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ABSTRACT

Since the role of lignin in the wood cell wall is to keep integrity and structure rigidity of lignocellulosic 
substrate, lignin of the cell wall has to be destroyed before enzymatic hydrolysis of wood 
polysaccharides. The aspen wood meals were delignified with ozone in acidic condition. The chemical 
characteristics of wood meal were investigated. The 60% of lignin and almost zero % of polysaccharides 
in aspen wood meal was degraded with 10min. ozone treatment. The phenolic hydroxyl groups of lignin 
in ozonated wood meal were increased with ozonation time. The sugar composition of ozonated wood 
meal showed that the hemicellulose was more susceptible to ozonation than cellulose. The yield of alde-
hyde was increased in some degree with 10min. ozone treatment and decreased with longer ozone 
treatment.

Keywords : ozonated aspen wood, lignin content, sugar content, nitro- benzene oxidation, 
phenolic-OH, crystallinity

1. 서 론

바이오에탄올의 원료로서 옥수수 등과 같은 전분이 

이용되고 있으며 이는 식량 문제 등과 관련하여 많은 문

제점을 내포하고 있다. 2세대 바이오에탄올의 원료로

서 셀룰로오스 자원이 주목을 받고 있으며 셀룰로오스 

자원으로서 목질계 바이오매스는 효소 당화를 위하여 

반드시 전처리가 필요한데 그 방법의 하나로 오존이 주

목받고 있다.1-3)

오존(O3)은 분자량이 48이고 무색의 기체로 코를 자
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극하는 독특한 냄새를 가진다. 오존을 수 처리에 응용

할 경우 액상에 용해시켜 사용하며 산소보다 약 10배가

량 높은 용해도 값을 가진다. 오존의 분해속도는 pH에 

크게 영향을 받는데 이것은 수산화기(OH-)에 의하여 오

존이 스스로 분해될 수 있는 특성(self-decomposition)
을 가지기 때문이다. 즉, 오존은 오염물질이 없는 수용액 

상태에서 수산화기에 의하여 분해가 되기 시작하여 중

간 생성물질로 hydroperoxy 라디칼(HO2)과 superoxide 
라디칼(O2)을 형성하며 이들은 다시 오존 분자와 반응

하여 ozonide 라디칼(O3)중간경로를 거쳐 OH 라디칼

을 생성하게 된다. 오존은 산성에서는 비교적 안정적이

지만 알칼리성으로 갈수록 분해속도가 빨라지게 된다. 
오존은 수산화기외에 자연수에 함유되어있는 각종 무

기금속이온이나 유기물에 의해서도 분해가 시작되며 

cyclic 연쇄반응의 경로를 거쳐 여러 라디칼들을 생성

하게 되는데 그 중 대표적인 것이 OH 라디칼이다. OH 
라디칼은 오존 그 자체보다 높은 산화력을 가지며 수용

액에 존재하는 여러 무기, 유기물과 반응하여 복잡한 

화학반응을 이룬다.4,5)

최근 에탄올 생산을 위한 당화공정은 산당화 공정에

서 효소당화공정으로 점차적으로 전환되고 있으며, 이
러한 효소 당화 공정의 효율성 향상을 위한 전처리 공정

에도 많은 연구가 이루어지고 있다.6)

Sun 등2)은 당화공정에서 전처리 공정은 주로 탈리

그닌화, 헤미셀룰로오스의 제거 및 결정화도의 감소, 
기공 면적의 증가 등을 목적으로 하고 있으며, 당화 수

율을 향상시킬 수 있어야 하고, polysaccharide의 분해 

및 손실을 최소화하며, 당화 및 발효에 영향을 주는 저

해 물질과 같은 부산물의 형성을 억제하며, 합리적인 

비용과 같은 조건을 반드시 충족시켜야 한다고 하였다.
Mosier 등7)은 물리적 전처리는 대부분 결정화도 및 

입자 크기의 감소를 주목적으로 하며, 화학적 전처리는 

산이나 알칼리 등의 용매를 이용하여 탈리그닌화나 헤

미셀룰로오스의 제거 등 바이오매스의 화학적, 구조적 

변화를 주목적으로 한다고 하였다.
전 보8)에서 오존 처리된 목분은 처리시간이 길어짐

에 따라 50Å 이상의 미세공극이 증가하고 그에 따라 

효소 가수분해율이 증가하는 것을 보고하였다.
본 연구에서는 오존처리에 의한 이태리포플러 목분

의 화학적 성상의 변화를 알아보고자 오존처리 목분의 

리그닌 함량, 구성당 조성, 리그닌의 성상 및 셀룰로오

스의 결정화도 변화를 분석하였다.

2. 재료 및 방법

2. 1. 공시재료

이태리포플러(Populus euramericana)를 Willey 
mill로 분쇄하여 40-60 mesh의 목분을 시료로 사용하

였다. 목분을 ethanol - benzene(2 : 1) 혼합 용제에 의하

여 탈지하고 기건시킨 후 함수율을 측정하고 오존 처리 

시료로 사용하였다.

2. 2. 오존처리

절건 중량 10 g에 해당하는 목분을 삼구플라스크에 

넣고 60% 초산 수용액 200 ㎖에 침지한 후 교반을 하면

서 0℃에서 300 ㎖/min의 속도로 오존 발생기(Model 
No. 2000, Jelight Co., USA )로부터 생성된 오존 가스

(3.0% ozone/O2)를 일정한 시간동안 주입하였다. 오존 

처리된 목분은 증류수로 충분히 세척하여 대기 중에 건

조 시킨 후 오존 처리 전‧후의 중량을 측정하여 함수율

을 계산하였다.

2. 3. 오존 처리 목분의 리그닌 함량과 구성당 

분석

이태리포플러 목분 및 오존 처리된 목분을 TAPPI법
에 따라 Klason lignin(Tappi T236 om-06), 산 가용성 

lignin(Tappi T222 om-06)을 정량 분석하였고, Alditol- 
acetate 법에 따라 GC(GC-14A, Shimadzu, Japan)로 

각 구성당을 정량 분석하였다.9) GC 분석 조건은 다음

과 같다.
Column : 3% ECNSS-M(400 × 0.4 ㎝ glass column)
Detector : FID
Column Temp. : 190℃
Injection Temp. : 230℃
Detection Temp. : 250℃
Carrier gas : N2, 1.2 kgf/㎤
Internal standard : 1% Inositol solution

2. 4. 페놀성 수산기의 측정

Lai 등10)에 의한 Periodate oxidation법에 따라 오존

처리 이태리포플러 목분을 정량 분석하였다. 즉, 오존 
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처리한 시료 400 ㎎을 칭량하여 20 ㎖용 밀봉 뚜껑이 달

린 시험관에 넣은 후, sodium peroxidate 수용액을 주입

하고 내부표준물질로 acetonitrile 수용액 1 ㎖을 가하

여 봉입하였다. 용액을 균질 용액으로 만든 후, 가끔 교

반하면서 4℃에서 냉장 보관하였다. 반응액 1-2 ㎕를 

취하여 생성된 메탄올을 GC로 분석하였다. GC 분석 

조건은 다음과 같다.
Column : Silicone DC QF-1(250 × 0.4 ㎝ glass 

column)
Detector : FID
Column Temp. : 160℃
Injection Temp. : 250℃
Detection Temp. : 250℃
Carrier gas : N2

Internal standard : acetonitile(3 mg/㎖) solution
리그닌 중의 페놀성 수산기의 함량은 메탄올의 최대 

생성량으로부터 다음 식에 의해 계산하였다.
CH3OH(m‧mol)/lignin(g) =

 내부표준물질피크면적× ×보정계수× 
피크면적×내부표준물질× 

2. 5. 알칼리 니트로벤젠 산화

오존분해 이태리포플러 목분 30 ㎎을 칭량하여 2N 
NaOH 4 ㎖ 및 니트로벤젠 0.24 ㎖와 함께, 10 ㎖용 auto 
clave에 봉입하였다. 160℃ 진탕 oil bath에서 2시간동

안 반응시켰다. 반응혼합액은 추출용매를 클로로포름

을 사용하는 것만을 제외하고 나머지는 Schultz 등11)의 

방법에 의거하여 실험하였다. 반응결과 생성된 방향족 

알데히드는 트리메틸실릴화하여 GC로 정량 분석하였

다. GC 분석조건은 다음과 같다.
Column : OV 101(250 × 0.4 ㎝ glass column)
Detector : FID
Column Temp. : 180℃
Injection Temp. : 230℃
Detection Temp. : 250℃
Carrier gas : He 15ml/min
Internal standard : Acetoguaiacone/ Pyridine(30 ㎎/10 ㎖)

2. 6. 잔존 리그닌의 측쇄구조

리그닌의 측쇄구조를 조사하기 위하여 Matsumoto 등12)

의 방법에 의하여 monocarboxylic acid와 dicarboxylic 
acid의 생성농도를 측정하였다. 즉, 소량의 이태리포플

러 목분 시료를 물과 메탄올을 포함하는 초산용액(증류

수 : 메탄올 : 초산 = 3 : 1 : 16) 30 ㎖에 현탁시키고 얼음

으로 냉각시키면서 3% 오존을 포함하는 산소를 0.5 
N2/min의 기체량으로 3시간 흡인시켜 오존 분해하였

다. 반응종료 후 즉시 N2 gas를 흡인시켜 잔류오존을 제

거한 후 건고시켰다. 소량의 물로 오존분해물을 추출하

여 pH 10에서 24시간 검화시킨 후 양이온 교환수지에 

의해 Na 이온을 제거시키고 건고하였다. 생성물의 

TMS화물을 아래와 같은 조건에서 GC로 분석하였다. 
Dicarboxylic acid 의 피크의 면적을 monocarboxylic 
acid의 피크면적으로 나누고 각각의 mol 비로 환산하

였다.
Column : OV 01(0.25 ㎜ × 50 m capillary column)
Detector : FID
Column temp. : 150-270℃, 4℃/min

2. 7. 결정화도(XRD)

오존 처리된 시료의 결정화도를 Segal 의 방법13)에 

따라 동결‧건조한 시료를 press기로 압착하여 시험편을 

만든 후, X-선 회절분석기(D/Max, Rigaku, Japan)를 

사용하여 측정하였다. 결정화도(crystallinity index, Cr 
I)는 다음 식으로 계산하였다.



 
× 

I1 : Intensity near 2θ = 22.8°
I2 : Intensity near 2θ =18°

3. 결과 및 고찰

3. 1. 오존 처리 목분의 리그닌 함량

Table 1은 이태리포플러를 각 시간별로 오존 처리한 

잔사 목분의 수율과 목분 중의 리그닌과 다당류의 함량

을 나타낸 것이다. 오존 처리 시간이 증가함에 따라 처

리 후 목분의 수율은 점차 감소하여 180분 오존처리에 

의한 수율이 63.5%로 목분의 36.5%가 분해‧제거 되었

다. 이때 리그닌의 함량은 무처리 목분 중의 23.5%에서 

0.5%로 급격히 감소되었으며 다당류는 76.3%에서 

63.2%로 상대적으로 분해‧제거되는 정도가 낮았다. 또
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O3 treatment time (min) 0 10 30 60 120 180
Yield 100 84.5 79.2 74.3 67.5 63.5
Klason lignin 22.3 8.6 4.9 3.3 0.1 -
Acid soluble lignin 1.2 0.8 0.7 0.7 0.7 0.5
Total lignin 23.5 9.4 5.6 4.0 0.8 0.5
Lignin content based on wood meal 23.5 7.9 4.4 3.0 0.5 0.3
Polysaccharide content based on wood meal 76.5 76.6 74.8 71.3 67.0 63.2

Table 1. The yield of residue content and composition of aspen wood meals(%)

Fig. 1. The relative content of neutral sugar in 
ozonated aspen wood meals.

한 이태리포플러를 오존으로 10분간 처리했을 때 세포

벽 리그닌의 60%가 분해 제거되고 다당류는 거의 변화

가 없음을 알 수 있다. 이와 같은 결과는 이태리포플러 

세포벽의 리그닌과 탄수화물이 오존 처리되는 동안 리

그닌이 선택적으로 분해된다는 것을 의미한다.
목재의 세포벽 내 리그닌의 주된 역할 중 하나는 셀

룰로오스 마이크로피브릴 간의 결속력을 증가시키고 

친수성을 감소시킴으로서 구조적 견고함을 유지하는 

것뿐만 아니고 외부 스트레스에 대한 저항력을 높이는 

것이므로 셀룰로오스와 리그닌의 밀접한 관계는 효소

의 접근을 어렵게 한다.5) 따라서 탄수화합물보다 리그

닌의 분해 선택성을 높이는 것이 목재의 효소 가수분해

를 위한 화학적 전처리의 핵심이 될 것이다. 본 연구의 

결과와 같이 10분간의 짧은 반응시간에 리그닌의 60%
가 제거 된다는 것은 이태리포플러의 효소가수분해를 

위한 전처리로서 매우 효과적인 방법이라고 생각한

다.8)

3. 2. 오존 처리 목분의 구성당 분석

Fig. 1은 오존 처리 시간에 따른 이태리포플러 목분

의 당조성 변화를 나타낸 것이다. 오존 처리된 목분의 

구성당 조성을 통하여 셀룰로오스보다 헤미셀룰로오

스가 더 용이하게 분해되었음을 알 수 있다. 오존분해 

30분 이후에 arabinose 잔기가 급속히 감소하였으며 

mannose는 원래부터 낮은 함량에도 불구하고 오존분

해가 진행되어도 함량의 변화가 미미하였다. 또 오존분

해 10분 만에 xylose의 함량이 약간 감소하였다가 120
분까지는 xylose의 분해가 미미하였으나 120분 이후에

는 급격히 분해되어 180분이 경과하였을 때에는 약 3% 
정도만 잔존하게 되었다. 이와 같은 결과를 통하여 이

태리포플러 세포벽에 있어 mannan이나 galactan유래

의 헤미셀룰로오스는 원래 함유량이 낮지만 상대적으

로 오존에 대한 저항성이 있은 것으로 생각되며 xylan
은 그 화학구조나 세포벽 중의 분포에 있어서 균질하지 

못한 부분이 있는 것으로 추정할 수 있다.
따라서 10분간 오존 처리에 의해 환원성 말단기를 

갖는 비결정영역의 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스가 

분해되어14) 오존 처리된 목분 내 glucose와 xylose 함량

이 감소한다. 한편, 반응시간이 증가하면 다른 당류도 

분해되기 시작하지만 특히 결정성 셀룰로오스는 쉽게 

분해되지 않아 오존 처리된 목분 내 glucose의 함량은 

거의 변화가 없는 것으로 사료된다.

3. 3. 페놀성 수산기 및 알칼리 니트로벤젠 산화

Table 2와 Fig. 2은 오존처리를 한 이태리포플러 목

분의 페놀성 수산기와 니트로벤젠 산화물을 분석한 결

과이다. 오존 처리시간에 따라 이태리포플러 목분의 탈

리그닌율은 높아지고 리그닌중의 페놀성 수산기 함량

은 증가하였다. 오존분해시간이 120분까지의 페놀성 수

산기는 잔존하는 리그닌중의 페놀성 말단이 증가한데 

기인하는 것으로 보이지만 120분 이후의 잔존리그닌은 
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O3 treatment time (min) 0 10 30 60 120 180
Rate of delignification (%) 0 60.0 76.2 83.0 98.0 98.0
Phenolic-OH (mmol/gL) 0.48 1.04 1.54 2.02 8.83 9.22
Vanillin (mol%/L) 12.8 13.4 11.2 1.8 + -
Syringaldeyhyde (mol%/L) 30.2 31.6 27.9 4.4 + -
Total aldehyde (mol%/L) 43.0 45.0 39.1 6.2 - -
s/v ratio (%) 2.36 2.35 2.48 2.5 - -
Aldehyde on original lignin of wood meal (%) 43.0 18.2 9.3 5.8 - -

Table 2. The contents of phenolic-OH and products of nitrobenzene oxidation in aspen

Fig. 2. Relative lignin content and rate of nitrobenzene 
oxidation products in ozonated aspen wood
meal.

극히 소량에 지나지 않으므로 이때의 급격한 페놀성 수산

기의 증가는 리그닌으로부터 유래되는 것이라고 할 수 

없을 것으로 보인다. 오존분해 후 잔존 리그닌의 니트로

벤젠 산화 분해생성물인 vanillin과 syringaldehyde의 

총량은 분해시간 10분의 목분에서는 약간 증가하였다

가 감소하였다. 이는 전 보15)의 소나무의 오존처리 결과

와는 반대되는 것으로 침엽수와 활엽수 세포벽 형태적

이고 화학적인 성상의 차이에서 기인하는 것으로 보인

다. 즉, 침엽수의 경우는 세포벽이 분쇄 될 때 이차벽의 

노출이 많아지는데 비하여 활엽수의 경우는 상대적으

로 세포간층에 유래하는 부분의 노출이 커지기 때문으

로 추정할 수 있다. Vanillin과 syringaldehyde의 총량

은 분해시간 10분의 목분에서는 약간 증가하는 것으로 

보이지만 Fig. 2에서와 같이 탈리그닌율과 대비하여 보

면 aldehyde 총량은 오존처리 10분 만에 상당량 감소하

는 것으로 확인 할 수 있다. Vanillin과 syringaldehyde
의 mol 비는 오존 분해시간의 길이에 따라 큰 차이를 보

이지 않는다. 이는 guaiacyl 리그닌과 syringyl 리그닌

이 오존분해반응에 대한 감수성의 차이가 크지 않음을 

의미한다.

3. 4. 잔존 리그닌의 측쇄구조

Matsumoto 등12)은 오존분해결과 생성되는 carboxylic 
acid의 종류에 의해 리그닌 monomer의 결합 단위에 있어

서 β-O-4 형과 β-5형의 구조를 정량할 수 있음을 제시하

였다. 즉, β-O-4 형으로 부터는 monocarboxylic acid인 

threonic acid와 erithronic acid가 생성되고 β-5형으로부

터는 dicarboxylic acid가 생성되므로 monocarboxylic 
acid와 dicarboxylic acid의 mol 비를 비교함으로서 β-O-4 
형과 β-5형의 구조의 존재량을 비교할 수 있다. Table 3에 

오존분해 잔사 목분을 Matsumoto 등12)의 방법에 의해 분

해한 후 생성된 dicarboxylic acid와 monocarboxylic acid
의 mol 비율을 나타내었다. 10분간 오존분해에 의해 분

해되고 남은 리그닌에 있어서 상기의 mol 비는 약간 감소

하였다가 다시 점차적으로 증가하는 결과를 보이고 있

다. 이는 전술한 니트로벤젠 산화분해 생성물의 분석 결

과와 일치하는 것으로서 리그닌의 형태적인 분포, 즉 목

재의 분쇄에 의해 축합형 구조가 많은 세포간층 리그닌 

보다 많이 노출되므로 인하여 오존 분자의 접근이 용이

해진 결과 세포간층의 β-5 구조가 풍부한 리그닌이 보

다 많이 공격을 받았기 때문으로 생각된다. 10분간 오존 

처리를 제외하고 오존 분해 시간이 증가함에 따라 

monocarboxylic acid에 대한 dicarboxylic acid의 조성

비가 조금씩 증가되는 경향을 Table 3으로부터 확인할 

수 있었다. 위 결과로부터 초기의 오존에 의한 탈리그

닌화의 반응 선택성은 축합형 리그닌(β-5형)이 비축

합령 리그닌(β-O-4형)보다 우선하고 있음을 추정할 

수 있다.
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O3 treatment time(min) 0 10 30 60 120 180
dicarboxylic acid/monocarboxylic acid 0.10 0.08 0.15 0.23 0.26 0.25

Table 3. Relative contents of dicarboxylic acids and monocarboxylic acids 

Fig. 3. The rate of crystallinity of ozonated aspen
wood meals.

3. 5. 오존처리 목분의 결정화도

Fig. 3은 오존 처리 시간에 따른 소나무 목분의 X-선 

회절 그래프와 결정화도를 나타낸 것이다. 오존 처리에 

따라 목분의 결정화도는 증가하여 120분 처리된 목분

의 경우 74.3%에 이르게 되었다. 비결정성 물질인 리그

닌과 헤미셀룰로오스의 제거가 우선적으로 일어난 결

과로 상대적으로 셀룰로오스의 비율이 증가하기 때문

으로 생각된다. 또 제한적이지만 셀룰로오스의 비결정

영역의 일부가 오존에 의해 제거되기 때문으로 생각한

다. 결과를 통하여 산성 수용액 중에서 이태리포플러를 

오존으로 처리하는 것은 이태리포플러 세포벽 리그닌

의 분해 선택성을 높이고 다당류의 효소가수분해를 용

이하게 하는 전처리 방법이 될 수 있다고 생각한다.

4. 결 론

본 연구에서는 이태리포플러 목분을 오존 처리한 후 

목분의 구성당 조성, 리그닌의 성상, cellulose의 결정

화도의 변화 등을 분석하였다. 오존 처리는 목분의 다

음과 같은 화학적 성상 변화를 가져와 효소가수분해율

이 증가할 것으로 판단된다.
1. 오존처리 10분 만에 이태리포플러의 리그닌의 

60%가 제거되었으나 다당류는 거의 잔존하였으며 

120분이 지나면 리그닌의 거의 전부가 분해되고 다당

류의 12%가 제거되었다.
2. 오존 분해에 대하여 셀룰로오스가 헤미셀룰로오

스보다 보다 높은 저항성을 보이고 있다.
3. 이태리포플러 리그닌의 페놀성 수산기는 오존처

리 시간이 길어짐에 따라 증가하였고 vanillin과 

syringaldehyde의 수율은 약간 증가하였다가 감소하

였다.
4. 오존처리 시간에 따라 이태리포플러 목분 중 축합

형 리그닌의 비율이 약간씩 증가하였다.
5. 오존처리에 의해 목분의 결정화도가 6.2% 증가하

였다.
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