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요 약

본 연구의 목적은 탈지미세조류(LEA) 세포벽 분해를 통한 바이오당 생산에 있어 당화효소 사용없이 마이크로파 전

처리만을 이용하여 글루코오스와 자일로오스를 생산하는 것이다. LEA의 주성분인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 무

효소 당화를 위해 산 가수분해 기반의 마이크로파 전처리 조건을 반응표면분석법을 이용하여 최적화하였다. 마이크로

파를 이용한 무효소 당화 공정의 주요 변수는 마이크로파 출력(198~702W), 전처리 시간(39~241 sec)와 황산 농도

(0~0.1 mol)로 최적 조건 예측을 위해 중심합성계획법을 이용하여 2차 회귀함수를 도출하였다. 마이크로파 출력과 전

처리 시간이 LEA로부터 육탄당(C6)과 오탄당(C5) 생산에 유의한 영향을 주는 변수이며 증가에 따라 육탄당과 오탄당

당화율이 증가하는 경향을 확인하였다. 육탄당과 오탄당 당화율 최대화를 위한 산 가수분해를 적용한 마이크로파 전

처리 최적 조건은 마이크로파 출력 700W, 전처리 시간 185.7 sec와 황산 0.48 mol으로 육탄당 당화율 92.7%와 오탄

당 당화율 74.5%가 예측되었으며 확인 실험을 통해 육탄당 당화율 94.2%와 오탄당 당화율 70.8%가 확인되어 예측의

유효성을 확인할 수 있었다. 이는 LEA의 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스 당화를 위해 산 가수분해 적용 마이크로파 전

처리만을 이용한 무효소 당화 공정 적용과 100 °C 이하의 낮은 온도와 짧은 전처리 시간 적용을 가능하여 기존 전처

리 대비 효과적인 공정 임을 입증했다.

Abstract − The purpose of this study was to effectively produce the biosugar from cell wall of lipid extracted microal-

gae (LEA) by using microwave-assisted pretreatment without enzymatic hydrolysis process. Response surface method-

ology (RSM) was applied to optimization of microwave-assisted pretreatment conditions for the production of biosugar

based on enzyme-free process from LEA. Microwave power (198~702 W), extraction time (39~241 sec), and sulfuric

acid (0~1.0 mol) were used as independent variables for central composite design (CCD) in order to predict optimum

pretreatment conditions. It was noted that the pretreatment variables that affect the production of glucose (C6) and

xylose (C5) significantly have been identified as the microwave power and extraction time. Additionally, the increase in

microwave power and time had led to an increase in biosugar production. The superimposed contour plot for maximiz-

ing dependent variables showed the maximum C6 (hexose) and C5 (pentose) yields of 92.7 and 74.5% were estimated

by the predicted model under pretreatment condition of 700 w, 185.7 sec, and 0.48 mol, and the yields of C6 and C5

were confirmed as 94.2 and 71.8% by experimental validation, respectively. This study showed that microwave-assisted

pretreatment under low temperature below 100 °C with short pretreatment time was verified to be an effective enzyme

free pretreatment process for the production of biosugar from LEA compared to conventional pretreatment methods.
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1. 서 론

오늘날 세계는 화석 연료의 과도한 사용으로 연료 고갈에 대한

우려와 함께 연소 과정에서 생성되는 이산화탄소 배출로 인한 환경

문제로 인류의 지속적인 성장이 위협받고 있다[1]. 따라서 재생 가

능한 자원을 이용한 탄소 중립적인 신재생 에너지 개발을 통해 화

석연료에 대한 의존도를 낮추기 위한 노력이 심도 있게 진행되고

있다[2,3]. 화석연료를 대체할 수 있는 신재생 에너지는 수력, 풍력,

태양력 그리고 바이오연료 등이 있다. 이 중 바이오연료는 광합성

으로 생산된 바이오매스를 분해, 추출, 발효를 통해 생산되는 신재

생 에너지로, 화석연료와 달리 바이오연료는 연소 과정 중 생산되는

이산화탄소가 광합성 과정에서 재흡수 되기 때문에, 전주기적 관점

에서 보면 탄소 중립을 이룰 수 있다는 장점이 있다[4,5]. 그 중에서

도 바이오디젤과 바이오알코올(에탄올과 부탄올)은 대형 운송수단

의 연료인 경유와 휘발유를 대체할 수 있는 대안으로 인식되고 있

다[6]. 하지만, 바이오디젤과 바이오알코올은 1세대 바이오매스인

대두, 유채, 옥수수와 카사바 등 식량자원 이용이라는 윤리적인 문

제와 함께 원료 수급 불안정으로 원료가격 상승의 위험성이 높아

식량 자원과 충돌이 없는 비식용 바이오매스인 2세대와 3세대 바이

오매스에 대한 관심이 높아지고 있다[7,8]. 특히, 3세대 바이오매스

인 미세조류를 이용한 바이오연료 생산이 크게 주목 받고 있으며

미세조류로부터 지질 추출을 통한 바이오디젤의 상업화 진입을 앞

두고 있다[9-11].

3세대 바이오매스인 해조류의 대부분은 식물 플랑크톤이라 불리는

미세조류(microalgae)와 다세포성 거대조류(macroalgae)로 나뉘는

데, 그 중 미세조류는 이산화탄소 고정 능력이 뛰어나고, 단위 면적

당 지질 생산량이 콩과 같은 기존 식용 자원에 비해 50~100배 이상

높으며 배양 조건에 따라 생체 내에 지질을 최대 70%까지 축적할

수 있다[12]. LEA는 미세조류로부터 바이오디젤을 생산 후, 부산

물로 발생하는 유기물로 소량의 잔류 지질 외에 세포벽으로 구성되

어 있어 2세대 목질계 바이오매스와 구조적으로 유사한 특징을 가

지나 리그닌 함량이 낮다는 특이점이 있다. LEA의 세포벽을 이루는

주 성분인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스는 단량체인 글루코오스와

자일로오스의 고분자로 구성되어 있으며, 페놀 단량체의 다양한 결

합으로 이루어진 소량의 리그닌이 그물망 구조를 형성하여 셀룰로

오스와 헤미셀룰로오스를 외부에서 강건하게 결합 해 주는 역할을

한다[13].

목질계 바이오매스와 같이 세포벽을 가진 LEA의 경우, 전분계

바이오매스에 존재하지 않는 리그닌과 헤미셀룰로오스로 인한 강

한 결합의 부분적 파괴가 필요하며, 이를 위한 고온/고압 전처리 운

전 비용 발생과 고가의 설비가 필요하다[14,15]. LEA의 주요성분

인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 분해를 통한 글루코오스와 자

일로오스와 같은 바이오당 생산을 위해 외벽을 형성하고 있는 리그

닌을 제거하고, 결정성 구조인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스를 부

분적으로 분해시키는 전처리 공정을 필요로 한다. 목질계 바이오매

스 전처리에 적용되는 기존 공정으로는 증기 폭쇄법, 열수 처리법,

산 처리법, 염기처리법(APEX)와 열수추출법 등이 있으며, 이 중

묽은 산을 이용한 전처리가 가장 널리 활용되고 있다[16-18]. 목질

계 바이오매스의 효율적 전처리를 위해서는 고온/고압 공정 수행이

필수적이며, 전도와 대류를 바탕으로 하는 기존의 가열법이 보편적

으로 이용된다. 하지만 목질계 바이오매스는 낮은 열전도율로 인해

외부로부터 효과적으로 열을 전달하기가 어려워 비균일한 가열로

인한 당의 과분해 등 공정상의 한계점이 존재한다[19]. 이러한 기존

공정의 열 전달 문제를 극복하기 위한 대체 가열방식으로 마이크로

파 가열법이 식품가공 등에 널리 사용되고 있으며 목질계 바이오매

스 전처리에 일부 적용된 사례가 있다. 마이크로파 가열법은 유전

체를 포함하는 물질의 전기장 내 분자의 상호작용을 통해 전자기에

너지를 열에너지로 변환하는 방법으로 300 MHz에서 300 GHz 범

위의 전자기파로 바이오매스에 포함 된 물 분자의 쌍극자(dipole)

회전과 동시에 진동에너지를 부여하여 분자의 마찰로 발열을 유도

해 내부 발열을 발생시킨다. 이는 외부 발열 방식인 재래식 가열 방

식에 비해 전처리 용기 내의 모든 바이오매스가 균일하게 가열되며,

마이크로파가 극성 용매 분자에 분극화 현상을 발생시켜 높은 이온

교환 능력 및 분해 능력이 형성된다는 장점이 있다[20-22].

LEA를 이용한 바이오당 생산 시, 리그닌을 선택적으로 분리하고

셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 결정성을 효과적으로 감소시키기

위한 산 가수분해 적용 마이크로파 전처리 공정을 도입함으로써

LEA 적합형 전처리 공정 개발이 가능 할 것으로 보이며 이러한 마

이크로파를 이용한 전처리 방법은 미세조류 전처리에 있어 일부 적

용 된 사례가 있으나 무효소 당화 공정에 대한 연구 사례는 수행 된

바가 없어 마이크로파를 이용한 무효소 당화 공정 개발의 필요성이

높다고 하겠다. 본 연구의 목적은 산 가수분해 적용 마이크로파 전

처리 공정만으로 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 단당화를 진행하

여 효소당화가 생략되는 무효소 전처리 공정을 개발하는 것이다.

이를 위해, 바이오당 생산의 효율을 높일 수 있는 마이크로파 전처

리법을 도입하고, 전처리 주요 인자인 전처리 시간, 마이크로파 출

력과 황산 용액 농도를 최적화하여 상업화에 적용이 가능한 마이크

로파를 이용한 무효소 당화 공정을 제안함에 있다.

2. 실 험

2-1. 실험재료 및 시약

본 연구에서 사용한 미세조류는 인하대학교 해양바이오연구센터

실내 배양장에서 배양 된 Tetraselmis KCTC 12236BP의 헥산:메탄

올=7:3(v/v) 추출을 이용한 탈지공정을 완료하고 잔류한 탈지미세

조류를 제공받아 −20 oC 냉동 보관하여 전처리 실험의 시료로 사용

하였다. 시료로 사용 직전에 60 oC 열풍건조기(FC-49, Lab house,

Korea)에 넣어 잔류 수분을 제거하여 건조 무게 변화가 없을 때까지

건조하여 시료로 사용하였다. 전처리 용매는 1차 증류수와 Sigma-

Aldrich 사(Sigma, St. Louis, MO, USA)와 Samchun Pure Chemical

사(Seoul, Korea)의 순도 95~98% 황산을 희석하여 사용하였다. 

2-2. 전처리 조건

마이크로파를 이용한 전처리를 위해 건조 LEA 2 g과 전처리 조

건에 따라 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8과 1 mol 황산 용액 20 ml를 혼합하여

고압 용기인 pressure vessel (XF100, Anton-Paar, Austria)에 넣고

전처리 조건에 따라 출력과 시간을 변화시켜 마이크로파 장치인

Anton Paar microwave (Multiwave 3000, Anton Paar, Austria)에서

전처리를 진행하였다. 전처리 후, 원심분리 하여 상등액 회수하여

필요에 따라 칼슘카보네이트(CaCo
3
)로 중화시켜 당 성분 분석에

사용하였다.
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2-3. 성분분석 방법

각 당 성분의 함량은 미국 신재생에너지연구소(NREL; National

Renewable Energy Laboratory)의 표준 분석법(NREL Laboratory

Analytical Procedures)에 따라 분석하였다[23,24]. 건조 LEA 0.3 g

을 황산 3 ml (72 wt%)에 넣고 30 oC에서 2시간 동안 1차 산 가수

분해하여 84 ml의 증류수를 가하여 4%로 희석한 후 121 oC에서 1

시간 동안 2차 가수분해 진행하였다. 가수분해 결과물을 칼슘카보

네이트(CaCo
3
)로 중화하고 8,000 rpm에서 5분간 원심분리(Varispin

15, Hanil science, Korea)하여 상등액을 취하고 0.2 μm 실린지 필

터로 여과한 후, HPLC를 이용한 당 분석(Waters 1525, Waters Co.,

USA)에 사용하였다. 당분석을 위한 HPLC 운전을 위해 5 mM의

황산용액을 사용하였고 0.6 ml/min의 유속으로 운전하였다. 검출기

로는 RI detector (Waters 410, Waters Co., USA)를 사용하였고, 검

출기 온도는 60 oC로 설정하였다. 주요 바이오매스를 구성하는 셀

룰로오스와 헤미셀룰로오스의 당화 결과물인 글루코오스, 자일로

오스, 만노스와 아라비노스의 정량은 Aminex Column (HPX-87H,

Bio-Red Inc., USA)을 사용하였고 컬럼의 온도는 60 oC로 설정하

였다. 

2-4. 원소분석 방법

LEA의 무기질 조성은 주사전자 현미경(SEM: Scanning Electron

Microscope, MAIA3, TESCAN, Czech)을 이용하여 입자 형상과 표면을

관찰하였으며 에너지 분산형 분광기(EDS: Energy Dispersive

Spectroscopy, X-MaxN, Oxford instruments, UK)를 사용하여 물질

조성을 분석하였다. SEM/EDS 측정에 적합하도록 분말형태의 건

조 된 LEA 시료를 알루미늄 원판 위에 carbon tape를 이용하여 고

정시켰으며 입자 형태로 샘플을 선별하여 EDS분석 컴퓨터 프로그

램인(AZtecEnergy, Oxford instruments, UK)을 사용하여 분석하

였다.

2-5. 당화율 분석

당화율의 경우 기존 NREL 표준분석법에 따라 바이오매스에 존

재하는 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 절대량을 단당으로 환산하

였다[24]. 고체분석을 통해 계산 된 바이오매스의 셀룰로오스와 헤

미셀룰로오스에 존재하는 단당(글루코오스와 자일로오스)의 절대

량 대비 전처리에 의해 단당화 되어 당화액에 존재하는 단당의 비

율(당수율)을 아래와 같은 식을 이용하여 계산하였다. 잔류 고체비

(solid residue)는 마이크로파 전처리 수행 후, 잔류 된 고체의 무게를

전처리 이전의 시료의 무게로 나누어 그 비율로 나타냈다. 아래 계

산에서 육탄당 당수율 환산계수 0.9는 셀룰로오스 구성 시 글루코

오스 1단위에 물분자 1단위가 결합되어 셀룰로오스가 글루코오스로

전환될 때 물분자가 셀룰로오스 고분자에서 빠져나감으로 당수율

계산에서 물분자를 제외하여 계산하였고, 오탄당 당수율 환산계수

인 0.88은 헤미셀룰로오스 1단위 당 물분자 1개가 결합된 결정형

구조를 기반으로 산출하였다[25].

육탄당 당수율(%) = ×0.90 ×100

오탄당 당수율(%) = ×0.88 ×100

잔류고체비(%) = ×무게 ×100

2-6. 실험 계획 및 전처리 조건 최적화

본 실험에서는 LEA 세포벽의 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스로

부터 분해 된 바이오당인 글루코오스와 자일로오스 생산을 최대로

하는 최적 전처리 조건을 결정하기 위해 반응표면분석법(response

surface methodology, RSM)을 사용하였다[26]. 중심합성계획법을

이용하여 전처리 조건에 대한 실험 계획을 진행하기 위해 Design

Expert 8.0 (Stat-Ease, Inc., USA)을 이용한 계산과정을 통해 전처

리 공정에서 중요한 변수임이 확인 된 마이크로파 출력(200~600

W, X
1
), 전처리 시간(20~80 sec., X

2
), 황산 농도(0~1 mol, X

3
)를 중

심 3반복 실험을 포함한 17개 조건에서 전처리 실험을 실시하였다

(Table 1). 또한 3개의 독립변수에 의해 영향을 받는 종속변수(Y)를

잔류 고체 비율, 육탄당과 오탄당 당화율로 설정하여 아래와 같은

회귀분석을 이용하여 전처리 조건 최적화를 진행하였다. 

    

where α0 is the intercept; α1, α2, and α3 are linear coefficients; α11,

α22, and α33 are squared coefficients; α12, α13, and α23 are interaction

coefficients.

위의 2차 회귀식을 기반으로 3가지 종속변수에 대한 전처리 특

성의 모니터링과 최적조건범위와 최대 생산 농도 예측을 각 변수의

3차원 그래프와 contour 그래프의 중첩(superimposing)을 이용하여

진행하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 탈지미세조류 성분분석

NREL 표준분석법으로 측정한 LEA의 구성성분은 10.8%의 셀룰

로오스, 5.5%의 헤미셀룰로오스로와 리그닌 0.4%로 구성되어 있

었으며 단백질 22.1%, 회분이 34.1%를 차지하고 있었다. 회분을

구성하는 무기물질을 평가를 위해 SEM/EDS법을 사용하였으며 분

석결과를 (Fig. 1)에 나타냈다. 결과에서 나타난 칼슘과 산소의 상

대 함량이 64.6%와 16.4%를 차지하였으며 N, S와 Ca 순으로 함량

비율을 보였다(Table 2). 칼슘 함량이 높은 것은 미세조류를 포함한

해조류가 광합성에 필요한 탄소를 탄산칼슘 형태로 저장함에 기인

한다고 예상할 수 있으며, 산소 비율이 높은 것은 산소가 무기질인

규소와 칼슘과 결합하여 이산화규소와 산화칼슘 형태로 고정되어

 

당화 된 당의 무게(g)

셀룰로오스의 무게(g)

 

당화 된 당의 무게(g)

셀룰로오스의 무게(g)

 

전처리 이전 고체무게(g)

전처리 이후 고체(g)

Y α0 α1
X1

α2
X2

α3
X3

α12
X1X2

α13
X1X3

α23
X2X3

+ + + + + +=

 α11
X1

2 α22
X2

2+ +

Table 1. Experimental design of microwave-assisted pretreatment conditions for the production of C6 and C5 with enzyme-free hydrolysis

Variables
Coded and actual level

-1.68 -1 0 +1 +1.68

X
1

Power (W) 198 300 450 600 702

X
2

Time (sec) 39 80 140 200 241

X
3

Sulfuric acid Conc. (mol) 0 0.2 0.5 0.8 1.0



232 정현진 · 민보라 · 김승기 · 조재민 · 김진우

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 56, No. 2, April, 2018

각각 존재하기 때문이라 보고되고 있다[27,28].

일반적으로 목질계 리그노셀룰로오스의 구조는 Fig. 2와 같다.

구성성분을 이루는 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스는 효소 또는 화

학적 분해에 의해 각각 글루코오스와 자일로오스 등의 바이오당으

로 전환 될 수 있으나 구조가 강건한 리그닌에 의해 둘러싸여 있어

효소 접근성 제한으로 바이오당 생산이 저해된다. 그러므로 목질계

Fig. 1. SEM image and EDS spectrum/data showing the mineral composition found at the surface of LEA. A: SEM image; B: EDS spectrum

of complete element distribution; images.extracted microalgae.

Fig. 2. Structure of cellulose and hemicellulose and schematic of goals of pretreatment on lignocellulosic material [29].

Table 2. Mineral analysis of LEA using energy dispersive spectroscopy (EDS) 

Element Point 1 (wt%) Point 2 (wt%) Point 3 (wt%) Average (wt%)

C 58.8 68.3 66.6 64.6±5.0

N 15.6 12.0 11.7 9.8±2.2

O 21.4 12.6 15.3 16.4±4.5

S 4.0 12.8 6.4 7.7±4.5

Ca 0.13 4.3 0.16 1.5±2.4

Quantitative analysis using EDS-based procedure which allows to identify what particular elements are and their relative proportions. Each element was

measured at three different examine points.
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바이오매스로부터 바이오당 생산을 위해서는 리그닌을 제거하여

효소의 접근성을 향상시키는 동시에 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스

를 부분적으로 분해시켜 효소에 의한 당화를 용이하게 하는 전처리

과정이 필수적이다[29]. LEA의 경우 셀룰로오스와 헤미셀룰로오

스 함량이 각각 10.7%와 5.5%로 목질계 대비 1/2~1/3 수준임을 확

인할 수 있었다. 또한, LEA의 리그닌 함량이 0.4%로 매우 낮은 것

을 알 수 있는데 바이오디젤 추출 공정 중 탈지를 위해 사용 된 벤

젠과 같은 유기용매에 의해 소수성 성분인 리그닌이 대부분 제거되

었기 때문이라 예상할 수 있었다. LEA의 셀룰로오스와 헤미셀룰로

오스 함량이 낮아 바이오당 생산 시 목질계 바이오매스 대비 바이

오당 생산량이 낮을 것으로 보이나 낮은 리그닌 함량으로 세포벽의

강건도가 떨어져 당화가 용이한 장점을 지닌다. 낮은 리그닌 함량

은 전처리-당화 공정의 단순화를 가능케하여 전처리 만으로 바이오

당을 생산하는 무효소 당화 공정 구성이 가능할 수 있다. 

3-2. 마이크로파 전처리 조건 최적화

내부 가열 방식인 마이크로파 전처리는 기존의 전도/대류 가열에

비해 바이오매스 내부와 외부에 효과적으로 에너지를 전달하여 전

처리 바이오매스 전체에 균일하고 빠른 가열 효과를 얻을 수 있어

식품 건조 등 다양한 용도로 활용된다. 특히 마이크로파를 이용한

건조에 있어 기존의 가열법에 비해 공정 시간이 1/2~1/100로 획기

적인 단축이 가능하다고 알려져 있다[30]. 마이크로파를 이용한

LEA로부터 바이오당 생산을 최대화하기 위한 전처리 조건 도출을

위해, 황산을 이용한 약산 전처리에 영향을 미치는 주요변수를 반

응표면분석법을 사용하여 최적화하였다. 마이크로파 전처리 시 주

요변수와 실험 구간 설정은 예비 실험 결과를 통해 선정하였다. 또

한 반응표면분석법을 이용한 공정조건 최적화에서 종속변수인 잔

류 고체량과 바이오당(육탄당, 오탄당) 생산에 미치는 독립변수인

마이크로파 출력, 전처리 시간 및 황산농도의 영향을 중심합성계획

법에 의한 17개 조건을 이용하여 평가하였다(Table 3). 실험에 적용

된 전처리 조건에 따른 결과값의 통계적인 유의성 ANOVA로 평가

하였고, 2차 회귀방정식 도출을 위해 유의성이 인정되는 변수만을

채택하여 각 종속변수 별 모델을 설정한 후 반응표면분석법에 의해

최적조건을 탐색하였다. 독립변수 X
1
(마이크로파 출력), X

2
(전처리

시간)와 X
3
(황산농도)

 
에 대한 종속변수 Y

1
(잔류고체), Y

2
 (육탄당)와

Y
3
(오탄당)을 포함하는 2차회귀방정식은 아래와 같다(Table 4). 

Table 5의 ANOVA표에서 나타내는 바와 같이 p와 F 값은 각 계

수의 유의성과 모델의 적합성을 판단하는 지표로 사용된다[31]. 잔

류고체에 미치는 독립변수의 영향 평가를 하였을 때, 마이크로파

출력 450 W, 전처리 시간 240 sec과 황산농도 0.5 mol에서 가장 낮은

잔류고체량인 10.3%를 보였다. 이는 상기와 같은 조건에서 LEA

세포벽의 리그노셀룰로오스의 분해가 많아 LEA 고체성분의 손실

이 많았다는 결과를 보였다(Table 3). 잔류고체량에 있어 출력과 전

처리 시간이 잔류고체량에 미치는 영향이 매우 유의함(p=0.0013)

을 알 수 있었으나 황산농도의 영향은 유의하지 않은 것으로 평가

되었다(p=0.4176). 육탄당과 오탄당 당화율에 있어 유의성이 인정

되지 않는 X
2

2과 X
1

2의 영향을 2차 회귀함수 에서 제외하였을 때,

육탄당의 마이크로파 출력과 전처리 시간의 F값이 각각 13.21과

7.70로 계산되었다. 오탄당은 각각 15.75과 7.27로 유의한 영향

(p<0.05)이 있음을 확인 할 수 있었으나 잔류고체량에서 보는 바와

같이 황산농도는 육탄당과 오탄당 당화율에 미치는 영향이 유의하

지 않음이 확인되었다(p>0.1). 각각의 반응표면분석 결과 반응 회

귀식에 대한 결정계수(R2)는 0.94, 0.82와 0.84로 계산되었는데, 이

는 실험값과 회귀함수에 의한 예측값이 실제 실험값과 82%이상 적

Table 3. Values of independent variables and pretreatment conditions by central composite design

Run No X
1

X
2

X
3

Solid remaining (%) C6 hydrolysis (%) C5 hydrolysis (%)

1 300 80 0.2 69.9 1.2 1.7

2 600 80 0.2 61.3 8.1 8.4

3 300 200 0.2 68.5 1.1 1.4

4 600 200 0.2 17.1 5.1 3.9

5 300 80 0.8 64.7 1.1 1.5

6 600 80 0.8 73.1 12.1 11.9

7 300 200 0.8 69.9 1.6 2.1

8 600 200 0.8 22.1 96.0 81.7

9 198 140 0.5 69.0 2.5 3.2

10 702 140 0.5 16.8 93.2 74.9

11 450 39 0.5 64.5 7.9 8.9

12 450 241 0.5 10.3 81.5 58.7

13 450 140 0 57.2 1.7 2.6

14 450 140 1.0 63.9 13.8 13.3

15 450 140 0.5 55.1 30.2 28.4

16 450 140 0.5 53.2 36.9 33.8

17 450 140 0.5 55.3 26.2 25.2

X
1
: Power; X

2
: Time; X

3
: Sulfuric acid concentration

Table 4. Polynonial equation calculated by BSM program for extraction of LEA

Response Second order polynomials R2 Significance

Solid remaining (%) Y
SR

=53.9-13.7χ
1
-13.4χ

2
+1.8χ

3
-12.4χ

1
χ

2
+2.6χ

1
χ

2
-0.031χ

2
χ3-2.04χ

1

2-3.99χ
2

2+4.21χ
3

2 0.9443 0.0013

C6 hydrolysis (%) Y
C6

=33.4+19.7χ
1
-15.0χ

2
+8.5χ

3
-10.1χ

1
χ

2
+11.8

1
χ

3 
+10.9χ

2
χ

3
+1.71 χ

1

2-12.9χ
3

2 0.8183 0.0239

C5 hydrolysis (%) Y
C5

=30.8+16.1χ
1
+10.9χ

2
+7.3χ

3
+8.1χ

1
χ

2
+10.1χ

1
χ

3
+9.4χ

2
χ

3
-1.37χ

2

2-10.2χ
3

2 0.8384 0.0158

χ
 1
: Power; χ

 2
: Time; χ

 3
: Sulfuric acid concentration
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합성이 있음을 보여준다. 중심합성계획법에 의해 도출 된 2차회귀

방정식의 1차항의 계수를 비교하면, 육탄당과 오탄당 당화율의 출

력(X
1
)과 전처리 시간(X

2
)의 계수가 모두 양수임을 감안할 때 바이

오당 생산은 출력과 전처리 시간이 증가함에 따라 비례하여 유의하

게 증가함(p<0.05)을 예상할 수 있었으며, 잔류고체량은 음의 계수

를 가져 두 개의 독립변수 증가에 따라 유의하게 감소한다는 함을

확인할 수 있었다(p<0.05). 종속변수에 미치는 각 독립변수들의 영

향을 Fig. 3에서 시각화 했을 때, 잔류고체량은 출력과 시간에 따라

비례하여 감소하지만 황산의 농도변화에 따른 잔류고체량의 증가

와 감소 경향성은 확인할 수 없었다(Fig. 3-A). 육탄당과 오탄당 당

화의 경우 Fig. 3-B와 3-C에서 보는 바와 같이 출력과 시간에 따라

당화율이 비례하여 증가하는 경향을 보이며 출력이 시간에 비해 더

큰 영향이 있음을 확인할 수 있었다. 이는 산을 이용한 전처리에 있

어 바이오매스의 주요성분인 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스와 리그

닌의 가수분해로 육탄당과 오탄당이 분해되어 액체상으로 이동함

에 따라 바이오매스의 질량이 감소한 것으로 보인다. 마이크로파와

전처리 시간 증가에 따라 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 분해 증

가에 따라 단당화가 가속되어 잔류고체량이 감소하는 것을 확인 할

수 있었다. 이는 전처리 조건이 고온이고 시간이 길어짐에 따라 세

포벽 구성 성분의 저분자화 진행 속도가 증가되며 이에 따라 잔류

고체량이 감소한다는 기존의 연구 내용과 일치한다[32]. 

잔류고체량, 육탄당과 오탄당 당화율에 미치는 전처리 조건의 상

호영향을 평가하고자 반응표면법을 이용하여 두 인자 간의 영향을

평가하였다. Fig. 4-A는 LEA의 마이크로파 전처리 시 황산농도를

0.5 mol로 고정하여 전처리를 진행할 경우 잔류고체량에 미치는 마

이크로파 출력과 전처리 시간의 영향을 나타낸다. Fig. 4-A에서 보는

바와 같이, 잔류고체량은 마이크로파의 출력이 낮고 전처리 시간이

짧을 때 60.2%로 감소폭이 크지 않았으나, 출력과 전처리 시간이

증가함에 따라 잔류고체량이 급속히 감소하여 572 W과 224 sec 이

상 조건에서 전처리 후 잔류하는 고체가 없는 결과를 보였다. 이는

LEA 고체성분인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스가 높은 출력과 긴

전처리 조건에서 빠르게 단당화되어 당화액으로 이동되기 때문에

잔류 고체가 0%에 가까운 결과를 보였다. 잔류고체량 변화에 황산

농도가 미치는 영향을 평가하였을 때, 황산농도는 출력과 시간의

상호작용에 있어서도 잔류고체량 감소에 큰 영향이 없는 것으로 나

타났다(Fig. 4-B, Fig. 4-C). 이는 LEA의 탈지과정에서 황산과 유

기용매를 이용한 추출이 선행되어 황산에 의한 세포벽 분해가 수행

Table 5. Analysis of variance (ANOVA) for solid remaining, C6 hydrolysis, and C5 hydrolysis

Solid Remaining C6 C5

Sum of Squares F value p value Sum of Squares F value p value Sum of Squares F value p value

Model 6927.51 13.18 0.0013 14419.14 4.50 0.0239 9336.73 5.19 0.0158

X
1

2567.35 43.97 0.0003 5288.64 13.21 0.0066 3542.13 15.75 0.0041

X
2

2445.45 41.88 0.0003 3081.53 7.70 0.0241 1634.40 7.27 0.0272

X
3

43.31 0.74 0.4176 975.05 244 0.1572 725.45 3.23 0.1102

X
1
X

2
1222.90 20.94 0.0026 810.77 2.03 0.1925 530.06 2.36 0.1633

X
1
X

3
54.03 0.93 0.3681 1115.60 2.79 0.1336 816.83 3.63 0.0931

X
2
X

3
0.0078 0.0078 0.9911 957.96 2.39 0.1604 707.01 3.14 0.1141

X
1

2 46.69 0.80 0.4009 36.25 0.091 0.7711 - - -

X
2

2 179.18 3.07 0.1233 - - - 23.05 0.10 0.7571

X
3

2 199.85 3.42 0.1068 1919.18 4.80 0.0599 1366.93 6.08 0.0390

X
1
: Power; X

2
: Time; X

3
: Sulfuric acid concentration

Fig. 3. Effects of independent variables on solid remaining (Fig. 3-A),

C6 hydrolysis (Fig. 3-B), and C5 hydrolysis (Fig. 3-C). Each level

of variable was expressed as the code values. (X
1
): Microwave-

power; (X
2
): extraction time (Sec.); (X

3
): sulfuric acid con-

centration (mol).
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되었던 이유로 전처리 과정에서 첨가한 황산에 의한 추가적인 세포

벽 분해 효과가 크지 않은 것을 알 수 있다.

Fig. 5은 황산농도를 0.5 mol로 고정하였을 때, LEA로부터 마이

크로파 출력과 전처리 시간 변화에 따른 바이오당(오탄당과 육탄당)의

생산을 보여준다. 출력과 전처리 시간이 각각 300 W와 40 sec 조건

에서 오탄당 당화율이 6.3%로 매우 낮았다. 반면 두 변수의 증가에 따라

오탄당 당화율이 빠르게 증가하여 최대 당화율인 74.8%를 확보할

수 있었다(Fig. 5-A). 육탄당 당화에 있어서도 오탄당과 유사한 결

과를 보였는데, 출력과 전처리 시간의 조합이 300 W와 40 sec 조

건인 상태에서 육탄당 당화율이 7.3%로 매우 낮았으며, 출력과 시

간의 증가에 따라 당화율이 급격하게 증가하여 최대 95.4%에 도달

하였다(Fig. 5-B). 이는 셀룰로오스 분해를 통한 육탄당 생산 시, 마

이크로파와 전처리 시간의 증가에 따른 상승효과가 크기 때문에 효

과적인 당화를 위해서는 두 변수의 동시 증가가 필요하다는 결론을

얻을 수 있었다. 이는 마이크로파를 이용한 바이오당 산당화에 있

어 출력과 전처리 시간이 충분치 않을 때 바이오매스에 전달 된 에

너지의 총량이 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 β-1,4 결합 분해에

충분하지 못한 것으로 판단된다. 또한 마이크로파 출력과 시간의

증가에 따라 세포벽의 리그노셀룰로오스 내부의 분자 운동의 증가

에 따라 열 발생량이 증가하여 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 가

수분해가 가속화 되었음을 예상할 수 있다. 본 실험에서 확인 된 바

와 같이, LEA의 마이크로파를 이용한 당화 시 산당화 만으로도 육

탄당 95.4%와 오탄당 74.8%의 높은 당화율을 얻을 수 있어 효소당

화가 필요 없는 무효소 당화 공정 구성이 가능하다는 결론을 얻을

수 있었다. 

Fig. 4. Response surface plot for solid remaining from microwave

extraction of lipid extracted microalgae.

Fig. 5. Relative effects of microwave power and extraction time on

C6 (Fig. 5-A) and C5 (Fig. 5-B) hydrolysis from microwave

extraction of lipid extracted microalgae.
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탈지미세로류로부터 마이크로파를 이용한 오탄당과 육탄당 생산에

있어 마이크로파 출력과 황산농도의 영향을 확인하기 위해 마이크

로파 출력을 140 W로 고정하여 상관관계를 살펴보았다. Fig. 6-A와

Fig. 6-B에 나타낸 바와 같이 출력과 산농도에 따른 오탄당과 육탄

당의 당화율 경향은 매우 유사한 것으로 보이나 육탄당 당화율이

보다 높은 것으로 보이며, 황산농도보다는 출력에 보다 민감하게

변화하는 것을 알 수 있다. 오탄당과 육탄당 모두에서 출력 증가에

따라 당화율이 증가함을 확인할 수 있으나 황산 농도 변화에 따른

당화율의 변화는 완만한 곡선 형태를 보이며 황산 0.5~0.8 mol 부

근에서 최대값을 가짐을 확인 할 수 있었다. 이는 황산농도 증가에

따라 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 가수분해가 촉진되어 오탄당과

육탄당의 당화율이 증가하나 일정 농도 이상에서 생산 된 당은 과분해

로 인해 프르프럴(furfural)과 HMF (Hydromethylfurfural)로 전환

되어 오탄당과 육탄당의 농도가 감소한다고 볼 수 있었다[33,34].

동일 조건에서 육탄당과 오탄당의 당화율을 비교했을 때 육탄당의

당화율이 60.2%로 오탄당의 당화율 53.9%에 비해 높음을 확인할

수 있는데 이는 마이크로파를 이용한 전처리에 있어 셀룰로오스가

헤미셀룰로오스에 비해 분해가 용이해 육탄당의 당화율이 높다고

볼 수 있었다. 하지만 일반적으로 산을 이용한 전처리에 있어 헤미

셀룰로오스의 단당화 결과물인 자일로오스의 과분해가 발생하여

프르프럴 생산에 의해 당화율이 감소할 가능성도 함께 예상 할 수

있었다. 

한편 황산농도와 전처리 시간과의 상관관계 평가를 위해 마이크

로파 출력을 450 W에 고정한 후 표면반응그래프를 이용하여 오탄

당과 육탄당 당화율을 나타냈다(Fig. 7). 오탄당 당화에 있어서 전

처리 시간 증가에 따른 당화율 증가가 발생하였으며 황산농도가 일

정 수준까지 증가함에 따라 당화율이 증가하나 이후에 감소하는 경

향을 나타냈다(Fig. 7-A). 육탄당 당화율에 있어서 시간과 황산농도의

증가에 따라 당화율이 증가하는 경향을 보여 1.0 mol과 240 sec 조

건에서 최대 당화율인 68.3%를 얻을 수 있었다(Fig. 7-B). 위의 두

가지 결과에 있어 황산농도 증가에 따라 육탄당의 과분해 영향은

크지 않은 것으로 보이나 오탄당의 과분해에 대한 가능성이 보다

큰 것으로 확인되었다. 동일한 전처리 조건(600 W, 240 sec)에서

황산 0과 1.0 mol을 각각 첨가하여 전처리 실험을 통해 생산 된 프

르프럴의 농도를 HPLC를 이용한 정량 결과 황산 첨가가 없을 경우

프르프럴과 HMF의 생산이 없었으나 1.0 mol 첨가에서는 HMF

0.42 g/L 확인되어 황산농도가 0.8 mol 이상에서 글루코오스가

Fig. 6. Relative effects of microwave power and sulfuric acid con-

centration on C6 (Fig. 6-A) and C5 (Fig. 6-B) hydrolysis from

microwave extraction of lipid extracted microalgae.
Fig. 7. Relative effects of extraction time and sulfuric acid concen-

tration on C6 (Fig. 7-A) and C5 (Fig. 7-B) hydrolysis from

microwave extraction of lipid extracted microalgae. 
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HMF로 미량 분해 됨을 확인할 수 있었다(Fig. 8). 반면, 프르프럴

의 생산은 확인되지 않았는데 이는 자일로스로부터 생산 된 프르프

럴이 분해과정을 거쳐 유기산(말릭산, 개미산 등)등으로 분해되는

과정을 거쳤 중간 산물인 프르프럴의 농도가 낮아졌기 때문으로 예

상된다. 목질계 바이오매스를 이용한 바이오당 생산에 있어 약산

전처리 조건에 따른 글루코오스와 자일로오스의 과분해물 생산에

대한 많은 연구가 진행되었는데 산농도가 증가할수록 바이오당 생

산이 증가하나 일정수준(>1 mol)이상에서는 당농도가 다시 감소한

다고 알려져 있다. 이는 생산 된 글루코오스와 자일로오스의 산성

조건에서 열 안정성이 약해 분해과정을 거쳐 발효와 당화 저해 물

질인 HMF와 프르프럴로 각각 과분해 되어 바이오당 생산 수율을

감소시키는 동시에 발효 수율을 저하시킬 우려가 있다고 보고되어

전처리 공정에 있어 과분해를 방지하기 위한 전처리 조건 탐색이

중요하다 알려져 있다[35].

Fig. 8. HPLC chromatograms of furfural and HMF from supernatant from microwave-assisted extraction of lipid extracted microalgae with

addition of 0,1 M sulfuric acid. 

Fig. 9. Super imposing contour maps of C6 and C5 hydrolysis for the optimization of microwave assisted pretreatment from lipid extracted

microalgae.
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3-3. 최적 전처리 조건 예측 및 검증

마이크로파를 이용한 최적 전처리조건을 도출하기 위해 LEA로

부터 전처리를 통해 생산되는 육탄당과 오탄당 당화율의 반응표면을

superimposing 하여 Fig. 9에 나타내었다. 각 육탄당과 오탄당의 독

립 최적조건으로 도출된 최대값의 반응표면을 중복시켜 공통되는

부분의 독립변수의 범위를 최적 전처리 조건 범위로 결정하였다.

LEA로부터 육탄당(당화율 80~100%)과 오탄당(당화율 70~85%)

생산을 만족하는 마이크로파 전처리 조건은 출력 639~700 W와 전

처리 시간 186~202 sec로 나타났으며 이로부터 예상되는 최적 전

처리 조건은 출력 700 W, 전처리 시간 185.7 sec와 황산 0.48 mol로

최대 육탄당 당화율 92.7%와 오탄당 당화율 74.5%가 예측되었다.

예측 된 최적 조건의 검증을 위해 위의 조건에서 마이크로파 전처

리 실험을 수행하였을 때, 육탄당 당화율 94.2%와 오탄당 당화율

70.8%를 실험값으로 확인할 수 있어 2차 회귀함수에 의한 최적화

와 예측이 유효함을 확인할 수 있었다.

4. 결 론

본 연구에서는 바이오디젤 생산의 부산물인 LEA의 세포벽의 주

성분인 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스의 마이크로파 전처리를 이용

하여 바이오당 생산이 가능한 무효소 당화공정을 개발함에 있다.

바이오당의 생산성 증대를 위하여 반응표면분석법을 이용한 LEA

의 무효소 전처리 공정의 특성을 모니터링 하여 최적의 전처리 조

건을 예측하였을 때, 마이크로파를 이용한 무효소 전처리 공정에서

공정에 유의한 영향을 주는 변수가 마이크로파 출력과 전처리 시간

임을 확인할 수 있었다. 목질계와 달리 LEA는 마이크로파 전처리

만을 적용하여 높은 당화율(육탄당 94.2%, 오탄당 70.8%)을 확보

할 수 있었다. 마이크로파를 이용한 LEA의 무효소 전처리로 생산

된 바이오당을 활용하여 바이오연료 및 바이오케미칼을 생산할 수

있으며, 이를 통해 부산물 부가가치를 확보하고 미세조류 바이오디

젤의 가격 경쟁력을 높일 수 있을 것으로 보인다. 또한 마이크로파를

이용한 무효소 당화 공정 개발을 통해 LEA 이외에 미세조류 및 거

대조류에 적용이 가능한 기술로 기존 목질계 대비 보다 효과적이고

경제적인 바이오당 생산이 가능함을 확인하였다.
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