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Abstract Optimization of initial total sugar concentration of sweet sorghum juice, aeration time and aeration rate on ethanol 
production was performed by response surface methodology (RSM). The optimum conditions for ethanol production from 
concentrated sweet sorghum juice were determined as follows: initial total sugar concentration, 21.2 Brix; aeration time, 7.66h; 
aeration rate, 1.22 vvm. At the optimum conditions, the maximum ethanol yield was predicted to be 91.65% by model prediction. 
Similarly, 92.98% of ethanol yield was obtained by verification experiment using optimum conditions after 48 h of fermentation. 
This result was in agreement with the model prediction.
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1. 서 론

최근 브라질, 미국을 중심으로 1세대 바이오에탄올 생산이 본

격적으로 이루어지고 있으며 생산량 또한 급격히 증가하고 있

다. 미국의 경우 옥수수가 에탄올 생산을 위한 주 원료이며 

2008년 에탄올생산량이 34억리터로 2007년 24.6억리터보다 

38%가 증가하였다.
(1)
 신재생연료협회(RFA, www.ethanolrfa.org)

보고에 따르면 2010년 세계 바이오에탄올 생산량은 86.9억리

터이며 이중 57.5%에 해당하는 50억리터를 미국에서 생산하

고 있다. 최근 국내에서도 바이오에탄올 생산 연구가 활발히 
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Table 1. Experimental range and levels of the independent 

variables

Factors Symbol
Coded lebels

-2 -1 0 1 2

Total sugar(Brix) X1 5 15 25 35 45

Aeration time(h) X2 0 2 4 6 8

Aeration rate(vvm) X3 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25

진행되고 있는데, 사탕수수 등 재배기간이 긴 작물을 재배하

기 어려운 우리나라 기후 특성상 1세대 바이오에탄올 작물로

서 단수수가 유망하다. 

단수수(Sorghum bicolor{L.} Moench)는 1년생의 화본과 

C4식물로서 바이오매스 생산량이 많고 당 함량이 높아 에탄

올 생산에 유리한 작물이다.
(2,3)

 단수수는 건조한 기후에서도 

잘 자라며 환경적응성이 높아 우리나라에서 쉽게 재배할 수 

있다. 단수수는 사탕수수에 비해 수분 요구량이 적고
(4)

 재배

기간이 3-4개월로 짧아 우리나라에서는 주로 5월 파종하여 

10월에 수확한다. 단수수 착즙액의 주요 성분은 glucose, fructose 

그리고 sucrose이며 당도는 평균적으로 10~20Brix이다.
(5)

바이오에탄올 생산을 위해서는 단수수착즙액을 대량으로 

생산하여 이를 발효기질로 이용해야 한다. 그러나 단수수착

즙액은 상온에서 쉽게 오염되므로 농축하여 보관하였다가 필

요시 발효에 이용해야 한다. 일반적으로 효모 발효를 통한 에

탄올 생산을 위해서는 초기 당농도 및 질소원농도, 발효온도, 

pH, 접종량 등 발효공정 변수들을 최적화해야 최대의 에탄올

을 생산할 수 있다. 특히 효모 미생물은 알코올 발효공정에서 

기질의 농도가 너무 높을 때 성장에 제한을 받으므로 농축한 

단수수 착즙액으로부터 효율적인 발효를 위해서는 당농도의 

최적화가 선행되어야 한다. 또한 효모발효에서 통기조건이 

알코올 생산에 영향을 미치므로
(6)
 본 연구에서는 단수수 농축

액의 농도, 산소공급량 및 산소공급시간을 최적화하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 단수수 재료

본 연구에서 사용한 단수수 착즙액은 한국산 무안재래종을 

착즙하여 사용하였다. 2009년 전남 무안 소재 바이오에너지

작물센터 시험포장에 5월 파종하여 10월에 줄기를 수확하였

다. 수확한 줄기는 잎과 이삭을 제거하고 생줄기를 롤밀형 착

즙기(Roller Juice extractor, ㈜리엠코리아 Korea)로 착즙

하였다. 착즙액은 진공 로터리농축기(Rotavapor R-124, BUCHI, 

switzerland)를 사용하여 55~65Brix로 농축한 후 실험에 사

용하기 전까지 – 5°C로 냉동 보관하였으며 실험시 적정농도

로 희석하여 사용하였다.

2.2 균주 및 배지조성

본 연구에 사용된 균주는 Saccharomyces cerevisiae CHY1011

이고 ㈜창해에탄올 창해연구소에서 분양받았다. 발효를 위한 

종균준비는 yeast extract 5g/L, peptone 5g/L, glucose 

10g/L의 배지를 사용하여 33°C에서 8시간 액체배양하고 이

중 10%를 다시 접종하여 12시간동안 2차 액체배양하여 균주

의 활성을 유지시켰다.

2.3 발효

농축한 단수수 착즙액은 고압멸균기로 121°C, 15분 멸균하

여 발효기질로 사용하였으며, Table 1의 조성에 따라 단수수 

농도를 조절 한 후 5L 생물반응기(Fermentec사 Korea)에 발

효액 2L를 넣고 발효를 수행하였다. 이때 종균은 10%를 접종

하였다. 공급산소는 0.2µm 필터로 여과하여 생물반응기에 

주입하였으며 발효를 위한 온도, pH, 및 교반속도는 각각 

33°C, pH 5.0, 150RPM이었다. 

2.4 분석방법

단수수 착즙 원액에 포함된 당류는 주로 glucose, fructose, 

sucrose이다. 당분석은 High Performance Liquid Chromatography 

(Waters HPLC, USA)를 이용하였으며 Carbohydrate Column 

(Waters사, USA)으로 40°C에서 물질을 분리하였다. 이때 

사용한 이동상은 83% acetonitrile이며 유속은 1.4mL/min

이었다. 검출기는 Refractive Index Detector(Waters RID 

2410, USA)를 사용하여 40°C에서 검출하였다. 모든 시료는 

14,000RPM에서 10분간 원심분리하고 상등액을 0.2µm syringe 

filter로 여과하여 사용하였다. 

단수수 발효액내의 에탄올 농도는 Gas chromatography 
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Table 2. Central composite design conditions and experimental 

ethanol yield

Run 

number
X1 X2 X3

Experimental ethanol yield 

(%)

1 -1 -1 -1 79.93 

2 1 -1 -1 45.74 

3 -1 1 -1 78.40 

4 1 1 -1 44.66 

5 -1 -1 1 81.18 

6 1 -1 1 47.44 

7 -1 1 1 84.23 

8 1 1 1 48.16 

9 -2 0 0 84.52 

10 2 0 0 6.44 

11 0 -2 0 82.04 

12 0 2 0 87.94 

13 0 0 -2 87.96 

14 0 0 2 86.36 

15 0 0 0 85.02 

16 0 0 0 91.26 

17 0 0 0 75.65 

18 0 0 0 79.53 

19 0 0 0 77.99 

(Agilent 6890N, USA)로 측정하였고 분석 컬럼은 HP-INNOWX 

19091N-213(Agilent사, USA)이며, 검출기는 Flame ionization 

detector(FID, Agilent사, USA)를 사용하였다. 분석조건은 

주입구와 검출구의 온도는 각 210°C이며, 오븐온도는 180°C
이었고, carrier gas는 He을 사용하여 15mL/min의 유속으

로 공급하였다. 

2.5 실험설계 및 통계분석

반응표면분석법(RSM)은 강력한 수학 모델링 기법으로 몇 

번의 실험만으로 다중 공정변수들을 최적화할 수 있는 통계

적 방법이다.
(7,8) 

본 연구에서는 반응표면분석법의 중심합성계획법(CCD)을 

이용하여 효모발효 공정의 당농도, 산소공급시간 및 산소공

급량을 최적화하였고, Table 1에 실험 인자()와 코드화된 

레벨 및 실험범위를 나타내었다. 

통계처리를 위해 각각의 독립변수들은 식 (1)에 따라 코드

화 하였다.

 


   (1)

와 는 각각 실험인자의 코드화된 값과 실제값이며, 

는 중앙점에서의 값이고 는 단계 변경값이다. 일반

적인 반응표면모델은 아래 식 (2)와 같이 2차 다항식으로 표

현한다.

  




 






 

 (2)

는 반응표면분석모델에 의해 예측된 값이고,  는 

예측값 에 영향을 미치는 입력변수이며 는 상수계수, 

   는 선형항의 계수, 는 2차항의 계수, 

는  의 상호관계항의 계수이다. 반응표면 2차 다항식 모델

은 Design Expert ver.8 software package를 이용하여 예

측값을 계산하였다.
(9,10) 

3. 결과 및 고찰

3.1 에탄올 수율 및 회귀모델분석

에탄올 발효조건 최적화를 위해 19가지 조건의 발효 실험

을 수행하였고, Table 2에 변수  에 대한 실험설계

와 설계조건에 따라 발효실험을 수행하고 얻은 발효수율 결

과를 나타내었다. Table 2의 에탄올수율은 식 (3)에 따라 계

산하였다.

에탄올수율 이론에탄올생산량
실험에탄올생산량

× (3)

발효수율 결과를 반응표면분석법(RSM)의 중심합성계획기

법(CCD)에 적용하여 에탄올 수율을 최적화하고 모델식을 아

래 식 (4)으로 나타내었다.
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Table 3. Analysis of variance(ANOVA) for the RSM for ethanol 

production

source

Sum of 

squares

(SS)

degree of 

freedom

(df)

mean 

squares

(MS)

F-value
p value

Prob>F

model 8113.962 9 901.551 10.956 0.0007

X1 5398.773 1 5398.773 65.609 <0.0001

X2 10.499 1 10.499 0.129 0.7292

X3 5.156 1 5.156 0.063 0.808

X1X2 0.444 1 0.444 0.005 0.9431

X1X3 0.433 1 0.433 0.005 0.9437

X2X3 5.083 1 5.083 0.062 0.8093

X1
2

2372.107 1 2372.107 28.827 0.0005

X2
2

0.398 1 0.398 0.005 0.9461

X3
2

4.000 1 4.000 0.049 0.8304

residual 740.589 9 82.288

lack of Fit 583.187 5 116.637 2.964 0.1573

pure error 157.402 4 39.351

cor total 8854.551 18

Fig. 1 Relationship with experimental and predicted value(%) on 

ethanol yield of sweet sorghum juice fermentation

Fig. 2 Interaction effect of the initial total sugar concentration 

and supplement time of aeration on ethanol yield

Fig. 3 Interaction effect of the initial total sugar concentration 

and supplement rate of aeration on ethanol yield

  
  







 (4)

는 에탄올수율 예측값이고  는 각각 총당농도

(Brix), 산소공급시간(h), 산소공급량(vvm)의 코드화된 값이다.

2차 반응표면반응모델의 결과에 대한 분산분석(ANOVA)을 

Table 3에 나타내었다. 본 연구에서 얻어진 모델의 p-value

값은 0.0007이었으며, 이것은 유의수준 0.05보다 낮아서 유

의한 계수의 상관관계를 나타내므로 유의성이 인정되었다.
(11)

 

독립변수 중 초기 총 당(X1)의 p-value는 0.0001이하로 에탄

올생산에 가장 큰 영향을 미치는 인자이다.

2차 회귀모델에서 R
2
값은 실험값과 모델예측값 사이의 신

뢰도를 나타내며 본 모델식은 R
2
값과 보정된 R

2
값이 각각 

0.916과 0.833로 유의성이 인정되었다.

3.2 반응표면분석 및 발효조건 최적화

Fig. 1은 에탄올 수율에 대한 모델 예측값과 실험값이 선형 

비례적으로 일치함을 나타내고 있다. Fig. 2와 Fig. 3은 초기 

당 농도와 산소 공급시간 및 산소 공급량이 에탄올수율에 미치

는 영향을 3차원으로 나타내고 있다. 당 농도와 산소 공급시간 

및 산소 공급량은 코드화된 값이며 에탄올 수율은 퍼센트 단위

이다. 주로 초기 당 농도가 에탄올 생산에 많은 영향을 미치는 

것을 확인 할 수 있으며, 당 농도는 코드값 2(45Brix)에 가까울수

록 발효율이 낮으며 –1(15Brix) 전후에서 가장 높은 발효율을 
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Fig. 5 Sugar consumption and ethanol production by 

Saccharomyces cerevisae CHY1011Fig. 4 Interaction effect of the aeration time and 

aeration rate on ethanol yield

나타내었고 -2(5Brix) 근처에서는 다시 발효율이 낮아졌다. 

Fig. 4는 에탄올 발효수율에 대한 산소 공급시간과 산소 공

급량의 관계를 나타낸 것이다. 코드값 –2(산소 공급시간 0h과 

산소 공급량 0.25vvm)일 때 에탄올 수율이 75~80%정도였으

며 코드값 2(산소 공급시간 8h과 산소 공급량 1.25vvm)근처

로 갈수록 에탄올 수율이 상승하였다. 이는 산소 공급이 에탄

올 발효에 영향을 미치고 있음을 나타내는 것이다. 각 독립변

수들의 최적조건은 총 당농도 – 0.38(21.2Brix), 산소 공급시

간과 산소 공급량이 각각 1.83(7.66h), 1.87(1.22vvm)이다. 

이 조건에서 최대 에탄올 수율은 91.65%이다.

본 연구에서는 단수수 착즙액을 농축한 고농도의 단수수액

을 최대 발효 가능한 당 농도를 탐색하여 에탄올 생산 효율을 

최적화하였다. 또한 효모는 당을 소화하여 균체를 성장시킬 

뿐만 아니라 동시에 에탄올과 이산화탄소를 생산하므로 배지 

내 산소량에 따라 에탄올 생산량에 영향을 미치는 것으로 확

인하였다. 위와 같은 결과로부터 초기 당 농도와 산소 공급조

건을 최적화하여 단수수 착즙액을 이용한 에탄올 생산성이 

향상됨을 알 수 있었다.

3.3 모델 검정

수학적 모델링에 의해 최적화한 예측값은 실제 실험을 수

행하여 농축된 단수수 착즙액의 초기 당 농도와 산소 공급조

건을 확인해야 한다. 

예측된 최대 에탄올 수율의 모델의 타당성을 확인하기 위

해 유효성 검정 실험을 실시하였다. 발효실험은 최적화실험

에 사용한 조건과 동일한 조건에서 72시간동안 수행하였다. 

또한 반응표면분석법에 의해 도출한 최적 변수조건을 사용하

였으며, 초기 당농도는 21.2Brix(166g/L), 산소공급시간은 

7.66h 및 산소 공급량은 1.22vvm이었다. Fig. 5는 발효시간

에 따른 당 소비 및 에탄올 생산량을 나타낸다. 48시간이내에 

발효는 완료되었으며 이때 에탄올 수율은 92.98%이었다. 이 

값은 모델값 91.65%과 유사하므로 RSM 모델의 3가지 독립변

수의 최적조건이 유의함을 확인하였다. 본 연구결과를 기반으

로 향후 추가적인 발효공정조건이(발효온도, pH, 발효배지, 

접종량 등) 최적화되면 국내산 당질원료인 단수수 착즙액 이용 

기반의 바이오에탄올 공정 확립에 기여할 것으로 예상된다.

4. 결 론

효모발효 균주를 이용하여 농축한 단수수착즙액으로부터 

에탄올 생산을 위한 발효조건을 반응표면분석법(RSM)으로 

성공적으로 최적화하였다. 모델최적화는 RSM의 중심합성계

획기법(CCD)을 적용하여 2차 다항식 모델에 19가지 조건으

로 실험한 에탄올 수율결과를 도입하여 회귀계수 및 독립변

수를 최적화하였다. 

에탄올 발효는 5L 생물반응기에서 수행하였으며, 발효조

건은 33°C, 150RPM, pH 5.0 그리고 산소공급은 압축공기를 

0.2µm 필터로 여과하여 반응기에 주입되며 모든 변수들은 

HMI 시스템으로 제어하였다. 최적 발효조건은 초기당농도 

21.2Brix이며 산소공급시간과 산소공급량은 각각 7.66시간, 

1.22vvm이었다. 그리고 최적조건에 해당되는 에탄올 수율 

예측값은 91.65%였다. 예측값을 뒷받침하는 확인실험에서 

48시간 발효시 92.98%의 에탄올 수율을 얻었다.
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