
479

유류 오염 토양에서 분리된 Rhodococcus fascians를 이용한 
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The environmental contamination by organic pollutants is a widespread problem. The most widely distributed pollution can be 

attributed to oil contamination. Bioremediation, the use of microorganism or microbial processes to degrade environmental 

contaminant, is one of the new technologies. The objective of the present study is to study the degradation of JP-8 in soil by 

microorganism. The degradation of JP-8 was analysed by TPH using gas chromatography. Rhodococcus fascians isolated from 

the petroleum contaminated site was applied for the degradation of JP-8 in the soil column system. Air flow rate of 30 ml/min 

was sufficient to degrade JP-8 in the soil column as much as 70% of JP-8 in the soil column. The addition of nitrogen 

source resulted in the increase in JP-8 degradability to 75% of JP-8 and the C:N ratio for JP-8 degradation was 100:10.

Key Words : Bioremediation, Biodegradation, JP-8, Soil column, Rhodococcus fascians

서  론      

1)

  토양은 인간이 살고 있는 생활환경의 필수 불가결한 요소로

서 인간 거주와 활동 역의 기반을 이루며 생태계의 존립을 한 

터 을 이루고 있다. 토양은 자연의 일부로서 인간 생활의 모든 

부분에서 한 계를 맺고 있으며 토양의 오염은 인간에 한 

반작용으로 나타나 주변 생태계 괴와 궁극 으로는 인간 삶의 

괴로 나타나게 된다(1).

  1990년  이후 미군의 유류 유출사고는 매년 3~4건 이상 발생

하 으며, 일반 주유소 유출 사고에 비해 피해 규모나 복구기간, 

복구비용에서 심각한 문제를 유발하고 있다(2). 1991년 경기도 

하남 산곡천 기름오염, 1996년 미군 송유  열로 한강 기름

오염, 1998년 백운산 메디슨기지 기름유출, 2000년 평택 송탄 

K-55 미군기지 항공유 유출, 2000년 구 미군 기름 수송용 

송유  열 기름유출, 2000년 주 미군부  연료탱크 송유  
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손, 2001년 서울 녹사평역 기름유출, 2004년 평택 캠  험 리 

내 송유  손, 2006년 용산구 한강로 기름유출 등 그 지역이 

범  할뿐 아니라 오염 유류의 종류 한 다양하다(2).

  국방부가 진행한 주한 미군기지에 기름을 공 하는 한국 종단 

송유  (TKP)이 매설된 지역의 토양 오염도 조사 결과 23곳

에서 기름 유출로 기 치를 웃도는 심각한 토양오염이 발생한 

것으로 나타났으며, 이러한 오염을 복구하기 해서는 최소 

1천억 원 이상의 복구비용이 소요 될 것으로 상된다(3). 국 

미군기지  시설과 경기도내 미군훈련장 등을 단계 으로 반환

하는 연합 토지 리 계획 (LPP, Land Partnership Plan)이 시행

되면서 주한 미군 기지들이 반환되고 있지만 이들의 유류에 의한 

토양 오염정도가 심하게는 TPH 농도 기 치의 70배에 달하는 

등 심각한 오염수 을 보이고 이를 복구하기 해서는 2조원

이상의 복구비용이 상되는 것으로 나타났다(4).

  JP-8은 기체, 액화기체 그리고 액체 등의 형태로 인간의 피부

와 호흡기를 통해 침투 될 수 있고, 침투된 JP-8은 콩팥, 간장, 

폐 등과 신경계에 면역학  독성으로 작용하여 피로, 심각한 두통 

그리고 피부 염증과 같은 증상이 유발된다(5, 6). JP-8은 약 100여 

가지 화합물로 조성되며, 이러한 조성은 원유의 종류  그 사용 

용도에 따라 범 하게 달라진다(7). JP-8은 일반 으로 18%의 
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방향족 탄소화합물과 81%의 지방족 탄소화합물로 이루어져 있다. 

지방족 탄소화합물은 9% C8～C9, 65% C10～C14 그리고 7% 

C14～C16으로 구성되어 있다. 이 외에도 JP-8은 그 사용 목  

때문에 부동액, 부식방지제 그리고 정 기 방지제 등과 같은 

특수 물질들도 함유하고 있다(5, 8). JP-8은 비 휘발 특성으로 

인해 기존의 공기 추출법과 같은 재래식 기술로는 오염지역

에서 효과 으로 정화목포를 달성할 수 없으므로 이러한 비

휘발성 유류 물질로 오염된 지반의 복원을 한 안기술을 

개발하기 해 다양한 연구가 진행되고 있다(5, 9).

  생물 정화란 환경에 응이 용이하고 2차 환경오염의 발생이 

은 미생물을 이용하여 독성 화합물과 유해 폐기물에서 유래

하는 환경 으로 유해한 물질을 제거, 감소, 변형시키는 과정을 

말한다(10). 근래에는 오염된 토양, 슬러지, 담수  지하수, 해수 

등이 생물정화의 주요 상이 되고 있으며, 생물정화기술의 용

은 다양한 환경에서 성공을 거두고 있다(11, 12). 환경 조건의 

최 화를 통한 미생물의 활성 증 로 상 오염 물질을 효율

으로 제거하는 생물정화기술은 크게 두 가지 방법으로 구분된

다. 서식하는 토착미생물의 활성을 진시키기 해 양 염, 자 

수용체, 과산화수소, 온도, pH 등을 조 하는 방법 (biostimulation)

과 오염물에 분해능이 우수한 자연계에서 분리한 미생물이나 

유 공학 으로 변형된 미생물을 첨가하는 방법 (bioaugmentation)

을 이용한 생물정화기술이다(13).

  생물학  토양 복원기술은 국내에서도 연구와 장처리가 활발

히 진행 이다. Lee 등은 유류로 오염된 토양에서 toluene을 

탄소원으로 이용하는 혼합미생물을 분리하여 toluene, benzene, 

ethylbenzene  xylene isomers (BTEX)의 분해특성에 해 

연구하 으며(14), Chung 등은 석유화합물로 오염된 토양에서 

분리된 다양한 미생물을 분리 동정한 후, 원유와 기타 기질들을 

사용하여 분리된 미생물별 분리 특성을 조사 연구하 다(15). 

Yoon 등의 연구에서는 토양/지하수내에 존재하는 소수성 유기

오염물질을 제거하기 한 방법의 용성 검토를 하여 미생물 

계면활성제 (bio-surfactant)인 hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPCD)

에 유기오염이 흡수되는 상에 한 실험을 실시하 고(16), 

Kim 등은 Ozone에 의한 유류오염토양 복원 연구에서, 유류화합

물로 오염된 불포화층 토양에 한 장오존복원공정의 기

연구로 토양조건에 따른 오존의 이동과 분해, 유류와의 반응 경향 

등을 조사하 다(17).

  본 연구에서는 JP-8로 오염된 토양에 활용할 수 있는 생물학  

처리 방법 (bioremediation)을 이용하여 토양에서 분리된 균주의 

JP-8 분해능을 고찰하 다. 실제 유류 오염토양에서 직  JP-8분해

에 합한 균주를 분리하여 각종 환경  요소가 JP-8 분해에 미치는 

향 분석에 을 두고 진행되었던 이  연구(18)에 기 하여 

보다 토양 환경에 유사하도록 조성된 토양 column을 이용한 JP-8

분해의 향 인자 분석에 을 두어 연구를 진행 하 다. 본 연구

에서 얻어지는 결과는 항공유에 오염된 토양의 복원을 한 효율

인 정화 기술 개발에 기 로 이용될 수 있을 것으로 기 된다. 

재료  방법

  토양 column

  선별된 우수 균주를 이용하여 토양에서의 JP-8 분해능을 알아

보기 해 토양 column을 제작하 다(Fig. 1). Column의 총 부피

는 2 L이며 column과 덮개사이는 sealing 되어 있어 공기  

수분의 노출이 방지되고, column의 아래와 에는 공기의 inlet과 

outlet이 설치되어 있으며, 실험 도 에 양 염류 용액의 첨가

와 6개의 sampling port를 통하여 시료 채취가 가능하도록 제작

되었다(19, 20). 토양 column에서는 통기량, 종량, 질소원과 

항공유와의 비율 등의 조건을 변화시켜 각각의 분해율에 미치는 

향을 조사하 다.

Figure 1. Experimental soil column.

  토양과 균주

  실험에 사용된 토양은 인하 학교 운동장 흙을 30cm 깊이에서 

채취하 으며, US sieve 12 (10 mesh)와 US sieve 30 (28 mesh)

을 이용하여 고르게 체를 쳐 각기 다른 크기의 입자로 비 하

다. 비된 토양시료는 3회, 30분 동안의 멸균과정을 거쳐 JP-8 

(1%, w/w)를 혼합하고, LB 배지에서 24시간 동안 배양된 균주

를 원심분리 후 증류수에 희석하여 오염된 토양시료에 골고루 

주입한 후 column에 충진하 다.

  통기량의 향

  일반 으로 호기성 미생물에게 공기의 공 은 미생물 성장에 

요한 인자임을 감안하여 공기의 공  속도를 조 하며 JP-8 

분해양상  미생물 생장을 찰하 다. 공기의 주입속도는 

0 ml/min, 10 ml/min, 30 ml/min, 50 ml/min으로 조 하 으며, 

5×10
8 CFU/ml 개수로 종을 해  것과 함께 조군으로서 종

을 하지 않은 것도 함께 10일 동안 JP-8의 잔류량과 미생물의 

CFU 수를 측정하 다. 

  종량의 향

  종량을 달리 하여 토양 column 안에서 JP-8의 분해와 균주

의 성장에 하여 찰하 다. 종량은 5×10
8 CFU/ml의 균주 

탁액, 0 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml 각각을 총 부피 100 ml로 

조 하여 토양과 혼합하 다. 종량은 5×108 CFU/ml, 공기의 

주입은 30 ml/min의 속도로 10일 동안 JP-8의 잔류량과 미생물
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의 CFU 수를 측정하 다.

  C:N 질량비의 향

  질소원인 NaNO3를 오염원인 JP-8과의 질량비 (C：N ratio) 

100：0, 100：5, 100：10, 100：20으로 조 하 다. 종량은 

5×10
8 CFU/ml, 공기 주입속도 30 ml/min에서 10일 동안 JP-8의 

잔류량과 미생물의 CFU 수를 측정하 다.

  잔류 JP-8의 분석

  토양 sample로부터 JP-8의 잔류량 측정은 EPA method 3550 

방법을 따랐다. 2 g의 토양시료에 2 g의 무수황산나트륨과 5 ml

의 핵산을 첨가한 후 1분간 강력하게 교반하여 3분간 sonication

을 한 후 그 상등액을 GC/FID를 이용하여 TPH (total petroleum 

hydrocarbon)분석을 하 다. Gas chromatography는 Shimadzu 

GC-17A를 사용하 으며 GC column으로는 HP-5MS capillary 

column (30 m, 0.32 mm diameter, 0.25 ㎛ film thickness)을 

사용 하 다.

  Viable cell counting

  채취한 토양시료를 증류수 10 ml과 충분히 혼합한 후 증류수

로 10의 배수로 serial dilution하여 LB 배지에 도말하 다. 도말 

후 27℃에서 3일간 incubation한 후 CFU를 측정하 다.

결과  고찰

  토양 column 에서의 생물학  복원

  Flask culture에서 JP-8의 분해 결과를 바탕으로 토양에 오염

된 JP-8의 분해를 토양 column을 통해 알아보았다. 토양 column

에서의 자연 분해는 10일이 지난 뒤 약 40% 정도로 측정되었

다. 이는 액체배지와 JP-8 혼합물을 이용한 flask 실험에서 보

던 60%의 자연  분해에 비해 은 양이다. 토양에서는 분해 

미생물이 없을 때에도 액체배지에서보다 JP-8의 분해가 훨씬 

더디게 진행됨을 알 수 있었다.

  통기량의 향

  호기성과 기성 조건에서 생장속도 측정으로 알아본 

Rhodococcus fascians의 특성은 기성 조건에서도 매우 뛰어

난 생장 속도를 보인 것을 알 수 있었다. 그러나 토양에서의 

공기의 공 은 자연 감소되는 JP-8의 양에 향을 미치고 미생물 

생장에도 향을 미쳐 JP-8의 분해에 요한 역할을 하는 것으로 

나타났다. Fig. 2는 공기의 통기 속도와 시간에 따른 JP-8 잔류량

을 표 하 다. (a)에서와 같이 Rhodococcus fascians를 종을 

하지 않고 통기를 안 시킨 경우 약 49%의 분해가 이루어졌으며, 

통기량이 10 ml/min 일 때 52%, 30 ml/min 일 때 55%, 50 ml/min

의 통기량에서는 61%의 분해율을 보여 통기량에 비례하여 JP-8의 

분해율도 비례하여 증가 하 다. 그러나 Rhodococcus fascians를 

종한 (b)의 경우는 통기를 안 시킨 경우에도 분해율이 60% 

이상 분해되었으며, 통기량에 따라 JP-8의 분해율이 증가하 으

며, 30 ml/min 와 50 ml/min에서 모두 약 70%의 분해율을 보임

으로서 같은 통기량에서 미생물이 없을 때보다 분해율이 훨씬 

높은 것으로 나타났다. 그러나 통기량 30 ml/min 이상에서는 

통기량이 JP-8 분해에 크게 향을 미치지 않는 것으로 나타났

다. 시간에 따른 생균수 측정에서는 통기량이 없을 때와 비교

하여 10 ml/min 통기량에서 생균수가 크게 증가하 다. 10 ml/min 

보다 통기량이 증가할 경우에는 생균수가 크게 증가하지는 않았

다. 최  생균수는 부분 6일째 나타났는데 50 ml/min에서 

3.66×10
9 CFU/soil g 이 으며 이후 조  감소하는 경향을 보이

긴 했지만 10일 후에도 1×109 CFU/soil g 이상으로 유지 되는 

것을 볼 수 있었다. 그러나 통기가  없는 경우 최  생균수

는 4일째 1×10
9 CFU/soil g 으며 이후 격히 감소하는 경향

을 보여 10일째 3×108 CFU/soil g까지 감소하는 것으로 나타났

다(Fig. 3) 따라서 호기성 조건에서 R. fascians에 의한 JP-8의 

분해가 더 활발하게 이루어짐을 알 수 있었다.

(a)

(b)

Figure 2. Effect of air flow rates on degradation of JP-8 in soil column.

(a) soil treated without cells (b) soil treated with cells

(-●-: 0 ml/min, -○-: 10 ml/min, -▼-: 30 ml/min,  -△-: 50 ml/min)

Figure 3. Effect of air flow rate on cell growth.

(-●-: 0 ml/min, -○-: 10 ml/min, -▼-: 30 ml/min, -△-: 50 ml/min)
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  종량의 향

  Fig. 4는 종량이 토양 column 안에서 JP-8 분해에 미치는 

향을 분석한 것이다. 30 ml/min의 통기량에서 종을 하지 

않은 것은 10일 뒤에 약 57%의 분해가 이루어져 통기량  

R. fascians의 종이 없는 조군과 비교하여 14%의 분해율 

증가를 보인 반면, 5.5×10
7 CFU/soil g의 종량에서는 22%, 

1.1×108 CFU/soil g 에서는 28%, 그리고 2.2×108 CFU/soil g에서 

34%의 분해율 증가를 보 다. 따라서 Rhodococcus fascians의 

종량에 따라 JP-8의 분해율이 증가함을 알 수 있었다. Fig. 5에 

나타난 바와 같이 종량이 증가할수록 CFU 수도 증가하 다.

Figure 4. Effect of inoculum size on degradation of JP-8 in soil column.

(-●- : control, -○- : 0 CFU/g, -▼- : 5.5×10
7
 CFU/g, -△- : 1.1×10

8
 

CFU/g, -■- : 2.2×10
8 

CFU/g)

Figure 5. Effect of inoculum size on cell growth.

(-●- : 5.5×107 CFU/g, -○- : 1.1×108 CFU/g, -▼- : 2.2×108 CFU/g)

  C:N 질량비의 향

  토양 column 안에서 Rhodococcus fascians의 생장은 JP-8 

분해와 연 되어 매우 요한 인자로 작용하고 있다. 이러한 

Rhodococcus fascians의 성장을 통하여 JP-8 분해율을 증가시

키기 하여 질소원을 첨가하 다. 통기량은 30 ml/min이 고 

질소원인 NaNO3를 탄소원인 JP-8과의 질량비 100：0, 100：5, 

100：10, 100：20으로 첨가하 다. 질량비 100：0에서 분해율

은 약 70% 이었으며, 100：10에서는 JP-8의 분해율이 75%에 

도달하 으며 100：20으로 증가시켰을 때에는 JP-8의 분해정도

에 큰 차이가 없었다(Fig. 6). 생균수에 있어서는 질소원을 증가

시킬수록 CFU수는 증가하는 경향을 보 으며 100：10 이상

에서 높은 값을 나타내어 질소원의 첨가가 세포 생장에 향

을 주고 이는 JP-8의 분해율을 증가시키는 것으로 나타났다

(Fig. 7). 따라서 질소원의 첨인(P)원의 첨가는 JP-8 분해에 큰 

향을 미치지 못하는 것으로 나타났다(data not shown). 이것

은 선택된 균주인 Rhodococcus fascians의 생장에 인(P)원이 필요 

없는 것이 아니라 토양 자체 으로 인원을 포함하기 때문일 

것으로 추측 된다. 

Figure 6. Effect of C:N ratio on degradation of JP-8 in soil column.

(-●- : control, -○- : 100:0, -▼- : 100:5, -△- : 100:10, -■- : 100:20)

Figure 7. Effect of C:N ratio on cell growth.

(-●- : 100:0, -○- : 100:5, -▼- : 100:10,  -△- : 100:20)

요  약

  본 실험에 사용된 균주는 유류에서 오염된 지역의 토양 시료

로부터 직  분리 하 는데, 이를 액체 배지에서의 성능 시험을 

통해 효과를 확인 후 토양 column에 용하 다. 토양 column

에서의 JP-8 분해는 통기에 의한 자연 인 분해와 미생물에 의해 

분해되는 것으로 나뉠 수 있다. 토양 내에 종된 Rhodococcus 

fascians이 통기를 시키지 않을 경우에도 토양 의 JP-8의 농도

가 감소하여 R. fascians의 JP-8 분해가 통기에 상 없이 이루

어지는 것을 알 수 있었다. 통기를 시킬 경우 R. fascians를 

종한 경우에 토양 의 JP-8의 70%가 분해되었다. 토양에서 

R. fascians의 생장에 작용할 수 있는 질소원을 첨가한 경우 

JP-8의 분해율이 75%로 증가하 다. R. fascians에 의한 JP-8의 

분해는 세포의 생장과 하게 련이 있어서 JP-8의 분해율 

향상을 해서는 R. fascians의 증가가 요함을 알 수 있었다.
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