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ABSTRACT : The high costs for ethanol production with lignocellulosic biomass as a second generation energy materials currently 
deter commercialization of lignocellulosic biomass, especially wood biomass which is considered as the most recalcitrant material 
for enzymatic hydrolysis mainly due to the high lignified structure and the nature of the lignin component. Therefore, overcoming 
recalcitrance of lignocellulosic biomass for converting carbohydrates into sugar that can subsequently be converted into biobased 
fuels and biobased products is the primary technical and economic challenge for bioconversion process. This study was mainly 
reviewed on the research trend of the enhancement of enzymatic hydrolysis for lignocellulosic biomass after pretreatment in 
bioethanol production process.
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서 론

기후 변화 협약 이행 및 온실가스 감축을 위한 화석 연

료의 대체연료 모색 노력으로 인해 세계 바이오 에탄올 

생산량은 2000년 이후 연평균 20%대의 증가율을 보여 

Fig. 1에 나타낸 바와 같이 2008년 말에는 약 512억 L/년, 
2012년에는 약 820억 L/년에 이를 것으로 전망하고 있다.
(MarketResearchAnalyst.com, 2008). 미국과 EU등 선진국

은 향후 2017~2030년까지 휘발유 소비의 20%~30%를 줄

이고 바이오 연료 사용을 확대하겠다고 발표 하였으며, 미
국은 물론, 브라질도 현재 11개의 전용 생산시설을 24개로 

늘리는 등 바이오에탄올 생산시설의 확대되고 있는 상황이

다(EERE, 2008). 특히 최근까지 세계적으로 바이오매스 에

탄올 생산에는 주로 옥수수나 사탕수수와 같은 전분계 곡물

을 원료로 해왔고 생산 기술이 그런 원료에 적합하게 개발

되어 왔다. 그러나 제2세대 에너지 원료로 목질계 바이오매

스가 부상되고 이를 원료로 한 에탄올 생산공정 개발이 활

발하게 전개되고 있는 상황(Kim and Gorman, 2007)에서 

국내의 독자적 기술개발의 필요성이 매우 크다고 할 수 있

다. 더욱이 우리나라는 국토면적의 64%가 산림이고 산림에

서 생산 가능한 목질바이오매스를 비롯하여 생활 폐재, 볏
짚과 같은 농 폐기물등 목질자원의 에너지화 기술은 국내외

적으로 매우 중요성이 크다고 할 수 있다. 
목질계바이오매스는 그 재료가 갖는 화학적 조직학적 특

성상 Cellulose, Hemicellulose, Lignin과 같은 화학적 조성

분이 상호 매우 견고하게 결합되어 있고, cellulose의 결정

성과 같은 요소가 강하게 당화반응에 영향함으로 인해 에너

지나 화학원료를 위한 공정이 쉽지 않은 것으로 알려져 있

다. Cellulose의 효소 당화는 전체 반응에서 많은 영향인자 

들 간의 복잡한 반응이 요구되며 특히 문제가 되는 영향인

자들은 cellulose의 중합도나 결정화도, 반응 시 기질의 크

기 및 효소가 접근할 기질 표면적 크기나 리그닌 분포, 전처
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Fig. 1. world’s ethanol production forecast 2008-2012, 
MarketResearchAnalyst.com

리과정에서 생산되는 효소활성 억제 물질 생산 등으로 거론

되고 있다(Phillip et al, 1981; Fan et al, 1980; Fan et al, 
1981; Grethlein et al, 1984; Rivers and Emert, 1988). 한편 
cellulose 효소 당화에 영향하는 인자로는 endo-glucanase
(EG), cellobiogydrase(CBH), β-glucosidase(BGL)와 같은 

여러 cellulase 상호 간의 상승작용, 기질에 대한 효소 흡착

성 등이 연구되고 있다(Henrissat et al, 198; Nidetzky et 
al, 1994). 목질계 바이오매스로부터 에너지 원료를 얻어내

기 위해서는 우선 상술한 영향인자들에 대한 세심한 연구를 

통해 해결방안을 모색한 공정이 도출되어야 효율성을 갖출 

것으로 평가되고 있다. 이러한 이유로 목질바이오매스는 효

소 당화성을 증진시키기 위한 전처리, 단당류를 얻기 위한 

당화처리, 단당류(육탄당, 오탄당)를 발효시키는 기술 등이 

전분계 원료에 비해 복잡한 생산 공정과 비용이 소요되어 

상용화에 어려움을 가지고 있는 것이 사실이다(Sassner et 
al, 2008). 

이 같은 상황에서 본 총설에서는 목질계 바이오매스를 

원료로 한 바이오에탄올 생산 중 특히 효소 당화공정에 집

중한 문헌연구를 통하여 목질바이오매스 기질특성과 효소 

당화성과의 관계, 이를 극복하기 위한 기술 개발 등 최근 연

구동향에 대해 조사하였다. 

목질바이오매스로부터 에탄올 생산과 당화공정

목질계바이오매스를 원료로 에탄올을 생산하기 위해서

는 다음의 4가지 과정을 거쳐야 하는 것으로 알려져 있다. 
(1)전처리를 통해 lignocellulose 다발을 해체해서 효소가 

cellulose나 hemicellulose 고분자에 접근할 수 있어야 하고, 

(2)cellulose나 hemicellu lose와 같은 고분자가 가수분해되

어 단당류로 전환되어야 한다. (3)가수분해에서 획득한 단

당류를 미생물로 발효시키고, (4) 발효에서 생성된 에탄올

을 정류하고 탈수공정을 거쳐 순수한 에탄올을 획득할 수 

있다. 
목질계 cellulose나 hemicellulose와 같은 고분자를 가수

분해하여 발효공정에 투입 가능한 단당류로 전환하는 당화 

공정은 일반적으로 산 당화와 효소당화 방법이 가장 널리 

알려져 있다. Cellulose 당화에서 산당화가 고온에 낮은 pH
가 요구되면서 설비 부식 우려, 낮은 당화수율, 발효 억제 

물질 발생 등의 단점이 있는 반면에 효소 당화는 비교적 마

일드한 조건에서 반응이 가능하다는 장점과 높은 당화수율

에 발효 억제 물질 발생의 우려가 없다는 특징이 있다

(Ogier et al., 1999; Lee et al., 1999; Taherzadeh 1999; 
Wyman, 1996). 그러나 효소 당화는 불과 수 분만에 가수

분해 반응이 끝나는 산 당화에 비해 당화반응 시간이 매우 

길어서 수일간의 시간이 소요되는 문제점이 있어 실제 상업

화에 어려움이 있다(Taherzadeh et al., 1997; Tengborg et 
al., 2001).

목질바이오매스 효소 당화 메카니즘

 
cellulose와 hemicellulose의 효소 당화에는 매우 특정

적인 cellulase와 hemicellulase 효소(glycosylhydrolases)
가 관여하는데 이들 효소 그룹에는 적어도 15개 단백질과

(family) 및 아과(subfamily)가 존재한다(Rabinovich et al., 
2002). 이들 그룹의 효소 중에서 적어도 주요 3종의 cellulase 
효소들이 상호 상승작용을 하며 cellulose 고분자로부터 최

종 단당(sugar)로 전환시키는 것으로 알려져 있다(wyman, 
1996). 이 과정에 필요한 주요 효소군은 Table 1에 나타낸 

바와 같이, endoglucanase(1,4-β-D-glucan glucanohydrolase, 
EG), exoglucanase(1,4,-β-D-glucan cellobiohydrolase, CBH), 
β-glucosidase(1,4-β-D-glucoside glucohydrolase, BGL)등
이다(Maija et al,. 2003; Henrissat et al., 1989). 

1980년대 이전, 목질계 cellulose의 효소 당화 메카니즘

은 하나의 효소적 관점에서 비결정성 영역이 먼저 반응하여 

분해되고 그 후에 결정영역이 가수분해되는 순차적 효소반

응으로 인식되었다(Khanal et al, 2010). 그러나 그 이후, 비
결정영역과 결정영역이 함께 가수분해되는 동시형 메카니

즘이 받아 들여지고 있다(Marsden, 1985). 후자의 경우, 비
결정성 cellulose는 EG에 의해 cello-oligomers가 생성되고, 
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Table 1. Major cellulase enzyme systems, their specificity, and end products (re.f. Maija et al., 2003).

Action Endo Exo Exo
Trivial names Cellulase, Endoglucanase Cellobiohydrolase Cellobiase
Systematic names 1,4-β-D-glucan-4-glucanohydrolase 1,4-β-D-glucancellobio-hydrolase β-Glucosidase
Substrate Cellulose, 1,3-1,4-β-glucans Cellulose, 1,3-1,4-β-glucans β-Glucosidase
Bonds Hydrolyzed 1,4-β 1,4-β 1,4-β, 1,3-β, 1,6-β
Reaction products 1,4-β-dextrins, mixed 1,3-1,4-β-dextrins Cellobiose Glucose

Fig. 2. Schematic of cellulose structure and its degradation 
by cellulase enzyme system. CBH: cellobiohydrolase
(···>), and EG: endoglucanase (→) (Ref. Maija et al., 
2003).

이들 cello-oligomers는 β-glucosidases에 의해 glucose와 

cellobiose를 생산한다. 동시에 결정성 cellulose는 CBH와 

EG가 공동으로 작용하여 cellobiose를 생성하며, 생성된 

cellobiose들은 다시 cellobiase에 의해서 분해되어 glucose
가 생산되는 이론이다(Marsden, 1985, Rabinovich et al, 
2002). 즉, EG는 결정화도가 낮은 섬유를 분해하여 free 말
단기를 생성하고, CBH는 free 말단기로부터 cellobiose units
을 분리해 냄으로서 당 chain을 분해하게 된다. 그때 생성된 
cellobiose는 BGL에 의해 glucose로 분해된다. Hemicellulose
는 서로 다른 당 units을 함유하고 있기 때문에 이들의 분해 

효소들은 더욱 복잡하다. Endo-1,4-β-D-xylanases, exo-1,4-
β-D-xylosidases, endo-1,4-β-D-mannanases, β-mannosidases, 
acetyl xylan esterases, α-glucuronidases, α-L-arabinofuranosidases, 
및 α-galactosidases가 hemicellulose분해에 관여하는 효소

들이다Jorgensen etal, 2003). Zhang and Lynd(2004)는 가

수분해되지 않고 잔유하는 cellulose에 물리/화학적 성상의 

변화가 발생하는 가설을 기존의 효소 당화 이론에 덧븥였

다. 즉, 효소 활동에 동시적으로 발생하는 다음의 3가지 물

리화학적 과정을 제안하였다. 첫째, 잔유 cellulose의 물리

화학적 성상의 변화, 둘째, cellulose 표면에서 용해된 중간

생성물(oligomers)을 방출하는 1차 당화, 셋째, 1차 당화 

산물보다 작은 분자의 중간생성물(oligomers)과 최종산물

(glucose)을 방출하는 2차 당화이다(Zhang and Lynd, 2004). 
여기에서 가수분해 과정의 물리적 변화라 함은 비결정영역

에 발생하는 cellulose의 팽윤(swelling), 분열(segmentation) 
및 층분리(destratification)등을 말하고 이로 인한 효소접근

공간 확대를 의미한다. 화학적 변화는 EG효소의 비결정영

역에서 분해된 고분자의 free 말단기 증가와 동시에 free 말
단기를 지닌 cellobiose의 exoglucanase에 의한 분해로 인

한 free 말단기 감소를 의미한다. 또한 유사한 효소 당화 기

구에 대해 Gupta and Lee(2009)는 아비셀, 여과지, cotton, 
비결정성 cellulose등의 순수한 섬유소기질을 사용한 실험에

서 EG가 고체상 cellulose로부터 다양한 중합도의 다당류를 
생성시키고, exoglucanase가 이보다 낮은 중합도의 oligomer
로 전환, BGL이 낮은 중합도의 dligomer를 단당으로 분해

하는데 기여하는 효소 당화 이론을 제안하였다(Gupta and 
Lee, 2009).  

 목질계 cellulose의 효소 당화성에 영향 인자

목질바이오매스 특성과 관련된 인자

목질계 cellulose의 당화에 영향하는 가장 중요한 인자로

서 바이오매스의 물리적 화학적 특징을 들 수 있다. 구체적

으로는 목질계 cellulose의 구성성분 및 구성비율, 이들의 

견고한 구조, 배열특성 및 치환기 그룹, cellulose의 결정성

과 중합도, 기질의 파티클 크기, 표면적 및 공극용적, 기질

투입농도 등을 들 수 있다. 이들 주요 인자에 대한 내용을 

구체적으로 서술하면 다음과 같다.
목질계 바이오매스는 Cellulose(30-50%), hemicellulose

(20-35%), lignin(10- 25%), 추출물과 미량의 무기물로 구

성되어 있다. Cellulose 또는 β-1-4-glucan은 2000~27,000
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Fig. 3. Typical DP values of cellulose and soluble cellodextrins.
NC, natural cotton; NW, natural wood; P, pulp; CT, 
cotton linter; FP, filter paper (ref. Zhang & Lynd, 
2004)

개의 glucose잔기의 cellobiose 단위로 이루어진 고분자로서 
상호 수소결합(hydrogen bond) 또는 반데르발스 결합(van 
der Waals interaction)으로 형성되어 있다. 이들 체인은 폭이 
3~4 nm, 길이가 약 36개 정도인 ‘Elementary fibrils’를 형

성하고, Elementary fibrils들의 보다 큰 집단이 ‘microfibrils’
를 이루고 microfibrils다발이 macrofibrils을 구성한다고 볼 

수 있다. cellulose의 외측을 싸고 있는 형태로 존재하는 

hemicellulose는 cellulose와는 달리 복수의 단당, 즉 xylose, 
arabinose, mannose 등으로 이루어진 측쇄구조를 갖는 다

당체로 cellulose가 분해되기에 앞서 분해가능성이 높은 

구성성분이다. 이들 cellulose와 hemicellulose 고분자들을 

lignin이 덮어 싸고 있는데 이러한 구조가 cellulose의 효

소 당화성을 저해하는 것으로 알려져 있다(Taherzadeh and 
Karimi, 2007). 리그닌의 제거가 효소 당화율을 증대시킨 

결과가 보고되고 있다(Khanal et al., 2010)
이들 Cellulose는 구조상 비결정 영역(amorphous region)

과 결정 영역(crystalline region)이 존재하는데 결정 영역은 

매우 정형화된 불용성 구조이므로 효소에 의해 잘 분해되지 

않는 특성을 보인다(Delmer and Amor, 1995; Morohoshi 
1991; Coughlan, 1990). Fungal cellulases로 당화했을 때 

비결정영역은 결정영역에 비해 3-30배 빠른 당화속도를 나

타내 결정영역과 비결정영역의 당화성의 차가 극명하게 차

이가 남을 보고하였다(Lynd et al.,2002). Al-Zuhair(2007)
도 Aspergillus niger 유래 cellulase를 사용한 실험에서 결

정화도가 높은 목재 shavings이 비결정성 CMC에 비해 짧

은 시간에도 불구하고 환원당이 적은 값을 나타낸다는 결과

를 제시하였다. 일부 결정화도의 측정의 문제와 관련 당화

성과의 관계에 불명확한 부분이 있다고 소개(Mansfield et 
al., 1999, Zhang and Lynd, 2004)되고 있으나 일반적으로 

기질의 결정화도 증가와 당화산물 생산과는 반비례적 관계

에 있다는 것이 통념으로 해석되고 있다(Taherzadeh and 
Karimi, 2007). 

cellulose의 중합도(Degree of polymerization, DP)는 

cellulase 효소가 작용 할 섬유상 고분자 말단과 내부 β-
glucoside 결합 수를 나타내는 것이고, cellulose 용해성은 내

부 분자 간 수소 결합 때문에 DP가 증가 할수록 명백하게 

감소한다. 그래서 2-6개 정도의 DP를 가지는 Cellodextrins
은 물에 용해되고, 7-13정도의 DP를 가지는 경우에는 열수

(hot-water)에는 용해되나 cellulose로 불리우는 DP=30이상

이 되면 고분자로서의 구조와 특성을 지니게 된다(Klemm 
et al., 1998, Pereira et al., 1988) 따라서 중합도가 큰 

cellulose의 경우 많은 효소작용이 요구된다고 할 수 있다. 
각종 섬유소 물질의 중합도에 대한 비교 그림을 Fig. 3에 

나타내었다.
목질 바이오매스 cellulose는 cellulase 효소가 결합할 수 

있도록 당화 공정 전에 충분한 표면적을 확보해야 한다. 
cellulase 효소와 잘 조합되어야 할 기질 파티클의 3차원 구

조는 β-glucoside결합들에 효소 접근 여부가 효소 당화에서

는 매우 중요한 요건이 된다. 따라서 기질의 내･외부 표면

적의 크기나 공극용적이 효소 접근에 영향을 주고 효소 접

근성은 그대로 당화에 영향을 주게 된다(Zhang and Lynd, 
2004). 내부 표면적 및 효소접근성은 SAXS(Small angle 
X-ray scattering), mercury porosimetry, 수증기 흡착법, 
Simons’ staining 법, Immuno-electron microscopy 등에 

의해 측정될 수 있다(Esteghlalian et al., 2001, Donohoe et 
al., 2009). 목질바이오매스 기질의 섬유벽에 분포하는 다양

한 크기의 공극을 측정하고 효소 분자의 접근성과의 관계를 

연구한 보고에서 cellulases의 접근성은 접근 가능한 공극 

직경과 비례적 관계에 있음을 소개하였다(Mansfield et al., 
1999). 라디에타소나무에서 전처리로 공극들의 형태에서 

표면적을 증가시킬 경우 효소 당화성이 증가되고, 침엽수와 

활엽수사이에 공극 용적과 당화성에서 유의적 차가 인정되

었음을 보고됨으로서 공극 용적 증가가 당화성 증가에 영

향을 미친다는 것이 증명되었다(Wong et al., 1988). 침엽

수와 활엽수의 공극과 당화성에 대해서 또 다른 연구에서 

White pine의 공극 용적이 혼합 활엽수 그것의 절반정도에 

미치지 못할 때 효율적 당화가 진행되지 못하였고, 전처리 

공정에서 탈리된 hemicellulose나 lignin가 재배치되면서 

CIR-편집부
강조

CIR-편집부
강조
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섬유벽의 작은 공극을 막아버리는 현상이 활엽수에 비해 많

음을 보고하였다(Grethlein et al., 1984). Yoshida 등 (2008)
은 기질의 파티클을 ballmill에 의해 355-63 ㎛ 크기로 조

정하고 효소 당화 실험을 실행한 결과, 기질의 입자가 작아

지면서 결정화도가 감소했는데 이와 함께 당화율이 증가하

였음을 보고한 바 있고, 이와 유사한 보고들이 파티클 크기 

감소가 효소 흡착과 반응성을 증대시킴을 뒷받침하고 있다

(Pedersen, M. and A. S. Meyer. 2009; Kim et al., 1992; 
Pedersen and Meyer, 2009).

Cellulose 효소 당화성에 영향하는 또 다른 요소로서 기

질의 질과 농도를 들수 있다(Sun and Cheng, 2002, Roche 
et al., 2009). 기질농도가 높아지면 기질과 효소의 혼합과 

기질 이동에 문제가 발생한다. Marsden 등(1985)은 최대 

효소당화를 위해 흡착 가능한 단백질에 비례하는 최적의 

cellulose 농도가 존재하고, 비결정 영역의 당화율은 최적 

cellulose 농도 이상에서는 기질농도에 영향을 받지 않으나, 
결정영역은 최적 cellulose 농도 이상에서 기질농도와 당화

율이 반비례적 관계에 있음을 보고하였다. 

당화 효소와 관련된 인자

목질바이오매스 cellulose의 효소 당화에서 이용되는 효

소는 전항의 당화 메카니즘에서 서술된 바와 같이 여러 종

류의 cellulase가 혼합된 칵테일이 효과가 큰 것으로 알려져 

있어 상용화를 위한 개별 cellulase 및 혼합시스템 개발 연

구가 활발한 한 것으로 소개되고 있다(Khanal et al., 2010; 
Kumar and Wyman, 2009c; Mansfield et al., 1999). 그 예로 
cellulase 효소들은 최근에 Trichoderma reesei, Penicillium 
funiculosum, 그리고 Aspergillus niger와 같은 균류를 이용

한 실증형이나 상용화 규모로 생산되고 있다. 이 외에도 

cellulase를 생산하는 진균류나 Acidothermus cellulolyticus, 
Micro monospora bispora, Bacillus sp., Cytophaga sp., 
Streptomyces stercorarium 과 Clostridium thermocellum, 
그리고 Ruminococcus albus 등의 박테리아에서 생산되는 

효소들이 이용될 수 있다. 그러나 이들이 모두 완전한 

cellulose 가수분해 성능을 갖기 위해서는 전술한 바와 같

이 고활성 cellulase에다 다양한 종류의 cellulase간 조합이 

적절하게 이루어져야 한다(Henrissat et al. 1985, 1989). 
Trichoderma 유래 상용화효소가 매우 성공적 cellulase로 

알려져 있는데 이들 효소는 효소당화조건에서 매우 안정적

이고 화학적 억제인자에 대한 저항성이 큰 장점이 있으나 

최적조건에서 BGL의 활성이 매우 낮은 단점을 가지고 있

다. 이러한 효소 당화성을 개선하기 위하여 Trichoderma 
cellulase에 여분의 BGL을 첨가함으로서 매우 개선된 당

화 효과를 나타낸 연구들도 다수 있다(Hari Krishna et al, 
2001, Itoh et al, 2003, Ortega et al, 2001, Tengborg et 
al, 2001, Wyman, 1996). 덴마아크 기업인 Novozyme이나 

Genecor와 같은 기업에서 최근에 경쟁력 있는 수준으로 효

소 가격을 낮추었다고는 하지만 아직도 각국이 에너지 기술

의 국산화 등의 목적을 위해 고역가의 저가 효소개발이 이

슈가 되고 있는 것이 사실이다. 
효소 당화에서 또 다른 문제점은 초기 가수 분해되어 방

출되는 oligomer나 단당들이 반응 후기의 당 가수분해를 저

해한다는 것이다(Eklund and Zacchi, 1995, Krishun and 
Chodary, 2000, Kadar et al, 2004, Linde et al, 2007). 
Shen 과 Wang(2004)은 중간 당화 산물이나 최종 산물인 

단당류에 의한 cellulose 당화 억제 기구로서 cellulase 효소

와 기질의 흡착물 형성을 제시하였다. 2007년 Peri et al. 는 

당화액에 cellobiose와 glucose 첨가 실험를 통해 효소와 기

질의 흡착물 형성을 증명함으로서 당화 중간 생성물과 최종

산물의 억제 이론을 명확히 하였다. cellulose 당화에 glucose
를 30% 첨가했을 때 당화 억제율은 40%, cellobiose는 이

보다 낮은 농도를 투입했음에도 당화 억제율이 50%에 이

르러 cellobiose의 억제가 더 크다는 것이 밝혀진 바 있다

(Lee et al.,1980, Sun & Cheng, 2002). 이를 극복하기 위

해 가수분해 산물인 단당들이 동일 반응기내에 존재하는 발

효 균주에 의해 발효되도록 하는 동시당화발효(SSF)가 개

발되었으나 당화공정과 발효공정의 최적조건이 상이한 문

제점이 있어 당화와 발효를 별도로 진행하는 방식이 고려되

는 상황임으로 개선이 요구되는 부분이라 할 수 있다(Wyman, 
1996). Lee(1997)와 Wyman(1996)은 또 Trichoderma 효
소가 기질의 cellulose와 lignin에 흡착됨으로서 효소활성이 

감소되고, scaling-up한 효소 생산 과정에서 균주배양액내 

산소전달 때문에 효소활성 저하 및 mixing의 문제점을 지

적하였다. 
당화에 투입되는 효소 첨가도 당화율에 미치는 영향이 큰 

것으로 알려져 있다. 근래 상용효소에서는 기질 1 g당 5~35 
FPU 농도가 일반적인데 효소 첨가량이 많을 수록 어느 수

준까지의 당화율은 증가하지만 효소사용 증가로 인한 고비

용의 문제점을 지적하고 이에 대한 당화 기술의 향상 방안

이 요구됨을 강조하였다(Taherzadeh and Karimi, 2007).
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목질계 cellulose의 효소 당화성 증진 기술

전처리에 의한 효소 당화성 향상

목질계 cellulose의 효소 당화는 전술한 바와 같이 목질 

바이오매스 특성상 어떠한 전처리가 없이는 천연 cellulose
가 단당으로 전환하는데 상당한 시간이 소요되는 특징을 나

타낸다. 따라서 목질계 바이오매스 cellulose의 효소 당화율

을 높이기 위해서는 반드시 전처리가 필요하다는 것이 강조

되고 있다(Kumar and Wyman, 2009a; Taherzaden and 
Karimi, 2007; Wyman et al., 2009; Dadi et al., 2006; Jeoh 
et al., 2007; Galbe and Zacchi, 2002). 목질바이오매스의 전

처리는 목질계 바이오매스를 이루고 있는 microfibrils이나 

macrofibrils의 결정구조를 해체하여 cellulose와 hemicellulos
등의 고분자사슬을 당화 효소의 접근이 가능하도록 방출시

키는 공정이라 할 수 있다(Galbe and Zacchi, 2002). 전처

리공정은 탄수화물이 손실되거나 붕괴되지 않도록 해야 하

고, 후속 당화 및 발효 공정에 부정적인 영향을 주는 억제

물질 생산 등을 피해야 효율적 전처리 효과에 달성할 수 있

다. 전처리과정이 잘 되면 명백하게 효율적인 가격을 가질 

수 있다고 보고하고 있다(Sun and Cheng, 2002). 효과적

인 전처리를 위해서 다양한 전처리 방법이 구사되고 있

다. 물리적 전처리는 분쇄, 스팀 폭쇄(Chum et al., 1985, 
Ballesteros et al, 2004) 및 수열화 과정(Negro et al., 2003)
을 통해 파티클 크기, 표면적, cellulose의 결정성과 같은 바

이오매스의 물리적 특성을 개조하는 것이 목적이라 할 수 

있다(Mosier et al., 2005, McMillan, 1994, Wyman 1996). 
이와 같은 물리적 전처리에 산이나 알카리, 유기용매와 같

은 화학약품을 이용하는 것, 그리고 생물적 전처리 등은 

바이오매스 기질의 화학적 구조를 변화시키고자 하는 노력

이라 볼 수 있다. 수열처리나 열수 증자(LHW, Liquid Hot 
Water) 전처리는 오래된 방법 중 하나인데 이들은 자가 당

화에 의해 전처리 효과를 가지고 화학약품 사용이 없는 것

인 장점이라 할 수 있다. 따라서 Hemicelluloses가 대부분 

용액에 용해되기 때문에 불용인 cellulosic fraction과 분리

될 수 있고, pH, 온도, 시간 등의 조정으로 효소당화의 최적 

전처리가 가능한 방법이다(Mosier et al, 2005a, Mosier et 
al., 2005c, Wyman, 1996). LHW 전처리에 의해 당화효소

가 cellulose 기질에 접근하기 좋도록 표면적을 확장하는 미

세공극 형성과 미세구조에 변화를 초래함으로 인해 당화성

이 높아지는 것으로 보고되었다(Zeng et al., 2007). Zeng 

등은 (2007)은 corn stover에 어떤 전처리도 없이 입자크기

를 425-710 ㎛에서 53-75 ㎛로 미립자화 했을 때 효소당화

성이 1.5배 증가함을 보고하여 기질크기가 효소 당화성에 

직접적 영향인자임을 증명하였다. 
일반적으로 물리적 화학적 전처리를 적당하게 조합하여 

이용되는 것이 보통이다. 바이오매스의 입자를 약간 거칠게 

또는 중간정도로 분쇄하고 산 또는 알카리 전처리를 실시하

여 목질바이오매스 구성성분인 hemicellulose와 리그닌을 

탈리시키면서 효소 당화성을 증진시키는 효과 상승을 목표

로 하는 방법이다. 또한 열수처리에서는 압력을 400 psig, 
온도 250℃까지 상승시켜 hemicelluloses를 용해하고자 하

는데 이렇게 고온고압 조건에서 O-acetyl기 분열과 uronic 
acid 치환으로 인해 acetic acid와 유기산들이 발생하게 된

다(Mosier et al., 2005). 전처리에 사용되는 산들은 cello-
oligosaccharides 형성과 제거에 촉매작용을 돕게 하고, 거
기에다 cello-oligosaccharides 의 당화가 더해져 단당으로 전

환되어 당화 효소와 발효 균주에 저해 역할을 하는 aldehydes
로 분해되는 상황까지 만든다(Sun and Cheng, 2002). 전처

리에 많이 사용되는 산은 황산과 염산이 많이 쓰이는데 이

들은 hemicelluloses를 가수분해하여 xylose나 다른 당들을 

생성케 하고, 반응이 더 진행하여 xylose를 furfural로 분해

해 버리는 특성이 있다. 산 전처리에서는 이들 발효 저해를 

초래하는 부산물 발생 방지 기술 개발등의 연구가 필요한 

부분이라 할 수 있다. 또한 전처리 후속 효소당화과정에 세

척과정을 거쳐 pH 를 중화시켜야하는 번거로움에 대해서도 

대안에 대해서도 연구가 필요하다(Mes-Hartree and Saddler, 
1983). 

전처리 공정 중 당 분해는 반응시간에 상당히 의존적이

어서 대부분의 산 처리나 자가 가수분해 과정에서는 단시간

에 높은 온도를 도입하는 방법을 취한다. 산 전처리에서 후

속 당화공정에 영향하는 희석의 두 가지 종류가 있다. 바
이오매스의 높은 농도(10-40% w/w)에 저온(<160℃) 전처

리, 낮은 농도(<10% w/w)에 고온(>160℃) 전처리가 그것

인데 일반적으로 고온과 짧은 반응시간이 hemicellulose 
및 cellulose 당화성이 높게 만든다(Khanal et al., 2010). 
또 다른 화학 전처리에 lime이나 ammonia와 같은 알카리

를 이용하는 공정이 있는데 이는 리그닌을 용해하고 lignin-
carbohydrates 결합을 분해하거나 해중합을 일으키는 역할

을 한다. AFEX는 암모니아를 사용한 스팀 폭쇄 전처리인

데 이는 액상의 암모니아를 90-100℃에서 약 30분 정도 노

출된후 압력을 제거하는 방법인데 전처리 후 당화나 발효 
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공정에 억제작용을 하는 부산물이 발생하지 않는 특성이 있

다. 그러나 개열된 리그닌 Phenolic조각들과 다른 세포벽 

추출물들이 바이오매스 표면에 재배치될 수 있는 가능성

이 있음으로 물 세척 등의 공정이 필요할 수도 있다(Balan 
et al., 2009; Chundawat et al., 2007; Selig et al., 2007; 
Holtzapple et al., 1991). AFEX 전처리가 스위치그래스와 

같은 바이오매스에는 효소 당화에 좋은 효과를 나타내지만 

리그닌 함량이 많는 침엽수나 활엽수에는 전처리 효과가 불

충분 할 수 있다고 보고되었다. 더욱이 AFEX 처리는 희석

산 전처리와 대조적으로 hemicelluloses를 용해 할 수 없는 

특징을 가졌다(또 다른 한편으로는 암모니아 재사용이 가능

함으로 환경적으로 비용적 측면에서 장점을 가질 수 있는 

특징이 있다.(Chundawat et al., 2007, Eggeman and Elander, 
2005, Sun and Cheng, 2002, Wyman, 1996).

유기용매를 이용한 전처리는 리그닌제거에 150-200℃ 

용매를 이용하는 방법으로 에탄올이나 메탄올 등 저비점의 

특성을 가지는 용매가 주로 사용된다(Chum et al., 1985). 
유기용매 전처리는 hemicelluloses가 가수분해 되며서 발생

한 acetyl 그룹으로부터 얻어지 acetic 산과 유기용매가 함

께 작용하게 된다. 유기용매이용의 장점은 pure한 상태의 

리그닌이 얻어지면서 용해된 리그닌이 저분자라 부산물 회

수가 가능하다 것이다(Katzen et al, 1995, Sun and CHeng, 
2002). 이 전처리에서 oxalic, salicylic, acetylsalicylic acid 
등이 촉매제로 사용될 수 있으나 온도가 185℃이상으로 고

온인 경우에는 이들의 첨가가 불필요하다. 이 경우 사용된 

용매는 이후의 효소당화나 발효공정에서 억제작용을 함으

로 용매를 완전히 휘산시켜 제거해야하는 단점이 있다.
이상과 같이 물리화학적 전처리, 화학전처리, 생물적 전

처리 등의 기술이 널리 시도되고 있으나 아직 그 어떤 전

처리 방법도 기술적, 경제적 관점에서 상용화 할 수 있는 

전처리 방법이 구축되어 있지 않아 연구 개발이 필요한 

것으로 고찰되었다(Taherzaden and Karimi, 2007). 또한 

Hemicellulose와 리그닌 제거가 목질계 바이오매스 효소 

당화를 보다 쉽고 저 비용으로 만들어 주는 방법이긴 한데, 
furfural과 같은 화학 반응의 부산물 발생으로 주요한 효소

시스템에 불리하게 작용하는 단점을 가질 수 있음으로 바이

오매스 특성에 따라 적정 전처리를 선택해야 한다.

 당화 증진 물질을 이용한 효소 당화성 향상

목질계 cellulose의 생물적 전환기술의 상용화에는 상술

된 바와 같이 바이오매스 원료의 전처리공정의 비용과 효소 

당화에 요구되는 당화효소 가격으로 이한 비용 상승이 장애

요소로 작용하고 있다. 효소 당화공정에서 차지하는 효소비

용이 거의 50%에 이르기 때문에 효소사용량을 줄이거나 효

소단가를 낮추는 등의기술이 요구된다(Galbe and Zacchi, 
2002). 그러나 고역가의 효소 개발이나 효소 단가를 낮추기 

위해 유전공학기술을 이용하는 등의 많은 노력을 하고 있

지만 실제로는 쉽지 않은 것으로 고찰되고 있다(Tu et al., 
2007, Mabee and Saddler, 2005). 전처리한 침엽수와 같이 

리그닌 함유가 많은 기질에서는 보다 많은 량의 효소 첨가

가 요구되는 것으로 보고되고 있음으로 효소비용을 낮추기 

위해서는 바이오매스 성질도 중요한 인자로 작용한다고 볼 

수 있다(Tu et al., 2007). 또한 상술한 전처리의 경우에도 

전처리 공정을 통한 리그닌 제거가 효소당화성에 긍정적일 

수 도 있으나, 부정적 역할을 할 수도 있기 때문에 이 장애

를 극복할 수 있는 기술이 요구된다. 바이오매스 기질의 성

질을 개선하고 효소작용에 억제가 없도록 하기 위한 방법 

중의 하나로 계면활성제와 같은 물질을 이용하는 것이다

(Eriksson et al., 2002). 특히 이 같은 종류의 물질을 당화액

에 첨가했을 때 목질계 cellulose의 표면 특성이 개조될 수 

있고 이것이 효소 당화성 향상에 기여한다는 보고들이 있

다(Kumar and Wyman, 2009b; Tu et al., 2009; Rastegari 
et al., 2009; Tu et al., 2009; Rayne and Mazza. 2007; 
Alkasrawi et al., 2003; Borjesson et al., 2007; Kim et al., 
2006a; Park et al., 2002). 양이온성, 음이온성, 비이온성 

등 다양한 종류의 계면활성제가 시험되었는데 그 중에서 

Sorbitan polyethoxylases의 지방산 에스테르와 같은 비이

온성물질과 polyethylene glyco과 같은 고분자가 l이 가장 

효과적인 것으로 보고되었다(Mizutani et al., 2002). 이들

이 효과를 나타내는 것은 이들 계면활성제가 특히 리그닌에 

비생산적으로 흡착하여 당화효소가 비활성화되는 것을 억

제하기 때문인 것으로 증명하였다(Eriksson et al., 2002). 
그리고 효소당화에 긍정적으로 작용하는 계면활성제의 효

력은 1주일 정도 유지되는 것으로 밝혀졌다. 특히 비이온성 

계면활성제 첨가가 효소당화성을 향상시키는 메카니즘에 

대한 연구에서 Park 등(2002)은 친수성으로 수식된 고분자

를 사용하여 효소와의 흡착성을 시험한 연구에서 비이온성 

계면활성제의 HLB(Hydrophilic lipophilic balance)가 높을

수록 효소 당화성이 증가 하는 현상을 증명하였다. 친수성

으로 수식된 고분자의 효과가 비이온성 계면활성제의 그것

과 유사하다는 의미이다. 즉, 목질계 cellulose 섬유표면의 
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리그닌과 소수성의 상호작용을 통해 결합된 계면활성제의 

소수성 부분과 계면활성제의 친수성 head 그룹이 cellulase
가 리그닌에 비생산적으로 결합되는 것을 막아주는 역할 을 

한다는 것이다. 비이온성 계면활성제의 친수성 부분은 짧은 

ethylene oxide결합으로 구성되어 있다. 이 EO체인을 가지

는 계면활성제의 흡착은 첫째, 기질표면의 소수성 반응기가 

계면활성제로 점령되어 효소가 흡착되는 것을 막아주고, 둘
째, 기질 표면에 흡착된 ethylene oxide chain이 차지하는 용

적으로 인해 효소흡착을 감소시켜주는 역할을 하는 것으로 

설명된다. 효소 당화성 향상을 위해 BSA 단백질을 첨가하

는 연구들이 있는데 BSA가 리그닌 표면에 비특이적 결합

으로 실제 cellulase가 비생산적으로 리그닌에 흡착하는 것

을 감소시키는 역할을 한다는 원리이다(Yang et al., 2006). 
BSA는 fatty acids의 결합을 위한 소수성기를 가지고 있어 

쉽게 소수성 표면에 흡착될 수 있는 특성(Haynes and Norde, 
1994)을 지니며 비이온성 계면활성제와 유사한 작용을 하

는 것으로 소개되고 있다. 
Henrissat(1994)은 cellulase와 cellulose와의 상호작용에 

대한 리뷰에서 효소 단백질의 catalytic domain, cellulose-
binding domains, domain의 multiple combination 등 

cellulase structure와 기질과의 작용에 대해 소개하였다. 모
든 T. reesei cellulases(Cel12A제외) 도메인에는 표면에 소

수성의 아미노산를 가지고, Cel7A의 CBD(Cellulose binding 
domain)는 표면에 세 개의 tyrosines이 노출되어 있는 특성

이 있어, 이 잔사들은 cellulose 표면에 적절한 특이적 작

용을 하도록 위치해 있다는 이론이다(Kraulis et al., 1989; 
Reinikainen et al., 1992). 또한 Cel7A의 촉매 도메인(Catalytic 
domain)은 활성 site 터널 입구에 노출 tryptophan을 가지

는 것으로 알려져 있다(Divne et al., 1998). 그러나 효소단

백질이 가지는 소수성 잔사들의 존재는 리그닌 표면에 비특

이적 흡착을 유도하는 가능성이 큰 것으로 해석된다. 리그

닌 표면에 효소의 비특이적 흡착은 무처리 목재보다는 전처

리기질에서 보다 강하게 나타나는데 그 이유는 전처리로 인

해 리그닌의 표면노출이 더 많아졌기 때문인 것으로 고찰되

었다. 이러한 현상은 순수한 cellulase보다 전처리한 목재에

서 계면활성제의 효과가 더 크게 나타낸 결과가 제시되어 

리그닌 제어 역할이 증명되었다(Eriksson et al., 2002).
Eriksson et al.(2002)은 양이온성 계면활성제의 경우 

HLB가 낮아 비이온성보다 낮은 당화증가율을 보였다고 보

고하였다. 그러나 음이온성물질의 경우에는 높은 HLB에도 

불구하고 당화성에 낮은 효과를 보이는 결과를 나타냈는데 

이는 음이온성 물질에 의한 단백질 변성이 원인인 것으로 

고찰하였다. Polyethylene glycol(PEG)의 당화 증진효과에 

대해서도 여러 개의 논문에서 보고 되었는데, PEG가 기질

표면에 흡착하여 표면에 입체적 고분자층을 형성하여 리그

닌 표면으로부터 효소단백질을 거부하는 입체적 공간을 확

보함으로서 효과를 발생하는 것으로 해석되었다(Malmsten 
and ALstine, 1996; Malmsten et al., 1998). 음이온성 계면

활성제(Nielsen et al., 2005)에서는 계면활성제의 흡착으

로 리그닌 표면의 음이온 charges는 음이온을 띄는 효소에 

binding이 방해되고. 대조적으로 양이온성 계면활성제는 효

소의 리그닌 결합을 증가시킴으로서 계면활성제 종류 및 효

소 표면 특성에 따라 리그닌 저해 제어 및 효소 활성 증대 

효과가 상이한 것으로 분석되고 있다. 
계면활성제의 당화성에 미치는 영향에 대한 초기 연구에

서는 계면활성제가 당화 중에 효소 변성을 방지하여 효소 

안정성을 증가시키고, 기질의 구조에 작용하여 효소의 기질 

접근을 더 용이하게 만드는 것으로 해석되었으나 현재에 이

르러 많은 연구에서 전술한 바와 같은 메카니즘으로 작용하

는 것으로 간주되고 있다. 그러나 계면활성제가 경우에 따

라서는 D. clausenii와 같은 발효균주의 활성을 억제할 수 

도 있다는 보고(Wu and Ju, 1998)가 있어 계면활성제 선택

이 그 후 영향성을 고려하여 신중하게 이용되어야 함이 강

조되고 있다. 또한 비이온성 계면활성제의 경우 낮은 담점

(cloud point, 14℃)를 가짐으로 당화 완료 후 이점을 이용

하여 당화 여액과의 분리를 통해 재사용할 수 있는 가능성

이 있어 이들 물질 적용 기술 개발이 더 필요함이 강조되었

다(Eriksson et al. 2002).

기  타

 
Cellulase 효소 비용을 절감할 수 있는 방법 중의 하나가 

효소의 재사용(Recycle)이다. 목질바이오매스의 효소당화

에 사용하고 당화액에 잔유하는 유리 효소들은 재사용이 가

능하다. 그러나 리그닌 함량이 많은 기질의 당화 여액에서 

회수된 당화 효소들은 새로운 기질에 두 번째로 사용될 때

는 당화능이 떨어지는 현상이 나타나는데 이유는 많은 리그

닌 축적에 기인하는 것으로 알려져 있다(Tu et al., 2007a). 
리그닌 함량이 많은 목재를 원료로 사용하는 경우에는 전처

리 후 탈리된 리그닌의 효소와의 흡착으로 재사용 시 당화

성이 저하되는 현상에 대한 연구보고들이 다수 있다(Lee et 
al., 1995, Lu et al., 2002, Tu et al., 2007b).그래서 당화 
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잔사로부터 cellulase 를 탈착하여 다른 물질과 결합으로부

터 효소를 분리 하여야 재사용해야 할 수 있고, 이 때 분리 

기술의 개발 필요성이 큰 것으로 보고되고 있다.

결 론

목질계 바이오매스를 원료로 한 바이오에탄올 생산 중 특

히 효소 당화공정에 집중한 문헌연구를 통하여 목질바이오

매스 기질특성과 효소 당화성과의 관계, 이를 극복하기 위

한 기술 개발 등 최근 연구동향에 대해 조사하여 다음과 같

은 결론을 도출하였다. 
cellulose와 hemicellulose의 효소 당화에는 매우 특정적

인 cellulase 와 hemicellulase 효소(glycosylhydrolases)가 관

여하는데 이들 효소 그룹에는 적어도 3종(EG, CBH, BGL)
의 cellulase 효소들이 상호 상승작용을 하며, cellulose 고
분자로부터 최종 단당(sugar)으로 전환시키며, 비결정영역

과 결정영역이 함께 가수분해되는 동시형 메카니즘이 받아 

들여지고 있다.
목질계 cellulose의 효소 당화에 영향하는 중요한 인자로

서 목질자체의 특성면에서는 목질계 바이오매스의 구성성

분 및 구성비율, 이들의 견고한 구조, 배열특성 및 치환기 그

룹, cellulose의 결정성과 중합도, 기질의 파티클 크기, 표면

적 및 공극용적, 기질투입농도 등이고, 효소와 관련된 인자

로는 cellulase를 구성하는 각 효소의 cellulose 분해 활성, 
cellulase의 적절한 조합, 초기 가수 분해 산물인 oligomer
나 단당류의 후기 당 가수분해 저해 현상, 효소와 리그닌 성

분과의 흡착문제로 인한 당화효율 저하 등으로 요약되었다.
목질계 cellulose의 효소 당화율을 높이기 위해 크게 물

리적 화학적 생물학적 방법에 의한 전처리가 광범위하게 시

도되고 있으며 이로 인한 효소 당화성 제고 효과는 명백하

나 공정상 소모되는 에너지 소모, 화학약품 사용문제, 후속 

공정에의 영향하는 부산물 생성 등으로 아직 시장에서 만족

할 만한 수준에 이르지 못하는 것으로 조사되었다. 또한 목

질바이오매스 기질의 효소 당화율을 향상시키기 위한 계면

활성제 사용은 비이온성, 음이온성, 양이온성, 단백질, 고분

자 등의 다양한 물질이 연구되고 있는데 그 중에서 비이온

성 계면활성제가 목질계 cellulose 당화성 증진에는 가장 좋

은 효과를 나타내는 것으로 결론 지었다. 이들 계면활성제

와 cellulose 기질, 그리고 효소과의 상호작용은 기질의 종

류, 도입된 전처리 방법, 효소 종류등에 따라 상이함으로 바

이오매스와 효소에 적절한 계면활성제 선택이 강조되었다.
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