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요 약

폐가스 처리용 바이오필터의 핵심 요소 기술은 생촉매(미생물), 담체, 설계·운전 기술 및 진단·관리 기술이다. 특히,

바이오필터의 성능은 부하 조건과 바이오필터 내 미생물 군집 구조에 의해 영향을 받는다. 지금까지 바이오필터의 미

생물 연구는 대부분 배양법을 기초로 하여 수행되어 왔으나, 최근에 보다 신속하고 정확하게 미생물 군집을 분석할 수

있는 방법들이 제시되고 있다. 본 논문에서는 생리적, 생화학적 및 분자생물학적 미생물 군집 분석 방법과 이를 활용

한 바이오필터의 미생물 군집 특성을 조사한 연구사례를 소개하고, 미생물 군집 분석법의 바이오필터에 적용 가능성

에 대해 고찰하였다. Community-level physiological profile 방법은 시료 중에 포함된 종속영양미생물의 탄소기질 이용

능력을 기반으로 군집 특성을 조사하는 것이며, Phospholipid fatty acid analysis는 미생물 세포막 지방산을 분석하여

군집 특성을 조사하는 방법이다. 환경시료로부터 직접 추출한 DNA를 활용하는 분자생물학적 분석법에는 “partial

community DNA analysis”와 “whole community DNA analysis”가 있다. 전자의 방법은 PCR 과정에 의해 증폭시킨 염

기서열을 분석하는 것으로 ribosomal operon 유전자가 가장 많이 활용되었다. 이 방법은 다시 PCR fragment cloning

및 genetic fingerprinting으로 구분되며, genetic fingerprinting 방법으로는 denaturing gradient gel electrophoresis, terminal-

restriction fragment length polymorphism, ribosomal intergenic spacer analysis 및 random amplified polymorphic DNA

방법으로 세분화된다. 추출된 전체 군집의 DNA를 분석하는 방법에는 total genomic cross-DNA hybridization, 총 추

출 DNA의 열 변성/재결합 방법 및 밀도구배를 이용하여 추출한 DNA를 분획화하는 방법 등이 있다.

Abstract −There are four key factors for gas-phase biofilters; biocatalysts(microorganisms), packing materials, design/operat-

ing techniques, and diagnosis/management techniques. Biofilter performance is significantly affected by microbial com-

munity structures as well as loading conditions. The microbial studies on biofilters are mostly performed on basis of

culture-dependent methods. Recently, advanced methods have been proposed to characterize the microbial community

structure in environmental samples. In this study, the physiological, biochemical and molecular methods for profiling

microbial communities are reviewed, and their applicability to biofilters is discussed. Community-level physiological profile is

based on the utilization capability of carbon substrate by heterotrophic community in environmental samples. Phospho-

lipid fatty acid analysis method is based on the variability of fatty acids present in cell membranes of different micro-

organisms. Molecular methods using DNA directly extracted from environmental samples can be divided into “partial

community DNA analysis” and “whole community DNA analysis” approaches. The former approaches consist in the analysis

of PCR-amplified sequence, the genes of ribosomal operon are the most commonly used sequences. These methods include

PCR fragment cloning and genetic fingerprinting such as denaturing gradient gel electrophoresis, terminal-restriction fragment

length polymorphism, ribosomal intergenic spacer analysis, and random amplified polymorphic DNA. The whole community

DNA analysis methods are total genomic cross-DNA hybridization, thermal denaturation and reassociation of whole extracted

DNA and extracted whole DNA fractionation using density gradient.

Key words: Community-Level Physiological Profile, DNA-Based Methods, Gas-Phase Biofilter, Microbial Community

Analysis, Phospholipid Fatty Acid Analysis
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1. 서 론

지난 수십 년 동안 환경문제는 전 세계적으로 주요 이슈가 되고

있으며, 수질오염, 대기오염, 토양오염, 유해 폐기물 등과 같은 환경

오염문제 해결과 환경복원 및 보전을 위해 매우 다양한 환경공학기

술들이 개발되고 있다. 특히, 엄격하게 강화되고 있는 환경 규제치를

만족하기 위해 개발된 환경공학기술을 “추가비용 없이 최적 활용 가

능한 기술(BATNEEC, Best Available Technology Not Entailing Excessive

Costs)”로 혁신시키기 위한 많은 노력들이 진행되고 있다[1].

환경공학기술 개발 및 혁신과정에서 생물, 특히 미생물을 활용하

는 환경생물공학기술(Environmental Biotechnology)은 다음과 같은

주요 특성으로 인해 지속적으로 주목받고 있다(Fig. 1)[1]. 생물(주로

미생물)을 촉매로 활용하는 생물학적 환경공학기술은 물리·화학적

환경공학기술에 비교하여 운전비가 매우 저렴한 장점이 있다. 예를

들면, 비교적 저농도의 폐가스를 생물학적 방법으로 처리할 경우 처

리용량이 증가할수록 물리·화학적 방법보다 운전비가 훨씬 절감되는

효과를 얻을 수 있다[2]. 또한, 미생물 공정은 환경적응성이 우수한

매우 유연한 공정이다. 미생물 개체 혹은 군집은 “적응(adaptation)”

을 통해 다양한 환경조건에 내성을 지니거나, 난분해성 물질을 대사

하거나 공대사할 수 있는 능력을 습득할 수 있다[1]. 예를 들면, 바이

오필터를 장기간 운전하게 되면, 어느 정도 범위의 pH, 온도 등의 외

부 변화에 대해 바이오필터의 미생물 군집이 순응하게 되며[3-5], 생

분해가 불가능한 것으로 생각된 인공합성 제초제 및 농약, 다이옥신,

할로겐화합물 등에 대해서도 이들을 분해할 수 있는 신규의 미생물

혹은 미생물 군집이 보고되는 등 미생물의 다양성이 풍부하다[6-8]. 

환경생물공학기술 원리는 자연의 정화 작용을 활용한 대중 친화

적이며 환경 친화적인 “녹색기술(Green Tech)”이다. 일반적으로 대

중은 콘크리트로 만든 하·폐수처리장보다는 비용이 고가이며 처리

효율도 불안정한 갈대나 습지를 활용한 수질정화시스템을 선호하는

경향이 있다[1]. 

상기와 같은 주요 특성 때문에 환경생물공학 원리를 활용한 기술

개발에 대한 수요가 점점 증대되고 있다. 환경생물공학기술이 활용

된 대표적인 기술 중 하나가 대기오염물질 처리를 위한 바이오필터

이다[9-11]. 바이오필터는 개발 초기에는 주로 황화수소, 암모니아 등

과 같은 악취 함유 개발 초기에 활용되었으나[12-25], 최근 들어서는

벤젠, 톨루엔, 에틸벤젠, 쟈일렌 등과 같은 휘발성 유기화합물(VOC)

함유 폐가스도 만족할 만한 수준으로 처리가 가능하여 현재 상용화

되고 있다[26-40]. 

본 논문에서는 악취 및 휘발성 유기화합물 처리용 바이오필터의

4대 핵심 요소 기술에 대해 간략히 고찰하고, 바이오필터의 악취 및

VOC 제거 성능에 가장 큰 영향을 미치는 미생물 군집 거동 특성을

분석하는 최신 방법의 종류, 원리 및 특성과 최신의 미생물 군집 분

석방법을 활용한 바이오필터 미생물 군집 특성에 관한 연구를 소개

하고, 그 중요성에 대해 설명하고자 한다.

2. 폐가스 처리용 바이오필터의 기술 특성

바이오필터의 주요 핵심 요소 기술은 담체, 생촉매(미생물), 설계/

운전, 진단 및 관리 기술이다(Fig. 2). 바이오필터에 사용되는 담체는

생촉매인 미생물의 우수한 부착력, 많은 양의 biomass를 고정할 수

있는 넓은 표면적, 낮은 압력손실과 압밀현상, 뛰어난 내구성을 가져

야 할뿐만 아니라 저렴하여야 한다[12,22,29,30,36,41,42]. 

바이오필터 성능을 좌우하는 생촉매(미생물)에 대한 연구는 (i) 오

염가스 물질을 분해할 수 있는 특정 미생물을 배양, (ii) 특정 균주의

특성을 조사하여 바이오필터 성능 유지를 위한 운전인자에 관한 정

보를 구축하기 위한 연구가 진행되고 있다[12-16,18,20,21,25,30-32,43].

또 다른 방향의 연구는, 기존의 바이오필터에 의해 분해가 곤란하거

나 분해효율이 저조한 난분해성 오염가스 물질을 대상으로 선정하여,

이를 효율적으로 분해할 수 있는 미생물을 농화배양(enrichment

culture) 방법을 통해 선별하여 바이오필터 성능향상을 위한 접종원

으로 활용하고 있다[17,24,26,34]. 

생물학적 반응은 물리·화학적 반응에 비해 반응속도가 느려 반응

기 부피를 비롯한 제반 설비 규모가 커지는 단점이 있다[2]. 이를 보

완하기 위해 제반 설비를 compact하게 설계하는 기술 개발이 활발

히 진행되고 있다[5,11,20,38,44,45]. 그리고 바이오필터는 미생물이

생육 가능한 조건을 조성하면서 원하는 수준의 처리효율을 얻을 수

있는 조건을 유지하는 운전기술이 매우 중요하다. 지금까지 연구된

운전기술은 주로 폐가스 처리 용량과 농도에 따른 운전 조건, 폐가

스 성상, 수분 및 영양제 공급 주기, pH 및 온도 영향, 그리고 미생

물 농도 등에 대한 데이터베이스가 구축되고 있으며[3-5,13,17,25,28,

31,34,35,46-49], 폐가스 중 오염물질의 성상 및 농도의 일중 혹은 연

중 변화, 휴일 및 휴가 등의 산업 공정 중단에 따른 바이오필터의 장

Fig. 1. Key features of environmental biotechnology. Fig. 2. Key factors demanded for gas-phase biofilter.
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·단기 가동 중지 등의 부하 조건 변화에 적합한 설계 및 운전기술에

관한 몇몇 연구도 진행되고 있다[23,44,45,50,51]. 바이오필터가 최적

활용 가능한 기술로 혁신하기 위해서는 바이오필터 성능을 진단하고,

진단 결과를 토대로 적절한 관리를 취하여 심각한 문제 발생을 사전

에 예방할 수 있는 기술 개발이 필요하지만[51,52], 아직까지 이에 관

련된 정보가 거의 축적되지 못하고 있으며 향후 관련 분야의 연구가

필요하다.

3. 바이오필터의 미생물 군집 분석의 중요성

다양한 산업시설 혹은 환경기초시설로부터 배출되는 폐가스의 성

상과 농도는 매우 다양하고, 불규칙적이며 불예측적으로 배출된다.

불규칙적이고 불예측적인 부하 조건에 대한 바이오필터의 처리 성능

을 보다 증대시키기 위해서는, 바이오필터의 transient response에 대한

연구가 선행되어 Fig. 3에 제시한 관련 정보가 축적되어야 한다[52].

우선, 바이오필터의 transient response에 대한 정보가 축적되기 위

해서는, 부하 조건 변화에 대한 바이오필터의 오염물질 제거 효율을

모니터링하고, pH, 온도, 수분함량, 전도도, 압력손실 등과 같은 물

리·화학적 parameter를 연속적으로 측정할 필요가 있다[2,51]. 또한,

부하 조건 변화에 따라 바이오필터의 성능을 결정적으로 좌우하는

미생물 군집 dynamics에 대해 연구하고, 미생물 군집 dynamics와 바

이오필터 성능간의 상관관계를 종합적으로 분석하는 것은 바이오필

터 성능 향상에 있어 매우 중요한 과제이다[51,52].

바이오필터는 오염물질 분해능을 담당하는 핵심 미생물군을 비롯

하여 다양한 종류의 미생물들이 나름대로의 niche를 가지고 조화롭

게 서식하고 있는 작은 생태계로 볼 수 있다. 그런데, 지금까지의 바

이오필터의 미생물학적 연구의 대다수는 오염물질 분해에 주요 역할

을 할 것으로 기대되는 특정 미생물의 순수 분리에 초점이 맞추어져

진행되고 있다[12-16,18,30,31,25,30-32,43]. 극히 최근에 들어서 바

이오필터 미생물 군집 전체에 대한 연구가 제한적으로 진행되고 있

는 실정이다.

바이오필터에서 오염물질 제거에 주요 역할을 할 것으로 기대되

는 특정 미생물에 대한 연구도 거의 대부분 배양법에 기초로 하여 진

행되어 왔다[12-16,18,20,31,25,30-32,43]. 따라서, 사용하는 배지의

조성 및 배양 조건에 따라, 선택되어지는 미생물종이 달라짐에 따라

미생물학적 정보가 왜곡되거나 제한된 정보만 얻어지는 문제점이 발

생된다[532,5]. 또한, 미생물 분리 단계에서는 오염물질의 분해능에

관한 여부를 알 수 없기 때문에, 순수 분리 후 오염물질의 분해능에

관한 조사를 별도로 수행해야 하므로, 번거롭고 시간이 많이 소요되

는 등의 문제가 있다.

최근 들어 미생물 생태공학 분야에서는 개개의 미생물이 아닌 미

생물 군집 특성을 연구할 수 있는 기법들이 다양하게 개발되고 있고

[53-55], 이 분자생물학적 방법은 비교적 정확하고 신속하게 미생물

군집 특성을 연구할 수 있는 기법이다. 또한, 특정 오염물질을 분해

할 수 있는 미생물을 환경시료로부터 신속하고 정확하게 검출하기

위해서, 오염물질 대사 기작에 관련된 특정 유전자를 검출할 수 있

는 primer를 활용하는 기법이 활용되고 있다[53-55]. 

4. 미생물 군집 분석 방법

현재 많이 활용되고 있는 최신 미생물 군집 분석은 생리학적 방법,

생화학적 방법 및 분자생물학적 방법으로 구분되며, 각 방법의 개요

및 그 특성을 Table 1에 요약하여 나타내었다[55]. 

4-1. 생리학적 방법: Community-level physiological profiles(CLPP)

Community-level physiological profiles(CLPP) 방법은 각종 환경

시료의 미생물 군집들의 특성을 조사, 비교하기 위해 주로 많이 사

용되고 있는 방법이다[55]. Garland and Mill [56]은 95 종의 탄소 기

질로 96-well microliter plate(한 well에는 탄소기질이 들어있지 않음,

대조군으로 활용)를 이용한 CLPP 방법을 제안하였다(Table 2). 또한,

주로 환경시료 미생물 군집 분석용으로 31 종의 탄소를 이용한 Eco

plate가 이용되고 있다[57,58]. 각각의 well은 유일 탄소원과 함께 산화

환원 지시자인 염료 tetrazolium violet이 포함되어 있는데, tetrazolium

violet은 호흡 활동을 하는 동안에 감소되어 well의 색변화가 일어나
Fig. 3. Researches for accumulating knowledge of transient response

of biofilter.

Table 1. Summary of commonly used microbial community profiling methods[55]

Methods Main approach Target populations Comments

Community-level physiological 

profiling (CLPP) using Biolog 

microplates

Assess sole-carbon source utilization to 

determine physiological capacity of 

community

Fast-growing cultivable 

organisms

Relatively quick and inexpensive. 

Difficulties with analysis and interpretation

Phospholipid fatty acid analysis 

(PLFA)

Assess community structure based on 

variability of membrane lipids
Entire community 

Most variability associated with bacteria not 

fungi. Overlap among groups for marker 

PLFAs

Sequence analysis of DNA clone 

libraries

Catalogue species richness and community 

composition by sequence analysis of ribosomal 

RNA (or other) genes

Entire community or portion of 

(depends on PCR primers)

Bias associated with DNA extraction and 

PCR. Expensive and time-consuming to 

sequence full diversity from a single soil 

sample

DNA-based fingerprints(e.g. 

DGGE, T-RFLP, RISA, ITS)

Create visual fingerprints of whole 

communities based on variation in ribosomal 

RNA (or other) genes

Entire community or portion of 

(depends on PCR primers)

Bias associated with DNA extraction and 

PCR. Resolution may inadequate for diverse 

communities
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게 된다. 즉, 시료가 접종된 각각의 well은 시간이 경과함에 따라 미

생물의 호흡 활동으로 인해 특징적으로 색깔 변화가 일어나게 되며, 이

것을 분광광도계를 사용하여 흡광도로 측정하는 것이 microliter

plate를 활용한 CLPP 분석법의 원리이다. 각각의 well의 흡광도 값

은 대조군(증류수의 값)으로 보정한 후, 이를 well의 평균 색 발달 정

도 average well colour development(AWCD)로 표시한다[57,58]. 

CLPP 방법은 저렴하면서도 빠르게 미생물 군집 분석을 할 수 있

다. 그러나 이 기법은 실험실의 일정한 배양 조건 하에서 나타나는

미생물의 활성에 의존하기 때문에, 실제 자연계에서의 미생물의 활

성이 실험실과 동일하게 발휘되는지에 대해서는 불확실하며, 측정된

데이터의 분석과 해석이 어렵다[59].

4-2. 생화학적 방법: Phospholipid fatty acid analysis(PLFA)

Phospholipid fatty acid analysis(PLFA) 방법은 미생물의 세포막 지

방산의 다양성을 phenotypic fingerprinting을 이용하여 다양한 환경

시료의 미생물 군집을 분석하는 방법이다[55]. PLFA 방법은 유기 용

매를 첨가한 시료로부터 지질 물질을 추출한 뒤 각 지질이 띠는 극

성을 바탕으로 고체 상태의 추출방법을 이용해 지질로부터 인지질을

분리하는 것이다[60]. Phospholipid fatty acids는 fatty acid methyl

esters(FAME)로 변환되며 이 때 각각의 유형과 양은 기체 크로마토

그래피로 분석된다. 각 시료의 profile은 추출된 PLFA의 풍부도(존

재비율)로 비교 분석되는데, 어떤 PLFA는 특정 미생물 그룹에 대한

표지(marker)로서 사용될 수 있다. Table 3에 특정미생물군의 maker

로 이용될 수 있는 PLFA type을 나타낸 것이다[61]. 몇몇 PLFA는

다양한 종류의 미생물 그룹에 공존하므로 표지로 활용하기 곤란한

점이 있다. 시료들 사이에서 PLFA profile을 비교함으로써 군집 구

조의 차이를 분석할 수 있다[61]. 또한, PLFA 결과로부터 군집 구조

와 환경 변수 사이의 상관성을 검토하기 위해 다양한 통계 기법

(principal components analysis, correspondence analysis, multi-

dimensional scaling)을 사용한다.

4-3. 분자생물학적 방법

DNA 추출, PCR 증폭, 및 염기서열분석 등과 같은 분자생물학적

기술들의 발달로 인해, 최신의 미생물 군집 분석 방법은 미생물의 순

수분리 및 배양과정 없이 시료로부터 직접적으로 DNA를 추출하여

미생물 군집을 분석하는 것이 가능하게 되었다[53-55]. 이러한 방법은

Partial community DNA analysis와 whole genomic community DNA

analysis로 크게 두 가지로 구분할 수 있다(Fig. 4)[53]. Partial community

DNA analysis 방법은 타겟 유전자 부분을 PCR 과정을 거쳐 증폭시

킨 뒤, 그 염기서열을 중점적으로 다룸으로서 미생물 군집을 분석하

는 것이다. Whole genomic community DNA analysis 방법은 미생

물 군집으로부터 추출된 DNA에서 전체적인 유전자 정보를 연구하

여 미생물 군집을 분석하는 것이다. 

4-3-1. 부분 군집 DNA 분석(Partial community DNA analysis)

부분 군집 DNA 분석법은 PCR 과정에 의해 증폭시킨 염기서열을

분석하는 것으로, ribosomal operon의 rrs 유전자 (16s rDNA)와 rrs

와 rrl 유전자 사이의 spacer인 intergenic spacer(IGS) 16S-23S가 표

적으로 사용되는 염기서열부분이다[53]. 

4-3-1-1. PCR fragment cloning 및 characterization

이 방법은 DNA 추출물로부터 PCR 과정을 거쳐 얻은 클론의 rrs

염기서열 정보를 이용하여 박테리아 군집의 다양성을 연구하는 것으

로 염기서열정보를 분석함으로써 난배양성 미생물을 선별해 낼 수

있다[53]. 또한, 환경시료로부터 얻은 염기서열과 이미 알고 있는 미

생물 종의 유전적 정보를 서로 비교함으로써 미생물 종사이의 계통

발생학적 연관성을 예측할 수 있다[62]. 즉, 이 기법은 시료들 사이

Table 2. Carbon sources employed in BIOLOG ECO plate[57,58]

No. Carbon source No. Carbon source

1 β-Methyl-D-glucoside 17 N-Acetyl-D-glucosamine

2 D-Galactonic acid γ-lactone 18 γ-Hydroxybutryric acid

3 L-Arginine 19 L-Threonine

4 Pyruvic acid methyl ester 20 Glycogen

5 D-Xylose 21 D-Glucosaminic acid

6 D-Galacturonic acid 22 Itaconic acid

7 L-asparagine 23 Glycyl-L-glutamic acid

8 Tween 40 24 D-Cellobiose

9 i-Erythritol 25 Glucose-1-phosphate

10 2-Hydroxy benzoic acid 26 α-Ketobutyric acid

11 L-Phenylalanine 27 Phenylethyl amine

12 Tween 80 28 α-D-Lactose

13 D-Mannitol 29 D,L-α-Glycerol phosphate

14 4-Hydroxy benzoic acid 30 D-Malic acid

15 L-Serine 31 Putrescine

16 α-Cyclodextrin

Table 3. Phospholipid fatty acids commonly used as biomarkers for specific groups of microorganisms[55]

PLFA type Indicator for Common PLFA used as marker Comments

Monoenoic unsaturated and 

cyclopropane unsaturated
Gram-negative bacteria

16:1ω5c, 16:1ω7c, 16:1ω7t, 16:1ω9c, 

a16:0, cy17:0, 18:1ω5c, 18:1ω7c, 

18:1ωtc, 18:1ω9c, cy19:0a

Occur in some Gram-negative (sulphate-

reducers)

Terminally branched and 10Me 

branched saturated
Gram-positive bacteria

i14:0, i15:0, a15:0, i16:0, a17:0, i18:0, 

10Me16:0

Occur in Gram-positive bacteria and 

eukaryotes in lesser amounts

Saturated straight-chain (<20C) Bacteria (non-specific) 14:0, 16:0, 18:0 -

Methyl branch on 10th C Actinomycetes 10Me16:0, 10Me17:0, 10Me18:0 -

Polyenoic unsaturated Fungi 18:2ω6 (18:1ω9c, 18:3ω3) Occur in other eukaryotes and in bacteria

Saturated straight-chain (>20C)
Microeukaryotes, higher plants, 

mosses
20:0, 21:0, 22:0, 23:0, 24:0, 25:0, 26:0 -

Polyunsaturated Microeukaryotes 20:3ω6, 20:4ω6 Rare in bacteria

Ratio of monoenoic precursors to 

cyclopropane PLFA
Stress indicator 16:1ω7c/cy17:0, 16:1ω8c/cy19:0

Lower ratios (< 0.5) found in healthy, non-

stressed populations

Trans/cis ratio of monoenoic PLFA Stress indicator 16:1ω7t/16:1ω7c, 16:1ω8t/16:1ω8c
Lower ratios (< 0.5) found in healthy, non-

stressed populations
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에서 지리적 환경과 생리 화학적 특징에 의해 나타나는 기능상의 차

이와 관련된 유전적 다양성을 비교하는데 사용된다. 

PCR-cloning 방법은 시간이 많이 걸리고 번거로우며 매우 값비싼

실험 장비와 비용이 소요되는 단점이 있다[53]. 또한, primer 종류,

PCR 단계의 온도와 cycle 수, 부식질 혼합물에 의한 효소의 억제 효

과 등, 여러 가지 변수들이 PCR로 얻어지는 결과물에 영향을 주어

실험 결과의 분석 및 해석상 오차가 발생하는 문제점이 있다[53].

4-3-1-2. Genetic fingerprint 방법

Genetic fingerprint 방법은 agarose 혹은 polyacrylamide로 만든 젤

상에서 DNA 시료를 전기영동 하였을 때 나타나는 이동 패턴의 차

이를 해석함으로써 증폭된 염기서열의 다양성을 분석하는 원리를 활

용한 것이다. 전기영동시 나타나는 이동 패턴의 차이는 시료유전물

질의 크기 혹은 염기서열에 의해 따라 결정된다[53]. 이 기법은 특히

세균 군집 특성을 비교하는데 적절하며, 각 시료의 genetic fingerprint

정보 사이의 유사도를 계산하여, 각 시료간의 유연관계를 유사도의

계통수로 표시할 수 있다[63]. 또한, 통계기법에 의한 genetic

fingerprint 정보 분석은 미생물 군집 구조의 변화에 지리/환경적 인

자가 미치는 영향을 예측할 수 있다[64,65]. 따라서 genetic fingerprint

방법은 실험과정이 용이하고 많은 양의 시료를 신속하게 분석할 수

있다는 장점을 가진다. 그러나 이 방법은 실험 과정에서 오차가 발

생하기 쉽고[66], 전기영동과정에서 DNA 시료 크기 및 분리 등에

있어 제한점이 있으며[67], 유전적 profile이 너무 복잡할 경우 실험

결과 분석과 해석이 어려운 단점이 있다[53].

① 변성제를 이용한 전기영동법에 의한 분리

이 방법은 각기 다른 염기서열을 가진 동일한 크기의 DNA 단편

들을 식별하는데 이용하는 것으로, DNA 변성제(denaturing agent)의

농도를 저농도에서 고농도로 차이가 나도록 만든 polyacrylamide gel

상에서 PCR 증폭산물을 분리하는 것이다[53]. Urea 혹은 formamide

와 같은 화학물을 변성제로 이용하는 것은 DGGE (denaturing

gradient gel electrophoresis), 온도 등과 같은 물리적 요인을 변성제

로 활용하면 TGGE (temperature gradient gel electrophoresis)라고 한

다[68,69]. 시료의 염기서열 차이는 DNA denaturation에 영향을 미

쳐 전기영동상에서 나타나는 이동패턴의 차이를 유발하게 되는데,

이 방법은 크기가 500 base pairs보다 큰 시료를 효과적으로 분리할

수 없는 것이 제한점이다[53].

② Amplified ribosomal DNA restriction analysis(ARDRA)와

Terminal-restriction fragment length polymorphism(T-RFLP)

ARDRA 방법은 PCR 과정에 의해 얻어진 16S rDNA 시료를 제

한 효소로 절단한 후, agarose 혹은 polyacrylamide gel에서 DNA 단

편들을 분리하는 것이다. 이 방법은 조작이 매우 편리하고 간단하다.

그러나 최적의 분석 조건을 얻기 위한 제한 효소 선별이 어렵고,

profile이 매우 복잡하고 특정한 리보솜 패턴의 검출과 정량화를 추

론하기 위한 정보를 얻을 수 없다는 단점이 있다[53].

이러한 단점을 극복하기 위해, fluorochrome로 라벨링한 primer를

사용하는 방법인 T-RFLP 방법이 개발되었다. T-RFLP의 profile을 비

교함으로서 환경시료의 군집특성 비교가 가능하다. 최근 들어 레이저

를 이용한 검출기술이 개발됨에 따라 해상도와 감도가 향상되었다[53].

③ Ribosomal intergenic spacer analysis(RISA)

RISA 방법은 rrs와 rrl 유전자 사이에 있는 IGS의 다양성을 분석

하는 것이다[53]. IGS 크기는 생물종에 따라 50 bp에서부터 1.5 kb

이상까지 가지각색이며, 생물종에 따라 차이가 있다. IGS를 타깃으

로 하는 primer를 사용하고, 증폭된 IGS 시료는 polyacrylamide gel

상에서 크기에 따라 분리될 수 있다[70]. IGS 크기의 높은 변이성으

로 인해서 군집의 유전적 구조상에서 일어나는 근소한 변화의 검출

이 가능하나, IGS sequence databank가 그리 많지 않으므로 제한점

이 있다[53]. 

④ Random amplified polymorphic DNA(RAPD)

RAPD 방법은 10bp 정도로 짧은 임의의 primer를 사용하며, 이

primer들은 유전자의 DNA 상에서 각기 다른 위치에서 작용하여 다양

한 길이의 PCR 결과물을 산출하게 된다. 이 PCR 결과물을 agarose

Fig. 4. Schematic representation of the different molecular approaches for assessing the genetic diversity and structure of microbial communities[53]. 
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혹은 polyacrylamide gel에서 크기별로 분리가 가능하다[53]. 이 방

법을 이용하여 원핵생물 유전자들 사이에서 차이를 고감도로 신속하

게 조사할 수 있으며[71], 군집 레벨에서 세균의 복잡한 군집 구조를

비교·분석하는데 활용가능하다[72]. 이 방법의 단점은 미생물 군집의

구조에 대한 계통발생적인 정보를 제공할 수 없다는 것이다.

4-3-2. 전체 군집 DNA 분석(Whole community DNA analysis)

부분 군집 DNA 분석법과는 달리 미생물 군집으로부터 추출된

DNA의 전체적인 유전자 정보를 연구하여 미생물 군집 분석을 시도

하는 분자생물학적 기법들을 전체 군집 DNA을 분석하는 것이다. 전

체 DNA를 대상으로 한 미생물 군집을 분석하는 방법은 고순도이며

크기가 완전한 고품질 DNA 시료가 대량 필요하며, 세균 이외의 다

른 미생물로부터 함께 추출되는 DNA 물질들은 실험 결과의 분석을

왜곡시킬 수 있으며, 값비싼 실험 설비가 필요한 단점이 있다[53].

Total genomic cross-DNA hybridization 방법은 환경 시료로부터

DNA 추출과 정제, 그리고 각기 다른 시료에서 얻어진 DNA 사이에

서의 cross-hybridization 과정으로 진행된다[73]. 이 기법은 DNA 염

기서열에 있어서 높은 유사성을 지닌 군집 사이들 간의 차이를 검출

하기에는 적절하지 않다[74]. 

시료로부터 추출한 DNA를 열적으로 변성시킨 후 재결합시키는

방법(thermal denaturation and reassociation of whole extracted

DNA)은 시료로부터 추출한 총 DNA 시료에 열을 가해 변성시킨 후

재결합시키는 것이다. 재결합된 DNA product 양은 일반적으로 뉴클

레오티드 농도(moles/L)와 반응시간에 대한 함수로 나타낼 수 있으

며, 유전자의 크기 및 DNA의 복잡성과 비례관계에 있으므로 환경

시료의 미생물 군집의 유전적 다양성에 대한 index로 사용될 수 있

다[75].

시료로부터 추출한 DNA 시료를 밀도 구배를 활용한 분획법

(extracted whole DNA fractionation using density gradient)은 원핵

생물의 DNA가 G+C 함유량이 약 24%에서부터 76%까지 다양함을

활용하는 방법이다[76]. 즉, 세균 염색체의 % G+C 값은 속(屬)의 레

벨에서 세균의 계통 발생 그룹 별로 특정 값을 가지므로, 각각의 %

G+C에서 DNA의 상대적인 풍부도는 세균 군집의 계통발생적 그룹

에 대한 상대적인 풍부도를 나타낸다. 환경시료로부터 추출한 DNA

시료를 세슘 클로라이드 농도 구배를 통하여 원심분리기로 분리한

후, % G+C 값의 분포에 대한 DNA 군집 profile을 얻을 수 있다[53].

4-4. 특정 유전자를 표적으로 삼는 primer를 사용한 미생물 군집

특성 연구법

최근 들어 특정한 유전자의 DNA 부분을 표적으로 삼아 미생물

군집의 구조를 분석하는 방법이 활발하게 시도되고 있다[53]. 이는

시료로부터 미생물 군집 구조를 조사할 때 특정 미생물을 검출해낼

수 있는 primer들을 사용하여 그들이 표적으로 삼는 DNA를 지닌 미

생물들을 PCR, real-time PCR(RT-PCR), DGGE 등과 같은 다양한

정성적·정량적인 방법으로 분석하여 미생물 군집 구조를 알아내는

방법이다[54,77-80]. 여기서 중요한 것은 표적으로 삼는 특정 유전자

의 DNA 부분이 해당 미생물 개체군을 다른 종들과 비교하여 탁월

하게 분류식별할 수 있는 것이어야 하며 이는 개발된 primer의 선택

도(감도)와도 직결된다. 또한 primer의 민감도와 특이성도 뛰어나야

한다[54,77-80]. Table 4에 환경시료에서의 중요한 효소 혹은 단백질

을 검출할 수 있는 방법을 요약정리하였다[54]. 

5. 폐가스 처리용 바이오필터의 미생물 군집 분석 

연구 사례

상기에서 소개한 최신 분석방법을 이용하여 폐가스 처리용 바이

오필터의 미생물 군집을 분석한 연구사례를 Table 5에 정리하였다.

Grove 등[81]은 peat compost로 충진한 바이오필터를 이용하여 헥산

과 에탄올을 처리하는 동안 시간에 따른 바이오필터 내의 미생물 군

집 변화를 Eco plate를 이용한 CLPP 방법을 사용하여 조사하였다.

Eco plate는 바이오필터의 미생물 군집 구조에 대한 변화를 평가하

는데 간단하고 신속한 방법임을 밝혔다.

Steele 등[82]은 에탄올 제거 바이오필터의 미생물 군집 분석에 관

한 연구에 분자생물학적 기법을 적용하는데, 이 연구에서는 분자생

물학적 fingerprinting 방법인 ARISA 방법을 활용하였다. ARISA

fingerprints 분석결과, 적응기간이 길어질수록 혹은 바이오필터가 성

공적으로 운행될수록 미생물 다양성은 크게 감소하였다. 즉, 다양성

이 낮은 군집구조를 가진 바이오필터가 다양성이 높은 미생물 군집

을 포함한 바이오필터보다 성능이 우수하였다. 

Table 4. Molecular tools for the in situ detection of catabolic genes[54]

Enzyme/protein Gene Detection method

Ammonia monooxygenase amoA PCR, cloning, 

IS-PCR, PCR-DGGE

Methane monooxygenase mmoX (sMMO) PCR, probing

pmo (pMMO) PCR, probing

Alkane hydroxylase alkB PCR, probe

Phenol hydroxylase dmp PCR, cPCR

Catechol 2,3-dioxygenase xylE PCR, probing, cPCR

Anaerobic toluene degradation nahR qPCR

PCR, polymerase chain reaction; IS-PCR, Intergenic spacer PCR; PCR-

DEEG, PCR-denaturing gradient gel electrophoresis; cPCR, competitive

PCR; pMMO, paticular methane monooxygenase; sMMO, soluble methane

monooxygenase; qPCR, quantitative polymerase chain reaction.

Table 5. Studies on microbial community analysis in biofilters

Packing material Inoculum source Target waste gas Method for community analysis Reference

Peat compost Mixed microbial inoculum Hexane and ethanol Community level physiological profiling 81

Sand or lava rock Wastewater treatment sludge Ethanol Automated ribosomal RNA intergenic spacer analysis 82

Mature compost mixed with 

activated carbon

Sludge Odorous gases Denaturing gradient gel electrophoresis & 

Florescence in situ hybridization
83

Granular activated carbon Pseudomonas sp. Volatile-sulfur compounds Florescence in situ hybridization (FISH) 84

Granular activated carbon Arthrobacter sp. Trimethylamine and ammonia Denaturing gradient gel electrophoresis 85

Compost or sludge Activated sludge + and 

artificial sewage(4:6)

Trimethylamine Denaturing gradient gel electrophoresis
86

Polyurethane Rhodococcus sp. EH831 Volatile organic compounds Quantitative real-time PCR 52
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Chung[83]은 compost로부터 발생하는 악취성 가스 제거 바이오필

터의 세균 군집 다양성을 DGGE와 FISH 방법을 사용하여 조사하였

다. 탈취 과정 중 바이오필터 내 세균 군집 구조 분석결과, DGGE

profile에서는 최소 16개의 band가 보였고, Proteobacter 문(phylum)

이 가장 우점을 이루었으며, 그 뒤로 Actinobacteria, Bacteroidetes,

및 Firmicutes이었다. 우점종은 바이오필터 환경 상태에 따라 변하였

다. DGGE와 FISH 방법은 바이오필터 내 미생물 군집에서 세균의

기능 혹은 역할에 대한 유용한 정보를 제공함을 보였다. 

Ho 등[84]은 Pseudomonas sp.가 접종된 입자상 활성탄을 담체로

활용한 바이오필터를 이용하여 돼지 폐수 처리장에서 발생하는 휘발

성 황화합물 제거 실험을 수행하였고, 담체에 존재하는 세균 군집구

조를 분석하고자 FISH 방법을 사용하였다. 실험결과 운행 31일 후

에 Pseudomonas sp.가 91.9%로 가장 많았고, 그 뒤로 Firmicutes 2.2%,

α-Proteobacteria 1.4%, β-Proteobacteria 1.2%, γ-Proteobacteria 1.1%,

그리고 Actinobacteria 0.8% 순으로 나타났다. 비록 초기에 접종한

Pseudomonas sp.의 비율은 바이오필터 운행시간이 늘어날수록 감소하

였지만, 바이오필터 운행 415일의 장기간의 운행 후에도 Pseudomonas

sp.가 약 56~70%로 우점한다고 보고하였다.

Ho 등[85]의 또 다른 연구에서는 Arthrobacter sp.가 접종된 granular

activated carbon 바이오필터를 이용하여 trimethylamine(TMA)와 암

모니아(NH
3
)를 제거할 때 바이오필터 내의 미생물 군집 구조를

DGGE 기법을 이용하여 분석하였다. 분석결과 바이오필터의 세균 군

집은 복잡하지만 초기 접종균인 Arthrobacter sp.가 바이오필터 운행

전반에 걸쳐 50% 이상으로 우점하였고, 그 외 Paracoccus denitrificans

가 암모니아의 산화와 nitrite의 환원에 중요한 역할을 한다고 보고하

였다. 

Ding 등[86]은 compost 혹은 sludge로 충진된 TMA 제거 바이오

필터의 운행과 세균군집 사이의 상관관계를 DGGE를 이용하여 조

사하였다. 실험결과 바이오필터내의 세균 군집 구조는 시간적 공간

적으로 다르게 변하였는데, 실험 초기(0일)에는 특정한 우점종 없이

α,β,γ-Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroides 그리고 low G+C

그람 양성균 등 다양한 세균이 존재하였다. 그러나 운전 14일 경과

후에는 α-Proteobacteria 인 Rhodococcus sp.와 Agrobacterium sp.가

우점하였지만, 운전 67일 경과 후에는 세균 군집이 더 복잡해졌고 α,

β-Proteobacteria에 속하는 세균이 우점을 이룬 반면 나머지 세균은

급격히 감소한다고 보고하였다.

Lee 등[52]은 Rhodococcus sp. EH831이 접종된 폴리우레탄 바이

오필터에서 EH831 균주를 정량화하기 위해 quantitative real-time

PCR(qRT-PCR) 방법을 이용하였다. 폴리우레탄 담체에 접종한 EH831

의 탈착률은 100%에 가까웠고, qRT-PCR을 이용한 실험 결과와 담

체에서 EH831을 탈착시켜 배양한 생균수의 수에는 큰 차이를 보이

지 않았다. 이 연구에서는 EH831에 특이성이 있는 TaqMan probe 개

발에 성공하였고, 재현성과 정확성이 높은 standard curve를 작성하

여 향후 바이오필터 내 존재하는 EH831 균주의 정량화에 적용할 수

있는 토대를 마련하였다. 

6. 결 론

다양한 미생물 군집 분석방법을 활용하여, 바이오필터 운전 조건

에 따른 미생물 군집구조 변화의 모니터링, 바이오필터 성능과 미생

물 군집간의 상관성 정보를 도출, 생물학적인 인자와 무생물학적 인

자간의 상호관련성을 이해하는 것은 바이오필터 기술 혁신을 위해

매우 중요하다. 본 논문에서 기술한 바와 같이 각 미생물 군집 분석

방법별로 장단점이 있다. 생리학적 방법인 CLPP는 미생물 군집을

신속하고 간단히 분석할 수 있지만, 군집 안에 어떤 미생물이 존재

하는지 알 수 없기 때문에 미생물 구조 분석에는 한계가 있다. 또한,

qRT PCR는 정량적으로 미생물을 분석할 수 있는 장점이 있지만, 미

생물이 담체에 부착하여 성장하는 biofilter의 특성상 담체로부터 미

생물을 정확하게 정량적으로 탈착하는데 어려움이 있어 그 적용에

한계가 있다. 현재까지 biofilter 군집 구조 분석에 많이 사용되고 있는

방법은 DGGE이다[83,86,86-90]. DGGE 분석 방법은 biofilter 내 미

생물 군집 차이를 구별할 수 있고, 염기서열 분석을 통해 어떠한 종

의 미생물이 존재하는지 알아 낼 수 있는 장점이 있어 비교적 적은

오차 범위 내에서 biofilter의 미생물 군집 특성을 조사할 수 있는 방

법으로 사료된다. 바이오필터의 미생물 군집 정보를 보다 정확하게

도출하기 위해서는 각 분석법의 장단점을 고려하여 2가지 이상의 분

석법을 동시에 적용하는 것이 바람직하다. 
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