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Abstract: CW-4Y was identified as Stenotrophomonas sp.

by morphological and physiological characteristics, and phy-

logenetic analysis of its 16S rDNA gene sequence. Nitrogen

removal by CW-4Y was analyzed in relation to the ammo-

nium concentration, presence of organic carbon, carbon

source, and carbon-to-nitrogen ratio (C/N). Stenotrophomo-

nas CW-4Y has heterotrophic nitrification and aerobic deni-

trification abilities. Stenotrophomonas CW-4Y utilized only

glucose as carbon sources, and heterotrophic nitrification and

aerobic denitrification were observed regardless of the type of

nitrogen source. The maximum ammonium removal rate of

CW-4Y was 80 mg-N·L-1·d-1 and its denitrification rate of 192

mg- N·L-1·d-1at NO3

−-N (about 280 ppm) in shake culture ex-

periments at a C/N ratio of about 15 was about 30 times higher

than those of other bacteria with the same ability.

Keywords: Heterotrophic nitrification, Aerobic denitrification,

Stenotrophomonas sp. Ammonia

1. 서론

질소는 생물의 주요 영양소이며, 질소 순환은 육지 생태계와

수 생태계에서 그리고 연결고리에서 미생물이 중요한 역할

을 한다. 이때 수 생태계에 막대한 양의 질소가 순환하지 않

을 경우 부영양화 등의 환경문제가 발생된다. 질소 유입의 주

경로는 축사 및 양계사의 분뇨가 함유된 폐수이다 [1]. 각종

폐수에서 질소를 제거하는 과정은 주로 호기적 환경의 독립

영양성 질산화균과 혐기적인 환경에서의 종속영양성 탈질세

균의 상호작용의 결과로 나타난다. 질산화세균은 호기적 환

경에서 암모니아를 아질산을 거쳐 질산으로 산화시켜준다.

탈질세균은 혐기적 환경에서 질산염이 산소대신 최종 전자

수용체로 작용하여 환원되면서 에너지를 생산하는 과정으로

질산을 아질산으로 환원시켜주고 이는 다시 NO, N2O의 중간

대사체를 거쳐 가스상의 질소로 전환된다 [2]. 하수처리장에

서 질소제거에 이용되는 대표적인 질산화 미생물은 Azotobac-

ter, Azomonas, Clostridium, Nitobacter, Nitrosomonas와 Nitro-

spira가 알려져 있으며 탈질화 미생물은 주로 혐기적 상태에

생존하는 미생물로 Agrobacter, Camphylobacter, Eikenella,

Flavobacter, Kingella, Moraxella, Morococcus, Ochrobacterium,

Oligella, Sphingobacterium, Tsukamurella 등이 알려져 있다[3].

그러나, 이와 같은 질소처리과정은 질산화과정을 안정화시

키는데 시간이 오래 걸리고 질산화와 탈질과정을 두 개의 별

도의 시스템으로 운전해야 한다는 어려운 점이 있다. 두 개의

대사과정은 생리학적 혹은 생화학적인 면에서 구별된다. 질

산화 과정에 참여하는 세균의 경우, 유기물에 저해를 받는 반

면에 [4], 탈질과정에는 유기물이 필요하다. 산소 요구도 역
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시 상반된 조건인데, 질산화 세균은 폐수의 높은 산소 용해도

(DO)를 요구하나, 탈질세균의 경우 산소는 유독하게 작용하

여 무산소조로 운영된다 [5]. 이와 같은 차이는 폐수처리장의

규모를 대형화시키고 초기 건설비를 높게 투자해야 하는 문

제점을 유발한다 [6]. 1972년 종속영양성 질산화과정을 하는

Arthrobacter sp.가 발견 [7]된 이후, 1983년 Thiosphaera pan-

totropha (Paracoccus denitrifican)이 종속영양성 질산화와 호

기적 탈질을 수행한다는 것이 폐수처리장의 활성슬러지에서

발견되었다 [8]. 이후 많은 연구가 진행되었으며, 이후 Alcali-

genes faecalis [2,9], Bacillus sp. [10], Diaphorobacteria sp.

[11], Acinetobacter  calcoaceticus [12], Agrobacterium sp. [13],

Pseudomonas putida [14], P. stutzeri [15], Microvirgula aero-

denitrificans [16] 등이 발견되었다.

종속영양성 질산화 및 호기적 탈질과정을 통한 질소제거

기작은 다양한 측면에서 유리한 점이 있다. 첫째로, 유기물과

산소를 이용할 수 있는 조건이 동일하여 동시에 질산화와 탈

질이 한 반응기 내에서 일어날 수 있다. 둘째로 탈질과정이

진행되는 반응기 내의 pH의 변화를 균형있게 유지시켜서 질

산화 과정 중에 일어나는 산성화 과정을 억제해 줄 수 있다.

마지막으로, 종속영양성 질산화의 최종 생성물 및 기질이 다

양하기 때문에 다양한 미생물의 혼합배양을 할 수 있고 그 응

용 범위도 넓게 확대될 수 있다 [17].

본 연구에서는 암모니아를 제거하기 위한 미생물을 농화배

양하는 과정에서 영양배지에서 암모니아를 제거하는 종속영

양성 암모니아 산화세균을 분리하게 되었다. 분리세균의 생

리학적 특성을 알아보는 과정에서 종속영양적 질산화 및 호

기적 탈질이 진행되는 것을 알았으며, 분자생물학적 분석결

과 분리된 미생물이 Stenotrophomonas sp. CW-4Y으로 동정

되었다. 지금까지 많은 종속영양적 질산화 및 호기성 탈질균

이 발견되었지만, 아직도 별도의 포기조와 무산소조가 운영

되고 있음은 현장에서 그 효과를 검증 받지 못했기 때문이며

게다가 효율적인 균주의 개발이 아직 미흡하기 때문이다. 따

라서, 본 연구를 통해 기존 알려진 유사 균주와의 비교를 통

해 질소제거 능력을 비교하여 보았다.

2. 실험재료 및 방법

2.1. 시료채취 및 균주의 분리

본 실험에 사용된 시료는 I시의 공단의 오염된 하천 슬러지

를 이용하였으며, 채취한 시료는 직사광선의 차단을 위해 멸

균한 1L 갈색 채수병에 넣은 후 4oC 냉장보관을 하여 실험실

로 운반하였다.

암모니아를 제거하는 균주를 분리하기 위하여 위의 시료

10 mL을 LB Broth배지 100 mL를 함유한 300 mL 삼각 플라

스크에 접종한 후 30oC에서 180 rpm으로 24시간 진탕배양 하

였다. 물과 혼합하였을 때 암모니아 가스가 발생되는 혼합유

박 (질소전량 4%, 인산전량 2%, 가리전량 1%, 피마자박 57%,

채종박 25%, 미강박 18%, (주)케미칼) 0.2 g과 Glucose 0.1%

가 첨가된 증류수 10 mL에 LB Broth배지에서 전배양된 균주

1 mL을 70 mL용량의 바이얼에서 접종한 후 실리콘 스토퍼로

막고 농화배양 하였다 (Table 1). 이 배양액에서 발생되는 암

모니아가스를 가스 검지관 (KITAGAWA, Japan)을 이용하여

측정하였다. 측정 후 암모니아 가스의 배출이 균주를 접종하

지 않은 대조군에 비해 분해되는 배양액을 다시 5회에 걸친

계대과정 과정을 마친 후 LB Agar 배지에 도말하였다. 형성

된 colony를 화염 멸균된 백금이로 streaking 하였다. 이러한

방법을 2~3회 반복한 후 독립된 단일 colony를 배양하여 위와

같은 방법으로 혼합유박과 glucose를 넣은 vial에 접종하여

암모니아가스가 대조군에 비해 분해되는 균주를 최종적으

로 선택하였다.

혼합유박의 성분과 C, H, N, S조성은 Table 1에 나타냈으며,

C, H, N, S 원소분석은 CHN/S Analyzer (LECO Corp., USA)

을 이용하여 분석하였고, 미량원소에 대한 분석은 ICP-OES

(Optima 5300DV, Perkinelmer, USA)로 분석하였다.

2.2. 종속영양 질산화-호기적 탈질화 균주의 동정

암모니아 가스 분해 효과가 있는 것으로 관찰된 순수 균주의

colony는 MACROGEN사에 의뢰하여 16S rDNA의 염기서열

을 분석하였다. 이때 primer는 F27 (5'-AGA GTT TGA TCM

TGG CTC AG-3')과 R1492 (5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG

ACT T-3')를 사용하였다.

분석된 염기서열은 The National Center for Biotechnology

Information (NCBI) web site의 Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST) algorithm을 통해 Gen Bank database와 비교하

여 분리된 미생물을 동정 하였다.

2.3. 분리균 Stenotrophomonas sp. CW-4Y의 암모니아 가

스 분해 평가

암모니아 가스 분해 능력을 가진 균주의 암모니아 가스 분해

능력을 알아보기 위해 70 mL vial에 혼합유박 0.2 g을 넣고

glucose를 0.1% 함유한 증류수 10 mL에 균주 1 mL을 접종하

였다. 배양 2일 째와 7일째 암모니아 가스 검지관 (KITAGA-

WA, Japan)을 이용하여 암모니아 가스의 농도를 측정하였다.

본 실험의 경우 배양온도는 30oC였고, 180 rpm으로 진탕배양

Table 1. Compositions of sesame dregs

CHNS

C 40.24 wt.%(dry basis)

H 5.78 wt.%(dry basis)

N 5.28 wt.%(dry basis)

S N.D.

ICP

Qualitative

analysis of

ICP-OES

Sr, Mg, Ca, K, Na, Al, Si,

Fe, Mn, Ti, Er, P, Li, Cu,

Zn, Ba, V, Cl, Y, Cr

Quantitative

analysis of

ICP-OES

(PE)

Cr 17 ppm

Cu 25.8 ppm

Fe 1145 ppm

Al 1301 ppm

Zn 0.1 ppm

Mn 103.8 ppm
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을 실시하였다. 

2.4. 배지

순수 분리된 Stenotrophomonas sp. CW-4Y의 암모니아 가스

분해 활성테스트를 위하여 인공적으로 배지에 질소원을 첨

가한 후 확인하였다. 기본배지로써 황산암모늄 배지를 이용

하였고 [2], 증류수에 K2HPO4 14 g, KH2PO4 6 g, trisodium cit-

rate dihydrate 17 g, (NH4)2SO4 2 g, MgSO47H2O 0.2 g 그리고

trace mineral solution을 2 mL 넣어 1 L로 만들었다. Trace

mineral solution은 다음과 같은 성분을 포함한다: ethylenedia-

mine - N, N, N', N'- tetra acetic acid, di sodium salt dehyd-

rate (EDTA2Na), 57.1 g/L; ZnSO47H2O3, 9 g/L; CaCl22H2O, 7 g/

L; MnCl24H2O, 5.1 g/L; FeSO47H2O, 5.0 g/L; (NH4)6Mo7O24

4H2O, 1.1 g/L; CuSO45H2O, 1.6 g/L; CoCl26H2O (pH=6.0),

1.6 g/L.

2.5. 호기적 배양 조건

탄소원은 기본배지에서의 glucose 대신 구연산 (citrate)염이

사용하였으며, 질소원으로는 기본배지에서의 황산암모늄

((NH4)2SO4) 대신에 질산암모늄 (NH4NO2)이 사용되었다. 기

본배지 (100 mL)는 250 mL 삼각플라스크에 담았으며, 입구

부분은 실리스토퍼를 이용하여 막았다. 분리 균주 Stenotro-

phomonas sp. CW-4Y를 멸균된 LB Broth에 접종되어 30oC,

180 rpm으로 24시간 전배양을 한 후, 5 mL를 분취하여 새로

운 활성테스트 배지에 접종하였다. NH4
+, NO3

-, NO2
-이온,

pH, 및 OD 측정을 위해 접종 직후 그리고 24시간 간격으로 3

mL씩 분취하였으며 시간(일)의 경과에 따라 관찰하였다. 일

정양의 황산암모늄에 다양한 농도의 탄소원을 첨가하여 C/

N 비율을 5, 10, 20, 30에 맞추어 그에 따른 암모니아 및 질산

염의 제거율을 알아보았다.

2.6. 혐기적 배양 조건

분리 균주 Stenotrophomonas sp. CW-4Y의 혐기적 (정치) 배

양은 500 mL 혈청병을 이용하여 혐기적 조건하에서 수행되

었다. 혈청병에 각각 황산암모늄과 질산암모늄을 넣은 합성

배지 100 mL을 분주한 후 butyl rubber stopper와 aluminum

cap을 이용하여 밀봉하였다. 그 후 혐기적 조건을 조성하기

위하여 질소 (99.9%)가스로 치환한 후 24시간 LB Broth배지

에서 전배양한 CW-4Y균주를 syringe를 이용하여 5 mL씩 접

종하였다. 30oC의 인큐베이터에서 정치배양을 한 후 접종 직

후 그리고 24시간 간격으로 3 mL 분취하여 NH4
+, NO2

-, NO3
-

이온농도를 분석하였으며, pH, OD 측정을 하였다. 시료 채취

시는 혐기적 상태를 유지하기 위하여 syringe를 사용하여 분

취하였다.

2.7. 호기적 반응기 운전조건

호기적 탈질화 반응을 확인하기 위하여 유리재질의 6 L (17.5

∅×25.5H)의 반응기 (Fig. 1)에 3 L의 배지를 넣고 멸균한 후

전배양된 균주를 접종한 후 실험하였다. 반응기에는 DO

meter 등이 연결되어 내부 반응기의 환경조건을 모니터링할

수 있도록 제작되었다. NaNO3와 glucose를 C/N비 15로 조절

하였으며, 초기 배지의 pH는 7.14였으며, NO3-N의 농도는

184 ppm, NO2-N의 농도는 0 ppm이였다. 배양 온도는 30oC로

조절해주었다. 그리고 공급되는 에어의 양과 배지의 수면에

위치한 impeller의 교반 속도는 50 rpm에서 200 rpm 사이로

조절하여 공기중의 산소가 녹아 들게 하여 배지 내의 DO농

도를 조절해주었다. Sampling port로부터 syringe를 이용하여

하루에 한번씩 5 mL의 가스를 취하여 분석하였다.

2.8. 분석방법

NH4-N의 농도, NO2-N 및 NO3-N의 농도는 ㈜씨맥 (C-MAC)

사의 시약을 이용하여 분광광도계 (DR5000 UV; HACH, USA)

를 이용하여 측정하였다. DO는 DO meter (KRK Co., DO-5Z)

을 이용하여 측정하였다. 액체 배양된 균의 광학밀도는 분광

광도계 (DR5000 UV; HACH, USA)를 이용하여 660 nm에서

OD를 측정하었다.

3. 실험결과 및 고찰

3.1. 암모니아 가스 분해효과

Table 2에는 I 공단 내의 다양한 지역에서 채취한 슬러지를

LB배지에서 전배양한 후 두 개의 실험군으로 접종한 후의 암

모니아 가스 제거율을 나타내었다. 두 실험군은 각각 0.1%

Glucose를 넣은 것과 Glucose를 넣지 않은 것으로 구분하였

다.

제거율은 다음과 같이 계산하였다.

암모니아 제거율 (%) =

Control의 암모니아 (ppm) − Sample의 암모니아 (ppm)
× 100

Control의 암모니아 (ppm)

Fig. 1. Schematic diagram of aerobic bioreactor. ① Bioreactor (6

L; 17.5∅×25.5H ); ② Impeller; ③ DO Meter; ④ Sampling port.
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축산농가 내의 분뇨 슬러리, 주변 토양 및 하수처리장의 활

성슬러지 등의 다양한 환경으로부터 채취한 총 7개의 실험군

중 A 실험군에서 0.1%의 Glucose를 첨가한 경우, 3일째 암모

니아가스의 제거율이 93.5%, 7일째 66.9%로 나타났으며, 이

는 모든 실험군에서 가장 우수한 제거율을 보여주는 것이었

다. 이후 A 실험군에서 배지 종류를 다양하게 하여 순수분리

를 하였다. 이로부터 분리된 CW-4Y균주의 암모니아가스 제

거율은 3째 100%의 제거율을 보여주었다.

3.2. 계통학적 특성

암모니아 가스분해 능력이 가장 높았던 CW-4Y에 대한 계통

학적 특성을 알아보았으며, 분석된 CW-4Y의 DNA 염기서열

은 총 1451 bp였고, NCBI Blast search한 결과 CW-4Y는 Ste-

notrophomonas sp. M2T2B9 (NCBI accession number: GQ24

6699) 와는 1447/1450 (99%)의 상동성을 보였다. 또한, 가열

할 경우 열 분해되어 독성을 가진 염화물, 질소산화물, 황산

화물, 인산화물 등을 방출하는 유독물질인 클로르피리포스를

분해하는 Stenotrophomonas sp. YC-1 (NCBI accession num-

ber: DQ537219)와는 1449/1453 (99%)의 상동성을 보였다. 그

리고, 클로르피리포스를 분해하는 것으로 보고된 Stenotro-

phomonas sp. Dsp-4 (NCBI accession number: DQ482654)와

1449/1453 (99%)의 상동성을 가진 채 가장 유사하였다. 지금

까지 알려져 있는 질산화 미생물로는 Azotobacter, Azomonas,

Clostridium, Nitobacter, Nitrosomonas와 Nitrospira가 알려져

있으며, 혐기적 탈질화 미생물은 Agrobacter, Camphylobacter,

Eikenella, Flavobacter, Kingella, Moraxella, Morococcus, Och-

robacterium, Oligella, Sphingobacterium, Tsukamurella 등이

알려져 있다. 본 연구에서 분리된 Stenotrophomonas sp. CW-

4Y는 지금까지 보고된 암모니아 분해 미생물과는 다른 Ste-

notrophomonas sp.이며 기존 data base에 있는 Stenotropho-

monas sp. M2T2B9 (GQ246699), Stenotrophomonas sp. YC-1

(DQ537219), 및 Stenotrophomonas sp. Dsp-4 (DQ482654)의

염기서열과의 상동성은 모두 99%이었다.

3.3. 질소원에 따른 암모니아 분해능력 평가

탄소원으로 glucose를 이용하고, 두 종류의 질소원에 대한 분

리균주 CW-4Y의 활성을 호기적 진탕배양 조건에서 확인하

였다 (Fig. 2). 일반적으로 미생물은 C/N비 10에서의 성장과

기질이용도가 높다고 잘 알려져 있다. 따라서, 초기 질소원에

따른 실험을 수행할 때의 C/N비는 모두 10으로 설정하였다.

질산암모늄 (NH4NO3)을 질소원으로 넣어준 배지는 CW-4Y

를 접종 후 5일째 초기 농도인 NH4
+-N 192 mg/L 중 평균 143.3

mg/L를 분해하였으며, NO3-N는 초기 농도인 282 mg/L를 2

일째까지 256 mg/L을 분해하여 128 mg- N·L-1·d-1의 빠른 제

거 속도를 보여주었다 (Fig. 2(A)). 반면, 황산암모늄(NH4)2

SO4을 질소원으로 넣어준 배지에서는 초기 NH4
+-N 농도 448

mg/L를 5일째까지 160 mg/L을 분해하였으며, 제거 속도는

32 mg-N·L-1·d-1로 질산암모늄을 질소원으로 넣어준 배지와

거의 유사한 NH4
+-N의 제거 속도를 보여주었다 (Fig. 2(B)).

그러나 NO3-N는 배지에서는 초기 NO3
+-N 농도 22 mg/L를 5

일째까지의 제거속도는 0.5 mg-N·L-1·d-1으로 질산암모늄을

넣어준 배지의 제거속도의 약 100배 이상의 차이가 나는데

이것은 실험 초기의 질산암모늄 농도에 기인한 결과라 사료

된다.

황산암모늄배지와 질산암모늄 배지 모두 접종 후 2일째 최

대 제거 속도로 NH4-N와 NO3-N를 제거하였으며, 이는 2일째

CW-4Y의 성장이 대수증식기로 인한 것으로 사료된다. 각각

의 최대제거 속도는 황산암모늄배지에서 NH4
+-N이 74.3 mg-

N·L-1·d-1, NO3
−-N이 3.3 mg-N·L-1·d-1이였고, 질산암모늄 배지

에서 NH4
+-N는 80 mg-N·L-1·d-1, NO3

−-N이 192 mg- N·L-1·d-1로

높은 제거 속도를 보여주었다.

Joo 등 (2006)의 Alcaligenes fecaelis No.4를 이용한 축산분

뇨 정화처리를 연속공정으로처리하는 연구에서 초기값이

2000 NH4
+-N mg/L일때 30 mg-N·L-1·d-1의 제거율을 보였다.

Table 2. Effect of glucose concentration on the ammonia removal

Sample Ammonia Measurement day Glucose 0% in sesame dregs Glucose 0.1% in sesame dregs

Control
Ammonia concentration

(ppm)

3rd 3 24.6

7th 53.4 70.6

A
Removal of ammonia

(%)

3rd 0 93.5

7th 0 66.9

B
Removal of ammonia

(%)

3rd 0 -5

7th 0 -23

C
Removal of ammonia

(%)

3rd 0 4.9

7th 0 -28

D
Removal of ammonia

(%)

3rd -9.9 -8.5

7th 27.4 13.5

E
Removal of ammonia

(%)

3rd 26.3 21

7th 32.1 0

F
Removal of ammonia

(%)

3rd -35.4 12

7th 42.9 0

G
Removal of ammonia

(%)

3rd 13.5 21

7th 34 0
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이는 기존의 연구에 비해 5~10배 높은 속도를 보였다고 하였

다 [18]. 본 연구는 인공 합성폐수의 초기농도가 192~448

NH4-N mg/L로 Joo등 (2006)에 비해 다소 낮은 값을 보이나

그 제거 속도는 2.5~2.6배 가량 높았다. Rhodococcus sp. CPZ

24를 이용한 삼각플라스크 실험에서는 초기 암모니아의 농

도값이 50 NH4-N mg/L이었을 때, 3.1 mg-N·L-1 ·h-1의 제거율

을 보였다 [19]. Su 등 (2006)의 연구에서는 Pseudomonas al-

caligenes AS-1가 1.15 mg-N·L-1·h-1의 암모니아 제거율을 보

였으며 [20], Zhao 등 (2010)의 연구 [21]에선, Bacillus sp. LY

가 초기 암모니아의 농도값이 41 NH4
+-N mg/L이고, C/N비

가 15이었을 때, 0.43 mg-NL-1·h-1의 제거율을 보였다. 본 연

구에서 얻은 암모니아 제거율을 시간단위로 환산할 경우,

3.1~3.33 mg-N·L-1·h-1의 제거율을 보이므로 초기 값이 기존

발표보다 약 3.8~9배 가량 높은 것을 감안하면 매우 효과적

인 제거효율을 보이는 것을 알 수 있었다.

3.4. 탄소원에 따른 암모니아 분해능력 평가

질소원으로 (NH4)2SO4를 넣고 두 종류의 탄소원이 첨가된 조

건에 따라 CW-4Y의 NH4
+-N 와 NO-

3-N의 제거능을 알아보았

다. 실험은 진탕배양 조건으로 하였으며 실험초기의 C/N비

는 참고문헌 등에 의거하여 10으로 설정하였으나, 이후 적절

한 C/N비 조건을 찾은 후 16으로 다시 조절하였다.

Fig. 3(A)를 보면 glucose를 탄소원으로 넣어준 배지는 CW-

4Y를 접종 후 5일째 NH4
+-N 360 mg/L와 NO3

--N 35 mg/L는

완벽히 분해되었다. 즉, NH4
+-N와 NO3-N를 동시에 분해를 할

수 있는, 질산화와 탈질화가 동시에 이루어진다고 할 수 있다.

반면 Fig. 3(B)인 구연산염 (citric acid)을 넣어준 배지에서는

NH4
+-N와 NO3

--N 모두 분해되지 않는 모습을 보여주었는데

이는 CW-4Y 균주는 탄소원으로 glucose를 쉽게 이용할 수 있

으며, 반면에 구연산염은 탄소원으로 이용할 수 없는 것으로

사료된다. Glucose를 탄소원으로 이용하였을 때 NH4
+-N의 분

해 속도는 72 mg-N·L-1·d-1였으며, NO3-N의 분해 속도는 7 mg-

N·L-1·d-1이였다.

분리 균주와 동일한 활성을 보이는 것으로 알려진 Agrobac-

terium sp. LAD9의 경우 glucose, sucrose 및 기타 4종류의 유

기산을 이용하는 실험에서 탄소원에 대한 이용도를 알아본

결과, growth rate는 유사한 (0.14~0.16 h-1) 결과를 보이는 반

면, 질소분해 속도는 acetate (0.32 d-1), succinate (0.44 d-1), 및

glucose (0.21 d-1)는 높았고, citrate를 탄소원으로 이용 시 분

해 속도 (0.14 d-1)가 낮았다 [13]. Chen과 Ni의 설명에 의하면,

citrate를 기질로 이용할 경우 대부분이 biomass의 증가에 이

용됨에 따라 미생물의 질산화 속도가 낮아진다고 하였다.

Fig. 2. Effect of Nitrogen source on the ammonium and nitrate

removal of Stenotrophomonas sp. CW-4Y in an aerobic culture. (A)

Medium containing NH4NO3, (B) medium containing (NH4)2SO4.

(◇ NH4

+-N; ● NO3

−-N)

Fig. 3. Effect of Carbon source on the ammonium and nitrate remo-

val of Stenotrophomonas sp. CW-4Y in an aerobic culture A, Glu-

cose; B, Citric acid. (◇ NH4

+-N; ● NO3

−-N)
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3.5. C/N비에 따른 암모니아 분해능력 평가

배지 내의 C/N비의 변화에 따라 분리균주 CW-4Y의 암모니

아제거에 미치는 영향을 알아보았다 (Fig. 4). 일정량의 황산

암모늄이 첨가된 배지에 탄소원으로 이용되는 glucose의 양

을 달리하여 C/N비를 각각 5, 10, 16, 20, 30으로 설정한 후 실

험을 진행하였다. 일반적으로 미생물은 C/N비 10에서의 성

장과 기질이용도가 높다고 잘 알려져 있다. 실험 결과, 분리

균 CW-4Y의 경우 C/N비가 5, 10, 16, 20, 30에서 암모니아의

분해속도가 각각 38.6 mg- N·L-1·d-1, 39 mg- N·L-1·d-1, 72 mg-

N·L-1·d-1, 24.3 mg- N·L-1·d-1, 25.8 mg- N·L-1·d-1으로 나타나 C/

N비 16에서 가장 높은 것으로 나왔다. 본 연구결과와 비교할

수 있는 호기성 종속영양 질산화 탈질 세균으로 알려진 Ba-

cillus subtilis A1은 acetate를 기질로 이용할 경우 초기 암모니

움의 농도값이 104.27~110.31 NH4
+-N mg/L일 때, C/N비가 6

혹은 12에서 큰 차이 없이 66.5%와 60.3%의 NH4
+-N 의 분해

효율을 보였으며 [22], Bacillus sp. LY의 경우, C/N비가 15이

었을 때, 0.43 mg-N/L·h-1의 NH4-N 제거속도를 보여주었다

[21]. 즉, 종속영양성 질소분해 세균의 경우 기질의 종류와 균

주에 따라, C/N비가 6-15사이에서 최고의 암모니아분해 효율

을 보임을 알 수 있었다.

3.6. 호기적 (진탕배양) 상태와 혐기적 (정치배양) 상태에

따른 암모니아 및 질산염의 분해

분리 균주 CW-4Y의 NH4
+-N 와 NO3

--N의 분해를 산소의 유

무에 따라 확인하였다. 호기적 배양과 혐기적 배양 모두 질소

원으로는 질산암모늄을 이용하였으며, 탄소원으로는 glucose

를 이용하였으며, C/N비는 16으로 맞춰주었다. NH4
+-N의 경

우 호기적 배양에서 6일간 총 148 mgNH4
+-N/L를 분해하였다.

평균제거 속도는 24.7 mg-N·L-1·d-1이였으며, 최대 제거 속도

는 2일째 80 mg- N·L-1·d-1의 제거 속도를 보여주었다. 반면에

혐기적 배양의 경우 NH4
+-N는 분해되지 않았다 (Fig. 5(A)).

호기적 및 혐기적 배양에서 초기 NO3
−-N의 값은 각각 282

mg/L와 277.3 mg/L였다. 각 조건에서 총 237.8 mg/L와 234.7

mg/L의 유사한 양을 분해하였지만 최대제거속도는 호기적

배양에서 2일 동안 192 mg- N·L-1·d-1, 혐기적 배양에서 하루

만에 253.3 mg- N·L-1·d-1의 제거 속도를 보여주었다. Fig. 5(B)

에서 보는 바와 같이 혐기적 환경에서 배양된 Stenotropho-

monas sp. CW-4P균주는 기질로 이용되는 NO3
−-N를 하루 만

에 91.3%를 제거할 수 있는 것을 알 수 있었다. 이는 기존의

탈질화가 혐기적 조건 하에서 이루어진다는 결과와 같지만

CW-4Y는 호기적 조건 하에서도 NO3
−-N를 분해하는 것을 확

인할 수 있었다. 이는, 기존에 보고된 A. faecalis OKK17의 최

대 탈질화 속도는 8.3 mg- N·L-1·d-1인 것에 비해 호기적 배양

에서는 약 23배, 혐기적 배양에서는 약 30배나 높은 수치였

다 [23].

균주 접종 후 1일 후에 호기적 배양에서 17.3 mg/L의 NO2
−-

N가 생성되었고, 그 이후는 평균 0.11 mg/L이 측정되었다. 이

는 암모늄의 아질산화가 1~2일째 가장 빨리 이루어졌다고 볼

수 있으며, NH4
+-N 의 최대분해 속도 역시 2일째 80 mg- N·L-1

·d-1로 가장 빨랐다. 반면 혐기적 배양에서는 평균 0.06 mg/L

의 NO2
−-N가 검출되었다.

Fig. 5(E)의 결과에서 보듯이, CW-4Y의 성장은 혐기적 조

건에서는 저해를 받으며, 호기적으로 질산화와 탈질이 진행

되는 것을 알 수가 있다. 배양 1일 이후부터는 균의 성장이 이

루어지지 않으나 호기적 배양에서는 약 3일째까지 급속도로

성장하는 것을 알 수가 있다. 두 실험에서 초기 pH는 6.9이였

으며, 6일 동안 pH의 변화는 거의 발견되지 않고 소폭 상승하

였다.

3.7. 호기조건에서의  탈질산화 

CW-4Y균주를 호기적 조건의 5 L 용량의 반응기에서 NaNO3

과 glucose를 첨가한 배지에서 성장을 측정하였다. Fig. 6에서

보듯이, NO3
−-N의 농도가 2일째에서 3일째 170 ppm에서 약

37.3 ppm으로 급격히 분해하였으며, 이 기간 NO3
−-N의 분해

속도는 132.5 mg- N·L-1·d-1이였다. 같은 기간 NO2
−-N 농도는

반대로 약 0.09 ppm에서 약 40.53 ppm으로 급격히 늘어나는

모습을 보여준다. 이는 NO2
−-N의 농도가 변화가 없다고 기존

에 보고된 종속영양 질산화와 호기적 탈질 균주 Pseudomonas

stutzeri YZN-001와는 상반된 모습을 보여주고 있다 [24]. 반

응기에서 0~1일차의 DO 농도를 0.4 ppm으로 조절하였을 경

우 NO3
−-N와 NO2

−-N의 변화가 거의 없었다. 즉, 충분한 산소

가 공급되지 않는 환경에서 질산화가 진행되지 않음을 알 수

있었다. 이후, DO농도를 4.3 ppm으로 높여준 2일째부터(2~7

일까지의 평균 DO 농도는 약 3.9 ppm으로 해주었다.) NO3
−-

N가 소모되며 NH4
+-N 의 질산화 과정의 중간 산물인 NO2

−-N

가 늘어나는 모습을 보여주고 있다 (Fig. 6). 이는 균주 CW-

4Y가 호기성 상태에서 탈질화와 질산화를 동시에 진행하고

있다는 것을 알 수 있다.

4. 결론

본 연구에서 분리된 Stenotrophomonas sp. CW-4Y균주는 축

Fig. 4. Effect of C/N ratio of substrate on the ammonium-N

removal rate.
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산 및 축산폐수의 악취의 주요 원인물질인 암모니아가스를

분해하는 능력을 가졌으며, 종속영양세균으로서 호기적 질

산화-탈질화를 하여 동시에 NH4
+-N 및 NO3

−-N를 제거하는

특이적 성질을 가졌다.

CW-4Y 균주는 기존에 보고된 종속영양 호기적 탈질화를

하는 균주와 비교하여 최대로 약 23배 (호기적배양)~약 30배

(혐기적배양)의 높은 분해속도를 보이며, 탄소원으로 glucose

가 공급되었을 때 성장이 잘 이루어지고 C/N비 16 부근에서

최대 NH4
+-N 제거율을 보인다.

종래에 알려진 미생물을 이용하여 생물학적 기법으로 폐수

처리를 할 경우, 하수처리공정에서 질소를 제거하기 위해서

는 기존 Bardenpho process [25]나 A2O process [26]의 경우 질

산화를 위한 호기조와 탈질화를 위한 무산소조가 각각 존재

해야 하기 때문에 하수처리공정이 복잡해질 수밖에 없고, 시

설비가 많이 들어가는 비경제적인 문제점, 그리고 독립영양

미생물을 이용하여 질산화를 시키기 때문에 발생하는 장시

간의 처리시간이 길다는 단점을 가지고 있다.

또한, 지금까지의 미생물을 이용한 폐수처리 연구들은 단

Fig. 5. Effect of culture condition on Nitrogen removal, pH change, and bacteria growth condition of CW-4Y. (● Aerobic culture; ○
Anaerobic culture)
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순히 질산화 미생물과 탈질화 미생물을 각각의 반응조에 첨

가하여 유기질소원을 제거하는 방식으로 이루어 졌다. 하지

만 이 과정에서 다량의 악취가 발생하게 되고, 이로 인한 악

취는 자극성의 정도에 따라 주민 생활에 직, 간접적으로 영향

을 끼치는 대표적인 생활 공해 물질로서 이로 인한 민원이 끊

이지 않고 있어 폐수처리장 악취제거는 시급한 문제인데 이

를 CW-4Y균주를 이용하여 해결할 수 있을 것으로 기대된다.
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