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Culture-dependent and culture-independent denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) analyses
were employed to investigate the bacterial community associated with a natural dye wastewater treat-
ment facility. A total of 104 (influent water, 48 strains; aeration tank, 25; settling tank, 31) bacterial
strains were isolated. Based on the 16S rRNA gene sequences comparison analysis, the isolates be-
longed to four phyla: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Bacteriodetes. Seventeen DGGE bands
representing dominant taxa in each sample were cloned and partially sequenced. The same four phyla
were detected by DGGE fingerprinting. The most dominant taxon retrieved by both methods was the
member of the phylum Proteobacteria with Alphaproteobacteria as the predominant class. The bacterial
community associated with the natural dye wastewater treatment facility is composed of parasites of
animals and plants, decomposers of polysaccharides and dyes, and producers of extracellular
polysaccharides.
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서 론

합성염색폐수의 특성은 pH가 높고 독성 유기물 및 무기물 

등을 함유하고 있을 뿐 아니라 색을 띠고 있다[25]. 합성염색폐

수처리 공정에서 중요한 염료의 탈색을 위해 많은 경우 흡착

제를 이용한다[13]. 최근에는 염료의 탈색과 난분해성 화합물

의 분해를 위해 생물학적 처리방법들이 적용되고 있으며 특정 

미생물을 이용하여 분해 효율을 높이는 연구들이 진행되고 

있다[6, 11, 14, 15, 21, 25, 26].

합성염색폐수처리에서 탈색에 관여하는 미생물의 분리와 

미생물에 의한 분해 효율에 관한 연구 외에 각 공정별 미생물 

군집 변화에 관한 연구는 미흡한 실정이다. 몇 연구에서는 실

험실 규모의 반응조에 합성염색폐수의 활성슬러지를 접종한 

후 미생물 군집 구조와 분해 효율을 측정하거나[18, 23], 염색

폐수의 활성슬러지의 미생물 군집 구조에 관한 연구에 국한되

어있다[17].

천연염색시설에서는 녹말과 양파 그리고 쪽 등 식물체를 

염료의 원료로 사용하므로 천연염색폐수처리에서는 생물학

적 처리방법을 사용하게 된다. 나주시 천연염색문화재단의 천

연염색시설은 천연염색제인 쪽, 치자, 양파 추출물을 염료로 

이용하며 매염제로 명반, 철, 수산화나트륨 등을 사용한다. 염

색시설의 폐수배출량은 하루 평균 40 m3이다. 폐수처리방법으

로는 물리적·화학적·생물학적 처리 방법을 이용하며, 최대 폐

수처리능력은 50 m3이다. 폐수처리시설의 공정은 폐수 유입부

터 15단계에 걸쳐 배출되고 있다(http://www.naturaldyeing.

or.kr). 주요 공정은 다음과 같다. 유입된 폐수는 침사지에서 

여과된 후 pH 조정조(H2SO4 혹은 NaOH사용)와 응집조

(Al2(SO4)3사용)를 거쳐 접촉포기조에서 생물학적 폐수처리를 

한다. 처리된 폐수는 침전조로 옮겨진 후 상등액은 여과와 소

독을 실시한 후 방류되며 슬러지는 포기조로 반송되거나 탈수

를 거쳐 고형화된다.

본 연구에서는 천연염색폐수처리시설에 존재하는 세균 군

집의 구조를 파악하기 위해 미생물을 분리 배양하는 방법과 

배양을 이용하지 않고 시료에서 DNA를 직접 추출하여 이용

하는 방법을 사용하였다. 배양된 세균은 16S rRNA 유전자 염

기서열을 비교 분석하는 방법을 사용하였으며, 비분리 방법으

로는 DGGE를 수행하였다.

재료 및 방법

시료 채취 및 환경요인 분석

전라남도 나주시에 소재한 (재)나주시천연염색문화재단의 

폐수처리장의 유입수, 접촉포기조 그리고 침전조에서 시료를 

채취하였다. 채수된 시료는 4℃를 유지하면서 즉시 실험실로 

운반 후 24시간 이내에 실험하였다. 채수한 시료의 온도, pH,
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용존산소 등은 수질 측정기(YSI 556MPS, USA)를 사용하여 

현장에서 직접 측정하였으며, BOD는 윙클로-아자이드화나트

륨변법, COD는 산성KMnO4법, 부유물질은 유리섬유여지법,

총인함유량은 아스코로빈산환원법, 총질소함유량은 자외선

흡광광도법을 사용하여 측정하였다[2]. 색도는 시료를 유리섬

유로 여과한 후 340 nm와 657 nm에서의 흡광도를 측정하였

다. 색도의 제거율은 Phugare et al. [26] 의 방법에 따라 측정하

였으며 식은 다음과 같다.

색도제거율(%)=A-B/A×100

A: 유입수의 흡광도

B: 접촉포기조 및 침전조의 흡광도

세균 분리

시료를 생리식염수에 연속 희석하고 Plate Count Agar

(PCA; Becton Dickinson, USA)에 도말 하여, 25℃에 5일간 

배양하여 colony수를 계수하였고 배양 후 육안으로 다른 col-

ony 형태를 보인 미생물을 순수 분리하여, 동정 분석에 사용될 

때까지 20% (v　/　v) glycerol에 균체를 넣어 –80℃에 냉동 

보관하였다.

분리균의 16S rRNA 유전자 증폭

순수 분리된 세균 균체 1~2 loop를 lysis buffer [10 mM

Tis-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 2% SDS] 100

μl와 2 small spoon의 glass bead (size: 0.4 mm)를 넣고 10분간 

TOMY mixer (TOMY, USA)를 이용하여 균체를 파쇄한 후 

혼합하였으며, 1× TE buffer 300 μl와 phenol:chloroform: iso-

amylalcohol (25:24:1) 400 μl를 넣고, 3분간 TOMY mixer에 

다시 혼합 한 후 원심분리(12,000 rpm, 10 min) 하였다. 상층액

을 새로운 tube에 옮긴 후 RNase A (20 mg/ml) 3 μl을 넣고 

37℃에 1시간 배양하였고, 0.1 volume의 3 M sodium acetate

(pH 5.2)와 2 volume의 차가운 100% ethanol을 넣고 DNA를 

침전 시킨 후 원심분리(12,000 rpm, 10 min, 4℃) 하였다. 냉각

된 70% ethanol로 세척 한 후 건조하여 증류수에 녹여 실험에 

사용할 때까지 -20
o
C 냉동 보관하였다. 16S rRNA유전자를 증

폭하기 위해 세균에 특이적으로 부착하는 27F primer (E. coli

numbering 8 ~ 27; 5′-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-

3′)와 1492R primer (E. coli numbering 1492 ~ 1510; 5′-

GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3′)를 사용하였다[20].

PCR증폭을 위한 반응용액의 구성은 주형 DNA 1 μl, dNTP

mixture (각 2.5 mM) 5 μl, 10×반응완충용액[0.15 mM

MgCl2,10 mM Tris-HCl (pH 9.0), 40 mM KCl, 3 mM MgSO4]

5 μl, BSA (4 μg/μl) 5 μl, 5 U/μl Ex Taq DNA polymerase

(TaKaRa, Japan) 0.25 μl, 27F primer (20 μM) 1 μl, 1492R pri-

mer (20 μM) 1 μl에 멸균된 2차 증류수를 첨가하여 총 부피를 

50 μl 로 하였다. PCR 반응은 TP600 (TaKaRa, Japan)을 이용하

였으며 PCR 반응조건은 전변성과정을 94℃에서 3분간 수행

한 후 변성(94℃, 30초), 결합(50℃, 30초), 신장(72℃, 40초)

반응을 총 30회 반복하고 후신장(72℃, 10분)을 수행하였다.

PCR 산물은 1% agarose gel에 전기영동 한 후 16S rRNA

유전자의 크기를 확인하였다.

염기서열 분석 및 계통분석

유전자 서열분석은 27F primer를 사용하였으며 염기서열 

분석은 마크로젠(http://dna.macrogen.com)에 의뢰하였다.

염기서열은 PHYDIT version 3.1(http://plaza.snu.ac.kr/

~jchun/phydit/)를 이용하여 편집과 정렬하였으며 CHIMERA

CHECK 프로그램(http://decipher.cee.wisc.edu/[32])을 이용

하여 혼성 여부를 측정하였다. 부분 16S rRNA 유전자 염기서

열은 EzTaxon-e database (http://eztaxon-e.ezbiocloud. net/

[19])을 이용하여 최근연종을 검색하였다.

시료로부터 DNA 추출

채수된 시료는 부유성 물질들을 제거하기 위해 여과지(No.

2, Whatman, USA)로 여과 한 후 Sterivex™–GP filter unit

(0.22 μm, Millipore, USA)으로 농축하였다. 농축된 시료는 

Massana et al. [24] 및 Somerville et al. [30]의 방법을 사용하여 

chromosomal DNA을 분리하였다. DNA의 shearing을 확인

하기 위해 1% agarose gel 을 이용하여 전기영동을 통해 확인

하였고, DNA 농도는 spectrophotometer (Ultrospec 2100 pro,

Amersham Biosciences, USA)로 정량 하였다. DGGE 분석용 

DNA의 준비는 추출한 DNA를 0.75% agarose gel 에 전기영

동하여 5 kb 이상에 위치하는 chromosomal DNA 를 절단하

여 1× TAE 용액이 담긴 dialysis bag에 넣고 전기영동 장치에 

100 V에서 30 분 동안 전개 시키고 다시 방향을 바꾸어 10초간 

역 전개 하였다. 그 뒤 dialysis bag 안의 1× TAE 를 새로운 

tube 로 옮기고 1/10 의 8 M LiCl2및 두 배의 냉각된 100%

ethanol에 침전시켜 DNA를 회수하였다.

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

16S rRNA 유전자를 증폭하기 위해 27F primer와 803R

Primer (5′-CTA CCR GGG TAT CTA ATC C-3')를 사용하였

다. PCR 증폭을 위한 반응용액 구성은 dNTP mixture (2.5

mM) 5 μl, Ex Taq DNA polymerase (5 U) 2.5 μl, 주형 DNA

1 μl, BSA (4 μg/μl) 5 μl 및 PCR 반응완충용액(10 mM

Tris-HCl, 40 mM KCl, 2.5 mM MgCl2) 5 μl에 총 부피가 50

μl가 되도록 증류수를 첨가하였다. PCR 반응은 TP600

(TaKaRa, Japan)을 이용하였으며 16S rRNA 유전자 증폭과 

동일한 조건을 사용하였다. 반응 결과는 1% agarose gel에 

전기영동하여 ethidium bromide로 염색하여 확인하였다.

DGGE를 위한 nested-PCR은 GC clamp가 붙어 있는 GC-

341F primer (5′-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC

GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG
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Table 1. Physicochemical properties of water samples obtained from wastewater treatment facility in Naju Natural Dyeing Cultural

Center

Site Tem. (℃)
BOD

(mg/l)

COD

(mg/l)

SS

(mg/l)

T-P

(mg/l)

T-N

(mg/l)
pH

Chromaticity

A340nm A657nm

IW

AT

ST

22

23

21

5.7

6.0

5.8

8.0

4.0

6.0

6.3

12.9

4.3

0.155

0.046

0.141

2.790

2.325

1.777

7.95

8.10

7.70

0.80

0.04

0.03

0.31

0.01

0.00

*Tem., temperature; BOD, biochemical oxygen demand; COD, chemical oxygen demand; SS, suspended solids; T-P, total phosphorus;

T-N, total nitrogen; IW, influent water; AT, aeration tank; ST, settling tank.

CAG CAG- 3′) 와 518R primer (5′-WTT ACC GCG GCT

GCT G- 3′) 를 사용하여 16S rRNA 유전자 중 V3 부위를 

증폭하였다. PCR 증폭을 위한 reaction mixture 구성은 주형 

DNA를16S rDNA PCR 산물 1 μl 로 교체한 것을 제외한 16S

rRNA 유전자 증폭과 동일하게 구성하였다. PCR 반응은 

TP600 (TaKaRa, Japan)을 이용하였으며 PCR 반응조건은 초

기변성을 94℃ 에서 5 분간 수행하였고, 변성(94℃, 30초), 결합

(65℃ 부터 56℃까지 cycle 마다 0.5℃ 씩 온도를 내림, 30초),

신장(72℃, 30초)을 20 회 진행하고, 변성(94℃, 30초), 결합(5

5℃, 30초), 신장(72℃, 30초)을 10 회 진행하였다. 마지막으로 

후신장(72℃, 7분)을 수행하였다. PCR산물은1% agarose gel

에 전기영동 하여 ethidium bromide로 염색하여 확인하였다.

DGGE 는 D-code System (Bio-Rad, USA)을 이용하였고 

polyacrylamide gel의 농도는 8%, 크기는 20×16(W×H), 두께

는 1 mm로 사용하였다. 변성제는 urea와 formamide

(Sigma, USA)를 이용하여 40~60% 사이의 농도구배가 수직으

로 일정하게 형성되도록 gel을 제작하였다. D-code system에 

약 7 litter의 1× TAE buffer (20 mM Tris, 10 mM acetic acid,

0.5 mM EDTA, pH 8.0)를 채우고 gel에 6× loading buffer

(0.25% bromphenol blue, 40% sucrose)와 nested-PCR prod-

uct를 혼합하여 gel에 전개하고, 200 V로 5 분간 초기 전기영

동한 후 60 V에서 930 분 동안 전기영동 하였으며 SYBR green

으로 gel을 15분간 염색한 후 band들을 확인하였다.

DGGE band 의 염기서열 분석

모든 시료에 공통으로 나타난 band와 각 시료에서 농도가 

진한 band를 선별한 후, band를 잘라내어 멸균된 증류수 30

μl에 용출하였다. GC clamp를 제거하기 위해 GC clamp가 없

는 341F 와 518R primer를 이용하여 PCR을 실시하고 

pGEM-T Easy Vector를 이용하여 cloning을 수행한 후 E. coli

DH5α competent cell에 형질전환 시켜 X-Gal (5-bromo-4-

chloro-3-indoly-β-D-galactopyranoside) (Promega, USA),

IPTG (isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside) (Promega,

USA), ampicillin (50 μg/ml)이 포함된 LB ager배지에서 

blue-white colony 선별 방법에 의해 형질전환 된 clone을 선

별 하였다. 선별된 white colony를 direct reamplified PCR방

법으로 증폭하였다. 이 때 사용한 primer는 vector 내에 존재

하는 pGTf (5′-TAC GAC TCA CTA TAG GGC GA-3′)

primer와 pGTr (5′-ACT CAA GCT ATG CAT CCA ACG-

3′) primer를 사용하였고[7], PCR조건은 16S rRNA 유전자의 

증폭과 같다. 염기서열 분석은 분리균의 16S rRNA 유전자 염

기서열 분석과 동일한 방법을 사용하였다.

세균에 의한 쪽 추출물 분해

쪽 분해에 관여하는 세균을 탐색하기 위해 분리 세균 25균

주 각각과 포기조 원액을 쪽 추출물(http://www.

naturaldyeing.or.kr) 0.1% (w　/　v)가 함유된 R2A 액체배지 

(Becton Dickinson, USA)에 접종한 후 25℃와 30℃에서 진탕 

배양과 정치방법으로 30일 동안 배양한 후 340 nm와 657

nm에서 흡광도를 측정하여 색도제거율을 구하였다.

결 과

시료의 환경 요인

시료의 환경요인은 Table 1과 같다. COD, 총 인 함유량,

총 질소 함유량은 폐수유입수에서 가장 높았고, BOD와 SS는 

접촉포기조에서 가장 높았으며, pH는 7.7~8.1의 범위로 나타

났다. 시료의 최대 흡광도는 340 nm에서 나타났으며, 657

nm에서 두번째 peak를 확인하였다. 유입수가 포기조를 거쳐 

침전조에 이르는 동안 95% 이상의 색도가 제거되었다.

배양된 세균 군집 조성

분리된 104개 균주의 16S rRNA 유전자의 부분 염기서열을 

토대로 동정한 결과 Proteobacteria문은 가장 많은 69균주

(66.3%)로 나타났고, Firmicutes 문은 9균주(8.7%), Actinobac-

teria 문은 7균주(6.7%), Bacteriodetes 문은 19균주(18.3%)로 나

타났다 (Table 2). 3개의 시료 모두에서 4개의 문의 세균만 

확인되었다.

폐수유입수에서 분리된 48개의 균주는 Proteobacteria 문이 

29개(60.4%)로 가장 많이 차지 하였으며, Bacteroidetes 문은 12

개, Firmicutes 문은 5개, Actinobacteria 문은 2개로 각각 25.0%,

10.4%, 4.2%를 차지하였다(Table 2). Proteobacteria 중 

Betaproteobacteria 강과 Gammaproteobacteria 강이 각각10균주

(20.8%)로 가장 많은 비율을 차지 하였다. 과(family) 수준에서
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Table 2. Relative abundance of isolates from wastewater treatment facility in Naju Natural Dyeing Cultural Center

Phylum (Class) Influent water Aeration tank Settling tank Total

Proteobacteria
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Firmicutes
Actinobacteria
Bacteroidetes

29 (60.4)

9 (18.8)

10 (20.8)

10 (20.8)

5 (10.4)

2 ( 4.2)

12 (25.0)

16 (64.0)

12 (48.0)

2 ( 8.0)

2 ( 8.0)

1 ( 4.0)

3 (12.0)

5 (20.0)

24 (77.4)

20 (64.5)

2 ( 6.5)

2 ( 6.5)

3 ( 9.7)

2 ( 6.5)

2 ( 6.5)

69 (66.4)

41 (39.4)

14 (13.5)

14 (13.5)

9 ( 8.7)

7 ( 6.7)

19 (18.3)

Total 48 25 31 104

*Numerals in parentheses are percentage.

A

B

C

Fig. 1. PCR product of partial 16S rRNA gene amplified using

primer pairs, 27F and 803R (A) and GC-341F and 518R

(B) and DGGE profiles (C). Samples: IW, influent water;

AT, aeration tank; ST, settling tank; M, 100 bp DNA

ladder.

는 Moraxellaceaee과 (Gammaproteobacteria 강)가 5균주

(Acinetobacter 속)로 가장 많은 비율을 차지하였다(Table 3).

포기조에서 분리된 25균주는 4개의 문에 속했으며 Proteobac-

teria 문은 16개(64.0%) 균주로 가장 많이 차지 하였으며,

Bacteroidetes 문은 5개, Actinobacteria 문은 3개, Firmicutes 문은 

1개로 각각 20.0%, 12.0%, 4.0%로 비율을 차지하였다(Table

2). 특히 Alphaproteobacteria 강이 12개 균주(48.0%)로 가장 많

은 비율을 차지하였다. 침전조에서 분리된 31개 균주도4개의 

문에 속했다. 포기조에서도 Proteobacteria 문은 24개(77.4%)로 

가장 많이 차지 하였으며, Firmicutes 문은 3개, Bacteroidetes

문과 Actinobacteria 문은 각각2개로 각각 9.7%, 6.5%, 6.5%의 

비율을 차지하였다(Table 2). 유입수, 포기조 그리고 침전조로 

갈수록 세균의 조성은 점차 Proteobacteria 문의 세균의 비율이 

높아지며 Bacteroidetes 문의 세균의 비율이 감소하고 있었다.

특히 Proteobacteria 문 중 Alphaproteobacteria 강에 속한 세균의 

비율이 크게 증가하고 있었다(Table 2).

유입조에서만 분리되거나 우점하는 세균은 아래와 같다:

Corynebacterium (Actinobacteria 문), Streptococcus (Firmicutes

문), Brevundimonas, Rhizobium (Alphaproteobacteria 강), Acido-

vorax, Albidiferax, Janthinobacterium (Betaproteobacteria 강),

Rheinheimera, Acinetobacte, Pseudomonas (Gammaproteobacteria

강), Cloacibacterium, Mucilaginibacter, Pedobacter (Bacteroidetes

문) (Table 3).

포기조에서만 배타적으로 분리된 세균은 Microbacterium,

Micrococcus (Actinobacteria 문), Elstera (Alphaproteobacteria 강)

그리고 Ralstonia (Betaproteobacteria 강)이다.

침전조에서만 분리되었거나 우점하는 세균은 Frigoribacte-

rium, Kocuria (Actinobacteria 문), Rhodobacter, Sphingomonas,

Sphingosinicella, Novosphingobium (Alphaproteobacteria 강) 등이

었으며, Xanthobacter (Gammaproteobacteria 강)는 포기조와 침

전조에서만 각각 3주와 5주 분리되었다.

분리된 세균들 중 8개는 신종 후보일 가능성이 매우 높았다

(Table 3). 이 세균들의16S rRNA 유전자의 전체 염기서열을 

분석한 결과 이미 등록된 최 근연종과 유사도가 97% 이하였

다. 이 세균들의 최 근연종은 다음과 같다(균주 수): Rhodobacter

capsulatus (1), Microbacterium schleiferi (1), Ralstonia sol-

anacearum (1), Flavobacterium pectinovorum (1), Flavobacterium

resistens (3), Mucilaginibacter polysacchareus (1).

DGGE를 이용한 세균 다양성 분석

세 개의 시료로부터 직접 추출한 DNA로부터 얻은 DGGE

band 패턴은 Fig. 1과 같다. 농도가 진한 band와 각각의 시료

에 독특한 band 17개를 선별하여 cloning을 거쳐 염기서열을 

분석한 결과는 Table 4와 같다. 17개의 band 중 3개 시료에서 

공통으로 나타나는 band는 총 10개로 나타났다. 17개 band의 

clone들에 대해 염기서열을 결정한 결과 10개의 band는 단일 

염기서열로 확인되었으나, 7개의 band에서는 두 가지 이상의 



Table 3. Affiliation of the isolates from the natural dye wastewater treatment facility

Phylum (class)/family
Isolates

Nearest neighbor Accession No.
IW AT ST

Actinobacteria 　 　 　 　

Corynebacteriaceae 1 Corynebacterium afermentans subsp. afermentans X82054

Microbacteriaceae
1 Microbacterium schleiferi† Y17237

1 Frigoribacterium faeni Y18807

Micrococcaceae*

1 Rothia dentocariosa M59055

1 Kocuria gwangalliensis EU286964

1 Micrococcus luteus AJ536198

Nocardiaceae* 　 1 　 Nocardia takedensis AB158277

Firmicutes

Bacillaceae*

2 Bacillus licheniformis CP000002

1 Bacillus simplex AJ439078

1 Bacillus thuringiensis D16281

1 Bacillus stratosphericus AJ831841

Paenibacillaceae 1 Paenibacillus urinalis EF212892

Staphylococcaceae*
1 1 Staphylococcus caprae AB009935

1 Staphylococcus haemolyticus X66100

Streptococcaceae* 1 Streptococcus salivarius subsp. salivarius AY188352

Proteobacteria 　 　 　 　

(Alphaproteobacteria)

Bradyrhizobiaceae* 1 1 Afipia birgiae AF288304

Caulobacteraceae

1 Brevundimonas mediterranea AJ227801

1 Brevundimonas nasdae AB071954

3 Brevundimonas vesicularis AJ227780

1 Brevundimonas bullata D12785

1 Phenylobacterium haematophilum AJ244650

1 Phenylobacterium conjunctum AJ227767

Erythrobacteraceae 1 Erythrobacter gaetbuli AY562220

Hyphomicrobiaceae 1 2 3 Aquabacter spiritensis FR733686

Rhizobiaceae 1 Rhizobium radiobacter AB247615

Rhodobacteraceae 1 Rhodobacter capsulatus† D16428

Rhodospirillaceae* 1 Elstera litoralis EU678309

Sphingomonadaceae*

1 Sphingomonas mali Y09638

2 Sphingomonas wittichii AB021492

1 Sphingomonas histidinilytica EF530202

1 Sphingobium xenophagum X94098

1 Sphingosinicella microcystinivorans AB084247

1 Novosphingobium resinovorum EF029110

1 Sphingopyxis panaciterrae AB245353

1 1 Sphingopyxis soli FJ599671

Unclassified Rhodospirillales 1 2 Reyranella massiliensis EF394922

(Betaproteobacteria) 　 　 　 　

Burkholderiaceae 1 Ralstonia solanacearum† EF016361

Comamonadaceae*

1 Acidovorax delafieldii AF078764

1 Acidovorax radicis HM027578

1 1 Acidovorax soli FJ599672

2 Acidovorax temperans AF078766

3 Albidiferax ferrireducens CP000267

1 Hydrogenophaga defluvii AJ585993

1 Hydrogenophaga atypica AJ585992

Oxalobacteraceae 2 Janthinobacterium lividum Y08846
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Table 3. Continued

Phylum (class)/family
Isolates

Nearest neighbor Accession No.
IW AT ST

(Gammaproteobacteria) 　 　 　 　

Aeromonadaceae
1 Aeromonas veronii X60414

1 Aeromonas jandaei X60413

Chromatiaceae 1 Rheinheimera tangshanensis DQ874340

Moraxellaceae*

3 Acinetobacter johnsonii Z93440

1 Acinetobacter radioresistens X81666

1 Acinetobacter schindleri AJ278311

1 Acinetobacter lwoffii X81665

Pseudomonadaceae*

1 1 Pseudomonas guineae AM491810

1 Pseudomonas peli AM114534

1 Pseudomonas psychrophila AB041885

Xanthomonadaceae
1 Thermomonas koreensis DQ154906

　 3 5 Xanthobacter flavus X94199

Bacteroidetes

Flavobacteriaceae*

1 Cloacibacterium normanense AJ575430

1 Flavobacterium aquidurense AM177392

1 1 1 Cloacibacterium rupense EU581834

1 Flavobacterium banpakuense GQ281770

2 Flavobacterium limicola AB075230

1 Flavobacterium reichenbachii AM177616

1 Flavobacterium macrobrachii FJ593904

1 Flavobacterium pectinovorum† AB681003

3 Flavobacterium resistens† EF575563

Sphingobacteriaceae

1 Mucilaginibacter polysacchareus† HM748604

1 1 Pedobacter aquatilis AM114396

2 Pedobacter terrae DQ889723

　 48 25 31 　

*The taxa detected also by the DGGE profiles.
†Candidate species (<97% 16S rRNA gene sequence similarity).

IW, influent water; AT, aeration tank; ST, settling tank.

염기서열이 혼합되어 존재하는 것을 알 수 있었다. 3개의 조사

지점에서 모두Proteobacteria 문이 가장 우점하였으며, Firmi-

cutes 문, Actinobacteria 문과 Bacteroidetes 문에 속한 세균이 확

인되었다(Table 4).

3개의 시료에서 진하게 나타난 band 4, 5, 6, 9그리고 10을 

우점하는 군집으로 판단하여 염기서열을 확인 한 결과 band

4는 Sphingopyxis witflariensis, Acinetobacter guilouiae 와

Sphingopyxis flavimaris로 2개 종 이상이 혼합되었고, band 5는 

Delftia acidovorans, 그리고band 6은 Sphingopyxis witflariensis

로 단일 균주임을 확인하였다. Band 9는 Sphingopyxis wit-

flariensis 와 Achromobacter marplatensis 이며, band 10은 

Nocardia soli, Dongia mobilis 와 Limnohabitans parvus 가 혼합되

어 있었다. 한편 band 15는 포기조와 침전조의 우점균으로 

최근연종은 Rothia mucilaginosa 이었다.

쪽 추출물 분해

분리된 세균25 균주를 독립적으로 배양할 경우 흡광도의 

변화를 관찰할 수 없었다. 접촉포기조 원액을 사용한 경우 색

도 제거율은 340 nm 에서는 10.5% 그리고 657 nm 에서는 

18.8% 이었다.

고 찰

본 실험에 이용된 천연염색폐수처리시설에서 채취한 세 개 

시료의 이화학적 특성은 색도를 제외한 모든 요인들은 큰 차

이가 나타나지 않았다. 이것은 각각의 시료에 분포하는 세균

의 군집 구조도 큰 차이가 나타나지 않았던 것과 관련된다.

그러나 배양이 가능한 세균을 이용한 실험에서는 폐수처리가 

진행되는 과정에 따라 미생물들의 종 조성 변화를 확인 할 

수 있었다. 천염염색폐수 유입수에는 인간과 동식물에 기생하

는 세균(Streptococcus, Staphylococcus and Acinetobacter) [5]이 
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Table 4. Sequence identification of clones obtained from DGGE bands

Band

No.
Source Phylum Family Nearest neighbor Accession No.

Sequence

similarity (%)

1 IW, AT, ST Fir Staphylococcaceae Staphylococcus caprae AB009935 100.0

2 IW, AT, ST

Pro

Bac

Fir

Sphingomonadaceae
Flavobacteriaceae
Streptococcaceae

Sphingopyxis witflariensis
Tamlana crocina
Streptococcus gordonii

AJ416410

AM286230

AF003931

99.4

93.2

99.0

3 IW Fir Rhodobacteraceae Oceanobacillus chironomi DQ298074 100.0

4 IW, AT, ST

Pro

Pro

Pro

Sphingomonadaceae
Moraxellaceae
Sphingomonadaceae

Sphingopyxis witflariensis
Acinetobacter guillouiae
Sphingopyxis flavimaris

AJ416410

X81659

AY554010

99.4

99.5

98.2

5 IW, AT, ST Pro Comamonadaceae Delftia acidovorans AB021417 97.9

6 IW, AT, ST Pro Sphingomonadaceae Sphingopyxis witflariensis AJ416410 99.4

7 IW, AT, ST Pro Sphingomonadaceae Sphingopyxis witflariensis AJ416410 99.4

8 IW
Pro

Bac

Enterobacteriaceae
Chitinophagaceae

Shigella sonnei
Terrimonas lutea

FR870445

AB192292

99.5

96.3

9 IW, AT, ST

Pro

Pro

Pro

Sphingomonadaceae
Alcaligenaceae
Pseudomonadaceae

Sphingopyxis witflariensis
Achromobacter marplatensis
Pseudomonas hibiscicola

AJ416410

EU150134

AB021405

99.4

99.5

99.0

10 IW, AT, ST
Pro

Pro

Rhodospirillaceae
Comamonadaceae

Dongia mobilis
Limnohabitans parvus

FJ455532

FM165536

98.8

95.4

11 AT Pro Sphingomonadaceae Sphingomonas xinjiangensis FJ754464 100.0

12 AT Pro Bradyrhizobiaceae Salinarimonas rosea EU878006 96.5

13 IW, AT, ST
Act

Pro

Nocardioidaceae
Oxalobacteraceae

Nocardioides dubius
Oxalicibacterium flavum

AY928902

AY061962

93.0

96.9

14 IW, AT, ST

Fir

Pro

Pro

Planococcaceae
Sphingomonadaceae
Pseudomonadaceae

Bhargavaea cecembensis
Sphingopyxis flavimaris
Pseudomonas vranovensis

AM286423

AY554010

AY970951

99.5

99.4

100.0

15 AT, ST Act Micrococcaceae Rothia mucilaginosa X87758 99.4

16 ST Fir Bacilliaceae Bacillus licheniformis CP000002 100.0

17 ST Bac Flavobacteriaceae Flavobacterium glycines EU672803 98.4

*Act, Actinobacteria; Bac, Bacteroidetes; Fir, Firmicutes; Pro, Proteobacteria; IW, influent water; AT, aeration tank; ST, settling tank.

다수 분포하였고, 일부 세균은 폐수에서 자주 분리된 세균으

로 세포외 다당을 생산하며 색소를 띤 세균(Flavobacterium,

Pedobacter, Cloacibacterium)이었다[1]. 유입된 폐수가 포기조를 

거쳐 침전조에 이르는 동안 오염균의 수가 감소하면서 유기물

과 방향족 화합물을 분해하는 세균(Novosphingobium, Sphin-

gobium, Sphingomona, Acidovora, Albidiferax) [27, 29, 34]이 증

가하는 경향을 확인하였다.

DGGE band의 염기서열 분석을 통해 나타난 우점균 들은 

폐수처리시설에 정상군총으로 존재하며 염료를 포함한 난분

해성 화합물의 분해에 관여한 세균들과 유사하였다. DGGE를 

통해 검출된 세균들의 분리원과 분해 기질 특이성은 아래와 

같다. Sphingopyxis witflariensis는 활성슬러지에서 분리된 종이

며, 난분해성 화합물을 분해하며 세포외 다당을 합성하는 세

균이다[16]. Delftia acidovorans는 acetamide로 오염된 토양에

서[31], Dongia mobilis 는 염료인 malachite green 처리조에서

[22], 그리고 Achromobacter marplatensis 는 난분해성 방향족화

합물인 pentachlorophenol로 오염된 토양에서[12] 분리되었

다. 이 외에도 세포외 다당을 형성하는 세균인 Rothia mucilagi-

nosa [10]가 확인되었다.

합성염료 폐수처리에서 탈색에 관여한다고 알려진 세균으

로 Shewanella, Pseudomonas, Lactobacillus, Proteus, Enterococcus,

Streptococcus, Bacillus와 Streptomyces 등이 알려져 있다[6, 7,

8, 11, 15, 26, 28, 33]. 본 연구 결과에서도 Pseudomonas,

Streptococcus와 Bacillus 속의 세균들이 배양되었거나 DGGE를 

통해 확인되었다.

다른 천연염색폐수처리장의 미생물 군집에 관한 연구는 거

의 없으므로 본 연구의 미생물군집과 비교하기는 어렵다. 다

만 생활하수 처리시설에서의 미생물 군집은 많은 경우 Proteo-

bacteria 가 우점하거나 몇몇 처리시설에서는 Bacteroidetes 가 

우점하는 보고가 있다. 이 두 문의 세균 외에 Acidobacteria,
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Chloroflexi, Plantomycetes, Verrucomicrobia, Firmicutes와 Acti-

nobacteria 순으로 점차 비율이 낮아진다고 하였다[14]. 본 연구

에서 확인된 세균 군집은 Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmi-

cutes와 Actinobacteria의 4가지 문이었다. 생활하수에 비해 유

기물의 함량이 낮고 색소 화합물이 많은 염색폐수이므로 세균

의 군집이 단순할 것으로 판단된다. 그러나 nitroaromatic화합

물을 함유한 화학염색폐수의 활성슬러지에 분포하는 세균 군

집이 Proteobacteria와 Firmicutes의 2개의 문으로 단순했던 것 

보다는 다양한 세균 군집이 확인되었다[17]. 즉, 천연염색폐수

의 세균 조성은 화학염색폐수 보다는 다양하지만 생활하수 

보다는 단순하였다.

3개 지점의 세균 군집 간의 차이는 분리균의 군집 조성에 

비해 DGGE 분석결과에서는 확실하게 나타나지 않았다. 그 

이유 중 첫 번째는 세균을 분리할 때 각 시료별 분리균의 수가 

동일하지 않았으며, 가급적 형태적으로 다른 균을 선별하여 

3개 시료에 공통으로 존재하는 세균들이 특정 시료에서는 분

리되지 않았을 수 있는 오류에 기인한다고 볼 수 있다. 즉,

형태적으로 유사한 세균을 유입조에서 선택할 경우 나머지 

두 시료에서는 배제 되었을 가능성이 매우 높다고 볼 수 있다.

두번째는 DGGE band들 중 농도가 낮아 염기서열 분석에 이

용되지 않았던 세균 군집의 차이가 분리에 의한 종 조성과는 

다른 결과를 나타냈다고 볼 수 있다. 따라서 이와 같은 약점을 

보완하기 위해서는 세균의 분리시 여러가지 배지와 다양한 

배양 조건을 적용하고, 가급적 많은 수의 세균을 분리해야 할 

필요가 있다. 또한 본 연구에 사용된 두 가지 방법 외에 시료에 

존재하는 대부분의 세균의 16S rRNA 유전자들의 염기서열을 

단시간에 대량으로 파악할 수 있는 pyrosequencing [14]과 같

은 기법을 적용해야 할 필요가 있다고 본다.

한편, 본 연구에 사용된 처리시설의 염색공정에서 가장 많

은 비율로 사용되는 염료는 쪽 추출물로서 indigo라고 한다.

Indigo (C12H8O2N2)는 물에 불용성이기 때문에 그대로는 염색

이 어려우므로 일반적으로 환원제와 알칼리를 병용하여 leu-

co화하여 염색을 하게 된다[3]. Indigo 분해에 관여하는 세균 

종을 탐색한 결과 분리된 단일 세균 종은 indigo의 분해에 

큰 영향을 미치지 못하고 여러 종의 세균 집합체가 관여함을 

알 수 있었다. 이와 같은 결과는 타 연구와 유사하였다[4]. 폐수

처리시 색도의 제거가 세균들에 의한 분해 외에도 응집과 같

은 물리화학적인 방법이 미치는 영향에 후속 연구가 필요하

다.

이와 같은 제한요인에도 불구하고 염색폐수 처리시설의 세

균 군집은 염료를 포함한 난분해성 화합물을 분해하는 세균,

세포외 다당을 생산하는 세균 그리고 인간을 비롯한 동식물의 

기생균과 유사한 종의 세균들이 우점하고 있음을 알 수 있었

으며, 8개의 신종 후보 세균 또한 확보할 수 있었다. 이와 같이 

천연염색 폐수처리시설에 서식하는 세균들 중에는 화학염색

폐수에서 염료를 비롯한 난분해성 화합물의 분해에 관여하는 

세균들이 분포하고 있었다. 또한 세포외 다당을 형성하는 세

균들이 분리되는 것을 확인하였으며 이 세균들은 유기물의 

분해와 응집작용에 관여한다고 볼 수 있다.
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초록：천연염색 폐수처리시설의 세균 군집
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*

(1순천대학교 생물학과, 2(재) 나주시천연염색문화재단, 3한국기초과학지원연구원, 4광양보건대학교 임상병
리과)

천연염색폐수시설 폐수의 세균 군집분석을 위해 배양 가능한 세균을 분리하는 방법과 비배양 방법인 denatur-

ing gradient gel electrophoresis 방법을 이용하였다. 3개의 폐수 공정단계로부터 분리된 104개(폐수유입수, 48균

주; 접촉포기조, 25균주; 침전조, 31균주) 균주들의 16S rRNA 유전자의 염기서열을 분석하였다. 104개의 분리균들

은 Proteobacteria 문이 가장 많은 비율을 차지 하였으며, Actinobacteria, Firmicutes 와 Bacteriodetes 등 4개 문에 속했

다. DGGE profile중 각 시료의 우점 군집을 대표하는17개의 band를 선택하여 부분 염기서열 분석 결과 분리균과 

동일한 4개의 문에 속했다. 배양기법을 이용한 결과와 배양하지 않고 분석하는 방법인 DGGE결과 모두 

Proteobacteria 문이 우점하였으며 Alphaproteabacteria강이 높은 비율을 차지하였다. 천연염색 폐수처리시설의 세균 

군집들은 인간을 비롯한 동식물의 기생균, 다당류와 난분해성 화합물을 분해하는 세균 그리고 세포외 다당을 형

성하는 세균들이 우점하고 있음을 알 수 있었다.




