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중금속의 독성 평가

김덕원․박지수1)․오은지2)․유진3)․김덕현4)․정근욱*

충북대학교 환경생명화학과, 1)두산전자 Field Quality Control 김천part, 2)한국환경연구원 자연환경연구실, 
3)인천광역시 보건환경연구원 생활환경과, 4)국립환경과학원 토양지하수과

Toxicity Evaluation of Single and Binary Mixture of Heavy Metals 
on the Growth and Phosphorus Removal Ability of Bacillus sp.

Deok-Won Kim, Ji-Su Park1), Eun-Ji Oh2), Jin Yoo3), Deok-Hyeon Kim4), 

Keun-Yook Chung*

Department of Environmental and Biological Chemistry, Chungbuk National University, Cheongju 28644, Korea
1)Field Quality Control Gimcheon part, Doosan Corporation Electro-Materials, Gimcheon 39541, Korea 
2)Water and Land Research Group/Division for Natural Environment, Korea Environment Institute, Sejong 30147, 

Korea 
3)Indoor Environment Division, Incheon Research Institude of Public Health and Environment, Incheon, 22320, Korea
4)National Institute of Environmental Research, Incheon 22689, Korea

Abstract
In this study, the effects of single and binary heavy metals toxicity on the growth and phosphorus removal ability of Bacillus 

sp.. known as be a phosphorus-removing microorganism, were quantitatively evaluated. Cd, Cu, Zn, Pb, Ni were used as heavy 
metals. As a result of analysis of variance of the half of inhibition concentration and half of effective concentration for each 
single heavy metal treatment group, the inhibitory effect on the growth of Bacillus sp. was Ni < Pb < Zn < Cu < Cd. And 
the inhibitory effect on phosphorus removal by Bacillus sp. was Ni < Pb < Zn < Cu < Cd. When analyzing the correlation 
between growth inhibition and phosphorus removal efficiency of a single heavy metal treatment group, a negative correlation 
was found (R2 = 0.815), and a positive correlation was found when the correlation between IC50 and EC50 was analyzed (R2 
= 0.959). In all binary heavy metal treatment groups, the interaction was an antagonistic effect when evaluated using the additive 
toxicity index method. This paper is considered to be basic data on the toxic effects of heavy metals when phosphorus is removed 
using phosphorus removal microorganisms in wastewater.
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1. 서 론

하천이나 호소에서 화학비료, 생활하수, 축산 및 산업 

폐수 등의 오염원 유입으로 식물플랑크톤 같은 수중생물

의 증식에 사용되는 영양물질이 과도하게 유입되면서 부

영양화가 발생한다(Yun et al., 2020). 이 현상은 수생태

계 및 수질 변화에 악영향을 미치게 된다(Jiang et al., 
2020). 그 예로 수중 조류 및 병원성 세균이 과도하게 번

식하고, 악취가 나며, 수중 산소 고갈을 발생시킨다

(Newell et al., 2019). 그리고 담수에서 부영양화는 온

실 가스를 배출해 지구의 기후에 영향을 끼친다(Shang 
et al., 2021). 부영양화를 막기 위해서 질소와 인과 같은 

영양물질이 수계로 유입되는 것을 막거나 수계 내에 영

양물질을 효율적으로 제거할 수 있어야 한다. 특히 수질

에서 인의 제거는 질소 제거와 다르게 공기 중에 미생물

이 이용할 수 있는 공급원이 없기 때문에 부영양화에 대

해 가장 큰 영향을 미친다. 따라서 인을 부영양화에 대한 

제한적 오염물질이라 하며, 폐수 중 질소가 존재하더라

도 인을 제거하면 부영양화가 일어나지 않기 때문에 인

을 우선적으로 제거하고자 한다(Kim et al., 2015).
인을 제거하는 방법은 크게 물리화학적 방법과 생물

학적 방법의 2가지로 구분할 수 있다(Comeau et al., 
1986; Drizo et al., 1999). 최근에는 인 제거 시 2차 오

염을 발생시키지 않는 생물학적 방법에 대한 연구가 활

발히 진행되고 있다(Mustafa et al., 2021). 특히 

Enhanced Biological Phosphorus Removal (EBPR)은 

폐수에서 인을 제거하기 위한 효율적이고 지속 가능한 

방법이다(Roy et al., 2021). EBPR 공정은 Phosphorus 
Accumulating Organisms (PAOs)의 생장을 최적화하

는 인공적인 환경을 제공한다(Zuthi et al., 2013). PAOs
는 산소 외에 질소 산화물을 전자 수용체로 활용할 수 있

으며(Roy et al., 2021), 이 능력을 이용하여 EBPR은 혐

기-호기조건을 교차시켜 PAOs의 luxury uptake를 통해 

폐수 중 인을 제거한다(Khoshmanesk et al., 2002). 
EBPR을 최적화하기 위해 새로운 PAOs 분리 및 동정

(Song et al., 2019) , PAOs의 대사과정 (Saia et al., 
2021), PAOs에 영향을 미치는 환경 인자 (Izadi et al., 
2021; Poh et al., 2021) 등을 연구하고 있다. 그리고 이

를 통해 기존 공정의 공정변수 변화, 새로운 공정의 개발 

등의 연구가 진행되고 있다.

혐기성 대사는 중금속에 의해 크게 영향을 받는 것으

로 연구되었기 때문에 혐기-호기조건을 교차시켜 인 제

거 효율을 증가시키는 EBPR에서 중금속의 영향은 더욱 

크게 작용한다(Mrafkova et al., 2003; van Hullebusch 
et al., 2004). 그러나 중금속 독성의 영향으로 PAOs에 

의한 인 제거 감소에 대한 연구는 부족한 실정이다. 그리

고 미생물 생장에 대한 중금속 독성과 미생물을 이용한 

중금속 제거 연구(George et al., 2021)는 진행되고 있지

만 단일 중금속에 대한 독성 연구가 주로 진행되고 있다. 
중금속으로 인한 환경오염은 대부분 여러 종류의 중금

속이 혼합되어 나타나며(Kong, 2013), 최근에는 두 종

류 이상의 중금속이 혼합되었을 때 antagonism 및 

synergism과 같은 상호작용에 대한 연구가 수행되고 있

다(Meynard et al., 2021). 그러나 혼합 중금속에 대한 

상호작용 연구는 미생물에 대한 연구가 부족하기 때문에 

다양한 미생물 종에 대한 연구가 필요하다. 
본 연구에서는 PAOs로 알려진 Bacillus sp.를 이용하

였다. 선행연구에서는 다른 PAOs로 알려진 Pseudomonas 
sp.(Kim et al., 2016)와 Alcaligenes sp.(Yoo et al., 2018)
를 사용하였다. Pseudomonas sp.와 Alcaligenes sp.는 

gram-negative bacteria이며(Haktanir et al., 2021; Wang 
et al., 2021), Bacillus sp.는 gram-positive bacteria이다

(Rajashekhar et al., 2017). gram-negative bacteria와 

gram-positive bacteria의 가장 큰 차이는 펩티도글라칸 

함량으로 인한 세포벽 두께이다(Mai -Prochnow et al., 
2016). 최근까지 gram-negative bacteria와 gram-positive 
bacteria의 여러 가지 차이로 인한 많은 비교 연구가 진행

되고 있다(Andini et al., 2021). gram-positive bacteria와 

gram-negative bacteria에 대하여 중금속 독성이 생장과 

인 제거에 미치는 영향을 비교하기 위해 Bacillus sp.에 

대한 연구 결과와 Pseudomonas sp. 및 Alcaligenes sp.의 

연구 결과를 비교하였다.
따라서 본 연구의 목적은 단일 및 혼합 중금속의 독성

이 생장과 인 제거 등 미생물에 미치는 영향에 대한 정량

적 평가를 하였다. 그리고 미생물에 대한 단일 및 2종 중

금속의 독성을 비교하여 중금속을 혼합할 때 상호작용을 

평가하였다. 

2. 재료 및 방법
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2.1. 미생물 배양 조건

본 연구에 사용된 미생물은 Bacillus sp.이다. 미생물 

배양에 사용된 배지의 조성은 증류수 1 L 내에 NH4Cl 
1.91 g, CaCl2·H2O 0.03 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, 이스

트 추출물 0.02 g, 펩톤 0.2 g이 용해되어 있고, trace 
metal solution 5ml가 첨가되었다. trace metal solution
은 증류수 100 mL에 H3BO3 0.03 g, CuSO4․5H2O 0.1 g, 
ZnSO4․7H2O 0.2 g, MnSO4․H2O 0.2 g, NaMo4·2H2O 
0.04 g이 용해되어 있다 (Zafiri et al., 1999). 100 mL 
삼각 플라스크 안에 배양액 50 mL가 되도록 혼합 균

주와 배지의 조성을 1.0% (v/v)로 하였다. shaking 
incubator에서 pH 7, 30℃, 150 rpm 조건으로 24시간 

배양하였다. 

2.2. 합성 폐수

중금속 독성 평가를 위한 중금속 농도에 따른 

Bacillus sp.의 생장 억제와 Bacillus sp.에 의한 인 제거 

효율을 확인하였다. 중금속의 종류는 Cd, Cu, Zn, Pb, 
Ni로 설정하였다. 단일 중금속 처리 시 배지 내 중금속별 

처리 농도는 다음과 같다. 중금속별 처리 농도는 Cd 0, 
0.2, 0.4, 0.6, 1 mg/L, Cu 0, 4, 8, 12, 20 mg/L, Zn 0, 
3, 6, 9, 15 mg/L, Pb 0, 4, 8, 12, 20 mg/L, Ni 0, 6, 12, 
18, 30 mg/L이었다. 2종 중금속 혼합 처리 시 배지 내 중

금속 농도는 혼합 전 중금속별 처리 농도를 각각 합한 것

과 동일한 농도가 되도록 하였다. 예를 들어 Pb과 Cd의 

혼합 처리구 농도는 0 (0+0), 4.2 (4+0.2), 8.4 (8+0.4), 
12.6 (12+0.6), 21 (20+1) mg/L이다. 선행 연구의 half 
of inhibition concentration (IC50) 및 half of effective 
concentration (EC50)의 결과를 확인하여 Bacillus sp.
에 대한 중금속의 IC50 및 EC50을 추정 가능한 농도로 

설정하였다(Sin et al., 2013; Kim et al., 2016; Yoo et 
al., 2018). 인 농도는 모든 중금속 처리구에서 20 
mg/L로 설정하였다.

2.3. 생장 측정 및 인산 정량

Bacillus sp.의 생장은 배양액의 Optical Density 
(OD)를 통해 측정하였다. 채취한 시료는 UV-VIS 
spectrophotometer (Model UV Mini 1240 Shimadzu, 
Kyoto, Japan)를 이용하여 600 nm의 파장에서 3시간마

다 흡광도를 측정하였으며, 24시간 후에 대조구 및 중금

속 처리구의 생장 비교를 통해 중금속 처리구 간 growth 

inhibition (GI)을 비교 분석하였다. 
배지 내 총 인 농도는 ascorbic acid에 의한 molybden 

blue법을 이용하여 측정하였다(Kim et al., 2012). 
UV-VIS spectrophotometer (Model UV Mini 1240 
Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하여 880 nm의 파장

에서 흡광도를 측정하였으며, 초기 및 최종 인 농도의 비

교를 통해 중금속 처리구 간 인 제거 효율을 비교 분석하

였다.

2.4. IC50 및 EC50 추정

IC50 of bacterial growth 및 EC50 of phosphorus 
removal efficiencies의 계산은 각각 GI 및 인 제거 효율 

값에 비선형 회귀식을 이용하였다. IC50은 중금속 처리에 

따른 GI가 대조구의 절반이 되는 지점으로 추정하였고

(Asami, 1996), EC50은 중금속 처리에 따른 인 제거가 

대조구의 절반이 되는 지점으로 추정하였다(Chen, 
1997). 

2.5. 중금속 간 상호작용 평가

중금속 2종 처리 시, 중금속 간 상호작용을 확인하기 

위해 additive toxicity index method를 이용하였다. 
Additive toxicity index method는 혼합물질의 독성에 

대한 각각 화학물질의 기여도를 평가하는 방법으로 계산

식은 아래와 같다.

  






  : 독성 반응의 총 합

 : 혼합 시 나타나는 A 물질의 독성

 : 혼합 시 나타나는 B 물질의 독성

  : 단일로 존재할 때 나타나는 A 물질의 독성

  : 단일로 존재할 시 나타나는 B 물질의 독성

위의 식에서 계산한 S값을 변형한 AI (Additive 
Index value)값을 기준으로 2종의 중금속 간 상호작용을 

평가할 수 있다. AI값은 S 값이 1 보다 작다면 1/S-1.0, S 
값이 1보다 크다면 –S+1.0, S 값이 1일 경우 S-1로 계산

한다. AI값 계산결과가 0보다 크면 synergistic 
interaction, 0보다 작으면 antagonistic interaction으로, 
AI값이 0일 경우 additive interaction으로 추정할 수 
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Fig. 1. IC50 of single heavy metals against Bacillus sp. in each medium containing the respective single heavy metals; (A) 
Cd, (B) Cu, (C) Zn, (D) Pb, (E) Ni.

있다(Lange and Thomulka, 1997).

2.6. 통계분석

SAS software package version 9.4 (SAS Institute, 
Cary, North Carolina, USA)를 이용하여 선형 회귀분

석과 신뢰 구간은 95% 수준으로 설정하여 ANOVA 
(analysis of variance) 분석을 실시하였다. SigmaPlot 
14.5의 Sigmoidal 함수 형태의 회귀 모형인 y = 
a/(1+e(-(x-x0)/b)) (Sigmoidal, Sigmoid, 3 Parameter)
을 이용하여(Kwon et al., 2014) 비선형 회귀 분석하였

다(Brown, 2001). 모든 실험은 3반복하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 단일 중금속 

GI를 이용하여 계산된 단일 중금속 처리구 별 IC50은 

다음과 같다(Fig. 1). 중금속의 종류에 상관없이 단일 중

금속의 농도가 증가할수록 Bacillus sp.의 생장이 감소하

는 것을 확인하였다. Bacteria에 대한 독성 실험의 경우 

IC50은 독성물질이 bacteria의 생장을 50% 저해하는 농

도로서 값이 낮을수록 bacteria의 생장을 더 크게 저해하

는 것을 의미한다(Sebaugh, 2011). 각 단일 중금속 처리
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Fig. 2. EC50 of single heavy metals against Bacillus sp. in each medium containing the respective single heavy metals; (A) 
Cd, (B) Cu, (C) Zn, (D) Pb, (E) Ni.

구 별 IC50을 ANOVA 분석한 결과, 중금속이 Bacillus 
sp.의 생장에 미치는 저해효과는 다음과 같다; Ni < Pb < 
Zn < Cu < Cd (p < 0.05).  

3.1.2. Bacillus sp.에 의한 인 제거에 대한 중금속 

독성

인 제거 효율을 이용하여 계산된 단일 중금속 처리

구 별 EC50은 다음과 같다(Fig. 2). 모든 단일 중금속 

처리구에서 중금속의 농도가 증가할수록 인 제거 효율

은 감소하였다. Bacteria에 대한독성 실험의 경우 EC50

은 독성물질이 bacteria에 의한 반응을 50% 저해하는 

농도로서 값이 낮을수록 bacteria에 의한 반응을 더 크

게 저해하는 것을 의미한다(Sebaugh, 2011). 각 단일 

중금속 처리구 별 EC50을 ANOVA 분석한 결과, 중금

속이 Bacillus sp.에 의한 인 제거에 미치는 저해효과는 

다음과 같다; Ni < Pb < Zn < Cu < Cd (p < 0.05).

3.1.3. Bacillus sp.에 대한 단일 중금속 독성 평가

단일 중금속 처리구의 GI와 인 제거 효율의 상관성을 

분석하였을 때 음의 상관관계를 보였으며, R2값은 0.815
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Fig. 3. (A) Correlation between the growth inhibition of Bacillus sp. and the phosphorus removal efficiency by Bacillus sp. 
in medium containing single heavy metals. (B) Correlation between the IC50 and the EC50 against Bacillus sp. in 
medium containing single heavy metals.  

였다(Fig. 3A). 이 결과로부터 미생물 생장 억제가 증가

할수록 인 제거 효율이 감소되는 것을 확인하였다. 그리

고 단일 중금속 처리구의 IC50과 EC50의 상관성을 분석

하였을 때 양의 상관관계를 보였으며, R2값은 0.959였다

(Fig. 3B). 이 결과로부터 미생물 생장에 대한 중금속 독

성이 강할수록 인 제거 효율을 감소시키는 독성이 강한 

것을 확인하였다. 
Pseudomonas sp.(Kim et al., 2016)와 Alcaligenes 

sp.(Yoo et al., 2018)에 대한 연구 결과에서도 GI와 인 

제거 효율은 음의 상관 관계를 보였으며, IC50과 EC50은 

양의 상관 관계를 보였다. 그러나 gram-positive bacteria
와 gram-negative bacteria의 차이에 의한 중금속의 독성 

차이는 확인할 수 없었다. 이러한 결과는 중금속의 독성 

작용이 세포벽에 미치는 영향보다는 단백질의 기능 장

애를 일으키고 질산화와 같은 미생물 활동을 억제하는 

영향이 더 강하기 때문으로 사료된다(Lin et al., 2021). 
Bacillus sp.에 대한 단일 중금속의 독성은 Ni < Pb < 

Zn < Cu < Cd인 것으로 확인됐다. 이 연구 결과는 46종
의 박테리아에 대하여 중금속 독성 실험을 한 결과와 일

치하였다(Abou-Shanab et al., 2007). 혐기-호기조건을 

교차시켜 인 제거 효율을 증가시키는 EBPR에서 혐기성 

대사는 중금속에 의해 크게 영향을 받는 것으로 연구되

었기 때문에 미생물에 의한 인 제거에 대하여 중금속의 

영향은 더욱 크게 작용할 것으로 사료된다(Mrafkova et 
al., 2003; van Hullebusch et al., 2004).

3.2. 2종 혼합 중금속

3.2.1. Bacillus sp.의 생장에 대한 중금속 독성 

GI를 이용하여 계산된 2종 중금속 처리구 별 IC50은 

다음과 같다(Fig. 4). 중금속의 종류에 상관없이 2종 혼

합 중금속의 농도가 증가할수록 Bacillus sp.의 생장이 

감소하는 것을 확인하였다. 2종 중금속 처리구 별 IC50을 

ANOVA 분석한 결과, 중금속이 Bacillus sp.의 생장에 

미치는 저해효과는 다음과 같다; Pb + Ni < Zn + Pb < 
Zn + Ni < Cu + Pb < Cu + Ni < Cu + Zn < Cd + Ni < 
Cd + Cu < Cd + Pb < Cd + Zn (p < 0.05).  

3.2.2. Bacillus sp.에 의한 인 제거에 대한 중금속 

독성
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Fig. 4. IC50 of binary heavy metals against Bacillus sp. in each medium containing the respective binary heavy metals; (A) 
Cd + Cu, (B) Cd + Zn, (C) Cd + Pb, (D) Cd + Ni, (E) Cu + Zn, (F) Cu + Pb, (G) Cu + Ni, (H) Zn + Pb, (I) Zn + Ni, 
(J) Pb + Ni.
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Fig. 5. EC50 of binary heavy metal against Bacillus sp. in each medium containing the respective binary heavy metals; (A) 
Cd + Cu, (B) Cd + Zn, (C) Cd + Pb, (D) Cd + Ni, (E) Cu + Zn, (F) Cu + Pb, (G) Cu + Ni, (H) Zn + Pb, (I) Zn + Ni, 
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(J) Pb + Ni.

Fig. 6. Additive index of heavy metals combination (Cd + Cu, Cd + Zn, Cd + Pb, Cd + Ni, Cu + Zn, Cu + Pb, Cu + Ni, Zn 
+ Pb, Zn + Ni, Pb + Ni); (A) IC50, (B) EC50. An antagonistic interaction is less than 0, a synergistic interaction is 
more than 0, and an additive interaction is 0.  

인 제거 효율을 이용하여 계산된 2종 중금속 처리구 

별 EC50은 다음과 같다(Fig. 5). 모든 2종 중금속 처리구

에서 중금속의 농도가 증가할수록 인 제거 효율은 감소

하였다. 2종 중금속 처리구 별 EC50을 ANOVA 분석한 

결과, 중금속이 Bacillus sp.에 의한 인 제거에 미치는 저

해효과는 다음과 같다; Pb + Ni < Zn + Pb <  Cu + Zn 
< Zn + Ni < Cu + Pb < Cu + Ni < Cd + Pb < Cd + Ni 
< Cd + Cu < Cd + Zn (p < 0.05).

3.2.3. Bacillus sp.에 대한 중금속 간 독성 상호작

용 평가

2종 혼합 시 중금속의 IC50에 대한 AI는 다음과 같다

(Fig. 6A). Cd + Cu 처리구에서-2.78, Cd + Zn 처리구

에서 -0.67, Cd + Pb 처리구에서 -0.83, Cd + Ni 처리구

에서-0.46, Cu + Zn 처리구에서 -0.88, Cu + Pb 처리구

에서-0.89, Cu + Ni 처리구에서-0.42, Zn + Pb 처리구

에서-1.01, Zn + Ni 처리구에서-0.7, Zn + Ni 처리구에

서 -0.98였다. 2종 혼합 시 중금속의 EC50에 대한 AI는 

다음과 같다(Fig. 6B). Cd + Cu 처리구에서-2.87, Cd + 
Zn 처리구에서 -0.71, Cd + Pb 처리구에서 -0.93, Cd + 
Ni 처리구에서-0.28, Cu + Zn 처리구에서 -2.06, Cu + 
Pb 처리구에서-0.45, Cu + Ni 처리구에서-0.13, Zn + 
Pb 처리구에서-1.13, Zn + Ni 처리구에서-0.43, Zn + 
Ni 처리구에서 -0.58였다. 모든 2종 중금속 처리구에서 

AI 값이 0보다 낮았기 때문에 antagonistic effect를 확

인하였다. 
Pseudomonas sp.(Kim et al., 2016)와 Alcaligenes 

sp.(Yoo et al., 2018)에 대한 연구 결과에서도 2종 중금

속 혼합 시 대부분 antagonistic effect를 보였다. 이러한 

결과는 중금속 흡수와 관련이 있는 확산 및 세포벽 구성, 
중금속과 반응하는 효소 및 allosteric effector와 같은 

독성 반응 경로(Zeb et al., 2017)와 중금속 배출과 관련

이 있는 이온 선택성 ATPase 펌프, 중금속을 흡착하는 
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EPS와 같은 방어 메커니즘이(Prabhakaran et al., 2016)
이 비슷하여 중금속 간 경쟁하기 때문으로 사료된다. 

4. 결 론

본 연구는 IC50 및 EC50을 이용하여 Cd, Cu, Zn, Pb, 
Ni의 중금속이 Bacillus sp. 의 생장과 인 제거에 미치는 

독성효과에 대한 정량적 평가를 하였다. 그리고 AI를 이

용하여 2종 중금속을 혼합할 때 상호작용을 평가하였다. 
IC50 과 EC50 분석 결과, 박테리아 생장과 인 제거 능력에 

대한 독성은 Ni < Pb < Zn < Cu < Cd인 것을 확인하였

다. Bacillus sp.에 대한 단일 중금속 처리구의 GI와 인 

제거 효율에 대한  상관 분석하였을 때 미생물 생장에 대

한 중금속 독성이 강할수록 인 제거 효율이 감소되는 것

으로 나타났다.  이러한 결과는 Pseudomonas sp.와 

Alcaligenes sp.에 대한 연구 결과와 일치하였다. 그러나 

gram-positive bacteria와 gram-negative bacteria의 차

이에 의한 중금속의 독성 차이는 확인할 수 없었다. 모든 

2종 혼합 중금속 처리구에서 antagonistic effect를 확인

하였다. IC50과 EC50를 이용하여 Bacillus sp.에 대한 2
종 혼합 중금속의 독성을 정량적으로 분석한 결과 Cd와 

혼합된 중금속 처리구들에서  독성효과가  가장 크게 나

타났다.  나머지 혼합 중금속 처리구들 간에 독성 비교에

서 단일 중금속들 간에 독성 비교와 차이를 보이는 것은 

antagonistic effect의 차이로 인한 것으로 사료된다. 추
후에 미생물에 대하여 중금속 독성 반응 경로와 방어 메

커니즘 연구를 통해 미생물에 대한 중금속 간 경쟁 연구

가 필요할 것으로 사료된다.
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