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유채대의 이단 고온 처리에 의한 알콜 발효용 당화물 생산
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Abstract Two-step pretreatment process was investigated to efficiently hydrolyzed rape stems for obtaining fermentable 
sugars. The process was consisted of two consecutive steps as 200℃ and 15 MPa and 374℃ and 24 MPa 
with the flow rate of 5 mL/min. Under this condition, 5.5 (g/L) of glucose and 25.6 (g/L) of xylose were obtained 
from rape stems, showing 18% of glucose yield based on 25% cellulose in the rape stems. It was also found 
that this process could generate less amounts of toxic residues, such as HMF (Hydroxy- Methyl-Furfural) and 
other fulfural components during hydrolysis process. It could reaction maintain relatively high ethanol 
production yield as 90% of theoretical conversion yield from glucose. Therefore, this pretreatment process 
could be applied to hydrolyze other cellulosic and marine resources such as woods, stem and algae for 
bioethanol production.
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서  론1)  

  유채는 올 인산 (C18：1)의 함량이 높아 바이오 디젤

로서의 상용 가능성이 매우 높아 이상 인 바이오디젤용 

자원으로 평가받고 있다 [1]. 그러나 바이오 디젤용 종자 

채취 후, 남은 부산물인 유채 는 소재화 할 수 있는 처리

방안이 미비하므로 목질계 바이오매스인 유채 의 처리방

안이 요구되는 실정이다. 지 까지는 부분의 유채 는 
폐존자원으로서 사료나 거름으로 이용되어 왔다. 그러나 
목질계 바이오매스는 식량자원에 향을 끼치지 않아 바
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이오 에 지 자원으로 가치가 있다 [2]. 부분의 리그노셀룰

로직 물질 는 식물 바이오매스는 바이오 에탄올생산을 

한 높은 당함유를 가지고 있다. 주로 리그노셀룰로직 바이

오매스의 경우 셀룰로스 (35-50%), 헤미셀룰로스 (20-35%) 
그리고 리그닌 (10-25%)을 함유한다 [3]. 셀룰로스는 glucose
가 수소결합  Van der Waals 힘에 의해 규칙 으로 결합

된 고분자 화합물이며 헤미셀룰로스는 5탄당이 β-1,4 형태

로 결합되어 셀룰로스와 리그닌을 이어주는 역할을 수행하

며 pentose (xylose, arabinose), hexose (mannose, glucose, 
galactose)로 이루어져 있다 [4-5].
  그러나 목질계 바이오매스 성분  리그닌은 p- 
hydroxyphenylpropanoid로 구성되어 있으며 C-C와 C-O-C
로 연결되어 있다. 세포벽의 구성요소이며 물에 항하여 

매우 안정 인 불용성 난분해성고분자 화합물이기 때문에 
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다당류의 분해를 막는다 [6]. 이러한 리그닌의 높은 함량으로 

인해 바이오 에탄올 제조에 있어서 기술  경제  어려움에 

직면하 다. 따라서 바이오매스의 생산단가를 낮추기 해 
다양한 처리 공정을 이용해 리그닌 제거 후, 헤미셀룰로

스와 셀룰로스의 결정성을 감소시켜 가수분해율을 높이고 

단당류의 수율을 증진시키는 방법에 한 최 화 처리 조건 
확립에 집 인 심을 갖고 있다.
  기존의 산을 가하는 처리는 가수높은 가수분해 반응

으로 인해 반응기의 부식을 래 할 수 있으며 발효과정

에서의 바이오매스와 효소와의 반응을 해 하여 바이오 

에탄올 생성 수율을 떨어뜨린다 [7,8]. 이러한 기존의 처

리 공정상의 문제 을 해결하고자 산처리를 통한 임계

조건을 통한 처리 공정이 연구되고 있다 [9]. 헤미셀룰

로스, 셀룰로스는 270℃ 부근에서 분해가 시작되어 370℃ 
부근에서 (아임계) 격하게 분해 상이 발생하여 리그닌

은 200℃ 이상에서 분해가 일어나기 시작하여 임계 온도

인 400℃ 부근에서 가수분해 상이 활발한 것으로 알려져 
있다 [10]. 그러나 처리 과정에 있어서 셀룰로스  리그닌 
성분은 단당류 형태로 가수분해 되나 일부는 효모 생산에 

해로운 부산물인, furfural, 5-hydroxy methylfurfural (HMF), 
levulinic acid, penolic compound 등이 생성될 수 있다 [11].
 유채 의 가수분해율 증가와 더불어 단당류의 회수율을 

높이며 발효 해 부산물을 최소화하기 해서는 산을 사

용하지 않는 공정을 통해 오탄당 (C5)인 xylose와 육탄당

인 (C6) glucose를 모두 회수할 수 있는 공정이 이상 인 

안이라고 볼 수 있다. 따라서 본 연구는 고온․고압 상태

의 아임계  임계의 연속  처리 조건을 통한 가수

분해 공정을 도입하여 셀룰로직 농산 부산물인 유채 를 

효과 으로 분해하고 바이오 에탄올 생산이 가능한 당화

물질의 가수분해 수율을 높여 기존의 산처리시 수반되는 

해로운 부산물을 최소화 하고자 한다. 이로서 궁극 으로 

에탄올 생산수율 향상에 기여하고자 한다. 

재료  방법    

재료

 제주도에서 수확한 (2008년) 유채를 종자 채취 후, 유채 

체를 열풍건조기 40℃에서 48시간 건조한 후 볼 로 미

세한 분말상태로 분해하 다.

이단 고온 처리 조건

  본 연구에 사용된 처리 장치는 Fig. 1에서 보듯이 유

채 의 가수분해를 한 주반응기 (heat reactor), 물주입

용 펌  (pump), 반응정지를 한 쿨러 (cooler), 가수분해

물 분획을 한 필터 (filter)  밸  (valve)로 이루어져 

있으며 이단 복합 가수분해 반응으로서 1단계로 220℃, 

15 Mpa 조건에서 미세하게 분쇄된 유채  10 g을 5 mL/min
로 증류수를 내 투입하며 가수분해를 시킨 후 (step 1), 
1단계 조건에서 처리 된, 유채 의 액상을 여과 후 액상부

분을 회수하고 1단계 고체 부산물을 다시 375℃, 23 Mpa 
조건에서 0.5 mL/min로 증류수를 내 투입하며 이단 추출했

다 (step 2). Step 1에서 처리된 가수 분해액을 Compositeness 
Sub Critical Water Pretreatment (CSCWP1), Step 2에서 

처리한 가수분해물을 Compositeness Super Critical Water 
Pretreatment (CSCWP2)라 명하 다.

Fig. 1. Continuous two-step pretreatment for rape stems.

가수 분해액의 glucose  xylose 농도 측정

  각 단계별로 가수분해된 당화액내 존재하는 glucose와 

xylose의 정량분석을 해 HPLC를 통한 정량분석을 실시

하 다. 해당 시간에 따른 조건의 가수분해물을 0.4 μm 필터

로 여과하여 HPLC로 (Dionex, USA) 분석하 다. 조건은 

85℃에서 물을 개용매로 하여 0.6 mL/min의 유속으로 

Aminex-87P (Bio-Rad, USA) 컬럼을 이용하여 refractive- 
index detector로 분석하 다 [12].

처리 부산물 내 발효 해물질 농도 측정

  발효 해 부산물  표 물질인 5-hydroxy methylfurfural 
(HMF, sigma USA)를 기 물질로 하여 상기 조건의 가수

분해물 (step1, step 2)을 0.2 μm 필터로 여과하여 HPLC로 
(Dionex, USA)분석하 다. 조건은 65℃에서 5 mM 황산을 

개용매로하여 0.5 mL/min의 유속으로 Aminex HPX-87H 
컬럼 (Bio-Rad)을 이용하여 refractive-index detector로 
분석하 다 [12].

처리 당화물의 에탄올 발효

   step 1과 step 2에서 얻어진 가수분해 액을 5배 농축

하여 루코스 농도를 27.5 g/L하여 바이오 에탄올 생산

성 검증을 하여 Flask culture를 하 다. seed culture는 

효모균주 Saccharomyces cerevisiae (ATCC 24858)을 사용

하여, YPD (yeast extract 1%, peptone 2%, glucose 2%) 
배지를 이용하여 shaking incubator (30℃, 150 rpm)에서 

24시간 동안 배양하 다. Flask culture를 해 기본 YPD
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배지에서 glucose를 신하고 최 조건 가수분해 당화물 

200 mL에 yeast extract 1%, peptone 2%를 넣어 제조 하

다. 배지의 pH는 NaOH powder를 이용하여 5.5로 맞추며 
5 mL (배양부피 10%)의 seed culture를 종하여 shaking 
incubator (30℃, 150 rpm)에서 배양 하 다.
  배양액의 바이오 에탄올 함량을 측정을 해 GC (HP- 
5890Ⅱ, Agilent)를 이용하여 분석하 다. Flame Ionization 
Detector (FID)를 이용하여 오 온도를 150℃, injector와 

FID 온도는 250℃로 조 하 다. N2를 carrier gas로 이용

하 으며 흐름은 50 mL/min, 컬럼은 INNOWax column 
(30 m × 0.32 mm, Agilent 19091N-113)을 사용하 다.  

통계

  SPSS program (ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
의 t-test로 검정하 으며 모든 data는 평균 ± 표 편차

(Mean ± standard deviation)로 나타내었다.

결과  고찰

단계별 처리 액 내 당분석

  Fig. 2와 Fig. 3는 각 단계 별로 처리시간 에 따른 루

코스와 자일로스의 생성을 나타낸 그림이다. 본 연구에서는 
사  유채 로부터 자일로스 구성성분인 헤미셀룰로스와 

루코스 구성성분인 셀룰로스의 성분비를 연구하 다 [13].

Fig. 2. Time profile of yielding glucose and xylose from rape 
stems by step1 process (CSCWP1).

연구 결과 유채   23%의 셀룰로스와 32.4%의 헤미셀

룰로스로 구성 됨을 확인하 다. Step 1인 CSCWP1의 경우 
15분 안에 유채  체 처리 용량 비 가수분해율이 

55%인 23.9 g/L의 xylose가 가수분해되었고 가수분해율이 
4%인 1.2 g/L의 루코스가 가수분해 되었다. 한 step 2
인 CSCWP2에서는 1단계에서 가수분해 되지 않았던 셀루

로스 분해효소인, 셀룰라제 처리를 통하지 않고 가수분해

율이 14%인 4.3 g/L의 루코스가 가수분해 되었다. 이는 

Table 2에서 나타나듯이 다른 처리 방식의 가수분해 수율

을 비교해본 바, 오탄당인 자일로스는 비슷한 수치를 보이나 

재 상용되는 효모균주로 즉시 에탄올 발효가 가능한 육탄

당인 루코스의 경우는 18%의 높은 처리 가수분해 수

율을 나타내었다 [14-15].

Fig. 3. Time profile of yielding glucose and xylose from rape 
stems by step2 process (CSCWP2).

  처리 단계별 결과로 볼 때, 유채 에서 가수분해되는 바이

오매스의 종류가 다르며 이단 고온 처리를 통해 glucose와 

xylose를 모두 고 수율로 가수분해할 수 있었으나, 처리 시
간에 따른 원료의 크기, 수분함량 등을 고려되었다면 당화물 
회수율을 더욱 높일 수 있을 것이라 사료된다 [10,16].
  Table 1은 복합가수분해 공정별 체 환원당과 에탄올 

발효 가능 당인 step1과 step2의 처리 가수분해를 통한 

루코스와 자일로스의 농도를 측정한 결과이며 기존 다른 

공정에서는 루코스 가수분해를 해 별도의 셀룰라제

(cellulase) 처리를 통하 다. 그러나 본 공정에서의 이단 
고온 처리 공정만으로 고온, 고압의 증기들로 인하여 구조

가 해리되면서 step 1에서는 자일로스 생성량 (23.9 g/L)이 

높았으며 step 2에서는 루코스의 생성량 (4.3 g/L)이 높

아 졌다 [14,15,17].

Table 1. Analysis of fermentable sugar concentrations by 
CSCWP1 and CSCWP2 (TRS*：Total Reducing Sugar)

process
concentration(g/L)

TRS* glu xyl

CSCWP1(step 1) 25.1 ± 0.2† 1.2 ± 0.2 23.9 ± 0.1

CSCWP2(step 2) 6.0 ± 0.1 4.3 ± 0.3 1.7 ± 0.3

Total 31.1 ± 0.2 5.5 ± 0.3 25.6 ± 0.2
† Mean values ± standard deviation from triplicate separated 

experiments are shown.

  Table 2에서는 Dilute sulfuric acid cycle spray flow-through 
pretreatment (DCF) 공정에서 2% H2SO4 용액, flow rate 
8 L/min, 95℃, 103 Mpa, 60 min의 조건에서 최  62%의 
xylose 회수율을 보이며 본 공정보다 온 압의 처리 공정

이나 산 처리로 인한 회수율의 증가로 xylose의 회수율이 

3% 높은 보인 것으로 보인다. 그러나 시간에 따른 물의 소비

량이 480 L로 막 한 양의 물의 소비되어 천연자원인 물의 
낭비로 인한 수자원의 고갈, 황산 함유 물의 방출로 인한 
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수질오염 등 부가 인 문제가 발생 할 수 있다. 이에 반해 

은 양의 물의 유입 (10 mL/min)을 통한 flow through와 

Partial flow-through 연구에서는 200℃, 24 min에서 xylose 
최  회수율을 보 으나 본 연구에 비해 20% 이상의 xylose 
회수율의 차이를 보인다 [14,15,17]. 이는 200℃의 고온의 
처리공정이나 부분 batch 공정의 도입으로 인한 낮은 물의 
용량으로 인해 수증기압의  상승으로 인해 충분한 가수

분해가 충분히 진행되지 못한 것으로 사료 된다. 이는 사

시 목분의 분해특성을 조사한 경우처럼 처리온도가 상승한 
것에 기인되어 섬유소의 물리  괴가 시작되고 아세틸 

능기가 유발되어 유기산은 헤미셀룰로스의 가수분해율을 
높여 리그닌의 고분자 에테르 고분자 결합이 고온의 조건

에서 분해되는 것으로 사료되며, 기존 효소반응성이 높고 
리그닌 처리가 용이한 알칼리처리의 단 인 긴 반응시간

을 단축할 수 있을 것으로 본다 [8,18-20].

Table 2. Comparison of total sugar, xylose and glucose yields 
under various pretreatment conditions

Method
Sugar conversion yield

Xylose 
yield, %*

Glucose 
yield,%*

Total 
sugar, g/L

Two-step high temp. 
treatment 59.0 18.0 31.1

DCF Flow-through†

(Lishi et al, 2008) 62.0  6.7 31.1

Flow-through‡

(Liu and Wyman, 2005) 36.3  4.5  7.2

Partial flow-through‡

(Liu and Wyman, 2005) 33.6  4.3 13.8

 * hydrolysis conversion yield (%, w/w).
† highest yield conditions of pretreatment under 2% H2SO4, 

flow rate 8 L/min, 95℃, 103 Mpa, reaction time 60 min.
‡ highest yield conditions of pretreatment under water flow 

rate 10 mL/min, 200℃, reaction time 24 min.

  한 부착된 승압 시스템으로 인해 은 양의 물의 투입 

(5 mL/min)으로도 농도가 증가하는 이유는 이단 고온 처

리에 뿐만이 아니라 압력 조건 상승에 의한 아임계 조건

과 임계 조건의 향으로 인하여 자일로스 뿐만이 아니

라 루코스의 추출 수율이 증가한 것으로 보인다. 따라서 

재 상용되는 효모 균주로 즉시 처리가 가능한 루코스 

수득율 면해서는 12% 이상의 높은 차이를 보이며 황산 
처리 공정인 DCF 공정처럼 발효 해물질인 약산그룹

과, furan 그룹, 리그닌에서 생되는 페놀계 방향족물질

은 생성농도가 낮을 것으로 사료된다 [14,15,17].

가수분해물 HMF 정량분석

  Fig. 4는 목질계 셀룰로스 고온 가수분해 시 생성되는 
표 발효 해물질인 HMF 100 ppm의 농도를 지표물질로 

하여, 각 처리 단계별로 생성된 HMF 농도를 비교해 보았

다. Step 1 (CSCWP1)  Step 2 (CSCWP2)에서 보여지는 
가수분해물에 존재하는 HMF의 농도는 기존의 황산, 염산, 
질산 등의 산 처리 과정  효소등을 매로 처리하지 

않아 극히 낮은 농도인 0.2 ppm이 존재 하는것으로 측정

되었다. 이는 기존의 다른 공정으로 처리시 사시 목분을 

415℃ 임계 처리조건에서 생성된 1,070 ppm 보다 

히 낮은 수치다 [19].

(a) 

(b) 

Fig. 4. Comparison of HPLC peaks of HMF concentrations by 
CSCWP1 and CSCWP2：(a) Two stage high temp. 
treatment hydrolysates (b) HMF standard peak (100 ppm).

  따라서 본 연구에 사용된 처리 공정의 가수 분해물에서

는 glucose  xylose 이외의 가수분해 환물질인 HMF 
생성으로 인한 발효 해  환경 인 측면에서 문제가 없을 
것으로 보인다. 이는 1,2 단계에서 처리된 온도와 압력을 

비하여 처리되는 경우, 상 으로 안 한 완만한 온도

상승과 증가로 인해 HMF 생성반응이 해되고 결국 최종

으로 HMF 환율이 감소하고 고수율의 당화물이 생성

된 것으로 측된다. 

이단 가수분해물의 에탄올 발효

  2단 고온 처리에 의해 얻어진 가수 분해물을 이용해 

에탄올 발효실험 결과를 Fig. 5에 나타내었다. 배양 기 
30시간 동안은 가수 분해물을 포함한 배지환경에 한 효
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모의 응시간으로 사료되며 30시간 이후 부터로는 효모 

이차 사 산물인 바이오에탄올 생성이 격히 된 것으로 
추정된다. 바이오 에탄올의 농도는 90시간까지 속하게 

12.5 g/L까지 증가 하다가 110시간부터 12.7 g/L로 농도 

증가도가 감소하 다. 결과로 보아, 낮은 농도의 발효 해 
산물로 배양 후, 110시간 에 에탄올 농도가 12.7 g/L의 
최 농도를 보여, 루코스의 경우만 효모가 반응하여, 90% 
이상 에탄올로 환 되었다고 사료된다. 따라서 농산부산물

을 이용한 당화물을 경제성이 있는 완 히 바이오 에탄올

생산을 해서는 오탄당인 자일로스까지 발효 가능한 균주

의 개발이 필요하다고 생각된다.

Fig. 5. Ethanol concentration and glucose consumption by the 
growth of S. cerevisiae. in adding two-step pretreatment 
by hydrolysates.

요  약

  우리 연구 은, 농산부산물인 유채 의 알콜 발효용 당

화물 생산 가능성을 연구하 다. 이를 해 농산부산물인 

유채 를 연속 으로 5 mL/min의 속도로 산을 이용하지 않

고 증류수만을 이용해 이단 고온 처리 (200℃ and 15 Mpa, 
375℃ and 23 Mpa)하 다. 본 처리 공정을 통한 가수수분

해물의 당화물 생성은 최종 으로 자일로스와 루코스의 

경우 25.6 g/L, 5.5 g/L가 생성되었다. 이는 유채 에 존재

하는 루코스와 자일로스의 기 양 비 각각 18%와 

59%의 환 수율을 나타낸다. 한 이 공정은 타 공정들에 
비하여 표발효 해 산물인 HMF의 생성량이 0.2 ppm으

로 극히 낮은 수치를 보 으며, 가수분해물의 에탄올 생산 

시, 루코스의 발효를 통한 에탄올 생성 환수율이 90% 
이상으로 높은 생성율을 보 다. 따라서 본 공정을 통해 
다른 농산부산물이나 해조류 체에 응용된다면, 고 수율

의 에탄올 생산용 당화물을 생산할 것으로 상한다.
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