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AAAbbbssstttrrraaacccttt

Totalpetroleum hydrocarbons(TPH)havebeenusedasfuelsas
theirspillshaveoccurredinvariousroutessuchasleaksandspills
onthesurfacesoils,leaksthroughunderstoragetanks,andspills
through theaged oilpipes,etc.TheseaccidentalreleasesofTPH
frequently endedupwithsoilandgroundwaterpollution.Inmost
cases,TPH havetoxicity againstnumerous biota asanimalsand
plantsintheenvironmentaswellashumans.TPH maybedegraded
throughphysicochemicalandbiologicalprocessesintheenvironment
butwith relatively slow rates.Currently,chemicaland biological
treatment technologies are used independently for TPH
decontamination in soil.In this study an integrated chemicaland
biologicaltreatmenttechnology has been developed to eventually
establishanefficientandenvironment-friendlyrestorationtechnology
forTPH contaminatedsoils.
Fenton-like reactions were employed as a chemicaltreatment

processandsubsequently abioaugmentation processutilizing diesel
fueldegraderswasappliedasabiologicaltreatmentprocess.TPH
concentrationsweremonitoredforsamplestakenweeklyforatleast
onemonth.HeterotrophicandTPH degradativebacterialcommunities
weremonitoredandanalyzedbaseduponviablecellcounting,MPN
andPCR-DGGEtechniques.
MostefficientchemicalremovalofTPH from soilsoccurredwhere
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thesurfactantOP-10S (0.05%)andoxidants(FeSO4 4%,andH2O2
5%)wereused.Theinoculationofdieselfueldegradersintothesoil
slurry led toan increasein theirpopulation density atleasetwo
ordersofmagnitude,indicating agoodsurvivalofthedegradative
populationsinthecontaminatedsoils.However,anadverseeffectin
theTPH removalhasbeenobservedinthechemicallytreatedsoils,
potentiallyduetothepresenceoffreeradicalsandotheroxidative
productsgeneratedintheprocesswherealowertreatmentefficiency
(65%)wasobserved.A similartreatmentmadein thedieselfuel
contaminatedfieldshowedasuccessfulremovalofTPH underthe
conditions(soiltemperature20℃,moisture45% and pH 7.0).The
TPH degraders in the field have been successfully monitored by
viable counting method and Microplate MPN technique. The
PCR-DGGE technique was successfully applied to monitor the
degradersandtheirassociatedindigenousbacterialpopulationsinthe
soilbioslurrytreatmentconditionsfortreatabilitystudyatlabscale.
Thefindingsinthisstudywillcontributetodevelopmentofbioslurry
treatmenttechnologiesforTPH-contaminatedsoilsandsedimentsin
theenvironment.
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111...서서서론론론

오늘날 석유는 운송수단,난방,발전 등으로 가정용 및 산업용으로 많
은 양이 필수적으로 요구되고 있다.석유는 지상유출과 지하저장탱크의
누출,운송수단에 의한 유출,배관시설 증가에 따른 오래된 시설의 관 노
후,관리 소홀로 인한 배관의 파손에 의해 유류가 토양에 누출되어 토양
및 지하수를 오염시키고 있다.석유류는 benzen,toluene,ethylbenzene,
xylenes,naphthalene등과 같은 유해 화학 물질을 포함하고 있어 토양
및 지하수에 오염이 되었을 때 식물 및 동물,그리고 인간에게 건강상
해를 입힌다(Zhou and Crawford,1995;Liebeg and Cutright,1999;
Tingetal.,1999).외국의 사례를 볼 때 유류저장시설 중 20%정도에서
상당한 양의 기름이 유출되어 토양 및 지하수를 오염시키고 있는 것으로
보고되고 있다(Mareca,etal.,1990).현재 우리나라에서는 토양환경을
보존하기 위하여 1995년 토양환경보전법을 제정하여 토양보전을 위한 정
책반영,토양오염현황 등과 함께 오염토양의 정화 및 복원에 관한 사항
이 포함된 토양보전기본계획을 수립․시행하도록 하는 책무와 오염토양
의 정화기준 및 정화방법 등을 규정하고 있다(토양환경보전법,2005).토
양에 오염된 유류들은 자연 상태에서 물리․화학․생물학적 기작에 의해
일부 오염물질들이 자연정화에 의해 정화되고 있지만,처리량이 미약하
고 많은 시간이 요구된다.또한 토양은 물이나 공기와 달리 불균일하여
복원에 많은 제한이 따른다.
현재 토양 및 지하수에 오염되어 있는 유류를 정화하기 위하여 여러

가지 물리․화학․생물학적 기법들이 개발되고,유류로 오염된 토양 및
지하수 정화작업이 수행되고 있다.최근에는 정화효율의 향상 및 친환경
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적 복원을 위하여 화학적 및 생물학적 처리공법의 연계를 통해 오염토양
을 복원하고 있는 추세이다.생물학적 처리는 물리․화학적 처리보다 경
제적이고,처리 시 발생되는 부산물에 의한 2차 오염이 없다는 것이 공
정의 장점이라 할 수 있다.최근 많은 연구를 통해 생물학적 처리의 효
율이 검증되고 있는데,혼합미생물을 이용하여 86～90%의 제거율을 보
였다(Richard,1990;Marja,2005).그리고 경유로 오염된 토양에 단일균
주를 이용하여 26%의 제거율을 보였고,이 균주를 혼합하여 처리하였을
경우 제거율을 40%까지 증가시켰다(Baryshnikova,2000).
본 연구에서는 유류오염 토양에 대한 친환경 복원기술의 발판을 마련

하기 위해 화학적 처리를 거친 토양에 bioaugmentation기법을 적용하여
오염토양내의 잔여유류물질의 정화 및 토양의 회복방안에 대해서 연구를
수행 하고자 하였다.또한 유류 (총석유계탄화수소;TPH)오염토양에서
우수분해미생물을 선발하여 선발된 미생물 군집이 화학적,생물학적 통
합처리를 거치는 유류오염토양 내에서 어떤 작용을 하는지에 대한 생태
적 측면에서 규명함으로서 궁극적으로 유기용제와 유류물질 등의 혼합물
질로 오염된 토양의 화학 및 생물학적 통합 공정기술로 친환경 복원기술
의 개발에 기여하고자 한다.
본 연구를 통하여 화학적 처리를 거친 유류오염토양을 연속적으로 생

물학적 처리를 실시 할 경우 TPH 분해균 및 토착미생물 군집회복이 이
루어짐으로서 신속한 토양회복 효과가 가능할 것이라 기대된다.
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2.연구배경

2.1총석유계탄화수소 (totalpetroleum hydrocarbons;TPH)오염
현황

많은 산업분야와 에너지 부분,그리고 군사업무에 있어서 유류는 빠질
수 없는 자원이라 할 수 있을 만큼 사용범위가 방대하다.이에 유류의
운송수단이나 저장소,생산지 등의 요구가 많아짐에 따라 관의 노후 및
관리소홀로 인하여 유류오염사고가 발생되고 있다.특히 주유소나 군사
시설의 경우 관의 부식에 의한 누출로 인하여 토양에 직접적으로 유류가
유출되어 심각한 오염문제를 발생시키고 있다.또한 선박의 경우 저장탱
크 및 관에 의해 유류가 유출되면서 바다에 흘러들어 해양오염,해양생
물의 독성작용 등 다양한 환경오염 문제를 발생시키고 있다.
현재 국내에서는 국가 및 지방 산업단지 223개 (업체수 32,086개)중 화

학,기계,금속,조선,석유화학 및 석유정제 등의 제조업 관련 산업단지
92개 (업체수 :22,781개),특정토양오염관리시설인 주유소,석유류 산업
시설,유독물산업시설 업소 수는 18,837개에 달한다(환경부 "2005환경통
계연감",2005).
토양오염실태조사를 실시한 결과 (2004년)총3,683개 지점 중 1.7%

(61지점)가 토양오염우려기준 (2000mg/kg)을 초과하는 것으로 나타났다.
특히 공장 및 공업지역,금속광산지역에서 각 항목별 최고치의 오염도를
나타내었다(환경부 "환경부 보도자료:전국 토양오염조사결과",2005).
Table2.1은 오염우려 지역별 특정항목 오염도 조사를 나타낸 것이다.

각 항목들의 오염도를 보면 각각에 대해 3～10배 정도의 수치로 우려기
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준을 초과하고 있다.

TTTPPPHHH PPPbbb CCCuuu

Manufacturingplants
andindustrialarea

5,138(mg/kg) 1,182(mg/kg) 1,953(mg/kg)

Levelofconcern 2,000(mg/kg) 400(mg/kg) 200(mg/kg)

Table2.1Pollution levelsofsomerepresentativechemicalsin the
pollutedareasandlevelofpollutionconcern

(MinistryofEnvironment,2005)

국외의 경우 미국은 최소 235,000～355,000곳의 부지를 정화대상부지로
정하였으며,지하저장 탱크시설은 125,000곳에 달하는 부지를 정화대상부
지로 선정하였다(EPA,2004).유럽의 경우 소속 국가 내 300,000오염사
이트를 발견 보고하였으며,EEA는 1,500,000오염사이트를 정화대상부지
로 예상하였다.현재 5개국 유럽 국가만이 복원대상 사이트 중 15%를
복원 완료하여 유럽 대다수 국가가 급속한 토양오염지역 복원 비용지출
을 예상하고 있는 추세이다.최근 이러한 오염실태를 인지하여 많은 유
류정화공법이 개발되어 정화가 시행되고 있다.그러나 단편적 처리로는
오염원의 제거가 어렵기 때문에 현재는 2가지 이상의 공법들을 적용하여
오염정화를 시행하고 있는 추세이다.
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2.2TPH의 물리․화학적 특성 및 환경독성

2.2.1TPH의 물리적 특성

TPH는 원유로부터 생산되는 많은 화학 화합물을 지칭하는 것으로,원
유는 석유제품을 만드는데 사용된다.TPH는 화학물질이 혼합되어 있지
만,수소와 탄소로 만들어져 있어 탄화수소라 호칭하며,이들 탄소 고리
들은 그 길이에 따라서 각 종류마다 각기 다른 물리․화학적 성질을 가
지게 되며,탄소원자가 다른 원자들과 공유되어 있는 상태에 따라서 포
화 탄화수소 (saturated hydrocarbon) 또는 불포화 탄화수소
(unsaturatedhydrocarbon)상태로 나눌 수 있다(Fig2.1).불포화 탄화수
소의 경우 특유의 냄새와 독성을 가지고 있어 오염물질로 규정이 되어
있다.불포화 탄화수소 (unsaturatedhydrocarbon)의 주요 화합물로서는
PCBs(polychlorinatedbiphenyls),BTEX(benzene,toluene,ethylbenzene,
xylene),PAHs(polyaromatichydrocarbons)등이 있다.
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Fig 2.1 Chemical structures of petroleum hydrocarbons (Korea
InstituteofConstructionTechnology,1998)
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Table2.2와 Fig2.2는 대표물질에 대한 석유제품별 비등점의 범위와
석유 제품의 종류에 따른 휘발도,인화점 (flashpoint),용해도 그리고
점도를 비교하였다.디젤의 경우 가솔린에 비해 10-3배 정도의 휘발성을
갖고 있으며,물에 대한 용해도 또한 훨씬 낮음을 알 수 있다.

PPPrrroooddduuucccttt VVVooolllaaatttiiillliiitttyyy
(((pppsssiiiaaa@@@222000℃℃℃)))

FFFlllaaassshhhpppoooiiinnnttt
(((℃℃℃)))

SSSooollluuubbbiiillliiitttyyy
(((ppppppmmm @@@222000℃℃℃)))

VVViiissscccooosssiiitttyyy
(((ccceeennntttiiissstttoookkkeeesss)))

Gasoline 4~8 -42~-30 50~100 0.5~0.6
Benzene 1.6 -11 1,791 0.5
Toluene 1.9 4 515 0.5
Ethylbenzene 2.2 18 75 0.6
Xylenes 2* 27* 150** 0.6**

n-Hexane 1.5 -40 12 0.4
Cyclohexane 210 NA
I-Octane 8ppb NA

JP-4JetFuel 1.6 -10~35 <1 0.8~1.2
Diesel 0.009 40~65 <1 1.5~2
Karosene 0.011 40~75 <1 2~4

LightFuelOil#1,#2 <10-3 40~100 <1 1.4~3.6

HeavyFuelOil#4,#5,#6 <10-3 65~130 <1 5.8~194

LubricatingOil <10-3 150~225 <1ppb 400~600
UsedOil <10-3 >100 <1ppb 40~600

Table2.2Physicochemicalpropertiesofpetroleum chemicals(Korea
InstituteofConstructionTechnology,1998)

*Valueisform-xylene
**Averagedataforamixtureofallisomers
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Fig 2.2Distributionofboiling pointsofvariouspetroleum products
(KoreaInstituteofConstructionTechnology,1998)
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2.2.2디젤유의 화학적 특성

TPH 중에서 디젤유는 200여 화합물로 조성되며,이러한 조성은 원유
의 종류 및 정유회사에 따라 광범위하게 달라진다.Fig2.3은 디젤구성물
질로서 크게 straightchain alkanes,branched chain alkanes,alkyl
benzenes,naphtheno-benzenes,alkylnaphthalenes,PAHs로 구분하여
wt-% 함량으로 표기를 하였다.본 자료에서는 chainalkanes(straight
and branched)가 약 76% aromatics (alkyl benzenes,
naphtheno-benzenes,alkylenaphthalenes,PAHs)가 약 24%를 차지하는
것으로 나타났다(U.S.EPA,1982).

PAHs 1.10%

alkyl naphthalenes
10.50%

naphtheno-benzenes
4.40%

alkyl benzenes
12.40%

branched chain
alkane 0.40%

Straight chin
alkanes 71.10%

Fig2.3 Componentsofdieselfuelandtheircontents (KoreaInstitute
ofConstructionTechnology,1998)
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2.2.3TPH의 환경독성

유류저장 시설의 노후화로 인한 파손에 의해 유출이 되어 토양에 유입
이 된다.유출된 원유 및 석유 생산품들 (JP5,JP8,선박디젤연료)은 강
한 독성으로 인해 암을 유발시킨다(PachecoandSantos,2001;Easley
etal.,2004).최근 연구결과에 따르면 생쥐를 이용하여 시클로헥산을 사
용하여 독성 피해실험을 한 결과 42일 이후 대다수의 생쥐들이 신장장애
로 인하여 죽었다(Easleyetal.,2004).또한 원유를 사용하여 금붕어에
실험한 결과 탈수현상이 나타났고,이후 유류독성으로 인하여 죽었다
(AchubaandOsakwe,2003).원유 및 석유생산품들은 다양한 화합물로
구성되어 있어 직․간접적으로 인간 및 동․식물에게 영향을 미친다.
원유의 방향족 화합물인 벤젠과 나프탈렌은 농축과 노출로 인한 강한

독성작용으로 생식기장애 및 생명에 직접적인 피해를 준다.또한 휘발성
이 강한 화합물질로서 공기를 통한 호흡으로 인하여 인체에 흡입되어 두
통과 현기증을 유발하고 폐,간,신장,중추신경계에 영향을 미치고 암을
유발시킨다(NOAA,1992).유류는 계절적 영향으로 인하여 직접적인 독
성은 낮아질 수 있지만,고분자의 PAHs를 함유하고 있어 잔류 화합물이
남게 되는데,이들은 낮은 휘발,용해,생분해로 인하여 농축 및 주입으
로 만성적 피해를 주어 암을 유발시키거나 돌연변이를 발생시킨다.
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2.3TPH의 일반적 처리기법

2.3.1insitu처리기법의 작용원리 및 특성

insitu처리기법은 오염 또는 축적된 토양을 굴착,이동하지 않고 현
장에서 직접적으로 오염물질을 제거,분해하는 기술을 말한다.이 기법은
경제적으로 유리하며,다양한 토양 정화 공법들과 연계하여 사용할 수
있다.

2.3.1.1토양증기추출법

토양증기추출법 (soilvapourextraction)은 불포화 대수층에 추출정을
설치하여 토양에 공기를 불어 넣어 진공상태로 만들어 휘발성을 높여 줌
으로써 토양으로부터 석유류,BTEX 등 휘발성 유기물질 (VOC)및 준
휘발성 오염물질을 제거하는 기술이다(Johnsonetal.,1990).제거효율은
토양에 대한 오염물질 흡수량,오염물질 초기분포,공기흐름,토양의 유
압속성,수분함량 등 오염물질의 변동에 따라 달라진다.토양증기추출법
은 시설 및 운전이 용이하며 유지비가 저렴하고 기계 및 장치가 간단하
다(PedersenandCurtis,1991;Rathfelderetal.,1995).그러나 공기를
이용하는 공정으로 증기압이 낮은 오염물질에는 제거효율이 낮고,토질
에 대한 영향을 많이 받는 공법중의 하나이다(Bedientand Johnson,
1992).또한 오염물을 포함한 포집된 휘발기체는 대기오염방지를 위하여
후처리 시설 (집진장치)이 필요하다는 단점을 내포하고 있다.



- 12 -

2.3.1.2바이오벤팅

바이오벤팅 (bioventing)정화기술은 토양증기추출법 (soil vapour
extraction)및 생물학적 처리공법을 결합한 형태로 오염부지에 공기를
주입함으로써 휘발성 유기물질을 추출해 내는 동시에 기존 토착미생물에
산소 및 영양분을 공급하고,토양 내 증기 흐름속도를 조절함으로써 토
착미생물의 생분해능을 극대화한 공법이다(EPA Manual,1995).바이오
벤팅은 토양 증기 추출법과 달리 비교적 낮은 공기율을 이용하여 오랜
시간동안 가스를 공급하여 휘발보다 생물분해에 의해 오염물질이 제거된
다.그러나 산소 대신 혐기성 가스를 사용할 경우 혐기성 상태가 되어
생분해가 이루어질 수 없어 추가적인 영양분 및 전자 공여체의 공급이
필요하다.(Ballapragadaetal.,1997;Fenneletal.,1997;Smatlaketal.,
1996).이 공법은 넓은 범위의 오염물질에 적용할 수 있고,석유탄화수소
와 BTEX 화합물은 효과적으로 처리할 수 있다.그리고 토양증기추출법
과 같이 유지비 및 설치비가 저렴하고 배출가스 처리의 추가비용이 없다
(Dupont,1993;VanEyk,1997;Hicksetal.,1993).그러나 오염도가 높
은 부지에서는 토착미생물의 활동에 독성을 나타낼 수 있으며,높은 제
거율을 획득하기가 어렵다.또한 토착미생물의 활성을 위하여 추가적 영
양염류의 공급이 필요하다.
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2.3.2exsitu처리기법의 작용원리 및 특성

exsitu기법은 오염된 토양을 굴착하여 차단시설 및 처리시설이 설치
된 처리지역에 오염토양을 옮겨서 처리한 후 원래 굴착지로 환원하는 처
리기법을 말한다.이 공법은 물리․화학 및 생물학적인 처리방법이 적용
될 수 있으며,오염물질의 확산을 방지하고 분해능을 증진시킬 수 있으
나 경비가 많이 든다는 것이 단점으로 작용하고 있다.

2.3.2.1열탈착법

열탈착법은 (hightemperaturethermaldesorption)오염토양을 굴착하
여 열적환경에서 토양을 고온에 노출시켜 소각이나 열분해를 통해 유해
물질을 분해시키는 공법이다.이 공법은 유기물질은 분해하지 않고 보다
처리하기 쉬운 형태로 전환하는 기법이며,소각은 오염물질의 분해를 목
표로 한다(FRTR,1999).많은 열처리 정화기술 가운데 저온에서 오염물
질을 열적으로 탈착시키는 저온열탈착 방법 (LTTD,Low Temperature
ThermalDesorption)은 토양을 굴착하여 처리하는 방법으로서 비교적
오염물질이 복잡하고,오염농도가 높은 경우 주로 적용 될 수 있으며,처
리시간이 빨라 처리 시 필요로 하는 면적이 비교적 적게 소요되는 방법
이다(Low TemperatureThermalDesorption,1996;William,1993).이
공법은 토양의 형태나 오염물질의 종류에 관계없이 적용범위가 넓고,가
장 높은 정화효율을 가진 공법이다.이러한 장점으로 인하여 현장에 처
리시설 설치가 가능하며,이에 따른 처리에 필요한 운송비를 줄일 수 있
다.또한 처리 후 오염지역에 처리된 토양의 재사용이 용이하다.그러나
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높은 에너지를 요구하고 있어 처리비용이 고가이고,중금속 처리에는 적
합하지 않은 공법이다.또한 오염토양의 양이 많은 경우 처리비의 경제
성 문제 및 발생되는 오염가스에 의한 대기오염물질의 발생 등의 2차적
오염문제가 발생된다(William,1993).

2.3.2.2토양경작법

토양경작법 (landfarming)은 비교적 단순하고 저렴하며 넓은 지역을
위한 정화방법으로(Harmsen,1991)오염토양을 굴착한 후 넓은 부지에
고루 펴서 공기와 접촉할 수 있는 표면적을 크게 한 후,오염물질이 휘
발되거나 미생물에 의한 생분해로 인하여 오염토양을 정화하는 기술이
다.토양경작법은 bioremediation기술을 기본으로 하여 다수의 오염 지역
을 정화할 수 있다(PopeandMatthews,1993).이는 넓은 부지에 고루
펼쳐서 공기와의 접촉면을 크게 하고,미생물의 생분해능을 촉진하기 위
하여 영양분 공급 및 토양을 주기적으로 혼합하여 호기성 조건을 유지하
여 처리효율을 증대시킬 수 있다(McCarthyetal.,2004).이 공법은 에
너지 소비율이 낮고 오염물질로부터 탄화수소 및 금속을 고정하여 토양
표면 및 지하수에 대한 오염도가 낮고 경제적으로 오염토를 정화할 수
있으나,처리량에 대한 넓은 부지 확보가 필요하고 추가적인 2차 처리시
설이 없을 경우 대기오염을 유발시킬 수 있다(Huddleston,etal.,1979;
CONCAWE).
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2.4TPH의 화학적 처리기법의 현황

현재 국내에서는 유류오염토양 정화를 위한 기술로 화학적 처리를 선
택하여 처리를 하고 있다.화학적 처리는 처리공정에 적합한 다양한 화
학제품을 사용하여 신속하고 다량의 오염물질들을 제거할 수 있는 이점
을 가지고 있다.널리 사용하는 화학적 처리로는 토양세척,펜톤 유사반
응 및 계면활성제를 사용하여 유류오염토양을 처리하고 있다.

2.4.1토양세척의 작용원리 및 특성

토양세척 (SoilWashing)기술은 오염토양에 적합한 세척제 (물 또는
계면활성제)를 사용하여 토양입자에 결합되어 있는 오염물질의 표면 장
력을 약화시키거나 중금속을 액상으로 변화시켜 토양입자로부터 유기오
염물질 및 중금속을 분리하여 처리하는 기법이다(Griffiths, 1995;
Deshpandeetal.,1999;ChuandChan,2003).세척제는 오염물질을 토
양으로부터 분리․용해시키는 역할을 하는 물질로서 계면의 자유에너지
를 낮추고 계면의 성질을 변화시켜 물에 대한 용해성이 적은 물질을 열
역학적으로 안정된 상태로 용해시키는 역할을 한다.이 기법은 금속,할
로겐 용매,방향족 화합물,연료오일,PCBs및 농약 등 광범위한 유기
및 무기오염물질을 제거할 수 있으며 높은 정화효율을 가지고 있다(U.S.
EPA,1993;KuhlmanandGreenfield,1999).또한 물리 및 화학적 공정
으로 토양으로부터 오염물질을 분리 및 부피를 감소시킬 수 있다.그러
나 미세토양을 처리할 경우 응집제 첨가가 필요하며,처리비용이 고가이
다.또한 오염물질을 함유한 세척수의 처리를 위하여 화학 및 생물학적
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으로 2차적 폐수처리 기법이 요구된다(Mann,1999).

2.4.2펜톤 유사반응 처리기법의 작용원리 및 특성

화학적 처리 방법인 펜톤 유사반응을 사용하여 부유 유기물과 오염된
토양을 처리할 수 있다.이 기법은 과산화수소의 반응메커니즘을 통하여
강력한 산화제인 hydroxylradical(OH*)을 형성하여 촉매반응을 할 수
있다(Konget,al.,1998).

H2O2+Fe2+→ OH․ +OH-+Fe3+

유기화합물의 경우 위의 반응기작은 아래의 반응을 수행하게 된다.

RH +OH․ → H2O+R․
R․ +Fe3+→ Fe2++products

이러한 연구들은 과산화수소 분해력인 펜톤 반응의 원리를 기초한 것
으로 철분 또는 다른 변화된 요소들이 촉매작용을 한다(Fenton,1984).
강력한 hydroxylradical의 과산화수소 분해는 유기화합물의 확산속도를
조절하여 비특이성 산화반응을 한다(Dorfman,et.al.,1973;Haag,et.
al.,1992).토양은 침철광,적철광,또는 자철광과 같은 광물수산기
(oxyhydroxideminerals)를 포함하고 있으므로 오염지역에서 이러한 천
연광물들은 과산화수소 주입 시 펜톤과 같은 촉매반응을 한다(Watts,
1991).이러한 반응기작을 통하여 오염된 토양으로부터 유류 및 중금속
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오염토양을 정화할 수 있다.그러나 강력한 산화제인 만큼 생물학적 기
법과의 적용면에서 다수의 제한적 요소를 가지고 있다.산화제에 의해
토착균의 사멸로 인하여 정화효율이 저감되고,기존 토양환경에 막대한
영향을 준다.

2.5TPH 오염토양의 slurry-phase생물학적 처리기법의 현황

토양 slurry생물반응기는 오염물질의 생분해를 촉진하기 위한 비생물
적 조건을 최적화하는 과정이다(Rutherford,et.al.,1998).이 반응기는
토양을 여러 비율로 물에 혼합하여 미생물,오염물질 (탄화수소 등),영
양물질 및 산소 등을 서로 최대한 접촉하게 함으로서 처리효율을 높이게
한다(Machin-Ramirezet.al.,2007;Kriipsaluet.al.,2007).저질토양의
유기성 오염물질은 그들이 생물이용성 (bioavailability)이 낮을 경우 처
리효율이 낮다는 사실이 보고되고 있다(Launenet.al.,2002;Yuet.al.,
2005).토양 slurry생물반응기의 장점은 토양수분이 충분하므로 오염물
질의 생물이용성을 증가시킬 수 있는 것이다(WeberandKim,2005).또
한 처리가 자동 운전되는 반응기에 의해 진행이 되므로 토양과 같은 고
형폐기물 처리에 비해서 처리효율이 일정하다는 장점이 있다(Ferrariet.
al.,1996).
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2.6TPH의 화학적 및 생물학적 처리기법의 전망

 현재 유류로 오염된 토양은 물리,화학,생물학적 방법을 사용하여 정
화 및 복원을 하고 있다.화학적 처리는 오염된 토양이나 지하수에 직접
적으로 주입하여 처리하는 방식으로 고농도로 오염된 토양을 정화할 시
높은 효율을 가진다.그러나 이러한 화학적 처리는 토양에 직접 처리를
하였을 경우 토양에서 많은 화학작용을 일으키기 때문에 본래의 화학적
성질을 변화시켜 다른 문제점들을 유발시킬 수 있으며,생물학적 공법과
통합하여 처리를 할 경우 토양 pH의 감소로 인한 토착미생물의 생장 억
제를 유발시키고,화학약품에 의한 필요 이상의 영양분 공급으로 인하여
토양환경에 부작용을 일으킬 수 있다.또한 화학약품과 토양 속에 존재
하는 미량의 금속들과 반응이 일어날 수 있어 중금속에 대한 오염을 발
생시킬 수 있다(Riser-Roberts,1998).생물학적 처리는 오염물질을 호기
성 또는 혐기성 조건에서 미생물의 생화학적 대사과정을 통하여 토양,
물,그리고 가스로부터 환경오염물질을 분해․제거한다(Riser-Roberts,
1998;Collin,2001).그러나 고농도의 오염물질에는 독성적용으로 인하여
적용하기가 어렵고,생분해반응이 비교적 느리게 진행되므로 처리시간에
따른 문제점이 발생하게 된다.

현재 국내 오염토양 정화에 대한 연구는 개별적인 기술들의 단순적용
차원에 머무르고 있어 오염토양 처리에 대한 실질적인 해결방향을 제시
하지 못하고 있다.따라서 기존 개발된 토양정화기술들의 조합을 통해
정화대상을 넓히고,정화효과는 증대시켜 정화비용을 감소시키고,현장
적용성 증대 및 개별 기법의 단점을 보완하기 위해 다른 공법과의 조합을
통한 시스템 개발이 요구된다.이에 본 연구에서는 화학적 산화기법과 생물
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정화 (bioremediation)기법 조합을 통해 유류로 오염된 토양의 효율적 정화
시스템을 개발하고자 한다.
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3.실험재료 및 방법

3.1시료채취지역 및 채취방법

본 연구에 사용된 토양 시료는 휘발유 및 디젤유로 오염된 김해시의
○○주유소 토양으로 시료 채취는 표층～60㎝깊이의 토양을 채취하였다.
큰 입자의 토양 및 자갈,이물질을 제거하기 위하여 2mm 체질을 하여
사용하였다.본 연구에서는 이 복합오염물질을 총칭하여 totalpetroleum
hydrocarbon(TPH)로 명칭 하였다.

3.2적정 화학적 처리조건 탐색

TPH오염토양의 적정 화학적 처리조건을 선정하기 위하여 펜톤 유사
반응 및 계면활성제를 이용하여 적정 화학적 처리실험을 실시하였다.펜
톤 유사반응의 경우 여러 조건의 과산화수소 (H2O2)의 처리량을 선정하
여 실험을 수행하였다.그리고 계면활성제 (surfactant)는 여러 종류의
계면활성제를 이용하여 비교분석 실험을 수행하였다.

3.2.1계면활성제 종류에 따른 처리효과 비교

실험에 사용한 계면활성제 (surfactant)는 (주)한국환경기술에서 제공
받아 사용하였다.계면활성제 선정을 위한 화학적 처리는 FeSO44% +
계면활성제 0.5%,H2O25% +계면활성제 0.5%의 조건으로 처리 하였다.
토양 1kg에 대해 처리량은 10%로 하였으며,실온 (24℃)에서 30분 동안
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반응시켰다.처음 펜톤 산화보조제인 FeSO44% (w/w)와 수용액 상태로
만든 계면활성제 5%를 주입하여 충분히 반응을 시켰다.그 다음 산화제
인 H2O25%와 수용액 상태로 만든 계면활성제 5%를 주입하여 충분히
반응시켰다.처리가 끝난 후 실온 (24℃)에서 24시간 방치를 하였다.각
처리구에 대해서는 3회 반복 실험을 수행하였다(Table3.1).

TTTrrreeeaaatttmmmeeennnttt*** SSSuuurrrfffaaaccctttaaannnttt
CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn
(((%%%,,,www///www)))

1 Control 0

2 Hansol(SRA) 10

3 LX-CONE 10

4 N_TWO1030 10

5 M-NP1020V 10

6 Hansol(SRA) 20

7 LX-CONE 20

8 N_TWO1030 20

9 M-NP1020V 20

Table3.1Treatmentconcentrationsofvarioussurfactantsusedfor
Fenton-likereactions

*1～5:treatedonetime,6～9:treatedtwotime
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3.2.2고효율 TPH분해를 위한 화학적 처리조건 스크리닝

적정 화학적 처리조건을 탐색하기 위하여 다양한 조건에서의 펜톤 유
사반응과 계면활성제 반응을 통하여 TPH분해 실험을 실시하였다.실험
의 처리 변수는 pH,계면활성제 및 펜톤제 처리 농도 및 처리량이며 이에 따른
잔류 TPH농도 측정을 통해 펜톤처리기법 조건을 최적화 하였다.실험을 위한
처리조건은 Table3.2와 같다.

TTTrrreeeaaatttmmmeeennnttt CCCooonnndddiiitttiiiooonnn******

1*
FeSO44% +surfactant0.05%
H2O25% +surfactant0.05%

2
FeSO44% +surfactant0.05%
H2O25% +surfactant0.05%

3
FeSO44% +surfactant0.1%
H2O210% +surfactant0.1%

Table3.2ConditionsforFenton-likereactionsforoptimalchemical
oxidationofTPH

*Treatedtwotimes
**Usedsurfactantsavailableinthemarket
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3.2.3우수계면활성제 및 적정 화학적 처리조건 선정

최고의 TPH분해율 달성을 위한 최적의 화학적 처리조건 및 계면활성
제 선정을 위하여 이런 과정에서 확립된 화학적 처리조건과 TPH저감효
율이 가장 높은 계면활성제 (surfactant)를 선정하여 실험을 수행하였다.
처리조건 및 계면활성제는 Table3.3과 같다.

TTTrrreeeaaatttmmmeeennnttt CCCooonnndddiiitttiiiooonnn SSSuuurrrfffaaaccctttaaannnttt

1 Control -

2
FeSO44% +surfactant0.05%
H2O25% +surfactant0.05%

OP-10S10%

3
FeSO44% +surfactant0.05%
H2O25% +surfactant0.05%

LX-CONE10%

Table3.3Experimentalconditionforoptimalchemicaloxidationof
TPH*

*%,w/w
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3.3TPH 분해율 측정

최소 4주 동안 모니터링한 샘플에 대해 TPH 분석실험을 수행하였다.
채취한 시료를 40㎖ vials(NationalScientificCompany)에 5g을 담은
후 실온에서 24시간 건조를 시켰다.건조시킨 시료의 잔류 수분을 제거
하기 위하여 시료에 대한 1.5배의 무수황산나트륨 (Na2SO3)을 첨가하여
혼합하였다.수분이 제거된 시료에 아세톤과 헥산을 1:1비율로 혼합한
액을 10㎖주입한 후 2min간 혼합하여 12시간 정치를 시켰다.정치시킨
상등액을 screw capvial(Agilent)에 1㎖씩 분주하여 분석 하였다.GC
를 이용한 분석조건은 Table3.4와 같다.

GGGaaasssCCChhhrrrooommmaaatttooogggrrraaappphhh AgilentTechnologies6890NetworkSystem

CCCooollluuummmnnn
HP-5(PhenylMethylSiloxane)
50m(length)×0.2(diameter)×0.33㎛(film thickness)

TTTeeemmmpppeeerrraaatttuuurrreeeppprrrooogggrrraaammm
Initialtemperature:2minat50℃
Maximum temperature:1minat325℃

IIInnnssstttrrruuummmeeennntttaaalllssseeettttttiiinnnggg

Injectiontemperature:300℃
Detectortemperature:320℃
Gastype:Nitrogen
Injectionvolume:1㎕

Table3.4Operationconditionforgaschromatograph(GC6890-FID)
fortheanalysisofTPH
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3.4우수 TPH분해 미생물 선발

3.4.1농화배양을 통한 유류오염 토양으로 부터의 분해 미생물 분리

유류오염토양으로부터 TPH분해미생물을 분리하기 위하여 농화배양
(enrichment)기법을 이용하였다.250㎖ 삼각 플라스크에 Bushnell-Haas
media (BH Broth, KH2PO4(1g/L), K2HPO4(1g/L), NH4NO3(1g/L),
MgSO4․ 7H2O(0.2g/L),FeCl3․6H2O(0.083g/L),CaCl2․2H2O(0.02g/L),
pH 7.0±0.2at25℃,121℃,15minAutoclave)를 100㎖ 채운 후 샘플토
양 5g을 넣고 단일 탄소원으로 시중판매 경유 50㎕를 첨가한 후 27℃
진탕항온기 (190rpm)에서 배양하였다 (4week).4주 동안 배양한 배양액
100㎕를 BH Agar에 도말한 후,우점화 TPH 분해균주를 순수배양을 통
하여 분리하였다.

3.4.2분리된 분해 미생물의 성장 속도를 통한 선발

필요한 경우 TPH오염토양으로부터 분리된 분해미생물을 BH media에
접종을 하여 pH 6.8±0.02로 조절을 한 후 단일 탄소원으로 경유 50㎕를
주입한 후 27℃,190rpm으로 7일 동안 배양을 하였다.배양액을 채취하
여 각 균주에 대한 생장곡선 (흡광도 545nm)을 작성하여 성장속도를 측
정하였다.
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3.4.3총종속영양세균 밀도측정

화학적 처리 및 생물학적 처리를 거친 토양시료를 채취하여 총종속영
양세균 밀도를 측정하였으며,생균수측정법을 이용하여 수행하였다.생균
수측정은 복합배지 TSA (trypticsoyagar)1/5strength배지를 이용하
여 10-3,10-4및 10-5으로 희석하여 2회 반복 실험을 수행하였다(Atlas,
1995).

3.4.4TPH 분해세균 밀도

화학적 및 생물학적 처리를 거친 토양시료를 채취하여 TPH 분해 세
균 밀도를 측정하였으며,생균수측정법을 이용하여 수행하였다.생균수측
정법은 Bushnell-Haasmedia를 이용하였으며,10-3,10-4,10-5으로 희석
하여 2회 반복 실험을 수행하였다.그리고 대상오염지역의 오염원인 경
유를 유일 탄소원으로 이용하여 실험하였다(Atlas,1995).



- 27 -

Fig3.1ProceduresfortheisolationofefficientTPH degradersand
theiridentification
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3.4.5Bioaugmentation용 미생물 군집의 선정

경유를 유일 탄소원으로 사용한 농화배양을 한 후 확보된 유류 (경유)
분해균을 포함하는 혼합균을 확보하였다.이를 106～107 (c.f.u/㎖ soil
slurry)의 농도로 토양슬러리에 처리하여 bioaugmentation실험을 실시
하였다.

3.5화학적 ․ 생물학적 통합처리를 거치는 TPH오염토양 내에서의
선발미생물 군집의 작용 규명

3.5.1토양 microcosm 을 이용한 TPH의 화학적 처리

본 연구에서 수행한 적정 화학처리조건은 토양 150g에 대한 10%량으
로 처리하여 24시간 동안 반응을 시켰다.각 처리구에 대해 3회반복 실
험을 수행하였다.계면활성제는 처리효과의 적정성으로 판단된 OP-10S
와 비교 실험을 위하여 Tween80을 사용하였다(Table3.5).
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TTTrrreeeaaatttmmmeeennnttt CCCooonnndddiiitttiiiooonnnsss***

Control1 None

Control2 Autoclaved(121℃,15min)

Treatment1
FeSO44% +OP-10S0.05%
H2O25% +OP-10S0.05%

Treatment2
FeSO44% +Tween800.05%
H2O25% +Tween800.05%

Table3.5ConditionsforFenton-likereactionsforthesequential
chemicalandbiologicaltreatment

*%,w/w
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3.5.2Bioaugmentation용 미생물 군집을 이용한 생물학적 처리

화학처리 된 토양을 BH배지로 12.5% 슬러리상태로 만든 다음,1M
NaOH로 pH 7.2± 0.05로 조정 후 미생물을 접종하였다 (108 c.f.u/g
soil).pH조정은 혼합의 양호성을 위하여 증류수 10% 추가 후 적정하였
다.pH적정 후 각 토양에 대해 배양한 미생물을 주입하여 처리한 후 4
주 동안 모니터링을 하였다 (단,대조구의 경우 같은 농도의 조건을 맞
추기 위하여 증류수를 첨가).미생물 생장조건을 맞추기 위하여 매주 슬
러리의 10% 농도로 유류분해 미생물을 접종하였으며,C:N :P=100
:15:1(Riser-Roberts,1998)의 비율로 영양원을 첨가하였다.질소원은
(NH4)2SO4,인은 K2HPO4를 사용하였다.본 실험에서 사용한 탄소원의
함량은 디젤유에 함유된 TPH농도 (4000㎎/Lslurry)를 기준으로 계산하
였다(Table3.6).
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TTTrrreeeaaatttmmmeeennnttt*** BBBiiioooaaauuugggmmmeeennntttaaatttiiiooonnn******

Control1-1 -
+

Control1-2 -
+

Control1-3 -
+

Treatment1-1 -
+

Treatment1-2 -
+

Treatment1-3 -
+

Treatment2-1 -
+

Treatment2-2 -
+

Treatment2-3 -
+

Treatment3-1 -
+

Treatment3-2 -
+

Treatment3-3 -
+

Table3.6 Bioaugmentation plan forTPH-contaminated soilslurry
thathasundergoneFenton-likereactions

*threereplicated
** '+'indicatesmixedculturesdegrading dieselfuelenrichedfrom
TPH-contaminatedsoilswereinoculatedatthefinaldensityof10
6～107(c.f.u/㎖ soilslurry)
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3.5.3Polymerasechainreactiondenaturinggradientgelelectrophoresis
(PCR-DGGE) 기법을 이용한 TPH분해균 및 토착미생물 군집분석

토양의 화학․생물학적 처리 전․후의 미생물 군집변화를 측정하기 위
해 PCR-DGGE기법을 이용하였다.처리 전․후의 토양으로부터 추출한
총 DNA중 16S rDNA를 PCR을 수행하여 증폭 후 16S rDNA V3
region을 touchdownPCR을 수행하여 재증폭 하였다.Touchdown-PCR
을 수행하여 얻은 PCR 산물은 BioRad Dcode System (BioRad
Laboratories,USA)으로 DGGE를 수행하였다.Denaturinggradientgel
은 40%에서 70%까지 농도구배가 연속적으로 형성되도록 하였다.증폭
산물 40㎕를 loading하여 1×TAE 완충용액에서 60℃,70V로 14시간 전
기영동 후 EtBr을 사용하여 염색 후 ScientificImageSystem (Kodak,
USA)로 관찰․분석하였다.
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Fig 3.2 Procedure for microbialcommunity
analysis for soil bioslurry by PCR-DGGE
technique
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3.6 현장조건에서의 TPH (디젤유)오염토양의 Bioaugmentation에
의한 처리

본 연구는 화학적 및 생물학적 통합처리 기술을 현장에 적용하여 유류
오염토양에 대한 현장 적용성을 평가하기 위해 실험을 수행하였다.화학
적 및 생물학적 처리는 펜톤 유사반응과 bioagumentation기법을 이용하
여 생물학적 처리를 수행하였다.

3.6.1시료채취

본 연구에 사용된 토양 시료는 디젤유로 오염된 경기도 A시의 토양으
로 시료 채취는 표층～60㎝깊이의 토양을 채취하였다.큰 입자의 토양
및 자갈,이물질을 제거하기 위하여 2mm 체질을 하여 사용하였다.현장
의 환경요인은 온도는 15～20℃를 나타내었고,수분함량은 50～60%정도
함유하고 있었다.또한 pH는 4.3정도로 나타났고,초기 오염토양의 TPH
농도는 50,000～70,000(mg/kg)로 나타났다.
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Fig3.3SoilmapforinsituTPH bioremediation
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3.6.2오염부지에 대한 정화작업 조건

정화작업을 위한 화학적 처리는 최초 오염원 누출지역과 외부로 유출
된 오염지역에 대해 각각 실시를 하였다.

3.6.2.1최초 오염원 누출지역

이 지역 (Fig3.3,SiteA)에 대한 산화제 처리는 산화제의 산화율을
높이기 위하여 1～2시간 전에 산화제의 10～20%의 산화보조제 (FeSO4)
를 살포 후,토양 양에 대한 3%로 산화제 (H2O2)를 처리하였다.그리고
유류분해제 (H-S)는 물에 용해를 시켜 수용액 상태로 약품주입정에 주
입하여 200kg(200㎥ ×0.1%)을 주입하였다.

3.6.2.2외부로 유출된 오염지역

외부로 유출된 오염지역의 경우 토양을 굴착하여 오염이 심한 토양은
미생물반응백에 투입하여 처리하고 나머지는 유류분해제 (H-S)를 분무
하여 처리하였다.미생물반응백은 내부에 열선을 설치하여 미생물 활동
온도를 유지하였고,온도유지를 위하여 보온비닐과 보온제로 감싸두었다.
그리고 오염토양에 미생물,미생물 영양제 및 수분 등을 주입하였다.유
류분해제 (H-S)처리는 고압분무기를 이용하여 유류분해제 (H-S)를 분무 및
장비나 삽 등을 이용하여 약품과 토양을 혼합하여 96kg(96㎥ ×0.1%)양을
주입하였다.또한 미생물 생장촉진 조건을 맞추기 위하여 질소와 인을
포함한 영양분을 공급하여 주었고,pH조절 (석회사용),산소공급,미생물
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첨가 및 온도를 유지시켜 주었다.

3.6.3유류오염토양의 미생물 밀도 측정

3.6.3.1미생물제재 밀도
미생물 활성을 증대시키기 위해 미생물 제재를 첨가하였다.미생물 제

재의 미생물 밀도를 측정하기 위해 viablecellcounting을 수행하였다.
복합배지 TSA (trypticasesoyagar)1/2strength배지를 이용하였으며
희석배율은 10-4,10-5,10-6,10-7으로 수행하였으며 2회 반복 실험하였다.

3.6.3.2총종속영양세균 밀도

오염시료에 대해 총종속영양세균 밀도를 측정하였으며 viable cell
counting법을 이용하여 수행하였다.viable cellcounting은 복합배지
TSA 1/2strength배지를 이용하였다.

3.6.3.3TPH 분해세균 밀도

오염지역의 정화를 위해 사용된 미생물 제재의 TPH 분해세균 밀도를
측정하였다.오염지역 시료는 각 지점별로 3곳의 시료를 채취하여 반복
실험 하였다.TPH 분해세균 밀도를 측정하기 위해 viablecellcounting
법과 MPN법 (탄소원:경유사용)을 이용하여 수행하였다.TPH 분해세균
을 분리 및 밀도를 측정하기 위해 Bushnell-Haas배지 (Atlas,1995)를
이용하였으며,오염원인 경유를 단일 탄소원으로 이용하여 실험하였다.
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4.결과 및 고찰

4.1TPH오염토양의 화학적 처리조건 탐색

4.1.1계면활성제 종류에 따른 처리효과 비교

Fig4.1은 계면활성제 종류에 따른 오염토양에서의 TPH 분해제거효율
을 나타낸 것이다.계면활성제에 따른 화학처리의 경우 1회 처리와 2회
처리를 통하여 비교실험을 한 것으로,2회 처리를 한 경우 효율이 높게
나타났다. 그림에서 보는 바와 같이 가장 높은 효율을 나타낸
LX-CONE의 경우 1회 처리 시 30%,2회 처리 시 38%를 나타내었다.
이는 1회 처리를 한 경우와 2회 처리를 한 경우 약 8% 차이로 분해율은
높은 차이가 나타나지 않았다.따라서 경제적 요건을 고려할 때 2회 처
리 보다 1회 처리가 더 효과적이라고 판단된다.또한 1회 처리 시 가장
높은 효율을 나타낸 계면활성제 (LX-CONE)와 또 다른 계면활성제
(OP-10S)를 비교 실험하였다.이 실험의 경우 LX-Cone은 약 2%의 분
해율을 보였으나 OP-10S의 경우 약 15%의 분해효율을 나타내었다.따
라서 본 연구에서 적정 화학처리조건 선정 시 계면활성제는 OP-10S를
선정하여 실험을 수행하였다.
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dependingonsurfactants

chemicaloxidationconditions:
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surfactant

Control Hansol LX CONE N-TWO 1030 M-NP1020V  Hansol (2회회회) LX CONE (2회회회) N-TWO 1030 (2회회회) M-NP1020V (2회회회)

T
P
H
 (m

g/
kg

)

0

2000

4000

6000

8000

10000



- 40 -

4.1.2펜톤 산화처리 농도에 따른 TPH분해효율

Fig4.2는 펜톤 산화제의 농도에 따른 TPH분해율을 나타낸 것이다.
처리구 1의 경우 처리구 2와 같은 계면활성제로 2회 처리한 것이다.펜
톤 산화제의 농도가 5%일 때와 10%일 때 분해율의 차이는 거의 나지
않았다.따라서 적정 산화처리의 농도는 5%로 선정하여 본 연구를 실행
하였다.

Treatment 

Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3

T
P
H

 (
m

g/
kg

)

0

2000

4000

6000

Fig 4.2 Efficiency ofsoilTPH removalby thechemicaloxidation
underdifferentchemicaloxidationconditions
Treatment1:FeSO44% +surfactant(OP-10S)0.05% (w/v)

H2O25% +surfactant(OP-10S)0.05% (w/v,treatedtwotime)
Treatment2:FeSO44% +surfactant(OP-10S)0.05% (w/v)

H2O25% +surfactant(OP-10S)0.05% (w/v)
Treatment3:FeSO44% +surfactant(OP-10S)0.1% (w/v)

H2O210% +surfactant(OP-10S)0.1% (w/v)
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4.2화학적 및 생물학적 처리를 거친 토양의 pH

유류오염토양을 펜톤 산화처리 후 토양 slurry의 pH는 2～3정도 매우
낮게 나타났다.따라서 Bioaugmentation기법을 적용하기 위하여 미생물
생장조건에 맞는 pH를 맞추기 위하여 1M NaOH로 pH를 7.2±0.05의 범
위로 조정하였으며,매주 마다 pH변화를 측정하였다.처리 후 pH를 측
정한 결과 6.8～7.0수준으로 유지되었으며,펜톤 산화처리의 경우도 pH
는 큰 변화를 나타내지 않았다.

4.3화학적 및 생물학적 통합처리 시 총종속영양세균 밀도변화

호기성 종속영양세균의 밀도는 5.05∼7.46(logc.f.u./ml),유류분해균
접종 후 7.86∼8.14(logc.f.u./ml)의 밀도를 나타내었고 생물학적 처리
적용 3주 후 9.67∼9.88(logc.f.u./ml)의 밀도를 나타내었다.그러나 3주
모니터링 이후 9.06～9.46(logc.f.u./ml)의 밀도를 나타내었다(Fig4.3).
초기 미생물 밀도는 대조구보다 화학처리를 거친 토양의 경우 낮은 밀도
를 나타내었다.이것은 화학처리에 사용되는 산화제 (H2O2)의 영향으로
토착미생물의 감소로 인한 결과라 사료된다.생물학적 처리 후 3주 동안
모니터링한 결과 초기 밀도보다 약 100배의 높은 증가를 나타내었다.이
것은 매주 분해균과 영양원소의 주입으로 인하여 유류분해균 증가 및 기
존 토착미생물의 성장으로 인한 결과라 사료된다.
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Fig4.3Populationdynamicsoftotalheterotrophicbacteriafrom soil
slurriesundergoing sequentialchemicaland biologicaltreatmentof
TPH-contaminatedsoil

Control1:None
Control2:Autoclaved(121℃,15min)
Treatment1:FeSO44% +OP-10S0.05% (w/v)

H2O25% +OP-10S0.05% (w/v)
Treatment2:FeSO44% +Tween800.05% (w/v)

H2O25% +Tween800.05% (w/v)



- 43 -

Fig4.4PlatingoutoftotalheterotrophicbacteriaontoTSA from soil
slurriesundergoingbioremediationofTPH-contaminatedsoilafter28
days

A.Control1(dilution:10-6),B.Control2(dilution:10-6)
C.Treatment1(dilution:10-6),D.Treatment2(dilution:10-6)
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4.4화학적 및 생물학적 통합처리 시 TPH 분해 세균 밀도의 변화

유류분해세균의 밀도는 6.26∼6.46(logc.f.u./ml),유류 분해균 접종 후
7.55∼7.89(logc.f.u./ml)의 밀도를 나타내었고 생물학적 처리 적용 3주
후 9.72∼10.6(logc.f.u/ml)의 밀도를 나타내었다.그러나 3주 모니터링
이후 8.96～9.19(logc.f.u/ml)의 밀도를 나타내었다(Fig4.5).초기 미생
물 밀도에 비해 생물학적 처리 후 약 100배의 증가를 나타내었다.이는
매주 미생물 생장조건을 유지하기 위하여 영양원소의 주입과 분해균의
주입으로 인한 분해미생물 생장 및 유지에 기인한 것으로 사료된다.따
라서 적절한미생물의 영양원을 공급할 경우 분해세균의 활성유지 및 토
양 토착세균의 회복이 가능하며 아울러 잔류 TPH의 처리도 가능할 것
으로 판단된다.그러나 3주 모니터링 후 밀도가 감소하였는데,이는
TPH제거에 따른 탄소원의 감소로 인한 결과라 사료된다.
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Fig4.5Populationdynamicsofdieselfuelbacteriafrom soilslurries
undergoing sequential chemical and biological treatment of
TPH-contaminatedsoil

Control1:None
Control2:Autoclaved(121℃,15min)
Treatment1:FeSO44% +OP-10S0.05% (w/v)

H2O25% +OP-10S0.05% (w/v)
Treatment2:FeSO44% +Tween800.05% (w/v)

H2O25% +Tween800.05% (w/v)
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Fig4.6PlatingoutoftotaldieselfuelbacteriaontoBH agarfrom
soilslurriesundergoingbioremediationofTPH-contaminatedsoilafter
28days

A.Control1(dilution:10-6),B.Control2(dilution:10-6)
C.Treatment1(dilution:10-6),D.Treatment2(dilution:10-6)
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4.5화학적 및 생물학적 통합처리 시 TPH 농도변화

Fig4.7은 화학 및 생물학적 처리를 거친 토양의 TPH 잔류농도를 나
타낸 것이다.초기 TPH농도는 4200～5100(mg/kg)정도의 농도를 나타
내었으나,4주 모니터링한 결과 생물학적 처리 전 TPH농도는 약 3700
(mg/kg),생물학적 처리 후 약 210～980(mg/kg)정도로 나타났다.각 처
리구에 따른 효율은 대조구의 경우 생물학적 처리 전의 TPH효율은
78.7%,생물학적 처리 후 91～95%의 TPH처리효율을 나타내었다.처리
구의 경우 생물학적 처리 전의 TPH효율은 20～25%,생물학적 처리 후
78.6～81%의 TPH처리효율을 나타내었다(Fig4.7,Fig4.8).각 처리구마
다 TPH처리효율은 상승하였으나,화학 및 생물학적 처리를 거친 토양보
다 대조구의 경우 TPH처리효율이 더 높게 나타났다.화학적 처리를 거
친 토양은 강한 산화제로 인한 토착균의 사멸이 이루어진다.그러나 대
조구의 경우 토착균의 서식이 가능하고 또한 유류분해균주의 주입으로
인하여 토착균 및 분해균으로 인하여 보다 높은 처리효율을 나타내었다
사료된다.따라서 생물학적 처리를 시행할 경우 토착균의 작용에 의한
분해가 이루어지기 때문에 화학적 처리가 TPH분해에 역효과를 발생시
킬 수 있다고 사료된다.



- 48 -

Days

0 7 14 21 28

T
P

H
 (

m
g/

kg
)

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Control 1 
Control 1 + mixed diesel fuel degraders
Control 2 
Control 2 + mixed diesel fuel degraders 
Treatment 1 
Treatment 1 + mixed diesel fuel degraders
Treatment 2 
Treatment 2 + mixed diesel fuel degraders

Fig4.7ResidualconcentrationofTPH inthesoilslurriesundergoing
sequentialchemicalandbiologicaltreatmentofTPH-contaminatedsoil

Control1:None
Control2:Autoclaved(121℃,15min)
Treatment1:FeSO44% +OP-10S0.05% (w/v)

H2O25% +OP-10S0.05% (w/v)
Treatment2:FeSO44% +Tween800.05% (w/v)

H2O25% +Tween800.05% (w/v)
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Fig4.8RemovalefficiencyofTPH forthesoilslurriesundergoing
sequentialchemicalandbiologicaltreatmentofTPH-contaminatedsoil

Control1:None
Control2:Autoclaved(121℃,15min)
Treatment1:FeSO44% +OP-10S0.05% (w/v)

H2O25% +OP-10S0.05% (w/v)
Treatment2:FeSO44% +Tween800.05% (w/v)

H2O25% +Tween800.05% (w/v)
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Fig4.9ProfilesofgaschromatographyofTPH-contaminatedsoils
undergoingsequentialchemicalandbiologicaltreatment
Chemicaltreatment;

FeSO44% +OP-10S0.05%,H2O25% +OP-10S0.05% (w/v)
Biologicaltreatment;

dieselfueldegraderswereinoculated atthefinaldensity of106～107

(c.f.u/㎖ soilslurry)
(A)Day0,(B)Day28
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4.6PCR-DGGE 기법에 의한 TPH 오염토양의 화학적․생물학적
처리중의 분해 및 토착 미생물 군집변화 추적

화학 처리 후 미생물 군집의 다양성은 처리 전에 비해 감소하는 것으
로 나타났다.이것은 산화제의 영향으로 토착미생물의 사멸로 인한 결과
라 사료된다.그러나 유류분해균을 접종할 경우 접종균의 존재는 확인할
수 있었다.분해균 처리 후 28일 경과 시 전반적으로 종다양성은 감소하
는 경향을 보였다.그리고 접종한 유류분해균은 4주 (28일)경과 시 까지
도 무접종구와는 차별되게 관찰이 되었다.약 수십종이 존재하는 것으로
관찰이 되며,이들을 동정하여 TPH 오염토양의 bioaugmentation처리
시 그들의 역할을 검토할 필요가 있다.그리고 화학처리구에 비해서 보
다 높은 미생물 군집 다양성을 보이는 것으로 관찰이 되므로 분해균의
처리가 화학처리 토양의 생물적 복원에 기여하는 것으로 사료된다.이
경우 적절한 유기물 (퇴비 등)의 첨가를 실시하면 오염토양의 화학처리
로 부터의 빠른 회복을 기할 수 있을 것으로 본다.
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Fig4.10MicrobialcommunityanalysisusingPCR-DGGEtechniqueof
TPH-contaminatedsoilsundergoingsequentialchemicalandbiological
treatment(Day0)
(M :Marker,Line1～3:Control1,Line4～6:Control1(degraderinoculation),
Line7～9:Control2,Line10～12:Control2(degraderinoculation))
Arrowsindicatethenew populationscomparedwithcontrol(withoutinoculationof
thedieselfueldegraders)
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Fig4.11Continued
(M :Marker,Line 1～3 :Treatment 1,Line 4～6 :Treatment 1(degrader
inoculation),Line 7～9 : Treatment 2,Line 10～12 : Treatment 2(degrader
inoculation))
Arrowsindicatethenew populationscomparedwithcontrol(withoutinoculationof
thedieselfueldegraders)
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Fig4.12MicrobialcommunityanalysisusingPCR-DGGEtechniqueof
TPH-contaminatedsoilsundergoingsequentialchemicalandbiological
treatment(Day28)
(M :Marker,Line1～3:Control1,Line4～6:Control1(degraderinoculation),
Line7～9:Control2,Line10～12:Control2(degraderinoculation))
Arrowsindicatethenew populationscomparedwithcontrol(withoutinoculationof
thedieselfueldegraders)
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Fig4.13Continued
(M :Marker,Line 1～3 :Treatment1,Line 4～6 :Treatment1 (degrader
inoculation),Line 7～9 :Treatment2,Line 10～12 :Treatment 2 (degrader
inoculation))
Arrowsindicatethenew populationscomparedwithcontrol(withoutinoculationof
thedieselfueldegraders)
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4.7현장조건에서의 TPH 오염토양의 화학적 및 생물학적 통합처리

4.7.1화학적 처리 결과

본 지역은 유류저장시설인 지하유류이송 배관 (지름 20mm)연결부의
파손으로 인하여 2,000gallon의 경유가 유출되었다.최초로 유출된 유류
가 발견된 지점은 SiteA (Fig 3.3)로서 산화보조제 (FeSO4),산화제
(H2O2)및 유류분해제를 순차적으로 처리하여 화학적 처리공정을 거쳤
다.처리전의 TPH농도는 직접 측정한 자료는 없으나 처리효율이 50%라
가정할 경우 최소한 100,000(mg/kg)에 달할 것으로 추정된다.그리고
처리 후 채취한 토양의 TPH를 분석한 결과 50,000～70,000(mg/kg)의
농도를 나타내었다.

4.7.2함수율 변화

TPH (경유)분해를 위한 미생물 활성에 영향을 주는 인자인 함수율을
주기적으로 확인하였다.그림에서 보는 바와 같이 50～60%의 함수율을
보여 전반적으로 함수율이 높게 유지되는 것으로 나타났다(Fig4.14).높
은 함수율은 토양 공극 내 산소의 농도를 감소시켜 TPH 분해 미생물
활성을 저해하는 요인으로 작용할 수 있다.이에 정기적인 모니터링으로
40～50% 범위의 적절한 수분함량 수준으로 조절하였다.
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Fig 4.14 Moisture contentofTPH-contaminated soilduring the
sequentialchemicalandbiologicaltreatment
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4.7.3온도변화

TPH (경유)분해를 위한 미생물 활성에 영향을 주는 인자인 온도를 주
기적으로 확인하였다.온도 모니터링을 위해 C지역과 D 지역을 선정하
여 측정하였고 Fig8에 나타낸 바와 같이 표면 (0cm)과 40cm 깊이에서
의 온도를 모니터링 하였다.토양 온도를 모니터링 한 결과는 12월 24일
전까지는 대체적으로 15～20℃ 정도를 유지하였으나 24일 이후 C 지역
의 온도가 전체적으로 4～8℃정도 상승하였다(Fig4.15).
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Fig 4.15 Temperature monitoring at TPH-contaminated soil
undergoingtheinsitusequentialchemicalandbiologicaltreatment



- 60 -

4.7.4오염부지에 대한 미생물 처리 후의 TPH 농도분석

경기도 A시의 디젤유로 오염된 토양 (표층～60㎝)을 bioaugmentation
처리 후 TPH를 분석한 결과 50,000～70,000(mg/kg)초기 TPH 오염농
도가 미생물 처리 25일 후 평균 1,500～2,000(mg/kg)정도로 97.1%의
제거효율을 보였다(Fig4.16).
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Fig 4.16 Residualconcentration ofTPH in soils undergoing the
sequentialchemicalandbiologicaltreatment
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4.7.5미생물 밀도 측정결과

4.7.5.1미생물제재 밀도측정

분해미생물에 의한 토양의 TPH 분해를 측정하고자 시판되고 있는 미
생물제재를 사용하였다.미생물 밀도를 측정하기 위해 viable cell
counting을 수행하였다.복합배지 TSA 1/2strength배지를 이용하였으
며 희석배율은 10-4,10-5,10-6,10-7으로 수행하였으며 2회 반복 실험하였
다.미생물제재의 미생물 밀도는 4.5×106c.f.u./g로 측정되었다.

4.7.5.2총종속영양세균 밀도

총종속영양세균 밀도를 측정하였으며 viablecellcounting법을 이용하
여 수행하였다.viablecellcounting은 복합배지 TSA 1/2strength배지
를 이용하였으며 미생물밀도는 B 지역 4.7 × 106 c.f.u./g,C 지역
9.1×107c.f.u./g,D지역 3.7×106c.f.u./g로 측정되었다.C지역이 높게 나
타난 것은 시행 초기 적정한 수분과 온도가 유지된데 그 원인이 있는 것
으로 사료된다.



- 62 -

4.7.5.3TPH 분해 세균 밀도

오염지역의 정화를 위해 사용된 미생제의 TPH 분해 세균 밀도를 측
정하였다.시료는 각 지점별로 3반복으로 채취하여 분석 실험을 실시하
였다.TPH 분해세균 밀도를 측정하기 위해 viablecellcounting법과
MPN법 (탄소원으로 경유사용)을 이용하여 수행하였다.TPH 분해세균
의 분리 및 밀도를 측정하기 위해 Bushnell-Haas배지를 이용하였으며,
대상오염지역의 오염원인 경유를 유일 탄소원으로 이용하여 실험하였다.
Viablecellcounting법과 Micro-plateMPN법을 이용한 TPH 분해 세

균 확인 및 정량분석 결과 viablecellcounting 방법에 의해 조사된
TPH (경유)분해균의 밀도는 D 지역 (2.97×106c.f.u./g)에 비해 C지역
(3.96×107c.f.u./g)이 10배 가량 높은 밀도를 가지는 것으로 나타났다.
MPN의 경우는 D 지역 (7.02×104cells/100g)에 비해 C 지역 (2.42×
108)이 높은 밀도를 가지는 것으로 나타났다.따라서 생균수와 MPN법에
의한 미생물의 밀도는 적정 처리조건이 잘 갖추어진 C지역에서 좀 더
일치하는 결과를 보이고 있다.따라서 이 경우는 C 지역의 환경적요인
(수분함량,온도 등)이 분해미생물의 회복과 회수에 영향을 미친 것으로
판단된다.
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Fig4.17PlatingoutofdieselfueldegradersontoBH platesfrom the
TPH-contaminatedsoilsandthemicrobialagentsusedinthesoil
treatment

  

(A:SiteC,B:SiteD (dilution:10-2),C:microbialagent1 (dilution:10-2),D:
microbialagent2(dilution:10-2))
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Fig4.18Determinationofpopulationdensityofdieselfueldegraders
inthesitesCandD,andfrom themicrobialagents1,2and3using
microplateMPN technique
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Fig 4.19 Population density ofthedieselfueldegradersfrom the
remediation sitesC andD determinedby viablecellcounting and
microplateMPN techniques



- 66 -

5.결론

본 연구에서는 TPH로 오염된 토양에 화학적․생물학적 통합처리 기
법을 적용할 경우 어떻게 잔류 TPH가 감소되며,이때 분해미생물이 오
염토양 내에서 어떤 작용을 하는지를 생태학적 측면에서 규명하고자 하
였다.이를 위해 유류오염토양으로부터 우수분해미생물을 선발하여 TPH
처리 (bioaugmentation)실험을 실시하였다.또한 이와 유사한 화학적․생
물학적 통합처리 기법을 현장에 적용할 경우 TPH분해가 어떻게 진행되
는지 검토한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.적정 화학적 처리조건을 탐색하기 위하여 계면활성제 및 산화제 농도
에 따라 실험을 수행한 결과 계면활성제의 경우 OP-10S(0.05%)가 15%
의 분해율로 가장 우수하였으며,산화제 (H2O2)는 5% 수준이 경제적인
것으로 나타났다.

2.분리된 우수TPH분해균을 이용하여 화학처리 후 생물학적 처리에 이
용할 경우 분해미생물이 109～1010(c.f.u./㎖ slurry)의 밀도로 유지되었으
며,최소한 100배 이상의 분해균 밀도 증가 효과가 있었다.

3.화학적․생물학적 통합처리 결과 대조구 및 화학 처리구의 경우 분해
미생물 처리효과가 인정이 되었다.그러나 화학처리구만의 경우는 10%
효율을 보여 분해미생물의 처리가 필수적임을 확인하였다.그리고 연속
하여 미생물을 처리할 경우도 대조구에 비해 20%정도의 차이로 처리효
율이 낮게 나타났다.이는 화학적 처리 토양내의 분해미생물 활성억제물
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질 (예 freeradical등의 산화 부산물)의 존재에 기인하는 것으로 판단된
다.

4.유사한 화학적․생물학적 통합처리 공정을 현장에 적용하여 적정조건
(20℃,함수량 45% 및 pH 7.0정도)을 유지할 경우 25일 만에 대상 오염
지역의 TPH농도 (50,000～70,000mg/kg)를 우려기준 이하인 1,490
(mg/kg)수준으로 처리가 가능함을 확인하였다.

5. 현장 TPH 처리조건에서 생균수측정 (viable counting)방법과
Micro-plateMPN 방법의 상관성을 확인할 수 있었고 또한 이들 방법에
의한 다양한 유류분해균을 분리,확인할 수 있는 기법을 확립하였으며,
실험실에서의 처리가능성 시험 (treatabilitystudy)을 통해 처리토양시료
내의 미생물군집의 경시 변화를 추적할 수 있는 분자생물학적 기법
(PCR-DGGE)을 확립하였다.
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