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Abstract : Long term hydrogen production was investigated in an anaerobic sequencing batch reactor (ASBR) using mixed micro-
flora. Glucose (about 8,250 mg/L) was used as a substrate for the ASBR operation under the condition of pH 5.5 and 37℃ with 
mixing at 150 rpm. The experiment was carried out over a period of 160 days. Hydrogen yield was 0.8 mol H2/mol glucose with 
F/M ratio 2 at initial operation period. The hydrogen yield reached to maximum 2.6 mol H2/mol glucose at 80th day operation. 
However decreased hydrogen yield was observed after 80 days operation and eventually no hydrogen yield. Although well-known 
hydrogen producer Clostridium sp. was detected in the reactor by PCR-DGGE analysis, changed reactor operation was the major 
reason of the decreased hydrogen production, such as low F/M ratio of 0.5 and high propionic acid concentration 2,130 mg/L. Con-
sequently the long period operation resulted in MLSS accumulation and then low F/M ration stimulating propionic acid formation 
which consumes hydrogen produced in the reactor.
Key Words : Biological Hydrogen Production, Glucose, Propionic Acid, Anaerobic Sequencing Batch Reactor (ASBR), F/M Ratio

요약 : 혐기성 연속 회분식 반응조(Anaerobic sequencing batch reactor; ASBR)를 이용하여 혼합배양을 통한 장기간의 수소생

산특성을 조사하였다. 실험에 사용된 기질은 글루코오스(8,250 mg/L)였고, pH 5.5, 온도 37℃, 교반속도 150 rpm으로 설정하여 

160일 동안 반응조를 운전하였다. 운전초기에 F/M비 2로 유지되어 수소생산 수율은 0.8 mol H2/mol glucose의 수소가 생산되

었고, 운전 80일째 수소생산수율은 2.68 mol H2/mol glucose까지 증가하였다. 그러나 그 이후로 수소 생산량이 지속적으로 감

소하여 운전 130일경 이후 수소의 생산은 없는 것으로 나타났다. PCR-DGGE분석을 통해 반응조내 미생물은 일반적인 수소생

성 균으로 알려지고 있는 Clostridium sp.가 검출되었으나 반응조 운전 조건의 변화가 수소생산 저감의 주된 원인으로 밝혀졌

다. 즉 반응조의 MLSS 농도가 증가함에 따라 F/M비가 감소하고 생산된 수소는 propionic acid의 생성으로 소모되는 것으로 추

정할 수 있고 이는 반응조의 F/M비 0.5와 propionic acid 농도는 2,130 mg/L로 높게 유지된 것으로 확인하였다.
주제어 : 생물학적 수소 생산, 글루코오스, 프로피온 산, 혐기성 연속 회분식 반응조(ASBR), F/M 비

1. 서 론

현재 세계적으로 사용되는 에너지의 대부분은 화석연료에 

의존하고 있다. 이러한 화석연료는 연소 시 발생되는 NOx, 
SOx, 탄화수소 등으로 인하여 대기를 오염시키며, 지구온난

화물질인 CO2가스를 방출한다. 뿐만 아니라 화석연료는 그 

매장량의 한계로 인하여 향후 수십년 이내에 고갈할 문제성

을 안고 있으므로 청정하며 미래지향적인 대체 에너지에 대

한 개발 및 보급이 시급한 시기라고 할 수 있다. 수소 에너

지는 이러한 조건을 모두 만족시키므로 미래의 에너지 자원

으로써 주목을 받고 있다.1) 혐기성 발효는 버려지는 음식물 

쓰레기 및, 유기성 폐자원, 분뇨와 같은 고농도 유기물질을 

처리하며 동시에 에너지를 회수할 수 있다는 두 가지의 효

과를 가지고 있다. 과거에는 혐기성 메탄발효에 대한 연구

가 활발하게 이루어 졌으며 발효를 하기 위한 조건이 거의 

정립이 되었다고 할 수 있다. 하지만 메탄은 1톤이 연소 시 

4톤의 CO2가스가 발생하기 때문에2) 지구온난화에 기여하게 

되므로 메탄에너지에 대한 중요도는 보다 낮다고 할 수 있

다. 또한 메탄은 에너지 함량이 55.5 MJ/kg으로 수소의 에

너지 함량(120 MJ/kg)3,4)과 비교하여 낮기 때문에 최근에는 

혐기성 발효를 통한 수소생산에 관한 연구가 많이 이루어지

고 있다.5~7) 혐기성 수소생산은 미생물 균체의 성장 속도가 

빨라서 연속 배양이 가능하고 시설의 대형화 및 유지가 편리

하여 산업적으로 수소가스를 대량 생산할 수 있는 방법으로 

평가받고 있다.8) 또한 별도의 에너지 공급원이 불필요하고, 
다양한 종류의 유기성 폐기물로부터 수소가스를 생산할 수 

있는 장점이 있다. 수소가스 생산을 위해 혐기성 반응조를 

설계할 때는 여러 가지 인자들을 고려해야 한다. 즉 pH, HRT, 
기질의 종류와 농도, 미량의 무기물, 수소분압(Hydrogen par-
tial pressure), 반응조의 유형9) 등이 있으며 최적의 수소가스

를 생산하기 위해서는 이러한 인자들의 영향을 종합적으로 

고려하는 것이 바람직하다. 혐기성 반응조의 유형 중 anae-
robic sequencing batch reactor (ASBR)은 반응조 내 바이오

매스를 높게 유지할 수 있기 때문에 유기물 분해 효율을 높
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Fig. 1. Schematic of experimental apparatus.

일 수 있다.10) 따라서 대변과 같은 고농도 유기물 처리에 적

합하며 따로 고액 분리조를 둘 필요가 없으므로 시스템을 단

순하게 구성할 수 있다. 또한 ASBR에서는 HRT와 SRT가 

분리되기 때문에 짧은 HRT에서도 MLVSS의 유실을 막을 

수 있으므로 유연성 있는 운전이 가능하다. 그러나 ASBR을 

이용한 수소가스 생산 시 운전의 안정성과 신뢰성을 확보하

기 위해서는 반응조의 장기운전에 의하여 나타나는 결과들

에 대한 다양한 고찰이 필요하다. 따라서 본 연구에서는 글

루코오스를 이용하여 ASBR에 의한 생물학적 수소발생 및 

유기물 분해 특성을 조사하고, 반응조 내 수소생성 미생물 

종의 동정과 유기산의 생성을 분석함으로써 ASBR의 장기

운전 시 안정적인 수소발생을 위하여 고려해야 하는 운전 인

자에 대하여 실험적으로 검토하였다. 

2. 실험장치 및 방법

2.1. 사용균주

실험에 사용된 균주는 도시하수처리장의 혐기성 메탄발효 

시설에서 채취하였다. 채취한 시료는 약 1일간 중력 침전시

킨 후 15분 동안 90℃에서 열처리를 하였고, 실온에서 약 3
시간 가량 식힌 후 사용하였다. 열처리를 적용하는 이유는 

메탄 균을 사멸시키고 포자를 형성하는 수소 생성 균을 분리

해 내기 위해서이다.11)

2.2. 기질

실험에서 사용된 기질은 변기에서 배출되는 대변(Feces)이 

수세 시 사용되는 6 L의 물에 의한 희석을 고려하여 유기물

원으로 글루코오스 8,250 mg/L (TCODcr 7,600 mg/L)을 사

용하였다(Table 1). 그 외에 완충용액, 질소원, 인, 철 등 미생

Table 1. Composition of the substrate

Distill water 1 L

C6H12O6 8,250 mg

NH4Cl 1,300 mg

KH2PO4 250 mg

MgCl2․6H2O 125 mg

FeSO4․7H2O 5 mg

ZnCl2 0.5 mg

NiCl2․6H2O 0.5 mg

H3BO4 0.5 mg

Na2MoO4․2H2O 0.5 mg

MnCl2․6H2O 2.5 mg

KI 2.5 mg

CoCl2․6H2O 2.5 mg

물이 성장하는데 필요한 요소를 첨가하였다. 또한 아연, 니
켈, 망간 등의 미량 무기물 등 혐기성 수소 발효 시 수소가

스 생산의 효율을 향상시키는 것으로 알려져 있는 미량 영

양 요소를 첨가하였다.12) 기질은 고농도의 유기물로 이루어

져 있기 때문에 변질의 우려를 고려하여 매일 만들어서 사용

하였다.

2.3. 실험장치의 구성 및 운전

ASBR 운전 시 혐기성 미생물의 배양을 위하여 밀폐가 가

능한 반응조를 제작하여 사용하였다. Fig. 1은 실험에 사용된 

장치의 개요도를 나타낸 것이다. 반응조는 장시간 운전 가능

하도록 강화유리재질로 만들어졌다. 반응조는 총용량 3 L이

며 이중 2.4 L를 유효용량으로 운전하였다. 생산된 수소가스

는 반응조 상부의 가스 포집구를 통하여 수중치환으로 포집

하였으며, 반응조 내 온도는 항온수조를 이용하여 중온 균 영

역인 37.0 ± 0.1℃로 유지하였다. 실험기간 동안 pH 조절장치
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Table 3. Primers and device conditions in PCR

Step Primer Sequence (5’ to 03’) PCR conditions

1st. trial
Eub 8F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 9 min 95℃, followed 30 cycle of 1 min at 95℃, 1 min 53℃, 

2 min 72℃ followed by a 10 min final extension at 72℃Eub 1392R ACG GGC GGT GTG TAC AAG

2nd trial
Eub 27F (GC) AGA GTT TGA TCC TGG CTC AGC CT 9 min 95℃, followed 35 cycle of 1 min at 95℃, 1 min 55℃, 

2 min 72℃ followed by a 10 min final extension at 72℃Eub 518R ATT ACC GCG GCT GCT GG

를 이용하여 pH 5.5 ± 0.1로 유지하였다. 또한 반응조내 기

질과 미생물의 혼합 상태를 균일하게 유지하기 위하여 150 
rpm으로 일정하게 교반하였다. 반응조의 유효용량(2.4 L)은 

열처리된 소화슬러지와 기질을 용적비 1 : 2(균주 0.8 L : 기
질 1.6 L)로 조정하였다. 운전초기 반응조의 상부 공간에 약 

5분간 질소를 주입하여 혐기성 상태를 만들어 주었다.
반응조의 운전 모드는 혐기성 연속 회분식으로서 기질주

입시간(Filling) 10분, 침전시간(Settling) 30분, 기질유출시간

(Decanting) 10분, 반응시간(Reaction time)은 5시간 10분으로 

일정하게 유지하였다. HRT는 12시간이며 2번의 cycle로 나

누어 운전함으로써 1 cycle당 시간은 6시간으로 조정하였다.

2.4. 분석방법

2.4.1. 수소가스 발생량

혐기성 반응조에서 발생되는 총 가스량은 수중치환법으로 

실린더에 포집된 가스의 부피를 측정하였다. 측정된 총 가스 

발생량 중 수소 가스 함량은 가스 크로마토그래피(Gas Chro-
matography)를 이용하여 분석하였다. 검출기는 열전도도 검

출기(Thermal Conductivity Detector)를 사용하였으며 분석조

건은 Table 2에 나타내었다. 

2.4.2. SS (Suspended solids), VSS (Volatile suspended 
solids), 글루코오스, SCODcr 분석

운전 기간 중 일정시간마다 반응조 내 시료를 채취하여 SS, 
VSS, SCODcr 농도를 수질오염공정시험법13)에 따라 분석하

였으며, 유출수의 글루코오스 농도는 DNS법14)을 이용하여 

분석을 하였다. 

2.4.3. 반응조내 미생물 종 분석

반응조내 미생물의 종은 Polymerase chain reaction-dena- 

Table 2. Condition of gas chromatography for H2 gas analysis

Model Shimadzu jp/ GC-2010 plus

Detector Thermal Conductivity Detector, TCD

Column
Molecular Sieve 5A porous layer open 

tubular capillary column

Sample volume 200 µL
Column oven 35℃

Injection port 　50℃

Detector port 120℃

Carrier gas He 99.999%

　Gas flow rate 30 mL/min　

turing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 기법을 이용

하여 분석하였다. ASBR에서 장기간 배양된 시료의 DNA는 

Power Soil DNA Isolation Kit를 이용하여 추출하였다. DNA
는 16s rDNA의 가변 부위인 V3 region증폭을 위해 서로 다

른 2개의 primer를 이용하여 PCR을 실시하였다. PCR solution
은 10X Tag buffer, dNTP 10 mM, primer, 멸균수로 구성되

어 있으며 추출된 DNA sample 2 µL와 PCR solution 25 µL
를 혼합하여 1차 PCR을 실시하였으며 2차 PCR에서는 DNA 
sample 2 µL와 PCR solution 50 µL를 혼합하여 사용하였다. 
1차 및 2차 PCR에 사용된 primer와 염기서열 및 분석조건을 

Table 3에 나타내었다.
만들어진 Polyacrylamide Gel을 50 TAE buffer를 채운 DG-

GE 전기영동 기기(Bio-Rad D-code system)를 이용하여 동

일한 크기의 PCR product를 gel에 Loading한 후 200 V에서 

360분(runing time)으로 전기영동을 실시하였다. 전기영동 후 

UV transilluminator에서 DGGE 밴드 확인 후 원하는 밴드 부

위를 잘라내어 튜브에 넣고 밴드의 PCR 및 정제 후 sequence
를 통하여 NCBI BLAST의 Genbank database와 비교하여 종

을 동정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. ASBR의 장기운전 특성

3.1.1. 운전기간 중 가스 발생량 변화

실험기간 동안 HRT 12 h, pH는 5.5 ± 0.1 온도는 37.0 ± 0.1 
℃로 유지되었으며 유입되는 글루코오스 농도는 8,250 mg/L
였다. 160일 동안 ASBR의 운전결과 총 가스 발생량의 일일

변화를 Fig. 2에 나타내었다. 그래프에 표시된 각점은 1 cycle 
(6 h) 동안 생산된 총 가스량 및 수소가스 발생량이다. 그림

에서 보는 바와 같이 운전초기에 총 가스 발생량은 1,500 
mL 정도에서 시작하였다. 이는 다시 시간이 경과함에 따라

서 감소하였다가 다시 증가하는 경향을 보였고, 운전 30일
째 그 발생량이 약 3,000 mL까지 증가하였다. 운전기간 동

안 두 번의 pH 조절 장치의 오작동으로 인하여 약 10분 동

안 pH가 10으로 상승하였으나 즉시 pH를 5.5로 조절하여 총 

가스 및 수소 가스 발생량을 원상태로 회복시켰다. 기존 연

구에 의하면 혼합배양 상태에서 혐기성수소생성 균을 분리해

내기 위해 산 및 염기 처리를 시행한 경우가 있다.15) 따라서 

수소생성 균이 염기성 상태에 노출되었더라도 포자를 형성

하여 생존할 수 있으므로 운전경과 35~45일경에 수소 가스 

발생량이 감소되었다가 즉시 회복한 것은 이 같은 이유에 
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Fig. 2. Daily observation of gas production at 8,250 mg-glucose/L for 1 cycle (6 h) operation.

의한 것으로 판단된다. 운전기간 중 I번 구간에서 80일 운

전 후 총 가스 발생량은 최대 3,500 mL까지 증가하였다. II
번 구간에서 약 1주일간 총 가스 발생량이 3,500 ± 200 mL
에서 수렴하는 결과로 보아 정상상태로 판단되었다. 이 때 

수소가스의 발생량은 총 가스 발생량과 같은 패턴으로 증감

을 하였고 총 가스 발생량의 60~70%를 유지하였다.
그러나 III번 구간에서 pH probe의 고장으로 인해 약 7일

간 ASBR의 운전을 중단하였다. 운전이 중단된 시간 동안 

슬러지는 중력침강 후 4℃냉장실에서 보관하였다. IV번 구

간에서 ASBR을 재운전 하였을 때 초기에는 수소가스 발생

량은 그 이전과 같이 정상상태의 수준을 유지하였다. 그러

나 이후 수소가스 발생량이 감소하였다. 총 160일간 동안의 

운전 중 초기에는 수소가스가 원활하게 생산되었으나 후기

에는 수소가스의 발생량이 지속적으로 감소하는 경향을 나

타내었다.

3.1.2. 수소가스 생성 감소 원인 분석

 ASBR의 장기 운전 시 수소가스의 생성이 줄어드는 원인

을 분석하기 위하여 반응조 내부의 물질변화와 미생물 동정

을 실시하였다. ASBR의 운전기간 중 수소가스의 생성이 중

단된 시점인 운전 150일에서 반응조로부터 샘플을 2회 채

취하여 분자생물학적 분석기법인 PCR-DGGE에 의한 미생

물종을 동정하였다. Fig. 3은 PCR-DGGE 분석결과를 나타낸 

Fig. 3. DGGE profiles of microbial community in ASBR.

Table 4. Gen Bank search result

Band The closet sequence Similarity (%) Acc.No. 

1
Clostridium sp. rennanqilfy3 16S ri-
bosomal RNA gene, partial sequence

96 AY363375.2

2
TM7 phylum sp.oral taxon 347 clone 
AQ127 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

85 GU410576.1

3
Clostridium pasteurianum strain 
CSTR-G16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

100 EF656617.1

4
Clostridium pasteurianum strain 
AFBR-B16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

98 EF656615.1

것이다. 두 개의 샘플에서 밴드의 형성은 유사하게 총 4개의 

밴드로 나타났다. 각 밴드를 회수하여 PCR에 의한 재 증폭 

후 sequence하여 NCBI BLAST의 Genbank database와 비교

한 결과를 Table 4에 나타내었다. 시료의 염기서열과 Genbank 
database에 보유되어있는 염기서열과의 유사도(Similarity)를 

통해 미생물의 종을 식별하여 유사도가 97%가 넘으면 검

색된 미생물 종이 신뢰성을 가지고 있다고 볼 수 있다. 그 

결과 3번 밴드의 유사도가 100%로 나타나 ASBR내 수소생

성 미생물인 Clostridium pasteurianum을 동정하였다. 이 종

은 절대 혐기성 균으로 Ferredoxin이 중재하는 NADH의 산

화 환원 반응에 기반을 둔 Hydrogenase ferredoxin activity
에 의하여 수소를 생성하는 것으로 밝혀진 바 있다.16) 이와 

같이 수소생성 균이 반응조 내에서 서식하고 있음에도 불구

하고 그 생성량이 감소한 이유를 밝히기 위하여 반응조내 여

러 가지 종류의 유기산(VFAs)을 분석하여 글루코오스의 분

해과정을 추정하였다. 유기산 분석 결과를 Fig. 4에 나타내었

다. 그림과 같이 acetic acid, propionic aicd, butyric acid의 

농도가 각각 2,200 mg/L, 2,130 mg/L, 97 mg/L로 나타났다. 
혐기성 수소생성 과정에서 대표적으로 발생하는 중간산으로 

acetic acid, propionic acid, butyric acid가 있으며 본 실험 결

과 유사한 물질들이 검출되었다. 이들의 생성경로는 아래의 

반응식에서 보는바와 같이 acetic acid의 경우 글루코오스로

부터 acetic acid 2몰 생성 시 4몰의 수소가 생성되며, butyric 
acid의 경우는 2몰의 수소가 생성된다. 그러나 propionic acid 
생성반응에서 수소 2몰이 소모되는 현상이 일어난다.17) 이
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Fig. 5. Daily variation of Hydrogen gas content on the total biogas.

Fig. 6. Daily variation of Hydrogen gas yield (mole H2/mole glucose) in ASBR.

Fig. 4. Volatile fatty acids (VFAs) concentration in ASBR.

러한 현상이 ASBR의 장기운전 시 수소생성량이 감소되는 

원인으로 분석될 수 있다. 이는 혐기성 수소생성 실험에서 

propionic acid의 생성이 수소발생을 저해한다는 기존의 연구

결과로18,19)부터 그 원인을 추정할 수 있다. 

Acetic acid production 
⇒ C6H12O6 → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2

Butyric acid production 
⇒ C6H12O6 → CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2

Propionic acid production 
⇒ C6H12O6 + 2H2 → 2CH3CH2COOH + 2H2O

3.1.3. 수소가스 함량 및 생산수율 분석

ASBR의 운전에 의한 총 가스 생성량에 대한 수소가스의 

함량 변화를 Fig. 5에 나타내었다. 실험 기간 동안 수소가스 

함량은 60~70%를 나타내었다. 이는 다른 연구결과에서 보

고된 총 가스 생성량 대비 수소가스 함량 60~65%14,20)과 비

교하여 다소 높게 나타났다. 
고농도의 propionic acid생산의 영향을 받고 있을 시기인 

운전 경과 120일 이후에도 수소가스 함량에는 큰 변화가 

없었다. 160일의 운전기간 동안 수소가스 생산수율(Hydro-
gen yield)을 Fig. 6에 나타내었다. 운전 시작 20일 경과 후 

수소가스 생산수율은 0.8 mole H2/mole glucose로 나타났으

며 운전경과 80일 후 2.6 mole H2/mole glucose로서 최대를 

나타내었다. 그 이후 수소가스 생산 수율은 지속적으로 감소

하여 운전 120일 경과 이후에는 0.5 mole H2/mole glucose 
이하로 떨어졌다. 

Table 5에 생물학적 수소생산 수율에 관한 본 실험 결과를 

기존의 연구결과와 비교하였다. 본 연구의 수소가스 생산수

율은 0.5~2.5 mole H2/mole glucose로 타 연구결과와 비교

하여 유사한 범위에 있음을 알 수 있다. 이론적으로 수소가

스의 생성은 글루코오스 1몰 당 최대 4몰이지만 실제 실험

에서는 그보다 낮은 1~2 mole H2/mole glucose의 수소가스

가 생성되는 것으로 보고되고 있다.25) 이에 비하여 본 연구 

결과 나타난 수소생산 수율은 운전 후반기 발생량의 감소현

상을 적절히 제어하면 비교적 높은 수율로 수소를 생성할 수 

있는 것으로 나타났다. 
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Table 5. Comparison of Hydrogen yield

HRT (hr) Reactor classification Substrate Seed H2 yield (mol H2/mol substrate) Reference

6~12 ASBR Sucrose Non-pretreated microflora 0.7~2.6 mol H2/mol sucrose 21)

12~96 ASBR SWEET sorghum syrup Heat-treated sludge 0.43~0.68 mol H2/mol hexose 22)

6 CSTR Glucose Hydrogen producing sludge 2.24 mol H2/mol glucose 23)

0.5~12 CSTR Glucose 2 month acclimated sludge with glucose 1.93 mol H2/mol glucose 24)

12 ASBR Glucose Heat-treated sludge 0.5~2.5 mol H2/mol glucose This study

Fig. 7. Hydrogen gas production for 1cycle (6 h) reaction at 20 
days operation of ASBR.

3.2. ASBR의 운전 1 cycle당 수소가스 발생특성

ASBR의 운전 중 각 운전 cycle 동안 수소의 발생특성을 

조사하였다. 총 운전 기간 160일 중 수소가스 발생량이 증가

하는 시기인 운전 20일(Fig. 7)과 수소가스 발생이 감소하는 

시기인 120일(Fig. 8)에 1 cycle (6 h) 동안 가스발생량을 측

정하였다. 반응조의 운전 20일 경과 시 30분 간격으로 총 가

스 및 수소가스 발생량을 측정한 결과 기질 주입 후 120분
에서 각각 350 mL 및 250 mL 이상의 최대값을 나타내었다. 
각 반응시간대별 총 가스 발생량 중 수소의 함량은 역시 60~ 
70%였고(Fig. 7(a)), 누적 수소가스 발생량은 총 1,400 mL
로 나타났다(Fig. 7(b)). 이에 비하여 ASBR 운전 120일 이

후의 반응조 내 수소발생 특성은 Fig. 8(a)와 같이 가스의 발

생 속도가 느리게 나타나 기질주입 후 180분에서 총 가스와 

수소가스의 발생량은 각각 250 mL와 150 mL 미만으로 나

타났고, 수소가스 발생도 불규칙하였다. 누적 수소가스 생산

량은 1,000 mL였고(Fig. 8(b)), 전체 가스 발생량 중 수소가스 

함량은 50~60% 범위로 운전 20일의 결과와 비교하여 수소

가스 함량이 약 10% 정도 낮게 나타났다. 이 시기는 propionic 
acid에 의해 수소가스 생산 박테리아의 활동에 영향을 받은 

Fig. 8. Hydrogen gas production for 1cycle (6 h) reaction at 
120 days operation of ASBR.

것에 기인하였다.
1 cycle 동안 수소가스의 발생자료로부터 수소생산속도

(hydrogen production rate, HPR)와 비수소생산속도(speci-
fic hydrogen production rate, SHPR)를 구하여 운전 20일
과 120일에 대하여 각각 Table 6에서 비교하였다. 운전 20
일에서 HPR은 4.46 mmol H2/L/hr이며 SHPR은 1.61 mmol 
H2/g-VSS/hr로서 운전 120일의 HPR (3.72 mmol H2/L/hr) 
및 SHPR (1.06 mmol H2/g-VSS/hr)과 비교하여 높았다. 이
상으로부터 ASBR에 의한 수소가스 발생은 기질의 주입 후 

약 2시간 동안 대부분 이루어지고 이를 장기적으로 안정하

게 유지하기 위하여 적절한 운전 조건을 조절해야 함을 알 

수 있다. 

Table 6. Comparison of HPR and SHPR at 20 and 120 days 
operation of ASBR 

Operation 
time

HPR 
(mmol H2/L/hr)

SHPR 
(mmol H2/g-VSS/hr)

20 days 4.46 1.61 

120 days 3.72 1.06 
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Fig. 9. Daily observation of organic matter removal in the ASBR.

Fig. 10. Variation of MLVSS concentration with F/M ratio in ASBR.

3.3. 유기물 제거 및 MLVSS 변화

ASBR에서의 유기물제거와 그에 따른 미생물 증식을 SC-
ODcr과 MLVSS의 농도 변화로 나타내었다. Fig. 9는 ASBR
의 운전기간 동안 유입수와 유출수의 SCODcr 농도 및 제

거효율에 대한 일변화를 나타낸 것이다. 유입수의 SCODcr 
농도 7,800 mg/L에 대하여 운전 70일까지 유기물 제거율은 

5~45%의 범위에서 크게 변동함을 보여주었다. 이는 글루코

오스가 분해되면서 중간생성물로 유기산이 생성됨에 따라 

SCODcr로 나타나는 유기물의 제거가 그다지 높지 않은 것

으로 사료된다. 그러나 이 기간 중에는 수소의 발생이 비교

적 활발하게 일어나고 있었다. 한편 운전 70일에서 100일 사

이 반응조의 pH 조정에 문제가 발생하여 CODcr 분석을 하

지 않았으나 운전이 재개되었을 때 SCODcr 제거율은 40~ 
45%로 안정적인 경향을 보여주었다. 이는 반응기간이 길어

질수록 반응조 내 MLVSS농도가 증가하여 F/M비(gCODcr･
V/g MLVSS･V)가 낮게 유지되었기 때문인 것으로 판단된다. 
본 실험에서의 유기물제거율은 일반적인 혐기성 소화의 메

탄발효에 의한 SCODcr 제거율 73~91%에26,27) 비하여 상당

히 낮으나, CSTR에28) 의한 혐기성 수소발효에서의 TCODcr 
제거율 20%에 비하여 높게 나타났다.

Fig. 10에 ASBR의 운전기간 동안 반응조 내 MLVSS농도

와 그에 따른 F/M비의 변화를 나타내었다. 반응조 내 MLVSS 

농도는 초기 3,000~4,000 mg/L였으나, 운전기간이 지속될수

록 MLVSS농도는 증가하여 160일 경과 후 12,000 mg/L으

로 유지되었다. 이에 따라 유입 SCODcr 대비 MLVSS로 나

타나는 F/M비는 운전 초기에 약 2로 유지되었으나, 운전기

간이 증가할수록 MLVSS농도 증가에 의하여 F/M비는 0.5
까지 감소하였다. 이와 같은 F/M비의 감소는 본 실험에서 

나타난 ASBR의 장기운전 시 수소가스 발생에 영향을 미칠 

수 있을 것으로 추정할 수 있다. 즉 F/M비가 수소생성 미생

물 성장패턴에 대한 회분식 실험에서 F/M비가 6일 때 가장 

많은 수소가스가 발생되며 F/M비가 이보다 낮거나 높아도 수

소 가스 생산량이 감소한다는 연구결과로 해석할 수 있다.29) 

비록 ASBR에 의한 수소 가스 생산과 유기물 제거에 미치는 

영향인자가 다양하게 있을 수 있으나, 본 연구에서 ASBR
을 이용한 장기실험 결과 유기물제거와 수소발효의 극대화

를 이룰 수 있도록 ASBR 반응조의 적정 F/M비를 유지해야 

함을 알 수 있다.

4. 결 론

글루코오스를 기질로 이용하여 생물학적 수소가스 생산 특

성을 조사하기 위해 ASBR의 장기 운전특성을 검토한 결과 
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다음과 같은 결론을 도출하였다.

1) ASBR의 장기운전에 의한 수소가스 발생패턴은 다양

하게 나타났다. 즉 초기 적응단계에서 수소가스 생산수율은 

0.8 mol H2/mol glucose로 나타났으며 최대 발생시기의 수

율은 2.6 mol H2/mol glucose이었다가 운전기간이 길어질수

록 수소가스 생산 수율은 감소하여 생성이 멈추었다. 이는 

장기운전에 따른 반응조내 수소발생 반응경로가 propionic 
acid의 생성으로 변한 것에 기인하였다. 그러나 반응조내 주

요 미생물은 수소생성균인 Clostridium pasteurianum으로 동

정되었다. 
2) ASBR의 1 cycle에서 수소발생은 기질의 주입 후 약 2

시간 동안 대부분 이루어지고 이를 장기적으로 안정하게 유

지하기 위하여 적절한 운전 조건을 조절해야 함을 알 수 있

었다. 수소발생 속도는 4.46~3.72 mmol H2/L/hr 및 1.61~ 
1.06 mmol H2/g-VSS/hr로 운전기간이 길어질수록 점차 감

소하는 것으로 나타났다. 
3) ASBR의 유기물제거와 MLVSS 농도의 변화에 의하여 

ASBR의 F/M비는 운전 시간의 경과에 따라서 변화하였다. 
F/M비가 운전초기에는 1.1~2.0로 높게 유지되었으나 MLVSS
농도가 증가함에 따라 F/M비는 0.5로 낮아졌으며 이는 수소

가스 생성 경로가 propionic acid 생성으로 변화하는 요인으

로 추정되었다. 따라서 시스템의 장기 운전 시 안정적인 수소

가스 생산을 위한 적정 F/M비를 유지가 중요한 운전 조건임

을 알 수 있다. 
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