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Abstract: Microorganisms play a significant role in biore-

mediation of heavy metal contaminated seawater. In this

study, we reported an effective removal of Cu and Zn in

marine envionment by using Desulfovibrio desulfuricans (D.

desulfuricans) which belong to sulfate reducing bacteria. D.

desulfuricans showed stable growth characteristics in high

salt concentration and had resistance to heavy metals. Cu and

Zn was removed not only by physical adsorption on the sur-

face of bacteria but also by precipitation reaction of microbial

metabolism by D. desulfuricans in seawater. In case of differ-

ent heavy metal concentration, Cu was effectively removed

85% at 25 ppm and 60% at 50 ppm and Zn was effectively

removed 54% at 50 ppm and 46% at 200 ppm, respectively.

Keywords: D. desulfuricans, Sulfate reducing bacteria, Heavy

metal, Bioremediation, Marine environment

1. INTRODUCTION

중금속은 인체 내에서 배출되지 않고 축적되는 경향이 있으

며 이로 인해 강한 독성과 유해성을 가지고 있다 [1,2]. 최근

들어 유해한 중금속을 처리하는 방법으로 미생물을 이용한

방법이 각광받고 있는데 이는 화학적 침전, 이온교환, 필터

링, 부유물 침전, 전기화학적 처리, 흡착과 같은 기존의 처리

방법 [3]과 달리 상대적으로 저비용으로 고효율의 처리효과

를 기대할 수 있기 때문이다 [4].

환경에 존재하는 다양한 중금속들 중에서 Cu, Zn의 경우

살진균제의 제조, 금속의 도금, 펄프 제조, 오염방지 페인팅

제조, 가죽 제조, 배터리 제조, 전자 기기의 제조 등 [5,6] 우

리 주변의 다양한 산업에서 사용되고 있다. 이러한 산업 이

용 시 발생되는 폐수가 바다에 유입될 수 있으며 해양 생태

계 생물에도 영향을 미쳐 이를 섭취한 사람의 체내에도 축적

될 수 있다. 이러한 중금속들이 인체에 필요한 일정량 이상

을 초과하여 흡수되었을 경우 윌슨병 [7], 알츠하이머병 [8]

등과 같은 질병의 발병에 영향을 미치는 등 강한 독성을 가

지고 있는 것으로 알려져 있다.

본 연구에 사용한 황산염환원균 (sulfate reducing bacteria,

SRB)의 경우 혐기성 미생물로 산소가 없는 환경에 널리 존

재한다. 황산염 (sulfate)의 경우 어느 정도의 농도로 자연에

널리 존재하며 폐수에는 다량 존재하는 것으로 알려져 있다.

이러한 황산염은 황산염환원균에 의하여 전자 받개 (elect-

ron acceptor)로 작용하고 황화물 (sulfide)로 환원되며 이 황

화물은 다시 주변 환경의 조건에 따라 수소이온과 결합하여

황화수소의 형태로 되거나 금속이온들이 존재할 경우에 이
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들과 결합하여 용해도가 낮은 금속 황화물을 형성하며 침전

되는 특징을 보인다 [9]. Fig. 1은 황산염환원균에 의한 황산

염의 환원 메커니즘을 나타낸 것으로 황산염이 전자 받개로

작용하여 황화물로 환원되고 환원된 황화물과 금속이 결합

하여 침전물을 형성한다 [10].

지금까지 이루어진 미생물을 이용한 중금속 제거에 관련

된 연구를 살펴보면 대부분 폐수 혹은 담수에서 이루어진 사

례가 많고 균 표면의 물리적 흡착에 의한 제거가 이루어진

것이 대부분이다. Ghosh 등 [11]의 연구에 따르면 Stenotro-

phomonas maltophilia PD2를 이용하여 담수에서 Cu의 제거

에 관한 연구를 진행한 결과 약 90%의 제거율을 보였고

Pseudomonas putida의 경우에도 다양한 중금속 종류를 제거

할 수 있는 것으로 알려졌으며 높은 효율성을 증명하였다

[12]. 그러나 이러한 연구는 호기성 미생물을 이용한 사례가

많고 균 이외에 해양에서 유래한 조류를 이용하여 중금속을

제거하는 연구도 이루어지고 있으나 조류의 경우 광합성을

통한 성장이 이루어지는 것이 대부분이다 [13]. 이러한 미생

물을 해양환경에 적용하기 위해서는 해수의 높은 염의 농도

가 균의 성장에 영향을 미치지 않아야하고 산소가 거의 존재

하지 않는 해저의 환경에도 적용할 수 있어야 하는데 호기성

균은 산소가 없는 환경에서는 잘 자라지 않으며 조류의 경우

는 빛이 존재하지 않는 해저의 환경에서 적용하기 어렵다는

단점이 있다. 따라서 본 연구에서는 혐기성 미생물에 속하는

SRB의 종류인 Desulfovibrio desulfuricans (D. desulfuricans)

를 이용하여 산소가 부족한 해저환경에서의 중금속 제거 가

능성을 살펴보았다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 황산염환원균의 배양

본 연구에서는 황산염환원균으로 D. desulfuricans (KCTC

5768)를 사용하였으며 동결 건조된 상태의 균을 액체배지에

접종 및 활성화 시켜 사용하였다. 균배양 배지 (Desulfovibrio

배지)는 K2HPO4 0.5 g/L, NH4Cl 1 g/L, Resazurin 1 mg/L,

Yeast extract 1 g/L, ‘DL’-sodium lactate 2 g/L, Na2SO4 1 g/L,

MgSO4·7H2O 2 g/L, CaCl2·2H2O 0.1 g/L, Sodium thioglycolate

0.1 g/L, FeSO4·7H2O 0.5 g/L 조성으로 제조하였다. 제조된

배지는 N2가스로 치환하여 용존 산소를 최대한 제거하였고

121oC에서 15분간 멸균하여 사용하였으며 37oC에서 배양하

였다. 균의 성장곡선을 참고하여 실험 시작 전 이틀 동안 배

양하여 최대의 성장치에 도달하도록 활성화 시킨 후 사용하

였다. 균의 이미지는 Scanning Electron Microscope (AURI-

GA, Carl Zeiss, Germany)를 이용하여 촬영하였다.

2.2. 해수환경에서의 균의 성장 및 중금속 내성

해수환경에서 D. desulfuricans의 적용가능성을 알아보기 위

해서 인공적으로 해수를 NaCl 24 g/L, MgSO4·7H2O 12 g/L,

CaCl2·2H2O 1 g/L, KCL 0.75 g/L, NaNO3 0.04 g/L, K2HPO4

0.001 g/L, tris-[hydroxymethyl]-aminomethane 1 g/L, Na2EDTA

12 mg/L, ZnSO4·7H2O 2 mg, NaMoO4·2H2O 1 mg/L, FeCl3·

6H2O 0.5 mg/L, MnCl·4H2O 0.2 mg/L, CoCl2·6H2O 2 ug/L,

CuSO4·5H2O 2 ug/L, Thamine Hydrochloride 300 ug/L, p-

animo benzoate 20 ug/L, Calcium pentothenate 10 ug/L, Cya-

nocobalamin 4 ug/L, Yeast extract 10 g/L의 조성으로 제조하

였다 [14]. 1 M HCl과 1 M NaOH를 이용하여 최종 pH를 7로

맞추었고 N2가스로 치환하여 용존 산소를 최대한 제거하였

으며 121oC에서 15분간 멸균하여 사용하였다. Cu와 Zn 용액

은 초순수 (Deionized water) 에 각각 CuN2O6·3H2O와 N2O6

Zn·6H2O를 용해한 후 N2가스로 치환한 뒤 121oC에서 15분간

멸균하여 사용하였다. 배지 내의 균의 농도는 600 nm에서 광

학밀도 (optical density, OD)를 이용하여 측정하였으며, OD

값 측정은 UV-visible spectrophotometer (Libra S11, Bioch-

rom, UK)를 사용하였다.

2.3. 중금속 제거에 있어서 황산염 영향
 

및 농도별
 

중금속

제거

D. desulfuricans에 의한 중금속 제거에 있어서 황산염의 영

향은 인공바닷물 배지에서 0.6% (w/v) 황산염의 존재유무에

따른 중금속 제거율을 토대로 조사하였다. 황산염은 MgSO4

와 Na2SO4을 이용하였으며 pH 7에서 N2가스를 이용하여 용

존산소를 충분히 제거하였으며 121oC에서 15분간 멸균하여

사용하였다. 이 때 사용한 중금속의 농도는 Cu와 Zn에 대해

서 각각 50 ppm이며 중금속 용액을 넣은 뒤 14일째 되는 날

을 기준으로 중금속 제거율을 살펴보았다. 중금속 농도별 제

거 실험은 Cu의 경우는 25 ppm과 50 ppm, Zn는 50 ppm과

200 ppm 각각 2가지 농도로 하였다. 1일, 2일, 4일, 7일, 14일

의 시간별로 중금속 제거율을 측정하였고 분석은 ICP-MS

(Varian 820-MS, Varian, Australia)를 이용하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 황산염환원균의 인공바닷물에서의 성장

Fig. 2는 본 연구에서 사용된 D. desulfuricans의 SEM 이미지

Fig. 1. Sulfate reduction mechanism by sulfate reducing bacteria.
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이며 약 2~3 µm의 길이와 약 0.5 µm 정도의 폭을 갖는 막대

형 박테리아임을 알 수 있다. D. desulfuricans는 성장에 최적

화된 Desulfovibrio 배지에서 약 40시간 정도 배양하면 최대

의 성장치를 얻을 수 있으며 그 후 안정되게 유지되는 것으

로 보인다. 그러나 본 연구의 목적에 맞게 담수가 아닌 해수

에서의 성장을 보기 위해 고농도의 염 (salt)를 포함하는 인공

바닷물을 제작하였고 그 환경에서 D. desulfuricans를 배양한

결과 Fig. 3에서 보여진 바와 같이 초기 성장 속도가 감소하

는 경향이 보이긴 하지만 D. desulfuricans에 최적화된 배지

만큼의 최대의 성장치에 도달하고 약 100시간이 지난 후에

는 이보다 더 증가한 것을 확인하였다.

Zhou 등 [15]의 연구 결과에 의하면 D. desulfuricans와 같

은 황산염환원균의 한 종류인 Desulfovibrio vulgaris의 경우

균의 성장 환경에 염이 영향을 미치면 균의 유전자 발현에

영향을 받게 되는데 아미노산 합성의 발현이나 lactate의 흡

수 유전자의 발현, 유기용질의 축적, 생체막의 유동성, 나트

륨이온의 차단 등을 증가시킨다고 알려져 있다. 이로 인해

NaCl에 내성을 증가시키는 에너지 대사 또한 증가하여 성장

률과 최종 biomass가 증가, 균의 성장곡선에서 유도기가 짧

아지며 NaCl에 대한 내성이 높아진다는 결과를 보였다. 이

러한 연구와 비슷한 경향으로 D. desulfuricans 또한 염이 없

는 Desulfovibrio 배지에서 배양한 경우에 비해 인공바닷물

에 배양한 경우가 유도기가 짧아진 것을 알 수 있고 최종 OD

값 또한 약간 증가한 것을 알 수 있다. 이는 D. desulfuricans

가 내염성을 가지고 있는 것을 알 수 있으며 해수에서도 적

용할 수 있는 적합한 균주라는 것을 알 수 있다.

3.2. 황산염환원균의 Cu 및 Zn에 대한 내성

D.deulfuricans의 Cu와 Zn에 대한 내성을 알아보기 위하여

인공바닷물 배지에 균을 접종한 후 48시간이 지나서 최종농

도가 50 ppm이 되도록 중금속 용액을 주입 하고 시간에 따른

OD값을 측정하였고. 중금속 용액을 주입하기 전 최대 성장

치의 OD값을 기준으로 균의 biomass의 변화를 시간별로 살

펴보았다.

중금속 용액을 접종한 후 시간에 따른 biomass를 비교해

보았을 때 Cu의 경우에는 2일째에 약간 감소하였으나 그 후

점점 증가하여 14일 후에는 약 10%가량 증가 한 것으로 나

타났으며 Zn의 경우에는 초기 biomass보다는 감소하여 약

70~80% 가량으로 유지되는 것을 확인할 수 있었다. (Fig. 4)

이는 Cu 및 Zn이 균의 성장에 큰 영향을 미치지 않는 것으로

볼 수 있으며 균이 이러한 중금속들에 대한 내성이 있다고

판단된다. Sinbuathong 등 [16]의 연구결과에서 보면 30 mg/

L 이상 농도의 Zn은 황산염환원균의 성장에 미세한 방해를

한다는 결과를 보였다. Karnachuk 등 [17]의 연구에 의하면

황산염환원균의 경우 50 mg/L 이하의 농도에서는 균의 성장

에 Cu가 큰 영향을 미치지 못한다는 결과를 나타내었으며 2

일 이후 점점 biomass가 증가하는 경향을 보이는 것은 D.

desulfuricans의 대사에 의해 Cu가 침전물을 형성하는 것에

의한 영향도 있을 것이라고 사료된다.

Fig. 2. SEM images for morphology of D. desulfuricans (scale bar

is 2 µm).

Fig. 3. Growth curve of D. desulfuricans in marine environment.

Fig. 4. Relative bacterial biomass variation of D. desulfuricans in

artificial seawater with Cu(II) and Zn(II).
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3.3. 황산염 유무에 따른 중금속 제거율 

황산염환원균에 의한 중금속 제거에 있어서 황산염의 유무

가 미치는 영향을 인공바닷물 배지에서 0.6% (w/v) 황산염의

존재유무에 따른 중금속 제거율을 토대로 조사하였다. 사용

된 중금속의 농도는 Cu와 Zn의 경우 각각 50 ppm이었다.

결과적으로 Cu의 경우 황산염이 없는 배지에서는 약 30%

가 제거되었고 0.6% (w/v) 황산염 농도에서는 약 57% 정도

제거된 것으로 나타났으며 황산염이 없는 경우에 비해 제거

율이 약 2배 정도 좋은 것으로 나타났다. Zn의 경우에는 황

산염이 없는 경우 약 48%가 제거되었으며 0.6% (w/v)의 황

산염이 존재할 경우 58%의 제거율을 보여 10% 가량의 제거

율의 차이를 보였다. (Fig. 4) 이는 D. desulfuricans가 중금속

들을 제거함에 있어서 물리적 흡착에 의한 제거뿐만 아니라

균의 대사에 의한 제거도 일어난다는 것으로 보여진다. 황산

염의 존재로 인한 Cu나 Zn의 제거율의 증가가 균의 성장 증

가에 따른 물리적 흡착량에 의한 증가라면 균의 biomass가

황산염의 존재에 의해 증가하는 경향을 보여야 하는데, 황산

염의 존재가 균의 biomass의 증가와는 비례관계가 없다는 것

은 Sulaiman 등 [18]의 연구 결과를 통해 알 수 있다. 또한 황

산염환원균의 대사에 의해 Cu, Zn가 황산염에서 환원된 황

화물과 결합하여 CuS, ZnS와 같은 형태의 침전물을 형성함

으로서 [19] 황산염 존재에 의해서 중금속의 제거율 또한 높

아지는 것으로 사료된다.

3.4. 중금속 농도에 따른 제거율

D. desulfuricans에 의한 중금속 농도에 따른 제거율을 보기

위해 Cu는 25 ppm과 50 ppm에서 Zn은 50 ppm과 200 ppm의

농도에서의 중금속 제거율을 각각 비교해보았다.

1일, 2일, 4일, 7일, 14일에서의 제거율을 분석한 결과 Cu의

경우 1일 후에는 25 ppm, 50 ppm에서 각각 약 75%, 58%로 나

타났으며 초기 2일까지 제거율이 빠르게 증가하다가 2일 이

후에는 서서히 증가하는 결과를 보였다. 14일째 25 ppm에서

의 제거율은 약 85%, 50 ppm에서의 제거율은 60%로 나타났

으며 중금속 농도가 낮을수록 제거율이 증가하는 경향을 보

였다. Zn의 경우도 초기에 제거율이 빠르게 증가하는 경향을

보였으며 1일 후 50 ppm과 200 ppm에서 각각 51%, 40%의 제

거율을 보였으며 14일 후에는 이보다 약간 증가한 54%, 46%

의 제거율을 나타냈다 (Fig. 6(a), 6(b)). Jalali와 Azabou 등 [20,

21]의 연구들에서는 Cu의 농도가 150 mg/L가 초과하면 황산

염환원균의 Cu 제거 능력이 감소하는 것으로 나타났으며, Zn

의 경우 50 mg/L이상의 농도에서는 농도에 다른 중금속 제거

율의 차이가 크게 나타나지 않는 것으로 보이나 150 mg/L 농

도 이상의 조건에서는 Zn가 잘 제거되지 않는다는 결과를 보

였다. 본 실험에서도 이와 비슷한 경향을 보이나 Zn의 경우

200 mg/L의 농도에서도 40% 정도의 제거가 가능한 것으로

나타났다.

4. CONCLUSION

황산염환원균의 한 종류인 D. desulfuricans를 이용하여 해수

에서의 Cu와 Zn의 제거에 관한 연구를 진행하였다. D. desul-

furicans에 최적화된 Disulfovibrio 배지와 인공바닷물의 배지

에서의 성장을 비교함으로서 인공바닷물의 배지에서도 Di-

Fig. 5. Sulfate effect in heavy metal removal by D. desulfuricans.

Fig. 6. Heavy metal removal by D. desulfuricans at different con-

centration of (a) Cu and (b) Zn.
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sulfovibrio 배지에서의 최대 성장치의 수준에 도달하는 것을

확인하여 해수에서의 적용가능성을 알아보았다. D. desulfu-

ricans이 인공바닷물에서도 잘 성장할 수 있는 것은 NaCl이

있는 환경의 영향을 받아 염에 영향을 많이 받지 않도록 하

는 유전자의 발현이 일어나 높은 농도의 염에서도 잘 성장할

수 있는 것으로 생각된다. 또한 균이 최대로 자란 환경에서

Cu와 Zn와 같은 중금속 용액을 첨가하여 균의 biomass의 변

화가 감소하지 않는 것을 보아 이들 중금속에 대한 내성이

있는 것을 알 수 있었다. 황산염환원균의 전자 받개로 작용

하는 황산염의 존재유무가 중금속 제거에 어떠한 영향을 미

치는지 보았을 때 황산염이 없는 경우는 Cu와 Zn에서 각각

약 30%, 48%가 제거되었으나 황산염의 농도가 0.6% (w/v)

로 존재할 경우에는 약 57%, 58%가 제거되는 것으로 나타났

다. 이는 Cu의 경우 황산염이 존재하지 않을 때보다 약 2배

가량 제거율이 증가되고 Zn의 경우 10%가량 증가한 결과인

데 이러한 황산염 존재에 따른 중금속 제거율의 증가는 균의

biomass가 증가함으로서 동반되는 물리적 흡착이 아니라 대

사 과정에서 일어나는 황화물과 중금속의 결합으로 일어나

는 침전에 의한 것으로 생각된다. Cu의 농도를 25 ppm과 50

ppm으로 나누어 제거율을 관찰하였을 때 50 ppm의 경우는

약 60% 가량 제거되는데 반해 25 ppm의 경우에는 약 85%

가량 제거되는 것으로 나타났으며 50 ppm과 200 ppm에서

Zn의 제거율을 보았을 때 각각 54%, 46%가 제거되는 것으

로 나타나 중금속의 농도가 낮을 경우 높은 농도에서 보다

제거율이 증가하는 것을 알 수 있다. 이러한 연구를 통해 D.

desulfuricans가 균 표면 전하에 의한 물리적 흡착에 의한 중

금속 제거만이 아니라 대사를 통한 침전에 의한 제거도 같이

이루어지고 있는 것으로 판단되며 이를 통해 해양환경의 조

건에서 Cu나 Zn뿐만 아니라 다른 중금속의 처리에도 적용할

수 있을 것으로 사료된다.
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