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목질계 바이오매스 가수분해물 중 발효저해 물질에 대한 
생물학적 및 물리화학적 무독화 방법의 평가
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Abstract In this study, the detoxification methods were evaluated for the removal of fermentation inhibitors from synthetic 
solution containing the composition similar to the lignocellulosic hydrolysate. The enzyme peroxidase and laccase
were used as a biological treatment method. The physico-chemical methods such as adsorption and ion exchange 
were applied by using activated charcoal and ion exchange resins. The enzyme peroxidase showed a excellent 
removal of phenolic compounds. The 5-HMF and furfural were completely removed by activated charcoal. The 
anion exchange resin showed a good result for detoxification of acetic acid. The activaed charcoal and ion 
exchange resins lead to a loss of sugars more or less. The choice of detoxification method must be made after
considering the composition and inhibitors in hydrolysates.
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서  론1)  

  최근 바이오매스로부터 기존 석유연료를 대체할 수 있는 

바이오연료를 생산하기 위한 연구가 활발히 진행되고 있다. 
바이오에탄올과 바이오부탄올 등의 알콜연료를 생산하기 

위한 바이오매스로는 전분유래 기질 이외에 목질계 유래 

기질인 리그노셀룰로스 (lignocellulose)가 있다. 리그노셀

룰로스가 알콜 생산을 위해 미생물의 기질로 사용되기 위해

서는 리그닌 (lignin), 셀룰로스 (cellulose), 헤미셀룰로스 

(hemicellulose)로 분해하는 전처리 과정과 셀룰로스, 헤미

셀룰로스를 미생물이 이용할 수 있는 5탄당, 6탄당의 단당

으로 만드는 가수분해과정이 필요하다 [1,2]. 이를 위해 주로 

사용되는 방법은 물리화학적 전처리와 산 가수분해인데, 
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이 방법의 경우 가수분해 과정에서 미생물의 성장에 심각

한 영향을 줄 수 있는 저해물질이 발생하게 되고 이것이 

알콜 연료 생산에 큰 영향을 주게 된다 [3,4]. 따라서 발효

공정에 들어가기 전단계로 기질 중 저해물질을 제거하는 

무독화공정이 매우 중요하다.
  리그노셀룰로스 분해산물 중 일반적으로 알려져 있는 
저해물질 (inhibitor)은 사용 된 바이오매스의 종류와 전처리 
방법 등에 따라 매우 다양한데 이를 두 부류로 나누면 크게 
페놀계 화합물과 비페놀계 화합물로 나눌 수 있다. 페놀계 

화합물에는 ferulic acid, p-coumaric acid, hydroxybenzoic 
acid, syringaldehyde, vanillin 등이 있으며 대부분 리그닌

의 가수분해 산물이다. 비페놀계 화합물은 furan, furfural, 
hydroxymethyl furfural (HMF), 아세트산 등이며 주로 셀

룰로스와 헤미셀룰로스를 단당으로 만드는 가수분해 과정 

중 발생한다 [5].
  이러한 저해물질들의 독성에 대해서는 주로 에탄올 발효

와 관련되어 연구되어 왔는데, furan과 HMF는 알콜 합성
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Table 2. Analysis condition of HPLC
Analytes Column Detector Solvent

Phenolics Zorbax eclipse XDB-C18 
(4.6 x 150 mm, 3.5 μM, Agilent)

Diode Array Detector
at 280 nm 0.3% acetic acid : methanol (93：7), 1.0 mL/min

Furfurals Zorbax eclipse XDB-C18 
(4.6 x 150 mm, 3.5 μM, Agilent)

Diode Array Detector
at 280 nm 0.3% acetic acid : methanol (70：30), 0.8 mL/min

Sugars
acetic acid

Aminex HPX-87H 
(300 mm x 7.8 mm, BIO-RAD) Refractive Index Detector 5mM H2SO4, 0.6 mL/min

에 관여하는 효소들을 저해하며 해당과정과 관련한 에너지 
대사에 영향을 주는 것으로 알려져 있다 [6]. 유기산들은 

ATP 합성 메커니즘에 영향을 줘 ATP의 생산을 방해하며 

방향족 아미노산의 흡수를 줄여 미생물 성장에 직접적인 

영향을 주는 것으로 알려져 있다 [7]. 또한 페놀계 화합물

들은 미생물의 세포막 기능을 상실하게 하거나 미토콘드

리아막의 전기화학적 균형을 파괴하여 미생물의 성장과 

에탄올 생산성에 큰 영향을 주는 것으로 알려져 있다 [8]. 
그러나 최근에 발표된 논문에 의하면 부탄올 발효에 이용

하는 Clostridium의 경우 furfural이나 HMF는 미생물의 성

장과 부탄올 생산에 영향이 없으며 페놀계 화합물 중 ferulic 
acid, p-coumaric acid, syringaldehyde 등이 심각한 영향을 

주는 것으로 보고되었다 [9].
  리그노셀룰로스 분해산물 중 저해물질 (inhibitor)을 제거

하는 무독화 (detoxification) 방법은 크게 물리화학적 방법

과 생물학적 방법으로 나눌 수 있다. 물리화학적 방법에는 

증발 (evaporation), 용매추출 (solvent extraction), 알칼리 

처리 (overliming), 흡착 (adsorption) 등이 있는데 이 중 가

장 널리 이용되고 있는 흡착은 활성탄이나 이온교환수지를 

이용하여 저해물질들을 흡착 제거하는 방법이다 [10,11]. 
생물학적 방법에는 peroxidase나 laccase와 같은 효소를 

이용하여 저분자의 페놀계 단량체들을 고분자화 시켜 침

전시키는 방법이 있고 Trichoderma reesei와 같은 곰팡이

를 이용하여 저해물질들을 분해하는 방법이 있다 [12,13].
  본 연구에서는 리그노셀룰로스 가수분해물과 유사한 
조성을 갖는 합성 용액을 이용하여 무독화 실험을 진행하

였다. 생물학적 무독화 방법으로는 peroxidase와 laccase
와 같은 효소를 이용하였고, 물리화학적 방법으로는 이온

교환수지와 활성탄을 이용하였다. 또한 무독화 방법의 비

교를 통해 저해물질의 종류에 따른 최적의 무독화 방법을 

제시하였다.

재료 및 방법    

실험 재료

  Peroxidase는 Coprinus Cinereus IFO8371에서 생산된 CiP 
(C. cinereus peroxidase)를 정제, 농축하여 사용하였으며, 
효소의 활성도는 20,000 U/mL이었다 [14]. Laccase는 활성

도가 120 LAMU/g 인 Novozyme사 (Bagsvaedr, Denmark)
의 Denilite II S를 사용하였다. 음이온 교환수지는 (주)삼양 
(Seoul, Korea)의 AMP 24 (0.35-0.55 mm, 0.9 meq/mL), 
양이온 교환수지는 (주)삼양의 CMP 16 (0.35-0.55 mm, 
1.75 meq/mL)을 사용하였으며, 비이온성 수지로는 Sigma사 

(st. Louis, USA)의 XAD 4 (20-60 mesh)를 사용하였다. 
활성탄은 Sigma사의 4-8 mesh 크기의 Granular 형태를 사

용하였다. 이온교환수지는 1 N의 NaOH와 HCl을 이용하여 
음이온교환수지는 OH- form으로, 양이온 교환수지는 H+ 
form으로 처리 한 후 사용하였다.

무독화 방법

  무독화 실험을 위한 대상용액으로 실제 당화액과 유사한 

합성용액을 조제하여 사용하였으며, 그 조성은 Table 1과 

같다. 효소를 이용한 무독화를 위해 합성용액 10 mL에 
CiP 20 U/mL, Laccase 0.2g (24 LAMU)를 첨가하였으며, 
CiP 사용 시 과산화수소 15 μL를 첨가하였다. 물리화학적 

무독화를 위해 합성용액 10 mL에 이온교환수지 20% (v/v), 
활성탄 0.5 g을 각각 첨가하였다. 무독화는 상온에서 1시간 
동안 교반 반응한 후 각각의 성분을 분석하였으며, 초기 

농도와 비교하여 제거율을 평가하였다.

Table 1. The composition of synthetic solution for detoxification

Compounds and concentration 

Sugars Glucose 30 g/L, Xylose 10 g/L

Furfurals 5-Hydroxymethyl furfural (5-HMF) 1 g/L, Furfural 1 g/L

Phenolics
4-Hydroxybenzoic acid (4-HBA), Vanillic acid, Vanillin 
Syringaldehyde, p-coumaric acid, Ferulic acid 0.3 g/L, 
respectively

Weak acid Acetic acid 5 g/L

분석방법

  페놀계, 퓨란계 화합물 및 당, 아세트산의 농도는 액체 

크로마토그래프 (Agilent model 1200 liquid chromatograph)
로 분석하였다. 페놀계 화합물과 5-HMF, furfural은 다이

오드어레이 검출기로 분석하였고, 당과 아세트산은 굴절

률 검출기로 분석하였다. 각각의 분석에 사용된 컬럼과 용

매조건은 Table 2와 같다. 
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결과 및 고찰

효소를 이용한 무독화

  일반적으로 페놀계 화합물들은 산화환원 효소에 의해 
phenoxy radical을 생성하고 이 radical 사이의 반응에 의해 

dimer, oligomer나 polymer 형태의 물질을 만들 수 있는 
것으로 알려져 있으며, 페놀계 물질을 포함하고 있는 폐수의 

처리 등에 이용되어져 왔다 [15,16]. 생물학적 무독화 방법 
중 효소를 이용하는 방법은 산화환원효소인 peroxidase나 

laccase를 이용하여 저분자의 페놀계 화합물을 고분자화 
시켜 제거하는 것으로 발효저해물질 중 페놀계 화합물에 

대해 탁월한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다 [12,13]. 
Fig. 1에서 보는바와 같이 peroxidase와 laccase 모두 합성

용액 중의 발효저해물질 중 페놀계 화합물에 대해서만 특

이적인 제거율을 나타내는 것을 알 수 있다. Peroxidase가 

laccase에 비해 조금 더 우수한 특성을 보였는데, peroxidase
가 vanillic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, vanillin과 

같은 산, 알데히드계 물질에 대해 약 100%의 제거율을 보

인 반면, laccase는 vanillin, syringaldehyde와 같은 알데

히드계 물질에 대해 80% 내외의 비교적 낮은 제거율을 
나타내었다. 특히 4-HBA의 경우 laccase에 의해서는 거의 

제거되지 않는 것으로 나타났는데, 이는 이 물질이 본 효

소에 대해 매우 낮은 turnover capacity를 갖는 것으로 판

단된다 [13]. 5-HMF, furfural, 아세트산은 효소를 이용한 
무독화 방법으로는 거의 제거 되지 않았다. 따라서 페놀계 

화합물이 발효를 저해하는 주요 물질일 경우 효소를 이용

한 방법이 저해물질 제거를 위한 탁월한 무독화 수단이 
될 수 있을 것으로 판단된다. 보고에 의하면 biobutanol을 
생산하는 Clostridium의 경우 저해물질 중 페놀계 화합물

에 가장 많은 영향을 받는 것으로 알려져 있다 [9].

Fig. 1. The removal efficiency of inhibitors in synthetic solution 
by enzymes.

활성탄을 이용한 무독화

  활성탄은 페놀계, 아세트산, furfural, 방향족 화합물 등을 

흡착에 의해 제거할 수 있는 효과적인 방법으로 알려져 있

다 [10,17]. 본 연구에서는 4-8 mesh 크기의 granular 형태

의 활성탄을 이용하여 무독화 실험을 진행하였다. Fig. 2에

서 보는바와 같이, 활성탄은 합성용액에 포함되어 있는 대부

분의 저해물질들에 대해 탁월한 효과를 나타내었다. 5-HMF, 
furfural과 같은 퓨란계 화합물을 비롯하여 대부분의 페놀

계 화합물들에 대해 100%에 가까운 제거율을 보여 주었

으나, 아세트산의 제거율은 12%로 상대적으로 매우 낮은 

제거율을 나타내었다. 

Fig. 2. The removal efficiency of inhibitors in synthetic solution 
by activated charcoal.

이온교환수지를 이용한 무독화

  이온교환수지 또한 리그노셀룰로스 당화액의 무독화를 

위해 널리 사용되고 있다 [11,18]. 본 연구에서는 음이온 

교환수지 (anion exchange resin, AER), 양이온 교환수지

(cation exchange resin, CER), 비이온성 교환수지 (XAD 4, 
XAD) 등 세 가지의 이온교환수지를 이용하여 무독화 실험

을 실시하였는데, Fig. 3에서 보는바와 같이 사용된 수지에 

따라 저해물질의 종류에 따라 상이한 제거율을 나타냈다. 
페놀계 화합물의 경우 음이온 교환수지에 의한 제거율이 

약 100%로 가장 높게 나타난 반면, 양이온교환수지와 비이

온성 교환수지의 제거율은 상대적으로 낮게 나타났다. 음이

온 교환수지의 경우 대부분의 페놀계 산들은 합성용액의 
pH 7.0에서 이온의 형태로 존재하게 됨으로 음이온교환수

지의 작용기와 강한 이온결합을 하게 되어 제거효율이 매우 
높게 나타났음을 알 수 있다. 또한 이온교환이 진행됨에 따라 
수지로부터 교환기인 OH-가 떨어져 나와 용액의 pH가 증가

하게 되고, 이온화상수가 7.0 이상인 vanillin, syringaldehyde
도 이온화되어 음이온교환수지에 의해 제거되는 것으로 
판단된다. 양이온 교환수지도 40%에서 60% 정도의 제거

효율을 나타냈는데, 이는 양이온교환수지와 페놀계 화합

물의 방향족간의 결합에 의한 것으로 이온교환 메커니즘

과는 다른 기작으로 판단된다. XAD 4의 경우는 페놀계 
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산의 제거율이 50% 미만으로 낮은 반면, 알데히드 계열의 

페놀계 화합물인 vanillin, syringaldehyde의 게거율은 95% 
이상으로 매우 높게 나타났다. 실험에 사용된 합성용액의 

pH는 7.0으로 산계열의 페놀계 화합물인 4-HBA, vanillic 
acid, coumaric acid, ferulic acid의 경우 이 pH에서는 이

온의 형태로 존재하게 되므로 비이온성 수지인 XAD 4는 

산계열의 페놀계 화합물에 대해 낮은 제거효율을 보인 것

으로 판단된다. 

Fig. 3. The removal efficiency of inhibitors in synthetic solution 
by ion exchange resins.

  5-HMF와 furfural은 음이온교환수지와 양이온교환수지

에 의해서는 약 20% 내외의 낮은 제거효율을 보인 반면, 
비이온성수지인 XAD 4에 의해서는 5-HMF 63%, furfural 
81%의 높은 제거효율을 보였다. 기존의 연구에 의하면 

비이온성수지인 XAD 8이 음이온교환수지나 양이온교환

수지에 비해 furan 알데히드의 제거에 탁월하다는 보고

가 있다 [11].
  아세트산은 음이온교환수지에 의해 약 85% 제거되었으

며, 양이온교환수지와 비이온성수지에 의해서는 거의 제거

되지 않았다. 아세트산의 이온화상수는 약 4.8로 사용된 합

성용액의 pH 7.0에서는 거의 대부분 이온화된 형태로 존재

하기 때문에 음이온교환수지에 의한 제거효율이 가장 높

게 나타난 것으로 판단된다. 음이온교환수지는 acetic acid, 
formic acid, levulinic acid와 같은 유기산들에 대한 제거

효율이 매우 높은 것으로 알려져 있다 [17].

당 손실

  실제 당화액은 발효저해물질과 당이 함께 포함되어 있는 
혼합물이다. 그러므로 당화액의 무독화처리 시 사용되는 

무독화 방법에 따라 포함되어 있는 당의 손실이 생길 수 

있는데, 본 연구에서는 합성용액을 사용하여 여러 가지 무독

화 방법에 따른 당 손실의 정도를 알아보았다. 당은 6 탄당

인 glucose와 5 탄당인 xylose를 대상으로 하였다. 

  Fig. 4에서 보는바와 같이 효소를 이용한 무독화의 경우 
peroxidase, laccase 모두 당의 손실은 없는 것으로 나타났

다. 즉 효소 처리 시 당과 페놀계 화합물과의 중합은 일어

나지 않는 것으로 판단된다. 효소처리 이외의 방법에서는 

다소간의 당 손실이 발생하였는데, 음이온교환수지와 활성

탄의 경우 glucose와 xylose 모두 약 10% 내외의 당손실

을 보였으며, 양이온교환수지는 4%, XAD 4는 7% 내외의 

당 손실을 나타내었다.

Fig. 4. The sugar loss in synthetic solution by detoxification 
methods.

  무독화 처리 시 당화액 중 당의 손실은 전체 전처리 공정

이나 알콜 발효의 경제성에 부정적인 영향을 줄 수 있기 

때문에 반드시 고려되어야 할 요소이다. 음이온교환수지에 
의한 당손실을 막기 위해 sulfate를 첨가하는 방법을 사용

하기도 하는데, 이는 페놀계 화합물, 아세트산 등과 경쟁을 
유발할 수 있기 때문에 반드시 당 손실이 없는 범위 내에서 
사용하는 음이온교환수지의 양을 조절할 필요가 있다 [11].
  리그노셀룰로스 당화액으로부터 발효저해물질들의 제거

를 위한 무독화 방법을 적용하기 위해서는 각각의 방법

들이 가지고 있는 무독화 효율을 파악하는 것이 매우 중요

하다. 왜냐하면 발효저해물질의 종류와 양은 사용되는 
바이오매스의 종류에 따라, 전처리 방법에 따라 크게 달라

질 수 있기 때문이다. 또한 알콜연료 생산을 위한 발효 
미생물들도 발효저해물질들의 독성에 각기 다른 저항성

을 보이기 때문에 실제 적용하고자 하는 시스템에 맞는 
무독화 전략이 필요하다고 할 수 있다. 본 연구결과에 따

르면, 페놀계 화합물이 주된 저해물질이라면 효소를 이용

한 무독화 방법이 가장 효율적일 것으로 판단된다. 활성탄

과 음이온교환수지도 페놀계 물질의 제거에 좋은 결과를 

보였지만, 효소에 비해 재사용의 번거로움과 당손실 등의 
단점을 고려하여야 한다. 5-HMF, furfural 등은 활성탄이

나 XAD계열의 비이온성 수지를 사용하는 것이, 아세트산

의 경우는 음이온교환수지를 사용하는 것이 가장 효율적

일 것으로 판단된다.
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요  약

  본 연구에서는 리그노셀룰로스 가수분해물과 유사한 조

성을 갖는 합성 용액을 이용하여 무독화 실험을 진행하였

다. 생물학적 무독화 방법으로는 peroxidase와 laccase와 

같은 효소를 이용하였고, 이온교환과 흡착과 같은 물리화

학적 방법으로는 이온교환수지와 활성탄을 이용하였다. 
효소 중 peroxidase는 페놀계 화합물의 제거에 탁월한 
효율을 보였으며, 5-HMF와 furfural은 활성탄에 의해 거

의 모두 제거되었고, 아세트산은 음이온교환수지를 사용하

는 것이 가장 효율적이었다. 활성탄과 이온교환수지는 다소

간의 당손실을 일으켰다. 무독화 방법은 당화액에 포함되

어 있는 저해물질의 조성을 고려하여 결정되어야 한다.
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