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ABSTRACT The optimal conditions for producing levulinic acid from office waste paper were investigated. Glucose was produced 
by enzymatic hydrolysis and its yield maximized by varying the soaking time of the substrate and amounts of enzyme and substrate. 
The optimal conditions to produce levulinic acid using the hydrolysate were determined by response surface methodology, with 
reaction temperature and catalyst (sulfuric acid) concentration as independent variables. The production model was assessed with an 
ANOVA regression analysis, and the results indicate its suitability for levulinic acid production (p, F, and lack-of-fit values were 
0.003, 20.1, and 0.058, respectively). The optimal conditions were a reaction time of 56.27 min and catalyst concentration of 5.9% 
with a predicted yield of 2.588 g/L. We verified the findings under the same conditions and obtained 2.323 g/L of levulinic acid.
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1. 서 론

화석연료의 과도한 사용과 고갈로 바이오매스 유래 연

료 및 화학물질 개발이 새로운 대안으로 떠오르고 있다.[1] 

목질계 바이오매스는 약 75%가 당으로 구성되어 있어 연

료 또는 화학물질로 전환이 적합한 소재이다.[2] 목질계 바

이오매스는 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 리그닌의 유기

적인 결합으로 효율적인 당 생산을 위해 전처리 과정이 필

요하며 방법에 따라 시간과 많은 에너지가 소모되는 반면 

폐지는 재활용이 비교적 쉽다는 장점이 있다.[1,3~6] 폐지는 

생산과정에서 물리/화학적인 전처리가 수행되어 대부분이 

셀룰로오스와 소량의 헤미셀룰로오스로 구성된 섬유소계 

자원으로 분류된다.[7] 따라서 폐지는 전처리 과정을 생략

하고 추가적인 열･화학･생물학적 공정 등을 통해 다양하게 

재활용될 수 있다. 우리나라에서 폐지는 도시 고형 폐기물 

중 약 48%를 차지하며 공급 가격이 낮아 원료 측면에서 경
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쟁력이 있다.[4] 무엇보다 폐지 수출이 금지된 현재 시점에

서 풍부한 셀룰로오스를 포함하고 있는 폐지를 효율적으로 

사용하기 위한 연구가 많이 진행되고 있다. 최근 폐지로부

터 숙신산, 젖산, 이타콘산, 바이오에탄올, 바이오부탄올 

등의 바이오 화학물질로 전환하는 연구가 집중적으로 수행

되고 있다.[8,9]

레불린산은 바이오 기반 화학물질 중 하나로서 카르보닐

기와 카르복실기를 포함하고 있어 반응성이 우수하여 용

매, 식품 향료, 화학물질 생산을 위한 전구체 등 다양한 산

업에서 사용되며 6탄당이 과당으로 전환된 후 탈수를 통해 

생성된다.[9] 폐지를 계면활성제 또는 화학약품을 이용하여 

탈묵처리 한 후 셀룰로오스를 글루코오스로 분해하여 레블

린산을 생산할 수 있다.[4,10] 하지만 계면활성제는 종류에 

따라 잉크 분리 능력이 상이하여 탈묵효과가 낮아 글루코오

스 전환율을 감소시키기도 한다.[6,11] 하지만 효소가수분해

에 사용되는 완충액은 탈묵에 긍정적인 영향을 미친다. 따

라서 탈묵처리 대신 효소가수분해를 수행한다면 더 간단하

고 친환경적으로 글루코오스를 생산할 수 있다.[6] 따라서 

본 연구에서는 폐지로부터 레불린산 생산을 위해 효소를 

사용하여 글루코오스를 생산하였다. 이후 반응표면분석법

(Response Surface Methodology)을 이용해 효소가수분

해 액상으로부터 레불린산 생산을 위한 최적 조건을 도출

하였으며, 실험결과를 바탕으로 한 회귀 분석을 실시하여 

모델을 검증하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 공시재료

본 실험에서는 파쇄기에서 파쇄된 후 블록 형태로 압축

된 사무용 폐지를 광주과학고등학교에서 제공받았으며 

별도의 분쇄 없이 사용하였다. 대조구로 참나무(Quercus 

acutissima, Quercus variabilis) 목분(20-80 mesh)을 

사용하였다. 

2.2 기질(사무용 폐지 및 참나무)의 침지시간에 대
한 효소가수분해

기질의 침지시간 변화에 대한 글루코오스 수율을 확인하

기 위해 참나무 또는 폐지와 sodium citrate buffer(pH 

4.8)를 1:40 비율로 250 mL 삼각플라스크에 투입한 후 

(폐지 2g, buffer 80 mL) shaking incubator에서 50℃, 

150 rpm으로 0, 1, 12, 24시간 동안 침지하였다. 이후 

Novozymes의 Cellic®￧CTec2 효소를 17.5 FPU/g 투입

하여 50℃, 150 rpm으로 96시간 동안 효소가수분해를 진

행하였다. 24시간 간격으로 상등액을 취하여 HPLC (e2695, 

Waters, Milford, MA, USA)로 글루코오스 농도를 측정

하였다. HPLC 분석에 사용된 분석 컬럼은 Aminex 87 H 

(300×7.8 mm)이며, 이동상(5 mM 황산)을 0.6 mL/min의 

유속으로 분석하였다. 검출기는 refractive index detector 

(2414, Waters, Milford, MA, USA)을 사용하였다.

2.3 효소와 기질 투입량에 대한 효소가수분해

글루코오스 생산량을 향상시키기 위해 기질과 sodium 

citrate buffer(pH 4.8)를 1:40 비율로 혼합하고 침지, 멸

균한 후 효소 투입량을 2배로(35 FPU/g) 하여 효소가수분

해를 수행하였다. 효소가수분해 수행 중 24시간 간격으로 

기질을 초기 투입량의 1/4씩 4번 투입하였으며 총 120시간 

동안 효소가수분해를 수행하였다. 대조군으로 효소의 양을 

고정하고 기질만 추가적으로 투입하여 실험을 진행하였다. 

24시간 간격으로 상등액을 취하여 2.2와 동일한 방법으로 

글루코오스 농도를 측정해 수율을 비교하였다.

2.4 효소가수분해 액상산물을 이용한 레불린산 생산

효소가수분해 액상산물로부터 레불린산 생산의 최적 조

건을 탐색하기 위해 반응표면분석법을 적용하였다. 반응온

도는 180℃로 고정하였으며, 독립변수는 반응시간과 황산 

촉매 농도로 하여 설계하였다(Table 1). 효소가수분해 액

상 9 mL에 72% 황산 0.6-0.88 mL를(최종 황산 농도가 

4.8-7.04%) 첨가한 후 혼합물 중 3 mL를 취해 oil bath

에서 반응시켰다. 반응 종료 후 반응액을 냉각시킨 후 상

등액을 분리하여 HPLC로 레블린산 농도를 측정하였다. 

HPLC 분석조건은 2.2항과 같다.

반응표면분석법에 대한 실험결과는 Minitab 18 software 

(Minitab version 18 Korean, Minitab Inc., State college, 

PA. USA)을 사용하여 분석하였다. 모델의 적합성을 평가하

기 위해 ANOVA(analysis of variance) 분석을 수행하였다. 
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Table 1. The 22 full factorial design with four axial points and three replicates in the central point matrix employed for two 
independent variables 

Point type Run no Time (X1) Acid concentration (X2) Coded level (X1) Coded level (X2)

Center 1 55 5.92 2.68 3.19

Center 2 55 5.92 2.55 3.87

Center 3 55 5.92 2.50 3.64

Corner 4 65 6.72 0.51 1.61

Corner 5 65 5.12 1.96 3.19

Corner 6 45 5.12 0.18 2.64

Corner 7 45 6.72 0.96 1.13

Star/Axial 8 41 5.92 0.10 0.51

Star/Axial 9 69 5.92 0.68 4.09

Star/Axial 10 55 4.8 0.88 0.32

Star/Axial 11 55 7.04 1.61 3.60

Table 2. Chemical composition and moisture content of raw 
material (unit: %)

Quercus mongolica Office waste paper

Moisture content 6.27 (0.65) 5.2 (0.26)

Ash 0.74 (0.74) 10.78 (0.43)

Extractive 1.44 (0.38) 0.65 (0.09)

Lignin 28.14 (0.60) N.D

Glucan 36.53 (0.45) 67.48 (0.15)

Xylan 13.29 (0.18) 9.03 (0.38)

Galactan N.D N.D

Arabinan 0.35 (0.29) N.D

Mannan 0.82 (0.07) 2.35 (0.62)

*N.D: not detected

2.5 기질의 성분분석

효소가수분해 전후 기질의 구성성분 분석은 NREL(National 

Renewable Energy Lab) 방법으로 수행하였다.[12] 

3. 결과 및 고찰 

3.1 기질의 구성성분 분석

참나무와 사무용 폐지의 구성성분은 Table 2와 같다. 참

나무의 주성분은 글루칸(36.53%)이었으며 자일란(13.29%), 

아라비난(0.35%), 만난(0.82%), 리그닌(28.14%)을 포함하

고 있었다. 사무용 폐지의 주성분은 글루칸(67.48%)이었

으며, 자일란(9.03%)과 만난(2.35%)은 소량 존재하였으며 

대부분의 리그닌이 제거되었음을 확인할 수 있었다.[13,14] 

회분의 함량이 10.78%로 참나무(0.74%)에 비해 상대적으

로 높았는데, 이는 사무용지 생산하는 과정에서 무기물 첨

가제가 사용되었기 때문이다.[13]

3.2 기질 침지시간에 대한 효소가수분해 수율

참나무와 폐지의 침지시간이 효소가수분해 수율에 미치

는 영향을 확인한 결과는 Fig. 1과 같다. 참나무는 침지시

간과 상관없이 글루칸 함량에 비해 글루코오스의 수율이 

매우 낮았다(4% 미만). 이것은 목질계 바이오매스의 단당

류 생산에 있어 필수적인 물리/화학적 전처리가 수행되지 

않아 주요 구성성분들이 난분해성 고분자 상태로 존재하여 

효소의 접근성이 용이하지 않았기 때문이다.[2,15] 반면 폐지

의 경우 효소가수분해 시간이 증가할수록 수율이 증가하였

으며 최대 23.65%의 수율을 나타냈다. 이는 효소가수분해 

전 침지과정에서 폐지가 잘 해리되어 잉크가 분리되고 결과

적으로 셀룰로오스 미세 섬유가 발생해 효소가수분해 수율

이 향상된 것으로 판단된다.[16] 하지만 침지시간에 따른 수

율 변화는 뚜렷하지 않았으며 본 실험에서는 가장 높은 수

율을 나타낸 1시간 침지시간을 적용하여 이후 실험을 진행

하였다. 
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Fig. 1. Enzymatic hydrolysis yield of oak and office waste paper depending on soaking time before enzymatic hydrolysis

Fig. 2. Enzymatic hydrolysis yield of oak and office waste paper depending on amount of substrate and enzyme

3.3 효소와 기질 투입량에 대한 효소가수분해 수율

효소와 기질 투입량을 증가시켜 효소가수분해를 수행한 

결과는 Fig. 2와 같다. 효소의 투입량(17.5 FPU/g)을 고

정하고 기질을 24시간 간격으로 4회 투입한 결과, 144시간 

후 참나무에서 효소가수분해 수율은 6.36%로 나타났다. 

하지만 효소의 투입량을 2배로 증가시켰음에도 불구하고 

효소가수분해 수율은 5.98%로 비슷한 수준을 유지하였다. 

그 이유는 전처리 되지 않은 기질을 지속적으로 투입함에 

따라 반응기 안에 존재하는 리그닌의 함량이 증가함과 동시

에 리그닌에 흡착되는 효소 또한 증가하여 가수분해가 저

해된 것으로 판단된다.[2,15] 일반적으로 전처리가 수행되지 

않은 목질계 바이오매스의 효소가수분해 수율은 20% 미만

이라고 알려져 있다.[2] 반면 폐지의 효소가수분해 수율은 

38.04%로 나타났으며 효소의 투입량이 2배일 때 45.98%

로 7.94% 증가했지만 글루코오스 수율은 크게 개선되지 않

았다. 효소가수분해 수행 시 고농도의 효소 첨가는 기질과

의 반응성을 증대시켜 수율 향상에 도움을 준다. 하지만 기

질이 추가로 투입될 때 교반 효율이 감소하여 효소활성을 

저해한다.[16~18] 따라서 지속적인 기질 투입이 효소가수분

해에 부정적인 영향을 주었을 것으로 판단된다. 

3.4 효소가수분해 후 기질의 구성성분과 액상산물의 
성분분석

3.3항의 결과를 바탕으로 효소와 기질을 추가로 투입하

여 효소가수분해를 진행하였으며 기질의 성분분석 결과는 

Table 3과 같다. 참나무의 글루칸은 33.10%로 원시료와 
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Table 3. Chemical composition and moisture content of oak 
and office waste paper after enzymatic hydrolysis 
when substrate and enzyme added 2X (35 FPU/g) 
(unit: %)

Quercus mongolica Office waste paper

Moisture content 6.79 (0.42) 7.57 (0.16)

Ash 0.68 (0.04) 16.53 (0.09)

Extractives 1.85 (0.75) N.D

Lignin 29.81 (0.40) N.D

Glucan 33.10 (0.14) 28.45 (0.34)

Xylan 12.05 (0.67) 4.57 (0.74)

Galactan N.D N.D

Arabinan 0.24 (0.09) N.D

Mannan 0.73 (0.14) 0.58 (0.39)

*N.D: not detected

Table 4. Levulinic acid production from hydrolysate obtained 
from enzymatic hydrolysis of office waste paper

Point type Run Levulinic acid (g/L)

Center 1 2.68

Center 2 2.55

Center 3 2.50

Corner 4 0.51

Corner 5 1.96

Corner 6 0.18

Corner 7 0.96

Star/Axial 8 0.10

Star/Axial 9 0.68

Star/Axial 10 0.88

Star/Axial 11 1.61

큰 차이를 나타내지 않았다. 반면 폐지의 글루칸 함량은 원

시료(67.48%)에 비해 감소(28.45%)하여 효소가수분해를 

통해 글루코오스로 분해되었다는 것을 확인할 수 있었다. 

하지만 상당량의 글루칸이 기질에 잔류하고 있어 효소가수

분해가 충분히 이루어지지 않았음을 의미한다.[1] 폐지와 참

나무의 효소가수분해 액상에서 글루코오스 이외에 자일로

스가 소량 검출되었다(각각 1.6 g/L, 0.32 g/L). 따라서 

효소가수분해 과정에서 소량의 자일란이 분해되었음을 확

인할 수 있었다. 

3.5 효소가수분해 액상산물로부터 레불린산 생산 

반응표면분석법의 독립변수로 반응시간과 황산 촉매 농

도를 사용하였으며 범위는 각각 41-69분, 4.8-7.04%이

다. 반응조건에 따라 레불린산 생산 결과를 Table 4에 나

타냈다. 폐지 효소가수분해 액상산물을 반응시간 55분, 황

산 촉매 5.92% 조건으로 반응시켰을 때 가장 많은 레불린

산을 생산(2.50-2.68 g/L)하였다. 반면, 반응시간 41분, 

황산 촉매 5.92% 조건에서는 가장 적은 양(0.10 g/L)의 레

불린산이 생산되었다. 

효소가수분해 액상산물로부터 생산된 레불린산 결과를 

바탕으로 ANOVA 회귀 분석을 수행하였다. 통계적 유의성

(p-value, F-value, Lack-of-fit) 결과는 Table 5와 같

다. 일반적으로 p-value는 각 변수의 중요성을 확인하는 

지표로 0.05 이하일 때 변수의 영향이 커지는 유의한 모

델임을 설명한다.[19~21] F value는 그 값이 클수록 해당 변

수가 더 중요하다는 것을 의미한다.[21] Lack-of-fit은 모

델의 적합성 결여 검정을 판단하는 요소이며 p-value 값

이 0.05 이상일 때 유의미하다고 판단할 수 있다.[22] 폐지

의 효소가수분해 액상산물로부터 생성된 레불린산에 대한 

ANOVA 분석에서는 p-value 값이 2차 항을 의미하는 X1
2, 

X2
2과 상호작용 항을 의미하는 X1X2에서 0.05 이하의 값을 

나타내고 있으며 X1에서는 0.05에 근접한 값을 나타냈다. 

모델의 p-value 값은 0.003이며 F value는 20.1, Lack- 

of-fit은 0.058로 나타났다. 따라서 폐지 효소가수분해 액

상산물로부터 레불린산 생산에 대한 모델은 높은 적합성을 

나타냈다. X2의 p-value 값은 0.05 이상이었으며, 이것은 

단독적으로 작용할 때 레불린산 수율과 크게 연관성이 없는 

것을 의미한다.[19] 따라서 폐지 효소가수분해 액상산물로부

터 레불린산 생산은 변수들의 상호작용에 의한 것으로 판

단된다.[15] Table 5로부터 레불린산 생산을 예측할 수 있는 

식을 유도하였으며 식 (1)과 같다.

Levulinic acid (g/L) 

=-90.0+1.630X1+15.83X2-0.01082X1
2

-1.008X2
2-0.0698X1X2. (1)

Fig. 3은 효소가수분해 액상산물의 반응시간과 황산 촉

매 농도에 대한 레불린산 생산량을 3차원 플롯과 등고선 플

롯으로 나타낸 것이다. 폐지 효소가수분해 액상산물의 경
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Table 5. Analysis of variance for levulinic acid production from hydrolysate of enzymatic hydrolysis of office waste paper

Source Degrees of freedom Sum of squares Mean square F value p-value

Model 5 8.9529 1.7906 20.17 0.003

Liner 2 0.5906 0.2953 3.33 0.121

X1 1 0.5748 0.5748 6.47 0.052

X2 1 0.0158 0.0158 0.18 0.690

Quadratic 2 7.1157 3.5579 40.08 0.001

X1
2 1 6.4352 6.4352 72.49 0.000

X2
2 1 2.2888 2.2888 25.78 0.004

Cross product 1 1.2466 1.2466 14.04 0.013

X1X2 1 1.2466 1.2466 14.04 0.013

Residual 5 0.4439 0.0888

Lack-of-fit 3 0.4266 0.1422 16.47 0.058

Pure error 2 0.0173 0.086

Total 10 9.3968

* R-Square: 95.28, Adjusted R-Square: 90.55

Fig. 3. Response surface (A) and contour plot (B) of reaction time vs. catalyst concentration on levulinic acid (LA) production

우 반응시간이 55분, 황산 촉매 농도 5.92%에서 가장 많은 

양의 레불린산(2.68 g/L)이 생산되었다. 반응시간이 50-65

분 사이, 황산 촉매 농도가 5.0-6.72% 사이일 때 레불린

산 생산에 긍정적인 영향을 주는 것으로 나타났으며 그 이

하의 반응시간, 황산 촉매 농도에서는 감소하는 경향이 나

타났다. 이는 폐지 효소가수분해 액상에서는 독립변수인 

반응시간과 촉매 농도가 상호작용하고 있음을 의미한다. 

하지만 본 연구에서 이용한 폐지 효소가수분해 액상의 초기

농도가 44g/L임을 고려했을 때 전반적으로 낮은 양의 레불

린산이 생성되었음을 확인할 수 있었다. 이것은 반응과정

에서 생산되는 휴민에 의한 것으로, 휴민 생산은 반응온도

에 도달하는 승온속도, 반응시간에 영향을 받기 때문에 본 

연구에서 수행된 반응조건에서 대량의 휴민이 발생하여 낮

은 농도의 레불린산이 생성된 것으로 판단된다. 폐지 효소

가수분해 액상산물로부터 레불린산 생산을 위한 예측모델

에서 도출한 레불린산 생산 최적조건은 반응시간 56.27분, 

촉매 농도 5.9%이며, 예측값은 2.588 g/L로 나타났다. 최

적 예측모델에 대한 검증실험을 수행한 결과 2.323 g/L의 

레불린산이 생성되었으며 최적 예측모델 값과 비교했을 때 

적은 양이 생성되어 통계적 유의성을 나타내지 못하였다. 

그 이유는 레블린산 생산과정에서 생성되는 휴민에 의한 것

으로 판단된다. 글루코오스에서 휴민으로 전환될 때 높은 
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활성화 에너지가 필요하다. 따라서 레블리산 생산을 낮은 

반응온도에서 수행할 필요가 있다.[19] 향후 레불린산 생산 

수율을 개선하기 위해 온도 이외에도 다양한 변수들을 효율

적으로 조절하는 연구가 추가적으로 수행되어야 한다. 

4. 결 론

본 연구는 풍부한 셀룰로오스 자원인 사무용 폐지를 이

용하여 탈묵처리 과정을 수행하지 않고 효소가수분해로 생

성된 글루코오스로부터 레불린산을 생산하였다. 효소가수

분해 액상을 이용해 최종적으로 반응표면분석법으로 레불

린산 생산을 위한 최적조건을 도출하였다. 효소가수분해에 

사용되는 완충용액을 사용하여 폐지를 1시간 침지시킨 후 

효소가수분해를 수행한 결과 폐지는 23.65%의 효소가수분

해 수율을 나타냈으며 대조구인 참나무(3.63%)와 비교하

여 높은 수율을 나타냈다. 폐지의 경우 효소와 기질을 투입

(2배)하였을 때 효소가수분해 수율이 향상되었다(23.65%

에서 45.98%로 향상). 반응표면분석법을 이용하여 레불린

산 생산을 위한 최적 조건을 유도하였으며, 반응시간 55분, 

황산 촉매 농도 5.92% 조건에서 2.68 g/L의 레불린산이 

생산되었다. 사무용 폐지로부터 글루코오스 생산은 기존의 

목질계 바이오매스와 비교하여 적은 에너지로 이루어질 수 

있으며 이를 활용한 고부가가치산물 생산은 바이오 기반 화

학물질 생산에 기여할 수 있을 것으로 기대한다.
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