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Delftia acidovorans EK2에 의한 고농도 Trichloroethylene 

(TCE)의 생물학적 분해 특성
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In this study, we isolated 179 bacterial strains using benzene, phenol, ethylbenzene, aniline, cumene, 

toluene as growth substrate from TCE contaminated soils and wastewaters. All the 179 strains were 

screened for TCE (30 mg/L) removal (growth substrate 0.2 g/L, 30°C, pH 7, cell biomass 1.0 g/L 

(w/v)) under aerobic condition for 21 days. EK2 strain using aniline showed the highest removal 

efficiency (74.4%) for TCE degradation. This strain was identified as Delftia acidovorans as the results 

of API kit, 16S rDNA sequence and fatty acid assay. In the batch culture, D. acidovorans EK2 showed 

the bio-degradation for TCE in the various TCE concentration (10 mg/L to 200 mg/L). However, D. 

acidovorans EK2 did not show the bio-degradation in the TCE 250 mg/L. D. acidovorans EK2 also 

show the removal efficiency (99.9%) for 12 days in the low concentration (1.0 mg/L). Optimal 

conditions to degrade TCE 200 mg/L were cell biomass 1.0 g/L (w/v), aniline 0.5 g/L, pH 7 and 30°C. 

Removal efficiency and removal rate by D. acidovorans EK2 strain was 71.0% and 94.7 nmol/h for 21 

days under optimal conditions. Conclusion, we expect that D. acidovorans EK2 may contribute on the 

biological treatment in the contaminated soil or industrious wastewater.  
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휘발성 염화 탄화수소 물질중의 하나인 trichloroethylene 

(TCE)은 섬유세척제, 금속 탈지제, organic solvent 등 여러 용

도로 국내 세탁업체 및 화학 산업계에서 생산 및 사용되어지고 

있다(31). 그러나 산업적으로 광범위하게 사용된 TCE는 부적

절한 처리방법으로 인해 생태계를 오염시키며, 특히 오염된 토

양을 통해 지하수를 오염시킨다(38). TCE는 지하로 유출되면 

토양 공극을 따라 하부로 이동하여 지하수면에 도달하게 되며 

비중이 크기 때문에 지하수면을 통과하여 불투수층을 만날 때

까지 DNAPL (Dense Non-Aqueous Phase Liquid) 상태로 이

동하게 된다. 이와 같은 DNAPL은 토양층이나 지하수층을 이

동할 때 모세관 힘에 의해 공극에 머물며 불연속적인 잔류상을 

형성하기도 하며(25, 37, 42) 저투수층 상부에서는 많은 양의 

DNAPL이 축적되어 Pool을 형성하기도 하는 등 그 분포가 복

잡하며 불균질하다(6, 36). 이처럼 공극이나 투수층에 갇힌 

* For correspondence. E-mail: sslee@kyonggi.ac.kr; Tel: +82-31-249- 
9642, Fax: +82-31-245-8868

DNAPL은 매우 천천히 용해되기 때문에 장기적인 지하수 오

염원으로 작용하게 되며 축적 작용에 의해 특정지역에 고농도

로 오염되기 쉽다. 예를 들어 산업폐수, 가정하수, 지하 탱크와 

수송 파이프의 누수 등의 형태로 버려진 TCE는 토양 및 지하

수를 따라 널리 확산되어 몇몇 산업부지 아래의 침전층은 

1,000 mg/L가 넘도록 오염되어진 곳이 발견되기도 한다(34). 

국내에서는 강원도 도로 관리 사업소 부지의 토양 시료에서 

4,000 mg/kg 이상의 농도가 검출되어(20) 고농도로 오염된 토

양을 통해 지하수 또한 고농도로 오염되었을 것으로 예상된다.  

고 농도로 오염된 TCE가 사람에게 노출 시 간암을 유발할 

수 있으며 다량 흡입할 경우 중추신경계 기능을 저하시켜 현기

증, 피로감, 두통, 발한, 조정력 저하 증상을 보이거나 폐부종

을 일으킬 수 있고 간괴사 증상을 보이거나 허파와 심장, 신장

에 영향을 줄 수 있다고 보고되었다(1). 현재 미국환경보호국

(U.S. EPA)에서는 TCE를 특정유해물질로 규정하여 SDWA 

(Safe Drinking Water Act)에 의해 규제되는 음용수 관련 유해 
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물질중에서 volatile organic chemicals (VOCs) 항목으로 지정

되어 엄격히 관리되고 있으며(42), ASTDR (Agency for Toxic 

Substances and Disease Registry)에서는 염소계 용매를 상위 

20에 드는 위험 오염물질로 명시하였다. 국내에서는 TCE의 오

염을 방지하기 위해 1993년부터 여러 가지 기준과 법안이 제

정되었다. TCE는 음용수 수질기준에서 0.03 mg/L로 규정하였

으며 토양의 경우는 대책기준으로 ‘가’ 지역(하천, 수도 용지

등)을 20 mg/kg으로 규정하여 관리되어왔다(29). 하지만 2005- 

2007년 사이에 전국적으로 매년 25,000-140,000개소에서 지하

수를 채취하여 실시한 수질검사 결과에 의하면 지하수 수질기

준을 초과하는 TCE에 오염된 지하수는 ’04년에 15%, ’05년도

는 16% 및 ’06년도는 29%로 점차 증가하고 있는 추세이다

(30).

이러한 TCE의 물리적 처리방법 및 화학적 처리방법으로는 

각각 소각, 활성탄 흡착 제거법 등이 널리 쓰여지고 있으며 이

러한 방법들은 2차적인 오염물질이 발생될 수 있어 사후 처리

가 요구되며 높은 설비투자비와 운영비가 요구된다는 단점이 

있다. 이 반면에 생물학적 처리 방법은 TCE에 대한 미생물의 

생분해능을 이용하여 CO2 등의 무해한 최종산물로 분해시킬 

수 있어 환경 친화적이며, 운전비 및 설비비도 낮은 것으로 평

가되고 있어 대체 기술로써의 중요성을 인정받고 있다(3). 호

기적 TCE 분해에 이용되는 미생물들은 TCE 자체를 성장기질

로 사용하지 못하기 때문에 산화효소(oxygenase)를 이용하여 

성장기질을 산화시킴과 동시에 TCE를 산화시키는 특수한 메

카니즘을 통해 TCE를 분해시킨다(43). 

그러나, 현재까지 TCE의 분해에 대한 연구는 대부분 저 농

도의 TCE의 처리에 중점을 두어 연구가 진행되었으며(4, 11, 

18, 24, 32, 35, 44), 고농도의 TCE로 오염된 지하수 오염 지

역(DNAPL)을 처리하기 위한 연구는 매우 미흡하였다. 본 연

구에서는 고농도의 TCE로 오염된 DNAPL 지역의 효율적인 

생물학적 처리를 위하여 고농도의 TCE 분해가 가능한 균주를 

개발하고, 최적의 분해 조건을 확립하여 현장적용에 있어 기반

이 되는 기초자료를 마련하고자 하였다.

재료 및 방법

균주 분리

균주 분리를 위하여 100 ml의 무기배지(Mineral salt medium, 

MSM)에 폐수 1 ml를 접종하고 탄소원으로써 아닐린, 톨루엔, 

벤젠, 에틸벤젠, 큐멘, 페놀 0.2 g/L (w/v)와 TCE 10, 50, 100 

mg/L를 각각 첨가하여 28°C에서 150 rpm으로 이틀간 진탕 

배양하였고 아닐린, 톨루엔, 벤젠, 에틸벤젠, 큐멘, 페놀 0.4 

g/L (w/v)와 TCE 200 mg/L가 포함된 무기 한천 배지에 균액

을 접종하여 streak plate method와 spread plate method를 이

용하여 분리하였다.

스크린 테스트

성장 기질로서 아닐린, 톨루엔, 벤젠, 에틸벤젠, 큐멘, 페놀

에서 각각 분리된 균주는 성장기질 0.2 g/L와 TCE 30 mg/L를 

첨가한 무기배지에서 24-48시간 배양하여 5,000×g에서 15분간 

원심 분리한 후 새 무기배지에 균을 부유시켰으며 2회 반복 

후, 120 ml 용량의 amber bottle에 10 ml의 무기배지를 담고 

균을 1.0 g/L (w/v)로 접종하고 테플론-실리콘 셉타와 알루미

늄 실로 밀봉한 후 TCE 30 mg/L와 각각의 성장기질을 0.2 

g/L로 오염시키고 28°C, 150 rpm에서 21일간 배양하여 TCE 

분해효율을 측정하였다. 

균주의 동정

고효율 균주로 분리된 EK2의 형태학적 특징은 그람 염색 

후, 광학현미경(×1,000, BX50, Olympus, Japan) 하에서 형태

와 크기, 군집 형태를 관찰하였고 그람 양성/음성 박테리아로 

판별하였다.

API 20NE kit (bioMérieux, France)를 사용하여 균주의 생

리, 생화학적 특성을 조사하였으며 apiwebTM database (http:// 

apiweb.biomerieux.com/)를 이용하여 동정하였다.

16S rDNA 시퀀스 분석은 배양된 균을 분석회사(Solgent 

Inc., Korea)에 직접 보내어 universal primer 27F, 1492R로 

PCR 및 내부 primer 337F, 518R를 이용하여 sequencing을 의

뢰하였고 각 4종의 ab1 파일을 받아 Seqman software (Seqman 

Pro version 7.1.0, DNASTAR Inc.)를 이용하여 단일가닥의 

염기서열로 배열하였다. 염기서열의 총 길이는 1,462 bp로 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)에서 BLAST로 검색하여 

16S rDNA homology를 비교하였다. 

지방산 추출은 GC-FAME 분석 방법을 이용하였으며 분석

은 flame ionization detector (FID)를 장착한 HP 6890N gas 

chromatography (Agilent, USA)를 이용하였으며, Sherlock 

microbial ID system TSBA50 5.00 library (MIDI; Microbial 

ID Inc., USA)를 통하여 library 내의 균주들과 비교분석 후, 

동정하였다.

최적배양 조건 확립 및 회분식 실험

EK2의 TCE 분해 속도에 배양 조건이 미치는 영향을 알아

보기 위하여 TCE 농도, 성장기질의 종류, 아닐린 농도 및 pH, 

온도에 변화를 주어 분해능을 측정하였다. TCE 농도는 10, 20, 

30, 40, 50, 100, 150, 200, 250 mg/L, 성장기질의 종류를 확

인하기 위해 톨루엔, 벤젠, 에틸벤젠, 페놀, 큐멘, o, m, p-자일

렌을 0.1 g/L, maltose, fructose, acetate, citrate, formate, malate, 

oxalate, succinic acid, ethanol을 1.0 g/L을 각각 첨가하여 

EK2 균주의 성장을 확인한 후, 아닐린 0.5 g/L와 아닐린 외 

성장기질 농도 3.0 g/L, TCE 농도 30 mg/L를 각각 첨가하여 

TCE 분해효율을 확인하였다. 그리고 TCE 200 mg/L에 대하여 

아닐린 농도(300-600 mg/L), pH(3-9), 온도(10-40°C)로 하였

으며 초기 균 접종 농도는 0.01-0.05 g/L (wet weight)로 하여 

각기 분해효율 및 분해속도를 측정하였다. 변화조건 이외에는 

스크린 테스트와 동일한 조건으로 실험하였다. 최적 배양 조건

(TCE 200 mg/L, 아닐린 0.5 g/L, pH 7, 온도 30°C)으로 TCE 

분해능을 확인하였다. 
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Table 1. Total number of the strains isolated from TCE contaminated samples

Growth substrates Toluene Phenol Cumene Benzene Ethylbenzene Aniline Total

Isolated bacteria 88 55 9 14 5 8 179

Table 2. Physiological characteristics of the strain EK2

Characteristics EK2 D. acidovoransa

Catalase + + 

Oxidase + + 

NO3 + + 

TRP - d

GLU - - 

ADH - - 

URE - - 

ESC + ND

GEL - ND

PNPG - - 

GLU - - 

ARA - - 

MNE - - 

MAN + + 

NAG - - 

MAL - - 

GNT + + 

CAP + + 

ADI + + 

MLT + + 

CIT - + 

PAC + + 
a ACM 489T, data obtained from Bergey’s manual of Systematic 
Bacteriology (4)

균 성장에 TCE 초기 농도가 미치는 영향 

아닐린 0.5 g/L와 TCE 100, 200, 300, 400 mg/L의 농도를 

첨가하였고 균 농도 1.0 g/L (w/v)로 접종하여 배양하였다. Gene 

Quent pro (Amershem Biosciences, USA)를 사용하여 600 

nm에서 optical density (OD)를 측정하였다.

TCE 분석 방법 및 농도/성장도 계산

실험에 사용된 amber bottle 내의 TCE 농도의 변화는 HP-5 

capillary column (30 m×0.32 mm×0.25 μm)과 FID (Flame 

Ionization Detector)가 장착된 6890N Gas Chromatography 

(Agilent, USA)를 이용하여 측정하였다. GC 온도조건은 주입

구 270°C, 오븐 80°C, 검출기 270°C였으며 이동상 가스는 고

순도 질소를 이용하였다. 주입량은 기상 100 μl, TCE detection 

limit는 0.1 mg/L이며, retention time은 1.8 min이었다. TCE 

농도는 기상을 측정한 후 헨리의 법칙(TCE 헨리상수: 0.01172, 

25°C)을 적용하여 액상내의 기질농도로 환산하였다. 균주의 비

성장 속도(μ) 및 배가시간(τd)은 μ = dX /(X*dt), τd = ln2/μ = 

0.693/μ (X: 균체농도(g/L); t : 시간(h); μ : 비성장 속도(h-1))

의 식을 사용하여 계산하였다. 

결  과

균주 분리

톨루엔, 페놀, 큐멘, 벤젠, 에틸벤젠, 아닐린을 첨가한 증식

배양액에서 각각 88, 55, 9, 14, 5, 8 균주로, 총 179 균주를 순

수 분리하였다(Table 1). 

스크린 테스트

순수 분리된 균주의 TCE 분해효율을 21일 동안 확인하였

다. 아닐린을 성장기질로 이용한 균주 중에서 EK2 균주가 초

기 TCE 농도 30.4 mg/L를 74.4% (223.2 μg TCE)의 분해효

율을 보여주었으며 톨루엔을 성장기질로 이용한 균주 중에서 

TX7 균주가 초기 TCE 농도 29.9 mg/L를  68.9% (206.0 μg 

TCE), 벤젠을 성장기질로 이용한 균주 중에서 EK51 균주가 

초기 TCE 농도 30.6 mg/L를 61.9% (189.4 μg TCE), 에틸벤

젠을 성장기질로 이용한 균주 중에서 EK66 균주가 초기 TCE 

농도 28.8 mg/L를 46.9% (135.0 μg TCE), 큐멘을 성장기질로 

이용한 균주 중에서 EK75 균주가 초기 TCE 농도 28.8 mg/L

를 56.3% (162.1 μg TCE), 페놀을 성장기질로 이용한 균주 중

에서 EK8 균주가 초기 TCE 농도 30.2 mg/L를 62.3% (188.1 

μg TCE)의 분해효율을 보여주었다. 따라서 순수 분리한 균주 

중 아닐린을 성장기질로 이용하는 EK2 균주가 가장 높은 분해

효율을 보여주어 고효율 균주로 선정하였다(Fig. 1).

균주의 동정 

EK2를 형태학적 관찰 결과 형태는 rod이며 그람음성으로 

확인되었으며 균주의 폭 및 길이는 0.3-0.4×0.5-0.6 μm이었다. 

생리·생화학적 특징 검사(Table 2) 결과 Delftia acidovorans 

(99.9%)로 동정되었다. NCBI에서 염기서열 비교결과 Delftia 

acidovorans SPH-1와 99% (1,462 bp/1,473 bp) 일치하였으며 

type strain으로서 Delftia acidovorans ATCC 15668T와 99.1% 

(1,462 bp/1,474 bp) 일치하였다.

지방산 분석(Table 3)을 통하여 EK2는 D. acidovorans (Sim 

Index 0.905)로 동정되었다.

성장기질에 따른 TCE 분해효율

아닐린을 성장기질로 이용했을 때 가장 높은 효율을 보여주

었던 D. acidovorans EK2를 사용하여 성장 기질에 따른 회분

식 실험을 하였다. 회분식 실험에서 TCE 분해효율을 비교한 

결과, 다른 성장기질을 사용했을 때 보다 아닐린 첨가 시 15일간 

177.7 μg의 TCE를 분해하였고 53.7%의 분해효율을 보여준 

반면 다른 성장 기질에서는 TCE가 분해되지 않았다(Fig. 3).
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Fig. 1. TCE removal efficiency of isolated bacteria from TCE-contaminated samples for 21 days. Initially 30 mg/L of TCE with 0.2 g/L of 
each growth substrate was added. Each growth substrate was aniline (A), benzene (B), cumene (C), phenol (D), ethylbenzene (E), and toluene 
(F). Moreover, the cell biomass in each condition was 1.0 g/L (w/v). All values were the means of triplicates. 
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Table 3. The composition of fatty acid of D. acidovorans EK2

Retention time Short hand name Systematic name %

3.031 8:0 3OH 3-Hydroxyoctanoic acid 0.74

4.475 10:0 3OH 3-Hydroxydecanoic acid 3.24

5.019 12:0 Dodecanoic acid 2.53

7.594 14:0 Tetradecanoic acid 0.30

9.161 15:0 Pentadecanoic acid ㅡ
10.538 Sum in feature 3a 41.97

10.84 16:0 Hexadecanoic acid 31.75

14.047 Sum in feature 8b 19.18
a 16:1 ω6c/16:1 ω7c  
b 18:1 ω6c

고농도 TCE 농도별 분해효율

D. acidovorans EK2의 TCE 농도에 따른 TCE 분해효율을 

확인하였다. D. acidovorans EK2 균주는 21일 동안 TCE 10, 

20, 30, 40 mg/L를 각각 66.1, 67.0, 77.4, 76.6%의 분해효율

을 보여주었으며, 분해양은 각각 85, 139.4, 253.9, 327.8 μg이

었고 이때의 분해속도는 각각 5.6, 11.4, 19.8, 26.1 nmol/h이
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Fig. 2. Morphological characteristics of the strain EK2. EK2 strain 
is rod shaped Gram-negative bacteria, and its size is 0.3-0.4× 
0.5-0.6 μm.
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Fig. 3. TCE biodegradation by D. acidovorans EK2 with various 
growth substrates for 15 days. Initially 30 mg/L of TCE 
concentration and 1.0 g/L (w/v) of cell biomass was added. 
Incubation temperature and pH were adjusted to 30°C and 7 during 
each experiment. The initial concentration of each growth substrate: 
(●) Aniline 0.5 g/L, (□) Malate 3.0 g/L, (■) Fructose 3.0 g/L, (◇) 
Succinate 3.0 g/L, (◆) Maltose 3.0 g/L, (▲) Citrate 3.0 g/L, (△) 
Acetate (3.0 g/L)
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Fig. 4. The removal efficiency and rate of various TCE concentrations by D. acidovorans EK2 for 21 days. Initial TCE concentrations were 
10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, and 250 mg/L in liquid phase, respectively (aniline: 0.4 g/L, cell biomass: 1.0 g/L (w/v), temperature: 30°C, 
pH 7). (A) TCE removal efficiencies (%) were 66.1, 67.0, 77.4, and 76.6, and TCE removal rates were 5.6, 11.4, 19.8, and 26.1 nmol/h, 
respectively. (B) TCE removal efficiencies (%) were 70.3, 67.4, 63.2, and 65.8, and TCE removal rates were 29.8, 57.3, 80.4, and 112.0 
nmol/h, respectively.

었다. 그리고 TCE 50, 100, 150, 그리고 200 mg/L를 각각 

70.3, 67.4, 63.2, 65.8%의 분해효율을 보여주었으며 분해양은 

각각 366.3, 703.7, 933.5, 1,318.6 μg이었고 이때의 분해속도

는 각각 29.8, 57.3, 80.4, 112.0 nmol/h이었다. 그러나 TCE 

250 mg/L에서는 분해를 하지 못하였다(Fig. 4).

저농도 TCE 분해 특성

저농도 TCE 분해 특성을 알아보기 위하여 초기 접종 균 농

도에 따른 TCE 분해효율을 확인하였다. 초기 TCE 농도 1.0 

mg/L에 균 농도 각 0.01, 0.03, 0.05 mg/L를 첨가하였을 때, 

초기 균 접종 농도와 상관없이 12일 동안 모두 99.0%의 높은 

분해효율을 보여주었고 9 μg의 TCE를 분해하였다(Fig. 5). 

아닐린 농도, pH, 온도에 따른 분해효율

최적 배양 조건을 확인하기 위하여 아닐린 농도, pH, 배양

온도 조건을 다양하게 주어 실험을 하였다. 아닐린 농도 0.3, 

0.4, 0.5, 그리고 0.6 g/L를 첨가하였을 때, 21일 동안 각각의 

분해효율은 37.4, 62.9, 71.0, 59.3%이었으며 분해양은 각각 

760.1, 1281.2, 1439.2, 1,205.6 μg이었고 분해속도는 50.6, 

84.4, 94.7, 79.3 nmol/h이었다. 

pH 조건에 따라 실험한 결과 pH 3에서는 분해능이 보이지 

않았으며 pH 5, 7, 9에서 21일 동안 각각 23.0, 71.0, 42.4%의 

분해효율을 보여주었으며 분해양은 각각 473.1, 1439.2, 870.9 

μg이었고 분해속도는 각각 31.2, 94.7, 57.2 nmol/h이었다. 온

도 조건에서는 10, 20, 30, 40°C에서 각각 3.4, 31.9, 71.0, 
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Fig. 6. The effect of aniline concentrations, pH and temperatures for TCE degradation. Aniline concentrations (A); 0.3, 0.4, 0.5 and 0.6 g/L 
(TCE: 200 mg/L, cell biomass: 1.0 g/L (w/v), temperature: 30°C, pH 7). pH (B); 3, 5, 7, 9 (TCE: 200 mg/L, aniline : 0.4 g/L, cell biomass: 
1.0 g/L (w/v), temperature: 30°C). Temperature (C); 10, 20, 30, and 40°C (TCE: 200 mg/L, aniline: 0.4 g/L, cell biomass: 1.0 g/L (w/v), pH 7). 

8.0%의 분해효율을 보여주었으며 분해양은 각각 68.0, 653.6, 

1439.2, 162.8 μg이었고 4.4, 43.1, 94.7, 11.1 nmol/h의 분해

속도를 보여주었다(Fig. 6).

회분식 실험    

도출된 최적 배양 조건(TCE 농도 200 mg/L, 아닐린 농도 

0.5 g/L, 균농도 1.0 g/L, pH 7, 배양 온도 30°C)으로 회분식 

실험을 한 결과 21일 동안 77.4%의 분해효율과 1741.7 μg의 

TCE를 분해하였으며 131.1 nmol/h의 분해 속도를 보여주었다

(Fig. 7).

균 성장에 TCE 농도 영향

D. acidovorans EK2의 TCE 농도에 따른 균 성장을 확인한 

결과, 아닐린 0.5 g/L만 첨가한 경우의 비성장 속도(µ)는 0.121

이었고 아닐린 0.5 g/L와 함께 TCE 100, 200 mg/L를 첨가한 

경우의 비성장 속도는 각각 0.105, 0.052이었다. 아닐린과 함께 

TCE 300, 400 mg/L를 첨가한 경우와 단독으로 TCE 100 mg/L

를 첨가한 경우에는 균의 성장이 보이지 않았다(Fig. 8). D. 

acidovorans EK2의 더블링 타임은 단독으로 아닐린 0.5 g/L를 

첨가한 경우와 아닐린 0.5 g/L에 TCE 농도 100, 200 mg/L를 

첨가한 경우 각각 5.7, 6.6, 13.2 h로 나타났다(Table 4).

고찰

본 연구에서는 고농도 TCE를 분해할 수 있는 호기적 TCE 

분해 균주를 개발하기 위해 여러 방향족 화합물들을 첨가하여 

균주를 순수 분리하였다. 순수 분리된 균주의 TCE 분해효율을 
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Table 4. The effect of aniline for the growth of D. acidovorans EK2 on each TCE concentration      (TCE and aniline unit: g/L)

TCE 0.1 
without aniline

Aniline 0.5 
without TCE

TCE 0.1 with 
aniline 0.5

TCE 0.2 with 
aniline 0.5

TCE 0.3 with 
aniline 0.5

TCE 0.4 with 
aniline 0.5

Specific growth 
rate (μ) ㅡ 0.121 0.105 0.052 - ㅡ

Doubling time 
(h) ㅡ 5.7 6.6 13.2 - ㅡ
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Fig. 7. The biodegradation of TCE under optimal conditions. Initial 
TCE and aniline concentration was 0.2 and 0.5 g/L. Cell biomass 
was 1.0 g/L (w/v) (temperature: 30°C, pH 7). TCE removal 
efficiency and rate was 77.4% and 148.2 nmol/h.
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Fig. 8. Growth pattern of D. acidovorans EK2 on various TCE 
concentrations. Aniline concentration was 0.5 g/L and TCE 
concentrations were 100, 200, 300, and 400 mg/L, respectively.

확인한 결과 아닐린을 성장기질로 이용하는 D. acidovorans 

EK2가 다른 기질(벤젠, 에틸벤젠, 톨루엔, 페놀, 큐멘)을 이용

하는 균주보다 더 높은 분해효율을 보여주었다. 

현재까지 연구에 의하면 TCE를 단일 탄소원으로 분해하는 

균주는 보고되지 않았으며, TCE를 분해하기 위해 첨가한 성장

기질(1차 기질)은 방향족 화합물로서 톨루엔(44), 페놀(5), 큐

멘(44)과 알칸, 알켄 화합물로서 메탄(17, 23), 에탄(15), 부탄

(19), 에틸렌(8), 프로필렌(8), 아이소프렌(9) 그리고 식물 어센

션 오일(Plant essential oils, 32)등이 이용되었다. 하지만 본 

연구에서 아닐린 또한 첨가 성장기질로서 사용될 수 있음을 확

인하였다.   

이제까지 밝혀진 호기적으로 TCE를 제거할 수 있는 속

(genus)으로는 Pseudomonas (5, 14, 22)와 Burkholderia (13, 

21, 41), Methylosinus (10, 12, 23, 40), Methylocystis (27), 

Methylomonas (7)가 있으며 그 외에도 Nitrosomonas (28), 

Rhodococcus (26), Xanthobacter (8), Alcaligenes (2), Myco-

bacterium (14), Ralstonia (33) 등이 보고 되어왔으나 본 연구

에서 분리된 EK2는 Delftia acidovorans로 동정되어 위 균주

의 TCE 분해능을 처음으로 밝혔다. 

다양한 기질을 첨가하여 D. acidovorans EK2 균주의 성장

을 확인한 결과 톨루엔, 벤젠, 에틸벤젠, 페놀, 큐멘, o, m, p-

자일렌, alanine, arginine, formate, oxalate에서는 성장하지 못

하였으며 아닐린(Aniline), maltose, fructose, acetate, citrate, 

malate, succinic acid, ethanol에서 성장할 수 있었다(자료 미

제시). 그러나 EK2는 오직 아닐린을 첨가하였을 경우에만 

TCE를 분해할 수 있었다. 

고 농도의 TCE 농도별 실험에서 EK2는 TCE 농도가 증가

할수록 분해속도도 5.6에서 112.0 nmol/h으로 증가하는 것을 

확인할 수 있었고 최대 TCE 200 mg/L까지 분해 및 성장을 할 

수 있었다. 그러나 250 mg/L 이상의 농도에서 성장 및 제거를 

보이지 않았다. 이제까지 보고된 TCE 분해 균주로 페놀을 이

용하는 B. cepacia G4 (11)는 TCE 초기 농도가 6.6 mg/L, 암

모니아를 이용하는 N. europaea (35)은 TCE 초기 농도가 3.3 

mg/L, 큐멘을 이용하는 P. putida F1 (44)은 TCE 초기 농도가 

23 mg/L, 톨루엔을 이용하는 P. putida B2 (18)은 TCE 초기

농도가 5 mg/L, Rhodococcus sp. L4 (32)는 TCE 초기농도가 

21 mg/L로 매우 낮은 농도에서 실험을 진행하였다. 이에 비하

여 본 연구에서는 TCE 10-250 mg/L의 고농도 범위에서 D. 

acidovorans EK2의 분해효율을 측정하였으며, 초기 TCE 농도 

200 mg/L, 아닐린 0.4 g/L, 균 농도 1.0 g/L를 첨가하여 pH 7, 

온도 30°C의 배양조건에서 21일간 65.8% 분해하여 가장 높은 

분해효율을 나타내었다. 이로 보아 D. acidovorans EK2를 장

기간 고농도로 축적된 DNAPL 오염 지역의 생물학적 처리에 

효율적으로 이용할 수 있을 것으로 보인다. 또한, 1 mg/L의 

TCE를 12일간 99.9% 이상 제거하여, 분산형 TCE 오염 지역

에도 적용 가능하다는 것을 입증하였다. 

생물학적 TCE 분해는 미생물에 의해 발현되는 산화효소에 

의해 이루어진다. 그러나 산화효소를 발현하기 위하여 첨가된 
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성장 기질이 적정 수준 이상으로 첨가 될 시 TCE의 분해에 영

향을 미친다. Kang (17) 등에 의하면 성장 기질인 메탄 혹은 

메탄올은 TCE 분해에 경쟁적 저해제로써 작용하여 고농도(메

탄올 0.4 mM) 이상 첨가하였을 경우 TCE 분해가 저해 받았

으며 Folsom (11), Strand (39), Hyman (16) 등 역시 TCE를 

분해하기 위해 사용된 페놀, 메탄, 암모니아 등은 한정된 농도 

이상으로 첨가하였을 경우 TCE 분해가 저해되었다고 보고했

다. D. acidovorans EK2의 아닐린의 농도에 따른 TCE의 분해

특성을 확인한 결과 아닐린 농도 0.3, 0.4, 0.5 g/L를 첨가하였

을 경우 분해속도가 68.2-127.5 nmol/h으로 점점 증가하였으나 

0.6 g/L를 첨가하였을 경우 분해속도가 106.7 nmol/h로 오히

려 감소하였다. 이는 아닐린 농도 0.6 g/L 이상은 TCE와 경쟁

적 저해제로서 작용을 하였거나 혹은 아닐린과 TCE의 높은 농

도로 인해 EK2에 대해 독성을 나타냈을 것으로 간주된다.

이러한 고농도 TCE 분해에 대한 최적 배양조건으로 회분식 

실험을 수행하여 21일간 분해효율이 77.4%, 분해 속도는 

131.7 nmol/h로 나타나 뛰어난 분해능을 확인하였다. 그러나 

제거 후 TCE 잔류농도가 45.2 mg/L로 나타나 국내 음용수 기

준(0.03 mg/L)을 초과하여, 현장적용에 어려운 부분이 있으나 

화학적 및 물리적 처리와 연계하거나 제거기간의 연장, 활성제 

개발 및 성장기질, 균주 재주입을 통하여 이러한 점을 보완할 

수 있을 것이라 보인다. 

결과적으로 저농도의 TCE를 고효율로 분해할 수 있었고 

TCE 200 mg/L에 대한 최적 배양 조건을 확보함으로써 D. 

acidovorans EK2는 DNAPL로 오염된 지역에서 고농도의 

TCE를 생물학적 처리에 있어 효율적으로 사용될 수 있을 것이

며 현재 D. acidovorans에 의한 TCE 분해에 대한 연구가 매

우 미비한 실정이므로 활발한 연구가 필요하다고 사료된다. 

적요

본 연구에서는 성장기질로써 다양한 방향족 화합물을 첨가

하여 TCE 분해 균주를 분리하고 고효율 TCE 분해 균주에 의

한 고농도의 TCE 분해 특징에 대해 연구하였다. TCE에 오

염된 토양 및 폐수로부터 시료를 채취하였고 성장기질로써 

벤젠(Benzene), 페놀(Phenol), 에틸벤젠(Ethylbenzene), 아닐린

(Aniline), 큐멘(Cumene), 톨루엔(Toluene) 등을 사용하여 

TCE에 내성을 가지는 179 균주를 순수 분리하였다. 순수 분리

된 균주들을 TCE 농도 30 mg/L, 성장기질 농도 0.2 g/L, 

30°C, pH 7, 균 농도 1.0 g/L (w/v)의 호기적 조건으로 21일 

동안 분해효율을 측정한 결과, 아닐린을 성장기질로 이용한 

EK2 균주가 74.4%의 가장 높은 효율을 보여주었다. EK2 균

주는 형태학적 특징, 생화학적 특징 및 분자적 특징을 분석한 

결과 Delftia acidovorans로 동정되었다. D. acidovorans EK2

의 TCE 분해는 TCE 농도 10에서 200 mg/L까지 성장 및 분

해할 수 있었으나 250 mg/L 이상의 농도에서는 성장과 분해가 

보이지 않았다. 저농도(1.0 mg/L) 분해 실험을 위하여 D. 

acidovorans EK2를 각 0.01 g/L, 0.03 g/L, 0.05 g/L로 적용한 

결과, 모든 조건에서 12일 동안 99.9%의 분해효율을 보였다. 

고농도(200 mg/L)를 분해하기 위한 최적 배양조건은 균 농도 

1.0 g/L, 아닐린 농도 0.5 g/L, pH 7, 온도 30°C로 확인되었으

며, 21일 동안 호기적으로 배양 시 71.0%의 가장 높은 TCE 

분해효율을 보여주었고, 분해속도는 94.7 nmol/h이었다. 결과

적으로 본 연구에서 개발된 D. acidovorans EK2를 이용하여 

고농도의 TCE로 오염된 토양 및 지하수의 생물학적 처리에 효

율적으로 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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