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     A novel pilot-scale three stage fermentation system was developed for 

high-efficiency methane production from food wastes. This system consisted 

of three reactors and total reactor volume was 2.5 m3. The first stage was a 

semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic process which converted food wastes 

into variable sugars, amino acids, and volatile fatty acids (VFAs). The 

operation temperature and pH were 45℃, and 3.8 ~ 4.0, respectively. The 

hydraulic retention time (HRT) was 2 days. Eleven microbial strains (K1 ~ 

K11) were isolated and characterized through this stage. Total chemical 

oxygen demand (tCOD) was 71,234 mg/L. The second stage was an 

anaerobic acidogenic process which can produce large amounts (14,560 

mg/L) of VFAs including acetate, propionate, butyrate, valerate, and lactate. 

The operation temperature and pH were 35℃, and 3.5 ~ 3.8, respectively. 

The HRT of this stage was also 2 days. Five strains (KA1 ~ KA5) were 

isolated and characterized in this stage. The third stage was a strictly 
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anaerobic methane fermentation process producing methane and carbon 

dioxide from VFAs. The operation temperature and pH were 50℃, and 7.1 ~ 

7.5, respectively. The HRT was 12 days. Seventy two percent of methane 

from total biogas was generated and the yield was 360 L/Kg COD. Through 

out these stages, 91% of tCOD was removed.

  The effects of temperature and HRT on the methanogenesis were 

examined. Operation temperature was adjusted from 30℃ to 55℃, and the 

HRTs ranged from 8 to 12 days. The rate of soluble chemical oxygen 

demand (sCOD) removal correlated with digestion time according to the 

first-order kinetic model developed by Grau et al[Water Res., 9, 637-642 

(1975)]. With liquor food waste, thermophilic digesters showed a higher rate 

of sCOD removal than mesophilic digesters. The rates of biogas and 

methane production by thermophilic digesters were higher than those by 

mesophilic digesters regardless of HRT. Although maximum biogas production 

occurred when the HRT of 10 days was used, the methane yield was the 

highest in the reactor when an HRT of 12 days was used (223 L CH4/kg 

sCODdegraded). However, digestion stability decreased when an HRT of 8 days 

was used. The concentration of NH3-N generated in this experiment did not 

inhibit anaerobic digestion.

  The process characteristics of anaerobic methane fermentation using 

several organic wastes were investigated. The substrates used were food 

wastes, vegetable wastes, cow manures, pig manures and wastewater sludge. 

The substrates were mixed with inocula (methanogenic fluid) at a ratio of 

1:1, and several parameters including total solid (TS), volatile solid (VS), 

sCOD, and biogas production were monitored. Anaerobic digestion of food 

wastes and pig manures were occurred rapidly in the initial stage of 

fermentation, whereas that of vegetable wastes were occurred slowly in the 

late stage. Cow manures were degraded in the both initial and late stages of 

digestion.

  Total 10 m
3
 pilot-scale methane fermentation system was operated under 
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the same condition as total 2.5 m3 methane fermentation system. The 

operation temperature and pH of the first stage were 45℃, and 3.8 ~ 4.0, 

respectively. The HRT was 2 days. tCOD was 56,734 mg/L. The second 

stage was an anaerobic acidogenic process which can produce VFAs 

including acetate, propionate, butyrate, valerate, and lactate. The operation 

temperature and pH were 35℃, and 5.0 ~ 5.5, respectively. The HRT was 2 

days. The third stage was a strictly anaerobic methane fermentation process 

producing methane and carbon dioxide from VFAs. The operation temperature 

and pH were 50℃, and 7.3 ~ 7.8, respectively. The HRT was 12 days. Sixty 

eight percent of methane was contained in the biogas. Through out these 

stages, total 93.5% of tCOD was removed.
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제 제 제 제 1 1 1 1 장  장  장  장  서 서 서 서 론론론론

        제 제 제 제 1 1 1 1 절  절  절  절  연구배경 연구배경 연구배경 연구배경 및 및 및 및 목적목적목적목적

  국내에서 생산되는 유기성 폐기물은 1997년을 기준으로 농산부산물 680만톤, 음

식물 쓰레기를 포함한 생활 폐기물 660만톤, 하수 슬러지 등의 사업장 폐기물 410 

만톤, 축분 3,000만톤 등 유기성 폐기물이 년간 4,800만톤 이상 발생하였으며, 최

근에는 이러한 유기성폐기물의 발생량이 계속 증가하여 년간 1억 5천만톤 이상 발

생하고 있다. 특히 음식물 쓰레기는 2002년도에 하루 11,397톤이 발생함으로써 생

활폐기물 발생량의 23%를 차지하고 있다
1)
. 이처럼 발생하는 유기성 폐기물들의 처

리방식은 주로 매립에 의존하였지만 이것은 자원의 경제적 낭비이며, 매립에 의한 악

취발생 및 침출수 발생으로 인한 지하수와 하천의 수질오염 및 토양오염과 같은 2차 

오염과 NIMBY 현상을 야기한다. 더욱이 NIMBY 현상에 의한 매립장의 부족과 2005년 

1월부터 시행된 음식물 쓰레기 직․매립 금지에 관한 법률의 시행으로 인하여 대량으로 

발생하고 있는 유기성 폐기물의 처리문제가 심각한 상황이다. 게다가 만일 이러한 유

기성 폐기물을 매립과 같은 기존의 방법으로 그대로 처리하게 된다면 매립지 토양 

내에서 발생하는 다량의 메탄이 그대로 대기 중으로 방출되어 기후변화를 급속하

게 촉진하게 될 것이다. 또한 음식물쓰레기의 경우 함수율이 85% 이상으로 부패하기 

쉬워 보관 및 운반에 문제가 있으며 소각처리 시 614 kcal/kg의 낮은 발열량으로 인한 

불완전 연소와 그에 따른 보조연료 사용량의 증대로 인하여 환경오염을 가중시키는  

문제점을 지니고 있다.

  한편 지난 세기동안, 인류의 산업발달과 성장을 위한 에너지소비의 양은 지속적

으로 증가되어 왔다. 그로인한 결과로서 현재 사용되는 주된 화석연료인 석유의 가

채년수는 약 40년 정도 밖에 남지 않았으며, 향후 40 ~ 60년 내에 획기적인 대체

에너지가 나오지 않는 한 심각한 에너지문제에 직면할 위기에 처해 있다. 또한 화

석연료 사용의 증가는 대기 중으로 CO2 방출을 가속화시켰고, 그로인해 지구온난

화와 기후변화를 일으키는 원인이 되고 있다. 이러한 문제를 해결하기 위한 방안으

로 재생가능하고, 지속가능하며, 효과적이고, 경제적이며, 편리하고 안전한 환경친

화적인 대체에너지 개발이 절실히 필요하게 되었으며, 최근 들어 바이오에너지에 
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관한 연구가 활발히 진행되고 있다. 

  신재생에너지원 가운데 하나인 바이오에너지는 동물이나 식물로부터 나오는 바

이오매스에 생물공학적 방법을 응용하여 얻는 연료용 알코올이나 메탄 혹은 수소

와 같은 재생성 무공해 에너지를 말한다. 전 세계적으로 바이오매스를 이용한 에너

지의 공급은 9 ~ 13% 정도이고, 여기에는 난방이나 요리를 위한 연료와 같은 전

통적인 에너지의 이용과 전기나    증기의 생산 및 액체 바이오연료와 같은 현대적인 

에너지의 이용이 모두 포함된다
2). 바이오에너지가 풍력, 태양광, 태양열 등으로부터 

생산되는 재생에너지와의 큰 차이점은 열, 전기 등과 같은 무형의 에너지가 아닌 기체·

액체·고체연료로서 형태를 갖는 에너지라는 점이며, 그 결과 에너지 저장이 가능한 장

점이 있다. 그리고 바이오에너지는 사용하는 과정에서 전체 이산화탄소의 생산을 증가

시키지 않는 환경친화적인 에너지이다. 실제로 바이오매스를 사용할 때 이산화탄소는 

분명히 배출되지만 발생하는 이산화탄소의 양은 대기 중에 이미 존재하는 양이며, 이

것은 식물이 광합성할 때 고정되고 식물이 이용한 후 다시 대기 중으로 방출하여 순환

하므로 전체적으로는 대기 중 CO2 농도 증가에 기여하지 않는다. 이로 인해 CO2- 

neutral 에너지로 이미 국제 사회에서 인정되었다. 

  그러므로 현재 대량으로 배출되고 있는 유기성 폐기물과 같은 재생가능 폐기물을 재

활용하여 폐기물 처리와 동시에 바이오에너지를 생산할 수 있다면 일석이조의 효과를 

얻을 수 있다.

  현재 국내에서 시도되고 있는 음식물 쓰레기를 포함한 재생가능 폐기물의 재활

용 기술은 주로 사료화
3,4)

, 퇴비화
5,6)

, 및 혐기성소화
7)
를 이용한 처리정도이다. 사

료화의 경우 건식사료화, 습식사료화, 증자(cooking)에 의한 사료화, 기름튀김 방

식에 의한 사료화 기술에 현재 이용되고 있으며 2004년에는 하루 989톤이 가축의 

사료로 이용되었다. 퇴비화의 경우에는 호기성 퇴비화, 혐기성 퇴비화, 건조발효, 

발효분해, 소멸화 분해기술이 이용되고 있으며 2004년에 하루 208톤이 재활용되었

다. 그러나 이 기술들은 기술의 특징에 따라서 고가의 설치비용이 소요되거나 대규

모 부지를 요구하고, 부패 또는 악취발생의 문제점을 안고 있다. 예를 들어 음식물 

사료화는 분리수거의 난점이 있고 부패성 또는 병원성 미생물의 발생과 사료 내 

이물질로 인하여 가축에 피해가 우려되며, 음식물 쓰레기 내에 영양분의 불균일로 

가축의 영양상태의 불균형을 초래할 수 있기 때문에 상품의 가치 및 경제성 그리고 

수요의 문제 등의 문제점을 내포하고 있다. 또한 퇴비화는 우리나라 음식물 자체의 
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과다수분 및 염분 등으로 농작물에 피해를 줄 수 있고 퇴비화된 음식물 쓰레기를 

토지화하는 과정에서 악취를 유발하게 되며 수분조절용 톱밥, 왕겨 등 부재료의 수

급, NIMBY 현상에 의한 부지 확보 곤란 등의 문제점을 가지고 있다. 따라서 최근에는 

국내외적으로 음식물 쓰레기와 같은 재생가능 폐기물을 혐기 소화처리하고 이 과

정에서 생산되는 메탄을 에너지화하는 기술 개발에 주력하고 있다. 

  혐기성 소화처리는 혐기성 미생물을 이용하여 유기물을 최종적으로 메탄과 이산화

탄소로 분해하는 처리방법이며 호기성 처리방법에 비해 동력소모가 적고, 고농도의 유

기성 폐수처리에 적용할 수 있다. 또한 이 공정에서 생산된 바이오 가스의 주성분인 

메탄은 유용한 에너지원으로서 현재 전량 수입하고 있는 액화천연가스의 주성분이

기도 하기 때문에 에너지 수입 대체효과를 기대할 수 있다. 따라서 혐기성 소화처

리 방법은 대규모 반응기에서 생산된 메탄을 연소를 통하여 발전할 수 있기 때문

에 주변 건물의 냉·난방 및 전력공급원으로 사용할 수 있고, 혐기성 소화처리 후 발

생되는 슬러지 생산량이 적어 이의 최종처분이 비교적 용이한 장점을 가지고 있다
8-10). 

그러나 혐기성 소화처리 방법은 온도, pH, 저해물질, 부하변동 등 환경조건의 변화에 

민감하여 운전이 까다롭고, 반응속도와 세포합성이 호기성 공정에 비해 매우 낮아 대

용량의 시설이 필요하므로 토지소요량과 건설비의 초기 투자비가 크다는 단점도 가지

고 있다. 이와 같은 단점에도 불구하고 유럽의 경우 음식물쓰레기와 분뇨를 처리하기

위한 혐기성 소화방법은 바이오가스 생산설비(biogas plants[BGPs])로 적용되고 있

으며, 이와 같은 BGPs는 덴마크에 19개, 독일에 11개 그리고 스웨덴에 10개의 large 

scale BGPs가 현재 가동 되고 있다
11,12)

.

  그러나 국가별로 도시 유기성 폐기물의 성분, 종류, 발생 정도와 수거방법상의 

특징들이 모두 다르기 때문에 각 국가는 독자적인 혐기성 소화처리 공정 즉 메탄 

발효시스템의 개발을 진행하고 있다
12). 예를 들어 우리의 음식물 쓰레기는 절대량

이 많고, 다량의 염분이 포함되어 있으며 함수율이 높기 때문에 외국의 공정대로 

가동할 경우 많은 문제점을 나타내게 된다. 또한 기존에 개발된 메탄 발효시스템을 

비교해 볼 때 단상 혐기성 산/메탄 반응기의 경우 산 발효와 메탄 발효가 동시에 

일어남으로써 산에 민감한 메탄생성세균들이 그 충격 때문에 성장에 저해를 받아 

메탄 발효능이 매우 낮았다. 이를 해결하기 위하여 새로 개발된 이상 반응기의 경

우 각각의 반응기를 따로 설치하여 산 발효조에서 가수분해와 산 발효가 동시에 

일어나게 한 후 산 발효액을 메탄 반응기에 주입하여 메탄 발효가 효율적으로 일
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어나도록 하였다. 그러나 이상 반응기의 경우도 여전히 발효 속도가 느리고 산충격 

때문에 메탄생산에 있어 효율이 낮다. 따라서 고형 상태의 폐기물을 단 시간 내에 

액상으로 전환하는 가수분해 반응속도를 높이고 산충격을 현저히 줄이면서 메탄생

산 수율을 높일 수 있는 새로운 혐기성 메탄 발효공정 개발이 시급하다.

  본 연구자가 속한 연구실에서는 1996년부터 유기성 폐기물을 혐기 소화처리하기 

위한 연구를 시작한 이래로 발효시스템 총 규모가 약 0.4 m
3
 규모의 mini 

pilot-scale에서 3단계로 메탄 발효화하는 공정을 개발하였으며
13), 현재까지 지속

적인 연구를 수행하고 있다.

  따라서 본 연구에서는 축산폐기물, 농산폐기물, 음식물쓰레기, 하수슬러지 등 각

종 재생가능폐기물들인 유기성 폐기물을 고속발효 시키기 위해 기존에 개발된 

mini pilot-scale의 혐기성발효시스템을 기반으로 하여 pilot-scale으로 scale-up시

킨 3단계 메탄 발효시스템의 개발과 우리나라의 유기성 폐기물의 특성에 맞는 발

효공정의 최적화 조건을 확립함으로써 폐기물 처리뿐만 아니라 이들로부터 환경친

화적인 청정대체에너지를 대량 생산할 수 있는 시스템을 구축하고자 하였다.

        제 제 제 제 2 2 2 2 절  절  절  절  국국국국․․․․내외 내외 내외 내외 기술개발 기술개발 기술개발 기술개발 동향동향동향동향

  국외의 재생가능폐기물의 혐기성 소화에 대한 연구와 실용화에 관한 기술개발은 

국내의 수준보다 진척되어 있다. 1988년 프랑스의 Amiens시에 도시 유기성 폐기

물을 혐기소화 처리하기 위한 Valorga공정이 준공된 이후 1996년까지 오스트리아, 

핀란드, 덴마크, 네덜란드, 독일, 스위스 등 유럽 국가와 캐나다, 미국 등 전세계적

으로 50여개 정도의 대형 혐기 소화 시설이 운영되고 있으며 향후 계속해서 건설

될 계획으로 알려져 있다
14)

.

  그러나 국가별로 재생가능 폐기물의 성분, 종류, 발생 정도와 수거방법상의 특징

들이 모두 다르기 때문에 각국별로 독자적으로 공정개발이 이루어지고 있다 

(Table 1).
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Table 1. Commercial anaerobic digestion process for removal of municipal 

solid wastes
15)

지 역 명 국  가 대상폐기물 공 정 명
소화

온도

전처리의

특    징

용량

(톤/년)

준공

년도

짤쯔부르그,

Salzburg
오스트리아 SS-MSW Dranco

고온

(55℃)

Drum

screen
20,000 1993

바사,

Vaasa
핀 란 드

SS-MSW와

하수슬러지

Wabio

(Avecon)

중온

(38℃)
Drum 40,000 1990

아미엥,

Amiens
프 랑 스

MSW

(미분리)
Varlorga 중온 Drum 55,000 1988

베거,

Vegger
덴 마 크

SS-MSW와

축산분뇨

Jysk

biogas
고온 습식분리 15,000 1991

라이덴,

Leiden
네덜란드

MSW와

SS-MSW
Paques 중온 (미확인) 100,000 1996

바덴바덴,

Baden-

Baden

독    일 SS-MSW BTA 중온 미분쇄 5,000 1993

륌므랑,

Rumlang
스 위 스

SS-MSW와

정원쓰레기
Kompogas 고온 수선별 5,000 1992

*SS-MSW : Source Sorted Municipal Solid Wastes.
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  예를 들어 프랑스의 경우 도시쓰레기의 분리·수거 관행이 아직 정착되어 있지 않기 

때문에 전체 쓰레기를 건식으로 처리하는 Valorga공정이 개발되어 있으며, 덴마크는 축

산폐수와 음식쓰레기를 통합 소화 처리하는 Vegger공정이, 벨기에에서는 고형물이 

25%를 넘는 음식쓰레기를 단일 발효조에서 소화하여 최대한의 메탄가스를 얻고 다량

의 고형물을 퇴비로 반출하는 Dranco공정을 운영하고 있다. 그러나 이 기술들은 주로 

재생가능 폐기물들의 소화에 역점을 두고 있고 아직 폐기물을 이용한 메탄의 대량 생

산에 대해서는 많은 연구가 진행 중에 있다.

  미국은 에너지성 (Department of Energy : DOE)산하의 국립재생에너지 연구소

(National Renewable Energy Laboratory : NREL) 주도하에 Biofuels Program을 수행 

중에 있으며 2010년까지 미국에서 사용되고 있는 생물학적 제품과 바이오 에너지 사용

량을 세 배로 높일 계획을 가지고 있다. 주 연구내용은 Cellulosic biomass로부터 에탄

올 등을 생산하거나 biomass 가스화에 의한 메탄올 생산, 바이오 디젤 생산, 재생가능 

폐기물 메탄가스화 기술, 그리고 에너지 작물의 재배 등 전반적인 바이오에너지 생산 

기술에 관한 연구를 수행 중에 있다.

  일본은 1974년부터 Sunshine Project라는 대규모 과제를 수행하고 있으며, 이 프로

젝트는 크게 신에너지 기술개발, 에너지절약 기술개발, 지구환경 기술개발로 이루어져 

있다. 일본의 바이오에너지 기술개발은 신에너지기술종합개발기구 (New Energy and 

Industrial Technology Development Organization : NEDO)를 중심으로 이루어지고 있

으며, 특히 1993년에는 경제성장, 에너지, 환경보전에 대한 균형 있는 대책과 종합적인 

기술개발을 위하여 기존의 Sunshine Project, Moonlight Project 및 지구환경 기술개발 

계획을 통합한 New Sunshine Program(에너지 환경 영역 종합 기술개발 추진계획)을 

수립하여 체계화 하였다. 현재는 메탄올 연료기술 개발, 도시폐기물을 이용한 발전 기

술, 그리고 도시 재생가능 폐기물의 메탄 발효기술을 연구하고 있다.

  EU(유럽연합)와 각국의 경우 EU 차원의 바이오에너지 연구개발은 JOULE (Joint 

Opportunities for Unconventional or Long-term Energy Supply, 신재생에너지 연구

개발)과 THERMIE (신에너지 기술의 실증, 활용, 보급) 프로그램에서 이루어지고 있다. 

JOULE 프로그램의 중요 지원대상 과제는 유럽연합 역내에 바이오매스 자원이 많으므

로 향후 장기적 에너지 공급에 큰 역할을 기대하며 가용자원의 조사 및 확보, 보급 타

당성 조사, 정책연구에 주력하고 에너지 작물재배, 소규모 가스화 발전기술, 수수로부

터 에탄올 생산기술 개발 등을 병행하고 있다. 또한 THERMIE 프로그램에서는 바이오
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매스 가스화 발전을 1990 ~ 1994년에 걸친 계획의 핵심목적과제로 선정하여 추진한 

바 있으며, 산업 및 도시폐기물의 메탄가스화 및 퇴비화 보급, LFG 발전기술 실증, 

Biodiesel 생산기술 실증, 그리고 바이오매스 가스화 발전 기술 실증 등의 대형과제를 

선정하여 집중적으로 투자를 하고 있다. 

  프랑스는 특히 바이오에너지 기술개발에 주력하여 1983 ~ 1988년간 남서부의 

Soustons에 발효조 규모 30m
3
의 목질계 에탄올 Pilot Plant를 건설하여 요소기술을 확

보하였고 그 공장은 현재 Safizym이라는 상표명을 가진 Cellulase를 생산하고 있으며 

당화 효소 생산기술의 향상 등을 계속적으로 도모하고 있다. 한편, 축산폐기물의 혐기

발효 기술은 상용화 단계이고 도시폐기물 메탄가스화 기술 (Gaz de France, Valorga 

process)도 개발하여 Amien시에 설치하였고 타국에 기술수출도 하고 있다. 바이오연료

의 실용화 부문은 목재연료의 보급에 주력하여 가정은 물론 상업부문으로 공급을 확대

하고 있으며, 유채유를 에스테르화한 바이오디젤, 에탄올은 시범보급 중이며 에탄올과 

부틸렌에서 생산되는 ETBE는 Elf사가 년간 75,000톤 규모의 공장을 건설하여 상용화

하였다. 프랑스는 농업 생산국으로 유채유는 Biodiesel, 밀, 사탕무우 등은 에탄올, 목

질계 바이오매스는 일단 바이오 고체연료 생산이라는 방향으로 기술개발을 진행하고 

있다. 

  이탈리아는 140여기의 메탄 발효조가 보급되어 바이오 가스 생산과 바이오매스를 이

용한 10 ~ 100 kW급의 가스화 발전은 보급단계이고, 목질계 폭쇄 전처리 및 발효 에

탄올 생산은 연구단계에 있다. 스페인은 바이오매스 연소기기의 설계, 제조 부문에서 

많은 실적을 갖고 있으며 목질계 에탄올 연구에도 참여하고 있다.

  독일, 네덜란드, 핀란드 그리고 특히 덴마크는 축산폐기물은 물론 도시 유기성폐기물

을 반응기를 이용하여 메탄가스화하거나 LFG를 이용하여 에너지 생산과 폐기물 처리를 

하는 기술의 개발에 주력하여 현재 기술은 실증되었고 보급단계에 와 있다. 현재 독일내

에 보급되어 운전되고 있는 Biogas plant로는 우분과 돈분 250 m
3
/day와 음식폐기물 

50 m3/day을 반입하여 110,000 m3/year을 처리하여 년간 20,000 MWh의 전기를 생산

하는 Werlte plant, 음식폐기물, 야채, 농장폐기물 등 28,000 m
3
/year의 재생가능폐기물

을 반입하여 년간 6,500 MWh의 전기를 생산하는 Freiburg Plant, 주로 농촌 쓰레기를 

년간 200,000 m
3
 처리하면서 1.6 MWh의 발전시설로 전력을 생산하는 Kiel Plant가 있

고, 또한 일일 550톤, 년간 20만톤 처리 용량 규모를 건설중이며, 3,000만 유로 (약 

420억원) 투자하여 3 MWh 발전시설을 가동할 예정인 Lübeck plant 등이 있다.
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Table 2. Anaerobic digestion processes operated in Korea

처리장소 일일처리용량(톤) 공정 시행사

 경기도 파주시 30 2상 혐기소화 한라산업개발

 경기도 의왕시 15 2상 혐기소화 한라산업개발

 경기도 안양시 5 2상 혐기소화 한라산업개발
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  OECD 국가들의 에너지원별 이용률을 보면 원자력, 수력 등의 비중은 줄어드는 

반면 총 에너지에서 대체에너지가 차지하는 비중은 93년 3.9%에서 2010년 4.7%

로 증가할 것으로 전망되며, 과다한 초기투자의 장애요인에도 불구하고 대체에너지

는 화석에너지의 고갈문제와 환경문제에 대한 핵심 해결방안이라는 점에서 선진 

각국은 정부 주도하에 대체에너지에 대한 과감한 연구개발과 보급정책 등으로 추

진해 오고 있으며 특히 미국, 일본, EU등의 국가들은 기술개발과 시장기반 확보를 

토대로 기존 에너지원과의 가격경쟁력을 극복해 나갈 것으로 예상된다.

  현재 운영중인 국내의 음식물 쓰레기 혐기소화시설 운영 현황은 Table 2에 나타

낸 바와 같이 한국에너지기술연구소와 한라중공업에서 공동으로 안양시에 5톤 규

모, 의왕시에 15톤 규모, 파주시에 30톤 규모의 음식물 쓰레기 혐기소화 처리 시

설을 설치, 운영하고 있다. 산 발효상과 메탄 발효상으로 각각 나누어 소화시키는 

방법인 2상소화법은 한라중공업에서 개발하여 현재 실용화 단계에 있으나 아직도 

처리 속도가 늦기 때문에 발효조의 크기가 크고 따라서 설치비용이 많이 드는 단

점이 있다. 이 기술은 선진국과 비교할 때 비교적 우수한 것으로 판단되지만 이 기

술도 주로 폐기물 소화에 주안점을 두고 있어 본 연구에서의 기술 개발 목표와는 

거리가 있다.

        제 제 제 제 3 3 3 3 절  절  절  절  이론적 이론적 이론적 이론적 고찰고찰고찰고찰

            1. 1. 1. 1. 바이오에너지기술바이오에너지기술바이오에너지기술바이오에너지기술

  바이오에너지는 다양한 신재생에너지원 중 바이오매스로부터 생산되는 에너지를 말

하며, 바이오매스라는 말은 원래 생태학에서의 ‘생물량’을 나타내는 것이지만 지금은 

‘에너지로 이용되는 유기성 자원’이라는 뜻으로 사용되고 있다.

  이러한 바이오매스의 원료는 Fig. 1에 나타난 바와 같이 종류에 따라 곡물, 감자류

를 포함한 전분질계의 자원, 초본, 임목과 볏짚, 왕겨와 같은 농산부산물을 포함하는 

셀룰로스계의 자원 그리고 사탕수수와 사탕무우와 같은 당질계의 자원, 마지막으로 

가축의 분뇨, 사체와 미생물의 균체를 포함하는 동물 단백질계의 자원으로 분류된다.
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메탄올메탄올메탄올메탄올

열열열열

전기전기전기전기

메메메메 탄탄탄탄

바이오바이오바이오바이오디젤디젤디젤디젤

수수수수소소소소

지역난방지역난방지역난방지역난방

또는또는또는또는발전연료발전연료발전연료발전연료

자동차자동차자동차자동차연료연료연료연료

수수수수소소소소

고형고형고형고형연료화연료화연료화연료화

액화액화액화액화

가스화가스화가스화가스화

직접직접직접직접연소연소연소연소

촉매반응촉매반응촉매반응촉매반응

보일러보일러보일러보일러

발전기발전기발전기발전기

혐기발효혐기발효혐기발효혐기발효

기름성분기름성분기름성분기름성분추출추출추출추출

수소수소수소수소생산균생산균생산균생산균

(···> : thermochemical technology, ―> : biological technology)

Fig. 1. Kind of bioenergy and application.



- 11 -

  바이오매스를 구성하고 있는 탄화수소는 석유를 구성하는 탄화수소와 마찬가지

로 이론적으로 화학, 생물공학기술을 응용하여 우리의 일상생활에서 사용되는 거의 

모든 화학제품을 바이오매스로부터 생산이 가능하기 때문에 바이오에너지는 바이

오매스의 열화학적 또는 생물학적 전환에 의해 생산되며, 전기 생산 (바이오파워) 

또는 수송용 연료 (바이오연료)로서 뿐만 아니라 화학산업 연료 (바이오제품)로서

도 활용이 가능하다 (Fig. 2).

            2. 2. 2. 2. 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 소화소화소화소화

  1920년에 개발된 IMHOFF process는 최초의 혐기성 소화 공법으로서 하수처리

장의 슬러지 처리에 적용되었고, 세계 2차 대전 당시 농업폐기물로부터 바이오가스 

회수에 대한 연구가 수행되었으며, 회수 바이오가스는 에너지 생산에 이용되었다. 

폐기물처리방법의 일환으로서 혐기성소화는 탄소, 질소, 기타영양분의 유기성 성분

을 농지로 환원시킴으로 오랫동안 이용되어 왔다. 이와 같은 혐기성소화공정은 생

물학적 분해가능한 재생가능 폐기물뿐만 아니라 수분함량이 높은 유기성 산업폐기

물에도 적용이 가능하며, Fig. 3에 나타낸 바와 같이 유기물의 소화단계에서 발생

하는 바이오가스는 회수되어 전기 또는 난방 연료로 사용되는 화석연료를 대체하

는 에너지원으로 사용할 수 있기 때문에 퇴비화와 비교했을 때 상당한 장점을 가

지고 있고, 지구온실가스의 원인이 되는 메탄가스의 대기 중 비산을 감소시키는데 

기여할 수 있다
16)

. 따라서 70년대 에너지 위기를 경험하면서 자원의 보존 및 재활

용, 대체에너지 개발이라는 개념에서 에너지가 적게 소요되며, 최종부산물로 재사

용 가능한 메탄가스가 생산되는 혐기성 처리공법이 각광을 받게 되었으며 경제성, 

처리효율 등의 이유로 고정상법, 유동상법, 슬러지상법 등의 생물학형성 또는 자기

고정화방식(Self-immobilization)으로 반응조 내에 고농도의 혐기성 미생물을 유지

시킬 수 있는 반응기가 개발됨에 따라 고농도 유기성 폐수의 적용확대를 위한 연

구가 활발하게 되었다.

  특히 Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) Process는 과거 혐기성처리법

의 경우 미생물이 유출되기 쉬운 단점을 해결하기 위해서 개발된 공법이며, 혐기성 

반응조 내에 미생물을 부착시키기 위한 물질을 전혀 주입하지 않고 순수한 미생물

만으로 응집된 고농도 입상슬러지 미생물을 이용하여 폐수를 처리하는 공법이다.
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바이오에너지바이오에너지바이오에너지바이오에너지기술기술기술기술바이오에너지바이오에너지바이오에너지바이오에너지기술기술기술기술

연료연료연료연료 전력전력전력전력 열원열원열원열원 화학원료화학원료화학원료화학원료

바이오매스바이오매스바이오매스바이오매스

생물소재생물소재생물소재생물소재

((((바이오연료바이오연료바이오연료바이오연료)))) ((((바이오파워바이오파워바이오파워바이오파워)))) ((((바이오제품바이오제품바이오제품바이오제품))))

바이오에너지바이오에너지바이오에너지바이오에너지기술기술기술기술바이오에너지바이오에너지바이오에너지바이오에너지기술기술기술기술

연료연료연료연료 전력전력전력전력 열원열원열원열원 화학원료화학원료화학원료화학원료

바이오매스바이오매스바이오매스바이오매스

생물소재생물소재생물소재생물소재

((((바이오연료바이오연료바이오연료바이오연료)))) ((((바이오파워바이오파워바이오파워바이오파워)))) ((((바이오제품바이오제품바이오제품바이오제품))))

Fig. 2. Definition of bioenergy technology.
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  이 공법은 높은 처리효율을 안정적으로 얻을 수 있을 뿐 아니라 장치가 간단하

고 운전이 용이하여 경제적인 혐기성 폐수처리 방법으로 알려져 잇다. 특히 비교적 

저농도 유기물질을 포함하는 폐수도 짧은 체류시간으로 처리할 수 있는 장점을 가

지고 있다
17)

.

  Fig. 4는 혐기성 소화의 반응 메커니즘을 나타낸 것이며, 혐기성 소화에서 바이

오가스는 크게 고분자 물질을 저분자 물질로 분해하는 가수분해단계, 가수분해과정

을 통해 분해된 저분자물질로부터 산생성 미생물에 의한 산생성단계, 산생성단계에

서 생성된 유기산을 기질로 하여 메탄생성균에 의해 메탄을 생성시키는 메탄생성

단계의 3단계 과정을 통해 생성된다.

  혐기성소화의 종류에는 처리하고자하는 유기성 폐기물의 고형물함량에 따라 건

식혐기소화와 습식혐기소화로 구분되며, 온도에 따라 중온혐기소화와 고온혐기소화

로 나누어지고, 소화조의 구성단계에 따라 단상, 이상, 삼상혐기소화로 구분된다.

  건식혐기소화의 경우 처리대상 유기성폐기물의 고형물 함량은 30~35%이며, 대

체로 단상 소화공정으로 설계되며, 고형물의 함량이 40%이상일 경우 반응조 내부

의 혼합 또는 물질이송을 방해하고, 미생물의 유기물 분해활동을 저해할 위험성이 

증가하지만 건식소화공정은 폐기물의 수분함량이 낮아 반응기 규모를 최소화 할 

수 있는 장점이 있다.

  습식혐기소화는 처리대상 유기성폐기물의 고형물 함량이 약 10% 정도이며, 높은 

수분함량으로 인해 건식혐기소화와 달리 반응조 내부의 혼합 및 물질 이송이 용이

하다. 이러한 운전조건은 생성된 바이오가스 방출뿐만 아니라 열전달 및 물질의 이

송과 교환을 상당히 양호하게 하며, 따라서 처리공정 설계시 다양한 형태의 공정 

배열이 가능하다.

  혐기소화공정은 일반적으로 운전온도가 35 ~ 37℃의 경우를 중온소화, 50 ~ 

55℃의 경우를 고온소화로 구분하지만, 메탄생성균은 15℃ 이하의 저온이나 65℃ 

이상의 고온에서도 활성이 있다고 보고되었고
18-21), 일반적으로 주로 중온에서 운전되

고 있다. 일반적인 화학반응에서의 반응속도는 온도에 비례하여 증가하지만 생물학적 

반응속도는 반응을 수행하는 미생물의 최적 성장 온도에 따라 달라진다. 혐기성 소화

공정의 주요 인자 가운데 하나인 온도는 비교적 좁은 적정온도 범위에서 유지되어야 

하며 이를 벗어날 경우 미생물의 활성도에 영향을 미쳐 처리효율이 현저하게 저하된

다. 그러므로 각 소화온도 영역에서 최대의 바이오가스 생성율을 나타낸다.
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Fig. 4. Pathway of methane production through anaerobic fermentation
22)

.
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  가스생성율은 고온소화공정이 중온소화공정에 비해 약 10%정도 더 높으며, 메탄

생성균의 종 분포는 고온영역보다는 중온영역에서 다양하게 존재하다.

  또한 고온소화의 경우 고온이 가지는 동력학적인 이점으로 인하여 발효속도를 증

가 시키고 반응조내의 수리학적 체류시간을 감소시켜 반응조의 용적을 줄일 수 있으

며, 병원성 미생물에 대한 살균효과와 같은 장점을 가지고 있는 반면
23-25)

 온도유지를 

위한 열에너지를 요구하며 중온소화에 비해 안정성이 다소 떨어지는 문제점이 있

다.

  단상, 이상, 삼상소화조의 구분은 소화조의 구성에 의한 구분이며, 단상소화조의 

경우 하나의 소화조내에서 3단계에 걸친 바이오가스 생성과정이 일괄적으로 진행

되며, 따라서 각 단계별 운전최적화는 불가능하다. 그리고 이상소화조의 경우 두 

개의 소화조를 이용하고 첫 번째 소화조에서 가수분해와 산생성과정을 거쳐 두 번

째 소화조에서 메탄을 생성하며, 반응조가 분리되어 각 공정을 최적화 할 수 있어 

단상소화조에 비해 효율이 높다. 반면, 삼상소화조의 경우는 3개의 반응조를 이용

하여 3단계에 걸친 바이오가스 생성과정을 단계별로 분리하여 최적화함으로써 폐

기물 처리 효율 뿐 만 아니라 메탄생성효율을 극대화 할 수 있다.

  지금까지 개발된 다양한 형태의 혐기성 소화 반응조의 처리공정은 다음과 같다
26).

   ① 건식 연속 혐기성 소화 (Dry continuous digestion)

      고형물의 함량이 20 ~ 40% 상태의 폐기물을 연속적으로 처리하는 공정으

로 완전혼합형 (Completely-Mixed System)과 관흐름형 (Plug-Flow System)

이 이용될 수 있으며 이에 해당하는 상업 공정으로는 다음과 같다.

       - Valorga process (프랑스)

       - Dranco process (벨기에)

       - Funnell process (미국)

   ② 건식 회분식 소화 (Dry batch digestion)

      이 공정은 Accelerated Landfill 개념으로 반응기에 원료폐기물을 충진한 다

음 이미 소화가 거의 종료된 반응기에서 소화액 (미생물 함유)을 접종한 다음 

밀폐시켜 자연분해 되도록 한 시스템으로 이에 해당하는 상업 공정은 다음과 

같다.

       - Biocel process (네덜란드)
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   ③ 침출상 공정 (Leach-bed processes)

      본 공정은 앞선 Dry Batch Digestion 공정과 비슷한 개념이나 침출액을 서

로 순환시킨다는 점에서 다르다. 즉 3개의 반응조를 이용하여 3단계로 이루

어지는데 첫 운전은 발효가 거의 완료된 3번째 반응기 (stage 3)에서 내용물

을 폐기한 후 새로운 폐기물이 주입되면서 소화가 시작됨. 일단 폐기물이 주

입되면 stage 1으로 전환되게 되는데 stage 1에서 생성되는 침출액 (유기산 

함유액)을 메탄 발효가 활발히 진행되고 있는 stage 3으로 보내어 메탄화 시

킨다. 이어서 stage 3의 활성 미생물이 계속 순환되어 자체 내 발효가 성숙

되면 stage 1은 stage 2로 된다. 이에 해당하는 공정으로는 다음과 같다.

       - SEBAC(Sequential batch anaerobic composting) (미국)

   ④ 습식 연속 혐기성 소화 (Wet continuous digestion)

      본 공정은 유기성 도시폐기물이 고형물 함량 약 10%인 슬러지 상태로 희석

되어 재래식의 완전혼합 반응기에서 연속적으로 혐기성 소화처리 되는 것으

로 일반적인 하수슬러지나 축산슬러지의 발효방식과 비슷하다. 본 공정을 적

용할 경우에는 유리, 자갈등과 같은 무기물질이 소화조 바닥에 축적되지 않도

록 전처리 단계에서 완전 제거시키는 노력이 필요하다. 도시폐기물만을 적용

하여 소화시킬 경우 희석수의 다량 사용으로 인한 전체적인 부피를 줄이기 

위해 소화 잔사 탈수액을 재순환하여 고형물 농도를 조절하는 희석수로 사용

하기도 한다. 최근에는 도시폐기물에 하수슬러지나 축산분뇨등과 같은 고형물 

함량이 낮은 폐기물을 섞어서 발효시키는 Co-Digestion 방식이 특히 덴마크 

등에서 많이 시도되고 있다.

       - Avecon process (핀란드)

       - Italba process (이테리)

       - Snamprogetti process (이테리)

       - Herning (덴마크)

   ⑤ Multi-stage wet digestion (다단 습식소화)

      본 공정은 반응시스템을 2단계 이상으로 구분하여 가수분해, 산생성, 메탄생

성이 각각 분리된 반응조에서 단계적으로 수행되는 시스템으로 여기에 해당

하는 공정으로는 다음과 같다.

       - BTA process (독일)
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       - ANM process (독일)

       - Paques process (네덜란드)

       - DSD-CTA process (독일)

  이와 같은 혐기성처리법은 Pasteur에 의해 용존산소가 존재하지 않는 곳에서 성

장하는 혐기성 미생물이 발견된 이후 혐기성 소화에 대한 연구가 활발히 진행되고 

있으며, Cheary에 의해 오늘날 가장 많이 이용되는 2단 소화방식이 개발되었으며 

초기에는 주로 혐기성 소화에 미치는 영향에 관한 연구가 이루어져 왔다. 그 후 

Schlenz에 의해 체류시간에 다른 영향이 보고되었으며, Fullen은 Anaerobic 

contant Process를 개발하여 짧은 HRT에서 높은 BOD제거효율을 얻는데 성공하

였다. 그리고 McCarty, Keefer 등에 의해 소화조 운전 방해물질에 관한 연구가 이

루어졌으며, McCarty와 Young에 의해 anaerobic Filter가 개발되어 Switzenbaum 

and Jewell 등에 의해 발전되었으며 Andrew는 혐기성 소화의 동역학적 모델을 제

시하였다
17)

. 

            3. 3. 3. 3. 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 동력학적 동력학적 동력학적 동력학적 모델모델모델모델

  본 연구에서 수행한 발효조의 동력학적인 특성을 알아보기 위해 다음 식에 나타

난 바와 같이 Grau가 제안한 1차 모델을 이용하였다
27)

.

                            S/S0 = exp-(k1X0t/S0)                 (1)

여기서 S는 발효기간중의 발효조내의 유기물의 농도 (g-COD L
-1

), S0는 

발효조내의 최초 유기물 농도 (g-COD L
-1

), k1은 1차 동력학 상수(d
-1

), X0는 

발효조내의 초기 미생물 농도이다 (VSS L
-1

). 이때 X0가 항상 일정하다고 가정하면 

k1X0 (k'1, g-COD L
-1

 d
-1

) 역시 항상 일정하므로 식 (1)은 다음과 같이 간단히 할 

수 있으며

                            S/S0 = exp-(k'1t/S0)                   (2)
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1차 모델의 동력학 상수를 계산하기 위해서 다음과 같이 식을 변형할 수 있다.

                           -Ln(S/S0) = pt  (p = k'1/S0)            (3)

  이때 -Ln(S/S0)는 t에 대하여 기울기가 p (d-1)이고 원점을 지나는 1차 방정식으

로 나타낼 수 있으며 최종적으로 k'1값을 계산할 수 있다.

            4. 4. 4. 4. 생물학적 생물학적 생물학적 생물학적 수소 수소 수소 수소 생산생산생산생산

  수소는 연소시 최종산물로 물을 생성하는 청정에너지원이며, 석유에 비해 중량당 

발열가능한 에너지가 3배정도 높은 에너지효율을 가지고 있어 연료로서의 가능성

이 충분하기 때문에 화석연료를 대체할 수 있는 에너지원이다. 최근에 수소는 화석

연료, 물, 바이오매스로부터 열화학적 혹은 생물학적 방법에 의해 생산되고 있다. 

열화학적 방법에 의한 수소생산은 공정의 안전성과 경제성에 대한 문제를 가지고 

있는 반면 바이오매스를 포함한 유기물과 물로부터 미생물에 의해 직접적으로 수

소를 생산하는 생물학적 방법은 폐기물처리를 통한 에너지 생산이라는 점에서 자

원의 재활용 측면과 열화학적 방법에 비해 공정의 안정성이 높기 때문에 향후 수

소를 에너지로 이용할 수 있는 높은 가능성을 가지고 있다.

  생물학적으로 수소를 생산하는 방법은 Table 3에 나타낸 바와 같이 크게 빛을 

이용하는 광발효와 빛을 이용하지 않는 암발효로 구분되며, 전자의 경우 조류
28,29) 

및 Cyanobacteria
30-32)

를 이용한 물의 광분해와 광합성 세균
33-35)

을 이용한 유기물

의 광분해 방법이 해당되고 후자의 경우 혐기성 발효미생물을 이용
36-40)

하여 유기

물로부터 수소를 생산하는 방법이다. 광발효의 경우 빛이 필요하므로 배양장치가 

대형화 되는 문제가 있지만 암발효의 경우 광발효 보다 시설이 소규모이고 기술적 

제한이 적어 수소생산이 용이하며 다양한 유기성물질을 기질로 사용할 수 있고, 기

존의 혐기성 공정을 재이용하여 생산할 수 있다는 장점이 있다.

  암발효를 통한 혐기성 소화 공정에서 유기물질은 고분자물질에서 저분자물질로 

분해되는 가수분해단계와 가수분해된 물질로부터 유기산, 이산화탄소, 수소를 생성

하는 산생성단계, 그리고 산생성단계의 산물로부터 메탄생성단계를 거치면서 최종

적으로 메탄과 이산화탄소로 전환된다.
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Table 3. Pathways of biological hydrogen production from various sources

Source Method Chemistry 

Biomass

Dark

Fermentation 

                 Dark
 C6H12O6 + H2O ----→ 4∼6 H2 + CO2 + 유기산 

Photosynthetic

Fermentation 

                light
 유기산 + H2O ----→ 4∼7 H2 + CO2 

In Vitro

Reaction 

                          light 
 C6H12O6 + GDH, H2ase ----→ gluconic acid + H2

Water

Direct

photolysis

     ↗  O2    light 
 H2O → PSII → PSI → FD → H2ase → H2 

Indirect

photolysis 

                   light 
 (1st stage) H2O ------→ PS → (CH2O)

                     ↗  CO2 
 (2nd stage) (CH2O) → FD→ H2ase, N2ase → H2 

gas

(CO) 

Shift

Reaction
 CO + H2O → CO2 + H2
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 따라서 혐기성소화공정 가운데 수소를 소모하는 메탄생성균의 활성을 억제할 경

우 발효조내의 수소생산량이 증가할 수 있다. 1980년대 이후로 혐기성 미생물을 

이용한 수소생산에 대한 연구가 이루어지고 있으며 특히 Clostridium sp.는 

glucose나 sucrose와 같은 탄수화물로부터 유기산과 수소를 생산하는데 많이 이용

되어져 왔다
41).

  미생물에 의해 glucose로부터 수소가 생산되는 과정은 Table 4에 나타난 바와 

같이 acetic acid와 butyric acid를 생성시키는 반응들에 의해 일어난다
42-43). 

Acetic acid가 생산되는 경우 1 mole의 glucose로부터 최대 4 mole의 수소가 생

산될 수 있으며, butyric acid가 생산되는 경우에는 최대 2 mole의 수소가 생산될 

수 있다. 반면 혐기성 소화조 내에서는 acetic acid나 butyric acid외에 다른 유기

산을 생성시키는 다른 생화학 반응도 일어나며, 특히 propionic acid를 생성하거나 

수소를 이용한 메탄생성경로는 수소를 소모하는 반응이다. 그러므로 암발효 과정 

중 발생되는 유기산의 생산조건을 조절함으로써 수소생산량을 증가시킬 수 있다.

            5. 5. 5. 5. 에탄올 에탄올 에탄올 에탄올 발효발효발효발효

  미생물의 대사산물을 이용하는 것은 옛날부터 이루어져 왔다. 알코올류의 양조도 

그 중 하나이다. 석유화학의 진보와 더불어 ethanol, n-butanol이나 acetic acid 

등은 합성법으로 값싸게 생산하게 되어 공업적으로 사용되는 대부분은 합성품으로 

대체되고 있다. 그러나 최근에 석유 에너지 사용량의 증대와 석유공업의 발전은 석

유 사용량의 비약적인 증가에 따라 석유 가격의 급격한 상승을 야기하여 석유를 

값싼 탄소원이나 에너지원으로 이용하는 것은 어렵게 되었다. 

  당의 발효과정을 통해 생산되는 에탄올은 청정에너지원인 동시에 재생가능한 에

너지원이기 때문에 많은 주목을 받고 있고
44), 에탄올 생산에 드는 비용을 절감하기

위한 방안으로 에탄올 생산의 원료물질을 각종 유기성 폐기물과 같은 biomass를 

적극 이용하려는 시도가 진행되고 있다
45-48). 바이오매스로부터 얻어지는 에탄올의 

에너지 함유량은 에탄올을 생산하는데 요구되는 에너지보다 높다고 Shapouri 등
49,50)

은 보고한 바 있고, 특히 바이오매스의 발효로부터 생산되는 알코올은 그 물리적, 

연소적 특성이 석유와 비슷하여 대체에너지로 각광을 받고 있으며
51)

, 액체연료로서 

휘발유보다 장점이 많기 때문에 재생가능 연료원으로 널리 연구되어지고 있다
52).
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Table 4. Pathway of biological hydrogen production by dark fermentation

Microbial groups

(By end-product)

Contribution to

H2 production
Remark

n-Butyrate ++

 • Major H2-producing bacteria in

   anaerobic ecosystem

 • Clostridia

 • C6H12O6 ---> CH3CH2CH2COOH +2CO2

                 + 2H2H2H2H2222

Acetate +++

 • Ideal H2-producing bacteria in anaerobic 
ecosystem

 • C6H12O6  + 2H2O ---> 2CH3COOH 

                          + 2CO2 + 4H4H4H4H2222

Lactate –
 • Reduced fermentation product

 • C6H12O6 ---> 2CH3CHOHCOOH 

Ethanol –
 • Reduced fermentation product

 • C6H12O6 ---> 2CH3CH2OH + 2CO2

Propionate – –

 • Consumption of H2

 • C6H12O6 + 2H2H2H2H2222 ---> 2CH3CH2COOH

                       + 2H2O

H2-utilizing

methanogens
– – –

 • Consumption of H2

 • 4H4H4H4H2222 + CO2 ---> CH4 + 2H2O
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  Fig. 5는 미생물에 의해 알코올이 생산되는 대사경로를 나타낸 것이다. 효모의 

알코올발효는 당으로부터 EMP 경로를 거쳐 생성된 pyruvic acid가 CO2의 이탈로 

acetaldehyde로 되고 다시 환원되어 에틸알코올을 생성하게 된다. 효모에 의한 당

의 알코올발효 이론식은 다음과 같으며 Gay-Lusacc의 식이라고 한다.

           C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2

  그러나 전분의 경우는 좀더 복잡하여 전분이 당으로 분해되는 과정을 거쳐야 함

으로 아래와 같다.

           (C6H10O5)n + nH2O → nC6H12O6 → 2nC2H5OH + 2nCO2

 분자량      162.14      18        180.16      92.14       88

             100 kg                             56.82 kg (71.5 L)

                                    100 kg      51.14 kg (64.3 L)

  이 식에 의하면 이론적으로는 glucose 100 kg으로부터 비중 0.7947의 에틸알코

올이 51.14 kg (64.3 L) 생성되고 순전분 100 kg에서 56.82 kg (71.5 L)가 생성

된다. 그러나 원료성분 중 약 5%는 효모의 생육이나 부산물의 생성에 소비됨으로 

수득률은 이론치의 90 ~ 95% 정도이다. 

  발효알코올의 제법은 Fig. 6과 같이 원료의 당화 유무에 따라 비당화 발효법 (주

로 당질 원료)과 당화 발효법 (주로 전분질과 섬유질 원료)으로 나뉜다
53).
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Fig. 5. Pathway for production of ethanol by microorganism.
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당질원료

(자당, 당밀, 

과즙)

전분질원료

(곡류, 고구마,

감자, 전분, 

잡곡류)
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희석, 살균
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산당화

 (희산당화법,
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당화

 · 누룩법

 · 맥아법

 · 아미로법

 · 액체누룩법

 · 아로미석충법

 · 산화당법

당화액

효모첨가

pH조성

효모 및

영양분 첨가

알코올

발효덧

증류

함수알코올(96%)

무수알코올(99.9%)

Fig. 6. Alcohol fermentation processes from various substrates.
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                    가가가가. . . . 비당화 비당화 비당화 비당화 발효법발효법발효법발효법

  발효법의 주원료는 자당 제조시에 부산물로 생산되는 폐당밀이다. 이것은 50% 

이상의 당분을 함유하고 전분 원료와 달리 당화공정이 불필요하여 직접 효모를 접

종하여 발효시킬 수 있다. 사용시에 혼입되어 있는 오염물과 잡균을 제거하기 위하

여 열수 또는 수증기를 주입하여 당밀을 살균 후 당 농도를 15~20%로, pH를 

4.5~5.0으로 조정한다. 또한 영양원으로서 황산암모늄, 인산암모늄, 밀기울, 쌀겨 

등을 첨가한다. 당밀 중제 존재하는 잡균에는 야생효모, 질산환원 세균, Hetero형 

젖산균이 있고 오염성분으로서 휘발성의 염류와 아황산 등이 있다.

  당밀 발효용의 효모는 Saccharomyces formensis와 Saccharomyces cerevisiae

를 사용하고 별도로 주모 (술밑) 를 만들어 첨가하는 수도 있다. 발효는 개방탱크

나 밀폐탱크를 사용하나 대량으로 효모 (주모) 첨가에 의하여 단시간에 아주 왕성

한 알코올발효가 이루어진다. 발효 원료로 하는 알코올공장을 가동하여 소규모 공

정에서 능률을 올리고 있다.

                    나나나나. . . . 당화 당화 당화 당화 발효법 발효법 발효법 발효법 ((((전분질과 전분질과 전분질과 전분질과 섬유소 섬유소 섬유소 섬유소 원료원료원료원료))))

  전분질과 섬유소 원료는 일단 가수분해하여 당으로 전환 (당화) 한 후 알코올발

효한다. 당화법은 대별하면 식물 또는 미생물 효소를 이용하는 효소당화법과 산 

(무기산)을 사용하는 산당화법 (비효소법) 으로 나눈다.

      (1) 효소당화법

  식물과 미생물 기원의 전분질 분해효소 (amylase)를 사용하는 방법으로 효소의 

기원에 따라 맥아법, 고오지법, amylo법, amylo 절충법, 액체고오지법 등으로 구별

한다.

  전분 분해효소에 의하여 전분이 분해되는 경우 세 가지 현상, 즉 액화 (전분호화

액의 점도 저하), dextrin화 (호정화, 요오드 반응의 소실), 당화 (환원력의 증대) 

현상이 인정되고 있으나 이들 현상은 당화제 즉 전분 분해효소의 기원인 예를 들

면 맥아, 고오지균 (Aspergillus), 거미줄곰팡이 (Rhizopus속) 등에 의하여 이 현상

이 달라진다.
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  전분의 당화한도 : 원료를 사용하는 알코올발효의 효율은 당연 원료 중의 전분 

함량이나 그 성질에 따라 지배되지만, 또한 당화에 사용되는 amylase의 종류에 따

라서도 영향을 받는다. 즉 효소의 종류에 따라서 분해한도가 다르고 또 발효되지 

않는 비발효성 당분의 생성도 다르다. 따라서 비발효성 당분에는 전이효소의 작용

에 의하여 생성되는 것 (isomaltose, mannose, 기타 올리고당)과 원료에서 유래되

는 xylose, arabinose 등도 함유된다.

       (가) 맥아법과 고오지법

  당화제로서 보리의 맥아 혹은 밀기울의 국 (koji)을 사용하는 방법이 있으나 구미

에서는 맥아법, 우리나라에서는 밀기울법을 주로 행하고 있다. 맥아법에 비하여 국

법이 당화율이 높고 제조 단가도 싸며 설비도 간단하여 유리하다. 그러나 이 방법

은 손실이 많고 제국을 무균적으로 행할 수 없는 결점이 있고 종균 배양법 (주모)

을 다량으로 필요로 하며 알코올의 수율도 나쁘므로 현재에는 거의 하지 않는다. 

국곰팡이로서는 Aspergillus awamori 또는 Aspergillus oryzae를 사용하여 밀기울

에 발육시킨 것을 사용한다. 맥아법에서는 원료를 분쇄 후 증자하여 여기에 분쇄된 

맥아를 가하여 약 60℃에서 당화한다.

       (나) Amylo법

  Amylo법은 1855년에 시행한 방법으로 Calmette가 amylo균 Amylomyces 

(Mucor) rouxii가 전분의 당화력은 그렇게 강하지는 않으나 알코올발효력을 가진 

것에 착안하여 동일의 균으로 전분의 당화와 발효를 동시에 행하여 감자에서 알코

올제조를 시도한 것이 그 시초이다. 그 후 개량되어 당화작용에 amylo균과 알코올

발효에 강력한 알코올발효력을 갖는 효모를 사용하게 되었다. 일본에서는 1935년 

대규모의 amylo 방식의 국영 주정공장이 설립되어 알코올공업 뿐만 아니라 여러 

가지 발효공업의 기술적 발전에 크게 기여하였다.

  제조방법을 보면 분쇄한 생고구마에 물을 가하여 가압증자한 것을 발효탱크 (밀

폐)에 보내고 적온 (37℃)으로 냉각 후, 미리 감자 절편에서 배양한 Rhizopus 

javanicus의 포자 현탁액을 무균적으로 접종하여 밀폐탱크 중에서 무균공기를 강제 

통풍하면서 37℃에서 호기적으로 배양하고 그 생성된 전분 분해효소에 의하여 전

분을 당화시킨다. 생성당량이 약 4%로 될 때 온도를 30℃로 내리고 알코올효모를 
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첨가하여 다시 통기교반으로 효모를 증식시켜 동일 탱크 중에서 당화와 발효를 병

행한다. 효모 첨가 후 약 90시간 후에 발효가 종료된다. 발효 후 액에서 곰팡이의 

균사나 고구마 섬유 등의 고형물을 제거하고 연속증류기에서 증류하여 알코올을 

회수한다.

  Amlo법은 무균적으로 행하기 때문에 첨가하는 곰팡이의 포자와 효모도 아주 소

량이다. 그러나 Rhizopus속의 곰팡이는 당화력이 우수하지만 액화력이 약하므로 

원료의 전분 농도를 높이면 점도가 높아져 곰팡이의 발육이 저해되므로 농도를 높

일 수 없다. 따라서 알코올농도가 낮은 발효액이 얻어지는 것이 결점이다.

       (나) Amylo 절충법

  Amylo법의 전분 액화력의 약한 점을 보완하기 위하여 액화효소력이 강한 액체국

을 첨가하는 Amylo 주모-액체국 절충법, 즉 Amylo 주모-국절충이 있다. 어느 것

이나 국균의 강한 전분 액화력과 amylo균 (Rhizopus의 곰팡이)의 강한 당화력을 

이용한 것이다. 이들 방법에 의하여 전분 원료의 담금 농도를 높일 수가 있으므로 

발효비율도 향상되어 90 ~ 94%나 달한다.

      (2) 산당화법

  효소를 사용하지 않고 무기산 (황산, 염산) 또는 유기산 (초산, 수산)을 사용하여 

전분원료 (또는 섬유소, 전분)를 가수분해하여 당으로 전환하여 여기에 황산암모

늄, 쌀겨 등의 질소원 그리고 인산염 등을 가하여 당화덧을 만들고 여기에 효모를 

가하여 발효시키는 방법이다.

  이 방법은 이론적으로는 고능률로 단시간에 당화가 이루어질 것으로 생각되나 

사용하는 산의 종류, 농도, 분해조건의 차이에 따라 생성되는 당량, 과분해물, 미분

해물의 양이 다르고 또한 발효 저해물질이 생성되는 경우도 있다. 그러나 산 특히 

염산의 가수분해력은 아주 강하여 미이용 자원의 전분 함유량 이용 또는 섬유질과 

같은 효소 분해가 어려운 원료의 이용에는 적합한 방법이다.

  이 방법의 결점은 산이나 열에 의한 부식, 효모배양의 곤란, 중화 생성물, 발효

시 저해물의 혼입이 있고 또 효소 당화법에 비교하여 발효비율이 일반적으로 나쁘

므로 거의 행하지 않는다.

  목재산당화법 : 섬유소를 대량으로 함유하는 목제나 제재의 부산물의 절편, 톱
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밥, 농산폐기물 (볏짚, 옥수수대)을 대상으로 한 제법이다. 가수분해력이 강한 염산 

또는 황산을 사용하여 가수분해시켜 섬유소를 당으로 전환한 후 발효시킨다. 목재

의 산당화법에는 황산을 사용하는 고온의 산당화법인 Sohler법과 황산 또는 염산

을 사용하는 저온 농후 산당화법인 Bergius법이 있다.

  목재 산당화액 중의 발효성 당분의 양은 당화조건에 따라 다르나 침엽수는 총 

환원당으로 77 ~88%인데 비하여 활엽수는  65 ~ 77%이다.

  산당화액은 보통 중화조 중에서 석회를 사용하여 중화하고 효모에 영양물질을 

가하여 별도로 배양된 효모를 사용하여 발효한다. 이 산당화도 현재 행해지지 않는 

다.

      (3) 아황산 펄프폐액 (SWL)에 의한 알코올발효

  목재에서 산성 아황산석회를 사용하여 펄프를 제조하는 경우, 당을 함유하는 펄

프폐액 (SWL)이 부생된다. 폐액 중에는 다량의 아황산, 기타의 발효 저해물질을 

함유하므로 증기를 취입하는 법과 석회염 첨가에 의한 중화법 등으로 전처리를 행

한 후 쌀겨, 인산칼륨 등의 영양원을 보급하여 발효용의 술덧을 조제하고 여기에 

별도로 배양한 알코올효모 (주모)를 가하여 알코올발효를 한다. 펄프제조법의 전환

에 의하여 대개의 나라에서는 펄프공업에서는 아황산펄프를 생산하지 않게 되었다.

      (4) 알코올의 증류

  알코올발효가 끝난 발효액 중에는 알코올이 6 ~ 8% 이외에 알코올보다 비점이 

낮은 성분으로서 acetone, aldehyde, methyl alcohol, ethyl acetate 그리고 고비

점의 성분으로서 fusel oil (고급 알코올의 혼합물) 등을 함유하고 있다. 이들 협잡 

성분은 그 비점의 차를 이용하여 증류법으로서 분리한다. 증류기에는 간단한 단식 

증류기와 복잡한 연속식 증류기가 있다.

  단식 증류기는 간단한 증류탑 (단식)과 냉각기로 되어 있고 알코올과 협잡 성분

의 분리는 완전하게 이루어지지 않는다. 따라서 고순도의 알코올을 얻는데는 적합

하지 않다. 위스키, 브랜디, 소주의 제조에는 이 형의 증류기가 사용된다. 연속식 

증류기는 보통 초류탑, 정유탑, fusel oil 분리기의 등의 복잡한 탑으로 되어 있고 

저비점 화합물은 초류탑에서 분별되고 고비점의 fusel oil은 fusel oil 분리기에서 

분별 제거된다. 최근에는 methyl alcohol의 완전 제거를 목적으로 Super Allospas
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식 증류가 개발되어 무색, 무취인 아주 고순도의 알코올이 생산되고 있다. 알코올

과 물은 공비혼합물을 형성하므로 95.57% 이상의 알코올을 얻을 수가 없다. 이 때

문에 무수 알코올의 제조는 다시 benzene 또는 trichloroethylene (CHCl=CCl2)을 

사용한 공비법을 이용한 탈수탑을 사용한다. 순도는 99.99%이다.
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제 제 제 제 2 2 2 2 장  장  장  장  연구 연구 연구 연구 내용 내용 내용 내용 및 및 및 및 결과결과결과결과

        제 제 제 제 1 1 1 1 절 절 절 절 소규모 소규모 소규모 소규모 집약형 집약형 집약형 집약형 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 설계 설계 설계 설계 및 및 및 및 

제작제작제작제작

            1. 1. 1. 1. 소규모 소규모 소규모 소규모 집약형 집약형 집약형 집약형 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 구성구성구성구성

  본 실험에서는 2.5 m
3
 규모의 소규모 집약형 3단계 메탄 발효시스템으로 설계 및 

제작하였으며 Fig. 7과 8은 각각 발효시스템에 대한 전체 모식도와 설치된 3단계 메

탄 발효시스템의 사진이다. 수거된 음식 폐기물을 파쇄기를 이용하여 5 mm 이하의 

미세한 입자로 분쇄한 후 정량펌프를 이용하여 일정한 속도로 1차 가수분해/산 발효

조의 상단부로 투입되도록 하였다. 투입된 음식 폐기물은 1차 가수분해/산 발효조내

에서 발효되어 UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) type의 2차 산 발효조의 

하단 부위를 통하여 유입되도록 하였다. 이 때 발효액의 상부에 위치한 1차 가수분

해/산 발효조로부터 하부에 위치한 2차 산 발효조로 중력을 이용한 자유낙하 방식으

로 이동하도록 설계하여 이송펌프수를 줄이고 전력비를 절감하고자 하였다. 2차 발

효된 발효액 역시 UASB type 3차 메탄 발효조의 하단부로 정량펌프를 이용하여 일

정한 속도로 유입되도록 하였다. 메탄 발효 후 발생하는 발효액은 집수조에 수집되

고 집수조로부터 다시 일정한 속도로 폐수처리조로 유입되도록 설계하였다. 폐수처

리조에서는 잔여 유기물, 질소 및 인성분이 제거된다. 또한 3차 메탄 발효조에서 생

성되는 메탄가스는 설정된 일정 압력까지 메탄 발효조에서 유지되었다가 일정 압력

이상이 되면 발효조의 상부에 설치된 자동 밸브가 열림과 동시에 콤프레셔가 작동되

어 발생된 메탄가스를 압축한 후 메탄가스 저장 탱크로 운반하여 저장하였다. 

  각 공정내에는 level gauge가 설치되어 이 신호에 의해 각각의 공정에 장착된 

정량펌프가 자동으로 작동하도록 설계하였으며 발효액의 유량제어는 유량조절이 

가능한 정량펌프와 timer를 설치하여 조절이 가능하도록 설계하였다. 또한 control 

system을 별도로 설치하여 발효조내의 pH를 관찰하고 발효조 내부 온도와 발효액

의 이동 상태를 모니터링하고 조절할 수 있도록 설계하였다.
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Fig. 7. Schematic diagram of three-stage methane fermentation system (total 

2.5 m
3
).
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Fig. 8. Three-stage methane fermentation system (total 2.5 m3). 
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            2. 2. 2. 2. 1111차 차 차 차 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 9와 10은 가수분해/산 발효조의 설계도면과 반응기의 외부사진이다. 이 발

효조는 내부용량이 0.5 m
3
 규모로 되어있으며 내부에는 모터를 이용하여 교반할 

수 있게 하였고 교반 속도는 300 rpm까지 조절이 가능하도록 제작하였다 (Fig. 

11). 콤프레셔를 이용하여 반응기의 하단부에 설치된 blower를 통해 공기를 불어

넣도록 제작하였다. 반응기의 pH와 내부 온도는 반응기에 설치된 pH meter와 온

도 측정계에서 감지한 pH와 온도가 control system에 나타나며 설정된 온도를 유

지하기 위해 히터를 이용하여 온수를 만든 후 이중 water jacket으로 물을 순환시

키도록 구성하였다. 또한 겨울철 발효조의 보온을 위해 반응기의 외벽을 보온재로 

보온처리 하였다. Fig. 12는 파쇄기를 나타내는 사진이다. 12개의 서로 다른 원통

형 절단기가 각각 회전하며 물과 1:1로 혼합한 음식물 쓰레기를 잘게 부순 후 절

단기 아래의 망을 통해 파쇄기 하단의 저장통으로 떨어뜨린다. 이 후 파쇄기에 의

해 미세하게 분쇄된 유기성 폐기물은 일정한 속도로 1차 발효조내로 유입된다.

            3. 3. 3. 3. 2222차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 13과 14에 2차 혐기성 산 발효조의 설계도면과 반응기의 사진을 나타내었

다. 내부용적은 0.5 m
3
 규모로 UASB 형태로 구성되어 있으며 1차 발효조로부터 

중력에 의한 자유낙하 방식으로 2차 반응기의 하단부로 유입되도록 관을 설치하여 

제작하였다. 반응기의 pH와 내부 온도는 반응기에 설치된 pH meter와 온도 측정

계에서 감지한 pH와 온도가 control system에 나타나며 설정된 온도를 유지하기 

위해 히터를 이용하여 온수를 만든 후 이중 water jacket으로 물을 순환시키도록 

구성되어 있다. 또한 겨울철 발효조의 보온을 위해 반응기의 외벽을 보온재로 보온

처리 하였다.



- 35 -

Fig. 9. Schematic diagram of semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor 

(0.5 m
3
).
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Fig. 10. Semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor (0.5 m
3
) for hydrolysis 

of food waste.
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Fig. 11. Internal structure of semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor.
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Fig. 12. Crusher used in the three-stage methane fermentation system.
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 Fig. 13. Schematic diagram of anaerobic acidogenic reactor (0.5 m
3
).



- 40 -

 Fig. 14. Anaerobic acidogenic reactor (0.5 m3) for organic acid production 

from effluent of semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor.
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            4. 4. 4. 4. 3333차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 15와 16은 3차 혐기성 메탄 발효조의 설계도면과 반응기의 사진이다. 내부

용적은 1.5 m
3
 규모로 2차 혐기성 산 발효조의 구조와 유사하게 UASB 형태로 구

성되어 2차 발효액이 발효조의 하단 부위로 유입되도록 제작되었다. 고효율의 메탄

생성을 위해 발효조의 중심부에 HBC (Hanging Bio Contactor) Ring을 설치하고 

메탄생성균을 고정화하도록 제작하여 발효 후 배출되는 유출수로 빠져나가는 메탄

생성균의 양을 최소화하였다 (Fig. 17). 

  또한 발효기의 상층부에 일정압력이상이 되면 자동으로 가스가 배출되도록 자동 

valve를 설치하여 생성된 메탄을 저장탱크로 이동시키는 시스템을 구축하였다. 발

효 후 배출되는 유출수는 집수조에 유입되며 이곳에 설치된 level gauge의 신호를 

시작으로 전체적인 발효액의 이동이 자동 제어된다. 
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 Fig. 15. Schematic diagram of anaerobic methanogenic reactor (1.5 m
3
).
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 Fig. 16. Anaerobic methanogenic reactor (1.5 m
3
) for methane production 

from effluent of anaerobic acidogenic reactor.
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Fig. 17. HBC-Ring for cultivation of methanogenic bacteria in methano- 

genic rector.
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        제 제 제 제 2 2 2 2 절 절 절 절 단계별 단계별 단계별 단계별 발효공정 발효공정 발효공정 발효공정 미생물제제 미생물제제 미생물제제 미생물제제 개발개발개발개발

            1. 1. 1. 1. 실험재료 실험재료 실험재료 실험재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

                    가가가가. . . . 발효균주를 발효균주를 발효균주를 발효균주를 이용한 이용한 이용한 이용한 미생물제제 미생물제제 미생물제제 미생물제제 개발개발개발개발

      (1) 발효균주 탐색 및 분리

  본 연구에 사용된 3단계 메탄 발효시스템 중 1차 가수분해/산 발효 공정에서 사

용되는 균주를 탐색하기 위하여 시중에 유통되고 있는 미생물 제제인 GT-100WT, 

FM (Biogenesis technology Inc.), MS 101 (한국 MS 연구소)과 유기성폐기물의 

분해능이 있을 것으로 사료되는 매립지의 토양시료를 사용하였으며 또한 기존에 

다양한 고분자 화합물을 분해하는 균주들인 Cellulomonas cellulans, 

Flavobacterium breve, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, 

Bacillus subtilis, Bacillus alcalophilus을 생명공학연구소 유전자은행 (KCTC; 

Korean Collection for Type Cultures)으로 부터 분양받아 음식폐기물과 혼합하여 

2개월간 안정화한 후 발효액으로부터 발효균주를 분리하였다. 

  본 실험에 사용된 1차 가수분해/산 발효조의 분리용 배지로는 음식폐기물을 1차 

가수분해/산 발효조내에서 발효한 후 발효액을 원심분리하여 상등액의 pH를 7.0으

로 조절하고 1.5% agar를 첨가한 후 고압증기멸균하여 실험에 사용하였다.

  발효균주의 탐색과 분리방법은 1차 가수분해/산 발효조내의 발효액을 50 mM 

phosphate buffer (pH 7.0)를 이용하여 연속희석한 후 각각의 농도에서 100 μL를 

취하여 1차 가수분해/산 발효액으로 제조된 배지에 도말한 뒤 45℃에서 24 ~ 48

시간 동안 호기성 및 혐기성 배양하였다. 이후 고체배지내에 나타난 성상이 다른 

각각의 colony를 순수 분리하였다.

  2차 혐기성 산 발효조의 경우 acetic acid, propionic acid, butyric acid등의 유

기산 생성이 우수한 Clostridium acetobutylicum과 Clostridium butyricum을 KCTC

로 부터 구입하여 1차 가수분해/산 발효조로부터 유출된 발효액과 혼합하여 안정

화한 발효액을 시료로 사용하였다.

  본 실험에 사용된 2차 산 발효조의 분리용 배지로는 1차 가수분해/산 발효조의 
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발효액을 2차 산 발효조내에서 발효한 후 발효액을 원심분리하여 상등액의 pH를 

7.0으로 조절하고 1.5% agar를 첨가한 뒤 고압증기멸균하여 실험에 사용하였다.

  발효균주의 탐색과 분리방법은 2차 산 발효조내의 발효액을 Vacuum Anaerobic 

Chamber (SK-G002-A1, THREE-SHINE, Korea)내에서 50 mM phosphate buffer 

(pH 7.0)를 이용하여 연속희석한 뒤 각각의 농도에서 100 μL를 취하여 2차 산 발

효액으로 제조된 배지에 도말하였다. 이후 35℃에서 24 ~ 48시간 동안 혐기성 배

양하였고, 고체배지내에 나타난 성상이 다른 각각의 colony를 순수 분리하였다.

  3차 혐기성 메탄 발효조의 미생물제제 개발을 위해 메탄생성균이 서식하고 있는 

우분과 매립지내에 메탄가스가 발생하고 있는 토양가운데 지표로부터 10 ~ 15 

cm 깊이의 토양을 채취하여 2차 산 발효액과 혼합하여 완전 혐기성배양을 통해 

안정화 하였다. 

      (2) 분리된 발효균주의 특성조사

  분리된 발효균주의 colony 모양, 표면, 색깔, 크기를 관찰하였으며 gram 염색과 

catalase test, oxidase test, coagulase test를 통하여 각각의 결과에 따라 gram 

양성균의 경우 GPI (bioMerieux Vitek, France) 동정 kit를 이용하고 gram 음성균

의 경우 GNI (bioMerieux Vitek, France) 동정 kit를 이용하여 생화학적 성상을 확

인하였다. 또한 1차 가수분해/산 발효조에서 분리한 일부 균주와 3차 혐기성 메탄 

발효조의 발효액내에 존재하는 메탄생성균의 16S rDNA sequence를 분석하여 동

정하였다. 

      (3) 분리된 발효균주의 효소 활성 측정

  가수분해/산 발효액으로부터 분리된 균주의 효소 활성을 측정하기 위하여 

amylase와 cellulase의 경우는 각각 수용성 전분과 carboxymethylcellulose를 기질

로 하여 DNS법을 사용하였으며
54)

, protease의 경우 casein을 기질로 하여 효소의 

활성을 측정하였다
55)

. 분리된 발효 균주를 1차 가수분해/산 발효액으로 제조한 배

지에 각각 접종하여 배양함과 동시에 배양하는 동안 일정시간마다 시료를 채취하

였다. 채취한 시료는 10,000 X g 에서 원심분리하여 상등액은 균체외 조효소로 사

용하고, 회수된 균체는 초음파 분쇄하여 상등액을 균체내 조효소로 사용하였다. 단

백질 정량은 bovine serum albumin을 표준물질로하여 Lowry법으로 하였다.
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       (가) Amylase 효소 활성 측정

  조효소액 100 μL, 증류수 400 μL, 1% starch 용액 500 μL를 완전 혼합한 후 

45℃에서 30분간 반응시킨다. 반응시킨 시료에 DNS 용액 1 mL을 첨가한 뒤 끓는 

물속에 시험관을 담궈 중탕시키면서 5분간 발색시킨 후 증류수 10 mL를 첨가하고 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로서 조효소액 100 μL와 증류수 900 

μL를 혼합하여 시료와 동일하게 수행하였다. 효소활성 1 unit는 1분간 1 μM의 환

원당을 전분으로부터 방출시키는 효소의 양으로 정의하였다.

       (나) Protease 효소 활성 측정

  Casein의 농도를 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)를 이용하여 0.1%

로 조절한 후 이 용액 900 μL와 조효소액 100 μL를 완전 혼합하여 45℃에서 30

분간 반응시킨다. 30분 후 15% trichloroacetic acid (TCA)용액 500 μL를 시료에 

첨가하여 반응을 종결시킨 뒤 시료를 15000 X g 에서 5분간 원심분리하여 침전물

을 제거하고 상등액을 440 nm에서 흡광도를 측정한다. 대조군은 0.1% casein용액 

900 μL와 증류수 100 μL를 완전 혼합한 후 시료와 동일한 방법으로 수행하였다. 

효소활성 1 unit는 1분간 0.1 흡광도가 증가된 효소량을 1 unit으로 정의하였다.

       (다) Cellulase 효소 활성 측정

  조효소액 500 μL와 1% carboxymethylcellulose (CMC)용액 500 μL를 완전 혼

합하여 45℃에서 30분간 반응시킨다. 반응시킨 시료에 DNS 용액 1 mL을 첨가한 

뒤 끓는 물속에 시험관을 담궈 중탕시키면서 5분간 발색시킨 후 증류수 10 mL를 

첨가하고 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군은 조효소액 500 μL와 증류수 

500 μL를 혼합하여 시료와 동일하게 수행하였다. 효소활성 1 unit는 1분간 1μM의 

환원당을 CMC로부터 방출시키는 효소의 양으로 정의하였다.

      (4) 분리된 발효균주의 발효능 측정

  혐기성 산 발효액으로부터 분리된 균주의 발효능을 측정하기 위한 실험은 회분

식으로 수행하였다. 분리균주의 전배양은 100 mL 유리병에 분리용 배지 50 mL를 

첨가하여 멸균한 뒤 분리된 각 균주들을 접종하여 48시간 동안 전배양 하였고, 발
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효능 측정실험은 500 mL 유리병에 분리용 배지 300 mL를 첨가하여 멸균한 뒤 전

배양된 분리 균주들을 각각 5 mL씩 접종한 후 35℃ 배양기에서 혐기성 배양하면

서 일정 시간마다 시료를 취한 후 배양액을 원심분리하여 그 상등액을 gas 

chromatography (YoungLin, M600D)를 이용하여 분석하였다. 사용된 컬럼충진물

은 80/120 Carbopack B-DA*/4% Carbowax (Supelco)를 사용하였고, flame 

ionization detecter (FID)로 분석하였다. 분석조건 중 column 온도는 185℃이었

고, injector와 detecter의 온도는 모두 200℃이었으며, carrier gas는 N2를 사용하

였고, 검출기 보조가스로는 Air와 H2를 사용하였으며, flow rate는 24 mL/min으로 

사용하였다.

  또한 분리된 균주들의 발효능을 비교하기 위해 공시균주인 Clostridium 

acetobutylicum과 Cl. butyricum을 분리균주의 발효능 측정시험과 동일한 방법으

로 수행하여 분리균주의 발효능과 비교하였다.

            2. 2. 2. 2. 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

                    가가가가. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의 발효균주의 발효균주의 발효균주의 형태학형태학형태학형태학

적 적 적 적 특징특징특징특징

  반혐기성 가수분해/산 발효조에서 분리된 균주는 총 11개 균주이며, Table 5와 

6에 분리된 균주의 형태학적 특징과 생리학적 특징을 각각 나타내었다.

  표에 나타난 바와 같이 분리된 11개 균주의 형태학적인 특징은 각각 다른 형태

를 나타내어 다른 균주들로 사료되며 모든 균주가 간균이고 그램 양성균이 8종, 그

램 음성균이 3종 이었다. Catalase에 대하여 모두 양성반응을 나타냈으며 oxidase

에 대해서는 K8 균주를 제외한 모든 균주가 양성반응을 보이는 특징을 나타내었

다.
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Table 5. Morphological characteristics of isolated strains from semi-anaerobic 

hydrolysis/acidogenic reactor

Isolates Isolates Isolates Isolates 

numbernumbernumbernumber
FormFormFormForm ElevationElevationElevationElevation MarginMarginMarginMargin ColorColorColorColor SurfaceSurfaceSurfaceSurface TransparencyTransparencyTransparencyTransparency

K1K1K1K1 circular umbonate undulate white concentric opacity

K2K2K2K2 circular
convex

&
raised

entire
cream

&
buff

smooth
&

wrinkled

clarity
→

opacity

K3K3K3K3 circular
convex

&
raised

entire
&

undulate
white

smooth
&

wrinkled
opacity

K4K4K4K4 irregular raised undulate buff wrinkled opacity

K5K5K5K5 irregular raised undulate white
yellow

wrinkled opacity

K6K6K6K6 circular convex entire white smooth opacity

K7K7K7K7 circular convex entire white smooth opacity

K8K8K8K8 circular flat entire cream concentric opacity

K9K9K9K9 circular raised undulate buff wrinkled opacity

K10K10K10K10 circular convex entire white smooth opacity

K11K11K11K11 irregular raised undulate
light 

yellow wrinkled opacity
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Table 6. Physiological characteristics of isolated strains from semi-anaerobic 

hydrolysis/acidogenic reactor

ItemsItemsItemsItems K1K1K1K1 K2K2K2K2 K3K3K3K3 K4K4K4K4 K5K5K5K5 K6K6K6K6 K7K7K7K7 K8K8K8K8 K9K9K9K9 K10K10K10K10 K11K11K11K11

    ShapeShapeShapeShape rod
rod

(chain)
rod rod rod rod rod rod rod rod

rod

(crooked)

    Gram Gram Gram Gram stainingstainingstainingstaining + + + + + + + + - - -

    Catalase Catalase Catalase Catalase testtesttesttest + + + + + + + + + + +

    Oxidase Oxidase Oxidase Oxidase testtesttesttest + + + + + + + - + + +

( + : Positive, - : Negative)
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                    나나나나. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의 발효균주의 발효균주의 발효균주의 생화학생화학생화학생화학

적 적 적 적 특징특징특징특징

  Table 7과 8은 그램양성균과 그램음성균의 생화학적 특징을 나타낸 것이다. 당 

분해시험에서 glucose, mannitol, sucrose등에는 11개 균주 모두 양성반응을 보였

으며, 그램 양성균의 경우 pyruvate와 lactose를 이용하는 것에 대해서는 각각 K1

과 K6 균주를 제외한 나머지 균주는 음성반응을 보였다. 또한 raffinose, pullulan, 

inulin, melezitose의 경우에는 8개 균주 모두 음성반응을 나타내었다. 그램음성균

의 경우에는 maltose와 lactose를 이용하는 시험에서 K10을 제외한 K9과 K11은 

양성반응을 보였으며, urea의 경우 그램양성균과 그램음성균 가운데 K11만이 양성

반응을 나머지는 모두 음성반응을 보였다. 또한 분리된 균주가운데 K1, K3, K7, 

K8은 16S rDNA sequence를 분석한 결과 Bacillus coagulans NCDO 1761T와 99% 

이상 homology를 나타내어 각각 Bacillus coagulans K1, K3, K7, K8으로 명명하였

고, K5와 K6의 경우는 Bacillus amyloliquenfaciens ATCC 23350T와 99.6%이상 

homology를 나타내어 각각 Bacillus amyloliquenfaciens K5와 K6로 명명하였다.

  Bacillus는 그람 양성균으로 다양한 효소를 생산하여 세포밖으로 분비하는 특성

이 있으며 α-amylase, protease, α-galactosidase 등과 같은 효소와 치료용 재조

합 단백질 생산에 많이 이용되고 있다
56-59). 또한 Ferrero 등

56)
과 Ehab 등

60)
은 일

반적으로 Bacillus 속에 속하는 미생물은 식물 잔사 등의 유기물을 분해하는 능력

이 우수한 미생물로서 토양내에 서식하는 대표적인 유효 미생물로 알려져 있다고 

보고한 바 있다. 따라서 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서 분리된 균주의 대부

분이 Bacillus 속에 속하므로 미생물 제재로서의 활용가능성이 충분할 것으로 사료

된다. 

                    다다다다. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의발효균주의발효균주의발효균주의

                                    Amylase Amylase Amylase Amylase 효소 효소 효소 효소 활성활성활성활성

  Fig. 18의 (A), (B)는 각각 amylase의 균체외 효소활성과 균체내 효소활성을 나

타낸 것이다. 
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Table 7. Biochemical characteristics of gram positive bacteria isolated from 

food wastes

SubstratesSubstratesSubstratesSubstrates K1K1K1K1 K2K2K2K2 K3K3K3K3 K4K4K4K4 K5K5K5K5 K6K6K6K6 K7K7K7K7 K8K8K8K8

    PB PB PB PB (Peptone (Peptone (Peptone (Peptone base)base)base)base) + + + + + + + +

    BAC BAC BAC BAC (Bacitracin)(Bacitracin)(Bacitracin)(Bacitracin) + + + + + + + +

    OPT OPT OPT OPT (Optochin)(Optochin)(Optochin)(Optochin) + + + + + + + +

    HCS HCS HCS HCS (Hemicellulase)(Hemicellulase)(Hemicellulase)(Hemicellulase) - - - - - - - -

    6CN6CN6CN6CN

    (6% (6% (6% (6% Sodium Sodium Sodium Sodium chloride)chloride)chloride)chloride)
- + + - + - - -

    10B 10B 10B 10B (10% (10% (10% (10% Bile)Bile)Bile)Bile) + + + + + + + +

    40B 40B 40B 40B (40% (40% (40% (40% Bile)Bile)Bile)Bile) + + + + + + + +

    ESC ESC ESC ESC (Esculin)(Esculin)(Esculin)(Esculin) + + + + + + + +

    ARG ARG ARG ARG (Arginine)(Arginine)(Arginine)(Arginine) - + - - - - - -

    URE URE URE URE (Urea)(Urea)(Urea)(Urea) - - - - - - - -

    TZR TZR TZR TZR (Tetrazolium (Tetrazolium (Tetrazolium (Tetrazolium Red)Red)Red)Red) + + + + + + + +

    NOV NOV NOV NOV (Novobiocin)(Novobiocin)(Novobiocin)(Novobiocin) + - + + + + + -

    DEX DEX DEX DEX (Dextrose)(Dextrose)(Dextrose)(Dextrose) + + + + + + + +

    LAC LAC LAC LAC (Lactose)(Lactose)(Lactose)(Lactose) - - - - - + - -

    MAN MAN MAN MAN (Mannitol)(Mannitol)(Mannitol)(Mannitol) + + + + + + + +

    RAF RAF RAF RAF (Raffinose)(Raffinose)(Raffinose)(Raffinose) - - - - - - - -

    SAL SAL SAL SAL (Salicin)(Salicin)(Salicin)(Salicin) + + + + - - + -

    SOR SOR SOR SOR (Sorbitol)(Sorbitol)(Sorbitol)(Sorbitol) + - + + - - + +

    SUC SUC SUC SUC (Sucrose)(Sucrose)(Sucrose)(Sucrose) + + + + + + + +

    TRE TRE TRE TRE (Trehalose)(Trehalose)(Trehalose)(Trehalose) + + + + - + + +

    ARA ARA ARA ARA (Arabinose)(Arabinose)(Arabinose)(Arabinose) + + + + - + + +

    PYR PYR PYR PYR (Pyruvate)(Pyruvate)(Pyruvate)(Pyruvate) + - - - - - - -

    PUL PUL PUL PUL (Pullulan)(Pullulan)(Pullulan)(Pullulan) - - - - - - - -

    INU INU INU INU (Inulin)(Inulin)(Inulin)(Inulin) - - - - - - - -

    MEL MEL MEL MEL (Melibiose)(Melibiose)(Melibiose)(Melibiose) - - - - - - + +

    MLZ MLZ MLZ MLZ (Melezitose)(Melezitose)(Melezitose)(Melezitose) - - - - - - - -

    CEL CEL CEL CEL (Cellobiose)(Cellobiose)(Cellobiose)(Cellobiose) - + - - - - + -

    RIB RIB RIB RIB (Ribose)(Ribose)(Ribose)(Ribose) + - - - - - + +

    XYL XYL XYL XYL (Xylose)(Xylose)(Xylose)(Xylose) - - + + - + - +

    CATCATCATCAT + + + + + + + +

    BH/COBH/COBH/COBH/CO - - - - - - - -



- 53 -

Table 8. Biochemical characteristics of gram negative bacteria isolated from 

food wastes

SubstratesSubstratesSubstratesSubstrates K9K9K9K9 K10K10K10K10 K11K11K11K11

    DP3 DP3 DP3 DP3 (DP-300)(DP-300)(DP-300)(DP-300) ---- ---- ----

    OFG OFG OFG OFG (Glucose(oxidative))(Glucose(oxidative))(Glucose(oxidative))(Glucose(oxidative)) ++++ ++++ ++++

    GC GC GC GC (Growth (Growth (Growth (Growth control)control)control)control) ++++ ++++ ++++

    ACE ACE ACE ACE (Acetamide)(Acetamide)(Acetamide)(Acetamide) ---- ---- ----

    ESC ESC ESC ESC (Esculin)(Esculin)(Esculin)(Esculin) ++++ ---- ++++

    PLI PLI PLI PLI (Plant (Plant (Plant (Plant Indican)Indican)Indican)Indican) ---- ---- ++++

    URE URE URE URE (Urea)(Urea)(Urea)(Urea) ---- ---- ++++

    CIT CIT CIT CIT (Citrate)(Citrate)(Citrate)(Citrate) ---- ---- ++++

    MAL MAL MAL MAL (Malonate)(Malonate)(Malonate)(Malonate) ---- ---- ----

    TDA TDA TDA TDA (Tryptophan)(Tryptophan)(Tryptophan)(Tryptophan) ---- ---- ----

    PXB PXB PXB PXB (Polymyxin (Polymyxin (Polymyxin (Polymyxin B)B)B)B) ---- ---- ----

    LAC LAC LAC LAC (Lactose)(Lactose)(Lactose)(Lactose) ++++ ---- ++++

    MLT MLT MLT MLT (Maltose)(Maltose)(Maltose)(Maltose) ++++ ---- ++++

    MAN MAN MAN MAN (Mannitol)(Mannitol)(Mannitol)(Mannitol) ++++ ++++ ++++

    XYL XYL XYL XYL (Xylose)(Xylose)(Xylose)(Xylose) ---- ---- ++++

    RAF RAF RAF RAF (Raffinose)(Raffinose)(Raffinose)(Raffinose) ---- ---- ----

    SOR SOR SOR SOR (Sorbitol)(Sorbitol)(Sorbitol)(Sorbitol) ++++ ++++ ----

    SUC SUC SUC SUC (Sucrose)(Sucrose)(Sucrose)(Sucrose) ++++ ++++ ++++

    INO INO INO INO (Inositol)(Inositol)(Inositol)(Inositol) ++++ ---- ----

    ADO ADO ADO ADO (Adonitol)(Adonitol)(Adonitol)(Adonitol) ---- ---- ----

    COU COU COU COU (p-Coumaric)(p-Coumaric)(p-Coumaric)(p-Coumaric) ---- ---- ----

    HHHH2222S S S S (H(H(H(H2222S)S)S)S) ---- ---- ----

    ONP ONP ONP ONP (ONPG (ONPG (ONPG (ONPG Fermentation)Fermentation)Fermentation)Fermentation)

    (O-Nitrophenyl-(O-Nitrophenyl-(O-Nitrophenyl-(O-Nitrophenyl-ββββ-D--D--D--D-

        galactopyranoside)galactopyranoside)galactopyranoside)galactopyranoside)

---- ---- ----

    RHA RHA RHA RHA (Rhamnose)(Rhamnose)(Rhamnose)(Rhamnose) ---- ++++ ----

    ARA ARA ARA ARA (L-Arabinose)(L-Arabinose)(L-Arabinose)(L-Arabinose) ++++ ++++ ----

    GLU GLU GLU GLU (Glucose(fermentative))(Glucose(fermentative))(Glucose(fermentative))(Glucose(fermentative)) ---- ---- ++++

    ARG ARG ARG ARG (Arginine)(Arginine)(Arginine)(Arginine) ---- ---- ----

    LYS LYS LYS LYS (Lysine)(Lysine)(Lysine)(Lysine) ---- ---- ----

    ORN ORN ORN ORN (Ornithine)(Ornithine)(Ornithine)(Ornithine) ---- ---- ----

    OXIOXIOXIOXI ++++ ++++ ++++
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Fig. 18. (A) Extracellular amylase activity of selected strains from food 

wastes; (B) Intracellular amylase activity of selected strains from food wastes. 

One unit of amylase activity is defined as the amount of enzyme that 

produces 1µM of glucose equivalent per minute.
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  균체외 효소활성은 K5균주가 다른 균주들에 비해 월등히 뛰어났으며 나머지 균들

은 거의 유사한 효소활성을 보여주고 있지만 그 가운데에서도 K2, K11, K3의 순으로 

활성이 관찰되었다. 균체내 amylase 활성은 K6균주가 가장 높은 활성을 보였으며 

K1, K5, K7, K9의 순으로 활성이 높은 것으로 관찰되었다. 또한 세포내 조효소의 경

우 세포배양 초기의 효소 활성이 높은 것을 알 수 있었다. 따라서 전분을 주종으로 

이루는 유기성 폐기물을 처리하기 위한 종균제로 K1, K2, K3, K5, K6, K7, K9, K11

을 사용하는 것이 효과적일 것으로 사료된다.

                    라라라라. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의발효균주의발효균주의발효균주의

                                    Protease Protease Protease Protease 효소 효소 효소 효소 활성활성활성활성

  Fig. 19의 (A), (B)는 각각 protease의 균체외 효소활성과 균체내 효소활성을 나타

낸 것이다. 균체외 활성의 경우 amylase와 마찬가지로 역시 K5균주가 가장 높은 활

성을 보여주고 있으며, K11, K8, K3의 순으로 활성이 높은 것으로 관찰되었다. 균체

내 protease의 활성의 경우 K6, K4, K1, K9의 순으로 효소의 활성이 관찰되었으므로 

육류와 같은 단백질이 주종을 이루는 유기성 폐기물을 처리하기 위한 종균제로 K1, 

K3, K4, K5, K6, K8, K9, K11을 사용하는 것이 바람직 할 것으로 사료된다.

  하지만 세포내 조효소 활성의 경우 세포배양 후반부로 갈수록 세포외 조효소 활성

에 비해 현저히 낮은 활성이 관찰되어 발효 과정중 단백질의 분해는 주로 세포외 조

효소에 의해 분해가 일어나는 것으로 생각된다.

                    마마마마. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의발효균주의발효균주의발효균주의

                                    Cellulase Cellulase Cellulase Cellulase 효소 효소 효소 효소 활성활성활성활성

  Fig. 20의 (A), (B)는 각각 cellulase의 균체외 효소활성과 균체내 효소활성을 나타낸 

것이다. 균체외 활성의 경우 역시 K5균주가 활성이 매우 높았으며 K8, K3, K11 순으

로 활성이 관찰되었고, 균체내 Cellulase의 활성은 K1, K9, K10, K6의 순으로 효소활

성이 관찰되어 김치와 같은 야채를 주종으로 하는 유기성폐기물의 처리에는 K1, K3, 

K5, K6, K8, K9, K10, K11을 종균제로 사용하면 높은 효과를 얻을 것으로 생각된다.
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Fig. 19. (A) Extracellular protease activity of selected strains from food 

wastes; (B) Intracellular protease activity of selected strains from food wastes. 

One unit of protease activity is defined as the amount of enzyme that 

changes 0.1 absorbance unit at 440 nm.
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Fig. 20. (A) Extracellular cellulase activity of selected strains from food 

wastes; (B) Intracellular cellulase activity of selected strains from food wastes. 

One unit of cellulase activity is defined as the amount of enzyme that 

produces 1µM of glucose equivalent per minute.
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  따라서 amylase, protease, cellulase 효소의 활성을 종합적으로 살펴보면 K1, 

K3, K5, K6, K9, K11을 이용한 종균제를 사용한다면 유기성 폐기물을 분해하는데 

있어 높은 효과를 얻을 수 있을 것으로 사료된다.

                    바바바바. . . . 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의 발효균주의 발효균주의 발효균주의 형태학적 형태학적 형태학적 형태학적 특징특징특징특징

  혐기성 산 발효조에서 분리한 균주는 KA1 ~ 5까지 총 5개 균주이며, Table 9와 

10에 분리된 균주의 형태학적 특징과 생리학적 특징을 각각 나타내었다. 표에 나

타난 바와 같이 분리된 5개 균주의 형태학적인 특징은 각각 다른 형태를 나타내어 

다른 균주들로 사료되며 KA4를 제외한 나머지 균주는 간균이고 KA4는 타원형 균

주로 효모와 비슷한 형태를 보여주었다.

  분리된 균주 가운데 그램 양성균이 4종 (KA2 ~ 5), 그램 음성균이 1종 (KA1) 

이었다. Oxidase에 대하여 모두 양성반응을 나타냈으며 catalase에 대해서는 KA1

과 KA2 균주를 제외한 나머지 균주들은 양성반응을 보이는 특징을 나타내었다.

                    사사사사. . . . 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 발효조로부터 분리된 분리된 분리된 분리된 발효균주의 발효균주의 발효균주의 발효균주의 발효능 발효능 발효능 발효능 

측정측정측정측정

  Fig. 21은 2차 혐기성 산 발효조로부터 분리된 균주들의 발효산물 가운데 에탄

올 생산량을 나타낸 그림이다.

  분리균주인 KA4의 경우 발효가 시작되고 24시간이 경과한 후 6194 mg/L의 에

탄올을 생산하였으며, 발효가 진행됨에 따라 서서히 그 양이 증가하여 실험 종반부

인 132시간 후에는 약 7710 mg/L의 에탄올을 생산하여 다른 분리균주 및 공시균

주보다 에탄올 생산능력이 탁월하게 우수함을 관찰할 수 있었다. 공시균주인 Cl. 

butyricum의 경우 실험 종료시 최종적으로 생산된 에탄올의 농도는 분리균주인 

KA4와 유사한 농도인 7060 mg/L의 에탄올을 생산하였지만 KA4에 비해 발효 속

도가 월등히 떨어짐을 알 수 있었다. 나머지 다른 분리균주들은 실험이 종료될 때

까지 생산된 에탄올의 양이 2000 mg/L 미만으로써 에탄올생산은 그다지 우수하지 

않았다. KA4의 형태학적인 특징과 우수한 에탄올 생산능 그리고 현미경 관찰시 

budding이 관찰됨을 고려할 때 분리된 KA4는 효모인 것으로 사료된다.
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Table 9. Morphological characteristics of isolated strains from anaerobic 

acidogenic reactor

Isolates Isolates Isolates Isolates 

numbernumbernumbernumber
FormFormFormForm ElevationElevationElevationElevation MarginMarginMarginMargin ColorColorColorColor SurfaceSurfaceSurfaceSurface TransparencyTransparencyTransparencyTransparency

KA1KA1KA1KA1 Irregular Raised Undulate White Undulating clarity

KA2KA2KA2KA2 Circular Convex Entire Cream Smooth opacity

KA3KA3KA3KA3 Irregular Raised Undulate White Wrinkled opacity

KA4KA4KA4KA4 Circular Convex Entire Cream Smooth opacity

KA5KA5KA5KA5 Irregular Umbonate Undulate White Wrinkled opacity
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Table 10. Physiological characteristics of isolated strains from anaerobic 

acidogenic reactor

Isolates Isolates Isolates Isolates 

numbernumbernumbernumber
ShapeShapeShapeShape Gram Gram Gram Gram stainstainstainstain CatalaseCatalaseCatalaseCatalase OxidaseOxidaseOxidaseOxidase

KA1KA1KA1KA1 Rod - - ++

KA2KA2KA2KA2 Rod + - +++

KA3KA3KA3KA3 Rod + + +

KA4KA4KA4KA4 Oval + + ++

KA5KA5KA5KA5 Rod + + +

( + : Positive, - : Negative)
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Fig. 21. Comparison of ethanol production ability among isolated strains from 

anaerobic acidogenic reactor.
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Fig. 22. Comparison of acetic acid production ability among isolated strains 

from anaerobic acidogenic reactor.
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  Fig. 22는 2차 혐기성 산 발효조로부터 분리된 균주들의 발효산물 가운데 아세

트산의 생산량을 나타낸 그림이다. 

  그림에 나타낸 바와 같이 KA1, KA5, Cl. acetobutylicum만이 아주 미량의 아세

트산을 생산하였을 뿐 나머지 균주들에서는 아세트산의 생산은 거의 일어나지 않

았음을 알 수 있었다. 그러나 아세트산을 생산하는 것으로 알려져 있는 공시균주인 

Cl. acetobutylicum의 경우에서도 아세트산의 생산이 미미한 것으로 보아 발효에 

사용된 기질이 단일 기질이 아닌 다양한 기질이 혼합되어 있는 음식물이라는 차이

와 발효과정 중 유지되는 발효액의 pH가 특정한 유기산을 생산하는데 영향을 미친

다는 다른 연구자들의 보고
61)

들을 고려하면 본 실험에서 유지하고 있는 발효액의 

pH에 의해 분리균주들의 아세트산 생산능이 저해 받는 것으로 사료된다.

  반면 젖산 생산의 경우 아세트산과는 반대로 분리된 모든 균주에서 그 생산량이 

증가하였음을 Fig. 23을 통하여 알 수 있었다.

  분리균주 중 가장 많은 젖산을 생산하는 균주인 KA1의 경우 발효가 시작되고 

48시간까지는 젖산의 농도가 서서히 증하여 12900 mg/L의 젖산을 생산하였으며, 

이후 발효가 진행됨에 따라 젖산의 농도가 급격히 증가하여 실험 종반부인 132시

간 후에는 약 26850 mg/L의 젖산을 생산하였다. 다음으로 KA2 균주의 경우 발효

초기 24시간 동안 약 8800 mg/L의 젖산을 생산하여 동일 시간동안 두 번째로 빠

른 발효속도를 보였지만 이후 발효가 더디게 진행하다가 132시간 후에는 약 

20000 mg/L의 젖산을 생산하였다. 공시균주인 Cl. acetobutylicum의 경우 발효가 

시작된 뒤 24시간동안은 앞에서 설명한 2균주를 제외한 나머지 균주와 유사하게 

젖산의 생산이 거의 일어나지 않았지만 48시간 이후 빠르게 증가하여 약 15000 

mg/L의 젖산을 생산하였으며, 이후 실험 종료시까지 완만한 발효과정이 진행되어 

약 17000 mg/L의 젖산을 생산하였다. KA5 균주의 경우 초기 48시간까지의 발효 

속도는 다른 균주들에 비해 다소 떨어졌지만 최종적으로 생산된 젖산의 농도는 분

리균주인 KA1 다음으로 많은 양의 젖산을 생산하였다. 또한 알코올 생산에서 가장 

높은 발효효율을 보인 KA4 균주는 가장 낮은 젖산 생산량을 보여주었다. 아울러 

전체적으로 볼 때 대부분의 분리균주들이 공시균주인 Cl. butyricum과 Cl. 

acetobutylicum에 비해 발효효율이 우수하였으며, 유기산 생성 균주를 이용하여 

발효과정 중 특별한 제어를 하지 않고 음식물을 발효할 경우 주생산물이 젖산임을 

알 수 있었다.
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Fig. 23. Comparison of lactic acid production ability among isolated strains 

from anaerobic acidogenic reactor.



- 65 -

                    카카카카. . . . 미생물제제의 미생물제제의 미생물제제의 미생물제제의 개발개발개발개발

  미생물 제재란 특정한 유용성을 가지고 있는 하나 혹은 그 이상의 미생물이 일

정한 농도로 함유되어 있는 액상 혹은 고상 분말형 제재를 말한다. 이러한 미생물 

제재의 용도는 최근 농업뿐만이 아니라 음식물쓰레기의 처리, 해양 유류 오염 방제 

및 적조 방제, 난분해성 오염물의 제거, 생활 및 산업하수처리 그리고 농업 폐수처

리 등 환경 분야에 까지 그 효용성을 넓혀가고 있다
62-66).

  Shin 등
67)

은  일반적으로 용해성 기질의 경우에는 메탄생성이 율속단계 

(rate-limiting step)이지만, 음식물쓰레기와 같은 입자성 기질의 경우 가수분해가 

율속단계이므로 가수분해의 효율향상을 위하여 gamma irradiation, ball milling, 

steam explosion, 산 및 알칼리 처리, white-와 brown-rot fungi를 이용한 미생물 

처리와 같은 다양한 방법
68-71)

 등이 시도되었지만, 보다 직접적이면서도 효율적인 

방법은 뛰어난 분해능력을 갖고 있는 미생물을 이용하는 것이라고 보고한 바 있다.

  따라서 앞에서 기술한 자료를 토대로 3단계 메탄 발효 시스템에 적용할 미생물

제제를 개발할 경우, 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에는 11개의 균주로 혼합된 

고속 가수분해 발효균주를 제조하여 적용하고, 2차 혐기성 산 발효조에는 음식 폐

기물에 적응된 Cl. butyricum 균주 및 5개의 균주로 혼합된 산 발효 균주를 사용

하며, 3차 혐기성 메탄 발효조에는 본 연구가 진행되는 6년 동안 메탄 발효조에서 

안정화되어 우점종으로 존재하는 Methanoculleus bourgensis (93.1%), 

Methanoculleus palmolei (3.45%), Methanosarcina sp. (3.45%) 등의 절대 혐기

성 메탄생성세균을 사용할 수 있을 것으로 판단된다.

        제 제 제 제 3 3 3 3 절 절 절 절 발효효율 발효효율 발효효율 발효효율 최적화 최적화 최적화 최적화 운전 운전 운전 운전 조건 조건 조건 조건 검토검토검토검토

            1. 1. 1. 1. 실험재료 실험재료 실험재료 실험재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

                    가가가가. . . . 1111차 차 차 차 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 pHpHpHpH조절을 조절을 조절을 조절을 위한 위한 위한 위한 반송 반송 반송 반송 조건조건조건조건
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  Fig. 24는 본 실험에 사용된 소형 1차 가수분해/산 발효조의 모식도 및 사진이

며, 반응기의 용량은 30 L이고 교반을 위해 반응기의 상부에 모터가 장착되어 있

으며 반응기의 하단에는 폭기를 위해 공기펌프를 이용하여 폭기할 수 있도록 제작

하였다. pH 조절을 위한 반송수로는 3단계 메탄 발효시스템의 최종 발효 폐액을 

처리하기위해 본 연구자가 속한 실험실에서 운전하고 있는 폐수처리조의 최종 유

출수를 사용하였다. 반송수의 성상 중 pH, tCOD, sCOD, T-N 및 NH4-N는 각각 

8.4 ~ 9.2, 510 mg/L, 490 mg/L, 500 mg/L, 65 mg/L로 조사되었다. 

  pH 조절실험은 크게 3가지 방식으로 수행하였다.

  첫 번째 방식으로는 1차 가수분해/산 발효조의 발효액 5 L를 접종원으로 하고 1

일 동안 음식물 5 kg을 한꺼번에 주입한 뒤 반송수의 비율을 음식물과 1:1, 1:2의 

비율로 조절하여 일정하게 정량펌프를 이용하여 반응기에 주입하면서 반응기내의 

pH를 관찰하였다.

  두 번째 방식으로는 1차 가수분해/산 발효조의 발효액 5 L를 접종원으로 하고 

반송수를 10 ~ 12 L를 반응기에 주입하여 반응기내의 pH를 5이상으로 유지시킨

후  1일 동안 음식물을 주입하지 않은 경우와 음식물을 5 kg을 한꺼번에 주입한 

뒤 반응기를 운전하여 발효과정 중 pH가 떨어질 경우부터 반송수를 주입하는 방식

으로 pH의 변화를 알아보았다.

  세 번째 방식으로는 1차 가수분해/산 발효조의 발효액 5 L를 접종원으로 하고 

반송수를 10 ~ 12 L를 반응기에 주입하여 반응기내의 pH를 5이상으로 유지시킨 

후  1일 동안 5 kg을 10회 분할하여 반응기에 주입하고 반응기를 운전하였다. 그

리고 반송수 또한 음식물과 비율을 각각 1:2와 1:4로 조절하여 일정하게 정량펌프

를 이용하여 반응기내에 주입한 뒤 반응기의 pH 변화를 알아보았다.

                    나나나나. . . . 회분식 회분식 회분식 회분식 실험에서의 실험에서의 실험에서의 실험에서의 온도에 온도에 온도에 온도에 따른 따른 따른 따른 메탄 메탄 메탄 메탄 발효의 발효의 발효의 발효의 영향영향영향영향

  본 연구에 사용한 시료는 현재 본 연구자가 속한 실험실에서 운전중인 음식물쓰

레기의 혐기성 소화공정인 3단계 메탄 발효시스템 가운데 2차 혐기성 산 발효조의 

발효 후 유출액을 사용하였고, 실험에 사용된 접종액 역시 현재 본 실험실에서 운

전중인 음식물쓰레기의 혐기성 소화공정인 3단계 메탄 발효시스템 가운데 3차 혐

기성 메탄 발효조내의 발효액을 사용하였다. 
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Fig. 24. Schematic diagram and photograph of 30 L semi-anaerobic 

hydrolysis/acidogenic reactor.
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  시료의 pH, sCOD, NH3-N 및 C/N비는 각각, 4.5, 17000 mg/L, 380 mg/L, 

15.8 이었으며 접종액의 pH, sCOD, NH3-N는 각각 8.2, 2600 mg/L, 1300 mg/L

로 조사되었다. 

  Fig. 25는 본 연구에 사용하기 위해 제작한 실험실 규모의 메탄 발효조 모식도 

및 사진이다. 발효조의 직경이 200 mm, 높이가 350 mm로 총 용적이 11 L인 원

통형 발효조이며 발효조의 측면에 시료를 채취할 수 있는 밸브를 설치하였고 발효

조내의 온도는 히터가 설치된 수조내에 발효조를 설치하여 조절하였다. 

  회분식 실험에서는 시료와 접종액을 1:1의 비율로 하여 유효용적이 8 L가 되도

록 하였으며 발효조의 온도를 각각 30, 35, 40, 45, 50, 55℃로 조절하였을 경우

의 발효조내의 pH변화, COD 감량정도 및 동력학적인 특성, 가스 발생량을 조사하

였다. pH는 pH meter로, COD는 Cr법으로, 발효조내에서 발생하는 가스량은 가스

유량계를 이용하여 측정하였다. 

  동력학적인 특성을 알아보기 위해 이론적 고찰에 나타낸 Grau가 제안한 1차 모

델을 이용하였다
27)

.

                    다다다다. . . . 반연속식 반연속식 반연속식 반연속식 실험에서의 실험에서의 실험에서의 실험에서의 온도에 온도에 온도에 온도에 따른 따른 따른 따른 메탄 메탄 메탄 메탄 발효의 발효의 발효의 발효의 영향영향영향영향

  반연속식 실험의 경우 회분식 실험의 경우와 동일한 발효조와 시료 및 접종액을 

사용하였다. 발효조의 온도는 각각 40, 45, 50, 55℃로 조절하였다. 또한 유기물의 

1일 처리량을 조절하여 HRT를 8일, 10일, 12일인 경우의 발효조내의 pH변화, 

COD 감량정도, 가스생산량 및 메탄생산량과 NH3-N의 농도를 조사하였다. pH는 

pH meter로, COD는 Cr법으로, NH4-N는 인도페놀법으로 수질공정시험법에 준하

여 조사하였고, 발효조내에서 발생하는 가스량은 가스유량계를 이용하였다.

  또한 가스 성분 분석은 gas chromatography (Shimadzu GC-14B)를 이용하여 

분석하였다. 사용된 컬럼충진물은 Porapak Q를 사용하였고, thermal conductivity 

detector (TCD)로 분석하였다. 분석조건 중 column, injector 및 detecter의 온도

는 각각 100℃, 50℃, 150℃이었으며, carrier gas는 He을 사용하였고, flow rate

는 50 mL/min으로 사용하였으며, 120 mA의 current 값을 사용하였다.
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Fig. 25. Schematic diagram and photograph of lab scale (11 L) methane 

fermentor.
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                    라라라라. . . . 2.5 2.5 2.5 2.5 mmmm
3333    규모의 규모의 규모의 규모의 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효공정 발효공정 발효공정 발효공정 운전운전운전운전

      (1) 실험균주

  1차 가수분해/산 발효 공정에서 사용되는 균주는 본 연구에서 분리한 K1 ~ K11

균주와 시중에 유통되고 있는 미생물 제재인 GT-100WT, FM (Biogenesis 

technology Inc.), MS 101 (한국 MS 연구소)과 유기성쓰레기의 분해능이 있을 것

으로 사료되는 매립지의 토양시료로 사용하였으며 또한 기존에 다양한 고분자 화

합물을 분해하는 균주들인 cellulomonas cellulans, Flavobacterium breve, 

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus 

alcalophilus을 KCTC로부터 분양 받아 전 배양하여 1차 가수분해/산 발효 공정에 

접종하였다.

  2차 혐기성 산 발효조의 경우 acetic acid, propionic acid, butyric acid등의 유

기산 생성이 우수한 Clostridium butyricum과 Clostridium acetobutylicum을 KCTC

로 부터 구입하여 혐기성 배양 후 사용하였다. 

  3차 혐기성 메탄 발효조의 미생물제재 개발을 위해 메탄생성균이 서식하고 있는 

우분과 매립지내에 메탄가스가 발생하고 있는 토양가운데 지표로부터 10 ~ 15 

cm 깊이의 토양을 채취하여 접종원으로 사용하였다.

      (2) 3단계 메탄 발효공정 운전을 위한 자동화 공정

  Fig. 26은 3단계 메탄 발효공정을 제어하기 위해 제작한 공정자동화 시스템 사

진이며, 이 자동화 공정시스템을 이용하여 이송펌프의 작동시간, 이송속도 및 온도 

조절과 밸브의 작동여부 등과 같은 발효공정의 운전에 관한 것을 미리 입력된 프

로그램에 의해 컴퓨터로 제어할 수 있도록 하였다.

      (3) 음식물 쓰레기의 전처리 공정

  본 실험에 사용된 음식물 쓰레기는 학교 구내식당으로부터 수집되었으며 1차적

으로 고기뼈, 생선뼈, 비닐, 나무토막과 같은 생물학적 분해가 어려운 물질을 육안

으로 확인한 후 수작업을 통하여 분리한 뒤 제거하였다. 또한 음식물과 미생물의 

접촉이 용이하고 각 공정으로의 이송이 용이하도록 음식물과 물을 1:1의 비율로 

혼합한 뒤 파쇄기를 이용하여 잘게 분쇄한 후 Fig. 27에 나타낸 음식물 저장조에 



- 71 -

저장되고 펌프를 이용하여 24시간동안 나누어 1차 가수분해/산 발효조에 주입하였

다.

      (4) 3단계 메탄 발효공정내 음식물 쓰레기 성상 변화

  전처리 공정을 거친 음식물 쓰레기는 1차 가수분해/산 발효조에 100 kg/day으로 

주입되었으며 주입하기 전에 음식물 쓰레기의 COD, T-N, NO3-N, NH4-N, TS, 

VS, pH를 측정하였다. 각각의 실험방법은 COD는 Cr법으로, TS와 VS는 standard 

method으로, T-N, NO3-N는 자외선 흡광도법으로, NH4-N는 인도페놀법으로 수질

공정시험법에 준하여 조사하였다. 각 공정별 수리학적 체류시간은 1차 가수분해/산 

발효조에서 2일, 2차 혐기성 산 발효조에서 2일, 3차 혐기성 메탄 발효조에서 12

일로 조절하였다. 또한 각 공정에서도 음식물 쓰레기의 측정항목과 마찬가지로 분

석을 동일하게 수행하였다.

      (5) 3단계 메탄 발효공정내의 유기산 분석

  3단계 메탄 발효공정내의 유기산의 분석은 gas chromatography 

(FID)(YoungLin M600D)를 이용하여 분석하였으며 분석조건은 제 2 장 제 2 절의 

단계별 발효공정 미생물 제재 개발에서 수행한 분석조건과 동일하게 분석하였다.

      (6) 3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생하는 가스발생량 및 성분 분석

  3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생하는 가스량은 습식가스유량계를 이용하여 매

일 측정하였으며 가스 성분 분석은 gas chromatography (TCD)(Shimadzu 

GC-14B)를 이용하여 분석하였으며 분석조건은 제 2 장 제 3 절의 다에서 수행한 

분석조건과 동일하게 분석하였다.

            2. 2. 2. 2. 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

                    가가가가. . . . 1111차 차 차 차 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 pHpHpHpH조절을 조절을 조절을 조절을 위한 위한 위한 위한 반송 반송 반송 반송 조건조건조건조건

  1차 가수분해/산 발효조로 주입되는 음식물은 유기물 농도가 너무 높아 미생물 
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Fig. 26. Automatic control system for three-stage methane fermentation 

system.
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Fig. 27. Food wastes reservoir (200 L) for 2.5 m
3
 three-stage methane 

fermentation system.
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성장에 저해를 받을 수 있고 또한 음식물 파쇄를 원활히 하기 위해 물과 1:1의 비율

로 혼합하여 사용하였다. 한편 발효과정 중 발생하는 유기산의 영향으로 발효조 내의 

pH가 낮아지는 현상이 관찰되었다. 따라서 본 연구에서는 발효가 끝나고 최종적으로 

유출되는 pH 8.0 이상의 알칼리 폐수를 반송하여 발효조 내의 pH를 5이상으로 유지

하기 위해 반송비율에 대하여 알아보았다. Fig. 28의 (A)에는 음식물 5 kg을 주입하고 

1일 동안 일정하게 반송수를 5 L 주입한 경우와 10 L를 주입한 경우를 나타내었다. 

  음식물 주입 후 발효조 pH가 4.4에서 반송수가 주입되는 순간에는 pH가 약간 

증가하였지만 두 가지 경우 모두 발효가 진행되는 동안 pH가 점점 감소하여 24시

간 후 pH가 3.8까지 하락되어 pH 조절이 되지 않는 것을 알 수 있었다. 따라서 

발효조 내의 pH를 음식물 주입 전에 5이상으로 조절하고 음식물 5 kg을 주입한 

경우와 음식물을 주입하지 않은 경우의 pH 변화를 비교하였으며, 실험과정 중 pH

가 5이하로 낮아질 경우 반송수를 일정하게 주입한 후 발효조 내 pH 변화를 Fig. 

28의 (B)에 나타내었다.

  음식물을 주입하지 않은 경우는 반송수의 특징 때문에 실험과정 중 계속해서 pH

가 증가하는 것이 관찰되었다. 반면 음식물이 주입된 경우에는 초기에 pH가 약간 

증가하였지만 6시간 이후부터는 pH가 감소하는 것이 관찰되었고 이 때 부터 반송수

를 주입하였지만 pH 조절은 할 수 없었다. 따라서 반송수의 비율을 높일 필요가 있

으므로 Fig. 28의 (C)에 나타낸 바와 같이 발효조의 pH를 미리 5이상으로 높이고 

반송수와 음식물의 비율을 1:2와 1:4가 유지되도록 반송수를 일정하게 유입시키면서 

음식물의 주입에 있어서도 5 kg의 음식물을 1일 동안 10회로 분할하여 발효조에 주

입시키면서 pH의 변화를 알아보았다. 두 경우 모두 Fig. 28의 (A)나 28의 (B)에서의 

경우 보다 발효조의 pH가 높게 유지되었으며, 음식물과 반송수의 비가 1:2인 경우를 

비교해 볼 때 Fig. 28의 (C)의 경우에서 더 높은 pH가 유지된 것은 음식물의 주입

이 한꺼번에 주입되지 않고 분할되어 주입됨으로써 반송수의 pH 완충역할이 보다 

용이하게 이루어진 결과로 사료되며, 반송수의 비율이 증가될수록 pH의 조절이 가

능할 것으로 사료된다. 하지만 향후 실험을 통하여 물을 대신하여 반송수를 사용함

으로써 발효과정 중에 미칠 수 있는 영향 예를 들어 전체적인 공정 내에 메탄생성량

의 감소와 같은 영향 등을 살펴보아야 할 것으로 사료되며 반송수의 양이 너무 커질 

경우 처리량이 커지게 되므로 발효조의 크기가 현재의 것보다 훨씬 커져야 하기 때

문에 화학적으로 NaOH를 병행 사용하여 pH를 조절해야 할 것으로 사료된다.
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Fig. 28. (A) Change of pH in semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic fermentor 

according to the mixing ratio between food wastes and final effluent wastewater; 

(B) Change of pH in the semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic fermentor under 

the condition that foodwastes were added or not; (C) Change of pH in the 

semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic fermentor under the condition that 

foodwastes mixed with wastewater with different ratio were fed continuously.
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                    나나나나. . . . 회분식 회분식 회분식 회분식 실험에서의 실험에서의 실험에서의 실험에서의 온도에 온도에 온도에 온도에 따른 따른 따른 따른 메탄 메탄 메탄 메탄 발효의 발효의 발효의 발효의 영향영향영향영향

  Fig. 29는 30일간의 회분식 실험기간동안 각 온도별 혐기성 메탄 발효조의 pH변

화를 나타낸 것이다. 산 발효조로부터 나온 pH 4.5의 시료가 메탄 발효조의 접종

액과 1:1의 비율로 혼합되어 초기 pH가 6.3 ~ 6.5로 적정된 후 메탄생성균의 유

기물 분해작용에 따라 혐기성 처리수의 pH가 계속 증가하였다.

  이는 Buswell 등
72)

의 보고와 일치하는 것으로 정상적인 혐기성 분해가 이루어지

고 있음을 알 수 있었고, 발효조 가운데 45, 50℃의 메탄 발효조의 pH가 같은 시

기에 가장 빨리 상승하였으며, 다음으로 55, 40, 35, 30℃ 메탄 발효조의 순으로 

pH가 서서히 상승하는 것이 관찰되었다.

  따라서 45, 50℃의 메탄 발효조가 혐기성 분해과정이 가장 빠르게 일어나는 것

으로 판단된다. 또한 55℃ 메탄 발효조의 경우 실험 초기 pH의 상승 경향이 더디

게 진행하였지만 5일 이후 45, 50℃와 유사한 경향으로 pH가 상승하는 것이 나타

났다.

  Fig. 30의 (A)는 회분식 실험기간중의 발효조내의 sCOD농도의 감소를 나타낸 

것이고, Fig. 30의 (B)는 Grau가 제안한 모델을 이용하여 온도에 따른 발효능을 

동력학적으로 나타낸 것이다. 

  50℃ 발효조의 경우 초기 sCOD농도 9520 mg/L에서 30일 후 1652 mg/L로 

82.6%의 제거율을 보였고 이때 k'1은 0.61 (g COD/L day)으로 다른 발효조에 비

해 가장 높은 COD 제거효율을 나타내었다. 45℃ 발효조의 경우 초기 sCOD농도 

8640 mg/L에서 30일 후 1520 mg/L로 82.4%의 제거율을 보였으며 이때 k'1은 

0.6 (g COD/L day)으로 50℃ 발효조와 비슷한 제거 효율을 나타내었다. 55℃ 발

효조의 경우 sCOD농도 9520 mg/L에서 30일 후 2181 mg/L로 77%의 제거율을 

보였고 이때 k'1은 0.42 (g COD/L day)으로 나타내었다.

  그리고 35, 40℃ 발효조의 경우 초기 sCOD농도 8640 mg/L에서 실험이 끝난 

후 sCOD 농도가 각각 2817 mg/L, 2556 mg/L으로 67.4%와 70.4%의 sCOD가 

제거되어 효율면에서 유사한 경향을 보였으며 k'1값 역시 0.35 (g COD/L day)와 

0.38 (g COD/L day)로 유사하였다.
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Fig. 29. Changes of pH according to the temperature in the anaerobic 

methane fermentor.
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Fig. 30. (A) Temperature-dependent changes in sCOD in anaerobic methane 

fermentors in batch reaction; (B) Grau model plot for temperature-dependent 

changes in sCOD.
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  반면에 30℃ 발효조의 경우 30일 후의 sCOD 농도가 5350 mg/L로 38.0%의 제

거효율을 보이고 k'1은 0.14 (g COD/L day)로 가장 낮은 제거효율 및 k'1을 나타

내었다. 따라서 발효조의 온도가 50℃까지는 발효온도가 높을수록 발효액 중 유기

물의 제거효율과 k'1이 높은 것을 알 수 있었지만 55℃이상에서는 발효효율이 감소

함을 알 수 있었다. Chen 등
73)

은 축산분뇨의 혐기소화에 있어서 고온소화가 중온

소화보다 동력학적 이점이 있다고 보고하였고 또한 55℃보다 높은 온도에서 혐기

소화공정의 운전에 대한 이점은 명확하지 않다고 보고한 바 있다.

  회분식 실험에서 온도에 따라 메탄 발효조에서 발생되는 가스의 양을 매일 측정

하였으며 그 결과를 Fig. 31에 나타내었다. 가스발생시간에 있어서도 역시 높은 

sCOD 제거효율을 보인 45℃와 50℃ 발효조에서 가장 빨리 가스를 발생시켰으며, 

온도가 낮아질수록 가스의 발생 속도가 늦어져 발효조의 안정화에 시간이 많이 소

요됨을  알 수 있었다. 반면에 55℃ 발효조의 경우 40℃발효조 보다는 더 빨리 가

스를 발생시켰지만 45℃ 발효조에 비해 늦게 가스를 발생시켰으며 발생 가스량에 

있어서도 더 낮은 가스발생량을 보여주었다. 이것은 고온의 영향으로 본 연구에 사

용된 메탄생성균의 활성이 낮아진 결과로 사료된다. 따라서 메탄 발효에 있어서 

50℃까지는 온도가 높을수록 유기물 제거 효율 및 메탄생산속도가 빠른 것으로 판

단된다. 또한 Bouallagui 등
74)

도 바이오가스를 생산하는데 있어서 고온소화조를 사

용하는 것이 저온이나 중온소화조를 사용하는 것보다 더 많은 바이오가스를 생산

한다고 보고하였고, 이것은 본 실험의 연구결과와 일치하였다. 

                    다다다다. . . . 반연속식 반연속식 반연속식 반연속식 실험에서의 실험에서의 실험에서의 실험에서의 온도에 온도에 온도에 온도에 따른 따른 따른 따른 메탄 메탄 메탄 메탄 발효의 발효의 발효의 발효의 영향영향영향영향

  Fig. 32의 (A), (B)는 반연속식 실험기간 중 각각의 온도별 및 각각의 온도에서 

체류시간이 10일인 경우와 12일인 경우 발효조내의 pH변화를 각각 나타낸 것이

다. 유입되는 시료의 pH는 평균 4.5이었으며, 체류시간이 10일인 경우와 12일인 

경우 각각의 모든 발효조에서 실험초기에 안정화가 진행되는 동안 불안정한 pH값

이 나타났으나 15일 이후부터 모든 발효조의 pH가 약 7.5를 유지하여 Shin 등
75)

의 결과에서 제시한 메탄생성세균의 적정 pH인 6.6 ~ 7.8을 유지하는 것으로 나

타났다.
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Fig. 31. Biogas production profiles at different temperatures through batch 

reaction.



- 81 -

Time (day)

5 10 15 20 25 30

p
H

4.0

5.0

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

40oC(10d)
45oC(10d)
50oC(10d)
55oC(10d)
Influent

(A)

Time (day)

5 10 15 20 25 30

p
H

4.0

5.0

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

40oC(12d)
45oC(12d)
50oC(12d)
55oC(12d)
Influent

(B)

Fig. 32. Temperature-dependent pH changes in the anaerobic methane 

fermentor by semi-continuous fermentation; (A) HRT-10day, (B) HRT-12day.
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  반연속식 실험기간 중 체류시간이 10일인 경우와 12일인 경우 각각의 온도에 따른 

발효조내의 sCOD의 변화와 제거율의 평균값을 Fig. 33과 34의 (A), (B)에 나타내었

다. 평균 17000 mg/L유입시료의 sCOD가 30일간의 연속식 실험기간을 거치는 동안 

40℃ 발효조의 경우 평균 3480 mg/L의 sCOD를 유지하여 76%의 COD 제거율을 보

였고, 45℃ 발효조의 경우 평균 3361 mg/L의 sCOD를 유지하여 77%의 COD 제거

율을 보였으며, 50℃ 발효조의 경우 평균 3240 mg/L의 sCOD를 유지하여 77.9%의 

COD 제거율을 보였다. 반면에 55℃ 발효조의 경우 평균 3446 mg/L의 sCOD를 유

지하여 76.3%의 COD 제거율을 보여 40℃ 발효조와 유사한 제거율을 나타내었다.

  또한 체류시간인 12일인 경우도 10일인 경우와 마찬가지로 50℃ 발효조에서 평

균 3125 mg/L의 sCOD를 유지하여 78.7%의 COD 제거율로서 가장 높은 유기물 

제거효율을 나타내었다. 40, 45, 55℃ 발효조의 경우 각각 3350, 3239, 3357 

mg/L의 sCOD를 유지하여 COD 제거율은 각각 76.9, 77.9, 76.9%로 나타났다. 

이와 같이 체류시간이 10일인 경우와 12일인 경우, 체류시간에 관계없이 50℃까지

는 온도가 상승함에 따라 유기물 제거 효율이 증가한 반면 55℃발효조의 경우 오

히려 유기물 제거 효율이 감소함이 관찰되었다. 

  이것은 회분식 실험의 결과와 마찬가지로 50℃까지는 고온이 가지는 동력학적인 

이점으로 인하여 유기물 제거 효율이 증가하였지만 55℃의 경우 온도의 영향으로 

인해 발효조내의 메탄생성균의 활성을 떨어뜨려 유기물 제거 효율이 오히려 감소

한 것으로 사료된다. 또한 이러한 결과는 서로 다른 HRT 조건의 축산폐기물 혐기

소화에 있어서 중온소화보다 고온소화가 더 안정적이라고 보고한 Mackie와 

Bryant76)
의 결과와 일치하였다. 체류시간에 따른 유기물 제거효율에 있어서는 12

일의 체류시간을 가진 각각의 발효조들이 10일의 체류시간을 가진 발효조들 보다 

유기물 제거효율이 평균 약 1%정도 높은 것이 관찰되었다.

  Fig. 35의 (A), (B)는 반연속식 실험기간 중 각각의 온도별 및 체류시간에 따른 

발효조내의 일일 가스발생량을 각각 나타낸 것이다. 가장 우수한 유기물 제거효율

을 보인 50℃ 발효조에서 체류시간이 10일인 경우와 12일인 경우 모두에서 실험 

기간 중 가장 많은 가스가 발생하였으며 다음으로 45, 40, 55℃ 발효조의 순으로 

일일 가스발생량이 증가하였다. 온도의 영향을 받는 것으로 생각되는 55℃ 발효조

의 경우 초기 약 15일 까지는 다른 발효조와 유사한 경향으로 가스가 발생되었지

만 15일 이후부터는 뚜렷한 발생량의 차이를 나타내었다.
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Fig. 33. Temperature-dependent sCOD change (A) and removal efficiency of 

sCOD (B) in the different anaerobic methane fermentors by semi-continuous 

fermentation (HRT-10day).
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Fig. 34. Temperature-dependent sCOD change (A) and removal efficiency of 

sCOD (B) in the different anaerobic methane fermentors by semi-continuous 

fermentation (HRT-12day).
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Fig. 35. Temperature-dependent gas production in the different anaerobic 

methane fermentors by semi-continuous fermentation; (A) HRT-10day, (B) 

HRT-12day.
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  Table 11은 반연속식 실험기간 중 각각의 온도별 및 체류시간에 따른 발효조내

에서 발생하는 바이오가스 발생량 및 메탄가스 발생량의 실험기간 중 평균치를 각

각 나타낸 것이다. 50℃ 발효조에서 가장 높은 가스발생량 및 메탄가스 발생량을 

보였으며 이때 발생하는 가스 중 메탄가스 함량은 체류시간이 10일인 발효조의 경

우 64.3%이고 12일인 발효조의 경우 67.6%의 메탄함량을 보였다. 45℃ 발효조에

서 발생하는 가스 중 메탄가스 함량은 체류시간이 10일인 발효조의 경우 64%이고 

12일인 발효조의 경우 65.7%의 메탄함량을 보여 체류시간이 10일 경우 50℃ 발효

조와 메탄함량이 유사하게 나타났다. 40℃ 발효조의 경우 발생하는 가스 중 메탄

가스 함량은 체류시간이 10일인 발효조의 경우 61.4%이고 12일인 발효조의 경우 

65.1%의 메탄함량을 보였으며, 55℃ 발효조의 경우 가장 적은 가스를 발생시켰으

며 메탄함량 또한 체류시간이 10일인 발효조의 경우 54%이고 12일인 발효조의 경

우 60.1%의 메탄함량을 보여 각 발효조 가운데 가장 낮은 함량을 나타내었다.

  Table 12는 Table 11에 나타낸 결과에 따라 산출된 메탄가스 생산수율을 나타낸 

것이다. 비록 바이오가스 생산에 있어서 체류시간이 10일이고, 50℃에서 운전된 발

효조의 바이오가스 생산량이 최대이지만, 메탄가스 생산수율은 체류시간이 12일이

고, 50℃에서 운전된 발효조가 최대치를 나타내었다 (223 L CH4/kg sCODdegraded). 

Ahn과 Forster 23)
는 장시간의 HRT를 갖는 고온소화조에서 보다 높은 메탄가스 생산수

율을 얻을 수 있다고 보고하였다. 또한 많은 연구자들이 다양한 폐수에 적용하기 위해 

고온소화의 운전가능성 뿐만 아니라 중온소화보다 나은 장점에 대해 고온소화의 잠재

성을 시험하였다. 따라서, 상기 결과들을 종합적으로 고려해 볼 때  본 연구에서 시험

되어진 음식물쓰레기의 고온소화에 의한 처리에 있어서 중온소화보다 고온소화가 명

확한 이점이 있다는 것을 보여 주었다.

  Fig. 36의 (A), (B)는 반연속식 실험기간 중 각각의 온도별 및 체류시간에 따른 발효

조내의 NH3-N의 변화를 각각 나타낸 것이다. 유입되는 시료의 암모니아성 질소의 농

도가 평균 380 mg/L에서 혐기성 발효가 진행됨에 따라 시료중의 유기질소의 형태가 

모든 발효조내에서 암모니아성 질소의 형태로 전환되기 때문에 암모니아성 질소의 농

도가 유입수의 농도보다 증가하였음이 관찰되었다. 또한 발효조내의 암모니아성 질소의 

농도가 과다할 경우 메탄 발효에 음성적인 영향을 미치는 것으로 보고되어 있지만
77-79)

 

본 실험에서 나타난 결과에서의 농도인 평균 900 ~ 1100 mg/L의 농도는 크게 영향을 

미치지 않기 때문에 암모니아성 질소가 메탄 발효에 미치는 영향은 관찰되지 않았다.
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Table 11. Comparisons of biogas productions depending on temperature and 

HRT by semi-continuous fermentation using anaerobic fermentors.

Digestion condition
Gas production

(l /d) Methane content in 

biogas (%)Temp.

(℃)

HRT

(d)
Biogas Methane

40

10 7.3 4.5 61.6

12 6.1 4.0 65.6

45

10 8.7 5.5 63.2

12 7.4 4.9 66.2

50

10 10.4 6.7 64.4

12 8.6 5.8 67.4

55

10 6.8 3.7 54.4

12 5.6 3.3 58.9
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Table 12. Methane yield in semi-continuous fermentation

Digestion condition

Methane gas yield(L/kg sCOD)

Temp.(℃) HRT (d)

40℃

10 day 145

12 day 154

45℃

10 day 177

12 day 187

50℃

10 day 216

12 day 223

55℃

10 day 119

12 day 129
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Fig. 36. Temperature-dependent NH3-N concentration changes in different 

anaerobic methane fermentors by semi-continuous fermentation; (A) 

HRT-10day, (B) HRT-12day.
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  따라서 55℃ 발효조의 경우 영향을 미칠 것으로 사료된 암모니아성 농도 역시 다

른 발효조에 비해 오히려 낮게 운전되었기 때문에 55℃ 발효조의 메탄 발효효율의 

감소는 온도의 영향으로 사료된다. 그러므로 온도에 따른 메탄 발효조의 최적 발효

조건은 50℃로 운전하는 것이 가장 효과적이며, 체류시간에 있어서도 메탄가스 수

율 및 유기물 제거 효율의 경우 10일로 운전한 경우 12일로 운전한 경우에 비해 약

간 떨어지지만 발효조의 규모가 대형화될 경우 체류시간을 줄임으로써 발효조의 용

적이 감소되는 것을 고려하면 10일로 운전하여도 무방할 것으로 사료된다.

  Fig. 37은 온도별 발효효율에서 가장 효과가 높은 온도인 50℃에서 체류시간을 

8일로 조절하였을 경우 체류시간이 10일과 12일이었을 경우의 pH의 변화를 비교

한 그림이다. 앞서 설명한 바와 같이 체류시간이 10일과 12일인 경우 실험 초기 

pH가 8.0에서 조금 감소하였지만 메탄 발효에 영향을 미치는 범위는 아니었으며, 

발효조가 안정화되면서 오히려 적정 pH인 7.5부근을 유지하는 것으로 나타났다. 

하지만 체류시간을 8일로 조절한 발효조의 경우 실험이 진행되는 동안 계속해서 

pH가 감소하여 10일 이후부터는 pH가 4이하로 낮아졌다. 이것은 과다한 부하량을 

견디지 못하여 메탄 발효조의 메탄생성균이 유입되는 시료의 산 발효액 내의 산생

성균과 경쟁에서 밀려나 발효조의 상태가 산 발효조화 된 것으로 판단된다.

  Fig. 38은 온도별 발효효율에서 가장 효과가 높은 온도인 50℃에서 체류시간을 

8일로 조절하였을 경우와 체류시간이 10일과 12일이었을 경우의 가스발생량 변화

를 비교한 그림이다. 체류시간이 짧을수록 발효제내의 유기물 부하가 증가함에 따

라 체류시간이 12일인 경우보다 10일인 경우의 발효조의 가스발생량이 더 높은 것

을 알 수 있었다. 또한 이때의 발효조의 pH의 상태를 살펴보았을 경우 정상적인 

메탄 발효가 진행됨을 알 수 있었지만, 8일의 체류시간을 가진 발효조의 경우 초기 

발효조내의 메탄생성균에 의해 약간의 가스를 발생시켰지만 10일 이후 발생 가스

량은 급격히 감소하였으며 이후 미량의 가스만을 생성시키는 것이 관찰되었다. 이

것은 계속되는 고농도의 유기물 부하를 견디지 못하고 10일 이후 발효조내의 메탄

생성균이 모두 유출수로 씻겨져 나간 것으로 사료된다.

  Fig. 39는 온도별 발효효율에서 가장 효과가 높은 온도인 50℃에서 체류시간을 

8일로 조절하였을 경우와 체류시간이 10일과 12일이었을 경우의 sCOD의 변화를 

비교한 그림이다.
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Fig. 37. HRT-dependent pH changes in the anaerobic methane fermentor by 

semi-continuous fermentation.
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Fig. 38. HRT-dependent gas production in the different anaerobic methane 

fermentors by semi-continuous fermentation.
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Fig. 39. HRT-dependent sCOD changes in the different anaerobic methane 

fermentors by semi-continuous fermentation.
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 체류시간이 10일과 12일인 경우 발효조의 평균 sCOD는 각각 3480 mg/L과 

3125 mg/L으로 유사하였지만, 8일의 체류시간을 가진 발효조의 경우 유기물 부하

를 견디지 못하고 sCOD의 농도가 계속 상승하는 것이 관찰되어 유입시료의 

sCOD 농도까지 상승하는 것을 알 수 있었다.

  이상의 결과를 종합해 볼 때 본 연구실에서 개발한 메탄 발효온도의 최적 온도

는 50℃로 운전하는 것이 보다 효율적이며, 현재 12일로 운전하고 있는 발효조의 

체류시간을 향후 목적에 따라 10일까지 줄이는 경우에도 메탄 발효에는 크게 영향

을 미치지 않을 것으로 사료된다.

                    라라라라. . . . 2.5 2.5 2.5 2.5 mmmm
3333    규모의 규모의 규모의 규모의 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템을 발효시스템을 발효시스템을 발효시스템을 이용한 이용한 이용한 이용한 음식물쓰레기 음식물쓰레기 음식물쓰레기 음식물쓰레기 

처리공정 처리공정 처리공정 처리공정 운전운전운전운전

      (1) 음식물 쓰레기의 성상

  학교 구내 식당에서 수집하여 본 실험에 사용된 음식물 쓰레기의 평균 고형물 함

량은 12.38%로 조사되었으며, 이 가운데 유기물 함량은 평균 89.5%로 나타났다. 음

식물 쓰레기의 tCOD는 평균 78980 mg/L로 조사되었으며 VS는 평균 110520 mg/L

로 COD/VS의 비율은 71.4%를 보였고 pH는 5.14로 조사되었다. 또한 음식물 쓰레

기 내의 총 질소는 5200 mg/L로 조사되었고, 질산성 질소의 농도가 102.5 mg/L, 

암모니아성 질소의 농도가 30.5 mg/L를 함유하고 있는 것으로 조사되었다. Table 

13은 수집된 음식물 쓰레기의 구성 원소 비율 및 유기물 함량을 나타낸 것이다. 음

식물 쓰레기의 C:N 비율은 약 9:1로 유기물 분해조건이 매우 좋은 것으로 나타났다.

      (2) 1차 가수분해/산 발효조내 발효액의 성상 변화

  파쇄기에 의해 파쇄된 음식물 쓰레기는 음식물 저장조에 24시간동안 여러 차례로 

나누어 1차 가수분해/산 발효조로 유입된다. 이 반응기의 체류시간은 2일로 운전하였

으며 이때의 발효조내의 tCOD와 sCOD는 각각 Fig. 40의 (A)와 (B)에 나타낸 바와 

같이 평균 71234 mg/L와 27569 mg/L로 이 공정에서 음식물의 tCOD값이 평균 

9.8% 제거되었다. 1차 가수분해/산 발효조의 총질소의 농도는 평균 4542 mg/L을 유

지하는 것으로 나타났다 (Fig. 41). 총질소의 농도 중 질산성 질소와 암모니아성 질소

의 농도는 각각 100 mg/L (Fig. 42 (A))와 52.2 mg/L (Fig. 42 (B))이었다. 
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Table 13. Elemental analysis of collected food wastes used for the 2.5 m3 

three-stage methane fermentation system

Solid

content(%)
VS/TS(%) COD/VS

Elemental composition(%)

C H O N

12.38 89.3 0.71 47.8 6.1 40.9 5.2
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Fig. 40. Changes of tCOD (A) and sCOD (B) in the 2.5 m
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  1차 가수분해/산 발효조의 총 질소의 농도가 음식물의 총질소의 농도와 비교해

서 거의 변화가 없는 것은 질소의 경우 호기조건의 질산화와 혐기조건의 탈질과정

을 통해 제거되므로 이 공정에서는 폭기로 인한 질산화를 유도하는 과정으로 볼 

수 있으며 또한 암모니아성 질소의 증가는 1차 발효액의 성상이 죽상태이기 때문

에 공기압축기로 충분한 폭기를 시키고 있지만 발효액내에 충분한 산소전달이 액

상일 경우에 비해 이루어지지 않아 음식물 쓰레기 내의 유기성 질소의 일부가 암

모니아성 질소로 전환된 것으로 사료된다. 이것은 pH의 변화를 볼 때 평균 pH가 

3.8로 음식물 자체의 pH에 비해 떨어지는 것 또한 반 혐기성 상태에서 유기산의 

발생으로 인해 pH 저하가 일어난 것으로 판단된다 (Fig. 43).

      (3) 2차 혐기성 산 발효조내의 발효액의 성상 변화

  2일간의 체류시간을 거쳐 나온 1차 발효액은 2차 혐기성 산 발효조로 유입되어 

이곳에서 역시 2일간의 체류시간을 거치도록 하였다. 이때의 발효조내의 tCOD와 

sCOD는 각각 평균 63972 mg/L와 30080 mg/L로 나타나 이 공정에서 음식물의 

tCOD값이 평균 19%정도 제거되었고, sCOD의 경우 1차 공정에 비해 약간 증가하

였다. 이것은 음식물 쓰레기의 고형물 분해로 인해 생성된 유기산의 생성에 의한 것

으로 사료된다. 따라서 2차 산 발효조의 pH가 생성되는 유기산의 축적으로 인하여 

평균 3.45까지 떨어지는 것이 관찰되었다. 2차 산 발효 총질소의 농도는 평균 4046 

mg/L으로 유지되어 1차 가수분해/산 발효조에 비해 약간 감소함을 알 수 있었다.

  이 공정에서는 1차 가수분해/산 발효조로 내로 폭기된 공기의 유입이 일부 있을 

수 있으며 따라서 주로 통성 혐기성 균이 분포되어 있을 것으로 사료되고, 공정내

에서 발생하는 CO2와 N2와 같은 가스를 빼냄과 동시에 유입된 산소를 제거하여, 

완전한 혐기성 상태를 유지해야만 하는 3차 혐기성 메탄 발효조내에 산소가 들어

가는 것을 막을 수 있을 것으로 생각된다. 

      (4) 3차 혐기성 메탄 발효조내의 발효액의 성상 변화

  2일간의 체류시간을 거쳐 나온 2차 발효액은 3차 혐기성 메탄 발효조로 유입되

어 이곳에서 12일간 체류하도록 운전하였다. 이때의 발효조내의 tCOD와 sCOD는 

각각 평균 7395 mg/L와 2400 mg/L로 나타나 이 공정에서는 1차와 2차 공정에 

비해 고형물의 분해가 거의 이루어져 tCOD와 sCOD의 차이가 앞선 두 공정에 비

해 현저히 낮음을 알 수 있었다.
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Fig. 42. Changes of NO3-N (A) and NH3-N (B) concentrations in the 2.5 m
3
 

three-stage methane fermentation system.
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Table 14. Organic acid production in the 2.5 m
3
 three-stage methane 

fermentation system

Organic acid

Semi anaerobic

hydrolysis/acidogenic 

process

Anaerobic

acidogenic 

process

Anaerobic

methanogenic 

process

 Acetic acid(mg/L)   779    986   497

 Propionic acid(mg/L)    53     62   181

 Butyric acid(mg/L)    13     46    49

 Lactic acid(mg/L) 5,403 13,426   422

 Valeric acid(mg/L)     40

 Caproic acid(mg/L)

 Total acid(mg/L) 6,248 14,560 1,149
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  전체적인 공정이 끝난 후 음식물의 tCOD값에 대해 평균 90.6%의 COD가 제거

되었고, 대부분이 CO2와 CH4 형태의 가스로 배출되었거나 혹은 미생물 성장의 탄

소원으로 이용되었다. 또한 총질소의 농도는 일부가 N2로 배출되어 평균 3714 

mg/L으로 유지되고 있으며 완전한 혐기상태의 유지로 인하여 암모니아성 질소의 

농도가 1231 mg/L로 대부분의 유기성 질소가 암모니아성 질소로 전환되는 것으로 

관찰되었다. 또한 pH는 7.2로 유지되었다.

      (5) 3단계 메탄 발효공정에서 발생하는 유기산 분석

  Table 14는 3단계 메탄 발효공정에서 발생하는 유기산을 나타낸 표이다. 

  1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서는 약 6248 mg/L의 유기산이 발생하였고, 

이 가운데 lactic acid가 약 5400 mg/L를 나타내고 다음으로 acetic acid가 약 

780 mg/L을 생성하였다. 2차 혐기성 산 발효조에서는 산생성미생물들에 의해 1차 

반혐기성 가수분해/산 발효조에서 보다 많은 유기산을 생성하여 총유기산 생성량

은 14560 mg/L이었고, 1차공정에서와 마찬가지로 lactic acid의 생성량이 약 

13400 mg/L로 가장 높았으며, 다음으로 acetic aicd, propionic acid, butyric 

acid, valeric acid 순으로 나타났다. 3차 혐기성 메탄 발효조의 경우 1, 2차 공정

에 의해 생성된 유기산을 이용하여 메탄을 생성하는 공정이므로 유기산양이 1, 2

차 공정에 비해 현저히 감소함을 보여주고 있다.

      (6) 3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생하는 가스발생량 및 성분 분석

  3차 혐기성 메탄 발효조로 유입된 2차 산 발효액이 이 공정에서 12일간의 체류

시간을 갖는 동안 메탄생성균이 메탄을 생산한다. 안정화 초기에는 주위 환경에 민

감한 메탄생성균의 활성이 낮아 가스발생량도 저조하며 발생가스 성분 중 메탄의 

함량 또한 50% 정도로 낮은 함량을 보였다. 하지만 안정화가 진행되면서 메탄생성

균이 유기물을 분해함과 동시에 가스발생양도 증가하여 일일 발생가스량은 평균 

2.8 m
3
/day였고, 이와 더불어 메탄함량도 증가하여 발생가스 중 메탄함량이 최고 

72%로 증가하였다 (Fig. 44).

  Table 15은 상기 설명한 2.5 m
3
 메탄 발효시스템의 운전 조건 및 결과들을 정리

하여 나타낸 표이다.
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Table 15. Operational conditions and performance of 2.5 m3 three-stage 

methane fermentation system

ParameterParameterParameterParameter
First First First First 

stagestagestagestage

SecondSecondSecondSecond

stagestagestagestage

Third Third Third Third 

stagestagestagestage

    HRT HRT HRT HRT (d)(d)(d)(d) 2 2 12

    Loading Loading Loading Loading (kg (kg (kg (kg VS/[mVS/[mVS/[mVS/[m
3333d]d]d]d] 103.5 63.4 52.8

    pHpHpHpH 3.8 3.45 7.2 ~ 7.9

    Temperature(Temperature(Temperature(Temperature(℃℃℃℃)))) 45 35 50

    T-N(mg/L)T-N(mg/L)T-N(mg/L)T-N(mg/L) 4542 4046 3538

            NHNHNHNH3333-N(mg/L)-N(mg/L)-N(mg/L)-N(mg/L) 52.2 76.7 1231

    COD COD COD COD (mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)

            TCODTCODTCODTCOD

                (Removal (Removal (Removal (Removal rate)rate)rate)rate)

            sCODsCODsCODsCOD

71234

27569

63972

30080

7394

(90.6%)

2400

    Gas Gas Gas Gas yield yield yield yield 

            (L/kg (L/kg (L/kg (L/kg COD)COD)COD)COD)
- -

282

    Gas Gas Gas Gas composition(%)composition(%)composition(%)composition(%)

            CHCHCHCH4444

            COCOCOCO2222

-

-

9

91

72

28

    Methane Methane Methane Methane yieldyieldyieldyield

            (L/kg (L/kg (L/kg (L/kg COD)COD)COD)COD)
- -

245

    Volatile Volatile Volatile Volatile acids acids acids acids (mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)

            AceticAceticAceticAcetic

            Propionic Propionic Propionic Propionic 

            ButyricButyricButyricButyric

            Valeric Valeric Valeric Valeric 

            CaproicCaproicCaproicCaproic

            LacticLacticLacticLactic

            TotalTotalTotalTotal

 779

  53

  13

   0

   0

5403

6248

  986

   62

   46

   40

    0

13426

14560

 497

 181

  49

   0

   0

 422

1149
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        제 제 제 제 4 4 4 4 절 절 절 절 다양한 다양한 다양한 다양한 재생가능 재생가능 재생가능 재생가능 폐기물의 폐기물의 폐기물의 폐기물의 처리시 처리시 처리시 처리시 발효 발효 발효 발효 효율 효율 효율 효율 검토검토검토검토

            1. 1. 1. 1. 실험재료 실험재료 실험재료 실험재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

                    가가가가. . . . 사용된 사용된 사용된 사용된 재생가능 재생가능 재생가능 재생가능 폐기물의 폐기물의 폐기물의 폐기물의 종류종류종류종류

  본 실험에 사용된 재생가능 폐기물은 음식폐기물, 우분, 농산부산물, 돈분과 폐

슬러지를 사용하였다. 음식폐기물의 경우 현재 본 연구자가 속한 실험실에서 운전

중인 음식물쓰레기의 혐기성 소화공정인 3단계 메탄 발효시스템 가운데 2차 혐기

성 산 발효조의 발효 후 유출액을 사용하였고, 우분의 경우 광주광역시 외곽에 소

재한 축산농가에서 발생하는 우분을 물과 1:1로 혼합하여 사용하였으며, 농산부산

물의 경우 광주광역시 농산물시장에서 발생하는 야채를 수집하여 본 실험실의 음

식물 파쇄기를 이용하여 잘게 분쇄한 후 우분과 마찬가지로 물과 1:1로 혼합한 뒤 

실험에 사용하였다. 그리고 돈분의 경우 전라남도 화순군에 소재한 양돈장에서 발

생하는 돈분을 물과 1:1로 혼합하여 사용하였으며, 폐슬러지의 경우 본교 폐수처리

장에서 농축조를 지나고 탈수되어 나온 폐슬러지를 물과 1:1의 비율로 혼합한 후 

실험에 사용하였다.

                    나나나나. . . . 재생가능 재생가능 재생가능 재생가능 폐기물들의 폐기물들의 폐기물들의 폐기물들의 성상 성상 성상 성상 변화 변화 변화 변화 및 및 및 및 소형 소형 소형 소형 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조 발효조 발효조 발효조 운전운전운전운전

  본 실험에 사용된 메탄 발효조는 제 2 장 제 3 절 나와 다에서 사용된 총 용적

이 11 L인 소형 메탄 발효조를 사용하였다. 발효조의 운전은 회분식으로 수행하였

으며 시료와 접종액을 1:1의 비율로 하고 유효용적이 8 L로 하여 50℃로 운전하였

다. 실험에 사용된 접종액은 현재  본 연구자가 속한 실험실에서 운전중인 음식물

쓰레기의 혐기성 소화공정인 3단계 메탄 발효시스템 가운데 3차 혐기성 메탄 발효

조내의 발효액을 사용하였다. 접종액에는 우변, 매립지토양으로부터 채취한 메탄생

산세균을 포함하고 있다.

  회분식실험이 진행되는 동안 유기성 폐기물의 pH, 가스발생량 및 COD, TS, VS
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가 측정하였다. 각각의 실험방법은 pH는 pH meter로, COD는 Cr법으로, TS와 VS

는 standard method으로, 발효조에서 발생하는 가스량은 가스유량계를 이용하여 

측정하였다. 또한 각각의 유기성 폐기물의 성상은 음식폐기물의 경우 pH는 4.53, 

고형물 함량은 1.6%이며, 이 가운데 유기물 함량은 70.6%로 나타났으며, 우분의 

경우 pH는 8.46, 고형물 함량은 12.83%이며, 이 가운데 유기물 함량은 80.9%로 

나타났으며, 농산부산물의 경우 pH는 6.76, 고형물 함량은 3.78%이며, 이 가운데 

유기물 함량은 59.3%로 나타났다. 또한 돈분의 경우 pH는 7.14, 고형물 함량은 

14.05%이며, 이 가운데 유기물 함량은 72.7%로 나타났으며, 폐슬러지의 경우 pH

는 7.7, 고형물 함량은 6.08%이며, 이 가운데 유기물 함량은 64.8%로 나타났다.

            2. 2. 2. 2. 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

    가가가가. . . . 각종 각종 각종 각종 재생가능 재생가능 재생가능 재생가능 폐기물의 폐기물의 폐기물의 폐기물의 성상 성상 성상 성상 변화변화변화변화

  Fig. 45는 각종 재생가능 폐기물 처리의 회분식 실험기간 중 각각의 혐기성 메

탄 발효조 내의 pH의 변화를 나타내었다. 음식폐기물의 경우 산 발효후의 발효액

인 4.53의 pH가 접종액과 혼합된 후 초기 6.31에서 시료내의 유기산을 이용하는 

혐기성 발효가 진행됨에 따라 pH가 점점 상승하고 있음을 관찰하였고 pH가 8.0 

~ 8.2를 유지하는 것이 확인되었다. 우분과 돈분의 경우 혐기성 메탄 발효조 내에

서 시료의 산 발효와 메탄 발효가 동시에 진행됨에 따라 각각 7.67과 7.23의 최초 

pH에서 실험초기에 산 발효의 우세에 의한 유기산 생성으로 인해 pH가 약간 감소

한 뒤 다시 시료내의 자체 알칼리도와 메탄 발효가 진행됨에 따라 pH는 서서히 증

가하여 7.5 ~ 8.0의 pH가 유지되는 것이 관찰되었다.

  반면에 농산부산물과 폐슬러지의 경우 발효조 내에서 산 발효와 메탄 발효가 동

시에 일어나지만 산 발효 보다는 메탄 발효가 더 활발히 진행되어 발효조 내의 유

기산축적이 일어나지 않아 초기 pH의 감소경향이 없이 서서히 pH가 증가하는 것

이 관찰되었다.
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Fig. 45. pH changes in the anaerobic methane fermentor using different 

organic wastes.



- 108 -

  Fig. 46의 (A), (B), (C)는 각종 유기성 폐기물의 고형물 분해 특성을 나타낸 것

이다. 돈분의 경우 고형물의 농도는 다른 유기성 폐기물에 비해 상대적으로 높지만 

시료의 특성상 비교적 분해되기 쉬운 고형물로 이루어져 실험초기부터 빠른 고형

물 분해가 이루어지는 것을 관찰할 수 있었고 계속해서 분해가 진행되는 것을 알 

수 있었다. 하수슬러지의 경우 돈분과 같이 초기에 빠른 분해가 이루어졌지만 4일 

이후부터는 고형물의 분해가 더디게 이루어지는 것으로 관찰되었다. 우분의 경우 

원시료의 고형물농도는 돈분과 비슷하였다. 그러나 접종액과 섞인 후 짚더미와 기

타 고형물이 완전히 혼합되지 않아 발효조 하부에 축적됨으로써 시료 채취구로부

터 나온 시료의 고형물 농도는 예상보다 훨씬 낮게 나타났으며 실제 초기 농도는 

더 높을 것으로 예상된다. 분해경향은 실험중반까지는 고형물의 분해가 꾸준히 일

어나는 것을 알 수 있었고, 실험 중반 이후 고형물 분해가 더디게 진행되는 것이 

관찰되었다. 이것은 우분의 성상가운데에는 짚더미와 같은 Cellulose 성분의 난분

해성 물질을 다량 함유하고 있어 고형물 분해 및 유기물의 제거가 늦어진 것으로 

생각된다.

  농산부산물의 경우 반응조 운전기간 18일 이후부터 본격적인 고형물 분해와 유

기물 제거가 이루어지는 것이 관찰되었다. 음식폐기물의 경우 다른 유기성 폐기물

에 비해 고형물함량이 낮아 고형물 분해가 완만한 경향을 보였다.

  그러나 Fig. 46의 (C)에 나타난 바와 같이 음식 폐기물의 경우 주성분이 유기산

으로 되어 있어 유기물의 분해가 가장 빠른 비율로 일어나고 있음을 알 수 있다. 

또한 돈사 폐기물의 경우 유기물의 감소 뿐 만 아니라 고형물의 분해도 급속히 이

루어짐에 따라 고형물내의 유기물의 농도비율이 완만한 것으로 판단된다.

  Fig. 47과 48은 각종 유기성 폐기물 처리의 회분식 실험기간 중 각각의 혐기성 

메탄 발효조내에서 발생하는 가스생산량과 sCOD의 변화를 나타내었다. Fig. 47과 

48에 나타난 바와 같이 상대적으로 유기물 함량이 떨어진 농산부산물의 경우 가장 

낮은 가스발생량을 보여주고 있으며 또한 sCOD 제거시기에 있어서 다른 유기성 

폐기물에 비해 상대적으로 매우 늦게 떨어짐을 알 수 있었다.

  농산부산물의 경우 주성분이 유기물 가운데 분해하기 어려운 Cellulose 성분으로 

구성되어 있으므로 분해속도가 떨어지는 것으로 생각되며 이에 따라 발생하는 가

스량 또한 적은 것으로 생각된다. 반면 음식폐기물의 경우 고형물 및 유기물 함량

은 우분에 비해 다소 떨어지지만 실험에 사용된 시료의 특성이 산 발효를 거치고 
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나온 발효액이고 주성분이 메탄생성균의 성장에 유용한 유기산이므로 메탄생성균

의 기질 이용측면에서 우분에 비해 더 많은 가스발생량을 보였으며, sCOD의 감량

에 있어서도 우수한 효과를 나타내었다.

  우분의 경우 높은 유기물함량으로 인해 초기 가스발생량이 농산부산물에 비해 

높았으며 우분의 성상이 앞서 말한바와 같이 Cellulose 성분 많이 포함되어 있어 

이와 같은 물질의 분해로 인해 실험 종반부에 농산부산물의 분해가 일어나는 시기

와 유사하게 바이오가스가 생산되는 것으로 사료된다. 유기물함량이 높으며 시료의 

특성이 분해되기 쉬운 것으로 이루어져 있는 돈분의 경우 가장 많은 가스를 발생

하고 있다. sCOD의 경우 초기 sCOD의 농도가 증가하는 것이 관찰되었다. 이는 

Fig. 46의 고형물 분해와 비교해 볼 때 급속한 고형물 분해가 일어남에 따라 분해

된 고형물이 유기산과 같은 용해성 유기물의 형태로 전환되어 정상적인 메탄 발효

가 진행됨에도 불구하고 유기산이 메탄생성세균에 의해 모두 가스화 되지 못하고 

잔여 유기산으로 존재하게 되는 것으로 사료된다. 그러나 이들의 분해가 이루어짐

에 따라 차츰 sCOD의 농도가 감소하고 있음을 알 수 있었다.

  이상의 결과에서 알 수 있듯이 재생가능 폐기물 가운데 음식폐기물과 돈사 폐기

물은 혐기성소화에 적합한 기질로 판단되며, 축산폐기물의 경우 시료내에 포함된 

농산부산물의 파쇄와 같은 전처리가 필요하고, 하수슬러지의 경우 슬러지의 단독소

화보다는 유기물의 제거 및 바이오가스 생산을 증가하기위해 다른 재생가능 폐기

물과 혼합하여 처리하는 것이 보다 효과적으로 사료된다.

  또한 Sung 등
80)

의 결과에 의하면 하수슬러지 및 축산폐수의 단독소화보다 음식

폐기물을 투여했을 경우 유기물제거율 및 바이오가스 발생량이 증가하였다고 보고

한 바 있다. 따라서 하수슬러지와 같이 발효효율이 떨어지는 재생가능 폐기물의 경

우 음식폐기물 또는 돈사폐기물과 같이 혐기성 소화에 적합한 기질과 혼합하여 처

리함으로써 효과적은 처리를 꾀함과 동시에 고농도의 재생가능 폐기물을 상대적으

로 저농도인 하수슬러지와 혼합함으로써 처리하는 유기물 농도가 희석되기 때문에 

처리농도의 부하량을 줄일 수 있을 것으로 판단된다.  
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Fig. 46. TS (A), VS (B), and VS/TS (C) changes of different organic wastes 

in the anaerobic methane fermentor.
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Fig. 47. Gas production in the anaerobic methane fermentor from various 

organic wastes.
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Fig. 48. sCOD changes of various organic wastes in the anaerobic methane 

fermentor.
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        제 제 제 제 5 5 5 5 절 절 절 절 10 10 10 10 mmmm
3333
    규모 규모 규모 규모 Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale 집약형 집약형 집약형 집약형 고효율 고효율 고효율 고효율 메탄 메탄 메탄 메탄 발효발효발효발효

시스템의 시스템의 시스템의 시스템의 설계 설계 설계 설계 및 및 및 및 제작제작제작제작

            1. 1. 1. 1. Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale 집약형 집약형 집약형 집약형 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 구성구성구성구성

  본 연구에서는 2 m3 크기의 1차 및 2차 발효조와 6 m3
의 3차 발효조 등 총 10 

m
3
 규모의 Pilot-scale 집약형 3단계 메탄 발효시스템을 설계 및 제작하여 설치하

였으며, Fig. 49에서 58 까지는 각각 발효시스템이 설치될 건물내의 발효시스템 배

치도, 발효시스템에 대한 전체 모식도와 설치될 3단계 메탄 발효시스템의 설계 도

면 및 사진들이다. 

  수거된 음식 폐기물을 Fig. 54에 나타낸 파쇄기를 이용하여 5 mm 이하의 미세한 

입자로 분쇄한다. 이번에 제작된 파쇄기는 김치와 같은 야채의 분쇄를 좀 더 용이하

게 분쇄하기 위하여 스크류를 이용하여 음식물을 파쇄기 앞면으로 이동시키면서 스

크류와 함께 회전하는 칼날로 잘게 분쇄하도록 제작하였고, 파쇄기 하단에 분쇄된 

음식물을 받아낼 수 있는 저장통을 설치하였다. 또한 저장통에 진공펌프를 부착하여 

파쇄기 작동과 함께 진공펌프를 작동함으로써 분쇄된 음식물이 저장통으로 쉽게 떨

어지도록 하면서 동시에 파쇄 중 발생하는 악취를 흡입함으로써 악취를 최소화 하였

다. 파쇄기 하단의 저장통으로 떨어진 분쇄된 음식물은 이송펌프를 이용하여 음식물 

저장조 (Fig. 59)로 이동된다. 음식물 저장조로부터 인버터와 정량펌프에 의해 일정

한 속도로 1차 가수분해/산 발효조의 상단부로 투입되도록 하였다. 투입된 음식 폐

기물은 1차 가수분해/산 발효조내에서 발효되어 UASB (Upflow Anaerobic Sludge 

Blanket) type의 2차 산 발효조의 하단 부위를 통하여 유입되도록 하였다. 이 때 1

차 가수분해/산 발효조로부터 2차 산 발효조로의 이송은 2.5 m
3
 규모의 소규모 집

약형 메탄 발효시스템에서 나타난 이송과정 중 막힘 현상을 해결하기 위해 인버터와 

정량펌프를 이용하여 일정한 속도로 2차 산 발효조의 하단부로 유입하도록 하였다. 

2차 발효된 발효액 역시 UASB type 3차 메탄 발효조의 하단부로 인버터와 정량펌

프를 이용하여 일정한 속도로 유입되도록 하였다. 메탄 발효 후 발생하는 발효액은 

집수조에 수집되고 집수조로부터 다시 일정한 속도로 폐수처리조로 유입되도록 설계

하였다. 폐수처리조에서는 잔여 유기물, 질소 및 인성분이 제거된다.
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Fig. 49. Schematic diagram showing the for arrangement of each reactor in 

the building. 
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Fig. 50. Schematic diagram of pilot-scale 10 m3 three-stage methane 

fermentation system.
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Fig. 51. Pilot-scale 10 m3 three-stage methane fermentation system.



- 117 -

  또한 3차 메탄 발효조에서 생성되는 메탄가스는 설정된 일정 압력까지 메탄 발

효조에서 유지되었다가 일정 압력이상이 되면 발효조의 상부에 설치된 자동 밸브

가 열림과 동시에 발생된 메탄가스를 메탄가스 저장 탱크로 운반하여 저장하였다. 

저장된 가스는 발효공정 온도제어를 위한 보일러 (Fig. 60)의 연료로 사용한다.

  각 공정내에는 초음파를 이용한 level gauge가 설치되어 이 신호에 의해 각각의 

공정에 장착된 정량펌프가 자동으로 작동하도록 설계하였으며 발효액의 유량제어

는 유량조절이 가능한 정량펌프와 timer를 설치하여 조절이 가능하도록 설계하였

다. 또한 control system을 별도로 설치하여 발효조내의 pH를 관찰하고 발효조 내

부 온도와 발효액의 이동 상태를 모니터링하고 조절할 수 있도록 설계하였다. 

            2. 2. 2. 2. 1111차 차 차 차 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 52와 53은 가수분해/산 발효조의 설계도면과 반응기의 외부사진이다. 이 발

효조는 내부용량이 2 m3 규모로 되어있으며 내부에는 모터를 이용하여 교반할 수 

있게 하였고 교반 속도는 인버터에 의해 조절이 가능하도록 제작하였다. 콤프레셔

를 이용하여 반응기의 하단부에 설치된 blower를 통해 공기를 불어넣도록 제작하

였다. 반응기내의 발효액 pH와 반응기 내부 온도는 반응기에 설치된 pH meter와 

온도 측정계에서 감지하여 control system에 나타나도록 하였으며 설정된 온도를 

유지하기 위해 3차 메탄 발효조에서 발생하는 가스를 보일러에서 연소하여 온수를 

만든 후 이를 이중 water jacket으로 보내면서 순환되도록 구성하였다. 또한 겨울

철 발효조의 보온을 위해 반응기의 외벽을 보온재로 처리 하였다. Fig. 54는 파쇄

기를 나타내는 사진이다. 파쇄기 상부로 물과 1:1로 혼합한 음식물 쓰레기를 주입

하여 스크류를 통해 파쇄기 앞으로 이동시켜 스크류와 함께 회전하는 칼날에 의해 

잘게 부순 후 파쇄기 하단의 저장통으로 떨어뜨린다. 파쇄기에 의해 미세하게 분쇄

된 유기성 폐기물을 음식물 저장조로 이동 시키고 음식물 저장조로부터 일정한 속

도로 1차 발효조내로 유입한다. 
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Fig. 52. Schematic diagram of 2 m
3
 semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic 

reactor.



- 119 -

Fig. 53. Semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor (0.5 m3) for hydrolysis 

of food waste.
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(A)(A)(A)(A) (B)(B)(B)(B)

(C)(C)(C)(C)

Fig. 54. Crusher used for pilot-scale 10 m
3
 three-stage methane fermentation 

system; (A) A lateral view of crusher, (B) A frontal view of crusher, (C) A 

screw of crusher.
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            3. 3. 3. 3. 2222차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 산 산 산 산 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 55와 56에 2차 혐기성 산 발효조의 설계도면과 반응기의 사진을 나타내었

다. 내부용적은 2 m
3
 규모로 UASB 형태로 구성되어 있으며 1차 발효조로부터 인

버터와 정량펌프를 이용하여 일정하게 반응기 하부로 유입되도록 제작하였다. 또한 

반응기 측면에 내부 순환을 할 수 있도록 내부순환펌프를 설치하여 일정 시간동안 

반응기내의 발효액을 내부순환 시킴으로서 발효액 상단에 스컴이 끼는 것을 방지

하고 혐기성 반응기의 특성상 교반 장치의 설치가 어려우므로 교반의 효과를 얻을 

수 있도록 하였다. 반응기내의 발효액 pH와 반응기 내부 온도는 반응기에 설치된 

pH meter와 온도 측정계에서 감지한 pH와 온도가 control system에 나타나며 설

정된 온도를 유지하기 위해 3차 메탄 발효조로부터 발생하는 가스를 연소하는 보

일러를 이용하여 온수를 만든 후 이중 water jacket으로 물을 순환시키도록 구성되

어 있다. 또한 겨울철 발효조의 보온을 위해 반응기의 외벽을 보온재로 보온처리 

하였다.

            4. 4. 4. 4. 3333차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조의 발효조의 발효조의 발효조의 구성과 구성과 구성과 구성과 제작제작제작제작

  Fig. 57과 58은 3차 혐기성 메탄 발효조의 설계도면과 반응기의 사진이다. 내부

용적은 6 m
3
 규모로 2차 혐기성 산 발효조의 구조와 유사하게 UASB 형태로 구성

되어 2차 발효액이 발효조의 하단 부위로 유입되도록 제작하였다. 또한 2차 산 발

효조와 마찬가지로 반응기 측면에 발효액이 내부 순환을 할 수 있도록 순환펌프를 

설치하여 일정 시간동안 발효액을 내부순환시킴으로써 발효액 상단에 스컴이 끼는 

것을 방지하고자 하였다. 이는 혐기성 반응기의 특성상 교반 장치의 설치가 어려우

므로 교반의 효과를 얻기 위함이다. 반응기내의 발효액 pH와 반응기 내부 온도는 

반응기에 설치된 pH meter와 온도 측정계에서 감지한 pH와 온도가 control 

system에 나타나도록 하였으며 설정된 온도를 유지하기 위해 3차 메탄 발효조로부

터 발생하는 가스를 보일러에서 연소하여 온수를 만든 후 이중 water jacket에서 

물이 순환되도록 하였다. 또한 겨울철 발효조의 보온을 위해 반응기의 외벽을 보온

재로 처리 하였다.
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Fig. 55. Schematic diagram of 2 m3 anaerobic acidogenic reactor.
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Fig. 56. Anaerobic acidogenic reactor (2 m3) for organic acid production from 

effluent of semi-anaerobic hydrolysis/acidogenic reactor.
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Fig. 57. Schematic diagram of 6 m3 anaerobic methanogenic reactor.
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Fig. 58. Anaerobic methanogenic reactor (6 m3) for methane production from 

effluent of anaerobic acidogenic reactor.
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Fig. 59. Food wastes reservoir (1 m3) used for pilot-scale 10 m3 three-stage 

methane fermentation system.
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Fig. 60. Gas boiler system for combustion of biogas produced from 

methanogenic reactor.
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  고효율의 메탄생성을 위해 발효조의 중심부에 HBC (Hanging Bio Contactor) 

Ring을 설치하고 메탄생성균을 고정화하도록 제작하여 발효 후 배출되는 유출수로 

빠져나가는 메탄생성균의 양을 최소화하였다 (Fig. 17). 그리고 발효기의 상층부에 

일정압력이상이 되면 자동으로 가스가 배출되도록 자동 valve를 설치하여 생성된 

메탄을 저장탱크로 이동시키는 시스템을 구축하였다. 발효 후 배출되는 유출수는 

집수조에 유입되며 이곳에 설치된 level gauge의 신호를 시작으로 전체적인 발효

액의 이동이 자동 제어된다.

            5. 5. 5. 5. 메탄 메탄 메탄 메탄 저장 저장 저장 저장 탱크 탱크 탱크 탱크 설계 설계 설계 설계 및 및 및 및 제작제작제작제작

  Fig. 61과 62는 3차 혐기성 메탄 발효조로부터 발생되는 메탄가스를 저장하는 

메탄저장탱크의 설계도면과 모식도 및 제작된 메탄저장탱크의 사진을 나타낸 것이

다. 저장탱크의 체적은 직경과 높이에 의해 산출하여 설계하였다.

  메탄저장탱크의 원통부의 내부직경을 1.06 m, 원통부의 길이 2.42 m, 경판의 

내부 반지름 0.53 m, 경판의 높이를 0.21 m로 하고 저장탱크의 최대 허용압력을 

7 kgf/cm2
인 stainless 재질의 메탄저장탱크 1기와 메탄저장탱크의 원통부의 내부

직경을 1.0 m, 원통부의 길이 1.7 m, 경판의 내부 반지름 0.5 m, 경판의 높이를 

0.15 m로 하고 저장탱크의 최대 허용압력을 7 kgf/cm2
인 stainless 재질의 메탄저

장탱크 1기를 각각 설계 및 제작하였다. 제작된 2기의 메탄저장탱크는 병렬로 연

결하였다.

  위의 조건일 경우 저장온도가 20℃로 상온일 때 최대 메탄 저장량은 식 (1)에 

의해 다음과 같이 계산된다.

                                  (1)

  = (2.38 +1.38) × (7/1.0332) × (273/293) = 23.7 m3

  Q : 최대 메탄 저장량 (m
3
),                  V1 : 첫 번째 저장탱크의 체적

  V2 : 두 번째 저장탱크의 체적                p : 메탄저장탱크 저장 압력 (kgf/cm
2
)

  p
'
 : 기준상태의 압력 (1.0332 kgf/cm

2
)        T : 메탄저장 온도 (K)

  T
'
 : 기준상태의 온도 (273K)
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Fig. 61. Schematic diagram of gas holder.
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Fig. 62. Photographs of gas holder.
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  상기 계산에서 알 수 있듯이 메탄저장탱크의 최대 저장용량이 23.7 m3
이 되도록 

하였다. 따라서 1.5 m
3
 규모의 메탄 발효시스템에서 발생하는 가스를 8일간 저장

할 수 있는 저장탱크를 제작하였다.

  그리고 메탄 발효조로부터 저장탱크로 주입되는 관에 가스의 역류를 방지하는 

check valve를 설치하였고, 안전을 위해 저장탱크의 최대압이 7 kgf/cm2
이상의 압

력이 탱크내에 걸리면 alarm pressure gauge가 감지하여 경보가 울리고 safety 

valve에 의해 자동으로 배출되도록 제작하였다. 또한 저장탱크로부터 가스가 배출

되는 부분에 governor와 유량계를 설치하여 차후 생산된 바이오 가스를 이용한 보

일러 연소에 사용할 수 있도록 제작하였다.

            6. 6. 6. 6. 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 자동화 자동화 자동화 자동화 공정 공정 공정 공정 제작제작제작제작

                    가가가가. . . . 음식물 음식물 음식물 음식물 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 자동공급자동공급자동공급자동공급

  음식물은 물과 1:1로 혼합된 뒤 파쇄기에서 죽 상태로 잘게 분쇄된 후 교반기가 

장착되어 있는 1 m3 용량의 음식파쇄물 저장조에서 서서히 교반되면서 공정제어소

프트웨어에 의해 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조로 연속적으로 자동 공급되도록 

하였다.

                    나나나나. . . . 발효조 발효조 발효조 발효조 온도제어온도제어온도제어온도제어

  발효조의 온도는 미생물 발효의 중요한 요소이기 때문에 반응기 내의 온도가 일

정한 온도로 균일하게 분포되도록 전열면적을 고려하고 반응기의 높이와 폭을 선

정한 뒤 제작하였다. 발효조의 온도조절을 위해 온수탱크에 전기히터 및 온수열교

환기를 장착하고 제어시스템에 의해 자동적으로 온수온도가 약 60℃ (공정제어소

프트웨어에서 온도 설정은 자유롭게 변경이 가능함)가 되도록 하였다. 이 온수를 

각 탱크에 부착되어 있는 온도조절용 솔레노이드밸브를 온도조절시스템에 의해 자

동으로 개․폐하면서 조절되도록 구성하였다. 발효조 온도제어용 온수의 제조는 운
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전비용의 절감을 위해 본 공정의 최종 부산물인 메탄가스를 연료로 사용할 수 있

는 온수보일러를 사용하였다. 그리고 비상시에는 전기히터에 의해 온수가 제조되도

록 하였다. 구동부 및 내부액 교반용 교반기가 장착되지 않는 2차 혐기성 산 발효

조 및 3차 혐기성 메탄 발효조의 경우는 탱크 안쪽과 바깥쪽의 온도편차가 클 수 

있기 때문에 탱크내부액을 저속 플렉스펌프를 사용하여 순환․혼합되도록 하여 그 

편차를 최소화하였다.

  각 발효조의 온도를 높이기 위해 온수를 공급할 때는 온수공급용 펌프를 사용하

였다. 이 펌프는 각 발효조에 설치된 온도조절용 솔레노이드 밸브가 열리지 않으면 

펌프 배관에 설치된 1차압 조정밸브에 의해 온수가 다시 온수탱크로 주입되도록 

하여 펌프를 내구성을 확보하였다.

                    다다다다. . . . 발효액의 발효액의 발효액의 발효액의 유량제어유량제어유량제어유량제어

  각 발효조에서 아래 식과 같은 발효액의 수리학적 체류시간 (HRT)을 조절하기 

위해 초음파 Level gauge를 반응기 상부 외벽에 탱크내압에 대한 기밀성이 유지되

도록 부착하여 반응기 내부액의 수위를 자동으로 확인한 후 공정제어소프트웨어에 

의해 이송펌프가 동작하여 일정한 유량으로 공급되도록 조절하였다.

                                                   

    여기서,  : 발효조의 실제 가용용적 (㎥),  : 발효액의 유량 (㎥/day) 임. 

                    라라라라. . . . 메탄 메탄 메탄 메탄 발생량 발생량 발생량 발생량 모니터링 모니터링 모니터링 모니터링 

  3차 혐기성 메탄 발효조에서 발효과정을 통해 발생하는 바이오가스가 미리 설정

한 일정 압력에 도달할 경우 메탄 발효조의 가스배출배관에 장착된 안전밸브가 열

려 생성된 가스가 메탄저장탱크로 저장된다. 메탄가스 농도를 측정하여 바이오가스 

중 메탄가스의 발생량을 산정하였으며, 저장 탱크로 이송되는 배관에 바이오가스용 

누적가스미터를 설치하여 연속적으로 메탄가스 발생량을 측정하였다. 
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                    마마마마. . . . 자동화시스템의 자동화시스템의 자동화시스템의 자동화시스템의 제어를 제어를 제어를 제어를 위한 위한 위한 위한 조절 조절 조절 조절 장치 장치 장치 장치 제작제작제작제작

  2.5 m3 규모의 3단계 메탄 발효시스템의 발효공정 운전을 제어하기 위해 제작한 

공정자동화 시스템을 보완하여 발효조 및 온수저장조의 온도조절, 각 발효조의 pH

변화, 이송펌프의 제어를 모두 personal computer에서 제어하고 모니터링 할 수 

있도록 하였다. 또한 각종 제어장치, 밸브의 동작상태 그리고 각종 pH, 온도 등 공

정파라미터를 실시간으로 그래프화하고 그 값들이 저장될 수 있도록 구성하였다 

(Fig. 63).

  자동화시스템을 위하여 각종 자동조절장치는 PLC (Programmable Logic 

Controller)와 회로를 연결하고 발효기 전문 제조업체인 코바이오텍(주)에서 제작한 

공정제어소프트웨어를 통해 제어되도록 구성하였다. 소프트웨어는 AutoBase 라는 

기반소프트웨어를 사용하여 본 공정에는 맞게 프로그램을 새롭게 디자인하였다. 이

를 통하여 최대한 자동화된 시스템을 완성하였다 (Fig. 64).
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Fig. 63. Monitor screen of automatic control system used for pilot-scale 10 

m
3
 three-stage methane fermentation system. 
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Fig. 64. Internal circuit of automatic control system for pilot-scale 10 m
3
 

three-stage methane fermentation system.
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        제 제 제 제 6 6 6 6 절 절 절 절 10 10 10 10 mmmm
3333
    규모 규모 규모 규모 Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale 집약형 집약형 집약형 집약형 고효율 고효율 고효율 고효율 메탄 메탄 메탄 메탄 발효 발효 발효 발효 

시스템의 시스템의 시스템의 시스템의 운전 운전 운전 운전 조건 조건 조건 조건 검토검토검토검토

            1. 1. 1. 1. 실험재료 실험재료 실험재료 실험재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

                        가가가가. . . . 실험 실험 실험 실험 균주균주균주균주

  1차 가수분해/산 발효 공정에서 사용되는 균주는 제 2 장 제 2 절에서 수행한 

연구결과 가운데 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서 분리한 11개 균주를 배양

하고, 운전중인 2.5 m3 규모의 메탄 발효시스템의 1차 반혐기성 가수분해/산 발효

조의 발효액을 pilot-scale 1차 반혐기성 가수분해/산 발효 공정에 접종하였다.

  2차 혐기성 산 발효조의 경우도 1차 가수분해/산 발효조와 마찬가지로 제 2 장 

제 2 절에서 수행한 연구결과 가운데 2차 혐기서 산 발효조에서 분리한 5개 균주

를 배양하고, 운전중인 2.5 m3 규모의 메탄 발효시스템의 2차 혐기성 산 발효조의 

발효액을 pilot-scale 2차 산 발효 공정에 접종하였다. 

  3차 혐기성 메탄 발효조의 경우에는 메탄생성균이 서식하고 있는 우분과 2.5 m3 

규모의 메탄 발효시스템의 3차 메탄 발효조의 발효액을 접종원으로 사용하였다.

                        나나나나. . . . 음식물 음식물 음식물 음식물 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 전처리 전처리 전처리 전처리 공정공정공정공정

  본 실험에 사용된 음식물 쓰레기는 학교 구내 식당으로부터 수집되었으며 1차적

으로 고기뼈, 생선뼈, 비닐, 나무토막과 같은 생물학적 분해가 어려운 물질을 육안

으로 확인한 후 수작업을 통하여 분리하여 제거하였다. 또한 음식물과 미생물의 접

촉이 용이하고 각 공정으로의 이송이 용이하도록 음식물과 물을 1:1의 비율로 혼

합한 뒤 파쇄기를 이용하여 잘게 분쇄하여 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에 주

입하였다.
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                        다다다다. . . . 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효공정내 발효공정내 발효공정내 발효공정내 음식물 음식물 음식물 음식물 쓰레기 쓰레기 쓰레기 쓰레기 성상 성상 성상 성상 변화변화변화변화

  전처리 공정을 거친 음식물 쓰레기는 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에 400 

kg/day으로 주입되었으며 주입하기 전에 음식물 쓰레기의 COD, T-N, T-P, 

NO3-N, NH4-N, TS, VS, pH를 측정하였다. 각각의 실험방법은 COD는 Cr법으로, 

TS와 VS는 standard method으로, T-N, NO3-N는 자외선 흡광도법으로, T-P는 

아스코르빈산 환원법으로, NH4-N는 인도페놀법으로 수질공정시험법에 준하여 조

사하였다. 각 공정별 수리학적 체류시간은 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서 2

일, 2차 혐기성 산 발효조에서 2일, 3차 혐기성 메탄 발효조에서 12일로 조절하였

다. 또한 각 공정에서도 음식물 쓰레기의 측정항목과 마찬가지로 분석을 동일하게 

수행하였다.

                        라라라라. . . . 3333차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조에서 발효조에서 발효조에서 발효조에서 발생하는 발생하는 발생하는 발생하는 가스발생량 가스발생량 가스발생량 가스발생량 및 및 및 및 성분 성분 성분 성분 분석분석분석분석

  3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생하는 가스량은 3차 혐기성 메탄 발효조로에서 

가스저장조로 연결된 관사이에 가스적산계를 설치하여 매일 측정하였으며 가스 성

분 분석은 gas chromatography (TCD)(Shimadzu GC-14B)를 이용하여 분석하였

으며 분석조건은 제 2 장 제 3 절의 다에서 수행한 분석조건과 동일하게 분석하였

다.

            2. 2. 2. 2. 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

                    가가가가. . . . 음식물 음식물 음식물 음식물 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 쓰레기의 성상성상성상성상

  학교 구내식당에서 수집하여 본 실험에 사용된 음식물 쓰레기의 평균 고형물 함

량은 12.86%로 조사되었으며, 이 가운데 유기물 함량은 평균 89.5%로 나타났다. 

음식물 쓰레기의 tCOD는 평균 63200 mg/L로 조사 되었으며 VS는 평균 115120 

mg/L로 COD/VS의 비율은 54.9%를 보였고 pH는 5.22로 조사되었다. 또한 음식

물 쓰레기 내의 총 질소는 4900 mg/L로 조사되었고, 질산성 질소의 농도가 101.7 
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mg/L, 암모니아성 질소의 농도가 25.35 mg/L를 함유하고 있는 것으로 조사되었

다. Table 15는 수집된 음식물 쓰레기의 구성 원소 비율 및 유기물 함량을 나타낸 

것이다. 음식물 쓰레기의 C:N 비율은 약 9:1로 유기물 분해조건이 매우 좋은 것으

로 나타났다.

                    나나나나. . . . 1111차 차 차 차 반혐기성 반혐기성 반혐기성 반혐기성 가수분해가수분해가수분해가수분해////산 산 산 산 발효조내 발효조내 발효조내 발효조내 발효액의 발효액의 발효액의 발효액의 성상 성상 성상 성상 변화변화변화변화

  파쇄기에 의해 파쇄된 음식물 쓰레기는 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조로 유

입된다. 이 반응기의 체류시간을 2일로 운전하였으며 이때의 발효조내의 tCOD와 

sCOD는 각각 Fig. 65의 (A)와 (B)에 나타낸 바와 같이 평균 56734 mg/L와 

26489 mg/L로 이 공정에서 음식물의 tCOD값이 평균 10.23% 제거되었다. 1차 가

수분해/산 발효조의 총질소의 농도는 평균 4758 mg/L을 유지하는 것으로 나타났

다 (Fig. 66). 총질소의 농도 중 질산성 질소와 암모니아성 질소의 농도는 각각 

150 mg/L (Fig. 67 (A))와 29.2 mg/L (Fig. 67 (B))이었다.

  1차 반혐기성 가수분해/산 발효조의 총 질소의 농도가 음식물의 총질소의 농도

와 비교해서 거의 변화가 없는 것은 질소의 경우 호기조건의 질산화와 혐기조건의 

탈질과정을 통해 제거되므로 이 공정에서는 폭기로 인한 질산화를 유도하는 과정

으로 볼 수 있으며 또한 암모니아성 질소의 증가는 1차 발효액의 성상이 죽상태이

기 때문에 공기압축기로 충분한 폭기를 시키고 있지만 발효액내에 충분한 산소전

달이 액상일 경우에 비해 이루어지지 않아 음식물 쓰레기 내의 유기성 질소의 일

부가 암모니아성 질소로 전환된 것으로 사료된다. 이것은 pH의 변화를 볼 때 평균 

pH가 3.85로 음식물 자체의 pH에 비해 떨어지는 것 또한 반 혐기성 상태에서 유

기산의 발생으로 인해 pH 저하가 일어난 것으로 사료된다 (Fig. 68). 총 인의 농도

는 평균 338.2 mg/L (Fig. 69)를 유지하고 있었다.
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Table 16. Elemental analysis of collected food wastes used for the 10 m3 

three-stage methane fermentation system

Solid

content(%)
VS/TS(%) COD/VS

Elemental composition(%)

C H O N

12.86 89.5 0.549 47.8 6.1 40.9 5.2
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Fig. 65. Changes of tCOD (A) and sCOD (B) in the pilot-scale 10 m
3
 

three-stage methane fermentation system.
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                    다다다다. . . . 2222차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 산 산 산 산 발효조내의 발효조내의 발효조내의 발효조내의 발효액의 발효액의 발효액의 발효액의 성상 성상 성상 성상 변화변화변화변화

  2일간의 체류시간을 거쳐 나온 1차 발효액은 2차 혐기성 산 발효조로 유입되어 

이곳에서 역시 2일간의 체류시간을 거치도록 하였다. 이때의 발효조내의 tCOD와 

sCOD는 각각 평균 52453 mg/L와 29853 mg/L로 나타나 이 공정에서 음식물의 

tCOD값이 평균 17%정도 제거되었고, sCOD의 경우 1차 공정에 비해 약간 증가하

였다. 이것은 음식물 쓰레기의 고형물 분해로 인해 생성된 유기산의 생성에 의한 

것으로 사료된다. 그러나 2차 산 발효조의 pH는 평균 5.3으로 1차 공정에 비해 다

소 높았다. 하지만 생성된 총 유기산의 농도는 1차 공정에 비해 높았으며, 이것은 

생성되는 유기산의 종류가 pH에 영향을 받기 때문에 Table 14의 결과에 나타난 

바와 같이 1차 공정과 다른 산의 생성조건이 형성되었기 때문에 pH가 상승한 것으

로 사료되며, 2차공정의 공정상의 문제는 없는 것으로 생각된다. 2차 산 발효 총질

소의 농도는 평균 4247 mg/L으로 유지되어 1차 가수분해/산 발효조에 비해 약간 

감소함을 알 수 있었다.

  이 공정에서는 1차 가수분해/산 발효조로 내로 폭기된 공기의 유입이 일부 있을 

수 있으며 따라서 주로 통성 혐기성 균이 분포되어 있을 것으로 사료되고, 공정내

에서 발생하는 CO2와 N2와 같은 가스를 빼냄과 동시에 유입된 산소를 제거하여, 

완전한 혐기성 상태를 유지해야만 하는 3차 혐기성 메탄 발효조내에 산소가 들어

가는 것을 막을 수 있을 것으로 생각된다.

                    라라라라. . . . 3333차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조내의 발효조내의 발효조내의 발효조내의 발효액의 발효액의 발효액의 발효액의 성상 성상 성상 성상 변화변화변화변화

  2일간의 체류시간을 거쳐 나온 2차 발효액은 3차 혐기성 메탄 발효조로 유입되

어 이곳에서 12일간 체류하도록 운전하였다. 이때의 발효조내의 tCOD와 sCOD는 

각각 평균 4104 mg/L와 3894 mg/L로 나타나 이 공정에서는 1차와 2차 공정에 

비해 고형물의 분해가 거의 이루어져 tCOD와 sCOD의 차이가 앞선 두 공정에 비

해 현저히 낮음을 알 수 있었다. 전체적인 공정이 끝난 후 음식물의 tCOD값에 대

해 평균 93.5%의 COD가 제거되었고, 대부분이 CO2와 CH4 형태의 가스로 배출되

었거나 혹은 미생물 성장의 탄소원으로 이용되었다.



- 142 -

.

Time (day)

10 20 30 40 50 60

T
-N

 (
m

g
/L

)

0

2500

3000

3500

4000

4500

5000

5500

Semi anaerobic hydrolysis/acidogenic process
Anaerobic acidogenic process
Anaerobic methanogenic process

Fig. 66. Changes of T-N concentration in the pilot-scale 10 m
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 three-stage 

methane fermentation system.
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Fig. 67. Changes of NO3-N (A) and NH3-N (B) concentrations in the 

pilot-scale 10 m3 three-stage methane fermentation system.
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  또한 총질소의 농도는 일부가 N2로 배출되어 평균 3515 mg/L으로 유지되고 있

으며 완전한 혐기상태의 유지로 인하여 암모니아성 질소의 평균 농도가 약 2830 

mg/L로 대부분의 유기성 질소가 암모니아성 질소로 전환되는 것으로 관찰되었다. 

그리고 pH는 7.63으로 유지되었으며, 총 인은 67 mg/L로 조사되었다.

                    마마마마. . . . 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효공정에서 발효공정에서 발효공정에서 발효공정에서 발생하는 발생하는 발생하는 발생하는 유기산 유기산 유기산 유기산 분석분석분석분석

  Table 16은 3단계 메탄 발효공정에서 발생하는 유기산을 나타낸 표이다. 

  1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서는 약 8430 mg/L의 유기산이 발생하였고, 

이 가운데 lactic acid가 약 4344 mg/L를 나타내고 다음으로 acetic acid가 3774 

mg/L를 생성하였다. 2차 혐기성 산 발효조에서는 산생성미생물들에 의해 1차 반혐

기성 가수분해/산 발효조에서 보다 많은 유기산을 생성하여 총유기산 생성량은 

16322 mg/L이었고, 1차공정과는 달리 acetic acid의 생성량이 4836 mg/L로 가장 

높았으며, 다음으로 butyric aicd, propionic acid, valeric acid, lactic acid 순으로 

나타났다. 2차 공정이 1차 공정에 비해 높은 pH로 lactic acid 보다는 기타 다른 

휘발성 유기산의 생산량이 증가하였음을 알 수 있었다. 3차 혐기성 메탄 발효조의 

경우 1, 2차 공정에 의해 생성된 유기산을 이용하여 메탄을 생성하는 공정이므로 

유기산양이 1, 2차 공정에 비해 현저히 감소함을 보여주고 있다.

                    바바바바. . . . 3333차 차 차 차 혐기성 혐기성 혐기성 혐기성 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조에서 발효조에서 발효조에서 발효조에서 발생하는 발생하는 발생하는 발생하는 가스발생량 가스발생량 가스발생량 가스발생량 및 및 및 및 성분 성분 성분 성분 분석분석분석분석

  3차 혐기성 메탄 발효조로 유입된 2차 산 발효액이 이 공정에서 12일간의 체류

시간을 갖는 동안 메탄생성균이 메탄을 생산한다. 안정화 초기에는 주위 환경에 민

감한 메탄생성균의 활성이 낮아 가스발생량도 저조하며 발생가스 성분 중 메탄의 

함량 또한 50% 정도로 낮은 함량을 보였다. 하지만 안정화가 진행되면서 메탄생성

균이 유기물을 분해함과 동시에 가스발생양도 증가하여 일일 발생가스량은 최고 

11.2 m
3
/day였고, 평균 약 6 m

3
/day이었다. 이와 더불어 메탄함량도 증가하여 발

생가스 중 메탄함량이 최고 68%로 증가하였다 (Fig. 70).

  Table 17은 상기 설명한 pilot-scale 10 m
3
 메탄 발효시스템의 운전 조건 및 결

과들을 정리하여 나타낸 표이다.
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Table 17. Organic acid production in the pilot-scale 10 m3 three-stage 

methane fermentation system

Organic acid

Semi anaerobic

hydrolysis/acidogenic 

process

Anaerobic

acidogenic 

process

Anaerobic

methanogenic 

process

 Acetic acid(mg/L) 3,774   4,836 550

 Propionic acid(mg/L)    66   2,289

 Butyric acid(mg/L)   140   4,533

 Lactic acid(mg/L) 4,344   1,645

 Valeric acid(mg/L)   106   1,908 155

 Caproic acid(mg/L)   1,111

 Total acid(mg/L) 8,430 16,322 705
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Table 18. Operational conditions and performance of pilot-scale 10 m3 

three-stage methane fermentation system

ParameterParameterParameterParameter
First First First First 

stagestagestagestage

SecondSecondSecondSecond

stagestagestagestage

Third Third Third Third 

stagestagestagestage

    Microbial Microbial Microbial Microbial consortium consortium consortium consortium 

Bacillus 

amyloliquefaciens,

B. coagulans,

Bacillus sp.

Clostridium 

acetobutylicum,

Cl. butyricum

Methanoculleus 

bourgensis, 

M. palmolei    

Methanosarcina sp.

    HRT HRT HRT HRT (d)(d)(d)(d) 2 2 12

    Loading Loading Loading Loading (kg (kg (kg (kg VS/[mVS/[mVS/[mVS/[m
3333d]d]d]d] 110.5 61.8 54.5

    pHpHpHpH 3.8 ~ 4.3 4.5 ~ 5.5 7.2 ~ 7.9

    Temperature(Temperature(Temperature(Temperature(℃℃℃℃)))) 45 35 50

    T-N(mg/L)T-N(mg/L)T-N(mg/L)T-N(mg/L) 4758 4247 3515

            NHNHNHNH3333-N(mg/L)-N(mg/L)-N(mg/L)-N(mg/L) 29.2 151.7 2832

    COD COD COD COD (mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)

            TCODTCODTCODTCOD

                (Removal (Removal (Removal (Removal rate)rate)rate)rate)

            sCODsCODsCODsCOD

56734

26489

52453

29853

4104

(93.5%)

3894

    Gas Gas Gas Gas yield yield yield yield 

            (L/kg (L/kg (L/kg (L/kg COD)COD)COD)COD)
- -

425

    Gas Gas Gas Gas composition(%)composition(%)composition(%)composition(%)

            CHCHCHCH4444

            COCOCOCO2222

-

-

9

91

68

32

    Methane Methane Methane Methane yieldyieldyieldyield

            (L/kg (L/kg (L/kg (L/kg COD)COD)COD)COD)
- -

289

    Volatile Volatile Volatile Volatile acids acids acids acids (mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)

            AceticAceticAceticAcetic

            Propionic Propionic Propionic Propionic 

            ButyricButyricButyricButyric

            Valeric Valeric Valeric Valeric 

            CaproicCaproicCaproicCaproic

            LacticLacticLacticLactic

            TotalTotalTotalTotal

3774

  66

 140

 106

   0

4344

8430

 4836

 2289

 4533

 1908

 1111

 1645

16322

550

  0

  0

155

  0

  0

705
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                    사사사사. . . . 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 경제성 경제성 경제성 경제성 검토검토검토검토

      (1) 처리시설 100톤/일 규모의 시설 도입시 경영분석

       (가) 수입예측(안) : 년 1,234백만원

      · 축분 수거료 : 8,000원/톤×100톤 = 800천원 (년 288백만원)

      · 음식물처리비 : 44,000원/톤×10톤 = 440천원 (년 158백만원)

      · 전기판매: 1㎾당 65.2원×1000㎾×24h×75%=1,173천원 (년 428백만원)

        ☞ 바이오가스 발전기준단가 : 65.2원기준(현행 LFG발전단가적용)

       ☞ 2006년도 발전기준단가는 72.5원으로 예상되며 연매출 4억8천만원으

로 기대됨 

       ☞ 연간 설비 이용율 : 75%기준

      · 퇴비·액비 : 10,000원/10㎏ × 100개 = 1,000천원(년 360백만원)

       (나) 지출예측(안) : 처음 도입하는 시설이므로 운영비 등의 분석이 불가능 

하지만, 시군 등의 축산폐수공공처리시설(일일 약 75 ~ 150 m
3
 처리 규모) 

운영사례를 참고하면

       ․연간 운영비(10년 평균) : 212백만원/년

         * 운전노무비              : 32,000천원

         * 발전설비 수선유지비     : 130,000천원

         * 경비                    : 50,000천원

       ------------------------------------------

         * 계                      : 212,000천원

 

       ․연간 감가상각비 : 107백만원/년

         * 감가상각방식 :  정액법=(원가 - 잔존가치)/내용년수

         * 상각기간 :  15년

         * 잔존가치 :  5%/설비비
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       ․소화조 및 발전시설의 연간 예상 매출 및 지출

         * 매출 :             1,234백만원/년

         * 지출 : 운영유지비  212백만원/년

                  감가상각비  107백만원/년

       ------------------------------------------

         * 매출이익 :   915백만원/년  (매출액대비 74.2%)   

  따라서 상기 경영분석결과 본 연구에 의해 개발된 3단계 메탄 발효시스템의 상

용화 가능성 또한 충분히 가능할 것으로 판단된다.
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제 제 제 제 3 3 3 3 장  장  장  장  결 결 결 결 론론론론

    1. 1. 1. 1. 소규모 소규모 소규모 소규모 집약형 집약형 집약형 집약형 3333단계 단계 단계 단계 메탄 메탄 메탄 메탄 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 발효시스템의 설계 설계 설계 설계 및 및 및 및 제작제작제작제작

  ○ 총 발효시스템 규모 2.5 m3
의 소규모 집약형 3단계 메탄 발효시스템을 설계 

및 제작하였다. 각 단계별 공정은 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조, 2차 혐

기성 산 발효조, 3차 혐기성 메탄 발효조로 구성하였으며 각각의 발효조의 

총 용적은 0.5 m
3
, 0.5 m

3
, 1.5 m

3
으로 제작하였다.

    2. 2. 2. 2. 단계별 단계별 단계별 단계별 발효공정 발효공정 발효공정 발효공정 미생물제제 미생물제제 미생물제제 미생물제제 개발개발개발개발

  ○ Amylase, protease, cellulase의 균체외 활성은 K5균주가 다른 균주들에 비

해 월등히 뛰어났다.

  ○ 16S rDNA sequence 분석결과 K5균주는 Bacillus amyloliquefaciens로 동정

되었다.

  ○ 또한 나머지 균주들도 대부분 Bacillus 속에 포함되는 균주로 조사되었다.

  ○ Bacillus는 그램 양성균으로 다양한 효소를 생산하여 세포밖으로 분비하는 특

성이 있으며 α-amylase, protease, α-galactosidase 등과 같은 효소와 치료

용 재조합 단백질 생산에 많이 이용되고 있으므로 미생물재제로서의 활용가

능성이 충분할 것으로 판단되었다. 

  ○ 전분을 주종으로 이루는 유기성 폐기물을 처리하기 위한 종균제로 K1, K2, 

K3, K5, K6, K7, K9, K11을 사용하는 것이 효과적일 것으로 사료되었다.

  ○ 육류와 같은 단백질이 주종을 이루는 유기성 폐기물을 처리하기 위한 종균제

로 K1, K3, K4, K5, K6, K8, K9, K11을 사용하는 것이 바람직 할 것으로 사

료되었다.

  ○ 김치와 같은 야채를 주종으로 하는 유기성폐기물의 처리에는 K1, K3, K5, 

K6, K8, K9, K10, K11을 종균제로 사용하면 높은 효과를 얻을 것으로 생각

되었다.



- 154 -

  ○ 종합적으로는 K1, K3, K5, K6, K9, K11을 이용한 종균제를 사용한다면 유기

성 폐기물을 가수분해 하는데 있어 높은 효과를 얻을 수 있을 것으로 판단되

었다.

  ○ 또한 전체 발효시스템의 종균제로서의 적용여부는 1차 가수분해/산 발효조의 

경우 분리된 11개균주를 사용하고 2차 혐기성 산 발효조의 경우 Cl. 

butyricum 과 Cl. acetobutylicum 및 분리된 5개균주를 사용하며, 3차 혐기

성 조의 경우 발효조내에 우점종으로 존재하는 Methanoculleus bourgensis, 

M. palmolei, Methanosarcina sp. 등을 사용할 수 있을 것으로 판단되었다.

    3. 3. 3. 3. 발효효율 발효효율 발효효율 발효효율 최적화 최적화 최적화 최적화 운전 운전 운전 운전 조건 조건 조건 조건 검토검토검토검토

  ○ 음식물을 희석하기위해 사용되는 물을 대신하여 3단계 메탄 발효 후 배출되

는 최종 유출수를 반송수로 일부 사용할 수 있을 것으로 판단되며, NaOH와 

같이 사용하여 pH를 조절해야 할 것으로 사료되었다.

  ○ 3차 혐기성 메탄 발효조의 최적 온도는 50℃로 운전하는 것이 보다 효율적이

며, 현재 12일로 운전하고 있는 발효조의 체류시간을 향후 목적에 따라 10일

까지 줄이는 경우에도 메탄 발효에는 크게 영향을 미치지 않을 것으로 판단

되었다.

  ○ 2.5 m3 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 100 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조의 

운전온도, 체류시간, 및 기질 부하량은 각각 45℃, 2 day, 103.5 kg VS/m3
․

day 이었으며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 3.8, 71234 mg/L, 4542 mg/L으로 

유지되었다.

  ○ 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서는 약 6247 mg/L의 유기산이 발생하였

고, 이 가운데 lactic acid가 약 5400 mg/L를 나타내고 다음으로 acetic acid

가 779 mg/L를 생성하였다.

  ○ 2.5 m3 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 100 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 2차 혐기성 산 발효조의 운전온도, 

체류시간, 및 기질 부하량은 각각 35℃, 2 day, 63.4 kg VS/m3
․day 이었으

며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 3.45, 63972 mg/L, 4046 mg/L으로 유지되었
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다.

  ○ 2차 혐기성 산 발효조에서는 산생성미생물들에 의해 1차 반혐기성 가수분해/

산 발효조에서 보다 많은 유기산을 생성하여 총유기산 생성량은 14560 mg/L

이었고, 1차 공정에서와 마찬가지로 lactic acid의 생성량이 13400 mg/L로 

가장 높았으며, 다음으로 acetic aicd, propionic acid, butyric acid, valeric 

acid 순으로 나타났다.

  ○ 2.5 m3 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 100 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 3차 혐기성 메탄 발효조의 운전온

도, 체류시간, 및 기질 부하량은 각각 50℃, 12 day, 52.8 kg VS/m3
․day 이

었으며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 7.6 ~ 7.9, 7394 mg/L, 3538 mg/L으로 

유지되었다.

  ○ 3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생된 바이오가스 생산 수율은 282 L/kg COD

이었으며, 바이오가스 중 메탄함량은 최대 72%이었고, 메탄가스 생산 수율은 

245 L/kg COD으로 조사되었다.

    4. 4. 4. 4. 다양한 다양한 다양한 다양한 재생가능 재생가능 재생가능 재생가능 폐기물의 폐기물의 폐기물의 폐기물의 처리시 처리시 처리시 처리시 발효 발효 발효 발효 효율 효율 효율 효율 검토검토검토검토

  ○ 여러 가지 폐기물 가운데 음식폐기물과 돈분은 혐기성 소화에 적합한 기질로 

조사되었다.

  ○ 우분의 경우 시료특성상 농산부산물의 파쇄와 같은 전처리가 필요할 것으로 

판단되었다.

  ○ 슬러지의 경우 유기물 제거 및 바이오가스 생산 증가를 위해 다른 재생가능 

폐기물과 혼합하여 처리하는 것이 효과적으로 판단되었다.

  ○ 특히 하수슬러지와 다른 혐기성 소화에 적합한 기질과의 혼합처리는 폐기물

의 효과적인 처리 및 고농도의 재생가능 폐기물을 상대적으로 희석시킬 수 

있으므로 처리농도의 부하량을 줄일 수 있을 것으로 사료되었다.

    5. 5. 5. 5. 10 10 10 10 mmmm
3333
    규모 규모 규모 규모 Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale 집약형 집약형 집약형 집약형 고효율 고효율 고효율 고효율 메탄 메탄 메탄 메탄 발효조 발효조 발효조 발효조 설계 설계 설계 설계 및 및 및 및 

제작제작제작제작
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  ○ 총 발효시스템 규모 10 m3
의 소규모 집약형 3단계 메탄 발효시스템을 설계 

및 제작하였다. 각 단계별 공정은 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조, 2차 혐

기성 산 발효조, 3차 혐기성 메탄 발효조로 구성하였으며 각각의 발효조의 

총 용적은 2 m
3
, 2 m

3
, 6 m

3
으로 제작하였다.

  ○ 음식물쓰레기 및 다른 유기성폐기물의 효율적인 파쇄를 위한 진공파쇄기를 

개발하여 제작하였다.

  ○ 최대 메탄 저장량 23.7 Nm3
인 2.3 Nm3 규모와 1.3 Nm3 규모의 메탄저장탱

크 2기를 설계 및 제작하였다.

  

    6. 6. 6. 6. Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale Pilot-scale 집약형 집약형 집약형 집약형 고효율 고효율 고효율 고효율 메탄 메탄 메탄 메탄 발효 발효 발효 발효 시스템 시스템 시스템 시스템 운전 운전 운전 운전 조건 조건 조건 조건 검토검토검토검토

  ○ 10 m
3
 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 400 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조의 

운전온도, 체류시간, 및 기질 부하량은 각각 45℃, 2 day, 110.5 kg VS/m
3
․

day 이었으며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 3.8 ~ 4.3, 56734 mg/L, 4758 

mg/L으로 유지되었다.

  ○ 1차 반혐기성 가수분해/산 발효조에서는 약 8430 mg/L의 유기산이 발생하였

고, 이 가운데 lactic acid가 약 4344 mg/L를 나타내고 다음으로 acetic acid

가 3774 mg/L를 생성하였다.

  ○ 10 m
3
 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 400 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 2차 혐기성 산 발효조의 운전온도, 

체류시간, 및 기질 부하량은 각각 35℃, 2 day, 61.8 kg VS/m
3
․day 이었으

며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 5.0 ~ 5.5, 52453 mg/L, 4247 mg/L으로 유

지되었다.

  ○ 2차 혐기성 산 발효조에서는 산생성미생물들에 의해 1차 반혐기성 가수분해/

산 발효조에서 보다 많은 유기산을 생성하여 총유기산 생성량은 16322 mg/L

이었고, 2.5 m3 규모의 메탄 발효시스템에서와는 달리 acetic acid의 생성량

이 4836 mg/L으로 가장 높았으며, 다음으로 4533 mg/L의 butyric aicd, 

2289 mg/L의 propionic acid, 1908 mg/L의 valeric acid, 1645 mg/L의 



- 157 -

lactic acid, 1111 mg/L의 caproic acid 순으로 생성되었다.

  ○ 10 m
3
 규모의 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 400 kg/day의 음식물쓰레

기를 처리하기 위한 공정을 운전한 결과 3차 혐기성 메탄 발효조의 운전온

도, 체류시간, 및 기질 부하량은 각각 50℃, 12 day, 52.8 kg VS/m
3
․day 이

었으며, pH, tCOD 및 T-N은 각각 7.6 ~ 7.9, 7394 mg/L, 3538 mg/L으로 

유지되었다.

  ○ 3차 혐기성 메탄 발효조에서 발생된 바이오가스 생산 수율은 425 L/kg COD

이었으며, 바이오가스 중 메탄함량은 최대 68%이었고, 메탄가스 생산 수율은 

289 L/kg COD으로 조사되었다.

  ○ 본 연구에서 개발된 3단계 메탄 발효시스템을 이용하여 100 ton/day의 유기

성 폐기물을 처리할 경우의 가상 경영분석결과 년간 915백만원의 매출이익

(매출액대비 74.2%)을 얻을 수 있으며, 따라서 본 연구에 의해 개발된 3단계 

메탄 발효시스템의 상용화 가능성 또한 충분히 가능할 것으로 판단되었다.
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부록 부록 부록 부록 1. 1. 1. 1. 유기산 유기산 유기산 유기산 생산생산생산생산

                    AbstractAbstractAbstractAbstract

  Effect of pH on the organic acids production tendency during anaerobic 

acidogenic fermentation was monitored. The substrate used was food wastes 

and pH ranged from 4.0 - 7.0. At pH 4.0, most of acid produced during 

fermentation was lactic acid, while a small amount of acetic, propionic, and 

butyric acids were produced. However, butyric acid production was 

remarkably increased when pH was maintained over 5.0. Interestingly, 

significant amount of acetic and propionic acids were produced when pH 

was maintained around 7.0.

                    가가가가. . . . 서 서 서 서 론론론론

  혐기성 소화공정은 여러종류의 미생물 군집들에 의한 연속적인 일련의 반응을 

통하여 유기화합물을 최종적으로 메탄과 이산화탄소로 전환시키는 복합적인 생물

학적 공정이다
1). 혐기성 소화 과정은 고분자 물질이 저분자 물질로 분해되는 가수

분해 과정, 산생성 미생물에 의한 유기산을 생산하는 산발효 과정, 마지막으로 생

성된 유기산을 이용하여 메탄을 생산하는 메탄발효과정으로 이루어져 있다. 특히 

두 번째 과정인 산발효 과정에서는 여러종의 산 생성세균에 의해 아세트산, 프로피

온산, 뷰티릭산, 젖산 등과 같은 다양한 유기산 및 알콜을 생산한다
2). 생산된 유기

산은 정제과정을 거친 후 인스턴트 식품 등의 가공식품분야 및 음료용으로도 이용

할 수 있을 뿐만 아니라 의약품 및 피부관리 등의 위생제와 피혁산업 등에 널리 

사용되며 페기물의 처리라는 환경적인 문제와 결부시켰을 경우 그 가치는 매우 높

다고 할 수 있다. 이와 같은 고 부가가치의 유기산을 생산하는 산발효의 주요 인자

가운데 하나가 pH이다
3-4)

. 따라서 본 연구에서는 음식폐기물 처리를 위한 소형혐

기성 산발효조를 이용하여 발효조내의 pH 변화에 따라 발효조에서 생산되는 유기

산의 생산동향을 알아보고, pH의 조절에 의하여 생산목적에 따라 각종 유기산을 

선택적으로 생산할 수 있는지 여부를 알아보고자 하였다.
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                    나나나나. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

      (1) pH 변화에 따른 산 발효조내의 유기산 생성 효과

  2차 혐기성 산 발효조내의 pH 변화에 따른 유기산 생성 경향을 알아보기 위해 

사용한 산 발효조로는 제 2 장 제 3 절 나와 다에서 사용된 총 용적이 11 L인 소

형 발효조를 사용하였다. 발효조의 운전은 회분식으로 수행하였으며 실험에 사용한 

발효액은 현재 운전 중인 3단계 메탄 발효시스템 가운데 2차 산 발효액을 사용하

였고 pH를 조절하기 위해 3단계 메탄 발효시스템을 거치고 나온 발효액을 이용하

였다. 3단계 메탄 발효시스템의 최종 유출수의 pH는 7.6 ~ 7.9이며 혐기성 소화

폐액의 특성상 알칼리도를 포함하고 있다. 반응기의 pH는 2차 산 발효액과 3단계 

메탄 발효시스템의 최종 유출수의 혼합비를 조절하여 4, 5, 7로 조절하였고, 유효

용적은 8 L로 조절하여 35℃에서 운전하였다.

  회분식 실험이 진행되는 동안 일정 시간마다 시료를 취하여 pH를 측정하고 시료

를 원심분리하여 그 상등액을 gas chromatography (FID) (YoungLin M600D)를 

이용하여 유기산 생성효과를 확인하였다.

      (2) 분석 및 측정

  pH 측정은 pH meter를 이용하였고, TS 및 VS는 수질오염 공정시험법으로, 

sCOD와 tCOD는 CODcr법으로 분석하였다. 당 생성량은 DNS법으로 glucose를 

측정하였고, 유기산의 분석은 gas chromatography (FID)(YoungLin M600D)를 이

용하여 분석하였으며 분석조건은 제 2 장 제 2 절의 단계별 발효공정 미생물 제재 

개발에서 수행한 분석조건과 동일하게 분석하였다.

                    다다다다. . . . 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

      (1) pH 변화에 따른 산 발효조내의 유기산 생성 효과

  Fig. 1-1은 3차 혐기성 메탄 발효 후 나온 유출수로 혐기성 산 발효조의 pH를 

4, 5, 7로 조절한 후 시간에 따른 발효조내의 pH 변화를 나타낸 그림이다. 반응 

초기부터 8일까지는 대체로 일정한 pH를 유지하였으나 그 이후 생성되는 산의 농

도에 따라 pH가 변해가는 것을 알 수 있었다. Fig. 1-2는 발효조의 pH가 4로 유
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지되었을 때의 발효조내에 생성되는 유기산의 농도를 나타낸 그림이다. 그림에 나

타난 바와 같이 pH 4로 유지된 발효조내에서는 발효가 진행됨에 따라 젖산의 생산

이 꾸준히 증가하고 있음을 관찰할 수 있었으며, 에탄올이나 아세트산의 경우 최초 

발효조내에 유지되고 있는 농도에서 거의 증가하지 않았다. 이는 발효조내에 분포

되어있는 유기산 발효균주가 단일균주가 아닌 복합균주이므로 pH 4의 환경에서는 

다른 유기산 생성균주들 보다 젖산 생성균의 활성이 우수한 것으로 생각되며 이로 

인해 젖산의 생산이 증가하는 것으로 판단된다. Fig. 1-3는 발효조의 pH를 5로 유

지한 혐기성 산 발효조내의 유기산 생성 경향을 나타낸 그림이다. pH가 4로 유지

된 발효조와 마찬가지로 젖산이 발효산물 가운데 가장 많은 양을 포함하고 있으며, 

pH 4로 유지된 발효조에서는 나타나지 않았던 뷰티릭산이 발효가 진행됨에 따라 

점차적으로 증가함을 알 수 있었으며, 그림에 나타난 바와 같이 실험종반부 발효조

의 pH가 6으로 상승하면서 젖산의 농도가 급격히 감소하며 미미하지만 아세트산, 

프로피온산, 발레릭산의 농도가 점차 상승하는 것을 관찰할 수 있었다.

  Fig. 1-4는 발효조의 pH가 7로 유지되었을 경우 발효조내에 나타나는 유기산의 

경향을 나타낸 그림이다. pH 4와 pH 5로 유지된 발효조와는 달리 젖산의 경우 발

효초기 약간 증가하였지만 이후 점차 감소하여 실험중반부터는 거의 검출되지 않

았다. 이와는 달리 뷰티릭산의 경우 발효산물 가운데 가장 많은 양을 포함하고 있

으며 발효가 진행됨에 따라 계속해서 증가하고 있음을 관찰할 수 있었다. 아세트산

의 경우에도 pH가 4나 5로 유지된 발효조에 비해 훨씬 많은 양을 생산하고 있음

을 알 수 있었고, 프로피온산의 농도 역시 전체적인 발효산물 가운데 차지하는 양

은 많지 않지만 서서히 증가하고 있는 것이 관찰되었다. 

  이상의 결과들은 발효조내의 pH를 어떻게 유지하느냐에 따라 혐기성 산 발효조

내에서 생산되는 유기산의 종류가 달라질 수 있다는 것을 의미한다. Horiuchi 등
2)

은 단일균주가 아닌 여러 균주들을 혼합하여 산 발효과정을 하는 동안의 pH 영향

은 혐기적 산생성과정의 특성이 아니라 혐기적 산생성과정 동안 선택적인 산생성

을 위한 방법이라는 점에서 많은 관심을 받고 있다고 하였다. 또한 Zoetemeyer 등

3)
과 Horiuchi 등

4) 은 혐기성 산 발효조내에서 생산되는 유기산의 주종은 발효조내

의 배양 pH에 의해 강하게 영향을 받는다고 보고한 바 있다. 
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Fig. 1-1. Time-dependent changes of pH in the acidogenic fermentor.
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Fig. 1-2. Ethanol and organic acids production pattern in the acidogenic 

fermentor at pH 4.
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Fig. 1-3. Ethanol and organic acids production pattern in the acidogenic 

fermentor at pH 5.
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Fig. 1-4. Ethanol and organic acids production pattern in the acidogenic 

fermentor at pH 7.
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  Fig. 1-5는 Fig. 1-2부터 1-4까지의 결과를 pH에 따라 각각의 발효산물의 생산 

추이를 발효산물별로 나타낸 결과이다. Fig. 1-5의 (A)는 pH에 따라 생산되는 에

탄올의 변화량을 나타내었다. 결과에 나타난 바와 같이 발효조내에 유지되는 pH에 

따라서 생성되는 에탄올의 농도는 크게 차이나지 않지만 pH가 7로 유지되는 발효

조에서 발효 초기 가장 활발하게 발효가 진행되었음을 알 수 있었다.

  Fig. 1-5의 (B)에 나타나 있는 것처럼 pH에 따라 생산되는 아세트산의 변화량은 

pH가 증가할수록 아세트산의 농도도 증가하였다. 특히 pH 변화와 연관시켜 살펴

보았을 경우 pH가 4로 유지되었을 경우 아세트산의 농도가 거의 변화하지 않았지

만 pH가 5로 유지된 발효조의 실험 종반부의 pH는 6으로 상승하였으며 이때 발효

조내의 아세트산의 농도가 점차 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 따라서 아세트산 

생성균의 경우 pH가 6이상일 경우 균의 활성이 높아지는 것으로 사료된다. 

  Fig. 1-5의 (C)에 나타난 결과는 pH에 따라 생산되는 프로피온산의 변화량을 나

타낸 것이다. 프로피온산의 생성량은 다른 발효산물에 비해 많은 비중을 차지하진 

않지만, 변화양상은 아세트산의 변화양상과 거의 흡사하였다. 따라서 프로피온산을 

생성하는 발효균주 역시 아세트산을 생성하는 발효 균주와 마찬가지로 pH 6이상의 

pH 범위에서 활성이 높아지는 것으로 사료된다.

  Fig. 1-5의 (D)에 나타난 뷰티릭산의 변화량에 대한 결과에서는 pH 4 영역에서

는 농도의 변화가 거의 일어나지 않았다. 그러나 pH 5 이상의 영역에서는 뷰틱릭

산의 농도가 점차적으로 증가하는 것이 관찰되었고 pH가 7로 유지되었을 때에는 

뷰티릭산을 생산하는 발효균주의 활성이 활발하여 뷰틱산의 생산량이 발효실험 초

기부터 뚜렷하게 증가하는 것을 알 수 있었다.

  젖산의 경우 발효산물 가운데 가장 많은 양이 생산되었으며, 다른 발효산물의 생

성조건과는 달리 산성영역에서 젖산발효균주의 활성이 높은 것을 Fig. 1-5의 (E)

를 통하여 알 수 있었다. 결과에 나타난 바와 같이 젖산의 생성은 pH 4를 유지한 

발효조에서 가장 높았으며, pH 5를 유지한 발효조에서도 pH 4를 유지한 발효조에

서 생성된 젖산의 양 보다는 적었지만 비교적 발효가 잘 일어나는 것으로 관찰되

었다.

  하지만 발효조의 pH가 6이상으로 변하였을 경우에는 발효조내의 젖산의 양은 급

격히 감소하는 것으로 나타났다. 이것은 발효조내의 젖산발효균주의 최적 pH는 

pH 5이하인 것으로 사료되며, pH가 6이상으로 증가할 경우 젖산균의 활성이 떨어
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져 젖산의 생산량이 감소하고, 발효조내의 다른 유기산을 생산하는 발효균주에 의

해 생산된 젖산이 다른 산물로 전환되는 것으로 생각된다.

  Fig. 1-5의 (F)는 pH에 따라 생산되는 발레릭산의 변화량을 나타낸 것이다. 본 

실험에서 생성된 발레릭산의 농도는 극히 미미하였으며, 실험 종반부에 발레릭산의 

농도가 실험조건에 따라 소량 증가하였지만 실험오차 등을 고려할 때 결과에 대한 

유의성을 찾아낼 수 없었다.

  Horiuchi 등2)
과 Zoetemeyer 등

3)
의 결과에 의하면 혐기성 산 발효조의 pH가 5.0 

~ 7.0일 경우 생산되어지는 주된 유기산은 뷰티릭산과 아세트산이었으며, 이것은 

본 연구의 결과와 유사하였다. 또한 Horiuchi 등
2)
은 pH 8에서는 아세트산과 프로

피온산이 생산되는 유기산의 주된 산물이었다고 보고하였으며, 본 연구에서도 발효

조내의 pH가 6 ~ 7로 유지될 때 아세트산과 프로피온산의 생산량이 계속해서 증

가하고 있는 것이 관찰되었으므로 pH 8로 유지될 경우 Horiuchi 등의 결과와 일치

할 것으로 사료된다. 반면에 Zoetemeyer 등
3)
은 pH 8에서 젖산, 포름산, 에탄올이 

혐기성 산 발효조내의 주생산물로 조사되었지만, 젖산의 경우 본 연구에서는 pH 4

와 5로 유지된 혐기성 산 발효조의 주생산물 이었다. 동일한 산물의 생산 pH가 다

르게 나타나는 현상의 원인으로는 초기 접종된 접종원의 차이로 판단되며, 실제로  

Zoetemeyer 등
3)
의 경우 유기산 생산을 위해 활성슬러지를 사용하였으며, 본 연구

에서는 절대 혐기성 세균인 Cl. butyricum과 Cl. acetobutylicum이 접종되어 음식

물 쓰레기에 적응된 발효액을 사용하였다. 이처럼 발효조내에 존재하는 서로 다른 

미생물의 군집에 의한 유기산 생성의 경우 발효조의 pH는 유기산 생산의 일반적인 

지표일 뿐만 아니라 선택적으로 유기산을 생산할 수 있는 중요한 인자로 판단된다.

  Fig. 1-6은 pH에 따라 생산되는 총 유기산의 변화량을 나타낸 것이다. 결과에 

나타난 바와 같이 발효초기에는 pH가 낮을수록 생산되는 유기산의 총양은 증가하

였다. 이것은 낮은 pH에서 생산되는 젖산의 농도가 다른 발효산물에 비해 월등히 

높기 때문에 이로 인한 것으로 사료되며 실험 종반부에서는 특별한 상관관계를 찾

을 수는 없었다.
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Fig. 1-5. pH-dependent ethanol and various organic acids production in the  

acidogenic fermentor; (A) ethanol, (B) acetic acid, (C) propionic acid, (D) 

butyric acid, (E) lactic acid, and (F) valeric acids. 
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Fig. 1-6. pH-dependent total organic acids production in the acidogenic 

fermentor.
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  미생물에 의해 생산되는 유기산은 주로 아세트산, 프로피온산, 뷰티릭산, 젖산이

다. 이렇게 생산된 유기산은 식품산업, 화장품산업, 제약산업, 피혁산업 그리고 화

학산업 등에서 주원료로 광범위하게 사용되고 있다
5-10). 따라서 음식물쓰레기와 같

은 재생가능 폐기물로부터 부가가치가 높은 유기산을 생산하는 것은 자원의 합리

적 이용 및 환경보전에 기여할 수 있을 것으로 사료되며, 본 연구결과는 다양한 목

적으로 사용되는 유기산을 혐기성 소화과정 중 발효조의 pH만을 조절함으로써 특

정 유기산을 선택적으로 생산할 수 있는 방법으로 판단된다.

                    다다다다. . . . 결론결론결론결론

○ pH 영역에 따른 2차 혐기성 산 발효조의 유기산 생성 경향은 pH 4 영역의 경

우 젖산의 생성이 우수하였고, pH 5 ~ 7 영역에서는 아세트산과 뷰티릭산의 

생성이 우수하였으며, pH 8 이상일 경우 프로피온산의 생성이 우수할 것으로 

사료되었다. 

○ 효과적인 메탄 발효를 위해서는 산 발효조의 pH가 5 ~ 7사이로 유지되는 것이 

바람직한 것으로 조사되었다. 

○ 혐기성 산 발효조의 pH 조절은 다양한 목적으로 사용되는 유기산을 혐기성 소

화과정 중 발효조의 pH만을 조절함으로써 특정 유기산을 선택적으로 생산할 수 

있는 방법으로 판단되었다.
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            부록 부록 부록 부록 2. 2. 2. 2. 수소 수소 수소 수소 생산생산생산생산

                    AbstractAbstractAbstractAbstract

  Hydrogen is a clean energy alternative to fossil fuels. Some bacteria have 

been known to produce hydrogen from organic compounds by anaerobic 

fermentation. In this study, hydrogen production by Citrobacter amalonaticus 

Y19 from glucose was investigated. Optimum culture conditions for hydrogen 

production by C. amalonaticus Y19 were as follows: initial pH of 7.0, culture 

temperature 35℃ and initial glucose concentration of 1%. Agitation 

accelerated the hydrogen production. Organic nitrogen sources were more 

effective than inorganic nitrogen sources, and yeast extract was the best 

nitrogen source for hydrogen production. Among metal ions, CuSO4 was most 

effective for hydrogen production. In this condition, the maximum H2 yield 

was estimated to be 215.1 mmol H2/mol glucose, and hydrogen content in 

the biogas was 22%. On the other hand, the maximum H2 yield was 

estimated to be 227.6 mmol H2/mol glucose, and hydrogen content in the 

biogas was about 24%, during the fermentation when pH was maintained at 

5.5. 

                    가가가가. . . . 서 서 서 서 론론론론

  인류의 산업발달과 성장을 위한 에너지소비는 심각한 에너지 문제에 직면할 위기에 

처해 있고, 이러한 문제를 해결하기 위한 방안으로 재생가능하고 환경친화적인 대체에

너지 개발에 많은 관심을 기울이고 있다. 특히 수소에너지에 대한 연구가 활발히 진행

되고 있으며
1-3), 현재 알려진 수소의 생산방법으로는 화석연료, 물, 바이오매스로부터 

열화학적, 전기화학적, 광화학적 혹은 생물학적 방법이 있다. 화석연료를 이용한 열화

학적 방법에 의한 수소생산은 공정의 안전성과 경제성에 대한 문제 및 화석연료의 부

존성과 편재성에 의한 국가간 긴장과 지구환경 오염 등의 문제점을 가지고 있다. 그러

나 생물학적 수소생산의 경우 열화학적 방법에 비해 수소 생산수율은 떨어지지만, 보
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다 더 안전하며 바이오매스를 포함한 유기물과 물로부터 미생물에 의해 직접적으로 수

소를 생산할 수 있기 때문에 에너지 생산과 더불어 대량으로 발생하는 재생가능 폐기

물도 처리할 수 있는 특징을 가지고 있다. 수소생산에 이용되는 다양한 미생물들은 조

류
4,5)

, 광합성세균
6-8)

 및 혐기성 발효미생물
9-13)

들이 있으며, 특히 혐기성 발효미생물

을 이용하는 경우 빛을 이용하여 수소를 생산하는 조류 및 광합성 세균을 이용한 수소

생산 시설보다 소규모이고 기술적 제한이 적어 수소생산이 용이하며 다양한 유기성

물질을 기질로 사용할 수 있으므로, 기존의 혐기성 공정을 재이용하여 생산할 수 

있다는 장점이 있다.

  혐기성 발효미생물에 의해 glucose로부터 수소가 생산되는 과정은 아세트산과 

뷰티릭산을 생성시키는 반응들에 의해 일어나며 아세트산이 생산되는 경우 1 mole

의 glucose로부터 최대 4 mole의 수소가 생산될 수 있고, 뷰티릭산이 생산되는 경

우에는 최대 2 mole의 수소가 생산될 수 있다. 따라서 발효과정 중 발생되는 유기

산의 생산조건을 조절함으로써 수소생산량을 증가시킬 수 있다. 본 연구에서는 

Citrobacter amalonaticus Y19를 이용하여 회분식으로 수소를 생산하기 위한 발효 

최적화 조건을 탐색하였다.

                    나나나나. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

      (1) 사용균주 및 배지

  본 실험에 사용된 균주는 Citrobacter amalonaticus Y19 이며, 부산대학교 박성

훈 교수연구실로부터 분양받아 실험에 사용하였다. 기본배지로 PFN Medium을 사

용하였다. 그 조성은 1 L당 glucose 10 g, yeast extract 3 g, NH4Cl 8.1 g, 

K2HPO4 19.3 g, KH2PO4 9.4 g, NaCl 8 g, MgCl2 31 g, CaCl2ㆍ2H2O 1 g, 

FeSO4ㆍ7H2O 2.09 g, trace element solution 3 mL, vitamin 6 mL이다. Trace 

element solution은 1 L당 ZnSO4ㆍ7H2O 0.1 g, MnCl2ㆍ4H2O 0.1 g, H3BO3 0.03 

g, CoCl2ㆍ6H2O 0.2 g, CuSO4ㆍ5H2O 0.0134 g, Na2MoO4ㆍ2H2O 0.03 g, 

NaSeO3 0.01 g, NiCl2ㆍ6H2O 0.02 g이며, vitamin은 1 L당 biotin 0.05 g, folic 

acid 0.05 g, riboflavin 0.125 g, thiamin HCl 0.125 g, Ca-D-pantothenate 

0.125 g, cynocobalamin 0.125 g, p-aminobenzoic acid 0.125 g, nicotinic 

acid 0.125 g이었다.
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      (2) 배양조건 

  균주의 전배양은 100 mL media bottle에 50 mL의 배지를 넣고 멸균한 후 

vacuum anaerobic chamber내에서 균주를 접종한 다음 35℃, 150rpm으로 진탕배

양 하였으며, 실험에 사용하기 전에 12시간마다 계대배양 하였고 전배양을 최소 3

차례이상 수행하였다. 수소생산을 위한 본 배양은 가스측정 및 시료채취를 위해 상

부에 가지가 달린 500 mL media bottle을 만들어 200 mL의 배지를 넣고 전배양

에서 성장시킨 균주를 1% (v/v) 접종하여 전배양과 같은 조건으로 회분식 배양하

였다. 또한 수소생산 실험 중 배지의 pH를 일정하게 유지시키는 실험에서는 5 L 

발효조 (KoBioTech, KF-5L)에 2 L의 배지를 넣고 위와 동일한 방법으로 배양하였

다. 

      (3) 수소생산의 최적화 조건탐색

  수소생산을 최적화하기 위해 배양배지의 초기 pH, 교반유무, 온도, glucose농도, 

질소원이나 금속이온의 종류 및 발효조내의 pH 유지에 따른 수소생산의 영향을 검

토하였다.  

      (4) 분석방법

  발효과정 중 발생하는 바이오가스의 양은 가스미터를 이용하여 측정하였으며, pH는 

pH meter (Orion, 720A)를 사용하였고, 발효액 내의 당농도는 DNS 법에 의해 측정하

였다. 수소의 함량분석은 반응기내 head space 가스를 gas tight syringe로 0.5 mL 

취하여 gas chromatography (Shimazu, GC-17A)로 분석하였다. 사용된 컬럼충진물

은 molecular sieve 5A (Alltech)를 사용하였고, thermal conductivity detector (TCD)

로 분석하였다. 분석조건은 column, injector, detector온도 모두 60℃이였으며, 

carrier gas는 Ar을 사용하였고, flow rate는 45 mL/min으로 유지하였다.

  발효액내의 유기산의 함량분석은 발효액을 일정시간 간격으로 채취하여 균체와 

상등액을 원심분리기로 분리한 후 상등액 100 μL를 취하여 gas chromatography 

(Younglin, M600D)로 분석하였다. 사용된 컬럼충진물은 80/120 Carbopack 

B-DA*/4% Carbowax (Supelco)를 사용하였고, flame ionization detecter (FID)로 

분석하였다. 분석조건 중 column 온도는 최초 135℃에서 2분간 유지한 후 165℃
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까지 분당 15℃씩 승온하여 1.7분간 유지한 다음 다시 180℃까지 분당 15℃씩 승

온한 뒤 20분간 유지하였고, 이후 또 다시 200℃까지 분당 15℃씩 승온하여 15분

간 유지하였다. 또한 Injector와 detecter의 온도는 모두 200℃이었으며, carrier 

gas는 N2를 사용하였고, flow rate는 24 mL/min으로 사용하였다.

                    나나나나. . . . 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

      (1)  수소생산에 대한 초기 pH의 영향

  초기 pH에 따른 C. amalonaticus Y19의 생장정도 및 수소생산에 대한 영향을 

알아보기 위해 배양배지의 초기 pH를 4 ~ 8로 조절하였다. 그 결과 Fig. 2-1의 

(A)에 의하면 초기 pH를 7로 조절한 경우 9시간 후 가장 높은 흡광도를 나타냈으

며 다음으로 8과 6으로 초기 pH를 조절한 순으로 나타났다. 또한 Fig. 2-1의 (B)

에 나타난 바와 같이 12시간 동안 생산된 수소의 양은 초기 pH가 7인 경우 55 

mL로 가장 많은 양의 수소를 생산하였으며, 균주의 성장 조건과는 대조적으로 수

소생산에 있어서는 pH 6인 경우가 pH 8인 경우 보다 더 많은 수소를 생산하였다. 

따라서 초기 pH를 7로 조절한 경우가 가장 수소생산에 효율적인 것으로 사료된다. 

또한 초기 pH를 7로 조절하였을 경우 생산된 바이오가스 가운데 수소의 최고 함량

은 20% 이었다. Lee 등
14)

의 결과에 의하면 초기 pH가 갑자기 떨어지면서 수소가 

생산된다고 보고하였다. 또한 Khanal 등
15)

은 초기 pH는 수소생산에 있어서 중요한 

인자로 작용하며, 갑작스런 pH의 감소에 의한 환경조건의 변화가 세균의 물질대사

의 변화를 가져오고 그로인해 수소생산의 저해를 초래한다고 보고하였다. 따라서 

초기 pH가 높을수록 빠른 pH 변화에 대한 충격의 영향을 덜 받기 때문에 수소생

산에 있어서 효율적이라고 생각된다. 하지만 C. amalonaticus Y19의 경우 초기 

pH 8이상에서는 수소생산이 현저히 저하하므로 C. amalonaticus Y19의 최적 초

기 pH는 7로 판단된다.

      (2) 교반유무에 따른 수소생산의 영향

  교반의 유무가 수소생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 균주 배양시 진탕배양

기의 교반속도를 150 rpm으로 해주었을 경우 12시간 동안 발효하는 과정 중 55 

mL의 수소를 발생한 반면, 교반하지 않은 경우 15 mL의 수소를 발생하여 약 3배
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의 수소 발생량 차이를 보여주었다 (data not shown). 그러므로 수소생산에 있어

서 교반은 반드시 필요한 조건으로 판단된다. 

      (3) 수소생산에 대한 발효온도의 영향

  Fig. 2-2의 (A)와 (B)에서는 발효온도에 따른 균체의 생장정도 및 수소생산에 대

한 결과를 나타내었다. 발효온도를 각각 25 ~ 40℃까지 5℃ 간격으로 조절하여 

실험을 수행하였다. 발효온도를 35℃로 조절하였을 때 균체의 성장이 가장 빨랐으

며, 또한 생산된 수소의 양은 50 mL로 가장 많은 양의 수소를 생산하였다. 따라서 

35℃의 발효온도에서 수소생산량이 최대로 나타난 것으로 보아 C. amalonaticus 

Y19의 최적배양온도는 35℃로 사료된다. 이것은 Oh 등
16)

의 결과와 일치하였다.

      (4)    수소생산에 대한 glucose 농도의 영향

  Glucose 농도에 대한 영향을 조사하기 위하여 배지내의 glucose 농도를 0.1 ~ 

5%로 조절하여 실험한 결과 C. amalonaticus Y19는 배지내의 glucose 농도가 

5% 이상에서 현저히 생장에 저해를 받았다 (Fig. 2-3 (A)). 또한 수소생산에 있어

서 12시간의 발효기간 중 2%의 초기 당농도에서 65 mL의 수소를 생산하여 가장 

많은 수소를 생산하였지만 (Fig. 2-3 (B)), 생산수율을 고려하면 53 mL의 수소를 

생산하고 발효 종료 후 600 mg/L의 glucose 농도만 남아 있는 조건인 배지내 초

기 glucose 농도가 1%인 것이 보다 효율적으로 판단되며, 이때 생산수율은 215.1 

mmol H2/mol glucose이었다. (Fig. 2-3 (C)). 따라서 남아있는 glucose 농도 및 

수소생산량을 고려해 볼 때 1%의 초기 glucose 농도가 최적인 것으로 사료된다. 

      (5)    질소원이 수소생산에 미치는 영향

  질소원이 수소생산에 미치는 영향을 조사하기 위하여 기본배지조성에 각종 유기 

질소원과 무기질소원을 각각 0.3% (w/v) 농도로 하여 생산된 수소를 Fig. 2-4의 

(A)에 나타내었다. 이 균주는 무기질소원보다 유기질소원을 더 잘 이용하여 수소생

산에 효과적임을 알 수 있었다. 특히 다양한 질소원 가운데 yeast extract가 수소

를 생산하는 능력 면에서 가장 좋았으며 12시간 동안 54 mL의 수소를 생산하여 

가장 많은 양의 수소를 생산하였으며, beef extract, tryptose, peptone 등의 순으

로 수소의 생산량이 높은 것으로 나타났다. 
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Fig. 2-1. Effect of initial pH on the cell growth (A) and hydrogen production 

(B).
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Fig. 2-2. Effect of temperature on the cell growth (A) and hydrogen 

production (B).
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Fig. 2-3. Effect of glucose concentration on the cell growth (A) and 

hydrogen production (B); (C) Increase of residual glucose concentration with 

different initial concentration after reaction finished.
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Fig. 2-4. (A) Effect of nitrogen sources on the cell growth and hydrogen production; 

(B) Effect of various yeast extract concentration on hydrogen production.



- 191 -

  이것은 yeast extract와 같은 복합질소원에 함유되어 있는 아미노산 또는 비타민 

등과 같은 영양성분이 수소생산에 영향을 미친것으로 사료된다. 

  Fig. 2-4의 (B)는 질소원 가운데 수소생산량이 가장 높은 yeast extract의 농도

를 0.1 ~ 0.5% (w/v) 까지 조절하였을 때 yeast extract의 최적 농도를 산출하여 

나타내었다. Fig. 2-4의 (B)에 나타난 바와 같이 0.3% (w/v)의 yeast extract를 첨

가하였을 경우 12시간 동안 59 mL의 수소를 생산하여 가장 높은 수소생산량을 보

이므로 yeast extract의 최적 농도는 0.3% (w/v)로 판단된다. 

      (6)    금속이온이 수소생산에 미치는 영향

  그리고 Fig. 2-5의 (A)는 각종 금속이온이 수소생산에 미치는 영향을 나타내었

다. 금속이온의 미량성분은 미생물 성장과 수소생산의 임계요소로 알려져 있다
17)

. 

각종 금속이온 농도를 0.15% (w/v) 농도로 하였을 때, 여러 가지 금속이온 가운데 

Na2SeCl3는 균주성장에 효과적이었고, CuSO4의 경우에는 수소생산에 가장 효과적

이었다. 또한 수소생산에 가장 영향을 미친 CuSO4의 농도를 0.1 ~ 0.3 mg/L의 

농도범위로 하였을 때 수소 발생량을 Fig. 2-5의 (B)에 나타내었다. 0.15 mg/L 농

도였을 때 64 mL의 수소를 생산하여 배지내의 CuSO4의 최적농도는 0.15 mg/L으

로 판단된다.

      (7) 발효액 최적 pH 탐색

  발효액의 최적 pH를 조사하기 위해 발효가 진행되는 동안 HCl과 KOH 용액을 

이용하여 발효조내의 pH를 일정하게 유지하였다. pH조절은 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 그

리고 7.0으로 유지하였으며 결과는 Fig. 2-6에 나타내었다. 수소생산에 있어서는 

발효액의 pH가 5.5로 유지되었을 때 17시간동안 1%의 glucose로부터 581 mL의 

수소를 생산하여 다른 조건에 비해 월등히 많은 양의 수소를 생산하였고, 이 때 생

성된 바이오가스 중 수소의 함량은 24% 이었다. 일반적으로 수소와 유기산을 생성

하는데 필요한 적정 pH는 4.8 ~ 6.8이라고 Van Andel 등
18)

은 보고하고 있으며, 

본 실험의 결과 또한 유사하게 나타나 C. amalonaticus Y19에 의한 수소생산의 

경우 pH를 5.5로 유지하였을 때 최대이므로, 수소생산 최적 pH는 5.5로 유지하였

을 때 최적임을 알 수 있었다.
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Fig. 2-5. (A) Effect of metal ions on the cell growth and hydrogen production; (B) 

Effect of various CuSO4․5H2O concentration on hydrogen production.
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  따라서 C. amalonaticus Y19를 이용해 회분식 발효로 수소생산을 할 경우 초기 

pH를 7로 한 후 서서히 발효조의 pH를 5.5로 유지하고, 교반을 시키며, 35℃에서 

1 ~ 2%의 glucose 농도를 가지고 발효할 경우 수소생산을 최적화할 수 있을 것

으로 사료된다.

  또한 본 연구에서 수행된 3단계 메탄 발효시스템의 2차 공정은 유기산 생성공정

이며, 이론적 고찰에서 밝힌바와 같이 아세트산과 뷰티릭산과 같은 유기산 생성조

건은 수소를 생산하는 과정에 해당하기도 한다. 더욱이 C. amalonaticus Y19의 수

소생산 최적 조건가운데 온도와 pH 영역의 경우 2차 혐기성 산 발효조의 운전 조

건과 거의 같기 때문에 Cl. butyricum 이나 Cl. acetobutylicum과 같이 2차 혐기성 

산 발조에서의 사용이 가능할 것으로 판단된다. 

                    다다다다. . . . 결론결론결론결론

○ PFN medium에서 수소생산의 최적 초기 pH및 온도는 각각 7.0, 35°C으로 조

사되었다.

○ 교반은 수소생산에 반드시 필요하며 교반하지 않을 경우 보다 3배 더 많은 수

소 생산하였다.

○ glucose 농도가 2%일때, 12시간동안 65mL의 가장 많은 수소를 생산 하였지만 

생산수율면에서는 53 mL의 수소를 생산한 1% glucose 조건이 가장 좋은 것으

로 조사되었다.

○ 각종 질소원 중에서 유기질소원이 무기질소원보다 수소생산에 효과적이며, 가장 

효과적인 질소원은 yeast extract이였으며 yeast extract의 최적농도는 0.3%로 

조사되었다.

○ 각종 금속이온 중에서 CuSO4 5H2O가 수소생산에 가장 효과적으로 나타났으며, 

최적농도는 0.15 mg/L로 조사되었다.

○ 수소생산 발효조의 pH를 일정하게 유지할 경우 발효조의 유지 pH는 5.5로 유

지하는 것이 최적조건으로 조사되었다.
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            부록 부록 부록 부록 3. 3. 3. 3. 알코올 알코올 알코올 알코올 생산생산생산생산

                    AbstractAbstractAbstractAbstract

  Several microbial strains were isolated and characterized from food waste 

fermentation broth. From the secondary acidogenesis reactor, a novel strain 

KA4 responsible for alcohol fermentation was isolated and characterized. The 

cell shape was oval and its dimension was 5.5 ~ 6.5 × 3.5 ~ 4.5 ㎛. This 

strain was identified as Saccharomyces cerevisiae KA4 by 26S rDNA D1/D2 

rDNA sequence. Optimal culture temperature was 30 ~ 35℃. Cells were 

tolerant to 5% (v/v) ethanol concentration, however, were inhibited 

significantly by higher ethanol concentration up to 7%. The strain could grow 

well up to 50% (w/v) initial glucose concentration in the YM medium, 

however, the optimal concentration for ethanol fermentation was 10%. It 

could produce ethanol in a broad initial pH range from 4.0 to 10.0, and 

optimal pH was 6.0. In this condition, the strain converted 10% glucose to 

7.4% ethanol during 24 hr, and ethanol yield was estimated to be 2.87 mol 

EtOH/mol glucose.

                    가가가가. . . . 서 서 서 서 론론론론

  인구의 증가와 산업의 발달은 에너지의 사용을 계속해서 증가시키고 있으며, 이로 인

해 화석연료의 매장량이 점차 감소하고 있다. 따라서 재사용이 가능하고, 지속가능하

며, 효과적이고, 경제적이며, 편리하고 안전한 대체에너지원 개발이 절실히 필요하게 

되었다.

  당의 발효과정을 통해 생산되는 에탄올은 청정에너지원인 동시에 재생가능한 에너지

원이기 때문에 많은 주목을 받고 있고
1)
, 에탄올 생산에 드는 비용을 절감하기위한 방

안으로 에탄올 생산의 원료물질을 각종 유기성 폐기물과 같은 biomass를 적극 이용하

려는 시도가 진행되고 있다
2-5)

. 바이오매스로부터 얻어지는 에탄올의 에너지 함유량은 

에탄올을 생산하는데 요구되는 에너지보다 높다고 Shapouri 등6,7)
은 보고한 바 있고, 
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특히 바이오매스의 발효로부터 생산되는 알코올은 그 물리적, 연소적 특성이 석유와 

비슷하여 대체에너지로 각광을 받고 있으며
8)
, 액체연료로서 휘발유보다 장점이 많기 

때문에 재생가능 연료원으로 널리 연구되어지고 있다
9). 

  최근 국내에서 발생하는 재생가능한 폐기물은 음식물 쓰레기를 포함한 생활 폐기물

을 비롯하여 농산부산물, 하수 슬러지 등의 사업장 폐기물, 축산폐기물 등 년간 1억 

500만톤 이상의 재생가능 폐기물이 발생하고 있다. 따라서 이러한 재생가능 폐기물을 

에탄올 생산의 원료물질로 이용한다면 폐기물의 처리를 통한 환경오염방지 및 신재생

에너지 개발이라는 상승효과를 얻을 수 있으며, 이를 위한 첫 단계로서 바이오매스를 

이용하여 에탄올 생산이 우수한 균주를 확보하는 것은 매우 중요하다. 

  본 연구실에서는 음식물쓰레기 처리를 위해 반혐기성 가수분해/산 발효공정, 혐기성 

산 발효공정, 혐기성 메탄발효공정으로 구성된 3단계 메탄발효시스템을 개발하여 운

전하고 있다
10,11)

. 따라서 본 연구에서는 장기간 안정화된 3단계 메탄발효시스템의 혐

기성 산 발효공정으로부터 분리한 알코올발효 능력이 우수한 균주를 분리하고 그 특성

을 조사하였다.

                    나나나나. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

      (1) 사용균주 및 배지

  본 연구에서 음식물쓰레기 처리를 위해 운전중인 3단계 메탄 발효시스템의 2차 

혐기성 산 발효반응기로부터 시료를 취한 후, 분리용 배지에 도말한 다음 35℃에

서 배양하여 생장이 우수한 균주를 1차 선별하였다. 1차 선별된 5개 균주 중 발효

능이 가장 우수한 효모 균주를 최종적으로 선발하였다. 균주 분리시 사용된 배지는 

음식물 쓰레기 처리를 위한 3단계 메탄 발효시스템의 1차 반혐기성 가수분해/산 

발효조의 발효액을 원심분리하여 상등액의 pH를 7.0으로 조절하고 1.5%(w/v) 

agar를 첨가한 후 고압증기멸균하여 실험에 사용하였다. 알코올 발효를 위한 전배

양 및 균주 특성조사시의 배지는 YM (yeast extract 0.3%, malt extract 0.3%. 

peptone 0.5%, glucose 1%, w/v)를 사용하였고, 발효배지는 YM배지에 glucose가 

10%로 구성된 배지를 사용하였다. 대조구로서는 KCTC로부터 구입한 

Saccharomyces cerevisiae KCTC 1199를 사용하였다.
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      (2) 분리균주의 기질 Test

  분리된 균주가 이용 가능한 기질을 알아보기 위하여 bioMerieux사의 API 20C 

Aux system을 사용하였고, 사용된 기질은 다음과 같다: glycerol, 

2-keto-D-gluconate, L-arabinose, sorbitol, α-methyl-D-glucoside, 

celliobiose, melezitose, lactose, N-acetyl-D-glucosamine, adonitol, trehalose, 

inositol, xylitol, glucose, galactose, maltose, saccharose/sucrose, raffinose. 실

험결과는 접종 후 72시간동안 배양하여 기질 사용여부를 판단하였다. 

      (3) 배양 온도에 따른 생장 영향

  YM 배지에서 1일간 35℃에서 전 배양된 분리균주의 배양액을 접종하여 배양하

였다. 배양온도를 25-45℃까지 5℃ 간격으로 조절하여 1일간 진탕배양하는 동안 

두 시간마다 배양액을 취하여 600 nm에서 측정한 흡광도로서 배양 온도에 따른 

분리균주의 생장 영향을 조사하였다.

      (3) 내알코올성 측정

  YM broth를 멸균한 후 0-20% (v/v)의 에탄올을 1% 간격으로 첨가하여 35℃에

서 1일간 진탕배양한 후 배양액을 600 nm에서 측정한 흡광도로서 내알코올성을 

측정하였다. 

      (3) 내당성 측정

  Glucose가 0-70% (w/v)까지 10% 간격으로 함유된 YM배지에 전배양된 분리균

주의 배양액을 접종하여 35℃에서 2일간 진탕배양하는 동안 일정시간에 배양액을 

취하여 600 nm에서 측정한 흡광도로서 내당성을 측정하였다.

      (4) 초기 pH에 따른 알코올발효 효과

  Glucose가 10% (w/v) 함유된 발효배지의 초기 pH를 2-10까지 조절한 뒤 전배

양된 분리균주의 배양액을 접종하여 35℃에서 1일간 진탕배양한 후 배양액을 취하

여 에탄올 농도를 측정하였으며, 이 때 생성된 에탄올 농도로서 발효배지의 초기 

pH에 따른 알코올발효 효과를 측정하였다.
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      (5) 분석방법

  발효액내의 당 농도는 DNS법에 의해 측정하였으며
12)

, 발효액내의 에탄올의 함량

분석은 발효액을 일정시간 간격으로 채취하여 원심분리한 후 상등액 100 μL를 취

하여 gas chromatography (Younglin, M600D)로 분석하였다. 사용된 컬럼충진물

은 80/120 Carbopack B-DA*/4% Carbowax (Supelco)를 사용하였고, flame 

ionization detecter (FID)로 분석하였다. 분석조건 중 column 온도는 135℃이었

고, injector와 detecter의 온도는 모두 200℃이었으며, carrier gas는 N2를 사용하

였고, flow rate는 24 mL/min으로 사용하였다. 최종 선발한 분리균주는 26S rDNA 

D1/D2 rDNA sequence를 분석하여 동정하였다.    

                    다다다다. . . . 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

      (1) 균주의 분리 및 동정

  본 연구실에서 운전중인 음식물쓰레기 처리를 위한 3단계 메탄 발효시스템에서 

채취한 시료로부터 최종 선별한 균주 KA4를 분리용 배지에서 24시간 배양한 후 

생장한 유백색 콜로니를 주사전자현미경으로 관찰하였다. 이 균주는 타원형으로 크

기는 5.5 ~ 6.5 × 3.5 ~ 4.5 μm (장축×단축)로 비교적 큰 효모이며, 출아흔을 

발견할 수 있어 출아법으로 증식함을 알 수 있었다 (Fig. 3-1 및 Table 3-1). 또

한 최종 선별한 균주의 26S rDNA D1/D2 rDNA sequence를 분석한 결과 

Saccharomyces cerevisiae 표준 균주와 99.9% 이상의 homology를 보인 것으로 나

타나 분리균주를 Saccharomyces cerevisiae KA4로 명명하였다 (Fig. 3-2). 한편 분

리한 균주의 이용 가능한 기질 범위를 조사한 결과 glucose, galactose, maltose, 

saccharose/sucrose, raffinose를 기질로 하였을 경우 매우 잘 생장하였고, 

trehalose, inositol, xylitol의 경우 기질을 이용할 수는 있지만 생장이 느렸으며, 나

머지 기질인 glycerol, 2-keto-D-gluconate, L-arabinose, sorbitol, α

-methyl-D-glucoside, celliobiose, melezitose, lactose, N-acetyl-D- 

glucosamine, adonitol는 전혀 이용하지 못하는 것으로 나타났다 (Table 3-2).
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Fig. 3-1. Scanning electron micrograph of isolated S. cerevisiae KA4. The 

bar shows 1 μm.
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Table 3-1. Morphological characteristics of the isolate

Items Isolate

 Shape Oval

 Size 5.5-6.5 × 3.5-4.5 ㎛

 Mode of vegetative

 reproduction
Budding

 Colony

     Form Circular

     Elevation Convex

     Margin Entire

     Color Cream

     Surface Smooth
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0.01

Saccharom yces b ayanus NR RL Y-1 262 4T ( U94 931 )

Saccharom yces pastoria nus CBS 1538T (AF113893)

Saccharomyces pas toria nus MUCL 31496 NT (AF005709 )

Saccharomyces cerevis iae NRRL Y-12632 NT (U4 480 6)

KA4

Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217 NT (U6 855 5)

Saccharom yces servazzii NRRL Y-12661 T ( U68 558 )

Saccharomyces unispo rus NRR L Y-15 56T (U68554)

Saccharom yces b arnettii NRRL Y-27223 T (U84231)

Saccharom yces bulderi CBS 8638 T (AF125391)

Saccharomyces turicens is CBS 8665T (AF121252)

Saccharom yces exiguus N RR L Y-12640 NTT (U6 855 3)

Saccharom yces castel lii NRRL Y-12630T (U68557)

Saccharom yces dairenens is NRRL Y-12639T (U68556)

Saccharomyces k luyveri NR RL Y-12651T (U6 855 2)

Saccharomyces ros inii NR RL Y-17919 T ( U84 232 )

Saccharomyces spenceroru m NRRL Y-17 920 T (U 842 27)

Saccharom yces transvaalens is NRRL Y-17245T (U68549)

Fig. 3-2. Neighbour-joining tree based on 26S rDNA D1/D2 region sequences of 

Saccharomyces. S. transvaalensis NRRL Y-17245 (U68549) was used as an 

outgroup. Scale bar indicates 0.01 nucleotide substitution per nucleotide 

position. NT, neo type., T, type strain.
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           Table 3-2. Substrate utilization of the isolate

Substrates Isolate

 Glucose +

 Galactose +

 Maltose +

 Saccharose/sucrose +

 Raffinose +

 Trehalose, , w

 Inositol w

 Xylitol w

 Glycerol -

 2-keto-D-gluconate, -

 L-arabinose -

 Sorbitol -

 α-methyl-D-glucoside -

 Celiobiose -

 Melezitose -

 Lactose -

 N-acetyl-D-glucosamine -

 Adonitol -

               +: positive, w: weak, -: negative
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      (2) 배양 온도에 따른 영향

  Fig. 3-3은 분리균주 S. cerevisiae KA4와 대조구인 S. cerevisiae KCTC 1199의 

배양 온도에 따른 생장 영향을 나타낸 것이다. 분리균주 S. cerevisiae KA4 균주의 

최적 생장 온도는 30 ~ 35℃로 나타났으며, 40℃의 온도조건에서 생장이 현저히 

떨어지는 것을 확인할 수 있었고, 45℃ 이상에서는 생장하지 못하였다. 또한 대조

구인 S. cerevisiae KCTC 1199의 온도에 따른 균체의 생장 역시 분리균주의 생장 

양상과 유사하여 본 연구에서 분리한 분리균주는 일반적인 S. cerevisiae의 생장온

도와 유사한 것으로 나타났다.

      (3) 내알코올성 측정

  분리균주인 S. cerevisiae KA4와 대조구인 S. cerevisiae KCTC 1199의 내알코올

성 결과를 Fig. 3-4에 나타내었다. 대조구인 경우 에탄올 농도 5%(v/v)까지는 생

장에 큰 영향을 받지 않았으나 6%에서는 균체의 생장이 관찰되지 않았다. 반면 S. 

cerevisiae KA4도 배지내의 초기 에탄올 농도가 5%까지는 생장에 영향을 받지 않

았으나 그 이상에서 생장에 저해를 받았다. 단지 대조구에 비해 7%에서도 어느 정

도 생장이 가능하였으며, 이때 분리균주가 액체배지에서 과립형태로 뭉쳐 자라는 

양상을 보였다. 따라서 분리균주인 S. cerevisiae KA4는 대표균주보다 알코올 내성

이 약간 높은 균주로 판단되었다. 

      (4) 내당성 측정

  Jones 등
13)

과 Ohta 등
14)

은 발효초기에 기질의 농도가 높을수록 초기 발효 속도

가 빨라지고 최종 알코올 농도가 증가하며 공정이 단순해지는 등의 장점이 있으나, 

발효가 진행되면서 알코올 농도가 높아짐에 따라 발효 속도가 떨어지고 발효시간

이 길어지며 발효 종료 후 잔당이 많이 남게 되어 발효폐액의 처리에 문제가 된다

고 보고하였다. Fig. 3-5에 분리균주인 S. cerevisiae KA4와 대조구인 S. 

cerevisiae KCTC 1199의 내당성 및 최적 당 농도를 조사하였다. 분리균주의 내당

성은 대조구와 유사하게 나타나 초기 배지내의 당 농도가 50%이상에서 생장에 저

해를 받았다. 하지만 전체적인 농도에서 분리균주가 대조구보다 더 높은 흡광도를 

나타내 분리균주가 더 잘 생장하는 것으로 나타났다. 
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Fig. 3-3. Effects of temperature on the growth of S. cerevisiae KA4 (A) and 

S. cerevisiae KCTC 1199 (B).
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Fig. 3-4. Effect of ethanol concentration on the cell growth.
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Fig. 3-5. Effect of glucose concentration on the growth of S. cerevisiae KA4 

(A) and S. cerevisiae KCTC 1199 (B).
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  한편 24시간 발효 후에 초기 당 농도에 따른 에탄올 생산량과 잔여 당 농도를 

Fig. 3-6에 나타내었다. 초기 10%의 당 농도에서 에탄올 생산량이 가장 높았으며 

대조구보다 2배 이상 많은 양의 에탄올을 생산하였다. 그 이상의 당 농도에서는 농

도가 증가함에 따라 에탄올 생산량은 감소하였고, 잔류 당 농도가 증가하는 양상을 

보였다. 한편 48시간 발효 후에는 초기 배지내의 당 농도가 20%일 때 알코올 생

산량이 가장 높게 나타났지만 발효 후 배지에 남아있는 잔류 당 농도를 고려했을 

때 분리균주의 최적 당 농도는 10%로 나타났다. 결론적으로 10%의 당 농도에서 

24시간 발효하는 것이 분리균주를 이용한 에탄올 생산에 있어서는 최적으로 사료

되었다.

      (5) 초기 pH의 영향

  Fig. 3-7은 발효배지의 초기 pH에 따른 에탄올 발효의 영향을 나타낸 결과이다. 

초기 당 농도 10%에서 분리균주와 대조구 모두 pH 4이상에서 에탄올을 생산하여 

pH 10의 범위까지 안정적으로 에탄올을 생산하였다. 이와 같은 결과는 에탄올 발

효에 있어서 넓은 pH 영역에서 안정되게 에탄올을 생산한다는 보고와 일치하였다

14-15)
. 한편 분리균주가 대조구보다 에탄올 생산에 있어서 최고 2% 이상 많은 양의 

에탄올을 생산하였으며, pH 6에서 24시간 발효 후 7.4%의 에탄올을 생산하여 가

장 높은 에탄올 생산량을 나타내었고 이때의 에탄올 생산수율은 2.87 mol 

EtOH/mol glucose 이었다. 따라서 이상의 결과를 종합해 볼 때, 분리균주 S. 

cerevisiae KA4 균주는 대표균주 S. cerevisiae KCTC 1199보다 내당성, 내알코올

성, 고생산성 에탄올에서 보다 우수한 에탄올 발효 균주임을 확인할 수 있었다.

                    라라라라. . . . 결론결론결론결론

○ 2차 혐기성 산 발효조로부터 분리한 KA4 균주는 26S rDNA D1/D2 rDNA 

sequence를 분석한 결과 Saccharomyces cerevisiae 표준 균주와 99.9% 

homology를 보인 것으로 나타나 분리균주를 Saccharomyces cerevisiae KA4

로 명명하였다.

○ KA4 균주의 최적 성장 온도는 30 ~ 35 ℃ 로 조사되었으며, 45 ℃ 이상에서

는 성장하지 못하였다.
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Fig. 3-6. Changes of residual glucose or ethanol concentrations depending 

on the initial glucose concentration after 24 hr ethanol fermentation.
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○ KA4균주의 내알코올성은 6% 이상에서 생육이 급격히 저해되었지만 7%의 에탄

올 농도에서도 성장속도가 매우 느리지만 생육이 가능한 반면 대조구인 S. 

cerevisiae KCTC 1199 인 경우 에탄올 농도 5% 이상에서 급격한 생육저해가 

관찰되어 분리균주인 KA4는 알코올 내성이 매우 높은 균주로 사료되었다.

○ KA4균주의 최적 당농도를 측정한 결과 당농도가 70%이하에서 현저한 생육저해

가 관찰되었으며, 생육정도는 분리균주가 대조구보다 더 높았다.

○ 48시간 발효시 20%의 당농도에서 에탄올 생산량이 더 높게 나타났지만 잔류당

농도를 고려했을 때, KA4의 에탄올 생산을 위한 최적 당농도는 10% 당농도를 

24시간 발효하는 것이 최적으로 생각되었다.

○ 초기pH가 발효에 미치는 영향은 초기 pH 4이상에서 에탄올을 생산하였으며, 

분리균주가 대조구보다 최고 2% 이상 많은 양의 에탄올을 생산하였다.

○ 10%의 glucose로부터 초기 pH 6에서 24시간 발효 후 최고 7.4%의 에탄올을 

생산하였고, 이때 에탄올 생산 수율은 2.87 mol EtOH/mol glucose 이었다.
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감사의 감사의 감사의 감사의 글글글글

  환경생태 및 미생물 실험실에서 생활한지도 어느덧 10년이 넘어가고 있습니다. 

강산이 변하는 세월을 뒤로하고 이제 그동안의 소중한 결과들이 이 한권의 논문에 

담겨져 있습니다. 본 논문을 완성하기까지 많은 사랑과 격려를 아끼지 않으신 주위

의 많은 분들께 깊은 감사의 말씀을 전해드리고자 합니다.

  참으로 많이 부족한 저에게 깊은 관심과 애정으로 보살펴 주시고, 때로는 따끔한 

충고와 엄한 질타로 학문의 길을 열어 여기까지 이끌어주신 지도교수님이신 김시

욱 교수님께 깊은 감사를 드립니다. 

  

  바쁘신 와중에도 부족한 논문을 심사해주시며 지도와 조언을 아끼지 않으신 함

경수 교수님, 이인화 교수님, 신현재 교수님 전남대학교 김성준 교수님께 감사드립

니다. 그리고 항상 아낌없는 사랑으로 격려해 주신 정경훈 교수님, 동신대학교 김

홍식 교수님께 감사드립니다. 또한 학위과정동안 저에게 많은 학문적 지식과 가르

침으로 조언해 주신 정오진 교수님, 신대윤 교수님, 이성기 교수님, 최형일 교수님, 

전영남 교수님께 이 자리를 빌어 감사드립니다.

  본 논문이 완성되기까지 학위과정동안 힘든 일을 마다하지 않고 도와주며 함께 

격려해준 환경미생물 실험실의 김덕규 박사님, 조재훈, 김희곤, 김진권, 조건형, 이

상귀, 정효기, 김준휘, Phan Trong Nhat, Le Nhat, 한귀환, 오백록, 고병혁, 홍성

조, 임성훈, 김길섭, 이지은, 손주영 후배님에게 감사드립니다. 그리고 늘 곁에서 

격려와 조언해 주시는 박진열 선배님, 송영일 박사님, 김현중 박사님, 김삼혁 박사

님, 문옥란 선배님, 박주영 후배님께 감사드리며, 항상 격려해주신 박승렬 선배님

과, 나의 소중한 친구들인 하태춘, 정훈, 김선민 그리고 환경학과 동기들에게 감사

의 마음과 무심함에 대한 미안함을 전합니다. 또한 늘 같은 건물에서 동거동락했던 

송형운, 설명수, 박상일, 황철호, 김성천, 임문섭, 임병갑, 한성우, 송진영, 유창훈, 

김세영 후배님에게도 감사의 마음을 전하며, 본 논문의 발효조 제작과 부족한 후배

를 늘 걱정하는 세심한 배려와 조언을 아끼지 않으신 코바이오텍(주)의 조영찬 선

배님께도 깊은 감사를 드립니다.
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  사랑하는 부모님

  어느덧 하얗게 변해버린 아버지의 흰머리와 거칠어져만 가는 어머니의 살결에 

못난 자식의 가슴은 한없이 시리기만 합니다. 힘든 시기에도 무한한 믿음과 사랑으

로 돌봐주신 은혜만큼 보답해드리지 못해 송구하였습니다. 이제 그 무엇과도 바꿀 

수 없는 깨우침과 넓디 넓으신 은혜에 대한 보답으로는 너무나 작지만 이 논문을 

두 분께 바치며 다시 한번 두 분의 은혜에 감사드립니다.

공부에 전념할 수 있게 여러 가지로 세심하게 신경써준 하나밖에 없는 여동생 미

선이와 매제에게도 감사의 마음을 전합니다.

  늘 사위의 건강과 앞날을 위해 기도해주시는 장모님과 이모님 그리고 처남들께

도 감사의 마음을 전합니다.

  마지막으로 항상 곁에서 힘이 되어주고 믿어준 세상에서 가장 사랑하는 인생의 

반려자인 소중한 나의 아내 이경희님께 감사하며 논문과 함께 얻은 소중한 딸 정

민이와 이 기쁨을 함께 하고 싶습니다. 

  그 외 제가 살아가면서 거쳐간 많은 분들께 감사의 말을 전하며, 여러분들의 도

움으로 이제 이 글을 쓸 수 있기에 다시 한번 고개숙여 감사의 마음을 전합니다.

2007년 1월 논문을 마치며...
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주  소  광주광역시 북구 양산동 청암아파트 101동 911호

연락처  E-MAIL : kjk9207@daum.net

논문제목

한글 : Pilot-scale 3단계 발효시스템을 이용한 유기성 폐기

물로부터 고효율 메탄 생산 기술 개발

영문 : Development of a pilot-scale three-stage

       fermentation system for high-efficiency methane 

production from organic wastes

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 저작물을  

     이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

- 다         음 -

1. 저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의

   복제, 기억장치에의 저장, 전송 등을 허락함

2. 위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함. 

   다만, 저작물의 내용변경은 금지함.

3. 배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제, 저장, 전송 등은 금지함.

4. 저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고, 기간종료 3개월 이내에 별도의 의사

   표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을

   경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에

   의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한

   저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

동의여부 동의여부 동의여부 동의여부 : : : : 동의동의동의동의(  (  (  (  ○○○○        )    )    )    )    반대반대반대반대(     (     (     (     ) ) ) ) 

2007년   2월  23일
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