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ABSTRACT

Microbial processes that bind heavy metals and form minerals are widespread, and they represent a basic aspect of

biogeochemistry. Some microorganisms can crystallize minerals by secreting a specific enzyme. In particular, calcite

(CaCO3) precipitation is an important part of biomineralization, and has been studied extensively because of its wide

application in civil engineering technology. This process provides an effective way to stabilize heavy metals within a

relatively stable crystal phase. In this study, biomineralization of calcite by three urea-hydrolyzing indigenous bacterial

strains was investigated by microbiological analyses. Three bacterial strains were isolated from the sludge of B mine in

Mexico and each bacterial strain was identified by the cellular fatty acid composition and 16S rRNA partial sequencing

analysis. The results of the identification analysis showed that these strains were closest to Sporosarcina pasteurii, Kurthia

gibsonii, and Paenibacillus polymyxa. We found that the optimum conditions for growth of these indigenous bacteria were

30–40oC and pH range of 7–8. Microbiological analyses showed the possibility that the bioaccumulated heavy metals ions

were deposited around the cell as crystalline carbonate minerals under the optimum conditions. The findings of our study

suggest that the indigenous bacterial strains play an important role in heavy metal immobilization.
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1. 서 론

우리나라의 광업은 해방 이전까지 주로 일반광(금속 및

비금속광산)을 개발하였으며, 1950년대 국내 광물생산량

이 수출품목의 약 70%를 차지할 만큼 큰 호황을 누렸다

(Kim et al., 2011; Lee et al., 2013). 특히, 1960년대

이후부터 1980년대 중후반까지 석탄광 개발에 주력하였

으나, 1980년 후반부터 급속한 경제발전으로 국민소득이

크게 증가됨에 따라 사회구조의 변화와 주거환경의 개선

에 따른 석유, 가스 등의 청정연료를 선호하는 연료 소비

패턴의 변화를 가져오게 되었다. 이에 따라 환경오염에 관

한 관심과 규제증진, 원석광물의 채굴깊이가 늘어남에 따

른 생산인건비의 상승, 부가가치의 감소, 저렴한 원가의

원료(광물) 수입 등으로 우리나라의 광업활동은 빠르게 위

축되기 시작하였다(Kim et al., 2011; MOE, 2007).

광산개발업체들의 경영악화에 의한 광산의 휴·폐광은

폐갱도, 광산폐기물(광미·폐광석), 채광 및 선광·제련

시설물 등의 기타 광산 활동 관련 시설물들의 방치를 야

기했다(Chung et al., 2005). 특히, 광미 및 폐광석 등은

정화조치가 미흡한 상태로 방치되어 중금속을 함유한 갱

내수 및 산성광산배수 방류, 유해성 침출수의 유출 등 다

양한 광해를 유발시키고 있다(Chung et al., 2005;

MOE, 2008). 특히, 중금속을 함유한 산성광산배수의 직

접적인 유출과 폐광 이후 방치되어 있던 각종 화학약품
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등으로 인접 수로 및 농경지 등의 토양, 지하수를 오염시

키고 있으며, 광물찌꺼기의 비산으로 광산 주변지역 주민

의 생활환경을 오염시킴은 물론 주변에 집적되어 오염권

을 확산시키고 있다(MOE, 2008). 최근 이러한 중금속 용

출 저감을 위한 다양한 광해방지공법을 적용 중에 있으며,

특히, 국내뿐만 아니라 국외에서도 고형화/안정화 공법이

활발히 연구되고 있다(Jakubick et al., 2003; Singh and

Pant 2006). 그러나, 대부분의 연구가 실험실 규모 또는

R&D 과제에 의한 오염토양의 고형화/안정화 현장 적용성

을 검토한 결과이다.

생물학적 광물화(biomineralization) 현상은 미생물의

urease 반응에 의해 자연환경에서 생체 광물 생성작용의

결과로, 미생물 체내·외에 CaCO3가 석출되는 반응을 의

미한다. 최근 이러한 미생물의 생물학적 광물화에 관한 연

구는 국내·외 연구자들에 의해서 진행되고 있다. 국내에

서는 Kim et al.(2010)이 연약지반에 미생물을 투입 후

강도증진에 관한 연구를 하였으며, 국외에서는 Mitchell

and Santamarina(2005)와 Dejong et al.(2010)이 미생물

크기와 대상 시료의 입경크기에 따라 현장 적용성을 검토

하여 연약지반 강도증진에 대한 연구를 실시하였다. Lee

등(2015)은 환경부 GAIA project를 통해 토착미생물과

산업폐기물을 이용한 중금속 오염부지의 hybrid형 불용화

제를 개발 중에 있으며, “중금속 오염토양 및 광미의 고결

화를 위한 생물학적 미생물 및 이를 이용한 토양의 고결화

방법”과 “토양의 고결화를 위한 생물학적 광물화 미생물

및 이를 이용한 토양의 고결화 방법”이라는 미생물 불용화

관련 특허를 국내에 출원하였다(출원번호 제 10-2016-

0061407호, 제 10-2016-0060753호, MOE, 2015).

본 연구는 멕시코에 소재한 B광산 슬러지에서 분리·

동정한 생물학적 광물화 미생물의 토양 내 중금속 불용화

가능성을 도출하는데 목적이 있다.

2. 연구방법

2.1. 실험재료

본 연구대상인 B 광산은 멕시코 바하 캘리포니아 산타

로살리아(Santa Rosalia)에서 약 5 km 북쪽에 위치하고

있다. 갱내와 노천에서 채굴된 원광석은 마광하여 습식제

련 플랜트에서 침출과 용매추출 공정 후 최종적으로 전기

동을 생산한다. 본 광산의 가행년수는 2016년 기준 약

19년이며, 연간 전기동 생산규모는 약 5,100 ton이다. 침출

및 탈철 공정 후 CCD(Counter Current Decantation)에

서 발생되는 슬러지는 중화과정 등을 거친 후 고액비

24%로 해수와 섞어 파이프라인(기울기 상향 3.4°)을 통해

약 4.5 km 거리의 광미적치장(TSF, Tailings Storage

Facility)에 이송·적치한다(Fig. 1 (a)). B 광산은 구리

(Cu), 코발트(Co), 아연(Zn) 및 망간(Mn) 등의 복합광의

형태이며, 총 매장량은 약 638,000,000 ton으로 추산된다.

본 연구에 사용한 슬러지시료는 맥시코 B 광산의 광미

댐 일원에서 채취하였다(Fig. 1 (b)). 생물학적 광물화

(Biomineralization)가 가능한 토착미생물을 분리하기 위해

B광산 주변 세 지점에서 표면을 약 1~10 cm 정도 걷어

낸 후 100~150 cm3 core를 이용하여 각각 슬러지시료 1

개씩 채취하여 TNT, TSF, 및 Coquina로 명명하였다.

TNT시료는 중화조(TNT, Tailing Neutralization Tank)에

서 해수와 함께 배출되는 슬러지를 채취하였으며, TSF

(Tailing Storage Facility)시료는 광미적치장에서 채취하였

다. Coquina 시료는 중화조에서 슬러지 중화제로서 사용

되고 있는 유기적 퇴적물이 고화된 석회암의 일종으로, 본

연구에서는 광산 근처에서 파쇄된 상태를 채취하였다. 

채취한 시료는 밀봉 후 실험실로 옮겨 물리학적 특성을

조사하고, 미생물배양을 위한 시료를 제외한 나머지는 풍

건하여 분석용 시료로 사용하였다. 각각의 슬러지시료는

그늘에서 풍건 후 분쇄하여 2 mm 표준체를 통과한 시료

를 일반성분 분석용으로 사용하고, 0.15 mm(100 mesh) 체

Fig. 1. Sludge sampling area. 
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를 통과한 시료를 중금속 분석용으로 사용하였다.

2.2. 토착미생물의 분리·동정

토착미생물을 분리하기 위해 (Table 1)과 같이 Urea-

CaCl2 액체배지를 만들어 슬러지시료 1 g을 각각 주입하

여 30oC, 120 rpm 조건으로 48시간 배양하였다. 배양된

현탁액은 새로운 액체배지에 1 ml 씩 접종하는 방식으로

수회 계대배양을 실시하였다. 3개의 배양시료는 각각

Urea-CaCl2 고체배지로 옮겨 배양하고, 생성되는 colony

중 배양능이 가장 우수한 균주를 1종씩(TNT, TSF,

Coquina) 분리하였다.

분리한 3종의 토착미생물의 균주명을 알기위해 지방산

분석(Cellular fatty acid composition) 및 PCR(Polymerase

chain reaction)을 실시하였다. 

지방산 분석 시 분석된 profile은 Sherlock MIS

Software ver. 6.2를 사용하였다. Standard calibration 용

액과의 비교에 의해 peak의 동정, retention time, peak의

면적, 면적 비율을 구하였다. 

지방산 분석으로 동정이 어려운 경우, PCR을 사용하여

분석을 실시하였다(Thompson et al., 1994). 본 연구에서

대상균주의 chromosomal DNA를 Wizard genomic

DNA purification kit(Promega, USA)를 이용하여 분리

후, 16S rRNA sequencing에 사용하는 universal primer

인 27F(5'-AGAGTTTGA TCATGGCTCAG-3')와 1492R

(5'-GGATACCTTGTTACGACTT-3') primer를 사용하여

MyCycler Thermal Cycler system(Bio-Rad)을 이용해

PCR 증폭을 실시하였다. 증폭된 PCR 산물은 Wizard

SV Gel and PCR clean-up system(Promega, USA)을

이용하여 정제하였다. 정제된 PCR 산물은 ABI PRISM

BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing kits(Applied

Biosystems Co.)를 사용하여 ABI PRISM 3730XL

Analyzer(96 capillary type) 를 통해 염기서열을 분석하

였다. 분석 결과는 BLASTN 프로그램을 통해 GeneBank

의 ribosomal DNA sequence와 대조하였으며, sequence

의 상동성은 Clustal X와 Mega 2 program을 이용하여

비교·분석하였다.

2.3. 슬러지시료의 물리·화학적 특성 실험

채취한 3개의 슬러지시료의 함수비, pH, 염도, 전기전

도도 등 물리학적 특성시험과 중금속분석을 통한 화학적

특성시험을 실시하였다. 

함수비는 KS F 2306에 의거하여 시험을 실시하였으며

(Phae and Oh 2002; Lee et al., 2007), 중금속분석을

통한 화학적 특성시험은 미국 EPA의 TCLP/SPLP 용출방

법에 의거하여 실시하였다(USEPA Method 1311, 1988;

USEPA Method 1312, 1994).

2.4. 토착미생물의 물리·화학적 특성 시험

동정된 균주들은 생장곡선, 생물학적 광물화 시험 등의

물리학적 특성 시험과 CaCl2 반응시험, urease 시험, 성장

시험(pH, 염도, 온도) 등의 화학적 특성시험을 실시하였다.

생장곡선(growth curve)은 분리한 균주 1 ml를 Urea-

CaCl2 액체배지 100 ml에 접종하여 균일하게 섞은 후,

30oC, 120 rpm 조건으로 48시간 배양하면서 일정시간마다

배양액 1 m 씩 취해 접종하지 않은 Urea-CaCl2 배지로

영점보정 후 UV-spectrophotometer로 OD600 값을 측정하

였다. 생물학적 광물화 시험은 Urea-CaCl2 고체배지에 균

주를 배양하여 약 48시간 후 colony 주변의 생성물질을

광학현미경으로 광물의 크기 및 모양을 확인하였다. CaCl2

반응시험은 1 M CaCl2 용액 100 ml에 배양액 1 ml를 접

종하여 흰색침전의 CaCO3 생성유무를 확인하였으며,

urease의 생성을 알아보기 위해 CLO test kit(Kimberly-

Clark)를 사용하였다. 분리된 균주들의 배양을 위한 최적

pH, 염도 및 온도를 알아보기 위해 pH의 경우 액체배지

의 초기 pH를 각각 4, 5, 6, 7, 8, 및 9로 제조하였으며,

염도는 초기농도를 0, 1, 3 및 5%로 맞추었으며, 온도는

20, 30 및 40oC로 하였다. 제작된 액체배지는 각각 균주

1 ml 씩 접종 후 48시간 배양하면서 일정시간마다 배양액

1 m 씩 취해 UV-spectrophotometer를 사용하여 OD600

값을 측정하여 생장곡선의 변화를 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 토착미생물의 분리·동정

채취한 3개의 토착미생물 TNT, TSF 및 Coquina의 균

주명을 알아보기 위해 지방산 및 PCR 분석을 통하여 동

정하였다. 그 중, TNT에서 분리한 균주의 경우 지방산

Table 1. Composition of Urea-CaCl2 agar plate (Stocks-Fischer

et al., 1999)

Components Amount (g/L)

Nutrient broth 3.0

NH4Cl 10.0

NaHCO3 2.12

Urea (CO(NH2)2) 20.0

CaCl2 3.7

Agar 15.0
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분석 내 Library로 대조가 어려워 PCR 분석을 진행하였

다. 분석 결과 TNT, TSF 및 Coquina는 각각 Sporo-

sarcina pasteurii, Kurthia gibsonii, Paenibacillus polymyxa

와 유사도가 높은 것으로 분석되었다. 각 균주의 광학현

미경 및 SEM 상에서의 형태 및 크기를 (Fig. 2)에 나타내

었으며, TNT, TSF 및 Coquina 미생물의 결과는 (Fig. 3)

에 나타내었다.

TNT에서 분리된 Sporosarcina pasteurii의 경우 생물학

적 광물화 연구에 현재까지도 가장 많이 활용되는 균주로

1970년대부터 현재까지 꾸준히 연구되는 대표적인 MICP

[Microbiologically Induced Calcite(CaCO3) Precipitation]

미생물로 알려져 있다(Boquet et al., 1973; Ciurli et al.,

1996; Achal et al., 2009; Sarda et al., 2009; Park and

Kim, 2012; Park, 2014). 최근 국내에서는 Sporosarcina

pasteurii 의 생물학적 광물화에 미치는 영향 인자 및 특

성을 알아보기 위한 연구를 진행하였으며(Seok and Kim,

2013), 미생물 혼합 모르타르에 적용한 사례도 보고되고

있다(Kim et al., 2012). 국외에서는 Sporosarcina pasteurii

가 시멘트 기반 물질의 수화작용 및 압축강도에 미치는

영향을 보고하였으며(Zeynep et al., 2015), Mortensen

et al.(2011)은 MICP 효율을 알아보고자 Sporosarcina

pasteurii 에 대한 토성종류, 염화암모늄농도 및 염도 등

여러 가지 환경적 요인을 연구하였다. Sporosarcina

pasteurii는 생물학적 광물화 미생물 중 자연계에 널리 분

포하고 있으며, 상용화되어있어 건축·토목 관련 연구에

활용되고 있다. 

TSF에서 분리된 Kurthia gibsonii 는 아직까지 MICP

미생물로 발표 또는 보고된 사례는 없다고 판단된다.

Paenibacillus polymyxa 는 2000년으로 접어들면서 시멘

트 및 콘크리트의 강화를 위한 첨가재로 사용되는 미생물

로 최근까지 건축 및 토목에서 소량 사용되고 있는 미생

물로 보고되어 있다(Kawatra and Natarajan, 2001; Li

et al., 2012; Park et al., 2014).

3.2. 슬러지시료의 물리학적 특성 시험

채취한 3개의 슬러지시료를 통하여 함수비, pH, 염도,

전기전도도 등의 물리학적 특성시험을 실시하였다. 각각

의 시험값은 시료 당 3회 측정하여 평균을 산출하였다. 

함수비, pH, 염도 및 전기전도도의 결과는 (Table 2)와

같다. 본 연구에 사용된 3개의 슬러지시료의 함수비의 범

위는 2.36~18.61%로 나타났으며, pH는 6.09~8.75로

TNT시료는 약산성, TNT와 Coquina시료는 약 알카리성에

가까운 값을 보였다. 염도의 경우 1.39~3.82%의 범위에

있었으며, 전기전도도의 평균값의 범위는 0.99~14.74 µS/

cm로 분석되었다. 특히, TNT 시료의 경우, 해수와 함께

배출되는 상태를 채취하여 다른 시료보다 다소 높은 염도

Fig. 2. Morphological analysis of cultured indigenous bacteria. 
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Fig. 3. Identification of indigenous bacteria.



46 김준하·윤성열·박윤수·이재영

J. Soil Groundwater Environ. Vol. 22(2), p. 41~51, 2017

와 전기전도도를 나타내었다. 

3.3. 토착미생물의 물리학적 특성 시험

동정한 3종의 토착미생물을 통하여 생장곡선, 생물학적

광물화 시험 등의 물리학적 특성시험을 실시하였다. 생장

곡선 시험값은 시료당 3회를 측정하여 평균을 산출하였다.

생장곡선의 결과는 (Fig. 4)와 같다. 

본 연구에 사용된 3종의 토착미생물은 배양기에서

30oC, 120 rpm 조건에서 약 5시간까지 유도기(lag phase)

를 유지하면서 액체배지 내 환경에 적응하는 것으로 판단

Fig. 3. continued

Table 2. Physical test results of sludge samples

Sample Moisture content (%) pH Salinity (%) EC (µS/cm)

TNT 18.61 7.53 3.82 14.74

TSF 2.36 6.09 2.74 9.90

Coquina 2.78 8.75 1.39 0.99
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되며, 7시간 이후부터 30시간까지 대수기(exponential

phase)로서 급격히 OD600 값이 증가하는 결과를 나타내었

다. 특히, 약 36시간 이후부터는 모든 토착미생물이 안정

기(stationary phase)에 접어들어 OD600 값에 큰 변화가

없는 것을 확인하였다.

토착미생물의 생물학적 광물화 결정을 확인하기 위해

Urea-CaCl2 고체배지에 균주를 배양하여 약 48시간 후

colony를 포함한 주변 생성물질을 광학현미경 1000배율로

광물의 크기 및 모양을 확인한 결과 (Fig. 5)와 같이 다

양한 형태의 광물을 형성하는 것으로 나타났다. Sporo-

sarcina pasteurii 의 경우, 타원형의 광물을 생성하며, 다

른 균주보다 큰 2.0 mm 이상의 광물을 형성하였다.

Kurthia gibsonii는 포도송이 형태의 광물을 형성하였으며,

크기는 0.2~0.5 mm를 나타내었다. Paenibacillus polymyxa

의 결정은 육각형 및 원형의 형태를 보였으며, 약 1.5

mm의 크기를 보여, 토양분류 중 모래입자정도로 판단할

수 있다. 

Urea-CaCl2 액체배지 내에서 TNT, TSF 및 Coquina

미생물에 의해 생성된 결정의 XRD 분석 결과를 (Fig.

6)에 나타내었다. 토착미생물이 생성한 결정에 대한 XRD

분석 결과, TNT, TSF, Coquina 토착미생물 모두 Calcite

(CaCO3)의 생성을 확인하였다. Calcite 이외에 Urea-

CaCl2 액체 배양액 내 함유물질로 인해 생성될 수 있는

Sal ammoniac(NH4Cl), Halite(NaCl) 등의 회절피크가 소

량 확인되었다.

3.4. 토착미생물의 화학적 특성 시험

동정한 3종의 토착미생물을 통하여 CaCl2 반응시험,

urease 시험, 내성시험(pH, 염도, 온도) 등의 화학적 특성

시험을 실시하였다. 

3.4.1. CaCl2 반응시험

CaCl2 반응시험은 일반적으로 0.25 mM CaCl2 용액을

사용하나, 빠른 시간 내에 흰색침전을 확인하기 위해 1 M

CaCl2 용액 100 ml에 배양액 1 ml를 투입하여 흰색침전의

CaCO3 침전유무를 확인하였다. 실험 결과, 모든 균주가

1 M CaCl2 용액 투입 후 약 20분 경과하였을 때 흰색침

전을 형성하였다(Fig. 7). 이러한 결과는 미생물 배양액에

서 미생물이 urea를 분해하면서 생성한 탄산이온과 CaCl2

용액에서 생성된 칼슘 양이온이 결합하여 CaCO3 를 형

성한 것으로 판단된다.

Fig. 5. Morphological analysis of cultured biomineralized crystal formed by indigenous bacteria (×1,000).

Fig. 4. Growth curve of the indigenous bacteria.
Fig. 6. Precipitation material analysis by XRD (C: Calcite, S: Sal

ammoniac, H: Halite).
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3.4.2. Urease 시험

CLO test kit를 사용하여 분리된 3종의 토착미생물이

urea 를 분해할 수 있는 효소의 생성유무를 알아본 결과,

모든 균주에서 CLO test kit 내 gel이 노란색에서 분홍색

으로 바뀌는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 8). CLO test

kit에는 플라스틱으로 제작된 슬라이드에 밀봉된 urea 분

해효소를 확인할 수 있는 gel 이 담겨있다. Gel에는

urea, phenol red(pH 표시제), 완충제 및 정균제 등

Christensen’s urea agar media 에 첨가되는 시약이 들어

있어 요소분해효소를 가지고 있는 균주의 활성을 촉진하

여 색변화에 의한 urea 분해를 판단할 수 있다.

3.4.3. 내성시험

3.4.3.1. pH

분리된 균주들의 최적 pH를 알아보기 위해 Urea-CaCl2

액체배지의 초기 pH를 각각 4, 5, 6, 7, 8, 및 9로 제조

하여, 각각 균주 1 ml 씩 접종 후 48시간 동안 배양하여

안정기의 OD600 값을 측정하였다. 측정값 중 가장 높은

OD600 값을 성장성이 좋은 것으로 간주하여 나머지 값과

비교 후 pH에 대한 생장저해율을 (Fig. 9)에 나타내었다.

TNT(Sporosarcina pasteurii)의 경우 배양 48시간 후

안정기에서 pH 7과 8의 OD600 값이 0.52~0.53으로 분석

되어 시료 중 가장 높게 나타났으며, 초기 pH가 낮아질

수록 토착미생물의 생장저해율이 다소 증가하였다. 특히,

pH 6과 pH 9의 OD600 결과값의 경우, pH 7과 비교하였

을 때 약 6.26~6.32%의 성장저해율을 보였으나, pH가

산성으로 내려갈수록 미생물 성장저해가 최대 40%에 근

접하는 것을 확인할 수 있었다. 이와 같은 결과는 TSF

(Kurthia gibsonii)와 Coquina(Paenibacillus polymyxa)에서

도 다소 비슷하게 나타났다. 

일반적으로, 생물학적 광물화 미생물의 생장과 탄산칼

슘의 침전은 pH에 의해 영향을 받는다. 특히, 생물학적

광물화를 위해 미생물이 분비하는 urease의 최적 활성

pH는 8.0이며, 그 이상이 되면 미생물의 성장 및 효소의

활성도가 감소하는 현상을 나타낸다(Stocks-Fischer et al.,

1999; Gorospe et al., 2013). 이와 반대로 pH가 낮아지

는 경우, urea 분해효소의 활성감소에 의해 탄산칼슘 등

의 결정이 생성되기 보다는 수용액에 용해되는 경향이 증

가하게 된다(Loewenthal and Marais, 1978).

3.4.3.2. 염도(Salinity)

분리된 균주들의 염도 내성을 알아보기 위해 Urea-

CaCl2 액체배지의 초기농도를 0, 1, 3 및 5%로 제조하여,

각각 균주 1 ml 씩 접종 후 48시간 동안 배양하여 안정

기의 OD600 값을 측정하였다. 측정값 중 가장 높은

OD600 값을 성장성이 좋은 것으로 간주하여 나머지 값과

비교 후 염도에 대한 생장저해율을 Fig. 10에 나타내었다.

TNT(Sporosarcina pasteurii) 의 경우 배양 48시간 후

안정기에서 염도 0%의 OD600 값이 약 0.53으로 분석되

Fig. 7. CaCO3 precipitation test by indigenous bacterial strains.

Fig. 8. Urease test by indigenous bacterial strains.

Fig. 9. Growth inhibition rate of indigenous bacterial strains by

pH.
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어 시료 중 가장 높게 나타났으며, 나머지 시료들의 생장

저해율이 5% 부근에 근접하여 분석되었다. 나머지 두 균

주도 이와 비슷한 경향성을 나타내었다. 이와 같은 경향

성은 분리한 토착미생물의 생장에 염도가 큰 영향은 주지

못하는 것으로 판단되며, 토착미생물이 모두 바닷가와 인

접해있는 장소에 적치되어 있는 슬러지에 존재하고 있었

기 때문에, 환경적인 영향에 따른 염도의 내성이 있는 것

으로 사료된다.

3.4.3.2. 온도(Temperature)

분리된 균주들의 최적배양온도를 알아보기 위해 초기배

양온도를 20, 30 및 40oC로 하여 각각 균주 1 ml 씩 접

종 후 48시간 배양하여 안정기의 OD600 값을 측정하였다.

측정값 중 가장 높은 OD600 값을 성장성이 좋은 것으로

간주하여 나머지 값과 비교 후 온도에 대한 생장저해율을

(Fig. 11)에 나타내었다.

일반적으로, 미생물의 성장과 효소의 촉매 작용은 온도

에 좌우된다. 대부분의 urease의 최적 온도 범위는

20~37oC로 알려져 있으나(Mitchell and Ferris, 2005;

Okwadha and Li, 2010) 효소반응의 최적범위는 환경조

건과 반응농도에 따라 달라지게 된다. Dhami et al.

(2014)은 35oC에서 urease가 안정한 것을 발견했으며, 온

도가 55oC로 상승할 경우 효소 활성이 약 47% 감소했다

고 보고하였다. 

TNT(Sporosarcina pasteurii)의 경우 배양 48시간 후

안정기에서 30oC의 OD600 값이 약 0.52로 분석되어 시료

중 가장 높게 나타났으며, 20oC과 40oC에서의 성장저해

율이 각각 12.38%, 3.05%로 분석되었다. 따라서, TNT

의 최적배양온도는 30oC로 추측되며, 20oC 이하의 온도

에서는 미생물의 성장속도가 다소 낮아질 것으로 판단된

다. TSF(Kurthia gibsonii)와 Coquina(Paenibacillus poly-

myxa)의 경우, 40oC의 OD600 값이 가장 높게 나타났으나,

30oC에서의 성장저해율이 2% 미만이므로 최적배양온도는

30~40oC가 될 것으로 판단된다. 

4. 결 론

본 연구에서는 멕시코 B광산에서 채취한 슬러지에서 동

정한 생물학적 광물화 미생물의 물리·화학적 특성을 분

석한 결과 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다. 

1. 본 연구에 사용된 3개의 슬러지시료 TNT, TSF 및

Coquina에서 배양능이 우수한 단일균주를 각각 1종씩 분

리하여 지방산 분석(Cellular fatty acid composition)과

PCR(Polymerase Chain Reaction)을 실시하였다. 시험 결

과, TNT, TSF 및 Coquina의 토착미생물은 각각

Sporosarcina pasteurii, Kurthia gibsonii, Paenibacillus

polymyxa 와 유사성이 높은 것으로 확인되었다.

2. 동정한 3종의 토착미생물은 배양기에서 약 5시간까

지 유도기(lag phase)를 유지하였고, 배양 후 7시간부터

30시간까지 급격히 OD600 값이 증가하는 대수기(ex-

ponential phase) 로 진입하였다. 약 36시간 이후, 모든

토착미생물이 안정기(stationary phase)에 접어들어 OD600

값에 큰 변화가 없으므로 배양 후 36시간 전후로 미생물

의 생육이 안정화될 것으로 사료된다. 

3. Urea-CaCl2 고체배지에 균주를 약 48시간 배양 후

colony 주변 생성물질을 확인한 결과, Sporosarcina

pasteurii의 경우, 타원형의 광물을 생성하며, 타 균주보다

큰 지름 약 2.0 mm의 광물을 형성하여, 동일한 시간동안

더 효율적인 생물학적 광물화가 가능할 것으로 판단된다. 

4. 동정한 3종의 토착미생물을 통하여 CaCl2 반응시험

과 urease 시험을 실시한 결과, 모든 균주가 약 20분 경

과하였을 때 흰색침전을 형성하였으며, CLO test kit 내

Fig. 10. Growth inhibition rate of indigenous bacterial strains by

salinity.

Fig. 11. Growth inhibition rate of indigenous bacterial strains by

temperature.
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gel의 색이 노란색에서 분홍색으로 바뀌는 것을 확인할 수

있었다. 따라서, 토착미생물 자체적으로 urea를 가수분해

할 수 있는 효소를 분비하여 탄산이온을 생성할 수 있을

것으로 사료된다. 

5. 분리된 균주들의 pH, 염도 및 온도에 대한 내성시험

을 한 결과, pH의 경우 모든 토착미생물이 안정기에서

pH 7과 8의 OD600 값이 가장 높게 측정되었다. 염도는

초기농도 5.0%까지 생장에는 큰 저해를 끼치지 못하며,

분리한 3 균주 모두 바닷가와 인접해있는 장소에 적치되

어 있는 슬러지를 채취해 토착미생물을 분리하였으므로

염도에 대한 내성이 존재하는 것으로 판단된다. 모든 균

주의 최적배양온도는 30~40oC로 추측되며, 20oC 이하의

온도에서는 미생물의 생장능력이 다소 낮아짐을 확인하였다.

6. 최종적으로, B광산의 슬러지시료에서 분리한 토착미

생물은 자체적으로 생물학적 광물화를 유도할 수 있으며,

urea를 분해하여 생성된 탄산이온을 통해 주변의 양이온

을 포함한 중금속을 광물화할 수 있는 가능성을 가지고

있을 것으로 판단된다. 따라서, 이러한 생물학적 광물화

미생물을 추출하여 국내 폐금속광산의 중금속 오염토양의

불용화에 활용할 수 있다고 사료된다. 
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