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라이밀 자체 효소를 이용한 바이오에탄올 생산
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The objectives of this study were to develope the economical process for bioethanol production from domestic triticale and 

investigate optimal fermentation conditions such as temperature, time, and enzyme concentration used to pre-treatment process. 

Triticale mash, containing 148 g of total sugar per 1 L of mash, was fermented with Saccharomyces cerevisiae CHY1011 at 33℃. 

Fermentation of mash supplemented with enzyme was completed within 48-60 hours, and the ethanol yield was 410.9 L/tonne of 

dry base. On the other hand, fermentation of mash without enzyme addition was completed within 36-48 hours, but the ethanol 

yield was 342.2 L/tonne of dry base. For optimal bioethanol production from triticale, viscosity reduction enzyme was added in the 

pre-treatment process, and the fermentation rate of triticale was 92.0-94.2%. In addition, the results showed that bioethanol 

production of triticale by low-temperature pre-treatment would provide higher ethanol production efficiency and lower operating costs.
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서  론      
1)

  최근 들어 개발도상국들의 격한 에 지 수요 증가로 인하여 

국제 유가  체에 지 자원인 바이오에탄올의 가격 상승을 

래하 으며, 이로 인하여 바이오에탄올의 주요 생산 원료인 

이나 옥수수 등의 곡물 가격 상승으로 이어지고 있다. 한 

재 바이오에탄올 생산의 주요 원료인 이나 옥수수 등의 

주요 곡물들은 식품  가축 사료용으로 사용되어지고 있기 

때문에 그 가격은 계속 상승할 것으로 상되어지며 바이오

에탄올 생산을 한 보다 렴한 체 원료에 한 연구가 필요

하다. 호  는 라이  등은 기존 에탄올 생산 원료에 비해 

렴하기 때문에 이에 한 심이 증 되고 있다(1-4).

  라이 에 한 연구는 1875년 Wilson의 과 호 의 속간

잡종에서 나온 불임식물체의 보고로 시작되었으며(5), 해외의 

경우 곡물  건 의 수확량이 많은 라이 의 재배가 1995년도 

이후 격히 증가하고 있다(6). 우리나라의 경우 라이 은 가뭄 
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 추 에 내성이 있어 동 기 사료용 작물로 수확량  사료

가치 증진 등의 연구가 계속 진행 에 있으나, 에탄올 발효에 

한 연구는 미비한 실정이다(7-10).

  라이 은 pentosan  α-amylase 해작용을 야기하는 단백질

을 함유하고 있어 기존 에탄올 생산 공정에 용하기 해서는 

도 문제를 해결해야하는 단 이 있지만(11-12), 라이  자체

에 함유되어 있는 효소 (α-amylase, β-amylase)(13-16)를 이용한 

온 처리 공정 도입으로 에탄올 발효에 소요되는 효소 투입

량  처리 공정에 소요되는 에 지 비용을 감소시킬 수 있

다. 라이 로 에탄올을 생산할 때 약 20% 이상을 차지(17)하는 

처리 에 지 비용을 라이  자체 효소와 온 처리 공정을 

이용함으로서 공정에 소요되는 에 지 사용량을 감소시킬 수 있

다(18). 본 연구에서는 라이 의 특성을 이용하여 처리 공정 

조건을 최 화하고 최 화된 처리 공정을 이용한 라이 의 

에탄올 발효 특성을 비교하 다.

재료  방법

  사용된 재료

  본 실험에 사용된 라이  (신 라이 )은 농 진흥청 작물과학

원으로부터 공 받아 1 mm 이하로 분쇄 (STRAUB 4E, USA)
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하여 사용하 다. 원료 도 하에 사용된 효소는 Trichoderma

에서 생산된 cellulase, xylanase, β-glucanase, α-amylase가 함유

된 Viscoferm (Novozyme)을 사용하 다.

  당화 공정에 사용된 당화효소는 glucoamylase 생성능이 좋은 

Aspergillus usamii mut. shiro-usamii KCTC 6954를 UV 변이

처리 후 기울에서 배양하여 얻어진 solid glucoamlase (SGA)

를 사용하 다.

  사용된 균주

  발효공정에 사용된 균주는 (주)창해에탄올에서 분리한 고생산

성 에탄올 균주인 S. cerevisiae CHY1011 (KCTC 11250BP)를 

YPD배지 (2.5 g/L yeast extract, 2.5 g/L peptone, 100 g/L glucose, 

0.25 g/L MgSO4ㆍ7H2O, 1 g/L K2HPO4)에 배양하여 사용하 다.

  분가 분석

  산당화법과 Osmometer의 변형된 효소당화법(19)으로 생성된 

환원당을 HPLC로 분석하여 분가 (starch value)를 측정하 다.

  산당화법; 1 mm 이하로 분쇄된 원료 2 g을 정확히 칭량하여 

증류수 120 mL와 1.4 N HCl 100 mL를 가하여 95℃ 상압에서 

2.5시간 동안 가수분해하여 NaOH로 화 시킨 다음 500 mL로 

mass-up하여 HPLC로 분석하 다.

  효소당화법; 분쇄된 원료 분말 5 g을 칭량하여 증류수 100 mL

과 도 하 효소 0.6 g/Kg을 넣어 60℃에서 2시간 처리하

다. 처리된 라이 은 0.1 N HCl로 pH를 4.5로 조 한 후 

SGA를 10 g/Kg 첨가하여 18시간 당화 후 1 L로 mass-up하여 

HPLC로 분석하 다.

  처리 조건

  1 mm 이하로 분쇄된 라이  분말 100 g에 수돗물을 각각 

425 mL, 400 mL, 375 mL, 350 mL를 가한 후 Viscoferm 첨가

구 (0.06 g/kg)와 무첨가구를 효소활성의 정온도인 60℃에서 

1-4시간 동안 각각 처리하여 도  액화도를 측정하 다.

  도  액화도 측정

  처리 진행 정도는 도 측정을 통해 확인할 수 있었으며, 

도 측정은 도계 (Brook filed LVF, USA)로 60℃에서 측정

하여 cento poise (cP)로 나타내었다. 액화도 측정은 3,000 rpm

에서 5분간 원심분리 (Hanil SUPRA 22K, Korea)하여 체 부피

와 액층의 부피를 백분율로 환산하여 측정하 다.

  발효조건

  회분식 발효는 5 L 발효조 (BIOFLO IIC, New Brunswick, USA)

를 이용하 다. 라이 과 증류수를 혼합하여 잡균증식 억제를 

하여 H2SO4로 pH를 4.5로 조 한 후 도 하 효소와 당화 

효소를 투입하여 60℃에서 처리 공정을 진행하 다. 그 후 33℃

로 냉각하여 YPD 배지에서 24시간 배양 (30℃)한 종균 배양액을 

7% 종하여 33℃에서 60 rpm으로 교반하여 발효를 진행하 다.

  분석방법

  당과 유기산은 HPLC를 이용하여 분석하 다. 당 분석은 RSpack 

KC-811 (8 mm I.D. x 300 mm) column을 사용하여 Refractive 

Index Detector (Waters 2414, USA)를 이용하 고, 유기산 분석은 

Dual λ Absorbance Detector (Waters 2487, USA)로 215 nm 장

에서 측정하 다. 이동상으로 4.5 mM H2SO4를 1.0 mL/min으로 

사용하 고, column 온도는 60℃조건에서 분석하 다.

  에탄올 함량은 배양액 50 mL를 간이 증류를 하여 얻은 증류

액을 gas chromatography (4890, Agilent, USA)를 이용하여 분석

하 다. 사용된 column은 Supelco 6.6% CARBOWAX 20 M이고, 

검출기는 FID를 사용하 다. 내부 표 물질로 isopropanol을 사용

하 고, carrier gas는 질소를 사용하 다. Injector, oven, detector의 

온도는 각각 200℃, 100℃, 250℃ 이었고, 운  조건은 100℃

에서 1분, 12 ℃/min으로 120℃까지 승온 후 20 ℃/min으로 200℃

까지 승온시켜 3분간 유지하 다.

  효모수는 배양액을 10
5-107까지 희석하여 YPD Agar배지 

(2.5 g/L yeast extract, 2.5 g/L peptone, 10 g/L glucose, 0.25 g/L 

MgSO4ㆍ7H2O,1 g/L K2HPO4, 20 g/L Agar)에 희석액 50 μL를 

도말하여 32℃에서 72시간 배양 후 CFU (colony forming unit)

를 계수하 다.

결과  고찰

  원료의 분가

  라이 의 발효율  에탄올 수율을 계산하기 한 분가는 

산당화법과 효소당화법에 의해 각각 67.48%, 65.69% (dry base)

이었으며, 두 분석법의 차이는 섬유질이나 지방 구조 등에 포함

된 분의 당화 여부  비발효성 당인 glucan과 pentosan을 

많이 포함하고 있는 기질 특성 때문이다(13).

  처리 최 조건

  처리 조건을 탐색하기 하여 온도, 시간 그리고 효소 첨가

량의 변화에 따른 도  액화도를 알아보았다. 액화가 진행됨

에 따라서 각 원료의 분 고형물이 액체 상태로 이되는 원리

를 이용하여 체 부피  액체량을 측정하여 액화도를 나타내

었다. Fig. 1과 2의 x축은 효소농도, 시간, y축은 도  액화

도, z축은 수비율로 하여 3차원 그래 로 나타내었다. 효소를 

첨가하지 않는 시험구  수비율 425%를 제외한 모든 시험

구의 도가 1,000 cP 이상으로 라이  자체에 함유되어 있는 

효소를 이용한 에탄올 생산 공정 용은 불가능하 으며, 효소

를 첨가한 시험구  수비율 375%에서 1시간 처리시 비 분 

탄수화물이 도 하 효소의 효소활성으로 분해되어 도가 

860 cP에서 460 cP로 하되었으며, 처리 기의 높은 도는 

도 하 효소의 처리로 해결할 수 있었다.

Table 1. Optimal condition of pre-treatment process for bioethanol 

production from triticale

Optimal condition

Triticale 1 Ton

Water 3.75 KL

Viscoferm 0.06 Kg

SGA 2.0 Kg

H2SO4 1.4 L

Temperature 60℃

Time 2 h
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  도 하 효소를 첨가한 시험구  도가 400 cP 이하인 

조건은 수비율 350% 4시간, 375% 2시간, 400% 2시간, 425% 

1시간이었고 (320-360 cP)(Fig. 1), 이때 액화도는 54-58% 이었

다(Fig. 2). 라이 을 이용한 바이오에탄올 생산은 설비 규모  

최종 에탄올 농도를 고려하여 최  처리 조건은 Table 1과 

같음을 알 수 있었다.
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Figure 1. Effect of various temperature, enzyme concentration and 

reaction time on Viscosity of triticale.
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Figure 2. Effect of various temperature, enzyme concentration and 

reaction time on liquefaction value of triticale.

  에탄올 발효

  라이 을 이용한 바이오에탄올 생산의 최  조건을 탐색하기 

해 최  처리 조건 (Table 1)과 도 하 효소 첨가량 (0 g/Kg, 

0.06 g/Kg)  SGA 첨가량 (0 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg)을 달리

하여 에탄올 발효를 비교하여 보았다. 모든 발효 기 총당 함량

은 148±2.0 g/L이었으며, 72시간 경과 후 잔류 총당 함량은 

각각 28.8±2.0 g/L, 18.6±2.4 g/L, 13.3±1.8 g/L로 효소 첨가량

에 따라 당소모량이 증가하 다(Fig. 3). 발효 기 당조성은 

dextrin 88.7-97.5 g/L, maltose 17.5-40.4 g/L, glucose 14.9-33.2 g/L 

이었으며, 특히, SGA 무첨가구에서는 β-amylase에 의한 maltose

의 생성량이 40.4 g/L로 glucose (14.9 g/L)보다 많았으며, SGA 

2 g/Kg 첨가구가 무첨가구에 비하여 dextrin 분해 (1.25-0.91 g/L․h) 

 에탄올 생성 (0.94-0.79 g/L․h)이 빠르게 진행되었다. 한, 

라이 을 이용한 에탄올 발효의 경우 2-3% 정도 (2.9-4.4 g/L)

의 리세롤이 생성됨을 확인할 수 있었다(Table 2, 3, 4).

Table 2. Carbohydrate composition, glycerol and ethanol concentration 

in triticale fermentation without enzyme addition

hours
Dextrinsa

[g/L]

Maltose

[g/L]

Glucose

[g/L]

Glycerol

[g/L]

Ethanol

[g/L]

0 88.7 ±1.5 40.4±0.8 14.9±1.2 0.0 0.0

12 81.5 ±1.6 15.2±0.8 0.2±0.1 1.1±0.2 22.5±2.3

24 56.5 ±2.7 1.1±0.9 0.6±0.1 2.5±0.3 42.8±4.2

36 31.2 ±3.4 1.3±0.4 0.7±0.1 2.8±0.5 54.6±0.5

48 28.5 ±1.8 1.4±0.5 0.1±0.1 2.9±0.4 56.5±1.0

60 24.3 ±2.6 1.3±0.4 0.1±0.1 2.9±0.4 56.9±1.2

72 23.1 ±1.1 1.1±0.1 0.6±0.4 2.9±0.2 57.1±0.3

aDextrins include maltotriose, maltopentaose, and other saccharides of 

higher mol wt.

Table 3. Carbohydrate composition, glycerol and ethanol concentration 

in Triticale fermentation with enzyme addition (Viscoferm 0.06 g/triticale 

Kg + SGA 1 g/triticale Kg)

hours
Dextrinsa

[g/L]

Maltose

[g/L]

Glucose

[g/L]

Glycerol

[g/L]

Ethanol

[g/L]

0 92.0 ±2.5 30.6 ±1.5 24.3 ±2.2 0.0 0.0 

12 74.3 ±1.7 11.5 ±1.9 8.4 ±1.1 1.2 ±0.2 25.0 ±1.8

24 53.6 ±4.1 2.9 ±0.4 0.5 ±0.1 2.2 ±0.1 45.1 ±2.8

36 31.5 ±2.6 1.7 ±0.2 0.4 ±0.1 2.5 ±0.4 56.3 ±1.8

48 19.2 ±1.5 1.4 ±0.1 0.2 ±0.1 3.4 ±0.2 62.1 ±2.4

60 16.0 ±0.8 1.3 ±0.2 0.1 ±0.1 3.8 ±0.4 63.9 ±1.5

72 12.8 ±0.6 1.3 ±0.1 0.1 ±0.1 4.0 ±0.4 64.2 ±1.0

aDextrins include maltotriose, maltopentaose, and other saccharides of 

higher mol wt.

Table 4. Carbohydrate composition, glycerol and ethanol concentration 

in Triticale fermentation with enzyme (Viscoferm 0.06 g/triticale Kg 

+ SGA 2 g/triticale Kg)

hours
Dextrinsa

[g/L]

Maltose

[g/L]

Glucose

[g/L]

Glycerol

[g/L]

Ethanol

[g/L]

0 97.5±3.4 17.5 ±2.5 33.2 ±3.4 0.0 0.0 

12 71.7 ±3.8 8.2 ±2.0 12.5 ±2.1 1.3 ±0.1 25.5 ±1.2

24 47.1 ±4.1 1.7 ±1.0 0.3 ±0.1 2.3 ±0.1 47.3 ±2.1

36 28.6 ±2.1 1.4 ±0.6 0.3 ±0.1 2.7 ±0.2 59.5 ±1.8

48 15.8 ±2.3 1.4 ±0.4 0.1 ±0.1 3.7 ±0.1 63.4 ±1.1

60 9.3 ±1.0 1.3 ±0.2 0.1 ±0.1 4.0 ±0.2 66.8 ±1.7

72 7.6 ±0.7 1.5 ±0.4 0.1 ±0.1 4.4 ±0.1 67.4 ±1.4

aDextrins include maltotriose, maltopentaose, and other saccharides of 

higher mol wt.
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Figure 3. Utilization of total sugar in bioethanol fermentation from 

triticale. (●: Control, ■: Viscoferm 0.06 g/material Kg+SGA 1 g/material 

Kg, ▲: Viscoferm 0.06 g/material Kg + SGA 2 g/material Kg)

  발효는 7%의 효모 배양액 (효모수 60×106 cell/mL)을 종하여 

발효를 진행하 으며, 발효 12시간 경과 후 효모수는 87.5-110×10
6 

cell/mL로 종 직후 효모수 (40×105 cell/mL)의 20-28배로 증가

하 다. 발효가 진행되면서 효소 첨가구는 무첨가구 보다 25-60%

가량 높은 균체 농도 유지하 는데, 발효 기의 glucose 농도

가 효모 증식에 향을  것으로 단되어진다(Fig. 4).

Figure 4. Yeast cell numbers during fermentation of triticale. (●: 

Control, ■: Viscoferm 0.06 g/material Kg + SGA 1 g/material Kg, 

▲: Viscoferm 0.06 g/material Kg + SGA 2 g/material Kg)

  72시간 경과된 발효액을 간이 증류 후 에탄올 함량을 측정

하여 원료무게 당 에탄올 수득량을 계산하 다. 에탄올 함량은 

효소를 첨가하지 않을 경우 효소 첨가구의 85%정도 생성되었으

며, 효소 무첨가시 라이  톤당 에탄올 생산량은 342.2 L (dry 

base)로 최  처리 (410.9 L)조건의 83% 수 이었다. 한, 

최종 에탄올 농도의 95%가 생성되는 시 은 효소 첨가구의 경우 

48시간 내외 이었으나, 무첨가구는 36시간 이었으며, 이와 같은 

상은 라이 내의 β-amylase의 활성이 36시간 이후 하되기 

때문으로 단되어진다(Table 5).

  유기산 생성균의 성장 방지를 하여 처리  pH를 4.5로 

조정하 으나, 처리과정이 진행되는 동안 단백질 등의 완충

작용으로 pH가 5.2-5.3으로 상승하 고, 발효가 진행되면서 효모

에 의해 생성된 유기산으로 인하여 최종 인 pH는 모든 분석

구에서 4.2-4.3으로 일정한 결과를 보 다.

Table 5. Results of bioethanol fermentation from triticale

Control
Viscoferm 0.06g

+
SGA 1g/triticale Kg

Viscoferm 0.06g
+

SGA 2g/triticale Kg

Ethanol 

yield 

Dry base 342.2 389.7 410.9

Moisture 10% 308.3 351.1 370.2

Fermentation rate [%] 71.1 80.9 85.4

Fermentation Efficiency

[% theoretical]
92.0 93.5 94.2

Ethanol yield [g/g] 0.391 0.432 0.452

요  약

  국내산 라이 을 이용한 바이오에탄올 생산을 해 온 처리 

공정을 도입하여 에탄올 생산성을 비교하 다. 라이 의 경우 

원료 특성상 증자 공정에서 도 문제가 발생하는데, 이를 해결

하기 해 최  처리 조건을 탐색하 으며 이에 따른 에탄올 

생산성을 비교하 다. 온 조건과 도 하 효소를 사용함

으로서 도에 따른 발효 해 상 해결하 고 처리 공정에 

소요되는 처리 공정비를 감할 수 있었다. 한 pH 조  

(pH 4.5) 후 살균 처리 없이 바로 발효가 가능함을 확인할 수 

있었다. 발효 기 총당 함량은 148±2.0 g/L이었으며, 발효 

72시간 이후 에탄올 생성 농도는 67.4±1.4 g/L, 톤당 에탄올 생산

량은 410.9 L (dry base)로 효소 무첨가구보다 에탄올 농도와 

톤당 수득량이 각각 15%, 20% 이상 증가하 다. 

  이와 같은 결과는 기존의 에탄올생산 공정과 비교하여 

처리 공정에 소요되는 시간을 30-50% 이상 일 수 있으며, 

온 공정에 따른 에 지 사용 감  기 시설 투자비를 

일 수 있어 바이오에탄올 생산을 한 체 원료로 충분한 

가능성을 보여 주었다.
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