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 ABSTRACT

A Study on the removal of Nitrogen from Synthetic 

Wastewater by Immobilized Microorganism and 

Biofilm Process

                              by. Kang Yeong Ju

                              Advisor : Prof. Choi Hyung-il

                              Department of Environmental Bioengineering,

                              Graduate School of Chosun University 

The aim of this research is to develop a new process of Nitrogen 

removal. Whole cells of Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas 

aeruginosa AE-1-3 were immobilized by entrapment with polyethlene 

glycol(PEG), and various factors on the removal of nitrogen from synthetic 

wastewater were investigated by batch and continuous reactors. also, the 

possibilities of the removal of nitrogen was investigated by using the 

biofilm process attached to a nonwoven fabric. 

1. The removal of NO3-N by immobilized K. pneumoniae

The removal time of NO3-N was faster with increasing of the bead 

amount in the reactor. The immobilized K. pneumoniae utilized glucose, 

acetate and methanol as carbon sources in the anoxic condition, but 

methanol as a carbon source was not used for removal of NO3-N under  

oxic condition. Until the C/N ratios of 2.5~10, the lag times are similar but 

at the ratios of 10 and 30, the lag time showed a tendency to getting 

longer. And in the case of C/N ratios of 2.5, about 41.3% were consumed 



- xii -

because of the lack of carbon sources. The NO3-N removal efficiency of 

65.3% could achieved at the low temperature(10℃) by the immobilized K. 

pneumoniae. It could remove more than 15% than in the case of free 

cells. When the NO3-N concentration was 200 mg/ℓ in the synthetic 

wastewater, approximately 93.1% of NO3-N was removed within 30 hours 

by immobilized K. pneumoniae. The immobilized K. pneumoniae could 

remove NO3-N under anoxic condition. NO3-N of 50 mg/ℓ was completely 

removed at C/N ratio of 2.5 under anoxic condition. This indicates that It 

is possible to remove NO3-N at a lower C/N ratio than the oxic condition. 

The average efficiencies of NO3-N removal of 99.9% and 99.8% were 

achieved during continuous treatment by immobilized K. pneumoniae at the 

HRT of 24 hours and 12 hours, respectively. 

2. The removal of NH4-N-N and NO3-N by immobilized P. aeruginosa AE-1-3

 The removal rate of NH4-N and NO3-N increased with increasing of cell 

concentration in the immobilized beads. A higher removal rate of NH4-N 

and NO3-N were observed when the smaller bead size and more visual 

column of the immobilized beads were used. When glucose, was added as 

a carbon source, 50 mg/ℓ of NH4 -N and NO3-N was completely removed 

in 18 hours. other carbon source, such as methanol was not utilized.

NH4-N was completely consumed at C/N of 10 and 20, but C/N 5 and 

2.5 the removal efficiencies of NH4-N and NO3-N ranged from 

35.7%~76.9%. The removal effciencies of NH4-N and NO3-N increased 

with increasing of temperature and the NH4-N removal efficiency of 94.8% 

could achieved at the low temperature(10℃) by the immobilized P. 

aeruginosa AE-1-3.  The average removal efficiencies of NH4-N and NO3-N at 

the HRT of 6 and C/N 10 was 90.5% and 93.4% respectively during 

continuous treatment by the immobilized P. aeruginosa AE-1-3 when NH4NO3 

as a nitrogen source was used.

 In the case of using NH4Cl as nitrogen sources, it was assumed that 

operating in the condition of C/N 10 was adequate to remove effluent 
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NH4-N at 10 mg/ℓ.

3. The process of P. aeruginosa AE-1-3 combinated with activated sludge.  

  As a result of puttingP. aeruginosa AE-1-3 to a activated sludge in 

continuous system, the efficiency of the removal of NH4-N was 65.8%. But 

NH4-N did not convert into NO3-N. In the case of establishing activated 

sludge process and then establishing P. aeruginosa AE-1-3 process in 

continuous system, the efficiency of the removal of NH4-N and NO3-N 

were low. It is assumed that the frontier organic substances were almost 

eliminated that the amount of the organic substances influent to the latter 

one was too little. In the case of establishing P. aeruginosa AE-1-3 

process and then establishing activated sludge process, the almost 

amounts of the organic substances in influent were eliminated in the 

frontier process. As a result, the efficiency of the removal of NH4-N and 

NO3-N were low because of the lack of the organic substances in the 

latter process.    

4. The process of biological fixed film

 As a result of experiments of removing NH4-N and NO3-N in continuous 

system by using the process of attaching activated sludge process and P. 

aeruginosa AE-1-3 at one time to nonwoven fabric and the process of 

attaching just P. aeruginosa AE-1-3, each efficiencies of the removal of 

NH4-N were 69.8% and 63.6%. But efficiencies of the removal of NO3-N 

were 97.78% and 96.98%. (used NH4NO3 as a nitrogen source).  As a 

result of continuous experiments of putting NH4Cl as nitrogen sources in 

the process of attaching activated sludge process and P. aeruginosa 

AE-1-3 at one time to nonwoven fabric and the process of attaching just 

P. aeruginosa AE-1-3, the efficiency of removal was 62.5%. And as the 

experimental time passes, the nitration appeared.

 As a result of continuous experiments of putting NH4-N as nitrogen 

sources in the process of attaching just P. aeruginosa AE-1-3 to 



- xiv -

nonwoven fabric, the efficiency of removal of  NH4-N was 56.9% in anoxic 

condition. The efficiency of removal of NO3-N was 97.3% in anoxic 

condition and was 98.9% in aerobic condition.
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Ⅰ. 서   론

  하 ･ 폐수 중의 질소와 인이 적절하게 제거되지 않은 채 방류될 경우, 수계 

내 질소의 다량유입은 부영양화를 야기하며 질산화를 거치는 과정에서 수중의 

용존산소를 소모하여 어패류를 폐사시키는 등의 악영향을 미쳐 수자원 확보에 

문제점을 일으킨다. 이로 인해 질소물질에 대한 배출기준은 점차 엄격해져 왔으

며, 국내의 경우 수질환경보전법에 의거 1996년 1월 1일부터 방류수 수질기준에 

질소항목이 추가되었고, 2001년의 하수도법 시행규칙에 의거하여 지역별 및 시

기별 수질기준이 강화되었다. 

 현재 총질소의 방류수 수질기준은 특정지역 20 ㎎/ℓ, 기타지역 60 ㎎/ℓ이며, 

2013년 1월 1일부터는 기타지역 또한 특정지역 기준인 20 ㎎/ℓ로 강화 될 계획

이다1). 국내 하수처리장의 대부분은 표준 활성슬러지 공법으로 설계 ･ 운전되고 

있어 유기물 ･ 부유물질 등은 90% 정도의 제거율을 보이는 반면 질소제거 효율

은 미흡한 실정이다. 

부영양화를 일으키는 물질 중의 하나인 질소는 여러 가지 형태로 존재한다. 질

산성 질소의 형태는 질산화 과정을 거쳐 질산성 질소로 전환되는 경우와 질산성 

질소의 형태로 직접 수계로 유입되는 경우가 있다.

생물학적 질소제거를 위한 두 가지 주요 메커니즘은 질산화-탈질이다. 질산-탈

질화에 있어서 질소의 감소는 두 변환 단계에서 이루어진다. 첫 단계에서는 호

기성 조건하에서 질산화 독립영양 박테리아가 NH4를 NO3로 질산화하고 두 번째 

단계에서는 무산소 조건하에서 탈질 박테리아가 NO3를 N2로 전환시키며 수중에

서 대기 중으로 방출된다2).

 최근에는 Mona Kshirsagar 등3)은 Thiosphaera pantotropha가 혼합된 활성슬

러지 프로세스에서 NO3의 호기적 탈질을 보고하였고, Joo 등4)도 Alcaligenes 

faecalis에 의한 NH4의 호기적 탈질을 보고한 바 있으며, 여러 종류의 

prokaryotic와 eukaryotic heterotrophs가 NH4를 NO2 또는 NO3로 질산화 할 수 

있음도 알려져 있다5). 이러한 미생물들은 단일 반응조에서 질소제거가 가능하기 

때문에 하수처리에 있어서 흥미가 있을 것으로 생각된다. 또한 고농도의 질소를 

함유하고 있는 하수에 대한 경제적인 처리에 관심이 증대되면서 질산화에 필요
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한 공기량과 알칼리 소모를 절감하고 탈질화에 필요한 유기물 양을 감소시키기 

위한 연구가 진척되면서 ANAMMOX반응에 대한 연구도 활발히 이루어지고 있다

6)
. 그러나 ANAMMOX반응은 독립영양 미생물에 의한 반응으로 미생물 성장속도

가 느리며, 유기물을 제거하지 못하는 단점도 있다. 

한편 질소를 제거하는 방법으로는 물리화학적 처리법과 생물학적 처리법이 있

다. 물리화학적 처리법으로는 Stripping법이나 불연속점 처리법이 있으나 암모니

아성질소 제거가 주요 처리 대상으로 다른 형태의 질소는 거의 제거되지 않는

다. 또한, 생물학적 처리법으로는 A/O 시스템, Bardenpho 시스템, 생물막법 등

이 있다. 생물학적 처리법에 있어서는 암모니아 형태의 질소를 질산화 박테리아

에 의해 아질산형태, 질산형태로 질산화하며 탈질균에 의해 질소가스로 탈질처

리를 하고 있다.  이러한 처리 프로세스는 슬러지반송이 필요하고 잉여슬러지가 

다량 발생하며 특히 질산화균의 질산화속도가 유기물 분해속도에 비해 저온시에 

저하되기 때문에 유기물의 처리와 비교해서 두 배이상의 처리시간을 필요로하고 

있어 보다 효율이 좋은 제거기술의 개발이 요망되고 있다7). 상기의 문제점을 해

결하기 위하여 본 연구에서는 질소를 제거하는 박테리아를 고정화하는 기술을 

이용하였다. 

고정화법은 반응조내에 유효한 미생물을 정착시킴과 동시에 미생물의 농도를 

증가시켜 반응조를 콤팩트화 하고 효율을 높이는 장점이 있다. 즉, 오염물질의 

분해능력이 우수한 균을 자연계에서 분리하여 대량으로 배양한 후 반응조내에서 

고농도로 유지하면서 처리하는 방법이다. 이러한 방법을 이용하면 증식속도가 

낮은 균을 반응조내에 고농도로 유지할 수 있고 잉여슬러지의 발생량을 저감할 

수 있다8).

일반적으로 사용되고 있는 미생물 고정화방법에는 불용성 media에 부착시키는 

담체결합법, 가교법, 포괄고정화법등이 사용되고 있다. 포괄고정화법은 하수처리 

분야에 많이 사용되고 있는데 이는 미생물을 고농도로 유지시킬 수 있어 처리의 

효율을 높일 수 있고, 특정한 미생물을 고정화함으로서 특정물질의 처리가 가능

하고, 시설의 compact화 및 슬러지의 감량화가 가능하게 되기 때문이다8).

미생물을 고정화하는 재료로서는 천연 및 합성고분자 물질이 있으며, 천연고분

자 물질인 알긴산염 및 카라기난 등은 gel 강도가 낮기 때문에 하수처리에 적용

시키는 데는 어려움이 있어서 최근에는 합성고분자인 photo-crosslinked resin, 

polyvinylalcohol, polyacrylamide, 등이 널리 사용되고 있다9).
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따라서 본 연구에서는 질소 제거의 새로운 방법을 개발하고자 Polyethylene 

glycol이 주 성분인 고분자 물질에 김 등
10,11)

이 분리한 질소제거 박테리아 

Pseudomonas aeruginosa AE-1-3과 K. pneumoniae를 포괄고정화 하여 합성

하수 중의 질소제거에 영향을 주는 여러 인자들을 회분식으로 검토함과 동시에 

연속적으로 질소제거 가능성을 검토하였으며. 또한  위의 2 균주를 부직포에 부

착시킨 생물막 반응조를 이용하여 합성하수 중의 질소제거 가능성을 검토하였

다.
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Ⅱ. 이론적 고찰

1. 생물학적 질소 제거 

  하수 중의 질소는 4가지 형태, 즉 유기성 질소, 암모니아성 질소(NH4-N), 아

질산성 질소(NO2-N) 및 질산성 질소(NO3-N)로 존재하며, 유기성 질소는 미생물

에 의해 암모니아성 질소로 전환되는데 이 과정을 암모니아화(ammonification)

라고 한다. 이렇게 생성된 암모니아성 질소와 원래 하수 중의 암모니아성 질소

는 하수 중의 주된 질소 형태가 되는 것이다.

  질소제거 공법은 여과, 흡착, 파괴점 염소주입, ammonia 탈기와 같은 물리 ･ 

화학적 공법과, 질산화 반응 및 탈질 반응을 이용한 생물학적 공법의 두 가지로 

구분할 수 있다. 생물학적 처리에 의해 질소를 제거하는 방법은 첫째로 질소성

분을 미생물 동화작용(Assimilation)에 의해 세포구성요소로 사용하는 것이며, 둘

째는 질산화와 탈질로 나눌 수 있다12). 생물학적 처리공정 내에서 질소 변화과정

을 Fig. 1에 나타내었다.

    Fig. 1. Nitrogen transformations in biological treatment processes.
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1) 질산화

  질산화(nitrification)는 호기성 독립영양 bacteria에 의해 NH4-N가 NO3-N로 

산화되는 것이다. 질산화 반응을 일으키는 미생물로는 Nitrosomonas와 

Nitrobactor가 잘 알려져 있으며, 이러한 질산화 미생물은 종속영양 미생물에 

비해 세포 증식량이 적은 것으로 알려져 있다. 

  질산화는 2단계로 진행되는데, 암모니아성 질소가 질산성 질소로 산화되는 

과정은 다음과 같다.

 

           NH4
+ + 1.5O2 → NO2

- + H2O + 2H+                     (1.1)

           NO2
- + 0.5O2  → NO3

-

  첫 단계에서 Nitrosomonas는 독립영양 bacteria로서 NH4에서 hydroxylamine 

(NH2OH)을 거쳐 NO2로 산화시키며, 다른 종류의 ammonia 산화 bacteria는 

Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrosolobus, Nitrosovibrio가 있다. 

  두 번째 단계는 NO2이 Nitrobactor에 의해 NO3으로 산화되는 과정이다. 다른 

아질산염 산화 bacteria는 Nitrospira, Nitrospina, Nitrocystis 등이 있다13).

  식 (1.1)은 에너지 생성반응으로 질산화 박테리아는 이들 반응에서 생성된 에

너지를 세포의 성장과 유지에 사용하며 에너지를 얻는 동안 암모니아성 질소의 

일부는 세포질소로 동화된다. 질산화 미생물의 성장속도는 활성슬러지 미생물에 

비해 매우 느린 것이 특징이며, Nitrosomonas와 Nitrobactor의 생성계수는 각각 

0.04 ~ 0.13 g VSS/g NO2-N이며 일반적으로 질산화 공정의 설계에서는 질산

화 미생물의 생성계수를 0.06 ~ 0.20 g VSS/g NH4-N의 범위 내에서 사용한

다. 

  질산화 작용은 호기성 조건에서 효과적으로 이루어지며 산화과정 시 생성되

는 수소이온을 중화시키기 위해 충분한 알칼리도를 필요로 한다. 이론적으로 1 

g의 NH4-N가 질산염으로 산화되는데 필요한 이론적 산소 요구량은 4.6 g이고 

7.14 g(as CaCO3)의 알칼리도가 요구 된다12). 일반적으로 질산화 공정에 적용

되는 계수는 Table 1에 주어진 바와 같다.
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Parameter Coefficient

Oxygen utilization 4.6 g O2/g NH4-N

Biomass yield 0.1 g VSS/g NH4-N

Alkalinity destroyed 7.1 g alkalinity/g NH4-N

Table 1. Design parameters of nitrification systems.

2) 탈질화

  탈질은 이화작용에 의하여 NO3 또는 NO2가 N2가스로 환원되는 반응이며, 이 

때 NO3 또는 NO2은 에너지 생산을 위한 전자수용체로 사용된다. 생물학적 탈질

은 탈질미생물에 의해 산소가 없는 완전 혐기성 상태와는 달리 수중의 산소가 

질산염의 형태로 존재하는 무산소 상태에서 진행된다. 약산성 상태에서는 용존

산소가 1 mg/ℓ 이하로 존재하여도 탈질화가 진행되지만, EPA(1993)의 보고에 

따르면 용존산소의 농도가 1 mg/ℓ 이상일 경우 탈질화 진행은 무시된다.

  탈질화는 종속영양미생물과 독립영양미생물에 의해 일어난다. 탈질화 

bacteria는 유기성 또는 무기성 전자공여체를 이용할 수 있는데, 유기물을 이용

하는 것이 종속영양미생물이고 이들은 Proteobacteria 종에 널리 존재한다. 독립

영양미생물은 H2 및 환원상태의 황을 사용할 수 있다14).   

  탈질반응은 유기물 분해반응이기 때문에 탄소원이 필요하며 탄소원으로는 대

부분의 유기물질이 이용되지만 벤젠과 같은 방향족화합물은 불가능하며, 일반적

으로 가장 많이 사용되는 탄소원은 메탄올, 에탄올, 초산, 도시하수 및 공장하수

의 유기물 등이 있으며 메탄올(CH3OH)의 진행 반응은 다음과 같다12).

       6NO3
- + 5CH3OH → 3N2↑ + 7H2O + 6OH-                 (1.2)

 

  1 g의 NO3-N가 탈질됨에 따라 약 2.47 g의 메탄올이 소요되고, 0.45 g의 

세포가 합성되며 3.57 g (as CaCO3)의 알칼리도가 생성됨을 알 수 있다.
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2. 동시 질산화 탈질

  동시 질산화 탈질(Simultaneous Nitrification and Denitrification : SND)은 

단일 호기성 반응조에서 질산화와 탈질이 이루어지는 기작 중 하나로, 낮은 DO

농도에서 질산화와 탈질이 한 반응조 내에서 동시에 발현됨이 보고되면서 관심

의 대상이 되었다.

  기계적인 표면 포기기에 의해 교반과 포기가 이루어지는 질산화조
15)

나 25시

간 이상의 긴 수리학적 체류시간을 갖는 산화구 공정16),17)등에서 상당량의 질소

가 제거됨이 보고되어, 무산소조의 구별이 없는 단일 활성슬러지 공정에서의 탈

질화 유도 가능성이 제시되었다. 또한 Rittmann과 Langeland17)의 연구에 의하면 

동시 질산화 탈질 공정에 의하여 100% 질소제거가 가능하다고 하였으며, 운영 

중인 활성슬러지 공정을 질소제거를 위한 공정으로 전환하기 위하여 실제 처리

장에서 적용되기도 하였다18). 그러나 호기성 상태에서 탈질이 이루어지는 기작에 

대해서는 아직까지 명확하게 규명되지 못하고 있다.

1) 동시 질산화 탈질 반응의 원리

동시 질산화 탈질 기작에 대해 두 가지 가설이 제시되었다.

첫째, 반응조 내 DO농도가 낮거나 0인 지역에서 탈질 현상이 발생할 수 있다. 

Van Huyssteen15) 등 stenstron and song19) 은 기계적인 표면 포기기에 의해 

교반과 포기가 이루어지는 질산화조의 경우 DO가 충분히 혼합되지 못하는 

dead space에서 탈질화 반응에 유리한 조건이 형성될 수 있다고 생각하였다.

둘째, 반응조 내 미생물 floc은 호기 영역과 무산소 영역의 이중구조로 형성될 

수 있다. DO와 용존성 기질이 반응조 내에서 확산될 때, 반응조 내 DO농도와 

NH4-N 및 COD의 농도에 의해 floc 내 ･ 외부의 DO농도 구배가 형성되어 floc 

내부에 무산소 영역이 형성될 수 있는 것이다. DO농도가 비교적 높은 floc 

외부에서는 질산화가 이루어지고, 질산화에 의해 생성된 NO3-N가 용존 

유기물과 함께 floc 내부로 침투할 경우, floc 내부에서는 탈질화가 이루어질 수 

있다.
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                  Fig. 2. Schematic diagram of SND floc.

2) 동시 질산화 탈질 반응의 영향인자

가) DO농도

DO농도는 동시 질산화 탈질에서 가장 중요한 인자로 작용한다. DO농도가 높을 

경우 큰 전단력을 일으켜 미생물의 floc 형성을 방해하거나 깨뜨리게 되며 floc 

내부의 무산소 영역 형성이 어려워져 탈질 반응이 저해를 받을 수 있다. 그리고 

DO농도가 낮을 경우 질산화의 저해가 일어나 처리효율의 저하를 야기하게 된다.

Painter20)에 의하면 DO농도가 2 mg/ℓ 이상이면 질산화가 저해작용을 받지 않

으며, 2 mg/ℓ 이하일 때 질산화가 점차적으로 감소하다가 정지하는데, 그 한계

농도를 Bliss와 Barnes21)는 0.2 mg/ℓ라고 하였다. 탈질은 무산소 조건에서 가장 

빠른 속도로 이루어지는데, 일반적으로 DO농도가 0.2 mg/ℓ 이상이면 탈질속도

는 감소하기 시작한다.

이와 같이 질산화와 탈질은 서로 다른 DO농도 조건 하에서 이루어지지만, 반응

조 내에서 측정되는 용액 중 DO농도와 floc 내 실제 DO농도에는 차이가 있으

며, 이 차이로 인해 생성되는 DO농도의 구배는 동시 질산화 탈질을 유도하는 주

요한 제어인자가 되는 것이다22).
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나) HRT

HRT란 하수가 반응조 내에 머무르는 평균 체류시간으로, 하수가 DO와 반응하

는 시간을 의미한다. HRT가 짧으면 floc이 작아지고 하수의 정화가 충분히 이루

어질 수 없다. HRT가 길 경우 전단력에 의해 floc 입자가 파괴되어 다량의 미생

물 조각으로 분리되면서 침전성이 불량해지고 효율이 저하될 뿐만 아니라, 불필

요한 HRT로 운전비용이 증가하게 된다
23)

.

NH4-N의 완전한 질산화를 유도하기 위해서는 12시간도 충분한 HRT이지만, 탈

질화와 경제성을 고려한 적정 체류시간은 24시간이라고 보고된 바 있다. 동시 

질산화 탈질 반응의 경우 상대적으로 낮은 DO농도로 유지되므로 유기물 분해 

및 질산화를 위해서는 상대적으로 긴 HRT가 필요하다고 판단된다.

다) C/N 비

모든 process에서 탈질을 수행하기 위해서 유기탄소의 공급은 미생물의 탄소원

과 에너지원으로 없어서는 안 될 가장 중요한 요소 중의 하나이다. 탈질을 위한 

COD : N 비율 3.5 ~ 4.5 g COD/g N 이라는 값은, 호기성 상태에서의 COD 

손실을 고려하지 않은 이론상의 값이므로 실제 SND에서 필요로 하는 C : N 비

율은 이론상의 값보다 과량으로 필요하게 된다.

탄소원이 증가하면 즉시 SND의 활성이 증가하고 이러한 현상으로 SND 수행에 

탄소원의 비율이 큰 영향을 미친다는 것을 알 수 있다24). 
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라) floc 크기

  동시 질산화 탈질 반응이 biofilm 성층에 의해 발생한다는 기본 가정에 의하

면, floc의 크기가 커지게 되면 중심에 생성되는 무산소 부분 또한 커지게 되어 

floc 내부의 탈질을 위한 면적이 증가하게 되고 floc 내부에서 일어날 수 있는 

SND 효율도 높아지게 된다.

  동시 질산화 탈질이 이루어지지 않는 표준 활성슬러지공법에서의 floc 크기는 

보통 10 ~ 70 ㎛인 반면, 동시 질산화 탈질 반응이 구현된 반응조의 floc 크기

는 50 ~ 110 ㎛으로 알려져 있다.  SBR공정에서 미생물입자의 평균크기를 80 

㎛에서 40 ㎛로 줄였을 경우 SND에 의한 질소 제거율은 50%에서 21%로 감소

한다고 보고 하였으며, 이는 큰 미생물 입자들은 탈질을 위해 필요한 무산소 공

간이 입자 내에 존재하기 때문이라고 보고한 바 있다25). 

  

   마) pH

동시 질산화 탈질 반응에서는 탈질반응에서 알칼리도가 생성되므로, 일반적인 

질산화 반응에 비해 pH가 상대적으로 높게 유지될 수 있으며 탈질미생물은 질

산화 미생물에 비해 pH에 크게 영향을 받지 않는 것으로 알려져 있다.

일반적으로 pH 7.0과 8.0 사이에서 탈질률에 대한 현저한 영향은 없는 것으로 

보고된 반면, Dawson과 Murphy(1972)는 회분식 비순응 실험에서 pH가 7에서 

6으로 감소함에 따라 탈질률이 감소하는 것으로 보고하였다21).

 

3. 질소제거 미생물의 생리학적 특성 (phylogeny)

생물학적 질소제거에 기여하는 절대 독립영양 박테리아는 세 그룹이 있다. 이미 

잘 알려진, 호기성 암모니아 산화와 아질산화, 혐기성 암모니아 산화이다. 이들 

모두는 무기성 질소화합물 산화반응을 통해 미생물 성장에너지를 이끌어낸다.
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1) 암모니아 산화 미생물 (Proteobacterial ammonia oxidizers)

암모니아 산화 미생물들은 일반적으로 절대 호기적 독립영양으로 생각되었지만, 

최근에는 유기 화합물을 탄소원과 에너지원으로 이용될 수 있다는 보고도 있다. 

또한 이런 미생물들이 혐기성 물질대사도 하는 것이 발견되어 proteobacterial 

암모니아 산화 미생물은 호기 또는 혐기성 암모니아 산화로부터 에너지 성장을 

얻을 수 있다. 산화 공정에서 암모늄(NH4)이 아닌 대부분의 암모니아(NH3)를 기

질로 쓰고 있다
26)

. 이에 따른 주요 부산물은 호기 상태에서는 아질산염, 무산소 

상태에서는 질소기체, 아질산염, N2O가 생산된다. 호기성과 혐기성 암모니아 산

화는 암모니아가 AMO(enzyme ammonia monooxygenase)에 의해 하이드록실

아민으로 산화된다. 여기서 산소와 N2O4(NO2의 이합체)는 이 효소들을 위한 전

자 수용체들이다(식 3.1과 2).

NH3 + O2 + 2H+ + 2e- → NH2OH + H2O     [△G˚′ -120 kJ mol-1]   (3.1)

NH3 + N2O4 + 2H+ + 2e- → NH2OH + 2NO +H2O [△G˚′ -140 kJ mol-1]   (3.2)

암모니아 산화로부터 나온 하이드록실아민은 HAO(hydroxylamine 

oxidoreductase) 에 의해 아질산염으로 산화된다.

NH2OH + H2O → HNO2 + 4H+ + 4e-         [△G˚′ -289 kJ mol-1]   (3.3)

이 반응으로부터 나온 4개의 전자가 AMO 반응(식 3.1과 2)과 CO2 동화작용, 

호흡작용27)으로 공급된다28). 이 4개의 전자는 전자 수용체인 O2(호기 상태) 또는 

아질산염(무산소 상태)으로 이동된다. 

호기 상태에서, 생산된 NO는 NO2로 산화된다. NH2OH가 NO2으로 산화하는 동

안(식 3.3), NO는 NO2(N2O4)로 산화(환원)된다(식 3.4).

        2NO + O2 → 2NO2(N2O4)                                 (3.4)
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2) 호기성 아질산염 산화 미생물 (Aerobic nitrite oxidizers)

질산화의 두 번째 과정인, 아질산염의 질산염으로의 산화는 아질산염 산화 박테

리아(Nitrobacter, Nitrococcus와 Nitrosipira)에 의해서 반응한다
29)

. 아질산염 산

화 미생물은 일반적으로 절대 독립영양 유기체이다. 종속영양을 하는 아질산화 

미생물에 대하여 알아보면, Nitrobacter계통의 몇몇은 호기 뿐 만 아니라 무산소

에서도 종속영양을 할 수 있다고 한다26,30). 

무산소 상태에서 Nitrobacter의 어떤 종은 질산염을 전자수용체로 사용하여 탈

질을 하기도 한다31). 아질산염의 산화는 가역반응이고, 산소의 존재 하에서 아질

산염을 질산염으로 산화할 수 있다32). 아질산염 산화는 호기 상태에서 필수적으

로 일어난다.

산소 제한에 따른 민감도는 암모니아 산화 미생물보다 더 민감하며 용존산소 

농도가 0.5 mg/ℓ일 때 아질산염 산화는 저해 받고, Nitrobacter는 다소 높은 산

소 농도에 저해를 받는다. 따라서 아질산염 산화를 위한 산소 농도는 아질산염 

축적을 이루지 않게 유지해야만 한다. 충분한 산소가 있는 상태에서 암모니아에

서 아질산염으로 변환율을 빠르게 하므로 높은 아질산염 농도는 자연환경이나 

하수처리에서 보기 드물다.

3) 혐기성 암모니아 산화 미생물 (Anaerobic ammonia oxidizers)

질산화 미생물에 의한 암모니아의 호기성 산화는 지난 100년 이상 연구되었고, 

그 공정에 대한 생화학적 원리는 1926년에 이미 설명되었다. 그러나 혐기성 암

모니아 산화(식 3.5)에 대한 미생물학과 생화학적 원리는 아직 연구 중이다.

      NH4
+ + NO2

- → N2 + 2H2O                                (3.5)

혐기성 암모니아 산화(Anammox)에 대한 첫 번째 실험적인 확인은 Mulder 

etal33,34)에 의해 확인되었다. 그 공정의 생물학적 성질은 아질산염을 전자수용체

로 택하였고, 하이드라진과 하이드록실아민이 중요한 매개체들로 확인되었다.
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4) 종속영양 질산화 (Heterotrophic nitrification)

다양한 유기화학영양 미생물들에 의한 암모니아35), 하이드록실아민36), 유기질소

화합물, oximes
37)

의 아질산염이나 질산염으로의 산화를 종속영양 질산화로 불리

운다. 

종속영양 질산화는 algae, fungi
38)

와 bacteria
39)

사이에서 발견된다. 일반적으로 

독립영양 질산화율은 종속영양 질산화보다 더 낮다40). 따라서 독립영양 질산화에 

알맞지 않은 산성 환경에서는 종속영양 질산화가 우선하여 발생한다
41)

. 

김 등10)은 Heterotrophy이지만 혐기성 상태에서 유기물과 암모니아성 질소 및 

질산성 질소를 동시에 제거하는 균주 Pseudomonas aeruginosa AE-1-3를 분

리하였다. 또한 주 등42)은 A. faecalis No. 4를 사용하여 암모늄 제거에 대한 메

커니즘을 해석하였는데, 초기 암모늄 농도의 45.4%의 질소가 세포 내로 동화하

여 제거되고, 3.6%의 암모늄이 통기에 의한 암모니아가스로서 휘발되었다. 종속

영양 질산화 반응에 의해서 최종적으로 수중에 2.6%가 아질산이나 질산이온의 

형태로 남아있었으며, 나머지 48.4%는 종속영양 질산화-호기탈질을 통해서 제

거됨을 확인한 바 있다.
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4. 질소제거 공정 (N-removal processes)  

1) 부분적인 아질산화 (Partial nitrification)

  부분적인 아질산화는 모든 암모니아를 질산염으로 산화하는 것이 아니라, 암

모니아의 절반을 아질산염으로 산화(식 4.1)하는 것이다. 

   2NH4
+ + 3O2 → 2NO2

- + 4H+ + 2H2O                           (4.1)

  부분적인 아질산화 공정에서는 짧은 체류시간(약 1day)과 높은 온도(35℃)에

서 아질산염 산화 박테리아는 유실되어 아질산염만 생성되는 것을 말한다. 암모

니아가 아질산으로 산화(3.22 g O2/g NH4-NO2)되는데는, 암모니아가 질산염으

로 산화(4.33 g O2/g NH4-NO3)되는 것보다 25%의 산소가 절약된다.

2) SHARON 공정

  SHARON은 암모니아를 아질산염으로 산화(식 4.1)시키고, 유기물의 주입에 

의해 탈질 시키는 공정(식 4.2)으로 SHARON에서는 아질산염을 질산염으로 산

화하는 단계가 중요한 운전인자이다43). 

    2NO2
- + 4.8 g COD + 2H+ → N2 + 1.8 g Sludge               (4.2)  

  아질산염에서 질산염으로의 산화는 적어도 두 가지 방법으로 저해할 수 있다. 

첫 번째는, 암모니아와 아질산염 산화 사이에 활성슬러지의 차이를 사용함으로

써 저해할 수 있다. 암모니아와 아질산염의 산화의 서로 다른 성장률을 이용한 

SHARON 공정은 충분히 높은 온도(26℃ 이상)에서 운전한다43,44). 아질산염 산화 

박테리아의 성장이 암모니아 산화 박테리아(약 1day)보다 긴 HRT에서 일어난다. 

슬러지 보유를 하지 않은 공정에서 아질산염 산화 박테리아는 SHARON 공정에

서 유실된다. SHARON 공정은 높은 운전 온도특성을 가지기 때문에, 모든 하수
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에는 적당하지 않으나 높은 암모니아와 높은 온도를 가진 하수에는 적당하다. 

게다가, 어떠한 슬러지 보유특성도 없기 때문에 HRT를 고정해야 하고, 부하율은 

암모니아농도에 의존된다. 따라서, 처리비용 또한 암모니아 농도에 의존된다. 포

기는 산소공급과 CO2스트리핑에 의한 pH조절특성에 따른다. SHARON은 아질산

염을 질소기체로 보내기 위해 탈질을 해야 한다. 포기를 끊었을 때 메탄올을 주

기적으로 공급한다. 낮은 C/N비를 가진 하수에 전자 공여체로 메탄올을 첨가하

면 비용에 효과적이고, CO2도 적게 배출한다. 
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3) Anammox (Anaerobic ammonium oxidation)

  Anammox는 전자수용체로써 아질산염을 사용하여 암모니아를 질소기체로 산

화한다. 이 공정은 독립영양이어서 탄소원을 CO2 또는 HCO3를 사용하고
45,46)

, 

전자공여체로써 암모니아를 이용하여 탈질을 한다
33)

. 일반적인 Anammox 반응

식은 다음과 같다(식 4.3과 4). 

  NH4
+
 + 1.32NO2

- 
+ 0.066HCO3

-
 + 0.13H

+
 

     → 1.02N2 + 0.26NO3
- + 0.066CH2O0.5N0.15 + 2.03H2O          (4.3)

  NH4
+ + 1.31NO2

- + 0.0425CO2(at anaerobic)

→ 0.0425CH2O(biomass) + 1.045N2 + 0.22NO3
- + 0.09OH- + 1.87H2O  (4.4)

  Anammox는 암모니아의 반을 아질산염으로 전환하는 부분적인 아질산화 수

행 후를 전제로 하고 있으며, 메탄올 공급과 무산소 공정으로 이동과 같은 피드

백 제어가 필요 없이, 암모니아/아질산염의 혼합물을 생성한다. 이것은 암모니아

의 50%가 산화된 후에 pH(to 6.7)의 감소로 남아있는 암모니아 산화를 저해한

다47).
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4) Canon (Completely autotrophic nitrogen over nitrite)

  Canon은 한 반응조 내에서의 부분적인 아질산화와 Anammox의 결합이다

48,49)
. Canon은 두 그룹의 미생물의 협력에 위한 연속적인 반응에 의한 방법으

로, biofilm의 호기성 지역에서는 식(4.5)와 같은 반응을 하고, biofilm의 혐기성 

지역에서는 식(4.6)과 같은 반응을 하는 것으로 보여주고 있다(식 4.7은 4.5와 6

의 합이다).

NH4
+ + 1.5O2 → NO2

- + 2H+ + H2O            [△G˚′ -275 kJ mol-1] (4.5)

NH4
+ + 1.3NO2

- → 1.02N2 + 0.26NO3
- + 2H2O  [△G˚′ -375 kJ mol-1] (4.6)

NH4
+ + 0.85O2 → 0.435N2 + 0.13NO3

- + 1.3H2O + 1.4H+              (4.7)

  암모니아를 아질산염으로 산화하는 미생물은 산소를 소비하고 Anammox 공

정이 필요로 하는 무산소 상태를 만든다. Canon은 lab실험에 적용되어졌고, 부

하율은 1.5 kg N/m3/day로 Anammox보다 낮지만, 단지 하나의 반응조만 요구

되기 때문에 경제적으로 유리하고 암모니아 부하가 낮은 경우에도 유리하다.
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5) NOx process 

  NOx의 존재하에서, Nitrosomonas 같은 미생물은 호기 상태에서 연속적으로 

질산화와 탈질을 하여 N2를 생성한다. 암모니아의 40%만이 아질산염으로 변환

한다. 그 외에도, 질산화 단계(아질산염을 전자수용체로 이용)보다 50%의 낮은 

산소를 요구하고, 그 후의 탈질단계에도 다소 적은 COD가 소비된다. NOx의 공

급이 없을 때 질산화/탈질공정에서 질소 변환에 관한 식은 식(4.8 ~ 10)이며, 

NOx에 의해 영향을 받은 질소 변환에 관한 식은 식(4.11 ~ 13)이다. [H]는 환

원 등가(외부의 탄소원)로 표현된다.

 

 <Conventional plant>

  Nitrification   :  3NH4
+ + 6O2 → 3NO3

- + 6H+ + 3H2O            (4.8)

  Denitrification :  3NO3
- + 3H+ + 15[H] → 1.5N2 + 9H2O          (4.9)

  Sum          :  3NH4
+ + 6O2 + 15[H] → 1.5N2 + 3H+ + 12H2O (4.10)

 

 <Plant with NOx supply>

  Nitrification   :  3NH4
+ + 3O2 → N2 + NO2

- + 4H+ + 4H2O       (4.11)

  Denitrification :  NO2
- + H+ + 3[H] → 0.5N2 + 2H2O            (4.12)

  Sum          :  3NH4
+ + 3O2 + 2[H] → 1.5N2 + 3H+ + 6H2O   (4.13)

NOx(NO/NO2)는 암모니아 산화 미생물의 탈질 활동을 야기하는 인자이고, 

trace amount (NH4
+/NO2, 1000:1 ~ 5000:1)정도 만이 첨가된다50). 환원 등가 

[H]의 50%가 전자수용체(식 4.11)인 아질산염에게 전달된다. 따라서, 이 공정의 

산소 소비는 상당량이 감소된다(식 4.11과 13).

  위와 같은 질소제거의 새로운 방법은 lab반응조 시스템에서 발전되었고, 이 

공정은 최소의 재정적 ∙ 기술적 노력으로 하수처리공장에 적용할 가능성을 제공

한다.
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6) 공정 순서도 

  Fig. 3에 partial nitrification, SHARON, Anammox, Canon과 NOx process

에 대한 여러 가지 인자에 관한 순서도를 도식하였다
51)

.
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        (1) Partial nitrification

        (2) Partial nitrification (SHARON)

        (3) Anammox

        (4) Canon

        (5) NOx-process

Fig. 3. Flux diagrams of the partial nitrification (1), SHARON (2), Anammox 

(3), Canon (4), and NOx-process (5). N-compound in %(values idealized; 

they may vary depending on process parameter), (g) gaseous NO2 

(nitrogen dioxide).

 *In the presence of oxygen the supplemented NO2 acts as regulatory     

signal (not as a substrate), inducing the denitrification activity of the     

aerobic ammonia oxidizers).
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5. 생물막

1) 생물막 형성과정 및 구조

  생물막이란 매질의 표면에 형성된 미생물의 점액물질과 그 함유물을 말하는 

것으로 그 구조는 Fig. 4와 같다. 

  매질 표면에 부착된 미생물은 영양분인 유기물, 질소, 인 등을 호기성 조건하

에 섭취해 성장하게 되어 생물막을 형성한다. 형성된 생물막은 활발한 대사작용

을 통해 수중에 존재하는 오염물질을 분해한다. 생물막이 성장을 계속하여 막이 

두꺼워지면 산소가 생물막의 심층까지 도달하지 못하여 생물막 내에 혐기성층이 

형성된다. 혐기성층에서는 미생물의 신진대사에 의해 유기산과 황화수소가 발생

하고, 혐기성층이 증대되어 유기물이 혐기성으로 분해가 되면 악취가 발생한다. 

혐기성층에서 증식된 일부 미생물은 혐기성 상태로 분해되며, 생물막은 전단력 

등에 의해 탈리되어 새로운 생물막이 형성되기 시작한다. 

 

Fig. 4. Schematic diagram of the organic removal by the biological fixed film.
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생물막 형성과정은 유기물의 흡착, 미생물의 이동과 부착, 미생물의 증식에 따

른 생물막의 탈리와 같은 과정을 거치며 이루어진다
52)

.

1 단계는 흡착이며 용존 유기물이 젖은 담체 표면에 흡착하는 단계이다.

2 단계는 이동으로서 미생물 입자가 표면으로 이동하는 단계로 이동은 분자확

산, 와류, 침전 등에 기인하는데 이때 유기성 분자가 초기 Conditioning film을 

형성한다.

3 단계는 부착단계로 미생물이 표면에 부착하고 이때 부착은 초기에 가역적 흡

착이고 다음에는 비가역적이 된다.

4 단계는 성장단계로서 생물막이 생성된다.

부착된 미생물이 주로 다당류로 구성된 체외 고분자물질을 분비하여 담체 표면

에 단단히 결합하고, 분비물질 위로 다양한 종들의 미생물이 군집화 된 결합체

를 형성하게 되며 여기서 미생물의 증식이나 용해성, 부유성 물질의 분해가 일

어난다.

5 단계는 탈리 과정으로서 생물막이 부분적으로 탈리되는 단계이다.

탈리는 수력에 의한 연속적 및 부분적 손실로서 생물막이 산소나 기질의 부족 

때문에 깊은 내부로부터 떨어져 나가는 박리현상과 구별되어야 한다. 생물막 표

면의 탈리는 생물막 두께가 용액의 점성층 두께를 초과하면서 더 증대되는 것으

로 알려져 있다.

2) 생물막 형성의 영향인자

  

  현재까지 밝혀진 생물막 형성의 영향인자는 크게 미생물적 요소와 환경적인 

요소, 담체적인 요소로 나눌 수 있으며 세부적으로는 Table 2로 정리 될 수 있

다. 미생물의 부착과 생물막 형성의 담체적인 측면에서 보면 담체의 크기, 유형, 

공극율, 표면적 등이 큰 상관관계가 있으며, 특히 담체의 공극율(porosity), 표면

의 거칠기 및 화학적 성질 등은 중요한 요소로 분류될 수 있다. 
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Table 2. Variables of affecting to the biofilm.

Environment Microorganism Carrier

  ･ pH

  ･ temperature

  ･ ion strength

  ･ contact time

  ･ species

  ･ cell

  ･ culture medium

  ･ suspension medium

  ･ species

  ･ chemical property

  ･ particle size

  ･ roughness

  ･ porosity

  ･ surface area

담체의 공극율은 미생물의 크기와도 상관이 있으며, 미생물이 서식할 수 있는 

크기의 세공이 많이 존재할수록 유리하므로 주로 macro-pore를 가진 다공성 담

체에서 생물막이 잘 형성된다. 또한 친수성인 담체를 거칠게 하면 친수성이 증

가하여 미생물의 부착이 증가하고 소수성인 담체를 거칠게 하면 소수성이 증가

한다23). 미생물이 부착할 때 매끄러운 표면보다는 거친 표면에서 부착량이 크다

고 알려져 있으며 거친 경우에 부착에 이용될 수 있는 면적이 넓어지고, 표면의 

틈은 매끄러운 표면보다 미생물이 유체의 전단력에 견디는 힘이 강하게 작용한

다. 유체의 전단력은 초기 부착을 저해하며53) 그 외 Harris와 Hansford54)는 생물

막 두께 형성에 있어 300 mg/ℓ 이하의 COD 농도에서는 기질이 제한인자가 되

고, 500 mg/ℓ 이하에서는 산소가 제한인자가 된다고 보고하였다. 그러나 

Rusten55)에 의하면 일정한 기질부하율에서는 유입수의 농도나 체류시간이 증가

하더라도 기질제거율은 일정하므로 오히려 바람직하다고 하였다. 
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6. 막 결합형 생물반응조

  일반적인 막 처리 시스템의 기본구성은 막 단독처리, 물리화학적 처리와의 조

합 그리고 생물학적 처리와의 조합의 3 종류로 분류할 수 있다56). 막 단독처리

는 막의 분리농축 기능만 이용하여 처리하는 것으로 집적도가 높은 중공사막 모

듈이나 spiral 막 모듈이 사용되는 해수의 담수나 정수 등이 그 예이다
57)

. 물리화

학적 처리와 조합시킨 것으로는 응집처리 시 고액분리를 막으로 행하는 시스템

으로 분뇨 등과 같은 고농도 하수 처리에서 색도와 인을 제거할 목적으로 이용

되고 있다58). 생물학적 처리와 조합시킨 방법에서는 생물학적 처리 시 고액분리

에 막을 이용하는 방식과, 생물학적 처리의 전단에서 막의 분리 농축 기능을 이

용하여 하수를 투과액과 농축액으로 분리시킨 다음 생물학적으로 처리하는 방식

이 있다.

  생물학적 처리와 조합된 방법 중 막 결합형 생물반응조 공정(membrane 

bioreactor : MBR)은 분리막 모듈과 생물반응조를 결합하여 생물학적 유기물 분

해 및 부유성 미생물과 처리수를 분리막에 의해 완벽하게 분리시키는 공정이다. 

MBR은 두 공정을 조합하는 방식에 따라 크게 교차흐름 방식(cross flow type)

과 침지형 방식(submerged type) 2가지로 나눌 수 있다. 초기에 개발되었던 1

세대 MBR은 분리막 자체의 성능이 열악하였을 뿐 만 아니라 교차흐름 여과방식

을 채택하였기 때문에 운전비용이 과다하여 세계적으로 상용화 실적이 미비했

다. 그러나 1990년대에 들어 분리막의 성능을 개선하고 에너지 효율을 크게 높

인 침지형 분리막이 2세대 MBR로 채택됨으로써 MBR의 상용화가 급격히 이루

어지게 되었다59).
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Fig. 5. Schematic of membrane bio-reactors.

MBR이 가지는 장점으로는 첫째, 생물반응조로부터의 미생물 유출이 완벽히 방

지되고 SRT를 길게 운전할 수 있으므로 반응조 내 미생물을 고농도로 유지할 

수 있어 양호한 수질의 처리수를 얻을 수 있다. 둘째, SRT를 길게 유지할 수 있

어 슬러지 자산화가 유도되어 슬러지 발생량이 매우 적다. 셋째, 세균이나 바이

러스의 대부분이 분리막에 의해 제거되어 별도의 소독공정이 최소화된다. 넷째, 

SRT가 충분히 길어지기 때문에 질산화 미생물 등 성장속도가 느린 미생물도 높

은 농도로 유지하기 쉽다. 

한편 MBR 공정이 안고 있는 문제점도 있다. 첫째, 슬러지발생량이 적으므로 슬

러지 제거 시 함께 제거되는 질소, 인의 제거율이 기존 생물학적 처리공정에 비

해 낮다. 둘째, 기존 생물학적 처리시스템의 경우 처리유량의 범위가 넓어 첨두

부하에 대한 대처능력이 크지만, MBR은 분리막의 오염문제로 인하여 플럭스를 

크게 하는데 한계가 있으므로 설계유량을 넘어서는 오 ･ 폐수가 유입될 때 대처

능력이 떨어진다. 셋째, 분리막의 오염을 저감시키기 위해 분리막 표면에서의 유

속을 크게 하고 순환펌프와 투과수를 얻기 위한 펌프의 사용으로 활성슬러지 공

정에 비해 에너지 소모량이 많다. 넷째, 슬러지 체류시간을 길게 유지하며 오랫

동안 운전할수록 미생물의 생존능력이 저하되고 무기염류 및 입자성 물질이 축

적됨에 따라 막 오염이 가속화되고 전체 공정의 처리 효율을 저하시키기도 한

다. 

MBR 공정에서는 사용되는 막의 선택과 막의 성능변화에 대한 대책이 가장 중요

한데, 특히 장시간 운전 시 발생되는 막의 fouling현상은 가장 큰 문제가 된다14). 
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또한 지금까지 수처리에서 고액분리를 목적으로 이용되는 막은 대부분 MF나 UF

막으로 가격이 비싸고 실용적인 투수량을 얻기 위해서는 동력이 필요하다는 단

점이 있다. 따라서 이러한 문제들을 해결하기 위하여 막의 종류 및 적절한 운전

조건에 대한 연구가 필요한 실정이다.

7. 부직포 여과막 생물반응조

부직포는 제조방법에 따라 차이가 있으나 일반적으로 섬유가 3차원으로 무질서

하게 배열된 다공성 구조이므로, 미생물 floc 등의 부유물은 투과과정에서 섬유

조직에 의하여 여과되거나 섬유의 표면에 쉽게 부착된다. 고가의 membrane 대

신 값이 저렴한 부직포를 여과막으로 사용하는 부직포 여과막 생물반응조

(nonwoven fabric filter bioreactor : NFBR)는 MBR에 비해 재료비 및 운전비가 

적게 들 뿐만 아니라 공극율이 커서 막의 저항이 낮으므로 비교적 적은 수두차

이에서도 높은 여과율을 얻을 수 있어 가압이나 흡인을 위한 펌프시설과 막힘 

현상으로 인한 역세척이 불필요하다.

NFBR에서는 미생물을 고농도로 유지할 수 있으므로 반응조의 용적을 줄이면서

도 높고 안정된 처리효율을 기대할 수 있다. 특히 부직포 표면과 pore내에 형성

되는 생물막에 의하여 용존 상태나 저분자의 유기물을 제거할 수 있다60). 또한 

여과막으로 부직포를 사용할 경우 여과막 내면 및 공극에 미생물 막이 생성되어 

조밀한 공극이 형성됨으로써 SS의 유실이 방지될 수 있게 된다. 

Alavimoghaddam 등61)은 활성슬러지 시스템의 폭기조에 부직포 filter를 설치함

으로써 MLSS 농도를 8,000 mg/ℓ로 높게 유지할 수 있어 안정된 유기물 제거효

율을 얻었으며, 긴 SRT 때문에 슬러지 생산량이 적어 슬러지의 폐기가 불필요하

였다. 공경이 100 ㎛인 nylon 재질의 부직포를 사용한 조62)의 연구결과, BOD 

및 SS 제거율이 각각 97% 및 99%를 나타내어 양호한 수질의 유출수를 얻을 수 

있다고 보고되었다.  
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8. 미생물 고정화법

1) 고정화법의 정의 및 역사

  고정화 미생물(immobilized cells)이란 어떤 일정한 공간내에 갇힌 상태로 있

는 미생물을 말하며, 연속적인 반응을 행할 수 있고 반응후에 재이용할 수 있는 

상태에 있는 것을 말한다. 고정화 미생물은 원래 효소를 고정화 한 것으로부터 

시작되었으며, 1916년 Nilson과 Griffin이 골탄의 미분에 흡착한 효소 이소베르

타제가 활성을 유지하고 있다는 것을 발견한데서부터 발단이 되었다68). 이처럼 

처음에는 효소를 고정화에 이용하다가 효소는 고정화할 때에는 정제해야만 하

는 번거로움을 없애기 위해서 점차 미생물을 고정화하게 되었다. 효소나 미생물

을 고정화하는 궁극적인 목적은 유용한 물질의 생산, 미량 물질의 분석, 의료 

등에 이용하려는 것으로 Table 3과 같이 여러분야에서 연구가 진행되고 있다8). 

최근에는 이러한 고정화 미생물을 이용하여 하수처리에 대한 연구가 활발히 진

행되고 있다.

Shirakami 등64)은 다공질 폴리우레탄의 유동입자에 담지한 미생물 군에 의한 

유기물 및 질소의 동시제거를 보고하였고, Kawamura 등65)은 담체로서 앰버라이

트를 이용한 유동상에 의한 생물학적 질산화를 보고하였다.

  Nilson 등63)은 탈질균(Pseudomonas denitrificans)을 고정화하여 질소 제거의 

가능성을 시사하였으며, Kokututa 등66,67)은 질산균과 탈질균을 고정화하여 고정

화하지 않은 탈질 미생물과 비교 검토하여 고정화 탈질균의 반복처리시 처리 성

적이 우수함을 보고하였고, Hashimoto 등68) 및 Sumino 등69) 은 활성슬러지를 

고정화하여 질소 제거에 관한 연구를 보고한 바 있다.

  단일 효소를 고정화하여 단순 반응을 촉매시키는 것으로부터 시작한 고정화에 

대한 연구는 고정화 미생물, 동식물 세포의 고정화와 응용에 관한 고정화 생체

촉매의 연구로까지 발전하였고 고정화 담체나 고정화법의 개발도 활발하게 진

행되고 있다8).
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Table 3. The applied range of the immobilized enzymes and microorganisms

이용분야 응 용 및 연 구 

발효공업
아미노산, 당, 핵산, 유기산, 항생물질, 스테로이드, 

테르페노이드의 합성이나 변환, 호르몬, 효소 등의 생산

식품공업
유당의 분해, 치즈, 유지, 프룩토오스, 전화당 등의 제조,        

우유나 식품의 살균, 알콜 음료의 제조, 과즙 쓴맛의 제거 등

화학공업
알콜 연료, 수소, 메탄가스의 제조, 

기초 화학 공업 제품의 합성이나 변환 등

분    석
효소전극법, 미생물전극법, 효소면역측정법 등의 임상검사 및     

여러 가지 화학분석에 이용, 측정의 자동화, 간편화 등

의    료 임상검사, 효소치료제, 인공장기 등

환경정화
페놀, 벤젠, 시안 등의 분해, 질산 또는 아질산의 환원, 

BOD 측정 등

생 화 학
효소반응기구, 효소의 기능이나 구조의 해석, 생체성분의 분리,  

affinity chromatography에 의한 정제, 생화학 시약의 합성 등 

2) 고정화법의 특성

효소가 촉매작용을 하려면 효소단백질의 일부에 기질과 상호작용을 하는 영역, 

즉 활성중심 (active center)이 필요하며, 여기에는 기능이 다른 2개의 부위가 

있다. 하나는 효소의 촉매로서의 반응성에 관여하는 반응부위 (reactive site) 또

는 촉매부위 (catalytic site)이며, 다른 하나는 효소반응의 기질특이성을 지배하

는 특이성부위 (specific site) 또는 결합부위 (binding site)라 불리 운다. 이들 

부위는 몇 개의 아미노산 잔기로 형성되어 효소 고유의 고차구조를 지니고 있는

데, 효소가 고정화된 상태에서 촉매작용을 나타내려면 활성중심의 아미노산 잔

기가 변화를 받지 않고 고유의 고차구조를 유지해야만 한다. 이것들이 변화된 



- 29 -

경우는 촉매작용의 저하, 또는 기질특이성 등의 효소적 성질에 변화가 생긴다. 

고정화시 효소단백질중의 반응기를 변화시키지 않아야 한다. 또한 효소단백질의 

고차구조는 수소결합, 소수결합, 이온결합 등 비교적 약한 결합으로 유지되고 있

으므로 효소를 고정화할 때는 고온, 강산, 강알칼리 등의 처리는 피해야 하며, 

유기용매, 고농도의 염류에 의해서도 변성되거나 활성을 잃게 되기 때문에 특히 

온화한 조건이 필요하다.

  효소의 고정화 방법은 다음 3가지로 분류할 수 있다. 

* 담체결합법 - 물에 불용성인 담체에 효소를 결합시키는 방법

* 가교법 - 2개 또는 그 이상의 반응기를 갖는 시약을 사용하여 

           효소와 효소간에 가교를 형성시켜 고정화하는 방법

* 포괄고정화법 - 효소를 겔 (gel)의 미세한 격자속에 가두든지, 

                 반투막성 폴리머의 피막으로 피복하는 방법15)

이들 고정화법을  Fig. 6에 나타내었다.
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1. 담체 결합법

2. 가교법                3. 포괄고정화법

              Fig. 6. Schematic of the immobilized method.

  많은 효소는 고정화함으로써 본래의 효소보다 활성이 저하되는데 본래의 효소

보다 높은 활성을 갖는 고정화 효소를 만드는 것은 금후의 과제로 생각된다.

  담체결합시, 활성저하의 원인으로 다음과 같이 생각되고 있다.

  첫째, 효소단백질을 구성하는 아미노산의 반응기가 담체와 결합할 때, 활성중

심에 관여하는 아미노산과 관여하지 않는 아미노산의 구별 없이 반응한다.

  둘째, 효소의 고정화로 고차구조가 변한다.

  셋째, 효소분자가 활성을 잃지 않고 담체와 결합하고 있어도 담체의 입체적 

장해에 의해 기질분자의 접근이 방해받는다.

  첫째와 둘째의 경우는 고정화 조건을 잘 설정함으로써 활성저하를 어느 정도 

막을 수 있지만, 셋째의 경우는 고정화법을 바꾸지 않는 한 피할 수 없는 것으

로 생각된다.

  한편, 포괄고정화법에 의한 활성저하는 포괄할 때 효소가 변성되든지, 겔 또는 

막에 의해 기질 또는 반응생성물의 투과속도가 영향을 받는 것으로 생각된다.

  활성저하를 막기 위해 고정화 할 때 미리 그 효소와 특이적 친화력이 있는 저
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해제, 기질 또는 반응생성물을 이용하여 효소의 활성중심을 보호한 상태로 고정

화하는 방법이 행해졌다. 즉, SH효소의 저해제인 p-히드록시 메르크릴 벤조이

트를 가하여 ATP아제의 활성중심의 설파히드릴기를 보호한 상태로 고정화한 

후, 환원제로 처리하여 저해제를 제거함으로써 활성이 비교적 높은 고정화 효소

를 얻게 되었다
8)
. 

  이외에 효소의 전구물질을 고정화 및 활성화시켜 고정화 효소로 하는 방법이 

시도 되었는데, 즉, 호박산을 결합한 다공성유리에 키모트립시노겐을 카르보이

미드 시약으로 펩티드 결합시켜, 이것을 트립신으로 활성화하는 것으로 활성이 

높은 고정화 키모트립신을 얻을 수 있었다.

  현재까지 모든 효소에 적용 가능한 이상적인 고정화법은 없고, 각각의 방법에 

따라 특징이 있고 이점과 결점이 따른다. 따라서 실제로 그 효소의 이용목적에 

맞는 고정화방법을 검색하여 채용하고 있는 실정으로 Table 4 에 고정화 효소

의 제법과 특성을 나타내었다. 

Table 4. The comparative of feature by the immobilized method

특  성
담 체 결 합 법

가 교 법 포 괄 법
공유결합법 이온결합법 물리적흡착법

제       법 어렵다 쉽 다 쉽  다 어렵다 어렵다

결  합   력 강하다 중 간 약하다 강하다 강하다

효 소 활 성 높  다 높 다 낮  다 중  간 높  다

기질 특이성 변  함 불 변 불  변 변  함 불  변

재       생 불  가 가 능 가  능 불  가 불  가

제법의 보편성 중  간 높 다 낮  다 낮  다 높  다

고정화 가격 높  다 낮 다 낮  다 중  간 낮  다

활성슬러지, 혐기성세균, 질산화세균, 탈질균, 난분해성물질 분해균 또는 중금속

축적세균 등의 특수한 세균이 고정화 미생물로서 이용되며, BOD로 대표되는 유

기물은 물론이고 질소, 인 또는 PVA, 페놀 등의 난분해성 및 독성물질, 카드뮴 

등 중금속 등을 광범위한 처리대상으로 삼고 있다. 고정화재료로는 알긴산칼슘, 

카라기난, 아크릴아미드, 광경화성수지, PVA(Polyvinyl alcohol)등이 널리 사용되

고 있으며, 고정화 미생물에 의한 폐수처리의 문헌을 정리하여 Table 5 에 나타

내었다.
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Table 5. References for wastewater treatment by immobilized microorganisms 

Meterials and method Microorganisms Experimental abstract

Agar, Polyacrylamide,

Carrageenan,

Agar and Polyacrylamide

Alcaligenes sp.
각종 담체에 의한 탈질균의 

고정화를 비교 검토.

Carrageenan
Alcaligenes sp. 

Bacillus firmus sp.

고정화탈질균의 활성에 대해서 

검토.

Carrageenan Scenedesmus quadricauda
고정화조류에 의한 질소 ․ 

인제거(반연속배양).

Agar, Polyacrylamide,

Carrageenan, Na-alginate
Activated sludge

각종 고정화담체의 비교와 

연소거리 성능에 대하여 검토.

Carrageenan Nitrobacter agilis
아질산 함유폐수의 연속공급에 

의한 질산화 반응을 검토.

Carrageenan, 

Na-alginate,

Photo-crosslinked resin

(ENTG-3800)

Alcaligenes sp.
각종 고정화담체에 의한 

폐수중의 질소제거.

Carrageenan, 

Na-alginate,

Photo-crosslinked resin

denitrificans
실제의 2차 처리수를 대상으로 

질소제거.

Carrageenan Chlorella sp. 2차 처리수중의 인산제거.

Na-alginate
Pseudomonas 

denitrificans
탈질 운전조건 검토.

Ca-alginate Methanosarcina barkeri 고정화비드에 의한 메탄 발효.

Ca-alginate
Nitrobacter agilis

Nitrosomonas europea

NO2, NO3 에 미치는 pH, 온도, 

비드크기, 균체량의 영향을 

검토(균체량은 TOC로 평가)

 

To be continued
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Meterials and method Microorganisms Experimental abstract

Agar, Acrylamide Activated sludge

고정화비드의 특성과 

합성폐수의 연속처리에 의한 

정화기능에 대해서 검토.

Acrylamide
nitrificans,

denitrificans

질산화균, 탈질균의 고정화에 

의한 질소제거 검토.

Polyacrylic sodium Anaerobic bacteria

고정화 미생물의 기질 투과성, 

기질반응성과 혐기성처리에의 

적용성에 대해서 검토.

Polyacrylamide Citrobacter sp. 카드뮴 섭취에 대해서 검토.

Polyacrylamide-hydrazid Pseudomonas sp. 페놀분해성에 대해서 검토.

PVA Activated sludge

고정화조건과 합성하수의 

연속처리에 의한 정화기능 

검토.

PVA Phenol degrading bacteria

페놀합성폐수의 연속처리에 

의한 고정화 페놀 분해균의 

정화기능 검토.

Photo-crosslinked resin denitrificans
고정화재료의 물성, 최대 탈질 

활성에 대해서 검토.

Photo-crosslinked resin nitrificans 합성 암모니아 폐수의 질산화.

Polyelectrolyte complex Nitrosomonas europea

미생물 고정화 담체의 

성능평가와 아질산생성 속도에 

대해서 검토.

Polyelectrolyte complex Paracoccus denitrificans
고정화 미생물의 탈질 속도와 

활성에 대해서 검토.
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3) 포괄고정화법의 원리

  하수에 있어 반응조중에서 정화력을 인공적으로 효율 좋게 진행시키는 하수처

리법으로 생물막법이 있다. 생물막의 형성은 자연적으로 부착하기 쉬운 균이 우

점종이 되고 정기적인 역세시기를 놓치게 되면 내부가 혐기적으로 되고 생물막

이 떨어져서 나중에는 처리조내의 생물보존량이 적게 되고 처리성능이 저하하

는 단점이 있는데 이러한 결점을 개선하기 위해 포괄고정화법을 도입하게 되었

다.

  포괄고정화법에서는 비드 내부에 미생물이 갇혀 있어서 임의의 균을 임의의 

균체량으로 고정화 할 수 있다. 이 때문에 균체의 박리에 의한 균체의 감소는 

없으며 균체보존량은 대체로 안정하다. 

  포괄고정화법은 하수중의 유기물 및 질소, 인 등은 비드를 투과하여 미생물에 

의해 섭취된다. 비드의 소공 크기는 재질에 따라 달라지며, 활성슬러지의 간극

은 재질의 투과성과 통기성이 좋은 비드로 형성되어 있기 때문에 생물막에 비

해 혐기성이 되기 어렵다8). 

   미생물 보존량은 비드 내부에 100,000 mg/ℓ까지 가능하다. 또한 특정한 균

으로서 Nitrosomonas, Nitrobacter 등의 질산화균, 메탄균, 혐기성균, 그리고 시

안균 등을 고정화에 이용할 수 있다. 슬러지발생량은 종래의 활성슬러지법 보다 

적다고 보고되고 있다15). 슬러지발생량 저감의 매카니즘으로서는 아직 확인된 

이론은 아니지만, ① 비드로부터 균이 누출되지 않기 때문에 슬러지단이 길게 

증식하여 균의 자기 소화가 쉽다. ② 비드내부에 증식환경이 다르기 때문에 균

체 생성을 위한 ATP수율이 저하하므로 균체 생성량이 저하된다고 보고된다.
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4) 포괄고정화 재료 및 조건

포괄고정화법은 의약, 식품공업에서 이미 실용화된 기술로서 여기에 사용하는 

재료는 천연 유기 고분자인 카라기난과 알긴산, 그리고 합성 고분자인 아크릴아미

드, 폴리에틸렌글리콜 등이 있다. 천연 고분자 재료는 미생물에 대한 독성이 작

고 저렴하나 미생물에 의해 분해되기 쉬워 내구성이 약하다는 결점을 가지고 있

다
15)

.

이에 반해 합성 고분자는 미생물에 대한 독성이 있고 약간 고가이지만 미생물

에 의한 분해성이 약하여 내구성이 뛰어나다. 운전비용을 줄이기 위해서는 장기

간 사용에 견딜 수 있는 합성고분자가 좋을 것으로 사료된다. 이 밖에 비드 재

료에 요구되는 조건으로는 다음과 같은 것이 있다.

기질 및 산소투과성이 좋아야 하고, 미생물 누출, 침입이 적고 안정성이 양호해

야 하며, 상온, 상압에서 고정화가 가능해야하고, 조립조작이 용이하고, 처리처

분이 용이해야하는 조건 등이 있다.
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Ⅲ. 실험방법 및 재료

1. 고정화 미생물

1) 실험재료

가) 균주

  

  본 실험에 사용한 균주는 김 등10)이 토양에서 분리한 Pseudomonas 

aeruginosa AE-1-3이다. 이 균은 1.0% glucose와 0.5% glucose를 배지에 첨

가한 조건에서 모두 0.1% NH4NO3를 완전히 제거 가능하며, 균의 활성을 높이기 

위해 배지에 Cu2+, Sn2+, Zn2+를 첨가함으로써 0.3% NH4NO3도 제거 가능하다. 

또한 본 균은 heterotrophy이지만 혐기성 및 무 유기물 조건에서 NH4 및 NO3를 

제거할 수 있다.

또 하나의 다른 균주는 Klebsiella pneumoniae로써 이 균주 역시 호기적 조건

에서 4 mg/mℓ 의 NH4NO3을 48 시간 만에 제거할 수 있는 것으로 알려졌다.70)

나) 합성배지

균주 배양에 사용한 분해배지의 조성은 Table 6과 같으며, FeCl3․6H2O와 

NH4NO3는 별도로 조제하여 autoclave로 살균(121℃, 15min)한 후 사용하였다

71).
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  Table 6. Composition of medium for the growth of P. aeruginosa AE-1-3  

           and K. pneumoniae

Components Concentration Remarks 

Glucose 30 g/ℓ Carbon Source

NH4NO3 1 g/ℓ Nitrogen Source

Na2HPO4․12H2O

KH2PO4 

15 g/ℓ

3 g/ℓ
Phosphorus Source

NaCl

MgSO4․7H2O 

FeCl3․6H2O 

 Na2MoO4․2H2O

0.5 g/ℓ

0.2 g/ℓ

27.03 mg/ℓ

2 mg/ℓ

Minerals 

  

다) 균주의 배양

 Table 6의 배지에 Agar1.5%를 첨가하여 만든 고체배지에 P. aeruginosa 

AE-1-3와 K. pneumoniae균을 접종하여 하루이상 배양하였다. 배양된 균을 10 

ml의 액상배지에 접종하여 12시간동안 배양한 후 다시 새로운 10 ml 액상배지

에 전 배양액 1%를 접종하여 12시간 동안 배양하였다. 고정화에 사용하기 위한 

배양은 500 mℓ 삼각플라스크에 150 mℓ의 배지를 넣고 P. aeruginosa AE-1-3

와 K. pneumoniae균 전 배양액 1%를 접종하여 30℃에서 140rpm으로 진탕배양

한 후 원심분리기(한일과학)로 원심분리(3000rpm, 15분)하여 집균하였다 
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라) 고정화 재료 및 방법

본 실험에 사용한  고정화 재료는 PEG-1000(Shin-Nakamura Chemical, 

wakayama)이며, 가교제는 N,N'-methylene-bis-acrylamide(Wako Pure 

Chemicals, osaka)이고, 촉진제는 N,N,N',N'-tetramethylethlene-diamine 

(Tokyo Kansai Co.)이고, 개시제는 potassium persulfate(Kanto Chemical Co.)

이다. 이 고정화 재료는 천연고분자인 알긴산 또는 카라기난보다 강도가 높아서 

폭기나 교반에 대해서 안정하다
9)
.

고정화 미생물 제조과정은 Shumino 등69)의 방법을 적용하여 Fig. 7와 같이 제

작하였다. 제작된 비드의 모습은 Fig. 8에 나타내었다.   즉, 고분자 물질 PEG 

9%에 대해서 가교제는 0.5%, 촉진제는 0.25%의 비율로 혼합하여, 이 혼합물에 

원심분리(3000 rpm, 5 min, 25 ℃)한 P. aeruginosa AE-1-3와 K. pneumoniae 

균 현탁액 10%을 혼합한 후 개시제 0.25%을 넣어 플레이트에 시트형으로 넣고 

10분 동안 방치 한 후 직경 3 mm로 자른 후 흐르는 물에서 세척한 후 합성하

수를 사용하여 2주간 순화시켜서 회분식 실험 및 연속식 실험에 사용하였다. 
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PEG 9 %

⇓

Crosslinker 0.5 %

⇓

Promotor 0.25 %

⇓

P. aeruginosa AE-1-3 or

K. pneumoniae 10 %

⇓

Initiator 0.25 %

            ⇓ 10 min 방치

Cutting (3 mm)

⇓

Washing

⇓

순화

   

Fig. 7. Procedure for immobilization of P. aeruginosa AE-1-3 and

              K. pneumoniae
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 Fig. 8. Photograph of bead for immobilized microorganisms.

 (A)  (B)

 Fig. 9. Scanning electron micrograph before (A) and after (B)

                immobilized on PEG 60 days.
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2) 실험장치

가) 회분식 실험장치

 PEG고정화 활성슬러지 실험장치는 Fig. 10과 같다. 원통형으로 반응기 용량은 

1 ℓ이며 반응조내의 완전혼합을 위해서 상향류식 공기주입 장치를 제작하였다.

반응기의 공기주입은 확산기를 이용하였다. 또한 pH는 0.1N NaOH와 0.1N HCl

을 사용하여 pH 8.0으로 조절하였고, 실험은 25±2 ℃가 유지되는 항온실에서 

수행하였다.

  

나) 연속식 실험장치

연속식 실험장치는 Fig. 11과 같다. 반응기의 주요 구성 장치는 반응기와 공기

주펌프(MEDO, LA 100) 및 Feed tank이며 그 외 부속장치로는 합성하수 주입펌

프와 반송펌프, 교반기, 산기관을 설치하였다.

질산화를 위한 장치는 원통형의 투명 아크릴를 이용하여 제작하였고, 반응조 부

피는 2 ℓ이며, 비드 충진율은 30%이다. pH는 pH 8.0으로 조절해 주었고, HRT

는 24시간에서 12시간, 6시간으로 변화시켜서 실험을 수행하였다.

라) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3과 활성슬러지 조합 실험장치

고정화 P. aeruginosa AE-1-3과 활성슬러지를 조합하여 질소제거를 위한 실험

장치는 Fig. 12 과 같이 3개의 실험장치를 사용하였다.

Fig. 12 의 Type A는 앞단에 활성슬러지 반응조를 설치하고 뒤에 고정화 비드

를 충진한 반응조를 설치하였다. 활성슬러지의 반응조는 5ℓ용량이며 유입수 주

입을 위한 펌프, 폭기기 등으로 구성되어 있고 활성슬러지 반응조내에는 MLSS

로 3,000 mg/ℓ이 되도록 활성슬러지를 주입하였다. 고정화 비드를 충진한 반응

조 역시 5ℓ용량이며 반응조내에는 폭기기를 설치하여 호기적으로 운전이 되도록 

하였으며 고정화 비드의 충진율은 20%이다.
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Fig.12에 Type B는 Type A에서 나타낸 실험장치의 역순, 즉, 앞단에 고정화 

비드를 충진율20%를 충진한 반응조를 설치하고 뒷단에 활성슬러지 반응조를 설

치한것을 제외하면 Type A의 장치와 같다.

Fig.12의 Type C는 활성슬러지와 고정화 비드를 충진한 반응조이며 용량은 5ℓ

이다. 주입한 활성슬러지 농도는 3,000 mg/ℓ이고 고정화 비드20%를 충진하였

다. 반응조내에 폭기기를 설치하여 호기성 상태에서 운전하였다.
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   1. Air pump    2. Power supply

   3. Diffuser    4. Reactor

    Fig. 10. Schematic diagram of the experimental apparatus for batch    

reactor.
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1. Air pump 2. Effluent 3. Diffuser

4. immobilized bead reactor 5. Feed pump 6. Influent

   Fig. 11. Schematic diagram of the experimental apparatus for 

            continuous system.
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1. Air pump 2. Effluent 3. Diffuser

4. activated sludge reactor 5. Feed pump 6. Influent

7. immobilized bead reactor

Fig. 12. Schematic diagram of the experimental apparatus for continuous   

         system.
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3) 실험방법

 

 ① 고정화 K. pneumoniae의 충진율에 따른 NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 10~50%가 되도록 주입

하였으며 질소원으로는 NaNO3를 사용하여 NO3-N 50 mg/ℓ이 되도록 하였다. 

C/N비는 10이고, 반응조에 공기를 주입하여 호기적으로 실험을 수행하였다.

② 고정화 K. pneumoniae의 C/N비에 따른 NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 50 

mg/ℓ이고 C/N비는 2.5~10이 되도록 조절하였으며 반응조에 공기를 주입하여 

호기적으로 실험을 수행하였다.

③ 고정화 K. pneumoniae의 초기 NO3-N 농도에 따른 NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 

25~200 mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 반응조에 공기를 주입하여 호기적으로 실

험을 수행하였다.

④ 고정화 K. pneumoniae의 탄소원에 따른 NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 50 

mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 탄소원으로는 glucose와 acetate 및 methanol을 사

용하였다. 반응조에 공기를 주입하여 호기적으로 실험을 수행하였다.

 ⑤ 고정화 K. pneumoniae의 온도에 따른 NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 50 

mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 온도는 10℃, 20℃, 30℃로 하였으며 반응조에 공기

를 주입하여 호기적으로 실험을 수행하였다.
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⑥ 고정화 K. pneumoniae의 C/N비에 따른 NO3-N제거(무산소조건)

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 50 

mg/ℓ이고 C/N비는 2.5~10 이되도록 조절하였으며 반응은 공기를 주입하는 대

신 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부

터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 하였다.

⑦ 고정화 K. pneumoniae의 탄소원에 따른 NO3-N제거(무산소조건)

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 50 

mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 탄소원으로는 glucose와 acetate 및 methanol을 사

용하였다. 반응은 공기를 주입하는 대신 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지

하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 하였다.

⑧ 고정화 K. pneumoniae의 초기 NO3-N 농도에 따른 NO3-N제거

(무산소조건)

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 20%를 충진하였으며, NO3-N농도는 

25~200 mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 반응은 공기를 주입하는 대신 교반만을 행

하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터 공기가 유입

되지 않도록 뚜껑을 하였다.

⑨ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 균체농도에 따른 NH4-N 및 

NO3-N제거

고정화시 균체의 양은 2-10g이며, 질소원으로는 NH4NO3를 사용하여 NH4-N 

및 NO3-N농도가 각각 50 mg/ℓ이 되도록 하였으며 C/N비는 10이다. 반응조에 

고정화 비드를 넣은 후 호기성 상태가 되도록 공기를 주입하였다.
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⑩ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 고정화 비드크기에 따른 

NH4-N 및 NO3-N제거

고정화 비드를 2mm,3mm 및 5mm의 크기로 제조하여 회분식 반응조에 주입하

였으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이다. C/N비는 10이다. 반응조

에 고정화 비드를 넣은 후 호기성 상태가 되도록 공기를 주입하였다.

⑪ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 충진율에 따른 NH4-N 및 

NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 10~50%가 되도록 주입

하였으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이고 C/N비는 10이다.

반응조에 고정화 비드를 넣은 후 호기성 상태가 되도록 공기를 주입하였다.

⑫ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 C/N비에 따른 NH4-N 및 

NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 20%가 되도록 주입하였

으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이고 C/N비는 2.5~10이 되도록 

조절하였다.

반응조에 고정화 비드를 넣은 후 호기성 상태가 되도록 공기를 주입하였다.

⑬ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 탄소원에 따른 NH4-N 및 

NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 20%가 되도록 주입하였

으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이고 C/N비는 10이다. 탄소원으로

는 glucose와 acetate 및 methanol을 사용하였다.

반응조에 고정화 비드를 넣은 후 호기성 상태가 되도록 공기를 주입하였다.
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⑭ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 pH에 따른 NH4-N 및 NO3-N

제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 20%가 되도록 주입하였

으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이고 C/N비는 10이며 pH는 

6,7,8,9가 되도록 조절하였다.

⑮ 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 온도에 따른 NH4-N 및 

NO3-N제거

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 20%가 되도록 주입하였

으며 NH4-N 및 NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이고 C/N비는 10이며 실험은  1

0℃, 20℃, 30℃에서 수행하였다.
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2. 부착 미생물

1) 균주 배양 및 생물막의 형성

  Table 6의 배지성상에 1.5% Agar를 첨가하여 만든 고체배지에 

Pseudomonas aeruginosa 균을 접종하여 하루이상 배양한다. 두 번째 단계로, 

배양된 Pseudomonas aeruginosa 균을 10 mℓ 액상배지에 접종하여 12시간 배

양(30℃, 140rpm)한다. 세 번째 단계는 다시 새로운 10 mℓ 액상배지에 전 배양

액 1%를 접종하고 12시간 배양한다. 정 등71)의 연구결과 

Pseudomonas aeruginosa가 C/N비 5 이상일 때 NH4-N와 NO3-N가 동시제거 

가능하다는 결과에 따라, Table 6의 배지성상이 C/N비 5가 되도록 만든 배지를 

500 mℓ 삼각플라스크에 150 mℓ 넣은 후, Pseudomonas aeruginosa 전 배양액 

1%를 접종하여 30℃, 140rpm으로 진탕 배양하였다. 마지막 단계로서 24시간 

동안 진탕 배양 후, 원심 분리(15min, 8000rpm)하여 현탁액은 버리고 남은 미

생물을 반응조 내에 주입하였다.

2) 실험장치

  본 연구에 사용된 실험장치는 Fig. 13에 나타낸 바와 같이 부직포 여과막 생

물반응조, 하수 주입을 위한 펌프, 폭기기 또는 교반기 등으로 구성되었다. 투명

한 아크릴 수지로 제작한 반응조는 가로 13 cm, 세로 18 cm, 높이 24 cm로 

유효용적이 5 ℓ인 직육면체이다. 부직포의 유효면적은 각각 0.02 m2로 반응조 

내에 2단으로 설치하여 실험하였다. 반응조 내부를 호기성 상태로 유지하기 위

하여 반응조 내부 바닥에 산기관을 설치하였으며, 무산소 조건 시에는 원활한 

순환을 위하여 교반기를 설치하였다. 합성하수는 정량펌프를 사용하여 일정한 

유속으로 연속적으로 공급하였다.
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Fig. 13. Schematic diagram of the experimental system.

  

3) 실험방법

  본 실험은  Fig. 13의 장치를 질소원별 및 동일 질소원의 조건 변화별로 총 

6개의 반응조를 대상으로 수행하였으며, 반응조 내에 부직포를 2단으로 설치하

여 유기물과 질소제거 효율을 비교 실험하였다. 

  합성하수는 유량 5 ℓ/day로 HRT 24시간으로 하여 반응조 상부에 일정한 유

속(3.47 mℓ/min)으로 연속 주입하였다. 합성하수의 C/N비는 5이며 NH4-N와 

NO3-N의 농도가 각각 50 mg/ℓ이다. 실험에 사용된 합성하수의 특성을 Table 7

에 나타내었다. 탄소원은 질소제거 박테리아 Pseudomonas aeruginosa가 

glucose를 사용하였을 때 NH4-N와 NO3-N의 동시제거가 가능하다는 연구 결과

10)에 따라 glucose를 사용하였다. 사용한 질소원은 NH4NO3, NaNO3 및 NH4Cl이

며, 질산화에 요구되는 알칼리도를 충분히 공급하기 위하여 NaHCO3를 첨가하였

다. 
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    Table 7. Composition of synthetic wastewater.

Components Concentration

Glucose
        1.25 g/ℓ (NH4NO3 일 때)

    0.625 g/ℓ (NaNO3, NH4Cl 일 때)

NH4NO3

NaNO3

         NH4Cl

0.286 g/ℓ

0.3 g/ℓ

0.19 g/ℓ

NaHCO3

KH2PO4 

CaCl2･2H2O

FeCl3․6H2O 

MgSO4․7H2O 

NaCl

 Na2MoO4․2H2O

0.234 g/ℓ

0.02 g/ℓ

0.01 g/ℓ

0.38 mg/ℓ

0.05 g/ℓ

4.7 mg/ℓ

 2 mg/ℓ

  본 실험은 Table 8에 나타낸 실험조건 하에서 반응조를 운전하였다. 활성슬

러지에 P. aeruginosa를 혼합한 것과 P. aeruginosa 단독일 때의 질소제거 효과

를 비교하였고, 각 반응조에 NH4NO3, NaNO3 및 NH4Cl 3가지의 질소원을 사용

하여 질소원에 따른 유기물과 질소제거율도 검토하였으며 호기 ･ 무산소 조건에 

따른 상태변화 등도 검토하였다. 

  활성슬러지는 하수처리장의 반송슬러지를 사용하였고, 질소제거 박테리아 

Pseudomonas aeruginosa는 해당되는 반응조에 1 ℓ씩 주입하였다. 반응조 Ⅰ 

~ Ⅴ는 호기 조건에서 운전하였다. 호기성 상태를 유지하기 위해서 반응조 내부 

하단에 폭기기를 설치하였다. 처리수는 부직포 생물막을 통과하여 유출되었으며, 

유출수는 수집하여 원심분리(15min, 8000rpm)한 후 분석하였다.
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    Table 8. Operation conditions.

Reaction tank Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

aerobic / 
anoxic 

aerobic aerobic aerobic aerobic 
anoxic~

aerobic 

Nitrogen 
Source 

NH4NO3  NH4NO3 NH4Cl NH4Cl NH4NO3

activated 
sludge 

used unused  used unused unused

P. aeruginosa used used used used used

HRT 24hr 24hr 24hr 24hr 24~6hr

T-N (mg/ℓ) 100 100 50 50 100
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3. 분석방법

회분식 및 연속식 실험에 사용된 분석항목 및 분석방법을 Table 9에 나타내었

다. 실험 및 분석방법은 수질오염공정시험법72)에 의거하여 분석하였다.

Table 9. Analytical methods and parameters. 

Items Analytical methods

pH pH meter, TOA HM-14P

DO DO meter, TOA DO-14P

CODMn KMnO4 titration method

MLSS Filtration-Evaporation method

MLVSS Filtration-Evaporation method

T-N UV Spectrophotometric method

NH4-N Indophenol method

NO2-N Diazoha method

NO3-N UV Spectrophotometric method

SEM Japan, JEOL, JSM 840-A
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Ⅳ. 결과 및 고찰

1. 고정화 K. pneumoniae를 이용한 질소제거

1) 충진율에 따른 NO-N제거

Fig. 14은 K. pneumoniae를 고정화 한 후 고정화 비드의 충진율에 따른 NO3

-N제거 변화를 나타낸 것이다. 초기 NO3-N 농도는 약 50  mg/ℓ이며 반응조 

용적은 500 mℓ이고, 고정화 비드 충진량은 반응량의 10~50%이다. C/N비는 10

이 되도록 조절하였으며 호기성 상태가 되도록 반응조내에 디퓨져를 설치하여 

공기를 공급하였다.

반응 6시간째, 고정화 충진량이 많을수록 NO3-N이 빠르게 제거되는 경향을 보

이고 있으며 이 시간에서 NO3-N은 충진량 50%일 때 9.0 mg/ℓ, 30%일 때 14 

mg/ℓ, 20%일 때 18 mg/ℓ, 10%일 때 21 mg/ℓ로 NO3-N제거에 있어서 다소 차

이를 나타냈으나 반응 48시간째에는 충진량 30%나 50%에서 각각 6.2 mg/ℓ과 

6.4 mg/ℓ로 별차이가 나지 않았으며 또한 10%나 20%를 충진한 경우에도 11.2 

mg/ℓ와 11.4 mg/ℓ로 비롯한 NO3-N제거를 보이고 있다.

고정화 비드 충진량에 따라 비례하여 NO3-N제거율이 증가하지 않았으나 충진

량이 많을수록 30%와 50%일 때 NO3-N이 빠르게 제거되었고, 또한 NO3-N 제

거율도 높았다. 이것은 고정화 비드 충진량이 많을수록 균체량이 많기 때문인 

것으로 사료된다.

정 등73)은 고정화 활성슬러지를 사용하여 합성하수 중의 질소를 제거할 때 고

정화 비드 주입량이 많을수록 NH4-N가 빠르게 제거됨을 나타낸바 있으며, 박 

등74)도 한천 아크릴아미드로 포괄 고정화한 미생물을 사용한 PVA처리특성 연구

에서 PVA처리율은 반응기에 주입한 고정화 비드양에 비례하지는 않았으나 주입

량이 많을수록 처리효율이 높음을 보고한바 있다. 그러나 반응조 내에 비드 충

진양을 30%나 50%로 유지하기 위해서는 약품값이 과다하게 소요되므로 이후의 

실험에서는 비드 충진율을 20%로 하여 회분식 실험을 수행하였다.
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   Fig. 14. Effect of amount of immobilized bead on the removal of NO3-N  

         by immobilized K. pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

         condition.
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2) C/N비에 따른 NO-N제거

Fig. 15는 고정화  K. pneumoniae를 사용하여 C/N비에 따른 NO3-N제거 변화

를 나타낸 것이다. C/N비는 2.5에서 20이 되도록 합성하수 중의 glucose양을 

조절하였다. 초기 NO3-N농도는 50 mg/ℓ이며 고정화 비드 충진율은 20%이고 

호기적으로 반응하였다.

 C/N비 2.5에서 NO3-N는 반응 48시간 일 때 38.0 mg/ℓ (제거율 27.8%)까지

만 제거되었고, C/N비 5에서는 25.7 mg/ℓ (제거율 52.6%), C/N비 10에서는 

5.8 mg/ℓ (제거율 88.8%), C/N비 20에서는 0.4 mg/ℓ (제거율 99.2%)로, C/N

비가 높을수록  NO3-N제거율이 높았다.

 본 실험의 고정화에 사용한 K. pneumoniae는 NHNO3을 완전히 제거하기 위

해서 C/N비가 중요하며 4 mg/ℓ의 NHNO3를 48시간만에 완전히 제거하는데 

100 mg/ℓ의 glucose가 필요함을 보고한바 있다11). 김75) 역시  

K. pneumoniae를 사용하여 C/N비 2.5에서 34.3까지 조절하여 호기적으로 합성

하수 중의 NO3-N를 제거하기 위한 실험에서 C/N비 2.5~10까지는 NO3-N제거

시 lag time이 비슷하지만 C/N비 20과 30에서는 lag time이 길어지는 경향을 

보였으며 C/N비 2.5인 경우에는 반응 24시간째 탄소원의 부족으로 41.3%의 제

거율을 나타냈으나 C/N비 5~34.3에서는 모두 98%이상의 제거율을 나타낸 바 

있다. 

이와 같이 고정화 하지 않은 K. pneumoniae를 사용한 경우에는 반은 24시간

만에(C/N비 2.5 제외) 350 mg/ℓ의 NO3-N를 제거하였으나75) 고정화 

K. pneumoniae를 사용한 경우에는 C/N비 20에서만 NO3-N 50 mg/ℓ를 안전히 

제거하였으며 C/N비 10에서는  86.4%만 제거 되었다.
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     Fig. 15. Effect of C/N ratios on the removal of NO3-N by immobilized 

             K. pneumoniae at aerobic condition.



- 59 -

3) 탄소원에 따른 NO-N제거

Fig. 16에는 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 탄소원에 따른 NO3-N의 제거

변화를 나타내었다. 고정화 비드 충진율은 20%이며 C/N비는 10이다. 탄소원으

로는 glucose, acetate 및 methanol을 사용하였다.

 Glucose를 탄소원으로 사용할 경우, 반응 12시간만에 NO3-N가 10.7 mg/ℓ까

지 제거된후 거의 평형상태를 유지하여 반응 48시간째에는 9.4 mg/ℓ (약 79.4%

의 제거율)에 머물렀다. 그러나 메탄올을 탄소원으로 사용한 경우에는 반응 48

시간에도 NO3-N가 40.2 mg/ℓ이나 잔존하여 19.6%밖에 제거하지 못했다. 초산

을 탄소원으로 사용한 경우에는 반응시간에 따라 24시간 까지는 점차 감소하는 

경향을 보였으나 반응 48시간일 때에는 16.1 mg/ℓ로 약 67.8%의 제거율을 나

타내었다. 이와 같이 탄소원으로써 glucose를 사용하는 경우에는 원래 고정화에 

사용한 K. pneumoniae가 glucose에 순화되었기 때문에 당연히 탄소원으로써 

이용 가능하였으나 메탄올을 사용한 경우에는 탄소원으로써 이용하기가 어려울 

것으로 사료된다.

김의 연구75)에서도 K. pneumoniae를 사용하여 탄소원에 따른 NO3-N제거실험

을 한 결과 glucose는 탄소원으로 이용 가능하였으나 에탄올은 이용하지 못했으

며 더욱이 메탄올을 탄소원으로 사용한 경우에는 배지에서 박테리아가 증식하지 

않음을 보고한 바 있다. 

일반적으로 활성슬러지를 사용한 질소 제거시에는 탄소원으로써 메탄올을 첨가

하는 경우가 많은데 김 등76)은 COD/NO3-N비가 3.0일 때 NO3-N제거효율이 

93%임을 보고한바 있고 안 등77)은 C/N비 5~10에서 96%의 총질소 제거효율을 

보였으나 C/N비 3과 2.8에서는 각각 83%와 81%를 나타낸 바 있다.

 정 등78)은 토양컬럼을 사용한 질소제거에 관한 연구에서 탄소원이 부족한 경

우 메탄올을 C/N비 4.4이상이 되도록 조절한 결과 안정적인 탈질효과를 보고한 

바 있다. 이와 같이 활성슬러지를 질소제거에 사용하는 경우 탄소원으로써 메탄

올이 이용가능하나 본 실험에 사용한 K. pneumoniae는 메탄올을 탄소원으로써 

이용하지 못하였다.
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     Fig. 16. Effect of different carbon sources on the removal of NO3-N  

              by immobilized K. pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and 

aerobic condition.
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4) 초기 NO3-N농도에 따른 NO-N제거

Fig. 17에는 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 초기 NO3-N농도에 따른 NO3-N

제거 변화를 나타내었다. C/N비는 10 이며, 고정화 비드 충진양은 20%이다. 초기 

NO3-N농도는 24.6~180.8mg/ℓ이다.

 초기 NO3-N농도 24.6 mg/ℓ인 경우 반응 6시간 일 때 10.5 mg/ℓ까지 제거 

되었으나 이후 48시간 까지 그대로 유지되었으며, 초기농도 46.0mg/ℓ인 경우에

는 반응 12시간 일 때 9.3 mg/ℓ까지 제거된 후 마찬가지로 반응 48시간까지 변

동이 없었다. 초기농도 102.6 mg/ℓ인 경우에는 18시간일 때 17.6 mg/ℓ까지 제

거되었으며 180.8 mg/ℓ인 경우에는 30시간 일 때 13.9 mg/ℓ까지 제거된 후 큰 

변동이 없었다. 

 이와 같이 고정화 K. pneumoniae를 사용하였을 때 본 실험의 농도 범위인 

180.8 mg/ℓ에서  NO3-N가 93.1%정도 제거됨을 알 수 있었다. 

한편, 김 등75)은 고정화하지 않은 K. pneumoniae를 사용하여 초기 질소 농도에 

따른 NO3-N 제거 연구에서 NO3-N 700 mg/ℓ까지도 15시간만에 제거되는 것을 

보고한 바 있다. 이처럼 K. pneumoniae를 고정화하지 않고 사용하는 경우에는 고

농도(NO3-N, 700 mg/ℓ)의 NO3-N도 15시간 만에 제거 가능하지만 본 균을 고정

화 하였을 경우에는 NO3-N 농도 180.8 mg/ℓ 일때도 제거되는데 30시간이 소요되

었다. 이것은 박테리아를 고정화하면 고정화 비드내로 기질 및 산소 확산 저항이 

크기 때문에 고정화 K. pneumoniae가 고정화하지 않은 경우보다 NO3-N제거 효율

이 저하되는 것으로 사료된다. 김 등79)도 광경화성 수지에 고정화된 활성슬러지에 

의한 페놀 분해 연구에서 free 활성슬러지가 고정화 활성슬러지 보다 기질과 산소 

확산 저항이 적기 때문에 페놀 분해가 빠른 것으로 보고한 바 있다. 또한 이들 데

이터를 사용하여 Lineweaver-Burk plot을 작성하였으며 이 plot으로부터 

Michaelis-Menten 정수 (반속도정수) Km과 최대 반응속도 V을 구할 수 있다.

(Fig.18) 고정화 K. pneumoniae 사용하였을 때의 반속도정수 K값은  1.633 

mg/ℓ이었다. 한편, 김 등75)도 고정화 하지 않은 K. pneumoniae 를 사용하여 K

값을 구한 결과 K값은 0.925 mg/ℓ 로 본 실험의 결과와 비교해 볼 때 고정화 하

였을때의 K값이 높음을 알 수 있다. 여기에서 K값은 원래 효소와 기질간의 화

학친화력의 관계를 나타내는 것으로써 K값이 작을수록 친화력은 크다. 이와 같이 
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균체를 고정화 함으로써 K값이 변화하는 것은 고정화 비드내에서의 기질 또는 생

성물의 확산이 율속단계가 되기 때문에 겉보기 K값이 증대되는 것으로 생각 할 

수 있으며 본 실험의 결과와 같이 고정화 균체가 고정화 하지 않은 균체보다 K값

이 큰 것은 고정화 비드내로 기질확산 저항이 커서 기질에 대한 친화성이 작기 때

문인 것으로 사료된다.

Fig. 17. Effect of initial NO3-N concentration on the removal of NO3-N by 

         immobilized Klebsiella pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and 

aerobic condition.
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Fig. 18. Lineweaver-Burk plots for immobilized K. pneumoniae.
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5) 온도에 따른 NO-N제거

Fig.19 에는 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 온도에 따른 NO3-N제거 변화

를 나타내었다. 온도는 10℃, 20℃, 32℃이며, C/N비는 10, 고정화 비드의 충진

율은 20%이다. 반응온도 32℃인 경우 반응 12시간만에 NO3-N가 2.41 mg/ℓ까

지 제거되어 95.1%의 제거율을 보였으며, 반응온도 20℃에서는 반은 12시간째 

11.3 mg/ℓ(76.8%의 제거율)까지 제거되었고, 반응온도 10℃인 경우에는 반응 

24시간 일 때 16.9 mg/ℓ(65.3%의 제거율)까지 제거되어 반응온도가 높을수록 

NO3-N제거효율이 높았을 뿐만 아니라 저온인 10℃에서도 65.3%의 제거효율을 

나타내었다. 

본 실험의 고정화에 사용한 K. pneumoniae는 원래 30℃에서 배양해왔던 것으

로써 30℃에서 NO3-N제거효율이 가장 높았으나 10℃이하에서는 NO3-N제거효

율이 50%이하였다. 

 따라서 본 균을 고정화 하면 10℃의 반응온도에서도 65.3%이상의 제거효율을 

나타낼 수 있을 것으로 사료된다. 이처럼 박테리아를 고정화하여 저온(10℃)에서 

사용하여도 NO3-N의 제거효율이 높은 것은 이에 대한 고찰은 좀 더 많은 연구

를 통하여 입증해야 하겠지만 포괄고정화 비드내에 서식하는 미생물의 경우 일

반 활성슬러지나 생물막에 붙어있는 미생물에 비해 담체라는 보호막을 갖고 있

기 때문에 외부환경에 덜 민감하기 때문인 것으로 사료된다.
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 Fig. 19. Effect of different temperatures on the removal of NO3-N by 

         immobilized K. pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

condition.
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6) C/N비에 따른 NO3-N제거(무산소 조건)

Fig. 20에는 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 무산소 조건에서 C/N비에 따

른 질소제거 변화를 나타내었다. 초기 NO3-N농도는 50 mg/ℓ이며, 고정화 비드 

충진율은 20%이고, C/N비는 2.5~20이다.

 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 무산소 조건에서 반응하였을 때 본 실험의 

C/N비 조건인 2.5~20에서 NO3-N는 12시간만에 모두 제거되었다. Fig. 15 의 

실험 즉 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 호기적으로 반응하였을때는 C/N비

가 높을수록  NO3-N제거율이 높았으며 특히 C/N비 2.5에서는 27.8%만 제거되

었고 C/N비 5에서도 52.5%만 제거되었으나 본 고정화 박테리아를 무산소 조건

에서 배양한 경우에는 C/N비 2.5에서는 12시간만에 제거되었다. 이와같이 고정

화 K. pneumoniae를 사용하며 NO3-N를 제거하기 위해서는 호기적으로 반응하

는 것 보다는 무산소 조건에서 반응하는 것이 낮은 C/N비에서도 효율적임을 알 

수 있었다. 

 일반적으로 질소제거를 위한 주요 메커니즘은 질산화ㆍ탈질이다. 첫 단계는 호

기성 조건하에서 질산화 독립영양 박테리아가 NH4를 NO3로 질산화하고 두 번째 

단계에서는 무산소 조건하에서 탈질 박테리아가 NO3를 N로 전환시키며 수중에

서 대기중으로 방출된다. 최근에는 Thiosphaera pantotropha가 혼합된 활성슬러

지 프로세스에서 NO3-N의 호기적 탈질을 보고한 바 있다.80) Tsai 와 Lee81)도 

Acinetobater Johnsoii/Genospecies 7을 사용하여 호기적으로 탈질을 시도한 

바 있으며 이것은 박테리아의 nitrate reductase activity가 증대되었기 때문인 것

을 보고하였으며, Kao82)도 탈질 박테리아가 호기적 조건하에서 nitrate 

reductase를 합성한다고 보고한 바 있다. 한편 어떤 종류의 박테리아는 호기적

으로 배양하였을 때 nitrate reductase가 완전히 억제되었으며 nitrate reductase

는 용존산소에 의해 영향을 받은 것으로 나타났다. 

 한편 어떤 종류의 strain은 호기적 조건보다 혐기적 조건에서 nitrate 

reductase가 4~10배나 더 높음을 나타냈으며 이것은 enzyme activity가 용존산

소에 의해 영향을 받는 것으로 보고한 바 있다. 원래 본 실험의 고정화에 사용

한 K. pneumoniae는 호기적 배양조건에서 분리한 균으로써 호기적 조건에서 

NH4 와 NO3를 동시에 제거할 뿐만 아니라 혐기적 조건하에서도 NO3-N가 제거

되는 것으로 알려졌다. 따라서 K. pneumoniae를 고정화하여 무산소 조건에서 
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NO3-N가 제거되는 것은 본 균의 Enzyme activity가 무산소 조건에서도 발현되

기 때문인 것으로 사료된다.
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     Fig. 20. Effect of C/N ratios on the removal of NO3-N by immobilized 

             K. pneumoniae at anoxic condition.
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7) 탄소원에 따른 NO3-N제거(무산소 조건)

Fig. 21 에는 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 무산소 조건의 배양에서 탄소

원에 따른 NO3-N의 제거변화를 나타내었다. 고정화 비드 충진율은 20%이며, 

C/N비는 10 이고 탄소원으로는 glucose, acetate 및 methanol을 사용하였다. 

Fig.21에서와 같이 3종류의 다른 탄소원을 사용하여도 고정화 K. pneumoniae를 

무산소 조건에서 배양하면 모두 12시간만에 제거됨을 알 수 있다. Fig. 16의 K. 

pneumoniae를 호기적으로 배양할 경우에는 methanol을 탄소원으로 이용하지 

못하였으나 무산소조건으로 배양하면 methanol도 탄소원으로 이용이 가능하며 

호기적 배양보다는 무산소 조건에서 배양하는 것이 바람직 할 것으로 사료된다.

일반적으로 탈질을 위한 수요공여체(탄소원)로써 유입 하ㆍ폐수 중의 유기물을 

사용하지만 유기물이 부족할 경우에는 탈질 반응이 탄소에 의해 제어되기 때문

에 외부로부터 메탄올처럼 값싼 유기화합물을 보충할 필요가 있다. 

메탄올을 투여하기 위한 경험식은 다음과 같다.

  Cm=2.47N +1.53N + 0.87D

여기에서, 

Cm : 메탄올 소요량 , mg/ℓ

N :초기 질산성 질소 농도 , mg/ℓ

N :초기 아질산성 질소 농도 , mg/ℓ

D : 초기 용존 산소 농도, mg/ℓ
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Fig. 21. Effect of different carbon sources on the removal of NO3-N by 

           immobilized K. pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and anoxic 

condition.
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8) 초기 NO3-N 농도에 따른 NO-N 제거(무산소조건)

Fig. 22에는 K. pneumoniae를 사용하여 무산소 조건에서 초기 NO3-N 농도에 

따른 NO3-N 제거변화를 나타내었다. C/N비는 10이며, 고정화 비드 충진율은 

20%이고, NO3-N 농도는 24.6~180.8 mg/ℓ이다. 초기 NO3-N농도 24.6 mg/ℓ인 

경우 반응 6시간만에 거의 제거되어 0.264 mg/ℓ 정도 남았으며, (98,9%제거), 

초기 NO3-N농도 46.0 mg/ℓ인 경우에는 반응 12시간만에 0.15 mg/ℓ까지 제거

(99.7%제거)되었다. 또한 초기 NO3-N농도 102.6 mg/ℓ인 경우에는 18시간 만에 

0.78 mg/ℓ까지 제거(99.2%제거)되었고, 초기 NO3-N농도 180.8 mg/ℓ인 경우에

는 48시간만에 1.5 mg/ℓ까지 제거 (99.2%제거)되었다.

 고정화  K. pneumoniae를 사용하여 호기적 상태에서 배양한 경우 (Fig. 17) 

와 비교해보면 초기 NO3-N 농도 100 mg/ℓ까지는 무산소 조건에서 배양한 것과 

같이 12시간만에 제거되었으나 초기 NO3-N 농도 180.8 mg/ℓ인 경우에는 무산

소상태 보다 호기적을 배양하는 쪽이 NO3-N 제거율이 더 높았다.
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Fig. 22. Effect of initial NO3-N concentration on the removal of NO3-N by 

         immobilized K. pneumoniae at a C:N ratio of 10:1 and anoxic 

condition.
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9) 고정화 K. pneumoniae 에 의한 연속 NO3-N 제거

Fig. 23은 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 연속적으로 운전하였을 때의 NO

-N제거변화를 나타낸 것이다.

질소원은 NaNO이며 유입수 농도는 NO-N으로써 50 mg/ℓ이다. C/N비는 10

이고 초기 HRT(hydraulic retention time : 수리학적 체류시간)는 24시간이다.

HRT 24시간일 때 유입수 NO-N는 5 mg/ℓ 이하로 처리되었으며 연속 운전 

40일까지의 평균 NO-N의 제거율은 96.5%이었다. 실험 40일부터 HRT를 12시

간으로 낮추었으며 HRT감소에 따라 43일경에 유출수 NO-N농도가 10 mg/ℓ 

부근까지 증가하는 경향을 보였으나 이후 점차 감소하여 안정적으로 NO-N가 

제거되었다. HRT 12시간일 때 NO-N의 평균 제거율은 98.4%이었다. 

HRT 24시간일 때 와 12시간일 때 NO-N의 부하는 각각 0.05 kg-NO-N/m

⋅d 와 0.1 kgNO-N/m⋅d 이다.

이와 같이  K. pneumoniae를 고정화하여 호기성상태에서 처리하더라도 HRT 

12시간에서 안정적으로 NO-N가 제거됨을 알 수 있었다.

kesseru 등83)은 Pseudomonas butanovora를 Na-alginate에 고정화하여 C/N비 

6에서 탄소원으로 succinic acid를 사용하여 NO-N의 탈질을 한 경우 1.17 

kg-NO-N/m⋅d의 탈질 부하율을 나타냈으며 탈질균을 고정화하면 고부하에

서도 연속적으로 탈질이 가능함을 보고한 바 있다.

본 실험에서는  HRT를 12시간 까지 밖에 적용하지 못했기 때문에 용적부하율

이 낮지만 앞으로의 실험에서는 HRT를 더욱더 감소시킴과 동시에 낮은 C/N비에

서도 탈질이 가능하도록 운전조건을 확립해 볼 필요가 있을 것으로 사료된다.
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   Fig. 23. Variation of effluent NO3-N on continuous experiment by 

immobilized K. pneumoniae at 24hrs of HRT and NaNO3 used 

as a nitrogen source at a C:N ratio of 10:1.
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2. 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 이용한 질소제거

1) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 균체농도에 따른 NH4-N와 

NO3-N 제거변화

Fig. 24와 25에는 고정화 제조시 P. aeruginosa AE-1-3균체농도에 따른 

NH4-N와 NO3-N 제거변화를 나타내었다. 합성하수중의 질소원은 NH4NO이며 

C/N비는 10으로 조절하였고 고정화 제조시 균체 양은 2~10 g이다.

P. aeruginosa AE-1-3균체 8 g을 사용하여 고정화 한 경우 50 mg/ℓ의 

NH4-N를 제거하는데 약 12시간 정도 걸렸으나 고정화시 4 g의 균체를 사용한 

경우에는 12시간에서 6.75 mg/ℓ까지만 제거된 후 이후 점차 제거되어 실험 48

시간 일때에는 2.34 mg/ℓ가 남았다. 2 g의 균체를 사용한 경우에는 반응 12시

간 일 때 6.75 mg/ℓ까지 제거되었으나 48시간 일때에는 2.34 mg/ℓ이 잔존하여 

95.3%제거되었다.

10 g을 사용한 경우에는 12시간 일 때 19.15 mg/ℓ이 잔존하였으며 48시간째

에도 75.7%밖에 제거되지 않았다. 

 또한, K. pneumoniae 균체 8 g 을 사용하여 고정화한 경우 50 mg/ℓ의 

NO3-N를 제거하는데 12시간정도 소요되었으나, 4 g과 2 g을 사용한 경우에는 

각각 10.1 mg/ℓ와 18.2 mg/ℓ 까지만 제거되어 NO3-N를 완전히 제거하지 못햇

다.

 이와 같이 고정화 제조시 균체량이 많을수록 NH4-N이나 NO3-N 제거시간이 

단축되었으나 고정화 제조시 8 g 정도면 적절한 양으로 판단된다. 실험 데이터

로 나타내지 않았지만 10 g이상의 균체를 사용하면 고정화 제조시 고정화 비드

의 강도가 약해질 뿐만아니라 부서지는 경향을 나타내어 제거효율이 저하되는 

것으로 사료된다.

 Sheldon 등84)은 Pichia pastoris를 고정화하여 에탄올을 아세트 알데히드로 전

환할 때 고정화 균체농도에 대한 영향을 조사한 결과 고정화에 사용한 균체농도

가 높을수록 알코올 산화의 비활성도가 낮음을 나타낸바 있다. 또한 Morikawa 

등85)은 bacitracin 생성에 있어서의 균체 영향을 조사한 결과 역시 균체량이 많
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을수록 bacitracin 생성율이 낮아지는 것을 나타내었다. 이러한 이유로써 

Sheldon 등
84)

은 고농도의 균체를 함유하는 고정화 비드에서는 산소나 기질의 확

산속도가 고정화 균체의 활성에 대한 제한인자로 되기 쉽기 때문인 것으로 판단

하였다. 

 한편 角野 등
69)

은 질산화균을 고정화 할 때 생균수가 적으면 고정화 비드내에 

질산화균이 존재하지 않는 쓸모없는 공간이 너무 많아 장기간 순화시켜도 고정

화 비드용적당 활성도를 얻을 수 없기 때문에 고정화시에는 가능한한 활성도가 

높은 질산화균을 고농도로 고정화 하는 것이 중요하다고 하였다.

본 실험에서도 고정화 제조시 균체량이 많을수록 NH4-N와 NO3-N 제거가 빠르

게 진행되는 것으로 보아 본 실험의 균체 농도범위에서는 고농도의 균체를 사용

하는 쪽이 바람직할 것으로 사료된다.
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     Fig. 24. Effect of cell amounts in the immobilized  beads on the 

              removal of NH4-N at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

              condition.
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     Fig. 25. Effect of cell amounts in the immobilized  beads on the 

              removal of NO3-N at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

              condition.
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2) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 의 고정화 비드크기에 따른  

   NH4-N와 NO3-N의 제거변화

Fig. 26과 27에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 의 고정화 비드크기에 따른  

NH4-N과 NO3-N의 제거변화를 나타내었다. 질소원은 NHNO이며 C/N비는 10

이고 고정화 비드 크기는 겉보기로 2mm, 3mm, 5mm이다.

각각의 고정화 비드를 사용하였을 때  NH4-N는 18시간만에 96.8%이상의 제거

율을 보였으며 비드크기가 작을수록 제거율이 다소 높았다. 마찬가지로 NO3-N

역시 비드 크기가 작을수록 NO3-N제거율이 높았다. 

고정화 비드 2mm와 3mm를 사용한 경우 18시간만에 각각 NO3-N제거율 98%

와 97.5%을 나타냈으나, 5mm의 고정화 비드의 경우에는 92.1%를 나타내었다. 

정 등86)은 SCN

분해균을 고정화하여 고정화 비드 평균 직경 1.8, 2.3, 2.7mm

크기로 만들어 티오시안 분해능력을 검토한 결과 고정화 비드 직경이 작을수록 

분해시간이 짧음을 보고한 바 있으며. Bettman 등87)도 페놀 분해균을 

Polycrylamide-hydrazid에 고정화하여 고정화비드 크기에 따른 페놀 분해성을 

조사한 결과 0.1%의 페놀을 분해하는데 있어서 직경 1.5mm의 비드의경우 24시

간만에 분해되는데 비해 1.5mm의 비드를 사용한 경우에는 12시간만에 분해되

어 고정화 비드 직경이 작을수록 빨리 분해됨을 보고 하였다. 이와 같이 고정화 

비드 직경이 작을수록 분해시간이 빠른것은 戶田 등88)이 효모를 한천에 고정화 

하여 히분 배양한 결과 비드 직경이 작을수록 증식속도가 증가하였으며 이것은 

고정화 비드 내부로 산소 및 기질의 확산이 원할한 이유로 설명하였다. 

Matinsen89)도 메탄올과 glycine으로부터 L-serine 생성율에 있어서 고정화 비드 

직경이 작을수로 L-serine 생성율이 증가하는데 이 원인도 기질과 산소확산에 

기인한 것으로 보고있다. 본 실험에서도 고정화 비드 직경이 작을수록 NH4-N과 

NO3-N 제거율이 높은 것은 고정화 내부로 원활한 기질확산에 기인하는 것으로 

사료된다.

그러나 본 연구에서는 3mm이하의 고정화 비드를 만드는데 어려움이 있어 이후

의 실험에서는 평균 크기 3mm의 고정화 비드를 사용하였다. 
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   Fig. 26. Effect of bead size on the removal of NH4-N by immobilized 

           P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

           condition.
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Fig. 27. Effect of bead size on the removal of NO3-N by immobilized 

        P. aeruginosa  AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

        condition.
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3) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 충진율에 따른 NH4-N와 

NO3-N의 제거변화

Fig. 28과 29에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 충진율에 따른 NH4-N과 

NO3-N의 제거변화를 나타내었다. 질소원은 NHNO이며, 초기 NH4-N와 

NO3-N농도는 각각 50 mg/ℓ이다. C/N비는 10이 되도록 조절 하였으며 각 반응

조에 고정화 비드를 반응용적의 10~50%가 되도록 주입하였다. 

 고정화 비드 충진율 20%, 30%, 50%일 때 NH4-N는 대부분 12시간만에 제거

되는 경향을 보였으며, 12시간을 기존으로 할 때 각각의 NH4-N제거율은 각각

96.8%, 99.4% 및 99.4%였다.

고정화 비드 충진율이 10%일 때에는 18시간째 7.03 mg/ℓ(85.94%의 제거율)까

지 제거되었으나 48시간 일 때도 5.2 mg/ℓ 정도의 NH4-N이 남았다.

마찬가지로 NO3-N제거변화를 보면 고정화 비드 충진율 20%, 30%, 50%일때

의 NO3-N제거율은 반응 12시간 기준에서 각각 96.1%, 98.7% 및 99.5%였으며, 

고정화 비드 충진율 10%에서도 18시간 만에 99.24%의 NO3-N 제거율은 나타냈

다.

이와 같이 고정화 비드 충진율이 높을수록 NH4-N나 NO3-N의 제거율이 약간 

높은 경향을 나타냈으나 충진율 20% 이상이면 제거율에 있어서 큰 차이는 없었

다. 정 등73)은 고정화 활성슬러지를 사용하여 합성하수 중의 질소를 제거할 때 

고정화 비드 주입량이 많을수록 NH4-N가 빠르게 제거됨을 나타낸바 있으며, 박 

등74)도 한천 아크릴아미드로 포괄 고정화한 미생물을 사용한 PVA처리특성 연구

에서 PVA처리율은 반응기에 주입한 고정화 비드량에 비례하지는 않았으나 주입

량이 많을수록 처리효율이 높음을 보고한 바 있다. 그러나 반응조 내에 비드 충

량을 30%나 50%로 유지하기 위해서는 약품값이 과다하게 소요되므로 이후의 

실험에서는 비드 충진율을 20%로 하여 회분식 실험을 수행하였다.
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Fig. 28. Effect of amount of immobilized bead on the removal of NH4-N at  

 a C:N ratio of 10:1 and aerobic condition.
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Fig. 29. Effect of amount of immobilized bead on the removal of NO3-N at 

a C:N ratio of 10:1 and aerobic condition.
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4) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 사용한 C/N비에 따른 

   NH4-N와 NO3-N의 제거변화

Fig. 30과 31에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 사용하여 C/N비에 따른 

NH4-N 및 NO3-N의 제거변화를 나타내었다. 질소원은 NHNO이며, NH4-N 및 

NO3-N 농도는 각각 50 mg/ℓ이다. 고정화 비드충진율은 20%이며 C/N비는 

2.5~20이다.

NH4-N제거의 경우 C/N비 10과 20에서는 18시간만에 99.9%이상의 제거율을 

보였으나 C/N비 5에서는 실험 6시간째 15.45 mg/ℓ(69.1%의 제거율)까지 제거 

된 후 48시간까지 거의 제거되지 않았으며, C/N비 2.5에서는 실험 6시간째 

25.4 mg/ℓ(49.2%의 제거율)까지 제거된 후 C/N비 5와 마찬가지로 실험 48시간 

까지 거의 제거되지 않았다. 

NO3-N제거의 경우 C/N비 10과 20에서는 12시간만에 각각 99.5%과 99.9%의 

제거율을 나타냈으나 C/N비 5에서는 실험 6시간째 11.56 mg/ℓ(76.9%의 제거

율)까지만 제거되었고 C/N비 2.5에서 실험 6시간째 32.16 mg/ℓ(35.7의 제거율)

까지만 제거되었다. 

이와 같이 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 사용하였을 때 C/N비 10이상 이어

야만 NH4-N와  NO3-N를 동시에 완전히 제거할 수 있지만 C/N비 5와 2.5에서

는 35.7~76.9%밖에 제거되지 않았다. 

김90)은 본 실험에 사용한 P. aeruginosa AE-1-3를 사용하여 C/N비에 따른 

NH4-N와  NO3-N의 제거를 검토한 결과 C/N비 2.5에서는 NH4-N및  NO3-N이 

각각 73%와 76%만 제거됨을 보고한 바 있다. 또한 Fig. 15의 고정화  K.  

pneumoniae의 C/N비에 따른  NO3-N의 제거에서도 C/N비 10이상 일 때 

99.2%이상의 제거율을 보였으나 C/N비 5에서는 52.6%밖에 제거되지 않았다.

따라서 본 실험에서와 같이 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 사용하여 NH4-N

와 NO3-N를 동시에 완전히 제거하기 위해서는 C/N비 10이상이 필요할 것으로 

사료된다.
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     Fig. 30. Effect of C/N ratios on the removal of NH4-N by immobilized 

             P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

              condition.
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     Fig. 31. Effect of C/N ratios on the removal of NO3-N by immobilized

              P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic  

              condition.
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5) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 탄소원에 따른 NH4-N와 

   NO3-N의 제거변화

Fig. 32과 33에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 탄소원에 따른 NH4-N 및 

NO3-N의 제거변화를 나타내었다. 고정화 비드 충진율은 20%이며 C/N비는 10

이고 탄소원으로는 glucose, acetate 및 methanol을 사용하였다.

NH4-N 제거에 있어서 glucose를 탄소원으로 사용한 경우 NH4-N 50 mg/ℓ은 

약 18시간만에 완전히 제거되었으나 methanol을 탄소원으로 사용한 경우에는 

실험 48시간 동안 거의 제거되지 않았다. Acetate를 탄소원으로 사용한 경우에

는 20.1 mg/ℓ까지 제거되어 약 59.9%의 제거율을 보였다.

NO3-N제거에 있어서는 glucose를 탄소원으로 사용한 경우 NH4-N제거와 마찬

가지로 약 18시간만에 NO3-N이 98.1%제거되었으나 methanol을 탄소원으로 사

용한 경우네는 거의 NO3-N가 제거되지않았다. 그러나 acetate를 탄소원으로 사

용한 경우에는 NH4-N 제거와는 다르게 약 30시간만에 NO3-N 50 mg/ℓ이 완전

히 제거되었다. 이와 같이 탄소원으로써 glucose를 사용하였을 때에는 NH4-및 

NO3-N가 동시에 제거되었으나 methonol은 탄소원으로 이용하지 못했다. 그러

나 acetate를 사용하는 경우에는 NO3-N 제거시에 탄소원으로 이용가능하나 

NH4-N제거시에는 약 50%정도 밖에 발휘하지 못함을 알수있다.

이것은 김90)의 연구에서와 같이 고정화하지 않는 P. aeruginosa AE-1-3을 사

용하여 여러 탄소원에 따른 NH4-N 및 NO3-N제거를 검토한 결과 methanol 탄

소원으로 사용한 경우에는 P. aeruginosa AE-1-3이 증식하지 않았고 acetate를 

탄소원으로 사용하였을 경우에는 glucose를 사용하였을 때의 약 반정도 밖에 증

식하지 않음을 보고한 바 있다. 따라서 본 실험의 결과에서 처럼 acetate를 탄소

원으로 이용시 NH4-N가 약 60%정도밖에 제거되지 않는 것은 박테리아의 생육

과 깊은 관계가 있는 것으로 사료된다.

한편 고정화 K. pneumoniae를 사용한 실험에서도 NO3-N제거시 glucose만 탄

소원으로 이용이 가능한 것으로 (Fig. 16) 볼 때 일반적으로 하수에서 질소제거

시 탄소원으로 methanol을 사용하는 경우가 많지만 특정 박테리아를 사용하여 

질소를 제거할 때에는 그 박테리아에 알맞은 탄소원을 조사 검토할 필요가 있을 

것으로 사료된다.

일반적으로 활성슬러지를 사용한 질소 제거시에는 탄소원으로써 메탄올을 첨가
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하는 경우가 많은데 김 등
76)

은 COD/NO-N비가 3.0일 때 NO-N제거효율이 

93%임을 보고한바 있고 안 등
77)

은 C/N비 5~10에서 96%의 총질소 제거효율을 

보였으나 C/N비 3과 2.8에서는 각각 83%와 81%를 나타낸 바 있다.

 정 등
78)

은 토양컬럼을 사용한 질소제거에 관한 연구에서 탄소원이 부족한 경

우 메탄올을 C/N비 4.4이상이 되도록 조절한 결과 안정적인 탈질효과를 보고한 

바 있다. 
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     Fig. 32. Effect of different carbon sources on the removal of NH4-N  

              by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 

              and aerobic condition.
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     Fig. 33. Effect of different carbon sources on the removal of NO3-N 

             by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 

and aerobic condition.
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6) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 NH4-N와 NO3-N의 초기농

도에 따른 제거변화

Fig. 34과 35에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 NH-N 및 NO-N의 제거 

변화를 나타내었다. 고정화 비드 충진율은 20%이며 C/N비는 10이고 초기 NH

NO농도는 50~400 mg/ℓ이다.

 NH-N제거의 경우 NH-N 50 mg/ℓ까지는 12시간만에 완전히 제거되었으나 

100 mg/ℓ 이상에서는 완전히 제거되지 않았다. NH-N 100 mg/ℓ의 경우 12시

간을 기준으로 볼 때 72.3% 제거되었으며, 초기 NH-N농도 150 mg/ℓ과 200 

mg/ℓ인 경우에는 각각 78.8%와 82.4%의 제거율을 나타내었다. NO-N의 경우

도 NH-N와 마찬가지로 초기 NO-N농도 50 mg/ℓ까지는 12시간만에 완전히 

제거되었으나 초기 NO-N농도 100 mg/ℓ이상에서는 완전히 제거되지 않았다. 

초기 NO-N농도 100 mg/ℓ, 150 mg/ℓ 및 200 mg/ℓ일 때의 제거율(18시간기

준)은 각각 46.5%, 26.7% 및 22.7%이었다. 

 한편 김90)은 고정화하지 않은 P. aeruginosa를 사용하여 초기 NHNO농도에 

따른 NH-N 및 NO-N제거 연구에서 NH-N 175 mg/ℓ까지는 완전히 제거되었

고 NH-N 350 mg/ℓ에서도 약 72%가 제거되었으며, NO-N 역시 350 mg/ℓ까

지도 18시간 만에 완전히 제거됨을 나타내었다. 이와 같이 P. aeruginosa 

AE-1-3을 고정화하지 않고 사용하는 경우에는 고농도의 NH-N 및 NO-N이 

제거되지만 본 균을 고정화 하면 초기 NH-N 및 NO-N 농도가 50 mg/ℓ이하

까지만 완전히 제거되었다. 

이것은 박테리아를 고정화하면 고정화 비드내로 기질 및 산소확산 저항이 크기 

때문에 NH-N 및 NO-N 제거효율이 저하되는 것으로 사료된다.

Fig. 36은 Fig. 34의 데이터(NH-N)를 이용하여 Lineweaver-Burk plot을 작성

한 그림이다. Fig. 36에서 처럼 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 사용하였을 때

의 반속도 정수  K값은 434.1 mg/ℓ로 계산되었다. 반면에 김90)의 연구결과에

서의 K값은 259.5 mg/ℓ로 고정화하였을 때의 K값이 높음을 알수 있다. 이것

은 Fig. 18에서와 같이 K. pneumoniae를 고정화한 경우에도 고정화하지 않을 



- 92 -

때 보다 K 값이 높았듯이 원래 K값은 원래 효소와 기질간의 화학친화력으 관

계를 나타내는 것으로써 K값이 작을수록 친화력이 큼을 의미한다. 이와 같이 

균체를 고정화 함으로써 K값이 변화하는 것은 고정화 비드내에서의 기질 또는 생

성물의 확산이 율속단계가 되기 때문에 겉보기 K값이 증대되는 것으로 생각 할 

수 있으며 본 실험의 결과와 같이 고정화 균체가 고정화하지 않은 균체보다 K값

이 큰 것은 고정화 비드내로 기질확산 저항이 커서 기질에 대한 친화성이 작기 때

문인 것으로 사료된다.
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      Fig. 34. Effect of initial NH4NO3 concentration on the removal of 

               NH4-N by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio 

of 10:1 and aerobic condition.
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      Fig. 35. Effect of initial NH4NO3 concentration on the removal of 

               NO3-N removal by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a 

C:N ratio of 10:1 and aerobic condition.
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Fig. 36. Lineweaver-Burk plots immobilized P. aeruginosa AE-1-3.
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7) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 의 pH변화에 따른  NH4-N  

   와 NO3-N의 제거변화

Fig. 37과 38에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 사용하여 pH에 따른 NH

-N 및 NO-N의 제거변화를 나타내었다. 고정화 비드 충진율은 20%이며 질소

원은 NHNO이고 C/N비는 10이다. pH는 6~10으로 조절하였다.

 NH-N제거를 보면 pH 7, 8, 9에서의 실험 18시간째를 기준으로 할 때  NH

-N제거율은 각각 96.2%, 98.1% 및 98.9%로써 대부분의 NH-N가 제거되었으

나 pH 6에서는 51.6%만 제거되었다.

NO-N의 경우에도 pH 7, 8, 9에서 실험 12~18시간만에 대부분의 NO-N가 

제거되었으며 12시간을 기준으로 볼 때 NO-N의 제거율은 각각 96.8%, 99.1% 

및 98.1%이었으나 pH 6에서는 63.3%만 제거되었다. 이와같이 본 고정화 P. 

aeruginosa AE-1-3을 사용하여 NH-N 및 NO-N를 제거할 때에는 pH를 7~9

사이에 조절해 주는 것이 타당할 것으로 사료된다.

김 등10)은 본 실험에 사용한 P. aeruginosa AE-1-3을 분리 동정할 때 최적 

pH는 7.1이고 pH 8과 9 에서는 NH-N 및 NO-N의 제거율이 pH 7.1일 때보

다 60~70%정도로 낮아짐을 보고한 바 있다.

Imai 등91) 및 Batsalova 등92)은 효소를 PVA(polyvinyl alcohol)에 고정화 하여 

pH 활성도를 조사한 결과 고정화 효소 쪽이 고정화하지 않은 효소보다 pH 활성

도가 높았으며, Kobayashi 등93) 및 Canterella 등94) 역시 고정화 효소 쪽이 보다 

넓은 pH 범위에서 반응하고 있음을 보고하였다.

 또한 Tanaka 등95)도 photo-crosslinkable resin을 이용하여 효소를 고정화하

고 이 고정화 효소의 pH 활성도를 조사한 결과 고정화 효소가 고정화하지 않은 

효소보다 넓은 pH범위에서 활성이 있음을 나타내었다. 이와 같이 미생물을 이용

하여 하⋅폐수를 처리할 때 환경의 pH가 다른 경우에는 미생물을 고정화하면 

미생물의 활성을 나타내는 pH보다 어느 정도 이동시킬 수 있을 것으로 사료된

다.

이처럼 박테리아를 고정화하였을 때 최적 pH나 pH 활성도가 다른 이유는 고정

화재료의 정전기적 성질에 의한 것이라는 보고가 있지만 앞으로 pH 이동현상에 
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따른 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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  Fig. 37. Effect of pH on the removal of NH4-N by immobilized 

          P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

          condition.
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 Fig. 38. Effect of pH on the removal of NO3-N by immobilized 

          P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and aerobic 

          condition.
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8) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3의 온도변화에 따른 NH4-N

와 NO3-N의 제거변화

Fig. 39과 40에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 사용하여 온도에 따른 NH

-N의 제거변화를 나타내었다.

고정화 비드의 충진율은 20%이며 질소원은 NHNO이고 C/N비는 10이다. 반

응온도는 10℃, 20℃ 및 32℃이다.

NH-N제거의 경우 실험 12시간 일 때 반응온도 10℃, 20℃ 및 32℃에서 NH

-N 제거율은 각각 94.8%, 97.5% 및 99.6%로 온도가 높을수록 NH-N의 제거

율은 높았으며, 10℃에서도 94.8%의 양호한 제거율을 나타내었다.

본 실험에서 사용한 P. aeruginosa AE-1-3의 온도변화에 따른 연구 결과는 없

기 때문에 직접 비교하기는 어려우나 Fig. 19의 경우에서 처럼 박테리아를 고정

화하면 낮은 온도인 10℃에서도 65.3%정도의 NO-N제거율을 보였듯이 P. 

aeruginosa AE-1-3을 고정화하였을 때 낮은 온도에서도 99.6%의 NH-N제거

율을 나타내었다. 포괄고정화 담체의 경우 고정화하지 않는 미생물에 비해 온도

에 대한 영향이 적은 것은 포괄 고정화 담체내에 서식하는 미생물의 경우 담체

라는 보호막을 갖고 있어 외부환경에 덜 민감하기 때문일 것으로 사료되나 이 

부분에 대한 고찰은 좀 더 많은 연구를 통하여 입증해야 할 것으로 본다.
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Fig. 39. Effect of different temperatures on the removal of NH4-N removal 

         by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and 

aerobic condition.
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Fig. 40. Effect of different temperatures on the removal of NO3-N removal 

         by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 10:1 and 

aerobic condition.
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9) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 이용한 NH4-N와 NO3-N

의 연속적 제거

 Fig. 41과 42에는 고정화 P.aeruginosa AE-1-3을 이용하여 연속적으로 NH

NO를 처리하였을 때의 NH-N 및 NO-N 제거변화를 나타내었다. 질소원은 

NHNO이며 초기 C/N비는 5이고, 유입수 NH-N 및 NO-N농도는 각각 50 

mg/ℓ이다.

HRT 24시간일 때 유출수 NH-N는 11.4 mg/ℓ에서 21.0 mg/ℓ으로 변동하였으

며 평균제거율은 72.9%이었다. 실험 22일째부터 HRT 12시간으로 낮추어 75일

까지 운전하였다. 이 기간동안의 유출수 NH-N농도는 7.81 mg/ℓ에서 16.23 

mg/ℓ까지 변동하였으며 평균 제거율은 78.4%로 HRT 24시간일 때 보다 약 6%

의 제거율이 증대되었다. 실험 76일째부터는 다시 HRT를 6시간으로 낮추어 100

일까지 운전하였다. 유출수 NH-N의 값은 7.1 mg/ℓ에서 13.54 mg/ℓ까지 변동

하였으며 이때의 평균 제거율은 80.5%이었다. 본 실험의 조건에서는 HRT가 낮

을수록 NH-N 제거율이 증가하는 경향을 나타내었다. 실험 101일째부터는 HRT 

6시간을 그대로 유지하면서 C/N비를 5에서 10으로 증가 시켰다. C/N비를 증가

시켰을 때 유출수 NH-N는 10 mg/ℓ이하까지 제거되었으며 평균 NH-N 제거

율은 90.5%이었다. 

 NO-N 제거변동의 경우 초기 HRT 24시간일 때 실험초기 22.64 mg/ℓ에서 점

차 6.2 mg/ℓ가지 감소하였으며 평균 NO-N제거율은 75.1%이었다. 실험 22일

째부터 HRT를 12시간으로 낮추었으며 이때 유출수의 NO-N는 5.5 mg/ℓ에서 

14.5 mg/ℓ까지 변동하였고 평균 NO-N 제거율은 86.1%이었다. 실험 76일째부

터 HRT를 6시간으로 낮추어도 유출수의 NO-N는 0.4 mg/ℓ에서 10.9 mg/ℓ까

지 변동되었으나 평균제거율은 93.4%로 NH-N의 경우처럼 비슷한 경향을 보였

다.

 실험 101일째부터는 C/N비를 10으로 올려서 운전하였는바 C/N비 증가에 따

라 유출수 NO-N는 C/N비 5일 때 보다 더 낮아지는 경향을 나타내었다. 이때

의 평균 제거율은 97.4%를 나타내었다. 이와 같이 일반적으로 질소제거에 있어
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서 HRT가 감소하면 처리율(제거율)이 증가하는 경향을 나타내지만 본 실험의 운

전조건에서는 HRT가 감소함에도 불구하고 NH-N나 NO-N의 제거율은 증가하

였다.

 HRT를 6시간 이하로 운전하지 않아서 비교하기는 어려우나 적어도 

P. aeruginosa AE-1-3을 고정화 하면 C/N비 5일 때 HRT 6시간에서도 NH-N 

제거율 80.5%와 NO-N 제거율 93.4%를 얻을 수 있을 것으로 사료된다. 더욱

이 C/N비를 10으로 증가시키면 90%이상의 NH-N 및 NO-N 제거율을 달성할 

수 있지만 일반적으로 하수중의 질소를 제거하기 위해서는 C/N비가 3~5정도가 

필요한 것으로 볼 때 가능하다면 C/N비를 증가시키는 것 보다는 낮은 C/N비에

서 운전하는 것이 바람직 할 것으로 판단된다.

 Fig. 43에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 이용하여 연속적으로 NHCl을 

처리하였을 때의 유출수 NH-N 제거변화를 나타내었다. 질소원으로는 NHCl을 

사용하였으며 초기 HRT 24시간에서 점차 12시간과 6시간으로 감소시켰고 C/N

비는 초기5에서 10으로 늘렸다.

 HRT 24시간일 때 유출수 NH-N농도는 19.4 mg/ℓ에서 30.08 mg/ℓ까지 변동

하였으며 이 때의 제거율은 55.5%이었다. 실험기간이 경과함에 따라 유출수 NH

-N가 다소 낮아지는 경향을 보였으며 실험 21일에는 HRT를 24시간에서 12시

간으로 감소시켰다. HRT를 12시간으로 하여도 유출수 NH-N농도가 감소하는 

경향을 나타냈으나 실험 50일째 부터는 높아지는 경향을 보여 유출수 NH-N농

도가 31 mg/ℓ까지 증가하였으며 이후 점차 낮아졌다.

HRT 12시간에서의 평균 NH-N제거율은 57.4%이었다. 실험 75일째 부터는 다

시 HRT를 6시간으로 낮추어도 유출수 NH-N농도는 크게 변동하지 않았으나(평

균 제거율 58.3%)실험 101일째부터 C/N비 5에서 10으로 증대시켜 운전하였을 

때 유출수 NH-N농도는 10 mg/ℓ이하로 제거되는 경향을 보였다. 이와 같이 고

정화 P.aeruginosa AE-1-3을 사용하여 NHCl을 처리하고자 할 때 유출수의 

NHCl 10 mg/ℓ이하를 얻기 위해서는 C/N비 10이 필요함을 알 수 있었다.

고정화에 이용한 P. aeruginosa AE-1-3은 원래 Fig. 41과 42에서 보였듯이 

NHNO를 질소원으로 사용하였을 때 C/N비 10에서 동시에 NH-N 와 NO-N
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를 제거할 수 있는 균주이다.

그러나 NHCl을 단독 질소원으로 한 연속 실험에서는 C/N비 5에서 Fig. 41처

럼 NH-N 제거율이 높지 않았고 C/N비 10일 때 비로소 10 mg/ℓ이하로 제거되

었다. 유입 하수 중의 질소 형태는 일반적으로 NH-N의 형태를 띄고 있기 때문

에 NH-N 와 NO-N가 동시에 들어있는 질소원 보다는 NH-N만 함유되어 있

는 질소원을 사용하는 것이 하수처리에 적용시킬 때 바람직할 것으로 사료된다. 

앞으로 이 부분에 대한 자세한 검토가 필요할 것으로 판단된다.
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Fig. 41. Variation of effluent NH4-N in continuous experiment by 

         immobilized P. aeruginosa AE-1-3. NH4NO3 used as a nitrogen 

         source.
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Fig. 42. Variation of effluent NO3-N in continuous experiment by 

         immobilized P. aeruginosa AE-1-3. NH4NO3 used as a nitrogen 

         source.
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Fig. 43. Variation of effluent NH4-N in continuous experiment by 

         immobilized P. aeruginosa AE-1-3. NH4Cl used as a nitrogen 

         source.
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3. 활성슬러지 프로세스를 조합한 P. aeruginosa AE-1-3

에 의한 NH4-N와 NO3-N의 연속제거

1) 활성슬러지 반응조 뒤에 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 

   반응조의 질소제거

Fig. 44와 45 활성슬러지 반응조와 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조를 

조합한 시스템에서 유출수의 NH-N, NO-N 및 COD 변화를 나타낸 것이다.

 활성슬러지 반응조가 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조의 전단에 위치하

며 활성슬러지 반응조에서 처리된 유출수가 고정화 박테리아 반응조에 유입된

다. 활성슬러지 반응조에 유입되는 합성하수의 질소원으로는 NHCl을 사용하였

으며 C/N비는 5이고 HRT는 2시간이 되도록 유입시켰다. 유입수의 NH-N 및 

COD는 각각 50 mg/ℓ와 500 mg/ℓ이다.

활성슬러지 반응조에서의 유출수 변화를 보면, 실험 초기 15일까지는 유출수의 

NH-N과 T-N 및 COD농도 변화가 심하였으나 이후에는 농도 변동폭이 작았다. 

실험 15일 이후의 데이터를 기준으로 볼 때 유출수의 NH-N는 5.3 mg/ℓ에서 

25.2 mg/ℓ까지 변동하였으며 평균 NH-N 제거율은 67.2%이었다. 유출수 NO

-N의 경우, 5 ~12 mg/ℓ까지 (35일까지) 변동하다가 이후에는 1 mg/ℓ이하로 

검출되었으나 활성슬러지 반응조에서 일부분 NH-N가 NO-N로 전환 되었으나 

실험기간이 경과하면서 질산화는 더 이상 나타나지 않았다.

이것은 활성슬러지 반응조에 구성되어 있는 침전조에 슬러지가 침전된 상태로 

남아있어 이 부분에서 탈질이 이루어지기 때문에 질소가 제거되는 것으로 사료

된다. 실험 15일 이후부터의 평균 T-N제거율은 79.5%로써 활성슬러지 반응조에

서 상당량의 질소가 제거됨을 알 수 있다.

유출수 COD의 경우 8.9 mg/ℓ에서 22 mg/ℓ까지 변동하고 있으며 유입 COD가 

500 mg/ℓ임을 감안할 때 COD 평균제거율은 97.5%이었다.

고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에 있어서도 실험 초기(15일까지)에는 

NH-N 농도변화가 심하였으나 이후에는 농도 변화폭이 작음을 알 수 있다. NH
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-N농도는 4.1~17.7 mg/ℓ까지 변동하였으며 평균 NH-N 제거율은 고정화 박

테리아 반응조에 유입된는 NH-N 농도를 기준으로 할 때 25.7%이며 유입수 

NH-N 농도를 기준으로 할 때 전체적으로 75.8%제거되었다.

NO-N의 경우 실험초기부터 악간씩 증가하여 실험 25일경에는 15.8 mg/ℓ까지 

증가하다가 점차 안정적인 값을 나타내었으며 이 때의 유출수 NO-N은 8.9 

~23.3 mg/ℓ의 범위였다.

고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에서 NO-N가 생성되는 것은 아마도 활

성슬러지 반응조에서 유출된 활성슬러지가 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응

조에 넘어 들어왔기 때문일 것으로 사료되나 이부분에 대한 정확한 규정은 하지 

못하고 있다. 앞으로의 실험에서는 이 부분에 대해서 규명할 필요가 있다고 본

다.

한편 유출수 COD는 6.4 mg/ℓ에서 12.6 mg/ℓ까지 변동 (평균 10.6 mg/ℓ)하였

으나 앞단의 활성슬러지 반응조에서 유입된 COD(평균 11.5 mg/ℓ)가 고정와 박

테리아 반응조에서는 거의 제거되지 않고 유출되는 것으로 판단되었다.

이와같이 앞단에 활성슬러지 반응조를 설치하고 후단에 고정화 P. aeruginosa 

AE-1-3 반응조를 설치하여 운전하였을 때 고정화 박테리아 반응조에서의 NH

-N, NO-N, 및 COD제거효과는 극히 미미한 것으로 사료된다. 이것은 앞단에서 

유기물이 거의 제거되어 후단에 유입되는 유기물 양이 적기 때문에 질소제거가 

잘 이루어지지 않는 것으로 생각된다.
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Fig. 44. Variation of effluent NH4-N, NO3-N, T-N and COD concentrations 

         in activated sludge process.  
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Fig. 45. Variation of effluent NH4-N, NO3-N and COD concentrations 

         in immobilized bacteria process.
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2) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조 뒤에 활성슬러지 

   반응조의 질소제거

Fig. 46과 47에는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조와 활성슬러지 반응조

를 조합한 시스템에서의 유출수 NH-N, NO-N, 및 COD 변화를 나타내었다.

Fig. 44, 45과는 반대로 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조가 활성슬러지 

반응조 전단에 설치되었으며 합성 하수의 유입수는 고정화 P. aeruginosa 

AE-1-3 반응조를 거쳐 활성슬러지 반응조를 통과하여 유출된다. 고정화 P. 

aeruginosa AE-1-3 반응조에 유입되는 합성하수의 질소원등 농도 및 실험조건

은 Fig. 44에서와 같다

고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에서의 유출수 변화를 보면 NH-N의 경

우 실험기간동안 16.2 mg/ℓ에서 25.7 mg/ℓ(평균 22.5 mg/ℓ)까지 변동하였으며 

NH-N의 평균 제거율은 55%이었다. NO-N의 경우에는 실험기간 동안 최대 

1.6 mg/ℓ로 거의 생성되지 않는 것으로 나타났으며 본 반응조에서는 NO-N가 

생성이 되지 않음을 알 수 있었다. COD의 경우 유입수 농도 500 mg/ℓ가 대부

분 16 mg/ℓ이하로 처리되었으며 COD평균 제거율은 97.2%를 나타내어 유기물

은 고정화 P. aeruginosa AE-1-3반응조에서 제거됨을 알 수 있었다.

활성슬러지 반응조에서의 유출수 농도 변화를 보면 NH-N의 경우 9.45 mg/ℓ

에서 22.6 mg/ℓ(평균 15.5 mg/ℓ)까지 변동하였으며 유입수 평균 22.5 mg/ℓ를 

기준으로 할 때 제거율은 약 31.1%이며 유입수 NH-N농도 50 mg/ℓ를 기준으

로 보면 약 69%의 제거율을 나타내었다. 

활성슬러지 반응조에서는 NO-N가 생성되었으며 실험기간 동안 NO-N 농도

는 11.21 mg/ℓ 20.32 mg/ℓ (평균 14.3 mg/ℓ)까지 변동 전환 되었다. 이것은 

고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에서 유입된 NH-N의 일부가 본 반응조

에서 NO-N로 전환되었음을 의미한다.

유출수 COD는 8.2 mg/ℓ에서 14.4 mg/ℓ(평균 11.6 mg/ℓ)로 변동하였으나 이

것 역시 Fig. 44에서처럼 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에서 유입된 

COD가 활성슬러지 반응조에서는 거의 이용되지 못한 채 유출된 것으로 사료된
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다. 이와 같이 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조와 활성슬러지 반응조를 앞 

뒤 위치에 설치 하여 실험 해 본 결과 대부분의 유기물은 앞에 설치한 반응조에

서 제거되었으며 이로 인해 후단에 설치한 반응조에서는 유기물 부족현상이 일

어나는 것을 알 수 있었다.

따라서 2개의 반응조를 설치하여 효율적으로 질소를 제거하기 위해서는 후단에 

유기물(탄소원)을 따로 공급하여 처리하거나 또는 후단의 처리수를 앞단의 반응

조에 순환시켜 후단에서 생성된 NO-N를 탈질시키는 것도 바람직할 것으로 사

료된다.
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Fig. 46. Variation of effluent NH4-N, NO3-N and COD concentrations 

         in immobilized bacteria process with 12hrs of HRT and a C:N 

         ratio 10:1. NH4Cl used as a nitrogen source
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Fig. 47. Variation of effluent NH4-N, NO3-N and COD concentrations 

         in immobilized bacteria process and activated sludge. NH4Cl used 

         as a nitrogen source
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3) 활성슬러지 반응조와 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응

조 혼합의 질소제거

Fig. 48에는 활성슬러지 반응조 내에서의 P. aeruginosa AE-1-3의 질소제거 

능력을 검토하기 위해서 활성슬러지 반응조내에 고정화 P. aeruginosa AE-1-3

을 주입하여 연속적으로 운전하였을 때의 유출수 NH-N와 NO-N 및 COD의 

농도변화를 나타내었다.

실험조건은 Fig. 44과 같다. NH-N의 경우 실험 27일 째에 31.9 mg/ℓ까지 증

가하였으나 전체 실험기간동안의 평균 유출수 NH-N농도는 17.1 mg/ℓ로써 제

거율은 약 65.8%이었다. NO-N의 경우에는 실험기간동안 0.5 mg/ℓ이하로 거

의 생성되지 않아 활성슬러지가 존재함에도 불구하고 NH-N의 NO-N로의 전

환은 없었다.

COD변화를 보면 실험 초기에 26 mg/ℓ까지 나타났으나 점차 감소하여 8.4 

~14.8 mg/ℓ까지 안정적으로 처리되고 있음을 알 수 있다. COD제거율은 97.7%

를 나타내었다. 

이와 같이 활성슬러지 반응조내에 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 주입하더라

도 NH-N제거율은 65.8%로써 Fig. 45의 경우와 비교해 볼 때 큰 차이는 나지 

않았지만 보다 효율적으로 처리하기 위해서는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 

활성슬러지와 혼합하여 사용하는 것 보다는 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응

조와 활성슬러지 반응조를 따로 구성하여 설치하는 것이 바람직할 것으로 사료

된다.
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Fig. 48. Variation of effluent NH4-N, NO3-N, and COD concentrations 

         in immobilized bacteria process combined with activated sludge. 

         NH4Cl used as a nitrogen source
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4. 생물막법 

1) 활성슬러지 혼합에 따른 NH-N 및 NO-N 제거비교

Fig. 49과 50은 부직포 생물막 반응조에 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3

을 부착 시켜 연속적으로 운전한 실험 결과이다. 질소원으로 NHNO를 사용하

였으며 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3를 동시에 부착시킨 생물막 반응조

와 P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 생물막 반응조를 사용하였고, HRT는 

24시간 초기 합성하수의 C/N비는 5이며 호기적으로 운전하였다.

NH-N의 제거 변화를 보면 실험 초기인 15일까지 2개의 반응조 모두에서 유

출수 NH-N농도 변화가 심하였으나 이후에 점차 안정되는 추세를 보이고 있다. 

활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 혼합 부착한 생물막 반응조의 경우 실험 

16일부터 45일까지의 C/N비 5에서의 유출수 평균 NH-N 농도는 12.7 mg/ℓ이

며, 평균 제거율은 74.6%이다. 실험 45일 C/N비 5에서 10으로 증가시켰을 때 

유출수 NH-N도 증가하다 감소하는 경향을 보였는데 이것은 C/N비 증가로 인

해 부직포에 곰팡이가 왕성하게 번식한 결과 활성슬러지와 P. aeruginosa 

AE-1-3이 제 기능을 발휘하지 못하였기 때문인 것으로 사료된다. 유출수 NH

-N가 낮아진 실험 51일에는 다시 C/N비를 5로 낮추었으며 이 때의 평균 NH

-N은 15.1 mg/ℓ (평균 제거율, 69.9%)이었다. 한편 P. aeruginosa AE-1-3만

을 부착시킨 생물막 반응조에서도 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 혼합

한 반응조와 비슷한 경향을 보이고 있는 것으로 보이나 P. aeruginosa AE-1-3

만을 사용한 경우 평균 유출수 평균 NH-N는 C/N비 5일 때 18.2 mg/ℓ로 다소 

높게 검출되었다. 평균 NH4-N 제거율은 63.6%이었다. NO3-N제거변화의 경우

를 보면 NH4-N의 경우보다 매우 안정적으로 제거되고 있는 것으로 나타났으며, 

C/N비 증가에 따라 유출수 NO3-N이 높아지는 경향을 나타냈지만 NO3-N농도 

20 mg/ℓ 이하로 NH4-N보다 높지는 않았다. 다시 C/N비 5로 운전한 결과 

NO3-N는 안정적으로 제거되었다. C/N비 5일 때 활성슬러지와 P. aeruginosa 

AE-1-3만을 부착시킨 반응조에서의 평균 유출수 NO3-N 농도는 각각 1.11 mg/

ℓ 와 1.51 mg/ℓ이며, 평균 제거율은 각각 97.78%와 96.98%로 P. aeruginosa 

AE-1-3만 부직포에 부착시켜 운전하여도 NO-N제거효율은 매우 우수한 것으

로 나타났다.
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Fig. 49. Variations of effluent NH4-N concentration in the biofilm process 

         attached activated sludge and P. aeriginosa AE-1-3 and the 

         bioflim process attached P. aeruginosa AE-1-3 only. 

T im e  (d a y s )

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0 4 5 5 0 5 5

N
O

3
-N

 (
m

g
/L

)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

A c tiv a te d  s lu d g e + B a c te r ia
B a c te r ia

C /N  5 C /N  1 0 C /N  5

Fig. 50. Variations of effluent NO3-N concentration in the biofilm process 

attached activated sludge and P. aeriginosa AE-1-3 and the 

bioflim process attached P. aeruginosa AE-1-3 only.
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2) 생물막 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 이용한 

NH4-N의 연속적 제거

Fig. 51과 52에는 부직포에 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 부착시켜 

연속적으로 운전한 실험 결과이다. 질소원으로는 NHCl을 사용하였으며, 활성슬

러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 혼합하여 부착시킨 생물막 반응조와 P. 

aeruginosa AE-1-3만 부착시킨 생물막 반응조를 사용하였다. 실험 초기의 HRT

는 24시간이며 합성하수의 C/N비는 5이고 호기적으로 운전하였다. NH-N의 제

거변화를 보면, 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 혼합하여 부착시킨 반응

조의 유출수 NH-N은 C/N비 5에서 5.2 mg/ℓ에서 31.43 mg/ℓ 까지 변동하였

고 평균 유출수 NH-N농도는 18.74 mg/ℓ로 평균 제거율은 62.5%이었다. 실험 

19일째에 C/N비 5에서 C/N비 10으로 증가시켜도 유출수 NH-N는 22.4 mg/ℓ 

이하로 제거되었다. Fig. 49의 질소원으로 NHNO을 사용한 경우와 비교해보면 

NHNO을 사용할 때의 평균 NH-N제거율 69.8%보다는 다소 낮은 제거율을 

나타냈다. 

P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 생물막 반응조는 C/N비 5일에서 운전하

는 실험기간 곰팡이의 과다 성장 및 유입수 주입 펌프 등의 고장으로 인해 실험

결과를 얻을 수 없었다.

활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 혼합 부착시킨 생물막 반응조에서의 

NO-N제거 변화를 보면 C/N비 5일 때 유출수 NO-N는 10 mg/ℓ에서 점차 낮

아져 실험 10일 경에는 0.42 mg/ℓ를 나타내었다. 질소원으로는 NHCl을 사용하

기 때문에 유출수에는 NO-N 가 검출되지 않을 것으로 예상되었으나 Fig. 52에

서 처럼 실험초기에 NO-N가 검출되는 것은 생물막 반응조에 부착된 활성슬러

지에 의해 NH4-N이 NO3-N로 전환되었기 때문일 것으로 사료된다. C/N비 10으

로 증가시켰을 때에는 반응조내에서 질산화가 진행되어 20 mg/ℓ 부근까지 증가

되었으나 C/N비 5로 다시 낮추면 질산화는 진행되지 않는 것으로 나타났다.
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Fig. 51. Variations of effluent NH4-N concentration in the biofilm attached 

Activated sludge and P. aeriginosa AE-1-3, and the bioflim 

process attached P.aeruginosa AE-1-3 only.
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Fig. 52. Variations of effluent NO3-N concentration in the biofilm attached 

Activated sludge and P. aeriginosa AE-1-3, and the bioflim 

process attached P.aeruginosa AE-1-3 only.
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3) 생물막 P. aeruginosa AE-1-3을 이용한 NH4-N와 NO3-N

의 연속 제거 

Fig. 52과 53은 부직포에 P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 생물막 반응조

를 사용하여 연속적으로 운전한 실험 결과이다. 질소원으로 NHNO를 사용하였

으며, 실험초기에는 Anoxic상태로 운전하다가 98일 이후부터는 호기성 상태에서 

운전하였으며 실험기간 C/N비는 10 이고 HRT는 24시간이었다. NH-N의 경우 

유출수 NH-N의 변동 폭이 7.1 mg/ℓ에서 33.4 mg/ℓ로 심하였으며 평균 유출

수 NH-N농도는 21.54 mg/ℓ로 제거율은 56.9%를 나타냈다. 실험 96일째부터 

무산소 상태로 운전하던 반응조를 호기성 상태로 전환하였으며 호기성 상태로 

전환과 동시에 유출수 NH-N은 대부분 1.0 mg/ℓ이하를 나타내어 약 99.5%의 

제거율을 보였다.

NO-N의 경우(Fig. 54) Anoxic상태로 유지함에도 불구하고 실험초기에는 높지

는 않지만 1.47 mg/ℓ에서 4.58 mg/ℓ 정도 밖에 검출되지 않아 무산소상태에서

도 NO-N가 제거되는 것을 알 수 있었다. 실험 18일 경에는 1.2 mg/ℓ이하로 

안정적으로 NO-N가 제거되었으며, 이 때의 제거율은 97.3%에 도달하였다. 마

찬가지로 실험 96일째부터 무산소상태에서 호기성 상태로 전환하였을 때 유출수 

NO-N는 무산소 상태일 때 보다도더 낮은 농도를 유지하였으며 이 기간 동안의 

유출수 평균 NO-N농도는 0.54 mg/ℓ으로 제거율은 98.9%를 나타내었다. 

이와 같이 P. aeruginosa AE-1-3을 부착시킨 생물막 반응조를 사용하여 무산

소 상태로 유지 하였을 때 Fig. 49의 실험결과에서의(C/N비 5) NH-N제거율 

63.6%에는 못미치나 약 57%의 제거율을 나타냈으며 호기성 상태로 유지하여 

곰팡이의 발생을 억제하면 C/N비 5 에서 보다 C/N비 10 일 때 NH-N제거율이 

99.5%로 월등히 높음을 알 수 있었다. 한편 NO-N의 경우에는 Fig. 50의 C/N

비 5에서 호기성 상태로 운전할 때나 무산소 상태로 운전하거나 또는 C/N비 10

에서 호기성상태로 운전하더라도 NO-N 제거율에는 큰 차이를 보이지 않았으며 

97%이상의 NO-N제거율을 나타내었다.

이와 동시에 Fig. 55에 나타낸 바와 같이 유출수의 COD도 무산소 상태에서 소

비(COD평균 제거율 88.2%)되고 있고 당연히 호기성 상태에서도 COD가 제거
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(COD평균 제거율 95.3%)되고 있는 것으로 볼 때 본 실험에 사용한 P. 

aeruginosa AE-1-3는 NHNO를 제거하기 위해서는 유기물이 필요한 것으로 

사료된다.
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Fig. 53. Variations of effluent NH4-N concentration in the biofilm attached  

P. aeruginosa AE-1-3 only.
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Fig. 54. Variations of effluent NO3-N concentration in the biofilm attached  

        P. aeruginosa AE-1-3 only.
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Fig. 55.  Variations of effluent COD concentration in the biofilm attached  

P. aeruginosa AE-1-3 only.



- 122 -

V. 결론

질소제거를 위한 새로운 프로세스를 개발하기 위하여 polyethylene glycol이 주

성분인 고분자 물질에 Klebsiella pneumoniae 과 Pseudomonas aeruginosa 

AE-1-3을 포괄고정화 하여 합성폐수의 질소제거에 영향을 주는 여러 인자들을 

회분식으로 검토함과 동시에 연속적으로 질소제거 가능성을 검토하였으며 또한 

위의 2균주를 부직포에 부착시킨 생물막 반응조를 이용하여 질소제거 가능성을 

검토한 결과는 다음과 같다.

1. 고정화 K. pneumoniae를 이용한 NO3-N 제거

1) 고정화 비드의 충진율에 따른 NO3-N의 제거율을 검토한 결과 충진량이 많

을수록 NO3-N 제거시간이 단축되었으며

2) C/N비 2.5~10 까지는 NO3-N 제거 시 lag time이 비슷하지만 C/N비 10과 

30에서 lag time이 길어지는 경향을 보였고 C/N비 2.5인 경우에는 탄소원의 부

족으로 41.3%만 제거되었다.

3) 고정화 K. pneumoniae를 사용하여 NO3-N를 제거하는 경우 탄소원으로써 

glucose는 이용가능하나 메탄올을 이용하지 못하였으며 acetate를 사용한 경우

에는 약 64.8% 밖에 제거하지 못했다.

4) NO3-N농도 200 mg/ℓ까지는 30시간 만에 93.1%가 제거되었으며

5) K. pneumoniae를 고정화 하면 저온인 10℃에서도 NO3-N가 65.3% 제거되

어 고정화 하지 않을때보다 약 15%이상의 제거효율을 나타내었다.

6) 고정화 K. pneumoniae는 무산소 조건에서도 NO3-N가 제거 가능하였으며 

무산소 조건에서는 C/N비 2.5에서도 NO3-N 50 mg/ℓ이 완전히 제거되어 호기

적으로 반응시키는 것보다도 낮은 C/N비에서 NO3-N 제거가 가능하였다.

7) 무산소 조건하에서는 탄소원으로써 글루코스나 acetate 뿐만 아니라 메탄올

도 이용 가능하였다.

8) 무산소 조건하에서는 초기 NO3-N 농도 180.8 mg/ℓ 도 48시간 만에 1.5 

mg/ℓ 까지 제거되어 99.2%의 제거율을 나타내었다.

9) 고정화 K. pneumoniae를 충진한 반응조를 사용하여 NaNO3을 질소원으로, 

C/N 10, 초기 HRT 24시간으로 하여 호기적으로 연속 제거실험을 한 결과 HRT 



- 123 -

24시간일 때와 12시간일 때 평균제거율은 각각 99.9%와 99.8%이었다.

2. 고정화 P. aeruginosa AE-1-3를 이용한 NH4-N 및 NO3-N 제거

  1) P. aeruginosa를 고정화 할 때 균체량에 따른 NH4-N 및 NO3-N제거를 검

토한 결과 균체량이 많을수록 NH4-N 및 NO3-N 제거시간이 단축되었으나 고정

화 할 때 10 g 이상의 균체를 사용하면 고정화 비드의 강도가 약해져 제거효율

이 낮았다.

  2) 고정화 비드의 크기를 2mm. 3mm 및 5mm로 만들어 사용하였을 때 

NH4-N 및 NO3-N의 제거율은 96.8%이상이었으며 고정화 비드 직경이 작을수록 

분해시간이 짧았다.

  3) 고정화 P. aeruginosa 의 충진율에 따른 NH4-N 및 NO3-N의 실험 결과 

고정화 비드 충진율이 높을수록 이 들 제거율이 높은 경향을 보였으며 충진율 

20%이상이면 제거율에 있어서 큰 차이가 없었다.

  4) C/N비 10 이상일 때 NH4-N와 NO3-N가 동시에 모두 제거되었으나 C/N

비 2.5와 5에서는 35.7%~76.9%밖에 제거되지 못했다.

  5) 탄소원으로 glucose를 사용한 경우에는 NH4-N가 18시간 만에 제거되었

고, NO3-N제거에 있어서 glucose를 사용한 경우 18시간 만에 98.1%제거되었

고, acetate를 사용한 경우에는 30시간 만에 제거되었으나 메탄올은 역시 탄소

원으로 이용하지 못했다.

  6) NH4-N와 NO3-N를 동시에 제거하기 위해서는 NH4-N와 NO3-N 농도가 

각각 50 mg/ℓ 이하일 때 만 가능하였으며 초기 NH4-N 및 NO3-N 농도가 100 

mg/ℓ 이상에서는 50%이하의 제거율을 나타내었다.

  7) 온도가 높을수록 NH4-N 제거율일 증가하였으며 특히 낮은 온도인 10℃에

서도 NH4-N 제거율은 94.8%를 나타내었다.
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  8) 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 이용하여 NH4NO3를 질소원으로 하고 

C/N비 5에서 연속적으로 처리한 결과 HRT 6시간에서도 NH4-N의 평균 제거율

은 80.5%이었으며 C/N비 10에서는 90.5%까지 증가하였다. NO3-N도 HRT 6시

간에서 평균 제거율이 93.4%로 양호한 제거율을 나타내었다.

  9) 한편 질소원으로 NH4Cl을 사용한 경우에는 유출수 NH4-N농도 10 mg/ℓ이

하로 제거하기 위해서 C/N비 10으로 운전하는 것이 바람직할 것으로 판단되었

다.

3. 활성슬러지를 조합한 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조

1) 활성슬러지 반응조에 고정화 P. aeruginosa AE-1-3을 투입하여 연속 처리

한 결과 NH4-N 제거율은 65.8%에 그쳤으나 NH4-N가 NO3-N로의 전환은 없었

다.

2) 앞단에 활성슬러지 반응조를 설치하고 후단에 P. aeruginosa AE-1-3 반응

조를 설치하여 연속 처리할 때 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조에서의 

NH4-N 및 NO3-N 제거효과는 낮았다. 이것은 앞단에서 유기물이 대부분 제거되

어 후단에 유입되는 유기물 양이 적기 때문인 것으로 판단된다.

3) 앞단에 고정화 P. aeruginosa AE-1-3 반응조를 설치하고 후단에 활성슬러

지 반응조를 설치한 경우에도 유입수의 대부분의 유기물은 앞단의 반응조에서 

제거되었으며 이로 인해 후단에 설치한 반응조에서는 유기물 부족으로 NH4-N 

및 NO3-N 제거율이 낮았다.

4. 생물막법

 1) 부직포에 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 동시에 부착시킨 반응조

와 P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 반응조를 사용하여 (질소원으로 

NH4NO3 사용) NH4-N 및 NO3-N의 연속제거 실험을 수행한 결과 NH4-N는 각

각 약 69.8%와 63.6%의 제거효율을 나타냈으나 NO3-N는 2개의 반응조에서 각
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각 97.78%와 96.98%의 제거효율을 나타내었다.

2) 부직포에 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 동시에 부착시킨 반응조와 

P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 반응조에 질소원으로 NH4Cl을 사용하여 

연속제거 실험을 수행한 결과 활성슬러지와 P. aeruginosa AE-1-3을 동시에 부

착시킨 반응조에서의 NH4-N 제거율은 62.5%를 나타내었으며 활성슬러지를 부

착한 반응조에서 실험기간이 경과함에 따라 질산화 현상이 나타났다.

3) 부직포에 P. aeruginosa AE-1-3만을 부착시킨 생물막 반응조에서 NH4NO3

를 질소원으로 사용하여 연속처리한 결과 무산소 상태에서의 NH4-N 제거율은 

56.9%이었으나 호기성 상태에서는 99.5%의 제거율을 나타내었다. NO3-N는 무

산소상태에서도 약 97.3%의 제거율을 나타내었고 호기성 상태에서는 98.9%의 

제거율을 나타내었다.
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