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            초록
          
        

        
          Emitted CO2 is an attractive material for microbial electrochemical CO2 reduction. Microbial electrochemical CO2 reduction (i.e., microbial electrosynthesis, MES) using biocatalysts has advantages compared to conventional CO2 reduction using electrocatalysts. However, MES has several challenges, including electrode performance, biocatalysts, and reactor optimization. In this study, an MES system was investigated for optimizing reactor types, counter electrode materials, and CO2-converting microorganisms to achieve effective CO2 upcycling. In autotrophic cultivation (supplementation of CO2 and H2), CO2 consumption of Rhodobacter sphaeroides was observed to be four times higher than that with heterotrophic cultivation (supplementation of succinic acid). The bacterial growth in an MES reactor with a single-chambered shape was two times higher than that with a double chamber (H-type MES reactor). Moreover, a single-chambered MES reactor equipped with titanium mesh as the counter electrode (anode) showed markedly increased current density in the graphite felt as a working electrode (cathode) compared to that with a graphite felt counter electrode (anode). These results demonstrate that the optimized conditions of a single chamber and titanium mesh for the counter electrode have a positive effect on microbial electrochemical CO2 reduction.
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      1. 서 론
      산업화 이후 화석연료 사용량의 증가는 온실가스 배출로 인한 지구온난화를 초래하였고, 이로 인한 기후변화, 환경 파괴 등의 피해가 심각해지고 있다. 따라서 온실가스의 주 요인인 이산화탄소(CO2)를 저감하기 위한 탄소･포집･저장･활용(Carbon capture, storage and utilization, CCUS)에 관련된 많은 연구가 이뤄지고 있다.[1] CO2의 전기화학적 환원(Electrochemical CO2 Reduction Reaction, CO2RR)기술은 전기 에너지와 전기촉매(Electrocatalyst)를 사용하여 CO2를 부가가치 산물(CO, HCOOH, HCHO, CH3OH, CH4)로 전환시키는 기술이다. 그러나 CO2는 C=O 결합을 가지면서 매우 안정적인 물질로, 이를 환원시키기 위해서는 상당한 에너지가 필요하다. 따라서 CO2 환원을 위한 전기촉매는 전환 효율, 선택성 향상, 촉매 수명 등 다양한 요인들을 고려하여 설계되어야 한다. 이러한 전기촉매를 활용한 CO2 유래의 전환 물질이 상대적으로 탄소 사슬 길이가 짧고, 저렴하다는 특징이 있다.[2,3] 전기촉매를 이용한 CO2RR과 달리, 미생물 전기합성(Microbial electrosynthesis, MES)은 전기활성 미생물(Electroactive microorganisms)을 생촉매(Biocatalyst)로 사용하여 전기에너지(e-)로 환원력을 공급하여 미생물 내 대사 전환을 통해 CO2를 고부가가치 산물로 환원시킬 수 있는 친환경 기술이다. 전기활성(electroactive)의 종류에 따라 생산 가능한 산물이 짧은 길이의 탄소 사슬 물질(예, Acetate, Methane, Ethanol 등)부터 긴 길이의 탄소 사슬 물질(예, PHB, Carotenoids 등) 까지 다양하고, 이러한 특징으로 미생물 전기합성 시스템은 전환 효율, 산물 선택성, 비용 등에 이점을 가진다.[4~6] 미생물 전기합성 시스템은 산화 챔버(Anode chamber)와 환원 챔버(Cathode chamber)로 나뉘며, 광합성을 모방하는 시스템으로 재생 가능한 전기에너지를 사용한다. 산화 챔버에서는 전극으로부터 물 분해를 통해 산소와 양성자(H+) 및 전자(e-)가 생산되며, 생산된 전자는 전자회로(Electric circuit)을 통해 환원 챔버의 환원 전극(Working electrode)으로 전달되고, 양성자는 양성자 교환막(Proton Exchange Membrane, PEM)을 통해 환원 챔버로 전달되어 환원력(Reducing power)으로써 환원 전극을 통해 미생물에 전달된다. 미생물은 전극으로부터 전달받은 환원력을 이용하여, 세포 내 고유의 대사 기작을 통해 CO2를 부가가치 산물로 전환할 수 있다.[7~11]

      본 연구에서 사용된 전기활성 미생물인 Rhodobacter sphaeroides(R. sphaeroides)는 영양 조건(Heterotrophic) 및 비영양조건(Autotrophic), 혐기조건, 호기조건 등 다양한 환경에서 생장이 가능하다. 또한, Calvin-Benson-Basham(CBB) 회로, TCA 회로 및 Pentose phosphate 경로를 포함한 대사 기작의 다양성 및 활용 가능 기질의 다양성을 가져 CO2를 다양한 고부가가치 산물로 전환이 가능하다.[12,13] 미생물 전기합성 기술은 CO2를 부가가치 산물로 전환시킬 수 있어 친환경적 탄소 저감형 기술로 최근 큰 관심을 받고 있지만, 미생물의 배양 조건(온도, pH 등)에 맞춘 운영 및 생물전기화학 시스템의 영향 요인(전극 종류, 분리막, 반응기 형태, 인가전압, 전자 매개체 등)에 시스템 운영 효율이 영향을 받으며, 이로 인해 CO2의 전환 효율 및 scale-up 등의 실용화에 여러 문제점을 갖는다.[14] 이러한 문제점을 해결하기 위해 본 연구에서는 CO2 전환 효율을 증가시키기 위한 R. sphaeroides 배양 조건과 물질전달(Mass transfer) 및 전류밀도(Current density)향상을 위한 반응기 형태 및 상대전극(Counter electrode) 재료 개선을 통한 작업전극의 전류밀도 개선을 통해 효율적인 미생물전기합성 시스템 운영 가능성을 조사하였다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1 균주 및 배양 조건
        Rhodobacter sphaeroides KCTC1434 균주는 Korean Collection for Type Culture(KCTC)에서 구매하였다. R. sphaeroides 는 숙신산 배지(Sistrom’s medium)에서 활성화하였다. 배지 성분은 KH2PO4(2.72 g/L), NH4Cl(1.95 g/L), Succinic acid(4.0 g/L), glutamic acid(0.1 g/L), aspartic acid(0.04 g/L), NaCl(0.5 g/L), nitriloacetic acid(0.2 g/L), MgSO4･7H2O(0.3 g/L), CaCl2･2H2O(33.4 mg/L), FeSO4･7H2O(2 mg/L), (NH4)6Mo7O24(2 mg/L), 100 μL의 trace element solution, 100 μL의 vitamin solution으로 구성되어 있다. Trace element solution (TES) 및 Vitamin solution은 10,000배 농축하여 사용하였다. Trace element solution(TES)의 조성 성분은 EDTA(1.765 mg/L), ZnSO4･7H2O(10.95 mg/L), FeSO4･7H2O(5.0 mg/L), MnSO4･4H2O(1.54 mg/L), CuSO4･5H2O(0.392 mg/L), Co(NO3)2･6H2O(0.248 mg/L), H3BO3(0.114 mg/L) 이며, vitamin solution의 조성 성분은 Nicotinic Acid(1.0 mg/L), Thiamin HCl(0.5 mg/L), Biotin(0.010 mg/L) 이다. 최종 배양 배지는 KOH(20 g/L)을 사용하여 pH를 7.0로 맞춘 후 사용하였다.

      

      
        2.2 CO2 소모가 우수한 R. sphaeroides 선별을 위한 배양 조건 조사
        영양조건 배양은 앞서 언급한 숙신산 배지 20 mL에 R. sphaeroides 200 μL을 접종하여 2일 배양하였다. 비영양조건 배양은 앞서 언급한 숙신산 배지에서 숙신산을 제외하고, 탄소원 및 환원력을 공급하기 위해 가스를 CO2:H2:Ar(5%:60%:35%, v/v/v)의 조성으로 혼합하여 공급하였다. 일정 기간 배양한 후, 균주를 초기 흡광도 0.1이 되도록 세럼 바틀(Serum bottle)에 접종하였다. 배양 조건 및 환원력 유무에 따른 CO2 소모량을 조사하기 위해 각 배양 조건의 가스 조성은 CO2:H2:Ar(5%:60%:35%, v/v/v), CO2:Ar(5%:95%, v/v)로 공급하여 배양을 진행하였다.

      

      
        2.3 미생물 전기 합성 반응기 및 배양 조건
        본 연구에서 반응기 형태에 따른 균주 생장을 조사하기 위해 두 종류의 반응기를 이용하여 배양하였다. 250 mL Duran bottle을 토대로 제작한 유리 반응기로 구성된 H-형태의 이실형 미생물 전기합성 반응 시스템 및 단일형 미생물 전기 합성 반응 시스템을 사용하였다(Fig. 1 참조). 이실형 미생물 전기합성 반응 시스템은 양성자 교환막 (Proton exchange membrane, PEM; 40mm X 40mm, Nafion 117; DuPont Ltd., USA)과 고정 집게로 연결하였다. 두 종류의 반응기는 혐기 조건을 유지하기 위해 blue rubber 및 silicon stopper를 이용하여 모든 구멍을 밀봉하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Configuration of MES reactor system: (A) Double chamber MES; and (B) single chamber MES
          
          

          

        

      

      
        2.4 반응기 형태에 따른 미생물 전기합성 시스템 생장 조사
        이실형 및 단일형 미생물 전기합성 반응 시스템의 환원 및 산화 전극은 graphite felt(세로 50 mm, 가로 40 mm, thickness of 3-mm, Fuel Cell Store, TX, USA)를 사용하였다. 전압 인가를 위해 산화 및 환원 전극에 티타늄 와이어(직경 5 mm)로 연결하였다. 기준 전극으로 3M NaCl이 포화된 Ag/AgCl 전극(RE-4, BASI, USA)을 환원전극 반응기 및 단일형 미생물 전기합성 반응 시스템에 설치하였다. 각 반응기(각 250 mL)의 작용부피(Working volume)은 200 mL로 동일하였고, 숙신산이 제거된 영양배지를 공급하였다. CO2 공급을 위해 MFC(Mass flow controller)를 이용하여 CO2:Ar(5%:95%, v/v) 조성으로 혼합하여 30분 공급하였다. 전압은 전위가변기(Potentiostat; WMPG-1000, Wonatech, Korea)를 사용하여 -0.6V(vs Ag/AgCl 전극)로 인가하여, CO2를 환원시키기 위해 필요한 환원력을 공급하였다. 환원 반응기 및 단일형 반응기는 원활한 영양분 혼합을 위해 자석교반기(IKA color squid, IKA, Germany)와 마그네틱 바로 100 rpm에서 교반하였으며, 산화 전극 반응기는 별도로 교반하지 않았다. 모든 생물전기화학 반응 실험은 28~30°C로 온도를 유지하여 진행하였다.

      

      
        2.5 산화전극 재질에 따른 미생물 전기합성 시스템의 미생물 생장 조사
        단일형 미생물전기합성 시스템은 앞서 언급한 배지와 균주를 사용하였으며, 산화전극은 Graphite felt(세로 50 mm, 가로 40 mm, thickness of 3-mm, Fuel Cell Store, TX, USA)와 Titanium mesh(세로 70 mm, 가로 10 mm)를 사용하여 비교하였다.

      

      
        2.6 분석 방법
        균체 성장 분석을 위해 1~2일 간격으로 환원 전극 반응기 및 단일형 반응기의 샘플링포트를 통해 시료를 1 mL 일회용 멸균주사기로 채취하였다. 균체 농도는 UV-vis 분광광도계(UV-vis spectrophotometer; Eppendorf)를 사용하여 660 nm 파장에서 흡광도(Optical density, OD660 nm)를 측정하였다. 가스 소모량 분석을 위해 배양 전 후로 반응기의 헤드스페이스로부터 가스를 샘플링하여, porapak Q 컬럼(Agilent Technologies)이 장착된 가스 크로마토그래피(Gas chromatography-Thermal conductivity, GC-TCD, Agilent Technologies 7890B)를 사용하여 가스를 분석하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 배양 조건에 따른 R. sphaeroides의 CO2 소모
        Fig. 2는 배양조건에 따른 R. sphaeroides의 생장 및 CO2 소모 결과를 나타낸 그래프이며, Table 1은 배양 조건에 따른 R. sphaeroides의 CO2 소모량을 보여준다. 영양조건에서 배양된 균주는 최종 배양 7일의 흡광도의 경우, 수소 유무에 따른 큰 차이를 보이지 않았으나, CO2 소모량은 40.53 μmol(-H2), 78.53 μmol(+H2)로 약 1.93배 차이를 보였다. 비영양조건에서 배양된 경우, 흡광도는 0.60(-H2), 2.42(+H2) 생장하였으며, CO2 소모량은 55.63 μmol(-H2), 218.02 μmol(+H2)로 측정되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Comparison of cell growth and CO2 consumption in R. sphaeroides under different cultivation condition : (A, C) Bacterial growth; (B) CO2 consumption of heterotrophic cultivation; and (D) CO2 consumption of autotrophic cultivation
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            CO2 consumption of R. sphaeroides under different cultivation condition
          
          

        

        
          
            
              	Cultivation condition
              	Reducing Power (H2)
              	CO2 consumption (μmol)
            

          
          
            	Heterotrophic culture
            	-
+
            	40.53±0.83
78.53±18.24
          

          
            	Autotrophic culture
            	-
+
            	55.63±4.36
218.02±3.03
          

        

        

        수소(H2)가 있는 조건에서 배양된 균주는 CO2 소모량이 더 높았으며, 비영양조건에서 배양된 균주는 영양조건에서 배양된 균주에 비해 대략 4배 많은 CO2를 소모하였다. 따라서 미생물 전기 합성 시스템의 CO2 전환 효율을 높이기 위해 비영양조건에서 배양된 균주를 선택하여 적용하였다.

      

      
        3.2 미생물 전기합성 시스템 반응기 형태에 따른 균주 생장 확인
        Fig. 1은 미생물 전기합성 시스템의 반응기 모식도를 보여주는 그림이며, Table 2는 반응기 형태에 따른 장･단점을 정리한 표이다. 단일형 반응기의 경우, 분리막이 없어 단가 절감이 가능하며, 이실형 반응기에 비해 물질전달에 효과적이다. 그러나 이실형 반응기에 비해 산화/환원전극 반응부가 분리된 형태가 아니기 때문에 미생물의 생장은 산화전극 반응에 영향을 받게 된다. 이실형 반응기의 경우, 분리막을 통해 산화/환원전극 반응부가 분리되어 미생물에 대한 산화전극 반응의 영향이 없어 최적화에 유리하지만, 분리막에 의해 발생하는 H+ 농도 구배로 인해 반응기 내부 저항이 발생할 수 있다는 단점을 가진다.[15,16]

        
          Table 2. 
				
          

          
            Differences between the single- and double- chambered MES reactor
          
          

        

        
          
            
              	　
              	Single chamber
              	Double chamber
            

          
          
            	Advantage
            	∙ Low cost
∙ Efficiently mass transfer
            	∙ Negligible crossover of anodic and cathodic reaction
          

          
            	Disadvantage
            	∙ Crossover of anode and cathodic reaction
            	∙ Internal resistance caused by PEM
          

        

        

        Fig. 3은 배양기 형태에 따른 미생물 전기합성 운영 시 균주 생장량을 측정한 결과이다. 이실형 반응기의 경우, 배양 4일 차에 흡광도 0.25에 도달하였으며, 배양 6일차 이후로 균주 생장이 감소하는 경향을 확인하였다. 단일형 반응기의 경우, 배양 동안에 균주 생장량은 증가하는 경향을 보였으며, 배양 12일차에 흡광도 0.3에 도달하였다. 미생물 전기합성 운영 12일차에 이실형 반응기 대비 단일형 반응기의 경우 균주 생장량이 약 2배 향상 된 것을 통해 단일형 반응기에서 균주 생장에 대한 긍정적인 효과를 확인할 수 있었다. 따라서 미생물 전기합성 시스템의 성능을 개선하기 위해 단일형 반응기를 선정하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Comparison of R. sphaeroides growth under the different types of MES reactor
          
          

          

        

      

      
        3.3 산화전극 재질에 따른 미생물 전기합성 시스템의 성능 확인
        Fig. 4는 산화 전극 재질에 따른 미생물 전기 합성 시스템의 운영 효율을 확인한 그래프이다. Fig. 4 (A)는 전극 재질에 따른 균주 생장을 확인하였으며, 산화 전극이 Titanium mesh인 경우 균주의 생장량은 최대 흡광도 0.40까지 도달하였으며, Graphite felt의 경우, 균주 생장이 최대 흡광도 0.24로 1.67배 향상되었다. Fig. 4 (B)는 전류 밀도를 측정한 결과이다. 배양 시작 2일 후부터 12일 후까지의 전류 밀도를 확인하였을 때, 산화 전극이 Titanium mesh의 경우 전류 밀도가 -24.07 μA/cm2 였으며, Graphite felt의 경우 -3.20 μA/cm2로 8배 더 향상된 전류 밀도를 보였다. Fig. 4 (C)는 산화 및 환원 전극 표면에 바이오필름을 형성한 R. sphaeroides의 양을 측정한 결과이다. 산화 및 환원 전극이 Graphite felt의 경우, 각 각 33.5 mg, 38.25 mg 이었다. 산화 전극이 Titanium mesh인 경우, 균주가 전극에 부착하지 못하였으며, 환원 전극은 35.25 mg 으로 유사하였다. 이러한 결과를 통해, Titanium 소재의 산화 전극의 사용이 미생물 전기합성 시스템의 전류 밀도 향상과 안정적인 환원력 전달이 개선시킬 수 있음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The result of microbial electrosynthesis operation under the different types of counter electrodes: (A) Bacterial growth; (B) Current density; and (C) Attached cell weight of electrode. *N.D: not detected
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 미생물 전기합성 시스템의 성능 향상을 위한 균주 배양, 반응기 형태, 산화전극 재질에 대해 최적화를 목적으로 실시하였다. 비영양조건에서 배양된 R. sphaeroides는 영양조건에서 배양된 균주에 비해 CO2소모량이 약 4배 증가하였다. 단일형 반응기에서의 균주 생장량은 이실형 반응기에 비해 2배 높았으며, 꾸준히 미생물의 생장이 증가하는 경향을 보였다. 또한 산화 전극(상대전극)이 Titanium mesh일 때, 환원 전류밀도가 안정적으로 유지 되었으며, 최대전류밀도는 8배 이상 증가하였다. 이러한 결과들은 단일형 반응기의 물질전달의 향상과 금속재질의 산화 전극 사용이 미생물전기화학적 CO2 전환을 위한 환원력 전달에 긍정적인 효과를 나타낸다.

    

    

  
    
      Nomenclature
      
        
          	
          	
        

        
          	
            MES : 
          
          	
            microbial electrosynthesis
          
        

        
          	
            OD : 
          
          	
            optical density
          
        

        
          	
            CO2RR : 
          
          	
            electrochemical CO2 reduction reaction
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