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Abstract: In this study, we investigated the effects of long-

term exposure to ionic liquid (IL) on Shewanella oneidensis

MR-1 (MR-1). MR1 was acclimated through repeated expo-

sure to IL. The acclimated strain was named as S. oneidensis

SH-1 (SH-1) and compared with MR-1 in various aspects

including morphology, cell surface hydrophobicity (CSH),

motility, and fatty acid. Compared to the MR-1, SH-1 showed

elongated cell shape on scanning electron microscopy.  Upon

exposure to IL, hydrophobicity of SH-1 (28.2%) was higher

that of MR-1 (3.3%). In contrast, motility of SH-1 (7 mm) was

lower than that also of MR-1 (22 mm), and branched chain

fatty acid of SH-1 was lower than that of MR-1, 27.6% and

41.1%, respectively.  

Keywords: Shewanella oneidensis MR-1, Ionic Liquid, Accli-

mation, Comparative Study

1. 서론

이온성 액체는 상온에서 이온들의 결합으로 구성된 액체 상

태로 존재하는 물질을 말한다. 이 물질은 1,3dialkylimidazo-

lium, Nalkylpyridinium, quaternary ammonium, quaternary

phosphonium, imidazolium 등의 양이온과, NO3-, BF4-, PF6-,

AlCl4-, Al2Cl
7- 등의 음이온으로 이루어져 있으며, 이온으로

구성되어 있기 때문에 이온전도도가 높다 [1]. 또한 안전성

(safety) 및 안정성 (stability)과 높은 회수율 (high recovery)

등의 특성으로 청정용매 (Green Solvents)로 사용되고 있다

[2,3]. 그러나 최근 이온성 액체에 대한 생태학적 독성연구가

시작되면서 이온성 액체의 환경 유해성이 새롭게 대두되었

지만 [4-6] 대부분의 연구는 이온성 액체가 미생물을 비롯한

생물체에 미치는 독성에 대해서만 진행되고 있다. 그러나 화

학적으로 안정한 구조를 지니는 난분해성 이온성 액체의 사

용이 증가하면서, 환경유입과 축적으로 인한 생태계에 미치

는 영향이 중요시되고 있으나 관련 연구는 미비한 실정이다.

환경유입에 따른 생태계 내 축적을 보일 수 있는 이온성 액

체로는 imidazolium 계열의 이온성 액체가 있으며, 기존 유

기 용매를 대체하기 위해 널리 연구된 이온성 액체로 광분해

와 생분해에 대해 저항성이 강하다고 알려져 있다. United

States National Toxicology Program [7]에 의하면 전반적인

imidazolium 계열의 이온성 액체가 구강, 피부, 호흡기, 눈에

접촉되면 염증을 일으킬 수 있을 만큼 높은 독성을 가지고

있다고 알려져 있다.
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Shewanella oneidensis MR-1 (MR-1)은 그람 음성 미생물로

대표적인 환경미생물 중 하나이다 [8]. MR-1은 다양한 대사

과정을 통해서 용해된 구리나 금 등을 금속 형태로 추출하는

미생물학적 채광이나 중금속의 환원 및 오염성 유기 물질의

분해뿐만 아니라 방사성 물질 격리를 위한 응용 및 관련연구

의 모델 생물체로 주목받고 있다 [9-11]. 또한 2002년 Insti-

tute for Genomic Research에 의해 유전자 서열 분석이 완료

되어 분자생물학적 연구에 이상적인 모델 생물체로 알려져

있다 [12].

이에 본 연구에서는 이온성 액체의 환경유입으로 인한 생

태계에 미치는 영향에 대한 관련 연구가 미비한 바, 이를 위

한 기초 연구로서 주요 환경 모델 생물체로 알려져 있는

MR-1과 imidazolium 계열의 이온성 액체 [Omim][BF4]에 순

응된 Shewanella oneidensis SH-1 (SH-1)이 [Omim][BF4]에

노출되었을 때 세포학적, 생화학적인 변화를 비교 분석하여

이온성 액체의 장기 노출이 미생물에 미치는 영향을 알아보

고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 이온성 액체

본 실험에 사용된 이온성 액체는 1-ethyl-3-methylimidazolium

tetrafluoroborate [Emim][BF4], 1-butyl-3-methylimidazolium

tetrafluoroborate [Bmim][BF4], 1-hexyl-3-methylimidazolium

tetrafluoroborate [Hmim][BF4], 1-octyl-3-methylimidazolium

tetrafluoroborate [Omim][BF4]이며 모두 Tcis (Korea)에서 구

입하여 사용하였다.

2.2. 균주 및 배양 조건

본 연구에 사용된 미생물은 S. oneidensis MR-1 (MR-1)으로

캘리포니아주 대학의 Ken Nealson 교수로부터 분양받아 사

용하였다 [12]. 배양 배지인 Luria-Bertani (LB) media는 Difco

사 (Detroit, MI, USA) 제품을 사용하였고, 배양조건은 30oC,

200 rpm, 24시간이며, 균주 보존을 위해 균배양액을 glycerol

의 농도 25% (v/v)가 되도록 조성하여 -70oC에 보관하며 실

험에 사용하였다.

2.3. 순응 균주 선별

MR-1을 이온성 액체에 장시간 순응시키기 위해 이온성 액

체에 대한 최소저해 농도를 측정하여 이보다 낮은 농도인 10

mM의 [Bmim][BF4], 2 mM의 [Hmim][BF4], 0.5 mM의 [Omim]

[BF4] 가 각각 포함된 LB 액체배지에 30oC, 200 rpm, 24시간

배양한 후 같은 농도의 이온성 액체가 포함된 LB 액체배지

에 1% 접종하여 계대 배양하였다. 계대배양 과정에서 배지

에 첨가하는 이온성 액체의 농도를 점차적으로 증가시키면

서 최대 농도까지 순응시켰다 (Table 1). 순응된 균주는 이온

성 액체가 없는 LB 액체배지에 30일간 계대배양한 후, 최대

순응 농도의 이온성 액체가 포함된 LB 액체배지에 접종하여

생장함을 확인함으로써 이온성 액체에 순응되었는지 확인

하였으며 이 중 [Omim][BF4]에 대해 순응된 균주를 S. onei-

densis SH-1 (SH-1)이라 명명하였다.

2.4. 주사전자현미경 촬영

MR-1과 SH-1의 세포학적인 차이를 확인하기 위해 주사전자

현미경을 통해 세포 길이 변화를 관찰하였다. 전처리를 위해

LB 액체배지와 5 mM의 [Omim][BF4]가 포함된 LB 액체배지

에 MR-1과 SH-1을 각각 24시간 배양하여 1% glutaraldehyde

(Junsei, Japan) 용액에 4oC, 24시간 동안 고정화 과정을 거친

후, 에탄올에 탈수시켜 시료를 준비하였다. Field Emi-   ssion

SEM (Hitach S-4300, Japan)을 이용하여 미생물을 관찰하였

다 (6.00 K, 5.0 µm scale).

2.5. 세포 표면 소수성 분석

세포 표면 소수성 분석은 hexadecane (SIGMA, St. Louis,

MO, USA)을 이용한 방법으로 [13,14] 이를 위해 LB 액체배지

와 5 mM의 [Omim][BF4]가 포함된 LB 액체배지에 MR-1과

SH-1을 각각 30oC, 200 rpm, 24시간 동안 배양하여 시료를 준

비하였다. 배양액을 원심분리 (6000 rpm, 5 min)하여 상등액

을 제거한 후 phosphate buffer로 2회 세척하여 OD600= 0.7로

설정하였다. 두 개의 30 mL 유리관에 MR-1과 SH-1의 현탁액

을 각각 2.5 mL를 넣고 hexadecane을 2.5 mL 첨가하여 진탕

하였다. 진탕액을 정치하여 hexadecane과 미생물 혼합액이

완전히 분리될 때까지 기다렸으며 그 후 수용액을 취하여 흡

광도를 측정하였다. 측정한 흡광도는 세포 표면 소수성을 위

해 [1 −(ODf/ODi)]×100 (%)로 나타냈다 (f: final optical density,

i: initial optical density).

2.6. 세포 운동성의 분석

이온성 액체의 순응에 따른 운동성의 변화를 확인하기 위해

LB 액체배지와 5 mM의 [Omim][BF4]가 포함된 LB 액체배지

에 MR-1과 SH-1을 각각 30oC, 200 rpm, 24시간 동안 배양하

여 원심분리 (6000 rpm, 5 min)를 통해 상등액을 제거한 후,

phosphate buffer로 2회 세척하여  OD600= 0.7로 설정하였다.

이 현탁액 5 µL를 LB 0.3% 한천 배지에 접종하여 24시간 후

콜로니의 직경을 측정하였으며, 대조군으로 동일한 양의 현

탁백을 LB 한천 배지에 접종하여 24시간 후 콜로니의 직경

을 측정 후 비교하였다.

2.7. 지방산 분석

이온성 액체의 순응에 따른 지방산 조성의 변화를 확인하기

Table 1. Concentration range and MIC (Minimal Inhibition Con-

centration) for acclimation

Ionic liquids
Concentration

range

MIC (Minimal Inhibition

Concentration)

[Bmim] [BF4] 10~60 mM 35 mM

[Hmim] [BF4] 2~10 mM 3 mM

[Omim] [BF4] 0.5~5 mM 1.5 mM
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위해, LB 액체배지와 5 mM의 [Omim][BF4]가 포함된 LB 액

체배지에 MR-1과 SH-1을 각각 30oC, 200 rpm, 24시간 동안

배양한 미생물의 지방산을 분석하였다. 지방산 분석은 Miller

[15]의 방법으로 측정하였다. 분석기기로는 Gas chromato-

graphy (Agilent 6890, Agilent, CA, USA)를 사용하였으며,

separation column은 A30 m×0.320 mm×0.25 µm Crosslinked

Methyl siloxane column (HP1)을 이용하였다.

3. 결과

3.1. 순응 균주 선별

이온성 액체의 장기 노출이 미생물에 미치는 영향을 알기 위

해 MR-1을 Table 1과 같이 이온성 액체의 순차적인 농도 증

가를 통해 순응시켰다. 순응 중 [Omim][BF4]의 최대 순응 농

도가 5 mM을 보여 최대 순응 농도가 각각 60 mM과 10 mM

인 [Bmim][BF4]와 [Hmim][BF4]에 비해 높은 독성을 보임을

알 수 있었다. 이는 이온성 액체의 alkyl carbon chain의 길이

가 길수록 더 강한 독성을 보인다는 Cho et al. [6]의 연구결

과와 같이 실제로 [Omim][BF4]의 alkyl carbon chain의 길이

가 [Omim][BF4]와 [Bmim][BF4]보다 더 길기 때문에 가장 강

한 독성을 보임을 알 수 있었다. 순응 기간은 총 6개월이며

순응 미생물을 이온성 액체가 없는 LB 액체 배지에 30일 동

안 계대 배양한 후 각 최대 순응 농도의 이온성 액체가 들어

있는 LB 액체 배지에서의 생장을 통해 순응 능력 유지를 확

인하였다. 이 중 가장 강한 독성을 보이는 [Omim][BF4]에 대

해 순응된 미생물인 SH-1과 MR-1을 세포학적, 생화학적으

로 비교, 분석하였다. 

3.2. 주사전자현미경을 이용한 세포학적 비교

이온성 액체에 노출되었을 때 세포학적인 변화를 확인하기

위해 LB 액체배지와 5 mM의 [Omim][BF4]가 포함된 LB 액

체배지에 각각 MR-1과 SH-1을 24시간 배양 후 주사전자현

미경으로 관찰하였다. Fig. 1에서 SH-1이 평균 3 µm로 평균

1 µm인 MR-1에 비해 3배 정도 길이가 길어졌음을 확인 할

수 있었다. Zhang et al. [16]의 연구에서 이온성 액체 [EtPy]

[BF4]를 Pseudomonas fluorescens에 노출시켰을 때 세포 길이

가 길어진 결과와 유사하며, Aertsen et al. [17]의 연구결과에

의하면 다양한 stress가 미생물의 세포벽 합성에 관련된 유전

자의 변화와 세포 분열이나 대사 과정의 저해를 유발시켜 세

포길이가 길어진다고 보고되어져 있어 [Omim][BF4]의 장기

노출이 MR-1에 stress로서 작용되어 세포 길이를 증가시키

며 유전 및 대사적인 저해를 일으킬 수 있음을 유추할 수 있

었다.

3.3. 세포 표면 소수성 분석

미생물을 이온성 액체에 노출시켜 세포 표면 소수성 변화를

분석하였다. Fig. 2에서 MR-1의 소수성은 3.3%를 보였으나

SH-1은 28.2%로 현저히 증가하였다. Saini et al. [18]의 연구

에서 염인 ammonium sulfate를 MR-1에 처리하여 소수성을

증가시켰으며, 이는 수용액에서 염에 의해 증가된 이온 강도

가 정전기적 상호작용을 억제시키고 소수성 상호 작용을 증

가시켜 미생물의 소수성을 증가시킨다고 하였다 [18, 19]. 본

실험에 사용된 [Omim][BF4]도 이온 결합으로 이루어진 염이

기 때문에 수용액에서 위와 같은 작용으로 [Omim][BF4]의

장기 노출이 의해 MR-1의 세포 표면이 소수성화된 것으로

Fig. 1. Images of S. oneidensis MR-1 and acclimated S. oneidensis

SH-1.

Fig. 2. Cell Surface Hydrophobicity of S. oneidensis MR-1 and

acclimated S. oneidensis SH-1.

Fig. 3. Motility test of S. oneidensis MR-1 and acclimated S.

oneidensis SH-1. Mean diameter (mm; ± standard deviation) of

MR-1 (black) and SH-1 (gray) grown.
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사료된다.

3.4. 세포 운동성 분석

이온성 액체의 장기 노출이 미생물의 운동성에 미치는 영향

을 조사하였다. LB 한천 배지에서 SH-1과 MR-1의 운동성이

각각 7 mm와 8 mm로 큰 차이가 없었으나, LB 0.3% 한천 배

지에서 SH-1의 운동성이 7 mm로 운동성 22 mm인 MR-1에

비해 대폭 감소한 것을 알 수 있다 (Fig. 3). Liu et al. [20]의

연구에서 NaCl를 MR-1에 처리하여 MR-1의 운동성이 감소

된 것을 보였으며 이는 NaCl이 MR-1의 편모에 저해를 주어

운동성을 감소시키는 것이라고 설명하였다. 따라서 MR-1은

이온성 액체에 장기 노출되었을 때 편모에 저해를 받아 운동

성이 감소되는 것으로 유추할 수 있다.

3.5. 지방산 분석

이온성 액체의 장기 노출이 미생물을 구성하는 지방산에 미

치는 영향을 알아보기 위해 MR-1과 SH-1의 지방산을 비교,

분석하였다. MR-1과 SH-1의 Saturated Fatty Acid (SFA)와

Unsaturated Fatty Acid (UFA)의 조성은 큰 차이를 보이지 않

았다. 그러나 MR-1의 Branched Chain Fatty Acid (BCFA)와

Straight Chain Fatty Acid (SCFA)는 각각 41.1%와 38.1%를

보인 반면, SH-1인 경우 BCFA와 SCFA는 각각 27.6%,

53.4%를 보였다. MR-1의 BCFA와 SCFA 간의 비율을 보면

1:1로 거의 유사함을 보이나, SH-1이 MR-1에 비해 BCFA가

13.5% 감소하였고, SCFA는 15.3% 만큼 증가하여 BCFA과

SCFA 간의 비율이 0.5로 BCFA/SCFA비가 절반 가까이 감소

한 것을 볼 수 있다 (Table 2).  BCFA의 함량은 미생물 세포막

의 유동성을 증가시킨다고 보고된 바 있는데 [21] 본 연구에

서도 MR-1이 장기간 이온성 액체에 노출되었을 시 BCFA의

감소를 통해 세포막 유동성이 감소된 것으로 예상할 수 있다.

4. 결론

본 연구에서 이온성 액체 [Omim][BF4]의 장기 노출이 환경

미생물인 Shewanella oneidensis MR-1 (MR-1)에 미치는 영

향을 조사하였다. MR-1을 다양한 이온성 액체에 순응시켰

으며 이 중 독성이 강한 [Omim][BF4]에 대해 순응된 미생물

을 선택하여 Shewanella oneidensis SH-1 (SH-1)이라 명명하

고, SH-1에 [Omim][BF4]를 노출시켜 MR-1과 세포학적, 생

화학적으로 비교 분석하였다. 주사전자현미경을 이용한 세

포학적 비교에서는 SH-1의 길이가 MR-1에 비해 3배 길어졌

으며 세포 표면 소수성 비교 분석 결과, SH-1은 MR-1보다

24.9% 만큼 증가한 소수성을 나타내었다. 세포의 운동성에

서 SH-1의 운동성이 68.2%만큼 감소함을 알 수 있었다. 또한

지방산 분석을 통해서 SH-1의 BCFA가 27.6%로 41.1%인

MR-1에 비해 낮은 함량을 보이는 것을 알 수 있었다. 위 결

과들을 토대로 모델 생물체인 MR-1이 [Omim][BF4]의 장기

노출에 의해 세포학적, 생화학적으로 변화가 생김을 알 수

있었다. 이러한 연구 결과는 이온성 액체의 장기 노출로 인

해 생길 수 있는 세포 수준의 변화와 생태학적 조사를 위한

기초 연구로 쓰일 수 있으며, 추후 MR-1에 대한 이온성 액체

의 장기 노출이 유전자와 대사활성에 어떤 영향을 주는지에

대한 연구도 필요할 것이다.
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