
Abstract

BACKGROUND: Animal manures are one of the biggest 

sources of greenhouse gases and improper manage-ment 

of animal wastes contributes to the increasing greenhouse 

gases in the atmosphere. Con-verting greenhouse gases 

generated from animal manures to energy is one way of 

contributing to the net-zero carbon emissions.

METHODS AND RESULTS: The potential for methane 

production from cow manure (CM) was studied by meas-

uring the methane yield using the biochemical methane 

potential (BMP) test. In particular, the effect of co-diges-

tion using rice straw (RM) on the methane production was 

studied. The methane yields from the co-digestion of CM 

and RS were statistically similar to that from the mono-di-

gestion of CM or RS. But there was a synergy effect at the 

CM:RS ratio of 1:2 and 1:1. This can be attributed to the 

increased C/N ratio. The changed microbial community 

structure with the addition of substrates (CM, RS) prob-

ably led to the increase in the methane produc-tion.

CONCLUSION(S): The methane production potential of 

the particular CM used in this study was not improved by 

the addition of RS as a co-substrate. The addition of sub-

strates to the anaerobic sludge promoted the increase in 

the microbial species having synergetic relationship with 

methano-gens, and this can partially explain the increase 

in the methane production with the addition of substrates. 

Overall, there are needs for further studies to improve the 

methane yield from CM.
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서  론

전세계적으로 탄소저감은 환경 분야에서 가장 이슈가 되

고 있는 분야이다. 세계 여러 국가에서 2050년까지 기후 변화 

저감을 위한 노력의 일환으로 다양한 분야에서 탄소중립을 

목표로 하고 있다. 탄소중립이란 온실가스 배출 제로를 의미

하며, 온실가스 배출을 줄이고 탄소 상쇄 활동을 통해 나머지 

온실가스의 배출량도 상쇄하는 것이다[1]. 농업환경에서는 가

축 분뇨를 포함한 다양한 유기성 폐기물의 바이오에너지화가 

이러한 노력의 일환이라 할 수 있다. 환경부의 가축분뇨 처리

통계에 따르면 가축분뇨 발생량은 2014년에 136,627 m3/일

에서 2019년 153,220 m3/일로 꾸준히 증가하는 추세를 보이

고 있다. 2019년 기준으로 총 가축분뇨 발생량 중 가장 많은 

부분(약 41%)을 우분이 차지하고 있다. 이와 같이 국내에서 

발생하는 가축 분뇨는 대부분 퇴비화 처리되고 있다[2].

가축 분뇨를 혐기성 소화로 처리하면 메탄과 같은 바이오

가스를 얻을 수 있고, 메탄 생성 효율을 향상시키기 위한 다

양한 연구가 수행되고 있다[3, 4]. 가축 분뇨의 혐기성 소화를 

통한 메탄 생성에 영향을 주는 다양한 영향 인자들에는 반응

기 운전방식, 전처리 방법, pH 조건, 탄소-질소(C/N)비 등

이 포함된다[5, 6]. 가축 분뇨의 혐기성 소화를 위해 기존 연

구에서 사용한 반응기 운전방식은 크게 회분식 반응기와 연

속식 반응기로 나눠볼 수 있다[7-10]. 회분식 반응기는 하나

의 반응기에서 지속적인 흐름이나 배출 없이 일정 시간 처리 

후 배출시키는 시스템으로 하나의 반응기에서 여러 공정을 

진행시킬 수 있는 장점이 있어 소규모 처리에 적합하다. 기존 

연구 결과에 따르면 회분식 반응기로 혐기 소화 할 경우 체류 

시간은 20일정도면 적합하다[8]. 연속식 반응기는 반응 기질

이 지속적으로 유입되고, 처리 공정을 거쳐 연속적으로 소화

액을 방류하는 과정이 동시에 수행되는 시스템이다. 따라서 

많은 양의 가축분뇨를 처리할 수 있어 장치를 대형화하여 처

리할 수 있다는 점에서 널리 사용되고 있다. 또한 일정한 속

도를 통해 연속적인 반응이 진행되기 때문에 온도 유지와 반

응 제어를 쉽게 할 수 있다는 이점이 있다. 회분식 또는 연속

식 운전 방식에 따라 메탄 수율이 달라질 수 있다. 예를 들어, 

Ma et al.[6] 연구에서 회분식 반응을 통한 돼지, 가금류, 소 

분뇨의 혐기성 소화를 통해 얻은 평균 메탄 수율은 각각 

238.1 L/kg-VS, 212.7 L/kg-VS, 147.4 L/kg-VS이었고, 

연속식 반응을 통해 얻은 평균 메탄 수율은 각각 211.8 L/ 

kg-VS, 98.8 L/kg-VS, 175.3 L/kg-VS였다. 

혐기성 소화의 효율을 향상시키기 위해 다양한 기계적, 열

적, 화학적 및 생물학적 전처리 방법을 이용할 수 있다[11]. 

국내 축사에서는 순수한 우분보다는 톱밥과 혼합된 상태의 

우분이 주로 발생하고, 젖소 분뇨의 고형물 중 13% 내외가 

리그닌으로 구성되어 있다고 보고되어 있기 때문에, 리그닌 

및 셀룰로오스와 같이 분해가 느린 물질을 목표로 전처리를 

진행한다[12]. 예를 들어, 초음파처리를통해 혐기성 소화처리

를 하고자 하는 유기성 폐기물의 입자 분포를 균일하게 하여 

메탄 수율을 향상시킬 수 있다[13]. 예를 들어, 전처리로 초음

파 처리(18분)를 하여 대조군과 비교해 메탄 수율을 80% 증

가시킬 수 있었다[13]. 또한 기계적 처리나 산성이나 염기성

의 화학물질로 전처리하여 메탄 수율을 향상시킬 수 있다[14, 

15]. 예를 들어, 황산(4%)으로 전처리하여 분뇨 내 헤미셀룰

로오스와 리그닌을 각각 75.7%, 43.7% 제거하였고, 메탄 수

율은 190 mL/g-VS에서 203 mL/g-VS로 증가하였다[16]. 

또한 기존 연구에서는 우분을 180oC에서 열로 전처리하여 메

탄 수율을 58%까지 높이기도 했다[17]. 물리화학적인 전처리

뿐아니라 미생물을 이용한 생물학적 전처리를 통해 헤미셀룰

로오스를 분해하고 고형물을 저감시켜 우분의 혐기성 소화를 

통한 메탄 수율을 약 30% 증가시킨 사례도 있다[14]. 또한 

우분에 효소(예: 펙테이트 분해효소, 셀룰라아제, 프로테아제)

를 첨가한 후 50℃에서 3일 동안 혐기소화한 결과 메탄 수율

이 4.44% 향상되었다[18]. 한 가지 전처리 방법을 사용하는 

것보다 다양한 전처리 방법의 조합이 메탄 수율을 더욱 향상

시킬 수 있다. 우분을 열화학적으로 전처리하였을 때 메탄 수

율이 31.8% 증가하여 0.29 L/kg-VS였고, 추가로 단백질 분

해 효소를 첨가했을 때 메탄 수율이 63.6% 향상되어 0.36 

L/kg-VS에 도달했다[19].

기존 연구들은 가축 분뇨를 유기성 폐기물 등과 함께 병합

소화하면 가축 분뇨의 단독소화에 비해 메탄 생산량이 증가

한다고 보고하고 있다[20-22]. 병합소화에 주로 사용되는 기

질에는 가축 분뇨, 음식물 쓰레기, 하수 슬러지, 농업부산물 

등이 있고[20, 22], 공동 기질의 혼합비와 전처리 방법 등에 

따라 메탄 수율이 달라진다[23]. 따라서 혐기소화를 통한 메

탄 생산을 최적화하기 위해서는 가축 분뇨와 공동 기질의 최

적 혼합비를 찾는 것이 중요하다. 농업부산물과 우분의 병합

소화에 대한 기존 연구에서는 우분과 밀짚 또는 볏짚의 병합

소화에 의한 메탄 생산에 대해 다양한 결과를 보고하고 있다. 

예를 들어, 밀짚과 우분의 병합소화는 우분의 단독소화보다 

메탄 수율을 29-31% 향상시키켰고[24], 분뇨와 볏짚을 병합

소화 했을 때 단독소화보다 메탄 수율을 많게는 50-57%까지 

향상시켰다[25]. 하지만 다른 연구에서는 우분과 밀짚의 병합

소화가 메탄 수율 향상에 미치는 영향이 뚜렷하지 않았다[26, 

27]. 

우분 또는 우분과 유기성 폐기물의 병합소화에서 C/N 비

는 메탄 수율에 큰 영향을 미친다. C/N 비가 낮아지면 소화

액 내의 제한된 탄소 조건에서 암모니아 농도가 증가하여 메

탄 생산량이 낮아질 수 있다[28, 29].  이와 대조적으로 공동 

기질의 높은 C/N 비는 제한된 질소 조건에서 높은 휘발성지

방산(VFA; volatile fatty acids)을 초래하여 미생물 자가 단

백질 합성을 제한할 뿐만 아니라 메탄 수율 또한 감소시킨다

[29]. 혐기성 소화를 위한 최적의 C/N비는 20~30이다[28]. 

우분을 단독으로 소화할 때보다 우분을 볏짚이나 옥수수짚과 

같은 농업부산물과 병합소화 할 때 C/N 비가 향상되었고

[27], 이는 메탄 수율도 향상시켰다[30]. 마찬가지로, 돼지 분

뇨도 단독소화 때보다 농업폐기물과 병합소화 했을 때 돼지 

분뇨에 비해 사과 폐기물의 C/N비가 높아 병합소화의 C/N

비가 향상되었고, 메탄 수율도 향상되었다[10]. 
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이와 같이 우분, 돈분과 같은 축분의 혐기성 소화를 통한 

메탄과 같은 바이오가스 생산을 향상시키기 위해 다양한 기

질을 이용한 병합소화 연구가 수행되고 있으나, 아직 더 많은 

연구가 필요하다. 따라서 본 연구에서는 농가의 유기성 폐기

물인 우분의 메탄 가스 발생량을 확인하고, 볏짚과의 병합소

화를 통해 메탄 가스 발생량이 향상되는지 여부를 확인하기 

위한 연구를 수행하였다. 또한 메탄 가스 발생량이 소화액 내 

미생물 군집과 관련이 있는지 확인하기 위한 미생물 군집 분

석도 수행하였다. 

 

재료 및 방법
 

혐기성 소화 기질

본 실험에 사용된 유기성 폐기물은 농업 환경에서 발생할 

수 있는 농업부산물 중 볏짚을 사용하였고, J대학 논에서 수

집하였다. 수집한 볏짚은 자연 건조 후 믹서기로 갈아서 가루 

형태로 준비하였다. 실험에 사용한 우분은 경기도 A시 주변 

농가에서 채취하였고, 실험을 위해 100oC에서 건조하여 건조

시료를 준비하였다. 혐기성 소화를 위한 슬러지는 서울특별시 

J 하수처리장에 위치한 중온혐기 소화조에서 채취한 후 체를 

이용해 이물질 제거 및 고형물의 균질화 작업을 한 후 사용 

전까지 35oC에서 일주일 동안 잔존 유기물 분해 후 사용하였

다. 채취한 원료로부터의 이론적 메탄발생량 산출을 위해 원

소분석(Flahs200, Thermo Fisher Scientific, Germany)을 

실시하였다. 우분, 볏짚 및 하수슬러지의 수분함량, 총고형물

(total solid; TS), 휘발성고형물(volatile solid; VS) 등은 

Standard Method에 따라 분석하였다[31]. 대상 기질의 특

성을 분석한 결과는 Table 1에 나타내었다.

 

메탄생성잠재량(Biochemical methane potential; BMP) 

실험 방법 

BMP 실험은 세럼병(serum bottle)에서 회분식으로 혐기

성 소화를 통해 메탄 생성량을 측정하는 실험이다. 본 연구에

서는 Angelidaki et al.[32]이 제안한 BMP 실험 방법에 따라 

BMP 실험을 수행하였다. 회분식 혐기성 소화를 위해 160 mL 

세럼병에 식종 슬러지 10 mL와 90 mL 배지를 주입하였다

(Fig. 1). 배지는 KH2PO4 0.27 g/L, K2HPO4 0.35 g/L, 

NH4Cl 0.53 g/L, CaCl2⋅H2O 0.075 g/L, MgCl2⋅6H2O 

0.10 g/L, FeCl2⋅4H2O 0.02 g/L, MnCl2⋅4H2O 0.50 

mg/L, H3BO3 0.056 mg/L, ZnCl2 0.05 mg/L, CuCl2 0.03 

mg/L, NaMo4⋅2H2O 0.01 mg/L, CoCl2⋅6H2O 0.50 

mg/L, NiSeO3 0.05 mg/L, Na2SeO3 0.05 mg/L로 준비하

였다. 기질 대비 미생물 양이 같도록 기질 대비 식종 슬러지의 

VS 중량비(substrate to inoculum ratio, SIR)를 1:2로 기질

을 주입하였다. BMP 실험에 사용한 기질은 우분과 볏짚으로 

우분의 단독소화와 우분과 볏짚의 병합소화를 비교하였다. 우

분(CM)과 볏짚(RS)의 비율에 따른 병합소화의 메탄 수율 차이

를 보기 위해 VS 함량 기준 1:1, 1:2, 2:1으로 실험 조건을 달리

했다. BMP 실험은 1) 대조군(blank), 2) 우분 단독소화(CM), 

3) 볏짚 단독소화(RS), 4) 우분:볏짚(CM/RS) = 1:1(VS 기준), 

5) 우분:볏짚 = 2:1, 6) 우분:볏짚 = 1:2의 6가지 조건으로 진행

하였다. 메탄 발생량 분석의 바탕값으로는 기질을 주입하지 않

은 대조군 조건을 활용하였다. 슬러지, 배지, 기질을 주입한 세

럼병을 밀폐하기 전 혐기화를 위해 내부를 질소가스로 퍼징 후 

입구를 부틸 고무(butyl rubber)와 알루미늄 캡(aluminum 

cap)으로 밀봉하였다. 밀폐한 세럼병은 35oC의 항온배양기에

서 120 rpm으로 교반하며 가스 발생량을 관찰하였다. 주기적

으로 발생가스 부피를 측정하고, 가스 시료를 채취하여, 바이오

Unit Inoculum Rice straw Cattle manure

Moisture weight %
(wet basis)

77.95±0.20 19.03±1.89 6.55±0.34

Volatile solid 13.13±0.21 69.69±1.15 16.81±0.56

C

weight %
(dry basis)

- 31.5 38.81

H - 5.19 4.67

O - 35.96 26.49

N - 0.85 2.17

S - 0.00 0.67

Ash - 26.48 27.19

C/N - - 37.06 17.88

Table 1. Elemental composition of substrates used in this study 

Fig. 1. Biochemical methane potential (BMP) 
test set-up.
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가스 시료 내 메탄 농도를 측정하였다. 누적 메탄 발생량이 전일 

대비 5% 이하로 증가할 시 실험을 종료하였다. 모든 실험은 

세 반복으로 수행하였고, 실험은 총 42일간 수행되었다. 

 

이론적 메탄 가스발생량 산정

본 연구에서 사용한 기질의 이론적 메탄 가스발생량을 산

정하기 위해 각 기질 내 탄소(C), 질소(N), 수소(H), 산소(O)

를 분석하였다. 이때, 기질이 혐기성 분해를 통해 메탄, 이산

화탄소, 암모니아로만 분해됨을 전제로 한 양론식(Eq. 1)에 

적용하여 이론적 발생량을 계산했다[33]. 

 

   (1)

여기서, a, b, c, d는 각각 C, H, O, N의 몰 분율

또한 이론적 메탄발생량과 BMP실험에서 측정한 최대 메

탄 발생량을 이용하여 생분해도를 평가하였다(Eq. 2).

 

  (2)

 

메탄 발생 동역학 해석

BMP 실험을 위해 준비한 세럼병 시료로부터 가스 샘플 

투입용 주사기(gas tight syringe)로 가스를 채취한 후 채취

한 가스 내 메탄가스 농도를 GC-TCD(GC 6890, Agilent)

를 사용하여 분석하였다. 누적 메탄 발생량 및 동력학적 특성

을 분석하고자 Eq. 3에 제시된 modified Gompertz model

을 적용하였다[34].

 

 (3)
 

여기서, : 시간 t일 경우 누적메탄발생량(mL-CH4/ 

g-VS), Mmax: 잠재메탄발생량(mL-CH4/g-VS), Rmax: 최대메

탄생산속도(mL-CH4/(g-VS day), λ : 지체성장시간(lag growth 

phase time; day), t : 혐기배양기간(day)이다. 

 

미생물 군집 분석 

DNA 추출

각 시료를 원심분리(8,000 rpm, 10분)한 후, FastDNATM 

Spin kit for soil(MP Biomedicals, USA)을 이용하여 침전

물(0.5 g)로부터 메타게놈을 추출하였다. 추출한 메타게놈의 

농도는 NanoQuant microplate reader(Spark 10M, 

Tecan, Switzerland)를 사용하여 측정하였고, -80oC에서 보

관하였다.

 

앰플리콘 시퀀싱

시료 내 세균 군집의 계통학적 구조를 분석하기 위하여, 

16S rRNA 유전자 앰플리콘 시퀀싱을 진행하였다. 시료로부

터 추출한 메타게놈을 주형으로 어댑터(adapter) 서열이 연

결된 518F, 926R 프라이머를 사용하여 세균의 16S rRNA 

유전자의 V4-V5 지역을 1차 PCR을 통해 증폭하였으며[35], 

PCR 증폭 조건은 다음과 같다: 95oC에서 5분 동안 pre- 

denaturation한 후, 95oC에서 denaturation 30초, 55oC에

서 annealing, 72oC에서 extension 1분 과정을 25 cycle 반

복하였다. 다음으로, Illumina사의 인덱스(index) 서열과 시

퀀싱 프라이머가 결합된 프라이머를 사용하여 2차 PCR을 진

행하고 Illumina사의 Miseq 플랫폼(Illumina)을 사용하여 

대용량 염기서열 분석을 진행하였다. 인덱스 PCR 이후의 과

정은 마크로젠사(Macrogen Inc.)에서 진행하였다.

 

시퀀싱 데이터 분석

서열의 전처리 및 계통학적 분석은 QIIME(Quantitative 

Insights into Microbial Ecology)의 plugin 프로그램들을 

활용하여 진행하였다[36]. 얻어진 서열은 1차적으로 Phred 

score >10, ambiguous sequence <6의 조건으로 검수하고, 

Deblur 프로그램을 통해 400 bp의 에러-프리(error-free) 서

열을 획득했다[37]. Subsampled open-reference OTU (Ope-

rational Taxonomic Unit) clustering법을 이용해 SILVA 

(release 138) database의 서열과 97% 이상의 유사성을 가

지는 서열을 하나의 OTU로 간주하고 대표 서열을 무작위로 

선별했다. 얻어진 OTUs 빈도표를 활용하여 Shannon’s 다양

성 지표를 R 프로그램의 vegan package를 활용하여 계산하

고, 샘플 간의 거리를 Bray-Curtis distance법으로 계산하고 

average법으로 clustering하였다. 이 과정은 R 프로그램의 

‘hclust’ 패키지를 사용하여 진행했다. SILVA database의 

서열을 사용하여 학습된 scikit-learn multinomial naïve 

Bayesian classifier를 이용하여 대표서열의 계통학적 위치를 

계산했다[38]. 우분 및 볏짚을 처리한 경우에 원슬러지와 비

교하여 유의미한 차이를 보이는 지표종을 규명하기 위해 In-

dicator Species Analysis (ISA)를 수행했으며, 이는 R 프로

그램의 ‘indicspecies’ 패키지를 이용하여 계산했다[39, 40]. 

본 연구에서 16S rRNA amplicon sequencing을 통해 얻은 

short read는 NCBI의 bioproject (accession no. PRJNA 

812389)를 통해 접근 가능하다.

 

결과 및 고찰
 

우분 및 볏짚의 성상분석 

본 연구에서 사용한 하수슬러지와 기질(볏짚, 우분)의 삼

성분 분석 및 원소분석 결과를 정리하여 Table 1에 나타냈다. 

혐기 소화 중 암모니아 축적 등으로 인한 불완전 혐기소화를 

방지하기 위해 C/N비는 10-30 사이가 적정하고, 최적 C/N

비는 12-16 사이로 보고되고 있다[41]. 원소분석을 통해 얻은 

볏짚과 우분의 C/N비는 각각 37.06와 17.88이며 볏짚의 

C/N비는 우분보다 2.07배 정도 높았다. Table 2는 기존 연

구 중 우분을 볏짚 또는 밀짚과 병합소화한 몇몇 연구에 대한 
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정보를 보여준다. 우분에 비해 볏짚의 C/N비가 높았고, 우

분 단독소화보다 우분과 볏짚의 병합소화를 통해 C/N비를 

증가시킬 수 있는 것을 알 수 있다[27, 42]. 

단일 기질의 메탄 잠재량 및 생분해도

약 42일동안 누적 메탄 발생량을 관찰하여 우분 및 볏짚

의 생화학적 메탄 잠재량을 평가하였다. 단일소화 기질인 우

분 및 볏짚의 메탄 잠재량은 각각 145.52±9.18, 138.19±13.61 

mL-CH4/g-VS였다(Table 3). 평균 메탄 잠재량은 우분이 

더 컸지만, 우분과 볏짚의 메탄 잠재량은 통계적으로 비슷한 

수준이었다(p-value>0.05). 기존 연구에서 보고한 우분과 밀

짚의 평균 메탄 잠재량의 경우도 우분, 파쇄한 밀짚, 연탄 밀

짚이 각각 306.54, 300.02, 303.21 mL-CH4/g-VS로 비슷한 

수준이었다[24]. 하지만 우분과 밀짚을 병합소화(214-217 

mL-CH4/g-VS)하여 우분을 단독소화할 때(165 mL-CH4/ 

g-VS)보다 메탄 발생량을 증가시킬 수 있음을 보여주었다

[24] (Table 2). 

이론 메탄 발생량에 대한 최대 메탄 발생량의 비율로 우분 

및 볏짚의 생분해도를 평가하였다. 원소 분석 결과에 근거한 

우분 및 볏짚의 이론 메탄 발생량은 각각 387.25, 308.39 

mL-CH4/g-VS였다. 이에 근거하여 평가한 단일 기질인 우

분 및 볏짚의 생분해도는 각각 37.58, 44.81%였다. 이는 볏

짚보다 우분의 단일소화시 메탄전환율이 낮음을 의미한다. 

 

병합 혐기성 소화 기질의 메탄 잠재량과 시너지 효과

단일 기질을 포함하여 병합 기질의 생화학적 메탄 잠재량, 

이론 메탄 발생량, 생분해도, 시너지 인덱스(synergy index)

를 정리하여 Table 3에 제시하였다. 병합 기질의 메탄 잠재

량은 볏짚의 병합 비율이 클수록 증가했다.

기존 연구에서는 병합소화 시너지 효과를 평가하고자 실

험 및 계산을 통해 얻은 메탄 발생량의 비율을 계산해 시너지 

인덱스를 이용하였다[43]. 예를 들어, 하수슬러지와 셉테이지

(septage)의 병합 비율에 대한 시너지 효과를 평가하기 위해 

메탄 발생량의 실험값과 계산값을 이용한 것이다[43]. 본 연

구에서는 메탄 발생량 대신 생분해도를 이용해 시너지 인덱

스를 평가하였다. 본 연구에서 메탄 발생량 대신 생분해도를 

이용해 시너지 인덱스를 평가한 이유는 메탄 발생량을 원소 

조성 기반의 이론 메탄 발생량으로 표준화한 생분해도가 단

순히 VS 무게를 기준으로 평가한 메탄 발생량보다 기질의 특

성을 반영한 인자라고 판단했기 때문이다. 따라서 실험 생분

해도 값과 계산 생분해도를 비교해 시너지 인덱스를 결정하

였다. 실험 생분해도는 최대 메탄 발생량과 이론 메탄 발생량

의 비율로 계산하였고, 계산 생분해도는 VS 무게 기준의 병

합 비율을 고려해 단일소화 기질의 생분해도를 가중 평균하

여 계산하였다.

우분 및 볏짚을 2:1로 병합한 경우 시너지 인덱스가 1.00

이어서 시너지 효과가 없다고 할 수 있다(Table 3). 이와 비

교해 우분 및 볏짚의 비율을 1:2 및 1:1로 병합한 경우 시너

지 인덱스는 각각 1.12, 1.03로 나타나, 실험에 사용한 3개 비

율 중 1:2 비율이 가장 큰 시너지 효과를 보이는 것으로 확인

하였다(Table 3). 반면 기존 연구에서는 우분과 볏짚의 비율

이 1:1일 때 메탄 발생량이 1:2 또는 2:1일때보다 높았다[27].

병합 혐기성 소화 시 시너지 효과가 나타나는 원인은 독성 

물질의 희석, 다량영양 또는 미량영양 물질의 균형, 수분 조

절 등이 있다[44]. BMP 실험은 미량영양 물질이 포함된 완

충용액을 사용하여 낮은 고형물 농도에서 진행되기 때문에, 

기질의 병합으로 인한 독성 물질의 희석, 미량영양 물질의 균

형, 수분 조절 영향은 관찰된 시너지 효과의 원인에서 배제할 

No. Substrates Carbon (%) Nitrogen (%) C/N ratio
Methane 

generation 
(mL/g-VS)

References

1

Cow manure (CM) 39.5-40.8 1.1.78-2.24 18.2-22.9 -

[51]Rice straw (RS) 40.9 0.82 49.6 -

CM:RS = 2.7-6:1* - - 26-31 140-182

2

Cow manure 36.81 2.30 16.0 193.23

[27]

Rice Straw 38.19 0.80 47.5 177.29

CM:RS = 1:2 - - 19.5 181.13

CM:RS = 1:1 - - 22.4 196.03

CM:RS = 2:1 - - 26.6 183.51

3

Cow manure - - - 165

[24]
CM:Shredded wheat 
straw (SS) = 19:1*

- - - 214

CM:Briquetted wheat 
straw (BS) = 19:1*

- - - 217

*The ratio of the substrate mixture is on mass basis. Other ratios are based on the volatile solid (VS).

Table 2. Carbon (C)-to-nitrogen (N) ratios of cow manure and rice straw used in other studes
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수 있다. 따라서 기질의 특성인 원소 구성(C, H, O, N, S) 및 

탄수화물, 단백질, 지방 조성 균형이 시너지 효과의 원인일 수 

있다. 탄수화물, 단백질, 지방은 분석에 필요한 시료량(건조시

료 2 kg 필요)이 부족하여 수행하지 못했으나, 원소 분석을 

통해 C/N 비율을 확인하였다. 기질의 C/N 비율은 혐기성 

미생물이 이용하는 기질의 영향 균형을 나타내는 중요한 척

도로 탄소 또는 질소가 제한 요소일 경우, 혐기성 미생물의 

대사에 불균형을 초래해 기질 이용성을 낮출 수 있다. 탄소는 

미생물의 에너지원 및 biomass로 활용하는 기본 원소이고 

최종적으로 메탄으로 전환될 수 있는 양과 직접적인 관련이 

있다. 질소는 미생물 대사와 단백질 합성에 필수적인 영양소

이다[45-47]. 우분과 볏짚 비가 1:2, 1:1, 2:1일 때 C/N비는 

각각 26.26, 23.25, 21.01이었다. 볏짚의 비율이 높아질수록, 

C/N비가 높아지는 것을 확인하였다. 따라서 병합소화의 시

너지 효과는 C/N비율의 증가에 의한 것으로 볼 수 있다.

메탄 발생 동역학 분석

수정된 Gompertz 식 (Eq. 3)을 이용해 최대 메탄 발생속

도와 초기 지체기를 평가했다(Fig. 2와 Fig. 3). 최대 메탄 잠

재량(Mmax)은 실험에서 얻은 단일 또는 병합 기질의 최대 메

탄 발생량으로 고정하여 최대 메탄 발생속도 상수, 초기 지체

기를 평가했다. 그 결과는 Table 3에 정리하여 나타냈다. 수

정된 Gompertz 모델식은 실험결과를 높은 상관계수(R2 = 

0.96-0.98)로 설명할 수 있었다. 병합소화의 초기 지체기의 

경우 우분과 볏짚의 비가 1:2일 때 9.77일로 가장 짧았고, 우

분과 볏짚 비가 2:1일 때 가장 길었다(Table 3). 마찬가지로 

최대 메탄 잠재량도 우분과 볏짚의 비가 1:2일 때 158.59 

mL/g-VS로 가장 높았고, 이는 우분 단일소화보다 약 9% 

증가한 양이다(Table 3). 이와 유사하게 야생초를 우분과 병

합소화했을 때의 메탄 잠재량도 우분을 단일소화했을 때보다 

약 8% 이상 증가한 것으로 보고되었다[22]. 반면 우분과 볏

Parameters (inits) Blank CM RS CM/RS=1:2 CM/RS=1:1 CM/RS=2:1

Observed CH4 potential
(mL/g-VS)

40.84±3.80 145.52±9.18 138.19±13.61 158.59±27.49 147.84±20.02 143.82±13.50

Theoretical CH4 potential
(mL/g-VS)

- 387.25 308.39 334.68 347.82 360.96

Biodegradability
(%, v/v)

- 37.58 44.81 47.39 42.50 39.84

Synergy index - - - 1.12 1.03 1.00

Modified Gompertz model

Rmax(mL/g-VS/day) 2.35 9.41 10.43 9.97 8.92 11.07

λ (day) 9.01 10.36 10.97 9.77 10.42 12.65

Mmax(mL/g-VS) 40.84 145.52 138.19 158.59 147.84 143.82

R
2 0.98 0.97 0.97 0.96 0.98 0.97

Table 3. Observed and predicted methance potential, biodegradability, estimated kinetic parameters of each case

Fig. 2. Cumulative methane production during the 
biochemical methane potential (BMP) test using single 
substrate. Blank: control without substrates, CM: cow 
manure, RS: rice straw.

             

Fig. 3. Cumulative methane production during the 
biochemical methane potential (BMP) test using mixed 
substrates at different ratios. CM: cow manure, RS: rice 
straw.
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짚의 비가 2:1일 때 메탄 잠재량이 가장 낮았다(Table 3). 

 

미생물 군집과 메탄 발생량의 관계 

Fig. 4는 시료 준비를 위해 사용한 원슬러지(Original), 

슬러지와 배지만을 주입한 대조군(Control), 그리고 슬러지, 

배지, 기질을 주입한 실험군 시료의 미생물 군집간 유사도를 

보여준다. Bray-Curtis 유사도 80%를 기준으로 했을 때, 원

슬러지와 대조군 사이에는 유의미한 차이(62.7%)가 있었으

나, 우분과 볏짚을 단독 기질로 하여 혐기성 소화를 한 시료

의 경우 원슬러지(51.4±2.5%)뿐아니라 우분을 처리한 경우

(78.4±0.7%)에는 대조군과도 유의미한 차이를 보였으며, 볏

짚을 단독으로 처리한 경우(79.2±1.0%)에는 대조군과 유사한 

것으로 나타났다(Fig. 4(a)). 또한, 우분과 볏짚을 혼합하여 

처리했을 때, 대조군과 비교하여 미생물 군집에서 75.9±2.3%

의 차이를 보였다(Fig. 4(b)). 우분과 볏짚을 단독으로 처리한 

시료와 병합 처리한 시료 간의 Bray-Curtis 유사도는 80.0± 

2.7%로 우분과 볏짚의 처리형태에 따른 미생물 군집의 차이

는 유의미한 수준은 아닌 것으로 밝혀졌다.

종 수준(97% sequence identity)에서 지정한 OTUs 자

료를 이용하여 계산된 각 샘플의 Shannon’s 다양성 지표에 

따르면, 원슬러지가 3.6으로 계산되었고 대조군과 실험군의 

다양성은 각각 4.0±0.01, 4.2±0.1로 증가한 것으로 나타났다. 

다양한 무기물이 포함된 배지와 우분 및 볏짚과 같은 비한정

(undefined) 복합 기질의 주입 및 외부 기질과 함께 유입된 

외부종에 의해 군집 내 다양성이 증가하는 변화가 일어난 것

으로 판단되며, 이 때 변화한 미생물 분류군이 메탄생성량의 

증가를 유발했음을 시사했다.

Fig. 5는 원슬러지와 실험에 사용한 시료들의 미생물 군집 

분석 결과를 보여준다. 원슬러지와 대조군, 그리고 실험군의 

세균 군집은 문(phylum) 수준에서 구성원의 조성(compo-

sition)은 동일했지만, 각 문의 양적 분포에서는 차이가 관찰

되었다. 원슬러지와 비교해 배지를 넣은 대조군의 경우 차이

가 관찰되었지만, 볏짚 또는 우분을 기질로 주입한 실험군의 

경우 대조군과 비교하여 양적으로 유의미한 차이를 보이는 문 

수준의 분류 군은 관찰되지 않았다(Fig. 5). 원슬러지와 대조군, 

실험군 모두 Bacteroidota (35.2%)와 Firmicutes (21.6%)가 

가장 높은 우점도를 보이는 것은 동일했지만, 원슬러지에서 

우점하는 것으로 보였던 Cloacimonadota (18.3%) 문이 대조

군과 실험군에서 평균 6.3 (± 1.8)%로 감소한 것으로 관찰되

었다(Fig. 5). 반면, 원슬러지에서 3.4, 1.4, 0.9%로 관찰되었던 

Chloroflexi, Desulfobacterota, 그리고 Acidobacteriota

는 대조군 및 실험군에서 각각 7.3 (±1.0), 6.9 (±0.6), 그리고 

3.8 (±0.4)%로 증가했다. 원슬러지와 비교하여 대조군 및 실

험군에서 양적으로 증가한 분류군 중 Acidobacteria의 

Aminicenantales와 Bacteroidota의 Blvii28 wastewater- 

sludge group, Desulfobacterota의 Syntrophobacter는 

모두 수소를 생성하는 syntrophic bacteria로 알려져 있다

(Table 2). 또 상대적으로 양의 변화는 미미했지만 Spiro-

       

Fig. 4. Hierarchical cluster analysis using OTUs abundance data for (a) original, controls, and samples with single 
substrate, and (b) controls and samples with co-substrates. Original: wastewater sludge, Control: wastewater sludge in 
the mineral medium, CM, RS, CM/RS: wastewater sludge in the mineral medium with cow manure (CM), rice straw 
(RS) or mixture of cow manure and rice straw (CM/RS) as substrates.

Fig. 5. Phylogenetic structure of bacterial community at 
the phylum level. The phyla having less than 1% relative 
abundance were grouped into ‘minor’. Original: wastewater
sludge, Control: wastewater sludge in the mineral medium, 
CM, RS, CM/RS: wastewater sludge in the mineral medium 
with cow manure (CM), rice straw (RS), or mixture of cow 
manure and rice straw (CM/RS) as substrates.
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chaeta 또한 발견되었는데(Table 2), Spirochaeta는 잘 알려

진 homoacetogen으로써 해당 종으로부터 생성되는 아세트

산(acetate)과 위의 syntrophic bacteria가 생성하는 수소가 

주 기질이 되어 메탄생성균의 메탄생성을 촉진할 수 있다는 

연구가 보고된 바 있다[48]. 이와 같은 종의 변화가 대조군 

및 실험군이 원슬러지에 비해 더 높은 양의 메탄을 생성할 수 

있는 이유가 되었을 것으로 판단된다.

슬러지(대조군)에 의한 메탄생성량은 우분과 볏짚을 처리

하였을 때 큰 폭으로 증가했다(Fig. 2). 때문에 실험군에서의 

높은 메탄 생성량의 원인이 될수 있는 실험군의 지표미생물

을 Indicator species analysis(ISA)를 통해 분석했다. 총 

36개속 수준의 지표 미생물 분류군이 도출되었으며, 그 중에

는 Bacteroidota의 Ruminofilibacter (indicator value= 

0.99)와 Bacteroidetes_vadinHA17 (indicator value=0.86)

가 포함되어 있었다. 두 분류군 모두 우분이 주입된 경우에 더 

높은 양으로 존재하는 것으로 관찰되었다. 두 종 모두 아미노

산을 대사하여 메탄생성균에 기질을 제공하는 것으로 알려져 

있으며, 특히 Bacteroidetes_vadinHA17은 최근 메타유전체 분

석을 통해 혐기성 소화조에 존재하는 아미노산을 대사하여 

메탄생성균이 필요로 하는 포름산(formate)을 생성, 제공하

는 것으로 밝혀졌으며, Candidatus Aminobacteroidaceae

라 새로운 과(family)로 명명되었다[49]. Ruminofilibacter 

또한 최근 장시간 운전되는 혐기성 소화조에서 후반부의 단

백질 대사 및 메탄생성과 밀접한 관련이 있음이 밝혀졌다[50]. 

그 외에 지표종으로 도출된 Chloroflexi의 Anaerolineae, 

Desulfobacterota의 Syntrophorhabdus는 모두 syntrophic 

bacteria로 full-scale 혐기소화조에서 메탄생성에 필요한 수

소를 제공함으로써 주요한 역할을 하는 핵심종으로 알려져 

있다[51, 52]. 다양한 무기물이 함유된 배지를 기본 매개로 

한 우분 및 볏짚의 처리가 메탄생성균의 직접적인 증감에 영

향을 주었는지 본 연구에서 관찰한 바는 없으나, 메탄생성균

과 상승 관계(synergetic relationship)를 보이는 것으로 잘

알려진 미생물 종의 증가를 촉발한다는 점을 직접 관찰함으

로써 우분과 볏짚의 메탄 생성 촉진의 효과와 그 기작을 규명

할 수 있었다.
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