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1. 서 론*

대부분의 국내 하수 처리장은 표준 활성슬러지 공법으로 
설계․운전 되고 있어 유기물 및 부유물질은 90% 이상의 
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제거가 가능한 반면, 부 양화의 원인이 되는 질소의 제거 
효율은 미흡한 실정이다. 이에 따라 많은 연구자들에 의해 
다양한 고도처리 공법에 관한 연구가 진행․완료되었다. 
일반적으로 질산화 과정과 탈질 과정은 각각 호기성 상태

와 무산소 상태에서 이루어지며,1) 이에 따라 호기성 반응
조와 무산소 반응조를 분리하여 설치(공간 분할 공법; A2O, 
UCT 공법 등)하거나, 시간에 따라 반응조 내의 조건을 호
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ABSTRACT : PCR-DGGE method was applied to analyze changes of microbial community in simultaneous nitrification and denitrification
(SND) bioreactor with various DO concentrations. In the analysis of eubacterial community, band profiles of DGGE were similar with 
2 or 1 mg/L DO concentrations in the reactor. Experimental results led to 16 different bacteria being identified, including 5 dominant 
strains(3 strains of Uncultured Bacterium, 1 strains of Bacillus, 1 strains of Uncultured Bacteroidetes). DGGE results at 0.5 mg/L DO 
concentration led to 12 strains being identified, including 7 dominant strains(5 strains of Uncultured Bacterium, 2 strains of Zoogloea
sp.). DGGE results at 0.1 mg/L DO concentration led to 11 strains being identified, including 3 dominant strains(1 strains of Un-
cultured Bacterium, 2 strains of Zoogloea sp.). In DGGE band profiles of β-AOB(β-Ammonia Oxidizing Bacteria), only one band was 
observed. This band had 97% similarity with Nitrosomonas sp. done DNB Y20. This band was clearly observed at the 2, 1 and 0.5 
mg/L DO concentrations, while the brightness of the band at 0.1 mg/L DO concentration was mostly dimmed. In DGGE band profiles 
of denitrification process, 5 bands(3 strains of Uncultured organism containing nirS, 2 strains of Uncultured organism containing nirK) 
were observed. Among those bands, the brightness of one band was gradually increased at the lower DO concentrations. This band 
has 86% identity with Uncultured organism clone eS1 cd1 nirS gene, partial cds. Based on this result, it could be concluded that Un-
cultured organism clone eS1 cd1 nirS gene, partial cds is a predominant microorganism in the denitrification process.

Key Words : Simultaneous Nitrification and Denitrification(SND), Nitrogen Removal, CFSTR, PCR, DGGE

요약 : 본 연구에서는 PCR-DGGE 기법을 이용하여 DO 농도에 따른 동시 질산화․탈질 반응조 내 미생물 군집 변화 양상을 규
명하고자 하 다. DO 농도의 변화에 따른 eubacteria의 군집 변화 해석 실험에서, DO 농도를 2와 1 mg/L로 운전한 반응조 내의 
band profile은 거의 유사하게 관찰되었으며 5종의 우점화 미생물(Uncultured Bacterium 3종, Bacillus sp. 1종, Uncultured Bacteroidetes
sp. 1종)을 포함한 16종의 미생물을 동정할 수 있었다. 그리고 DO 농도 0.5 mg/L로 운전한 반응조 내의 DGGE 결과 7종의 우점
화 미생물(Uncultured Bacterium 5종, Zoogloea sp. 2종)을 포함한 12종의 미생물을 동정할 수 있었으며, DO 농도 0.1 mg/L로 운전
한 반응조의 경우 3종의 우점화 미생물(Uncultured Bacterium 1종, Zoogloea sp. 2종)을 포함한 11종의 미생물을 동정할 수 있었다.
반응조 내 DO 농도의 변화에 따른 β-AOB(β-Ammonia Oxidizing Bacteria)의 군집 변화 해석 실험 결과, 하나의 band를 관찰할 수
있었다. 이 band는 Uncultured Nitrosomonas sp. done DNB Y20와 97%의 유사도를 갖는 것으로 나타났으며 2, 1, 그리고 0.5 mg/L
의 DO 농도에서 추출한 sample에서는 선명하게 관측되었으나, 0.1 mg/L DO 농도에서 추출한 sample에서는 선명도가 현저히 감
소하 다. 이는 NH4

+-N의 질산화 양상과 상관관계가 있음을 보 다. 반응조 내 DO 농도에 따른 탈질 bacteria의 군집 변화 해석
실험 결과, 다섯 개의 band(nirS를 함유하는 Uncultured organism 미생물 3종, nirK를 함유하는 Uncultured bacterium 미생물 2종)가
관측되었으며 관측된 band 중 한 band는 DO 농도가 낮아질수록 선명도가 현저히 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이 band에 
해당하는 미생물은 86%의 유사도를 가진 Uncultured organism clone eS1 cd1 nirS gene, partial cds로, 본 연구의 탈질 반응에 직접
적으로 관여 하는 미생물로 사료된다.

주제어 : 동시 질산화․탈질, 질소 제거, CFSTR, PCR, DGGE
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Fig. 1. Schematic diagram of the floc in a simultaneous 
nitrification and denitrification(SND) bioreactor.

기성 조건과 무산소 조건으로 변화시켜 운 (시간 분할 공
법; SBR, 간헐 폭기 공법 등)하는 공법이 적용되었다. 그러
나 공간 분할 공법의 경우 다수의 반응조의 설치로 인해 

넓은 부지 면적이 필요하며, 시간 분할 공법의 경우 연속
적인 처리의 어려움이 한계로 나타나게 되었다.

Fig. 1에 나타낸 것과 같이 동시 질산화․탈질 반응은 
반응조 내 미생물 슬러지 플럭이 혐기와 호기 역이 공

존하는 이중 구조를 형성하여 질산화와 탈질이 동시에 일
어나는 반응으로서, 하나의 반응조에서 효과적인 질소 제거
가 가능하다는 장점이 있으며, 산화구,2,3) SBR,4) 생물학 접
촉 반응기,5) 상향류식 고정 반응기6) 등 다양한 공법에7∼16) 
적용할 수 있음이 밝혀졌다.
기존의 연구 보고서에 따르면, 동시 질산화․탈질에 
향을 미치는 주요 인자는 DO(dissolved oxygen),2,3,17,18) ORP 
(oxidation reduction potential),17) floc size19,20) 등으로 제안
된 바 있다. 이 중 DO 농도는 반응조 내 미생물 군집 및 
우점화 미생물의 변화를 야기하여 동시 질산화․탈질 반

응에 향을 미치는 것으로 사료된다. 이에 따라 동시 질
산화․탈질 반응 효율의 안정성을 확보하기 위해, 반응조 
내 환경 변화에 따른 미생물 군집을 해석하고 관찰하는 

것이 필요하다.
최근에는 sample들을 분석하고 정보를 해독하기 위해 조
작 및 기술적 분석이 용이하며 sequencing 이전에 sample
의 전체적인 profile을 파악할 수 있는 유전자 fingerprin-

ting 기법인 SSCP(single strand conformation polymorphism)
나 DGGE(denaturig gradient gel electrophoresis), T-RFLP 
(terminal restriction fragment length polymorphism) 등이 적
용되고 있다.21) DGGE(denaturig gradient gel electrophoresis; 
변성 농도구배 겔 전기 동)는 전기 동 시 gel 내 변성
제(denaturant)의 농도구배에 의한 DNA의 이중 나선 구조
의 변성, 즉 염기 서열이 갖는 Tm(melting temperature) 값
의 차이에 의해 DNA의 이동 속도가 달라지는 점을 이용
한 것으로, 전체적인 DNA의 수적 그리고 양적 변화를 하
나의 gel 상에서 관찰할 수 있는 장점이 있다.22,23) 또한 
중요도가 높은 DGGE band의 경우는 band로부터 직접 
DNA를 회수한 후 sequencing을 통해 종을 확인할 수 있
기 때문에 cloning 분석법에 비해 시간, 노동력 및 경제적 
손실을 최소화할 수 있다.23,24) 더구나 활성슬러지와 같은 
복잡한 매질을 가진 경우 시각적으로 미생물을 분류하는 

것 보다 분자생물학적 분석을 이용할 경우 양질의 분석결

과를 보장할 수 있다.
따라서 본 연구에서는 PCR-DGGE 기법을 이용하여 동
시 질산화․탈질 반응조에서 용존산소의 농도에 따라 변

화하는 미생물의 군집 양상을 살펴보고 각 농도에서의 우

점화 미생물을 규명하고자 하 다. 본 실험결과를 통하여 
동시 질산화․탈질조의 운 에 있어서 미생물 분포에 대한 
기초자료를 확보할 수 있으며 이는 적정 제거효율을 유

지할 수 있는 동시 질산화․탈질 반응의 공정설계에 기본 
자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

2. 실험 장치 및 방법
2.1. 실험 장치
본 연구에서 사용된 완전혼합식 반응기는 23 cm×23 cm× 

33 cm(W×L×H)의 아크릴로 제작되었으며 유효용적은 12 
L이다. 반응조 내의 DO, ORP, pH, 온도는 반응조 내부
에 설치된 각각의 sensor[(주) 대양 E.I engineering]에 의해 
6초마다 실시간으로 측정되었고 측정된 data는 panel box로 
전달되어 computer에 기록될 수 있도록 구성하 다(Fig. 2).

Fig. 2. Schematic diagram of the completely mixed single bioreactor.



생물학적 질소제거 공정에서 용존산소변화에 따른 미생물의 군집변화

대한환경공학회지 30권 9호, 2008년 9월

941

Computer에 설치된 DAQ 2005 program을 이용하여 반
응조 내부의 DO 농도를 설정하면 DO sensor를 통해 측정
된 DO data 값이 설정한 DO 농도보다 낮아질 경우 con-
trol box와 연결된 blower가 작동하여 반응조 내부를 포기
시키고, 설정 DO 농도 이상이 되면 blower의 작동은 멈
춘다(ON/OFF 제어 방식). 일반적인 CFSTR(contineous flow 
stirred tank reactor)의 경우 포기가 연속적으로 일어나기 
때문에 포기를 통해 반응조 내부가 교반될 수 있지만, 본 
반응조의 경우 간헐 포기가 일어나기 때문에 반응기 내부

의 농도를 균일하게 유지시키고 유입수와 미생물의 원활한 
접촉을 위해서 교반기를 별도로 설치하 다. 반응조 내부
의 MLSS(mixed liquor suspended solids)는 1,800∼2,200 
mg/L, HRT 24시간, 교반속도 150 rpm, 반송비 80%, pH 
7.1∼7.5, 온도 약 20℃ 그리고 포기 유량은 3.5 L/min로 
설정하여 운전하 다. 반응기에서 각각 DO농도에 따른 시
료 채취는 정해진 DO농도에서 반응기에 합성된 하수를 
유입하여 7일 간 적응기간을 거친 후 14일간 매일 실시
하여 분석하 다.

2.2. 실험 방법
반응조 내 미생물의 군집은 반응조의 운전 조건 및 환경 
조건에 달라질 수 있으며, 특히 DO 농도의 변화에 따라 
미생물 군집의 변화가 이루어질 것으로 판단된다. 이에 본 
실험에서는 반응조의 DO 농도를 2, 1, 0.5 그리고 0.1 
mg/L로 각각 변화시켰을 때 각각의 DO 농도에서의 미생
물 군집 변화를 PCR-DGGE법으로 분석하 다.

2.2.1. DO 농도에 따른 유기물 및 질소 화합물 제거 효율 
비교

반응조 내 DO 농도를 2, 1, 0.5, 0.1 mg/L로 변화시켜, 
DO 농도에 따른 유기물 및 질소화합물의 제거 효율을 비
교하 다. 본 실험 시 Table 1에 제시된 수질을 가진 하수
를 인공적으로 합성하여 사용하 다.
본 연구에서 이용된 합성하수 내 질소원은 NH4

+-N과 NO3
--N

의 두 종류가 사용되었으며, 실험에서 채취된 모든 시료에
서 NO2

--N은 검출되지 않아, 산화된 NH4
+-N이 모두 NO3

--N

Table 1. Composition of the Synthetic Wastewater13)

Compound Synthetic Wastewater(mg/L)
Glucose(as COD) 200

NH4Cl(as N) 14
KNO3(as N) 14

KH2PO4(as P) 6.8
K2HPO4(as P) 2.7

KHCO3(as HCO3
-) 366

Nutrient solution* 1 mL
*: The nutrient solution contains per liter: 90 g MgSO4․7H2O, 6 g 
CaCl2․2H2O, 1.5 g FeCl3․6H2O, 6.5 g MnCl2․4H2O, 1.7 g ZnSO4․

7H2O, 0.1 g CuCl2․2H2O, 1.9 g CoCl2․6H2O, 6.5 g NiSO4․6H2O, 
0.1 g H3BO3, 0.6 g(NH4)6Mo7O24․4H2O, 1 g yeast extract

로 전환되었음을 확인할 수 있었다. 이에 따라 반응기에서 
탈질률을 다음 식 (1)과 같이 산출하 다.

Denitrification Rate(%) =

( dNH
+
4 -N)+(dNO

-
3-N)

(Influent NO-3 -N)+ ( dNH
+
4 -N)

×100 (1)

where, dNH4
+-N = influent NH4

+-N - effluent NH4
+-N

dNO3
--N = influent NO3

--N - effluent NO3
--N

2.2.2. DNA 추출 및 PCR
반응조 내 슬러지를 30분간 정치시킨 후 침강 슬러지 250 

µL를 샘플로 하여 미생물의 DNA를 추출하 다. DNA 추
출 시 PowerSoilTM DNA kit(MO BIO)를 사용하 으며, 추
출한 DNA는 2% agarose A gel에서 전기 동하여 추출 여

부를 확인하 다. 반응조 내 미생물 중 eubacteria와 β-암
모니아산화균, 그리고 탈질 bacteria의 DO 농도에 따른 군
집 변화를 분석하기 위하여 각각의 bacteria에 적합한 방법
으로 PCR을 실시하 다. eubacteria의 경우, 추출한 미생물 
DNA의 16S rDNA 중 가변 부위인 V3 region을 증폭하여 
DGGE를 위한 PCR product를 얻기 위해 EUB 341F GC
와 EUB 518R을 primer로 하여 PCR을 실시하 다. β-암
모니아산화균 분석실험에서는 추출한 미생물 DNA의 16S 
rDNA를 10F와 1400R을 이용하여 1차 PCR을 실시한 후 β- 
암모니아산화균에 특이성이 있는 CTO 189F GC와 CTO 
654R을 primer로 하여 2차 PCR을 실시하는 nested PCR
을 적용하 다. 탈질 미생물 분석실험에서는 10F와 1400R
를 이용한 DNA의 16S rDNA의 1차 PCR 실시 후 NO2

-
를 

NO로 환원하는데 필수적인 효소 생산에 관여하는 nirS 
(nitrite reductase S) gene에 특이성이 있는 nirS 2F GC와 
nirS 3R을 이용하여 2차 PCR을 실시하는 nested PCR을 
적용하 다(Table 2).25∼27)

Table 2. The sequences of primers used for the PCR experi-
ment

Primer Sequence(5' to 3') Target
EUB 341F CCT ACG GGA GGC AGC AG

eubacteria
V3 regionEUB 341F GC GC Clamp-CCT ACG GGA GGC AGC AG

EUB 518R ATT ACC GCG GCT GCT GG
10F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG

16S rDNA
1400R ACG GGC GGT GTG TAC AAG

CTO 189F GGA GRA AAG CAG GGG ATC G
β-AOBCTO 189F GC GC Clamp-GGA GRA AAG CAG GGG ATC G

CTO 654R CTA GCY TTG TAG TTT CAA ACG C
nirS 2F TAC CAC CCC GAA CCG CGC GT

nirS genenirS 2F GC GC Clamp-TAC CAC CCC GAA CCG CGC GT
nirS 3R GCC GCC GTC ATG AAG GAA

GC Clamp: CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG G



박종일․이태진

J. of KSEE / Vol. 30, No. 9, September, 2008

942

Table 3. The PCR condition
 Eubacteria26) β-AOB26) and nirS gene27)

preincubation 9 min at 95℃ 4 min at 94℃

35 cycle
denaturing 60 sec at 95℃ 60 sec at 94℃
annealing 60 sec at 53℃ 60 sec at 57℃
extention 60 sec at 72℃ 60 sec at 72℃

final extention 10 min at 72℃ 10 min at 72℃

PCR 증폭의 각 단계별 조건을 Table 3에 요약하여 정리 
하 다. 증폭된 PCR product는 2% agarose A gel에서 전
기 동하여 DNA의 증폭 여부를 확인하 다.

2.2.3. DGGE-Profile
DGGE는 eubacteria의 경우 40∼60%, β-암모니아산화균
과 nirS gene의 경우 30∼60%의 변성제 농도 구배(변성제 
농도 100%는 7M urea와 40% formamide)가 존재하는 8% 
polyacrylmide gel에서 실시하 다. DGGE(Bio-Rad Ltd. Co., 
Model 475 Gradient delivery system) 분석을 위해 PCR pro-
duct 30 µL에 gel loading dye 6 µL를 혼합하여 denaturing 
gradient gel에 loading한 뒤 61℃ 200V에서 300분 동안 전
기 동을 실시하 다.28) 전기 동 후 denaturing gradient 
gel은 EtBr(ethidium bromide)에 30분간 staining, 1×TAE bu-
ffer에 15분간 destaining을 실시하여 UV transilluminator
를 사용하여 band profile을 확인하 다.

2.2.4. 미생물 동정
Polyacrylamide gel 상에서 원하는 DNA band가 포함된 
부위를 멸균된 면도칼로 잘라낸 후 1.5 mL tube에 옮기고 
멸균된 pipette tip으로 잘게 조각낸다. 그 후 30 µL의 TE 
buffer를 첨가한 후 -20℃에서 15분, 60℃에서 15분씩 3회 
반복하여 gel에서 DNA가 diffusion되도록 하 다. 1분의 
원심 분리 후 상등수 5 µL을 template로, EUB 341F와 EUB 
518R, CTO 189F와 CTO 654R, nirS 2F와 nirS 3R을 각각
의 primer로 하여 PCR을 실시하 다. 온도 조건 및 mixture 
제조 시 첨가 시약의 비율은 Table 3, 4에서 선행된 PCR 
조건과 동일하다. PCR product는 sequencing 실시 후 NCBI
의 BLAST search database를 이용하여 미생물을 동정하 다.

2.3. 반응조의 이화학적 운영인자 분석
유입수와 유출수를 1일 1회 채취하여 시료로 사용하 다. 
시료의 CODCr은 standard methods의 closed reflux method
로 측정하 고,29) NH4

+-N과 T-N은 standard methods의 흡
광광도법에 준하여 실험 하 으며, NO2

--N, NO3
--N의 분석

에는 Ion Chromatography(Metrohm, Germany)를 사용하
다. 반응조 내 DO, ORP, pH, 온도는 센서에 의해 측정되
어 computer에 실시간으로 저장되었다.

3. 결과 및 고찰
3.1. DO 농도에 따른 유기물 및 질소화합물 제거 효율

Fig. 3. CODCr removal rate with various DO concentration in 
the SND bioreactor. Samples were taken each day at 
influent and effluent and analyzed for COD. Cons-
tant DO concentration was achieved with DO auto- 
control system for each experiment.

Fig. 3에 각 DO 농도에 따른 CODCr의 제거율을 도시하

다. 유입 합성하수의 CODCr은 평균 200 mg/L 고 DO 
농도를 변화시켜 실험한 결과, 2, 1, 0.5 mg/L의 DO 농도
에서는 92∼96%, 0.1 mg/L에서는 83∼88%의 제거율을 보
다. 시험 결과 평균 200 mg/L CODCr 값을 가지는 유입
수 내 유기물의 제거는 0.1 mg/L의 DO 농도를 유지하는 것
으로도 가능하 으나 90% 이상의 유기물 제거를 위해서는 
0.5 mg/L 이상의 DO 농도가 필요함을 확인할 수 있었다.

Fig. 4는 각 DO 농도에 따른 NH4
+-N의 질산화율을 도

시한 그래프이다. 유입수 중의 NH4
+-N는 평균 13.8 mg/L

다. 반응기 내 DO 농도를 2, 1, 0.5 mg/L로 각각 변화
시켰을 때 모든 경우에서 99% 이상의 질산화가 진행된 반
면, 0.1 mg/L의 DO 농도에서는 16∼20% 정도의 질산화만
이 일어나 질산화율이 급감했음을 알 수 있었다. 이를 통
하여 0.1 mg/L의 DO 농도에서는 유기물의 산화를 위한 
DO의 공급은 되고 있지만 NH4

+-N의 안정적인 질산화가 
일어나기 어려우며 질산화에 관여하는 미생물의 우점화

를 위해서는 0.5 mg/L 이상의 DO 농도가 필요하다고 판
단되었다. 본 실험에서 채취된 모든 시료에서 NO2

--N는 
검출되지 않았으며, 이는 산화된 NH4

+-N이 모두 NO3
--N

로 전환되었음을 의미한다.

Fig. 4. Nitrification rate with various DO concentration in the 
SND bioreactor.
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Fig. 5. Denitrification rate with various DO concentration in 
the SND bioreactor.

반응조 내 DO 농도에 따른 NO3
--N의 탈질률을 Fig. 5에 

도시하 다. 본 실험에 사용된 유입 인공하수 내 질소원은 
NH4

+-N과 NO3
--N의 두 종류가 사용되었으며, 실험에서 채

취된 모든 시료에서 NO2
--N은 검출되지 않아, 산화된 NH4

+-N
이 모두 NO3

--N로 전환되었음을 확인할 수 있었다. 유입수 
중의 NO3

--N는 평균 14.46 mg/L 으며, 2, 1, 0.5, 0.1 mg/L
의 DO 농도에서의 탈질률은 각각 8∼14, 14∼18, 59∼66, 
73∼82%로 나타났다. DO 농도가 낮을수록 높은 탈질률
을 보이며, 이는 무산소 환경에서 탈질 반응이 원활이 이
루어진다는 기존의 연구결과

30)
와 일치하는 현상이라 할 수 

있다. 본 실험 결과 탈질반응은 0.5 mg/L 이하의 DO 농도
에서 원활하게 이루어짐을 확인할 수 있었으며, 이에 따라 
탈질에 관여하는 미생물은 반응조 내 DO 농도가 0.5 mg/L 
이하일 때 우점화될 수 있을 것으로 사료된다.

Fig. 6은 반응조 내 DO 농도에 따른 T-N 제거율을 도시
한 그래프이다. T-N은 용존산소 2 mg/L에서 8∼13%, 1 
mg/L에서 약 13∼18%의 제거율을 보 다. 0.5 mg/L의 DO 
농도에서는 57∼66%의 비교적 높은 T-N 제거율을 보 으

며 DO 0.1 mg/L에서는 42∼49%의 제거율을 나타내었다. 
이를 통해 0.5 mg/L의 DO 농도에서 가장 효과적인 T-N 
제거가 이루어졌음을 확인할 수 있었다. 0.1 mg/L에서 T-N 
제거율이 상대적으로 높게 나타난 것은 실험에 사용된 인

공하수 가 NH4
+-N와 NO3

--N를 각각 14 mg/L로 제조하
기 때문에 준혐기성 조건에서 NO3

--N가 탈질반응을 일으

Fig. 6. T-N removal rate with various DO concentration in 
the SND bioreactor.

켰기 때문이라는 것을 주목할 필요가 있다. 실제 유입 하
수 내 대부분의 질소는 유기성 질소와 NH4

+-N로 존재하기 
때문에 실제 하수 적용 시, 0.1 mg/L의 DO 농도에서의 T-N 
제거율은 더 낮아질 것으로 예상된다.

3.2. 반응조 내 미생물 군집 해석
3.2.1. DO 농도에 따른 반응조 내 eubacteria의 군집 해석
Fig. 7에 나타난 DGGE band profile을 통해 DO 농도에 
따른 반응조 내 미생물 군집의 변화를 관찰할 수 있었으며, 
DNA band의 gel elution 및 sequencing 분석 결과는 Table 
4에 제시하 다.

DO 농도를 2와 1 mg/L로 운전한 반응조 내의 band pro-
file은 거의 유사하게 관찰되었다. 총 16개의 band를 확인
할 수 있었으며, 선명하게 나타난 C, G, K, P, R band가 
우점화 미생물로 추측된다. DO 농도 2와 1 mg/L로 운전
된 반응조 내 미생물은 Uncultured Bacterium 10종(A, B, 
C, E, F, G, M, N, P, Q band), Flavobacteria sp. 1종(D 
band), Zoogloea sp. 1종(I band), Bacillus sp. 2종(J, K band), 
Uncultured Bacteroidetes(O, R band) sp. 2종이었으며, 우
점화 미생물은 Uncultured Bacterium 3종(C, G, P band), 
Bacillus sp. 1 종(K band), Uncultured Bacteroidetes 1종(R 
band)으로 나타났다.

DO 농도를 0.5 mg/L로 운전한 반응조 내의 DGGE 결과 
12개의 band를 확인할 수 있었으며, 우점화 미생물은 B, 
E, F, G, H, I, L band로 나타난 미생물로 추측된다. DO 
농도 0.5 mg/L로 운전된 반응조 내 미생물은 Uncultured 
Bacterium 9종(A, B, C, E, F, G, H, N, Q band), Flavo-
bacteria sp. 1종(D band), Zoogloea sp. 2종(I, L band)이었
으며, 우점화 미생물은 Uncultured Bacterium 5종(B, E, F, 
G, H band), Zoogloea sp. 2종(I, L band)으로 나타났다.

DO 농도를 0.1 mg/L로 운전한 반응조 내의 DGGE 결
과 11개의 band를 확인할 수 있었으며, band가 선명하게 
나타난 I, L, P가 우점화 미생물로 추측된다. DO 농도 0.1

Fig. 7. DGGE profile of eubacteria.
1: DO 2 mg/L sample, 2: DO 1 mg/L sample,
3: DO 0.5 mg/L sample, 4: DO 0.1 mg/L sample
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Table 4. Summary of phylogenetic diversity of DGGE bands 
based on 16S rDNA V3 region sequences

Band Class/phylum Accession No. Similarity

A U. Bacterium clone 36ds5 16S rRNA gene, 
partial sequence AY212730 96%

B U. Bacterium clone ES3-37 16S rRNA gene, 
partial sequence DQ463256 100%

C U. Bacterium clone 23d12 16S rRNA gene, 
partial sequence EF515366 84%

D Flavobacteria yabuuchiae 16S rRNA D14021 80%

E U. Bacterium clone ML-9-56.2 16S rRNA 
gene, partial sequence DQ520191 86%

F U. Bacterium clone LaP15L30 16S rRNA, 
partial sequence EF667660 94%

G U. Bacterium PHOS-HE21 16S rRNA gene, 
partial sequence AF314419 97%

H U. Bacterium clone LaC15L144 16S rRNA, 
partial sequence EF667808 90%

I Zoogloea sp. Rud14 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence AY788985 79%

J Bacillus sp. SKAL-16 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence EF406129 85%

K Bacillus clausii DSM 8716, 16S rRNA gene X76440 94%

L Zoogloea sp. EMB 62 16S rRNA gene,
partial sequence DQ413151 85%

M U. Bacterium partial 16S rRNA gene,
clone W3063. AM259157 100%

N U. Bacterium isolate DGGE band 9 16S rRNA 
gene, partial sequence EF117986 100%

O U. Bacteroidetes bacterium clone Skagenf21 
16S rRNA gene, partial sequence DQ640684 88%

P U. Bacterium clone S25_1448 16S rRNA gene, 
partial sequence EF575104 88%

Q U. Bacterium gene for 16S rRNA, partial 
sequence, clone:13C-A52 AB205697 73%

R U. Bacteroidetes bacterium clone Skagen127 
16S rRNA gene, partial sequence DQ640713 95%

mg/L로 운전된 반응조 내 미생물은 Uncultured Bacterium 
6종(C, E, H, M, N, P band), Flavobacteria sp. 1종(D 
band), Zoogloea sp. 2종(I, L band), Uncultured Bacteroi-
detes 2종(O, R band)이었으며, 우점화 미생물은 Uncultured 

Bacterium 1종(P band), Zoogloea sp. 2종(I, L band)으로 
나타났다.
본 DGGE 실험 결과 반응조 내 eubacteria 종 대부분 

Uncultured Bacterium 미생물이며, Flavobacteria, Zoogloea, 
Bacillus, Uncultured Bacteroidetes sp. 미생물도 존재함을 
확인할 수 있었다. Flavobacteria, Zoogloea, Bacillus 등은 
기존 하수처리 시스템의 활성슬러지 floc 및 생물막 등에
서 관찰되는 미생물로 알려져,31) DGGE 실험을 통해 규명
된 동시 질산화·탈질 반응조 내 eubacteria가 하수 중의 오
염물질을 제거하는 데 기여하는 것을 확인할 수 있었으며, 
반응조 운전 DO 농도에 따라 eubacteria 군집의 변화 양상
을 확인할 수 있었다. 그러나 본 실험을 통해서 질산화 미
생물 및 탈질 미생물을 동정할 수는 없었으므로, 질산화
와 탈질에 각각 직접 관여하는 효소와 관련된 유전자 분

석을 통한 실험이 실시되어야 할 것으로 판단하 다.

3.2.2. DO 농도변화에 따른 반응조 내 β-암모니아산화균
의 군집 해석

Fig. 8은 질산화 미생물을 규명하기 위한 β-암모니아산
화균에 대한 DGGE 실험 결과로, 각 DO 농도에서 하나의 
band가 관측되었다. 이 band는 2, 1, 0.5 mg/L의 DO 농도
에서 추출한 sample에서는 선명하게 관측되었으나, 0.1 mg/L

Fig. 8. DGGE profile of β-AOB.
1: DO 2 mg/L sample, 2: DO 1 mg/L sample,
3: DO 0.5 mg/L sample, 4: DO 0.1 mg/L sample

Fig. 9. Phylogenetic tree illustrating the relationships among the relatives in the GenBank database and the DGGE bands 
(β-AOB) in Fig. 8. The tree was produced using a neigbor- joining method. The bar indicates 0.5% sequence divergence.
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Table 5. Summary of phylogenetic diversity of DGGE bands 
based on β-AOB sequence

Band Class/phylum Accession No. Similarity
A Uncultured Nitrosomonas sp. done DNB Y20 AY138536 97%

DO 농도에서 추출한 sample에서는 선명도가 현저히 감소
하 다. DNA band의 gel elution 및 sequencing 분석을 실
시한 결과 DGGE에서 관측된 band의 염기서열은 Uncultured 
Nitrosomonas sp. done DNB Y20와 97%의 유사도를 갖는 것
으로 나타났으며, 이 미생물은 대표적인 암모니아 산화 미
생물로 알려져 있다(Table 5). 이를 통해 β-암모니아산화균
의 일종인 Uncultured Nitrosomonas sp. done DNB Y20은 0.5 
mg/L 이상의 DO 농도에서 우점화 됨을 확인할 수 있었다.

Fig. 9는 Fig. 8의 DGGE 밴드로부터 판명된 미생물의 
계통 발생학적 유연관계를 도식한 결과이다. NH4

+-N는 0.5 
mg/L 이상의 DO 농도에서는 99% 이상의 질산화가 이루어
진 반면 0.1 mg/L에서는 20%의 질산화가 이루어졌으며, 
이는 반응조 내 β-암모니아산화균의 우점화가 NH4

+-N의 질
산화에 향을 미치는 것을 나타낸다. 또한, PCR-DGGE
를 통한 반응조 내 β-암모니아산화균의 monitoring은 안정
적인 반응조 운전의 지표가 될 수 있을 것으로 사료된다.

3.2.3. DO 농도에 따른 반응조 내 탈질 bacteria의 군집 
해석

Fig. 10은 탈질 미생물을 규명하기 위한 DGGE 실험 결
과로, 다섯 개 band(A, B, C, D, E)의 미생물 종을 규명
할 수 있었으며, 두 개의 band(B, C)가 선명하게 나타났다. 이 
중 B band는 모든 DO 농도에서 유사한 선명도를 보 으

나, C band는 DO 농도가 감소할수록 선명도가 현저히 증
가하는 것을 확인할 수 있었다. DGGE에서 관측된 DNA 
band의 gel elution 및 sequencing 분석 결과는 다음과 같다.

A, B, C band의 염기 서열은 nirS를 함유하는 Uncultured 
organism 미생물과 각각 86, 90, 86%의 유사도를, D, E 
band의 염기 서열은 nirK를 함유하는 Uncultured bacterium

Fig. 10. DGGE profile of nirS gene.
1: DO 2 mg/L sample, 2: DO 1 mg/L sample,
3: DO 0.5 mg/L sample, 4: DO 0.1 mg/L sample

Table 6. Summary of phylogenetic diversity of DGGE bands 
based on nirS gene sequences

Band Class/phylum Accession No. Similarity

A Uncultured organism clone H02-03-116 
nirS gene, partial cds AF549089 86%

B Uncultured organism clone 
aT3 cd1 nirS gene, partial cds DQ303101 90%

C  Uncultured organism clone 
eS1 cd1 nirS gene, partial cds DQ303107 86%

D Uncultured bacterium clone
DGGE band AS8A nirK gene AY583422 83%

E Uncultured bacterium clone DGGE band 
AS4E nirK gene, partial cds AY583414 87%

미생물과 각각 83, 87%의 유사도를 갖는 것으로 나타났다. 
nirS와 nirK는 nitrite reductase(아질산 환원효소)의 subunit
으로, 특정 종류의 세균에 존재하며, 이들 효소를 함유한 
생물에 의한 질산 및 아질산의 동화, 그리고 탈질 과정에
서 중요한 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 이를 통해, 

Fig. 11. Phylogenetic tree illustrating the relationships among the relatives in the GenBank database and the DGGE bands(nirS 
gene). The tree was produced using a neigbor-joining method. The bar indicates 2% sequence difference. A, B, C, D, 
and E on the tree represent microbial class listed in Table 6.
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본 질산화·탈질 반응 시스템 내의 탈질 유도 bacteria의 존
재 여부를 확인할 수 있었다. 특히 C band에 해당하는 Un-
cultured organism clone eS1 cd1 nirS gene, partial cds(유
사도 86%)는 0.5 mg/L 이하의 DO 농도에서 우점화되는 
것을 확인할 수 있었으며, 본 연구의 탈질 반응에 직접적
인 관여를 하는 미생물로 사료된다.

Fig. 11은 Fig 10의 DGGE 밴드로부터 판명된 미생물의 
계통 발생학적 유연관계를 도식한 것이다.

4. 결 론
본 연구에서는 DO 농도에 따른 SND 반응조 미생물 중 

eubacteria와 β-암모니아산화균, 그리고 탈질균의 변화 양
상을 분석하기 위하여 각각의 미생물에 적합한 방법으로 

PCR-DGGE를 실시하 다. 실험을 통해 DO 농도에 따라 
질산화율 및 탈질률이 변화됨을 알 수 있었고, 이는 반응
조 내 질산화 및 탈질 미생물의 분포에 향을 미치는 

것을 관찰할 수 있었다.
본 연구의 결과를 요약하면 다음과 같다

1) 동시 질산화․탈질 반응이 구현된 동시 질산화․탈
질 반응기의 DO 농도에 따른 유기물 및 질소 화합물 제
거율을 비교하기 위하여, 반응조 내 DO 농도를 2, 1, 0.5, 
0.1 mg/L로 각각 변화시켜 실험을 실시하 다. 평균 200 
mg/L의 CODCr 농도를 갖는 유입수 내 유기물의 제거는 
0.1 mg/L의 DO 농도에서도 가능하며, 0.5 mg/L 이상의 
DO 농도에서 비교적 높은 유기물 제거가 가능함을 확인
할 수 있었다. 또한, SND 반응조에서 질산화의 경우 0.5 
mg/L 이상의 DO 농도에서, 탈질의 경우 0.5 mg/L 이하의 
DO 농도에서 안정적으로 이루어짐을 확인할 수 있었으며 
탈질의 관점에서 용존산소의 농도를 0.5 mg/L로 유지하
을 때 최적의 탈질률을 관찰할 수 있었다.

2) 반응조 내 DO 농도의 변화에 따른 eubacteria의 군
집 변화를 해석하기 위해, EUB primer set를 이용한 PCR 
product의 DGGE를 실시하 다. DO 농도를 2와 1 mg/L로 
유지한 채 운전한 반응조 내의 DGGE band profile은 거
의 유사하게 관찰되었으며 16종의 미생물을 동정할 수 있
었다. 이 중 상대적으로 우점화된 미생물은 Uncultured Bac-
terium 3종과 Bacillus sp. 1 종, Uncultured Bacteroidetes sp. 
1종으로 나타났다. DO 농도를 0.5 mg/L로 운전한 반응조 
내의 DGGE 결과 12개의 DGGE band를 확인할 수 있었
으며, Uncultured Bacterium 5종과 Zoogloea sp. 2종이 상
대적으로 우점화 되었음을 관찰할 수 있었다. DO 농도를 
0.1 mg/L로 운전한 반응조 내의 DGGE 결과 11개의 band
를 확인할 수 있었으며, 상대적인 우점화 미생물은 Uncul-
tured Bacterium 1종과 Zoogloea sp. 2종으로 나타났다.

3) 반응조 내 DO 농도의 변화에 따른 β-암모니아산화
균의 군집 변화를 해석하기 위해, CTO primer set를 이용
한 PCR product의 DGGE를 실시한 결과 하나의 band를 관

찰할 수 있었다. 이 band는 2, 1, 그리고 0.5 mg/L의 DO 
농도에서 추출한 sample에서는 선명하게 관측되었으나, 0.1 
mg/L DO 농도에서 추출한 sample에서는 선명도가 현저
히 감소하 다. DGGE에서 관측된 band의 염기서열은 대
표적인 암모니아 산화 미생물인 Uncultured Nitrosomonas 
sp. done DNB Y20와 97%의 유사도를 갖는 것으로 나타났
다. 이를 통해 β-암모니아산화균의 일종인 Uncultured Nitro-
somonas sp. done DNB Y20은 0.5 mg/L 이상의 DO 농도
에서 우점화 됨을 확인할 수 있었다. NH4

+-N는 0.5 mg/L 
이상의 DO 농도에서는 99% 이상의 질산화가 이루어진 
반면 0.1 mg/L에서는 20%의 질산화가 이루어졌으며, 이
는 반응조 내 β-암모니아산화균의 우점화가 NH4

+-N의 질
산화에 향을 미치는 것을 나타낸다.

4) 반응조 내 DO 농도에 따른 탈질화 bacteria의 군집 변
화를 해석하기 위해, nirS primer set를 이용한 PCR pro-
duct의 DGGE를 실시하 다. DGGE 실험 결과 다섯 개의 
band가 관측되었으며, 염기서열 분석 결과 nirS를 함유하
는 Uncultured organism 미생물 3종과 nirK를 함유하는 
Uncultured bacterium 미생물 2 종으로 동정되었다. 관측된 
band 중 한 band는 DO 농도가 낮아질수록 선명도가 현
저히 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이 band에 해당하
는 미생물은 86%의 유사도를 갖는 Uncultured organism 
clone eS1 cd1 nirS gene, partial cds로, 0.5 mg/L 이하의 
DO 농도에서 우점화된다고 판단할 수 있었으며, 본 연구
의 탈질 반응에 직접적인 관여를 하는 미생물로 사료되

었다.
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