
석사학위논문

가축매몰지 침출수에 대한 지구화학

및 분자생물학적 특성에 관한 연구

조선대학교 대학원

첨단플랜트건설공학과

최 은 주

[UCI]I804:24011-200000263935



가축매몰지 침출수에 대한 지구화학

및 분자생물학적 특성에 관한 연구

-CharacterizationofGeochemistryandMolecularBiology

inLeachateDerivedfrom AnimalCarcassDisposal-

2013년 8월 23일

조선대학교 대학원

첨단플랜트건설공학과

최 은 주



가축매몰지 침출수에 대한 지구화학

및 분자생물학적 특성에 관한 연구

지도교수 박 천 영

이 논문을 공학석사학위 논문으로 제출함.

2013년 4월

조선대학교 대학원

첨단플랜트건설공학과

최 은 주



최은주의 석사학위 논문을 인준함.

위원장 조선대학교 교 수 정 경 훈 印

위 원 조선대학교 교 수 한 오 형 印

위 원 조선대학교 교 수 박 천 영 印

2013년 5월

조선대학교 대학원



목 차

Listoftables··························································································································ⅰ

Listoffigures························································································································ⅱ

ListofAppendices················································································································ⅲ

Abstract···································································································································ⅳ

1.서론·······································································································································1

1.1.연구배경························································································································1

1.2.연구목적························································································································6

2.가축매몰지와 환경오염·····································································································7

3.시료채취 및 분석방법·····································································································12

3.1.대상 가축 매몰지······································································································12

3.2.침출수 채취 및 분석································································································12

3.3.침출수내 호기성 미생물 배양 및 분리································································15

3.4.생화학시험··················································································································17

3.5.침출수내 호기성 미생물에 대한 분자생물학적 분석········································18

4.결과 및 고찰·····················································································································20

4.1.매몰지 침출수에 대한 물리 화학적 특성····························································20

4.2.침출수의 특성과 미생물의 관계············································································25

4.3.침출수내 호기성 미생물에 대한 분자생물학적 분석········································33

5.결 론···································································································································37

6.참 고 문 헌·······················································································································38

7.Appendices···············································································································46



ListofTables

Table1.Theleachateemissionforvariousanimaltypes··········································8

Table2.Thepathogenicbacteriafrom theanimalcarcassdisposalsites··········11

Table3.Theconditionsofanimalcarcassdisposalinthisstudy·························13

Table4.Primersforamplificationof16SrRNAgenesinthisstudy··················19

Table5.Thephysicalcharacteristicofleachatefrom animalcarcassdisposalin

thisstudy·················································································································22

Table6.Thechemicalandbiologicalcharacteristicofleachatefrom animal

carcassdisposalinthisstudy···········································································23

Table7.Acomparisonsofaverageconcentrationbetweenmortalityleachateand

typicalgroundwater·······························································································26

Table8.TheresultsofleachateisolationunderBAPmedium conditionfrom

animalcarcassdisposals·····················································································27

Table9.TheresultsofleachateisolationunderMacConkymedium condition

from animalcarcassdisposals···········································································28

Table10.Theresultsofidentificationforleachatefrom animalcarcassdisposal

inthisstudy·········································································································29

Table11.A comparisonsofaverageconcentrationbetweenwithoutB.cereus

andwithB.cereus·····························································································32

Table12.TheresultsofPCRforleachatefrom animalcarcassdisposalinthis

study························································································································36



ListofFigures

Fig1.Thestatusoftheanimalcarcassdisposalsitesbyfootandmouth

diseaseinJanuary2011,Korea···············································································2

Fig2.Installationoftheanimalcarcassdisposalsitesbyfootandmouth

disease····························································································································4

Fig3.Samplingofleachatefrom animalcarcassdisposalinthisstudy············14

Fig4.Thephotographofaerobicbacteriaculture.(a)Bloodagarplate,(b)

Macconkeyagarplate(CDL-9)············································································16



ListofAppendices

AppendicesA················································································································46

AppendicesB·················································································································53



Abstract

-CharacterizationofGeochemistryandMolecularBiology

inLeachateDerivedfrom AnimalCarcassDisposal-

ByChoi,EunJu

Adv.Prof.:Park,CheonYoung

Dept.ofAdvancedPlantConstructionEngineering

GraduateSchool,ChosunUniversity

Theleakofleachateinanimalcarcassdisposalisasignificantissuesince

diseasescanbeeasilyspreadtohumansandotherlivestock.Inthisstudy,the

physicochemicalpropertiesofleachateand theaerobicbacteria existencein

leachateusingmolecularbiologymethodsfor16animalcarcassdisposalsinthe

firststage (been buried 5 months)were analyzed.The resultofleachate

physicochemicalanalysisshowedhighertotalcoliforms,TOC NH4
+
andNO3

-

concentrationcomparedtotherelevantliteraturedata.Alsotheconcentrationof

NH4
+
and NO3

-
in mostleachate samples appeared to exceed the Korea

guidelinevaluefordrinkingwater.Fordistributionofleachateusingisolation

and16S rRNA sequenceanalysisintheaerobiccondition,highfrequencyof

Bacillus pumilus, Lysinibacillus sphaericus and Bacillus sphaericus was

observed,while there were detections offood poisoning bacteria such as

Bucilluscereus.Thisstudyimprovesourknowledgeofthefateandtransport

ingeologicmedia,treatment,riskanalysisontheleachatefrom animalcarcass

disposalsites.
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1.서론

1.1.연구배경

구제역(Footandmouthdisease,FMD)은 소,돼지,양,염소,사슴 등의 우제류

동물에서 발열 및 입,혀,유두 및 발굽 사이에 수포가 생기는 급성 바이러스성 질

병이다(Bachrach,1968).구제역에 걸린 동물은 수포에 의한 통증으로 발육,운동

및 비유장애가 유발되고 이에 따라 생산성이 현저하게 저하될 뿐 아니라 구제역이

발생하면 살처분 등 질병방제 비용,생산성 감소,동물 및 축산물의 국제적인 교역

제한 등으로 막대한 경제적인 피해가 발생하기 때문에 세계동물보건기구(Office

InternationaldesEpizooties,OIE)에서 ListA 질병으로 분류하고 있고 국내에서도

제1종 가축전염병으로 지정하여 관리하고 있다(Grubmanetal.,1985;Krystynak

andCharlebois,1987;Saizetal.,2002;Yoo,2011).

국내 구제역은 1917년 처음 발생한 이래 1934년까지는 전국적으로 발생하였다.

이후 2000년 3월에 경기도,충북 및 충남지역의 소에서 다시 발생하여 182농가에서

2,216두를 살처분 하였고,25,914농가 1,522,470두의 우제류 동물에 대하여 이동통제

및 예방 접종을 하였고 그 후 2002년 5월 경기도와 충북지역의 돼지에서 발생하여,

162농가 160,155두를 살처분,매몰하여 근절하였다(농림수산식품부,2012).최근에는

2010년 11월 경북 안동에서 최초로 발병 보고된 구제역으로 살처분 가축수 약 340

만여 마리,매몰지는 전국적으로 4,500여 곳 가량이 발생하여(Fig1),자치구별로도

제주와 전남을 제외하고 경북,경기 및 충남 등 11개 광역시도 75개 시군구가 몸살

을 앓았다(환경부,2011).

국제수역사무국(WorldOrganizationforAnimalHealth)에서는 매년 신고된 조

류인플루엔자(AvianInfluenza,AI)및 구제역 등과 같은 가축전염병을 토대로 방

역 및 질병 전염관리를 실시하고,가축전염병에 감염되어 죽거나 감염이 의심되어

살처분한 가축 사체에 대해서 혐기성분해,정제,퇴비화,소각,매몰,알칼리 가수분

해,젖산 발효,무처리 방식 등 각 환경에 적합한 방법을 선택하여 처리하였다.
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Fig1.Thestatusoftheanimalcarcassdisposalsites

byfootandmouthdiseaseinJanuary2011,Korea
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우리나라에서도 가축전염병예방법에 따라 살처분한 가축사체에 대해 신속히 소

각 및 매몰을 하도록 하고,환경부에서 2010년 발표한 가축매몰지 환경관리지침에

따라 철저히 관리하도록 되어있다(Fig2).

그러나 매몰과 매몰지역관리가 부실한 곳이 많아 식수원오염 등 심각한 2차 피해

가 염려되고 있다.매몰처리 된 가축사체의 부패에 따른 침출수 및 악취로 인해 토

양,지하수 및 주변 환경을 오염시킬 수 있으며,전염병의 전파 차단을 위해 발생

지역 근처에 시행한 대규모 매몰처리 방법은 사후환경관리가 제대로 이뤄지지 않

으면 더욱 더 심각한 2차 환경오염문제를 야기할 수 있다.

가축매몰지 환경지침에서는 매몰지 주변 300m 이내에 위치하는 이용 중인 지하

수 관정,매몰지 필지 및 이와 경계한 인접 필지 내에 위치한 지하수 관정,상수원

이용 하천 등에 인접하거나 주민이 집단적으로 거주하는 지역에 위치한 지하수 관

정을 우선적으로 고려하여 조사관정을 선정하고 염소이온,암모니아성질소,질산성

질소,총대장균 그리고 바이러스 등의 항목을 매몰 초기 1년까지 분기 1회,2-3년

까지는 반기별 1회 (단,염소이온과 암모니아성질소가 최초 동반 검출되는 경우 월

1회 조사 및 조사기간 연장 등을 실시)등 총 3년간 모니터링을 실시하도록 하고

있다.또한 주변 지하수 조사관정 선정 시 조사결과의 대표성이 확보될 수 있도록

다수의 지하수 관정을 조사,가급적 침출수 영향 및 지하수 흐름방향 등을 고려하

여 지자체 상황에 맞게 관정을 선정하고,대조군으로 배경수질을 판단할 수 있는

지하수 관정도 선정하도록 권고 (지하수 흐름 방향으로 상류지역에 위치한 판정)하

는 등 주변 지하수 모니터링을 통한 음용지하수 안전성 확보정책을 추진하고 있다.

또한 지하수 또는 침출수 분석결과,질산성 질소,염소 이온,암모니아성 질소 등

조사항목 또는 현장측정 수치가 급격하게 증가 또는 변동하는 경우,매몰지로부터

침출수가 주변 토양으로 유출되어 지하수오염 영향이 있을 것으로 판단되는 경우

주변지역 토양 환경영향조사를 실시하도록 하고 있다.환경오염 영향여부 판단을

위한 추적물질의 활용 방안을 모색하기 위해 국외 문헌을 중심으로 조사해 본 결

과 일부 매몰지역의 지하수에서 높은 수준의 염소이온(Chloride)이 발견되었다.

비록 염소이온의 농도는 일반적으로 다른 오염물질에 비해 낮지만 높아진 염소

이온의 농도는 매몰에 의한 오염물질들의 훌륭한 지표로 사용될 수 있을 것으로

판단된다.또한 염소 농도뿐만 아니라 질소에 의한 수질오염은 박테리아 오염보다
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Fig2.Installationoftheanimalcarcassdisposalsites

byfootandmouthdisease
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더 심각한 문제로 간주되어 질소 농도 역시 가축 매몰에 의한 환경 영향을 평가

하는데 중요한 지표가 될 수 있다.

가축 매몰 후 토양 내 세균 및 침출수에 대한 사후관리지침에 대해 외국사례 및

지침을 조사한 결과 선진국에서는 소각을 원칙으로 하고 있으며,일부 지역에서만

매립할 수 없는 악조건일 경우 제한적으로 매몰을 허용하고 있어 일반적인 조건에

서는 매몰을 금하고 있다.문헌고찰에서 살펴 본 바 감염된 동물사체 매몰 시 매몰

지에서 병원성요인들(세균,바이러스,프리온)이 오랜 기간 잔존해 있을 수도 있으

며 매몰지에서 유출되는 침출수에 의해서 병원성요인들이 유출될 가능성이 있다.

매몰지 내 가축 사체에는 병원성 전염균을 포함한 사체 자체에 포함된 약 70% 수

분이 함유한 부패성 유기 물질이 존재하기 때문에 사체 매몰 후 부패 과정에서 침

출되는 침출수와 여기에 함유되어 있는 각종 오염 물질의 영향으로 매몰지 주변의

토양 및 수계 환경은 잠재적인 오염 위험성을 안고 있다.특히,대규모로 매몰된

가축사체에서는 고농도로 오염된 대량의 침출수가 유출되기 때문에 토양 및 지하

수에 많은 악영향을 미칠 수 있다.가축 매몰지 침출수의 유출에 의한 주변 지하수

및 토양의 환경적인 위험성에 관한 연구는 국외에서 몇 차례 수행되었다.Jacobson

등 (2009)은 침출수내 존재하는 유해 물질인 prion의 거동에 관한 연구를 수행하여

차수시설이 존재하지 않는 일반매립장내 가축사체를 매립하는 경우,prion이 인근

하천으로 방류되는 상황을 초래함으로써 차수벽의 필요성을 강조하였다.

국내에서는 Kim 등 (2010)이 가축 매몰지 2개 지점에 대하여 주변의 토양 및 지

하수의 오염도를 평가한 결과,매몰지 주변의 지하수에서 대조구에 비하여 총질소

(T-N,totalnitrogen),질산성 질소(NO3-N,nitratenitrogen)및 암모니아성 질소

(NH4-N,ammonium-nitrogen)등이 높게 조사되었으며,매몰지내 지하수에서 바실

러스균(Bacillus)이 발견되었다.Kang등 (2012)은 가축 매몰지 침출수의 특성을 매

몰시간 경과에 따라 조사한 결과는 침출수의 화학적 특성은 기온에 영향을 받으며,

유기물은 전형적인 분뇨연계 시설 방류수와 유사하게 나타났다.그 외 매몰지내 침

출수에 대한 사후관리 및 처리방안에 관한 연구가 다양하게 수행되었다. 하지만

국내에서는 다양한 가축 매몰지의 매몰특성에 따른 침출수의 물리⋅화학⋅생물학

적 특성분석이 아직 국한적이다.
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1.2.연구목적

본 연구에서는 구제역에 의하여 매몰된 다양한 국내 가축매몰지내에서 발생되는

침출수에 대한 물리⋅화학⋅생물학적 특성을 분석하고,침출수에 대한 분자생물학

적 방법을 이용하여 침출수내 존재하는 호기성 미생물의 분포양상을 알아보는 것

이다.그리고 추가적으로 침출수 특성이 유해미생물의 분포 특성에 미치는 영향을

파악하는 것이다.이를 통하여 가축 매몰에 따라 발생되는 침출수내 유해 미생물의

종류와 특성에 대한 기초 정보를 제공하는 동시에 환경위해성평가에 기초적 자료

로 활용됨에 따라 가축 매몰지 사후관리기법 정립에 도움이 되고자 하는데 그 목

적이 있다.
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1.가축매몰지와 환경오염

매몰된 가축 사체는 병원성 전염균이 존재할 수 있고 사체 자체는 약 70% 수분

을 함유한 부패성 유기물질이기 때문에 사체 매몰 후 부패과정에서 발생하는 침출

수와 여기에 함유되어 있는 오염물질의 영향으로 각종 매몰지 주변의 토양 및 수

계 환경의 오염의 위험성 증가하며,사체 분해로 발생된 침출수는 높은 BOD,COD

농도 특성을 보이고 있어 인근 지하수에서 Salmonela,Bacillus,Camphylobacter,

E.Coli,NO3-N,NH4-N및 Cl
-
가 주요 대상성분으로 검출된다.

정부는 집중관리 대상 가축 매몰지에서 발생하는 침출수를 가축분뇨공공처리시

설과 더불어 일반분뇨처리시설 35개와 공공하수처리시설 292개를 활용하여 연계처

리를 실시 할 계획에 있으나,침출수를 가축분뇨공공처리시설에 직접 처리할 경우,

가축분뇨의 BOD는 10,000mg/L이지만 가축매몰지에서 발생하는 침출수의 BOD는

30,000mg/L이상인 것으로 조사되어 침출수가 가축분뇨공공처리시설 내 생물반응

조에 충격부하가 발생될 것으로 판단되는 실정이다.

돼지 1두를 매몰할 경우 시간 경과에 따라 발생하는 침출수량에 대한보고

(Carcassdisposal:acomprehensivereview,2004)에 의하면,무게 75kg의 돼지 사

체를 매립했을 때에 침출수에 740mg/L의 NH4-N이 발생하며,그 양은 85,000L의

물을 USEPA 음용수 기준인 10mg/L수준으로 오염시킬 수 있는 양에 달하는 것

으로 조사된다(Table 1). 가축사체 내에서는 대장균을 포함하여 Salmonella

entericaserotypeTyphi등의 살모넬라균과 Camphylobacterjejuni,C.coli,C.

fetus등의 캄필로박터균과 같은 병원균과 바실러스균속(Bacillussp.)이 가축 매몰

지 내부 토양에서 가장 높은 빈도로 발현되고 있는 것으로 조사되었으며,이러한

균들은 매몰지 토양 및 주변의 지하수가 오염될 수 있으며,오염된 물을 사람이 섭

취할 경우 이들 균에 의한 감염성 질환이 발병될 가능성이 높은 것으로 판단되어

진다.
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Table1.Theleachateemissionforvariousanimaltypes

animaltypes

leachateemission(L)

after1week after2months

cattle(500∼600kg) 80 160

calf 10 20

pig(70∼100kg) 6 12

pigling 0.4 0.8

sheep 1 2
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매몰지 기원 침출수내 존재하는 병원성 미생물에 대한 국내 자료는 거의 전무하

며,이에 관한 국내 법정 전염병의 종류 및 분류는 제1군 6종,제2군 10종,제3군

18종,제4군 19종이다.이중 4군은 신종 전염병 증후군,재출현전염병 또는 국내 유

입이 우려되는 해외 유해전염병이다.지정전염병은 1군내지 4군 전염병 외에 유행

여부의 조사를 위하여 감시활동이 필요하다고 인정하는 전염병을 뜻한다.

1종,2종 법정전염병이 발병한 경우,국내에서는 환자진단 즉시 보건기관에 신고

하도록 하고 3종의 경우는 월 1회 보고하도록 되어 있다.Table2는 국외에서 조사

한 AI발생지역 및 FMD발생지역에서 예상되는 병원성 미생물의 종류 및 분류표

이다.

Davies와 Wray(1996)는 4가지 세균의 동일 혼합액을 송아지에게 정맥 주사하

여 죽인 후 약 8피트 깊이로 매몰하였다.매몰 후 1주일 만에 주변에서 심각한 토

양 오염이 관찰되었다.Salmonella는 배수로에 급격히 증식한 후 15주간 계속 분리

되었다.Bacillus cereus균은 겨울 동안에도 계속 분리되었으며,Clostridium

perfringens는 봄에 더 자주 관찰되었다.

Turnbull(2001)는 WHO의 인간과 동물의 anthrax관련 Guidelines에서 다음과

같이 밝히고 있다.포자 형성 세균은 일반적으로 환경에서 장기간 생존할 수 있다

고 알려져 있기 때문에 매몰 환경에서도 잔존해 있을 것이라 생각하지만,이러한

세균의 유출은 특징적인 매몰 장소,예를 들면 물과 지질학적인 특성에 따라서 결

정이 된다고 하였고 탄저균의 포자 방출은 산소를 필요로 하므로 손대지 않은 사

체 내에서는 일어나지 않는다.따라서 대부분의 나라에서 탄저가 의심되는 경우 동

물의 사체부검을 금하고 있다.또한 사체 내의 증식형 탄저 균은 부패과정을 통해

대부분 며칠 내에 사멸하며 사멸은 온도와 같은 기후조건에 따라서 달라진다.그러

나 탄저균은 사체의 코,입,항문의 삼출액을 통해 분출되어 환경을 오염시킬 수도

있다고 하였다.

Bartleyetal.(2002)은 동물의 배설물과 감염 전달체에서 구제역 바이러스의 생

존을 측정하였다.연구결과 바이러스는 동물숙주가 없는 상황에서도 생존할 수 있

었고,감염된 가축의 배설 분비물뿐 아니라 오염된 전달체에서도 생존할 수 있었

다.양모에서 2개월,소 분변에서 2∼3개월 동안 4℃에서 생존 가능하며,눈 쌓인

토양 표면(영하 17.7∼5.1℃ 범위)에서도 6개월 이상 생존 가능하다고 보고하였다.
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그러나 기온이 올라가면 생존율이 감소하였다.

현재의 국외자료에 의하면 감염된 동물사체를 매몰 시 매몰지에서 병원성 요인

들(세균,바이러스,프리온)이 오랜 기간 잔존할 수도 있으며 매몰지에서 유출되는

침출수에 의해서 병원성 요인들이 유출될 가능성이 있다.



-11-

Table2.Thepathogenicbacteriafrom theanimalcarcassdisposalsites

classification pathogenicbacteria

first

epidemic

diseases

-

second

epidemic

diseases

Clostridium tetani,Corynebacterium

third

epidemic

diseases

Avianinfluenza,Streptococcus,Bacillusanthracis,

Leptospira,Mycobacterium Tuberculosis,Cryptosporidium

fouth

epidemic

diseases

Clostridium botulinum,Coxiellaburnetii

designate

epidemic

diseases

Campylobacter,Clostridium perfringens,Escherichiacoli,

Listeria,Salmonellaspp,Prion,Scrapie,Compylobactor
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2.시료채취 및 분석방법

2.1.대상 가축 매몰지

연구대상 가축 매몰지는 2010년 12월부터 2011년 1월까지 구제역으로 인하여 폐

사된 가축을 대상으로 2010년 11월 환경부가 고지한 “가축 매몰지 환경관리지침”을

기반으로 조성되었다.대상 매몰지는 전국 5개도 지역 내 총 16개 매몰지이며,구

체적인 현황은 Table3에 나타내었다.

2.2.침출수 채취 및 분석

대상 가축 매몰지내 침출수의 물리·화학·생물학적 특성을 파악하기 위하여,매몰

초기 (매몰 종료후 약 5개월경과)인 2011년 5월과 6월 기간 동안 매몰지내 설치되

어 있는 관측공에서 지하수 채수에 사용되는 베일러 (bailer)를 이용하여 침출수를

채취하였다(Fig3).채취된 침출수는 현장에서 0.45μm 기공 크기를 가지고 있는 필

터를 이용하여 부유물질을 제거한 후,수소이온농도 (pH,TOA HM-14P),산화환

원전위 (Eh,TOAHM-12P),전기전도도 (EC,TOA CM-14P),용존산소 (DO,YSI

95),그리고 총고용물질 (TDS,HACH COS50)을 측정하였다.그리고 침출수 시료

는 화학분석을 위해 4℃이하로 냉장보관 하였다.양이온 주성분 원소인 Na
+
,K

+
,

Ca
2+
,Mg

2+
에 대한 화학분석은 유도결합플라즈마 (inductivelycoupledplasma)를

이용하였고,PO4-P,SO4
2-
,Cl

-
,NO3-N과 같은 음이온 분석은 이온크로마토그래피

(ionchromatography)를 이용하였다.그리고 총 유기탄소 (totalorganiccarbon)함

량은 총 유기탄소 분석기 (TOC analyzer)를 이용하였으며,총대장균군 (total

coliforms)분석은 수질오염공정시험법에 의거하여 최적확수시험법으로 측정하였다.
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Table3.Theconditionsofanimalcarcassdisposalinthisstudy

sample

No.

construct

date

species(unit) size(m)

cattle pig total length wide

CDL-1 2011.01.06 104 - 104 21 6

CDL-2 2010.12.15 - 422 422 14 7

CDL-3 2010.12.15 6 123 129 12 6

CDL-4 2010.12.15 133 - 133 16 8

CDL-5 2011.01.11 - 3,000 3,000 26 6

CDL-6 2011.01.11 - 625 625 16 5

CDL-7 2011.01.17 72 - 72 30 6

CDL-8 2011.01.21 - 4,925 4,925 40 12

CDL-9 2011.01.18 2 1,299 1,301 31 7

CDL-10 2011.01.31 34 - 34 14 4

CDL-11 2011.01.25 - 7,381 7,381 86 13

CDL-12 2011.01.25 - 293 293 11 5

CDL-13 2011.01.25 - 1,147 1,147 25 6

CDL-14 2011.01.15 21 - 21 8 6

CDL-15 2011.01.12 10 - 10 7 6

CDL-16 2011.01.07 12 - 12 7 5
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Fig3.Samplingofleachatefrom animalcarcassdisposalinthisstudy
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2.3.침출수내 호기성 미생물 배양 및 분리

총 16개의 침출수 시료에서 1mL를 취하여 생리식염수 용액 9mL과 혼합하여

1분간 선회교반(vortex)하였으며,균질화한 후 10-1 ∼ 10-7으로 십진 희석하였다.

희석액은 2종류의 선택배지에 각각 도말하여 30℃에서 48시간 이상 배양하였으며,

사용된 배지는 미생물 분리를 위한 Bloodagarplate와 Macconkeyagarplate를

사용하였다.

본 연구에 사용된 미생물 배양에 이용된 배지는 DIFCO Co.(USA)에서 구입하

여 사용하였으며,배양 후 형성된 콜로니 (colony)은 크기,모양과 색 등의 형태학

적 특성에 따라 분류,무작위로 다수의 콜로니를 선택하였으며,3회의 계대 배양을

통해 미생물을 순수 분리하였다(Fig4).
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(a)

(b)

Fig4.Thephotographofaerobicbacteriaculture.

(a)Bloodagarplate,(b)Macconkeyagarplate(CDL-9)
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2.4.생화학시험

순수 분리된 미생물에 대하여 5종류 (Bloodagarplate,Macconkeyagarplate,

Salmonella-Shigellaagar,Chocoagar및 thiosulfatecitratebilesaltssucrose

agar)의 호기성 선택배지를 이용하여 5∼8%의 CO2조건에서 24시간 동안 호기성

배양을 실시하였으며,2종류(Phenylethanolagar및 Brucellaagar)의 혐기성 선택

배지를 이용하여 48시간 동안 혐기성 배양을 실시하였다.본 연구에 사용된 미생물

배양에 이용된 배지(medium)들은 DIFCO Co.(USA)에서 구입하여 사용하였으며,

배양 후 형성된 집락(colony)은 크기,모양과 색 등의 형태학적 특성에 따라 분류,

무작위로 다수의 콜로니를 선택하였으며,3회의 계대 배양을 통해 미생물을 순수

분리하였다.

증식된 집락은 catalase시험(Ca.),oxidase시험(Ox.),motility시험(Mo.),Bacillus

cereuschromemedium 시험(BBC),nitrate환원검사(NIT),TripleSugarIron반

응검사(TSI)와 같은 전통적 생화학 시험에 추가하여 VITEK 2 system

(bioMerieux,Marcyl'Etoile,France)으로 동정하였다.
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2.5.침출수내 호기성 미생물에 대한 분자생물학적 분석

침출수내 호기성 미생물에 대한 유전자 염기서열 분석을 목적으로 Genomic

DNA extraction은 1mL의 PBS(Phosphate-bufferedsaline)용액에 각각의 침출수

에서 분리된 미생물을 혼합한 후,선회교반(vortexmixing)하여 시료를 균질화 시

킨다.원심분리기를 이용하여 8,000rpm,5분 동안 고액 분리한 후,상등액을 버리

고,Lysissol.200μL를 분주하고,선회교반(vortexmixing)하여 균질화 하는 과정

을 총 3회 반복하였다.100℃의 heatblock에서 5분 동안 배양을 거친 시료를

13,000rpm, 10분 동안 원심 분리하였다. 상등액에 대한 농도는 nanodrop

(NanodropND-1000)을 이용하여 측정하였다.PCR은 95℃ 5분간의 denaturation

단계,56℃의 annealing단계와 72℃의 extension단계를 각 45초씩 총 38회 시행

후,post-extension을 72℃ 10분간 시행하여 4℃에 보관하고 (Table4),5 μL의

PCR 산물을 ethidium bromide가 첨가된 1.8% 아가로오스 (agarose)에서 전기 영

동하여 확인하였다.증폭된 PCR 산물은 Geneallkit를 이용하여 분리하였으며,

BasicLocalAlignmentSearchTool(BLAST)와 GenBankdatabase를 이용하여

염기서열을 비교분석 하였다.
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Table4.Primersforamplificationof16SrRNAgenesinthisstudy

Genes Primers(5′ → 3′) Amplicon

16SrRNA

F:ACTTTGATCCTGGCTCAG

527bp

R:GTATTGCCGCGGCTGCTG
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3.결과 및 고찰

3.1.매몰지 침출수에 대한 물리 화학적 특성

매몰지에 대한 침출수의 물리적 특성을 Table 5에 나타내었다.pH는 5.57

(CDL-8)에서 7.40(CDL-1)의 범위와 평균 6.35로 우리나라 지하수 수질기준인 생

활용수 (pH 5.8∼8.5)와 농업용수 (pH 6.0∼8.5)의 범위에 대부분 만족하나 일부 매

몰지에서는 약산성의 값을 보이고 있었다.매몰지 조성시 유해 미생물 사멸을 목적

으로 사용된 생석회에 의하여 침출수내 높은 pH가 예상됨에도 불구하고 pH가 낮

게 나온 이유는 매립 초기에 내부조건이 혐기성 상태로 이미 존재하던 유기산 생

성균이나 자체 효소에 의해 생성된 유기산에 의한 것으로 판단되어진다.

특정 지역 지하수·지표수 등의 수용액내 Eh는 주변 환경 및 산소 농도 변화에

매우 민감하므로 pH와 더불어 지하수의 Eh값은 매우 중요하게 취급되는 지화학적

인자이다.대부분의 용존 이온의 거동특성 (용해도 및 흡착도)은 그 수용액의 pH

및 산화/환위전위 변화에 큰 영향을 받는다.침출수의 평균 Eh는 약 -247mV로 환

원환경임을 나타내었다.이러한 이유는 매몰지내 오랜 기간 산소의 유입이 되지 않

았고,가축사체로부터 유래된 미생물의 대사작용에 의하여 환원상태를 유지하고 있

었음을 가리킨다.본 연구에서의 일반적인 지하수의 용존산소 (4∼5mg/L)보다 낮

은 평균 0.32mg/L의 용존산소 측정 결과가 미생물에 의한 산소소비 과정을 간접

적으로 증명해 주었다.

침출수에 대한 화학·생물학적 특성을 파악하기 위하여 총대장균군을 포함한 총

13개 항목에 대한 분석결과를 Table 6에 나타내었다. 총대장균군은 평균

1,226,394.7MPN/100mL로 검출되었으며,이는 Yoon등 (2009)이 돈분뇨에서 분석

한 총대장균군 30MPN/mL이하 보다 약 1,226배 높았으며,국내 9개의 생활하수로

오염이 예상되는 하류하천에서 분석된 평균 총대장균군 14,948MPN/100mL보다

약 82배 높게 검출되었다.
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총유기탄소와 암모니아이온은 평균 6,821.9mg/L와 301.4mg/L로 매우 높은 값

을 나타났다.가축매몰지 침출수에서 가축사체의 부패에 의한 높은 농도의 총유기

탄소와 이에 따른 암모니아 이온은 질소들이 환원 상태에서 용출되어 대부분의 질

소가 암모니아성 질소의 형태로 존재하기 때문이다.MacArthur와 Miline(2002)는

구제역으로 매몰된 가축매몰지내 침출수에서 매몰된 지 1주일 만에 암모니아이온

의 농도가 1,000∼2,000mg/L에서 2,000∼4,000mg/L로 증가한다고 했다.가축 매

몰 시 경과년수에 따른 오염부하에서 돼지 1,000마리에 대하여 1년의 매몰 경과 년

수에서 총유기탄소와 암모니아이온의 농도는 각각 662mg/L와 80mg/L 이였으나,

본 연구에서 이와 유사한 조건의 CDL-13매몰지 (돼지 1,147마리)침출수에서는

높은 27,230mg/L의 총유기탄소와 324.3mg/L의 암모니아이온의 농도가 분석되었다.

그 외 나트륨,칼륨,마그네슘,황산염 및 염소이온 등의 기원은 가축사체의 분해에

의한 것으로 판단되어진다.인간의 체중에 따른 성분비로 분류하였을 때,인간은

주로 수소 (63%),산소 (25.5%),탄소 (9.5%)및 질소 (1.3%)와 1% 미만의 칼슘

(0.31%),인 (0.22%),염소 (0.06%)황 (0.05%),나트륨 (0.04%),칼륨 (0.03%),마그

네슘 (0.01%)로 이루어져 있다고 하였다.고농도의 칼슘이온은 가축사체 뿐만 아니

라 매몰시 혼합된 생석회의 용해에 따른 칼슘이온 증가로 생각되어진다.
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Table5.Thephysicalcharacteristicofleachatefrom animalcarcassdisposalin

thisstudy

sample

No.

Water

depth

(m)

pH

(-)

EC

(mS/m)

TDS

(mg/L)

Eh

(mV)

DO

(mg/L)

CDL-1 2.2 7.40 0.61 6.51 -358 0.72

CDL-2 1.0 5.75 0.22 5.60 -215 0.52

CDL-3 2.0 6.77 94.90 14.77 -330 0.20

CDL-4 2.6 5.92 0.31 0.90 -242 0.88

CDL-5 1.6 6.67 30.05 38.70 -314 0.04

CDL-6 2.6 6.11 2.23 12.50 -281 0.11

CDL-7 2.2 6.01 1.99 21.40 -334 0.20

CDL-8 3.8 5.57 0.23 16.40 -239 0.14

CDL-9 2.9 6.52 1.13 10.50 -257 0.13

CDL-10 1.2 6.50 0.88 25.40 -266 0.12

CDL-11 0.4 6.87 0.39 3.72 -214 0.10

CDL-12 0.9 5.68 0.79 6.70 -139 0.04

CDL-13 1.2 5.70 1.99 7.08 -134 0.21

CDL-14 0.2 6.45 0.31 12.72 -194 0.82

CDL-15 0.6 6.88 0.89 0.64 -225 0.64

CDL-16 0.8 6.81 0.99 12.08 -215 0.21

mean 1.64 6.35 8.62 12.23 -247 0.32
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Table6.Thechemicaland biologicalcharacteristicofleachatefrom animal

carcassdisposalinthisstudy

No.

total

coliforms

(MPN/100mL)

TOC

(mg/L)

Na+

(mg/L)

K+

(mg/L)

Ca+2

(mg/L)

Mg+2

(mg/L)

CDL-1 3,654.00 2,360.00 174.4 139.9 33.6 1,142.20

CDL-2 100 4,441.00 242.8 203.9 22.9 19.8

CDL-3 6,405.00 1,300.00 75.6 41.6 105.1 382.8

CDL-4 310 299.9 735.5 447.1 3,015.80 967.2

CDL-5 3,448,000.00 2.3 17 1.8 35.1 8.9

CDL-6 14,136,000.00 1,245.60 216.3 1.3 40 10.8

CDL-7 127,400.00 2.6 14.5 1.6 33 9.9

CDL-8 141,400.00 985.2 338.4 0.5 31.1 5.6

CDL-9 1,414,000.00 785.1 478.7 0.9 22 8.7

CDL-10 344,800.00 925.1 677.9 2.2 34.2 8.6

CDL-11 34.8 38,730.00 42.4 125.4 741.6 34.6

CDL-12 36.2 26,030.00 78.1 94.8 963 83.4

CDL-13 103.2 27,230.00 65.1 8.8 752.7 107.3

CDL-14 23 767 218.3 254.4 841.2 47.2

CDL-15 20.5 2,187.00 121.2 157.9 852.3 13.4

CDL-16 29 1,860.00 95.6 131.4 753 17.6

mean 1,226,394.70 6,821.90 224.5 100.8 517.3 179.3

Std.Dev 3,557,199.80 12,150.00 225.7 124.3 769.3 355.5

Guideline(a) n.d.(b) - - - - -

※
(a)
-drinkingwaterguidelineinKorea(2012,Ministryofenvironmentin

Korea),
(b)
-notdetected.
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ContinueinTable6.

No.
NH4

+

(mg/L)

NO3-N

(mg/L)

SO4
-2

(mg/L)

Cl-

(mg/L)

HCO3
-

(mg/L)

PO4-P

(mg/L)

T-N

(mg/L)

CDL-1 2,334.00 9.9 36.9 185.8 21 0.1 2,358.00

CDL-2 939.7 34.8 30.4 214.9 57.9 0 1,123.10

CDL-3 384.4 10.3 3.2 81 58.7 0.4 428.1

CDL-4 17.9 232 317.7 945.3 48.6 0.1 265.2

CDL-5 0.3 5 5.4 15.1 23.9 0.7 6.9

CDL-6 15.5 19 35.5 577.8 22.9 0.2 42.9

CDL-7 0.2 0.3 12.4 39.1 12.6 0.8 1.3

CDL-8 15.1 10.3 54.3 328 33.5 0 27.6

CDL-9 14.6 26.2 21.7 214 26.6 0.5 44.6

CDL-10 5.4 21.6 157.4 619.7 30.6 0.2 30.2

CDL-11 169.1 23.5 - 20.2 53.8 16.1 23.8

CDL-12 122.3 37.5 - 38.2 55.7 25.9 23.6

CDL-13 324.3 42.4 - 18 25.7 6.9 3.4

CDL-14 150.3 35.6 0.1 26.6 16.2 6.4 0.8

CDL-15 107.2 41.8 - 35.1 15.1 10.5 0.7

CDL-16 221.8 49.1 - 29.2 20.4 5.8 0.8

mean 301.4 37.5 61.4 211.7 32.7 4.7 273.8

Std.Dev 592 53.9 95.6 275.9 16.5 7.4 626.2

Guideline(a) 0.5 10 200 250 - - -

※
(a)
-drinkingwaterguidelineinKorea(2012,Ministryofenvironmentin

Korea),(b)-notdetected.
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3.2.침출수의 특성과 미생물의 관계

일반적인 가축매몰지 침출수의 화학적 특성은 일반지하수의 특성에 비하여 대부

분 상대적으로 매우 높은 농도 특성을 나타냈다(Table7).특히 암모니아성 질소

(약 12,600배),Alkalinity(약 137배),Cl-(약 90배),Na(약 62배)및 SO4(약 44배)등

의 가축사체에 기원이 되는 원소에서 높게 나타난다.김계훈 등(2011)은 경기도 평

택과 충청남도 천안의 매몰지를 선택하여 토양,지하수 및 미생물을 분석한 결과,

토양에서는 매몰지로부터 15m 이격된 지점 시료에서 암모니아성 질소가 대조구의

약 80배 수준으로 검출되었다고 하였다.

채취된 총 16개 지역의 침출수에 대하여 총 34종의 순수배양을 통한 미생물 분

리하고 생화학 검사(Table8,9)와 미생물 동정기기를 이용하여 미생물을 동정한

결과,총 5개의 시료에서 Bacilluscereus가 검출되었다(Table10).

Bacilluscereus는 Gram 양성균으로 호기성 조건에서 잘 자라지만 때때로 혐기

적 환경에서도 생존하며 다양한 환경에 적응한 포자(pore)를 형성한다.또한 식중

독을 일으키는 열에 안정한 독소를 생성하여 구토 증상,설사 중상 등 두 종류의

위장질병을 유발한다(KramerandGi1bert,1989;Granum,2001).구토 중상의 식중

독은 peptide독소인 emetictoxin때문에 발병되며 cereulide라고 불리는 이 독소

는 열에 안정하며 정지기 (stationaryphase)에 생성되고,감염 후 l∼6시 간에 발병

된다(Monika etal.,2004).반면에 설사 증상의 식중독은 지수기 (exponential

phase)에 생성되는 diarrhoealtoxin으로 발병되며 열에 민감하기에 56℃,5분 열처

리에 불활성화 된다(Agataetal.,1995;Granum,1994).

또한 이 균은 여러 종류의 표면에 강한 접착성을 지니며 식품 가공 과정에서

stainlesssteel재질 등의 표면에 부착하여 biofilm을 형성한다.게다가 형성된

biofilm 안에 존재하는 포자는 높은 상대습도(97%나 그 이상)의 대기에 노출되면

포자의 형성을 진행시키기에 식품산업에서 많은 문제를 야기한다(Ryu and

Beuchat,2005).그리고,Bacillus spp.가 생성하는 extracellularpolysaccharide

matrix라는 biofilm은 항생제 혹은 항생물질 등으로부터 자신을 물리적으로 보호하

는 기능을 하며,또한 pH,osmoticshock,건조,열에 노출될 경우 세균을 보호하는
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Table7.Acomparisonsofaverageconcentrationbetweenmortalityleachateand

typicalgroundwater

Averageconcentration(mg/L)
ratio

(A/B)mortalityleachate(A) typicalgroundwater(B)

Na 1,800 29 62.069

K 2,300 66 34.848

NH4-N 12,600 0 -

SO4 3,600 82 43.902

Cl 2,600 29 89.655

Alkalinity 34,600 253 136.759

Fe 20 0.55 36.364

Mg 40 25 1.600

Zn 2 0 -

Cu 1 0 -
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Table8.TheresultsofleachateisolationunderBAP medium conditionfrom

animalcarcassdisposals

Sample BAP(09.01) Ca. Mo. BBC NIT

CDL1-1 p.p + - -

CDL1-2 yellowishmucoid + - -

CDL1-3 graymucoid

CDL2-1 spread(1/8) - - +

CDL2-2 gray + +

CDL2-3 graymucoid + + -

CDL3-1 white-hemo.(1/8) + + +

CDL3-2 yellowish + + + +

CDL4-1 spread + + -

CDL4-2 white + - -

CDL4-3 graymucoid + - -

CDL4-4 gray -/+ + -

CDL5 spread(all) + + -

CDL6 spread(4/5) + + -

CDL7 spread(2/3) + + -

CDL8-1 spread(1/2) + + -

CDL8-2 gray + + -

CDL9 spread(4/5) + + -

CDL10 spread(4/5) + + -

CDL11-1 spread(4/5) + - -

CDL11-2 yellowish + + + +

CDL12 spread(all) + - -

CDL13-1 spread(3/4) + - -

CDL13-2 yellowish + + + +

CDL14-1 white + + +

CDL14-2 graymucoid + - +

CDL14-3 gray + + -

CDL14-4 graysmall + + +

CDL14-5 grayspread(1/9) + + + +

CDL15-1 spread(1/8) + + + +

CDL15-2 graymucoid + - +

CDL15-3 p.p - - +

CDL16-1 graymucoid + - -

CDL16-2 gray + - +
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Table9.TheresultsofleachateisolationunderMacConkymedium condition

from animalcarcassdisposals

Sample MacConky OX TSI MOT

CDL1-1 NG K/K -

CDL1-2 NG K/K -

CDL1-3 NG K/K -

CDL2-1 NG A/A -/+

CDL2-2 NG A/A +

CDL2-3 NG K/K +

CDL3-1 NG K/A +

CDL3-2 NG A/A +

CDL4-1 spread(A/AG)(+)Serratialiquefaciens - K/K -

CDL4-2 NG + K/K -/+

CDL4-3 pinkmucoid(A/AG)(+) + K/K -

CDL4-4 palepinkop.(-)P.putida + K/K +

CDL5 NG K/K +

CDL6 NG K/K +

CDL7 NG K/A +

CDL8-1 NG K/A +

CDL8-2 NG K/K -

CDL9 NG K/A +

CDL10 NG K/A +

CDL11-1 NG K/K -

CDL11-2 NG K/K -

CDL12 NG K/K -

CDL13-1 NG K/K -

CDL13-2 NG

CDL14-1 palepinkmucoid(A/AG)(+) + A/AG +

CDL14-2 palepinkop.(-) + K/K +

CDL14-3 colorless(+)P.fluorescens + K/K -/+

CDL14-4 NG K/K +

CDL14-5 NG K/K +

CDL15-1 NG K/K +

CDL15-2 colorless(+)P.fluorescens + K/K +/-

CDL15-3 NG + K/K +

CDL16-1 NG K/K -

CDL16-2 colorlessP.fluorescens + K/K +
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Table10.Theresultsofidentificationforleachatefrom animalcarcassdisposal

inthisstudy

No.
Colony

A B C

CDL-1 - - -

CDL-2 - - -

CDL-3 Bacilluscereus - -

CDL-4
Pseudomonasputida

Acinetobacterursingii
Aeromonashydrophila Serratialiquefaciens

CDL-5 - - -

CDL-6 - - -

CDL-7 - - -

CDL-8
Brevundimonas

naejangsanensis
- -

CDL-9 - - -

CDL-10 - - -

CDL-11 Bacilluscereus - -

CDL-12 - - -

CDL-13 Bacilluscereus - -

CDL-14 Bacilluscereus Serratialiquefaciens

Pseudomonas

fluorescens

Pseudomonas

aeruginosa

CDL-15 Bacilluscereus
Pseudomonas

fluorescens
　

CDL-16
Pseudomonas

fluorescens
Acinetobacterursingii 　
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것으로 보고되어 있다(Marindaetal.,2002).

Bacillusspp.는 자연계에 광범위하게 존재하며,열악한 환경에서도 생존하는 능

력을 가지고 있다.B.cereus의 경우 다양한 독소들을 생성하고 있으며,이들 독소

종류에 의해 설사 및 구토를 야기한다.B.cereus에 의한 감염은 증상이 심하지 않

으며,수일 내로 자연 치유되는 경우가 많아 병원에 내원하는 경우가 드물어 실제

감염률에 비해 보고되지 않는 경우가 많다.또한 B.cereus의 감염 증상별로 설사

를 유발하는 경우에는 Clostridium perfringens와 잠복기 및 증상이 유사하며,구

토를 유발하는 경우에는 Staphylococcusaureus독소 감염 증상과 유사하여 정확

한 진단 및 원인 병원체 분리에 어려움이 있다.국내에서 발생하는 B.cereus의 감

염증에 대한 통계는 질병관리본부 국립보건연구원 급성 설사질환자 실험실 감시망

사업 2007년도 자료에 의하면 전국적으로 5,345주의 설사 유발 세균이 분리되었으

며,이 중 337주의 B.cereus가 분리되어 전체 설사 유발 원인균의 6.3%를 보였다

(DivisionofEntericBacterialInfections,2007).그러나 구토증후군을 유발하는 B.

cereus에 관한 보고는 없는 실정이다.1970년대 초반 영국의 중국식 식당에서 조리

된 쌀에 의해 감염된 것을 시작으로 1989년 까지 11개 국가에서 200여 건의 구토

형 집단발생이 보고되었다(KramerandGilbert,1989).구토형의 경우 전분이 있는

음식,파스타,유아 이유식 등에서 주로 분리가 되며,특히 생쌀과 조리된 쌀에서

10∼100% 구토형 B.cereus가 오염되었다(Taylor,2005).쌀을 많이 소비하는 국내

실정에서 잠재적인 환자의 발생 위험이 있다.B.cereus에 hbl유전자가 존재할 경

우는 34∼84% 정도이나,nhe와 entFM 유전자는 92∼100% 존재하는 것으로 보고

되었다(RusulandYaacob,1995).또한 구토형의 경우 hbl유전자가 없으면서 nhe

유전자만이 존재하는 특징을 가진다. 구토를 유발하는 독소는 내열성으로

(D-O-Leu-D-Ala-L-OVal-L-Val)3의 구조를 이루는 1.2kDa의 단백질이다.

Cereulide는 세포의 미토콘드리아막에서 potassium ionophore와 유사한 작용을

하는 것으로 알려졌다.단백질이 매우 작고 항원성이 낮은 이유로 인해 독소를 직

접적으로 진단할 수 있는 방법이 없다.가장 보편적으로 독소의 존재 여부를 확인

하는 방법으로 cellcytotoxicity를 측정하는 방법과,Hep-2cell에 공포현상을 확인

하는 방법이 있다(Nishikawa등,1996).
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이들 식중독 원인균의 증식억제를 위한 화학적인 방법으로 차아염소산,

hydrogenperoxide,potassium sorbate(RiceandPierson,1982),ben-zoicacid(Kim

etal.,1997),propionicacid,citricacid,aceticacid,lacticacid등 유기산(Ohand

Marshall,1994;ItaandHutkins,1991;YonngandFoegding,1993;Fernandes

etal.,1998)과 NaCl(Masudaetal.,1998)및 기타 보존제를 단독으로 또는 병용한

실험결과가 많이 보고되고 있다.

Ethanol의 항균작용 효과는 옛날부터 알려져 있었으나 식품중의 미생물을 억제

할 목적으로 적극적으로 이용한 것은 1970년대부터이다.순수 ethanol은 식품의 살

포제로서 사용은 불충분하지만 70% ethanol은 표면살균제로 이용되었고,과일,와

인,쌀로 만든 주류와 증류주는 식품 조리 시 사용되어 왔으며,이런 ethanol은 열

에 증발되어,식품을 조리할때 쉽게 제거되는 장점을 가지고 있다.식염은 첨가제

로서 식품의 저장성을 향상시키기 위하여 사용되어 왔으며,식품의 풍미를 증진시

키고 많은 발효식품에서 선택적인 미생물의 번식을 유도하여 젖산발효가 잘 이루

어지도록 한다.식염의 미생물에 대한 번식저해 또는 사멸작용은 탈수작용,불가역

적인 원형질의 분리,효소활성저해,Clion의 독작용,산소용해도 감소 및 CO2에 대

한 감수성을 높이기 때문인 것으로 알려져 있다(Jangetal.,2003).

침출수의 화학적 특성이 유해 미생물인 Bacilluscereus가 존재에 미치는 영향을

파악하고자 침출수의 화학분석결과를 Bacilluscereus의 유무에 따라 구분을 지어

분석한 결과,Bacilluscereus가 검출되지 않은 지역이 Bacilluscereus가 검출된

지역에 비하여 SO4와 Cl의 평균 농도가 각각 약 46배와 약 8배 높게 나타남으로

써 SO4와 Cl이 Bacilluscereus의 생존에 독성으로 작용했을 것이 라 판단되어 진

다(Table11).
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Table11.A comparisonsofaverageconcentrationbetweenwithoutB.cereus

andwithB.cereus

Averageconcentration(mg/L)
ratio

(A/B)
total

withoutB.cereus

(A)

withB.cereus

(B)

Na 224.487 279.018 104.518 2.670

K 100.847 93.226 117.612 0.793

NH4 301.385 335.163 227.072 1.476

SO4 61.366 74.641 1.625 45.947

Cl 211.743 291.549 36.169 8.061

HCO3 32.702 32.157 33.900 0.949

T-N 273.805 356.746 91.335 3.906
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3.3.침출수내 호기성 미생물에 대한 분자생물학적 분석

매몰지내 침출수의 호기성 미생물에 대한 16SrRNA를 이용하여 분석한 결과,

축종에 관계없이 호기성 미생물이 동정되었으며,빈도순으로 Bacilluspumilus(4

지점),Lysinibacillussphaericus(3지점), Bacillussphaericus(2지점)으로 나타났

다(Table12).

그 외 Pseudoclavibacter helvolus, Pseudochrobactrum saccharolyticum,

Corynebacterium callunae,Paenibacilluslautus,Bacillusarvi,Brevundimonas

bullata,Acinetobacterursingii및 Bacilluspsychrodurans가 동정되었다.현재 가

축매몰지내 악취제거 목적으로 사용되고 있는 EM (Effectivemicroorganisms)의

조성은 효모균,유산균,누룩균,광합성균,방선균 등으로 이루어져 있으며,본 연구

에서 동정된 미생물과는 상이함으로 가축사체와 매몰지내 토양에서 유래된 것으로

판단되어진다 (Moon등,2011).

김계훈 등 (2008)은 AI발생으로 인해 살처분된 동물 사체를 매몰한 지역에서 시

료를 채취하여 미생물의 DNA를 추출한 뒤 연쇄중합반응 (PCR)및 자동염기서열

분석을 통해 매몰지에 존재하는 미생물을 동정하였다.그 결과 매몰지의 내부토양

에서 Bacillus와 Caryophanon를 확인하였고 Bacillus는 높은 빈도 (88.9%)로 관찰

되어 우점종으로 나타났다.또한 매몰지의 외부 토양에서 분리한 균주를 분석한 결

과,Acidovorax,Actinoplanes,Agricultural,Archangium,Bacillussoli,Bacillus

sp.,Bacterium,Bradyrhizobium,Chromobacterium,Enterococcus,K.flaccidum,

Lactobacillus, Lechevalieria, M. purpureochromogenes, Methylobacter,

Methylobacterium, Microbacterium, Nocardioides, Paracoccus, Parkia,

Phenylobacterium, Ralstonia, Rhizobium, Rhodanobacter, Solirubrobacter,

Sphingomonas,Stenotrophomonas등의 미생물을 동정하였으며,매몰지 침출수에

서는 Acidovorax, Alcaligenes, Alicyclobacillus, Bacterium,

Beta-proteobacterium, Clostrium, Cystobacter, Frankiaceae, Malikia,

Ochrobactrum, Polynucleobacter, Rhizosphere, Stenotrophomonas,

Sterolibacterium,Virgibacillus,Xanthomonas등이 존재하는 것으로 보고하였다.
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영국 보건부 (UK DepartmentofHealth,2001)의 연구에 따르면 매몰지 침출수

내에는 E.coli0157,Campylobacter,Salmonella,Leptospira,Cryptosporidium,

Giardia등의 미생물이 존재하는 것으로 알려져 있다.Davies와 Wray(1996)는 4

가지 미생물의 동일 혼합액을 정맥 주사하여 송아지를 죽인 후 약 2.5m (8feet)

깊이로 매몰하여 매몰지 주변 토양 오염을 관찰한 결과,Salmonellae,Bacillus

cerus,Clostridium perfringens등의 병원성 미생물을 확인하였으며 Salmonellae,

Bacilluscerus의 경우 겨울 동안에도 계속 해서 토양에서 분리되는 것이 관찰되

었다.Turnbull(1999)은 WHO의 인간과 동물의 anthrax 관련 Guidelines에서

Bacillusanthracis과 같은 포자 형성 미생물은 일반적으로 환경에서 장기간 생존할

수 있다고 알려져 있기 때문에 매몰 환경에서도 잔존해 있을 것으로 생각하지만,

이러한 미생물의 유출은 특징적인 매몰 장소와 지질학적 특성에 따라서 결정된다

고 밝힌 바 있다.

침출수내 총 4지점 (CDL-7,8,9,10)에서 동정된 B.pumilus는 보통 토양에서

발견되는 그람-양성,호기성 및 홀씨형성 박테리아이다 (Priest,1993).B.pumilus

홀씨는 일반적으로 자외선 노출, 건조 및 과산화수소 등의 같은 산화제 존재시와

같은 환경장애조건에서도 강한 저항성을 보인다.블랙 타이거 새우 (Blacktiger

shrimp)에서 동정된 B.pumilus는 비브리오 알지놀리티쿠스 (Vibrioalginolyticus)

등의 해양병원균의 성장을 억제하고 고염분에 내성이 있음이 밝혀졌다 (Hilletal.,

2009).국내에서는 Woo등 (2007)은 B.pumilusRS7가 닭이나 도축부산물 또는

가죽산업 폐기물로 발생되는 우모 (Feather)를 친환경적 사료로 만드는데 효과적으

로 이용가능하다는 연구를 수행하였다.B.pumilus를 포함하는 몇몇의 Bacillus종

(B.amyloliquefaciens과 B.licheniformis)들은 음식물내 존재시 독성를 띄게 되어

식중독 또는 구토를 유발하고,특히 내성포자형태 (Endospore-forming)의 Bacillus

종 들은 열에 강한 생존력을 가지고 있어 저온살균법 (74℃,15-20sec)과 whey

evaporation법 (50-70℃)에서도 독성을 보유하고 있다 (Mikkola etal.,2000;

Salkinoja-Salonenetal.,1999;Suominenetal.,2001;Mikkolaetal.,2004).

침출수내 총 2지점 (CDL-12,13)에서 동정된 B.sphaericus는 막대모양의 그람

양성(Gram positive)박테리아로써 유충 살충제의 일종으로 모기 유충 방제균으로

사용되는 순수 호기성(Obligateaerobebacterium)특성을 띄며,구형의 내성포자
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(Endospores)를 형성한다.B.sphaericus는 Culex과 Anopheles등의 모기 유충을

살충할 수 있고 인체에 무독성인 결정성 독소 단백질을 생산한다는 사실이 알려진

이래 B.sphaericus의 살충성 독소 단백질의 뛰어난 효력과 수계 및 토양에서의 양

호한 생육,다른 방제균과 달리 자외선에 대한 강한 내성 등의 살충특성을 가지고

있다 (Milleretal.,1983;MyersandYousten,1980;Elizabethetal.,1984).또한

10℃ 에서도 25∼35℃에서 나타나는 정도의 살충 효력을 유지한다.B.sphaericus

포자의 생존과 잔효 효과는 길어서 9개월 후에도 토양에서 이 미생물이 발견되며,

B.sphaericus는 기타 수서생물 (예:갑각류,하루살이류,파리류,깔따구류 및 어류

등)에는 영향을 주지 않는다 (StowellandSazama,2007).국내에서 Joa등(2007)은

토양에서 분리한 B.sphaericusPSB-13가 토양내 존재하는 난용성 인산염을 가용

화 시키는데 효과적이며,생물비료로써의 가능성을 제시하였다.또한 한길환과 김

상달(1995)은 Culex,Anopheles등 유해 모기의 유충을 강력히 살충할 수 있는 B.

sphaericus1593을 보다 더 강력하고 더 넓게 살충하는 모기방제균주로 육종하기

위하여 B.sphaericus1593의 형질전환 조건을 확립하는 연구를 수행하였다.

침출수내 총 3지점 (CDL-5,6,11)에서 동정된 Lysinibacillussphaericus이 속해

져있는 Lysinibacillus속 균주는 Ahmed등(2007)이 제안하여 Bacillus속으로부터

재분류된 미생물로서 대부분의 Bacillus속 미생물들은 세포벽 구성 성분인

peptidoglycan type이 Alγ인 반면에 Lysinibacillus속 미생물들은 A4α type인

lysine(Lys)-asparticacid(Asp)으로 구성된 interpeptidebridge를 가지고 있어

Bacillus속으로부터 재분류 되었으며，표준 균주로는 L. boronitolerans, L.

fusiformis,L.sphaericus그리고 L.parviboronicapiens등이 알려져 있다.

Kim 등 (2011)은 16주 동안 사육한 지렁이 Eiseniafetide의 장내 미생물을 분리

및 동정한 결과,약 15%의 L.sphaericus이 존재한다는 연구 결과를 제시 하였으

며,Kim 등 (2011)은 유용미생물과 흡착제가 함유되어 있는 수질정화용 건축자재

특성에 관한 연구에서 수질정화용 유용 미생물을 획득과정에서 복합 폐수내 L.

sphaericus이 분리 동정되었다.
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Table12.TheresultsofPCRforleachatefrom animalcarcassdisposalinthis

study

No. species

CDL1
Pseudoclavibacterhelvolus/Pseudochrobactrum saccharolyticum /

Corynebacterium callunae

CDL2 Paenibacilluslautus/Paenibacillussp./Bacillusarvi

CDL3 -

CDL4 Brevundimonasbullata/Acinetobacterursingii

CDL5 Lysinibacillussphaericus

CDL6 Lysinibacillussphaericus

CDL7 Bacilluspumilus

CDL8 Bacilluspumilus

CDL9 Bacilluspumilus

CDL10 Bacilluspumilus

CDL11 Lysinibacillussphaericus

CDL12 Bacillussphaericus

CDL13 Bacillussphaericus

CDL14 Bacilluspsychrodurans

CDL15 Pseudomonassp.

CDL16 -
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4.결 론

구제역으로 인하여 매몰된 가축 매몰지내 발생되는 침출수의 성상을 파악하기

위하여 매몰초기 (매몰종료 약 5개월 경과)의 총 16개 지역에 대한 가축 매몰지의

침출수에 대한 물리·화학·생물학적 특성을 분석하였다.

침출수의 물리·화학 분석 결과,가축사체에서 유래한 미생물에 의하여 일부 약산성

의 매몰지를 제외하고,중성 pH 환경으로 나타났다.총대장균군은 돈분뇨의 약

1,226배 정도 높게 나타났으며,이로 인하여 산소결핍의 환원 환경으로 나타났다.

그 외 총 유기탄소와 암모니아이온은 기존 연구 (박재우,2011)에 비하여 높게 검

출되었다.침출수의 호기성 미생물에 대하여 생화학 검사 및 미생물 동정과 분자생

물학적 분석을 실시한 결과,매몰지내 악취제거 목적으로 주입 가능한 EM 미생물

이 아닌 가축사체에서 유래된 Bacillus pumilus,Lysinibacillus sphaericus 및

Bacillussphaericus등이 동정되었으며,설사유발균인 Bacilluscereus가 검출되었

다.본 연구를 통해,가축 매몰지의 침출수 특성을 파악함으로써 가축 매몰지 침출

수에 의하여 주변 수계 오염 복원 또는 침출수 처리시 중요한 자료로 활용 될 수

있을 것이라 판단되어 진다.
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AppendicesA

Theresultsofisolationforleachatefrom animalcarcassdisposal(CDL1-16).
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AppendicesB

TheresultsofPCR forleachatefrom animalcarcassdisposal(CDL 1-16).
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