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ABSTRACT

The contaminated soil at abandoned smelter areas present challenge for remediation, as the degraded materials are

typically deficient in nutrients, and rich in toxic heavy metals and metalloids. Bioremediation technique is to isolate new

strains of microorganisms and develop successful protocols for reducing metal toxicity with heavy metal tolerant species.

The present study collected metal contaminated soil and characterized for pH and EC values, and heavy metal contents.

The pH value was 5.80, representing slightly acidic soil, and EC value was 13.47 mS/m. ICP-AES analytical results

showed that the collected soil samples were highly contaminated with various heavy metals and metalloids such as lead

(183.0 mg/kg), copper (98.6 mg/kg), zinc (91.6 mg/kg), and arsenic (48.1 mg/kg), respectively. In this study, a bacterial

strain, Bacillus cereus KM-15, capable of adsorbing the heavy metals was isolated from the contaminated soils by

selective enrichment and characterized to apply for the bioremediation. The effects of heavy metal on the growth of the

Bacillus cereus KM-15 was determined in liquid cultures. The results showed that 100 mg/L arsenic, lead, and zinc did not

affect the growth of KM-15, while the bacterial growth was strongly inhibited by copper at the same concentration.

Further, the ability of the bacteria to adsorb heavy metals was evaluated. 
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1. 서 론

다양한 산업의 발전으로 야기된 토양 오염은 토착미생

물 등 여러 생물체의 생장을 억제하여 토양 자체의 생태

복원력을 저해하며, 유류 및 PCBs (Polychlorinated

Biphenyls), PAHs(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons),

Chlorophenol 등의 특정 유해물질과 중금속으로 대표되는

무기오염물질의 오염이 복합적으로 나타날 수 있다(Brown

and Cartwright, 1990; Cotter-Howells and Caporn, 1996;

Seon, 2009). 그 중, 비철금속을 주로 제련했던 시설에서

배출된 매연, 분진, 폐기물 등의 유해물질이 제련소 부지

및 인근 토양에 유입되어 토양오염을 유발하였다(Yang

and Lee, 2007). 이러한 현상으로 인해 토양 오염에 대한

사회적 관심이 증대됨에 따라 오염토양 복원기술이 요구

되어 다양한 기술이 적용되고 있으며, 이들을 분류하면,

열적 처리기술, 고형화 및 안정화 기술, 물리화학적 처리

기술, 생물학적 처리기술 등으로 나눌 수 있다(Korea

Ministry of Environment, 2009). 열적 처리기술 중 저온

열탈착 방법은 휘발성 및 비휘발성 폐기물의 처리에 효과

가 있고, 고온소각의 경우 다양한 유기오염물질 분해 및

제거에 효과가 있으나, 열에 노출된 토양이 비가역적인 변

화로 본연의 기능을 잃을 수 있으며 열을 발생시키는 데

에 발생하는 경제적인 비용이 상승한다는 한계점이 있다

(Yang and Lee, 2007). 고형화 및 안정화 기술은 중금속
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및 방사능물질을 포함하는 무기물질에는 좋은 효과를 나

타내지만, 유기오염물질의 경우에는 효과가 좋지 않은 단

점이 있다(Korea Ministry of Environment, 2009). 물리

화학적 처리기술은 유류 및 유기오염물질, 중금속 등에 효

과가 좋으며 경제적인 비용도 기타 방법 대비 상대적으로

낮은 장점이 있으나, 오염물질이 함유된 미세입자의 경우

2차적인 처리가 필요하다는 단점이 있다(Cha et al.,

2010). 특히, 본 연구에서 채취한 토양 시료는 제련시설에

의해 장기적으로 중금속에 의해 오염된 미세입자가 포함

된 토양을 대상으로 하였으므로 앞서 열거한 문제점들을

고려하여 생물학적인 처리 기술의 일환으로 중금속 내성

및 흡착능을 가지는 박테리아를 분리하여 토양 복원 시에

부분적으로 활용할 수 있는 가능성을 살펴보고자 하였다. 

일부 중금속은 생물체에 대해 필요한 요소로 작용하기

도 하지만 이들이 필요 이상의 농도로 존재할 때에는 다

양한 경로를 통해 생존에 필수적인 대사 작용을 저해한다

(Volesky and Holan, 1995; Nies, 1999; Nam et al.,

2012). 또한, 토양 내 존재하는 중금속들은 대부분 토양

입자에 흡착되어 이온 형태로 산화 및 환원되어 환경에

따라 비교적 자유롭게 거동을 하므로 토착 미생물의 활동

을 저해하기도 한다(Baath, 1989; Nies, 1999; Mittal

and Ratra, 2000; Amor et al., 2001; Sokhn et al.,

2001; Nam et al., 2012). 미생물을 활용하여 토양으로부

터 중금속을 제거하는 메커니즘은 세포 내로의 금속 이온

의 전달을 수반하여 더 많은 양의 중금속을 축적할 수

있는 대사 의존형과, 세포의 세포벽, 고분자물질 등에 의

해 중금속과 방사성물질이 표면 흡착을 하여 흡착 속도가

빠른 대사 비의존형 등 두 가지로 분류 할 수 있다

(Gadd, 1992). 미생물의 중금속 저항성에 대해 응용 가능

한 분야를 Nies (1999)는 크게 세가지로 분류하였다. 첫

째, 특정 생물학적 처리 공정에 중금속 저항성을 가지고

있는 미생물을 추가하여 공정을 용이하게 하고 두 번째로,

중금속 저항 박테리아가 산업공정에서 금속을 회수하는데

사용하거나 직접 채광에 이용될 수 있으며 마지막으로, 중

금속 저항 박테리아로 오염된 환경에서 직접적인 Bio-

remediation 공법으로 사용할 수 있다고 제시하였다(Nies,

1999). 기존 연구들에서 알려진 중금속에 내성이 있는 박테

리아들은 Bacillus sp., Pseudomonas putida, Pseudomonas

aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Micrococcus luteus,

Klebsiella aerogenes 등이 잘 알려져 있고(Aiking et al.,

1985; Gadd, 1992; Volesky and Holan, 1995; Cho et

al., 1997; Kim et al., 2005; Hong et al., 2010; Xie et

al., 2010), Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa 등의 균주들은 Ag+,

Cd2+, Cu2+, La3+ 등을 효율적으로 제거한다고 보고된 바

있다(Mullen et al. 1989; Volesky and Holan, 1995;

Nies, 1999; Arivalagan et al., 2014). 

따라서, 본 연구에서는 제련 활동에 의해 장기적으로 중

금속에 오염된 토양을 복원하는 데에 활용할 수 있는 다

양한 방법들 중 생물학적인 방법으로 처리하기 위한 기초

연구로 오염된 중금속 종을 효율적으로 흡착할 수 있는

박테리아를 분리하여 이들의 생장에 미치는 중금속 영향

성에 대한 평가 연구를 진행하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 박테리아 균주의 분리 및 동정 

중금속 흡착능을 가진 박테리아 균주를 분리하기 위해

장기간 중금속으로 오염된 제련소 주변 토양을 멸균된

Falcon tube에 채취하였고, 오염토 3.0 g을 증류수와 토양

분산용액 6.12 g/L(NaPO3)6 (Sodium Hexametaphosphate)

을 1 : 1의 비율로 28oC, 13일 동안 진탕 배양한 후, 고

체배지에 접종하여 분리 여부를 확인하면서 28oC에서 24

시간 정치 배양하여 분리 균주의 순수 분리를 진행하였다.

본 연구에서 사용한 박테리아 분리 액체 배지는 Nutrient

broth(BD Difco, USA)를 사용하였고, 분리의 확인을 위

한 고체 배지는 Nutrient agar 배지를 사용하였다. 약 20

종의 다양한 균주를 Nutrient agar 배지에 Steaking하여

순수하게 균이 분리 될 때까지 5회의 계대 배양을 실시하

여 총 12종의 균주를 순수 분리하였다. 이중에서 생장곡

선이 빠르고, 10 mg/L의 As, Pb, Cu, Zn(SPEX plasma

standard, 1,000 mg/L of H3AsO4, Pb(NO3)2, Zn, Cu)

등이 포함된 중금속 첨가 배지에서 내성을 나타낸 균주들

을 순수 분리하여 얻은 colony를 16S rRNA 유전자의

염기 서열을 분석하였다. 해당 염기 서열의 중첩을 방지

하기 위해 primer는 518F(5'-CCA GCA GCC GCG

GTA ATA CG-3') (Lu et al., 2000)와 800R(5'-TAC

CAG GGT ATC TAA TCC-3') (Vannini et al., 2004)

을 사용하였고, 분석된 염기서열은 The National Center

for Biotechnology Information(NCBI)의 Basic Local

Alignment Search Tool(BLAST) algorithm을 통해 Gene

Bank database와 비교하여 미생물을 동정하였다. 16S

rRNA gene 염기서열은 Bioedit(Ver. 7.0)을 이용해 정렬

하였고, Phylogenetic analysis에 사용한 16S rRNA gene

sequence는 NCBI data base에 근거하였으며, Phylo-

genetic tree는 MEGA(Ver.6.0) 프로그램을 이용하여



제련소 인근 토양에서 분리한 박테리아 생장에 미치는 중금속 및 pH 영향 115

J. Soil Groundw. Environ. Vol. 20(4), p. 113~121, 2015

neighbor-joining method를 사용하여 1,000회의 bootstrap

analysis를 진행하여 미생물의 종 유연성 분석을 하였다.

2.2. 토양 기본특성 및 중금속 분석

상기한 바와 같이 중금속 흡착능을 가지는 박테리아를

분리한 토양 시료의 기본적인 특성을 분석하기 위해 채취

한 토양 4.0 g과 증류수 40 mL(1 : 10)를 원심분리 튜브에

넣어 6시간 동안 진탕시킨 후, 3분간 2,000 rpm으로 원심

분리 하였고, 상등액을 0.45 µm membrane filter로 여과

하여 pH/COND METER(D-54, Horiba)로 pH와 EC

(Electric Conductivity)를 측정하였다. 동일한 토양 시료

내 중금속 오염도를 분석하기 위해 채취 시료를 50oC

Dry oven에서 24시간 건조시킨 후, 2 mm 체거름한 토양

을 토양환경보전법에 의거하여 왕수추출법을 적용하여 분

석하였다(Korea Ministry of Environment, 2009). 건조

및 체거름된 토양 3.0 g을 250 mL 반응용기에 넣어 정제

수로 시료를 적신 후, 35% HCl 21 mL, 70% HNO3

7 mL를 가하고 흡수용기에 0.5 M HNO3 15 mL를 첨가

하여 흡수용기와 환류 냉각관을 반응용기에 연결하였다.

이를 2시간 동안 정치시켜 토양 내 유기물이 천천히 산화

되도록 반응 혼합물의 온도를 서서히 올려 환류 조건에

도달한 상태로 상태를 유지시켰다. 분해 후, 반응용기를

냉각시켜 흡수용기 내 내용물을 환류 냉각관을 통해 반응

용기에 첨가하였고 흡수용기와 환류 냉각관을 0.5 M

HNO3로 세척하였다. 반응용기를 정치시켜 불용성 잔류물

이 현탁액에서 침전되도록 하여 고형분이 없는 상등액을

Whatman No. 40 여과지로 100 mL 부피플라스크에 여과

하고 여과지에 남은 불용성 잔류물을 0.5 M HNO3로 세

척하며 표시선 까지 0.5 M HNO3로 채운 후 이 시료의

원액과 증류수로 희석한 시료를 ICP-AES로 분석하였다

(Korea Ministry of Environment, 2009).

2.3. 분리 균주의 생장곡선 및 pH 영향성

중금속을 흡착할 수 있는 분리 균주들의 생장곡선 및

생장에 미치는 각기 다른 3개의 영역에서의 pH 영향성을

분석하기 위해 Nutrient broth 배지를 pH 3.0, 7.0, 11.0

등의 3조건으로 조성한 후 각 분리 균주들의 생장곡선을

측정하였다. pH 3.0 배지의 제조에는 1 N HCl을 사용하

였고, pH 11.0 배지의 제조에는 1 N NaOH를 사용하였

으며, 모두 멸균한 배지에 0.25 µm syringe filter를 사용

하여 주입하였다. 각각의 균주를 얻기 위한 전 배양과 생

장 곡선을 관찰하기 위한 본 배양 등으로 나누어 실험을

진행하였으며, 전 배양은 멸균된 Nutrient broth를 상기한

바와 같이 pH별로 조성된 배지 20 mL에 순수 분리한

Colony를 접종하여 28oC에서 24시간 동안 항온 교반하였

고, 그 이후에 전 배양에서 얻은 배양액으로 본 배양을

실시하여 동일 조건에서 항온 교반하며, 시간 별로 시료

를 채취하여 UV-visible spectrophotometer(Biochrom,

Cambridge, UK)로 600 nm 파장에서 Turbidity를 측정하

였다. 배양 72시간 후에는 각 배지의 pH를 측정하여 그

변화를 관찰하였다. 

2.4. 분리 균주의 중금속 흡착능 평가

분리 균주들의 중금속 저항성을 알아보기 위해 Nutrient

Broth(pH 7.0) 배지 100 mL에 균을 접종하여 24시간 진

탕 배양을 실시하여(160 rpm, 28oC) 얻은 전 배양액

10 µL를 본 배양 배지에 접종한 후 124시간 동안 UV-

visible spectrophotometer(Biochrom, Cambridge, UK)로

600 nm 파장에서 각 Sampling 시간 별로 시료를 채취하

여 흡광도를 측정하였다. 본 배양배지는 Nutrient Broth

배지에 2% 질산용액에 녹여져 있는 ICP 표준물질 용액

을 100 mg/L 농도로 첨가 후, pH 7.0으로 조정하여 사

용하였다. 반응 후에 각 배양액은 10,000 rpm, 20 min 조

건으로 원심분리 하여 중금속 농도를 분석하기 위한 상등

액(Supernatant)과 균체(pellet)를 분리하였다. 균체에 흡착

되어 존재하는 중금속의 농도를 파악하기 위해 각 균체

시료에 에 왕수 14 mL(35% HCl 10.5 mL, 70% HNO3

3.5 mL)를 넣어 16시간 방치 후 중탕으로 50~60oC에서

4시간 반응시키고 상온에서 냉각한 다음 상등액을 회수하

여 희석한 시료를 ICP-AES에 주입하여 정량 분석을 실

시하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 중금속 오염 토양 분석

본 연구에서 중금속 흡착능이 있는 박테리아 균주를 분

리한 제련소 인근 토양 내 중금속 오염도를 파악하기 위

해 채취한 토양시료 3.0 g을 왕수 추출 후, ICP-AES를

통해 분석된 중금속 농도를 Table 1에 나타내었다. 본 분

석에서 다양한 중금속 종이 검출되었으나, 토양오염우려

기준치를 초과하거나 용출 함량이 비교적 높게 나타난 As

(48.1 mg/kg), Pb(183.0 mg/kg), Cu(98.6 mg/kg), Zn(91.6

mg/kg) 등을 본 연구의 대상으로 하였다. 또한, 동일한

토양 시료의 기초 특성 분석 결과에서 토양 pH는 5.80으

로 약산성을 나타내었고, EC 값은 13.47 mS/m로 분석되

었다. 분석 결과를 바탕으로 본 연구에서 채취 및 연구한
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토양 시료는 제련 등의 과정에서 상기 중금속들이 오염된

것으로 예상할 수 있으며, As, Pb, Cu, Zn 등의 오염이

두드러지는 현상은 휴폐광산 지역 토양 내 오염 경향과

유사하다(Jung and Jung, 2006; Kim, 2010). 

3.2. 균주 분리 및 동정 

중금속으로 오염된 제련소 인근 지역 토양으로부터 해

당 중금속 종을 흡착할 수 있는 박테리아를 분리하기 위

해 5단계의 Enrichment를 통해 나타난 Colony를 순수

분리하였다. 총 12종의 균주를 순수하게 분리하여 해당

균주들의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석하였다. 12종

의 균주는 Bacillus cereus를 포함한 Bacillus sp. 10종,

Lysinibacillus sp. 1종, Azospirillum sp. 1종 등이었다.

이들 중 균주 활성이 좋고 10 mg/L 농도의 상기 중금속

종에 첨가된 배지에서 생장 속도가 비교적 빠른 4개의 균

주를 선택하여 각각 Bacillus pumilus KM-11, Bacillus

cereus KM-15, Bacillus thuringiensis KM-18, Azospirillum

sp. KM-21 등으로 명명하였다. 본 4개 균주에 대해

phylogenetic Tree를 작성한 결과를 Fig. 1에 나타내었다.

KM-11, KM-15, KM-18 균주들은 모두 Bacillus속에 포

함되어 유사한 관계를 나타내었으며, KM-21 균주는

Azospirillum속에 포함되어 비교적 독립된 관계를 나타내

었다. 기존의 다양한 연구들에서도 Bacillus cereus,

Bacillus subtilis 등의 균주들이 중금속을 포함한 다양한

오염물질을 흡착 및 제거한다고 알려져 있어(Mullen et

al., 1989) 본 연구에서 분리한 중금속 흡착능이 있는 균

주들은 기존에 알려진 균주들과 활성 면에서 유사성이 있

다고 여겨지며, 본 연구에서 채취한 특이적인 제련소 인

근 토양에도 장기간에 걸쳐 해당 균주들이 생존하며 오염

환경에 적응한 것으로 이해할 수 있다. 따라서, 본 연구에

서 분리한 균주들을 해당 오염 토양의 복원 사업에 부분

적으로 활용을 하면 보다 다양한 복원 방법을 적용할 수

있는 하나의 예시가 될 수 있을 것으로 생각된다. 

3.3. 분리 박테리아 균주 생장에의 pH 영향성

본 연구에서 중금속 오염 토양으로부터 분리 및 선별된

Table 1. Chemical characteristics and heavy metal and metalloid concentrations in the contaminated smelter soil containing bacterial

isolates collected in this study

pH
EC As Pb Cu Zn

mS m−1 -------------- mg kg−1 --------------

5.80 13.47 48.1 183.0 98.6 91.6

Fig. 1. Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequences for 4 bacterial isolates capable of adsorbing heavy metal isolated from

contaminated smelter soil. Isolated strain 11, Bacillus pumilus KM-11; Isolated strain 15, Bacillus cereus KM-15; Isolated strain 18,

Bacillus thuringiensis KM-18; Isolated strain 21, Azospirillum sp. KM-21.
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Bacillus pumilus KM-11, Bacillus cereus KM-15, Bacillus

thuringiensis KM-18, Azospirillum sp. KM-21 등의 4개

균주들의 생장에 미치는 pH 영향성을 확인하기 위해 배

지의 pH를 3.0, 7.0, 11.0으로 조절하여 각 균주들을 배

양하였고, 생장곡선 및 배양 후 배지 내 pH 변화를 관찰

하였다. 각 균주들의 pH별 생장 곡선은 Fig. 2에 나타내

었고, 배양 후 변화된 배지의 pH는 Table 2에 나타내었

다. pH 3.0인 산성조건에서는 모든 균주들의 생장이 이루

어지지 않는 반면에 pH 7.0인 조건에서는 대부분의 균주

들이 활성을 나타내었다. 이는 본 연구에서 분리한 박테

리아가 생장하는데 있어서 중성 혹은 약알칼리성 환경에

서 생장이 활발하고 pH 4.5 이하의 산성 조건에서는 생

장이 억제되는 생리학적 특성으로 볼 수 있으며, 기존 연

구들에서도 Bacillus sp.를 pH 2.0-10.0 구간에서 배양한

결과 pH 4.0 이하의 산성 조건에서는 균주의 생장이 이

루어지지 않음을 보고한 바 있다(Lee et al., 1983; Lee

et al., 2002). 특히, KM-15 균주의 생장 곡선이 가장 이

상적인 Sigmoid 형태를 나타내었고, KM-21 균주와 KM-

11 균주는 생장을 진행하기는 하였으나, 그 효율이 KM-

15 균주와 비교하였을 때 낮았다. 배양 후 72시간에 나타

낸 균주의 생장 정도는 KM-18 균주가 가장 좋았으나,

반복 실험을 통해 확인한 결과 배양 중간에 균주의 생장

이 안정적이지 못했다. 이러한 경향성은 pH 11.0에서도

관찰할 수 있었는데, KM-15 균주의 경우에는 다소 더디

지만 생장을 진행하는 현상을 관찰할 수 있었고, 기타 균

주들은 생장 속도가 매우 느렸다. 본 연구에서 분리한 균

주들은 호 알칼리성이 아님에도 불구하고 활성이 나타남

을 확인하였는데, Table 2에 나타낸 바와 같이 배양 72시

간 후에 각 반응기 내 배지의 pH를 측정한 결과 생장이

진행되지 않은 pH 3.0 산성 조건에서의 pH는 많은 변화

가 없었으나, pH 7.0 및 pH 11.0으로 조성한 경우에는

그 변화를 관찰할 수 있었다. pH 7.0의 초기 배지 pH가

배양 후에는 모든 배양기에서 증가하였다. 특히, 활성이

가장 좋았던 KM-15 균주가 포함된 배지의 pH가 9.07로

가장 큰 폭으로 상승하였다. 또한, 모든 균주들을 pH

11.0의 조건으로 조성된 배지에 접종하여 배양했을 때에

는 반응기 pH가 9.0을 중심으로 감소하였다. 배지의 pH

가 증가하는 현상은 박테리아 활동에 의한 생물학적 산화

보다 산소에 의한 무기적 산화작용이 우세하게 일어나기

Fig. 2. Effects of pH on the growth of isolated 4 bacteria from the

contaminated smelter soil. A, pH 3.0; B, pH 7.0; C, pH 11.0.

Table 2. pH change after 72 h incubation of bacterial strains isolated from contaminated smelter soil. All isolates were inoculated to the

adjusted media pH 3.0, 7.0, and 11.0, respectively

B. pumilus KM-11 B. cereus KM-15 B. thuringiensis KM-18 Azospirillum sp. KM-21

Before incubation pH 3.0 7.0 11.0 3.0 7.0 11.0 3.0 7.0 11.0 3.0 7.0 11.0

After incubation pH 3.34 8.68 8.89 3.28 9.07 9.27 3.26 8.97 9.22 3.28 8.73 9.05
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때문으로 해석되며 H+이온이 소비되어 나타난 현상으로

볼 수 있다(Mousavi et al., 2005). 따라서, 본 연구에서

적용한 4종의 박테리아가 조성된 조건에서 pH 9.0 주변

에서 최적의 조건을 가질 것으로 생각되며, 알칼리 조건

에서는 각 균주 별로 생존에 필요한 물질을 발생하거나

특이 대사 활동에 의해 배지의 pH를 각각 감소시켰을 것

으로 예상할 수 있다. 이는 Fig. 2에 도시한 바와 같이

pH 7.0 배지 조건에서 보다 pH 11.0의 조건에서 생장할

수 있는 균주들의 Lag phase가 다소 갈어진 것을 관찰할

수 있었는데 이는 최적 pH 조건에 도달하기까지 필요한

시간으로 생각된다. 본 연구는 오염 토양을 복원하는 데

활용할 수 있는 방법들에 이와 같은 박테리아를 추가적으

로 처리하여 복원 효율을 높일 수 있는 가능성을 제시하

고자 하는 목적이 있으므로 보다 다양한 환경에서 생존할

수 있는 균주를 분리하고 하였다. 따라서, 상기한 바와 같

이 알칼리 환경에서도 비교적 안정한 상태로 생장을 유지

할 수 있는 KM-15 균주를 활용하여 중금속 영향성을 관

찰하였다. 

3.4. KM-15 균주 생장에의 중금속 영향성

Bacillus cereus KM-15 균주의 생장에 변화를 주는 중

금속 영향성을 알아보기 위해 100 mg/L의 As, Pb, Cu,

Zn 등의 4종의 중금속을 배지에 공급하여 생장곡선 변화

를 관찰하였다. Fig. 3에 나타낸 바와 같이 KM-15 균주

의 생장에 Cu를 제외한 대부분 중금속 종들의 영향성이

크지 않았으나, Zn의 경우에는 생장 초기에 영향을 받아

Lag phase가 다른 반응기들에 비해 비교적 길게 나타났다.

그러나, 균주 생장이 이루어지면서 특이적인 저해 효과를

관찰할 수는 없었다. 대조군으로 실험에 사용한 중금속을

첨가하지 않았거나 중금속 표준물질이 녹여져 있는 2%

질산을 첨가해 준 배지 내에서의 KM-15 균주의 생장 속

도와 비교했을 때, As와 Pb를 첨가한 반응기에서는 KM-

15 균주의 생장을 저해하는 유의차 있는 결과는 나타나지

않았다. 즉, KM-15 균주의 경우에는 Cu에 의해 생장이

저해되는 효과는 확인이 되었으나, As, Pb, Zn 등에 의

해서는 큰 저해 효과가 없었으며, 본 연구에서 사용한 모

든 중금속이 녹여져 있는 2% 질산에 대한 방해 효과는

없었다. 이와 같이 저해 효과가 미미한 원소들 중 As의

경우에는 미생물 생장에 미치는 중금속 영향성을 연구한

결과들 중에서 미생물 생장에 큰 저해 요소로 작용하지

않는다는 결과가 일부 나타난 바 있고(Nam et al.,

2012), Pb도 큰 저해 활동을 하지 않는 것으로 보고된

바 있다(Hong et al., 2007). 중금속이 미생물의 대사작용

및 생장을 저해하는 수준 및 특이성은 배지 내 이온 형

태로 존재하는 중금속 농도 및 성상, 미생물에 작용하는

중금속 이온들의 특이적 유효성 등과 밀접하게 관련이 있

고, 중금속 이온의 특징에 따르는 미생물 균주의 특이적

활동 등 다양한 요인들이 관여하는 복합적인 과정에 의존

한다(Tyler, 1974; Chen and Lin, 2001). 또한, 일부 연

구에서는 특정 미생물들은 다양한 중금속에 대해 높은 수

준의 저항성을 가지고 있다고 알려져 있는데(Chen and

Lin, 2001), 이에 대한 배경은 본 연구에서 채취한 토양

시료와 같이 장기간 제련 활동에 의해 침착된 As, Pb 등

의 중금속에 대해 토착 미생물이 비교적 오랜 기간 적응

및 생존의 과정을 거치면서 자연적으로 특정 내성을 가질

수 있다(Pepi et al., 2007). 일반적으로 독성이 잘 알려

져 있지 않은 Zn의 경우, 본 연구에서도 특정 저해효과를

나타내지 않는 결과를 나타내고 있다. 그러나, Cu의 경우

에는 100 mg/L의 농도로 배지에 첨가되었을 때, KM-15

균주의 생장이 거의 저해되었는데, 기존 연구들에서도 Cu

는 미량으로 존재할 때에 생물체가 생존하는 데에 필수적

인 요소에 포함되나, 기준 농도 이상이 생물체 내 존재할

때에는 여러 대사활동을 저해한다고 알려져 있으며(Burgess

et al., 1999; Xie et al., 2010), Sokhn 등은 유기오염물

질을 분해하는 미생물에 0.4 mM의 Cu를 공급하였을 때

특정 영향이 없었으나, 4.4 mM 이상의 Cu를 배지에 공

급하였을 때에는 오염물질 분해 대사 작용이 저해된다고

나타낸 바 있다(Sokhn et al., 2001). 또한, Riis 등이 수

행한 연구에서는 디젤오염토양 복원 시 0.5 mM 이상의

Cu가 박테리아의 산소소모속도(Oxygen Consuming Rates)

를 감소시켜 디젤 분해 속도가 뚜렷하게 감소하는 결과를

Fig. 3. Effects of 100 mg/L heavy metal and metalloid on the

growth of Bacillus cereus KM-15. Values are the average of three

independent measurements and OD600 represent optical density

value at 600 nm. Symbols; Without heavy metals (■), with 2%

nitric acid solution (□), arsenic (●), lead (○), zinc (◆), and

copper (◇). 
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나타냈다(Riis et al., 2002). 이는 과량의 Cu가 박테리아

등의 미생물 대사 활동에서 모두 소모되지 않아 세포 내

축적이 되고, 이로 인해 오염물질 대사 등과 연관된

Dioxygenase 등의 효소 활성이 감소한 것에 기인한 것으

로 이해될 수 있다(Said and Lewis, 1991). 또한, Fig.

4의 결과에서 보는 바와 같이 Cu가 균체에 흡착하는

Portion이 7.7%로 미미하였는데, 일부 필요한 부분을 균

주가 활용하다가 생장에 영향을 받고 대사 활동이 저해되

어 대부분의 Cu가 배지 내 잔류한 것으로 유추할 수 있

다. 즉, 본 결과로 예상할 수 있는 부분은 Pb나 Zn와는

달리 Cu가 세포 내로 이동하여 세포 내 활동에 영향성을

미치다가 세포의 파쇄 등의 작용으로 배지로 모두 이동했

을 가능성을 생각해 볼 수 있다. As는 KM-15 균주의

생장에 저해를 받지는 않았으나, 균체에 흡착한 양은

8.9%로 적은 양이었다. 이는 상기한 바와 같이 여러 금속

원소들이 미생물 생장 환경에 존재하는 형태나 농도에 따

라서 생장을 저해하는 요소로 작용할 수 있고, 반응을 하

지 않아 잔류할 수도 있다는 예시로 생각된다. 반면에,

Pb와 Zn는 KM-15 균주와 동시에 배양했을 때 각각

98.6%, 95.1% 등 많은 양이 균체에 흡착한 결과를 확인

할 수 있었다. KM-15 균주의 배양은 pH 7.0으로 조성

이 된 배지에서 124시간 동안 진행이 되었는데, 배양이

끝난 후 배지의 pH를 측정한 결과, 생장이 저해된 Cu

첨가 배지의 pH가 7.04로 거의 변화가 없었으나, 특이적

저해 영향성을 관찰할 수 없었던 기타 배지들의 pH는 모

두 상승하였다(Table 3). 상기 Table 2에서도 나타낸 바

와 같이 KM-15 균주는 생장에 있어서의 최적 pH는 약

알칼리성으로 판단되며, 이와 같은 환경을 조성해주기 위

해 배지 내 pH를 상승시키는 특정 물질을 분비할 것으로

예상된다. 다만, 보다 명확한 이해를 위해 후속 연구에서

해당 물질을 정성, 정량적으로 분석하고 이 물질이 중금

속 종들과 혹은 KM-15 균주와 어떠한 물질을 주고 받고

영향을 미치는 지에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.

이와 같은 결과들로 KM-15 균주의 특이성을 실제 오염

된 환경에 적용할 때 흡착 가능한 중금속 종 혹은 오염

농도에 따른 복원 방법 설정에 기초 자료로 활용될 수

있을 것을 기대한다.

4. 결 론

중금속으로 오염된 제련소 인근 오염토양으로부터 중금

속 내성을 가지는 박테리아 4종을 분리하여 동정한 결과

Bacillus pumilus KM-11, Bacillus cereus KM-15, Bacillus

thuringiensis KM-18, Azospirillum sp. KM-21 등과 같

았다. 본 박테리아 균주들이 분리된 토양을 왕수추출법으

로 전처리하여 ICP-AES로 분석한 결과, 중금속의 오염도

는 As(48.1 mg/kg), Pb(183 mg/kg), Cu(98.6 mg/kg), Zn

(91.6 mg/kg) 등으로 분석이 되었다. 본 분리 균주들에 미

치는 배지 내 pH 영향성을 관찰한 결과, 산성 배지(pH

3.0)에서는 모든 균주들의 활성이 저해되었고, pH 7.0 배

지에서의 생장은 활발했으며 pH 11.0의 알칼리 조건에서

는 미미한 생장을 나타내었다. 배양 후, 배지 내 pH 측

정 결과 생장이 양호했던 배지의 pH는 약알칼리 수준으

로 변하였다. 또한, 이들 중 가장 생장이 활발했던 Bacillus

cereus KM-15를 이용하여 중금속 영향성을 관찰한 결과

100 mg/L의 Cu를 첨가한 배지에서 생장이 저해되는 결과

를 나타내었고, As, Pb, Zn 등에는 특이적인 생장 저해

효과가 나타나지 않았다. KM-15 균주의 생장이 저해되었

던 Cu 첨가 배지에서는 pH의 변화가 미미하였으나, 영향

성이 없었던 기타 배지들에서는 약알칼리 수준으로 배지

내 pH가 변하였다. 본 연구결과는 중금속 오염토양에서

Table 3. pH change after 124 h incubation of Bacillus cereus KM-15 with heavy metal treatnent

Without bacteria NB*+ 2% HNO3 NB + 100 mg/L As NB + 100 mg/L Pb NB + 100 mg/L Cu NB + 100 mg/L Zn

pH 7.97 7.76 7.93 8.05 7.04 7.74

*Nutrient broth media

Fig. 4. Remained percentages of heavy metal concentrations in

the biomass pellet or supernatant media after incubation of

Bacillus cereus KM-15 in the presence of 100 mg/L of heavy

metals for 124 hours. Values are the average of 3 independent

measurements.
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분리한 박테리아 균주들의 중금속 내성을 확인하여 향후

중금속 오염 토양에 적용시켜 중금속을 저감하거나 여러

복원 방법에 다양하게 응용할 수 있는 가능성을 제시한다.
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