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ABSTRACT

A Study on the Removal of Nitrogen by Immobilized

Pseudomonas aeruginosa

By : Gyoung-Hun, park

Advisor : Prof. Hyung-il, Choi

Department of Environmental Education,

Graduate School, Chosun University

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

Whole cells of 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.

The removal rate of NO3-N increased with increasing of cell concentration

in the immobilized beads. A higher removal rate of 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/ of NOℓ 3-N was

completely removed in 9 hours. other carbon source, such as methanol was not

utilized.

NO3-N was completely consumed at C/N of 5 and 10 and 20, but C/N 2.5 the

removal efficiencies of NO3-N ranged from 76%. The removal efficiencies of

NO3-N increased with increasing of temperature and the NO3-N removal

efficiency of 96.8% could achieved at the low temperature(10 ) by the℃

immobilized P. aeruginosa AE-1-3. The average removal efficiencies of NO3-N at

the HRT of 24 and HRT of 12 was 97.4% and 98.8% respectively during continuous

treatment by the immobilized P. aeruginosa AE-1-3 when NH4NO3 as a nitrogen

source was used.
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서 론.Ⅰ

하수중의 질소화합물은 호소 및 하천에서 부영양화를 일으키는 물질이며,

질산화과정에서 많은 수생생물에 대한 독성작용을 일으키는 것으로 알려져 있다.

하수처리장 방류수의 수질기준은 특정지역이 기타지역이T-N 20 /L, 60 /L㎎ ㎎

지만 년 부터는 기타지역도 특정지역과 마찬가지로 적용할 계획이어서 그동, 2013 ,

안 유기물과 부유물질 등을 제거할 목적으로 운영되어온 처리장의 경우 고도처리

시설을 도입하거나 고도처리 기술이 겸비된 새로운 공법으로 교체하고 있다.

하수의 질소 제거 방법으로는 물리화학적 처리법과 생물학적 처리법이 있다 물.

리화학적 질소제거에는 법이나 불연속점 처리법이 있으나 주로 암모니아Stripping

성질소 제거가 목적이고 다른 형태의 질소는 거의 제거되지 않는다 생물학적 처.

리법으로는 시스템 시스템 생물막법 등이 있으며 공통적으로A/O , Bardenpho ,

NH4 을 아질산 및 질산화 박테리아에 의해-N NO2 및-N NO3 으로 질산화한후 탈질균-N

에 의해 N2O, N2등의 가스를 생성시켜 외부로 배출한다.

생물학적 질소제거법은 슬러지를반송하고 다량의 잉여슬러지를 처분하여야 하며

높은 반응온도와 긴체류시간을 유지하기 위해 비용이 많이 소모된다1).

고정화법은 반응조에 특정 미생물을 부착한후 증식시켜 미생물의 농도를 높게

유지함으로써 반응조를 콤팩트화 잉여슬러지의 발생량을 저감하며 처리효율을 높

이는 장점이 있다2).

많이 사용되느 고정화 법은 불용성 에 부착시키는 결합고정화법 자기 조media ,

립법 포괄고정화법 등이며 포괄고정화법의 경우 특정 미생물을 고정화하고 미생,

물농도를 높게 유지함으로써 특정물질의 처리효율을 높이고 시설은 화 하compact

며 슬러지발생량이 매우적기 때문에 많은 하수처리장에서 도입되고 있다
2).

미생물의 고정화 재료로서는 천연 및 합성고분자 물질이 사용되나 알긴산염 및

카라기난 등 천연고분자 물질인 알긴산염 및 카라기난 등은 강도가 낮아서 적gel

용하기 어렵기 때문에 최근에는 합성고분자물질인 photo-crosslinked resin,

등 합성고분자물질이 사용되고 있다polyvinylalcohol, polyacrylamide, 3).

본 연구에서는 고정화 를 하수의 질소Pseudomonas aeruginosa AE-1-3 dldydgku

를 제거하고자 한다 이를 위해 에 김. Polyethylene glycol 4)이 분리한 질소제거 박

테리아 를 포괄고정화 하여 합성하수 중의 질소제Pseudomonas aeruginosa AE-1-3
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거에 영향을 회분식 및 연속식으로 처리하며 질소제거의 영향인자의 적용범위와

적정 운전조건을 모색하였다.
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이론적 고찰.Ⅱ

생물학적 탈질화1.

생물학적 탈질은 혐기성 조건에서 미생물이 최종 전자수용체로서 산소 대신 질

산성 질소를 이용하고 전자공여체로서 유기화합물을 이용하여 질소를 감소시키는,

것으로 정의된다5,6). 생물학적 하 폐수처리에서 질산성 질소는 이러한 생물학적․

탈질과정을 통해 질소 가스로 전환되어 대기로 방출하며 무산소 상태에서, (anoxic)

일어나기 때문에 혐기성 호흡이라고 한다7).

탈질화 반응1)

탈질화 과정은 단계를 거치는데 첫 단계가 질산성 질소에서 아질산성 질소로2 ,

의 환원과정8)이고 두 번째 단계가 질소가스까지 두 개의 중간 생성물을 거쳐 일,

어난다 즉 아래의 순서와 같이 질소가스로 환원된다. , .


→

→→→

각 과정에서의 반쪽반응식 및 관련 효소는 다음에 나타내었다.


   →

 Nitrate Reductase


  → Nitrite Reductase

 
 


→ Nitric Oxide Reductase


 


→  Nitrous Oxide Reductase

탈질화 과정에 관여하는 미생물은 임의성 종속영양 미생물 로서(heterotrophs)

반응조내 무산소 상태의 유지와 전자공여체 인 유기탄소원이 필수(electron donor)

적으로 필요하게 되며 전자 공여체로는 경제적인 이유로 메탄올이 가장 많이 이용

되고 있다 메탄올을 전자공여체로 이용할 경우 탈질화 반응은 다음과 같다. .9)
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
 


→

 


  





 


→


  


  







 


→


  


  






탈질화 반응을 위한 메탄올은 탈질화 미생물의 세포합성에 약 가 소요25 ~ 30%

됨을 밝혔으며 세포합성을 고려한 총괄적인 질산염의 탈질화 반응을 실규모의 연

구를 토대로 다음 식과 같이 제안하였다10).


 →

  


 →

  


  →

  


탈질화 반응에서 nitrate(NO3
- 가) N2 로 환원될 때 탄산염 과gas (carbon acid)

중탄산염 이 생성된다(bicarbonate) . 1mg NO3
- 이 탈질화 되는데 약-N 2.3~3.0 mg/ℓ

의 가 생성되며 이로인한 반응조의 는 높아지기도 한다alkalinity , pH .

미생물(Micrococcus, Psuedomonas, Denitrobacillus, Spirillum, Achromobacter)

들은 무산소 조건하에서 최종 전자수용체로서 질산성 질소를 사용한다 한편 산. ,

화질소를 암모니아까지 환원시키는 전 과정을 이라고 하는데Nitrate assimilation

여기에 관여하는 미생물은 Neurospora, Achromobacter Aspergillus11), Lactobacil

-lus, Escherichia coli, Azotobacter가 있다.
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탈질화 영향인자2)

가 온도)

탈질 반응은 에서 주로 진행되고 이하에서는 급격히 감소한5 25 5∼ ℃ ℃

다 범위에서 탈질율은 온도가 증가할 때 대략 배정도 빨라지. 5 25 10 2∼ ℃ ℃

는 것으로 보고되고 있다 범위에서 탈질 반응은 식 온. 3 30 2-3 Arrhenius∼ ℃

도 관계를 따른다7).

K = Ae-E/RT

여기서 속도상수, K : (mol/ )ℓ

상수A :

활성화 에너지E : (cal/mol)

기체상수R : (0.082 atm / mol K)ℓ ∙ ∙

절대온도T :

나 및 알칼리도) pH

탈질소화 반응은 알칼리도가 생성되는 반응이다 은 질산성 질소가 질. Table 1

소 가스로 탈질소가 이루어질 때 탄산 은 중탄산 으로(Carbonic acid) (Bicarbonate)

전환된다 이론적으로 알칼리도의 생성량은. 3.57 mg(as CaCO3)/mg Nreduced인데 실,

제로는 2.3 3.0 mg(as CaCO∼ 3)/mg Nreduced 범위에 있다
12). 알칼리도의 생성은 시

스템의 를 높이거나 질산화와 복합된 시스템인 경우는 알칼리도 손실을 어느pH ,

정도 상쇄시킬 수 있다 탈질소화의 최적 는 존재하는 의 종류나 폐수. pH bacteria

내 성분에 따라 달라지지만 보통 사이에서 결정된다 질산화 처리 공정pH 7 8 .∼

이 탈질소화의 최적 에 가깝게 운전되므로 특별한 조정은 필요치 않다pH .
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Table 1. Relationships for nitrate dissimilation and growth in denitrification

reactions

Reaction Equation

Nitrogen

dissimilation

Nitrate to nitrite

NO3
- + 0.33CH3OH

= NO2
--- + 0.33H2O + 0.33H2CO3

Nitrite to

nitrogen gas

NO2
- + 0.5H2CO3

= 0.5N2 + HCO3
- +H2O

Nitrate to

nitrogen gas

NO3
- + 0.833CH3OH + 0.167H2CO3

= 0.5N2 + 1.33H2O + HCO3
-

Synthesis -

denitrifiers

14CH3OH + 13NO3
- + 4H2CO3

-

= 3C5H7O2N + 20H2O + 3HCO3
-

다 용존산소)

탈질 미생물들은 용존산소가 충분치 않은 상태에서 NO3
- 나-N NO2

- 를 최종전자-N

수용체로 이용하지만 용존산소가 존재하는 경우 다른 무기성수용체보다 낮은 환원

전위를 갖는 산소를 선호하게 된다13) 즉 호기성 호흡으로 더 많은 가 만들어. , ATP

질 수 있고 무산소상태보다 호기상태에서 탈질 미생물 생성이 훨씬 많아진다 이.

것이 탈질화 반응이 산소의 부재 시에만 일어나는 이유이다14).
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Table 2. Comparison of energy yields of nitrate dissimilation vs oxygen

respiration for glucose

Reaction
Energy Yield per mole

glucose kilocalories

Nitrate Dissimilation

5C6H12O6 + 24KNO3 →

30CO2 + 18H2O + 24KOH + 12N2

570Kcal

Oxygen Respiration

C6H12O6 +6O2 6CO→ 2 + 6H2O
686Kcal

는 미생물의 내호흡 분해율이 탈질화의 제한단계Table 2 (rate limiting step)

로 작용하기 때문이다 에서 실험치는 인 경우. 20 Methanol 0.25 kg NO℃ 3
--N /kg

이고 미생물내의 내호흡으로 인한 탄소원인 경우MLVSS/day , 0.04 kg NO3
--N /kg

이다MLVSS/day . 전자 공여체 기질로서 을 사용하는 경우 탈질화 반응은 식methanol

(1), (2), (3)에 표현되어 있다.

 
 →

 (1)


→


(2)


→


(3)

식 에 의거 이론적 의 요구량과 생산량은 각각 식(1), (2), (3) methanol biomass

(4), 으로 구할 수 있다(5) .

  
  

  (4)

  
  

  (5)

여기서,

요구된 의 양Cm = Methanol , mg/ℓ

NO3
- 요구된 질산성 질소의 농도= , mg/ℓ

NO3
- 요구된 아질산성 질소의 농도= , mg/ℓ

DO = 제거된 용존산소의 농도, mg/ℓ

= 생산량Biomass , mg/ℓ
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최근에 내생호흡과 생 폐수의 유기탄소원에 대해서 활발하게 진행되고 있는데

탈질화 반응은 엄격한 혐기성조건보다 무산소조건에서 일어나고 산소농도가, 0.5

이하의 산화질소 존재 하에서 일어난다 탈질화 반응에서 무산소 조건은 근mg/ .ℓ

본적인 단계를 약간 수정한 형태로 거치므로 산소부재의 환경조건을 말한다고 했

다 농도가 낮은 경우에 탈질에 관여하는 효소가 합성된다. DO
15).

탈질균의 순수 배양 실험을 통하여 탈질을 저해하는 용존산소의 농도를 0.2 mg/

이상으로 보고 있으며 탈질을 제한하는 산소 농도가 라0.3 mg/ 1.5 mg/ℓ ℓ ∼ ℓ

고 제시하였다16). 산소는 NO2
- 환원 미생물의 성장에 저해작용을 일으키는데 산-N ,

소가 NO3
- 의 환원 미생물보다는-N NO2

- 환원 미생물에 더 큰 저해작용을 일으킨다-N

는 것이 밝혀졌으며17) 포화농도의 가,5 DO N％ 2 의 발생율을 감소시킨다고 하였다O

18). 또한 NO2
- 환원 미생물은 포화농도에 민감하나-N 13% NO3

- 환원 미생물은 산-N

소에 덜 민감하여 포화농도보다 큰 농도에서 저해작용을 받는다고 하였다13% .
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미생물 고정화법2.

고정화법의 정의 및 역사1)

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

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

에 있는 것을 말한다 고정화 미생물은 원래 효소를 고정화 한 것으로부터 시작되.

었으며 년 과 이 골탄의 미분에 흡착한 효소 이소베르타제가, 1916 Nilson Griffin

활성을 유지하고 있다는 것을 발견한데서부터 발단이 되었다19) 이처럼 처음에는.

효소를 고정화에 이용하다가 효소는 고정화할 때에는 정제해야만 하는 번거로움을

없애기 위해서 점차 미생물을 고정화하게 되었다 효소나 미생물을 고정화하는 궁.

극적인 목적은 유용한 물질의 생산 미량 물질의 분석 의료 등에 이용하려는 것, ,

으로 과 같이 여러분야에서 연구가 진행되고 있다Table 3 2) 최근에는 이러한 고정.

화 미생물을 이용하여 하수처리에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

등Shirakami 20)은 다공질 폴리우레탄의 유동입자에 담지한 미생물 군에 의한 유

기물 및 질소의 동시제거를 보고하였고 등, Kawamura 21)은 담체로서 앰버라이트를

이용한 유동상에 의한 생물학적 질산화를 보고하였다.

등Nilson 22)은 탈질균 을 고정화하여 질소 제거의(Pseudomonas denitrificans)

가능성을 시사하였으며 등, Kokututa 23,24)은 질산균과 탈질균을 고정화하여 고정화

하지 않은 탈질 미생물과 비교 검토하여 고정화 탈질균의 반복처리시 처리 성적이

우수함을 보고하였고 등, Hashimoto 19) 등, Sumino 8) 은 활성슬러지를 고정화하여

질소 제거에 관한 연구를 보고한 바 있다.

등Wang 26)에 따르면 미생물 고정화법은 자유 미생물에 비해서 다음의 특징을 가

지고 있다고 하였다 높은 미생물농도에 의한 생분해율의 증가와 생물공정의 조절.

이 보다 용이함 미생물의 손실 없이 높은 희석율에서 연속공정이 가능함 생촉매, ,

의 촉매안정성 뿐만 아니라 독성화합물에 대한 내성을 증가시킬 수 있다고 하였

다.

단일 효소를 고정화하여 단순 반응을 촉매시키는 것으로부터 시작한 고정화에

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

매의 연구로까지 발전하였고 고정화 담체나 고정화법의 개발도 활발하게 진행되고
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있다
2).

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, , , ,

측정 등BOD

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

에 의한 정제 생화학 시약의 합성 등affinity chromatography ,
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고정화법의 종류 및 특성2)

효소가 촉매작용을 하려면 효소단백질의 일부에 기질과 상호작용을 하는 영역,

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

다 하나는 효소의 촉매로서의 반응성에 관여하는 반응부위 또는. (reactive site)

촉매부위 이며 다른 하나는 효소반응의 기질특이성을 지배하는(catalytic site) ,

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

위는 몇 개의 아미노산 잔기로 형성되어 효소 고유의 고차구조를 지니고 있는데,

효소가 고정화된 상태에서 촉매작용을 나타내려면 활성중심의 아미노산 잔기가 변

화를 받지 않고 고유의 고차구조를 유지해야만 한다 이것들이 변화된 경우는 촉.

매작용의 저하 또는 기질특이성 등의 효소적 성질에 변화가 생긴다 고정화시 효, .

소단백질중의 반응기를 변화시키지 않아야 한다 또한 효소단백질의 고차구조는.

수소결합 소수결합 이온결합 등 비교적 약한 결합으로 유지되고 있으므로 효소, ,

를 고정화할 때는 고온 강산 강알칼리 등의 처리는 피해야 하며 유기용매 고, , , ,

농도의 염류에 의해서도 변성되거나 활성을 잃게 되기 때문에 특히 온화한 조건이

필요하다.

효소의 고정화 방법은 다음 가지로 분류할 수 있다3 .

결합고정화법 물에 불용성인 담체에 효소를 결합시키는 방법* -

자기고정화법 개 또는 그 이상의 반응기를 갖는 시약을 사용하여* - 2

효소와 효소간에 가교를 형성시켜 고정화하는 방법

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

반투막성 폴리머의 피막으로 피복하는 방법27)

이들 고정화법을 에 나타내었다Fig. 1 .
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결합고정화법 자기고정화법 포괄고정화법

Fig. 1. Schematic of the immobilized method.28)

가 결합고정화법)

하천수에 오염물질이 유입될 경우 자갈 표면 등에 부착된 미생물들에 의하여 오

염물질이 제거되는 현상에서 시작된 생물막법은 접촉재 표면에서 형성된 생물막을

이용하여 생물막과 오폐수의 접촉을 반복시킴으로써 오염물질을 생물학적으로 산

화 분해시키는 방법이다 대표적인 방법으로 살수여상법 회전. (Trickling Filter),

원판법 접촉산화법 등의 고정생물막법과 입상매(Rotating Biological Contactor),

체를 유동화시켜 처리하는 유동상 생물막법 등이 있다.

고형물의 표면에는 미생물이나 유기물이 부착하여 거기에서 미생물의 증식과 함

께 세포 외 폴리머 등을 생산함으로써 생물막이 형성되며 생물막의 두께가 기질,

이 투과할 수 있는 두께 유효 두께 이상이 되면 그 두께보다 내부에 존재하는 미( )

생물의 활성력이 없어지고 마찰 저항도 커지기 때문에 생물막은 박리현상이 일어,

난다.

생물막법의 형성은 먼저 유기성 분자가 접촉재 표면에 흡착되어 막을 만들고 그

표면에 세균이 흡착을 하게 된다 흡착된 미생물은 주로 다당류로 구성된 고분자.

물질을 세포외로 분비하게 되어 단단히 결합하게 된다 생물막의 두께는 미생물과.

환경조건에 의하여 결정되는데 보통 정도의 막이 형성된다 그러나 조100~200 .㎛

류 고등생물이 자랄 경우 수 이상 되는 경우도 있다 일반적으로 생물막에서, cm .



- 13 -

물질대사가 활발한 부분은 계면으로부터 의 두께이다70~100 .㎛

생물막법과 활성슬러지법을 비교하면 생물막에서는 다양한 미생물의 생식이 가,

능하여 안정된 생태계가 구성되므로 외부조건의 변동에 대응력이 상대적으로 높

다 생물막법을 다단으로 할 경우 각 단별로 우점종 미생물이 존재하게 되며 먹. ,

이사슬이 길어 발생 슬러지의 감소가 가능하다 특히 영양성분 제거와 관련되는.

질산화 미생물 및 탈질 미생물이 잘 증식하므로 활성슬러지에 비하여 질소 제거율

이 높다 이는 이들 미생물이 성장속도가 낮아 활성슬러지법에서는 씻겨나가기 쉽.

지만 생물막에서는 안정하게 증식할 수 있으며 생물막의 내부는 혐기성으로 되, ,

기 때문에 탈질이 일어나면서 질소제거가 가능하기 때문이다.

미생물을 고정화시키는 담체의 재질에는 다당류 셀룰로스 덱키스트린 및 아가로( ;

스 단백질 젤라팅 알부민 등 합성수지 합성고분자 폴리비닐클로라이드 등), ( , ), , ( )․

및 무기물 모래 세라믹스 다공성 유리 등 이 있으며 폐수처리에 이용 가능하며( , , ) ,

값이 싸고 내구성이 있는 재질을 사용한다 최근에는 종래의 쇄석 대신 플라스틱.

이 이용되고 있다 또한 유동 증식 활성슬러지법 등에서는 활성탄 모래 안트라. , ,

사이트와 같은 무기물질이 이용되고 있다 혐기성 질소제거에 있어서는 발포연석. ,

세라믹스 용융슬래그 등 무기물질 및 그 가공제품이 이용되고 있다, .

나 자기 고정화법)

자기고정화법은 미생물이 적정한 수리조건 하에서 활성슬러지 과 비교하여floc

아주 치밀하고 비중이 높은 직경 수 의 조립체를 형성하게 하는 방법으로 균체mm ,

를 형으로 고농도로 보유할수 있고 고부하 운전이 가능하며 의 활성pellt , , pellet

이 매우 높은 특성을 지닌 새로운 처리방식중의 하나이다 현재 혐기성 조건하의.

호기성의 자기고정화법인 통성혐기성 자기고정화법인UASB, AUSB, USB(Upflow

호기성 조건하에서의 유기물 제거를 위한Sludge Blanket), MRB(Multi-stage

등이 있다 당초에 조립체는 와 같은 혐기성 처리Reversing Flow Bioreactor) . UASB

에서만 생성되는 것으로 생각하였으나 호기성 조건하에서도 생성되는 것이 알려졌

기 때문에 고도처리 또는 효율적인 처리방법으로서 중요성이 더욱 더 높아지고 있

다 이 방법들은 생물반응기 내에서 미생물이 생산한 생물고분자 물질이 접착제의.

역할을 하여 사상형 미생물이 접착되는 반응이 계속 발생하여 조립체를 형성하는

것으로 추정된다 법은 완전 혐기성 처리 공법이지만 호기성 처리 공법과 조. UASB

합하여 순환을 계속하면 유기물의 메탈발효와 질소성분의 질산화 및 탈질이 가능
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하게 된다 법은 질산성 질소제거가 가능한 공법으로 법을 질소제거에 응. USB UASB

용한 것이다 그러나 본 공법을 더욱 더 발전시키기 위해서는 조립화의. star-up

시간단축과 인의 제거의 어려움 등의 문제를 해결해야만 한다.

다 포괄고정화법)

결합고정화법에서는 자연적으로 부착하기 쉬운 균이 우점종이 되고 후밀화 하,

는데 정기적인 역세 시기를 놓치게 되면 내부가 혐기 상태로 되고 생물막이 떨어

져서 나중에는 처리조 내의 미생물 유지량이 적어져 처리성능이 저하하는 원이,

된다 이에 반해 포괄고정화 방법은 이러한 생물막법의 단점으로 보완하여 특정의.

미생물이나 효소를 고농도로 고정화할 수 있다.

포괄고정화법의 장점은 미생물을 고농도로 안정하게 유지할 수 있어 하 폐수의․

고속처리를 도모할 수 있으며 특정미생물을 고정화시킴으로써 특정물질의 처리가,

가능하고 슬러지 발생량의 저하를 기대할 수 있는 점등이 있다 특히 질산화 미, .

생물을 포함하는 복함 미생물을 고정화시킨 를 사용할 경우 암모니아성 질pellet

소의 빠른 산화가 가능하며 이미 일본 등지에서 실용화되고 있다.

하 폐수 내에 존재하는 질소의 제거에 관계하는 질산화 미생물의 증식속도는․

온도의 영향을 받기 쉽기 때문에 포괄고정화법을 이용하여 질산화 미생물을 다른

미생물로부터 격리시킴과 동시에 적절한 환경에서 고농도로 증식시켜 그 능력을

충분히 발휘시킬 수있다.

포괄고정화법에 이용되고 있는 고분자 재료로서는 콜라겐 젤라틴 한천 알긴산, , , ,

칼라키논 셀룰로스 아세테이트 폴리아크릴 아미드 폴리 우레탄 등 많은 재료, , , ,․ ․

가 사용되고 있으나 질소제거용 생물반응조에 이용되는 질산화 미생물 고정화법으

로는 고정화 방법이 질산화 활동을 높여주는 것으로 보고되었으며 실용화된PEG ,

의 재질은 이었으며 질산화균을 포괄고정화하여pellet poly-ethylene glycos(PEG)

고농도의 암모니아성 질소를 함유한 하 폐수 처리에 효율적으로 사용하고 있다.․

현재까지 모든 효소에 적용 가능한 이상적인 고정화법은 없고 각각의 방법에,

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

는 고정화방법을 검색하여 채용하고 있는 실정으로 에 고정화 효소의 제Table 4

법과 특성을 나타내었다.
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Table 4. The comparative of feature by the immobilized method

특 성
결합고정화법

자기고정화법 포괄고정화법
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 중금, , , ,

속축적세균 등의 특수한 세균이 고정화 미생물로서 이용되며 로 대표되는 유, BOD

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

중금속 등을 광범위한 처리대상으로 삼고 있다 고정화재료인 고분자 겔은 인공재.

료와 천연재료가 있는데 인공재료에는 알긴산칼슘 카라기난 아크릴아미드 광, , , ,

경화성수지 폴리에틸렌글리콜, PVA(Polyvinyl alcohol), (polyethylene glycol ,PEG)

등이 사용되고 있으며 천연재료의 경우에는 아르긴산칼륨 한천, , k-Carrageenan,

등이 있다.

포괄고정화법의 원리3)

하수에 있어 반응조중에서 정화력을 인공적으로 효율 좋게 진행시키는 폐수처리

법으로 생물막법이 있다 생물막의 형성은 자연적으로 부착하기 쉬운 균이 우점종.

이 되고 정기적인 역세시기를 놓치게 되면 내부가 혐기적으로 되고 생물막이 떨어

져서 나중에는 처리조내의 생물보존량이 적게 되고 처리성능이 저하하는 단점이

있는데 이러한 결점을 개선하기 위해 포괄고정화법을 도입하게 되었다.

포괄 고정화는 미생물을 고분자 겔로 둘러싸는 방법으로 온도 충격부하 등, pH,

환경조건의 악화에 대한 대응능력이 우수하며 미생물의 활성을 높게 한다고 보고

하고 있다29)
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또한 비증식속도가 매우 작은 질산화세균 및 난분해성 물질을 분해하는 세균.

을 반응조내에 집적시키는 것이 가능함으로써 질소제거 및 독성폐수 등의 처리에

이용되고있다
30)

포괄고정화법에서는 비드 내부에 미생물이 갇혀 있어서 임의의 균을 임의의 균

체량으로 고정화 할 수 있다 이 때문에 균체의 박리에 의한 균체의 감소는 없으.

며 균체보존량은 대체로 안정하다.

포괄고정화법은 폐수중의 유기물 및 질소 인 등은 비드를 투과하여 미생물에,

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

재질의 투과성과 통기성이 좋은 비드로 형성되어 있기 때문에 생물막에 비해 혐기

성이 되기 어렵다2).

미생물 보존량은 비드 내부에 까지 가능하다 또한 특정한 균으로100,000 mg/ .ℓ

서 Nitrosomonas, Nitrobacter 등의 질산화균 메탄균 혐기성균 그리고 시안균, , ,

등을 고정화에 이용할 수 있다 슬러지발생량은 종래의 활성슬러지법 보다 적다고.

보고되고 있다27) 슬러지발생량 저감의 매카니즘으로서는 아직 확인된 이론은 아.

니지만 비드로부터 균이 누출되지 않기 때문에 슬러지단이 길게 증식하여 균, ①

의 자기 소화가 쉽다 비드내부에 증식환경이 다르기 때문에 균체 생성을 위한. ②

수율이 저하하므로 균체 생성량이 저하된다고 보고된다ATP .

포괄고정화 재료 및 조건4)

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 작고, .

저렴하나 미생물에 의해 분해되기 쉬워 내구성이 약하다는 결점을 가지고 있다27).

이에 반해 합성 고분자는 미생물에 대한 독성이 있고 약간 고가이지만 미생물에

의한 분해성이 약하여 내구성이 뛰어나다 운전비용을 줄이기 위해서는 장기간 사.

용에 견딜 수 있는 합성고분자가 좋을 것으로 사료된다 이 밖에 비드 재료에 요.

구되는 조건으로는 다음과 같은 것이 있다.

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

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

이 용이해야하는 조건 등이 있다.
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실험방법 및 재료.Ⅲ

실험재료1.

균주1)

본 실험에 사용한 균주는 김 등
4)이 토양에서 분리한 Pseudomonas aeruginosa

이다AE-1-3 .

합성배지2)

균주 배양에 사용한 분해배지의 조성은 와 같으며Table 5 , FeCl3 6H․ 2 와O NH4NO3는

별도로 조제하여 로 살균한 후 사용하였다autoclave .

Table 5. Composition of medium for the growth of P. aeruginosa AE-1-3

Components Concentration Remarks

Glucose 30 g Carbon Source

NH4NO3 1 g Nitrogen Source

Na2HPO4 12H․ 2O

KH2PO4

15 g

3 g
Phosphorus Source

NaCl

MgSO4 7H․ 2O

FeCl3 6H․ 2O

Na2MoO4 2H․ 2O

0.5 g

0.2 g

27.03 mg

2 mg

Minerals
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고정화 재료 및 방법2.

본 실험에 사용된 고정화 재료로서 PEG-1000(Shin-Nakamura Chemical,

이며 가교제는wakayama) , N,N'-methylene-bis-acrylamide(Wako Pure Chemicals,

이고 촉진제는osaka) , N,N,N',N'-tetramethylethlene-diamine(Tokyo Kansai Co.)

이고 개시제는 이다 이 고정화 재료, potassium persulfate(Kanto Chemical Co.) .

는 천연고분자인 알긴산 또는 카라기난보다 강도가 높아서 폭기나 교반에 대해서

안정하다
4).

고정화 활성슬러지 제조과정은 등Shumino 8)의 방법을 적용하여 와 같이Fig. 5

제작하였다 즉 고분자 물질 에 대해서 가교제는 촉진제는 의. , PEG 15% 1%, 0.25%

비율로 혼합하여 이 혼합물에 원심분리 한, (3000 rpm, 5 min, 25 )℃ P.

aeruginosa 현탁액 을 혼합한 후 개시제 을 넣어 플레이트에 시트AE-1-3 8% 0.25%

형으로 넣고 분 동안 방치 한 후 직경 로 자른 후 흐르는 물에서 세척한 후10 3 mm

합성폐수를 사용하여 주간 순화시켜서 회분식 실험 및 연속식 실험에 사용하였2

다.

PEG 15 %

⇓
Crosslinker 1 %

⇓

Promotor 0.25 %
⇓

P. aeruginosa AE-1-3 8 %
⇓

Initiator 0.25 %

방치10 min⇓
Cutting (3 mm)

⇓
Washing

⇓
순화

Fig. 2. Procedure for immobilization of P. aeruginosa AE-1-3 .
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실험장치3.

회분식 실험장치1)

고정화 활성슬러지 실험장치는 과 같다 원통형의 반응기 용량은PEG Fig. 3 . 1 ℓ

이며 반응조내의 완전혼합을 위해서 장치를 설치하였다mixer .

는 와 을 사용하여 으로 조절하였고 실험은pH 0.1N NaOH 0.1N HCl pH 7.0 , 25±

가 유지되는 항온실에서 수행하였다2 .℃

1. Immobilized bead 2.Spin bar

3. Reactor 4.stirrer

Fig. 3. Schematic diagram of the batch process.
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연속식 실험장치2)

연속식 실험장치는 와 같다 반응기의 주요 구성 장치는 반응기와 인공Fig. 4 .

폐수 주입펌프와 교반기 산기관을 설치하였다, .

원통형의 투명 아크릴를 이용하여 제작하였고 반응조 부피는 이며 비드 충, 3 ,ℓ

진율은 이다 는 으로 조절해 주었고 는 시간으로 변화시켜20% . pH 7.0 , HRT 24, 12, 6

서 실험을 수행하였다.

1. Influent 2. Feed pump

3. Immobilized bead 4. Spin bar

5. Stirrer 6. Effluent

Fig. 4. Schematic diagram of the continuous process.
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실험방법4.

고정화◦ P. aeruginosa 의 균체농도에 따른AE-1-3 NO3 제거-N

고정화시 균체의 양은 이며 질소원으로는2-10g , NH4NO3를 사용하여 NO3 농도는-N

이 되도록 하였으며 비는 이다 반응조에 고정화 비드를 넣은 후 교50 mg/ C/N 5 .ℓ

반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터 공기

가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 고정화 비드크기에 따른AE-1-3 NO3 제거-N

고정화 비드를 및 의 크기로 제조하여 회분식 반응조에 주입하였으2mm,3mm 5mm

며 NO3 농도는 이다 비는 이다 반응조에 고정화 비드를 넣은 후-N 50 mg/ . C/N 5 .ℓ

교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터 공

기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 충진율에 따른AE-1-3 NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하10~50%

였으며 NO3 농도는 이고 비는 이다 반응조에 고정화 비드를 넣은-N 50 mg/ C/N 10 .ℓ

후 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터

공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 비에 따른AE-1-3 C/N NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하였으20%

며 NO3 농도는 이고 비는 이 되도록 조절하였다 반응조에 고정-N 50 mg/ C/N 2.5~10 .ℓ

화 비드를 넣은 후 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부

분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 탄소원에 따른AE-1-3 NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하였으20%

며 NO3 농도는 이고 비는 이다 탄소원으로는 와 및-N 50 mg/ C/N 5 . glucose acetateℓ

을 사용하였다 반응조에 고정화 비드를 넣은 후 교반만을 행하였고 무산methanol .

소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜



- 22 -

껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 초기AE-1-3 NO3 농도에 따른-N NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 를 충진하였으며20% , NO3 농도는-N 25~200

이고 비는 이다 반응은 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위mg/ C/N 5 .ℓ

해 반응조 윗부분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 온도에 따른AE-1-3 NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하였으20%

며 NO3 농도는 각각 이고 비는 이며 실험은 에서-N 50 mg/ C/N 5 10 , 20 , 30ℓ ℃ ℃ ℃

수행하였다 반응은 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부.

분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 에 따른AE-1-3 pH NO3 제거-N

실험은 회분식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하였으20%

며 NO3 농도는 각각 이고 비는 이며 는 가 되도록 조절하-N 50 mg/ C/N 5 pH 6,7,8,9ℓ

였다 반응은 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조 윗부분에 대.

기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.

고정화◦ P. aeruginosa 의 연속제거에 따른AE-1-3 NH4 및-N NO3 제거-N

실험은 연속식 반응조에 고정화 비드를 반응조 용적의 가 되도록 주입하였으20%

며 NH4 및-N NO3 농도는 각각 이고 비는 이며 는 이 되-N 50 mg/ C/N 5 HRT 24, 12, 6ℓ

도록 조절하였다 반응은 교반만을 행하였고 무산소 상태로 유지하기 위해 반응조.

윗부분에 대기로부터 공기가 유입되지 않도록 뚜껑을 제작하였다.
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분석방법5.

회분식 및 연속식 실험에 사용된 분석항목 및 분석방법을 에 나타내었Table 6

으며 실험 및 분석방법은 수질오염공정시험법
31)에 의거하여 분석하였다.

Table 6. Analytical methods and parameters

Items Analytical methods

pH pH meter, TOA HM-14P

NH4-N UV Spectrophotometric method,Shimadzu UV-2450

NO3-N UV Spectrophotometric method,Shimadzu UV-2450
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결과 및 고찰.Ⅳ

회분식 실험1.

고정화1) P. aeruginosa 의 균체농도에 따른AE-1-3 NO3-N

제거

에 나타낸 바와같이 고정화 제조시Fig.5 P. aeruginosa 균체농도에 따AE-1-3

른 NO3 제거변화를 나타내었다 합성하수중의 질소원은-N . NH4NO3이며 비는 로C/N 5

조절하였고 고정화 제조시 균체 양은 이다2~10 g .

P. aeruginosa 균체농도 에서는 시간만에 의 제AE-1-3 2 g, 4 g 9 78.78%, 82.82%

거율을 보였고 균체농도 에서는 의 제거율을 보였다 이와8 g, 10 g 95.48%, 98.9% .

같이 고정화 P. aeruginosa 를 사용하였을 때 균체농도가 높을 경우AE-1-3 NO3 이-N

빠르게 제거됨을 나타내고 있다 실험 데이터로 나타내지 않았지만 이상의 균. 10 g

체를 사용하면 고정화 제조시 고정화 비드의 탄성이 떨어져 강도가 약해질 뿐만아

니라 부서지는 경향을 나타내어 제거효율이 저하되는 것으로 사료된다.

등Sheldon 39)은 를 고정화하여 에탄올을 아세트 알데히드로 전Pichia pastoris

환할 때 고정화 균체농도에 대한 영향을 조사한 결과 고정화에 사용한 균체농도가

높을수록 알코올 산화의 비활성도가 낮음을 나타낸바 있다 또한 등. Morikawa 40)은

생성에 있어서의 균체 영향을 조사한 결과 역시 균체량이 많을수록bacitracin

생성율이 낮아지는 것을 나타내었다 이러한 이유로써 등bacitracin . Sheldon 40)은

고농도의 균체를 함유하는 고정화 비드에서는 산소나 기질의 확산속도가 고정화

균체의 활성에 대한 제한인자로 되기 쉽기 때문인 것으로 판단하였다.

한편 등角野 25)은 질산화균을 고정화 할 때 생균수가 적으면 고정화 비드내에

질산화균이 존재하지 않는 쓸모없는 공간이 너무 많아 장기간 순화시켜도 고정화

비드용적당 활성도를 얻을 수 없기 때문에 고정화시에는 가능한한 활성도가 높은

질산화균을 고농도로 고정화 하는 것이 중요하다고 하였다.

본 실험에서도 고정화 제조시 균체량이 많을수록 NO3 제거가 빠르게 진행되는-N

것으로 보아 본 실험의 균체 농도범위에서는 고농도의 균체를 사용하는 쪽이 바람

직할 것으로 사료된다.
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Fig. 5. Effect of cell amounts in the immobilized beads on the removal of

NO3-N at a C:N ratio of 5:1 and anoxic condition.
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고정화2) P. aeruginosa 의 고정화 비드크기에 따른AE-1-3

NO3 의 제거-N

에 나타낸 바와같이 고정화Fig.6 P. aeruginosa 의 고정화 비드크기에AE-1-3

따른 NO3 의 제거변화를 나타내었다 질소원은-N . NH4NO3이며 비는 이고 고정화C/N 5

비드 크기는 겉보기로 이다 각각의 고정화 비드를 사용하였을 때1mm, 3mm, 5mm .

NO3 는 비드크기가 작을수록-N NO3 제거율이 높았다-N .

고정화 비드 을 사용한경우 시간만에 각각1mm, 3mm 9 NO3 제거율-N 96.2%, 97.6%

을 나타냈으나 의 고정화 비드의 경우 를 나타내었다 고정화 비드직경5mm 56.82% .

이 작을수록 NO3 제거율이 증가하지 않았으나 이하면 제거율에는 큰 차이가-N 3mm

없었다 정 등. 35)은 SCN분해균을 고정화하여 고정화 비드 평균 직경 1.8, 2.3,

크기로 만들어 티오시안 분해능력을 검토한 결과 고정화 비드 직경이 작을수2.7mm

록 분해시간이 짧음을 보고한 바 있으며 등. Bettman 36)도 페놀 분해균을

에 고정화하여 고정화비드 크기에 따른 페놀 분해성을 조Polycrylamide-hydrazid

사한 결과 의 페놀을 분해하는데 있어서 직경 의 비드의경우 시간만에0.1% 1.5mm 24

분해되는데 비해 의 비드를 사용한 경우에는 시간만에 분해되어 고정화 비1.5mm 12

드 직경이 작을수록 빨리 분해됨을 보고 하였다.

이와 같이 고정화 비드 직경이 작을수록 분해시간이 빠른것은 등戶田 37)이 효모

를 한천에 고정화 하여 회분 배양한 결과 비드 직경이 작을수록 증식속도가 증가

하였으며 이것은 고정화 비드 내부로 산소 및 기질의 확산이 원할한 이유로 설명

하였다. Matinsen38)도 메탄올과 으로부터 생성율에 있어서 고정glycine L-serine

화 비드 직경이 작을수록 생성율이 증가하는데 이 원인도 기질과 산소확L-serine

산에 기인한 것으로 보고있다 본 실험에서도 고정화 비드 직경이 작을수록. NO3-N

제거율이 높은 것은 고정화 내부로 원활한 기질확산에 기인하는 것으로 사료된다.

그러나 본 연구에서는 이하의 고정화 비드를 만드는데 어려움이 있어 이후의3mm

실험에서는 평균 크기 의 고정화 비드를 사용하였다3mm .
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Fig. 6. Effect of bead size on the removal of NO3-N by immobilized P.

aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 5:1 and anoxic condition.
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고정화3) P. aeruginosa 의 충진율에 따른AE-1-3 NO3 의-N

제거

에 나타낸 바와같이 고정화Fig. 7 P. aeruginosa 의 충진율에 따른AE-1-3 NO3-N

의 제거변화를 나타내었다 질소원은. NH4NO3이며 초기, NO3 농도는 각각-N 50 mg/ℓ

이다 비는 가 되도록 조절 하였으며 각 반응조에 고정화 비드를 반응용적의. C/N 5

가 되도록 주입하였다10~50% .

반응 시간째 고정화 충진량이 많을수록6 NO3 이 빠르게 제거되는 경향을 보이-N

고 있으며 이 시간에서 NO3 는 충진율 일 때 일 때 일-N 50% 95.58%, 30% 89.96%, 20%

때 일 때 로79.5%, 10% 63.48% NO3 제거에 있어서 다소 차이를 나타냈으나 반응-N 9

시간때에는 각각 의 제거율을 보50%,30%,20%,10% 99.94%, 99.74%, 99.08%, 99.14%

이고 있다 고정화 비드 충진율에 따라 비례하여. NO3 제거율이 증가하지 않았으나-N

충진량이 많을수록 NO3 이 빠르게 제거되었고 또한-N , NO3 제거율도 높았다 이것-N .

은 고정화 비드 충진율이 많을수록 균체량이 많기 때문인 것으로 사료된다.

정 등34)은 고정화 활성슬러지를 사용하여 합성하수 중의 질소를 제거할 때 고

정화 비드 주입량이 많을수록 NH4 가 빠르게 제거됨을 나타낸바 있으며 박 등-N , 34)

도 한천 아크릴아미드로 포괄 고정화한 미생물을 사용한 처리특성 연구에서PVA

처리율은 반응기에 주입한 고정화 비드량에 비례하지는 않았으나 주입량이 많PVA

을수록 처리효율이 높음을 보고한 바 있다 그러나 반응조 내에 비드 충진율을.

나 로 유지하기 위해서는 약품값이 과다하게 소요되므로 이후의 실험에서는30% 50%

비드 충진율을 로 하여 회분식 실험을 수행하였다20% .
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Fig. 7. Effect of bead amount on the removal of NO3-N at a C:N ratio

of 5:1 and anoxic condition.
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고정화4) P. aeruginosa 의 비에 따른AE-1-3 C/N NO3 의-N

제거

에 나타낸 바와같이 고정화Fig. 8 P. aeruginosa 을 사용하여 비에AE-1-3 C/N

따른 NO3 의 제거변화를 나타내었다 질소원은-N . NH4NO3이며, NO3 농도는-N 50 mg/ℓ

이었다 고정화 비드충진율은 이며 비는 이다. 20% C/N 2.5~20 .

NO3 제거의 경우 비 에서는 시간만에 의 제거율을 나타냈으나 비-N C/N 5 9 100% C/N

에서는 실험 시간째 까지 제거된후 시간만에 완전제거가 되었고 비2.5 9 90% 12 , C/N

에서는 시간만에 각각 가 제거된후 비 에서는 시간10, 20 9 87.59%, 48.66% C/N 10 12

만에 완전 제거가 되었고 에서는 시간만에 완전 제거되었다C/N 20 15 .

이와 같이 고정화 P. aeruginosa 를 사용하였을 때 비 이상 이어야만AE-1-3 C/N 5

NO3 를 시간만에 빠른제거가 가능하다-N 9 .

김32)은 본 실험에 사용한 P. aeruginosa 를 사용하여 비에 따른AE-1-3 C/N NO3-N

의 제거를 검토한 결과 비 에서는C/N 2.5 NO3 이 만 제거됨을 보고한 바 있다-N 76% .

본 실험에서와 같이 고정화 P. aeruginosa 를 사용하여AE-1-3 NO3 를 빠른제거-N

하기 위해서는 비 이상이 필요할 것으로 사료된다C/N 5 .
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Fig. 8. Effect of bead amount on the removal of NO3-N by immobilized

P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 5:1 and anoxic condition.
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고정화5) P. aeruginosa 의 탄소원에 따른AE-1-3 NO3 의-N

제거

에 나타낸 바와같이 고정화Fig.9 P. aeruginosa 의 탄소원에 따른AE-1-3 NO3-N

의 제거변화를 나타내었다 고정화 비드 충진율은 이며 비는 이고 탄소원. 20% C/N 5 ,

으로는 및 을 사용하였다glucose, acetate methanol .

를 탄소원으로 사용한 경우 약 시간만에 의 제거율을 보였으나glucose 9 98.3% ,

을 탄소원으로 사용한 경우 시간 기준으로methanol 9 NO3 가 제거율을 보였-N 49.76%

고 시간까지 관찰한 결과 의 제거율을 보였다 를 탄소원으로 사용48 81.3% . acetate

한 경우에는 약 시간만에9 NO3 가 의 제거율을 보였고 시간만에 의-N 57.52% 24 98.62%

제거율을 보였다 이와 같이 탄소원으로써 를 사용하였을 때에는. glucose NO3 가-N 9

시간만에 제거되었으나 은 탄소원으로 이용하지 못했다98.3% methonol . acetate

를 사용하는 경우에도 NO3 제거시에 탄소원으로 이용가능하나 와 비교하-N glucose

여 약 정도 밖에 발휘하지 못함을 알수있다50% .

이것은 김32)의 연구에서와 같이 고정화하지 않는 P. aeruginosa 을 사용AE-1-3

하여 여러 탄소원에 따른 NH4 및-N NO3 제거를 검토한 결과 탄소원으로-N methanol

사용한 경우에는 P. aeruginosa 이 증식하지 않았고 를 탄소원으로AE-1-3 acetate

사용하였을 경우에는 를 사용하였을 때의 약 반정도 밖에 증식하지 않음을glucose

보고한 바 있다 따라서 본 실험의 결과에서 처럼 를 탄소원으로 이용시. acetate

NO3 가 약 정도밖에 제거되지 않는 것은 박테리아의 생육과 깊은 관계가 있는-N 60%

것으로 사료된다.

일반적으로 활성슬러지를 사용한 질소 제거시에는 탄소원으로써 메탄올을 첨가

하는 경우가 많은데 김 등41)은 COD/NO 비가 일 때-N 3.0 NO 제거효율이 임을-N 93%

보고한바 있고 안 등42)은 비 에서 의 총질소 제거효율을 보였으나C/N 5~10 96% C/N

비 과 에서는 각각 와 를 나타낸 바 있다3 2.8 83% 81% .

정 등45)은 토양컬럼을 사용한 질소제거에 관한 연구에서 탄소원이 부족한 경우

메탄올을 비 이상이 되도록 조절한 결과 안정적인 탈질효과를 보고한 바 있C/N 4.4

다.
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Fig. 9. Effect of different carbon sources on the removal of NO3-N by

immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 5:1 and

anoxic condition.
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고정화6) P. aeruginosa 의AE-1-3 NO3 의 농도에 따른-N

제거

에 나타낸 바와같이 고정화Fig. 10 P. aeruginosa 의AE-1-3 NO3 의 제거 변화-N

를 나타내었는데 고정화 비드 충진율은 이며 비는 이고 초기, 20% C/N 5 NO3농도는

이다25~200 mg/ .ℓ

NO3 의 초기-N NO3 농도 까지는 시간만에 완전히 제거되었으나 초기-N 50 mg/ 9ℓ

NO3 농도 이상에서는 완전히 제거되지 않았다 초기-N 100 mg/ . NOℓ 3 농도-N 100 mg/

및 일 때의 제거율 시간기준 은 각각 및, 150 mg/ 200 mg/ (18 ) 99.2%, 98.47%ℓ ℓ ℓ

이었다96.64% .

한편 김36)은 고정화하지 않은 P. aeruginosa를 사용하여 초기 NH4NO3농도에 따

른 NO 제거 연구에서-N NO 까지도 시간 만에 완전히 제거됨을 나타-N 350 mg/ 18ℓ

내었다.

이와 같이 P. aeruginosa 을 고정화하지 않고 사용하는 경우에는 고농도AE-1-3

의 NO3 이 제거되지만 본 균을 고정화 하면 초기-N NO3 농도가 이하까지-N 50 mg/ℓ

만 완전히 제거되었다.

이것은 박테리아를 고정화하면 고정화 비드내로 기질 및 산소확산 저항이 크기

때문에 NO3 제거효율이 저하되는 것으로 사료된다-N .

은 의 데이터Fig. 11 Fig. 10 (NO3 를 이용하여 을 작성-N) Lineweaver-Burk plot

한 그림이다 에서 처럼 고정화. Fig. 11 P. aeruginosa 을 사용하였을 때의AE-1-3

반속도 정수 K값은 로 계산되었다 반면에 김118.5 mg/ .ℓ 32)의 연구결과에서의 K

값은 로 고정화하였을 때의74.22 mg/ Kℓ 값이 높음을 알수 있다. K값은 원래

효소와 기질간의 화학친화력의 관계를 나타내는 것으로써 K값이 작을수록 친화력

이 큼을 의미한다.

이와 같이 균체를 고정화 함으로써 K값이 변화하는 것은 고정화 비드내에서의

기질 또는 생성물의 확산이 율속단계가 되기 때문에 겉보기 K값이 증대되는 것으

로 생각 할 수 있으며 본 실험의 결과와 같이 고정화 균체가 고정화하지 않은 균

체보다 K값이 큰 것은 고정화 비드내로 기질확산 저항이 커서 기질에 대한 친화

성이 작기 때문인 것으로 사료된다.
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condition.
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Fig. 11. Lineweaver-Burk plots immobilized P. aeruginosa AE-1-3.
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고정화7) P. aeruginosa 의 에 따른AE-1-3 pH NO3 의 제-N

거

에 나타낸 바와같이 고정화Fig.12 P. aeruginosa 을 사용하여 에 따른AE-1-3 pH

NO3 의 제거변화를 나타내었다 고정화 비드 충진율은 이며 질소원은-N . 20% NH4NO3이

었으며 비는 이고 는 으로 조절하였다, C/N 5 pH 5~8 .

NO3 제거를 보면 에서의 실험 시간째를 기준으로 할 때-N pH 5, 6 9 NO3 제거율-N

은 각각 이고 에서의 실험 시간째를 기준으로 할 때96.8%, 96.8% , pH 7, 8 9 NO3-N

는 완전히 제거되었다.

김 등4)은 본 실험에 사용한 P. aeruginosa 을 분리 동정할 때 최적 는AE-1-3 pH

이고 과 에서는7.1 pH 8 9 NH4 및-N NO3 의 제거율이 일 때보다 정도-N pH 7.1 60~70%

로 낮아짐을 보고한 바 있다.

등Imai 45) 및 등Batsalova 45)은 효소를 에 고정화 하여PVA(polyvinyl alcohol)

활성도를 조사한 결과 고정화 효소 쪽이 고정화하지 않은 효소보다 활성도pH pH

가 높았으며 등, Kobayashi 47) 및 등Canterella 48) 역시 고정화 효소 쪽이 보다 넓

은 범위에서 반응하고 있음을 보고하였다pH .

또한 등Tanaka 49)도 을 이용하여 효소를 고정화하고photo-crosslinkable resin

이 고정화 효소의 활성도를 조사한 결과 고정화 효소가 고정화하지 않은 효소pH

보다 넓은 범위에서 활성이 있음을 나타내었다 이와 같이 미생물을 이용하여pH .

하폐수를 처리할 때 환경의 가 다른 경우에는 미생물을 고정화하면 미생물의 활pH․

성을 나타내는 보다 어느 정도 이동시킬 수 있을 것으로 사료된다pH .

이처럼 박테리아를 고정화하였을 때 최적 나 활성도가 다른 이유는 고정화pH pH

재료의 정전기적 성질에 의한 것이라는 보고가 있지만 앞으로 이동현상에 따른pH

연구가 필요할 것으로 판단된다.
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Fig. 12. Effect of pH on the removal of NO3-N by immobilized P.

aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 5:1 and anoxic condition.
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고정화8) P. aeruginosa 의 온도에 따른AE-1-3 NO3 의-N

제거

에 나타낸 바와 같이 고정화Fig.13 P. aeruginosa 을 사용하여 온도에AE-1-3

따른 NO3 의 제거변화를 나타내었다 고정화 비드의 충진율은 이며 질소원은-N . 20%

NH4NO3이고 비는 이었으며 반응온도는 및 이다C/N 5 10 , 20 32 .℃ ℃ ℃

NO3 제거의 경우 실험 시간 일 때 반응온도 및 에서-N 9 10 , 20 32 NO℃ ℃ ℃ 3 제-N

거율은 각각 및 로 온도가 높을수록96.8%, 96.8% 100% NO3 의 제거율은 높았으며-N ,

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

때문에 직접 비교하기는 어려우나 정48)의 경우에서 처럼 활성슬러지를 고정화하면

낮은 온도인 에서도 정도의10 64% NH℃ 4 제거율을 보였듯이-N P. aeruginosa AE-1-3

을 고정화하였을 때 낮은 온도에서도 의96.8% NO3 제거율을 나타내었다 포괄고정-N .

화 담체의 경우 고정화하지 않는 미생물에 비해 온도에 대한 영향이 적은 것은 포

괄 고정화 담체내에 서식하는 미생물의 경우 담체라는 보호막을 갖고 있어 외부환

경에 덜 민감하기 때문일 것으로 사료되나 이 부분에 대한 고찰은 좀 더 많은 연

구를 통하여 입증해야 할 것으로 사료된다.
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Fig. 13. Effect of different temperatures on the removal of NO3-N removal

by immobilized P. aeruginosa AE-1-3 at a C:N ratio of 5:1 and

anoxic condition.
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연속식 실험2.

고정화1) P. aeruginosa 의AE-1-3 NH4-N, NO3 의 연속적 제-N

거

와 에는 고정화Fig. 14 15 P.aeruginosa 을 이용하여 연속적으로AE-1-3 NH4NO3를

처리하였을 때의 NH4 및-N NO3 제거변화를 나타내었다 질소원은-N . NH4NO3이며 초기

비는 이고 유입수C/N 5 , NH4 및-N NO3-N농도는 각각 이다50 mg/ .ℓ

시간일 때 유출수HRT 24 NH4 는 에서 으로 변동하였으며 평-N 35 mg/ 50.95 mg/ℓ ℓ

균제거율은 이었고 실험 일째부터 시간으로 낮추어 일까지 운전하3.14% , 8 HRT 12 25

였다 이 기간동안의 유출수. NH4 농도는 에서 까지 변동하였-N 40 mg/ 50.45 mg/ℓ ℓ

으며 평균 제거율은 이다 실험 일째부터는 를 시간으로 낮추어 일6.83% . 26 HRT 6 39

까지 운전하였고 유출수 NH4 의 값은 에서 까지 변동하였으-N 36.95 mg/ 50.9 mg/ℓ ℓ

며 이때의 평균 제거율은 이었다11.30% .

을 고정화 하면 비 일때는 거의 제거가 되지 않는 것P. aeruginosa AE-1-3 C/N 5

으로 사료된다.

NO3 의 제거의 경우 시간일 때 유출수-N HRT 24 NO3 는 에서 으-N 0 mg/ 5.32 mg/ℓ ℓ

로 변동하였으며 평균제거율은 이었다 실험 일째부터 시간으로 낮97.43% . 8 HRT 12

추어 일까지 운전하였고 이 기간동안의 유출수25 NO3 농도는 에서-N 0 mg/ 5.23ℓ

까지 변동하였으며 평균 제거율은 이다 실험 일째부터는 를 시mg/ 98.8% . 26 HRT 6ℓ

간으로 낮추어 일까지 운전하였고 유출수39 NO3 의 값은 에서-N 9.3 mg/ 33.2 mg/ℓ

까지 변동하였으며 이때의 평균 제거율은 이었다45.7% .ℓ

P. aeruginosa 을 고정화 하면 비 일 때 시간에서도AE-1-3 C/N 5 HRT 12 NO3 제거-N

율 를 얻을 수 있을 것으로 사료된다 일반적으로 하수중의 질소를 제거하기98.8% .

위해서는 비가 정도가 필요한 것으로 볼 때 가능하다면 비를 증가시키는C/N 3~5 C/N

것 보다는 낮은 비에서 운전하는 것이 바람직 할 것으로 판단된다C/N .
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Fig. 14. Variation of effluent NH4-N on continuous experiment by

immobilized P. aeruginosa AE-1-3.
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Fig. 15. Variation of effluent NO3-N on continuous experiment by

immobilized P. aeruginosa AE-1-3.
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결 론.Ⅴ

고정화 P. aeruginosa 를 이용하여 무산소조건에서AE-1-3 NO3 를 제거하기 위하-N

여 회분식 및 연속실험을 수행한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

비 이상이면1. C/N 5 NO3 가 시간만에 제거가 가능하였다 또한 비 에-N 9 . C/N 2.5

서도 시간만에도 제거가 되었다12 .

초기 질소 농도에 따른 실험에서2. NO3 제거시-N NO3 에서도 시-N 200 mg/ 18ℓ

간만에 의 제거율을 보였다96% .

고정화 비드 충진률을 로 변화시켰을 때 고정화 비드3. 10%, 20%, 30%, 50%

충진량에 따라 비례하여 증가하지는 않았으나 충진량이 많을수록 빠르게

제거되었다.

고정화 비드는4. P. aeruginosa 의 균체농도가 높을수록 비드크기가AE-1-3 ,

작을수록 탈질화 시간이 단축되었다.

탄소원으로 를 이용하는 것이5. glucose NO3 를 제거하기 위해서는 바람직-N

하고 도 제거 가능하였다, acetate 50% .

6. NO3 의 제거율은 온도가 증가할수록 증가하였다-N .

최적 는 사이 이다7. pH 7-8 .

고정화8. P. aeruginosa 을 이용하여AE-1-3 NH4NO3를 질소원으로 하고 비C/N

에서 연속적으로 처리한 결과 시간에서도5 HRT 12 NO3 의 평균 제거율은-N

이었다98.8% .
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다 음- -

저작물의 구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작1. DB

물의 복제 기억장치에의 저장 전송 등을 허락함, , .

위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집과 형식상의 변경을 허락2.
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4. 저작물에 대한 이용기간은 년으로 하고 기간종료 개월 이내에 별도의5 , 3

의사 표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 출판을 허락을 하였을 경5.

우에는 개월 이내에 대학에 이를 통보함1 .

조선대학교는 저작물 이용의 허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는6.

타인에 의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음.

소속 대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용7.

한 저작물의 전송 출력을 허락함.ㆍ
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