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Abstract >> This study was performed to evaluate the characteristics of start-up of anaerobic digestion from food

waste with different inoculum ratios. The hydrogen yield was similar with different inoculum ratios. The hydrogen

production rate increased with increasing inoculum ratio. But the specific hydrogen production rate decreased with

increasing inoculum ratio. Total volatile fatty acids composition analysis showed that butyrate and acetate were

the prevalent products in all reactors, followed by lactate and propionate. The acetate was most prevalent product

in reactors at X0/S0=0.080 and 0.159. But in reactors at X0/S0=0.239 and 0.318, butyrate accounted for greater 

than 50% of the total volatile fatty acids.
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1. 서  론

국내 생활폐기물 중 음식물류 폐기물이 차지하는 

비중은 2003년을 기준으로 점차 증가하는 추세이다. 

음식물류 폐기물은 다량의 유기성 물질을 포함하고 

있어 에너지원으로써 활용이 가능하다. 이러한 음식

물류 폐기물을 적절한 기술 적용 시 기존의 화석 연

료의 소비를 감소시킬 수 있으며 환경 보전에도 크

게 기여할 수 있다
1-2)

.

혐기성 소화 기술은 음식물류 폐기물의 감량화 뿐

만 아니라 바이오가스 형태로 에너지를 회수할 수 있

는 장점을 가지고 있다. 혐기성 소화 기술로 회수할 

수 있는 바이오가스에는 메탄과 수소 또는 두 가지 

모두 가능하다. 이 중 수소는 122 kJ/g으로 열량이 높

은 장점을 가지고 있으며 연소에 따른 부산물이 물만 

존재하는 친환경적인 에너지 매체로 알려져 있다
3)
.

수소를 생산할 수 있는 생물학적 공정에는 광발효

(photo fermentation) 그리고 혐기성 발효(anaerobic or 

dark fermentation) 등이 있다
4-5)

. 혐기성 수소 발효의 경
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우 빛이 없는 조건에서 생산이 가능하며 발생속도가 빠

르고 음식물류 폐기물, 도시 고형 폐기물 등과 같이 적

용 가능한 기질의 폭이 넓다는 장점을 가지고 있다
6-7)

.

혐기성 수소 발효의 식종균으로는 순수 배양 미생

물과 소화조의 유출수 등과 같은 혼합 미생물을 이

용한다. Hawkes 등(2002)은 Clostridium spp.를 식종

균으로하고 탄수화물을 기질로 이용하여 1.61~2.36 

mol H2/mol hexose의 수소 전환율을 제시하였다. 

Clostridium spp.은 절대 혐기성 미생물로써 부적합

한 환경 조건일 경우 스포어(spore)를 형성하는 특징

을 가지고 있다
8)
. 이러한 특징을 이용하여 혐기성 소

화 슬러지와 같은 혼합 미생물을 이용하는 경우 전

처리를 통해 수소 생성 미생물을 우점화한다
3)
. 

혐기성 소화 식종 시 고려되는 사항으로써는 초기 

식종균 및 기질의 종류 그리고 두 인자의 비율 등이 있

다
9)
. Liu Y. U.(1996)는 단위 식종균 당 기질의 양

(S0/X0)에 따라 미생물의 물질 대사 경로에 영향을 준

다고 보고하였다. Argun과 Dao(2016)는 peach pulp를 

기질로 이용하였으며 식종균의 투입량에 따른 수소 전

환율 및 속도를 평가하였다. Kim 등(2008)은  sucrose

를 기질로 이용하여 초기 회분식으로 식종 후 연속 반

응조로 전환되는 시점에 관하여 연구를 수행하였다. 

혐기성 소화 시 식종에 관한 연구는 많은 연구자들에 

의해 수행되었다. 그러나 혐기성 소화 식종 시 식종균

과 기질의 종류에 따라 식종 후 start-up의 특성이 달라

질 수 있어 실제 폐기물 또는 폐수를 이용한 연구는 미

비한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 국내에서 발생

되는 음식물류 폐기물을 기질로 이용하고 혐기성 수소 

발효 시 식종 방법에 따른 start-up 특성을 평가하였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1 기질 및 식종 미생물

2.1.1 기질

균일한 기질 조건을 만족하기 위해 합성 음식물류 

폐기물을 제조하였다. 합성 음식물류 폐기물의 함량

은 무게 기준으로 곡식류(쌀밥) 35%, 야채류(배추) 

35%, 과일류 (수박 껍질) 25%, 그리고 육류(닭가슴

살) 5%의 비율로 구성하였다. 제조된 음식물류 폐기

물은 가정용 분쇄기를 이용하여 5 mm 이하로 분쇄 

및 혼합하였으며 실험 전까지 4°C에서 보관하였다. 

2.1.2 식종미생물

본 연구에서 사용된 식종균은 S시에 위치한 혐기

성 소화조 슬러지를 이용하였으며 4 mm체를 이용하

여 불순물을 제거하였다. 불순물을 제거한 소화 슬러

지는 90°C에서 15분간 열처리를 통해 수소 생산과 

무관한 미생물의 성장을 억제하였다.

2.2 혐기성 수소 생성 실험

혐기성 수소 발효 시 초기 start-up 기간을 묘사하

기 위해 회분식 형태로 운영하였다. 반응조는 유효체

적 300 mL인 아크릴 재질을 이용하였다. 반응조에는 

가스 배출구, pH 전극이 장착 가능하도록 제작하였다. 

기질의 농도는 탄수화물 농도 기준으로 30 g COD/L

로 고정하였으며 식종균은 Table 1에 제시된 조건에 

따라 투입하였다. 식종균과 기질로 채워진 반응조는 

질소가스를 이용하여 혐기성 조건으로 전환하였다. 

반응조는 열순환펌프가 장착된 온탕기에서 운전온도 

35±1°C를 유지하며 배양하였다. 교반 속도는 150 

rpm으로 고정하였으며 초기 pH는 8.0, 운전 pH는 

5.5±0.1로 고정하였다. 바이오가스의 측정은 체적 측

정이 가능한 유리 주사기를 이용하여 측정하였다.

2.3 분석 방법

바이오가스 내 수소의 함량은 열전도검출기(thermal 

conductivity detector, TCD)가 장착된 가스 크로마토

그래피(gas chromatography, Gow Mac series 580, USA)

를 이용하여 측정하였다. 가스 크로마토그래피의 운
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Table 1 Hydrogen yield and production rate for different inoculum ratios

Inoculum (v/v%)
Hydrogen yield

(mol H2/mol hexose)

Hydrogen production rate

(mol H2/mol hexose.h)

5 0.597 0.008

10 0.576 0.009

15 0.585 0.012

20 0.589 0.013

Fig. 1 Variation of hydrogen production with time for different 

inoculum ratios

Fig. 2 Variation of hydrogen production and production rate 

with different inoculum ratios

반체로는 초고순도 질소(99.999%)를 사용하였으며 유

속은 30 mL/min으로 고정하였다. Column은 molecular 

sieve 5A (80/100 mesh)를 충진제로 사용한 1.8 m × 

3.2 mm stainless steel column을 이용하였다. Column, 

injector와 detector의 온도는 50, 80 및 90°C로 유지

하였다. 휘발성 지방산(volatile fatty acids, VFAs) 

분석은 자외선 검출기(210 nm)와 fast acid column 

(BIO-RAD, 100×7.8 mm, USA)이 장착된 고성능 액

체 크로마토그래피(high performance liquid chroma-

tography, YL 9100, Korea)를 이용하여 분석하였다. 

이동상 물질은 0.005 M 황산을 이용하였다. TS, VS 

및 COD는 Standard Methods에 준하여 수행하였다
13)

.

3. 결과 및 고찰

3.1 식종균 투입량에 따른 수소 발생 특성

Table 1에 제시된 조건에 따라 식종하였으며 Fig. 1

에 수소 발생 특성을 나타내었다. 수소 전환율, 전환 

속도를 제시하였다. 수소 전환율은 유효체적 대비 식

종균 투입량에 따라 5, 10, 15 및 20% 일 때 각각 

0.597±0.034, 0.576±0.021, 0.585±0.031 및 0.589±0.028 

mol H2/mo hexose로 나타났다. 이는 식종균 투입량

에 따라 기질로부터 전환되는 수소의 양이 큰 차이

가 없는 것으로 나타났다(Fig. 2 참조).

Argun과 Dao(2016)은 반응조 체적 대비 식종균의 

투입량을 0.0~10.0%로 하였으며 이때의 수소 발생량

은 296.4~338.6 mL H2의 범위로 나타났다. 이는 본 

연구와 유사한 결과를 나타내었다. 반면에 수소 발생 

속도는 식종균 투입량에 따라 증가하는 경향으로 나

타났다(Fig. 2 참조). 반응조 유효체적 대비 투입량이 

5, 10, 15, 20%일 때 수소 발생 속도는 각각 0.008± 

0.0004, 0.009±0.0008, 0.012±0.0006 및 0.013±0.0004 

mol H2/mol hexose.h로 나타났다. Das와 Veziroglu 

(2001)은 식종균 투입량에 따른 수소 발생 속도를 평
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Table 2 Comparison of studies on dark fermentative hydrogen production with different X0/S0 ratios

Substrate Inoculum

X0/S0 

(based on 

TS)

Yield Rate Ref.

Waste wheat powder

(20 g/L sugar)

Anaerobic sludge

(2.5 g/L)
0.125 57.1 mL H2/g starch 7.8 mL H2/h Argun et al., 2008

Cheese whey

(26 g/L sugar)

Anaerobic sludge

(1.9 g/L)
0.082 1.5 mol H2/mol hexose 3.5 mL H2/h Kargi et al., 2012

Sugar beet

(37.2 g COD/L)

Anaerobic sludge

(8.1 g VSS/L)
0.250 3.2 mol H2/mol hexose 84.0 mL H2/h Dhar et al., 2015

Glucose

(10 g/L)

Clostridium 

saccharoperbutylacetonicum

(10%, v/v)

- 3.1 mol H2/mol hexose 10.7 mL H2/h Alalayah et al., 2009

Dairy waste water

(7.9 g COD/L)

Anaerobic sludge

(2.5 g VSS/L)
0.357 306 mL/g VSS 99.0 mL H2/h Wicher et al., 2013

Food waste

(30 g COD/L)

Anaerobic sludge

(15.4 g/L)

0.080
0.597 mol H2/mol 

hexose
29.9 mL H2/h This study

0.159
0.576 mol H2/mol 

hexose
34.7 mL H2/h This study

0.239
0.585 mol H2/mol 

hexose
44.8 mL H2/h This study

0.318
0.589 mol H2/mol 

hexose
48.9 mL H2/h This study

가하기 위해 투입된 단위 식종균 당 수소 발생 속도

를 이용하여 비 수소 발생 속도(specific hydrogen pro-

duction rate, SHPR)를 평가하였다. Argun과 Dao (2016)

의 연구결과에 따르면 peach pulp를 기질로 이용하였

을 때 식종균의 투입량이 1.5~10.0%까지 증가할수록 

SHPR은 지수적으로 감소하는 것으로 보고되었다. 

본 연구의 SHPR은 식종균 투입량 5, 10, 15, 20% 일 

때 129.3, 75.2, 64.6 및 52.9  mL H2/g.h로 나타났으

며 선행 연구결과와 유사한 경향을 나타내었다. 이는 

수소 발생 속도는 식종균 투입량이 높은 반응조에서 

높게 나타났으나 단위 식종균 당 수소 발생 속도인 

SHPR는 식종균 투입량이 낮은 반응조에서 높게 나

타났다.

3.2 단위 기질 당 식종균 투입에 따른 수소 발생 특성 

평가

Table 2에는 단위 기질 당 식종균 투입(X0/S0)에 

따른 수소 전환율 및 속도에 관한 선행연구 및 본 연

구의 결과를 제시하였다. 수소 전환율의 경우 기질의 

특성에 따라 상이한 결과를 나타내었으며 X0/S0와 연

관성이 낮은 것으로 나타났다. 수소 발생 속도는 기질

에 따라 7.8~99.0 mL H2/h의 범위로 나타났다. Argun 

등(2008)은 waste wheat powder를 기질로 이용하였

으며 식종균은 혐기성 슬러지를 사용하였다. 이 때 

X0/S0는 0.125이며 수소 발생 속도는 가장 낮은 7.8 

mL H2/h로 나타났다. Wicher 등(2013)은 dairy waste 

water를 기질로, 혐기성 슬러지를 식종균으로 하여 

X0/S0가 0.357로 나타났으며 이 때 수소 발생속도는 

99.0 mL H2/h로 제시하였다. 선행 연구 결과들을 살

펴보면 X0/S0가 증가할수록 수소 발생 속도가 전체적

으로 증가하는 경향으로 나타났다. 본 연구 결과에 

따르면 X0/S0가 0.080에서 0.318로 증가할수록 수소 

발생 속도는 22.9에서 48.9 mL H2/h로 증가하여 선

행 연구 결과들과 유사한 경향으로 나타났다. 

Fig. 3에는  X0/S0비에 따른 총 휘발성 지방산(total 
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Table 3 Compositions of TVFAs with different X0/S0 ratios

X0/S0

(based on TS)

TVFAs (g/L)

Lactate Acetate Butyrate Propionate

0.080 0.3 2.3 1.4 0.7

0.159 0.4 2.4 1.6 0.4

0.239 0.5 1.2 3.0 0.7

0.318 0.5 1.4 2.8 0.8

Fig. 3 Variation of TVFAs with time for different X0/S0 ratios

volatile fatty acids, TVFAs)의 거동을 제시하였으며 

Table 3에는 반응 종료 후 TVFAs의 구성 성분을 나

타내었다. 

초기 반응조의 TVFAs의 농도는 0.3 g/L로 유사하

였으나 반응 종료 후 단위 기질 당 식종균 투입량이 

많을수록 TVFAs의 농도가 높은 것으로 나타났다

(Fig. 1 참조). X0/S0 비가 0.080 및 0.159인 경우에는 

초산염(acetate)이 높은 비율을 차지하였으며 0.239와 

0.318인 경우에는 부틸산염(butyrate)이 높게 나타났

다. 초산염이 부산물로 발생되는 경우 부틸산염에 비

해 수소 전환율은 높다(식 1, 2 참조)
20)

. 

Glucose + 2H2O → 2Acetate + 2CO2 + 4H2    (1)

Glucose → 2Butyrate + 2CO2 + 2H2           (2)

또한, 초산염은 Clostridium acetobutylicum에 의해 

젖산과 함께 산화되며 그 과정에서 수소가 생성되기

도 하며(식 3 참조) 수소를 소모하는 반응에 의해 생

성되기도 한다(식 3, 4 참조)
21)

. 

Acetate + 2Lactate → 1.5Butyrate + CO2 + H2  (3)

4H2 + 2CO2 → Acetate + 2H2O               (4)

그에 반해 부틸산염은 초산염에 비해 수소 전환율

은 낮으나 안정적인 수소 발효 시 나타나는 부산물

이다. 따라서 단위 기질 당 식종균 투입량이 증가할

수록 TVFAs 중 부틸산염의 비율이 증가하는 경향으

로 나타났으며 이는 안정적인 수소 발효가 진행된 

것으로 판단된다. 즉, 혐기성 수소 발효 시 단위 기질 

당 식종균의 투입량이 증가할수록 초기 start-up 기간 

중 수소 발생 속도는 빠르며 부틸산염의 농도가 높

아 안정적인 것으로 판단된다. 

4. 결  론

본 연구에서는 음식물류 폐기물을 이용한 혐기성 

수소 발효 시 식종 방법에 따른 초기 start-up 특성을 

평가하였다. 

1) 수소 발생량은 투입된 기질의 양이 동일하여 유

사하게 나타났으나 수소 발생 속도는 투입된 식

종균의 양이 증가할수록 높아지는 경향으로 나타

났다. 

2) 단위 기질 당 투입된 식종균의 양이 증가할수록 

반응조 내 생성된 부산물 중 부틸산염이 차지하
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는 비율이 증가하였다. 

3) 본 연구는 혐기성 수소 발효 시 초기 식종균의 투

입양에 따른 특성을 평가하였으며 향후 수소 에

너지 생산 플랜트 운영 시 기초자료로 활용될 것

으로 기대된다. 

후  기

이 논문은 2015년도 한국방송통신대학교 학술연

구비 지원을 받아 작성된 것이며 이에 감사드립니다. 
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