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산업화에 따른 개발과 급격한 인구 증가로 인해 전지구적

인 에너지 수요는 지속적으로 증가하고 있으며, 화석연료는

가장 널리 사용되는 주에너지원이다[1−3]. 화석연료는 재생

산되기까지 수백만 년의 시간이 소요되며, 질소산화물(NOx),

황산화물(SOx), 이산화탄소(CO2) 등 다양한 대기오염물질을

배출하여 심각한 환경 문제를 초래한다[1, 2]. 이러한 화석연

료의 문제점을 극복하기 위해 대체 에너지원에 대한 연구

가 활발히 진행되고 있으며, 수소는 대표적인 대체 에너지

원으로 각광받고 있다[2, 4, 5]. 수소는 화석연료에 비해 약

2.75배의 높은 에너지 수율(122−149 kJ/g-biomass)을 지니

며, 온실가스와 같은 대기오염물질을 배출하지 않는 청정한

에너지원이다[1, 2]. 그러나 현재 국내에서 생산되는 수소의

약 96%는 화석연료에 기반하고 있으며[5], 재생이 어렵고,

많은 에너지가 필요하다는 점에서 완벽한 청정 에너지로 인

정받기 어렵다[2, 6]. 반면, 유기성 폐자원으로부터 미생물의

생물학적 공정을 이용하여 생산한 바이오수소(biohydrogen)

는 생산 과정에서 높은 에너지를 필요로 하지 않으며, 온실

가스를 배출하지 않는 친환경적인 에너지원이다[6−8]. 또한,

수소 생산과 동시에 환경오염물질을 처리할 수 있다는 장점

을 지니고 있다[1, 5]. 유기성 자원을 이용한 바이오수소 생

산에는 온도, pH, 기질농도, 염농도 등 다양한 인자들이 영

향을 미친다[9, 10]. 그러나 접종원의 종류, 배양 환경 등에

따라 상이한 결과가 보고되고 있다[3, 9, 10]. 본 연구에서는

회분식 실험을 통해 다양한 접종원 종류에 따른 바이오수소

생산 잠재능을 평가하였다. 나아가 기질종류, 염농도, 배양

온도 등 배양인자에 따른 바이오수소 생산능을 측정하여 바

이오수소 생산을 위한 최적조건을 도출하고자 하였다.

국내에서 채취한 8종류의 시료를 접종원으로 이용하여 바

이오수소를 생산하는 미생물 컨소시움을 농화배양하여 회분

식 실험을 진행하였다. 8종류의 접종원은 담수 퇴적물

(freshwater sediment, FS), 습지 토양(wetland, W), 산림 토

양(forest soil, S), 숲 웅덩이 퇴적물(forest puddle sediment,

FP), 갯벌 퇴적물(marine sediment, MS), 기수습지 퇴적물

(estuary marsh sediment, ES), 염수습지 퇴적물(brine
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marsh sediment, BS) 및 혐기소화슬러지(anaerobic digestion

sludge, AS)를 이용하였다. 각 접종원의 총 고형물(total

solid, TS)과 휘발성 고형물(volatile solid, VS)는 각각 110℃

에서 4시간 이상, 550℃에서 2시간 건조하여 측정하였다

(Table 1). 회분식 실험을 위해 무기염 배지(NaHCO3 4 g/l,

NH4Cl 0.5 g/l, NaH2PO4· 2H2O 0.5 g/l, K2HPO4 0.38 g/l,

FeSO4· 7H2O 25 mg/l, MgCl2· 6H2O 8.5 mg/l, NiCl2· 6H2O

0.4 mg/l)를 이용하였다[11]. 수소 생산능의 최적 조건을 도

출하기 위해 기질종류(단일기질 및 복합기질), 염농도, 배양

온도를 배양인자로 선정하였다(Table 2). 단일기질로는 50 g/l

의 글루코오스를 이용하였으며, 복합기질로는 50 g/l의 글루

코오스, 0.5 g/l의 효모추출물, 10 g/l의 펩톤을 혼합하여 사

용하였다(Table 2) [11]. 0 g/l와 10 g/l의 NaCl을 이용하여

염농도의 영향을 살펴보았고[12], 중온(37℃)와 고온(50℃)

조건에서 진탕배양을 수행하였다(Table 2) [13, 14]. 모든 접

종원은 105℃에서 2시간동안 열처리하여 준비하였다[15, 16].

120 ml 크기의 혈청병에 전처리한 접종원 2 g과 무기염 배

지 40 ml를 넣어 working volume 40 ml로 배양하였다. 혈

청병은 99% N2 가스(Dong-A Specialty Gases Co., Ltd.,

Korea)로 치환 후 부틸고무마개로 밀봉하였다. 회분식 실험

은 163시간, 100 rpm으로 진탕 배양하여 진행하였다. 혈청

병의 수소 농도 측정을 위해 gas tight syringe를 이용하여

혈청병 상부로부터 가스를 채취하였으며, 30 m × 0.53 mm

× 25 μm의 capillary 컬럼(HP-PLOT 5A, Agilent Technologies,

USA)와 열전도도 검출기(thermal conductivity detector,

TCD)가 장착된 가스크로마토그래피(7890A GC system,

Agilent Technologies)를 이용하여 측정하였다. 수소 가스 검

출을 위해 오븐, 주입부 및 검출부 온도는 각각 90℃, 105℃ 및

150℃로 설정하였다.

접종원 별로 중온(37℃)에서 배양인자(기질종류 및 염농도)

에 따라 평가한 바이오수소 생산속도(ml-H2· l-1·d-1)를 Fig. 1

에 도시하였다. 담수 퇴적물(FS)의 최대 수소 생산속도는

1,301.7−1,990.1 ml-H2· l-1·d-1이었으며, 배양인자에 따른 유

의한 차이는 없었다(Fig. 1a, p > 0.05). 습지 토양(W)의 경

우, 염을 추가한 단일기질 조건에서는 수소가 생산되지 않은

반면(p < 0.05), 나머지 조건에서는 최대 325.1−736.4 ml-

H2· l-1·d-1의 속도로 수소가 생산되었다(Fig. 1b, p > 0.05).

산림 토양(S)은 가장 낮은 수소 생산 활성을 보였다(Fig. 1c).

단일기질을 이용하였을 때 최대 수소 생산속도는 200 ml-

H2· l-1·d-1 미만이었으며, 복합기질을 주입한 경우에는 최대

188.3−239.8 ml-H2· l-1·d-1로, 단일기질에 비해 상대적으로 높

은 수소 생산능을 보였다(p < 0.05). 숲 웅덩이 퇴적물(FP)

의 경우, 배양인자에 따른 유의한 차이는 나타나지 않았으며

최대 수소 생산속도는 958.9−1,500.1 ml-H2· l-1·d-1였다(Fig.

1d, p > 0.05). 단일기질 또는 염을 추가하지 않은 복합기질

조건에서 갯벌 퇴적물(MS)의 최대 수소 생산속도는 908.4−

Table 1. Sampling site, total solid (TS) and volatile solid (VS) of inoculum sources. 

Organic source Sampling site
Total solid
 (TS, wt%)

Volatile solid
 (VS, wt%)

Freshwater sediment (FS) Namhan basin, Gangsang-myeon, Yangpyeing-gun 66.7 ± 0.1 3.5 ± 0.0
Wetland (W) Buyong mountain, Yangpyeing-gun 28.5 ± 1.6 3.3 ± 0.3
Forest soil (S) Buyong mountain, Yangpyeing-gun 20.4 ± 1.0 7.3 ± 0.3
Forest puddle sediment (FP) Buyong mountain, Yangpyeing-gun 45.9 ± 2.2 6.0 ± 0.7
Marine sediment (MS) Sorae marsh ecological park 23.0 ± 1.1 2.5 ± 0.1
Estuary marsh sediment (ES) Sorae marsh ecological park 21.8 ± 0.4 2.0 ± 0.1
Brine marsh sediment (BS) Sorae marsh ecological park 22.1 ± 0.1 1.7 ± 0.0
Anaerobic digestion sludge (AS) Food wastes anaerobic digester 66.8 ± 5.2 16.4 ± 5.8

Table 2. Experimental conditions for batch tests to evaluate biohydrogen production from inoculum sources.

Operational parameter Compound Final concentration or condition Reference
Substrate Sole substrate (Glucose) 50 g/l [11]

Co-substrate
 (Glucose + yeast extract + peptone)

50 g/l of glucose + 0.5 g/l of yeast extract 
+ 10 g/l of peptone

Salt NaCl 0 g/l [12]
10 g/l

Incubation temperature - 37℃ [13, 14]
- 50℃
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1,312.3 ml-H2· l-1·d-1였다(Fig. 1e). 반면 염을 추가한 복합기

질 조건에서의 최대 수소 생산속도는 그보다 낮은 273.4 ml-

H2· l-1·d-1이었으나, 통계적으로 유의한 차이는 없었다(Fig.

1e, p > 0.05). 기수습지 퇴적물(ES)의 최대 수소 생산속도는

208.0−711.4 ml-H2· l-1·d-1이었으며, 배양인자에 따른 유의한

차이는 나타나지 않았다(Fig. 1f, p > 0.05). 염수습지 퇴적물

(BS) 역시 배양인자에 따른 수소 생산속도에 유의한 차이는

관찰되지 않았으며, 최대 수소 생산속도는 1,002.7−2,160.0

ml-H2· l-1·d-1였다(Fig. 1g, p > 0.05). 혐기소화슬러지(AS)의

최대 수소 생산속도는 1,409.4−2,729.0 ml-H2· l-1·d-1였다

(Fig. 1H). 염을 추가한 단일기질 조건에서 가장 낮은 수소

생산 속도를 보였으나, 통계적으로 유의한 차이는 없었다(Fig.

1h, p > 0.05). 전체적으로, 중온(37℃)에서는 기질종류 및 염

농도는 접종원별 바이오수소 생산에 유의한 영향을 끼치지

않았다. 배양인자보다는 접종원의 종류에 따라 수소 생산 속

도에 차이가 나타났으며, 혐기소화슬러지(AS) > 염수습지 퇴

적물(BS) > 담수 퇴적물(FS) > 숲 웅덩이 퇴적물(FP) > 갯벌

퇴적물(MS) » 기수습지 퇴적물(ES) > 습지 토양(W) » 산림

토양(S)의 순으로 높은 수소 생산능을 보였다. 수소 생산능

이 가장 높은 혐기소화슬러지(AS)의 주입기질 당 최대 수소

생산 수율은 0.74 mol-H2·mol-glucose-1이었다.

고온(50℃)에서 기질종류 및 염농도에 따른 접종원별 수소

생산속도를 Fig. 2에 도시하였다. 단일기질을 주입한 담수

퇴적물(FS)에서는 염농도에 관계없이 수소가 거의 생산되지

않았으며(최대 1.0−13.2 ml-H2·l
-1·d-1), 복합기질을 주입한 경

우 최대 43.7−69.7 ml-H2·l
-1·d-1로, 단일기질보다 유의하게

높은 수소 생산속도를 보였다(Fig. 2a, p < 0.05). 한편, 습지

토양(W) 산림 토양(S) 및 기수습지 퇴적물(ES)은 고온(50°)

의 조건에서 기질종류 및 염농도에 관계없이 수소를 거의 생

산하지 않았다(Figs. 2b, 2c, and 2f). 숲 웅덩이 퇴적물(FP)

은 염을 주입하지 않은 복합기질에서 가장 높은 최대 수소

생산속도(253.7 ml-H2·l-1·d-1)를 보인 반면(p < 0.05), 단일기

질과 염을 추가한 복합기질 조건에서는 25 ml-H2·l-1·d-1 미

만의 낮은 생산속도를 보였다(Fig. 2d). 갯벌 퇴적물(MS)과

염수습지 퇴적물(BS)은 기질종류에 따라 수소 생산속도에

유의한 차이를 보였다(Fig. 2e and 2g). 두 종의 접종원 모두

단일기질 조건에서는 염농도에 관계없이 수소 생산이 거의

관찰되지 않았으나(p < 0.05), 복합기질 조건에서는 각각

Fig. 1. Volumetric hydrogen production rate at 37℃ of incubation temperature. The boxes represent the 25th, 50th, 75th percentiles,
and the error bars indicate the 5th and 95th percentiles. The red lines represent the average value. Asterisks indicate significant differ-
ences (p < 0.05). (a) FS, freshwater sediment; (b) W, wetland; (c) S, forest soil; (d) FP, forest puddle sediment; (e) MS, marine sediment;
(f) ES, estuary marsh sediment; (g) BS, brine marsh sediment; (h) AS, anaerobic digestion sludge.
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474.7−844.1 및 588.6−828.1 ml-H2·l
-1·d-1의 최대 생산속도

를 보였다. 혐기소화슬러지(AS)는 8종의 접종원 중 가장 우

수한 수소 생산능을 보였다(Fig. 2h). 혐기소화슬러지(AS)의

최대 수소 생산속도는 653.9−1,384.7 ml-H2·l-1·d-1이었으며,

배양인자에 따른 유의한 차이는 관찰되지 않았다(p > 0.05).

중온(37℃)에서의 결과와 비교하였을 때, 고온(50℃)에서는

모든 배양액에서 수소 생산능이 저하되었다. 또한 단일기질

을 사용했을 때보다 복합기질을 사용하였을 때 대체로 수소

생산능이 향상되는 양상을 보였다. 접종원에 따라 비교해보

면, 혐기소화슬러지(AS) » 염수습지 퇴적물(BS) ≈ 갯벌 퇴적

물(MS) ≈ 숲 웅덩이 퇴적물(FP) > 담수 퇴적물(FS) » 습지 토

양(W) ≈ 산림 토양(S) ≈ 기수습지 퇴적물(ES)의 순으로 높

은 수소 생산능을 보였다. 수소 생산능이 가장 높은 혐기소

화슬러지(AS)의 주입기질 당 최대 수소 생산 수율은 0.34

mol-H2·mol-glucose-1이었다.

전체적으로, 본 연구에서 이용한 접종원 종류에 따른 바이

오수소 생산에는 기질종류와 염농도보다 배양온도와 접종원

에 의한 영향이 크게 나타났다. 중온(37℃)이 고온(50℃) 보

다 수소 생산에 더 적합하였으며, 8종의 접종원 중에서는 혐

기소화슬러지(AS)가 가장 높은 수소 생산능을 보였다(Figs.

1 and 2). 온도는 바이오수소 생산에 가장 큰 영향을 미치는

대표적인 인자다[17, 18]. 접종원의 미생물 군집 구조와 배양

환경 등에 따라 최적 온도에 대한 상이한 결과가 보고되었

으나, Clostridium, Enterobacter, Bacillus 속의 대표적인

수소 생산 미생물들은 20−40℃의 중온 범위에서 최적의 활

성을 보이며, 수소 생산에 가장 적절한 온도는 일반적으로

30−37℃라고 알려져 있다[10, 17, 18]. 한편, 혐기소화슬러

지는 대표적인 수소 생산 접종원으로, 제한된 기질 농도, pH

및 온도 변화 등 스트레스 조건 하에서 우수한 적응 능력을

지닐 뿐만 아니라, 풍부한 미생물 군집 내 상호작용을 통한

수소 생산 잠재력을 지니고 있다[9, 10]. 본 연구 결과와 유

사한 결과는 다음과 같다. Wang 등(2008)은 혐기소화슬러

지를 이용하여 20−55℃에서 회분식 실험을 통해 수소 생산

능을 평가하였다[19]. 20−40℃ 범위에서 온도가 증가할수록

수소 생산능이 향상되었고, 수소 생산속도는 35℃에서

765.6 ml-H2·l
-1·d-1로 가장 높았다[19]. Shi 등(2010) 역시 혐기

소화슬러지를 접종원으로 온도 및 pH 변화에 따른 수소 생산

능을 평가하였으며, 동일한 pH 조건에서 수소 생산속도는

Fig. 2. Volumetric hydrogen production rate at 50℃ of incubation temperature. The boxes represent the 25th, 50th, 75th percentiles,
and the error bars indicate the 5th and 95th percentiles. The red lines represent the average value. Asterisks indicate significant differ-
ences (p < 0.05). (a) FS, freshwater sediment; (b) W, wetland; (c) S, forest soil; (d) FP, forest puddle sediment; (e) MS, marine sediment;
(f) ES, estuary marsh sediment; (g) BS, brine marsh sediment; (h) AS, anaerobic digestion sludge.
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1,214.2−1,364.2 ml-H2·l
-1·d-1 (35℃), 389.0−667.7 ml-H2·l

-1

·d-1 (45℃), 170.6−199.4 ml-H2·l
-1·d-1 (25℃)로, 중온(35℃)

에서 가장 우수한 수소 생산능을 보였다[20]. 또한 Wang 등

(2011)은 혐기소화슬러지를 접종원으로 온도에 따른 수소 생

산능을 평가하였고, 이를 토대로 logistic model을 이용하여

수소 생산에 적합한 최적 온도를 예측하였다[21]. 그 결과 35−

40℃의 온도에서 수소 생산속도가 175.2−276.0 ml-H2·l-1·d-1으

로 가장 우수하였으며, 37.8℃의 온도가 최적 온도로 예측되

었다[21]. 본 연구에서는 회분식 실험을 통해 8종의 접종원

별 바이오수소 생산 잠재능을 분석하였으며, 추후 유기성 폐

기물을 활용한 바이오수소 생산 공정의 기초 자료로 활용될

수 있을 것이다.

요 약

본 연구에서는 토양, 담수 및 염수 퇴적물, 슬러지 등 8종

의 접종원을 이용하여 배양인자(기질종류, 염농도, 배양온

도)에 따른 바이오수소 생산 잠재능을 평가하고 최적조건을

도출하고자 하였다. 각 접종원 별 바이오수소 생산속도는 배

양온도와 접종원 종류에 의해 유의한 영향을 받았다. 반면

기질종류와 염농도는 바이오수소 생산속도에 대체로 유의한

영향을 끼치지 않았다. 고온(50°)보다 중온(37℃)의 배양 온

도가 수소 생산에 더 적합하였으며, 8종의 접종원 중에서 중

에서는 혐기소화슬러지의 수소 생산능이 가장 우수하였다.

혐기소화슬러지의 최대 수소 생산속도는 중온(37℃)과 고온

(50℃)에서 각각 2,729.0 및 1,384.7 ml-H2·l
-1·d-1였다. 
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