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Abstract

In this study, two types of reactors were operated to examine the properties of methanol uptake under the high-rate 

denitrification process. In a sequencing batch reactor, the denitrifying activity was enriched up to 0.80 

g-N/g-VSS-day for 72 days. Then, the enriched denitrifying sludge was transferred to a completely stirred tank 

reactor (CSTR). At the final phase on Day 46-50, the nitrogen removal efficiency was around 100% and the total 

nitrogen removal rate reached 0.097±0.003 kg-N/m3-day. During the continuous process, the sludge settling index 

(SVI30) was stabilized as 118.3 mL/g with the biomass concentration of 1,607 mg/L. The continuous denitrifying 

process was accelerated by using a sequencing batch reactor (SBR) with a total nitrogen removal rate of 0.403±0.029 

kg-N/m3-day with a high biomass concentration of 8,433 mg-VSS/L. Because the reactor was open to ambient air 

with the dissolved oxygen range of 0.2-0.5 mg-O2/L, an increased organic carbon requirement of 5.58±0.70 

COD/NO3

—-N was shown for the SBR in comparison to the value of 4.13±0.94 for the test of the same biomass in a 

completely anaerobic batch reactor. The molecular analysis based on the 16S rRNA gene showed that 

Methyloversatilis discipulorum and Hyphomicrobium zavarzinii were the responsible denitrifiers with the sole 

organic carbon source of methanol.
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1. Introduction

산업화와 급속한 경제 성장으로 인한 질소폐수와 같은 공

정 오염물질은 적절한 처리 없이 수계로 유입되어왔다. 이는 

자연계에 존재하는 질소 순환에 영향을 미쳤고 부영양화와 

같은 심각한 환경문제를 유발하여 수생태계의 혼란을 야기

하고 있다. 이에 대한 대책으로 Ardern and Lockett에 의해 

개발된 활성슬러지 공법은 질소 고도처리와 함께 오늘날까

지 성공적으로 수계로 방류되는 질소의 양을 조절하는 역할

을 수행하고 있다. 폐수 내에 존재하는 질소는 대부분 암모

니아성 질소로 존재하며, 이는 질산화/탈질 공정에 의해 질

소가스로 전환된다. 질산화과정에서 암모니아성 질소는 암모

니아 산화균에 의해 아질산성 질소로 전환되며, 이는 아질산

염 산화균에 의해 질산성 질소로 산화된다. 탈질균은 무산소 

조건 하에 질산성 질소를 질소가스로 환원시킨다 (McCarty, 

2018; Thakur and Medhi, 2019).     

종속영양 탈질균은 탈질을 위하여, 낮은 chemical oxygen 

demand (COD)와 질소의 비율인 COD/NO3

—-N을 요구하며, 

고농도 질소폐수 혹은 하수의 3차 처리의 경우 방류수질 기

준을 맞추기 위한 외부탄소원의 주입이 절대적으로 필요하

다. (Lee et al., 2009; Lee et al., 1999). 현재의 탈질 공정은 

유기산, 알코올, 당류 등을 외부탄소원으로 사용하고 있으며, 

메탄올은 많은 탈질 특성 연구에서 탄소원 및 효율 평가를 

위한 대조군으로써 성공적으로 사용되어 왔다 (Gavazza dos 

Santos et al., 2004; Volokita et al., 1996; Yoon et al., 2010). 

탈질 과정을 수행하는 미생물은 Pseudomonas, Bacillus 외에 

여러 종이 존재하고, 외부탄소원의 종류에 따라 이들의 군집 

내 상대 우점도는 상이하게 나타난다 (Grießmeier and 

Gescher, 2018; Osaka et al., 2008; Xu et al., 2018). Li et al. 

(2018)은 탈질 과정에서 메탄올을 외부탄소원으로 사용할 경

우, 다음과 같은 장점이 있다고 설명했다. 1) 탈질 미생물에 

의한 동화작용 용이, 2) 아질산의 축척이 없는 완벽한 탈질 

반응 3) 우수한 질산성 질소 제거 효율. 메탄올을 탄소원으

로 사용할 경우, Hyphomicrobium sp.를 포함한 Methylotrophic 

denitrifying bacteria가 군집 내에서 우점을 하는 것으로 보고

되고 있으며, Sperl and Hoare (1971)은 메탄올을 단일 탄소

원으로 사용하는 환경에서 Hyphomicrobium sp.를 성공적으

로 분리했고 이는 Timmermans and Haute (1983), Claus and 

Kutnzer (1985)의 연구에서도 확인되었다. Baytshtok et al. 

(2009)은 stable isotope probing (SIP)를 이용해 

Hyphomicrobium sp.와 Methylotrophic denitrifying bacteria

인 Methyloversatilis sp.의 군집 내 높은 우점도를 관찰했다. 

한편, Focht and Chang (1975)은 메탄올을 외부탄소원으로 

사용하는 탈질 반응에 대해, 다음과 같은 경험식을 제안했다. 
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폐수 내의 모든 질소가 질산염으로 존재할 경우, 최종 메

탄올 요구량은 식 (1)에 의해 산출될 수 있다. 하지만 실제 

폐수 내에는 아질산염과 용존산소가 존재할 수 있으며, 이 

경우 메탄올 요구량은 아래 경험식을 통해 구할 수 있다 

(Focht and Chang, 1975).
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식 (1)의 양론비를 이용해, 질산성 질소 1 g/L를 제거하기 

위한 메탄올 요구량을 COD로 환산하면 식 (3)과 같다.
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식 (2)에서 계산된 메탄올 요구량을 COD로 환산할 경우, 

적절한 환산계수를 곱해준다. 이에 대해, Jung et al. (2004)

는 식 (2)에서 계산된 메탄올 농도에 반응조 내 평균 용존 산

소 농도 및 폐수 내의 총 질소가 모두 질산성 질소로 전환된

다는 가정을 고려하여 환산계수 1.5을 도출했다. 이를 통해 

질소 1 g/L 제거를 위한 COD 요구량을 계산하면 2.47 

mg-COD/L×1.5 = 3.26 mg-COD/L이며, 이는 식 (3)에 의한 

3.70 mg-COD/L와 0.44 mg-COD/L의 차이를 나타낸다.

탈질 반응은 pH, 온도, 용존산소 등의 공정인자에 영향을 

받는 것으로 알려져 있다 (Cao, Qian et al., 2013; Dawson 

and Murphy, 1972; Saleh-Lakha et al., 2009). 특히, 용존산

소는 탈질 과정 효율을 결정짓는 매우 중요한 인자이며, 

Skerman and Macrae (1957)은 Pseudomonas denitrificans에 

대해, 용존산소가 0.2 mg-O2/L 수준에서 탈질 과정이 중단되

었다고 보고했고, Oh and Silverstein (1999)은 활성 슬러지

를 이용한 연속회분식반응기 (Sequencing batch reactor, 

SBR) 내에서 용존산소가 0.09 mg-O2/L일 때, 탈질속도가 약 

35% 줄어드는 것을 확인했다. 용존산소는 탈질 과정에 관여

하는 효소의 작용을 억제하는 것으로도 알려져 있다. 이에 

대해, Chang and Morris (1962)는 Micrococcus denitrificans

종에서 질산성질소를 환원하는 효소인 nitratase가 무산소 및 

혐기성 조건에서 활성이 나타남을 확인했다. 또한, 식 (2)는 

폐수에 잔류하는 용존산소의 농도에 의해 요구되는 탄소원

의 농도가 증가할 수 있음을 보여주며, 이는 용존산소가 존

재할 경우 통성혐기성세균 (facultative anaerobes)의 호기성 

호흡에 의해 외부탄소원이 소모되어 탈질균과의 외부탄소원 

경쟁을 초래하기 때문인 것으로 추측된다. 이는 추가적인 외

부탄소원의 주입을 의미하며, 공정 운영에서 경제적인 손실

을 야기한다. 이처럼 탈질 과정에서 용존산소의 존재는 미생

물 간의 외부탄소원 경쟁 및 공정 효율의 저해를 유발할 수 

있는 인자이며, 효율적인 탈질 공정을 달성하기 위해 용존산

소와 탈질 과정 COD/NO3

—-N비의 관계를 파악하는 것은 중

요하다. 이를 위해, 본 논문에서는 산소 접촉 조건에 따른 메
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탄올 기반 탈질 반응의 효율을 관찰하기 위한 연속 반응기와 

완전 혐기성 회분 반응기를 고속화하여 각 운영전략에서의 

비탈질속도 및 질소 제거 속도를 비교 및 정량화했다. 또한, 

반응기 형태에 따른 탄소요구량의 변화를 비교하기 위해 통

계적 기법인 Box plot 분석을 실시했으며, 메탄올을 탄소원

으로 사용했을 때 우점하는 미생물을 확인하기 위해 16S 

rRNA에 기반한 분자생물학적 분석을 실시했다. 

2. Materials and Methods

2.1 초기 탈질 활성화

초기 접종원으로 양산시의 S하수처리장의 활성슬러지를 

이용하여, 20 L 연속회분반응기 (Sequencing batch reactor, 

SBR)에 미생물 농도 2,435 mg-VSS/L을 접종 하였다. 유입

배지는 질산염 100 mg-NO3

—-N/L, 메탄올 단일 탄소원 500 

mg-COD/L (COD/NO3

—-N = 5)를 유지하였고, 기타 성분의 

조성은 Cao, Wang et al. (2013)의 연구를 참고하였으며 다

음과 같다. KH2PO4 11.1 mg/L, MgSO4⋅7H2O 6 mg/L, 

CaCl2⋅2H2O 3 mg/L, Trace element 1 mL. Trace element는 

FeCl3⋅6H2O 1.5 g/L, CuSO4⋅5H20 0.030 g/L, MnCl2⋅

4H2O 0.120 g/L, Na2MoO4⋅2H2O 0.060 g/L, ZnSO4⋅7H2O 

0.120 g/L, CoCl2⋅6H2O 0.150 g/L, KI 0.180 g/L, H3BO3 

0.150 g/L, EDTA 10 g/L로 구성되었다. 72 일간 배양기간 

동안 1 일 1 회 배지를 교체하는 회분식 반응을 수행하였고 

배지 교체비율은 80%였다. 50 rpm의 교반을 시행하였고, 가

온 없이 실내온도 조건을 유지하였다 (24.8±1.9 oC). 탈질 미

생물의 활성 촉진 여부를 확인하기 위하여 완전 혐기성 회분

식 반응기에서 간헐적으로 비탈질속도를 측정하였다. 또한 

탈질효율에 영향을 미치는 pH는 pH meter (AB15+ basic, 

Fisher Scientific, USA)를 이용하여 측정 하였다.

2.2 완전 혐기성 회분식 반응기

500 mL 플라스크에 배지 200 mL, 반응기에서 채취한 농

축슬러지 25 mL, 탄소원 25 mL를 첨가한 후, 무산소 조건을 

만들기 위해 배지 내부에 10 분 동안 질소 폭기를 수행했다. 

이후, 플라스크의 입구를 실리콘 마개와 파라필름으로 밀봉

한 후 150 rpm, 25 ℃ 조건에서 진탕배양기 (NB-250LF, 

N-Biotek, Korea)에 넣어 24 시간 동안 배양시키고 각 0, 3, 

6, 12, 24 시간에 플라스크 내부의 상등액을 20 mL씩 채취

해 1.2 um 공극의 GF/C 필터 (GF/C, Whatman, UK)로 여과 

후 분광광도계 (HS 3300, Humas Inc., Korea)를 이용해 시간

에 따른 질산성 질소, 총질소, COD의 농도 변화를 측정했고, 

pH meter (AB15+ basic, Fisher Scientific, USA)를 이용하여 

pH를 측정했다.

2.3 연속식 탈질 반응기 운영

질산성 질소 100 mg-NO3

—-N/L, 메탄올 단일 탄소원 500 

mg-COD/L (COD/NO3

—-N = 5)의 초기조건에서 연속식 반

응기를 운영했다. 본 연구에서 사용된 반응기의 구조는 Fig. 

1과 같이 완전교반식 연속반응조 (Completely stirred tank 

reactor, CSTR)의 형태이며, 반응조의 부피는 3.8 L이며, 밀

폐되지 않은 채 상부가 공기 중에 노출되었다. 1 L의 미생물 

침전조를 설치하여 침전된 미생물을 재순환시켰다. 배지의 

유입과 미생물 반송을 위해 연동펌프 (NEXT 100M, NEXT, 

Korea)를 사용했으며, 반응기의 수리학적 체류시간은 1 일로 

고정했다. 이후, 유입수에 포함된 500∼800 mg-NO3

—-N/L의 

고농도 질산염을 처리하기 위해 CSTR 방식에서 SBR 방식

으로 전환하였다. SBR은 침전 단계가 있기 때문에 미생물을 

고농도로 유지할 수 있는 장점이 있다. Abdel Kader (2009)

는 SBR을 운영할 경우 metabolic activity의 제어를 통한 에

너지 최적화 및 유기물의 급격한 부하를 견딜 수 있다고 보

고했다. 고속화를 위한 3.8 L의 SBR을 구축하기 위해 Fig. 1

에서 연동펌프와 침전조 운영을 중지하였으며, 교환율 

(exchange ratio) 50% 조건으로 매일 혼합물의 50%가 배출

되고 50%의 배지가 채워졌다. 반응조의 반응 주기는 유입: 

20 min, 반응: 1380 min, 침전: 30 min, 유출: 10 min으로 설

정하였고, HRT는 2 일로 유지되었다. 연속식 탈질 반응기 

운영 기간 동안 pH meter (AB15+ basic, Fisher Scientific, 

USA)를 사용하여 pH를 측정하였고, 용존산소를 용존산소 

측정기 (AZ 8602, AZ Instruments Corp, Taiwan)를 이용하

여 측정하였다. 또한, 고속화 단계에서 탄소 요구량을 산정

하기 위하여 완전 혐기성 회분식 반응을 수행하였다.

2.4 질소 및 COD 분석

질산성 질소는 HS-NO3(N)-CA Kit (Humas Inc., Korea)에 

증류수 0.5 mL를 주입하여 blank 키트를 준비한 후, 각 조건

별로 반응기 내부의 상등액을 0.5 mL씩 채취해 키트에 주입

하고 HS-NO3(N)-CA-P 파우더 (Humas Inc., Korea)를 blank

를 제외한 Kit에 주입했다. 이후, 마개를 닫고 10 회 정도 흔

들어 혼합한 후 10 분간 방치하고 Kit가 노란색으로 발색되

면 기기에 넣어 410 nm 파장 조건에서 흡광도를 분석했다. 

총질소는 HS-TN-CA-H Kit A (Humas Inc., Korea)에 증류수

와 시료를 각각 0.5 mL씩 주입한 후, HS-TN-CA-H-P1 

(Humas Inc., Korea) 파우더를 넣어 10 회 정도 흔들어 혼합

Fig. 1. A denitrifying reactor used in this study.
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했다. 이후, 120 ℃, 30 분 조건에서 가열한 후, 상온까지 냉

각하여 HS-TN-CA-H-P2 (Humas Inc., Korea) 파우더 주입 

후 10 회 혼합 및 3 분간 방치하고 HS-TN-CA-H-P3 (Humas 

Inc., Korea) 파우더를 주입하여 10 회 혼합 및 2 분간 방치 

후, 각 용액을 HS-TN-CA Kit B (Humas Inc., Korea)에 1 

mL씩 주입 후 10 회 혼합 및 10 분간 방치시켜 발색된 Kit

를 기기에 넣고 410 nm 파장 조건에서 분석했다. COD는 

HS-COD-M Kit (Humas Inc., Korea)에 증류수와 시료를 각

각 2 mL씩 주입 후, 마개를 닫고 10 회 정도 흔들어 혼합한 

후, 150 ℃, 2 시간 조건에서 가열했다. 이후 실온까지 방랭

하고 600 nm 파장 조건에서 흡광도를 분석했다. 

2.5 미생물 침강성 측정

반응조에서 미생물을 채취하여 총량이 1 L가 되도록 상등

액을 제거한다. 이후 균질상태의 시료를 채취하여 1.2 um 공

극의 GF/C 필터 (GF/C, Whatman, UK)를 사용하여 필터링

하고, 120 oC에서 건조한 중량과 550 oC 강열조건에서 나타

난 회분의 중량 차이를 이용하여 VSS (volatile suspended 

solids)를 측정하였다. 동일 용액을 1 L 메스실린더에서 30 

분간 정치한 후 침강된 슬러지의 부피를 육안으로 측정한다. 

이 때 측정된 슬러지 부피 (mL)를 슬러지 중량 (g)으로 나누

어 sludge volume index (SVI30)를 계산하였다.

2.6 분자생물학적 분석

박테리아 군집 구조를 확인하기 위해 FastDNA SPIN Kit 

for Soil (MP Biomedicals, USA)과 샘플파쇄기 (FastPrep-24
™ MP Biomedicals, USA)을 사용하여 DNA를 추출했다. 추

출된 genomic DNA를 Macrogen Inc. (Republic of Korea)로 

보내 Illumina MiSeq 플랫폼 (Illumina, USA)에서 16S rRNA 

유전자의 paired-end read를 생성했다. 16S rRNA 유전자를 

증폭하기 위해 341F 및 805R의 프라이머로 수행했고, 시퀀

싱 후 잠재적인 키메라 서열과 저품질 시퀀스는 분석에서 제

외되었다. 이에 따라, 유효한 read 수는 297,870 개로 결정되

었다. 정제된 서열은 CD-HIT-OTU를 사용하여 97% 이상의 

유사도를 가지는 시퀀스를 operational taxonomic unit (OTU)

으로 클러스터링하여 257 개가 발굴되었다. 박테리아 16S 

rRNA 유전자 서열은 NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) 데이터베이스와 비교하여 계통분류학적 정보를 

추출했다.

3. Results and Discussion

3.1 Activation of denitrifying bacteria using methanol

양산시의 하수처리장 슬러지를 이용하여 1 일 1 회 배지를 

교체한 SBR의 유출수에서 질산성 질소 농도는 0에 가까운 

값을 나타내어 올바르게 탈질 활성화를 판별할 수 없었지만, 

pH 8.07±0.5를 보이며, 종속 영양 탈질을 위한 최적의 pH인 

7∼8 사이로 측정이 되었고 (Knowles, 1982), 질산염 감소는 

pH 11 (Prakasam and Loehr, 1972) 이하까지 되는 것으로 

보고되어, 질산염 감소를 간접적으로 확인 하였다. 탈질미생

물의 활성을 정확히 평가하기 위하여, 배양 중 미생물을 채

취하여 별도의 플라스크에서 완전 혐기성 회분식 조건에서 

비탈질 속도를 측정하였다. 실험 초기의 비탈질속도는 0.02

∼0.26 g-N/g-VSS-day 사이를 보이며 낮은 수치를 보였다 

(Fig. 2). 이것은 메탄올을 탄소원으로 사용하는 탈질 미생물

의 군집이 적은 비율로 존재하여 초기 비탈질속도가 낮은 것

으로 예상이 된다. 그러나, 실험 5∼13 일 기간에 급격한 비

탈질속도의 증가가 나타났으며, 이는 해당 기간 동안 탈질 

미생물 군집의 급격한 성장에 의한 것으로 예상된다. 이에 

대해, Yao et al. (2019)는 A2O 공정의 반송 슬러지를 접종

원으로 하는 탈질 SBR 운영 결과, 12 일 동안 비탈질속도가 

0.09 g-N/g-VSS-day에서 1.24 g-N/g- VSS-day로 급격히 증

가된 것을 확인했으며, 이는 농후배양 기간 동안의 급격한 

탈질 미생물 군집 성장에 기인한 것으로 제안했다. 이후 실
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Fig. 2. Specific denitrification rate during activation culture based on methanol. 
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험 13∼72 일 동안 비탈질속도가 가속화되어 최대 0.63∼

0.80 g-N/g-VSS-day로 상승하였다. Dold et al. (2005)의 메

탄올 이용한 완전 혐기성 회분식 실험에서 나타난 최대 비탈

질속도 0.144 g-N/g-VSS-day에 비해 본 실험은 높은 비탈질

속도를 보였다. 

3.2 Continuous denitrifying reaction using methanol

초기 탈질 활성화를 위한 SBR에서 확보된 미생물을 

CSTR에 적용하여 수리학적 체류시간 1.02±0.18 일의 연속

공정을 구현하였다. 초기 미생물 농도는 693 mg-VSS/L로 시

작하였다. 본 반응기는 침전조가 결합되어 미생물이 실시간

으로 반송되는 방식을 사용하였다. 안정적인 탈질 반응을 위

해, 유입되는 질산염의 농도는 다소 낮은 94.1±5 mg-NO3

—

-N/L으로 유지하였다 (Fig. 3). 본 농도는 하수방류수가 20 

mg-NO3

—-N/L의 질산을 함유하고 있을 때, 역삼투막을 이용

하여 하수재이용수를 80% 가량 생산하고 잔류하는 5 배 농

축된 농축수에 존재하는 질산성 질소의 농도 100 mg-NO3

—

-N/L를 모사한 것이다. Playchoom et al. (2011)는 COD/NO3

—-N이 5가 되도록 하였을 때에 100 mg-NO3

—-N/L 유입질소

염에 대하여 90% 가량의 안정적인 질산성 질소 제거효율을 

보고하였다. 이를 참고하여, 본 연구에서는 COD/NO3

—-N이 

5가 되도록 설정하였다. 측정된 유입수의 메탄올은 523±65.8 

mg-COD/L이었고, COD/NO3

—-N의 비율은 3.45∼6.24로 

COD/NO3

—-N 평균 5.56±0.75로 조정되었다. 실험 결과, 운

영기간 15 일 이전에는 유출되는 질산성 질소의 농도가 30 

mg-NO3

—-N/L로 나타나 약 69%의 질산성 질소 제거 효율을 

보여 주었다. 점차 유출수 질산성 질소의 농도가 감소하여, 

운영기간 46∼50 일 간에는 유출수 질산성 질소 농도가 

0.10±0.10 mg-NO3

—-N/L로 유지되어 질산성 질소 제거 효율 

99.8∼100%를 달성하였다. 유출수의 총질소 농도가 질산성 

질소의 농도와 유사한 수준을 보이고, 유출수의 pH 8.3±0.2

를 보이며 알칼리성 pH에서 축적되는 경향을 보이는 아질산

염 (Glass and Silverstein, 1998)은 없는 것으로 판단된다. 동

일 기간 동안 연속 공정상에서 소모된 COD/NO3

—-N은 

5.49±0.23으로 나타났다. 미생물의 성장 수준을 알아보기 위

하여 VSS를 측정한 결과 (Table 1), 실험 초기에서 35 일까지 

반응기 내의 VSS가 693.3 mg-VSS/L에서 626.7 mg-VSS/L

로 다소 줄었는데 비해, 실험 최종단계인 운영기간 49 일에 

1,607 mg-VSS/L으로 약 2.6 배 늘어나는 활발한 미생물의 

성장이 나타났다. 본 반응기의 최대 탈질속도 0.097 g-N/L-day

를 미생물량 1.607 g-VSS/L로 나누어 연속반응 상태의 비탈

질속도를 산정하면 0.060 g-N/g-VSS-day로 산정된다. 이는 

플라스크에서 완전 혐기성 회분식 조건으로 실험한 Fig. 2의 

54∼72 일보다 낮은 값으로 연속반응 상태의 비탈질속도는 

산소의 유입, 기질의 제한 등으로 인해 완전 혐기성 회분식 

반응보다 느린 것으로 판단된다. SVI30 지수는 101.0∼118.3 

mL/g으로 나타나 기존의 활성슬러지 침강지수 50∼150 

mL/g과 유사한 수준을 보였다. (Ahn et al., 2011) 탈질 공정

에서의 SVI30 지수는 여러 값들이 보고되고 있다. Cuervo- 

López et al. (1999)은 세 가지 탄소원 (소듐 아세트산 나트

륨, 젖산 나트륨, 글루코오스)을 이용한 탈질공정에서 질산성 

질소 농도가 500 mg-NO3

—-N 일 때, SVI30 지수가 각각 

101.36 mL/g, 130.67 mL/g, 96.87 mL/g을 보였다고 보고했

고, Dangcong et al. (2004)는 SBR를 이용한 혐기성 그래뉼 

탈질공정에서 30-40 mL/g의 SVI30 지수를 보고했다. Fig. 4

에 나타난 바와 같이 연속반응기 운영 46∼50 일에서 총질소 

제거속도와 아질산제거속도는 동일한 수준인 0.097±0.003 

kg-N/m3-day를 나타냈었다. 이는 통상적으로 사용되는 메탄

올 기반 고속 탈질 SBR의 수준 0.6±0.3 kg-N/m3-day에 비하

여 미약한 수준으로 추가적인 고속화가 필요한 것으로 판단

되었다 (Bill et al., 2009). 이에 따라, 본 연구에서는 유입 질

산염 농도 향상을 통해 탈질속도를 고속화하였다. 

Day Sludge volume (mL) VSS (g) SVI30 (mL/g)

0 70 0.6933 101.0

35 120 0.6267 191.5

49 190 1.6066 118.3

Table 1. Sludge volume index (SVI30) during experiment

3.3 High-rate denitrification using methanol

메탄올 기반 고속 탈질을 수행하기 위하여 SBR 방식으로 

전환하여 41 일간 운영하였다. SBR은 CSTR 반응보다 미생

물 유출 방지에 효과적이다. 초기 미생물 농도는 1,607 

mg-VSS/L로 시작하였고 41 일간 최대 8,433 mg-VSS/L로 

향상되었다. 별도의 SVI30 지수 측정은 수행되지 않았으며, 

슬러지 부상으로 인한 미생물 유출은 발생하지 않았다. 유입

수의 COD/NO3

—-N은 5로 고정하고자 하였으나, 실측값은 

평균 6.2±1.5로 조정되었다. Fig. 5와 같이 질산성 질소의 농

도는 100, 200, 350, 550, 600, 800 mg-NO3

—-N/L 수준으로 

상승시켰다. 유출수의 총질소 농도가 질산성 질소의 농도와 

유사한 수준을 보이고, 유출수의 pH 8.9±0.5를 보이며 아질

산염 (NO2

—) 생성은 없는 것으로 판단된다. 총질소 및 질산

성 질소 제거 효율은 유입 질산성 질소 농도 600 mg-NO3

—

-N/L에서 저해되어 각각 75.1±11.4%와 75.6±14.5%를 나타

내었다(반응기 운영 14∼19 일). 그러나 반응기 운영 20 일 

이후에는 총질소 및 질산성 질소 제거 효율이 각각 

99.2±2.8%와 98.6±4.4%를 나타내어 우수한 질소처리 성능

을 확인할 수 있었다. 최대 총질소제거속도와 질산제거속도

는 같았으며, 반응기 운영 35, 37, 41 일에 평균 0.403±0.029 

kg-N/m3-day로 나타났다 (Fig. 6). 이는 Fig. 4의 저속 탈질반

응에 비하여 탈질속도가 약 4 배 증가한 수치이다. 본 반응

기의 최대 탈질속도 0.436 g-N/L-day를 미생물량 8.433 

g-VSS/L로 나누어 연속반응 상태의 비탈질속도를 산정하면 

0.052 g-N/g-VSS- day로 이는 CSTR보다 13.5% 가량 낮은 

값이다. 따라서 SBR을 이용한 탈질속도 고속화의 주된 요인

은 비탈질속도 증가가 아니라 미생물 농도의 증가로 판단된

다. 고속탈질 SBR 운영기간 동안 나타난 COD/NO3

—-N은 

5.58±0.70로 산정되었다. 이는 CSTR의 COD/NO3

—-N은 

5.49±0.23와 유사한 수치이다.  



박수인⋅전준범⋅배효관

한국물환경학회지 제36권 제6호, 2020

586

0

20

40

60

80

100

120

140

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1,000

1,100

1,200

1,300

1,400

0 5 10 15 20 25 30 35 40

R
e

m
o

v
a

l 
e

ff
ic

ie
n

c
y
 (

%
)

N
it

ro
g

e
n

 c
o

n
c

e
n

tr
a

ti
o

n
 (

m
g

-N
/L

)

Time (day)

Inf. NO₃⁻-N Eff. NO₃⁻-N

Eff. TN Nitrate removal efficiency (%)

Total nitrogen removal efficiency (%)
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Fig. 8. COD:NO3

—-N ratio in batch and continuous mode of denitrification. 
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3.4 Evaluation of COD demand in batch and continuous 

denitrifying processes

SBR을 이용한 탈질 고속화 단계에서 측정한 용존산소의 

농도는 0.2∼0.5 mg-O2/L의 범위를 나타내었다 (Fig. 7). 식 

2에서 표현된 바와 같이, 용존산소는 통성혐기성 미생물의 

호흡을 촉진시켜서 탄소 요구량을 상승시키므로, 연속반응조

에서 측정된 용존산소에 의해 탄소 요구량이 상승할 것을 가

정하였다. 이러한 가설을 검증하기 위하여 SBR 운영기간 동

안 미생물을 채취하여 완전 혐기성 회분 반응을 수행하여 

COD/NO3

—-N를 산정하고, SBR에서 산정된 값과 비교하였

다 (Table 2). 22 회의 완전 혐기성 회분반응에서 나타난 

COD/NO3

—-N는 4.13±0.94이다. 이는 고속 탈질 SBR에서 나

타난 5.58±0.70 수치보다 낮은 값으로서 용존산소의 영향을 

반증한다. Fig. 8의 Box plot을 이용한 평균치의 비교에서도 

COD/NO3

—-N은 통계적으로 유의한 차이를 보여주고 있다. 

             

Values Batch Continuous

Sample numbers 22 31

Maximum 5.89 6.39

Q3 4.32 6.09

Median 3.88 5.7

Mean 4.13 5.58

Q1 3.42 5.15

Interquartile range 

(IQR)
0.9 0.94

Minimum 3.34 4.59

Table 2. Statistical characteristics of COD:NO3

—-N ratio in 

batch and continuous mode of denitrification

3.5 Denitrifying bacterial community structure

메탄올 투여 환경에서 우점적으로 탈질기능을 수행하는 미

생물을 판별하기 위하여, 고속 탈질 SBR 운영 최종단계에서 

미생물 시료를 샘플링하여 MiSeq 플렛폼에서 대용량 시퀀싱

을 수행하였다. 그 결과 1% 이상의 우점도를 가지는 미생물은 

16 개의 종으로 분류되었고 계통분류학적 정보를 Table 3에 

나열하였다. 전체 미생물 중 Phylum 단계에서 Proteobaceria

가 60.8%의 우점율을 보였다. 이 중 Methyloversatilis 

discipulorum와 Hyphomicrobium zavarzinii는 각각 22.2%와 

14.9%의 최고 우점도를 보였다. Beta-proteobacteria에 속하

는 M. discipulorum은 탄소가 하나로 구성된 유기탄소를 탄

소원으로 사용하는 미생물 (Methylotroph)로서 메틸아민과 

메탄올을 섭취할 수 있으며, 메탄올을 사용한 혐기성 실험에

서 탈질과 질소고정 능력이 보고되었다. 또한 혐기성 및 미

세 호기성 인큐베이션 테스트를 통해 호기성 조건에서도 미

생물의 성장을 보이며 통성혐기성 활성도 보였다 (Smalley 

et al., 2015). Alpha- proteobacteria에 속하는 H. zavarzinii 

또한 메탄올을 사용하는 대표적인 미생물 중 하나로서 탈질 

기능을 수행하는 narG, nirK, nirS, nosZ 유전자의 존재가 보

고되었다. 또한 호기성 조건에서 혐기성조건보다는 느리지만 

아질산염 축적없이 질산염을 완전히 제거하고 성장하는 것

을 보였다 (Martineau et al., 2015). 또한 Beta-proteobacteria

에 속하는 Methylophilus methylotrophus는 우점율이 2.00%

로 다소 낮지만 메탄올을 섭취하는 탈질 미생물로 알려져 있

다 (Osaka et al., 2006). 위의 메탄올 섭취 탈질 미생물은 탈

질 군집체(denitrifying consortium)에서 빈번히 발견되고 있

다 (Kim et al., 2020; Waki et al., 2009). 7.75%의 낮은 우점

율을 보이는 Comamonas terrigena는 NO3

—는 환원시키지만 

NO2

—는 환원시키지 못하는 것으로 알려져있고 메탄올 섭취

에 대해서는 알려져있지 않다. 또한 30, 35 ℃에서 호기성 

성장활성이 보고되었다 (Wauters et al., 2003). 6.69%의 우점

율을 보이는 Ignavibacterium album는 nitrite reductase, nitric 

oxide reductase, nitrous oxide reductase를 가지고 있어서 부

분적인 탈질 기능을 가지는 것으로 알려져 있고, 말단 산화 

효소를 가지고 있어 산소조건에서 호흡하는 능력 또한 가지

고 있을 것으로 보고되어있다. 하지만 메탄올을 섭취하는 기

능은 알려져있지 않다 (Liu et al., 2012). 이로써 본 연구에서 

C. terrigena와 I. album는 호기성 호흡에는 기여하지만 탈질

에 크게 기여하지 않는 것으로 판단된다.

4. Conclusion

본 연구는 메탄올을 외부탄소원으로 투여하는 탈질 공정을 

고속화하고, 메탄올 섭취 탈질 미생물을 대량 시퀀싱 기법으

로 판별하였으며, 산소가 영향을 주지 않는 완전 혐기성 회

분식 반응과 개방형 연속 반응기 (CSTR, SBR)에서의 메탄

올 섭취특성을 연구하여 아래와 같은 결과를 도출하였다. 

1) 메탄올 기반 탈질 미생물의 초기 활성화를 위해 활성슬

러지를 접종원으로 하여 72 일간 SBR을 운영한 결과, 유입

수 평균 COD/NO3

—-N은 6.2±1.5를 보였다. 완전 혐기성 회

분식 반응기에서 측정된 비탈질속도는 최대 0.63∼0.80 g-N/g- 

VSS-day를 보였으며, 활성화된 탈질미생물을 완전교반 연속

반응기에 접종하여 51 일간 운영한 결과, 총질소제거속도 

0.097±0.003 kg-N/m3-day, 비탈질속도 0.060 g-N/g-VSS-day

을 획득했다.

2) 미생물 침전효과 강화를 위한 SBR 사용으로 탈질반응

을 고속화한 결과, 총질소제거속도 0.403±0.029 kg-N/m3-day

를 달성할 수 있었다. 고속화의 주요 요인으로는 고농도의 

미생물량으로 판단되었으며, 이때 산정된 비탈질속도는 

0.052 g-N/g-VSS-day로 나타났다. 고속화 기간 동안 SBR에

서 나타난 NO3

—-N 대비 COD 소모량은 5.58±0.70로 나타났

으며, 동일 미생물을 통해 획득된 완전 혐기성 회분식 반응

에서의 COD 소모량 4.13±0.94보다 높았다. 추가적인 COD 

소모량은 개방된 반응기 상부에서 유입된 용존산소에 의한 

통성혐기성 미생물의 호기성 호흡으로 사료된다.

3) SBR 운영 최종단계에서 우점하는 미생물의 60.8%가 

Proteobaceria에 속했다. 이 중 M. discipulorum와 H. zavarzinii
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는 각각 22.2%와 14.9%의 최고 우점도를 보였고, 이 미생물

들은 메틸아민과 메탄올과 같이 탄소가 하나인 탄소원을 사

용하는 탈질 미생물로 판별되었다. M. methylotrophus (2.00%)

와 C. terrigena (7.75%) 또한 산화된 질소의 환원기능이 있

는 것으로 알려져 있지만, 본 연구에서 탈질에 크게 기여하

지 않은 것으로 판단된다.
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