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            초록
          
        

        
          Global efforts are focused on achieving carbon neutrality due to the increases in the levels of greenhouse gases. Moreover, the greenhouse gases generated from the disposal of municipal solid waste (MSW) are the primary sources of emissions in South Korea. In this study, we conducted the biological conversion of syngas (CO, H2, and CO2) generated from MSW gasification. The MSW-derived syngas was used as a feed source for cultivating Eubacterium limosum KIST612, and pressurization was employed to enhance gas solubility in culture broth. However, the pH of the medium decreased owing to the pressurization because of the CO2 in the syngas and the cultivation-associated organic acid production. The replacement of conventional HEPES buffer with a phosphate buffer led to an approximately 2.5-fold increase in acetic acid concentration. Furthermore, compared with the control group, the pressurized reactor exhibited a maximum 8.28-fold increase in the CO consumption rate and a 3.8-fold increase in the H2 consumption rate.
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      1. 서 론
      산업화가 시작된 후, CO2와 메탄과 같은 온실 가스의 배출이 증가하게 되고, 이로 인해 지구의 기온이 1.4°C 상승하며 기후변화에 따른 심각성이 증가하고 있다. 전 세계적으로 지구온난화와 화석연료의 희소성에 대해 온실가스 감축과 화석연료 의존도를 낮추기를 요구하고 있으며 파리기후변화협약을 통해 산업부분에서 연료 대체 기술, 폐기물 및 농업 등의 부문에서 매립가스 발전 등 가연성 폐기물의 에너지화와 같은 온실가스 감축 시도를 하고 있다.[1,2] 대한민국은 CO2 배출이 9번째로 발생 규모가 큰 온실가스 배출국이며, 주원인 중 한 가지는 도시형 생활 폐기물 (Municipal Solid Waste, MSW)로 인한 문제이다. 우리나라는 90%이상이 도시에서 생활하고 있으며 단위 면적당 발생량이 다른 나라에 비해 8-9배 정도 더 높다. 도시형 생활 폐기물은 폐기물들이 혼합되어 있어 산업 폐기물과 달리 자원화가 어렵다. 그래서 지금까지 발생량의 41%는 소각 및 매립되어 CO2를 배출하고 있으며, 연평균 MSW 유래 온실가스 배출량은 폐기물 전체에서 87% 이상 차지하고 있다.[3,4] 하지만 증가하는 MSW 발생량을 감당하기엔 매립의 경우 가능한 면적이 점점 한계에 다다르고 있고 소각의 경우 온실가스 배출이 문제가 되고 있다. 이에 가스화 방식은 기존 폐기물 처리 방식 문제점을 극복하여 불완전연소를 통해 SOx, NOx가 발생하지 않고 기존 연소소각방식은 주 생성물이 열량이 없는 CO2인 것에 반해 가스화는 주요 생성물이 합성가스인 CO와 H2이므로 에너지 회수가 가능하고, 연료와 화학물질로 변환이 되어 고부가가치를 이끌어낼 수 있다.[5,6]

      합성가스 전환은 금속 촉매를 이용하는 화학 촉매와 미생물 등의 생물 촉매를 사용한다. 화학촉매는 Fischer-Tropsch 공정을 통해 고온(150-350°C) 및 고압(30 bar)의 조건에서 액체 연료 및 화학물질로 변환한다.[7] 이에 반해 미생물 전환을 이용한 가스발효공정은 30-37°C의 온도와 대기압 조건에서도 주로 진행되므로 합성가스 전환할 때 생촉매를 이용하는 것이 공정비용 측면에서 유리하다. 따라서 합성 가스를 미생물 배양의 탄소원으로 이용하는 공정비용이 저렴하지만, 합성가스에 포함 된 고농도의 CO는 미생물 배양을 저해시키고, 낮은 용해도로 미생물이 이용하기에 어려움이 있다. 합성가스를 통해 발효가 가능한 아세토젠(Acetogen)이 있으며 이중에 Eubacterium limosum KIST612는 높은 CO 농도에서도 뛰어난 성장률과 H2를 이용하여 CO2를 전환할 수 있어서 공정 내 온실가스를 기질로 활용 할 수 있다.[8~10] 아세토젠은 Wood-Ljungdahl 경로를 통해 CO 및 CO2, H2를 통해 acetic acid을 생산하며 반응식은 다음과 같다.[11~15]
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      Acetic acid 뿐만 아니라 butyric acid를 포함한 유기산을 아세토젠을 통해 얻을 수 있으며, 이러한 유기산은 분리정제를 통해 그 자체로 이용할 수 있거나 vinyl acetate나 cellulose acetate등과 같은 chemical 전환 또는 유기산을 기질로 하는 bacteria나 yeast, fungi의 유용한 탄소원 기질이 될 수 있다.[16]

      액상 기질과 달리 가스 기질은 넣어주는 만큼 전환이 쉽게 이뤄지지 않고, 기-액 전달된 만큼만 미생물이 기질로 이용 할 수 있다. MSW 유래 합성 가스의 주성분은 CO, CO2, H2이다. 이중 H2와 CO는 난용성 기체로 배지 내에 쉽게 용해되지 못한다. 그렇기 때문에 물질 전달 개선을 위한 공정이 필요하였다. 또한 합성 가스 내 CO2로 인해 배지 pH가 낮아 합성 가스에 따라 가장 최적의 pH 농도를 확인한 후, 배지 최적화 연구도 진행되었다.[17~20]

      본 연구는 E. limosum KIST612로부터 합성가스발효를 통한 유기산 생산 증진을 위해 고압반응기를 사용하였다. 또한 생성물인 유기산과 기질 CO2 유래 탄산으로 인한 pH 저감을 보완하기 위해 다양한 버퍼와 농도로 배양을 하였다. 또한, MSW 유래 합성가스는 성상, 가스화기 타입, 산화제, bed, 반응 온도에 따른 합성가스 조성이 다양하다.[21] 그렇기 때문에 H2/CO 비율을 3가지로 정하여 모사 표준가스 제작을 통해 진행하였으며 H2/CO 비율은 0.5, 1, 1.5로 하였다.

    

    

  
    
      2. 실험 방법 및 재료
      
        2.1 균주 및 배지 준비
        본 연구에서는 가스발효 균주인 E. limosum KIST612를 혐기조건하에서 배양하였다.[22] 모든 배지는 trace element을 포함한 기본배지를 제조, 살균한 다음 따로 제조, 멸균한 HEPES, vitamin 용액을 균주 접종 직전에 적량 첨가하며 준비하였다. 기본 배지는 NaCl 0.9 g, MgSO4･7H2O 0.2 g, CaCl･2H2O 0.1 g, NH4Cl 1 g, trace mineral 10 ml, yeast extract 2.0 g, redox indicator(resazurin solution, 0.2 % v/v) 0.1 ml을 증류수 1 L에 용해하여 최종 pH는 7.2로 조절하였다. 100X trace mineral은 chelating agent인 nitriletriacetic acid(NTA) 1.5 g/L을 포함하여 FeSO4･7H2O 0.1 g/L, MnCl2･4H2O 0.1 g/L, CoCl2･6H2O 0.17 g/L, ZnCl2 0.1 g/L, CaCl2･2H2O 0.1 g/L, CuCl2･2H2O 0.02 g/L, H3BO3 0.01 g/L, Na2MoO4 0.01 g/L, Na2SeO3 0.017 g/L, NiSO4･6H2O 0.026 g/L 및 NaCl 1 g/L을 함유하는 수용액이다. 기본 배지를 혐기로 serum vial 160 ml에 배지와 head space의 비가 각각 3:5이 되도록 분주하여 121oC에서 15분간 멸균한다. Filter 멸균한 vitamin 용액과 HEPES buffer(0.02 M, pH 7.2)을 기본 배지에 첨가하여 사용하였다. 제작된 500X Vitamin 용액은 biotin 2.0 mg/L, folic acid 2.0 mg/L, lipoic acid 5.0 mg/L, pyridoxine HCl 10.0 mg/L, thiamine HCl 5.0 mg/L, riboflavin 5.0 mg/L, nicotinic acid 5.0 mg/L, pantothenic acid 5.0 mg/L, cyanocobalamine 0.1 mg/L, p-aminobenzoic acid 5.0 mg/L 및 lipoic acid 5.0 mg/L로 조성되었다.[16] 배지는 serum vial을 사용하여 MFC(5850E, Brooks, USA)를 활용하여 N2 기체를 통해 혐기성 조건을 만들었다. Serum vial의 가스상은 고압 멸균되기 전에 순수한 CO를 사용하여 절대압 2 bar로 하였다. Seed culture의 1%(v/v) 접종하였고, 바이알 배양은 37°C, 150 rpm으로 배양되었다. 5N NaOH 용액을 첨가하여 pH를 7.0로 조절하였다. 균주는 동일한 조건에서 OD 0.4에서 계대 배양을 통해 활성을 유지하였다.

      

      
        2.2 미생물 배양
        
          2.2.1 버퍼에 따른 배양
          합성가스 내 CO2와 acetic acid생성에 따른 pH 저해로 인해 HEPES buffered basal medium(HBBM), phosphate buffered basal medium(PBBM), bicarbonate buffered basal medium(CBBM)을 비교하여 실험을 진행하였다. HEPES buffer와 0.02 M에 P 성분을 위해 KH2PO4 0.01 M을 추가하여 버퍼로 이용하였다. PBBM은 KH2PO4와 K2PO4를 혼합하여 1 M을 제작 후 이용하였다. CBBM은 NaHCO3 1 M을 제작하여 이용하였고, 접종 시 역시 P 성분을 위해 KH2PO4 0.01 M을 넣어주어 사용되었다. 기존에 사용하던 HEPES buffer 0.02 M을 대체하여 PBBM, CBBM를 각 합성가스 조성 별로 0.02 M, 0.06 M, 0.1 M의 조건으로 실험을 진행하였다. 120h 배양 동안 기질의 양이 부족하지 않도록 head space에 각 합성가스 조성별로 48, 96h에 가스치환하여 재가압하였다. 본 연구에서 사용한 가스조성은 H2/CO = 0.5(CO 30%, H2 15%, CO2 45%, N2 10%), H2/CO = 1(CO 30%, H2 30%, CO2 30%, N2 10%), H2/CO = 1.5(CO 30%, H2 45%, CO2 15%, N2 10%)로 나누어서 실험하였다.

        

        
          2.2.2 가압 반응기 배양
          배지 조건이 성립이 된 후, 기체 상 기질의 문제점인 난용성을 해결하기 위해 가압 공정을 진행하였다. 실시간 가스 분석, 세포 성장 및 생산성 확인을 위해 샘플링이 가능하게 포트를 구성하였다. 또한 혐기 상태로 실험이 진행되어야 했기 때문에 가스치환이 가능하고, 10 bar 이상의 고압을 버틸 수 있도록 스테인리스로 반응기를 제작하였다. 압력계와 가스 샘플링 세텀을 이용하여 12h마다 압력과 가스 조성을 확인하였다. 전체 110 ml에 배양액은 40 ml을 이용하였다. 기존 배양과 동일하게 배지 준비를 한 후, 가스 조성은 H2/CO =1 이용하여 합성가스 1 bar부터 10 bar까지 N2를 이용하여 압력에 변화를 주었다. 가압 반응기 샘플링을 하면 압력을 빼야 하므로, 각 실험 조건당 2개의 반응기를 통해 72h, 120h 두 번 OD와 유기산 농도를 확인하였다. 설계된 가압반응기의 모습은 Fig. 1과 같으며 tilting shaker를 통해 배양하였다.

          
            
            

            Fig. 1. 
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        2.3 분석 방법
        균주의 성장 분석을 위해 샘플링을 통해 분광광도계(UV-2600, Shimadzu, Japan)를 이용하여 600 nm에서 흡광도(Optical density, OD)를 측정하였다. 배양액 내 대사산물인 acetic acid과 butyric acid을 측정하기 위해 배양액을 원심분리(3100 × g, 10분)하고 상등액 1 ml을 0.2 μm 실린지필터를 통해 여과하였다. HPLC 분석은 Aminex HPX-87H 컬럼(Bio-Rad Laboratories, USA)을 갖춘 HPLC(Agilent 1260 Infinity II LC system, Agilent, USA)로 분석하였다. 온도는 50°C 이고, 이동상은 5 mM H2SO4를 유속 0.6 ml/min으로 사용하였다. RID 검출기를 통해 acetic acid과 butyric acid 농도를 분석하였다. 기체분석을 경우, GC(7890B, Agilent, USA)를 사용하여 serum 병의 헤드스페이스 가스 조성(CO, CO2, H2, N2)를 측정하였다. Porapak Q 및 molsieve 컬럼을 이용하였고, TCD로 측정하였다. TCD를 200°C로 가열한 후 헬륨을 이동상 가스로 사용하였다. 기체 조성 측정 후 압력계(ECO-2, KELLER, Switzerland)를 이용하여 serum병 내부의 기체 압력을 측정하고 기체상의 조성비를 정량 값으로 환산하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 논의
      
        3.1 합성가스에서의 버퍼 최적화
        CO2에 따른 pH 저감정도를 확인하기 위해서 미생물 미접종한 상태의 세럼반응기 내 배지에 CO2 100% 가스로 치환한 후 pH 변화를 확인했다. Table 1를 통해 알 수 있듯이 버퍼를 넣지 않은 경우에는 pH가 4까지 떨어지는 것을 확인 할 수 있었다. 또한, PBBM을 0.01 M에서 단독으로 사용하면은 HEPES를 넣은 버퍼보다 pH가 0.16 정도 더 하강하였으나 PBBM 0.03 M이상에서 HEPES와 함께 사용하는 것보다 pH 조절 능력이 뛰어난 것을 확인하였다. 이를 통해 PBBM으로 HEPES buffer의 대체 버퍼로 이용이 가능하다는 것을 확인 한 후 본 실험을 진행하였으며 PBBM 버퍼를 통해 배양하였을 때 셀재순환공정에서 0.232 mol AA/mol CO로 이론적수치인 0.25와 근접한 선행연구도 있었다.[23]

        
          Table 1. 
				
          

          
            Comparison of pH value on HEPES and Phosphate buffers under abiotic conditions at CO2 100% gas
          
          

        

        
          
            
              	Buffer
Run
              	Phosphate (M)
              	HEPES (M)
              	pH
            

          
          
            	1
            	0.00
            	0.00
            	4.00
          

          
            	2
            	0.01
            	0.02
            	6.20
          

          
            	3
            	0.03
            	0.02
            	6.35
          

          
            	4
            	0.05
            	0.02
            	6.56
          

          
            	5
            	0.07
            	0.02
            	6.73
          

          
            	6
            	0.01
            	
            	6.04
          

          
            	7
            	0.03
            	
            	6.47
          

          
            	8
            	0.05
            	
            	6.59
          

          
            	9
            	0.07
            	
            	6.77
          

        

        

        
          3.1.1 H2/CO=0.5 조성에서 배양
          합성가스 조성 H2/CO = 0.5 조건에서 버퍼 종류에 따라 배양하였다. 모든 버퍼에서 농도가 높을 때 pH 조절이 효과적인 것을 확인하였다. Fig. 2와 같이 PBBM은 0.1 M에서 OD 1.58, CO 소비 7.82 mmol로 가장 높았고 acetic acid과 butyric acid 농도를 합한 유기산 농도는 1.70 g/L 로 가장 높았다. CBBM은 버퍼의 농도가 높아질수록 생장이 증가되었으나 0.06 M이상 농도에서 PBBM보다는 소폭 낮았다. CBBM의 조건에서는 0.1 M에서 OD 1.51로 가장 높았고, CO 소비는 7.57 mmol, 유기산 농도는 1.60 g/L로 확인하였다. 두 버퍼 모두 0.1 M에서 가장 높은 생장과 대사산물을 만들었지만 0.06 M과 큰 차이를 보이지는 않았다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Effects of buffer and buffer concentration on E. limosum KIST612 cultivation at syngas composition H2/CO =0.5
            
            

            

          

          세포 생장과 소비된 CO, acetic acid 및 butyric acid의 생산 농도 및 pH는 Table 2를 통해 확인할 수 있다. 가스 주입전에 초기 pH는 7.0으로 조절하였으나 가스 주입후 pH를 바로 측정한 결과 합성가스 내 CO2로 인하여 바로 떨어진 것을 알 수 있다. 가스 조성 H2/CO = 0.5 에서 가장 최적의 버퍼 농도는 PBBM 0.1 M로 확인되었다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Effects of concentration of PBBM and CBBM on cultivation at syngas composition H2/CO = 0.5
            
            

          

          
            
              
                	Buffer
                	OD (600 nm)
                	CO (mmol)
                	AA (g/L)
                	BA (g/L)
                	Initial pH
                	Final pH
              

            
            
              	PBBM 0.02M
              	1.10±0.11
              	6.14±0.38
              	0.68±0.08
              	0.58±0.07
              	6.39±0.00
              	5.68±0.01
            

            
              	PBBM 0.06 M
              	1.50±0.00
              	7.80±0.04
              	1.02±0.01
              	0.53±0.00
              	6.66±0.00
              	6.09±0.01
            

            
              	PBBM 0.1 M
              	1.58±0.05
              	7.82±0.11
              	1.21±0.08
              	0.49±0.01
              	6.77±0.03
              	6.28±0.04
            

            
              	CBBM 0.02 M
              	1.20±0.11
              	6.96±0.18
              	0.65±0.09
              	0.64±0.01
              	6.54±0.00
              	5.73±0.01
            

            
              	CBBM 0.06 M
              	1.48±0.06
              	7.97±0.04
              	0.94±0.06
              	0.48±0.06
              	6.78±0.01
              	6.19±0.06
            

            
              	CBBM 0.1 M
              	1.51±0.13
              	7.57±0.05
              	1.10±0.01
              	0.50±0.04
              	6.93±0.00
              	6.57±0.00
            

          

          

        

        
          3.1.2 H2/CO=1 조성에서 배양
          Fig. 3을 통해 낮은 농도의 버퍼에서는 HEPES가 효과적인 것을 확인 할 수 있었지만 버퍼의 농도가 높아짐에 따라 PBBM에서는 유기산 농동가 약 2.2배 높았고, CBBM에서는 약 1.9배 높아 대체 버퍼가 더 효과적인 것을 확인하였다. PBBM에서 버퍼의 농도가 높을 때 OD는 1.5, CO 소비는 6.95 mmol로 가장 높았고 유기산 농도 또한 1.71 g/L 로 가장 높았다. CBBM의 농도가 높을 때 오히려 생장이 떨어지는 것을 확인하였다. CBBM의 0.06 M 조건에서는 OD는 1.43로 가장 높았고, 0.1 M에서 CO 소비 7.05 mmol, 유기산 농도는 1.51 g/L로 가장 높았다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Effects of buffer and buffer concentration on E. limosum KIST612 cultivation at syngas composition H2/CO = 1
            
            

            

          

          미생물 생장과 유기산 각각의 생산 농도는 Table 3을 통해 확인할 수 있다. 가장 최적의 버퍼 농도는 PBBM 0.1 M로 확인되었고 0.06 M에서도 생장이 비슷한 모습을 보였다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Effects of concentration of PBBM and CBBM on cultivation at syngas composition H2/CO = 1
            
            

          

          
            
              
                	Buffer
                	OD (600 nm)
                	CO (mmol)
                	AA (g/L)
                	BA (g/L)
                	Initial pH
                	Final pH
              

            
            
              	PBBM 0.02M
              	1.25±0.03
              	6.15±0.01
              	0.50±0.01
              	0.34±0.02
              	6.55±0.01
              	5.95±0.05
            

            
              	PBBM 0.06 M
              	1.49±0.02
              	6.79±0.06
              	0.76±0.00
              	0.64±0.00
              	6.72±0.00
              	6.24±0.05
            

            
              	PBBM 0.1 M
              	1.50±0.00
              	6.95±0.03
              	1.14±0.00
              	0.57±0.01
              	6.89±0.00
              	6.49±0.01
            

            
              	CBBM 0.02 M
              	1.32±0.00
              	6.63±0.10
              	0.56±0.01
              	0.64±0.00
              	6.67±0.00
              	6.26±0.01
            

            
              	CBBM 0.06 M
              	1.43±0.02
              	6.97±0.02
              	0.88±0.00
              	0.53±0.02
              	6.90±0.01
              	6.79±0.01
            

            
              	CBBM 0.1 M
              	1.35±0.01
              	7.05±0.14
              	1.05±0.00
              	0.46±0.04
              	7.02±0.00
              	7.07±0.01
            

          

          

        

        
          3.1.3 H2/CO=1.5 조성에서 배양
          합성가스 조성 H2/CO = 1.5 조건에서 배양하였다. 버퍼 농도가 높을 때 pH 조절이 효과적인 것을 확인하였다. Fig. 4를 통해 PBBM의 0.1 M에서 OD 1.6, CO 소비 7.41 mmol로 가장 높았고 유기산 생산 또한 1.73 g/L 로 가장 높았다. CBBM의 농도가 높을 때 생장이 떨어지는 모습을 볼 수 있었다. CBBM에서는 0.02 M 조건에서 OD는 1.45 로 가장 높았고, 0.06 M에서 CO 소비 7.83 mmol, 유기산 농도는 1.51 g/L로 가장 높다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Effects of buffer and buffer concentration on E. limosum KIST612 cultivation at syngas composition H2/CO = 1.5
            
            

            

          

          세포 생장과 유기산의 생산 농도는 Table 4를 통해 확인할 수 있다. 가장 최적의 버퍼 농도는 PBBM 0.1 M로 확인되었고, 0.06 M 일때도 생장이 비슷한 모습을 보였다.

          
            Table 4. 
				
            

            
              Effects of concentration of PBBM and CBBM on cultivation at syngas composition H2/CO = 1.5
            
            

          

          
            
              
                	Buffer
                	OD (600 nm)
                	CO (mmol)
                	AA (g/L)
                	BA (g/L)
                	Initial pH
                	Final pH
              

            
            
              	PBBM 0.02M
              	1.41±0.00
              	6.84±0.03
              	0.54±0.02
              	0.64±0.01
              	6.64±0.00
              	5.90±0.01
            

            
              	PBBM 0.06 M
              	1.60±0.01
              	7.16±0.03
              	0.86±0.00
              	0.65±0.00
              	6.82±0.00
              	6.29±0.01
            

            
              	PBBM 0.1 M
              	1.60±0.05
              	7.41±0.21
              	1.10±0.03
              	0.63±0.01
              	6.89±0.03
              	6.44±0.01
            

            
              	CBBM 0.02 M
              	1.45±0.06
              	7.68±0.03
              	0.62±0.04
              	0.63±0.02
              	6.82±0.04
              	6.17±0.11
            

            
              	CBBM 0.06 M
              	1.42±0.03
              	7.83±0.11
              	0.95±0.03
              	0.56±0.03
              	7.03±0.00
              	6.56±0.01
            

            
              	CBBM 0.1 M
              	1.27±0.00
              	7.68±0.00
              	1.08±0.00
              	0.43±0.00
              	7.12±0.00
              	6.89±0.00
            

          

          

        

        
          3.1.4 버퍼별 가격 비교
          다양한 가스 조성에서 기존 HEPES와 대체제인 PBBM, CBBM을 비교해보았다. H2/CO =1 조건에서 동일한 농도(0.02 M)에서 HEPES의 생장역할이 더 뛰어난 것을 확인할 수 있었으나 대체 버퍼농도가 올라갈수록 HEPES 보다 더 효과가 뛰어난 것을 확인하였다.기존의 HEPES가 아닌 phosphate와 carbonate 버퍼를 통해 미생물 배지를 대체 해 보았다. 이는 Table 5와 같이 HEPES의 비용이 다른 버퍼들에 비해 60배 이상 가격이 비싸기 때문이다.

          
            Table 5. 
				
            

            
              Comparison of buffered basal medium prices 
            
            

          

          
            
              
                	Buffer
                	Composition
                	Market Price ($/kg)
              

            
            
              	HBBM
              	HEPES
              	575.873
            

            
              	KH2PO4
              	8.589
            

            
              	PBBM
              	KH2PO4
              	8.589
            

            
              	K2HPO4
              	8.073
            

            
              	CBBM
              	NaHCO3
              	2.302
            

            
              	KH2PO4
              	8.588
            

          

          

          아세토젠인 Clostridium carboxidivorans, Clostridium ragsdalei에서도 MES 버퍼가 전체 배지가격의 90% 이상을 차지하여 버퍼를 줄이는 연구를 하였다.[24,25] H2/CO 조성과 무관하게 PBBM에서는 0.06 M과 0.1 M의 생장수치가 비슷하였으나 0.1 M에서 배지에서 많은 염이 발생됨을 확인하였다. 또한 CBBM은 합성가스 조성에 따라 농도별 양상이 달랐다. CO2 함량이 많은 H2/CO = 0.5에서는 버퍼 농도가 증가할수록 미생물 생장이 증가하였고 H2/CO = 1.5에서는 버퍼 농도가 높아질수록 세포 성장에 좋지 못한 영향을 주어 반대 양상을 보였다. 더욱이 CBBM 0.06 M이상에서는 염이 많이 발생하여 최적 버퍼는 합성가스 조성에 관계 없이 생장량이 우수하고 염이 발생하지 않은 PBBM 0.06 M로 설정하였다. 가압 반응에서는 도시형 생활 폐기물에서 가장 많은 비율을 차지한 H2/CO = 1을 가스 조성으로 고정하여 진행되었다.

        

      

      
        3.2 가압 반응기 배양
        
          3.2.1 합성가스 1 bar 조건에서 배양
          합성가스 농도를 1 bar로 고정한 후, N2 가스 가압을 통해 대조군(syngas 1 bar, N2 1 bar)을 포함하여 절대 압력 2, 4, 6, 8, 10 bar로 설정하여 배양하였다. Fig. 5는 압력에 따른 CO 소비, H2 소비, OD이다. 압력이 높을수록 빠르게 CO의 고갈을 보여주었고 절대압 10 bar에서는 48시간 이내에 CO가 모두 전환되었다(Fig. 5a 참조). H2는 초기에는 이용되지 못하다가 CO의 농도가 낮아짐에 따라서 사용되어졌다(Fig. 5b 참조). 이는 CO에 의해 저해되었던 hydrogenase가 다시 활성화되기 때문으로 사료된다.[26] 또한 6, 8, 10 bar의 경우에는 CO가 72h 이전에 모두 전환되었기 때문에 2, 4 bar에 비해 초기에는 OD가 높은 상태를 보였으나 CO, H2가 모두 사용된 120h에서는 기질부족에 따른 cell lysis로 오히려 낮은 수치를 보여주었다(Fig. 5c 참조).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Effects of pressurization on E. limosum KIST612 cultivation. (a) Carbon monoxide consumption, (b) Hydrogen consumption, (c) Cell growth. Syngas composition ratio was H2/CO =1. Total pressure was maintained with a fixed composition of 1 bar syngas and balanced with N2
            
            

            

          

          합성가스 농도 1 bar로 고정했을 때 전체 2 bar(syngas 1 bar, N2 1 bar)의 경우 CO와 수소 소비속도는 각각 0.007, 0.005 mmol/h 였다. 최적 압력은 10 bar이며, 기질의 양이 동일하게 주어졌을 때 압력 증가에 따라 CO 소비 속도와 H2 소비 속도 및 생장에 영향을 주었다. 비슷한 사례로 Thermococcus onnurineus NA1을 통해 CO를 기질로 하여 수소를 생산하는 미생물 수성가스전환 반응이 있다. 이때에 CO 부분압력은 동일하고 전체압은 1-10 bar으로 배양하였으며, 4 bar까지는 CO의 소비 속도가 증가하였다.[27]

        

        
          3.2.2 합성가스 3 bar 조건에서 배양
          Fig. 6은 합성가스 농도 3 bar를 고정한 후, N2 가스로 압력 차이를 주어 압력에 따른 생장 차이를 확인해 보았다. 합성가스 농도 1 bar와 마찬가지로 CO의 농도는 전체압이 높을수록 빠르게 소모가 되었다(Fig. 6a 참조). 또한 높은 압력인 전체압 8, 10 bar에서 수소 소비도 빠르게 일어났다(Fig. 6b 참조).

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              Effects of pressurization on E. limosum KIST612 cultivation (a) CO consumption, (b) H2 consumption, (c) OD. Syngas composition ratio was H2/CO =1. Total pressure was maintained with a fixed composition of 3 bar syngas and balanced with N2
            
            

            

          

          최대 CO 소비 속도는 10 bar조건에서 0.058 mmol/h 이였고(0-48h) 이는 1.45 mmol/L/h 이다. 생장 역시 72h 이전에는 2, 4 bar에서는 CO 전환이 다 되어있지 않고 수소를 활용하지 못하기 때문에 생장량이 낮았다(Fig. 6c 참조). Table 6은 유기산 생산성과 기질 소비속도를 표시하였다. 합성가스 농도 3 bar에서 압력이 높아질수록 CO, H2 소비 속도가 증가하는 것을 확인하였다. 유기산의 농도는 120h에서는 2.33, 2.38, 2.32로 큰 차이가 나지는 않았지만 72h에서는 0.16, 1.70, 2.20으로 압력이 높을수록 유기산이 증가하여 유기산 생산성이 높음을 알 수 있다. 합성가스 농도 3 bar에서 최적 압력은 10 bar이며, 기존(syngas 1bar, N2 1bar) 보다 CO 소비 속도는 8.28배, H2 소비속도는 3.8배, OD는 2.9배를 보여주었다.

          
            Table 6. 
				
            

            
              Comparison of organic acid production and gas consumption at various pressure (syngas = 3 bar fixed)
            
            

          

          
            
              
                	Pressure
(Syngas, N2)
(bar)
                	AA (g/L)
                	BA (g/L)
                	CO
consump.
(mmol/h)
                	H2
consump.
(mmol/h)
              

              
                	72h
                	120h
                	72h
                	120h
              

            
            
              	4 (3,1)
              	0.16
              	2.10
              	0.00
              	0.23
              	0.026
              	0.018
            

            
              	8 (3,5)
              	1.68
              	2.26
              	0.02
              	0.12
              	0.045
              	0.022
            

            
              	10 (3,7)
              	2.16
              	2.22
              	0.04
              	0.10
              	0.058
              	0.019
            

          

          

        

        
          3.2.3 합성가스 5 bar 조건에서 배양
          합성가스 농도 5 bar를 고정한 후, N2 가스로 압력 차이를 주어 압력에 따른 생장 차이를 확인해 보았다. 실험 조건은 절대 압력 6, 8, 10 bar로 설정되었다. 합성가스의 압력이 높아서 1, 3bar와는 달리 고압의 조건에서도 CO 전환이 72h 이전에도 50%가 되지 않았고 6 bar의 경우 120h에도 모두 전환되지 못하였다(Fig. 7a 참조). 또한 수소의 전환율은 24.3-35.6%만 전환되었고(Fig. 7b 참조) 미생물의 생장의 경우 72h에는 모두 CO 전환율이 저조하였기 때문에 모든 압력에서 OD는 비슷하였고 120h에 고압조건의 경우 CO를 모두 전환되었기 때문에 6 bar에 비해 각각 56.8, 66.1% 증가하였다(Fig. 7c 참조).

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Effects of pressurization on E. limosum KIST612 cultivation. (a) CO consumption, (b) H2 consumption, (c) OD. Syngas composition ratio was H2/CO = 1. Total pressure was maintained with a fixed composition of 5 bar syngas and balanced with N2
            
            

            

          

          Table 7은 유기산 생산과 기질의 소비속도를 나타내었고 합성가스 농도 5 bar에서 압력이 높아질수록 CO 소비 속도가 증가하는 것을 확인하였으면 10 bar에서 0.042 mmol/h 이였고 합성가스 3 bar, 절대압력 10 bar에 비해 27.5% 감소하였으며 이는 CO에 의한 저해로 보인다. 합성가스 농도 5 bar에서 최적 압력은 10 bar이며, 기존조건(합성가스 1 bar, N2 1 bar)보다 CO 소비 속도는 6배 높았으며, OD는 4.17배 유기산 농도는 1.82배 되었다.

          
            Table 7. 
				
            

            
              Comparison of organic acid production and gas consumption at various pressure (syngas = 5 bar)
            
            

          

          
            
              
                	Pressure
(Syngas,N2)
(bar)
                	AA (g/L)
                	BA (g/L)
                	CO
consump.
(mmol/h)
                	H2
consump.
(mmol/h)
              

              
                	72h
                	120h
                	72h
                	120h
              

            
            
              	6 (5,1)
              	0.43
              	1.00
              	0.01
              	0.03
              	0.028
              	0.010
            

            
              	8 (5,3)
              	0.42
              	1.48
              	0.01
              	0.14
              	0.038
              	0.014
            

            
              	10 (5,5)
              	0.50
              	1.96
              	0.00
              	0.06
              	0.042
              	0.013
            

          

          

        

        
          3.2.4 합성가스 7, 9 bar 조건에서 배양
          Fig. 8과 같이 합성가스 농도 7, 9 bar로 고정한 후, N2 가스로 압력 차이를 주어 압력에 따른 생장 차이를 확인해 보았다. 실험 조건은 10 bar로 설정되었다. CO 전환율은 72h까지 7, 9 bar 각각 25.21, 20.84%로 낮았으나 120h 에는 90.63, 39.25%로 7 bar에서 72h 이후에 급격하게 CO 전환이 되었고 그로인해 OD는 9 bar에 비해 2.99배였다(Fig. 8a,c 참조). H2의 전환은 CO전환이 적기 때문에 7, 9 bar 모두 20%대의 낮은 전환율을 보여 주었다(Fig. 8b 참조). 합성가스 7 bar에서는 대조군과 비교했을 때, CO 소비 속도는 7.14배, acetic acid 농도는 1.73배 되었고 9 bar에서는 대조군 대비 CO 전환속도는 4배로 모두 대조군보다 높은 전환속도를 보여주었다. 합성가스 압력 9 bar로 고압 및 높은 농도임에도 불구하고 미생물 생장이 가능하다는 것을 확인할 수 있었다. Table 8에서는 절대압력 10 bar에서의 각 합성가스 압력에 따른 결과를 비교하였다. 대표적인 생산물인 acetic acid의 경우 3 bar에서 가장 높았으나 대조군 대비 합성가스의 양이 3배가 증가하였지만 acetic acid는 1.63배로 대조군 대비 carbon flux가 생산물 쪽이 아닌 미생물 생장 및 maintenance energy 쪽으로 쓰이는 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 8. 
				
            

            
              Effects of pressurization on E. limosum KIST612 cultivation at 10 bar. (a) CO consumption, (b) H2 consumption, (c) OD. Syngas composition ratio was H2/CO = 1. Total pressure was maintained with a fixed composition of 7 and 9 bar syngas and balanced with N2
            
            

            

          

          
            Table 8. 
				
            

            
              Comparison of organic acid production, gas consumption, pH and CO conversion at various pressure
            
            

          

          
            
              
                	Pressure (Syngas, N2) (bar)
                	AA (g/L)
                	CO consump. (mM/h)
                	H2 consump. (mM/h)
                	pH
                	CO conv. (%)
              

            
            
              	10 (1,9)
              	1.36 (1.00)
              	0.63
              	0.25
              	6.34
              	100
            

            
              	10 (3,7)
              	2.22 (1.63)
              	1.45
              	0.48
              	5.21
              	100
            

            
              	10 (5,5)
              	1.96 (1.44)
              	1.05
              	0.33
              	5.51
              	100
            

            
              	10 (7,3)
              	1.91 (1.40)
              	1.25
              	0.30
              	5.74
              	90.63
            

            
              	10 (9,1)
              	1.27 (0.93)
              	0.70
              	0.40
              	5.94
              	39.25
            

          

          

          더욱이 syngas가 증가함에 따라 포함되어 있는 CO2가 더욱 용해되고 산생성에 따른 pH가 낮아져서 acid-crash에 따른 저해도 존재한다.[28] 이러한 저해는 CO를 이용하고 H2와 CO2를 통해 유기산을 만들어야 하지만 낮은 pH로 인하여 미생물 활성이 좋지 않았을 수 있고 그로 인해 모든 압력조건에서 H2의 소비속도가 크게 차이 나지 않은 것으로 보인다. 특히, Syngas 압력이 9 bar의 경우 저해에 따른 lag가 길어져서 CO 전환속도와 전환율이 낮은 수치를 보였다.

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론 
      도시형 생활 폐기물 기반 모사 합성 가스를 이용하여 pH 저하에 따른 미생물 생장 저해 감소를 위해 버퍼최적화를 진행하였고, 가스 기질인 CO와 H2의 전환율 증가시키기 위해 가압 공정을 하였다. 그 결과 기존 버퍼인 HEPES 버퍼를 보다 저렴한 PBBM으로 변경해도 pH 저감 억제를 할 수 있으며 배지 가격 역시 감소하였다. 최적화된 PBBM 0.06 M을 포함한 미생물 배지를 통해 가압운전을 하였고 절대압력을 10 bar로 고정하여 다양한 합성가스 부분압력으로 배양하였을 때에는 합성가스 3 bar에서 최적조건으로 CO의 전환속도는 1.45 mM/h이다. 이를 통해 가압을 통한 폐기물 기반 가스의 CO 및 H2, CO2 성분의 전환을 통해 upcycling이 증진 될 수 있으며, 추가적으로 미생물 활성을 위해 pH-stat, 연속배지 주입, 배지 조성 최적화, CO 내성 강화 균주 개량 등을 통해 전환속도 증진과 생산물 증대를 하는 추후 연구가 필요하다.
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