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연속 혐기성 수소발효 공정에서 성공적인 start-up 방법
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Abstract >> The variations of performance and metabolites at an early stage were investigated for the successful

start-up technology in continuous fermentative hydrogen production. Unsuccessful start-up was observed when the

operation mode was changed from batch to continuous mode after the yield was reached to 0.5 mol H2/mol 

hexoseadded by batch mode. H2 production continued till 12 hours accompanied by butyrate production, but did 

not last with propionate production increase. It was suspected that the failure was due to the regrowth of propionic

acid bacteria during batch mode which were inhibited by heat-shock but not completely killed. Thus, successful

start-up was tried by early switchover from batch to continuous operation; continuous operation was started after

the H2 yield was reached to 0.2 mol H2/mol hexoseadded by batch mode. Although H2 production rate decreased

at an early stage, stable H2 yield of 0.8 mol H2/mol hexoseadded was achieved after 10 days by lowering down

propionate production. And it was also concluded that the reason for H2 production decrease at an early stage 

was due to alcohol production by self detoxification mechanism against VFAs accumulation.
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1. 서  론

화석연료 분포의 지역적 편재성과 유한성은 유가 

상승에 따른 정치적·경제적 문제뿐만 지구온난화를 

촉진시키고 있다
1,2)
. 이러한 상황을 극복하기 위하여 

청정에너지원으로 쓰일 수 있는 수소에너지에 대한 

연구가 선진국을 중심으로 활발히 진행되고 있다
3,4)
. 

수소생산방법 중 생물학적인 수소생산방법은 크

게 광합성과 혐기성 수소발효에 의한 방법으로 나눠

진다
5,6)
. 이 중 혐기성 수소발효는 유기물의 생화학적 

분해를 통해 수소를 회수할 수 있는 방법으로서 생

산 속도가 매우 빠르며, 유기성폐자원과 같은 저가의 

원료를 처리함과 동시에 수소를 회수할 수 있으므로 

실용화하는데 긍정적으로 평가되고 있다
6,7,8,9)

. 

혐기성 수소발효는 잘 알려져 있는 혐기성 메탄발

효 단계 중 산생성에 의해 생성된 수소가 메탄생성

균에 의해 소비되는 과정을 억제하는 것으로 주로 

다음의 식(1), (2)의 반응에 의해 수소가 생성된다
7,8)
. 
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
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   (1)

 →



   (2)

유기산의 생성 시 순수배양을 통해 수소를 생산하

는 미생물의 대표종으로 알려져 있는 Clostridium을 이

용한 수소발효 연구가 가장 활발히 진행되고 있다
8)
. 

Clostridium은 메탄 생성균에 비하여 생장 속도가 빠

르고, 낮은 pH에서도 잘 성장하며 내생포자를 형성

하는 특성이 있으므로, 혐기성 소화조 슬러지, 활성

슬러지, 등을 열처리, 산처리, 알칼리 처리 등을 하여 

선택적으로 수소 발효 식종균을 얻을 수 있다
8,10,11)

. 

하지만, 합성폐수를 기질로 이용한 연구 결과를 보

면 기질에 열처리를 하였으나 비수소생성균이 초기

에는 저해를 받았음에도 불구하고 완전 사멸은 되지 

않아, 시간이 지남에 따라 주변 환경조건에 적응을 

하면서 수소 생성균과 경쟁을 하는 것을 볼 수 있다. 

이러한 문제점들을 극복하기 위해 질산염을 주입하

거나, pH를 4.5 이하로 유지하거나, 질소퍼징을 통

해 수소분압을 낮추는 등의 다방면의 방법이 시도되

었다
12,13)

.

그러나 혐기성 수소발효에서 효과적인 식종균을 

얻기 위한 연구는 많이 진행되었지만, 상대적으로 연

속 운전의 시작 방법에 대한 연구는 미진한 편이다. 

일반적으로 연속 운전은 식종균을 확보한 후 HRT 

(Hydraulic retention time)를 점점 줄여가거나, 어느 

정도 회분식으로 운전한 후, 미생물의 활성이 좋아지

게 되면 연속 운전을 시작하게 된다. Lin은 산처리한 

활성 슬러지를 이용하여 HRT를 120시간에서 14시

간으로 줄여가면서 효과적인 연속 운전을 시작하였

으며, Kim은 열처리한 혐기성 소화조 슬러지를 이

용하여 회분식 운전을 통해 주입된 기질 중 0.5mol 

H2/mol hexoseadded의 전환율에 해당하는 수소가 발생

된 후에 연속 운전으로 전환하였다. 하지만, 위의 두 

연구에서도 초기의 반응조 내 거동 및 부산물의 생

산에 대해서는 언급을 하지 않았다
14,15)

.

본 연구에서는 Kim의 방법에 따라 연속운전을 시

도하였으나, 초기에는 수소 생산량이 매우 높게 유지

되었지만, 지속적인 수소 생산은 실패하였으며 오히

려 수소가 소모되는 현상까지 관찰되었다. 이와 같은 

이유는 Kim의 연구와 본 연구에서 사용한 식종균내

에 존재하는 미생물의 종류 및 활성 차이 때문으로 

사료되어진다. 하지만, 혐기성 수소 발효 기술의 실용

화를 위해서는 식종균은 쉽게 얻을 수 있어야 하며, 

지속적인 수소 생성이 가능한 start-up 기술이 필요하

다. 그러므로, 본 연구에서는 초기 수소발효조의 반

응조 내 거동 및 부산물의 생산을 자세히 관찰하고, 

성공적인 start-up을 위한 방법을 제시하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 식종균 및 유입수

식종 슬러지는 대전시 하수처리장 혐기성 소화

조 내부 반송관에서 채취하였으며, 농도는 6,000mg 

VSS/L이다. 소화조의 온도는 35℃이고, 소화조 내 수

리학적 체류시간은 25일이다. 메탄 생성균과 같은 수

소 소비균 저해 작용을 없애기 위해 채취한 슬러지

를 15분 동안 끓인 후, 전체 유효 부피의 30%에 해당

하는 슬러지를 식종하였다
15)
.

유입수의 기질로는 25g COD/L의 농도로 자당이 

사용되었으며, NaHCO3 1g/L, KH2PO4 0.5g/L, K2HPO4 

0.5g/L, NH4Cl 4.78g/L, MgCl2·6H2O 0.1g/L, CaCl2·

2H2O 0.01g/L, MnCl2·6H2O 0.015g/L, Na2MoO4·4H2O 

0.01g/L, FeCl2·4H2O 0.05g/L를 첨가하여 배양액을 

구성하였다
16)
.

2.2 반응조의 구성 및 운전방법

반응조의 유효 용량은 5L이며, pH 제어를 위해 

pH 조절기를 부착하였는데, 유기산의 축적에 따른 

pH의 저하만 우려되므로 3M의 KOH 용액을 제조하

였다. 그리고 생성된 기체의 발생량은 수위 변위법을 

이용하여 측정하였다. 

수소 생성에 적절한 환경을 유지하기 위하여 완전

혼합반응조를 이용하며, pH는 5.3, 수리학적 체류시



이창규

제24권 제2호 2013년 4월

101

(a) (b)

Fig. 1 Short-term (a) and long-term (b) performance of CSTR in unsuccessful start-up

간은 12시간, 교반 속도를 100rpm, 온도는 35℃로 유

지하며 운전하였다. 

회분식 운전에서 연속운전으로의 전환은 0.5mol 

H2/mol hexoseadded의 전환율에 해당하는 수소가 발생

된 후 시작하였으며, 회분식에서 연속운전으로의 빠른 

전환을 통하여 성공적인 start-up방법을 시도하였다.

2.3 분석 방법

기체의 조성은 열전도도 검출기를 장착한 가스크

로마토그래피(Gow Mac series 580, USA)를 이용하

여 측정하였다. 이 때 칼럼은 N2, CH4, CO2 분석에는 

6ft × 1/8inch 스테인리스 재질의 porapak Q(80/100 

mesh), H2 분석에는 6ft × 1/8inch 스테인리스 재질의 

molecular sieve 5A를 각각 사용하였으며, 운반기체

로는 헬륨을 사용하였다. 유기산의 농도는 시료를 

0.45μm membrane filter로 거른 후 자외선 검출기

(210nm) 고성능 액체 크로마토그래피(Spectrasystem 

P2000, Spectraphy-sics)로 측정하였으며, 칼럼은 300

× 7.8mm HPX-97H(Aminex), 운반 용매는 0.005M 황

산용액을 이용하였다. 알코올 분석에는 전기화학 검

출기(ED50A, Dionex) 고성능 액체 크로마토그래피

(DX-600, Dionex)를 이용하였으며 칼럼은 250 × 4mm 

Carbopac PA10(Dionex), 운반 용매는 0.01M 수산화

나트륨용액을 사용하였다. COD는 dichromate reflux 

method를 이용하여 측정하며, SS 및 VSS는 Standard 

Methods(APHA, 1998)에 준하여 측정 및 분석하였다
17)
. 그리고, 유입수와 유출수의 당 농도는 페놀-황산 

방법에 의하여 구하였다
18)
.

3. 재료 및 방법

3.1 Start-up 실패 시 반응조 내 거동 특성

Fig. 1은 회분식 운전에 의해 주입된 기질의 0.5mol 

H2/mol hexoseadded의 전환율에 해당하는 수소가 발생

된 후 연속 운전으로 전환하는 시점을 기준으로 초기

의 수소 생산속도 및 12일간의 수소 전환율을 보여

준다. 연속 운전 전환 후 수소 생산 속도가 급격히 감

소하였으며, 심지어 18 ~ 60시간 사이에서는 수소가 

소모되는 반응도 관찰되었다. 연속 운전 4일 후 수소

전환율이 0.5mol H2/mol hexoseadded정도로 증가하였

지만, 다시 감소를 하여 수소가 거의 발생되지 않았

고, 메탄은 전혀 검출되지 않았다.

수소 생산은 유기산의 생산과 수반되므로 유기산

의 농도 및 분포는 수소 생산을 모니터링하는 유용
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(a) (b)

Fig. 2 Short-term (a) and long-term (b) VFAs production in unsuccessful start-up

한 지표로 쓰이며, 일반적으로 혼합배양 시 뷰틸산의 

생산과 수소 생산은 밀접한 관계가 있다고 보고되고 

있다
15,16)

. Fig. 2는 연속운전 전환 후 초기 4일 및 12

일간의 유기산의 농도 변화이다. 회분식 운전에 의해 

뷰틸산은 4,000mg COD/L 정도의 농도로 생산되었으

며, 12시간까지 뷰틸산의 농도가 급격히 증가하면서 

수소발생량도 동시에 증가하였다. 하지만, 72시간까

지는 뷰틸산의 농도가 떨어진 반면 프로피온산의 농

도가 상대적으로 증가하면서 수소도 생산되지 않았

다. 그 후 다시 뷰틸산의 농도가 약간 증가하면서 수

소 생산이 약간 회복되었지만, 프로피온산의 농도가 

5,000mg COD/L 이상으로 유지되면서 수소가 생산되

지 않았다. 

프로피온산은 포자를 생성할 수 있는 Clostridium

에 의해서도 생산이 되지만, 일반적으로 비포자 생성

균인 Selenomonas, Propionibacteria, Bifidobacteria에 

의해서 생산된다고 알려져 있으며, 다음의 식(3), (4)

와 같이 수소를 소모하거나, 젖산의 분해를 통해 생

성된다고 한다
13,19,20)

. 

 

→ Pr 


(  (3)

 →  Pr( (4)

특히 Propionibacteria는 박테리오신을 분비하여 

다른 미생물의 성장에 저해를 준다고 보고되고 있다
21)
. 회분식 운전 후 프로피온산의 농도가 매우 작았

던 것을 보면 열처리에 의해 프로피온산 미생물들의 

대부분이 사멸하고 저해를 받았지만, 시간이 지남에 

따라 그 활성을 회복하여 증식함으로써 수소 생성균

과 경쟁을 하거나 저해작용을 주어 수소생산이 지속

적으로 유지되지 않았다고 판단된다. 

3.2 성공적인 start-up에서의 반응조 내 거동 특성

Fig. 3은 회분식 운전에 의해 주입된 기질의 0.2mol 

H2/mol hexoseadded의 전환율에 해당하는 수소가 발생

된 후 연속 운전으로 전환하는 시점을 기준으로 초

기의 수소 생산속도 및 약 25일간의 수소 전환율을 

보여준다. 연속 운전으로 전환 후 실패했을 때와 마

찬가지로 수소 생산 속도가 감소되었지만, 36시간 

이 후 다시 증가하였으며, 10일 이후부터는 0.8mol 

H2/mol hexoseadded에 해당하는 수소가 지속적으로 발

생하였다. 

Fig. 4는 연속운전 전환 후 초기 4일 및 25일간의 

유기산의 농도 변화이다. 실패했을 때와 마찬가지로 

12시간까지 뷰틸산의 농도가 급격히 증가하면서 수
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(a)

(b)

Fig. 3 Short-term (a) and long-term (b) performance of CSTR

in successful start-up

(a)

(b)

Fig. 4 Short-term (a) and long-term (b) VFAs production in 

successful start-up

소발생량도 동시에 증가하였지만, 그 이후 뷰틸산의 

농도가 급격히 떨어지면서 수소발생량이 감소하였

다. 하지만, 실패했을 때와는 다르게 프로피온산의 농

도가 2,000mg COD/L 이하로 유지되었으며, 이에 따

라 지속적인 수소 생성이 가능하였다.

3.3 start-up 초반의 급격한 수소생산 저해의 원인

성공적인 start-up의 경우에도 초반에 급격히 수소

생산 속도가 감소하는 것이 뷰틸산의 농도가 감소하

는 반면 프로피온산 농도가 증가하였기 때문이기도 

하지만, 전체 유기산의 농도가 급격히 감소하였으므로 

알코올의 생산량이 증가하였을 것으로 판단되었다.

Fig. 5는 0.2mol H2/mol hexoseadded에 해당하는 수

소가 발생된 후 시간에 따른 알코올 및 전체 유기

산의 농도를 보여준다. 0.5일까지 유기산의 농도는 

10,000mg COD/L 이상으로 급격히 증가한 후, 연속

운전 4일까지 지속적으로 감소된 반면, 알코올 농도

는 5,000mg COD/L까지 증가되었으며, 알코올의 대

부분은 에탄올로 구성되었고, 5일 이후부터 유기산 

및 알코올 농도의 큰 변화는 있지 않았다. 

수소생성균인 Clostridium은 일반적으로 뷰틸산과 
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Fig. 5 Variations of metabolic products in successful start-up

아세트산의 생성과 함께 수소를 생성하며, 알코올을 

생성할 경우에는 수소가 생성되지 않는다고 보고되

고 있다. 알코올은 pH가 낮거나, 수소분압이 높거나, 

유기산이 축적될 경우에 그 생성량이 늘어나고, 회분

식 운전의 경우에 알코올은 미생물의 성장 속도가 

감소할 때 생성된다고 보고되고 있다
22,23)

. Clostridium

이 뷰틸산이나 아세트산을 생성 시에는 1몰의 글루

코스로부터 각각 3몰과 4몰의 ATP를 얻지만, 알코올 

생성시에는 2몰의 ATP를 얻는다. 더 작은 양의 에너

지를 얻음에도 불구하고, Clostridium이 알코올을 생

성하는 이유는 자기방어적으로 고농도의 유기산의 

축적에 따른 미생물체내로의 유기산 침투에 의한 독

성을 줄이기 위한 것이 가장 큰 이유이며, 뷰틸산과 

아세트산을 소모하면서 포도당과 결합하여 알코올을 

생성하는 반응도 있다고 한다
23)
.

특히 여러 가지 유기산 중 뷰틸산의 독성이 가장 

크다고 보고되는 연구 결과가 많으며, 해리되지 않은 

뷰틸산의 경우 미생물체내에 들어가 해리된 후 양자

가 생산되어 pH를 낮추는 효과가 부과되므로 더 큰 

영향을 끼친다고 한다
24,25)

. 본 실험에서 pH는 5.3으

로 제어를 하였는데, 뷰틸산의 pKa값은 표준상태에

서 4.81로 프로피온산(pKa=4.87)을 제외하고는 다른 

유기산(아세트산= 4.76, 젖산= 3.86, 포름산= 3.75)에 

비하여 높은 편으로, 해리되지 않은 상태로 존재하는 

부분이 상대적으로 많은 편이다.

이와 같은 내용을 살펴보았을 때, 초반의 수소 생

산 저하는 프로피온산 미생물의 재증식 및 유기산의 

축적에 따른 독성을 막기 위한 미생물의 자기방어적

인 알코올의 생산 때문이며, 강제적인 유기산 추출법 

등을 통해 수소 생산 속도를 유지할 수 있을 것으로 

사료된다
26,27)

. 

4. 결  론

열처리한 슬러지를 식종균으로 이용 시, 회분식 

운전에서 연속 운전으로의 빠른 전환을 통해 start-up

을 성공하였으며, 반응조 내 거동 및 부산물 생성을 

관찰하여 다음과 같은 결론을 얻었다. 

1) 기존의 연구결과를 참고하여 회분식 운전을 통해 

0.5mol H2/mol hexoseadded의 전환율에 해당하는 

수소가 발생한 후 연속 운전으로 전환하였을 경

우, 지속적인 수소 생산에 실패하였으며, 이는 프

로피온산 미생물이 열처리에 의하여 대부분이 사

멸하였지만, 회분식 운전 기간동안 재증식하여 수

소 생성균과 경쟁하였기 때문이다. 

2) 회분식 운전에서 연속 운전으로의 빠른 전환(0.5

→0.2mol H2/mol hexoseadded)은 프로피온산 생산

을 억제하여 지속적인 수소 생산을 가능하게 하

였다. 

3) 연속 운전 초기의 급격한 유기산 및 알코올 농도

의 변화와 함께 수반되는 수소 생산 저하는 프로

피온산 농도의 증가 및 유기산의 축적에 따른 독

성을 막기 위한 미생물의 자기방어적인 알코올의 

생산 때문이다. 
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