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서 론

메탄은 생물적, 비생물적 과정에 의해 생성되는 기후변화

를 초래하는 대표적인 온실가스로[22], 이산화탄소보다 20배

이상 높은 온실효과를 가지고 있다[5]. 메탄은 무색, 무취 가

스로[14] 대기 중에 방출된 후 체류하는 기간이 다른 온실가

스에 비해 짧으며 이산화탄소에 이어 두번째로 기여도가 높

은 온실가스이다. 메탄의 주요 발생원은 매립지와 폐기물 처

리 시설 등과 같은 인위적 발생원과 논 및 습지 등과 같은 자

연적 발생원이며[7], 그 중 매립지는 전 지구적으로 인위적

발생에서 18%를 차지하고 있다[6]. 메탄은 에너지 생성을 위

해 회수하거나 다양한 기술을 이용해서 현장에서 처리될 수

있다. 고농도로 배출되는 메탄은 회수하여 에너지원으로 활

용할 수 있지만 소규모의 매립지나 저농도로 배출되는 메탄

은 자원으로 회수가 곤란하다. 온실가스인 메탄의 배출저감

을 위해 자원으로 회수가 어려운 저농도 메탄의 처리 방법

으로 메탄을 분해하는 미생물을 이용한 생물학적 기술에 관

한 연구가 활발하게 진행되고 있다[2]. 생물학적 메탄 저감

방법은 경제적인 기술로 잘 알려져 있으며, 매립가스 배출량

이 적거나 시간이 많이 경과한 매립지의 경우는 메탄산화세

균 활성과 다양한 담체를 충전재로 사용한 바이오커버 혹은

바이오필터를 활용하여 메탄을 처리할 수 있다[9]. 메탄산화

세균은 유일 탄소원과 에너지원으로 메탄을 활용하며

methane monooxygenase (MMO)라는 효소를 이용해 메탄

을 메탄올로, 최종적으로는 이산화탄소로 산화시킨다[12]. 담

체는 미생물의 농도와 특성을 향상시키며, 미생물이 밀집하

여 성장할 수 있는 서식지를 제공해야 한다[16]. 충전재로 사

용하는 담체는 넓은 표면적과 높은 수분보유능이 요구되며[8]

적절한 입경을 가지고, 가격이 저렴해야 한다. 현재 많이 사

용되고 있는 생물유래 유기성 담체는 토양, compost 등이 대

표적이며 쉽게 이용이 가능하고 미생물 성장에 필수적인 질

소나 인과 같은 영양분이 함유되어 있는 장점이 있다[17]. 또
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한 비표면적과 공극률이 크며, 수분보유량도 뛰어나지만 담

체의 변형(막힘) 및 생분해될 수 있는 단점을 가지고 있다[1,

21]. 이러한 단점을 보완하기 위한 목적으로 최근에는

polyurethane, tobermolite 및 perlite와 같이 생분해에 견딜

수 있는 불활성 담체가 많이 사용되고 있다[15]. Tobermolite

와 perlite는 다공질로서 넓은 표면적을 가지며, 수분 보유능

이 뛰어난 특징을 가지고 있다[14, 19]. 또한, polyurethane

폼은 가볍고 고농도의 미생물이 부착, 생장 가능하며 공극의

크기를 조절할 수 있고 통기성이 우수하다[1]. 본 연구에서

는 메탄산화세균을 이용하여 메탄산화세균의 활성과 증식에

미치는 tobermolite, perlite 및 polyurethane 담체의 영향을

규명하였다.

재료 및 방법

담체 및 접종원

담체는 tobermolite (JawooBio, Korea), perlite (Hyuga

pumice, Japan), polyurethane(Seilsponge, Korea)을 사용

하였으며, 각각의 크기는 3-8 mm, 4-5 mm, 5 × 5 × 5 mm이

다. 상기 담체를 autoclave 후 메탄에 대한 흡착율을 평가한

결과, 무생물학적 흡착에 의해 메탄이 제거되지 않는다는 것

을 확인하였다(결과 미제시). 각 담체의 특성을 Table 1에 나

타내었다. 담체를 수돗물로 세척한 후 3차 증류수로 마지막

세척하고 나서 tobermolite와 perlite는 105oC 오븐에서

24시간 건조시키고, polyurethane은 60oC 오븐에서 건조시

켰다. 접종원은 충남 공주시 금강 유역의 습지 토양에서 분

리한 메탄산화 혼합균 A와 혼합균 C, 가평매립지와 공주매

립지 토양에서 분리한 메탄산화 혼합균 B와 혼합균 D를 사

용하였다[13].

메탄산화능에 미치는 담체의 영향

접종원은 습지 토양과 매립지 토양에서 분리한 혼합 메탄

산화세균을 nitrate mineral salts (NMS) 배지에서 유일 탄

소원으로 메탄가스 5%(v/v)를 주입하여 배양하였다. NMS 배

지 조성은 다음과 같다; MgSO4·7H2O 5 g·L
-1, CaCl2·6H2O

1 g·L-1, KNO3 5 g·L
-1, KH2PO4 1.36 g·L

-1, Na2HPO4·

12H2O 3.585 g·L
-1, CuSO4·5H2O 0.75 g·L

-1, Trace element

solution(FeSO4·7H2O 200 mg·L
-1, ZnSO4· 7H2O 10 mg·L-1,

MnCl2·4H2O 3 mg·L-1, H3BO3 30 mg·L-1, CoCl2·6H2O

20 mg·L-1, CaCl2·2H2O 1 mg·L-1, NiCl2·6H2O 2 mg·L-1,

Na2MoO4· 2H2O 3 mg·L-1). 메탄산화능에 미치는 담체의 영

향 실험은 2번에 걸쳐 수행하였는데, 첫 번째 실험은 혼합

균 A와 B를 접종원으로 사용하였고, 두 번째 실험은 혼합

균 C와 D를 접종원으로 사용하였다.

첫 번째 실험은 혼합균 A와 혼합균 B를 각각 3 ml, NMS

배지 17 ml을 혼합하여 만든 20 ml의 접종원용액에 15 g

perlite, 10 g tobermolite, 0.5 g polyurethane 담체를 넣어

담체 표면에 미생물이 부착되도록 하였다. 멸균한 600 ml 혈

청병에 filter paper를 넣고 접종원-NMS 배지 20 ml을 분주

한 후 상기의 방법으로 준비한 담체를 넣었다. 대조군은 담

체 첨가 없이 접종원-NMS 배지만 20 ml을 분주하였다.

Perlite와 tobermolite 및 polyurethane 각각의 총 부피는

40 ml, 40 ml, 30 ml이었다. 

첫 번째 실험 결과를 참고로 하여 더 정확한 담체별 비교

를 위해 두 번째 실험에서는 모든 담체의 총 부피를 동일하

게 맞추어 주었다. 혼합균 C와 혼합균 D를 각각 3 ml, NMS

배지 17 ml을 혼합하여 만든 20 ml의 접종원 용액에 10 g

perlite, 8 g tobermolite, 0.5 g polyurethane 담체를 넣어

담체 표면에 미생물이 부착되도록 하였다. 멸균한 600 ml 혈

청병에 filter paper를 넣고 접종원-NMS 배지 20 ml을 분주

한 후 상기의 방법으로 준비한 담체를 넣었다. 대조군은 담

체 첨가 없이 접종원-NMS 배지만 20 ml을 분주하고, 각 담

체의 총 부피는 모두 30 ml로 동일하게 하였다. 이렇게 준

비한 담체-접종원-NMS 배지 혼합물을 혈청병에 넣고, 고무

마개로 밀봉한 후 탄소원으로 메탄가스(99.9%)를 최종농도

가 10%(v/v) 되도록 주입해 주었다. 혈청병은 빛에 대한 영

향을 차단하기 위해서 30oC 배양기 안에서 정치 배양하였다.

배양하면서 혈청병 상부 가스를 0.3 ml 채취하여 가스 크로

마토그래피로 메탄의 농도를 측정하였다. 혈청병 상부의 메

탄농도가 5000 ppm 이하로 떨어지면 혈청병의 고무마개를

열어 공기를 치환해 주었다. 다시 혈청병을 고무마개로 밀봉

하고 메탄을 10%(v/v) 농도가 되도록 재주입 해주는 과정을

첫 번째 실험에서는 5회 반복하였다. 첫 번째 실험 관찰 시

메탄 재주입 과정에서 4회 이후 메탄산화속도가 감소하는 경

향을 보여 두 번째 실험에서는 메탄 재주입을 3회 반복하였

다. 모든 실험은 3반복으로 수행하였다.

일반세균과 메탄산화세균 정량 분석

각 담체별 메탄산화세균의 활성과 증식에 미치는 영향을

Table 1. Property of packing materials.

Property Tobermolite Perlite
Polyurethane 

[20]

Water holding capacity 

(w/w, %)

109.5 64.6 5700

pH 7.0 6.0 7.0

Bulk density (g/cm3) 0.276 0.470 0.015

Skeletal density (g/cm3) 2.281 2.084 -

Porosity (v/v, %) 72.1 70.4 98.8

Surface area (m2/g) 119.1 32.1 76.81

Intrusion volume (ml/g) 1.131 1.083 13.200
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알아보기 위해 quantitative real time polymerase chain

reaction (qRT-PCR)을 수행하여 메탄산화세균을 정량적으

로 분석하였다. DNA 추출과 qRT-PCR을 수행하기 위해 담

체에 0.9% NaCl 용액 부피비로 10배가 되도록 첨가한 후 초

음파 처리를 하여 세균을 회수한 후, Nucleospin®Soil

(Macherey-Nagel) Kit를 사용해 DNA를 추출하였다. 추출한

DNA를 template로 하여 pmoA-specific primer A189f(5'-

GGNGACTGGGACTTCTGG-3')와 mb661r(5'-CCGGMGCA-

ACGTCYTTACC-3')을 이용하여 메탄산화세균을 검출하였

다[11]. 총 박테리아는 16S rRNA 유전자를 증폭하는 340f

(5'-TCCTACGGGAGGCAGCAG-3')와 805r(5'-GACTAC-

HVGGGTATCTAATCC-3') primer를 사용하여 정량하였다

[10]. 메탄산화세균 정량을 위해 다음과 같은 조건으로 qRT-

PCR을 수행하였다. 95oC에서 3분 동안 pre-denaturation 후

95oC에서 15초 denaturation, 55oC에서 30초 annealing,

72oC에서 30초 extension 과정을 40 cycles 반복한 후 82oC

에서 30초 동안 final extension을 수행하였다. 총 세균 정량의

qRT-PCR 조건은 95oC에서 3분 동안 pre-denaturation 후

95oC에서 15초 denaturation, 50oC에서 30초 annealing,

72oC에서 30초 extension 과정을 40 cycles 반복한 후 82oC

에서 30초 동안 final extension을 수행하였다. 

분석 방법

혈청병 내의 담체별 메탄산화속도를 계산하기 위해서 메

탄 주입농도와 분해농도는 FID (Flame Ionization Detector)

가 장착된 가스 크로마토그래피(Agilent 6850N, Santa

Clara, US)로 측정하였다. 분석 조건은 Supelcowax column

(30 m × 0.32 mm × 0.25 µm, Supelco Inc., Bellefonte,

US)을 장착하였고, 오븐 온도 100oC, 주입부 온도 230oC, 검

출기 온도 230oC에서 수행하였다. 유리주사기(gas-tight

syringe)를 이용해서 혈청병 상부 가스를 0.3 ml 채취하여 메

탄 주입농도와 혈청병 내 잔류농도를 측정하였다.

결과 및 고찰

첫 번째 실험의 메탄산화 혼합균 A를 각 담체별로 분주한

후 최초 메탄 주입 시 시간에 따른 메탄 농도의 변화를 Fig.1

에 나타내었다. 대조군(담체 미첨가)에서는 초기 메탄 주입

후 10%(v/v) 메탄을 모두 분해하는데 8.8일 이상이 소요되었

다. Perlite를 첨가한 조건에서는 메탄을 최초 1회 주입 시

3.7일 만에 메탄농도 10%(v/v)를 분해하여 가장 빠른 속도로

메탄이 산화된 것을 확인할 수 있었다. Tobermolite를 첨가

한 경우에는 약 6.9일 경과 시까지 다른 담체에 비해 산화속

도가 느리게 나타났지만 약 7일이 지나면서 급속하게 빨라

지는 것으로 나타났다. 혼합균 B도 tobermolite에서 시간이

경과함에 따라 속도가 빨라졌다. Tobermolite 첨가 시 초기

메탄산화속도는 다른 담체에 비해 느리게 나타나고 있지만

시간의 경과에 따라 속도가 빨라지고 있으며, 메탄을 두 번

째 주입하여 관찰한 경우 혼합균 A는 약 1.2일, 혼합균 B는

약 2.8일 경과시점에 메탄이 모두 분해되었다(결과 미제시).

메탄산화세균이 tobermolite 담체에 적응하고 안정화 기간

이 지나면 메탄산화 활성을 증가시키고, 메탄산화속도가 빨

라질 것이라고 추측된다. Pawłowska[18]의 연구에 따르면

바이오필터의 메탄산화에 관한 실험에서 시간이 경과할수록

메탄산화세균의 산화능이 증가하며 제거량이 최대값에 도달

함을 보여주었다. Polyurethane을 첨가한 경우에는 최초 주

입 시 약 7일 만에 메탄이 모두 분해되어 perlite 다음으로

빠른 속도를 나타냈지만 시간이 경과할수록 속도가 느려지

는 양상을 보여주었다.

각 담체를 첨가한 조건에서 모든 혼합균의 메탄산화속도

를 계산하여 Fig. 2에 나타내었다. 담체별 실험 종료 시간이

상이하여 동일한 조건의 결과값을 위해 메탄산화속도는 각

담체별 메탄산화세균의 메탄 분해량을 총 관찰 시간과 총 부

피로 나누어 계산하였다. 혼합균 A는 담체를 첨가하지 않은

대조군에서 17.8 ± 1.10 mmol L-1d-1 메탄산화속도를 나타냈

으며, perlite를 첨가한 경우의 메탄산화속도는 27.7 ± 0.71

mmol L-1d-1로 대조군과 비교시 메탄산화율이 약 66% 증가

하였다. 혼합균 B는 perlite 첨가 시 33.5 ± 0.30 mmol L-1d-1의

메탄산화속도를 보였으며, 다른 담체와 비교 시 2배 이상의 높

은 값을 나타내었다. 혼합균 C의 메탄산화속도는 tobermolite

를 첨가했을 시 30.2 ± 0.13 mmol L-1d-1, perlite를 첨가한

경우에는 28.8 ± 0.98 mmol L-1d-1의 값을 나타내어 poly-

Fig. 1. Time profile of methane concentration in the

consortium A culture supplemented with different packing

materials (the first experiment).
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urethane 보다 3배 이상의 높은 값을 보여주고 있다. 혼합균

D 역시 perlite를 첨가했을 때 33.3 ± 0.41 mmol L-1d-1의 가장

높은 메탄산화속도를 나타내었으며, tobermolite에 비해 2배

이상의 속도를 보여주었다. 혼합균 C와 혼합균 D는 담체를

첨가하지 않은 대조군과 비교해 모든 담체에서 메탄산화속

도가 증가하였다. 이와 같이 네 종류의 혼합균 모두 perlite

첨가 조건에서 메탄산화속도가 2배 이상 증가하였고,

tobermolite 첨가 조건에서는 메탄산화속도가 대조군과 유

사하거나 1.5-2배 정도 증가하였다. 그러나 polyurethane 첨

가는 메탄산화속도를 향상 시키는데 크게 기여하지 않았다. 박

테리아 접종원의 매개체로써 perlite 영향에 관한 연구에 따

르면 perlite가 미생물의 높은 군집을 유지할 수 있다고 나

타내고 있다[3]. 생물학적 메탄저감 기술에서 담체는 메탄산

화 효율을 증진시키는 중요한 역할을 한다. 담체 이외에도

환경요인으로서 온도, 영양분, pH, 습도 등은 큰 영향을 미

칠 수 있다[4, 14].

메탄산화세균의 메탄산화 유전자 중 하나인 pmoA 유전자

를 타겟으로 하는 qRT-PCR을 수행하여 메탄산화세균 수를

측정하여 Fig. 3에 제시하였다. 혼합균 A의 각 담체별 pmoA

유전자 copy number는 perlite와 polyurethane에서 각각

1.5 × 108 ± 1.3 × 108, 5.5 × 108 ± 1.2 × 108로 가장 많은 수

가 검출 되었으며, 대조군의 2.6 × 106 ± 3.4 × 105에 비해 약

100배 많이 존재하였다. 혼합균 B와 혼합균 C의 qRT-PCR

결과는 polyurethane에서 각각 1.5 × 109 ± 1.2 × 109, 3.6 ×

107 ± 1.5 × 107를 나타내 가장 많은 수를 확인하였고, 그 다음

으로 perlite에서 많이 관찰되었다. 혼합균 D는 polyurethane

과 perlite에서 gene copy number가 각각 1.8 × 107 ± 2.7 ×

106, 6.5 × 106 ± 5.6 × 106으로 가장 많은 메탄산화세균이 존

재하였고, 대조군의 7.4 × 104 ± 3.2 × 104와 비교해 100배 이

상의 수를 나타내었다. 혼합균 C와 혼합균 D는 대조군과 비

교해 모든 담체에서 더 많은 메탄산화세균이 서식함을 확인

할 수 있었다. Polyurethane에서는 메탄산화세균 수는 증가

하였지만 메탄산화속도가 크게 증가하지 않았다(Fig. 2).

Polyurethane 담체 첨가 시 메탄산화세균 수 증가와 활성 증

가가 일치하지 않는 원인에 대한 연구가 향후 필요하다. 그

러나 perlite는 메탄산화세균의 서식지 제공과 동시에 메탄

산화 효율을 증가시키는 담체로 작용하였다.

Fig. 4는 일반세균의 qRT-PCR 결과를 나타내었다. 모든

혼합균이 polyurethane 담체에서 가장 많은 메탄산화세균이

존재한 것과 마찬가지로 일반세균 수도 가장 많이 검출되었

다. Polyurethane을 담체로 첨가한 경우 메탄산화세균 수에

비해 메탄산화속도가 증가하지 않은 이유에는 일반세균 수

의 비율이 상대적으로 높은 것도 하나의 원인이 되었을거라

판단된다. 특히, 혼합균 C와 D는 polyurethane에서 일반세

균 수가 각각 1.8 × 1011 ± 1.8 × 1010, 5.3 × 1011 ± 2.4 × 1011

를 나타내어 대조군과 비교해 100배 이상 많은 수가 확인되

었다.

일반세균 수 대비 메탄산화세균 수의 비율을 Fig. 5에 제

시하였다. 본 실험에 사용한 혼합균은 농화배양되어 최소 6

개월 이상 안정적으로 유지 관리되었다. 따라서 비메탄산화

세균 수와 메탄산화세균의 비율은 실험기간 동안 크게 변하

지 않았을 것이며, 담체를 첨가하지 않은 대조군의 결과를

초기 접종원과 유사하다고 생각할 수 있다. 또한, 부유증식

Fig. 2. Comparison of methane oxidation rates at different

packing materials.

(A) and (C), methane-oxidizing consortia originating from wetland

soil; and (B) and (D), methane-oxidizing consortia from landfill

cover soil.

Fig. 3. Comparison of methanotrophic population densities at

different packing materials. 

(A) and (C), methane-oxidizing consortia originating from wetland

soil; and (B) and (D), methane-oxidizing consortia from landfill

cover soil.
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에서 부착증식으로 전환 시 비메탄산화세균 수와 메탄산화

세균의 비율은 시간의 경과에 영향을 받지 않았다[10]. 메탄

산화세균의 비율을 각 담체별로 통계적 분석을 한 결과, 혼

합균 B는 각 담체별로 유의미한 차이가 없었다. 혼합균 B를

제외하고 모든 혼합균이 tobermolite에서 메탄산화세균의 비

율이 다른 담체에 비해 많음을 확인하였다. 혼합균 A는

tobermolite에서 다른 담체에 비해 10배 정도 메탄산화세균

의 비율이 더 높았으며, 혼합균 C에서는 약 30배 높은 값을

보여주었다. 혼합균 D는 tobermolite에서 메탄산화세균 수의

비율이 약 4.5%로 대조군과 polyurethane에 비해 1,000배 더

높은 비율을 나타내었으며, perlite와 비교해 100배 이상의 비

율이었다. 즉, tobermolite는 메탄산화세균의 메탄산화 활성

을 향상시키지는 않았지만, 빠른 시간 내에 메탄산화세균이

우점할 수 있는 특이적 서식지를 제공할 수 있었다. 추후 메

탄산화세균의 군집 분석 및 메탄산화세균과 비 메탄산화세

균이 공존할 경우 메탄산화속도에 미치는 영향에 대한 연

구가 진행되어야 할 것이다. 또한 메탄산화 공정 시스템에

서 perlite와 tobermolite를 담체로 적용 시 메탄산화세균의

서식지 역할과 메탄산화 효율을 관찰하기 위한 연구가 필요

할 것이라 판단된다.

요 약

Tobermolite, perlite 및 polyurethane을 충전재로 이용한

바이오필터에 의한 메탄제거 기술이 개발되고 있다. 본 연구

에서는 이들 충전재가 메탄산화능에 미치는 영향을 알아보

았다. 습지토양과 매립지토양에서 분리한 혼합 메탄산화세

균(consortium A, B, C and D)를 접종원으로 하고, 메탄산

화속도와 메탄산화세균 수에 미치는 담체(perlite, tobermolite,

polyurethane)의 영향을 조사하였다. Perlite를 첨가한 경우

메탄산화속도는 대조군 (담체 미첨가)보다 두 배 이상 증가

하였고, 메탄산화세균 수도 10배 이상 증가하였다. Tobermolite

를 첨가한 경우에는 일반세균 수 대비 메탄산화세균의 비율

이 대조군과 다른 담체에 비해 높았다. 이는 tobermolite가

메탄산화세균이 우점할 수 있는 특이적 담체로 작용함을 시

사한다. 이상의 결과로 부터 perlite와 tobermolite는 메탄산

화세균의 활성을 증가시키는 서식지를 제공하며 메탄산화

공정시스템에 적용 시 좋은 담체의 역할을 할 수 있을 것으

로 기대된다.
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