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            초록
          
        

        
          In this study, we used the Flux Balance Analysis (FBA) program to examine the behavior of hydrogen and organic acids according to seasonal changes in food wastewater collected from D city. The results showed that average hydrogen conversion rates in spring, summer, autumn, and winter were 1.06, 0.71, 1.21, and 1.13 mol H2/mol of hexoseadded, respectively, indicating a significantly lower hydrogen conversion rate in summer than in other seasons. This phenomenon is believed to occur because the carbohydrate concentration of the incoming food wastewater is low. In addition, Lactobacillus, the lactic acid-producing bacterium, was 21.3% in spring, 27.2% in summer, 17.5% in autumn, and 22.6% in winter. The most distinctive feature of the microbial community in summer was that 15.3% of the Ilyobacter was analyzed. It was confirmed that Ilyobacter, which is involved in the production of acetic acid and propionic acid, is closely associated with the tendency of increasing acetic acid and propionic acid and thus contributes to organic acid change. Clostridium, a hydrogen-producing bacterium, was 76.2%, 50.8%, 78.3%, and 74%, in spring, summer, autumn, and winter, respectively. It was confirmed that Clostridium dominates the microbial community by approximately 70% or more in all seasons except summer.
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      1. 서 론
      음식물류폐기물의 자원화 과정에서 발생되는 탈리액인 음폐수는 음식물류폐기물의 자원화를 위해 전처리 과정에서 탈수 또는 염분 희석을 위한 세척 등으로 인하여 발생하게 된다.[1] 음폐수에 대한 정의는 음식물류폐기물 처리과정에서 발생되는 탈리액으로 단순하게 정의할 수 있지만 각 공정별로 음폐수의 발생을 고려하여 정의 및 범위를 설정할 필요가 있을 것으로 판단된다.[2] 음폐수에 대한 육상처리 관련 문제가 환경적 이슈로 대두된 2000년대 초반 이후 음폐수와 관련한 용어는 ‘음식물 탈리액’, ‘음식물 침출수’, ‘음식물 폐수’ 등 다양하게 사용되어져 왔지만 최근 들어 음식물 폐수를 줄여 ‘음폐수’ 라는 용어가 표준시 되고 있으며,[3] 각기 다양한 용어의 개념을 떠나 일반적으로 음식물류폐기물 처리과정에서 발생되는 고농도 폐수를 의미한다. 현재 자원화시설에서 발생되는 폐수는 침출수, 탈리액 및 소화/탈수여액 등으로 구분되며, 여기서 침출수란 음식물류폐기물을 자원화시설로 운반 후 반입조에 투입하여 전처리시설로 옮겨지게 되는데 반입조 에서 전처리시설로 옮겨지기 전까지 음식물류폐기물에서 발생되는 폐수를 침출수라 말하며, 이송과정 및 파쇄/선별시설에서 발생되는 폐수 역시 침출수라고 말한다. 탈리액은 전처리시설인 탈수 및 세척과정에서 발생되는 폐수를 말한다. 이와 같이 음식물류폐기물 처리시설에서는 처리공정 내에서 침출되거나, 탈리되는 폐수, 분해되지 않은 고농도의 폐수 또는 사료화 공정의 하부 침출수 및 응축수 등의 폐수가 발생된다. 따라서 음폐수에 대한 정의 및 범위를 재설정하면 ‘음폐수’라 함은 ‘음식물류폐기물 전처리 과정에서 침출, 탈리되는 폐수 및 자원화시설 본 처리과정에서 침출, 증발, 분해에 의하여 발생되는 폐수’라고 정의 내릴 수 있다.[4] 음식물 자원화시설의 운영에 있어서 음폐수가 많이 발생한 것은 음식물류폐기물이 갖고 있는 염분문제와 수분에 의한 건조 에너지 소비 등의 문제를 해결하고자 탈수 등의 전처리 과정에서 수분을 많이 제거하기 때문이며, 이는 사료 및 퇴비로 재활용하는 시설에서 발생되는 자연스런 현상에서 이의 처리방법에 대한 관심이 증가되고 있는 추세이다.

      2016년 음식물류폐기물 처리시설 설치 운영 현황자료를 분석한 결과 음식물류폐기물 처리시설에서 발생한 총 음폐수는 55,102 톤/일로 공공시설에서 30,803 톤/일로 전체 발생량의 56%, 민간시설에서 24,299 톤/일로 44%가 발생하였는데, 공공처리시설의 경우 이 중 55.7%인 754천 톤/년이 바이오가스화 처리되었다. 이는 민간시설에서 발생되는 음폐수를 포함한 총 음폐수 발생량으로 계산하면 30% 정도가 바이오가스화로 처리된다고 볼 수 있다. 우리나라에 보급된 혐기성소화방식은 대부분 습식소화방식이며,[5]바이오가스화는 혐기성 소화를 통하여 폐기물 및 폐수로부터 메탄가스를 회수하는 메탄소화가 주요하였지만, 최근들어 유기물의 메탄가스로의 전환을 부분적으로 차단하여 부가가치가 높은 수소를 생산하는공정 연구가 활발히 진행되고 있는 실정이다.

      따라서 본 연구에서는 음식물류폐기물의 전처리과정에서 발생되는 음폐수를 이용하여 계절변화에 따른 혐기성 수소 발효를 파이롯트 규모로 운전하고, FBA(Flux Balance Analysis)프로그램을 이용하여 수소 및 유기산의 거동을 확인하고자 하였으며, 추가적으로 미생물 군집변화를 통하여 유기산 생성과의 상관관계를 고찰하고자 하였다.

    

    

  
    
      2. 연구재료 및 방법
      
        2.1 음폐수의 성상
        본 실험에 사용된 음폐수는 D시 환경사업소 자원화시설에서 채취하여 사용하였다. 수거된 음폐수는 1차적으로 플라스틱, 실, 씨앗, 비닐, 뼈와 같이 처리에 적합하지 않은 것들을 선별한 후	2차 파쇄기를 통하여 온도 10℃ 이하의 냉장 저장조에 보관하여 적용하였고 음폐수의 성상은 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Characteristics of Food wastewater
          
          

        

        
          
            
              	Item
              	Unit
              	Value
            

          
          
            	TS
(Total Solids)
            	%
            	8.8 ~ 10.6
          

          
            	VS
(Volatile Solids)
            	%
            	7.3 ~ 8.6
          

          
            	TCOD
            	mg/L
            	98,510 ~ 123,870
          

          
            	SCOD
            	mg/L
            	58,250 ~ 70,230
          

          
            	Carbohydrate
            	g Carbo. COD/L
            	40±3
          

          
            	pH
            	-
            	4.2~4.9
          

        

        

      

      
        2.2 실험장치 및 운전조건
        실험 장치는 수소 발효 운전을 위한	파이롯트 규모로 임펠러 방식의 교반설비가 설치된 원통형이며 총 용적은 1.4 m3(유효용적 1 m3)이고, 가온부분에 있어서는 온수를 반응기 자켓에 순환시켜 중온 조건 35℃를 유지하였다. 반응기 상부에 상, 중, 하 지점에 pH sensor를 설치하여 지속적인 pH를 관찰하였다. 수소 발효가 진행되는 동안 생성된 바이오가스 발생량을 가스 측정기를 이용하여 확인하였다. 또한 자동계측 프로그램을 추가하여 지속적으로 관찰하였다. 또한 본 실험은 별 다른 식종균을 투입하지 않고, 음폐수 자체 내의 Clostridium sp. 계열의 미생물을 이용하였다.[6,7] 수소생산에 저해되는 종균의 사멸을 위해 HCl을 사용하여 pH를 2로 낮추고 약 12시간 동안 상온에서 100 rpm 교반하여 전처리 하였다. 전처리가 끝난 후 10 N KOH를 사용하여 초기 pH 8로 조절하였고, 반응기 내부는 질소 치환하여 혐기상태로 수소 발효를 시작하였다. 수소 발효가 진행되는 동안 유기산 생성에 의한 pH 저하 및 유지를 위하여 KOH를 사용하여 pH 5.5±0.2으로 유지하였다. 수소 발효 기간에는 100 rpm으로 교반하여 운전하였다.

      

      
        2.3 분석방법
        본 실험에 사용된 음폐수의 TCOD(total chemical oxygen demand), TS(total solids), VS(volatile solids)는 수질공정시험법에 따라 분석하였다.[8] 탄수화물 측정은 페놀-황산법을 사용하였으며 분석방법은 2 mL의 시료에 황산 5 mL, 페놀 1 mL를 첨가하고 30분간 반응시킨 후 spectrophotometer (DR/2010; Hach Co., USA)를 사용하여 490 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 온도조건은 injector 80℃, column 50℃, detector 90℃로 하였고 질소(99.999%)를 carrier gas로 하여 분석하였다. 발생된 수소 발효액의 유기산 농도는 수소 발효가 진행되는 동안 주기적으로 샘플을 추출하여 증류수와 희석하고 상등액을 0.2 ㎛ 막으로 여과 후 HPLC (Model VP, Shimadzu CO., Japan)를 이용하여 분석하였다. 검출기는 Ultraviolet(215 nm) detector(UV 100, Thermo Electron)가 사용되었고 column은 300 mm × 7.8 mm Aminex HPX-87H, 60℃로 분석하였다. Mobile phase는 5 mM H2SO4이었으며 이동속도는 0.6 mL/min이었다.

        또한 본 연구에서는 유기산 생산 공정의 외부 생산물을 기준으로 내부에서의 플럭스 흐름을 파악하기 위해 Flux Balance Analysis(FBA)를 이용하였으며, 미생물의 분석을 위해 반응조 내 샘플을 Ultraclean Soil DNA Kit (Cat #12800-50; Mo Bio Laboratory Inc, USA)을 이용하여 추출하였고 추출한 DNA는 Ultralclean Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, CA, USA)를 이용하여 정제하였다. 그리고 GS FLX tianium library prep guide에 따라 분류하고 분류된 library는 Picogreen assay(Victor 3)에 의해 정량하였다. 27F(5’ 16S GAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’)와 800R(5’ TACCAGGGTATCTAATCC 3’)의 16S universal 프라이머를 이용하여 16s rRNA gene로 증폭하였다. PCR 반응 이후에는 AMPure beads(Beckman coulter)를 이용하여 정성분석한 뒤에 시퀀싱은 454 pyrosequencing Genome Sequencer FLX Titanium(Life Science, CT, USA)를 이용하여 분류하였다.

      

    

    

  
    
      3. 연구결과 및 고찰
      
        3.1 수소발생 및 탄수화물 제거
        본 연구에 사용된 음폐수는	D시 전 지역에서 수거되는 것으로 실험실 규모의 연구에서 얻어진 수소 발효의 최적 운전 인자를 적용하고,[9] 파이롯트 규모의 설비를 구축하여 계절 변화에 따른 수소발생량, 전환율, 유기산 농도 등의 변화를 장기간 관찰하였다. 먼저 계절변화에 따른 수소발생량과	전환율을 Table 2와 Fig. 1에 나타내었다. 결과를 살펴보면 봄, 가을, 겨울의 경우 평균 전환율은 1.06∼1.21 mol H2/mol hexoseadded로 나타났다. 반면에 여름철의 경우 다른 계절 대비 약 50% 낮은 0.711 mol H2/mol hexoseadded의 전환율을 나타내었다. 이는 Fig. 2에서와 같이 투입되는 음폐수의 낮은 탄수화물 농도에 기인한 것으로 사계절 각각의 탄수화물 함량은 봄 33.8%, 여름 25.3%, 가을 31.8%, 겨울 36.1%으로 확인되었다. 그러나 봄, 여름, 가을, 겨울의 탄수화물 제거율은 약 90%으로 유사하게 나타났다. 이론적 수소발생량은 1 mol의 포도당으로부터 12 mol의 수소가 생성된다. 이를 기준으로 수소 전환 효율은 봄 3.1%, 여름 1.49%, 가을 3.22%, 겨울 3.4%로 음폐수의 탄수화물 농도 대비 겨울철이 가장 높은 것으로 나타났다. 이 결과를 실험실 규모의 음식물류 폐기물을 이용한 선행실험에서의 수소 전환율은 1.65 mol H2/mol hexoseadded 와 비교해보면[9] 다소 낮은 전환율을 나타냈으며, 이는 실혐실 규모의 실험과 다른 음식물류 폐기물의 성상 차이와 수거/운반 과정에서 특히 여름철의 높은 온도로 인한 탄수화물의 가수분해에 따른 결과라 여겨지며 신속수거체계 마련이 필요해 보인다. 또한 기존의 실 폐수로부터의 수소 생산 연구로서 그 사례가 순수 기질을 이용한 연구에 비해 극히 적지만, 음식물 쓰레기 침출수를 기질로 하여 iron dust를 첨가한 고온 ASBR을 이용하여 HRT 3일, 55℃, pH 5.2조건에서 2.08 mol H2/mol hexose의 높은 수소 전환율을 보였다.[10] 이와 같이 실제 폐수를 이용한 수소 생산의 적용 가능성은 볼 수 있지만 기본적으로 성공적인 수소 생산을 위해서는 기질 내의 탄수화물 구성비가 높아야 하며, 폐수 내에 포함된 비 수소 생성균에 의한 저해작용을 줄여야 하며, 특정 공장 폐수 사용 시 예측하지 못했던 현상들이 일어날 수 있다. 따라서 보다 많은 실제 폐수를 기질로 적용하여 다양한 환경 인자 변화를 통한 효율적인 수소 생산에 관한 연구는 반드시 이루어져야 한다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Characteristics production by hydrogen fermentation
          
          

        

        
          
            
              	Season
              	Hydrogen
production
[L]
              	Yield [mol
[H2/mol hexoseadded]
              	Carbohydrate removal rate
[%]
            

          
          
            	Spring
            	6,027
            	1.067
            	90.8
          

          
            	Summer
            	3,213
            	0.711
            	91.9
          

          
            	Autumn
            	7,415
            	1.215
            	89.3
          

          
            	Winter
            	6,893
            	1.131
            	89.3
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Hydrogen generation and conversion Rate by seasonal variation
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Carbohydrate removal by seasonal variation
          
          

          

        

      

      
        3.2 유기산 변화
        음폐수의 초기 탄수화물 농도 기준 약 40 g carbo. COD/L에서는 생성된 유기산을 Fig. 3에 나타내었다. 그 결과를 살펴보면 수소생산과 직접적인 관련이 있는 butyrate의 비율이 4계절 평균 19.8 g COD/L로 총 발생 유기산 중 butyrate농도가 약 50%의 비율을 나타내었다. 그러나 여름철의 경우 수소생산량과 비례하게 13.5 g COD/L으로 가장 낮았으며, lactate 농도는 11.7 g COD/L로 33.1%를 차지하는 것으로 나타났다. 또한 수소발효 시 butyrate/acetate (B/A) 비율이 수소발생량과 비례한다고 보고되고 있으며, 이는 수소발효에서 acetate보다 butyrate의 생성이 상대적으로 많아야 수소생산이 유리하다는 것을 의미한다. 기존 문헌에서도 butyrate/acetate의 비율이 2∼4일 때, 수소생산이 가장 활발한 것으로 보고되어져 있다.[11,12] 본 실험에서는 2.25, 2.25, 2.04, 2.47 평균 2.25로 나타났다. 이러한 결과로 볼 때 음폐수를 이용한 수소발효의 성능이 안정적으로 이루어진 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Variations of organic acids composition
          
          

          

        

      

      
        3.3 FBA(Flux Balance Analysis)이용한 수소 및 유기산 거동
        Flux 흐름 분석은 전자 또는 탄소 플럭스 분포 패턴을 분석하고 유기산, 아미노산, 다당류 및 항생제와 같은 생산물의 수율을 극대화하는 데 널리 사용되는 기본 접근방법이다. 시스템 내에서의 대사 생리학을 정량화하고 실험 데이터를 시뮬레이션 및 해석하며 대사공학을 위한 경로를 분석하고 생물 공정을 최적화하는데 유용한 도구로 사용되어져 왔다. FBA 프로그램의 몰 흐름도는 30 × 30 매트릭스로 이루어져 있는데, 이는 시스템 내에서 가능한 반응을 구분한 것으로 Table 3에 나타낸 바와 R1에서 R30까지 총 30개로 이루어져 있다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            List of reactions used in metabolic flux analysis
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Reaction
              	No.
              	Reaction
            

          
          
            	R1
            	GLC(ext) → GLC
            	R16
            	HAc → HAc(ext)
          

          
            	R2
            	GLC → Biomass
            	R17
            	4H2 + CO2 → HAc
          

          
            	R3
            	GLC → Res GLC
            	R18
            	ACCOA + 2NADH → EtOH + 2NAD+ + CoA
          

          
            	R4
            	GLC + 2NAD+ → 2PYR + 2NADH
            	R19
            	2ACCOA → ACACCOA + CoA
          

          
            	R5
            	NADH + CO2 → NAD+ + HFo
            	R20
            	ACACCOA → Act + CoA + CO2
          

          
            	R6
            	PYR + NADH → HLa + NAD+
            	R21
            	Act + H2 → PrOH
          

          
            	R7
            	HLa → HLa(ext)
            	R22
            	Act → Act(ext)
          

          
            	R8
            	HLa + NADH → HPr + NAD+
            	R23
            	ACACCOA + 2NADH → BTCOA + 2NAD+
          

          
            	R9
            	HPr → HPr(ext)
            	R24
            	BTCOA → HBu + CoA
          

          
            	R10
            	PYR + CoA + 2Fd2+ → ACCOA + CO2 + 2Fd+
            	R25
            	HBu → HBu(ext)
          

          
            	R11
            	NADH + 2Fd2+ ↔ NAD+ + 2Fd+
            	R26
            	HBu + 6H2 → HCa
          

          
            	R12
            	2Fd+ + 2H+ → 2Fd2+ + H2
            	R27
            	BTCOA + 2NADH → BuOH + 2NAD+ + CoA
          

          
            	R13
            	H2 → H2(ext)
            	R28
            	HAc → CO2 + CH4
          

          
            	R14
            	HPr + 6H2 → HVa
            	R29
            	CO2 + 4H2 → CH4 + 2H2O
          

          
            	R15
            	ACCOA → HAc + CoA
            	R30
            	CH4 → CH4(ext)
          

        

        

        총 30개의 반응은 14개의 세포 내 반응(intra-cellular reaction)과 16개의 세포 외 반응(extra-cellular reaction)으로 구성되는데 예를 들어, HAc는 아세트산으로 세포 내 반응을 통해 생산된 물질을 의미하지만 HAc(ext)는 세포 외로 유출되는 아세트산을 의미한다. Flux 흐름도는 음식물류폐기물의 수소발효에서 주로 발견되고 유기산 생성에 관여하는 미생물인 Clostridium sp., Lactobacillus sp., Seleomanas sp.에 의해 생산되는 부산물을 기반으로 네트워크가 구성되어 있으며, 유입된 기질 대비 생산물이 90% 이상일 때 신뢰도가 높다고 판단할 수 있다. 이 같은 기본 데이터를 바탕으로 Meta flux를 가동시킨 결과 투입된 글루코스 중 95% 이상이 계산되어 Flux 흐름을 만족하는 것으로 나타났다.

        좀 더 자세한 결과를 살펴보면, 유입되는 글루코스 R1부터 내부 흐름 및 생산물과 관련된 R2∼R30으로 구성되었으며, 생산된 수소는 R13에 나타내었다. 수소와 유기산의 생산은 밀접한 관계를 가지고 있기 때문에 수소를 최대화하여 생산하기 위해서는 글루코스에서 피루브산(pyruvate)으로 전환되고 최종적으로는 수소 및 아세트산을 생산하는 R4, R12, R13의 반응이 이루어져야한다. 하지만 혼합미생물인 경우에는 글루코스로부터 피루브산까지 전환되고, 그 이후에는 미생물에 따라 유산, 뷰틸산, 에탄올, 프로판올, 프로피온산 등 다양한 물질들로 전환된다.

        Fig. 4∼7은 계절변화에 따른 FBA 분석결과를 그림으로 나타내었다. 글루코스 1몰이 계 내로 유입되고 글루코스 1 mol/molHexose 중에서 이론적으로 수소가 생산된 것은 R12 경로에 의해 봄 1.684 mol/molHexose, 여름 1.279 mol/molHexose, 가을 1.764 mol/molHexose, 겨울 1.783 mol/molHexose이었으나, 실제 생산된 수소는 R13 경로에 의해 1.067, 0.711, 1.215, 1.131 mol/molHexose로 각각 0.617, 0.568, 0.549, 0.652 mol/molHexose 소모되었으며, 이는 대부분 수소와 이산화탄소를 이용하여 아세트산으로 전환하는 R17 반응에 의한 것임을 확인하였다. Butyrate는 생산된 유기산 중 약 50%를 차지하였고, FBA 분석 결과에서는 피루브산에서 아세틸-CoA로 전환되는 R10 반응과 2몰의 아세틸-CoA가 1몰의 Acetoacetyl-CoA(R23)를 거쳐 Butyryl-CoA로 되고 최종적으로 R24, R25의 반응으로 뷰틸산이 각각 0.510, 0.420, 0.483, 0.555 mol/molHexose가 생산되는 것을 확인하였으며, 이에 따라 정립된 관계식을 Table 4에 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Flux balance analysis in spring
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Flux balance analysis in summer
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Flux balance analysis in autumn
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Flux balance analysis in winter
          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Hydrogen and organic acid behavior using FBA
          
          

        

        
          
            
              	Season
              	Reactions
            

          
          
            	Spring
            	1.000 GLC(ext)→ 0.510 HBu(ext) + 1.067H2(ext)
+ 0.160 HPr(ext) + 0.00200 ResGLC + 0.00108
Biomass + 0.56600 HAc(ext) + 0.40200 HLa(ext)
          

          
            	Summer
            	1.00000 GLC(ext) -> 0.42000 HBu(ext) +
0.71100 H2(ext) + 0.20900 HPr(ext) + 0.00800
ResGLC + 0.00250 Biomass + 0.46600 HAc(ext) + 0.60600 HLa(ext)
          

          
            	Autumn
            	1.00000 GLC(ext) -> 0.48300 HBu(ext) +
1.21500 H2(ext) + 0.11200 HPr(ext) + 0.04800
ResGLC + 0.00758 Biomass + 0.59200 HAc(ext) + 0.35600 HLa(ext)
          

          
            	Winter
            	1.00000 GLC(ext) -> 0.55500 HBu(ext) + 1.13100
H2(ext) + 0.12500 HPr(ext) + 0.01000 ResGLC +
0.00450 Biomass + 0.56200 HAc(ext) + 0.33700 HLa(ext)
          

        

        

      

      
        3.4 미생물 군집변화
        음폐수를 이용한 파이롯트 규모의 수소 발효 시, 계절변화에 따른 미생물 군집변화를 관찰하였으며, 그 결과를 Fig. 8에 나타내었다. Genus 수준에서 감지된 주요 종들을 species 수준으로 분석 하였다. 이들 각각의 우점도는 전체 미생물 분석결과를 100% 기준으로 할 때 전체 matching 정확도는 98% 이상이다. 미생물은 2개의 그룹으로 분류되었다. 봄, 가을, 겨울철은 그룹 A에 함께 군집되어 있었고, 여름철은 그룹 B로 군집되었다. 여름철 조건의 미생물 군집은 봄, 가울, 겨울철의 미생물 군집에도 포함되어 미생물 군집 구조가 조금 다르지만 그룹 A와 관련되어 있다는 것을 보여주는 것이라 판단된다.

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            Microbial community classification
          
          

          

        

        발효 종료 시점에서 계절변화에 따른 미생물 분석결과를 Fig. 9와 Table 5에 나타내었으며, 젖산 생산 세균으로 알려진 Lactobacillus는 봄 21.3%, 여름 27.2%, 가을 17.5%, 겨울 22.6%로 나타났고, 젖산 생산균주들은 종 분석 결과, Lactobacillus brevis, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus tucceti로 나타났다. 또한 수소 생산균인 Clostridium은 76.2%, 50.8%, 78.3% 74%가 우점화 되는 것을 확인하였으며, 수소 생산에 관련된 미생물로는 Clostridium baratii, Clostridium novyi, Clostridium cochlearium, Clostridium saccharobutylicum로 나타났다. 특히 여름철의 경우 대표적인 젖산 생산균주 중 하나인 Enterococcus는 초기에 6%가 출현한 것을 확인하였다. 여름철의 미생물 군집변화에서 가장 특이점은 Ilyobacter delafieldii 라는 미생물이 15.3%로 나타났다. Ilyobacter는 아세트산과 프로피온산을 생산하는 박테리아로 유기산 변화와 관련하여 아세트산과 프로피온산이 증가하는 경향과 매우 밀접한 관련이 있을 것으로 판단된다. 또한 Proteus는 글루코오스로부터 산을 생산하는 미생물로 봄 2.5%, 여름 3.6% 가을 4.2%, 겨울 3.4%로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Microorganism analysis results in genus level
          
          

          

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            Species level variations of microbial community
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Composition (%)
              	Similarity (%)
            

            
              	Spring
              	Summer
              	Autumn
              	Winter
            

          
          
            	
              Enterococcus thailandicus
            
            	0
            	6
            	0
            	0
            	98
          

          
            	
              Lactobacillus composti
            
            	0
            	1.8
            	0
            	0
            	97
          

          
            	
              Lactobacillus concavus
            
            	0
            	0.9
            	0
            	0
            	97
          

          
            	
              Lactobacillus farciminis
            
            	0
            	11.3
            	0
            	0
            	99
          

          
            	
              Lactobacillus tucceti
            
            	0
            	7.2
            	0
            	0
            	99
          

          
            	
              Lactobacillus brevis
            
            	2.7
            	0
            	3.2
            	3.3
            	99
          

          
            	
              Lactobacillus coryniformis
            
            	4.1
            	0
            	3.6
            	5.3
            	99
          

          
            	
              Lactobacillus farciminis
            
            	10.3
            	0
            	6.6
            	9.8
            	99
          

          
            	
              Lactobacillus tucceti
            
            	4.2
            	0
            	4.1
            	4.2
            	99
          

          
            	
              Clostridium baratii
            
            	44.6
            	36.6
            	42.6
            	48.6
            	96
          

          
            	
              Clostridium novyi
            
            	31.6
            	10.9
            	35.7
            	25.4
            	95
          

          
            	
              Clostridium cochlearium
            
            	0
            	2.3
            	0
            	0
            	96
          

          
            	
              Clostridium saccharobutylicum
            
            	0
            	1
            	0
            	0
            	99
          

          
            	
              Harryflintia acetispora
            
            	0
            	2.3
            	0
            	0
            	99
          

          
            	
              Ilyobacter delafieldii
            
            	0
            	15.3
            	0
            	0
            	99
          

          
            	
              Proteus mirabilis
            
            	2.5
            	3.6
            	4.2
            	3.4
            	96
          

        

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 음폐수를 이용한 혐기성 수소 발효과정에서 FBA(Flux Balance Analysis)프로그램을 이용하여 수소 및 유기산의 거동, 미생물군집변화를 확인하고 분석을 통하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

      
        	1) 봄, 가을, 겨울의 경우 평균 전환율은 1.06∼1.21 mol H2/mol hexoseadded로 나타났다. 반면에 여름철의 경우 다른 계절 대비 약 50% 낮은 0.711 mol H2/mol hexoseadded의 전환율을 나타내었다. 이는 투입되는 음폐수의 낮은 탄수화물 농도에 기인한 것으로 사계절 각각의 탄수화물 함량은 봄 33.8%, 여름 25.3%, 가을 31.8%, 겨울 36.1%으로 확인되었다. 이론적 수소발생량은 1 mol의 포도당으로부터 12 mol의 수소가 생성된다. 이를 기준으로 수소 전환 효율은 봄 3.1%, 여름 1.49%, 가을 3.22%, 겨울 3.4%로 음폐수의 탄수화물 농도 대비 여름철이 가장 낮은 것으로 나타나 음식물류폐기물의 신속수거 체계 마련이 필요할 것으로 사료된다.


        	2) 유기산 변화를 살펴보면 수소생산과 직접적인 관련이 있는 butyrate의 비율이 4계절 평균 19.8 g COD/L로 총 발생 유기산 중 butyrate농도가 약 50%의 비율을 나타내었다. 그러나 여름철의 경우 수소생산량과 비례하게 13.5 g COD/L으로 가장 낮았으며, lactate 농도는 11.7 g COD/L로 33.1%를 차지하는 것으로 나타났다. 또한 수소발효 시 butyrate/acetate(B/A) 비율이 수소발생량과 비례한다고 보고되고 있으며, 본 실험에서는 2.25, 2.25, 2.04, 2.47 평균 2.25로 나타난 결과로 볼 때 음폐수를 이용한 수소발효의 성능이 안정적으로 이루어진 것으로 판단된다.


        	3) FBA(Flux Balance Analysis)프로그램을 이용한 수소 및 유기산의 거동 결과를 살펴보면 글루코스 1몰이 계 내로 유입되고 글루코스 1 mol/mol hexose 중에서 이론적으로 수소가 생산된 것은 봄 1.684 mol/mol hexose, 여름 1.279 mol/mol hexose, 가을 1.764 mol/mol hexose, 겨울 1.783mol/mol hexose이었으나, 실제 생산된 수소는 1.067, 0.711, 1.215, 1.131 mol/mol hexose로 각각 0.617, 0.568, 0.549, 0.652 mol/mol hexose소모되었으며, 이는 대부분 수소와 이산화탄소를 이용하여 아세트산으로 전환하는 반응에 의한 것임을 확인하였다. 또한 butyrate는 생산된 유기산 중 약 50%를 차지하였고, FBA 분석 결과에서는 피루브산에서 아세틸-CoA로 전환되는 R10 반응과 2몰의 아세틸-CoA가 1몰의 Acetoacetyl-CoA를 거쳐 Butyryl-CoA로 되고 최종적으로 각각의 반응으로 뷰틸산이 각각 0.510, 0.420, 0.483, 0.555 mol/mol hexose가 생산되는 것을 확인하였다.


        	4) 계절변화에 따른 미생물 군집변화를 관찰하였으며, 젖산 생산균으로 알려진 Lactobacillus는 봄 21.3%, 여름 27.2%, 가을 17.5%, 겨울 22.6%,로 나타났고, 수소 생산균인 Clostridium은 76.2%, 50.8%, 78.3% 74%가 우점화 되는 것을 확인하였으며, 수소 생산에 관련된 미생물로는 Clostridium baratii, Clostridium novyi, Clostridium cochlearium, Clostridium saccharobutylicum로 나타났다. 여름철의 미생물 군집변화에서 가장 특이점은 Ilyobacter delafieldii라는 미생물이 15.3%로 나타났다. Ilyobacter는 아세트산과 프로피온산을 생산하는 박테리아로 유기산 변화와 관련하여 아세트산과 프로피온산이 증가하는 경향과 매우 밀접한 관련이 있을 것으로 판단된다.
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