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Abstract

BACKGROUND: Recent studies have described the 
importance of bacteria that can degrade polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs). Here we screened bacterial isolates 
from commercial gasoline for PAH degraders and 
characterized their ability to degrade PAHs, lipids and 
proteins as well as their enantioselective epoxide hydrolase 
activity, salt tolerance, and seawater survival.
METHODS AND RESULTS: One hundred two bacteria 
isolates from commercial gasoline were screened for PAH 
degraders by adding selected PAHs on to the surface of agar 
plates by the sublimation method. A clear zone was found 
only around the colonies of PAH degraders, which 
accounted for 13 isolates. These were identified as 
belonging to Bacillus sp., Brevibacterium sp., Micrococcus 
sp., Corynebacterium sp., Arthrobacter sp., and Gordonia 
sp. based on 16S rRNA sequences. Six isolates belonging to 
Corynebacterium sp., 3 of Micrococcus sp., Arthrobacter 
sp. S49, and Gordonia sp. H37 were lipid degraders. 
Arthrobacter sp. S49 was the only isolate showing high 
proteolytic activity. Among the PAH-degrading bacteria, 

Arthrobacter sp. S49, Brevibacterium sp. S47, 
Corynebacterium sp. SK20, and Gordonia sp. H37 showed 
enantioselective epoxide hydrolase activity with biocatalytic 
resolution of racemic styrene oxide. Among these, highest 
enantioselective hydrolysis activity was seen in Gordonia 
sp. H37. An intrinsic resistance to kanamycin was observed 
in most of the isolates and Corynebacterium sp. SK20 
showed resistance to additional antibiotics such as 
tetracycline, ampicillin, and penicillin. 
CONCLUSION: Of the 13 PAH-degraders isolated from 
commercial gasoline, Arthrobacter sp. S49 showed the 
highest lipid and protein degrading activity along with high 
active epoxide hydrolase activity, which was the highest in 
Gordonia sp. H37. Our results suggest that bacteria from 
commercial gasoline may have the potential to degrade 
PAHs, lipids, and proteins, and may possess enantioselective 
epoxide hydrolase activity, high salt tolerance, and growth 
potential in seawater.

Key words: Biodegradation, Commercial gasoline, 
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (PAH), PAH-degrading 
bacteria

서  론

유류 오염지역 및 생태계 또는 토양 침전물에 존재하는

(Kim and Lee, 2008) 다환방향족탄화수소(PAHs; Polycyclic 
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aromatic hydrocarbons)는 유해한 물질로서 독성이 매우 

강하며 발암성 유발물질로서 인간에게 위험요인이 될 뿐만 

아니라 생태계를 파괴시킬 수 있기 때문에 점차 그 관심이 높

아지고 있다(Wang et al., 2000; Kallimanis et al., 2007; 

Uyttebroek et al., 2007). PAH는 탄소 고리수에 따라 저분

자 물질과 고분자 물질로 나누어진다. 전자에는 naphthalene, 

phenanthrene 등이 있으며 후자에는 pyrene, anthrene, 

benzopyrene 등이 있고(Maccormack and Frail, 1997; 

Kanaly and Harayama, 2000; Kim et al., 2003; Kim et 

al., 2003a, 2003b), 저분자 물질은 물에 대한 용해도가 크며 

고분자 물질은 물에 대한 용해도가 작다(Moody et al., 

2001, 2004). 미국 환경 보호청(EPA)에서는 약 200여종의 

PAH물질을 보고하였고, 이중 16가지 물질을 유해성이 있는 

물질로 판정하고 있고(Alloy and Brown, 2000), 고리가 많

을수록 자연계에서 분해가 어려워 해양생태계 및 인류환경에 

큰 영향을 미친다(Schneider et al., 1996). PAH 물질을 처

리하는 방법은 물리적인 방법과 생물학적인 방법으로 나누며 

이중 생물학적 복원 방법은 오염물질을 분해하는 능력을 이

용하여 오염된 환경을 정화하는 방법으로 자연의 정화작용 

원리를 공학적으로 활용하는 방법이다. 이는 PAH 분해능이 

우수한 미생물을 인위적으로 오염현장에 접종시켜 분해를 향

상시키는 방법이라고 할 수 있으며 많은 연구가 이루어지고 

있다(Tiehm, 1994; Moody et al., 2004; Kim and 

Freeman, 2005; Nichadhain et al., 2006; Kim et al., 

2007 Hilyard et al., 2008). 본 연구에 사용된 상용 휘발유

는 인간에게 수송, 저장, 운반 등의 연료로서 유용한 자원으

로 많이 쓰이고 있으나 어떤 미생물이 생육하고 있는지, 어떤 

특성을 가지고 있는지에 대한 보고는 되지 않고 있으며 비슷

한 예로 등유를 이용한 생물학적 분해에 관한 연구가 보고 된

바 있는 정도이며(Hwang and Song, 1999), 휘발유에 대한 

대부분의 연구는 휘발유 및 여러 원유의 배출 특성, 휘발유 

경유, 등의 정성분석에 관한 연구이고 휘발유 주위의 토양이

나 유류오염지역 및 해수에서 세균을 분리하여 PAH 분해에 

관한 연구가 진행되어 왔다. 이에 본 연구에서는 상업적인 휘

발유에서 세균을 분리하여 벤젠고리수가 3개 이하인 

phenanthrene 같은 저분자 물질과 벤젠고리수가 4개 이상

인 pyrene 등을 분해 할 수 있는 균주를 분리 및 동정하여 

PAH 분해 특성을 조사하고 주된 오염 지역인 해양환경에서

의 적용 여부를 통하여 미생물학적 복원에 도움이 되고자 하

였다. 

재료 및 방법

샘플 채취 및 PAHs 사용

경북 울진군에 소재하고 있는 4곳의 주유소(SK, GS, 

Hyundai-oil bank, S-oil)에서 상용 휘발유를 1L 구입하였

으며 시료로서 사용하였다. PAHs는 naphthalene, phenanthrene, 

pyrene (각 0.1%, Sigma Chemical Co., USA 순도 98%

이상)을 사용하였다. 

균 분리 및 배양

울진군에 소재한 봉평, 죽변, 북면 지역의 주유소에서 샘

플을 채취한 후 marine고체 (Difco2216) 배지에 100 μL씩 

접종 후 도말 하였다. 배지 1 L에 대한 조성은 다음과 같다. 

peptone 5 g, yeast extract 1 g, ferric citrate 0.1 g, 

sodium chloride 19.45 g, magnesium chloride 8.8 g, 

sodium sulfate 3.24 g, calcium chloride 1.8 g, 

potassium chloride 0.55 g, sodium bicarbonate 0.16 g, 

strontium chloride 34 mg, boric acid 22 mg, sodium 

silicate 4 mg, sodium fluoride 2.4 mg, ammonium 

nitrate 1.6 mg, disodium phosphate 8 mg, agar 15 g이

며, 28℃ 배양기에서 약 2주간 배양 하였다. 단일 균주 분리

를 위해 3차 분리하여 독립된 개체를 얻었다. 

PAHs 분해 테스트 및 동정  

PAHs 분해 활성이 있는 균주 확인을 위해 승화법(Alley 

and Brown, 2000; Kwon et al., 2010)을 이용하였으며, 고

체 평판배지는 mineral salts agar (Alley and Brown, 

2000) 또는 mineral medium (Seo et al., 2006) 배지를 이

용하였다. PAH 분해 활성 관찰은 28℃에서 5일 동안 진행

하였고 투명환을 나타내는 균주를 최종 선별하여 본 연구에 

사용하였다. PAH에 대해 분해 활성을 보인 13개의 균주를 

16S rRNA 유전자의 분석을 통한 동정을 실시하였다. 분석

은 ㈜마크로젠에 의해서 수행되었다. 얻어진 유전자는 DDBJ 

(DNA Data Bank of Japan)에 등록하였으며, accession 

numbers는 GU576168 (Bacillus sp. GS31), GU576169 

(Gordonia sp. H37), GU576170 (Brevibacterium sp. 

S47), GU576171 (Arthrobacter sp. S49), GU576172 

(Corynebacterium sp. SK20), LC068961 (Micrococcus 

sp. SK13), LC068962 (Micrococcus sp. SK22), LC068963 

(Micrococcus sp. SK26), LC068964 (Micrococcus sp. 

SK57), LC068965 (Micrococcus sp. SK66), LC068966 

(Brevibacterium sp. S6), LC068967 (Micrococcus sp. 

S29), LC068968 (Micrococcus sp. GS57)로 부여 받았다.

지질분해 활성 분석

지질분해 활성분석은 marine (Difco, USA) 배지에 

tributyrate (tributyrin, TBN; C4; Sigma, USA) 1%를 첨

가하여 배지와 골고루 섞이게 하여 균 접종 시 투명환을 보기 

쉽게 하기 위해 sonication을 28~30℃에서 10~30분 하였다. 

여기에 agar를 8 g 첨가하여 sonication 후 121℃ 15분간 

멸균을 하였다. 지질분해 활성 관찰은 PAHs 분해 활성이 확

인 된 균주를 접종하여 28℃에서 5일 동안 진행하였고 투명

환을 나타내는 균주를 선별하였다.

단백질분해 활성 분석

단백질분해 활성 분석은 marine 배지에 skim milk 

(Difco, USA) 를 0.5%와 agar를 8 g 첨가하여 121℃ 15분

간 멸균을 한 후 skim milk 배지를 제작했고, 단백질분해 활
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Table 1. Bacterial isolation from commercial gasoline

Taxa SK(42) S1(18) H2(18) GS(17) 　
Acinetobacter 1 1

Agrococcus 1 1

Arthrobacter 1 1

Bacillus 8 5 7 9 29

Brevibacterium 1 3 1 5

Corynebacterium 1 1 2

Curtobacterium 1 1

Enterobacter 4 1 5

Geobacillus 10 10

Gordonia 1 1

Knoellia 1 1

Kytococcus 1 1 2

Microbacterium 1 1

Micrococcus 8 2 1 1 12

Micromonospora 1 1

Oceanobacillus 1 1 2

Staphylococcus 18 2 2 2 24

Streptomyces 2 1 3

　 51 18 17 16 102

S1, S-oil; H2, Hyundai-oil bank

성 관찰은 skim milk 배지에 PAHs 분해 활성이 확인 된 균

주를 접종하여 28℃에서 5일 동안 진행하였고 투명환을 나타

내는 균주를 선별하였다.

에폭사이드 가수분해 활성 분석

PAHs 분해 활성이 확인 된 균주를 marine 액체배지에 

접종하여 28℃에서 3일간 배양 하였고 원심분리 후 균체를 

얻어 생촉매로 사용하였다. 에폭사이드 가수분해 활성 반응은 

각 균주의 균체 0.2 g과 4 mM의 라세믹스티렌옥사이드

(styrene oxide; Aldrich, USA) 기질을 1 mL의 50 mM 

인산완충액(pH 8.0)에 현탁 시킨 후 28℃, 200 rpm에서 교

반하면서 반응을 진행하였다. 반응 후 에폭사이드를 hexane

으로 추출한 후, 유기용매 층을 Gas Chromatography (GC; 

Agilent, USA)로 분석하였다. 분석에 사용한 칼럼은 베타

-DEX 120 (Supelco, USA; 0.25 mm ID, 30 m length, 25 

μm film thickness)을 사용하였으며, Gas Chromatography 

조건은 문헌치를 이용하였다(Woo et al., 2013).

항생제 분석

Chloramphenicol, streptomycin, ticarcillin, kanamycin, 

tetracycline, ampicillin, vancomycin, rifampin, penicillin, 

erythromycin 등 10가지의 항생제를 이용하였다. Marine 

액체 배지에 미리 2일간 배양하여 활성화 시켜 연구에 사용

하였다. Marine고체 배지에 4%의 액체배지 배양액을 접종하

고 이 고체 배지에 항생제 테스트 디스크(BD, Antimicrobial 

susceptibility test discs)를 올려 놓으면 내성이 있는 균주

는 투명환 형성을 하지 않고 항생제에 대해 내성이 없는 균주

는 투명환 형성을 하는 것으로 측정하였으며, 접종 후 28℃
에 배양하여 측정하였다. 

염 내성 분석

PAH분해 미생물의 염내성 분석을 위하여 NaCl (0, 2, 5, 

10, 15, 20%)함량을 다르게 하고 평판배지에 배양되어 있는 

단일 균주를 한 백금이 취하여 액체 배양하여 활성화시켜 사용

하였다. 즉, 50 mL의 marine 액체배지에 28℃에서 약 24시간 

세균을 배양하여 배양액을 사용하였다. 96 well plate에 배지 

180 μL에 배양액을 10 μL를 접종하고 배양하면서 Multiskan 

Spectrum 600 nm에서 측정하였다(Thermo Electron 

Corporation, Vantaa, Finland). 

해수를 이용한 세균 생육 분석

상용휘발유로부터 분리된 PAH분해 미생물이 해수에 적

용 할 수 있는지 여부를 판단하기 위하여 울진 지역에 위치한 

후정 해수욕장 (경북 울진군 죽변면 위치), 망양정 해수욕장 

(울진군 근남면 위치) 부근에서 해수를 취하여 여과한 후, 증

류수 대신에 해수를 이용하여 marine 배지(Modified- 

marine medium)를 제조하여 PAH 분해 미생물의 생육분

석을 측정하였다. 분리된 균주는 평판배지에 배양되어 있는 

단일 균주를 한 백금이 취하여 액체 배양하여 활성화시켜 사

용하였다. 즉, 50 mL의 marine 액체배지에 28℃에서 약 24

시간 세균을 배양하여 배양액을 사용하였다. 96 well plate

에 modified-marine 액체배지 180 μL에 배양액을 10 μL를 

접종하고 20℃, 28℃에서 배양하면서 측정하였다. 또한 적은 

영양분 함량에서의 균의 배양특성을 측정하기 위하여 modified- 

marine 액체배지를 수집한 해수로 10-1, 10-2으로 희석하여 

균을 접종한 후 배양특성을 조사하였다.

결과 및 고찰

상용 휘발유로부터 균 분리 및 PAH 분해 세균 선별

상용 휘발유로부터 102 균주를 분리 하였는데, 분리한 

균은 잘 생육되지 않았으며 colony의 발생률이 아주 작았

다(Table 1). 약 20개의 plate를 만들 경우 1~2개의 colony

가 분리되었고, 여러 종류의 배지(Difco Nutrient agar, 

Difco Tryptic soy agar, Difco LB agar)를 이용하여 균의 

분리를 했으나 marine agar 배지에서 균의 성장이 가장 잘 

이루어 졌다. 한편 PAH 분해는 승화법을 이용하였으며 약 

200균주 중에 13균주가 PAH 분해 활성을 보였다. PAHs 물

질은 낮은 용해도로 인해 환경에 존재하고 있는 탄화수소 분

해 세균들도 기질로 이용하기 쉽지 않아 분해 속도가 매우 낮

은 것으로 알려져 있다(Hwang and Song, 1999). 또한 많

은 연구에 의하면 PAHs 분해 활성이 있지만 저온에서는 생

육이 힘들어 분해 활성을 나타내지 못하는 것으로 알려져 있
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Table 2. Antibiotics resistance and tributyrin test of PAH-degrading bacteria

Resistance C S Tic K Te Am Va Ra P E tributyrin

Micrococcus sp. SK13 - - - o - - - - - -  

Corynebacterium sp. SK20 - - - o o o - - o - o

Micrococcus sp. SK22 - - - o - - - - - -  

Micrococcus sp. SK26 - - - - - - - - - -  

Micrococcus sp. SK57 - - - o - - - - - - o

Micrococcus sp. SK66 - - - o - - - - - - o

Bacillus sp. GS31 - - - - - - - - - o o

Micrococcus sp. GS57 - - - o - - - - - -  

Brevibacterium sp. S6 - - - o - - - - - -  

Micrococcus sp. S29 - - - o o - - - - -  

Brevibacterium sp. S47 - - - o - - - - - -  

Arthrobacter sp. S49 - - - - - - - - - - o

Gordonia sp. H37 - - o - - o - - o - o

C : chloramphenicol, S : streptomycin, Tic : ticarcillin, K : kanamycin, Te : tetracycline, Am : ampicillin, Va : vancomycin, 
Ra:rifampin, P : penicillin, E : erythromycin, o : no clear zone (antibiotic resistance), - : clear zone (no antibiotic resistance)

Fig. 1. Photos of protease producing bacteria (Arthrobacter sp. S49) by using skim milk agar plate.

다(Lee et al., 2008; Kwon et al., 2010).

PAH 분해 균의 동정

PAH 분해력을 보인 13균주를 16S rRNA 유전자를 분석하

였다. 13균주중 7균주가 Micrococcus sp. 이고 Corynebacterium 

sp., Bacillus sp., Arthrobacter sp., Gordonia sp. 의 균주

가 각 1균주, Brevibacterium sp.가 2균주 동정되었다. 

Arthrobacter sp.의 경우 PAH 중에 phenanthrene 분해에 

관한 연구가 있으며(Samanta et al., 1999), Bacillus의 경우 

Bacillus cereus가 pyrene을 분해한다는 보고가 있다(Kazunga 

and Aitken, 2000).

지질분해 활성 

지질분해 활성이 있는 저온성 미생물은 유류사고 시 화학

약품을 이용한 유류 제거의 대안방법으로 인위적으로 살포해 

친환경적인 환경 정화 방법으로도 이용하고 있다(Seo et al., 

2006). 13개의 균주 중 Corynebacterium sp. SK20, 

Micrococcus sp. SK57, SK66, GS31, Arthrobacter sp. 

S49, Gordonia sp. H37 총 6개 분리 균주에서 tributyrin 

(TBN) 분해 활성이 있었다(Table 2). Tributyrin의 경우는 

지방의 분해능을 판단하기 위해 연구하였으며 해양의 선박이

나 폐수 등으로 인하여 해양오염의 원인이 되고 있는 물질이

며 분리 균주를 이용 분해능을 측정하였다. 실제로 디젤 오일
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Fig. 2. The schematic representation of enantioselective
hydrolysis of epoxide hydolase from Gordonia sp. H37 
toward racemic styrene oxide (RSO) with GC analysis.

Fig. 2. The schematic representation of enantioselective
hydrolysis of epoxide hydolase from Gordonia sp. H37 
toward racemic styrene oxide (RSO) with GC analysis.

이나 바이오 디젤 오일 테스트를 위해 이용되고 있다(Janda- 

Ulfig et al., 2000).

단백질분해 활성 

단백질 분해효소는 전통적으로 식품의 가공과정에서 육질

연화와 발효음료 제조과정에서는 혼탁을 방지하고, 제약산업 

분야에서는 소화제, 소염진통제로서, 또한 피혁산업, 세제산

업 및 환경정화산업 등 여러 산업분야에서 널리 사용되고 있

다(Kim, 2014). 단백질분해 활성은 13개의 균주 중에서 

Arthrobacter sp. S49가 1일째부터 skim milk를 분해하여 

투명환을 보이는 가장 높은 단백질분해 활성이 관찰되었다

(Fig. 1). 단백질분해 활성이 뛰어난 Arthrobacter sp. S49

는 해수에서도 성장이 잘 되는 것으로 보아 양식장의 배출수 

및 유기성 폐기물의 주된 성분인 단백질의 분해를 돕는 친환

경적인 환경정화산업에 적용할 수 있을 것으로 사료되어 지

속적인 연구가 필요하다.

에폭사이드 가수분해 활성 

에폭사이드 가수분해효소(epoxide hydrolase, EHase) 바

이오촉매를 사용하면 라세믹에폭사이드 기질로부터 광학활성 

에폭사이드를 제조할 수 있으며, cofactor 재순환이 요구되지 

않고, whole-cell biocatalyst로 사용할 수 있으며, 안정된 구

조를 가지고 있어 상업적 유용성이 높은 바이오촉매로 평가되

고 있다. 광학활성 에폭사이드 제조에 활용할 수 있는 미생물 

유래의 에폭사이드 가수분해 활성은 Gas Chormatography

를 이용하여 측정할 수 있다(Woo and Lee, 2014). 13개 균

주를 대상으로 라세믹스티렌옥사이드와 반응하고 헥산으로 

추출을 시킨 후, 에폭사이드가 있는 유기용매층을 Gas 

Chromatography로 분석한 결과, Arthrobacter sp. S49, 

Brevibacterium sp. S47, Corynebacterium sp. SK20, 그

리고 Gordonia sp. H37에서 광학활성 에폭사이드 가수분해 

활성을 보였다. 특히, Gordonia sp. H37 는 1시간 반응에 4 

mM 라세믹스티렌옥사이드(2 mM (R)-styrene oxide와 2 

mM (S)-styrene oxide)를 광학선택적으로 분해하여 (R)- 

styrene oxide와 (S)-styrene oxide는 각각 0.66 mM과 

1.60 mM이 남게 되었다. 이 결과로 Gordonia sp. H37 는 

(R)-form의 에폭사이드를 먼저 분해하는 광학선택적 에폭사

이드 가수분해 활성이 관찰되었다(Fig. 2). 미생물에 의한 다

환방향족탄화수소(PAHs)의 대사과정에는 monooxygenase

에 의해 에폭사이드가 형성되고 에폭사이드 분해를 위해 에

폭사이드 가수분해효소(epoxide hydrolase)가 존재하게 된

다(Bezalel et al., 1997). 위 내용에 맞게 찾아진 PAHs 분

해 균주에서도 에폭사이드 가수분해 활성을 볼 수가 있었고 

그 중에서도 산업적으로 이용 가능성이 높은 광학활성에폭사

이드를 제조 할 수 있는 균주를 찾게 되어 생촉매로서의 이용

가능성이 기대된다.

항생제 내성 특성

PAHs 분해능을 가진 13개 균주를 이용하여 항생제 분석

을 하였다. 균 마다 항생제에 대한 내성을 알아보기 위해 측

정하였으며 분석 결과 Corynebacterium sp. SK20가 다양

한 항생제에 대한 내성이 강한 것으로 측정되었으며 

kanamycin, tetracycline, ampicillin, penicillin 4가지 종

류에 대해서 내성이 있는 것으로 판단되었고, Gordonia sp. 

H37의 경우 3가지 종류에 대해 내성이 있는 것으로 조사되

었으며 대부분의 균주가 kanamycin에 대해서는 내성을 가

지고 있었다(Table 2). 항생제 분석의 경우 분리 균주의 생리

적 활성을 보고자 연구하였으며 순천만 갈대 근권 토양으로

부터 분리한 PAH 분해세균의 특성 분석 연구를 보면 

Burkholderia sp. 와 Alcaligenes sp.는 다양한 PAHs를 

분해하였고, Burkholderia sp.의 경우 chloramphenicol, 

kanamycin, streptomycin, tetracyclin을, Alcaligenes sp.

는 ampicillin, chloramphenicol, kanamycin, streptomycin, 

tetracyclin에 대하여 항생제 내성을 가지는 것으로 보고하고 

있다 (Kim et al., 2005). Meguro et al. (2005) 에 의하면 

유기용매 내성과 약제 내성에 관여하는 배출펌프가 세포내에 

내재하고 있음을 보였는데, 본 연구에서도 상용휘발유에서 분

리한 세균들에 있어서도 항생제 내성을 보였다. 이는 유기용

매 내성과 항생제 내성이 깊은 관련성이 있을 가능성을 시사

한다.  

염 내성 특성

본 연구에서는 균의 증식에 영향을 미치는 인자 중 하나인 

식염 함량에 따른 균의 성장변화를 측정하였다. 즉, 96 well 
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Fig. 3. Effect of salt concentration on survival of PAH-degradation bacteria.

Table 3. Effect of salt concentration and temperature on survival of PAH-degrading bacteria in seawater.

Incubation and temperature

after 2 days after 4 days

20℃ 28℃ 20℃ 28℃
A1) B2) C3) A B C A B C A B C

Micrococcus sp. SK13 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Corynebacterium sp. SK20 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. SK22 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. SK26 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. SK57 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. SK66 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Bacillus sp. GS31 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. GS57 - - - + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Brevibacterium sp. S6 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Micrococcus sp. S29 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Brevibacterium sp. S47 - - + + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Arthrobacter sp. S49 - - - + + ++ - - ++ ++ ++ ++

Gordonia sp. H37 - - -- - - - - - ++ ++ ++ ++

- : no growth, + : good growth, ++ : very good growth
3) : Sea water only, 4) : 1x1/10 marine medium, 5) : 1x1/100 marine medium

plate에 배지 180 μL에 배양액을 10 μL를 접종하고 배양하

면서 600 nm에서 O.D.값을 측정하였다. 상용 휘발유에서 분

리한 균 중 PAH 분해능이 있는 13개 균주에 대하여 염 내성 

분석을 하였다. 염 농도는 0, 2, 5, 10, 15, 20%로 조절하였

고, 그 결과 13개의 균주가 0-2% 농도에서 O.D.값이 48시간 

후에는 0.5 이상으로 균이 잘 자랐으며, 10%의 높은 농도에

서는 Brevibacterium sp. S6이 가장 잘 성장하였다(Fig. 3). 

염 농도가 낮은 상태뿐만 아니라 염 농도가 높은 곳에서도 잘 

자라는 것으로 보아 내성이 강하다고 생각되며 대부분의 균

이 높은 염의 농도에서도 균의 성장률이 높았다. 이로 인해 

분리한 균의 특성은 염의 내성이 높은 곳에서도 활발한 증식

을 할 것으로 사료된다.

해양 오염에 대한 유류의 분해 및 적응력을 분석하기 위하

여 증류수 대신 채취한 곳이 다른 각각의 해수를 이용하여 실

험하였다. 염 농도 및 온도는 탄화수소의 이용에 영향을 미치

는데 세균의 경우 30℃에서는 쉽게 성장 할 수 있지만 4℃에

서는 이용이 쉽지 않다. 반면 낮은 온도에서 Acinetobacter

와 Pseudomonas 두 속은 잘 자라는 것으로 알려져 있고 원

유를 잘 분해하는 것으로 알려져 있으며 탄화수소만으로도 

생존 할 수 있다고 보고된바 있다(Lee et al., 2008).
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해수를 이용한 세균 생육 

배지농도를 달리하고 채취한 곳이 다른 해수를 첨가하여 

세균의 성장 유무를 측정하였으며 Micrococcus sp. SK26, 

Arthrobacter sp. S49는 1/10 marine 배지에서 잘 성장하

였으며 나머지 균주들은 marine 배지에서 균이 잘 성장하였

다(Fig 4). 한편 채취한 해수의 온도는 각각 25, 23℃이었고, 

pH는 7.54, 8.02로 측정되었다. 온도에 따른 변화에서는 2

0℃ 보다는 28℃에서 성장이 비교적 빨랐으며 낮은 농도의 

배지 첨가 및 배지를 첨가하지 않은 실험에서도 균의 성장이 

이루어져 13균주는 해양에 적용하는 것은 문제가 없을 것으

로 보이나(Table 3), 해수 온도가 낮으면 영향을 끼칠 수도 

있을 것으로 사료된다. 

바다 환경의 독성, 수온, pH, 산소 등은 생물정화에 큰 영

향을 끼친다. 그 중 수온은 미생물의 활성에 큰 영향을 주며 

이러한 이유로 찬 바닷물에서의 유류분해가 따뜻한 바닷물에 

비해 어려운 것으로 알려져 있다. 실제로 이러한 이유로 현장 

적응에 한계가 있다(Kwon et al., 2010). 

결  론

본 연구는 상용 휘발유로부터 균을 분리하여 PAH의 분해 

미생물을 탐색하고 분해 미생물의 특성을 살펴보았다. 그 결

과 PAH 분해 활성이 있는 13개의 균주가 분리되었으며 13

균주중 7균주가 Micrococcus sp. 이고 Corynebacterium 

sp., Bacillus sp., Arthrobacter sp., Gordonia sp.이 각 1

균주, Brevibacterium sp.가 2균주로 동정되었다. 지질분해

균은 Corynebacterium sp. SK20, Micrococcus sp. SK57, 

SK66, GS31, Arthrobacter sp. S49, Gordonia sp. H37 

총 6개의 분리 균주에서 지질 분해 활성이 있었다. 단백질 분

해균은 Arthrobacter sp. S49가 강력한 단백질 분해 활성이 

관찰되었다 (Fig. 2). 에폭사이드 가수분해 활성균은 Arthrobacter 

sp. S49, Brevibacterium sp. S47. Corynebacterium sp. 

SK20, 그리고 Gordonia sp. H37 이 광학활성 에폭사이드 

가수분해 효과를 보였다. 그중에서 특히 Gordonia sp. H37

은 라세믹스티렌옥사이드에 대한 뛰어난 광학선택적 에폭사

이드 가수분해 활성이 관찰되었다 (Fig. 3). 염 내성 테스트에

서는 10%의 높은 농도에서는 Brevibacterium sp. S6가 가

장 잘 자랐다. 그러나 실질적인 오염시 온도 등에 의하여 미

생물에 의한 방제가 힘든 것으로 알려져 본 연구에서는 증류

수대신 해수를 이용하여 세균의 생육 조건을 살펴보았다. 배

지의 농도를 달리하고 각각의 해수를 달리하여 세균의 성장

을 측정하였으며 그 결과 배지의 농도를 달리 했을 경우 

Micrococcus sp. SK26, Arthrobacter sp. S49는 0-2% 농

도에서 가장 잘 생육하였으며 온도가 20℃ 보다는 28℃에서 

세균성장이 비교적 빨랐으며 낮은 농도 및 배지를 첨가하지 

않은 실험에서도 세균의 성장이 이루어져 이 13개 균주는 해

양에 적응 가능할 것으로 생각되며, 이런 결과를 토대로 볼 

때 이들 균주들은 추후 실증검증을 거쳐서 오염현장에서의 

생물학적 처리에 활용되기를 기대한다. 
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