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석유계 탄화수소화합물(Petroleum hydrocarbons, PHs)은

매우 중요하며 널리 사용되고 있는 주요 에너지원이다. 그런

데 PHs를 저장하거나 수송하는 과정에서 환경으로 누출되

어 토양 및 지하수의 주요 오염원이 되고 있다[1−3]. PHs로

오염된 토양이나 지하수를 정화하는 환경친화적인 방법 중

최근들어 주목받고 있는 기술은 근권세균을 이용한 근권정

화기술(rhizoremediation)이다[1, 2]. Rhizoremediation은

식물의 뿌리와 근권 미생물 간의 상호작용으로 PHs를 분해

하는데[1, 2, 4, 5], 주로 탄소와 수소로 구성된 PHs 분해효

율을 높이기 위해서 질소와 인을 추가하는 경우가 많다[1, 2].

이렇게 추가된 질소화합물은 미생물에 의해 질산화 및 탈질

과정을 거쳐 질소가스(N2)의 형태로 대기 중으로 배출되게

된다. 하지만 이 과정의 부산물로 아산화질소(N2O)가 배출

될 수 있다[6−9]. N2O는 non-CO2 온실가스 중 하나로, 지구

온난화지수가 이산화탄소의 약 298배이며, 대기에 배출된

후 약 121년정도 머무는 긴 체류시간을 가진 온실가스이다

[10]. N2O는 성층권에서는 광화학반응에 의해 성층권의 오

존층을 파괴하는 산화질소(NO)의 전구체이다[11]. 최근들어

PHs로 오염된 토양이나 지하수를 rhizoremediation기술로

정화하는 과정에서 N2O 배출 저감에 대한 몇몇 연구 결과

가 보고되고 있다[1, 9, 12]. N2O 환원 근권세균을 접종하여

rhizoremediation 과정에서 N2O 배출량을 저감하고자 하는

연구도 진행되었다[9, 12]. Rhizoremediation 과정에서 온실

가스인 N2O 배출을 최소화하기 위해서는 N2O 환원 근권세

균을 지속적으로 탐색하여 신규 미생물자원을 확보하는 것

이 필요하다. 따라서, 본 연구에서는 옥수수 근권 토양으로

부터의 N2O 환원 세균을 순수 분리 및 동정하고, 분리 균주

의 N2O 환원 활성에 미치는 디젤과 뿌리삼출물의 영향을 조

사하였다. 또한, 옥수수와 톨페스큐를 이용한 디젤 오염 토

양의 rhizoremediation 효율과 식물 생장에 미치는 분리 균

주의 접종 효과를 평가하였다.

대학 옥상 정원에서 재배 중인 옥수수의 근권토양을 채취
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하여 실험실에서 건조한 후 체를 쳐서 입경이 2 mm 이하인

근권토양을 준비하였다[9]. 옥수수 근권토양을 접종원으로

N2O 환원 농화배양액을 기존 논문에서 기술한 방법대로 준

비하였다[9]. 이 농화배양액을 멸균수로 10배씩 연속희석 후

DifcoTM LB-agar 배지에 도말한 후 30℃에서 48시간동안 배

양하였다[9]. 배지에 생장한 단일 colony를 무작위로 선별한

후, 각 선별 균주의 N2O 환원 활성을 기존 논문에서 기술한

방법대로 평가하였다[9]. 평가 균주 중 N2O 환원 활성이 가

장 우수한 균주를 M23으로 명명하고, 16S rRNA gene 염기

서열 분석법으로 동정하였다[9]. 분리균주의 염기서열은

NCBI GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

에 등록하였다(Accession no. MW882231). 또한, 본 연구에

서 분리한 M23 균주와 선행연구에서 분리한 TF716 균주의

차이를 비교하기 위해 27F/1492R primer sets을 이용하여

16S rRNA gene 염기서열을 분석하였다[13]. 

옥수수 근권토양에서 분리한 M23 균주의 N2O 환원 활성

에 미치는 N2O 농도, 디젤 첨가 및 뿌리삼출물 첨가 영향은

무기염배지를 9 ml 주입한 120 ml-혈청병을 이용하여 조사

하였다[9, 12]. N2O 농도 영향 실험을 위해, N2O 가스(99%,

동아특수가스, 서울, 한국)을 혈청병의 기상 농도로 250−

1500 ppm이 되도록 주입하였다. 디젤 첨가 영향 실험을 위

해, 디젤을 0−30,000 mg· l-1 농도로 첨가하고 N2O는 1,000 ppm

이 되도록 주입하였다. 전 연구[12]와 동일한 방법으로 준비

한 옥수수와 톨페스큐의 뿌리삼출물에 무기염배지의 조성

화합물을 첨가하고, N2O는 1,000 ppm이 되도록 주입하였

다. 모든 실험에서 탄소원으로 glucose와 sodium acetate를

100 mg-COD· l-1가 되도록 주입하였고, M23 균주 현탁액은

1 ml 첨가하였다[9]. 각 조건의 혈청병을 30℃, 150 rpm에

서 배양하면서, 실린지를 이용하여 혈청병 상부 가스를 주기

적으로 채취하여 N2O 농도를 전기화학검출기가 장착된 가

스크로마토그래피(Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

USA)를 이용하여 측정하였다. 가스상의 N2O 농도(ppm)로

부터 헨리상수를 이용하여 용존 N2O 농도를 구하였다[8].

M23 균주의 N2O 환원속도는 기상과 용존 N2O 농도 변화값

을 이용하여 계산하였다[8, 9]. 

옥수수와 톨페스큐를 이용한 디젤 오염 토양의

rhizoremediation 효율과 식물 생장에 미치는 분리 균주의

접종 효과는 다음의 방법으로 조사하였다. 기존 연구와 동일

한 방법으로 디젤 오염 토양(10,000 mg-diesel·kg-soil-1)에

옥수수(Zea mays)와 톨페스큐(Festuca arundinacea)을 식

재한 화분을 준비하였다[9]. 각 화분당 옥수수는 5개체, 톨페

스큐는 10개체씩 식재하였다. M23 균주 현탁액을 옥수수와

톨페스큐를 식재한 화분에 접종하였다(2 × 106 CFU·g-soil-1). 대

조군으로 M23 균주를 접종하지 않는 화분도 준비하였다. 실

험군과 대조군 화분은 식물 종류별 각각 3개씩 준비하였다.

야외 환경에서 59일 동안 일주일에 두 번씩 충분히 물을 주

며 관리한 후에[9], 화분으로부터 토양과 식물체를 회수하였

다. 토양 시료를 동결 건조한 후, 잔존 디젤 농도를 분석하

였다. 디젤 농도 분석은 기존 논문에 기술한 방법대로 수행

하였다[9]. 회수한 식물체로부터 뿌리 부분을 절단한 후, 뿌

리에 붙어있는 토양은 세척 과정을 통해 충분히 제거한 후,

70℃에서 72시간 건조한 후 무게를 측정하였다. 실험결과의

통계 분석은 one-way ANOVA와 two-way ANOVA 분석법

을 사용하였다[9].

옥수수 근권토양에서 분리한 N2O 환원세균인 M23 균주

는 Pseudomonas sp.로 동정되었다. 27F/1492R primer

sets을 이용하여 본 연구에서 분리한 M23와 선행연구의

Pseudomonas sp. TF716 균주의 차이를 비교한 결과, M23

균주는 P. aeruginosa와 유사도가 높았으나(98.78%), TF716

군주는 Pseudomonas sp. 13632A와 유사도가 높았다

(97.97%). N2O 농도가 증가할수록 M23 균주의 N2O 환원 속

도도 증가하였고(Fig. 1A, 1B), 최대 N2O 환원속도(Vmax)는

15.6 mmol·g-dry cell-1·h-1이었다(Fig. 1C). 선행 연구를 통해

N2O 환원세균으로 Aeromicrobium sp., Alicyliphilus sp.,

Azospira sp., Bacillus sp., Ralstonia sp. 및 Paracoccus

sp. 등이 토양, 폐수처리장 및 인분에서 분리되었다[8, 14−

Fig. 1. N2O reduction by Pseudomonas sp. M23. (A) Time profile of the N2O concentration, (B) Effect of N2O concentration on N2O
reduction rate, (C) Lineweaver-Burk plot.
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19]. 본 연구에서 분리한 M23 균주와 동일한 Pseudomonas

속 N2O 환원세균도 토양, 매립지 침출액 처리용 바이오필

터, 그리고 폐수처리장에서 분리되어 그 특성이 보고되었

다[17, 19, 20−22]. 밀의 근권토양에서 N2O 환원 근권세균

인 Agrobacterium/Rhizobium sp., Alcaligenes sp. 및

Pseudomonas sp.를 분리한 선행연구가 있다[23]. 또한, 톨

페스큐 근권에서 분리한 N2O 환원 근권세균인 Pseudomonas

sp. TF716가 보고되고 있다[9]. 선행 연구에서 순수 분리한

N2O 환원세균의 N2O 환원 속도는 1.60−23.85 범위이었다

[8, 9, 17, 19, 20]. M23 균주의 N2O 환원속도(15.6 mmol·g-

dry cell-1·h-1)는 상기 범위에 속하며, 톨페스큐 근권에서 분

리한 TF716 균주의 N2O 환원속도(18.9 mmol·g-dry cell-1·h-1)

와 유사한 수준이었다[9]. 본 연구에서 옥수수 근권에서 분

리한 M23 균주는 옥수수 근권에서 분리한 N2O 환원 근권

세균으로 처음 보고되는 균주이다. 

M23 균주의 N2O 환원 활성에 미치는 디젤 첨가 영향을

조사한 결과를 Table 1에 제시하였다. 모든 디젤 첨가(5,000−

30,000 mg· l-1) 조건에서 M23 균주의 N2O 환원 속도는 디젤

을 첨가하지 않은 조건에서의 N2O 환원 속도와 유의차가 없

었는데, 이는 M23 균주의 N2O 환원 활성은 디젤에 의해 촉

진도 저해도 받지 않음을 의미한다. 한편, M23 균주는 디젤

을 분해할 능력은 없었다(결과 미제시). 

Table 2에 옥수수 혹은 톨페스큐 뿌리삼출물 첨가가 M23

균주의 N2O 환원 활성에 미치는 영향을 제시하였다. 뿌리삼

출물을 첨가하지 않은 조건에 비해, 옥수수와 톨페스큐 뿌리

삼출물을 첨가한 조건에서 M23 균주의 N2O 환원속도는 각

각 1.4배와 1.3배 유의적으로 증가하였다(p < 0.05). 뿌리삼

출물은 유기산, 지방산, 알코올, 인산, 아미노산, 당류 등 다

양한 물질로 구성되어 근권 미생물의 생장을 촉진시키는 생

장인자로 활용된다[12, 24, 25]. 옥수수와 톨페스큐 뿌리삼

출물에 함유된 이러한 화합물은 M23 균주의 탄소원 혹은 질

소원 등의 영양분으로 활용되어 M23 균주의 N2O 환원 활

성이 향상된 것으로 생각된다. 이전 연구에서도 옥수수 혹은

톨페스큐 뿌리삼출물에 의해 혼합균 혹은 순수분리 세균의

N2O 환원 활성이 향상된 것이 보고되었다[9, 12, 26]. 이들

뿌리 삼출물을 N2O 환원 농화배양액에 첨가하면 N2O 환원

속도가 1.3−2.7배 증가하였다[12]. 또한, 톨페스큐 근권에서

분리한 Psuedomonas sp. TF716의 N2O 환원 속도도 옥수수

와 톨페스큐 뿌리삼출물 첨가에 의해 1.5배 향상되었다[9].

옥수수와 톨페스큐는 유류로 오염된 토양을 정화하는데 이

용되는 대표적인 식물이다[1, 2]. 본 연구에서는 이들 식물을

이용한 디젤 오염 토양의 정화효율과 식물의 뿌리 생장에 미

치는 M23 균주 접종 효과를 평가하였다. 그 결과, M23 균

주 접종과 무접종 조건에서의 디젤 분해효율은 유의적인 차

이가 없었다(Table 3). 일반적으로 오염된 토양에서 식물의

생장은 오염물질에 의해 저해를 받는데, 이러한 저해는 세균

의 접종에 의해 억제할 수 있는 기존의 연구결과가 보고되

고 있다. 선행 연구 결과, 디젤 오염 토양에서 옥수수의 생

장은 Gordonia sp. 접종에 의해 향상되었다[27]. 토양에서 디

젤에 의한 라이그라스의 줄기와 뿌리의 생장 저해 효과는

Burkholderia phytofirmans 접종에 의해 감소됨이 보고되고

있다[28]. 또한, 디젤 오염 토양에서 맹그로브의 생장 저해는

Bacillus, Sphingomonas 및 Rhodococcus의 접종에 의해 감

소되었다고 선행연구가 보고된 바 있다[29]. 그런데, 본 연구

에서, M23 미접종 조건에 비해, 옥수수와 톨페스큐의 뿌리

Table 1. Effect of diesel on the N2O reduction rate of Pseu-
domonas sp. M23.

Diesel concentration
(mg-diesel∙l-1)

N2O reduction rate
(mmol∙g-DCW-1∙h-1)

0 3.15 ± 0.3ab*

5000 2.48 ± 0.5b

10000 3.05 ± 0.2ab

20000 3.80 ± 0.1a

30000 2.47 ± 0.6b

*Different letters indicate significant differences between samples
(p < 0.05).

Table 2. Effect of root exudate on the N2O reduction rate of
Pseudomonas sp. M23.

Root exudate
COD concentration 

(mg∙l-1)
N2O removal rate

(mmol∙g-DCW-1∙h-1)
Control (No addition) 0 3.08 ± 0.4b*

Maize 780 4.32 ± 0.2a

Tall fescue 750 4.06 ± 0.0a

*Different letters indicate significant differences between samples 
(p < 0.05).

Table 3. Effect of the inoculation of Pseudomonas sp. M23 on
diesel removal and root growth during rhizoremediation.

Plant Inoculation 
Diesel removal 
efficiency (%)

Dry root 
weight (g)

Maize Control
(No inoculation)

99.77 ± 0.3a* 1.57 ± 0.6b

(Median: 1.47)

M23 inoculation 99.60 ± 0.6a 1.64 ± 0.4b

(Median: 1.57)
Tall fescue Control

(No inoculation)
99.35 ± 0.9a 8.46 ± 2.3b

(Median: 7.90)

M23 inoculation 99.30 ± 0.0a 11.03 ± 1.9b

(Median: 10.71)
*Different letters indicate significant differences between samples 
(p < 0.05).
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무게는 M23 균주 접종에 의해 약간 증가하였으나 통계적으

로 유의적인 차이는 없었다(Table 3). 즉, N2O 환원 세균인

M23 균주 접종은 디젤 제거 효율이나 식물 생장에 악영향

을 미치지 않았다. 이러한 결과는 M23 균주 접종을 통해 식

물에 의한 유류 오염 토양 정화를 저해하지 않고, 정화과정

에서 N2O 배출을 저감할 수 있음을 시사한다. 

요 약

옥수수 근권 토양으로부터의 N2O 환원 근권세균인

Pseudomonas sp. M23을 분리하였다. M23 균주의 최대

N2O 환원속도는 15.6 mmol·g-dry cell-1·h-1이었다. M23 균

주의 N2O 환원 활성은 디젤 오염물에 의해 저해받지 않았

고, 옥수수와 톨페스큐 뿌리삼출물 첨가에 의해 향상되었다.

M23 균주 접종은 옥수수와 톨페스큐를 이용한 디젤 오염 토

양의 정화 효율을 저해하지 않았다. M23 균주를 접종한 토

양에서 재배한 식물체의 뿌리무게는 미접종 토양에서의 뿌

리무게보다 컸으나, 유의적 차이는 없었다. 이러한 결과는

Pseudomonas sp. M23이 유류 오염 토양의 근권정화 과정

에서 N2O 배출을 저감하는데 활용 가능한 유용한 세균임을

시사한다. 
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