of ethanol could be pro-
duced without loss of yield by using reducing water consumption. This is because
it could prevent to increase viscosity despite reducing water consumption. 
Second, the ethanol yield could be improved by using reducing particle size of bi-
omass (increase of enzyme reactive surface). Third, The addition of protease 
could have a considerable effect on yield of fermentation, which provides nu-
trients to the yeast. This results showed that bioethanol production would pro-
vide efficient ethanol production and lower production costs.
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1. 서 론

수송용 에너지부분에서 액체연료는 매우 중요

한 에너지원으로 대부분 현재 가솔린과 디젤이 

사용되고 있지만 화석연료의 유한성, 환경오염 

등으로 대체에너지의 필요성이 점점 대두되고 있

다. 이에 바이오에탄올은 가솔린을 대체할 수 있

는 에너지원으로서 가치를 인정받아 사용하는 국

가가 꾸준히 증가하고 있다
1-3).

현재 바이오에탄올을 수송용 연료로 사용하는 

대표적인 국가는 미국과 브라질로서 지역 및 기

후적인 특성을 살려 미국에서는 옥수수, 수수와 

같은 전분질계 바이오매스를 에탄올 생산 원료, 

브라질에서는 사탕수수 기반의 당질계 바이오매

스를 기질로서 사용하고 있다. 이 외에도 동남아 

등지에서도 카사바 등을 이용하여 바이오에탄올

을 수송용 에너지로 사용하는 국가가 점점 증가

하고 있다
4,5).

자국의 풍부한 바이오매스를 이용하여 바이오

에탄올을 보급하고 있는 해외 사례와 달리 우리
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나라의 경우에는 다양한 국내 바이오매스를 이용

한 바이오에탄올 생산을 위한 연구가 활발히 진

행되어 왔으나 노동집약적인 원료 생산의 특성으

로 바이오매스의 확보에 대한 어려움 때문에 바

이오에탄올의 생산과 상용화에 대한 현실적인 부

담이 많은 것이 사실이다. 국내에서의 바이오에

탄올의 사용을 위해서는 일부 물량에 대한 바이

오매스 및 에탄올 수입은 불가피하지만 국내산 

바이오매스 사용이 병행되어야 수입 의존도 탈

피, 에너지 안보 강화, 농촌 경제 활성화, 환경적 

이점 등을 지니기 때문에 바이오에탄올의 연료로

서의 사용에 대한 의미를 가질 수 있다
6,7).

우리나라의 음용 에탄올 생산은 국산 원료인 

재고현미를 주원료로 사용되고 있지만 이는 식량

자원과의 경합으로 인해 상당한 위험성을 가지고 

있으며 이를 보완할 수 있는 바이오매스의 발굴

이 중요하다. 이에 본 연구에서는 식량자원과의 

경합을 줄이며 최근 재배 면적이 급감하고 있는 

동계작물인 보리에 주목하였고 이를 이용하여 효

과적인 에탄올 생산 기술에 대한 연구를 실시하

였다. 보리의 경우에는 1990년대 연간 20만톤 이

상의 생산량이 가격경쟁력 상실, 수요 급감에 따

라 2016년에는 10만톤에 그치고 있는 실정이다. 

만약 바이오에탄올 생산용으로 국산 보리를 이용

한다면 수요 증가로 인해 겨울철 유휴농지에 보

리를 다시 재배하게 되어 1990년대 수준인 20만

톤 이상의 생산이 가능할 것으로 예상되며 기존 

소비용 10만톤을 제외하고도 10만톤의 보리를 바

이오에탄올 생산용 바이오매스로 활용할 수 있을 

것으로 예상된다. 10만톤의 보리는 바이오에탄올

을 약 4만 KL생산이 가능한 수량으로 E3 사용시 

국내 필요량 30만 KL의 13%를 공급할 수 있을 

것이다. 국내의 유휴농지는 전국적으로 16만 ha 수

준(2009년)이며 이 중 20%만 활용하여도 약 12만

톤의(1 ha당 4톤 생산) 보리를 추가적으로 확보할 

수 있기에 불가능한 수치는 아닐 것이다. 2012년에 

폐지된 정부의 보리 수매 방식이 아닌 바이오에

탄올 생산업계 등 민간 기업의 바이오매스 확보

를 위해 구매할 것이기에 수확시설 및 저장시설

의 확충 및 지원이 자연스럽게 이루어져 국내 경

제 활성화와 농가 소득의 증대에 크게 기여할 수 

있을 것이다
8-11).

본 연구에서는 바이오에탄올 생산용으로서의 

가능성이 있는 국산 바이오매스인 보리를 기질로 

이용하여 바이오에탄올을 생산하고 생산성 증대 

및 수율 상승을 위한 방법에 대한 다양한 실험을 

진행하였다.

2. 실 험

2.1 실험 재료

본 연구에 사용된 바이오매스는 ㈜창해에탄올에 음

료용 에탄올 생산용으로 입고되고 있는 보리(2016년 

수확)를 분쇄하여 이용하였다. 전분의 액화에 사용된 

효소는 Novozyme사의 α-amylase를 이용하였고, 당

화효소는 Solid-glucoamylase(이오엔자임)을 이용하

였다. 추가적으로 점도 개선을 위해 Novozymes사

의 β-glucosidase를 이용하였으며, 효모의 free amino 

nitrogen (FAN) 공급을 위해 사용된 Protease는 

Novozymes사의 제품을 이용하였다. 발효공정에 사

용된 효모는 현재 ㈜창해에탄올에서 음료용 에탄올 

생산에 이용되고 있는 산업용 균주인 Saccharomyces 

cerevisiae CHY 1011 (KCTC11250BP)를 YPD배지

(10 g/L yeast extract, 20 g/L peptone, 100 g/L glucose)

에서 33℃에서 24시간 배양 후 사용하였다.

2.2 실험 방법

2.2.1 원료의 분쇄 및 전분가 분석

본 실험에 사용된 보리는 분쇄기(PC-7-F, 성창기

계)를 이용하여 미분화를 실시하였으며, 분쇄입도

는 각각 2.5 mm, 2.0 mm, 1.5 mm, 1.0 mm, 0.5 mm

의 Sieve를 통해 조절하였다.

전분가의 분석은 산당화법과 효소당화법을 이

용하여 생성된 환원당을 분석하였다. 산당화법은 
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Table 1. Condition of Fermentation test

Test name Condition

Ratio of water addition
Control of water addition

(350% - 250%)

Particle size of
raw material

0.5 mm - 2.5 mm

Addition of protease 0.005%

Fig. 1. Schemaitic diagram of experimental procedure and 
condition.

1 mm 이하로 분쇄된 원료 2 g, 증류수 120 mL, 5% 

HCl 100 mL를 500 mL 삼각플라스크에 혼합한 후 

95℃ 상압에서 2.5시간 가수분해 후 NaOH로 중화하

고 증류수를 첨가하여 500 mL로 mass-up하여 HPLC

로 분석하였다. 효소당화법은 분쇄된 원료 5 g을 증

류수 100 mL와 α-amylase SC 50 µL를 첨가한 후 9

5℃에서 2.5시간 호화 및 액화 후 60℃로 냉각하여 

0.1N HCl로 pH를 4.5로 조절한 후 Solid-glucoamylase

를 0.6 g을 첨가한 후 18시간 당화 후 1 L로 mass-up

하여 HPLC로 분석하였다.

2.2.2 급수비별 발효실험

1.5 mm Sieve에서 분쇄된 보리 320 g에 Table 1

과 같이 증류수를 조절하여 가한 후 160 µL의 α

-amylase와 160 µL의 β-glucosidase를 첨가하여 95℃
에서 2.5시간 호화, 액화한 후 33℃로 냉각하여 

1.92 g의 Solid-glucoamylase를 첨가하고 종균 배

양액 70 mL를 접종시킨 후 96 시간 동안 동시당

화발효를 진행하였다(Fig. 1).

2.2.3 원료 분체 입도별 발효 실험

각각 2.5 mm, 2.0 mm, 1.5 mm, 1.0 mm, 0.5 mm

로 분쇄된 보리 320 g과 증류수 928 mL를 혼합한 

후 160 µL의 α-amylase와 160 µL의 β-glucosidase

를 첨가하여 95℃에서 2.5시간 호화, 액화한 후 

33℃로 냉각하여 1.92 g의 Solid-glucoamylase를 

첨가하고 종균 배양액 70 mL를 접종시킨 후 96 

시간 동안 동시당화발효를 진행하였다(Fig. 1).

2.2.4 Protease 첨가 발효 실험 

1.5 mm Sieve에서 분쇄된 보리 320 g에 Table 1

과 같이 증류수를 조절하여 가한 후 160 µL의 α

-amylase와 160 µL의 β-glucosidase를 첨가하여 95℃
에서 2.5시간 호화, 액화 한 후 33℃로 냉각하여 

1.92g의 Solid-glucoamylase와 protease 16 µL를 첨

가하고 종균 배양액 70 mL를 접종시킨 후 96시간 

동안 동시당화발효를 진행하였다(Fig. 1).

2.2.5 분석 방법

발효 실험에서 생성된 당, 유기산 및 에탄올의 

분석은 발효액을 Sampling하여 Syringe filter (0.2 

µm)를 이용하여 여과한 후 high performance liquid 

chromatography (HPLC; waters)를 이용하여 분석하

였다. Column은 Bio-rad사의 Aminex HPX-87H column

을 사용하였으며 oven temperature는 60℃, detector 

temperature는 40℃로 설정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 보리 전분가 분석

Table 2는 산당화법과 효소당화법에 의해 분석

된 보리의 전분 함량 결과를 나타내었다. 분석 결

과 효소당화법보다 산당화법에 의해 측정된 전분

가가 4.4% 높게 분석되었다. 이는 효소당화법은 

효소에 의해 발효가 가능한 환원당만이 측정되지
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Table 2. Starch value of rew material (Barley)

Methods Acid hydrolysis Enzymatic hydrolysis

Starch value (%) 64.8 60.4

Fig. 2. Final ethanol concentration and ethanol yield in ratio of 
water addition(no beta-glucosidase)

Fig. 3. Final ethanol concentration and ethanol yield in ratio of 
water addition(beta-glucosidase)

만 산당화의 경우에는 원료에 포함된 모든 환원

당이 분석되기 때문이다. 보리의 경우는 맥강에 

함유된 섬유질이나 비발효성 당인 β-glucan 등의 

존재로 기인되는 기질의 특성 때문이다.

3.2 급수비별 발효 실험

에탄올 생산 공정에서 초기 호화 및 액화에 사

용되는 용수를 저감할 수 있다면 높은 에탄올 농

도 발효액의 상승을 통한 단위 설비 당 생상성 향

상과 증기, 전기, 용수 등 사용되는 유틸리티의 

저감으로 생산비용을 줄일 수 있는 장점이 있다. 

이에 본 실험에서는 보리의 급수비에 따른 에탄

올 농도 변화 및 에탄올 생산수율을 비교하였다. 

Fig. 2는 급수비 조건별 에탄올 농도와 생산수

율을 나타낸 그래프이다. 먼저 국내 상용화 급수 

조건인 330% (원료 대비)보다 급수비를 줄이게 

되면 에탄올 농도가 높아지는 경향이 보였으나 

에탄올 생산 수율이 저하되는 현상이 나타났다. 

이는 보리에 함유된 섬유질이나 β-glucan 성분 때

문에 점도 상승 현상이 발생되어 효소 및 균주의 

활성도 저하되어 문제가 발생되었다. 이러한 현

상을 방지하기 위해서는 보리에 함유된 섬유질이

나 β-glucan 성분을 분해하여 점도 문제를 해결해

야 급수비를 낮출 수 있을 거라 판단하고 β

-glucanase를 첨가한 조건으로 실험을 진행하였으

며 결과를 Fig. 3에 나타내었다.

분석 결과 급수율이 290% (원료대비)까지는 에

탄올 농도가 상승(9.46→10.49 v/v%)하는 동시에 

Blank인 330% 급수 조건의 에탄올 생산수율(374 

L/ton)을 유지하여 앞선 실험에서 발생된 문제를 

해결할 수 있었다. 다만 270% 급수비 조건부터는 

에탄올의 농도 저하와 동시에 에탄올 생산수율이 

급격하게 낮아지는 경향을 보여 290% 내외의 조

건으로 급수비를 조절하는 것이 가장 좋은 조건

인 것으로 분석되었다. Table 2에서 볼 수 있듯이 

급수비가 270% 조건 이하부터 효모의 활성도가 

급격히 저하되어 에탄올로 전환되지 못하고 잔류

된 당이 급격하게 높아진 것을 확인할 수 있었다.

3.3 원료 분체 입도별 발효 실험

에탄올 생산 공정에서 원료의 전처리를 위해 

일반적으로 분쇄 공정이 이루어진다. 분쇄 공정

에서는 바이오매스를 미분화로 충분한 표면적 확

보를 통해 효소의 효율적인 반응을 이끌어 낼 수 

있다. 이를 통해 원료에서 에탄올의 생산수율을 

극대화할 수 있다면 에탄올의 생산 비용의 저감

을 기대할 수 있을 것이다. 이에 본 실험에서는 
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Table 4. Results of ethanol concentration, organic acid con-
centration and yield

No protease Protease

Ethanol (v/v%) 10.52 10.79

Yield (L/ton) 375.15 385.04

Lactic acid (g/L) 3.52 1.48

Acetic acid (g/L) 0.95 0.35

Fig. 4. Final ethanol concentration and ethanol yield in particle 
size conditions

Fig. 5. Time course of ethanol concentration.

Table 3. Comparison of residual sugar(RDS-Residual direct 
sugar, RTS-Residual Total sugar)

Ratio of water 
addition (%)

330% 310% 290% 270% 250% 230%

RDS (%) 0.08 0.08 0.09 1.48 1.63 1.89

RTS (%) 0.25 0.26 0.28 1.91 2.04 2.41

원료의 입도별로 에탄올 농도에 따른 생산수율 

변화를 분석하였다.

분석 결과 분체의 입도가 작을수록 에탄올 농

도가 상승되어 에탄올 생산 수율이 상승되는 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 0.5 mm의 분체를 이

용하여 발효시 10.84 v/v%로 분석되어 2.5 mm의 

분체를 이용한 발효 결과인 10.37 v/v%보다 0.47 

v/v% 높게 분석됨에 따라 에탄올 생산수율 측면

에서 369.79 L/ton에서 387.05 L/ton으로 보리 1 

ton당 17.26 L의 에탄올을 더 생산할 수 있는 것

으로 분석되었다. 이는 분쇄 공정의 목적은 전술

하였듯이 효소에 의한 가수분해시 효소의 반응표

면적을 넓히기 위함이라고 하였는데 이는 실험 

결과에서 보듯이 분체의 입도가 작을수록 효소에 

의한 가수분해능이 개선되어 입도가 큰 분체에서

는 분해되지 못한 당이 효모가 발효에 이용할 수 

있도록 환원당으로 분해가 가능하여 에탄올로 전

환한 것으로 판단된다(Table 3).

 

3.4 Protease 첨가 발효 실험

에탄올 발효 균주인 효모의 생육조건을 위한 

영양원으로는 FAN, mineral, vitamin 등 여러 가지

가 있지만 FAN은 효모가 개체를 증식하고 유지하

며 에탄올 발효시 매우 중요한 질소 영양원이다. 카

사바를 사용하는 상업화 공정에서는 FAN을 공급하

기 위해 인위적으로 UREA나 인산암모늄을 첨가하

여 운영하고 있다. 하지만 보리에는 원료 자체에 매

우 풍부한 protein이 존재하고 있어 본 실험에서는 

protein 분해 효소인 protease 첨가에 따른 에탄올 생

산수율 변화를 분석하였다.

Fig. 5는 protease의 첨가에 유무에 따라 발효 

시간별로 에탄올 농도 추세를 나타낸 것이다. 분

석 결과 protease의 첨가로 인해 에탄올의 농도도 

높게 분석되었으며 발효 속도도 개선된 것을 확

인할 수 있었다. 최종 분석된 에탄올 농도를 비교

하면 protease 첨가로 0.27 v/v%의 에탄올 농도 상

승으로 10 L/ton의 에탄올 생산수율 효과가 나타

난 것으로 분석되었다(Table 4). 먼저 발효 속도 

측면에서 protein의 분해로 인해 효모가 이용 가

능한 FAN으로 전환되어 발효 초기 효모의 개체

수 증가 속도에 긍정적인 효과로 인해 에탄올 발
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효 속도에 영향을 준 것으로 판단되며, 에탄올 농

도 및 수율 상승 측면에서는 protease 첨가로 인해 

효모의 생육 조건이 강화됨에 따라 타 오염원에 

의한 유기산 발효를 억제하고 목적 산물이 에탄

올로의 전환이 원활히 이루어졌기 때문이다.

4. 결 론

본 연구에서는 연료용 바이오에탄올 생산용으

로서의 국내산 바이오매스인 보리를 이용하여 바

이오에탄올 생산하고 생산성 증대 및 생산수율 

향상을 위해 다양한 조건으로 실험을 실시하였고 

이를 통해 얻은 결론은 다음과 같다.

1) 사용되는 용수의 저감 가능성 모색을 위해 

투입 바이오매스 대비 급수비를 다양한 조건으로 

발효 실험을 실시한 결과 β-glucosidase를 통해 보

리에 함유된 β-glucan의 분해로 급수량을 줄이더

라도 점도 상승현상 억제로 인한 효소 및 균주 활

성도 저하를 방지할 수 있었다. 그 결과 현재 상용

화 규모에서 사용되는 급수비인 330%를 290%까

지 줄이더라도 에탄올 수율 변화 측면에서는 큰 

차이가 없는 것으로 분석되어 현재보다 고농도의 

에탄올 발효액 생산이 가능한 것으로 판단된다. 

이는 용수, steam, 전기, 수처리 비용의 저감으로 

에탄올 생산 비용 저감 효과, 단위 설비 당 더 많

은 에탄올 생산이 가능하여 생산성 향상이 기대되

며, 초기 투자비의 저감도 기대할 수 있다.

2) 분체의 입도 크기별로 발효 실험을 실시한 

결과 분체의 입도가 미분화될수록 에탄올의 생산 

수율이 상승되어 생산 비용 저감이 가능한 것으

로 분석되었다. 이는 초기 원료의 전처리 공정인 

분쇄 공정에 미분화할수록 이후 호화, 액화 및 당

화 공정에서 사용되는 효소의 반응표면적 향상으

로 인한 가수분해능 개선으로 에탄올 생산수율이 

개선될 것으로 판단된다.

3) 효모의 질소원 공급을 위한 protease 첨가 

test를 진행한 결과 효모의 개체수 증식 및 생육 

조건 개선으로 발효 속도 및 에탄올 생산수율에

서 긍정적인 효과가 나타났고, 오염에 의한 유기

산 농도 상승을 억제하는 효과도 있는 것으로 분

석되었다.

본 연구에서는 단위 공정별로 보리에 대한 에

탄올 생산 가능성을 탐색할 수 있었으나 향후 바

이오에탄올 보급을 위해서 본 연구 결과를 바탕

으로 구체적이고 통합적인 연구를 통해 공정으로

의 적용 가능성을 판단하고 최적화 연구의 진행

이 필요할 것으로 판단된다.
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