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With the population growth and industrialization, the characteristics of discharged waste water and sewage 

have become more diverse. The removal of phosphorus (P) in the wastewater is essential for the prevention of 

eutrophication in the river and stream. This study was performed in order to estimate the field application of 

the Bacillus sp. 3434 BRRJ. Bacillus sp. 3434 BRRJ was cultured in the raw wastewater and synthetic medium 

at the 5 L reactor. The best optimum conditions for P removal by Bacillus sp. 3434BRRJ in the synthetic 

medium at the 5 L reactor were as follows: temperature, 30°C; P concentration, 20 mg/L; carbon sources, 

glucose + acetate (1:1); oxygen concentration, alternatively anaerobic and aerobic conditions. P removal 

efficiency under the optimum condition was 89.4%. In case of wastewater, P removal efficiency was 95.5% 

under controlled at 30°C. Through this study we confirmed that P removal by Bacillus sp. 3434BRRJ in case 

of wastewater was as effective as the synthetic medium. It is considered that Bacillus sp. 3434 BRRJ can be 

applied to the treatment of wastewater in order to biologically remove P from the wastewater on a large scale. 

Key words: 5 L reactor, Bacillus sp. 3434 BRRJ, Bacterial growth, Phosphorus removal, Environmental 
factors

Removal efficiencies of P by Bacillus sp. 3434 BRRJ as affected by temperature in the raw wastewater.
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Introduction

산업화와 인구증가로 인해 배출되는 하수 및 폐수의 특

성이 다양해짐에 따라 오염물질의 효율적인 처리에 많은 어

려움이 있다. 처리가 덜 된 오염물질이 하천이나 호소를 비

롯한 기타 수원에 유입됨에 따라 수질관리에 많은 문제점이 

야기되고 있다 (Choi and Shon, 2004). 특히 질소와 인은 

조류와 플랑크톤의 중요한 영양원소로서 호수, 저수지 및 

기타의 폐쇄수역을 부영양화하는 주요 원인 물질이다 (Chung 

et al., 1999; Grady et al., 2011). 수계로의 이러한 영양염

류의 유입을 차단하는 것이 가장 근원적인 해결책이므로 하ㆍ

폐수 및 축산 폐수에서 질소와 인의 처리가 더욱 강조되고 

있다 (Seo and Lee, 2005; Zhu et al., 2008; Kim et al., 

2008; Mulkerrins et al., 2004). 이에 따라 국내의 공장폐

수 및 방류수 수질 기준 중 T-N, T-P 기준은 2007년에 각

각 60 mg/L, 8 mg/L 에서 2013년부터 20 mg/L, 2 mg/L 로 

엄격해졌다. 질소의 경우 질소고정 박테리아에 의해 공기 

중의 질소가 수계로 유입되거나 질산화 박테리아에 의해 대

기 중으로 제거되는 경우도 존재하므로 부영양화를 방지하

는 데에는 질소보다는 인을 확실하게 처리하는 것이 보다 

효과적이다 (Correll, 1998). 부영양화의 제한인자로 인이 제 

1의 제거 대상 물질이 됨에 따라 하수처리장마다 인을 제거

하는 기술 확보를 위해 여러 가지 방안을 모색하고 있다. 인

을 제거하는 공법은 크게 물리화학적 공법 (physico-chemical 

phosphorus removal, PCPR)과 생물학적 공법 (enhanced 

biological phosphorus removal, EBPR)의 2종류로 분류할 

수 있다 (Comeau et al., 1986; Drizo et al., 1999). 최근에

는 환경오염문제가 심각한 이슈로 떠오름에 따라 2차 오염

을 거의 발생시키지 않는 생물학적 방법을 이용한 인 제거

에 대한 연구는 물리화학적 공법에 대한 연구에 비해 활발

히 진행되고 있다. 생물학적 인 제거에 대한 연구는 1976년 

생물학적인 질소제거를 연구하는 중에 인 제거와 질산성 질

소와의 상관관계를 주목한 Barbard에 의하여 필요성이 대

두되었다. 그 후 저급지방산 (short chain fatty acid) 특히 

아세테이트를 이용하여 미생물을 배양한 경우에 의한 인 과

잉 축적을 확인하였다 (Chung et al., 1999). 생물학적 인 

제거 공정은 인 제거 박테리아 (Phosphorous accumulating 

organisms, PAOs)을 이용하여 인을 제거하는 공정이다 (Comeau 

et al., 1986; Levin and Shapiro, 1965; Mino et al., 1998; 

Oehmen et al., 2007). 인 제거 박테리아 (Phosphorous 

accumulating organisms, PAOs)는 세포 내에 다중 인산염

의 형태로 다량의 인을 저장할 수 있기 때문에 인 제거가 가

능하다고 알려져 있다 (Sedlak, 1991). 일반적으로 알려진 

인 제거 과정은 먼저 활성화된 PAOs가 혐기조건에서 유입

수에 함유된 유기물 (BOD, COD)을 세포 내에 PHB (Poly-- 

hydroxybutyrate)형태로 저장하고 이에 필요한 에너지는 

polyphosphate를 가수분해하여 이용한다. 혐기과정을 거친 

미생물은 호기조건을 거치면서 세포내에 저장된 유기물 (PHB)

이 분해하여 얻어진 에너지로 혐기조건에서 내놓은 인의 양

보다 과잉의 인을 섭취하여 Poly-P granules형태로 세포 

내에 축적 (Luxury uptake)한다고 알려져 있다 (Levin and 

Shapiro, 1965; Sedlak, 1991). 이것에 기초하여 생물학적 

인 제거 기작은 미생물을 혐기/호기 조건에 교대 노출시켜 

인의 과잉섭취 (Luxury Uptake)가 일어나도록 한 후 인을 

함유한 슬러지를 폐기함으로써 인을 제거한다. 생물학적 인 

제거 공정으로는 질소 제거 공정인 A/O 타입의 공정에 완

전 혐기 단계를 추가하는 A2/O 공법부터 University of 

Cape Town (UCT), VIP, Bardenpho 공정에 이르기까지 여

러 공법들이 운영되고 있으며, 이러한 공법의 선정은 실제 

폐수 적용 시 효율을 높이고 운전비용을 최소화하는 방향의 

연구들로 발전되어 왔다 (Morgenroth et al., 1997; Sedlak, 

1991; Tetreault et al., 1986). 현재 생물학적 인 제거 연구

는 공정의 개발 및 최적화에서 인 제거 미생물 자체에 대한 

연구로 바뀌어가고 있다 (Kuba et al., 1996; Seo and Lee, 

2005). 이러한 변화는 공정의 최적화를 이루기 위해서는 공

정 내 미생물의 대사과정을 이해하는 것이 중요한 변수라는 

것을 의미한다. 따라서 순수 미생물의 인제거에 미치는 환

경인자에 대한 연구가 필요하며, 실험실 규모의 실험뿐만 

아니라 현장 적용성을 평가할 수 있는 규모의 실험이 필요

한 것으로 사료된다. 본 연구는 인 제거 미생물로 알려진 

Bacillus sp. 3434 BRRJ 의 현장 적용가능성 평가를 목적으

로 5 L 반응 조 규모에서 온도, 탄소원, 산소 조건의 변화에 

따른 인 제거능을 비교 평가 하였다. 또한, 실제 폐수에 단

일 균주 배양 시 합성배지에서 실시한 실험결과와 비교 평

가 하였다.

 

Materials and Methods

실험장치 및 배지   연구에 이용한 반응조는 실험실 규

모와 현장 규모의 중간단계로 평가하기 위하여 Fig. 1과 같

은 생물반응기를 주문 제작하여 환경조건에 따른 미생물 생

장과 인 제거능 측정을 실시하였다. 반응조는 7 L의 용량까

지 실험이 가능하고, 온도조절 및 산소공급의 조절, Shaking 

기능과 Timer 기능을 가지고 있다. 미생물 배양에 사용된 

합성배지는 Zafiri 배지를 변형하여 사용하였다 (Zafiri et 

al., 1999). Trace metal solution은 membrane filter (Pore 

size: 0.45 μm, Diameter: 25 mm)로 여과한 여액을 사용하

였다. 1 M Tris는 묽은 수산화나트륨 용액을 이용하여 pH를 

7.0± 0.2로 조절하여 사용하였다. 실험 배지는 Basic media 

solution과 Trace metal solution, Phosphate solution 그리

고 1 M Tris buffer solution을 적절한 혼합비율로 섞어 사

용하였다.
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Fig. 1. Schematic diagram of lab-scale 5L of biological 

reactors.

Table 1. Chemical and biological properties of municipal wastewater used in the study.

pH BOD COD SS T-N T-P

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

7.2 ± 0.172 146.6 ± 0.592 76.8 ± 0.180 143.9 ± 1.900 37.265 ± 0.407 3.991 ± 0.002

균의 생육도 측정 및 인산의 정량   균의 생육은 배양

액을 syringe로 채취하여 분광광도계 (SHIMADZU, UV mini- 

1240)를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 배양

액중의 인 농도는 ascorbic acid에 의한 몰리브덴 청법을 변

형하여 측정하였다. 배양액을 syringe로 채취하여 membrane 

filter (pore size : 0.20 um, Diameter : 25 mm)로 여과한 

후 test tube에 증류수 7 mL, 여과 액 1 mL를 넣고 잘 섞이

도록 혼합한다. 발색시약으로 ascorbic acid-molybdate 시

약 2 mL를 넣은 즉시 30초간 voltexing 한 후 30°C에서 30 

분간 발색시켰다. 물에 발색시약만 넣은 대조액을 이용하여 

분광광도계로 880 nm에서 흡광도를 측정하여 비교하였다.

산소조건 및 탄소원 변화에 따른 Bacillus sp. 3434BRRJ

의 인 제거   인 농도가 20 mg/L인 실험배지가 들어 있는 

250 mL 마개 달린 삼각플라스크에 1%(v/v)의 Bacillus sp. 

3434BRRJ을 접종하여 한 그룹은 마개를 잠근 후 12시간동

안 정치 배양한 이후 실리콘 마개로 변경하여 60시간 동안 

진탕 배양하였으며 다른 한 그룹은 실리콘 마개로 막은 후 

72시간 동안 150 rpm으로 진탕 배양하였다. 일정한 시간 간

격으로 시료를 채취한 후 분광광도계 (SHIMADZU, UV mini- 

1240)를 이용하여 미생물의 생장 및 인 농도를 측정하였다. 

실험배지의 탄소원으로는 glucose, acetate, glucose와 acetate

혼합으로 하여 각 각 실험배지에 1%(v/v)씩 첨가하였다. 

온도 변화에 따른 Bacillus sp. 3434BRRJ의 인 제거 

250 mL 삼각플라스크에 인 농도가 20 mg/L로 설정된 실험

배지 200mL을 넣고 1%(v/v)의 Bacillus sp. 3434BRRJ을 접

종하여 배양온도를 15°C, 25°C, 30°C, 35°C로 변화시켜 150 

rpm에서 진탕 배양하였으며, 일정한 시간 간격으로 시료를 

채취하여 분광광도계 (SHIMADZU, UV mini-1240)를 이용

하여 미생물의 생장 및 인 농도를 측정하였다. 

도시 하수 성분 분석 및 도시 하수 내 Bacillus sp. 

3434BRRJ의 인 제거   옥천에 위치한 모회사의 폐수처리

장에서 채수한 폐수를 이용하여 Bacillus sp. 3434 BRRJ 인

제거능을 평가하였다. 생장에 중요한 환경적 요인으로 작용

할 수 있는 폐수 내 양분 함량과 pH, BOD, COD 등은 수질

오염 공정 시험법을 기준으로 하여 분석을 실시하였다. 폐

수의 성질은 Table 1과 같다. 균주를 옥천에서 공급받은 도

시 하수에 접종하여 반응조 내에서 20, 30, 35°C를 유지하

여 진탕배양 (120 rpm)하였으며, 탄소원 등 별도의 영양분 

공급은 없었다. 혐기-호기 조건으로 산소를 공급하였으며, 

일정 시간 간격으로 시료를 채취하여 UV spectrophotometer 

를 이용하여 미생물 생장을 측정하였다. P 농도는 반응조에

서 시료를 채취하여 여과한 후 폐수 내에 남아있는 농도를 

측정하였다. 

통계분석   실험 결과의 통계분석은 SAS package (statistical 

analysis system, version 9.1, SAS Institute Inc.)를 이용

하여 실시하였다. 실험결과의 유의한 차이를 조사하기 위해 

ANOVA (analysis of variance) 분석과 Tukey’s HSD(honest 

significant difference) test를 실시하였으며, 신뢰구간은 

95% 수준으로 설정하였다. 모든 실험은 3반복 실시되었다.

Results and Discussion

산소조건 및 탄소원 종류에 따른 Bacillus sp. 3434BRRJ

의 인 제거   혐기조건을 두고 acetate와 glucose를 혼합한 

처리구에서 초반 생장이 더뎠으나 후반에는 가장 높은 성장

이 이루어지는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 그 다음으

로는 호기조건에서 탄소원으로 acetate와 glucose를 혼합한 

처리구의 성장이 높았다. 탄소원으로서 acetate를 단일로 

사용한 처리구의 성장이 가장 낮은 것으로 나타났다. 또한 

혐기 체류시간을 거친 후 호기상태로 넘어간 처리구의 성장

이 더 좋은 것을 알 수 있었다. 인 제거율은 생장이 가장 높

았던 혐기 조건을 두고 탄소원을 glucose와 acetate를 혼합

하여 준 처리구에서 가장 높은 것으로 나타났다 (Fig. 3). 
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Fig. 4. Growth of Bacillus sp. 3434 BRRJ as a function of 

time as affected by temperature in the synthetic wastewater.

Fig. 5. Removal efficiencies of P by Bacillus sp. 3434 BRRJ 

as affected by temperature in the synthetic wastewater.

Fig. 2. Growth of Bacillus sp. 3434 BRRJ as a function of 

time as affected by oxygen conditions and carbon sources.

Fig. 3. Removal efficiencies of P by Bacillus sp. 3434 BRRJ 

as affected by oxygen conditions and carbon sources.

그 다음으로는 혐기 조건을 두고 탄소원을 glucose를 넣어

준 처리구 그다음으로는 호기조건에서 탄소원으로 glucose

와 acetate를 처리한 처리구 순으로 높은 것으로 나타났다. 

즉, 인 제거율은 탄소원 종류보다 산소조건에서 더 민감한 

것을 알 수 있었다. 가장 낮은 인 제거율을 보인 처리구는 

혐기조건을 두고 탄소원으로 acetate를 첨가한 처리구임을 

확인할 수 있었다. 이는 보다 효과적인 P 제거를 위해서는 

혐기와 호기상태를 교대로 병행하는 실험이 필요하다고 하

는 (Yoo et al., 2011)의 연구 보고와 부합하였다. 또한, P 

제거 기작에서 혐기과정을 거친 PAOs 은 호기조건을 거치

면서 세포내에 저장된 유기물이 분해하여 얻어진 에너지로 

혐기조건에서 내놓은 인의 양보다 과잉의 인을 섭취하여 

Poly-P granules 형태로 세포 내에 축적하게 된다고 하는 

(Sedlak, 1991)의 연구결과와도 유사성을 보였다. 미생물 생

장은 Fig. 2와 같이 30°C에서 가장 뛰어났으며, 20°C - 

35°C 사이에서 온도가 낮을수록 인염 축적균이 흡수하는 인

산염의 양이 증가한다는 (Panswad et al., 2003)의 보고와

는 상이한 결과이다. 실험 결과를 통해 균주의 생장에 따라 

P 제거가 진행되며, 생장이 활발히 진행될수록 P 제거율이 

증가하는 것을 확인할 수 있었다. 배지 실험 결과, Bacillus 

sp. 3434 BRRJ 의 가장 효율적인 P 제거를 위한 환경조건

은 혐기-호기조건에서 탄소원으로 acetate+glucose 를 첨

가할 때인 것을 확인할 수 있었으며, 이는 (Kim et al., 

2012)의 연구 결과 중 실험실 규모에서 Bacillus sp. 3434 

BRRJ 의 생장 및 P 제거에 가장 효과적인 환경 조건에 관한 

내용과 유사한 경향성을 보였다.

온도 변화에 따른 Bacillus sp. 3434BRRJ의 인 제거

율   Bacillus sp. 3434BRRJ에 대한 온도 변화에 따른 인 제

거율을 확인하기 위해 인 농도가 20 mg/L로 설정된 실험배

지에 배양온도를 15°C, 20°C, 30°C, 35°C로 설정하여 반응

조에서 일정한 시간 간격으로 시료를 채취하여 미생물의 생

장 및 인 농도를 측정한 결과 15°C에서는 균의 생장이 이루

어지지 않는 것을 확인하였다 (Fig. 4). 20°C, 30°C, 35°C에

서는 모두 균의 생장이 이루어 졌으며 그 중 30°C에서 가장 

좋은 성장이 이루어지는 것을 볼 수 있었다. 균의 생장과 더

불어 배지 내 인 농도의 변화는 30°C에서 거의 모든 인이 

제거되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 5). 즉 균의 생장이 

높을수록 인 제거의 효율도 증가하는 것으로 나타났다. 일반

적으로 인 섭취는 20～30°C에서 이루어지며 (Van Loosdrecht 

et al., 1997) 생물학적 인 제거를 하는 PAOs는 20°C～37°C

의 비교적 높은 온도에서 인 제거율이 증가한다는 연구결과

와 일치하는 것을 확인 할 수 있었다 (Converti et al., 1995).

도시 하수 내 Bacillus sp. 3434BRRJ의 생장 및 인 

제거 효과   온도조건 중 생장이 없었던 15°C 대신 35°C를 
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Fig. 6. Growth of Bacillus sp. 3434 BRRJ as a function of 

time as affected by temperature in the raw wastewater.

Fig. 7. Removal efficiencies of P by Bacillus sp. 3434 BRRJ 

as affected by temperature in the raw wastewater.

추가하였다. 실험 결과, 미생물의 생장은 30°C, 35°C, 20°C 

순으로 생장이 멈추는 지점에 도달하였으며, 그 결과는 

Fig. 6과 같다. P 제거율은 미생물 생장과 약간의 차이를 보

였으나, 대체로 배지에 배양하였던 연구 결과들과 유사한 

경향을 보였다 (Fig. 7). 생장이 끝났을 때의 O.D 값이 가장 

높은 35°C에서 P 제거율 또한 가장 높을 것이라고 생각하였

으나, 실제로는 30°C에서 P 제거율이 가장 높았다. 폐수 내 

인 제거율은 20°C에서 76.08%, 30°C에서 95.53%, 35°C에서 

90.02%이며, 30°C에서 폐수 내 인 제거율이 가장 높은 것을 

확인할 수 있었다. 순수미생물을 실제 폐수에 직접적으로 

접종시켜서 그 효과를 확인하는 연구는 미흡하였으므로 본 

연구를 통해서 인 제거 미생물의 직접적인 적용을 통해 산

업폐수 내의 인 제거가 실제로 가능하다는 사실을 확인함으

로써 실제 폐수처리 공정에서 단일 미생물을 사용한 인 제

거를 통해 생물학적 인 제거 방법에 소요되는 비용을 절약

하는 데 기여할 것으로 기대된다.
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