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1. 서 론*
현재 세계 에너지 수요의 약 80%까지 차지하고 있는 화
석 에너지는 온실 효과 및 NOx, SOx 등의 오염물질 배출
로 인한 환경파괴 문제와 한정된 매장량으로 인한 미래의 
에너지 고갈의 문제를 야기시키고 있다.1,2) 또 1970년대 
석유 파동으로 “에너지 위기”를 겪으면서 이를 대체할 에
너지 개발이 시급한 실정이다.
현재 차세대 에너지원으로 각광 받고 있는 수소는 우리

가 발견할 수 있는 원소 가운데 가장 가볍고 또한 보편적

이며 수소를 에너지로 이용할 경우 고갈 및 분쟁의 위험이 
없다. 더욱이 수소에는 탄소 원자가 들어 있지 않아 생태
계를 교란시킬 오염물질을 생산하지 않는다.3,4) 이와 같은 
이점으로 수소는 화석연료를 대체할 친환경적인 에너지 자

원으로 국제적인 연구가 활발하게 진행되고 있다.
기존의 수소생산 방식인 화석연료의 열분해와 물의 전기

분해는 고가의 제조비와 생산되는 수소에너지를 초과한 
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화석 에너지를 투입해야 한다는 근본적인 한계가 있다. 이
에 생물학적 방법을 통해 수소를 생산하고자 지난 20년간 
미생물을 이용한 수소생산 연구가 활발히 진행되어 왔다. 
주로 광합성 미생물을 이용한 물 분해와 유기물 분해에 

의한 수소생산에 집중되어 연구가 진행되어 왔지만 빛에

너지를 계속 공급해 주어야 하고 반응속도가 느리며 에너

지 효율이 낮은 단점들이 크게 개선되지 못하고 있어 최

근에는 혐기성 발효미생물을 이용한 수소생산 기술이 주

목받고 있다.4,5)

혐기성 발효 수소생산은 별도의 에너지 공급이 필요 없

어 밤․낮으로 운전이 가능하며 광합성 미생물을 이용한 

생물학적 방법에 비해 반응 속도가 빠르다(0.04∼0.21 mmol 
H2/L/d vs 1.6∼26.9 mmol H2/L/d).6,7) 또한 다양한 형태의 
유기물로부터 수소를 생산할 수 있어 친환경적이며 유기

성 폐기물의 처리에 적용되고 있는 기존의 혐기성 소화 기

술을 대체․보완할 수 있는 이점이 있어 현재 적용 가능성

이 가장 앞선 생물학적 수소생산기술로 평가받고 있다.8)

혐기성 발효 수소생산에 대한 연구는 대부분 glucose 또
는 sucrose와 같은 가수분해가 이루어진 탄수화물을 이용
한 인공폐수를 기질로 한 기초적 연구가 많이 진행되었다.9) 
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ABSTRACT : In this study, characteristics of biological hydrogen production and microbial distribution were investigated with the waste-
water of Tofu manufacturing process. Comparison of hydrogen production was conducted with acid or base pre-treatment of the waste-
water. Maximum hydrogen production was acquired with combination of heat and acid treatment. Hydrogen production (Ph) and maximum
hydrogen production rate (Rh) was calculated 661.01 mL and 12.21 mL/g dry wt biomass/hr from the modified Gompartz equation. Most
of microbial community was analyzed as Streptococcus sp. from PCR-DGGE experiment of 16S rDNA. It was concluded that most 
significant microorganism for hydrogen production was Streptococcus gallolyticus sub sp. in this experiment.
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요약 : 본 연구에서는 두부공장에서 발생된 폐수를 이용한 생물학적 수소생성 특성과 미생물의 군집 변화를 살펴보았다. 두부 
폐수는 산 또는 알카리 조건에서 전처리 된 후 수소생성량을 비교 하였으며, 산처리와 열처리를 병행하여 전처리 하였을 때 
가장 왕성한 수소생산을 보였으며, Gompartz 방정식을 이용한 수소가스 발생량(Ph)은 약 661.01 mL이고 최대 수소 생성율(Rh)
은 12.21 mL/g dry wt biomass/hr 이였다. 16S rDNA의 PCR-DGGE 결과 대부분 군집은 Streptococcus sp. 미생물로 규명되었으며 
수소생성에 기여도가 큰 미생물은 Streptococcus gallolyticus sub sp.으로 판단되었다.
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하지만 친환경적 재생에너지로서의 수소를 생산하기 위해

선 폐 활성 슬러지, 음식물 쓰레기, 식품 제조 공장 등의 
실제 고농도 유기성 폐수를 이용한 연구가 진행되어야 하

며 이러한 고농도의 유기성 폐수를 기질로 이용할 경우 여

러 저해 요인으로 인해 glucose 또는 sucrose와 같은 인공
폐수를 이용한 기존의 연구에서 보다 낮은 수소생산 효율

을 나타내는 것에 대한 개선 방법 연구도 함께 진행되어

야 할 것이다. 더욱이 실제 고농도 유기성 폐수를 이용하
여 수소를 생산하고자 할 때 미생물의 동적 변화 특성에 

대한 연구는 상대적으로 미미하였으므로 수소의 생성률과 
더불어 미생물의 군집변화를 살펴볼 필요가 있다.
이러한 분자생물학적 기법의 미생물 군집변화 해석은 DNA 

(deoxyribonucleic acid), RNA (ribonucleic acid)를 분석하는 
것으로 이는 미생물의 생태학적 연구에 있어 세부적인 유

전자 상관관계를 해석할 수 있다. 특히 bacteria의 16S rDNA 
(ribosomal DNA)의 특정 부위는 진화속도가 매우 느려 많
은 생명체가 공통으로 보존된 염기서열과 이차구조를 나

타내 다양한 분류군의 상호 비교를 가능케 하여 원핵생물

의 계통분류학적 연구에 유용하게 이용할 수 있다.10∼13)

따라서 본 혐기성 발효 수소생산 연구에서는 식품 공장

에서 발생하는 대표적인 고농도의 유기성 폐수인 두부 제

조 시 발생되는 순물(이하 두부 폐수)을 기질로 이용하여 
pH를 5.5로 일정하게 유지한 상태에서 수소생산 효율 및 
특성, 유기산의 생성, 그리고 기질 이용 및 미생물 군집 분
포의 변화 및 우점화 미생물을 확인하고자 한다.

2. 실험재료 및 방법
2.1. 균주 및 운전방법

Fig. 1은 본 연구에 사용된 회분식 반응기로 배지14)와 탄

소원으로 두부폐수를 첨가시킨 후 N2 가스로 purging 시
켜 혐기성 상태로 만든 후 가스의 유출입이 없도록 완전 

밀폐시켰다. 균주로는 E하수처리장 활성 슬러지조의 반송
슬러지를 계대 배양시킨 배양액을 실험 전 24시간 배양
시켜 균의 활성화를 도모한 후 주입하였다.15,16) 실험은 30±3

Fig. 1. Schematic diagram of the batch reactor for fermen-
tative hydrogen production.

℃의 온도 조건에서 수행되었으며 미생물의 배양기간 동

안 반응기 내 pH를 5.5로 일정하게 유지하기 위해 2N-KOH 
용액을 온도 센서가 연결된 pH 자동조절장치에 의해 자동 
조절되어 주입되도록 하였다. 반응조의 유효 용적은 1.5 L
이며 배양액을 완전혼합하기 위한 교반속도는 200 rpm으
로 유지 하였다. 이 때 주입된 초기 배양액은 반응기 유효
용적의 1% (v/v)이였으며, 접종된 반응기 내 초기 생체량
은 약 6 mg VSS/L이였다.
탄소원으로 사용된 두부 폐수의 경우 유기성분이 고분

자 형태로 존재하므로 고분자 탄수화물의 가수분해를 돕고

자 다양한 전처리 기술을 이용하였으며 이를 위하여 알

칼리 단독 처리(5N-KOH를 이용하여 120 min 동안 pH를 
12로 조절), 산 단독 처리(HCl을 이용하여 120 min 동안 
pH를 2로 조절), 열 단독 처리(100℃로 120 min 동안 가
열), 멸균처리(autoclave에서 120℃, 30 min 동안 멸균), 알
칼리 처리(pH 12) + 열처리(100℃), 산 처리(pH 2) + 열처
리(100℃)를 수행하였다.

2.2. 분석방법
2.2.1. 반응기 성능 분석
반응기의 총 가스는 2% (v/v) H2SO4을 담은 포화식염수

에 포집하며 그 중 수소함량 측정은 열전도도 검출기를 장

착한 가스 크로마토그래피(GOW-MAC series 350)를 이용
하여 측정하였다. 유기산은 상등액 20 µL를 SUPELCOGEL 
C-610H (300 mm × 7.8 mm ID) 칼럼을 장착한 HPLC로 
분석하였다. 배양액 내에 잔존하는 탄수화물을 정량하기 위
하여 페놀-황산법17)으로 발색시킨 후 UV-Visible spectro-
photometer (UV-1601, SHIMADZU)로 측정하였다. 환원당
(Reducing sugar) 정량을 위하여 상등액을 DNS (3,5-Di-
nitrosalicykic acid)로18) 발색시킨 후 UV-Visible spectro-
photometer로 흡광도 파장 575 nm에서 측정하였으며 단백
질 정량을 위하여 Lowry법으로19) 발색시킨 후 UV-Visible 
spectrophotometer로 흡광도 파장 660 nm에서 측정하였다. 
초기 및 최종 SCODCr와 균체량 측정을 위한 건조 중량 분

석은 Standard Methods 법20)에 의하여 측정하였다. 균체량
(volatile suspendid solids)의 측정은 600 nm에서 흡수된 광
량을 기존에 건조중량으로 검량된 곡선에 대입하여 환산 

측정하였다.21,22) 누적수소생산량 곡선은 일정시간마다 측
정된 head space의 수소함량과 발생된 총 가스량으로 부터 
계산되었다.23) 회분식으로 구성된 반응조에서 발효 미생물
에 의해 생성된 수소생산 곡선을 분석하여 최대 수소생산

률을 산정하기 위해 다음 식 (1)과 같은 수정된 Gompertz 
방정식24,25)을 이용하였다.

M=P · exp{-exp[ R․eP (λ-t)+1]} (1)

2.2.2. SEM을 통한 미생물 형상 관찰
혐기성 수소생산 시 수소생산 최대 시점에서 배양액을 



두부 폐수를 이용한 수소생산 및 미생물의 군집 변화

대한환경공학회지 31권 2호, 2009년 2월

141

채취하였으며 주사전자현미경(Scanning electron microscop: 
SEM, JSM-6700F, JEOL LTD)을 이용하여 미생물의 형상
을 관찰하였다.

2.2.3. 분자생물학적 기법을 통한 미생물 군집 분석
각 시료를 11,000 rpm에서 5 min 원심분리하여 상등액
을 제외한 침전물을 약 0.25 g이 되도록 한 후, Power 
Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.)를 사
용하여 DNA 추출을 하였다. DNA 추출여부는 1.2% agarose 
gel에서 전기영동하여 확인하였다. 추출한 DNA template
에서 16S rDNA의 가변 부위인 V3 region 증폭을 위해 서
로 다른 2개의 primer sets을 사용하여 nested PCR을 실시
하였다.26) 실험에 사용된 primer (Bionics, Korea) 및 GC 
clamp의 sequence은 Table 1과 같다.

DNA 증폭을 위한 PCR 기기(UVIgeneTM State of art Ther-
mal Cycler)의 온도조건은 95℃에 9 min 동안 pre-denatu-
ration 한 후 95℃에서 1 min denaturation, 53℃에서 1 min 
annealing, 72℃에서 2 min extension을 35 cycles 반복 수
행한 후 마지막으로 72℃에서 10 min final-extension 하였
다.26,28)

DGGE는 40∼60%의 변성제 농도 구배(변성제 농도 100%
는 7M Urea, 40% Formaide)를 가지는 8% Polyacrylamide 
Gel을 만든 후(Bio-Rad Ltd. Co., Model 475 Gradient 
delivery system) 실시하였다. 전기영동 후 UV transillumi-
nator에서 DGGE band 확인 후 원하는 band 부위를 잘라
낸 후 gel에서 DNA가 분리되도록 하였다.28,29) 분리된 DNA
를 341f와 518r를 primer로 하여 PCR을 재실시하여 생성
된 PCR product를 이용하여 sequence하였다.
염기서열 분석은 염기서열 분석 전문기관(Bionics, Korea)
에서 수행되었으며, 계통분류학적 확인을 위해 16S rDNA
의 염기서열 결과는 NCBI BLAST Search Database에서 
검색된 염기서열 정보를 이용하였다. Phylogenetic tree의 
작성 작업은 Mega 4.0 software의 neighbor-joining method

을 이용하였으며 균주들의 진화과정을 추적하는 작업은 

Kimura 2-parameter Model을 이용하였다. 또한 신뢰성 확보
를 위해 1000회의 bootstrap을 시행하였다.30∼32)

3. 결과 및 고찰
3.1. 두부공장폐수의 성분 조성

Table 2는 두부폐수의 성분 조성으로 총 유기물 중 88.7 
%가 생물학적 분해가 용이한 물질이며 또한 그 중 67.6%
가 탄수화물로 혐기성 발효 수소생산에 적합한 기질인 것

으로 사료된다. 암모니아성 질소는 3.48 mg/L로 질소의 함
량이 낮은 폐수이며 응고제로부터 발생되는 Na+이 다량 

존재한다.

3.2. 가수분해를 위한 전처리 방법 효율 비교
두부 폐수에 포함 된 고분자 탄수화물은 전처리를 통해 

단당류, 소당류의 저분자 탄수화물로 변환을 시도하였으며 
이러한 저분자화 된 탄수화물의 양을 환원당(Reducing sugar) 
측정으로 확인하였다. 전처리 방법으로 산처리(pH 2, 120 
min), 알칼리처리(pH 12, 120 min) 그리고 열처리(100℃, 
120 min)를 각각 실시하여 Fig. 2와 같은 결과를 도출하
였다. 전처리를 한 경우와 전처리를 실시하지 않은 경우 
두부폐수의 총탄수화물과 환원당의 양 변화가 거의 없었

으며 이로써 위와 같은 전처리 방법은 환원당의 생성에 

효과적이지 않는 것으로 판단되었다.
두부 폐수의 전처리 방법을 개선하기 위해 산처리(pH 

2)와 알칼리처리(pH 12)와 더불어 열처리(100℃, 120 min)
을 가하는 복합적 방법과 멸균처리(120℃, 30 min)를 추가
하여 전처리를 수행하였으며 그 결과 두부폐수의 총탄수화

물과 환원당의 뚜렷한 변화를 확인할 수 있었다(Fig. 3).
전처리 수행 전 총탄수화물과 환원당 양은 각각 10,339, 

2,462 mg/L로 나타났으며 멸균 후 총탄수화물의 양은 11,409 
mg/L, 환원당의 양은 4,056 mg/L로 전처리 전보다 약간

Table 2. Composition of Tofu wastewater

Item TCODCr

(mg/L)
SCODCr

(mg/L)
Total Carbohydrate

(mg/L)
Reducing sugar

(mg/L)
Protein
(mg/L)

Na+

(mg/L)
NH4

+-N
(mg/L) pH

Conc. 21,200 18,800 11,909 2,462 6,359 38.33 3.48 5.1

Table 1. PCR primers used in this study
Primer pair (target) Nucleotide sequence (5′- 3′) Size of PCR product(bp) Reference

10f
1400r

(Bacteria 16S rDNA)

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
ACG GGC GGT GTG TAC AAG 1408 26

341f
518r

(V3 region)

CCT ACG GGA GGC AGC AG
ATT ACC GCG GCT GCT GG 193 27,28

GC clamp CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGG G 233 27,28

* f : forward primer, r : reverse primer, * The GC clamp added DGGE
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Fig. 2. Variation of total carbohydrate and reducing sugar 
concentration on strong acid, strong base or heating 
treatment.

Fig. 3. Variation of total carbohydrate and reducing sugar 
concentration on sterilization or strong acid/strong base 
and heating treatment.

증가한 것을 볼 수 있다. 알칼리처리와 열처리(100℃, 120 
min)를 가한 경우 총탄수화물의 양은 11,727 mg/L, 환원
당은 1,916 mg/L로 확인되었다. 산처리와 열처리을 가한 경
우 총탄수화물의 양은 14,909 mg/L, 환원당의 양은 11,918 
mg/L로 약 4.8배 증가하여 전처리 방법 중 산처리(pH 2)
와 열처리(100℃, 120 min)를 혼합하여 처리한 경우 환원
당의 생성에 가장 효과적인 것으로 판단되었다.

3.3. 수소생산량에 대한 전처리 방법에 따른 영향 분석

Fig. 4. Cumulative hydrogen production curve at sterilization 
or strong acid/strong base and heating treatment of Tofu 
wastewater.

전처리를 수행한 후 pH 5.5를 유지한 상태에서 실시한 
혐기성 수소생산 실험에서 발생된 가스는 수소와 이산화

탄소로 구성되어 있었으며 메탄의 생성은 관찰되지 않았

다. Fig. 4에 전처리 방법에 따른 수소생산 효율을 나타
내었다. 전처리를 수행하지 않은 두부 폐수의 누적 수소 
발생량은 23.45 mL이며, 알칼리처리와 열처리를 수행한 
경우 발생량은 거의 없었으며 멸균처리를 수행한 경우 

122.3 mL, 산처리와 열처리를 수행 한 경우 약 661 mL로 
최대의 누적 수소 발생량을 나타내었다. 따라서 산처리와 
열처리를 병행하여 전처리된 두부폐수가 가장 높은 수소

생산 효율을 가지며 이는 전처리에 의해 생성된 환원당의 
발생량에서도 나타나듯이(Fig. 3) 두부 폐수 내 고분자 물
질에서 환원당으로의 전환과 깊은 관계가 있음을 유추할 

수 있다.
Table 3에 각 전처리 방법에 따른 비 수소생산 수율을 
나타내었으며, 이 중 산처리와 열처리를 병행한 경우 36.76 
mL H2/g COD의 수소가 생산되는 것으로 산출되었다. 수
소가스 발생량(Ph)과 최대 수소생산률(Rh)은 Fig. 4에 나타
난 실험결과를 수정 Gompartz 방정식(식 (1))을 이용하여 분
석하였으며 이 때 r-square 값은 0.96 이상, p-value는 0.95 
이하로 본 회귀분석의 96% 신뢰구간에서 통계적으로 중
요한 의미를 가진다는 것을 확인하였다. Table 3에 보여지
는 생성량들은 기존의 glucose 또는 sucrose와 같은 탄수
화물을 이용한 수소생산 시 산출되는 수율에 비해 떨어지

지만 실 폐수에서 수소생산 가능성을 확인하였으며 이를

Table 3. Calculated parameter values from nonlinear regression of the modified Gompartz equation24,25) for hydrogen production 
with sterilization or strong acid/strong base and heating treatment on Tofu wastewater

Pre-treatment methods
Hydrogen production potential H2 yield

(mL H2/g COD)
Specific hydrogen production rate

r2

Ph (mL) p-value Rh (mL/g VSS/hr) p-value
No pre-treatment 23.45 <0.0001 1.29 8.91 0.9558 0.99

Sterilization 126.30 <0.0001 6.18 2.575 0.0002 0.99
pH 12 & Heat - - - - - -
pH 2 & Heat 661.01 <0.0001 36.76 12.21 0.0029 0.96
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Fig. 5. Organic acid profiles at microorganisms cultured under 
the various pre-treatment of Tofu wastewater.

토대로 실 폐수에서의 수소생성 최적화를 위한 연구가 함

께 진행된다면 더 높은 수소생산 효율을 기대해 볼 수 있

을 것이다.

3.4. 발효산물 분포 특성 및 물질 수지
두부 폐수를 이용한 수소생산 시 생성된 유기산의 분포 

특성을 살펴보기 위해 수소생산과 밀접하게 관계된 주요 

유기산의 생산량을 측정하였으며 Fig. 5는 유기산의 구성 
변화를 나타낸 것이다. lactic acid와 propionic acid가 많
이 생성된 것을 볼 수 있었으며, 두부 순물에서 많이 검출
되는33) citric acid와 lactic acid가 검출되었다. 기존의 연구
에서 lactic acid와 propionic acid의 생성은 낮은 수소생산
을 유발한다고 보고된 바 있다.14) 물질수지를 파악하기 위
해 초기 COD를 100%로 설정하여 각 전처리 방법에 대
한 물질수지 검토하였으며 Table 4는 물질수지 및 부산물
의 분포를 나타내었다.

3.5. 전처리에 따른 미생물의 군집변화
Fig. 6은 산이나 알칼리 또는 멸균 처리된 두부 폐수가 
주입된 상태에서 운전된 수소생산 반응기에서 채취한 미

생물의 DNA를 증폭하여 얻은 16S rDNA의 V3 region의 
DGGE의 결과이다. 선명도가 각기 다른 몇 개의 band가 
나타났으며 band의 형태는 단순하였다. 각 조건에서 band 
C의 가장 진하게 나타났으며 band A는 산이나 알칼리 처
리한 경우 선명도가 약해졌다. 그에 반해 band B는 산이
나 알칼리 처리 후 선명도가 진해진 것으로 나타났다. 또
한 band D는 알칼리 상태에 열을 가한 처리 방법에서 다

Fig. 6. DGGE profiles of microorganisms cultured under the 
various pre-treatment of Tofu wastewater.

른 조건에서 보다 좀 더 선명하게 나타났으며 band E는 
선명도는 조금 약하지만 모든 조건에서 확인되었다.

DGGE bands 중 선명도가 높은 5개의 band를 sequence
하여 NCBI BLAST을 이용하여 GenBank database와 비교 
분석하여 가장 유사도가 높은 종을 검색한 결과

34) DGGE 
band로부터 얻은 clone은 Streptococcus sp. 미생물로 규명
되었다. 그 검색결과를 Table 5에 요약 정리하였다. 따라서 
각 조건에서 Streptococcus mutans strain UA96와 Strepto-
coccus suis가 공히 존재하며 band의 선명도로 보아 수소
생성에 기여도가 큰 미생물은 Streptococcus gallolyticus 
sub sp.으로 판단되었다. 알칼리 상태에 열을 가한 처리 방
법에서 뚜렷하게 나타난 Uncultured Streptococcus sp. clone 
9.71은 수소생성의 기여도가 그다지 크지 않은 것으로 사
료된다. 기존의 연구에 따르면 수소생성에 관여하는 미생
물 종으로 Clostridium sp., Klebsiella sp., 또는 Enterobactor 
sp. 등은9,21,31) 보고된 바 있으나 Streptococcus sp.가 수소
생성에 관여한다는 것은 보고된 바 없다.
결론적으로 두부 폐수를 기질로 이용한 본 실험에서 나

타난 미생물 군집의 대부분의 종류를 차지하여 수소생산 

수율에 중요한 역할을 담당하는 미생물은 Streptococcus 
gallolyticus sub sp.미생물로 판명되었다. Fig. 7에 제시된 

Table 4. COD balance with microorganisms cultured under the various pre-treatment of Tofu wastewater (unit: %)

pre-treatment 
methods

Initial 
COD

VFAs
Biomass remain of 

substrate others H2 recoverycitric 
acid

lactic
acid acetic acid propionic 

acid
butyric

acid
No pre-treatment 100 7.30 28.99 4.49 - 7.69 2.77 10.40 28.09 0.92 90.65

Sterilization 100 7.00 38.59 6.72 12.35 8.76 3.95 9.01 26.61 0.44 91.35
pH 12 & Heat 100 9.32 29.66 4.75 2.62 - 4.23 12.40 26.61 - 91.26
pH 2 & Heat 100 11.31 29.03 16.10 22.98 6.81 6.08 1.73 19.79 2.63 93.46

Others : SCOD - (VFA + soluble carbohydrate)
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DGGE band로부터 판명된 미생물의 계통발생학적 유연관
계를 도시한 결과이다.

4. 결 론
본 연구에서는 두부 폐수를 전 처리한 후 혐기성 발효에 
의한 수소생산을 실시하였으며 배양기간 동안 pH를 5.5
로 일정하게 유지하는 상태에서 수소생산율과 미생물의 

군집 변화를 살펴보았을 때 다음과 같은 결과를 얻을 수 

있었다.

1) 유기성 폐수인 두부 폐수를 단분자성 유기물로 전환
하기 위해 습윤멸균처리와 산처리(pH 2)와 알칼리처리(pH 
12)를 열처리와 병행한 후 각 조건에서 수소발생량을 살
펴보았을 때 기질의 소비 및 균체 성장은 비슷하게 진행

되었음에도 불구하고 수소생산 효율은 산처리에 열을 가

한 전처리 방법에서 가장 두드러지게 높게 나타났다.
2) 두부폐수를 산처리와 열처리를 병행한 전처리를 실시
한 후 수정된 Gompartz 방정식을 이용하여 수소가스 발생
량(Ph)과 최대 수소생산율(Rh)을 회귀분석하였을 때, 수소
가스 발생량(Ph)은 약 661.01 mL이고 최대 수소 생성율
(Rh)은 12.21 mL/g dry wt biomass/hr 이였다. 이 때 유기
산은 lactic acid와 propionic acid, butyric acid 그리고 acetic 

acid가 생성된 것을 볼 수 있었다.
3) 16S rDNA의 PCR-DGGE 결과를 NCBI BLAST을 
이용하여 분석한 결과 대부분 군집은 Streptococcus sp. 
미생물로 규명되었으며 각 전처리 후 배양된 액상에서 

Streptococcus mutans strain UA96와 Streptococcus suis가 
공히 존재하며 band의 선명도로 보아 수소생성에 기여도
가 큰 미생물은 Streptococcus gallolyticus sub sp.으로 판
단되었다. 알칼리 상태에 열을 가한 처리 방법에서 뚜렷
하게 나타난 Uncultured Streptococcus sp. clone 9.71은 수
소생성의 기여도가 그다지 크지 않은 것으로 사료된다. 
Clostridium sp., Klebsiella sp. 또는 Enterobactor sp. 등은 
수소생성에 관여하는 미생물 종으로 밝혀진 바 있으나 

본 실험을 통하여 Streptococcus sp. 미생물 역시 수소생
성에 관여한다는 것을 알 수 있었다.
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