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Cu 내성 근권 세균 Alcaligenes sp. KC-1의 분리 및 생장특성
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Characterization of Growth Inhibition and Isolation of a Copper-Resistant Rhizobacterium, Alcali-

genes sp. KC-1. Hong, Sunhwa, Ki Chul Shin, and Eun Young Lee*. Department of Environmental and
Energy Engineering, University of Suwon, Gyeonggi-do, 445-743, Korea − In this study, A bacterium with an

ability to resist toxic heavy metals was isolated from reeds in wetland. The isolated strain was identified to

Alcaligenes sp. KC-1 by 16S rDNA sequencing. Heavy metals such as Pb, Cr6+, Cd, Zn and Cu were supplied

to media. The ecotoxic treat of the heavy metals on the growth of strain KC-1 was performed when the iso-

lated strain Alcaligenes sp. KC-1 cultured with Cu ranging from 0 mM to 20 mM. It showed the resistance of

EC50(7.34 mM) and cell growth (OD600 nm : 0.83 after 42 hours) when it was cultured in Cu. 
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중금속은 높은 밀도의 화학적 성상을 나타내고 그로 인해

살아있는 유기체에 강한 독성 물질로 작용한다[32]. 이러한

독성은 중금속의 고유한 성질에 의해 작용하는 것이 아니다.

몇몇의 중금속은 낮은 수준의 영양분을 가지면서 강한 독성

을 나타내는 중금속도 있다[32]. 예를 들어 Cu는 단백질 합

성을 할 때 산화환원전위를 유도할 시에 미량의 영양소로 작

용한다. 그러나 과도한 Cu는 높은 히드록실라디칼을 발생시

키고 이는 지방질 과산화, 효소의 불활성화 그리고 DNA 절

단 등을 야기시킨다[27]. Hg이나 Pb과 같은 다른 중금속은

유기체에 이로운 영향을 주는지에 대해 알려져 있지 않고,

Cd은 신진대사를 손상시키는 독성물질로 알려져 있고, Cd과

비슷한 화학적 성질을 가지고 있는 Zn의 경우 필수 금속 대

신 Zn이 결합하여 효소의 활성을 방해하는 독성 물질로 알

려져 있다[14]. 이러한 중금속은 산업현장과 폐광산 주변에

서 많이 배출되며[16, 21], 토양 입자에 흡착되어 장기간 생

태계에 머무르며 고농도로 축적 된다[19].

생태독성을 평가하는 방법 중 미생물을 이용한 독성평가

는 빠르고, 간단하며 비용이 적게 들고, 결과해석이 비교적

용이하며 적은 양의 시료를 이용하는 장점이 있다. 지금까

지 알려진 미생물을 이용한 생태독성평가의 종류는 효소활

성 저해평가, 유전질 손상평가, 영양소 순환을 기본으로 하

는 독성평가, 생물발광 측정평가 그리고 성장 저해평가 등

이 있다[11]. 이중에서도 미생물의 독성물질에 의한 성장저

해의 원리를 이용한 성장저해 독성평가는 유독물질에 의해

미생물의 수가 달라지게 되기 때문에 EC50, EC20 그리고

EC10 값 등과 농도에 따른 독성물질과의 반응관계로 많이

평가한다[11]. EC50, EC20 그리고 EC10 값 등은 미생물생장

곡선으로부터 오염물질의 노출에 따른 성장저해 정도를 백

분율로 나타낸다[22]. 지금까지 알려져 있는 독성평가에 이

용되는 미생물은 Pseudomonas putida[1, 6], Bacillus

cereus[22], Methylobacterium sp.[13], Escherichia coli[3]

등이 보고되고 있다. Pseudomonas putida는 토양과 물 그리

고 슬러지에서 사는 종속영양세균으로 하수슬러지나 토양에

[1, 6], Bacillus cereus는 퇴적물에 존재하는 독성물질에 대

한 생장저해평가에 많이 이용된다. 이 평가는 성장저해구간

의 수치를 측정하여 평가한다[22]. 이와 같이 오염물질의 독

성에 대한 내성평가는 오염된 지역과 종류에 따라 미생물의

종류가 달라지며, 동일 종의 미생물에서도 독성을 평가하는

방법에 따라 독성물질의 민감도와 EC50, EC20 그리고 EC10

값이 달라진다[3, 11].

이에 본 연구에서는 습지에서 서식하는 갈대의 근권에서

분리한 Alcaligenes sp. KC-1의 중금속 내성 평가를 하고 배

양 시간 별로 EC50값을 조사하여 KC-1의 중금속에 대한 내

성 평가를 수행하여 Alcaligenes sp. KC-1가 독성평가에 유

용한 미생물인지 평가하고자 하였다.

중금속 내성 미생물 분리 및 동정

균주를 분리하기 위한 시료채취는 경기도 A습지의 갈대

근권토양 그리고 식물이 서식하고 있는 호수 물로부터 질소

고정능력 또는 식물성장촉진능력이 우수한 균주를 분리한

후 그 균주를 대상으로 중금속이 첨가된 배지에 배양하여 중
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금속에 내성이 강한 균주를 분리하였다. 균주의 질소고정 능

력 및 식물성장 촉진 능력 평가는 Hong 등[7, 8, 12]의 논

문을 참고하여 평가하였다. 분리된 균주는 16S rDNA 부분

염기서열을 분석하였다[12].

습지에서 서식하는 갈대를 채취하여 250 mL 삼각플라스

크에 멸균수 90 mL를 넣고 뿌리 또는 근권토양을 10 g을

넣은 후 혼합하여 진탕배양기에 15분간 배양하였으며, 진탕

배양기는 30oC, 180 rpm으로 운전하였다. 15분간 진탕 배

양된 시료 중 혼탁액 5 mL을 분취하여 250 mL 삼각플라스

크에 넣은 후 50 mL의 액체 배지(Burk's, Congo Red 그리

고 NFB)에 넣은 후 일주일간 농화배양 하였다[8]. 농화배양

은 모두 4번의 새 배지로의 계대배양을 진행하였으며, 이중

순수 분리를 하기에 앞서 각각의 배양액의 질소고정능력을

평가하였다. 질소고정능력을 가지고 있는 배양액을 고체배

지(Burk's Agar, Congo Red Agar, NFBA)에 도말 하였다.

균주는 아세틸렌 활성도를 1 nmole h-1 mg protein-1 이상

나타냈던 샘플에 대해서 고체배지에 도말 하였다. 배지의 종

류에 따라서, Burk's Agar 배지에 도말한 균주의 경우 7일

동안 배양하고, Congo Agar 배지 그리고 NFB ager 배지에

도말한 균주는 3일 동안 배양하였다. 배양된 균주는 색과 모

양에 따라 분리되어 새 배지에 도말 하였고, 각 colony의 질

소고정 능력을 평가하였다. KC-1균주는 식물성 호르몬인 인

돌아세트산(IAA)의 생산능력과 식물의 스트레스성 물질인

에틸렌 전구체인 카복실레이트(1-aminocyclopropane-1-

carboxylate(ACC)) 분해효소인 ACC deaminase생성하였다

(특허).

분리된 균주는 the National Center for Biotechnology

Information(NCBI) website의 basic Local Alignment Search

Tool(BLAST) algorithm을 통해 GenBank database와 비교

하여 동정하였다. 식물성장촉진능력이 있으면서 동시에 중

금속에 내성을 가지고 있는 미생물인 KC-1균주의 16S

rDNA 부분 염기서열분석결과, 분석된 KC-1의 DNA 염기

서열은 총 1,501 bp였고, Betaproteobacteria의 Alcaligenes

sp. F78(accession no. EU443097)와 유사도가 99%(1488/

1501), 해수의 퇴적물에서 분리한 Alcaligenes sp. CO14

(accession no. DQ643040)와 유사도가 99%(1486/1500)로

나타났다. KC-1균주를 Genbank에 등록하였다(accession no.

JF303893). Alcaligenes 속의 미생물은 호기성, 그람음성 세

균으로 지금까지 보고된 중금속에 내성을 가진 Alcaligenes

속의 미생물로는 쌍떡잎식물인 꽃향유의 근권에서 분리한

2EBS14균주로서 Cu에 강한 내성을 가지는 것으로 보고되

었고[28], Cd으로 오염된 토양에서 분리한 Alcaligenes

faecalis strain J08Cd의 경우는 최종농도가 0.01 mM, 0.1

mM과 0.5 mM가 되도록 첨가된 배지에서 48시간 동안 강

한 내성을 보이며 성장하였다고 보고되었다[31].

Alcaligenes sp. KC-1 의

단일 중금속 내성능 평가

분리한 균주의 중금속 내성을 평가하기 위해 Congo 배지

에 유일 탄소원으로 Malic acid을 공급하여 평가하였다. 각

각의 중금속 농도는 환경부에서 지정한 나지역의 중금속 대

책기준을 기준으로 Pb, Cu, Cd, Cr6+, 그리고 Zn을 0~4.8,

0~20, 0~0.09, 0~0.6 그리고 0~15.6 mM로 첨가하여 평가하

였다. 중금속을 첨가한 배지에 KC-1균주를 접종하고(10%,

v/v, OD600 nm: 1.6), 30oC, 180 rpm인 배양기에서 20시간

동안 배양하였다. 배양하는 동안 흡광광도계를 이용하여 3

시간 간격으로 흡광도를 측정(600 nm)하여 KC-1의 중금속

내성 능력을 평가하였다.

Pb, Cu, Cd, Cr6+, 그리고 Zn이 첨가된 무기염 배지를 이

용하여 KC-1균주의 내성을 농도 별로 평가하여 Fig. 1에 도

시하였다. 그 결과 Pb은 농도가 0~4.8 mM일 때 흡광도 값

이 0.86~0.81로 첨가되는 Pb의 농도가 증가해도 KC-1균주

의 성장은 크게 저해 받지 않았고(Fig. 1A), Cr6+과 Cu도 각

각의 농도에서 흡광도 값이 0.80~0.90, 1.05~1.12로 중금속

의 농도가 증가하더라도 KC-1균주의 성장은 저해되지 않았

다(Fig. 1B, Fig. 2). 하지만 Cd과 Zn의 경우는 저농도의 중

금속이 존재할 경우에도 KC-1균주가 성장하지 못하였다(Fig.

1C, 1D). 이 밖에도, KC-1균주는 다른 중금속이 존재할 경

우에는 배양시작 후 25시간이 되었을 때 정체기에 진입하였

지만 Cu가 존재할 경우에는 42시간까지 계속 성장하였으며, 42시간

이후가 되어서야 더 이상 균주가 성장하지 않았다(Fig. 2).

KC-1균주가 Cd과 Zn에서 성장하지 못했던 이유는 균주의

중금속에 대한 선택적 내성에 의해 Cd과 Zn에 내성이 없었

기 때문이라 생각된다.

중금속에 강한 내성이 있는 미생물로 보고된 Methylobac-

terium sp. SY-NiR1는 Cd 0.6 mM, Cr 0.15 mM, Cu 1.0

mM, Ni 4 mM, Pb 1.0 mM, Zn 5 mM의 농도 범위까지

생장이 가능하였다고 보고되었고[13], 조 등(2004)은

Escherichia coli가 5종의 중금속(Cu, Cd, Cr6+, Hg, Zn) 에

노출되었을 때 성장이 완전히 억제되는 농도가 각각 Cu 3.5

mM, Zn 2.5 mM, Cd 1.5 mM, Cr6+ 1.2 mM, 그리고 Hg

0.12 mM이라고 보고하였다[3]. 이 밖에도 Pseudomonas

putida[1, 6]. Bacillus cereus[22], Pseudomonas fluorescens

[18], Tetrahymens pyriformis[24], Methylobacterium meso-

phillicum, Methylobacterium goesingense[9] 그리고 Caulo-

bacter crescentus[32] 등의 다양한 미생물들이 중금속에 강

한 내성이 있는 것으로 보고되고 있다. 본 연구에서 분리한

Alcaligenes sp. KC-1균주 역시, 다양한 중금속(Cr6+, Cu, 그

리고 Pb)에 대하여 내성을 가지고 있었다. 특히, Cu가 존재

하는 환경에서는 Cu의 농도가 1.2~7.9 mM까지는 흡광도값

이 1.09±0.03으로 Cu가 존재하지 않는 환경에서와 거의 비

슷하게 KC-1균주가 성장하였고, Cu의 농도가 9~12 mM일
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때에는 0.82±0.08로 균주의 성장이 약간 감소하였다. 또한

Cu의 농도가 15와 20 mM에서는 흡광도 값이 0.06±0.00으

로 저농도의 Cu가 존재하는 조건에 비해 성장이 다소 감소

하였다. 하지만 KC-1 균주는 다른 중금속에 비해 Cu에 대

한 내성이 가장 높았다(Figs. 1, 2).

중금속은 낮은 농도로도 강한 독성을 나타내는 물질로 자

연계에 노출 되면 food-chain에 의해 생태계에 농축된다[17].

농축된 중금속은 생물학적 처리방법을 이용해 제거가 되는

경우가 있는데 생물학적 처리로 중금속을 제거 하기 위해서

는 (1) 배양이 용이하고, (2) 생태계에서 잘 분리가 되어야

하며, (3) 중금속에 강한 내성을 가지고 있어야 한다[32]. 지

금까지 보고된 Cu 내성 균주 중 Methylobacterium sp. SY-

NiR1는 Cu 1.0 mM까지 내성을 가지는 식물성장 근권세균

으로 Cu로 오염된 토양의 식물상 정화에 유용하게 이용될

균주라고 보고하였다[13]. 이 밖에도 중금속으로 오염된 퇴

적물에서 분리한 Cu내성 혼합균주는 Cu의 농도가 0.4

mM[10], Pseudomonas aeruginosa는 Cu 8 mM까지 내성

을 가지고 성장하였다[29]. 지금까지 보고된 다양한 Cu 내

성 균주는 낮은 농도의 Cu에 내성을 가지거나 높은 농도에

내성을 가지더라도 Cu 내성능력 이외의 다른 능력이 없는

균주가 많았다. 하지만 본 연구에서 분리한 Alcaligenes sp.

KC-1균주는 식물성장촉진능력을 가지는 동시에 Cu의 농도

가 20 mM일 때에도 강한 내성을 가지고 있다. 또한, 무기

염 배지에 탄소원만 제공해 주면 빠른 시간에 성장하는 특

징을 가지고 있었다.

KC-1균주의 생체 내의 중금속 축적농도는 평가해보지 않

았지만 아마도 중금속에 내성이 강한 미생물은 중금속에 민

감한 미생물에 비해 중금속에 대한 방어기작이 활발하게 이

루어져 생체내의 중금속 축적을 줄이고 생장률 감소가 적게

일어날것으로 사료된다. 이는 KC-1균주가 고농도의 Cu로

오염된 토양에서 장기간 생존할 수 있다고 생각할 수 있다.

결론적으로 미생물은 중금속으로 오염된 토양의 생태독성을

측정하는 생물지표로 이용될 수 있으며, 특히 중금속 KC-1

균주는 Cu로 오염된 토양의 생태독성 평가나 복원에 유용

Fig. 1. Growth curve of Alcaligenes sp. KC-1 in congo medium

containing heavy metals such as (A) Pb, (B) Cr, (C) Cd and (D)

Zn.

Fig. 2. Growth curve of Alcaligenes sp. KC-1 in congo medium

supplemented with Cu.
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하게 사용할 수 있을 것으로 사료된다.

중금속에 의한 생장 저해 평가

각 배지 조건에서 중금속이 균주 생장에 미치는 영향을

평가하기 위해 비생장속도(specific growth rate)를 계산하였

다. 비생장속도는 균주의 건조 중량(dry cell weight, DCW)

과 탁도 사이의 관계를 도출하고 KC-1의 생장속도를 건조

중량으로 환산하였다. 또한, KC-1 균주의 생장에 미치는 중

금속 저해를 정량적으로 평가하기 위하여, 균체의 생장량으

로부터 생장저해(growth inhibition, GI)를 계산한 후, 배양

20시간을 기준으로 KC-1의 생장을 50%까지 저해하는 각 중

금속 농도(EC50)를 내삽법(interpolation regression analysis)

을 이용하여 구하였다[3].

Alcaligenes sp. KC-1균주의 중금속 종류에 따른 비생장

속도는 Fig. 3에 나타내었다. Pb이 있는 조건에서의 KC-1균

주의 생장속도는 첨가한 중금속의 농도가 증가 할수록 감소

하였고, Cr6+은 큰 변화가 없었다. Cu가 존재하는 조건에서

는 농도가 7.9 mM까지는 생장속도가 큰 변화가 없다가 Cu

의 농도가 9 mM일 때부터 KC-1의 크게 감소하였다. 이는

Alcaligenes sp. KC-1이 Cu에 강한 내성을 가지고 생장하고

있다는 것을 다시 한번 보여주는 결과이다. 또한, KC-1의 생

장을 저해하는 50%의 중금속의 농도(EC50)는 Pb, Cr6+, Cd,

Zn 그리고 Cu이 각각 2.37, 0.19, 0.00, 0.00 그리고 7.34

mM로서, Cu에서 가장 높게 나타났다(Table 1). Cr6+의 경우

농도가 0.6 mM일 때까지 균주가 생장하였지만 EC50값이 낮

은 이유는 KC-1이 Cr6+의 농도가 0.4 mM까지 생장에 저해

를 받았고, 0.6 mM일 때 오히려 Cr6+이 존재하지 않는 조

건에서보다 KC-1이 생장을 더욱 잘해 실험 시에 배지가 오

염되었을 확률이 높아 EC50값을 구할 때에는 0.6 mM의 값

은 빼고 평가하였다.

중금속에 대한 미생물의 내성 정도는 그 종류에 따라 매

우 다르다. 또한, 동일 종의 미생물에서도 배양조건이나 중

금속의 종류에 따라 중금속에 대한 민감도나 EC50값이 상이

하게 나타난다[3]. 본 연구에서도 중금속의 종류에 따라 KC-

1의 EC50이 다양하게 나타났다. 이는 중금속의 종류에 따라

서식지에 따른 생태독성 평가를 할 때 Alcaligenes sp. KC-

1은 중금속으로 오염된 습지의 생태독성평가에 유용하게 사

용될 수 있을 것이라고 사료된다.

Cu에 내성을 가지고 Cu를 대상으로 미생물을 이용한 생

태독성 평가는 많이 이루어지지 않았으며, 지금까지 보고된

미생물을 대상으로 한 Cu의 EC50은 E. Coli는 2.00~2.50

mM[3], Pseudomonas putida는 0.01~0.02 mM[20, 26],

Pseudomonas fluorescens는 0.20~0.27 mM[25, 4], Vibrio

fischeri는 0.58~0.61 mM[4, 5], Tetrahymena pyriformis는

0.83 mM[24], Methylobacterium sp.는 0.89 mM[13]로 보

고되었다. 이밖에도 황산화 세균을 대상으로 Cu의 EC50값이

0.19 mM[30]로 평가되었고 중금속으로 장기간 오염된 토양

에 서식하고 있는 토착 미생물을 대상으로 EC50값을 평가한

결과 0.45~1.42 mM로 평가되었다[2]. 지금까지 보고된 균

주들과 비교하였을 때 Cu에 강한 내성을 가지고 동시에 질

소고정능력을 가지고 있는 KC-1은 식물에게 생장촉인자를

공급해 줄 수 있고, 중금속 독성에 대한 스트레스에 대항할

수 있기 때문에 생태독성평가 지표 이외에도 오염된 습지토

양의 생물상 복원에도 사용 할 수 있다고 기대된다.

Fig. 3. Specific growth rate of Alcaligenes sp. KC-1 in congo medium containing heavy metals such as (A) Pb, (B) Cr and (C) Cu.

Table 1. EC50 of Alcaligenes sp. KC-1 for each heavy metals.

Heavy metal EC50 (mM)

Pb 2.37

Cr 0.19

Cd 0.00

Zn 0.00

Cu 7.34
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습지의 갈대토양으로부터 중금속에 내성이 있는 세균이

분리되었다. 분리된 균주는 16S rDNA 염기서열분석에 의거

하여 Alcaligenes sp.로 동정되었다. 납, 크롬, 카드뮴, 아연

및 구리와 같은 중금속을 배지에 첨가하였다. 분리균주

Alcaligenes sp. KC-1을 구리가 0 mM에서 20 mM의 농도

로 첨가된 배지에서 배양하였을 때 균주의 생장에 미치는 독

성을 알아보았다. 분리균주는 구리가 존재할 때 42시간 배

양된 후 7.34 mM의 EC50값과 OD600 nm에서 0.83의 흡광도

값을 보여주는 구리 내성균주였다.
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