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요 약

본 연구에서는 창자파래(Enteromorpha intestinalis)로부터 citrate buffer를 사용하여 전처리 조건(고액비, 반응온도,

buffer의 pH와 농도)에 따른 전처리 반응과 효소가수분해를 통한 가수분해 수율을 조사하였다. 0.25 M, pH 3.5의 citrate

buffer를 이용하여 140 oC에서 60분간 전처리를 수행한 결과, 5.40%의 가수분해 수율을 얻었다. 최종적으로 전처리 반

응 후 24시간의 효소 가수분해를 통하여 18.68%의 가수분해 수율을 얻었다. 이 결과는 대조구에 비하여 약 1.81배 증

가한 결과이다. 

Abstract − In this study, the effects of citrate buffer pretreatment conditions (solid-to-liquid ratio, reaction tempera-

ture, pH and concentration of buffer) on enzymatic hydrolysis of E. intestinalis for total reducing sugar (TRS) production

were investigated. As a results of the citrate buffer pretreatment, a 5.40% hydrolysis yield was obtained under conditions

including 1:10 solid-to-liquid ratio, 0.25 M citrate buffer (pH 3.5) at 140 oC for 60 min. The maximum hydrolysis yield of

18.68% was obtained to enzymatic hydrolysis after pretreatment. This result is 1.81 times higher than that of control.

Key words: Enteromorpha intestinalis, Citrate buffer pretreatment, Enzymatic hydrolysis, Total reducing sugar

1. 서 론

전 세계적인 화석연료 사용으로 인한 지구온난화와 환경문제가

발생하고 있으며, 이를 극복하고자 온실가스 감축, 탄소거래제 등의

정책들이 시행되고 있다. 이와 관련하여 재생에너지가 주목 받고 있

다. 재생에너지 중 바이오에너지는 화석연료를 대체할 수 있는 에너

지 및 자원으로 사용 가능하다. 그러나 1세대 식량작물을 원료로 한

바이오에너지의 생산은 곡물가격의 급등 및 육상작물을 재배하기

위해 많은 양의 물의 소요 등의 사회적 문제를 야기하고 있다. 2세대

목질계 바이오매스자원은 상용화에 다가가고 있으나, 전처리 문제,

효소당화에 수반되는 문제들로 인하여 경제성의 문제를 안고 있다.

이러한 1,2세대 바이오매스의 한계를 극복할 수 있는 차세대 자원으

로 해조류가 주목받고 있으며, 해조류를 이용한 바이오연료 생산 연

구가 활발히 진행되고 있다[1-6]. 2세대 바이오매스 자원인 섬유소

계 자원은 구성성분 중 리그닌이 전처리 및 효소당화에 영향을 미치

나, 해조류에는 리그닌 성분이 존재하지 않아 당화가 용이한 점이

있다[3,6-8].

해조류는 바다에 사는 조류(algae)로 통틀어 말하며, 미세조류

(microalgae)와 거대조류(macroalgae)로 분류 한다. 거대조류는 녹조

류, 홍조류, 갈조류로 분류되며, 종과 수확장소 및 시기에 따라 구성

성분(탄수화물, 지질, 단백질 등)과 그 함량이 다양하다고 알려져 있

다[4,7,8]. 창자파래(Enteromorpha intestinalis)는 녹조 거대조류로

glucose, xylose, galactose, glucuronic acid, 그리고 rhamnose 등으로
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구성된 탄수화물을 포함하고 있다[8-10]. 

해조류로부터 바이오연료나 화학물질 생산에 필요한 발효가능한

당을 얻기 위해서는 당화가 용이하도록 구조적인 변형을 위한 전처

리 방법과 이에 이어지는 당화공정의 최적화가 필요하다. 전처리 방

법과 당화 공정에는 다양한 물리(열, 폭쇄), 화학(산, 알칼리, 산화제

등) 및 생물학적(효소, 미생물) 처리 방법이 적용되고 있다[3-9,13].

기존의 산 촉매를 사용한 전처리 공정은 전처리 후 남아 있는 산촉

매를 중화하여야 하며, 중화로 인해 생성된 염이 향후 생물학적 당

화공정과 발효공정에 영향을 미치게 된다[6,8]. 본 연구에서는 효소

당화에 buffer로 주로 사용되는 citrate buffer를 이용하여 전처리를

수행하여 전처리 후 중화과정 없이 효소당화를 수행함으로써 중화

과정에서 생성되는 염의 영향을 최소화하고자 하였다. 

본 연구에서는 창자파래(E. intestinalis)로부터 citrate buffer를 사

용하여 전처리 조건(고액비, 반응온도, buffer의 pH와 농도)에 따른

전처리 반응과 효소가수분해를 수행하여 환원당의 생산 수율을 조

사하여 바이오연료 및 화학물질 생산의 원료로서의 가능성을 탐색

하고자 하였다. 

2. 재료 및 방법

2-1. 실험재료

실험에 사용한 창자파래(E. intestinalis)는 2010년에 전남 완도에서

수확한 것을 건조한 후 분쇄하여 실험에 사용하였다. 그 구성 성분은

31.6% crude protein, 1.3% crude lipid, 24.3% crude ash 그리고 42.8%

total carbohydrate이다[6]. 실험에 사용한 효소로는 cellulase, amylase,

xylanase 등으로 구성된 복합효소인 Viscozyme L (Novozyme 사,

덴마크)과 cellulase로 구성된 Cellic CTec II (Novozyme 사, 덴마크),

그리고 β-glucosidase인 Cellic HTec II (Novozyme 사, 덴마크)을 사

용하였다. Citric acid와 sodium hydroxide (Junsei Chemical Co.,

Ltd., Japan) 등은 특급시약을 사용하였다. 실험에 사용한 citrate

buffer는 citric acid와 sodium hydroxide를 이용하여 buffer의 농도와

pH에 조절하여 제조하여 사용하였다. 

2-2. 바이오매스 전처리

전처리에 따른 효소 가수분해 수율을 조사하기 위하여 다음과 같은

방법을 이용하였다. 고액비 1:10의 경우에서는 파래 분말 2 g에 전

처리용 촉매로 citrate buffer 20 mL를 첨가하여 상온에서 10분간 균

일하게 침지 교반한 후, oven을 사용하여 설정한 온도로 가열하여

전처리하여 생성된 환원당의 양을 측정하였다. 전처리 후 반응액은

효소가수분해를 위한 시료로 사용하였다. 

2-2-1. 고액비의 영향

전처리에 미치는 고액비의 영향을 조사하기 위하여 바이오매스와

citrate buffer (pH 4.8, 0.05 M)의 비를 1:6, 1:8, 1:10, 1:15, 1:20으로

설정하여 120 oC에서 60분 동안 반응하여 생성된 환원당의 양을 측

정하여 비교하였다. 전처리 후 반응액은 효소가수분해를 위한 시료로

사용하였다. 

2-2-2. Citrate buffer pH의 영향

전처리에 미치는 citrate buffer의 pH가 미치는 영향을 조사하기

위하여 citrate buffer (0.05 M)의 pH를 3.5, 4.0, 4.5, 4.5, 4.8, 5, 5.5,

6.0로 설정하여 120, 130, 140 oC에서 60분 동안 반응하여 생성된 환

원당의 양을 측정하여 비교하였다. 

2-2-3. Citrate buffer 농도의 영향

전처리에 미치는 citrate buffer 농도의 영향을 조사하기 위하여

citrate buffer (pH 3.5)의 농도를 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 M로

설정하여 140 oC에서 60분 동안 반응하여 생성된 환원당의 양을 측

정하여 비교하였다. 

2-3. 효소 가수분해

효소 가수분해는 일정 농도와 pH를 가지는 citrate buffer와 함께

120-140 oC에서 60분 동안 전처리된 시료를 대상으로 하여 효소 가

수분해를 수행하였다. 전처리된 시료는 일정량의 citric acid와 sodium

hydroxide를 첨가하여 40 mL의 citrate buffer (pH 4.8, 0.05 M) 용액

이 되도록 조절한 후, 가수분해용 효소(총 용량기준 1%)를 첨가하여

shaking incubator에서 50 oC에서 180 rpm으로 교반하면서 24시간

동안 반응을 수행하여 생성된 환원당의 양을 측정하였다. 가수분해에

사용한 효소로는 김 등[11]의 연구결과에서 높은 가수분해율을 나타

낸 효소혼합물인 Viscozyme L (cellulase, amylase, xylanase 등으로

구성된 복합효소)과 Cellic CTec II (cellulase로 구성), 그리고 Cellic

HTec II (β-glucosidase)를 1:1:0.1의 비율로 혼합하여 사용하였다. 

2-4. 분석방법

생성된 환원당의 양은 DNS법을 통해 분석하였다[12]. 일정한 농

도로 희석된 시료 100 uL에 증류수 900 uL와 DNS시약 3 mL를 혼

합하여 끓는 물에서 5분간 반응시킨 후 차가운 물에서 5분간 냉각시

킨 후 분광광도계를 이용하여 580 nm에서 측정하였다. 표준시료로

는 glucose를 사용하였다. 본 연구에서 나타낸 가수분해 수율은 전

처리 또는 효소 가수분해에 의해 생성된 환원당의 양을 초기 바이오

매스 중량으로 나눈 값으로 정의하였다[11].

3. 결과 및 고찰

3-1. 창자파래에 대한 효소 가수분해

Fig. 1은 1:10의 고액비 조건에서 pH 3.5~6.0의 citrate buffer (0.05 M)

를 사용하여 파래(기질)를 상온에서 1시간 침지시킨 후 50 oC에서

24시간 동안 효소 가수분해를 수행한 결과를 나타낸 것이다. pH

3.5~6.0의 buffer를 사용한 모든 경우에서 상온에서 1시간 동안 침지

후에는 환원당이 생성되지 않았다(data not shown). 전체적으로 효

소 가수분해 24시간 이후에 바이오매스 중량 기준 10% 내외의 가수

분해 수율을 나타내었다. 특히, pH 3.5의 citrate buffer 조건에서는

10.32%의 가수분해 수율을 나타내었다. 

3-2. 전처리 조건에 따른 효소가수 분해

창자파래를 대상으로 citrate buffer를 이용한 전처리 방법이 효소

가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 전처리 조건으로 고액비,

전처리 온도, citrate buffer의 pH와 농도에 대한 영향을 조사하였다.

3-2-1. 고액비의 영향

고액비가 효소 가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 1:6-

1:20의 고액비 조건에서 citrate buffer (pH 4.8, 0.05 M)를 사용하여
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120 oC에서 60분 동안 전처리한 시료를 24시간 동안 효소 가수분해

하여 얻은 가수분해 수율을 비교한 결과를 Fig. 2에 나타내었다. 1:6과

1:8의 고액비 조건에서는 전처리한 후 시료가 높은 밀도를 나타내어

시료채취가 불가능하였다. 1:10, 1:15, 1:20의 고액비로 전처리한 경

우에는 각각 0.23, 0.17, 0.14%의 가수분해 수율을 나타내었다. 또한

효소 가수분해 반응 24시간 후에는 각각 11.55, 11.55, 12.01%의 가

수분해 수율을 얻었다. 또한 Jang 등 [7]은 다시마의 동시 당화발효에

관한 연구에서 높은 점도로 인한 슬러리의 조작의 어려움으로 바이

오매스의 양을 10%로 제한하였으며, Meinita 등 [14]은 Kappaphycus

alvarezii의 산 가수분해에서 최적 바이오매스의 양을 10%로 보고

하였다. 1:10의 고액비 조건 이후 더 높은 고액비에서 비슷한 가수분

해 수율이 유지되거나 크게 증가하지 않는 결과를 고려하여 고액비를

1:10으로 선정하여 다음 실험에 적용하였다. 

3-2-2. 반응온도와 citrate buffer pH의 영향

Citrate buffer의 pH와 전처리 온도가 파래의 효소 가수분해에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 pH 3.5~6.0의 citrate buffer (0.05 M)를

사용하여 120 oC, 130 oC, 140 oC의 전처리 온도에서 60분간 전처리

한 시료를 24시간 동안 효소 가수분해하여 얻은 가수분해 수율을 비

교한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 전처리 후 환원당의 생산은 전반

적으로 buffer의 pH가 낮고, 반응온도가 높아질수록 많은 양의 환원

Fig. 1. Effect of pH of citrate buffer on enzymatic hydrolysis of non-

pretreated E. intestinalis EH (Enzymatic hydrolysis).

Fig. 2. Effect of solid-to-liquid ratio on pretreatment and subsequent

enzymatic hydrolysis of E. intestinalis. EH (Enzymatic hydro-

lysis).

Fig. 3. Effect of pretreatment temperature and buffer pH on pre-

treatment and subsequent enzymatic hydrolysis of E. intes-

tinalis. (A) 120 oC, (B) 130 oC, (C) 140 oC, EH (Enzymatic

hydrolysis).
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당이 생성되는 경향을 나타내었다. Citrate buffer의 pH 3.5, 140 oC

에서 60분간의 전처리 조건에서 3.14 g/L으로 가장 높은 환원당이

생성되었다. 이는 바이오매스 중량 기준으로 3.46%의 가수분해 수

율을 나타내었다. 또한 전처리 반응온도의 영향은 130 oC 이후에서

는 상대적으로 140 oC에서 전처리된 조건에서 가수분해 수율이 크

게 증가하였다. 140 oC의 반응온도에서 pH를 3.5~6로 조절한 경우,

pH 4.50에서 효소 가수분해 후 7.81 g/L의 가장 많은 양의 환원당이

생성되었고, 이는 바이오매스 중량 기준으로 16.56%의 가수분해 수

율을 나타내었다. 이러한 결과는 낮은 pH와 높은 반응온도 조건에

서 긴 반응시간 동안 시료를 구성하고 있는 고분자들의 결합이 전처

리 과정에서 분해되고, 이로 인하여 효소와 반응할 수 있는 기질의

증가한 결과라고 판단된다[2,4,8,14]. 또한 효소가수분해 반응에서는

전처리 후 잔존하는 기질의 양에 비례하여 환원당의 생성이 나타난

것으로 판단된다. 

3-2-3. Citrate buffer 농도의 영향 

Citrate buffer 농도가 파래의 전처리에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 citrate buffer (pH 3.5)의 농도를 0-0.5 M로 조절하여 140 oC에

서 60분간 전처리하여 얻은 시료를 대상으로 효소 가수분해하여 얻

은 결과를 Fig. 4에 나타내었다. 전처리와 효소 가수분해로 인해 생

성된 환원당의 양은 buffer 농도가 증가함에 따라 비례적으로 증가

하는 경향을 나타내었다. 1:6~1:20의 고액비 조건에서 citrate buffer

(pH 3.5, 0~0.5 M)를 사용하여 140 oC에서 60분 동안 전처리한 시료는

전체 부피가 40 mL가 되도록 일정량의 citric acid와 sodium hydroxide

를 첨가하여 0.05 M citrate buffer (pH 4.8)가 되도록 조절한 후, 가

수분해용 효소(총 용량기준 1%)를 첨가하여 shaking incubator에서

50 oC에서 180 rpm으로 교반하면서 24시간 동안 반응을 수행하였다.

효소 가수분해 결과, 0.1 M 이상의 buffer 농도 조건에서는 효소 가

수분해에 의한 가수분해 수율이 크게 변하지 않았다. 0.25 M의

buffer 농도에서 전처리와 효소 가수분해에 의해 각각 4.91 g/L, 8.81 g/L

의 환원당이 생성되었고, 이는 바이오매스 중량기준으로 각각

5.40%, 18.68%의 가수분해 수율을 나타내었다. 이는 열처리 하지

않은 창자파래의 효소 가수분해 결과인 10.32%의 가수분해 수율에

비하여 8.36% 증가한 것이다. 

4. 결 론

본 연구에서는 창자파래(E. intestinalis)로부터 환원당을 생산하기

위하여 citrate buffer를 이용한 전처리와 효소 가수분해를 수행하였

다. 0.25 M, pH 3.5의 citrate buffer를 이용하여 140 oC에서 60분간

전처리를 수행한 결과, 5.40%의 가수분해 수율을 얻었다. 또한 전처리

후 24시간 동안의 효소 가수분해를 통하여 18.68%의 가수분해 수율을

얻었다. 이는 대조구에 비하여 약 1.81배 증가한 결과이다. 위의 연

구결과로부터 창자파래로부터 바이오연료나 화학물질 생산에 필요

한 당(sugar)을 생산하는데 citrate buffer의 이용 가능성과 전처리 조

건 및 효소 가수분해 수율을 확인하였다. 
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