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ABSTRACT

Biodegradation of an explosive compound, glyceryl trinitrate (GTN), was studied with a denitrifying microbial culture

grown in a sequencing batch reactor and a GTN acclimated denitrifying culture. The GTN acclimated culture, which were

fed on GTN for 1 month, degraded GTN regioselectively via denitration on C1 position as compared to C2 position

denitration by denitrifying culture that has never been exposed to GTN. Accumulation of two isomeric glyceryl dinitrates

(GDNs) in both culture medium suggests that GDN denitration is the rate-limiting step in GTN biodegradation. The first

order GTN degradation rate normalized to cell concentration of the acclimated culture was calculated to be 0.045 (±0.002)

L/g-hr. Increasing concentration of electron acceptor(nitrate) resulted in discouraged GTN degradation. According to

microbial community analysis, prolonged GTN exposure resulted in 25% increase in the genus level of the GTN

acclimated culture with the disappearance of two dominating denitrifying microbial species of Methyloversatilis

universalis and Hyphomicrobium zavarzinii in the denitrifying culture. 
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1. 서 론

 

Nitroglycerin은(Fig. 1) glyceride에 3개의 질산기가 첨

가된 강력한 화약물질로, 이탈리아 화학자 Asconio

Sobrero가 처음 합성하였으며 화학식명은 glyceryl trinitrate

(GTN)이다(Husserl, 2011). GTN의 LogKOW는 1.62로,

대표적인 고폭 화약물질 RDX(hexahydro-1,3,5-trinitro-

1,3,5-triazine)의 0.86에 비해 약 2배 높고 TNT(2,4,6-

trinitrotoluene)의 1.86보다는 낮지만, 용해도가 1,250~

1,950 mg/L로 높아 수용액에 존재하려는 성질을 갖는다

(Pichtel, 2012). 

GTN은 군용추진체에 많이 사용되는 화약물질로, 생산

시설 폐수와 포탄 추진체의 불완전연소 및 불발탄에 의해

환경을 오염시키며, 사격장에서는 피탄지 보다 사격지점

에서의 오염도가 높다. 미국 Camp Edwards 사격장 토양

시료 515개에서 1.94%에서만 GTN이 검출되었고, 평균농

도와 최댓값은 각각 15.2 및 51.7 mg/kg으로 오염도가

높지 않았다(Pennington et al., 2006). 캐나다 Gagetown

군 사격장에서는 사격지점 후방 0~10 m 지점에서 4,700
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Fig. 1. Molecular structure of glycerol trinitrate. 
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mg/kg의 고도오염이 관측되었지만, 후방 30~40 m에서는

84 mg/kg로 급격히 감소하였다(Thiboutot et al., 2004).

이상의 연구 결과와 같이 군 사격장 GTN 오염은 사격지

점을 중심으로 국부적 고도오염이 발생하지만 오염범위는

넓지 않다. 생산 시설에서도 GTN이 배출되나, 타 공정에

서 발생하는 폐수에 의해 희석되어 그 농도는 4.8 mg/L에

불과하였다(Cyplik et al., 2012). 환경으로 유출된 GTN

은 토양 및 지하수에 존재하는 미생물에 의해 분해되기도

하지만(Attaway, 1994), 높은 용해도와 이동성으로 하천

및 지하수를 오염시킨다. 

생태계와 인간에 대한 GTN의 독성에 대한 연구도 활

발히 진행되었다. 쥐의 경구 LD50이 80~100 mg/kg으로

높고, 체내로 흡수된 GTN은 nitroreductase에 의해

glyceryl-dinitrate(GDN) 및 glyceryl-mononitrate(GMN)로

전환된 후 glycerol을 거쳐 완전히 분해되었다(Dacre and

Rosenblatt, 1974). 동물(개) 실험에서 흡입독성은 관측되

지 않았으나, 0.1 g/kg의 GTN 정맥주사 후에 미미한 심

장 이상과 GDNs의 반감기가 2배 증가되었고, GTN의 피

부 흡수도 처음으로 확인되었다(Dilley, 1976). Bentley et

al.(1978)은 조류, 무척추동물 및 어류 각 4종을 대상으로

실험한 결과, 무척추동물의 LC50값이 어류에 비해 약 10

배 높았고, 어류에 대한 유수 및 정지 독성실험 결과에서

급성 LC50은 1 mg/L 이상으로 동일하기에 누적독성은 없

다고 보고하였다. 그러나 2년간 동물에 대한 장기 노출실

험에서 GTN의 발암성이 확인되었을 뿐 아니라, 어류가

무척추동물에 비해 더욱 민감한 반응을 보였고, 0.22 mg/

L에서도 유의적인 악영향을 주었다(Smith, 1986). 이 결과

에 따라 발암위해도 10−6에서 1.4 ug/L의 강력한 수질기준

을 제안하였으나, 미국 EPA에서는 수질에 대한 건강권고

기준으로 5.0 ug/L을 설정하였다(US EPA, 2009). 

GTN은 글리세롤에 3개의 전자 친화적 질산기가 결합

되어있어, 구조적으로 생물학적 난분해성물질이다. 그러나

활성슬러지 반응조에서 30 mg-GTN/L이 8~15시간 내에

제거되었는데, 순차적 탈질산기(denitration)반응에 의해 이

성질체인 glycerol-1,2-dinitrate(1,2-GDN) 및 glycerol-1,3-

dinitrate(1,3-GDN)이 생성된 다음, glycerol-1-mononitrate

(1-GMN) 및 glycerol-2-mononitrate(2-GMN)을 거쳐 glycerol

로 분해되었다(Wendt et al., 1978).

토양에서 분리된 2종의 Pseudomonas 종도 GTN

reductase에 의한 탈질산기 반응으로 GTN을 분해하여 탄

소 및 질소원으로 사용하였다. GTN 분해에서는 P.

putida 종은 탄소위치에 관계없이 무작위로 탈질산기 반

응이 일어났으나, P. fluorescens 종은 C2 위치에서 선택

적 탈질산기 반응으로 GTN을 분해하여 NO2
-를 생성하였

다. 그러나 GMN은 효과적으로 분해되지 않았다(Blehart

et al., 1997). 반면 농후 배양한 미생물은 GTN을 단일

탄소원과 질소원으로 사용하여 완전 분해할 수 있었는데,

질산기는 대부분 NO2
−로 배출되었다. 이 연구에서 초기

농도 0.3 mM의 GTN은 62시간 후에, GDN은 90시간

후에 완전히 제거되었지만, GMN의 분해에는 약 260시간

이 소요되어 GMN 분해가 제한단계이었다(Accashian et

al., 1998).

호기성-무산소 회분식 반응조에서 COD:GTN 비율

10:1 조건에서 5시간 처리하면 200 mg-GTN/L이 완전히

제거되었고, 반응조에 축적된 95 mg/L의 NO3
−는 5시간의

무산소 탈질반응으로 모두 제거되었다(Pesari and Grasso,

1993). Accashian et al.(2000)은 연속회분식 반응조에서

순응미생물로 100 mg-GTN/L을 처리하였는데, GDN의 탈

질산기 반응이 제한단계임을 확인하였다. 혐기성 반응조

에서 글루코오스를 탄소원으로 28일 만에 GTN을 완전히

분해하였으나, 호기성 조건과는 달리 C2 위치의 질산기를

선택적으로 제거함으로써 1,3-GDN 및 1-GMN 더 많이

축적되었고, GMN의 탈질산기 반응이 제한단계이었다

(Christodoulatos et al., 1997).

Marshall and White(2001)은 화약물질 제조공장 폐수의

배수구 토양에서 GTN을 분해하는 Pseudomonas putida,

Arthrobacter sp, Klebsiella sp. 및 Rhodococcus sp. 4

종의 미생물을 분리하여 특성을 조사한 결과, 호기성 미

생물과 같이 C1 위치의 질산기를 선택적으로 제거하였다.

그 중, Rhodococcus sp.는 GMN에서 탈질산기 반응으로

질산기를 제거하여 GTN을 완전 분해하였다. Arthrobacter

sp. strain JBH1은 탈질산기 반응으로 생성된 질산이온과

글리세롤을 각각 질소 및 탄소원으로 사용하였다(Husserl

et al., 2010). 진균 Geotrichum candidum은 2 mM 이하

농도에서 GTN을 1-GMN 및 2-GMN으로 분해하였으며

(Ducrocq et al., 1989), 목재 리그닌을 분해하는 곰팡이

Phanerochaete chrysosporium은 호기성 조건에서(Servant

et al., 1991), Pernicillium corylophilum Diercks은 탄소

원(glucose)와 질소원(NH4NO3)의 존재 하에서 GTN을 분

해하여 GDN과 GMN으로 전환하였으나(Zhang et al.,

1997), 제거속도는 빠르지 않았다. Cyplik et al.(2011)은

화약물질 생산공장에서 배출되는 3000 mg-NO3/L, 4.8

mg-GTN/L 및 1.9 mg/L의 nitroglycol을 함유하는 고농도

폐수를 C/N 비율은 4.0, pH 7~9 조건에서, 탈질미생물과

토양분리 미생물을 접종한 무산소 탈질반응조로 완전히

처리할 수 있었으나, 토양에서 분리한 혼합미생물군 접종
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이 실제 폐수처리에 필수적이었다. 해당 토양미생물 군집

분석 결과, 혼합미생물군은 Alcaligenes xylosoxidans,

Citrobacter freundii, Comamonadaceae bacterium, Pseu-

domonas sp., Pseudomonas stutzeri, Sphingobacterium

kitahiroshimense, 및 Sphingobacterium sp.로 구성되었다.

토양에서의 GTN 분해는 생물학적 분해, 유기물 존재

여부 및 흡착이 상호 영향을 주고 있다. 사격장 토양을

채취하여 흡/탈착상수를 측정한 실험에서 순수 GTN의 흡

착상수(Kd)는 0.9(mL/g)로 낮았다. 사격에 사용하지 않은

GTN의 Kd값은 살균제를 사용하면 0.6~1.1인 반면 살균

제를 사용하지 않으면 7.9~10.5로 크게 증가되어, 생물작

용에 의해 흡착이 증가하여 토양에서의 NG 이동이 지체

됨을 보였다(Clausen et al., 2011). 토양유기물은 무산소

조건에서 여러 종류의 환원제로부터 전자를 전달하는 역

할을 함으로써 GTN 분해를 증진하였고, 입자상 유기물이

있으면 토양에서 GTN을 흡착하여 이동을 저하시키고, 생

물학적 분해가 발생할 수 있는 시간이 길어져 완전히 분

해되었다(Bordeleau et al., 2014a). 그러나 토양 칼럼실험

에서 토양에 충분한 유기물과 영양물질이 있는 경우 용해

된 GTN이 생물분해되지만, 영양물질 농도가 낮은 모래에

서는 GTN 분해속도가 충분히 빠르지 않아 지하수 오염

가능성이 있다고 하였다((Bordeleau et al., 2014b). 

이상과 같이 GTN은 생물학적 분해가 가능하지만, 분해

미생물과 조건이 선택적이라면 경제성과 효율성이 저하된

다. 토양 근권 혹은 폐수처리장의 일반적인 탈질미생물에

의해 GTN 분해가 가능하다면, 오염토양 및 지하수는 자

연감쇄 혹은 생물학적 활성화 공법으로, 폐수는 폐수처리

장의 탈질반응조에서 경제적이고 효율적으로 처리할 수

있을 것이다. 이에 본 연구에서는 탈질조건에서의 GTN의

생물학적 분해 여부 및 처리 조건에 대한 연구를 수행하

였다. SBR(Sequencing Batch Reactor) 탈질반응조에서

배양한 탈질미생물과 GTN에 순응시킨 탈질미생물을 각

각 배양하여, 두 미생물 군에 의한 GTN의 분해경로, 분

해산물 및 제거율, 전자수용체가 주는 영향을 조사하였고,

미생물군집 변화를 분석하여 비교하였다. 

2. 실험방법 및 분석방법

2.1. 탈질미생물 및 GTN 순응 탈질미생물 배양

활성이 높은 탈질미생물을 확보하기 위해, S시 공공하

수처리장 2개소의 무산소조 반송관에서 탈질미생물을 채

취하고, 실험실 SBR에서 배양하였다. SBR은 온도,

pH(Mettler Toledo), 용존산소(Hamilton Oxyferm 225)를

연속으로 관측하고 거품을 조절할 수 있는 용량 5 L의 발

효기(Kobio Tech, 대한민국)로 작업용량은 4 L이었다. 운

전조건은 유입 1분, 반응 22.5시간, 침전 1시간, 배출 0.5

시간이며, 침전 후 침강액 1 L를 남기고 상징액 3 L를 연

동펌프(Cole-Parmer)로 배출하였다. 이후 3 L의 인공 폐수

와 탄소원으로 소량의 메탄올을 넣고 교반하면서, 초기시

료와 3~4시간 간격으로 중간시료를 채취하여 액상

COD(Chemical Oxygen Demand), TSS(Total Suspended

Solids), VSS(Volatile Suspended Solids), TN(Total Nitrogen),

TP(Total Phosphorus), NO3
−, NO2

−, PO4
3−, pH 및 온도를

관측하였다.

사격장 혹은 화약물질 공장에서 배출되는 화약물질이

완전 산화되어 NO3
−가 생성되고, 탈질에 사용되는 것으로

가정하여 TNT와 RDX 수용액을 오존으로 완전히 산화시

켜 인공폐수를 제조하였고, 이 폐수의 NO3
−, TN, TP 및

COD 농도는 각각 290, 70, 0.7 및 14.5 mg/L, pH는

6.6이었다. 메탄올 주입량은 식(1)에 근거하여, 폐슬러지

발생량을 최소화할 수 있는 유기물/질산성 질소(COD/

NO3
− 이하 C/N)비로 하였다. 이 최적조건을 찾기 위해

약 2달간 C/N 비를 변경하면서 계속 실험하였다.

5CH3OH + 6NO3
− → 5CO2+ 3N2,g+ 7H2O + 6OH− (1)

GTN 순응 탈질미생물(이하 GTN 순응미생물)은 다음과

같이 배양하였다. 갈색 삼각플라스크(500 mL) 8개에 하수

처리장 무산소조에서 채취한 탈질미생물 100 mL를 넣고,

24시간 정치하고 진공 탈기한 수돗물 150 mL에 GTN 및

NO3
− 최종농도가 각각 4 및 800 mg/L 되도록 제조하여

각 반응조에 주입하였다. 탄소원으로 메탄올 3,160 mg/L

을 주입하였는데, C/N비는 5.93:1이었다. 이후 GTN 순응

반응조는 실리콘 마개로 밀봉하고 항온교반실(25oC)에서

100 rpm으로 교반배양하면서, 2일 간격으로 10분간 침전

시켜 상징액 150 mL를 제거하고 초기 조건과 동일하게

GTN, NO3
− 및 메탄올을 넣어 주었다. 순응여부는 미생물

성장과 배양액내 GTN의 농도감소로 판단하였는데, 한 달

간 순응시킨 결과 배양 24시간 후 GTN 4 mg/L가 완전

히 제거되었다. 

2.2. 휴식세포실험

탈질미생물과 GTN 순응미생물에 의한 GTN 분해경로

및 제거속도를 비교하기 위해 휴식세포(resting cell) 실험

을 수행하였다. 최적 조건에서 배양한 SBR 탈질미생물

및 GTN 순응미생물을 20,000 g(4oC)에서 원심 분리하여

수확하고, 탈기한 20 mM 인산염 완충액(pH 7.0)으로 3회
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세척한 다음, 용량 500 mL인 갈색 삼각플라스크에 일정

량을 주입하고 탈기한 인산염 완충액으로 250 mL이 되도

록 하였다. 반응조 상부는 질소로 충진하고 실리콘 마개

로 밀봉하여 항온교반실(25oC)에서 100 rpm으로 서서히

교반하였다. 이 때, 초기 GTN 농도는 6.0 mg/L로 하고,

NO3
−는 공급하지 않았다. 반응이 시작되고, 한 시간 간격

으로 시료를 채취하여 GTN 및 부산물 농도를 UPLC

(Ultra Pressure Liquid Chromatography)로 측정하였다.

반응 초기, 3시간 및 8시간 시료에 대하여는 TSS, VSS

및 NO3
− 농도를 분석하였다. 각 미생물을 멸균하여 주입

한 대조군을 동시에 운영하였고, 모든 반응조는 2배수로

실험하였다. 

2.3. GTN 순응미생물에 의한 GTN 분해동역학

Resting cell 실험과 달리 GTN 순응미생물을 침전시켜

수확하고, 갈색 삼각플라스크(500 mL)에 순응미생물과

GTN이 용해된 메탄올 용액 2 mL 및 질산성 질소를 포

함한 용액 250 mL을 Table 1과 같이 달리하여 주입한

다음 항온교반실(25oC)에서 100 rpm으로 천천히 교반배양

하면서 GTN 분해속도를 측정하였다. 이 때, 초기 미생물

농도(VSS)는 700 mg/L로 하였고, 미생물에 의한 GTN

흡착을 확인하기 위해 멸균미생물로 대조구(control)를, 광

분해 등과 같은 무생물학적 제거를 확인하기 위한 무처리

구(blank)도 함께 운영하였다. 반응초기, 3, 6 ,9, 12 및

24, 48시간에 시료를 채취하여 NO3
−와 GTN 농도를 분

석하고, 반응초기, 12, 24 및 48시간 시료에 대하여 TSS

와 VSS를 측정하였다. 

2.4. 화학물질 및 분석방법

GTN(순도>99%)은 메탄올에 1 g/L 농도로 용해하여

steel wool이 들어있는 금속제 용기에 안전하게 담긴 상태

로 국방과학연구소에서 수령하여 운반한 다음, 방폭 화학

물질 저장금고에 보관하였다. 폭발위험이 매우 큰 물질이

므로 실험실에서 별도로 농축/정제하지 않았기 때문에, 고

농도 GTN 실험을 위해서는 메탄올 주입량도 같이 증가

하여 실험에 사용할 수 있는 GTN 농도는 매우 제한적이

었다. 실험이 종료된 후, 잔여 GTN은 NaOH로 염기성

가수분해한 다음 처분하였다. GTN과 분해산물인 1,2-

GDN, 1,3-GDN, 1-GMN 및 2-GMN의 표준물질은

AccuStandard(New Haven, CT, USA)에서 구입하였다.

또한 실험에 사용한 모든 화학물질은 HPLC 및 ACS 등

급이었다. 

미생물 농도, TN 및 TP는 수질오염공정시험방법에 준

하여 실시하였는데, COD, TN, TP는 HACH사의 해당

vial로 분석하고 DR 4000으로 농도를 측정하였다. 액상

GTN은 0.2 um PVDF syringe fliter로 시료여과 후,

Waters UPLC H Class로 분석하였다. 분석조건은 유량

0.2 mL/min, H2O:ACN(Acetonitrile) = 60:40, 파장 214 nm,

칼럼온도 40oC, 시료 주입량 2.0 uL이며, Acquity UPLC

BEH C18 column(2.1×100 mm, 1.7 um) 칼럼으로 용리

하였다. GTN 분해산물은 극성이 높아 별도의 용리조건으

로 재분석하였다. 상기 방법과 동일한 분석법에서 용매

H2O:MeOH(Methanol)의 비율을 80:40에서 7분, 1분에

걸쳐 10:90으로 변경하여 6분 동안 유지한 다음, 1분에

걸쳐 80:20으로 환원하여 5분간 지속하였다. 질산성 질소

(NO3
−)는 IC(Ion Chromatography)로 분석하였다. 질산성

질소 농도가 높을 경우에는 표준 검량선 범위(100 mg/L)

내에 측정되도록 10~20배 희석하였다. 고순도 탈이온수

(18.3 MΩ-cm)로 희석시킨 시료는 0.2 um PVDF syringe

filter로 여과 후 Metrosep A Supp 4 column, Auto

sampler로 구성된 Metrohm Compact IC 761으로 분석

하였다. 분석 조건은 용리액(1.8 mM Na2CO3 + 1.7 mM

NaHCO3), 유량 1 mL/min, suppressor 재생용액은 H2SO4

100 mM을 사용하였다. IC 측정 시 시료 1 set 시료의 측

정 초기에 공시료를, 마지막에 표준물질을 같이 분석하는

분석품질관리를 실시하였다. 

탈질미생물 및 GTN 순응미생물의 미생물군집은 (주)천

랩에 의뢰하여 Illumina Misque 장비를 사용하여 NGS

(Next-Generation Sequencing) 방법으로 분석하였다.

Table 1. Experimental conditions for GTN degradation using GTN acclimated denitrifying microbial culture

Reactor
Initial conditions (mg/L) GTN acclimated 

microorganismsGTN NO3-N COD COD/NO3-N

Blank 8 - - - not inoculated

N-200 8 200 9,500 48:1 inoculated

N-800 8 800 9,500 12:1 inoculated

N-1200 8 1,200 9,500 8:1 inoculated

Control 8 200 9,500 48:1 sterilized before inoculation
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3. Results and Discussion

3.1. 탈질반응조 운전 결과

SBR 탈질반응조에 식종한 미생물을 인공하수에 순응시

키고, 메탄올 주입량과 교반속도 등의 조건을 변화하면서

탈질미생물의 성장을 관측하였다. 용존산소 농도가 0.2

mg/L 이하로 유지되도록 교반하면서 탈질증진을 위해 메

탄올 주입량을 증가하면 처리수 COD 농도가 200 mg/L

이상으로 증가하고 SBR 반응조 내 미생물이 과도하게 축

적되었다. 최종적으로 매일 4 L당 0.8 mL의 메탄올을 주

입하자 탈질율, 반응조 미생물 농도가 안정화되면서 정상

상태에 도달하였다(Fig. 2a). SBR 탈질반응조에 원수를

유입시킨 다음 측정한 용액의 초기상태는 pH 7.3(±0.3),

NO3
−는 218.3(±4.9) mg/L, PO4

3−는 0.4(±0.5) mg/L, COD

는 240(±10.8) mg/L이었고, 미생물 농도(TSS)는 2,800

(±142) mg/L이었다. 원수 유입과정에서 수류의 흐름에 의

한 폭기로 DO가 증가하였으나, 3시간 내에 0.2 mg/L 이

하로 감소하였다. 

탈질미생물 배양을 위한 SBR의 운전 결과는 Fig. 2와

같다. SBR에 폐수원수와 탄소원(메탄올) 주입 후, 약

6~9시간까지 COD와 NO3
−가 빨리 감소하였는데, 특히

NO3
−는 99% 이상 제거되었다. 그 이후 COD는 더 이상

감소하지 않고 약 25 mg/L을 유지하였고(Fig. 2a). 미생물

지표인 TSS도 2,700 mg/L 정도로 큰 변동이 없었다(Fig.

2b). 이에 실험 39~41일 사이를 정상상태로 판정하였다.

정상상태에서 배출수 pH는 8.0(±0.2)로 탈질과정에서 배

출된 알칼리도로 인해 증가하였고, COD는 4.5(±1.5) mg/

L, NO3
−는 0.3(±0.6) mg/L, PO4

3-는 0.6(±0.2) mg/L이었

다. 메탄올 주입으로 미생물 성장에 필요한 최소한의 에

너지와 탄소원이 제공되었기 때문에 미생물 농도(TSS)는

2,669(±189) mg/L로 일정하게 유지되었다. 

정상상태에서 COD와 NO3
−는 0차 반응으로 제거되었

으며, 제거상수는 각각 34.1(±2.7) 및 35.4(±0.8) mg/L-

hr로 일정하였다(Fig. 3). SBR 운전 기간 동안 반응조 미

Fig. 2. Temporal changes of (a) COD, nitrate and phosphate concentration, (b) total volatile suspended concentration in the denitrifying

sequencing batch reactor.
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생물 농도(VSS)는 반응 시작 시(폐수원수 유입) 평균

2,520 mg/L이었고, 반응 종료 시에 2,430 mg/L로 TSS의

90%가 VSS 이었다. 미생물 농도에 일반화한 NO3
− 탈질

율을 반응 시작 시 미생물농도를 사용하여 구하면 다음

식 (2)와 같다. 

 (2)

상기 값은 화약공장에서 배출되는 3,000 mg-NO3
−/L 폐

수를 C/N비 4.0 조건의 탈질반응조로 처리하였을 때 관

측된 0.79 NO3
−-N/g VSS-day와 비교하면 약 50% 이상

낮다(Cyplick et al., 2012). 그러나 본 연구에서는 여분

의 미생물 생성을 최소화하기 위해 C/N비 1.1로 하여 에

너지원을 제한하였기 때문이라 판단되며, 타 문헌에서는

메탄올을 탄소원으로 사용했을 때 관측된 탈질율의 최곳

값에 해당하는 결과이었다(Sedlak, 1981). 이에 SBR에서

주어진 배양 조건에서 빠른 탈질율을 가진 미생물군이 배

양되어 안정적으로 탈질반응이 일어났다고 판단하고, GTN

분해실험에 탈질미생물로 사용하였다. 

3.2. 휴식세포실험결과

GTN 순응미생물과 SBR에서 배양한 탈질미생물로 휴

식세포실험 결과는 Fig. 4와 같으며, 실험의 주요 결과는

Table 2에 요약하였다. 초기 GTN 농도(6.0 mg/L)는 두

미생물 군에서 모두 1차 반응으로 분해되었고, 멸균 접종

한 대조군에서는 초기에 다량이 흡착되어 농도가 저감된

다음 분해는 일어나지 않았다. 반응 8시간 이후에는 GTN

순응미생물 반응조에서 초기농도의 96.3%가, 탈질미생물

에 의해서는 76.1%만이 제거되었고, 중간 산물인 GDN이

축적되었다. 탈질산기 반응으로 생성된 NO3
−를 두 미생물

군이 사용하였기에 최종농도가 각각 0.06 및 0.10 mg/L에

불과하였다. 

두 미생물 군에 의한 1차제거상수는 GTN 순응미생물

에서 0.36(±0.04) hr−1이며, 탈질미생물에서는 0.17(±0.00)

hr−1로, GTN 순응미생물이 2배 이상 큰 값을 보였다

(Table 2). 반응조 내 미생물 농도가 다르므로, 미생물 농

도에 평균화한 1차제거상수(q)를 식 (3)에 의해 산정하면,

GTN 순응미생물과 탈질미생물에서 각각 0.146 및 0.137

L/g-hr이다. GTN 순응미생물 VSS 평균농도가 2,473

mg/L로 탈질미생물의 평균농도 1,240 mg/L에 비해 약 2

배 높기는 하지만, 순응과정에서 GTN의 악영향으로 직경

2~3 mm 정도의 단단한 구체형태로 뭉쳐있어, 잘 분산된

상태의 탈질미생물에 접촉 표면적은 넓지 않았다. 이는

Clausen et al.(2011)의 결과와 같이 생물분해가 발생하면

GTN의 흡착이 증가하여 응집을 유발한 것으로 판단된다.

그럼에도 GTN 순응미생물의 q값은 탈질미생물에 비해 약

10% 높았다. 

(3)

여기서, k는 1차 반응상수(hr−1), q는 미생물 농도에 평균

화한 1차제거상수(L/g-hr), 는 미생물농도 평균값(g/L)

반응 8시간 후, 1,2-GDN과 1,3-GDN 농도는 GTN 순

응미생물에서 각각 4.14(±0.01) 및 0.85(±0.10) mg/L이

생성되었고 탈질미생물에서는 각각 2.34(±0.06) 및 2.29

(±0.00) mg/L이 생성되었다. 몰수로 1,2-GDN/1,3-GDN

R
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gVSS day–
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Fig. 3. Estimation of zero order removal rate of (a) COD, (b)

nitrate during steady state operation in the denitrifying

sequencing batch reactor.
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농도의 겉보기 비율을 계산하면 GTN 순응미생물 및 탈

질미생물에서 각각 4.9 및 1.0이다. GTN은 양단(C1 및

C3) 및 중앙(C3)에 NO2
−가 있으므로 위치선택성(regio-

selectivity)없이 무작위로 탈질산기 반응이 일어난다면

1,2-GDN/1,3-GDN 비율은 2.0이 되어야 한다(White and

Snape, 1993). 두 중간산물비로 판단하면 GTN 순응미생

물과 탈질미생물은 각각 선택적으로 양단 및 중앙의 NO2

기를 제거하였다. GTN의 탈질산기 반응위치는 미생물에

따라 상이하다. 진균 Geotrichum candidum는 선택적으로

C2에서(Ducrocq et al., 1989), 다른 진균인 Phanerochaete

chrysosporium은 C1 위치에서 GTN을 분해하였다

(Servent et al., 1991). 절대 혐기성 조건에서 배양한 혼

합미생물은 C2에서 선택적인 탈질산기 반응으로 GTN을

분해하였다(Christodoulatos et al., 1996). 토양에서 분리

한 4종의 GTN 분해미생물은, Arthrobacter 종은 C1에서,

Klebsiella 종은 C2에서 NO2기를 제거한 반면, 나머지

Pseudomonas putida와 Rhodococcus 종은 선택적이지 않

았다(Marshall and White, 2001). 이상의 결과를 종합하

면, GTN의 분해가 시작되는 지점은 미생물종, 더욱 정확

히 미생물 효소체계에 의한 차이인 것으로 사료된다.

물질 수지를 계산하면 GTN 순응미생물 반응조는

109.5(±6.9)%, 탈질미생물 반응조는 122.5(±2.4)로 10~

20%의 오차가 발생하였다. 이는 UPLC 분석에서 GDN

두 이성질체의 피크가 완전히 분리되지 않아 발생한 정량

오차에 기인한 것으로 판단된다. GDN에서 탈질산기 반

응이 거듭되면 1- 및 2-glyceryl mononitrate(GMN)가 생

성된다. 본 연구에서 다양한 방법으로 GMN 두 이성질체

를 UPLC로 분리하려 노력하였으나, 극성이 너무 높아 분

리하지 못하였다. 또한 GMN이 용리되는 시간에서의 피

크는 매우 미소하였다. 반응조에서 GDN이 생성되어 축

적되는 과정이었고, GDN 분해가 GTN의 분해제한단계이

며, 혼합미생물을 사용한 경우 GMN의 분해가 동시에 발

생하기에(Accashian et al., 2000), 다음 단계의(GMN)

농도는 매우 낮아 물질수지에 큰 영향을 주지 않을 것이

Table 2. Data summary of resting cell experiments

GTN acclimated microbial consortia SBR denitrifying microbial consortia

mg/L uM mg/L uM

initial GTN concentration 5.89(±0.42) 25.94(±1.87) 5.85(±0.06) 25.77(±0.28)

final GTN concentration 0.22(±0.08) 0.96(±0.35) 1.40(±0.01) 6.16(±0.06)

final 1,2-GDN concentration 4.14(±0.01) 22.72(±0.07) 2.34(±0.06) 12.86(±0.16)

final 1,3-GDN concentration 0.85(±0.10) 4.67(±0.54) 2.29(±0.00) 12.55(±0.02)

final nitrate concentration 0.06 0.90 0.10 1.65

material balance (%) 109.5(±6.9) 122.5(±2.4)

first order removal rate (hr−1) 0.362(±0.041) 0.167(±0.002)

average VSS concentration (mg/L) 2,473 1,240

first order removal rate normalized to 

cell dry weight (1/gdw-hr)
0.586 0.539

Fig. 4. Changes in GTN and its metabolites concentration in the

resting cell experiments. (a) GTN acclimated denitrifying

microbial culture, (b) denitrifying microbial culture.
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라 판단된다.

SBR 반응조로 GTN을 처리하였을 때, GTN의 생물흡

착량이 4% 이하이었고(Pesari and Grasso, 1993),

HPLC 분석과정 중에 시료보관용기(플라스틱 및 유리), 여

과필터 및 septum에서 발생하는 GTN의 흡착손실량은 무

시할 수 있다고 하였다(Accashian et al., 2000). 그러나

Fig. 4에서와 같이 autoclave로 멸균한 다음 GTN을 주입

한 경우, GTN 순응미생물 및 탈질미생물 반응조에서 각

각 50.7 및 29.0%의 흡착손실이 발생하였다. 이를 미생물

농도로 평균화하면 각각 1.22 및 1.37 mg-GTN/gdw이었다.

GTN의 LogKOW는 1.62이므로 멸균과정에서 미생물 원형

질 내 지질이나 세포벽의 인지질이 남아있을 경우, GTN

의 흡착이 가능할 것이라 판단된다. 이 결과는 토양에서

의 GTN 거동에도 흡착이 중요한 요소임을 시사하고 있

다. 개인화기 사격장 토양을 사용한 흡착실험에서 GTN의

토양흡착은 24시간 내 평형을 이루었고 흡착 Kd 평균값

은 0.9 L/kg으로 토양유기물함량 및 양이온교환 능에 영

향을 받았다. 반면 탈착은 미생물활동을 억제하였을 경우

에만 가능하였으며, 탈착 Kd 평균값은 1.6 L/kg으로 흡착

에 비해 1.8배 높았다(Clausen et al. 2010). 즉 토양으로

배출된 GTN의 생물학적 분해는 흡·탈착에 영향을 주어

GTN의 토양 내에서의 거동을 제어할 수 있는 주요 요인

인 것과 같이, 본 실험에서도 대조구에서 흡착손실이 중

요한 변수가 되었다. 

 

3.3. GTN 분해에 탄소원 및 질산성 질소가 미치는 영향

순응미생물에 의한 GTN 분해에 NO3
− 농도가 미치는

영향을 확인하기 위해 Table 1과 같이 초기 탄소원

(COD)을 9,500 mg/L로 충분히 공급하고 NO3
− 농도를

200, 800 및 1,200 mg/L로 변화하며 실시한 분해실험 결

과는 Fig. 5와 같다. 무처리구와 멸균미생물 반응조인 대

조구에서는 GTN 분해는 일어나지 않았고, 크로마토그램

에도 분해산물이 관측되지 않았다. 상기한 바와 동일하게

흡착으로 GTN이 초기농도 대비 약 20% 감소하였는데,

단위 미생물 중량당 흡착량은 1.52 mg-GTN/g-cell로 휴식

세포실험 결과와 비교하면 25%의 오차 밖에 나지 않았다.

Fig. 5. Results of batch experiments with GTN acclimated denitrifying microbial culture. (a) GTN concentration, (b) nitrate concentration,

(c) estimation of first order reaction rate, (d) temporal changes in volatile suspended solids.
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대조군 및 무처리군을 제외하고 GTN 순응미생물을 주

입한 경우, GTN의 분해가 일어났다(Fig. 5a). 초기 NO3
−

200 mg/L 반응조에서, 9시간 후에 NO3
−가 모두 제거되었

음에도 불구하고(Fig. 5b), GTN이 전체 실험기간동안 유

사1차 반응으로 감소되어 48시간 이후에는 0.5 mg/L만 잔

류하였다(Fig. 5a). 초기 NO3
− 농도를 4배 혹은 6배 증가

시켜도 순응미생물에 의한 GTN 분해속도에는 큰 영향이

없으므로, 주어진 조건에서 GTN 분해는 NO3
− 농도에 독

립적이다(Fig. 5c). 모든 반응조에서 1차제거상수값은 kGTN

= 0.034(±0.001) hr−1로 동일하였다(R2=0.99). 반면에 다량

으로 주입한 NO3
−는 탄소원과 함께 미생물 성장을 촉진

하여, NO3
− 1,200 mg/L 반응조에서 미생물 농도(VSS)는

초기 700 mg/L에서 24시간 이후 1,035 mg/L로 1.48배

증가하였고, 타 반응조에서도 미생물 성장이 관측되었다

(Fig. 5d). 

이에 각 반응조 미생물농도에 평균화한 1차제거상수 q

값을 산정하면 Table 3과 같다. 초기 NO3
− 농도가 200,

800, 1200 mg/L로 증가할수록 q값은 각각 0.045(±0.002),

0.043(±0.003) 및 0.037(±0.003) L/g-hr로 감소하였는데,

휴식세포실험의 0.146 L/g-hr에 비해 약 30% 수준으로

불과하였다. 이 q 값은 호기성 SBR로 처리하였을 때 관

측된 0.60~0.97 L/g-hr에 비하여 10−1 정도이지만(Accashian

et al., 2000), 혐기성 처리에서 관측된 0.005~0.0006 L/g-

hr(Christodoulatos et al., 1996)에 비하면 101 정도 높은

값이다. 

미생물 종류와 배양 조건에 따라 외부 탄소원 및 질소

원이 GTN 분해에 주는 영향은 다양하게 보고되고 있다.

초기에 GTN의 생물학적 분해는 공대사(cometabolism)으

로 인식되었으나(Pesari and Grasso, 1993; Zhang et

al., 1997), GTN을 탄소 그리고/혹은 질소원으로 사용하는

다양한 미생물이 분리되면서, GTN 분해율 향상에 대한

연구로 변경되었다. 진균 Geotrichum candidum의 GTN

분해는 유기물 및 유기질소원 농도에 영향을 받지 않았지

만(Ducrocq et al., 1989), GTN을 탄소/질소원으로 사용

하는 호기성 미생물도 glycerol 및 pyruvate가 존재할 때

GTN 분해율이 증가하였다(Halecky et al., 2014). GTN

을 탄소 및 질소원으로 사용하는 미생물종도 배양액에

(NH4)2SO4를 첨가하면 GTN 분해율이 증가하였다(Blehert

et al., 1996).

무산소 및 호기성 조건에서도 외부 탄소원을 첨가하면

GTN 분해가 증진되었는데(Saad et al., 2010), 입자상 유

기물질은 분해에 필요한 에너지를 공급할 뿐 아니라 상기

한 바와 같이 GTN을 흡착함으로써 토양에서의 이동이

지체되었다(Bordeleau et al., 2014a). 호기성-무산소 2단

회분식 반응조에서 초기 NO3
− 농도 3,000 mg/L, COD

22,000 mg/L, GTN 1.9 mg/L인 폐수 처리에서 5일 내

GTN은 제거되었으나 탈질에 총 13일이 소요된 반면, 조

의 순서를 무산소-호기성 2단 활성슬러지로 처리할 경우

GTN 제거에는 7일, 탈질은 6일에 완결되었다(Cyplik et

al., 2012). 이상과 같이 외부탄소원을 공급하면 GTN의

분해를 촉진하였으나, 본 연구에서와 같이 NO3
− 농도 증

가에 따른 GTN 분해율 감소는 보고된 바 없다. 이 결과

는 GTN 순응미생물에서 이화에 용이한 메탄올과 NO3
−를

에너지원과 전자수용체로 사용함으로써 GTN 제거율이 감

소하였기 때문이라 판단된다.

3.4. 미생물 천이

3.4.1. SBR 탈질미생물 군집

SBR 탈질반응조가 정상상태로 운영되었던 기간(Day

41)에 탈질미생물 시료를 채취하여 GTN 순응미생물과 같

이 (주) 천랩에 송부하여 미생물 군집을 분석하였다. SBR

탈질미생물은 Proteobacteria 77%, Bacteroidetes 16%,

Chloroflexi 4% 및 기타 3%로 구성되었고, 총 340속

477종이 속하였다. 그 중에서 Methyloversatilis universalis

종이 48.1%로 우점하고 있고, Hyphomicrobium zavarzinii

종이 13.2%, 다음으로 Hyphomicrobium denitrificans 종

이 2.9%를 구성하고 있다(Fig. 6a). 속(Genus)로 구분하

면, 메탄올을 탄소원으로 이용하는 Methylophilus 속이

48.5%로 우점하고 있으며, 다음으로 Hyphomicrobium이

19.7%이었다. 

탈질에 필요한 탄소원으로 메탄올을 사용하였으므로

Methylophilus 속 미생물이 우점한 것으로 사료된다.

Methylophilaceae과에는 Methylophilus, Methylobacillus,

Methylovorus 및 Methylotenera 종이 속하는데, 절대 혹

Table 3. Data summary of GTN degradation by GTN acclimated denitrifying microbial culture

NO3
−-200 mg/L NO3

−-800 mg/L NO3
−-1,200 mg/L

average VSS concentration (mg/L) 770(±57) 793(±18) 915(±21)

first order removal rate (hr−1) 0.034(±0.001) 0.034(±0.001) 0.034(±0.000)

removal rate normalized to cell dry weight (1/gdw-hr) 0.178(±0.008) 0.172(±0.010) 0.149(±0.002)
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은 제한적 통기성(facultative) 그램음성 단간균이며, 메틸

영양미생물로 메탄올 혹은 메틸아민을 단일탄소원 및 에

너지원으로 사용하지만 메탄은 사용할 수 없다(Doronina

et al., 2014). 두 번째로 우점하는 Hyphomicrobium 종은

메탄올을 에너지원으로 사용하는 주요한 탈질미생물로, H.

denitrificans, H. zavarzinii 및 H. nitrativorans 종이 가

장 대표적이다. 그 중에서 H. nitrativorans는 염도 및

NO3
− 농도가 높은 조건에서 우점한다(Martineau et al.,

2015). 본 연구의 SBR 반응조 내 NO3
− 농도는 반응초기

를 제외하고 50 mg/L 정도로 낮기 때문에 H. nitrativorans

종이 우점하지 않고, H. denitrificans 및 H. zavarzinii

종이 우점하였다. 이상의 결과에서와 같이 SBR 탈질미생

물은 메탄올을 탄소 및 에너지원으로 사용하며 저농도 질

산성 질소에 적합한 탈질미생물로 구성되었기에 문헌상에

서 보고된 최고의 탈질율을 달성하게 된 것이라 판단된다.

3.4.2. GTN 순응 탈질미생물 군집

GTN에 순응미생물의 미생물 군집을 분석하여, 탈질미

생물과 비교하였다. GTN 순응 탈질미생물은 Proteo-

bacteria 72%, Chloroflexi 12%, Bacteroidetes 9%, Chlorobi

2% 및 기타 5%로 구성되었으며, 404속 547종이 박테리

아를 포함하고 있다. GTN 순응 후, Chloroflexi 비율이

3%에서 12%로 증가하였다. 최우점 미생물은 Fig. 6b에서

와 같이 Methylophilaceae에 속하는 미지의 미생물속인

Fig. 6. Microbial community analysis results of genius and species level. (a) SBR denitrifying microbial culture, (b) GTN acclimated

denitrifying microbial culture.
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LXTQ_g_uc(23.6%)이었고, 다음으로 Methylotenera 속

(10%), Methylophilus 속(6.9%) 및 탈질미생물인 Hypho-

microbium 속(5.8%)의 순이었다. 메탄올이 탄소원이어서

메틸영양생물이 여전히 우점하고 있으나, GTN의 영향으

로 Methyloversatilis속이 쇠퇴하고 다른 메틸영양생물로

우점종 천이가 일어났다. 미생물속중에서 Rhodocyclales목

에 속하는 Dechloromonas denitrificans 종이 0.1% 검출

되었는데, 이 미생물은 질산성 질소를 전자수용체로 사용

할 뿐 아니라, 질산성 질소가 소모되면 perchlorate를 전

자수용체로 사용하는 미생물이다(Wan et al., 2016). 따라

서 본 연구에서 개발한 GTN 순응 미생물은, 폐탄처리장

혹은 사격장 발사지점에서 배출된 perchlorate도 처리할

수 있을 것으로 사료된다.

4. 결 론

 

탈질조건에서 미생물의 순응 여부, 전자수용체의 농도

및 외부탄소원이 화약물질 GTN의 생물학적처리에 주는

영향을 연구하였다. 휴식세포실험에서 탈질미생물과 GTN

순응 탈질미생물은 모두 탈질산기 반응으로 GTN을 분해

하여 1,3-GDN 및 1,2-GDN이 반응조에 축적되었다. 그

러나 탈질미생물군은 C2에서, 순응 탈질미생물은 C1에서

선택적 탈질산기 반응으로 GTN을 분해하여 미생물 군집

이 변화하였음을 간접적으로 보였다. 탈질미생물의 GTN

순응 전후 미생물 군집을 비교한 결과, GTN 노출 전에

우점하였던 Methyloversatilis universalis와 Hyphomicrobium

zavarzinii 종이 쇠퇴하고, Methylophilaceae에 속하는 미

지의 미생물과 Methylotenera 속이 우점하였다. 또한 구

성 미생물속이 25%이상 증가하였고 우점종의 점유 비율

이 감소하여, 미생물 종 다양성이 증가하였다. 탈질미생물

을 1개월의 짧은 기간 동안 GTN에 순응시킨 결과,

GTN 제거율이 10% 증가하였다. 따라서 순응기간이 길어

진다면 GTN의 분해속도도 증가시킬 수 있으며, 지속적인

연구가 수행된다면 GTN 분해에 최적화된 미생물제제를

확보할 수 있을 것이다.

회분식 반응조에서 충분한 탄소원이 공급되었을 때 전

자수용체(NO3
−) 농도가 증가할수록 GTN 제거상수는 감

소하였는데, 미생물 군이 GTN 분해보다 NO3
−에 대한 친

화력이 높기 때문일 것이라 판단된다. 주어진 NO3
− 농도

200 mg/L에서 미생물량에 평균화한 1차제거상수값은

0.043(±0.003)L/g-hr이었고, 이 값은 문헌상의 혐기성 조건

에서의 GTN 분해율의 약 101배, 호기성 조건에서의

GTN 분해율의 10−1 배에 해당하였다. 호기성 조건에 비

하여 분해속도는 느리지만, 폐수처리 탈질반응조 혹은 토

양 근권에서 GTN과 질산성 질소를 동시에 제거함으로써,

하천 혹은 지하수로 유입되는 질산성 질소를 감소시킬 수

있는 장점이 있다. 

GTN은 환경으로 배출되는 농도가 높지 않으나, 인체에

큰 위해를 줄 수 있는 물질이며, 국내 사격장 및 화약생

산 및 처리시설의 폐수로 배출될 가능성이 높은 물질이다.

그러나 배출 농도에 대한 자료가 없고, 안전문제로 인해

고농도 GTN에 대한 생물학적 처리실험을 수행하지 못하

였다. 향후, 추가 연구가 지속된다면 고농도 GTN에 순응

된 미생물의 개발하여 배양 조건이 미치는 영향을 연구하

여 본 연구와 비교해 보는 것도 필요할 것이다. 
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