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ABSTRACT : Enrichment of anaerobic ammonium oxidation (ANAMMOX) bacteria is the essential step for operating full-scale

ANAMMOX bioreactor because adding a significant amount of seeding sludge is required to stabilize the ANAMMOX reactor. In

this study, the enrichment of ANAMMOX bacteria from an activated sludge using sequencing batch reactor was conducted and

verified by analyzing changes in the microbial community structure. ANAMMOX bacteria were successfully enriched for 70 days

and the substrate removal efficiencies showed 98.5% and 90.7% for NH4
+ and NO2

- in the activity test, respectively. The

phylogenetic trees of Planctomycetes phylum showed that the diverse microbial community structure of an activated sludge was

remarkably simplified after the enrichment. All 36 clones, obtained after the enrichment, were affiliated with ANAMMOX bacteria

of Candidatus Brocadia (36%) and Candidatus Anammoxoglobus (64%) genera. The quantification using real-time quantitative

PCR (RTQ-PCR) revealed that the 16S rDNA concentration of ANAMMOX bacteria was 74.8% compared to the granular

ANAMMOX sludge obtained from an upflow ANAMMOX sludge bed reactor which had been operated for more than one year.

The results of molecular analysis supported that the enriched sludge could be used as a seeding sludge for a full-scale ANAMMOX

bioreactor.
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요약 : 혐기성 암모늄 산화공정을 안정화시키기 전에 많은 양의 식종 미생물 투여가 필요하므로 혐기성 암모늄 산화균의 농

후배양은 실규모의 혐기성 암모늄 산화 반응기를 운 할 때 필수적인 과정이다. 본 연구에서는 활성슬러지 미생물을 식종한

연속 회분식 반응기를 이용하여 혐기성 암모늄 산화균을 농후배양하고, 미생물 군집구조의 변화를 관찰하여 농후배양 결과

를 검증하 다. 혐기성 암모늄 산화균의 농후배양은 70일간 시행되었고, 농후배양 후 활성시험에서 NH4
+
와 NO2

-
의 기질제

거효율이 각각 98.5%와 90.7%로 관찰되어 혐기성 암모늄 산화균의 배양이 성공적으로 수행된 것으로 판단되었다. 계통분

류학적 분지도 작성 결과, 다양하 던 Planctomycetes 문(phylum)의 미생물 군집구조가 농후배양 이후에 현저하게 단순

해졌다는 것이 밝혀졌다. 농후배양 이후 발견된 36개의 clone들 모두가 혐기성 암모늄 산화균이었으며, Candidatus

Brocadia (36%) 와 Candidatus Anammoxoglobus (64%) 속(genus)에 속하 다. RTQ-PCR (real-time

quantitative PCR)을 통해 혐기성 암모늄 산화균을 정량한 결과, 혐기성 암모늄 산화 상향류식 연속 배양기에서 1년 이상

선택 배양된 붉은색 혐기성암모늄 산화 입상 슬러지에 비해 혐기성 암모늄 산화균의 16S rDNA 농도가 74.8%인 것으로 나

타났다. 상기의 분자생물학적 분석을 통해 70일간 농후배양된 활성슬러지가 혐기성 암모늄 산화 실용화 공정의 접종 미생물

로 활용 가능할 것으로 판단되었다.

주제어 : 혐기성 암모늄 산화, 농후배양, 계통분류학적 분지도, real-time quantitative PCR

1. 서 론

혐기성 암모늄 산화(ANaerobic AMMonium OXidation,

ANAMMOX)균은 혐기성 및 독립 양 조건에서 식 (1)과 같이

NH4
+
와 NO2

-
를 동시에 소모하여 N2 가스와 NO3

-
를 생산한

다.1) 혐기성 암모늄 산화균은 분류학적으로 Planctomycetes

문(phylum)에 속해 있고, 현재까지 확인된 미생물은

Candidatus Brocadia2,3), Candidatus Kuenenia4),

Candidatus Scalindua5), 그리고 Candidatus Anammo-

xoglobus6) 속(genus)이 있다. 
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1.0NH4
+ + 1.32NO2

- + 0.066HCO3
- + 0.13H+

→�

1.02N2 + 0.26NO3
- + 0.066CH2O0.5N0.15 + 2.03H2O (1)

혐기성 암모늄 산화 반응을 이용하면 완전 혐기성 상태에

서 질소처리가 가능하므로 폭기비용이 줄어들고 독립 양조

건에서 탈질이 가능하여 외부탄소원을 공급해주지 않아도 되

므로 전통적인 질소처리공정에 비해 운 비용이 50%까지 절

감될 수 있다. 이러한 장점 때문에 최근 혐기성 암모늄 산화

균을 이용한 질소처리 공정의 개발이 가속화되고 있다. 예를

들어, 암모니아성 질소를 부분 질산화시켜 암모니아성 질소

비 아질산성 질소를 1:1로 조성하는 SHARON (Single

reactor system for High activity Ammonia Removal

Over Nitrite) 공정이 혐기성 암모늄 산화반응과 연계되었고

7), SHARON공정과 혐기성 암모늄 산화 공정을 한 반응기에

서 동시에 진행시키는 CANON (Completely Autotrophic

Nitrogen removal Over Nitrite) 공정8)이 개발되었다.

최근 발표된 SHARON 공정과 연계된 70 m3 급 혐기성 암

모늄 산화 반응기의 운 사례는 혐기성 암모늄 산화 반응의

상용화 가능성을 입증하 다.9) 이 사례에서는 5 m3 급의 혐

기성 암모늄 산화균 배양기를 운 하 는데, 이것은 혐기성

반응이 안정화될 때까지 공급해 줄 상당량의 미생물이 필요하

기 때문이다. 이와 같이 혐기성 암모늄 산화균을 다량 확보하

는 것은 혐기성 암모늄 산화 반응기를 운 하는데 필수적인

요소이다.

혐기성 암모늄 산화균을 확보하기 위해 슬러지로부터 혐기

성 암모늄 산화균을 농후배양한 연구결과가 보고되어 왔

다.10~15) 이러한 연구사례들은 혐기성 암모늄 산화 반응의 효

율로 농후배양의 성공도를 가늠할 뿐만 아니라, 분자생물학적

인 분석법을 이용하여 배양된 혐기성 암모늄 산화균의 종류를

판별하거나 혐기성 암모늄 산화균이 얼마나 증가하 는지 정

량분석을 수행하 다. 특히, FISH (fluorescence in situ

hybridization)와 RTQ-PCR (real-time quantitative

PCR)을 이용하여 혐기성 암모늄 산화균을 정량한 정보는 농

후배양의 성공도를 나타내는 집적적인 지표가 되었다. 이와

같이 농후배양 후에는 정성적으로 혐기성 암모늄 산화균의 종

류를 식별하는 것과 더불어 반드시 분자생물학적인 정량분석

을 수행하여 농후배양 정도를 검증해야 한다. 본 연구에서는

혐기성 암모늄 산화균을 짧은 시간내에 농후배양하고, 농후배

양 결과를 분자생물학적 정성 및 정량 분석을 통하여 검증하

다.

2. 재료 및 방법

2.1. 농후배양 반응기

농후배양 반응기는 18 cm 높이의 0.5 L 유리병을 고무마개

로 막아 혐기성 연속 회분식 반응이 가능하도록 제작되었고,

20 cm 길이의 주사기 바늘을 이용하여 주기적으로 배지를 교

체하 으며, 10 cm 길이의 주사기 바늘을 이용하여 혐기성 암

모늄 산화 반응에 의해 발생되는 질소를 하루에 한 번씩 제거

해 주었다. 배양기의 온도를 35℃로 유지하고 100 rpm15,16)의

속도로 교반하 다. 1주일에 한 번씩 배지를 교체하 고, 슬러

지의 유출을 막기 위해 30분간 정치된 상태로 슬러지를 침전

시킨 이후에 0.4 L의 용액을 제거하고 새로운 배지 0.4 L를

60 mL 주사기를 이용하여 투여하 다. 용존산소의 유입을 막

기위해 배지 투여 전에 아르곤 가스로 30분간 폭기하 고, 배

지 교체시에 산소가 반응기로 유입되지 않도록 반응기를 아르

곤 가스로 충진하며 작업하 다.

(NH4)2SO4와 NaNO2로 질소 기질농도를 조절하 고, 기본

배지는 van de Graaf 등17)의 조성을 변용하여 Table 1과 같이

조성하 다. 미량원소 I 용액은 EDTA 5 g/L와 FeSO4.7H2O 5

g/L로 제조되었고, 미량원소 II 용액은 ZnSO4.7H2O 0.43 g/L,

CoCl2.6H2O 0.24 g/L, MnCl2.4H2O 0.99 g/L, CuSO4.5H2O

0.25 g/L, Na2MoO4.2H2O 0.22 g/L, NiCl2.6H2O 0.19 g/L,

Na2SeO4.10H2O 0.21 g/L, H3BO3 0.014 g/L로 제조하여 4℃

의 냉장고에서 보관하 다. 아질산성 질소 100 mg/L 농도에서

혐기성 암모늄 산화균이 저해를 받는 것으로 알려져 있으므로

암모니아성 질소와 아질산성 질소의 농도를 100 mg/L 이하로

유지하 다.18)

2.2 질소 분석방법

암모니아성 질소 농도는 kjeldahl nitrogen analysis

(Kjeltec 1035, Sweden)로 측정하 고, 아질산성 질소와 질산

성질소 분석을 위해 ion chromatography (Dionex 120,

USA)를 사용하 다. 휘발성 부유 고형물은 Standard

Methods19)에 기술된 방법으로 분석하 다.

Component Concentration (mg/L)

NaHCO3 350

KH2PO4 6 

MgSO4.7H2O 12

CaCl2.2H2O 48

Trace element solution I 1 ml/L

Trace element solution II 1 ml/L

Table 1. Composition of the basal medium used in this study
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2.3. DNA의 추출 및 16S rDNA의 증폭

국내 A 하수처리장의 활성슬러지를 식종슬러지로 사용하

다. 활성슬러지가 채취된 반응기내 pH는 6.9 고, 휘발성 부

유 고형물의 농도는 1,380 mg/L이었다. 침전시킨 활성슬러지

100 mL를 500 mL 반응기에 식종하 을 때, 반응기내 휘발성

부유 고형물의 농도는 1,038 mg/L이었다. 미생물 군집구조의

변화를 분석하기 위해 두 개의 1.5 mL tube에 1 mL씩 미생물

을 채취하 다. 채취한 샘플은 3차 증류수로 세척하여 16S

rDNA 증폭을 저해할 수 있는 불순물을 제거하 고, 최종 부

피를 0.25 mL로 조정하 다. Power SoilTM DNA kit (Mo

Bio Laboratories Inc., USA)에 미생물 전량을 투입하여 제

조사의 설명서에 따라 DNA를 추출하고, 두 개의 DNA 샘플을

하나의 1.5 mL tube에 혼합하 다. 

혐기성 암모늄 산화 미생물이 속해있는 Planctomycetes 문

의 16S rDNA를 PCR로 증폭하기 위하여 Pla46F (5'-

GGATTAGGCATGCAAGTC-3')와 1392R (5'-ACGGGCG

GTGTGTAC-3')을 프라이머로 사용하 다.20,21) PCR을 위한

혼합액은 총 20 μL이고, Smart 2×PCR Pre-Mix (Solgent

Inc., Korea) 10 μL, 10 μM 농도의 프라이머 각 1 μL, 주형

DNA 1 μL, 3차 증류수 7 μL로 조성되었다. PCR 기기는

MyCyclerTM (BIO-RAD Inc., USA)를 사용하 으며, 증폭 조

건은 pre-heating (95℃, 2분), denaturing (95℃, 20초),

annealing (57℃, 40초), extension (72℃, 40초), final

extension (72℃, 5분)이었고, denatureing, annealing,

extension 과정을 30회 반복하 다. 증폭산물은 100 V에서 25

분간 전기 동하고,  QIAquick gel extraction kit (QIAGEN

Inc., USA)를이용하여정제하 다. 

정제된 16S rDNA는 T&A cloning vector (Real Bioteh

Corp., Taiwan)를 사용하여 ligation하고, HIT
TM

competent cells (Real Biotech Corp, Taiwan)를 사용하여

형질전환을 시행하 다. 이후, X-gal과 ampicillin이 첨가된

한천배지에 형질전환된 미생물을 도말하여 선택배양하 다.

16S rDNA의 삽입이 확인된 미생물을 ampicillin이 첨가된

LB Broth에서 과량배양 후, QIAprep spin miniprep kit

(QIAGEN Inc., USA)를 이용하여 plasmid를 순수정제하

다. 순수정제된 plamid 시료를 Solgent Inc.(Korea)에 송부

하여 염기서열을 분석하 다.

2.4. 계통분류학적 분지도 작성

본 실험에서 획득한 16S rDNA 염기서열의 상 적인 유사

성을 MEGA 3.1 프로그램을 이용하여 분석하고, 5% 유사성을

보이는 염기서열을 한 그룹으로 분류하 다. 한 그룹 안에서

무작위로 하나의 염기서열을 택하여 OTU (Operational

Taxonomic Unit)로 사용하 다. OTU의 근유종을 BLAST

Network Service에 입력하여 탐색하 고, 근유종의 16S

rDNA를 계통분류학적 분지도의 작성에 활용하 다. 실험에

서 획득한 미생물과 근유종의 염기서열을 ClustalX 1.81을 이

용하여 정렬하고, MEGA 3.1로 계통분류학적 분지도를 작성

하 다. 계통분류학적 분지도 작성 시 neighbor-joining

method를 알고리즘으로 이용하 으며, 신뢰성을 확보하기 위

해 1,000회의 bootstrap을 시행하 다.

2.5. real-time quantitative PCR

RTQ-PCR을 이용하여 혐기성 암모늄 산화균을 정량하기 위

하여 프라이머로 Pla46F (5'-GGATTAGGCATGCAAGTC-'3)

와 667R (5'-ACCAGAAGTTCCACTCTC-'3)을 사용하 고,

TaqMan 탐침자로 381F (5'-AAGGGTGACGAAGCGACGCC

-'3)를사용하 다.9) RTQ-PCR 혼합액의총부피는20 μL이고,

TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems

Inc., USA) 10 μL와 주형 DNA 0.5 μL를 포함하 다. 프라이머

와 탐침자는 최종 농도가 250 nM이 되도록 조정하여 투여하고

총 부피가 20 μL이 되도록 3차 증류수를 투여하 다. ABI

(a) (b)

Fig. 1. Amplification of the 16S rDNA of anammox bacteria (a) and standard curve (b) of real-time quantitative PCR.
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Prism 7300 sequence detection system (Applied

Biosystems Inc., USA)기기를 사용하 으며, 증폭조건은 증폭

효소 활성화(50℃, 2분) pre-heating (95℃, 10분), denaturing

(95℃, 15초), annealing과 extension (60℃, 1분)이었고.

denaturing, annealing과extension 과정을50회반복하 다.

주형DNA 농도에따른Ct값의표준선을만들기위해각tube

당 4.3×101 to 4.3×108 copy의 혐기성 암모늄 산화균 16S

rDNA를 투여하여 실험한 결과, 성공적으로 DNA가 증폭되었으

며(Fig. 1a) 표준선은 R
2
값 0.9979의 훌륭한 직선성(Fig. 1b)을

보 다. 표준 시료의 증폭에서 DNA시료를 넣지 않은 Non-

Template Control (NTC)은 증폭을 보이지 않았고, 모든 RTQ-

PCR 실험에서NTC를사용하여시료의오염여부를확인하 다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 연속회분식 농후배양

혐기성 암모늄 산화균 농후배양을 위한 일주일 단위의 연속

회분식 반응기에서의 질소농도 추이를 Fig. 2에 나타내었다. 아

질산은 혐기성 암모늄 산화 미생물에 저해를 주는 것으로 알려

져 있기 때문에 반응 초기에 유입 아질산성 질소의 농도를 15

mg/L 이하로 유지해 주었고, 암모니아성 질소는 아질산성 질

소와 동일한 양을 투여하 다. 암모니아성 질소와 아질산성 질

소의 농도를 각각 20 mg/L로 상승시킨 농후배양 37일 이후 현

저한혐기성암모늄산화균의활성을보 고, 농후배양70일까

지 활성이 유지되었다. 마지막 회분식 반응에 암모니아성 질소

74.1 mg/L, 아질산성 질소 78.3 mg/L를 초기 기질로 투여하

는데, 유출농도는 암모니아성 질소 5.5 mg/L, 아질산성 질소

0.2 mg/L로 낮아지는 높은 기질 제거효율을 보 다. 아질산성

질소의 저해농도가 100 mg/L이므로 더 이상 기질농도를 증가

시키지 않고, 농후배양된 혐기성 암모늄 산화균의 활성을 테스

트하고반응기내군집구조를분석하 다. 

3.2. 혐기성 암모늄 산화 활성

농후배양을 종료한 70일 직후 별도의 회분식 실험을 수행하

여 농후배양된 혐기성 암모늄 산화균의 기질소모 활성을 연속

적인 시료분석을 통하여 확인하고, 암모니아성 질소와 아질산

성 질소의 소모 비율과 부산물인 질산성 질소의 생성 비율을

계산하 다.(Fig. 3) 

혐기성 암모늄 산화균이 농후배양된 슬러지의 휘발성 부유

고형물의 농도는 680 mg/L이었고, 3일간 반응을 진행하 다.

반응 초기의 암모니아성 질소 농도는 92.0 mg/L, 아질산성 질

소는 81.5 mg/L이었고, 질산성 질소의 농도는 27.5 mg/L이

었다. 3일 내에 부분의 기질이 소모되었고, 암모니아성 질소

와 아질산성 질소의 제거율은 각각 98.5%와 90.7%로 나타났

다. 혐기성 암모늄 산화 반응의 부산물인 질산성 질소는 55.7

mg/L로 증가하는 경향을 보 다.

Strous 등1)은혐기성암모늄산화반응의화학양론을식(1)과

같이 보고했고, 혐기성 암모늄 산화 반응의 질소성분 물질수지

기준으로널리사용되고있다. 이에의해보고된기질질소소모

및부산물질소생성비율은NH4
+
:NO2

-
:NO3

-
= 1:1.32:0.26이

다. 본 실험에서 나타난 비율은 1:0.82:0.31로 Strous 등1)의 선

행연구와차이를보 다. 기질및부산물의소모및생성비율은

다른 농후배양 결과들에서도 차이를 나타내고 있다. 예를 들어,

van der Graaf 등17)의 부유층반응기(fluidized bed reactor)에

서는 기질비율이 1:1.31:0.22로 나타났고, Tsushima 등13)의 생

물막 반응기는 1:1.2:0.33의 기질비율을 나타내었다. 양론비가

다른 것은 혐기성 암모늄 산화균의 특성이 다르기 보다는 혐기

성 암모늄 산화 미생물 이외의 다른 미생물의 활동 때문인 것으

로설명할수있다. 미량의산소가유입되어질산화미생물이활

동하게 되면 암모니아성 질소가 이론보다 더 많이 소비되고

13,15), 사멸되는 미생물에 의해 생성되는 유기물질은 탈질 미생

Fig. 2. Variation of ammonium and nitrite concentrations in
the enrichment test.

Fig. 3. Variation of nitrogen concentrations in the anammox
activity test after 70 days of enrichment. 
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물의 활동15)을 촉진하여 질산성 질소의 잔류량을 낮추기 때문이

다. 본 연구에서 나타난 비율에 하여는 선행 연구를 참고하여

미생물군집과관련된심도있는연구가진행되어야할것이다.

3.3. 혐기성 암모늄 산화균 탐색

농후배양 전후의 활성슬러지에서 Planctomycetes 문 미생

물의 탐색 결과는 cloning 및 계통분류학적 분지도 작성을 통

해 Fig. 4에 나타내었고, 그 결과를 Table 2에 정리하 다. 농

후배양 전의 활성슬러지를 분석한 결과, 75개 중 39개의 유전

자가 계통 분류학적으로 혐기성 암모늄 산화균과 가까운 그룹

을 이루고 있을 뿐, Candidatus Brocadia2,3), Candidatus

Kuenenia4), Candidatus Scalindua5), 그리고 Candidatus

Anammoxoglobus6) 속의 혐기성 암모늄 산화균은 발견하지

못했다.(Fig. 4a) 혐기성 암모늄 산화균에 가까울 것으로 추정

되는 39개의 유전자들이 농후배양 후에는 탐색되지 않아, 해당

미생물은 혐기성 암모늄 산화 활성이 없고 혐기성 암모늄 산화

Fig. 4. Qualitative evaluation of the anammox enrichment by building the phylogenetic trees of Planctomycetes phylum: (a) raw
activated sludge and (b) anammox enrichment. The sequences were grouped into OTUs using a definition of 95% similarity.
The numbers at the nodes are percentages indicating the levels of bootstrap support based on a neighbor-joining analysis of
1,000 re-sampled data sets. One unit of scale bar represents 5% nucleotide substitution.

(a) (b)

Genus Raw activated sludge After anammox enrichment

number of clones Relative abundance nubmer of clones Relative abundance

Planctomyces 4 5.3% 0 0%

Pirellula 12 16.0% 0 0%

Blastopirellula 0 0% 0 0%

Gemmata 16 21.3% 0 0%

Isosphaera 4 5.3% 0 0%

Putative anammox 39 52.0% 0 0%

Anammox 0 0% 36 100%

Total 75 100% 36 100%

Table 2. Microbial community structure of Planctomycetes phylum in the activated sludge obtained from a domestic wastewater
treatment plant and anammox enrichment
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군집과도 관련 없는 것으로 판단되었다. 

농후배양 후에 획득한 36개의 유전자는 모두가 혐기성 암모

늄 산화균에 속하는 것으로 밝혀졌다.(Fig. 4b) 36개의 유전자

중 Ana-001 (GQ344835)에 속하는 23개(64%)의 유전자는

Candidatus Anammoxoglobus 속에 속하 고, Ana-002

(GQ344834)에 속하는 13개(36%)의 유전자는 Candidatus

Brocadia 속에 속하 다. 계통분류학적 분지도 작성을 통해 혐

기성 암모늄 산화 미생물의 개체수가 농후배양을 거쳐 급격히

증가되고다른Planctomycetes는사멸한것을알수있었다. 

선행 연구에서 축산폐수 처리장의 부유 활성슬러지와 오수처

리용 회전원판 접촉식 반응기에서 탈리된 슬러지로부터 배양된

혐기성 암모늄 산화균은 Candidatus Anammoxoglobus 속 한

가지로 나타났었다.22) 이에 비해, 본 연구의 농후배양을 통해 증

식한 혐기성 암모늄 산화균은 두 가지로 비교적 다양하 고, 식

종하는 슬러지에 따라 농후배양되는 혐기성 암모늄 산화균이 다

를수있다는것을보여주었다.

3.4. RTQ-PCR을 이용한 정량 평가

휘발성부유고형물의농도가농후배양초기에는1,038 mg/L

이었으나, 농후배양 후 680 mg/L로 감소하 는데, 이는 혐기성

및 독립 양 조건에서 증식하지 못하는 미생물들이 사멸하 기

때문인것으로판단된다. 이와같이활성슬러지를이용한혐기성

암모늄산화균의농후배양에서혐기성암모늄산화균및관련군

집이 선택적으로 증식될 때, 휘발성 부유 고형물은 오히려 감소

하므로 고형물의 무게를 측정하는 방식으로는 혐기성 암모늄 산

화균이 얼마나 증식되는지 판단하기 어렵다. 따라서, 혐기성 암

모늄산화균만이가지고있는특이적인성분을측정하여농후배

양의 결과를 평가해야 한다. 이런 관점에서 혐기성 암모늄 산화

균의특이적정량분석을위한RTQ-PCR의이용은정확한농후

배양의평가방법을제공할수있다. 

혐기성암모늄산화균증식량의적절한비교를위하여혐기성

암모늄 산화 상향류식 연속 배양기22)에서 1년 이상 선택 배양된

붉은색 혐기성 암모늄 산화 입상 슬러지를 채취하여 분쇄기로

균질화시키고 농후배양된 슬러지와 함께 정량분석을 시행하

다.(Fig. 5) 농후배양된 슬러지와 표준 슬러지의 휘발성 부유 고

형물농도가서로다르므로측정된혐기성암모늄산화균의16S

rDNA 농도를 휘발성 부유 고형물 농도 나눈 표준화된 값을 상

호비교하 다. 농후배양된 슬러지는 mg 휘발성 부유 고형물 당

4.66×109 copies, 표준 혐기성 암모늄 산화 입상 슬러지는 mg

휘발성 부유 고형물 당 6.23×109 copies의 16S rDNA를 함유

하고 있어, 표준슬러지 비 74.8%의 혐기성 암모늄 산화균이

70일만에농후배양되었다는것을알수있었다. 

70일의 농후배양을 통해 증식된 혐기성 암모늄 산화균의 군

집에서 Candidatus Anammoxoglobus와 Candidatus

Brocadia 속의 혐기성 암모늄 산화균이 식별되었고, 표준 시

료 비 74.8%로 농후배양된 것을 근거로 하수처리장 활성슬

러지로부터 농후배양된 혐기성 암모늄 산화 군집은 실용화 공

정의 접종 미생물로 활용 가능할 것으로 판단되었다.

4. 결 론

국내의 하수처리장의 활성슬러지를 식종하여 혐기성 암모늄

산화 미생물을 농후배양하고 분자생물학적 기법을 통하여 농후

배양결과를평가한결과아래와같은결론을도출하 다. 

1)  연속회분식 공정을 이용한 농후배양 초기 35일에 첫 혐

기성 암모늄 산화 활성을 관찰할 수 있었고, 이후 배양

70일까지 암모니아성 및 아질산성 질소를 서서히 높여

각각 74.1 mg/L 및 78.3 mg/L 기질 농도에서 현저한

혐기성 암모늄 산화 활성을 나타내었다.

2) 농후배양을 종료한 70일 직후, 농후배양된 혐기성 암모

늄 산화균의 기질소모 속도를 별도의 혐기성 회분식 실험

으로 측정한 결과 3일 안에 암모니아성 질소 92.0 mg/L

와 아질산성 질소 81.5 mg/L를 부분 소모하여 각각

98.5%와 90.7%의 제거효율을 보 다. 질소성분 물질수

지는 선행 연구를 통해 보고된 비율인 NH4
+
:NO2

-
:NO3

-

= 1:1.32:0.26과 차이를 보이는 1:0.82:0.31로 나타났다.

3) 농후배양전후의Planctomycetes 문에속한미생물의16S

rDNA를cloning과계통분류학적분지도작성을통해분석

한 결과, 농후배양전의 미생물 시료에서는 획득한 75개의

유전자중에서기존혐기성암모늄산화균과일치하는미생

물을 발견하지 못하 고, 단지 39개의 유전자가 계통 분류

Fig. 5. Qualitative evaluation of the anammox enrichment by
real-time quantitative PCR compared to the anammox
granular sludge.
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학적으로혐기성암모늄산화균과가까운그룹을이루고있

는것으로나타났다. 그러나, 농후배양후에획득한36개의

유전자에서는 모두가 혐기성 암모늄 산화균에 속하는 것으

로 밝혀졌고, 64%는 Candidatus Anammoxoglobus 속,

36%는CandidatusBrocadia 속으로규명되었다.

4) RTQ-PCR을 이용한 정량 평가

4) 혐기성 암모늄 산화균의 개체수를 비교하기 위하여 혐기

성 암모늄 산화 상향류식 연속 배양기에서 1년 이상 선택

배양된 붉은색 혐기성 암모늄 산화 입상 슬러지를 표준시

료로 사용한 결과, 농후배양된 혐기성 암모늄 산화균은

표준 시료 비 74.8%의 혐기성 암모늄 산화균을 포함하

고 있는 것으로 밝혀졌다. 

상기의 실험결과를 통해 70일간 농후배양된 활성슬러지는

혐기성 암모늄 산화 실용화 공정의 식종 미생물로 활용가능할

것으로 판단되었다.
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