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디젤 분해 세균 Gordonia sp. SD8 분리 및 특성
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이화여자대학교 환경공학과

Isolation and Characterization of a Diesel-Degrading Bacterium, Gordonia sp. SD8. Hong, Sunhwa, Ji-

Young Kim, and Kyung-Suk Cho*. Department of Environmental Science and Engineering, Ewha Womans
University, Seoul 120-750, Korea − A diesel-degrading bacterium, Gordonia sp. SD8, was isolated from soil

contaminated with petroleum, and its diesel degradation was characterized in a soil as well as a liquid culture

system. SD8 could grow in the mineral salt medium supplemented with diesel as a sole carbon and energy

source. The maximum specific growth rate (0.67±0.05 d-1) and diesel degradation rate (1,727±145 mg-TPH L-1

d-1) of SD8 showed at 20,000 mg-TPH L-1 and 30oC, and then this bacterium could degrade high strength of

diesel of 40,000 mg-TPH L-1. The residual diesel concentration in the inoculated soil with SD8 was 3,724 mg-

TPH kg-dry soil-1 after 17 days, whereas the diesel concentration in the non-inoculated soil was 8,150±755

mg-TPH kg-dry soil-1. These results indicate that Gordonia sp. SD8 can serve as a promising microbial

resource for the bioremediaion of contaminated soil with petroleum hydrocarbons including diesel.
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석유화학산업의 발달에 따라 다양한 유기 및 무기오염물

질들이 환경에 유출되었고, 토양과 지하수 등의 자연환경을

오염시키고 있다[27]. 그 중에서 산업활동에 중요한 에너지

원으로 이용되는 석유계 탄화수소 화합물(Total petroleum

hydrocarbon, TPH)은 수송, 저장 및 이용 과정을 통해 자연

환경으로 유입된다[16, 30]. 환경에 유입된 TPH는 물리·화

학적 방법에 의해 제거 가능하나[18], 이러한 방법은 처리

비용이 비싸고 오염물질의 분해가 불완전하며, 처리시간이

오래 걸린다는 단점을 가지고 있다[9, 15, 18, 23].

미생물을 이용하여 오염물질을 정화하는 bioremediation

기술은 TPH를 포함한 환경에 잔존하고 있는 오염물질을 제

거하는데 많이 이용되고 있다[18-20]. 미생물이 오염된 토양

에서 생존하기 위해서는 독성물질에 내성이 강하고 오염물

질을 유일 탄소원으로 이용하여 성장할 수 있어야 한다[18].

또한, 토양에서의 미생물 성장은 토양의 수분함량, pH, 온도

및 용존산소 농도 등에 매우 의존적이다[29].

Bioremediation에 사용하는 미생물은 오염된 지역에서 분

리한 미생물을 이용하는 경우가 많다[18, 29]. 예를 들어 석

유로 오염된 토양에서 분리한 Rhodococcus strain F9과

D79는 원유를 이용하여 성장하고, Pseudomonas strain JA5

와 B45도 탄화수소를 이용하여 성장할 수 있었으며[28], 유

류로 장기간 오염된 토양에서 분리한 Rhodococcus sp.

EH831는 다양한 종류의 TPH를 분해 할 수 있는 균주로 보

고 되고 있다[11, 12]. 그 외에도 유류로 오염된 토양에서 분

리한 Agrobacterium, Bacillus, Gordonia sp., Mycobacterium,

그리고 Sphingomonas sp. 등이 TPH를 분해 가능한 것으로

알려져 있다[4, 7, 22, 24, 25, 28, 31]. 지금까지 TPH를 분

해 가능한 세균에 대한 연구가 많이 진행되고 있으나, 오염

토양의 물리, 화학적 특성이 많이 다양하므로 bioremediation

의 광범위한 응용 및 효율 향상을 위해서는 다양한 특성을

가진 TPH 분해 세균에 대한 연구는 지속적으로 수행되어야

한다.

따라서, 본 연구에서는 디젤로 오염된 토양에서 디젤 분

해능이 우수한 Gordonia sp. SD8을 분리하였고, 유일 에너

지원과 탄소원으로 디젤을 첨가한 조건 하에서 이 세균의 성

장과 디젤 분해능에 미치는 디젤 농도 및 온도 영향을 조사

하였다. 또한, 디젤로 오염된 토양을 정화하는데 미치는

Gordonia sp. SD8의 접종 효과를 평가 하였다.

유류와 중금속으로 장기간 오염된 울산 소재 정유공장의

유류 저장 탱크 주변 토양을 사용하였으며, 채취 토양을 2

mm 체로 쳐서 돌과 이물질을 제거하였다. 이렇게 전처리한

토양 10 g에 멸균수 20 mL을 넣고 200 rpm 교반기에서

30분간 교반 한 후, 실온에서 30분간 정치시켰다. 상등액 10

mL를 10,000 mg/L 디젤이 첨가된 50 mL MSM(mineral

salt medium)에 접종하여 30oC, 250 rpm의 배양기에서 일

주일 동안 배양 한 후에 배양액을 멸균수로 희석(10-5~10-8)

하였다. 각각의 희석용액을 LB-agar 배지(Difco, USA)에

100 µL씩 접종하여 도말 한 후, 30oC에서 3일간 배양하였

다. 배양액을 LB agar plate(Difco, USA)에 도말하여 30oC

에서 배양시킨 후, 형성된 colony의 색과 모양을 고려하여
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20개의 균주를 선별한 후, 10,000 mg/L의 디젤이 첨가된

MSM 배지에 접종하여 30oC, 250 rpm의 배양기에서 3일간

진탕 배양하였다. 배양액의 잔류디젤농도를 gas chromatog-

raphy를 이용하여 분석한 뒤 디젤 분해능을 가진 균을 선별

하였다. MSM 배지의 조성은 MgSO4·7H2O 0.15 g, CaCl2

0.01 g, KH2PO4 1.5 g, Na2HPO4·12H2O 9.0 g, NH4NO

3.0 g 3, FeCl30.01 g(pH 7.0-7.2) 및 증류수 1 L 이다. 디젤

분해능을 조사한 균주 중에서 디젤 분해능이 가장 우수한 균

주를 선별하여 SD8 이라 명명하였다. 이 균주는 16S rDNA

부분 염기서열 분석을 통해 동정하였고, 염기서열 분석은

Koo와 Cho[10]가 이용한 방법을 사용하였다.

SD8 균주의 디젤 분해 특성은 다음과 같은 방법으로 조

사하였다. 18 mL-Screw type test tube에 MSM배지 5 mL

을 넣고 SD8을 100 µL(2%, v/v) 접종한 후(최종 OD600nm

= 0.2 정도), 디젤 농도가 5,000, 10,000, 20,000, 30,000,

그리고 40,000 mg/L가 되도록 디젤을 첨가 하였다. 배양 조

건은 30oC, 180 rpm으로 하였다. 균주 성장에 미치는 배양

온도의 영향을 규명하기 위해 15, 25, 30, 그리고 42oC의 조

건에서 디젤의 분해능을 조사하였다[8]. 배양액 중 잔류 TPH

농도는 18 mL-Screw type test tube에 배양액 5 mL와 추

출용매인 hexane 5 mL를 넣은 후 30oC, 200 rpm의 교반기

에서 30분간 교반하여 추출하였다. 그 후 test tubes를 실온

에서 30분간 정치한 후 상등액(hexane 용매층)을 채취하여

용매 속에 녹아있는 잔류 TPH의 농도를 불꽃 이온화 검출

기가 장착된 gas chromatography(5890 series, Hewlett

Packard, USA)를 이용하여 분석하였다. GC 분석 조건은 오

븐 온도가 초기 40oC 에서 3분간 유지 후, 4oC/min으로

70oC까지 승온하고, 10oC/min으로 200oC까지 승온, 그리고

8oC/min으로 300oC까지 승온 한 후 15분간 유지하였다. 시

료 주입부와 검출기 온도는 각각 300과 320oC이고, column

은 HP-5 capillary column(0.25 mm×30 m, 0.25 µm)을 사

용하였으며, carrier gas는 N2를 사용하였다. 디젤의 농도가

0, 312.5, 625, 1,250, 10,000, 20,000, 그리고 40,000 mg/L

로 하여 검량선을 작성한 후, 검량식으로부터 TPH 농도를

환산하였다.

분리 균주를 이용한 디젤오염 토양 처리실험을 위해, 인

공오염토양은 서울 소재 이화여자대학교의 산림토양을 채취

하여 준비하였다. 채취한 토양은 2 mm 체로 쳐서 돌과 이

물질을 제거한 후, 산림토양과 마사를 2:1(w/w)로 섞어 준

후, 디젤(20,000 mg-TPH kg-dry soil-1)로 인공 오염 시킨

후, 4일간 서늘한 곳에 두고 하루에 한 번씩 토양을 위아래

로 섞어 주었다.

SD8 균주는 1 L의 DW에 LB(LB broth 25 g, Difco,

USA)를 넣어 만든 배지에 30oC 에서 3일 동안 배양하였다.

배양액을 10,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하여 균체를

회수한 후 멸균수를 첨가하여 현탁시켜 세정한 후 다시 동

일 조건으로 원심분리 하였다. 세정한 균체에 멸균수 50 mL

을 넣어 혼합하여 얻은 균체 현탁액을 디젤로 오염된 인공

오염토양 1 kg에 접종하여 균일하게 혼합한 후 실험에 사용

하였다. 

SD8이 디젤로 오염된 토양에서 디젤 제거에 미치는 영향

을 조사하기 위해 디젤로 오염시킨 토양을 12개의 pot

(120×80×73 mm)에 200 g/pot씩 넣었다. 그 중에서 6개의

pot에는 Gordonia sp. SD8을 3.5×107 CFU/g로 넣어 주었

고, 나머지 6개의 pot에는 균주를 접종하지 않은 대조군을

준비하였다. 온도가 30o인 chamber에 pot을 36일 동안 넣고

7일에 한번씩 15 mL의 MSM 배지와 증류수를 격주로 교대

로 주입하여 토양이 건조해지지 않도록 하였다. 일정한 시

간 간격으로 대조군과 SD8 균주를 접종한 pot 한 개씩을 통

째로 꺼내, 토양 중의 잔류 TPH농도를 측정하였다. 잔류

TPH농도는 토양 5 g을 test tube에 넣고, hexane-acetone

solution(1:1, v/v)을 5 mL넣어 준 후 30oC, 200 rpm의 교

반기에서 30분간 교반 하였다. 그 후 test tubes를 실온에서

30분간 정치한 후 상등액을 채취하여 용매 속에 녹아있는 잔

류 TPH의 농도를 gas chromatography(5890 series, Hewlett

Packard, USA)를 이용하여 분석하였다.

디젤 분해 세균인 SD8을 유류로 장기간 오염된 토양으로

부터 순수 분리하였다. 분리한 균주의 DNA 염기서열을 분

석한 후 phylogenetic tree를 작성하여 Fig. 1에 나타내었다.

분석된 SD8의 DNA 염기서열은 총 1030 bp였고, NCBI

Fig. 1. Phylogenetic tree of Gordonia sp. SD8.
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Blast search한 결과 SD8은 파라핀계 탄화수소 또는 메탄

계 탄화수소라 불리는 알칸(alkane)을 분해하는 Gordonia

sp. SG11와 1014/1019(99%), hexane을 분해하는 Gordonia

sp. SP72와 1012/1019(99%)로 가장 유사하였다. 따라서

디젤분해 미생물인 SD8은 Gordonia sp.에 속함을 알 수

있었고 National Center for Biotechnology Information

(NCBI)에 등록하였다(www.ncbi.nlm.nih.gov; accession num-

ber, EF460468).

디젤을 분해 할 수 있는 미생물은 Mycobacterium, Nor-

cardia, Rhodococcus, 그리고 Gordonia sp. 등이 있는 것으

로 알려져 있다[5-7, 13, 14, 21]. 그 중에서도 Gordonia sp.

는 TPH를 분해하는 세균으로 알려져 있으며[5, 6, 14], 외

부로부터 디젤과 같은 유기오염물질과 무기오염물질을 이용

해, 자신에게 필요한 화합물로 합성하는 작용(동화작용)을

할 수 있는 것으로 알려져 있다[1]. Phenanthrene으로 오염

된 토양에서 분리한 Gordonia sp. He4[14]와 장기간 디젤로

오염된 토양에서 분리한 Gordonia sp. M22, BS25와

BS29[5]는 디젤 분해능을 가지고 있었다. Franzetti 등[6]은

디젤 오염 토양에서 분리한 Gordonia sp. BS29을 이용하여,

지방족 탄화수소(n-hexadecane, n-heptadecane, pristane, n-

eicosane, n-octacosan, squalene)와 방향족 탄화수소(phen-

anthrene, anthracen, pyrene)의 제거에 관한 연구를 수행하

였다. 그 결과, 53일 동안 지방족 탄화수소는 균주에 의해

30-89% 제거 되었고, 특히 n-hexadecane과 같은 고분자의

탄화수소를 제거하는데 효과적이었다. 방향족 탄화수소는 76

일간 균주를 처리하였는데 anthracen과 pyrene의 제거에 효

과적이었다[6]. 

유류 분해 미생물의 생리적 특성을 알아보기 위하여 디젤

농도와 배양 온도별로 조건을 달리하여 실험을 수행한 결과

를 Fig. 2, 3에 도시하였다. 디젤 농도를 5,000, 10,000,

20,000, 30,000, 그리고 40,000 mg-TPH L-1로 각각 다르게

하여 SD8의 성장과 디젤 분해 속도를 비교하였다(Fig. 2).

그 결과, 디젤 농도가 20,000 mg-TPH L-1일 때 SD8는 가

장 잘 성장하였고(비성장속도는 0.67±0.05 d-1), 디젤 분해속

도도 가장 높았다(1,727±145 mg-TPH L-1 d-1). 또한, 배양

온도를 15, 25, 30, 37, 그리고 42oC로 달리하여 SD8 균주

의 비성장속도와 디젤 분해속도를 상대값을 이용하여 온도

의 영향을 비교하였다(Fig. 3). SD8 균주는 30oC에서 비성

장속도와 디젤분해속도가 가장 빨랐고, 25oC일 때의 SD8의

성장속도와 TPH 분해속도가 비슷했으며, 고온과 저온일 때

는 균주가 잘 성장하지 못했다.

디젤 오염 토양에서 분리한 Gordonia sp. LE31은 디젤

농도가 1,000 mg-TPH L-1인 조건에서는 배양 3일만에

100% 분해를 하였고, 5,000, 10,000, 그리고 15,000 mg-

TPH L-1의 농도 조건에서는 배양 7일 후 각각 91, 76, 그리

고 57% 분해하였다. 그러나 20,000 mg-TPH L-1 일 때는

디젤을 분해하지 못했다[13]. Franzetti 등[6]은 디젤 오염 토

양에서 분리한 Gordonia sp. BS29의 디젤 생분해능을 조사

한 결과 53일 동안 탄화수소는 30-89%가 제거되었다. 본 연

구에서 분리한 디젤 분해 미생물인 Gordonia sp SD8 균주

는 TPH의 농도 30,000 mg-TPH L-1까지 빠른 속도로 디젤

을 분해를 하였고, 40,000 mg-TPH L-1의 고농도 디젤도 분

해할 수 있었다. 즉, SD8은 이전 연구자의 균주보다 고농도

에서도 디젤을 분해할 수 있음을 알 수 있었다.

디젤로 오염된 토양 정화에 미치는 Gordonia sp. SD8 접

종 효과를 Fig. 4에 도시하였다. SD8균주를 접종하지 않은

대조군 조건에서도 시간이 경과함에 따라 토양의 디젤 잔류

농도가 감소하였는데 이는 휘발 등과 같은 물리적 작용과 토

양 미생물에 의한 생물학적 작용에 의한 결과로 생각된다.

대조군에 비해, SD8 균주를 접종한 조건에서 디젤 분해가

휠씬 빨리 진행되었다. 예를 들면 17일 경과 후, 대조군 토

Fig. 2. Effects diesel concentration on the specific growth rate

and diesel degradation rate of SD8. ●, specific growth rate; ○,

diesel degradation rate.

Fig. 3. Effects temperature on the specific growth rate and die-

sel degradation rate of SD8. ●, specific growth rate; ○, diesel

degradation rate.
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양의 디젤 잔류 농도는 8,150±755 mg-TPH kg-dry soil-1이

었으나, SD8을 접종한 경우에는 3,724 mg-TPH kg-dry

soil-1 이었다. 이러한 결과는 Gordonia sp. SD8의 디젤 분

해 활성이 토양에서도 발휘되는 것을 시사하며, SD8 균주는

향후 디젤 등을 포함한 석유계 탄화수소화합물로 오염된 토

양을 정화하는데 활용 가능한 미생물임을 보여주는 증거이다.

일반적으로 디젤을 분해하는 균주를 분리하기 위한 분리

원으로 디젤 오염 토양을 사용하는데[26], 이것은 분리 균주

를 오염 토양 정화에 유용하게 사용할 수 있기 때문이다[17,

18]. Ashock 등[2]은 방향족 탄화수소로 오염된 지역에서

PAH 분해 균주를 분리하여 오염된 지역에 이용하였고, Bento

등[3]은 bioremediation 기술(natural attenuation, biostimul-

ation, 그리고 bioaugmentation)을 적용하는데 있어 오염된

토양에서 분리한 균주들이 대체적으로 높은 분해효율을 보

이는 것으로 보고 하였다. 본 연구에서는 유류로 장기간 오

염된 토양에서 Gordonia sp. SD8 균주를 분리하고 시험관

에서 뿐 만 아니라 토양에서 디젤 분해 활성이 발휘됨을 규

명함으로써, 오염 토양 정화에 활용 가능한 우수 미생물자

원을 확보하였다.

요 약

본 연구에서는 디젤로 오염된 토양에서 디젤 분해능이 우

수한 Gordonia sp. SD8을 분리하였고, 이 균주의 디젤 분해

특성을 액상과 토양에서 조사하였다. SD8은 유일 에너지원

과 탄소원으로 디젤을 이용하여 생장 가능하였다. SD8 균주

의 성장과 디젤 분해속도에 미치는 디젤 농도 영향을 조사

한 결과, 20,000 mg-TPH L-1농도에서 최대 비성장속도(0.67

±0.05 d-1)와 최대분해속도(1727±145 mg-TPH L-1 d-1)를 얻

을 수 있었다. 또한, 이 균주는 40,000 mg-TPH L-1의 고농

도 디젤을 분해할 수 있었으며, 30oC에서 비성장속도와 디

젤분해속도가 가장 빨랐다. 디젤로 오염된 토양 정화에 미

치는 Gordonia sp. SD8 접종 효과를 조사한 결과, 17일 경

과 후, SD8을 접종하지 않은 대조군 토양의 디젤 잔류 농도

는 8,150±755 mg-TPH kg-dry soil-1이었으나, SD8을 접종

한 경우에는 3,724 mg-TPH kg-dry soil-1이었다. 이러한 결

과는 Gordonia sp. SD8는 향후 디젤 등을 포함한 석유계 탄

화수소화합물로 오염된 토양을 정화하는데 활용 가능한 유

용 미생물 자원임을 의미한다.
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