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This study was conducted to investigate the production of water-soluble carbohydrates (WSCs) by
treatment of different amounts of rice straw with cellulase, hemicellulase, and xylanase. Treatment of
high amounts of rice straw (100 g/l) with cellulase and hemicellulase resulted in similar production
of WSCs. Reducing the amount of rice straw to 50 g/l decreased the production of WSCs by hemi-
cellulase but had no effect on WSC production by cellulase. The interaction among rice straw
amounts, and hemicellulase and xylanase activities was investigated using a Box Behnken design and
a response surface model. An interaction was found only between hemicellulase and xylanase. An en-
zyme mixture consisting of 0.55 mg/ml of hemicellulase and 0.65 mg/ml of xylanase generated the
highest amounts of WSCs, regardless of the amount of rice straw provided. Therefore, the activity of
cellulase was higher than that of either hemicellulose or xylanase for WSC production from rice straw.
The interaction observed for hemicellulase and xylanase indicates that a combined enzyme treatment
could improve the production of WSCs from rice straw.
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서 론

식물 세포벽에 존재하는 섬유소를 단순당으로 전환시키는

과정에는 다양한 효소들이 관여하며, 농생명산업 등 다양한

산업분야에서 매우 중요한 의미를 가지고 있다[17]. 볏짚은 쌀

이 주식인 나라에서 생산되는 주요 농업부산물이며, 전세계적

으로 연간 731,000,000톤이 생산되며[16], 이 양은 205 GL의

바이오에탄올로 전환될 수 있다[7]. 섬유성 바이오메스를 구

성하는 식물고분자 탄수화물은 주로 cellulose와 hemi-

cellulose 및 페놀계 중합체인 리그닌으로 구성되어 있다[11].

이러한 물질들의 분해를 통하여 생성된 수용성탄수화물들은

바이오에탄올 생산의 원료로서 사용되며[11,16], 반추동물의

탄소원으로도 이용될 수 있다. 특히 반추동물에 있어 수용성

탄수화물의 섭취량 증가는 소장 내 아미노산 흡수율 증가 및

산유량을 향상 시킬 수 있다고 보고되었다[10]. 섬유성 바이오

메스의 주요 성분인 cellulose는 glucose가 β-1,4 결합을 통하

여 결정형 연결구조를 이루며 섬유소를 형성하며, hemi-

cellulose는 cellulose에 비하여 비교적 약한 결정형 구조이며

hetero-β-1,4-D-xylan이 주성분으로 이루어져 있다[13,14,18].

섬유성 바이오매스의 이용 방법은 크게 물리화학적 처리방법

과 효소처리(생물학적처리)로 나뉘어 지며, 효소적 처리는 친

환경처리 방법으로 알려져 있다[8,12]. 섬유성 바이오매스를

구성하는 성분들은 섬유소 분해 효율에 있어 상호간에 영향을

미치는 것으로 알려져 있다[1,9,15]. 따라서 기질의 종류에 따

라서 다양한 효소들의 상호관계의 이해는 섬유성 바이오매스

의 분해 효율성 향상에 중요한 역할을 할 수 있다. 여러 가지

요인들의 효과를 조사하는 방법으로 한번에 한가지 요인들을

검정해가는 OFAT (one factor at a time) 방법이 있다. 그러나

이 방법은 시간과 노력이 많이 드는 단점이 있다[4]. 이러한

단점을 보완하기 위하여 full factorial design 방법이 적용되었

으며, 이 방법은 요인들의 주효과와 상호작용을 알 수 있는

장점이 있는 반면, 요인분석을 위하여 수많은 실험이 요구되

는 단점이 있다[5]. 이러한 이유에서 fractional factorial design

(FFD)이 고안되었고, 주효과 만을 탐색할 경우에는 Plackett-

Burman design이 주로 사용되며, 요인들간의 상호작용까지

조사하여 최적화 모형을 도출할 경우에는 central composite

design 혹은 Box Behnken design이 주로 사용된다[2,3,4,6].

따라서, 본 연구는 볏짚을 효소 처리하여 수용성 탄수화물

을 생산하는 과정에 있어, cellulase, hemicellulase 및 xylanase



Journal of Life Science 2012, Vol. 22. No. 1 75

의 주효과 및 상호작용을 알아보기 위하여 수행되었다.

재료 및 방법

시료의 전처리

실험에 사용된 볏짚은 전라북도 김제지역에서 재배 후에

수확된 볏짚을 사용하였으며, 80~120 mesh의 크기로 분쇄한

후 건조하여 실험에 이용하였다.

효소

볏짚으로부터 수용성 탄수화물을 생산하기 위하여 cellu-

lase, hemicellulase 및 xylanase를 사용하였다. Cellulase

(Sigma)는 1,000 U/g의 활성을 나타내는 것을 사용하였고,

Hemicellulase (Sigma)는 3,000 U/g의 활성을 나타내는 것을

사용하였다. Xylanase (Sigma)는 2,500 U/g의 활성을 나타내

는 것을 사용하였다. 각 효소에서 1 U는 각각의 기질이 한

시간 동안 분해되어 생성된 glucose 1 µmol을 의미하며, 반응

조건은 cellulase의 경우 37°C와 pH 5.0, hemicellulase의 경우

40°C와 pH 5.0 그리고 xylanase의 경우 30°C와 pH 4.0이었다.

Hemicellulase와 xylanase는 37 mM acetic acid buffer (pH

4.8)에 10배 희석하여 사용하였다.

효소처리 조건

볏짚과 효소의 처리조건은 37 mM acetic acid buffer (pH

4.8)에 기질인 볏짚과 효소용액을 첨가한 후에 45°C water

bath에서 150 rpm의 교반 속도로 12시간 동안 반응시켰다.

반응에 사용된 기질의 농도는 실험 설계에 따라서 10 g/l에서

100 g/l로 다양하게 하였다. 반응에 이용된 각 효소들의 첨가

농도 또한 실험 설계에 따라서 0.1 mg/ml에서 1 mg/ml로

다양하게 하였다.

수용성 탄수화물의 측정

반응이 완료된 기질·효소 혼합용액은 10,000 rpm에서 5분동

안 원심분리한 후에 얻은 상등액을 수용성 탄수화물 측정용 시

료로 사용하였다. 수용성 탄수화물은 DNS (3,5-Dinitrosalicylic

acid)를 이용한 환원당 비색 정량법을 이용하여 측정하였으며,

이때 glucose를 표준용액으로 사용하였다. 효소반응에 의하여

생성된 수용성 탄수화물의 양을 측정할 때에 효소를 첨가하지

않고 반응 시킨 후에 얻어진, 즉 자연적으로 buffer내로 용출된

수용성탄수화물을 background 수치로 적용하여 계산하였다.

볏짚의 농도에 따른 각 효소들의 활성 평가

기질로 사용된 볏짚의 농도에 따른 각 효소들의 수용성 탄

수화물 생성량 평가는 OFAT 방법을 이용하여 평가하였다.

볏짚의 농도는 10 g/l에서 100 g/l까지 다양하게 하였으며,

cellulase는 총 반응 부피에 대하여 1 mg/ml, hemicellulase와

xylanase는 원액을 10배 희석한 용액을 1 mg/ml의 농도로

사용하였다.

Box Behnken design (BBD) 실험설계 및 평가

총 3 가지의 변수에 대하여 각 변수들의 3 가지 수준을 사용

하였으며, 3개의 중앙점을 포함하는 총 15개의 실험(run)으로

구성된 BBD를 설계하였다. 각 실험들은 고정변수(fixed varia-

ble)로 cellulase (1 mg/ml)를 포함하고 있으며, 변수들로는

볏짚, hemicellulase 및 xylanase의 수준들이 이용되었다. 각

실험들에 할당된 볏짚의 함량(수준)들은 20 g/l (-1), 50 g/l

(0) 및 100 g/l (+1)이며, hemicellulase와 xylanase는 모두 0.1

mg/ml (-1), 0.5 mg/ml (0) 및 1.0 mg/ml (+1)으로 동일하게

사용하였다.

각 실험들로부터 얻어진 결과들은 반응표면모형(response

surface model, RSM)을 이용하여 계산하였고, RSM에 사용된

모형은 다음과 같다.

위 식에서 Y는 예측반응값이며, β0는 상수, βi와 βj는 회귀계

수를 의미한다. X i와 X j는 각각 독립변수(i≠j)를 의미한다.

통계적 방법

OFAT 실험결과의 통계분석은 SPSS (version 18.0.0)의 일

반선형모형(General linear model)의 다변량분석법을 사용하

였으며, 사후검정은 Duncan’s method를 사용하였다. 총 15

개의 실험으로 구성된 BBD의 설계 및 분석은 MINITAB

(version 14)를 사용하였다.

결과 및 고찰

볏짚의 수준별 각 효소들의 수용성 탄수화물 생산량

기질로 사용된 볏짚의 수준을 10 g/l에서 100 g/l까지 변화

시킨 후에, 각각의 cellulase, hemicellulase 및 xylanase를 첨가

하여 반응시킨 후 얻어진 수용성 탄수화물의 양은 Table 1에서

보는 것과 같다. 반응액에 첨가된 볏짚의 수준이 100 g/l일

경우에는 cellulase와 hemicellulase가 서로 같은 수용성 탄수

화물 생성효율을 나타내었으며, xylanase 활성은 유의적으로

낮은 효율을 나타내었다(p<0.05). 그러나 첨가된 볏짚의 수준

이 50 g/l로 감소하였을 때에는 cellulase의 활성이 유의적으

로 높았으며(p<0.05), hemicellulase와 xylanase 간의 활성차이

는 나타나지 않았다. 이후 볏짚의 수준이 20 g/l와 10 g/l로

낮을 경우에는 cellulase가 유의적으로 가장 높은 수용성 탄수

화물 생성효율을 나타내었으며, 다음으로는 hemicellulase와

xylanase의 순서로 나타났다(p<0.05). 반응액에 첨가된 볏짚의

수준에 따른 각 효소들의 수용성 탄수화물 생성효율 변화에는

유의적 차이를 나타내었으며(p<0.05), 첨가된 볏짚의 수준과
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Table 1. Effects of cellulase, hemicellulase and xylanase on water soluble carbohydrate production from different concentrations

of rice straw

Rice straw content, g/l Significance2

100 50 20 10
SE E R I

C
1

H X C H X C H X C H X

Water soluble carbohydrate, glucose mM equivalent

17.71b 14.59b 5.61a 11.66b 3.30a 2.81a 2.73c 1.70b 0.78a 2.06c 1.71b 0.50a 0.05 <0.01 <0.01 <0.01
1
C, H and X mean cellulase (1 mg/ml), hemicellulase (1 mg/ml) and xylanase (1 mg/ml), respectively

2SE, E, R and I mean total standard error, effect of enzymes, effect of rice straw content and interaction of E and R, respectively

Different superscripts in same rice straw content mean significantly different (p<0.05).

Table 2. Box Behnken design configuration for the investigation of effects of rice straw content, hemicellulase and xylanse on

the production of water soluble carbohydrate from rice straw

Runs

Variables Water soluble carbohydrates,
glucose mM equivalent

Rice straw Hemicellulase Xylanase
Observed Predicted

Coded Uncoded, g/l Coded Uncoded, mg/ml Coded Uncoded, mg/ml

1 -1 20 -1 0.1 0 0.5 6.22±0.29 5.92

2 1 100 -1 0.1 0 0.5 33.05±3.48 33.01

3 -1 20 1 1.0 0 0.5 6.10±0.68 6.49

4 1 100 1 1.0 0 0.5 31.81±4.17 32.20

5 -1 20 0 0.5 -1 0.1 5.47±0.50 4.83

6 1 100 0 0.5 -1 0.1 31.82±3.47 31.71

7 -1 20 0 0.5 1 1.0 6.32±0.46 6.90

8 1 100 0 0.5 1 1.0 32.25±3.86 32.86

9 0 50 -1 0.1 -1 0.1 14.57±0.23 15.47

10 0 50 1 1.0 -1 0.1 17.66±6.24 17.83

11 0 50 -1 0.1 1 1.0 19.74±7.87 19.50

12 0 50 1 1.0 1 1.0 17.31±6.48 16.68

13 0 50 0 0.5 0 0.5 19.98±8.76 19.59

14 0 50 0 0.5 0 0.5 19.36±8.25 19.59

15 0 50 0 0.5 0 0.5 19.27±7.96 19.59

1. Water soluble carbohydrate was calculated with the consideration of background WSC and the background of WSC from

non-enzyme addition

2. Mean±standard deviation with triplicates.

All experimental runs contain 1 ul/ml cellulase.

는 관계없이 세가지 효소간의 활성차이도 유의적으로 나타났

다(p<0.05). 또한 볏짚의 첨가수준에 따른 효소들의 활성과 효

소의 종류별 활성간의 상호작용에도 유의적 차이가 있는 것으

로 나타났다(p<0.05).

볏짚의 수준, hemicellulase 및 xylanase 간의 상호작용

볏짚의 수준별 각 효소들의 수용성 탄수화물 생성 효율분석

에서 cellulase가 가장 우수한 효율을 나타내었다(p<0.05). 일

반적으로 cellulase는 섬유성 바이오매스로부터 수용성 탄수

화물을 생산하는 공정에서 가장 많이 사용되는 효소로 알려져

있다[11]. 이에 본 실험에서는 가장 효과가 큰 cellulase를 고정

변수(fixed variable)로 설정하여 모든 실험들에 대하여 동일한

수준(1 mg/ml)으로 첨가하였다. BBD 실험의 변수로는 볏짚,

hemicellulase 및 xylanase를 사용하였고, 각 변수들은 세가지

수준으로 배열하여 총 15개의 실험(run)들을 설계하였다. 각

실험별로 나열된 변수들의 수준들(coded value)과 실제 반응

액에 첨가된 효소의 양 및 볏짚의 함량(uncoded value), 그리

고 실험별로 얻어진 반응(수용성 탄수화물 생산량)들과 반응

표면모형을 통하여 얻어진 예측값들의 결과는 Table 2에서 보

는 것과 같다. 각 실험별로 얻어진 수용성 탄수화물의 양은

최소 5.5 mM에서 최대 33.1 mM까지 매우 다양하게 나타났다.

BBD 설계를 이용한 실험의 분산분석결과는 Table 3에서

보는 것과 같다. 전체적인 회귀모형과 선형 및 2차 모형 모두

에서 95% 이상의 확률값을 얻을 수 있었으며, 변수들간의 상

호관계에서는 90% 이상의 확률값을 얻을 수 있었다. 분산분석

결과를 통하여 각 변수들의 효과에 대한 직선성과 곡선성이

확인되었고, 전체적인 모형의 적합성이 확인되었다. 변수들

간의 상호작용에 있어 확률값이 다른 분석성분에 비하여 다소



Journal of Life Science 2012, Vol. 22. No. 1 77

Table 4. Regression coefficients1 and their probability

Terms Coefficients SE t value p value

Constant -9.75 1.58 -6.18 0.002

Rice straw 0.55 0.04 14.67 <0.001

Hemicellulase 9.37 2.78 3.37 0.020

Xylanase 13.25 2.78 4.76 0.005

Rice straw × rice straw -0.01 0.01 -6.38 0.001

Hemicellulase × hemicellulase -4.68 2.00 -2.34 0.066

Xylanase × xylanase -6.81 2.00 -3.41 0.019

Rice straw × hemicellulase -0.02 0.02 -0.92 0.400

Rice straw × xylanase -0.01 0.02 -0.61 0.567

Hemicellulase × xylanase -6.39 1.88 -3.40 0.019
1Regression coefficients were calculated with uncoded values of variables

Fig. 1. Three dimensional plots for the interaction between hemicellulase and xylanase on water soluble carbohydrate production

from rice straw. A), B) and C) mean rice straw contents in reaction mixture as 100 g/l, 60 g/l and 20 g/l, respectively.

Table 3. Analysis of variance1 for the effects of rice straw

content, hemicellulose and xylanase on the production

of water soluble carbohydrates from rice straw

Items DF SS MS F P

Regression 9 1396.94 155.22 264.01 <0.001

Linear 3 1359.12 43.10 73.31 <0.001

Square 3 30.40 10.20 17.35 0.004

Interaction 3 7.42 2.47 4.21 0.078

Residual error 5 2.94 0.59

Lack of fit 3 2.64 0.88 5.89 0.149

Pure error 2 0.30 0.15

Total 14 1399.88
1
DF, SS and MS mean degree of freedom, sum of square

and mean of square, respectively.

낮은 결과를 나타낸 것은 상용된 변수들 중 볏짚의 첨가수준

이 매우 큰 효과를 나타내었기 때문인 것으로 판단된다.

반응표면모형에 대한 회귀계수들과 그 확률값들은 Table

4에서 보는 것과 같다. 1차 식의 회귀계수에서는 볏짚이 가장

높은 확률값을 나타내었으며, 다음으로는 xylanase 그리고

hemicellulase의 순서로 나타났다. 2차식에 대한 회귀계수에

서는 hemicellulase를 제외한 나머지 변수에서 모두 유의성이

발견되었다. 변수들간의 상호작용에 대한 회귀계수에서는

hemicellulase와 xylanase 간의 상호작용에서만 유의성이 발

견되었다. 반응표면모형의 수정된 R
2
수치는 99.4%로 나타났

다. Hemicellulase는 섬유성 바이오매스에 포함된 hemi-

cellulose를 제거하여 cellulase에 의하여 cellulose가 분해되는

작용을 향상시킨다고 보고된바 있다[1,9]. 또한 xylanase도

cellulase의 활성 저해요인으로 알려진 xylooligomer를 제거하

여 cellulase의 작용을 향상시킨다고 보고되었다[15].

회귀계수의 확률값 분석을 통하여 hemicellulase와 xyla-

nase 간의 상호작용이 확인되어서 두가지 변수들의 상호작용

형태를 반응표면모형을 통하여 얻어진 예측값을 이용하여 3

차원 그래프로 나타내었다(Fig. 1). 그 결과 첨가된 볏짚의 수

준에 관계없이 hemicellulase와 xylanase가 각각 0.55 mg/ml

와 0.65 mg/ml 수준으로 혼합될 경우에 가장 우수한 수용성

탄수화물 생성량을 나타내었다. 본 실험에서는 cellulase를 모

든 실험들(runs)에 동일하게 첨가한 상태에서 볏짚의 함량,

hemicellulase의 첨가수준 및 xylanase의 첨가수준을 달리하

였다. 그 결과, 볏짚의 수준이 증가됨에 따라서 생성되는 수용

성탄수화물은 증가하였다. 그러나 hemicellulase와 xylanase

의 경우에는 그 수준을 계속 증가시켜도 수용성 탄수화물이
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직선적으로 증가하지 않았다. 또한 hemicellulase와 xylanase

의 경우 Fig. 4에서 보는 것과 같이 최고의 수용성 탄수화물을

나타내는 꼭지점을 나타내었고, 그 지점에서 상승효과를 나타

내는 상호작용을 보였다.

결과적으로 볏짚의 효소처리를 통한 수용성 탄수화물의 생

산에 있어 cellulase가 가장 큰 효과를 나타내며, hemicellulase

과 xylanase는 서로 상호작용을 통하여 수용성 탄수화물 생성

량을 향상시킨다는 알 수 있었다.
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초록：볏짚 유래 수용성 탄수화물 생산에 있어 cellulase, hemicellulase 및 xylanase 최적혼합조건
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본 실험은 효소들을 이용하여 볏짚으로부터 수용성 탄수화물을 생산할 때 각 효소들의 상호작용을 탐색하기

위하여 수행되었다. 볏짚의 수준에 따른 각 효소들의 수용성 탄수화물 생산 활성을 조사한 결과, 볏짚의 수준이

높을 경우(100 g/l)에는 cellulase와 hemicellulase가 서로 유사한 활성을 나타낸 반면, 볏짚의 수준이 50 g/l로

낮아질 경우, hemicellulase의 활성은 낮아지지만 cellulase는 높은 활성으로 유지되었다. 효소반응액에 포함된 볏

짚의 수준, hemicellulase 및 xylanase의 상호작용을 Box Behnken design과 반응표면모형을 이용하여 분석한 결

과 hemicellulase과 xylanase 간의 상호작용이 발견되었으며, 각각의 효소들을 0.55 mg/ml와 0.65 mg/ml로 혼합

하는 것이 볏짚의 수준과는 상관없이 가장 많은 수용성 탄수화물을 생산하는 결과를 나타내었다. 따라서, 결과적

으로 볏짚의 효소처리를 통한 수용성 탄수화물의 생산에 있어 cellulase가 가장 큰 효과를 나타내며, hemi-

cellulase과 xylanase는 서로 상호작용을 통하여 수용성 탄수화물 생성량을 향상시킨다는 알 수 있었다.


