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Abstract For efficient removal of nitrogenous compounds produced in recirculating aqua-
culture system, the N removal characteristics of immobilized mixed microorganisms were inves-
tigated at various mixing ratios of photosynthetic bacteria (PSB) immobilized in PVA beads 
or CTA cubes and ammonium utilizing bacteria (AUB) immobilized in PVA beads. On the 
optimal medium of AUB, the maxium gas production rate was obtained at the mixing ratio 
of 10:40 (PSB:AUB), and the gas production rate increased as the portion of AUB beads 
in the mixed beads increased. When the mixing ratios of PSB:AUB beads were 50:0, 40:10, 
25:25 and 10:40, the final pHs were measured to be 6.29, 6.01, 5.69 and 5.13, respectively. 
On the optimal medium of PSB, however, the volume and the rate of gas production decreased 
remarkably as the portion of AUB beads in the mixed beads increased. The final pH was 
measured to be approximately 6.5, regardless of the mixing ratio. In the reactions by the mixed 
culture of PSB cubes and AUB beads, all results showed the same tendency of those by the 
mixed culture of PSB and AUB beads, but the volume and the rate of gas production decreased 
remarkably, even with 0.2ml of gas production in control. From all the results, the use of 
mixed PSB and AUB beads at the ratio of 10:40 seems to be efficient to remove nitrogenous 
compounds in wastewater from recirculating aquaculture system.
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moval of nitrogenous compounds 

서 론

어류의 소비가 날로 늘어가고 있는 오늘날, 어류

를 고밀도로 사육하는 순환여과식 양식은 어류 생산

력을 증대시킬 수 있을 뿐만 아니라, 수질오염 문제

로 인하여 야기되는 양식장에서의 각종 규제를 해결

할 수 있는 장점을 지니고 있는 사육시스템이다. 순
환여과식 양식시스템에서 어류의 대사작용에 의해 

생성되는 노폐물이나 미섭취 되고 남은 사료로부터 

생성되는 암모니아, 아질산염 및 질산염은 어류에게 

독성을 미치는데, 암모니아의 경우 신장 기능 부전

의 원인이 되는 삼투압 조절 기능의 불균형과 질식, 
내인성 암모니아 배설량의 감소 및 아가미 상피를 

손실시키는 것으로 보고 되었고[17], 아질산염의 경

우는 미성어[1], 방어 치어[18] 및 연어과 어류[23,27] 
등의 어류에서 그 독성이 보고되었다. 이에 비하여 

양식장 미생물에 의한 질산화를 통해 축적되는 질산

염은 그 자체가 어류에게 직접적으로 해가 되지 않

는다고 여겨져, 질산염 제거를 위한 연구에 많은 관

심이 기울이지 않고 있다[3,14,29]. 그러나 축적된 고
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농도의 질산염은 발암물질로서 알려진 nitrosoamine
을 형성하고, 아질산염의 전구체로서 유해성을 가지

고 있다[18]. 이러한 유해성 질산염 제거를 위해 사

용되는 방법으로 이온교환법, 역삼투압법, 전기분해

법, 화학적 환원법, 그리고 생물학적 탈질법 등이 있

는데[9,11,24,25], 그 중에서도 탈질균을 이용하여 질

산염을 유해성이 없는 N2 가스로 전환시키는 생물학

적 처리법은 경제적 장점을 가진다[7,8]. 
미생물을 이용한 생물학적 폐수처리 시스템에 있

어서 처리 효율을 높이기 위하여 고정화 공법을 많

이 사용하고 있는데, 이러한 미생물 고정화 공법은 

고농도의 미생물을 반응조 내에 유지시킬 수 있고, 
폐수처리 시스템의 침전조에서 고액 분리를 용이하

게 하며, pH, 온도, 그리고 부하량의 변화와 같은 다

양한 환경적 변화에 적게 영향을 받는다는 장점을 

가진다. 미생물 고정화 담체로 자주 사용되는 천연

고분자 물질은 k-carrageenan, alginate 등이 있고, 합
성고분자의 경우는 polyethylene glycol, polyvinyl 
alcohol 또는 cellulose triacetate 등이 있다. 이중 polyvinyl 
alcohol (PVA)와 cellulose triacetate (CTA)는 가격이 저

렴하고 장기간 사용에 대한 내구성이 크며 독성이 없

다는 장점이 있어, 환경 폐수처리에 사용되고 있으며 

그 내구성도 좋은 것으로 평가되고 있다[2,7,15,20].
일반적으로 폐수 중의 질소성분 처리에 사용되는 

미생물로는 Nitrosomonas와 Nitrobacter[12], ammonia 
oxidizing bacteria와 nitrite oxidizing bacteria[5] 및 

activated sludge[31] 등이 보고되고 있고, 해산물 가

공시 발생되는 폐수를 처리하는 미생물로는 Chro-
matium sp.[22] 균이, 산생성 폐수의 처리에는 

Rhodobacter sphaeroides[26] 균 및 잉어 사육 수조내 

질산염 처리에는 Rhodobacter sphaeroides S균[19] 등
이 보고되고 있으나, 아직 순환여과식 양식장 배출 

폐수의 질소성분의 처리에 효율적인 미생물은 보고

된 바가 없다. 폐수처리 미생물들 중 광합성세균

(photosynthetic bacteria: PSB)은 다양한 종류의 유기

물질을 분해 할 수 있고, 동시에 질소와 인 성분도 

제거할 수 있는 장점이 있는 것으로 보고되어지고 

있다[14,16], 
본 연구에서는 순환여과식 시스템[16] 내의 질소

성분 처리에 의한 양식어 생산 향상을 위하여, 양식

장 폐수의 질소성분 처리 미생물로서 가능성이 높은 

광합성세균의 고정화를 통하여 그 처리특성을 실험

하였다. 보다 효율적인 질소성분 (NH4
+, NO2

- 및 

NO3
-) 제거를 위하여 PVA 또는 CTA 담체에 고정화

시킨 광합성세균 (PSB) beads 및 cubes를 NH4
+를 잘 

이용하는 균(Ammonium Utilizing Bacteria; AUB)을 

고정화한 beads와 여러 비율로 혼합한 복합 고정화

균의 N 제거 특성을 알아보았다. 

재료 및 방법

미생물 및 배지

본 연구에 사용된 광합성세균 Rhodobacter capsu-
latus (PSB)는 경기도의 광합성세균 판매 회사인 D-
회사에서 얻어 실험에 사용하였고, NH4

+를 잘 이용

하는 균 Enterobacter asburiae (AUB)는 질산화․탈

질산화 반응이 활발히 일어나는 폐수처리장의 반응

조로부터 순수 분리하여 사용하였다. 각각의 균주는 

다음과 같은 최적배지 조성에서 배양되고 유지되었다 

(Table 1).
Mineral solution 조성은 (1L 당): FeSO4․7H2O, 3g; 

H3BO3, 0.01g; Na2MoO4․2H2O, 0.01g; MnSO4․H2O, 
0.02g; CuSO4․5H2O, 0.01g; ZnSO4, 0.01g; 및 ethyl-
enediamine tetraacetic acid, 0.5g 이었고, 배지의 초기

pH는 7.0으로 맞춰주었다. 

세포 고정화

PSB 및 AUB 균의 고정화는 PVA를 담체로 하여 

Chen et al. (1997)[6] 방법에 따라 bead 형태로 만들어 

그 반응특성을 실험하였다. 먼저, 7,000rpm에서 15
분 동안 원심 분리하여 균을 모은 후 0.05M p-buffer
에 풀어 균의 농도를 200mg/ml에 맞춘다. 이 균 용액

을 17% PVA와 섞어 최종 PVA의 농도가 12%가 되

도록 한다. 최종 혼합용액을 20cm 높이의 needle을 

통해 아래에 교반되고 있는 포화 boric acid 용액속으

로 적하시켜 0.5-0.7cm 구형의 beads를 만든 후 4시간 

동안 방치시킨다. 그 후 beads를 0.5M p-buffer에서 

1시간 담가두어 안정화시킨 후 멸균된 증류수로 세

척하여 실험에 사용하였다. 
담체 CTA (cellulose acetate)에 고정화시킨 PSB 

cubes는 Yang & See (1991)[30] 방법에 따라 제조되
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었다. 먼저 dimethylene chloride 용액에 cellulose tri-
acetate를 10% 넣고 100ml에 맞추어 혼합한다. 이때, 
용액의 완전혼합을 위하여 고점도용 교반기(KIKA 
Labortechnik)를 사용하여 800rpm에서 5시간정도 혼

합시킨다. 이 용액에 7,000rpm에서 15분 동안 원심 

분리하여 모은 균과 20ml의 증류수를 넣고 10분정도 

가볍게 혼합시킨 뒤 혼합액을 가로*세로*높이가 

10cm*10cm*1cm인 철제 사각형 틀에 붓고, toluene
용액이 들어있는 용기에서 하루정도 담가두어 딱딱

하게 굳힌다. 굳힌 덩어리를 날카로운 칼로 1cm*1cm
의 cube가 되도록 자른 후 멸균된 증류수로 세척하

여 실험에 사용하였다. 

고정화균의 N 제거능력

PSB PVA beads 또는 CTA에 고정화한 cubes와 

AUB를 고정화한 beads를 여러 비율로 섞어서 N 제
거능력을 각 미생물이 선호하는 배지에서 측정하였

다. 50ml syringe를 사용하여 배지 25ml에 bead 50개 

또는 이 bead 전체의 wet cell 양과 동일한 4개의 

cubes를 넣어 30℃, 180rpm에서 실험하였다. 이때, 
beads 한 개당 들어가는 wet cell의 양은 11mg이었다. 
미생물의 N제거 결과 발생하는 가스와 pH 등을 측

정하여 배지속의 N성분이 얼마나 제거 되었는지 알

아보았다.

분석방법

Syringe실험의 최종 pH는 pH meter (Humas Co., 
Ltd, Kore)로 측정하였고, syringe 내에서 반응에 의

해 생성된 가스는 gas chromatography (Perkin Elmer 
Instruments, USA)로 분석하였다. 사용된 carrier gas
는 He이었고, 이때 flow rate는 30ml/min로 하여 분석

하였다. N2 가스 분석에 사용한 컬럼은 ‘molecular 
sieve 13X' (stainless steel, mesh 80/100, 6ft 1/8in)이었

고, injector, detector와 oven 온도는 각각 100℃, 200 
℃와 40℃이었다. CO2 가스 분석은 ‘carboxen 1000’ 
(stainless steel, mesh 60/80, 6ft 1/8in) 컬럼을 사용하

여 분석하였고, injector와 detector 온도는 각각 100 
℃, 200℃이었다. 분석 중 oven 온도는 프로그램에 

의해 처음 3분간은 40℃로 유지시켰다가 30℃/min 
속도로 170℃까지 상승시켰다. 각 기체의 몰수 계산

은 이상기체 법칙을 이용하여 계산하였다. 

결과 및 고찰

PSB beads와 AUB beads 혼합균에 의한 N 제거

특성

AUB 최적 배지(Table 1)에서의 혼합 고정화균에 

의한 N제거 특성을 알아보기 위해 PSB beads 50개를 

syringe에 넣고 실험한 반응을 control로 하여 AUB 
beads와의 혼합 비율에 따른 각각의 반응특성을 알

아보았다. Fig. 1에 그 결과를 나타내었고, 이때의 

두 균의 혼합비율에 따른 가스 생성율은 Fig. 2에 

나타내었으며, syringe 내에 발생한 가스의 GC분석

의 결과는 Table 2에 나타내었다. Fig. 1에서 보듯이, 
PSB:AUB beads의 비율이 10:40 일 때 syringe 내에 

가장 많은 가스(14ml)가 생성되었고, PSB 균주만을 

고정한 control 반응의 lag time이 다른 AUB 균주가 

섞인 혼합균의 반응에 비해 길다는 것을 확인할 수 

있었다. 이것은 광합성세균이 환경조건(빛의 양)에 

따라 성장속도가 크게 달라지고[10], 기질의 종류에 

따라 미생물의 적응시간이 달라진다[4]는 연구결

Table 1. The composition of the optimal medium for each 
culture (per L) 

PSB AUB
Malic acid
Yeast extract
Casamino acid
KNO3

Mineral sol'n

1g
3g
2g
2g
1ml

NH4Cl
KH2PO4

Yeast extract
Glucose
Mineral sol'n

0.382g
0.066g
1g
2.670g
1ml

Fig. 1. Gas production at various mixing ratios of PSB and 
AUB beads. Reactions were carried out on the AUB optimal 
medium at pH 7 and 30℃.
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Table 2. Characteristics of N2 produced by the mixed PSB and AUB beads on the AUB optimal medium
Ratio of mixed 

beads (PSB:AUB)
Max. volume 
of gas (ml) 

Gas production 
rate (ml/h)

Theoretical
max. gas volume (ml)

% N2

on GC
Peak
area

μmoles of N2,
calculated 

50:0 8 0.56 4.73 89.49 43643.3 52.26
40:10 12 0.57 5.01 84.45 23599.8 40.03
25:25 1l 0.58 5.00 84.62 30912.3 43.58
10:40 14 0.87 5.08 83.26 23277.9 45.49

Fig. 2. Gas production rate at various mixing ratios of PSB 
and AUB beads. 

과와 같이, PSB 균주가 원래 자기의 최적배지가 아

닌 다른 배지의 환경조건 속에서 새로운 적응이 필

요한 때문으로 보인다. 이때, 최대 가스 생성율은 

PSB:AUB beads의 혼합비율이 10:40 일 때, 가장 높

은 0.87ml/h를 나타내었다. Purple non-sulfur bacteria 
중의 하나인 Rhodopseudomonas palustris 광합성세균

의 최적 배지 및 최적 환경조건 하에서, free cell 상태

의 R. palustris의 최대 N2 가스 생성율은 0.2ml/h로 

보고된 바 있어[14], 광합성세균을 이용한 다른 연구

와 비교해 볼 때, 본 연구의 결과는 광합성세균의 

세포고정화와 NH4
+를 잘 이용하는 AUB beads와의 

적절한 혼합에 의한 시너지 효과의 결과로 보인다. 
또한, 전체 beads 중 AUB beads의 혼합비율이 높을

수록 가스 생성율이 높아짐을 알 수 있는데, 이는 

AUB 균주의 최적배지에서 반응을 시켰기 때문이다

(Fig. 2). 
그러나, Table 2를 살펴보면, 반응 beads 중 AUB 

beads가 차지하는 비율이 높을수록 가스 생성량은 

많았지만, 전체 가스속에 존재하는 실제 N2 가스의 

성분 비율은 control(89.49%)에 비해 감소한다는 것

을 알 수 있다. Table 2에서 ‘theoretical max gas 

volume’에 나타난 값은 배지에 존재하는 N-source를 

통해 이론적으로 발생 가능한 N2양을 계산한 수치에

서 GC 분석을 통해 확인한 N2 %를 고려하여 얻어진 

값인데, 실제 측정값과 이론값과의 차이가 많이 나

는 이유는 N2 가스외에 다른 가스(주로 CO2)의 생성

이 증가했기 때문이다. Koku et al. (2000)[13]의 결과

에서 보듯이, 광합성세균의 성장을 위하여 여러 가

지의 기질이 사용될 수 있으나, TCA cycle의 활동도, 
탄소 대 질소의 비, 기질의 환원상태 및 중간대사산

물로의 전환능력 등의 요인들을 고려하여 효과적인 

기질을 선택해야 하며, 다양한 기질은 다양한 신진

대사과정을 보여줄 수 있음이 보고되었다. 따라서, 
본 실험의 결과에서 보듯이 혼합균 상호간의 역학적

인 관계는 환경조건에 따라 달라지며, 환경조건이 

달라지면 신진대사 과정도 달라진다는 결과를 얻었

다. PSB:AUB beads의 혼합 비율이 50:0, 40:10, 25:25, 
10:40 일 때, 최종 pH값은 각각 6.29, 6.01, 5.69, 및 

5.13으로 나타났다. AUB beads의 혼합비율이 높아

질수록 더 낮은 pH값을 나타낸 것으로 보아 AUB 
균주는 NH4

+를 이용하여 반응할 때 pH 값을 많이 

떨어뜨리는 균주임을 알 수 있었다[21].
PSB 최적 배지(Table 1)를 사용한 혼합 고정화균

에 의한 N 제거 특성을 알아보기 위하여 PSB beads 
50개를 넣고 실험한 반응을 control로 하여 AUB 
beads와의 혼합 비율에 따른 반응특성을 알아보았는

데, 그 결과를 Fig. 3에 나타내었고, GC 분석이 가능

한 control 반응의 syringe 내에 발생한 가스의 GC 
분석의 결과는 Table 3에 나타내었다. Fig. 3을 보면 

control 반응에 비해 AUB beads를 PSB beads와 혼합

한 실험에서는 가스의 생성 반응이 현저하게 낮게 

일어남을 알 수 있다. 이것은 NH4
+를 잘 이용하는 

AUB균이 PSB가 선호하는 배지에서는 NH4
+성분이 

없어 AUB에 의한 반응이 거의 일어나지 않은 것으

로 생각된다. Table 3을 보면, control 반응에 비해 
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Table 3. Characteristics of N2 produced by the mixed PSB and AUB beads on the PSB optimal medium

Ratio of mixed 
beads (PSB:AUB)

Max. volume 
of gas (ml) 

Gas production 
rate (ml/h)

Theoretical max. 
gas volume (ml)

% N2

on GC
Peak
area

μmoles of N2,
calculated 

50:0 10 0.83 17.71   99.37  195573.2 323.946

Table 4. Characteristics of N2 produced by the mixed PSB cubes and AUB beads on the AUB optimal medium

Mixing ratio of 
PSB:AUB

Max. volume 
of gas (ml) 

Gas production 
rate (ml/h)

Theoretical max. 
gas volume (ml)

% N2

on GC
Peak
area

μmoles of N2,
calculated 

4:0 0.2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

3:10 2 0.08 4.66 90.82 54569.1 16.526

2:25 4 0.20 5.08 83.25 29634.5 16.484

1:40 11 0.62 5.32 79.48 27660.7 40.218
n.a.: not applicable because GC analysis cannot be carried out due to small quantity of gas produced

Fig. 3. Gas production at various mixing ratios of PSB and 
AUB beads. Reactions were carried out on the PSB optimal 
medium at pH 7 and 30℃.

AUB beads가 혼합된 실험에서의 반응결과는 최종 

가스 발생량이 0.5ml 정도로 매우 적은 양이라서 GC 
분석이 불가능하였다. Control 반응을 보면, 발생되

는 가스가 99%이상의 높은 비율의 N2를 포함하는 

것을 확인할 수 있었다. 따라서, PSB의 N 제거시 신

진대사 과정은 다른 가스를 거의 생성하지 않고 대

부분을 N2 가스로 생성하는 대사과정을 한다는 것을 

알 수 있었다[19]. PSB:AUB beads의 혼합 비율이 

50:0, 40:10, 25:25 및 10:40 일 때, 최종 pH값은 각각 

6.90, 6.64, 6.43, 및 6.43으로 나타나, 앞서의 AUB 
최적 배지를 사용했던 실험에 비해 pH값을 많이 떨

어뜨리는 AUB에 의한 NH4
+ 분해반응이 거의 없음

을 알 수 있다.

PSB cubes와 AUB beads 혼합균에 의한 N 제

거 특성

CTA에 고정화한 PSB cubes 와 AUB를 고정화한 

beads를 여러 비율로 섞어서 각 미생물이 선호하는 

배지에서 N 제거 특성을 알아보았다. 사용균주는 

bead 고정화에 사용하였던 동일한 wet cell양에 해당

하는 cubes를 접종하여 실험하였다. PSB cube 4개를 

넣은 것을 control로 PSB cubes와 AUB beads의 혼합 

비율을 3:10, 2:25 및 1:40으로 하여 실험하였다. 먼
저 AUB 최적 배지에서의 결과는 Fig. 4에 나타내었

고, 반응결과 생성된 가스의 성분을 GC로 분석한 

결과는 Table 4에 나타내었다. AUB beads의 혼합비

 
Fig. 4. Gas production at various mixing ratios of PSB cubes 
and AUB beads. Reactions were carried out on the AUB opti-
mal medium at pH 7 and 30℃.   
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Fig. 5. Gas production at various mixing ratios of PSB cubes 
and AUB beads. Reactions were carried out on the PSB opti-
mal medium at pH 7 and 30℃.

율이 커질수록 가스의 양과 생성속도는 증가하였고, 
1:40의 혼합비율에서 최대 가스양(11ml)과 가스 생

성속도(0.62ml/h)가 얻어졌다. 그러나, PSB cube 4개
만을 넣은 control 반응의 가스 생성량은 0.2ml의 매

우 적은 양이 생성되어 GC 분석이 어려워 생성된 

가스의 성분을 확인할 수 없었다. PSB cubes의 가스 

생성이 적은 것으로 보아 CTA cube는 가격이 저렴

하고 장기간 사용에 대한 내구성이 크며 독성이 없

다는 장점을 가지고 있으나[30,31], PVA bead보다는 

기질에 대한 확산 제한을 더 많이 받는 것으로 보인

다[28]. 
Table 4는 가스 생성반응의 결과를 나타내고 있는

데, 앞서 혼합 beads 반응에서도 확인할 수 있었듯이, 
AUB beads의 혼합 비율이 높아질수록 최종 가스 생

성량과 생성속도는 증가하지만 생성된 가스 중 N2의 

조성 비율은 낮아짐을 알 수 있었다. 고정화 PSB: 
AUB의 혼합 비율이 4:0, 3:10, 2:25 및 1:40 일 때, 
최종 pH값은 각각 6.85, 4.64, 4.39, 및 4.43으로 나타

나, pH값을 많이 떨어뜨리는 AUB 균주에 의한 NH4
+ 

소모가 많이 일어남을 알 수 있었다[21].  
PSB 최적 배지에서의 혼합 고정화균에 의한 N 제

거 특성을 알아보기 위해 PSB cube 4개만을 넣은 

반응을 control로 하여 AUB beads와의 혼합 비율에 

따른 반응특성을 알아보았고, 그 결과를 Fig. 5에 나

타내었다. Control반응에서는 가스가 생성되지 않았

으며, 혼합 균주반응에서의 가스 생성량은 0.5ml 밖
에 생성되지 못했다. 이는 cubes가 앞서 언급한대로 

기질이 cube속으로의 확산되는 과정에서 문제점을 

안고 있는 것으로 나타났고, 가스 생성량이 적어 GC 
분석을 통한 가스 성분 특성을 확인할 수 없었다. 
고정화 PSB:AUB의 혼합 비율이 4:0, 3:10, 2:25 및 

1:40 일 때, 최종 pH값은 각각 6.93, 6.05, 6.06 및 6.06
으로 나타나, PSB 최적배지에서의 AUB에 의한 NH4

+ 
소모가 적게 일어났음을 알 수 있었다.

요 약

순환여과식 양어 생산시스템에 있어 발생되는 폐

수의 효율적 처리를 위하여, 유독 질소성분 처리능

력이 뛰어난 광합성세균(PSB)을 PVA에 고정화한 

beads 또는 CTA에 고정화한 cubes와 NH4
+를 잘 이용

하는 균(AUB)을 고정화한 beads를 여러 비율로 혼합

한 고정화 혼합균에 의한 N 제거 특성을 알아보았다. 
AUB 최적 배지에서의 반응결과를 보면, 최대 가

스 생성율은 PSB:AUB beads의 비율이 10:40 일 때, 
0.87ml/h로 가장 높았고, 전체 beads 중 AUB beads의 

혼합비율이 높을수록 가스 생성율이 높아짐을 알 수 

있었다. PSB:AUB beads의 혼합비율이 50:0, 40:10, 
25:25 및 10:40 일 때 pH값은 6.29, 6.01, 5.69 및 5.13
으로 나타났다. 이에 반해 미량의 NH4

+를 포함하는 

PSB 최적배지에서의 반응결과를 보면, 전체 beads 
중 AUB가 차지하는 비율이 높을수록 가스 생성양 

및 가스 생성율은 현저하게 낮게 나타났다. 이때, pH
값은 두 균주의 혼합 비율에 관계없이 약 6.5로 일정

하게 나타났다. PSB cubes와 AUB beads를 여러 비율

로 섞어 실험한 결과는 PSB beads와 AUB beads를 

섞어 반응시킨 결과와 같은 경향을 보였으나 가스의 

생성량 및 생성속도가 현저하게 감소하였고, control 
반응에서도 가스 생성량이 0.2ml로 매우 적은 양이 

발생하였다. 이상의 결과로 보아, NH4
+, NO2

- 및 

NO3
- 성분이 들어있는 실제 양식폐수의 수질정화에 

있어서 PSB:AUB beads를 10:40으로 혼합한 고정화

균주를 이용할 경우 폐수내 N 성분의 동시 제거에 

효과적일 것으로 보인다. 
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