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1. 서 론

탈질반응은 질산성 질소를 혐기적 환원과정

을 통하여, 가장 많이 존재하며 안정적인 질소 

기체로 만들어 대기 중으로 돌려보내는 과정으

로써 생물학적 질소제거 과정의 한 축을 담당한

다.(Geradi, 2002)

탈질 반응의 단계에서 아질산성질소 (nitrite, 

NO
2
-)를 산화질소 (nitric oxide, NO)로 환원하

는 과정은 용존 이온 상태의 질소를 기체 상태로 

환원한다는 점에서 실질적으로 수중에서 제거하

기 때문에 가장 중요한 단계이며, 탈질능을 결정
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  Denitrification is an important biological mechanism in wastewater treatment process because this process is technically to re-

move nitrogen from water to air. There have been lots of study about denitrification engineering and molecular biological research 

about denitrifying bacteria, respectively. However, combination of these researches was unusual and rare. This study is about 

the correlation between quantity of denitrifying bacteria and denitrification potential, and consists of NUR batch test as analysis 

method of denitrification potential and quantitative molecular analysis for denitrifying bacteria. Three reactors (A/O, MLE and A/O 

of nitrogen deficiency) are operated to get activated sludge with various denitrification potential. All samples which were acquired 

from reactors were measured denitrification potential by NUR test and NUiR test. Also, Real-time PCR was conducted for quan-

tification of denitrifying bacteria composition in activated sludge. 

  The various denitrification potentials were measured in the reactors. The denitrifiaction potential was the highest in MLE process 

and the reactor of the nitrogen deficiency showed the lowest.

  Genomic DNA of activated sludge was obtained and consequently, real-time PCRuse the primer sets of nirK and nirS　were 

conducted to quantify genes involving denitrification reductase production. As the result of real-time PCR, nirK gene showed more 

significant influence on denitrification potential comapred with nirS gene.
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하는 단계이다. 종속영양 미생물의 물질대사에 

관여하는 전자 수용체의 전기적 활성도 (elec-

troactivity)에 관련하여 용존산소와 질산성 질

소의 생물학적 이용도 (bioavailability)가 용존

산소와 아질산성 질소의 생물학적 이용도에 비

해 매우 크다는 점 역시 탈질 과정에서 이 환원

단계의 중요성을 뒷받침한다. 탈질 박테리아에

서 아질산성 질소를 일산화 질소 (nitric oxide 

또는 nitrous oxide)로 환원하는 효소 (nitrite 

reductase)는 대표적으로 두 가지를 들 수 있는

데, 하나는 nirS 유전자에 의해 전사된 cyto-

chrome cd1 type nitrite reductase이며 다른 

하나는 nirK 유전자에 의해 전사되고 구리(Cu)

를 포함하는 nitrite reductase이다.(Coyne et 

al., 1989; Glockner et al., 1993; Yoshida 

et al., 2009) Nitrite reductase에 관여하는 

이 두 가지 기능성 유전자는 한 종의 박테리아

에 동시에 공존하지 않으며 16S rRNA와 마찬

가지로 박테리아의 DNA에서 mRNA로 전사하

는 공통으로 보존된 지역 (highly conserved 

DNA region)이 존재하기 때문에 이를 이용하

여 유전자 탐침 (gene probe)을 설계하여 탈질 

미생물을 동정하는 것이 가능하다.(Hallin and 

Lindgren, 1999; Bothe et al., 2000; Henry 

et al., 2004)

 다양한 군집구조를 갖는 활성슬러지의 경우 

특정 DNA 시쿼스는 의미있는 수준의 정확도로 

정량하기가 어렵다. 기존에는 dot blot hybrid-

ization를 사용하여 정량하였으나 그것은 민감

도가 떨어지기 때문에 적절하지 못하다. 또 다

른 방법으로 FISH에 의한 정량이 가능하나 비

우점 미생물 그룹의 양의 정확한 결정을 하는 것

이 가능하지 않기 때문에 범용적인 정량기법으

로 적용하기에 한계가 있다. 그러나 real-time 

PCR이 개발된 이후 위와 같은 문제들이 해결

되었으며, 이를 이용하여 target DNA의 빠르

고 감도 높은 정량이 가능해 졌다. 이 방법은 현

재 다양한 분야에서 미생물의 정량에 사용되고 

있다.(Bothe et al., 2000; Philippot, 2002; 

Wilderer et al., 2002) Real-time PCR에서

는 형광탐침이 달린 primer를 이용한 PCR 증폭

산물을 실시간으로 모니터링하여 증폭이 지수적

으로 일어나는 영역에서 정량하기 때문에 PCR

의 증폭속도 이론을 기초로 정확한 정량이 가능

하다. 

본 연구에서는 최근 개발되고 연구되고 있는 

다양한 기술들, 특히 분자생물학적 미생물 군집

구조 분석 기법들을 통해 새로이 밝혀지고 있

는 정보(김, 2009)들이 새로운 지식으로서 기존

의 실용적인 공학기법들에 연계하는 길을 열고

자 한다. 따라서 본 연구에서는 다양한 조건에서 

활성슬러지 반응조들을 운전하여 탈질능과 탈질

박테리아의 정량적 관계를 알아보고자 하였다.

2. 연구재료 및 방법

 2-1. 연속반응조 구성 및 운전

하수처리장에서 채취한 활성슬러지를 30 L 

크기의 MLE 반응조에서 1 SRT (Sludge re-

Fig. 1. Schematic diagram of reactors
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tention time)인 20일간 운전한 뒤, 정상적인 

유입수 조건을 부여한 R1 (MLE), R2 (A/O)와 

질소원을 주입하지 않은 R3 (A/O)의 세 개의 반

응조로 분주하여 비교운전하였다. 세 개의 반응

조로 분주를 실시할 때 30 L MLE공정의 MLSS

는 6,200 mg/L이었으며, 분주 후 각 반응조의 

MLSS 농도는 5,600 ~ 5,900 mg/L 분포를 보

였다. 이 세 반응조는 24일 동안 운전되었고 운

전 기간 동안 탈질능 측정을 위한 배치실험을 8

일에 한번씩 총 3번 실시하였다. Fig. 1은 각 반

응조의 모식도이며, 반응조에 주입한 인공하수 

성상은 Table 1과 같다. 

 2-2. 탈질능 측정실험

각 슬러지 시료의 탈질능을 측정하기 위한 배

치실험은 두 가지 방법으로 실시하였다. 첫번째

는 기존 연구자들이 실시했던 NO
3
--N을 주입하

는 방법((Katarzyna and Bram, 1999; Chung 

et al., 1996))이고, 두번째 방법은 본 연구의 주

요 관심사인 nitrite reductase에 의한 탈질능

을 관찰하기 위하여 첫 번째와 동일한 실험순서

에 NO
3
--N 대신 NO

2
--N을 주입하는 방법이

다. NO
2
--N를 주입한 실험은 NUiR test라고 

명명하였다.

NUR test와 NUiR test를 위해 각 반응조의 

호기조에서 활성슬러지를 채취한 뒤 희석하여  

1,500 ~ 2,000 mg MLSS/L로 맞추었다. 슬

러지 시료 내 잔존하는 모든 질소성분과 용존유

기물을 제거하기 위해 호기조건으로 1시간 교반

하고 다시 혐기상태로 2시간동안 교반하여 DO 

농도를 0 mg/L으로 조정하였고, pH는 7에 근

접하도록 맞추었다. 각각 배치 측정을 위해 500 

ml 삼각플라스크 여섯 개를 교반기 위에 올려놓

고 NO
3
--N과 NO

2
--N을 각각 30 mg/L씩 주입

하였고 COD(Glucose)는 150 mg/L를 주입하

여 그 후 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 75, 

90, 120, 150, 180, 240분 단위로 10 ml씩 실

시간 채취하여 GF/C 필터로 거른 뒤 이온크로

마토그래피(DX-500, Dionex, USA)를 사용하

여 측정하였다.(Katarzyna and Bram, 1999; 

Chung et al., 1996)

 2-3. Genomic DNA 추출 및 Real-time PCR

NUR test 및 NUiR test 수행시 각 반응조

의 호기조에서 2 ml씩 활성슬러지 시료를 채취

하여 -70 ℃ 냉동고에 보관 후 분석하였다. 박

테리아로 구성된 활성슬러지에서 유전자 물질

을 얻기 위해서는 먼저, 활성슬러지 샘플에서 라

이소자임(lysozyme)을 사용하여 peptidogly-

can층을 제거한 후 상용화된 DNA extration 

kit(WizardⓇ Genomic DNA purification kit, 

Promega, USA)를 사용하여 활성슬러지를 구

성하는 박테리아 군집의 전체 genomic DNA

를 얻었고, UV-spectrophotometer (Optizen 

Element Concentration in Feed

Glucose 300mg/L as COD

Yeast Extract 50mg/L

CaCl2·2H2O 25mg/L

NH4Cl 30mg/L as N

NaHCO3 200mg/L as CaCO3

MgSO4·7H2O 150mg/L

KH2PO4 5mg/L as P

MnSO4·H2O 0.1mg/L

ZnSO4·7H2O 0.1mg/L

CuSO4·5H2O 0.03mg/L

CoCl2·6H2O 0.1mg/L

FeCL3·6H2O 1.5mg/L

Table 2. Condition of control reactors

Reactor 
name

Organic
Loading(mg/L)

Nutrients
(mgN/mgP)

Type

R1 300 30 / 5 MLE process

R2 300 30 / 5 A/O process

R3 300 0 / 5 A/O process

Table 1. Composition of synthetic wastewater for bioreactor
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2120UV, Mechasys, Korea)를 사용하여 농도

를 측정하였다.

추출된 DNA를 template로 사용하여 real-

time PCR을 수행하였다. 아질산성질소의 환원

에 관여하는 탈질유전자인 nirS와 nirK를 타겟

으로 하는 primer를 사용하였고 SYBRⓇ Green 

Ⅰ분석방법을 사용하였다. (Table 3 참조) 시약

으로 SYBR GreenTM을 포함한 상용화된 iQ 

SYBR Green Supermix(Bio-rad, USA)를 사

용하였다. 50 uL PCR-tube에 SYBR Green 

Supermix는 25 uL, primer는 1pmole/uL로 

맞추어 5 uL씩 각각 주입하였다. DNA tem-

plate의 농도는 2 ng/uL로 맞추어 5 uL를 주

입하였다. Real-time PCR 기기는 Bio-rad사

의 MyiQ Single-Color real-Time PCR De-

tection System을 사용하였으며 자세한 운전조

건은 Table 4에 나타내었다. 본 실험에서는 일

반 PCR과 다르게 마지막 사이클에서 58 ℃에서 

0.5 ℃씩 증가시키면서 74회 반복하여 특성변성 

곡선(melting curve)을 얻었다. 증폭된 생성물

의 순도를 확인하기 위해 단일 melting curve 

peak을 확인하였다.

3. 실험결과 및 고찰

3-1. NUR test 결과

3개의 다른 조건의 반응조에서 시료를 채취하

여 COD농도는 150 mg/L로 맞추어 NO
3
--N과 

NO
2
--N를 각각 30 mg/L씩 주입하여 batch 

실험을 실시하였다. 반응조별로 대부분 비슷한 

경향성을 나타내었고 시간이 지날수록 활성슬

러지의 상태가 나빠져 탈질능이 점점 감소하는 

경향을 보였다. 그중 대표성을 보이는 그래프를 

Fig. 2과 Fig. 3에 나타내었다.

탈질능은 식 (1)과 (2)를 통해 산출하였

다.(Katarzyna and Bram, 1999)

   (1)

                (2)

Table 5. Comparison of Denitrfication potential

R1 R2 R3

kD(mg N/g 
VSS·h, NO3

-N)
3.05 1.91 1.58

kD(mg N/g 
VSS·h, NO2

-N)
4.26 2.94 0.57

Table 3. Sequences of primers adopted for real-time PCR

nitrite re-
ductase

Primer Set Sequence T
m
(℃) Reference

nirS
F1acd
R3cd

5′-TAYCACCSGARCCGC-3′
5′-GASTTCGGRTGSGTCTTGA-3′

57
57

Hallin et al., 1999
Throbӓck et al., 2004

nirK
F1aCu
R3Cu

5′-ATCATGGTSCTGCCGCG-3′
5′-GCCTCGATCAGRTTGTGGTT-3′

57
57

Hallin et al., 1999
Hallin et al., 1999

Table 4. PCR conditions for real-time PCR

nitrite 
reductase

Primer Set

Sequence

TC
(℃)a

cyclesb
Initial-

denatur-
ation 
(94℃)

Denatur-
ation
(94℃)

Anneal-
ing
TCa

Elonga-
tion

(72℃)

Final
exten-
sion

(72℃)

nirS F1acd/R3cd 10 min 30 sec 1 min 1 min 10 min 57 35

nirK F1aCu/R3Cu 10 min 30 sec 1 min 1 min 10 min 57 35

aAnnealing temperature
b1 cycle indicates‘denaturation-annealing-elongation’step sequentially repeating
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여기서,

r
D
= �volumetric actual denitrification rate, 	

mg N/L h,

T= time interval, h

X
V
= �concentration of volatile biomass fraction, g 

MLVSS/L

k
D
= �specific denitrification rate, 		

mg N/g MLVSS h	

Fig. 2를 통해 3개의 다른 조건의 반응조에서 

탈질능의 차이를 확인하였다. MLE 공정이 A/O 

공정보다 상대적으로 탈질능이 높았고 질소원이 

결핍되었던 R3에는 탈질 미생물이 거의 사멸하

여 RBCOD에 의한 탈질은 거의 일어나고 있지 

않고 내생탈질만이 일어났다.(Katarzyna and 

(A) MLE process

(B) A/O process

(C) A/O of nitrogen deficiency process

Fig. 2. NUR test result of 3 reactor

(A) MLE process

(B) A/O process

(C) A/O of nitrogen deficiency process

Fig. 3. NUiR test result of 3 reactor
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Bram, 1999)

Fig. 3의 NUiR test는 MLE공정과 A/O공정

의 탈질능이 비슷하였다.

탈질능에 대한 비교는 Table 5와 같다.

 3-2. Real-time PCR 결과

Real-time PCR 분석을 통해 환경샘플에 

nirS와 nirK를 가진 target gene들이 각 공정

에서 얼마나 존재하는지를 정량적으로 분석하였다.

(A) Standard curve of real-time PCR for nirS

(B) Standard curve of real-time PCR for nirK

(C) A result graph of real-time PCR

Fig. 4. Standard curves and a result of real-time PCR

(A) Correlation between denitriying bactera with nirS 
and denitrification potential

(B) Correlation between denitrifying bactera with nirK
and denitrification potential

(C) Correlation between all denitrifying bactera 
and denitrification potential

Fig. 5. �Correlation between denitrifying bacteria and denitrifica-
tion potential
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초기 환경샘플(standard sample)의 농도는 

nirS와 nirK의 primer로 각각 증폭하여 정제한 

후 분광계(Optizen 2120UV, Mechasys, Ko-

rea)를 사용하여 측정하였고, 환경샘플의 초기 

DNA농도는 1.475 ng/uL였다. 그 농도를 토대

로 10배씩 6개로 희석하여 각각의 샘플에 nirS

와 nirK의 primer를 적용하여 각각의 standard 

curve를 도출해냈다.(Fig. 4(A), (B) 참조)

모든 샘플에 대해 real-time PCR을 적용하

여 얻어진 Ct(threshold와 증폭곡선이 교차하

는 지점)값을 환경샘플을 통해 얻어진 standard 

curve에 적용하여 각각의 농도를 산출할 수 있

었다. Fig. 4(C)은 real-time PCR의 결과이다.

각각의 곡선이 Y축에서 50 부분의 굵은 선과 

만나는 부분의 x값이 Ct값이 된다.

 3-3. 탈질 미생물의 정량적 도출

모든 샘플을 real-time PCR하여 각각의 Ct

값을 구한 후 standard curve를 통해서 각각

의 농도를 산출하였다. 그러나 그때의 nirS와 

nirK의 농도는 초기 DNA농도인 1.475 ng/uL

를 기준으로 한 것이므로 샘플들의 원래 DNA농

도로 환산하여 정량적인 양을 1 ng/ul의 DNA 

당 nirS의 농도, nirK의 농도, 그리고 nirS와 

nirK의 양을 합한 농도로 나타내어 Fig. 5에 탈

질능과 비교하였다.

Fig. 5(A)를 통해 대부분의 탈질능에서 nirS

를 가진 미생물의 농도는 거의 비슷한 것을 확인

할 수 있다. 이것은 nirS의 경우 탈질 미생물에

서 우점한다고 보고되고 있으나 탈질능에 관계

없이 탈질능을 나타내기 위해 기본적으로 존재

하는 탈질 미생물들의 대부분이 nirS을 가진 탈

질 미생물이라는 것을 추측할 수 있다. 따라서, 

탈질능에 있어 nirS를 가진 탈질 미생물들은 주

류이나 탈질능을 영향을 미치는 주류는 아니라

는 것을 추측할 수 있다.

반면, nirK의 경우는 지금까지 연구된 탈질 

미생물에서 30 %만 발견되었다고 보고되었으나 

nirS보다 더 생리학적인 그룹과 생태학적 지위

에서 더 많이 발견되었다고(Coyne et al., 1989; 

Glockner et al., 1993; Yoshida et al., 2009) 

문헌에 보고되고 있다. 문헌을 전제로 Fig. 5(B)

와 (C)를 보면 주어진 조건에 따라 그 종이나 양

의 변화가 커지고 다양해지기 때문에 탈질 미생

물의 정량적 농도에 의해 탈질능이 더 영향을 준

다고 판단된다. 그러므로 nirK를 가진 탈질 미

생물이 탈질능에 영향을 미치는 주류라는 것을 

확인할 수 있다.

4. 결론

본 연구는 기존의 탈질능을 연구하였던 공학

적인 분석과 탈질 미생물 자체에 대해 연구하였

던 분자생물학적인 분석의 괴리를 탈질능과 탈질 

미생물의 정량관계를 도출해 냄으로서 다른 학문

분야였던 두 분석방법의 연결고리를 찾았다는 것

에 큰 의의가 있다고 할 수 있다.

본 연구를 통하여 도출한 결과를 다음에 나타

내었다.

(1) �1차 연속반응조 실험을 통해 3개의 반응조 

2차 연속반응조 실험을 통해 6개의 반응조

를 운전하여 다양한 활성슬러지를 확보하

여 탈질능 실험인 NUR test와 본 연구에

서 명명한 NUiR test를 실시하였다. 그 결

과 다양한 탈질능의 값을 얻을 수 있었다. 

NUR test와 NUiR test의 결과 MLE 반

응조에서의 탈질능이 A/O반응조에서 보다 

높았다. 이것은 MLE반응조의 내부반송 때

문에 호기조에 있던 NO
3
--N가 무산소조

로 이동하여 탈질이 되기 때문에 탈질 미생

물이 더 적합하게 성장하였기 때문으로 판

단된다. 또한 질소성분이 결핍된 반응조에

서는 탈질능이 매우 낮았다. 이것 역시 탈

질 미생물과 관련이 있는데, 미생물 성장의 

필수요소인 질소성분이 없어 반응조에서 

탈질 미생물이 덜 성장하였기 때문이다.

(2) �Real-time PCR를 통해 반응조 운전간 얻

어진 모든 샘플의 nirS와 nirK를 가진 탈

질 미생물의 양을 정량화 했다. 각각의 샘
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MLE와 A/O 공정에서의 nirS 와 nirK 를 가진 탈질미생물의 정량적 분포

플의 탈질능과 real-time PCR을 통해 얻

어진 정량적 농도와의 관계를 비교하였다. 

그 결과 nirS를 가진 탈질 미생물의 경우에

는 대부분의 탈질미생물이 가지고 있어 양

에 있어서는 주류이나, 탈질능에 영향을 미

치는 범위에서는 nirK를 가진 탈질 미생물

이 주어진 환경과 조건에 의해 그 양이 영

향을 더 많이 받기 때문에 탈질능에 영향을 

주는 주류라는 것을 확인하였다.

사사

 이 논문은 2008년 정부(교육과학기술부)의 

한국학술진흥재단의 지원을 받아 수행된 연구

임. (KRF-2008-313-D00556)

참고문헌

김윤중 �(2009) 전탈질 공정에서 사상균의 우점화 특성

과 정량화 연구, 박사학위논문, 서울대학교 대학

원 건설환경공학부.

Bothe �H., Jost G., Schloter M., Ward B. B. and 

Witzel K. P. (2000) Molecular analysis of 

ammonia oxidation and denitrification in 

natural environments, FEMS Microbial re-

views, 24, pp. 673 ~ 690.

Chung� S. H., Ouyang C. F. and Wang Y. B. (1996) 

Kinetic competition between phosphorus 

release and denitrification on sludge under 

anoxic condition, Water Research, 30(12), 

pp. 2961 ~ 2968.

Coyne,� M. S., A. Arunakumari, B.A. Averill, and 

J. M. Tiedje (1989) Immunological identi-

fication and distribution of dissimilatory 

heme cd1 and non-heme copper nitrite re-

ductases in denitrifying bacteria, Applied 

and Environmental Microbiology, 55, pp. 

2924 ~ 2931(1989).

Ekama� G. A. and Marais G. v. R. (1984) In theory, 

design and operation of nutrient removal 

activated sludge processes, A collabora-

tive information document prepared for 

the Water Research Commission by the 

University of Cape Town, City Council of 

Johannesburg and the National Institute 

for Water Research of the CSIR, Pretoria, 

South Africa.

Glockn�er, A. B., A. JÜngst, and W. G. Zumft 

(1993) Copper-containg nitrite reductase 

from Pseudomonas aureofaciens is func-

tional in a mutationally cytochrome cd
1
-

free background(NirS-) of Pseudomonas 

stutzeri, Arch. Microbiol, 160, pp. 18 ~ 26.

Hallin �S and Lindgren PE. (1999) PCR detection of 

genes encoding nitrite reductase in deni-

trifying bactera, Applied and Environmen-

tal Microbiology, 65(4), pp. 1652 ~ 1657.

Henry �S., Baudoin E., López-Cutiérrez J. C., 

Fabrice M. L., Brauman A. and Philip-

pot L. (2004) Quantification of denitrify-

ing bacteria in soils by nirK gene targeted 

real-time PCR, Journal of Microbiological 

Methods, 59(3), pp. 327 ~ 335.

Katarz�yna K. and Bram K. (1999) A method to es-

timate denitrification potential for preden-

itrification systems using NUR batch test, 

Water Research, 33, pp. 2291 ~ 2300.

Michae�l H. Gerardi (2002) Nitrification and deni-

trification in the activated sludge process. 

Wiley-interscience, John Wiley and Sons 

Inc,. New York

Philipp�ot L. (2002) Denitrifying genes in bacterial 

and archaeal genomes, Biochimica et Bio-

physica Acta, 1577, pp. 355 ~ 376.

Throbӓ�ck IN, Enwall K, Jarvis A and Hallin S. 

(2004) Reassessing PCR primers targeting 

nirS, nirK and nosZ genes for commu-

nity surveys of denitrifying bacteria with 

DGGE. FEMS Microbiology Ecology. 49, 

pp. 401-417.

Wildere�r P. A., Bungartz H. J., Lemmer H., Wag-

ner M., Keller J. and Wuertz S. W. (2002) 

Modern scientific methods and their po-

tential in wastewater science and technol-

ogy, Water Research, 36, pp. 370 ~ 393.

Yoshida� M., Ishii S., Otasuka S. and Senoo K. 

(2009) Temporal shifts in diversity and 

quantity of nirS and nirK in a rice paddy 

field soil, Soil Biology & Biochemistry, 41, 

pp. 2044 ~ 2051.


