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Abstract >> This study was performed to evaluate initial pH and substrate con-
centration on hydrogen fermentation of protein. The optimum initial pH and sub-
strate concentration of hydrogen fermentation using protein was 8.0 and 1.0 g 
peptone/L, respectively.  The maximum hydrogen yield at initial pH 8.0 and 1.0 
g peptone/L was 19.2±0.8 mL H2/g peptone. As results of VFAs analysis, percen-
tages of valerate was similar to hydrogen yield. Also, C. stickalandii, which was 
hydrogen and valerate producing bacteria, was dominated. 

Key words : Anaerobic hydrogen fermentation(혐기성 수소 발효), Protein(단백질), 
Hydrogen yield(수소 수율), Acetate/butyrate ratio(초산이온/낙산이온 
비), Aceate/valerate ratio(초산이온/길초산이온 비)
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1. 서 론

수소는 242 kJ/mol의 발열량을 가지고 있는 이상

적인 에너지 매체이다. 수소를 생산하는 대표적인 방

법으로는 물 전기분해, 증기 메탄 개질화, 수성가스 

전화 반응 등이 있다1,2). 이러한 방법들은 화석 연료

를 이용하여 많은 에너지를 필요로 하는 단점이 있

다. 최근 주목받고 있는 생물학적 수소 생산 방법은 

유기성 폐기물과 같은 바이오매스로부터 에너지를 

회수할 수 있는 장점이 있다. 또한 발생하는 부산물

들은 의약, 화장품 등과 같은 화학분야 및 바이오연

료 산업에도 활용 가능하다3-5). 

수소를 생산할 수 있는 생물학적 공정에는 광발효

(photo fermentation) 그리고 혐기성 발효(anaerobic 

or dark fermentation) 등이 있다6,7). 혐기성 수소 발효

의 경우 빛이 없는 조건에서 생산이 가능하며 발생

속도가 빠르고 음식물류 폐기물, 도시 고형 폐기물 

등과 같이 적용 가능한 기질의 폭이 넓다는 장점을 

가지고 있다8,9). 

음식물류 폐기물, 하수슬러지, 가축분뇨, 농장 부

산물 그리고 미세조류 등 다양한 바이오매스들이 혐

기성 수소 발효의 원료로 이용 가능하다. 이러한 바
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이오매스들은 대부분 탄수화물과 단백질로 구성되어

져 있다. 전분(starch) 그리고 셀룰로오스(cellulose) 

등으로 이루어진 탄수화물은 단백질에 비하여 혐기

성 수소 발효의 원료로 더 많이 활용되고 있다10). 이

러한 원인은 탄수화물이 수소 생성 미생물(hy-

drogen-producing bacteria, HPB)에 의하여 포도당

(glucose)과 목당(xylose) 같은 저분자 물질로 환원되

기 상대적으로 쉽기 때문이다11,12). 

단백질은 탄수화물과 더불어 바이오매스를 구성

하는 주요 물질 중 하나이다. 미세조류 중 Arthrospira

는 단백질 함량이 72% 이상이며 가축분뇨 폐수의 

경우 화학적 산소 요구량(chemical oxygen demand, 

COD)의 40%를 단백질이 차지하고 있다13,14). 단백

질이 분해되어 생성되는 아미노산(amino acids)은 

탄수화물과는 달리 수소 생성 미생물에 의하여 쉽

게 분해되지 않는다. 이러한 원인은 분자적 구조와 

낮은 탄소/질소 비(Carbon/Nitrogen ratio)로 보고되

고 있다15). 

Bai 등16)은 탄수화물과 단백질이 혼합된 물질을 

기질로 혐기성 수소 발효 특성을 평가하였다. 단백질

은 펩톤(peptone), 탄수화물은 포도당과 전분을 각각 

이용하였다. 탄수화물의 물질에 따라 최대 수소 수율

이 발생하는 탄수화물/단백질 비율이 다른 것으로 보

고하였다. 포도당을 이용하는 경우 탄수화물/단백질 

비는 1.5:1, 전분을 이용하는 경우 4:1로 나타났다16). 

Cheng 등17)은 단백질이 분해되어 생성되는 아미노산

(amino acids)을 이용하여 수소 수율을 평가하였다. 

혐기성 수소 발효시 초기 pH는 6.0으로 고정하였으

며 기질의 농도는 8.3 g amino acids/L로 수행하였다. 

사용된 아미노산 중 알라닌(alanine)이 16.2 mL H2/g 

amino acid로 가장 높게 나타났으며 대부분 5.0 mL 

H2/g amino acid 이하로 보고되었다17). Xiao 등18)은 

단백질을 기질로 이용하여 초기 pH를 중성 범위로 

고정하였으며 기질의 농도는 0.3-2.7 g/L 범위로 수

소 수율을 평가하였다. 그 결과에 따르면 0.3g/L의 

기질농도에서 0.077 mL H2/mg protein으로 수율이 

가장 높게 나타났으며 농도가 낮을수록 수소 수율이 

증가하는 경향으로 보고되었다18).

선행 연구들을 살펴보면 단백질을 이용한 혐기성 

수소 발효시 기질 농도에 대한 연구들이 진행되었으

나 수율은 상이한 결과를 보였다. 또한 초기 pH는 선

행 연구들에 따라 다르게 적용되었으며 부산물에 대

한 평가는 미비한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 

펩톤을 이용하여 단백질의 혐기성 수소 발효시 초기 

pH와 농도에 따른 수소 및 부산물 발생 특성에 대하

여 평가하였다. 

2. 실 험

2.1 식종 미생물 및 기질

2.1.1 식종 미생물

본 연구에서 식종 미생물은 H시에 위치한 하수처

리시설 내 혐기성 소화조의 유출수를 이용하였다. 소

화조의 유출수는 불순물 제거를 위하여 4 mm 체를 

이용하여 거린 후 수소와 무관한 미생물의 성장 억

제를 위하여 90℃에서 20분간 전처리하였다. 식종 

미생물의 총 고형물(total solids, TS), 휘발성 고형물

(volatile solids, VS) 및 pH는 각각 19.3±1.2 g/L, 

15.4±0.8 g/L, 7.3±0.1이다. 

2.1.2 기질

본 연구에서는 기질에 대한 영향을 줄이기 위하여 펩

톤을 이용하였다. 기질의 농도는 0.1-10.0 g peptone/L 

범위로 선정하였다. 

2.2 혐기성 수소 실험

2.2.1 반응기

혐기성 수소 반응기는 유효체적이 300 mL인 아크

릴 재질의 반응기를 이용하였다. 반응기에는 가스의 

시료채취를 위한 배출구와 pH 측정을 위하여 센서가 

장착 가능하도록 구성하였다. 반응기는 온수순환펌

프가 장착된 온탕기에서 배양되었으며 온도는 35±

1℃로 중온 조건에서 고정하였다. 
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Fig. 1. Hydrogen production of peptone with different initial pH

2.2.2 식종

수소 암발효 실험을 위하여 전처리된 식종 미생물

을 유효체적의 30%를 채우고 기질 농도에 맞춰 배지

와 혼합 후 나머지 부분을 채웠다. 식종 미생물, 기질 

그리고 배지를 반응기에 채운 후 초기 pH를 4.0-9.0 

범위로 5N KOH와 3N HCl을 이용하여 조정하였다. 

초기 pH를 조정한 반응기는 질소가스로 탈기하여 혐

기성 조건으로 치환하였다. 

2.3 분석 및 해석 방법

바이오가스 발생량은 체적 측정이 가능한 유리 주

사기를 이용하여 반응조 상단 가스 배출구를 통하여 

측정하였다. 수소의 함량은 gas-tight syringe를 이용

하여 일정량을 채취한 후 열전도도검출기(Thermal 

Conductivity Detector, TCD)가 장착된 가스 크로마

토그래피(Gas Chromatography, Gow Mac series 580, 

USA)를 이용하였다. GC의 운반기체로는 초고순도 

질소(99.999%)를 30 mL/min의 유속으로 흘려보냈다. 

Column은 stainless steel 재질에 1.8 m×3.2 mm로 내

부를 molecular sieve 5A (80/100 mesh)를 충진한 것

으로 이용하였다. GC의 운영 조건은 column이 50℃, 

injector가 80℃ 그리고 detector가 90℃로 유지하였다. 

발생된 수소가스는 수정된 Gompertz 식을 이용하

여 동역학적 상수를 도출하였다(식 [1]). 

HP∙exp

expP

Rm∙e
 t   (1)

여기서, H는 누적 수소 수율(mL H2/g peptone), P

는 최대 수소 수율(mL H2/g peptone), Rm은 최대 수

소 발생 속도(mL H2/g peptone.d), λ는 지체시간(d) 

그리고 e는 지수를 나타낸다. 

식종 미생물의 TS, VS는 Standard Methods에 준

하여 수행하였으며 pH는 Orion 8102 BNUWP ROSS 

UltraⓇ 전극(Thermo Scientific, USA)을 이용하여 측

정하였다. 

휘발성 지방산(Volatile Fatty Acids, VFAs)은 자외선 

검출기(ultraviolet detector)가 장착된 고성능 액체 크로

마토그래피(High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC, YL-9100, Young-Lin Inc., Korea)를 이용하였

다. HPLC의 column은 fast acid column (100 mm×7.8 

mm, BIO-RAD, USA)을 장착하였으며 유동상 물질

은 0.005M H2SO4를 이용하였다. 

미생물 분석은 pyrosequencing 454 기법을 이

용하였으며 분석 전에 미생물 시료는 -20℃에 보

관하였다. 미생물의 분석을 위하여 16S rRNA 유전

자의 DNA 추출은 Ultraclean Soil DNA kit (MoBio 

Laboratory Inc., USA)를 이용하였다. 추출된 DNA

는 27F ((5′-AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3′)와 518R 

(5′-ATTTACCGCGGGCTGCTGG-3′) 프라이머를 이

용하여 증폭하였다. 증폭된 미생물 DNA는 중합효소

연쇄반응을 거쳐 Roche GS FLX 454 pyrosequencing 

플랫폼을 이용하여 400 bp 단위로 생성하였다. 미생

물 군집 분석은 RDP 분석표를 이용하여 수행하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 단백질의 혐기성 수소 발효시 초기 pH의 영향

기질 농도는 0.5 g peptone/L로 고정하였으며 초기 

pH는 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 및 9.0으로 수행하였다
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Table 1. Characteristics of hydrogen production with different 
initial pH

Initial pH
P

(mL H2/g peptone)
Rm

(mL H2/g peptone.d)

4.0 3.2±0.2 0.3±0.06

5.0 3.5±0.4 0.3±0.05

6.0 8.9±0.3 0.4±0.04

7.0 17.3±1.2 0.4±0.08

8.0 18.7±1.1 0.5±0.06

9.0 7.2±0.6 0.4±0.04

Substrate concentration (g peptone/L)
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Fig. 2. Hydrogen production of peptone with different substrate 
concentration

Table 2. Characteristics of hydrogen production with different 
substrate concentration

Substrate 
concentration
(g peptone/L)

P
(mL H2/g peptone)

Rm
(mL H2/g peptone.d)

0.1 15.2±0.4 0.5±0.03

0.5 18.6±0.6 0.4±0.03

1.0 19.2±0.8 0.4±0.02

1.5 16.3±0.7 0.4±0.06

2.0 15.4±1.1 0.3±0.04

2.5 8.2±1.1 0.3±0.05

(Fig. 1, Table 1). 혐기성 수소 발효 중 별도의 pH를 

조절하기 않았으나 초기 pH에서 큰 변화는 나타나지 

않았다. 

초기 pH 8.0에서 수소 수율이 18.7±1.1 mL H2/g 

peptone, 최대 수소 발생 속도는 0.5±0.06 mL H2/g 

peptone.d로 가장 높게 나타났다. 초기 pH 4.0-8.0 범

위 내에서는 수소 수율이 점차 증가하는 경향으로 나

타났으나 초기 pH 9.0에서는 감소하였다. Lee 등19)

은 음식물류 폐기물을 기질로 이용하였으며 초기 

pH는 8.0, 운전 pH는 5.3이 최적으로 나타났다. 

Akroum-Amrouche 등20)의 연구에 따르면 포도당을 

기질로 이용하는 경우 최적의 초기 pH는 6.5로 나타

났다. 혐기성 수소 발효시 초기 pH 또는 운전 pH가 

낮을 경우에는 산 생성이나 알코올 생성 물질 대사 

경로가 발현되어 미생물 스스로 pH를 유지하기 위한 

능력이 감소된다20). 반면 pH가 높을 경우에는 미생

물이 기질 소모 후 개미산(formic acids) 배출함에 따

라 H2와 CO2 생성에 관한 활성이 감소하게 된다. 이

로 인하여 수소 수율이 낮아지게 된다20). 이러한 원

인으로 초기 pH는 수소 수율에 영향을 미치며 기질

에 따라 최적의 pH가 다르게 나타난다. 

탄수화물이 풍부한 바이오매스의 경우 초기 pH를 

높게 하는 이유는 젖산(lactic acids)의 생성을 억제하

는데 있다19). 반면 하수슬러지나 가축분뇨 같은 단백

질이 풍부한 바이오매스에서는 알칼리성 pH 

(8.5-10.0) 범위에서 수소 수율이 높은 것으로 나타났

다21). 이러한 결과는 알칼리성 pH에서 단백질의 수

용성이 증가함에 기인한다. 선행 연구와 본 연구의 

결과들을 살펴보면 단백질의 혐기성 수소 발효시 최

적의 초기 pH는 알칼리성 범위인 8.0으로 나타났으

며 이 때 수소 수율과 최대 수소 발생 속도가 가장 

높은 것으로 나타났다. 

3.2 단백질의 혐기성 수소 발효시 기질 농도의 영향

초기 pH 실험 결과를 바탕으로 기질의 농도별 혐

기성 수소 발효를 수행하였다. 그 결과에 따르면 수

소 수율은 기질 농도가 0.1-1.0 g peptone/L 구간까지

는 증가하는 경향이지만 그 이후에는 감소하였으며 

2.5 g peptone/L에서는 급격한 변화폭을 보였다. 반

면에 최대 수소 발생 속도는 기질 농도가 증가함에 

따라 지속적으로 감소하는 추세로 나타났다(Fig. 2, 

Table 2). 

Cheng 등17)에 따르면 단백질이 분해되어 생성되
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Fig. 3. VFAs in the residual solutions of hydrogen fermentation 
of peptone with different substrate concentration

Table 3. Acetate/butyrate and acetate/valerate ratio of hydro-
gen fermentation of peptone 

Substrate 
concentration
(g peptone/L)

Acetate/butyrate Acetate/valerate

0.1 1.0 1.3

0.5 0.8 0.9

1.0 0.7 0.5

1.5 0.6 0.4

2.0 0.5 0.4

2.5 1.0 1.8

는 아미노산을 이용하여 혐기성 수소 발효 실험을 

수행하였다. 기질의 농도는 8.3 g amino acid/L이며 

수소 수율은 아미노산 종류에 따라 다르긴 하나 

0.2-16.2 mL H2/g amino acid 범위로 나타났다. 알라

닌(alanine)과 아르기닌(arginine)을 제외하고는 5 mL 

H2/g amino acid 이하로 나타났다17). Akutsu 등22)은 

펩톤을 5 g/L로 실험을 수행하였으나 수소 발생이 

거의 없는 것으로 보고하였다. 선행 연구들이 본 연

구에 비하여 높은 농도로 실험을 수행하였으나 본 

연구 결과에 추세로 보았을 때 유사한 결과로 추정할 

수 있다. Xiao 등21)에 따르면 단백질의 농도가 2 g/L 

이하일 경우 수소 수율은 20 mL H2/g protein보다 낮

은 것으로 보고하였다. 본 연구 결과에서는 1.0 g 

peptone/L에서 수소 수율이 19.2±0.8 mL H2/g pep-

tone로 가장 높게 나타났으며 2.0 g peptone/L에서는 

15.4±1.1 mL H2/g peptone로 선행 연구 결과와 유사

하게 나타났다. 

3.3 단백질 혐기성 수소 발효시 부산물 발생 및 미생물 

군집 특성

단백질 농도별 혐기성 수소 발효 반응 후 부산물

과 미생물 군집 분석을 수행하였다. 부산물은 휘발성 

지방산을 수행하였다(Fig. 3). 기질의 농도가 증가할

수록 초산이온(acetate)의 비율은 감소하는 경향으로 

나타났으며 길초산이온(valerate)은 점차 증가하였다. 

그에 반하여 낙산이온(butyrate)과 프로피온산이온

(propionate)은 기질 농도에 따라 크게 변화하지 않는 

것으로 나타났다. 

C3H7O2N + H2O → 1/3 CH3COOH 

                    + 2/3 CH3CH2COOH + NH3  

                    + 1/3 CO2 + 1/3 H2     (2)

C3H7O2N + H2O → 1/2 CH3CH2CH2COOH + NH3  

                    + CO2 + H2            (3)

C3H7O3N + H2O → 1/3 CH3COOH  + NH3 

                     + CO2 + H2           (4)

C6H13O2N + 2H2O → C5H10O2(valerate) + NH3 

                     + CO2 + 2H2          (5)

4H2 + 2CO2 → CH3COOH + 2H2O         (6)

단백질이 분해되어 생성되는 아미노산의 경우 식

(2)-(5)와 같이 분해될 수 있으며 그 과정에서 수소를 

생산할 수 있다. 초산이 생성되는 경우 1 mol 또는 

1/3 mol의 수소가 발생하며 낙산이 생성되는 경우 

수소가 1 mol 발생한다. 반면 길초산이 생성되는 경

우에는 2 mol의 수소가 발생되는 것으로 나타났다. 

또한 수소 발효시 초산이온보다는 낙산이온 생성 반

응이 안정성 측면에서 유리한 것으로 알려져 있다23). 

단백질을 이용하는 경우 초산이온/낙산이온 비뿐만 
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Table 4. Relative abundance of C. sticklandii, C. perfrigens and C. acetobutylicum in hydrogen fermentation

Substrate concentration
(g peptone/L) C. sticklandii C. perfrigens C. acetobutylicum Others

0.1 20.3 33.4 17.4 28.9

0.5 24.8 32.8 13.4 29.0

1.0 26.8 36.1 10.2 26.9

1.5 34.3 34.1 8.4 23.2

2.0 43.3 34.2 12.4 10.1

2.5 21.2 34.1 21.4 23.3

아니라 초산이온/길초산이온 비가 수소 수율과 유사

한 경향으로 나타났다(Table 3). 즉, 단백질의 혐기성 

분해시 낙산이온과 길초산이온의 비율이 높을수록 

수소 수율이 높은 것으로 나타났다. 초산 이온의 비

율이 높을 경우 수소를 소모하는 반응에 의하여 생

성된 것으로 추정된다(식 [6]). 

따라서 본 연구 결과에 따르면 기질 농도별 휘발성 

지방산의 비율이 다르게 나타났으며 주로 낙산이온과 

길초산이온 생성 반응에 따라 수소가 발생하였으며 초

산이온 생성 반응을 통하여 소모된 것으로 판단된다. 

미생물 군집 분석은 Clostridium sticklandii, 

Clostridium perfrigens 및 Clostridium acetobutyli-

cum에 관한 비율을 조사하였다(Table 4). C. stick-

landii는 단백질로부터 길초산에 생성에 관여하

는 미생물이며 C. perfrigens는 초산 생성 그리고 

C. acetobutylicum은 초산 소모에 관여하는 미생

물이다. 

C. sticklandii는 기질 농도 증가에 따라 점차 증가

하는 경향으로 나타났으며 2.5 g peptone/L에서 감소

하였다. 반면 C. acetobutylicum은 C. sticklandii의 경

향과는 달리 기질농도 증가에 따라 점차 감소하였으

며 2.5 g peptone/L에서 증가하였다. C. perfrigens는 

기질 농도와는 무관하게 일정 비율을 유지하였다. 이

는 부산물인 휘발성 지방산과 수소 수율의 경향과 

유사한 것으로 나타났다. 즉, 길초산을 생성하는 미

생물이 증가하고 초산을 소모하는 미생물이 감소할

수록 수소 수율이 증가하는 것으로 나타났다. 

4. 결 론

본 연구에서는 단백질의 수소 발효 특성과 이에 

따른 부산물 평가를 수행하였다. 

1) 단백질 수소 발효시 적정 초기 pH는 8.0으로 

나타났으며 별도의 pH 변화 없이 유지되는 것으로 

나타났다. 이때의 수소 수율은 18.7 mL H2/g peptone

으로 나타났다. 

2) 미생물 군집 평가 결과에 따르면 단백질 분해 

시 초산을 생성하는 Clostridium perfringens와 길초

산을 생성하는 Clostridium sticklandii가 증가할수록 

수소 수율이 높은 것으로 나타났다. 반면, 수소 수율

이 낮을 때에는 수소를 소모하여 초산을 생성하는 

Clostridium acetobutylicum의 비율이 증가하는 것으

로 나타났다. 

 3) 본 연구는 단백질의 수소 발효시 부산물과 미

생물 군집에 관하여 평가하였으며 이 결과는 향후 바

이오매스를 이용한 수소 에너지 생산 분야의 안정적

인 운영을 위한 기초자료로 활용될 것으로 기대된다. 
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