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Abstract

-TheBioleachingEfficiencyonAdaptationperiodof

IndigenousAcidophilicBacteria-

ByWi,Dae-woong

Adv.Prof.:Park,CheonYoung

Dept.ofEnergyResourceEngineering

GraduateSchool,ChosunUniversity

Thisstudywascarriedouttoleachthevaluablemetalionsfrom themine

wasteoreusingtheadaptedindigenousbacteria.First,collectingtheindigenous

bacteriain Goseong and Yeonhwamine.polymerasechain reaction and 16S

rRNA sequencewereinvestigatedtoidentifytheindigenousacidophilicbacteria.

IncomparisonsequenceswiththetypestrainofAcidithiobacillusferrooxidans(ATCC

23270),thesimilarityofGoseongandYeonhwabacteriawereobtainedtherangeof

96.99-97.79% and97.59-97.90%,respectively.Thesimilarityofthesebacteriawere

found98.5% withthetypestrainofAcidithiobacillusferrooxidansbyusingDGGEin

theclusteranalysis.Therefore,Goseong andYeonhwabacteriawereconsidered

Acidithiobacillusferrooxidans.

Inordertotolerancetheheavymetals,theindigenousbacteriawererepeatedly

subculturedintheadaptation-medium containingCuSO4ㆍ5H2O for3,6,9and12

weeks,respectively.Astheadaptationexperimentprocessed,thepH wasrapidly

decreaseintheadaptation-medium of6,9and12weeksmorethanflatofthe3

weeks.Theresultofbioleachingusetheadaptedbacteriafor42days,thepH

valueoftheadaptation-medium inthe3weekstendtoincreased,whereasthe

pH of6,9and12weekstendtodecreased.IndecreasingthepH valueinthe



v

adaptation-medium and in the leaching-medium,it was identified that the

indigenousbacteriawereadaptedtheCu
2+
ionandtheminewasteores.The

contentsofCuandFeintheleachingsolutionwereusuallyhigherleachedin6

weeksthan3weeksduetotheadaptation.Consideringthebioleachingratesof

CuandFefrom theseleachingsolution,thehighestincreasingtheefficiencymetal

ionwerefoundtobeFe.Accordingly,itisexpectedthatthemorevaluable

elementionscanbeleachedoutfrom anyminewaste,iftheadaptedbacteria

withheavymetalsareappliedinfuturebioleachingexperiment.
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1.서론

재,우리나라에 존재하는 가행 산에서 유용 속을 회수하는 방법으로 주로

물리 공법과 화학 공법이 이용되고 있다. 표 인 물리 공법으로는 고압산

화법이 있으며,이는 단기간에 높은 회수율을 가질 수는 있으나 설치 유지비용이

무 고가라는 단 이 있고,화학 인 공법으로는 청화법과 아말감법 등이 있으며,

물리 공법에 비해 경제 이고 회수율 한 우수하나 추후에 발생하는 폐기물 처

리가 어려워 환경 인 측면에서 큰 문제를 야기 시킨다.이를 방지하기 해 몇몇

국가에서는 dumpleaching혹은 heapleaching등과 같이 박테리아를 황화 물에

용하여 황화 물에서의 유용 속이온을 회수하는 생물학 공법이 상용화되고

있으며,이 공법은 다른 물리ㆍ화학 공법에 비해 공정이 매우 단순하고 경비가

렴할 뿐만 아니라 환경 인 문제가 거의 발생하지 않는 친환경 이라는 장 이

있다. 여기에 주로 사용되는 미생물은 호산성박테리아로 Acidithiobacillus

ferrooxidans(Thiobacillusferrooxidans)는 TempleandColmer(1951)에 의해 처음으

로 배양에 성공한 이래 황동석,섬아연석,방연석,황철석,황비철석,자류철석,휘동

석 등으로부터 유용 속이온을 용출시킬 뿐만 아니라 황철석 혹은 황비철석으로부터

을 회수하는데도 활용되고 있다(BhaktaandArthur,2002).A.ferrooxidans는 화

학무기자 양체이기 때문에 무기 양성분, 기 의 무기 탄소 그리고 ferrous

iron과 환원상태의 황을 산화시켜 활용하는 생리학 특성을 갖고 있어 여러 종류

의 황화 물로부터 유용 속이온을 용출시키는데 이용되고 있다(Leduc and

Ferroni,1994).그러나 박테리아(Acidithiobacillusferrooxidans)를 이용하여 황화

물로부터 유용 속을 용출시킬 경우,용출효율이 뛰어나지 못하다는 단 이 있다.

원인은 황화 물로부터 용출된 속이온이 박테리아에게 독성(toxicity)으로 작용

하기 때문이다(NorrisandKelly,1978;NorrisandBarr,1985;Dasetal.,1997).

박테리아는 환경에 선택 (selection)되고 응 (adaptation)하면서 계속 진화

(evolution)하는 미생물이다 (Woese,1987).따라서 박테리아가 속 이온의 독성

에 내성(tolerance)을 갖게 할 수 있는 유일한 방법은 박테리아를 독성 이온에 노출

시켜 계속 계 배양(subculture)을 수행하는 것이며,내성이 향상된 박테리아를 이

용한다면 용출효율은 향상된다 (Tuovinenetal.,1971;Dasetal.,1998).
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박테리아의 내성을 향상시키는 방법으로는 동일한 농도의 단일 독성 이온 혹은 두

종류 이상의 독성 이온을 혼합하여 계 배양을 계속 수행하는 방법(Tuovinenetal.,

1971;AttiaandElzeky,1989;Kaietal.,1995),독성이온의 농도를 증가시켜가면서

계 배양을 계속 수행하는 방법(Natarajan and Iwasaki,1983;Natarajan etal.,

1994)과 용출 상 석 시료에 노출시켜 계속 계 배양을 수행하여 응시키는 방법

(AttiaandElzeky,1990;Barretal.,1992;ElzekyandAttia,1995;Shahverdiet

al.,2001;ShiandFang,2004;AstudilloandAcevedo,2008;Haghshenasetal.,

2009)등 크게 3가지가 있으며,독성이온을 이용하는 경우,배양용액에 독성이온과

박테리아의 산화에 지원을 동시에 첨가하지만(Tuovinenetal.,1971;Natarajanet

al.,1994), 석시료에 노출시키는 경우는 석시료가 박테리아의 산화에 지원으로

작용하기 때문에 따로 FeSO4·7H2O혹은 원소 황(S
0
)같은 산화에 지원은 첨가하지

않는다(ShiandFang,2004;Shietal.,2006).박테리아는 속이온에 노출되면

이 반응(biphasicresponse)이 일어나서, 농도에서는 응이 일어나지만 고 농

도에서는 사멸,선택 혹은 돌연변이가 발생한다(SadlerandTrudinger,1967).본

연구에서 사용하고자 하는 토착호산성박테리아들은 그 지역 환경에 이미 선택되고

응이 완성된 일종의 생물자원이며, 산배수의 화학 특성은 그 지역에서 산출

되는 석 물의 지구화학 특성이 그 로 반 되고(Lottermose,2007), 한 이

산배수에 서식하는 토착호산성박테리아들은 그 지역 석 물로부터 용출된

속 이온의 독성에 이미 내성이 형성된 것이다(Dasetal.,1998).따라서 석 물

로부터 유용 속이온을 용출하고자 하는 경우,그 지역 산배수나 토양에 응된

토착호산성박테리아를 이용하면 유용 속이온을 효과 으로 용출시킬 수 있다(Shi

etal.,2006;AstudilloandAcevedo,2008).

우리나라에서 토착호산성박테리아를 이용하여 산폐석으로부터 유용 속 용출

연구 등이 Parketal.(2009,2010a,2010b,2011),Koetal.(2009),Hanetal.(2010)

에 의하여 수행되었으나 속 이온으로 토착호산성박테리아를 주기 으로 응

시켜 용출효율을 향상시키고자하는 연구가 아직 미진할 뿐만 아니라 토착호산성박

테리아에 하여 합효소연쇄반응과 16SrRNA를 이용하여 종(species)분류를 시

도한 연구는 무한 실정이다.그러므로 우리나라에서 산출되는 석 물로부터 미

생물을 이용하여 유용 속이온을 용출시켜내기 해서는 그 환경에 응된 토착호

산성박테리아의 정확한 종 분류가 필요하다.
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따라서,본 연구의 목 은 고성 동 산,연화 산에서 서식하는 토착호산성박테

리아를 채취하여 합효소연쇄반응과 16SrRNA 염기서열을 이용하여 계통발생학

으로 우 종의 종 분류를 규명하고 이들이 속에 내성이 형성되도록 속

이온에 주기 으로 응실험을 수행하 다.그리고 속 이온에 비- 응된 박테

리아와 응된 박테리아를 각각 용하여 폐 석으로부터 유용 속이온의 용출효

율을 고찰하고자 하 다.
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2.시료채취 실험방법

2.1.토착박테리아 채취 폐 석 채취

고성 토착박테리아는 경상남도 고성군 삼산면 미룡리에 소재하는 삼산제일 산

폐 석 치장의 토양에서 채취하 다(이하 고성박테리아,Goseongbacteria;G).고

성박테리아는 토양 박테리아로 토양의 상태는 동 석에 의해 심하게 오염되어

갈색으로 변색되어 있었다.채취방법은 토양 100g을 증류수 100ml에 혼합하여

30분 이상 진탕하 다.그리고 1시간 이상 방치한 뒤 그 의 상등액 (pH=3.5)10

ml를 채취하여 성장-배양액 150ml에 종하고 항온 배양기 (HB-201SFO)를 이용하

여 32℃에서 배양하 다.연화 토착박테리아는 강원도 삼척시 가곡면 풍곡리 연화제2

산 산배수(pH =2.96)에서 채취하여(이하 연화박테리아,Yeonhwabacteria;Y)

10ml를 미리 비된 성장-배양액 150 ml에 종시켜 고성박테리아와 같은 방법으

로 항온 배양기를 이용하여 32℃에서 배양하 다.폐 석은 토착박테리아를 채취한

지역과 동일한 지역으로 경상남도 고성군 삼산면 미룡리에 소재하는 삼산제일 산

폐 석 치장에서 채취하 고(이하 고성 폐 석),강원도 삼척시 가곡면 풍곡리 연

화제2 산에서도 폐 석을 채취하 다(이하 연화 폐 석).이들 폐 석은 죠크라샤

와 디스크 로 크기 1mm이하로 쇄한 후 체(sieve)를 이용하여 입도사이즈 -20

mesh(약 0.85mm)로 비하 다.
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2.2.계 배양 성장-실험의 배양액 조성

토착박테리아가 배양될 성장-배양액(growth-medium)조성은 basalsalt와 energy

source로 구성하 다.성장-배양액(ATCC125,Thiobacillusmedium)의 mineralsalts

medium(MSM)은 (NH4)2SO40.2g/L,MgSO4·7H2O0.5g/L,CaCl20.25g/L,KH2PO4

3.0g/L FeSO45.0mg/L를 증류수 1.0L에 용해시켰다.에 지원(energysource)은

원소 황(elementalsulfur)0.15g/L를 사용하 다.토착박테리아를 종하기 성장-

배양액은 멸균기(SW-90AV100)에서 121℃,1.4기압으로 15분간 고압 멸균하 고,뿐

만 아니라 고성 폐 석,연화 폐 석,500ml삼각 라스크,기타 실험기구들 121℃,

1.4기압으로 15분간 고압 멸균 처리하여 사용하 다.고성박테리아는 17회,연화박테

리아는 11회 계 배양된 토착박테리아의 성장-배양액 10ml를 채취하여 와 같

은 조성의 성장-배양액 150ml에 각각 종하고 항온배양기에서 32℃로 교반 없이

배양하 다.

2.3.토착박테리아 동정

(1)DNA 분리 방법

박테리아 배양액을 원심분리기를 이용하여 침 시킨 후 박테리아의 genomicDNA

를 분리하 다.박테리아 침 물에 SET(20% Sucrose,50mM EDTA,50mM Tris-HCl

[pH7.6])1.8ml와 lysozymesolution(5mg/mlinTE)62㎕을 첨가하고,37℃에서 30분간

rotatingoven에서 반응시킨 후 25% SDS 16㎕을 첨가하여 동일한 온도에서 30분간

rotatingoven에서 더 반응시켰다.반응물에 proteinaseK(20mg/mlinD.W)50㎕을 넣고

55℃에서 2시간 rotatingoven에서 더 반응시켰다.이 반응물에 동량의 phenol:chloroform

:isoamylalcohol(25:24:1)용액을 첨가한 후 원심분리하여 상등액을 동량의 chloroform

:isoamylalcohol(24:1)용액이 들어있는 새로운 tube에 옮겼다.상등액에 1/10부피의 8

M LiCl2와 2배 부피의 냉각된 ethanol을 첨가하고 –20℃ 에서 overnight시킨 후 원심분리

하여 상등액을 제거하고,70% ethanol로 washing하 다.건조된 DNA을 TEbuffer(10

mM Tris-HCl,1mM EDTA)에 용해시킨 후 실험에 사용할 때까지 –20℃ 에서 냉동
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보 하 다.

DNA 순도측정을 해 genomicDNA의 shearing 명도를 확인하기 해 1%

agarose에서 기 동하여 확인하고,DNA 순수성은 specspectrophotometer(Ultro

2100pro,Amersham Biosciences)로 정량하 다.

(2)16SrRNA 유 자 증폭을 한 PCR반응

16SrRNA유 자를 증폭하기 해 세균에 특이 으로 부착하는 27F(E.colinumbering

8∼27;5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)와 1492R(E.colinumbering 1492∼1510;

5′-GGYTACCTTGTTACGACTT-3′)primer를 사용하 다(Lane,1991).PCR증폭을

한 반응액 구성은 주형 DNA10ng,200uM dNTP,10mM Tris-HCl(pH9.0),40mM

KCl,0.15mM MgCl2,3mM MgSO4,20㎍ BSA,1UTaqpolymerase그리고 forword와

reverseprimer각각 0.5uM로 총 volume을 50ul로 하 다.

PCR은 GenAmpTM PCRSystem9700(AppliedBiosystem)을 이용하 으며,PCR반응 조

건은 pre-denaturation과정으로 94℃에서 3분간 수행하 고,denature(94℃,30),annealing(5

0℃,30),elongation(72℃,5분)반응을 총 30회 반복하고 post-elongation(72℃,10분)을 수행하

다.PCR산물은 1% agarosegel에 기 동한 후 증폭산물을 확인하 다.
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(3)Cloning DGGE분석을 통한 미생물 군집 분석

Cloning은 증폭된 double-strandDNA에 WizardPCR PrepsDNA Purification

System(Promega,USA)을 이용하여 정제하 다.정제된 PCR산물을 단일 염기 서열

을 가진 clone으로 분리하기 해 pGEM-Teasyvectorsystem(Promega,USA)을 이

용하 다.PCR증폭산물과 vector의 농도를 3:1비율로 첨가하고 2×ligationbuffer,

T4DNAligase를 혼합 반응 후 E.colDH5α competentcell에 형질 환시켜 X-Gal

(5-bromo-4-chloro-3-indoly-β-D-galactopyranoside;Promega,USA),IPTG(Isopropyl-β

-D-thiogalacto-pyranoside;Promega,USA),ampicillin(50㎎/㎖)이 포함된 LBagar배지

에서 blue/whitecolony선별 방법에 의해 형질 환된 whiteclone을 선별하 다.임의로

선정한 whitecolony를 directreamplifiedPCR 방법으로 증폭하 다.이때 사용한

primer는 vector내에 존재하는 pGTf(5′-TACGACTCA CTA TAGGGCGA-3)

와 pGTr(5′-ACT CAA GCT ATG CAT CCA ACG C-3′)primer를 사용하 고

(Chunetal.,1999),PCR조건은 16SrRNA유 자와 동일한 방법으로 하 다.

DGGE(denaturinggradientgelelectrophoresis)PCR은 1차 PCR 산물을 주형

(template)으로 사용하여,2차 PCR하 다.2차 PCR은 16SrRNA 유 자의 V3부

분에 해당하는 primer에 GC-clamp를 부착한 341F(5'-CGCCCG CCG CGCGCG

GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG

CAG-3')와 518(5'-ATT ACC GCG GCK GCT G-3')를 제작하여 사용하 다.

PCR반응액은 1차 PCR와 동일하며,PCR조건은 94℃ 5분간 기 DNA 변성 후,

94℃ 30 ,65℃부터 56℃까지 2cycle마다 1℃씩 온도를 내려가며 30 ,72℃ 30

후 그리고 94℃ 30 ,55℃ 30 ,72℃ 30 씩 10회 반복하며 마지막으로 72℃

에서 7분간 반응하 다.
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DGGE 기 동 수행은 D-code system(Bio-Rad)을 이용하 다.이때 사용한

polyacrylamidegel농도는 8%이며 gel크기는 20cm ×16cm(W ×H)로 제작하

다.Gel은 두께 1mm 로 하고,40% polyacrylamidebis-solution29:1(3.3%)40%

와 60% 사이로 농도구배가 수직으로 일정하게 형성하도록 제작하 다.이때 사용한

변성제로는 7 M urea와 40%(w/v) formamide이다.Running buffer로는 TAE

buffer(20mM Tris,10mM aceticacid,0.5mM EDTA,pH 8.0)이며,loading

dye(0.05% bromophenolblue,0.05% xylenecyanol,70% glycerol)와 PCR산물을 1:

1로 혼합한 후 60V로 12시간 기 동 하 다.

염기서열 분석을 해 증폭된 밴드를 오려 멸균된 2차 증류수 30㎕에 하루 동

안 냉장 보 하 다.16SrRNA 유 자의 V3부분의 GC-Clamp를 제거하기 해

서 GC-Clamp가 없는 primer를 이용하여 재 증폭하 고,증폭된 산물을 정제 과정

을 거친 후 pGEM-T easyvector에 삽입하여 EscherichiacoliDH5α에 형질 환

하 다.형질 환 된 클론을 선별하여 염기서열 분석하 다.

기 동상 PCR산물의 시료간 단편의 치 분석은 GelcomparIIprogram(Applied

Maths,Belgium)을 이용하 으며,similaritymatrice의 cluster분석은 UPGMA를 이

용하 다.

(4)16SrRNA 유 자의 염기서열 계통분석

염기서열간의 유사도를 확인하기 하여 EzTaxonserver(http://www.eztaxon.org/)을

이용하 다.Clone의결정된염기서열과database에얻어진염기서열은(http://plaza.snu.ac.kr/jchun/phydit/)

을이용하여ClustalXmultiplealignment로정렬하여계통수(phylogenetictree)제작에이용하 다.염기서열

간 유 거리는 Jukes&Cantordistancemodel(Jukes&Cantor,1969)로 사용하여 추정하 으며,

Neighbor-joiningmethod로 계통수를 작성하 다.Neighbor-joiningdata의 bootstrap분석 시 1,000회의

resampling을 용하여treetopology의평가기 으로사용하고(Felsenstein,1985)이를토 로계통수를작

성하 다(Maidaketal.,1994).
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2.4. 응실험

토착박테리아 응실험은 CuSO4·5H2O를 성장-배양액에 10g/L을 첨가시켜 3주

(21일)주기로 계 배양하 다(이하 응-배양액). 응실험이 종료되는 21일에 토

착박테리아가 종된 응-배양액 10ml를 다시 신선한 응-배양액에 첨가하여

계 배양하 다.물론 이 신선한 응-배양액에도 CuSO4·5H2O를 용해시켰다.이는

서론에서 언 했던 첫 번째 방법으로 박테리아가 Cu
2+
이온에 내성을 갖도록 3주(21일)

주기로 반복 계 배양하는 것이다(Tuovinenetal.,1971;AttiaandEl-Zeky,1990b).

이 때 황산(H2SO4)을 이용하여 고성박테리아의 경우 기 pH는 2.62로 조정하 고,연

화박테리아의 경우 기 pH는 2.82로 조정하 다.이는 계 배양하는 30일 동안 성장

-배양액에서 박테리아를 배양시켰을 때 안정 으로 나타난 pH값이다.

2.5.용출실험

Factor로는 박테리아가 없는 조시료,CuSO4·5H2O로 응시키지 않은 박테리

아,3주,6주,9주,12주 동안 CuSO4·5H2O10g/L의 Cu
2+
이온에 내성이 형성된 박

테리아,즉 고성박테리아,연화박테리아가 포함된 응-배양액 10ml를 고성 폐

석,연화 폐 석(0.85mm)에 각각 종시켜 용출실험을 수행하 다(이하 용출-배

양액(leaching-solution,150ml)).용출-배양액의 무기 양원은 계 배양에서 사용

하 던 무기 양원과 동일하게 하 으며,산화에 지원은 고성박테리아가 포함된

응-배양액을 사용한 시료에는 고성 폐 석 1.5g/L,연화박테리아가 포함된 응

-배양액을 사용한 시료에는 연화 폐 석 1.5g/L을 각각 사용하 다.용출배양액의

기 pH는 황산(H2SO4)을 첨가하여 각각 2.62,2.82로 한번 조정하 고 42일 동안

미생물학 산화가 일어나도록 32℃를 유지하 다.
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2.6.분석방법

고성 폐 석과 연화 폐 석을 연마편으로 제작하여 반사편 미경(polarization

microscope)으로 찰하 다.-200mesh로 분쇄된 고성 폐 석과 연화 폐 석에 하

여 XRD로 정성분석하 고,화학분석은 수질공정시험법에 의해 30ml시험 에 -200

mesh로 미분쇄 된 고성 폐 석과 연화 폐 석을 0.75g씩 각각 첨가한 뒤 heating

block(model;DMB-2,24hole)을 70℃로 설정하여 왕수(질산(HNO3):염산(HCl)=

1(1.8ml):3(5.4ml))를 7.2ml를 첨가하여 분해한 후 1시간 동안 방치시켰다.1시간

뒤에 증류수를 22.8ml를 첨가하여 원자흡 분 기(atomicabsorptionspectrophotometer,

AA-7000,Shimadzu,Japan)를 이용하여 화학분석하 다.간 으로 박테리아가 잘

응하고 성장하 는지 알아보기 해 3일 간격으로 응-배양액,용출-배양액의

pH(Horiba,Japan)를 측정하 다.박테리아는 응실험과 용출실험이 종료된 후

응-배양액 10ml를 0.2㎛ 여과지로 여과하고 루타르알데히드(glutaraldehyde)로 고

정하고 에틸알코올(ethylalcohol)75%,85%,95%,99%순으로 탈수하여 SEM(scanning

electronmicroscopy,S4800,Hitachi,Japan)으로 찰하 다.3일 간격으로 2ml씩 채취

한 용출-배양액의 유용 속함량은 원자흡 분 기(atomicabsorptionspectrophotometer.

AA-7000,Shimadzu,Japan)로 측정하 다.
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3.결과 고찰

3.1.토착박테리아의 DNA 분석

3.1.1.세포 배양액 내 균주 확인

세포 배양액을 원심 분리하여 농축된 배양액 10㎕를 slideglass에 도말하여

학 미경(opticalmicroscope)을 통해 확인하 다.고성 연화박테리아 배양액 내

세포의 형태는 짧은 막 형(shortrod)혹은 막 형(rod)세균들이 SEM에서 찰

되었다(Fig.1).

3.1.2.세균 DNA의 분리

배양액 50ml를 농축하여 genomicDNA를 추출한 결과,고성 그리고 연화 박테

리아시료의 DNA 농도는 각각 1.5그리고 1.1㎍로 확인되었다(Fig.2a).추출된

genomicDNA를 주형으로 16SrRNA유 자를 PCR하여 2개 시료 모두 약 1.5kb

에 해당하는 증폭 산물을 확인하 다(Fig.2b).
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Fig.1.SEM imageofindigenousacidophilicbacteria,a;Goseongbacteria,b;Yeonhwa

bacteria.Thescalebaris5.0㎛(aandb)inlength.
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Fig.2.ThephotographofelectrophoresisforthegenomicDNAfrom theseparated

samples(a)andfortheamplificationof16SrRNA genes(b).1;Goseongbacteria,

2;Yeonhwabacteria.
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3.1.3.Cloning DGGE분석을 통한 미생물 군집 분석

(1)16SrRNA cloning을 이용한 세균들의 계통분석

토착호산성박테리아 내 세균의 군집을 분석하기 해 세균에 특이 인 27Fforward

와 1492Rreverseprimer를 사용하여 약 1,500bp크기에 해당하는 PCR산물을 확인

하 다.증폭된 16SrRNA 유 자를 pGEM-T vector에 삽입한 후 E.coliDH5α 

competentcell에 형질 도입하여 얻어진 clone을 1개 시료 당 10개 클론을 무작

으로 선별하여 pGETfforward와 pGETrreverseprimer로 재 증폭하여 삽입된

16SrRNA 유 자의 크기를 기 동 결과 모두 1.5kb의 크기임을 확인하 다.2

개의 샘 에서 얻어진 총 20개 clone이 기 동에서 16SrRNA 염기서열이 분석

되었다(Fig.3).분석된 염기서열은 EzTaxonserver를 이용하여 동정하 으며 그

결과에 따른 유사성 결과는 Table1에 나타내었다.
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Fig.3.The photograph ofelectrophoresis forthe cones.G1-G10;Goseong

bacteria,Y1-Y10;Yeonhwabacteria
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Table1.Thesimilarityof16SrRNA sequenceforcloningfrom theindigenousacidophilicbacteria.

Sample Name
Clone 

No.
Nearest type strain

Strain No.

(ATCC)
NCBI No.

Pairwise

Similarity
Diff/Total nt*

G-bacteria

G1 Acidithiobacillus ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.32 40/1494

G2 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 96.99 45/1494

G3 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.72 34/1493

G4 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.39 39/1494

G5 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.32 40/1494

G6 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.66 35/1494

G7 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.79 33/1494

G8 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.47 37/1461

G9 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.61 18/753

G10 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.20 41/1466

Y-bacteria

Y1 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.59 36/1493

Y2 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.66 35/1494

Y3 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.59 36/1493

Y4 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.66 35/1494

Y5 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.79 33/1494

Y6 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.90 29/1383

Y7 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.83 31/1430

Y8 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.76 32/1431

Y9 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.90 29/1383

Y10 A.. ferrooxidans 23270(T) CP001219 97.83 30/1380
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고성 박테리아에 존재하는 10개 클론들은 모두 Acidithiobacillusferrooxidans표

균주(ATCC 23270)와 96.99-97.79%의 유사도 지수를 보 다. 한 서로간의

염기서열 유사도 지수는 98.36-99.93% 범 로 매우 높게 분석되었다.따라서 10

개 클론 모두는 단일 종으로 사료되며,진화 유연 계를 나타내는 계통도에서도

이를 확인 할 수 있다(Fig.4).

연화 박테리아에 존재하는 10개 클론들은 모두 Acidithiobacillusferrooxidans표

균주와 97.59-97.90% 의 유사도 지수를 보 다. 한 서로간의 염기서열 유사

도는 지수는 99.57-100% 범 로 매우 높게 분석되었다.따라서 10개 클론 모두

는 단일 종으로 사료되며,진화 유연 계를 나타내는 계통도에서도 이를 확인 할

수 있다(Fig.4).
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Fig.4.Phylogenetictreeforstrainsofacidophilicindigenousbacteria.(G1-G10);

Goseongbacteria,(Y1-Y10);Yeonhwabacteria
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(2)DGGE를 이용한 세균군집분석

DGGE방법을 통해 16SrRNA 유 자의 V3부분에 한 패턴은 Fig.5과 같다.

총 6개의 band(고성 박테리아,4band;연화 박테리아,2band)를 선별하 다(Fig.

5).선별 기 은 band의 진하기와 각 sample을 비교하여 서로 다른 치에 나타난

band를 elution하 다.각 밴드의 염기서열 분석 후 EzTaxonserver를 통해 분석한

결과는 Table2에 나타내었다.DGGE밴드 상에서 증폭산물이 많을수록 그 환경

내 특정 균주가 우 한다고 할 수 있다.고성 박테리아,연화 박테리아 시료 모두

에서 가장 진하게 증폭 치를 보이는 부분은 각각 2,3번 밴드 치 다.이 세

밴드 모두는 동일한 치로 명되었고,염기서열 분석결과 Acidithiobacillus

ferrroxidans표 균주와 가장 가까운 유사도 지수로 나타났다. 한 2개의 밴드는

염기서열이 100% 일치 하 다.이 결과는 directcloning으로 분석에서 2개의 클론

을 제외한 18개의 클론이 Acidithiobacillusferrroxidans와 가장 가깝게 분석된 것

과 일치한다.

고성 박테리아 시료에서는 1,5=4,2번 순으로 밴드의 농도가 높은 것을 확인 할 수

있었다.염기서열분석결과 각각Acidithiobacillusferrooxidans(98.5%),Luteibacteranthropi(91.8%),

Deinococcusaquatilis(98.3%),Thermoflavimicrobiumdichotomicum(93.6%)로 가장 가까운 유사도 지

수를보 다.

연화 박테리아 시료에서는 3,6번이 농도가 높은 것을 확인 하 고,염기서열 분

석결과 각각 Acidithiobacillusferrooxidans(98.5%)와 Luteibacteranthropi(91.8%)

균주와 가장 가까운 유사도 지수를 보 다.

2개의 샘 의 DGGE밴드 패턴 간 상호 연 계를 악하고자 UPGMA 방법으

로 분석하 다(Fig.6).분석 결과 고성 박테리아와 연화 박테리아가 상호 유사도가

높음을 확인 할 수 있었다.
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Fig.5.Thephotographofdenaturinggradientgelelectrophoresis(DGGE)foracidophilic

indigenousbacteriaof16S rRNA.A;Goseongbacteria,B;Yeonhwabacteria,M;

marker.Arrowsindicatethecloningand analyzedsequencebands.
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Table2.Thedistributionofdominantsforacidophilicbacteriausingdenaturinggradientgelelectrophoresis(DGGE).

BandNo. Sources Nearesttypestrain AccessionNo. Similarity Diff/Totalnt

1 G-bacteria Thermoflavimicrobium dichotomicum KCTC3667(T) AF138733 93.6 11/172

2 G-bacteria AcidithiobacillusferrooxidansATCC23270(T) CP001219 98.5 3/194

3 Y-bacteria AcidithiobacillusferrooxidansATCC23270(T) CP001219 98.5 3/194

4 G-bacteria LuteibacteranthropiCCUG25036(T) FM212561 91.8 16/194

5 G-bacteria DeinococcusaquatilisCCUG53370(T) AM940971 98.3 3/181

6 Y-bacteria Acidiphilium organovorum ATCC43141(T) D30775 99.4 1/168

G-bacteria;Gosengbacteria,Y-bacteria:Yeonhwabacteria
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Fig. 6. The similarity analysis(UPGMA) of denaturing gradient gel

electrophoresis(DGGE)foracidophilicindigenousbacteriaof16SrRNA sequence.

G-bacteria;Goseongbacteria,Y-bacteria;Yeonhwabacteria,M1andM2;marker.
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3.1.4.우 세균의 특성

고성 박테리아 연화 박테리아 시료에 존재하는 세균 모두는 Acidithiobacillus

속(genus)에 속하는 종(species)으로 분석되었다.Acidithiobacillus속은 분류학

치는 Proteobacteria문(phylum),Gammaproteobacteria강(class),Acidithiobacillales

목(order),Acidithiobacillaceae과(family)에 속하며,Acidithiobacillaceae과에는 유일하

게 Acidithiobacillus속만 존재한다.Acidithiobacillus속은 Kelly와 Wood(2000)에 의해

Thiobacillus속의 Thiobacillusthiooxidans,Thiobacillusferroxidans Thiobacillus

caldus종을 재의 Acidithiobacillus속으로 재분류 하 다.Acidithiobacillus속의 표

균주는 Acidithiobacillusthiooxidans이며, 재 5종이 존재한다.

(http://www.bacterio.cict.fr/a/acidithiobacillus.html)
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3.2. 석 물

고성 폐 석과 연화 폐 석을 연마편으로 제작하여 반사편 미경으로 찰한 결과 고

성 폐 석은 황철석(pyrite):55.5%,황동석(chalcopyrite):10.5%,방연석(galena):5.1% 등

이 함유되었고(Fig.7),연화 폐 석의 경우,자류철석(pyrrhotite):60.8%,섬아연석

(sphalerite):20.4%,황동석(chalcopyrite):3.75% 등이 함유되어 있었다(Fig.8).고성 폐

석에서는 직사각형의 모양에 강도가 강하여 매끈하지 못하고 거친 표면들이 특징

인 황철석들과 동 산의 표 인 물인 황동석이 많이 찰되었으며,연화 폐

석에서는 황동석과 섬아연석은 용리구조로 나타나며,자류철석은 황동석과 공생

물로 산출되었다.

본 실험에 사용되는 폐 석을 보다 더 자세히 알아보기 해 -200mesh로 미분

쇄하여 XRD를 이용하여 정성분석을 실시하 다.실시한 결과,고성 폐 석의 경우

황철석,황동석,석 등이 주요 물임을 확인할 수 있었고(Fig.9),연화 폐 석의

경우 물의 조성이 황철석,자류철석,방연석 등으로 이루어져 있었음을 확인할

수 있었다(Fig.10).수질공정시험법에 의해 왕수분해한 뒤 원자흡 분석기를 이용

하여 화학 분석한 결과 연화 폐 석은 Fe가 61.3%,Cu가 10.16%,Zn이 28.51%로

측정되었고,고성 폐 석은 Fe가 44.86%,Cu가 33.82%,Pb가 14.67%,Zn이 6.55%

로 과거에 동 산이었던 삼산제일 산 폐석 치장에서 채취한 고성 폐 석이 연

화 폐 석보다 Cu함량이 더 높게 나타났다.
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Fig.7.Reflectedphotomicrographoforespecimenfrom theGoseongabandoned

minewaste(magnification×160).Ch;chalcopyrite,Py;pyrite,G;galena
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Fig.8.Reflectedphotomicrographoforespecimenfrom theYeonhwaabandoned

minewaste(magnification×160).Ch;chalcopyrite,Pyr;pyrrhotite,Sp;sphalerite
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Fig.9.X-raydiffractionpatternsoftheGoseongabandonedminewaste.Q;quartz,

P;pyrite,Ch;chalcopyrite
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Fig.10.X-raydiffractionpatternsoftheYeonhwaabandonedminewaste.P;pyrite,

Pyr;pyrrhotite,G;galena
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3.3. 응-배양액에서의 pH 변화

본 연구의 목 속이온이 함유된 CuSO4·5H2O가 용해된 응-배양액에서 고

성 토착박테리아와 연화 토착박테리아가 성장함에 따라 pH가 감소하 다(Fig.11).

응실험이 진행되는 3주,6주,9주 12주 기 pH는 황산을 사용하여 고성 토착

박테리아가 종된 응-배양액은 2.62,연화 토착박테리아가 종된 응-배양액

은 2.82로 각각 조정하 다.pH 조정은 기에 한 번 수행하 다.고성 연화 토

착박테리아 모두 3주 응-배양액의 pH는 박테리아가 성장함에 따라 비교 서서

히 감소하 으나 6주 응-배양액의 pH는 매우 빠르게 감소하 고,6주 응-배양

액 보다 9주 응-배양액의 pH가 더 빨리 감소하 으며,9주 보다 12주 응-배양

액에서 pH가 가장 빠르고 많이 감소하 음을 확인하 다.

연화 토착박테리아가 종된 3주 응-배양액의 기 pH는 2.82 으나 21일에는

2.33으로 감소하 고,6주 응-배양액의 기 pH 역시 2.82에서 21일에는 1.69로

더 많이 감소하 다.9주 응-배양액에서는 6주 응-배양액보다 더 낮은 1.44로

측정 되었고,12주 응-배양액에서는 9주 응-배양액보다 더 낮은 1.4로 측정되

었다(Fig.11a).

고성 토착박테리아가 종된 3주 응-배양액의 기 pH는 2.62 으나 21일에는

2.13으로 감소하 고,6주 응-배양액의 기 pH 역시 2.62에서 응실험 종료된

21일 후에는 1.61까지 감소하 으며,9주 응-배양액에서는 기 pH2.62에서 1.44

까지 감소하 다.4차 응실험인 12주 응-배양액에서는 3차 응실험 즉,9주

응-배양액에서 보다 더 낮은 1.4까지 감소하 다(Fig.11b).
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Fig.11.TheevolutionofpH intheadaptation-medium containingCuSO4·5H2O

withindigenousbacteria(a;Goseongbacteria,b;Yeonhwabacteria(●;3weeks,

■;6weeks▲;9weeks,◆;12weeks)).
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3주,6주,9주 12주 응-배양액의 pH 감소는 CuSO4·5H2O로 응기간이 길

수록 빠르고 더 낮게 감소하 다.이와 같은 결과는 CuSO4·5H2O이 고농도의 Cu
2+

이온이 박테리아에게 독성으로 작용하여 고성 연화 토착박테리아에 내성을 길

러 것으로 사료된다.즉,고농도의 Cu2+ 이온에 의해 응실험 기에는 토착박

테리아의 사활동에 장애를 받아 산화활동이 느리게 일어나게 되고 이로 인해하

여 pH감소가 서서히 일어난 것으로 사료된다.

Fig.12은 3주와 6주 응실험이 완료된 21일에 응-배양액 10ml(21일)를 여과

지로 여과하여 SEM에서 찰한 토착박테리아들의 모습이다.수많은 박테리아들이

막 모양으로 여과지에 층을 형성하 다. 응-배양액에는 10g/L의 CuSO4·5H2O

이 각각 용해되어 있어서 21일 동안 고농도의 Cu
2+
이온이 독성으로 작용하 을 것

이다.그러나 Cu
2+
이온의 독성에도 불구하고 Fig.13과 Fig.14와 같이 수많은 박테

리아들이 찰되었다는 것은 고성 연화 토착박테리아 모두 Cu2+이온에 어느 정

도 내성이 형성되었음을 의미하는 것으로 생각한다(RawlingsandKusno,1994).
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Fig.12.SEM imageofindigenousbacteriallayeronthefilterpaperfrom the

adaptation-medium.Goseongbacteriahavebeenadaptedintheadaptation-medium

for21dayswithCuSO4·5H2O(a;3weeks,b;6weeks).
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Fig.13.SEM imageofindigenousbacteriallayeronthefilterpaperfrom the

adaptation-medium.Yeonhwabacteriahavebeenadaptedintheadaptation-medium

for21dayswithCuSO4·5H2O(a;3weeks,b;6weeks).



-34-

3.4.용출-배양액에서의 pH 변화

Cu
2+
이온에 3주,6주,9주,12주 동안 응된 고성 박테리아와 연화 박테리아를

고성 폐 석 연화 폐 석에 각각 종하 으며,42일 동안 미생물용출이 일어나

도록 32℃를 유지하 다.42일 동안의 pH 변화를 Fig.14에 나타냈다. 응 3주 박

테리아들에 의한 용출-배양액의 pH들은 체로 기 pH 조정(고성박테리아 =

2.62,연화박테리아 =2.82)이 후 감소하는 경향을 보 으나 용출 후기로 갈수록

증가하는 경향으로 나타났다.이와 같이 응 3주 박테리아가 포함된 용출-배양액

에서 pH가 증가하는 경향을 보이는 것은 박테리아에 의한 생물학 산화보다 무기

산화작용이 우세하게 일어나기 때문이다(Sampsonetal.,2005).무기 산화작

용이 일어날 때 산소 반응에 의하여 다음과 같이 pH가 증가한다. 석에 포함된

황동석이 산소에 의해 무기 화학작용이 일어나며 수소이온이 소비되기 때문이다.

산소의 직 인 산화작용으로 수소이온이 소비되는 반응은 다음과 같다(Mousavi

etal.,2005).

  
→     (Eq.1)
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Fig.14.TheevolutionofpHintheleaching-mediumwithminewasteore(a;Goseong

bacteria,b;Yeonhwabacteria).Thebioleachingexperimentswerecarriedoutbyusing

theadaptedbacteriawithCuSO4·5H2Ofor3weeks(●),6weeks(■),9weeks(▲),12

weeks(◆)andnon-adaptation(○),respectively.
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pH가 증가하는 다른 요인은 석 사이에서 일어나는 galvanic반응 때문이다.

정지 압 차이가 다른 석들이 용출-배양액에 혼합되어 있으면 갈바니 지

(galvaniccell)가 형성된다.정지 압이 낮은 석표면은 부식이 일어나 속이 용

해되고 정지 압이 큰 석 표면에서는 산소가 물로 환원된다.이때 수소이온이 소

비되기 때문에 pH가 증가한다(AttiaandEl-Zeky,1990a).

   
→ (Eq.2)

본 연화 폐 석의 경우에는 자류철석이 상 으로 제일 많이 산출된다(Fig.8).

따라서 정지 압이 낮은 자류철석이 용출-배양액에서 양극(anode)으로 작용하고 황

동석이나 섬아연석은 음극(cathode)으로 작용하 을 것이다(Ahonenetal.,1986).

그러므로 자류철석 표면에서 Fe
2+
가 용출되고 황동석이나 섬아연석 표면에서 H2O가

생성되었을 것이다(MehtaandMurr,1982,1983;Natarajan andIwasaki,1983;

Ballesteretal.,1989). 응 6주,9주 12주의 박테리아에 의한 용출-배양액의

pH들은 기 pH 조정 이후 증가 경향을 보 으나 용출실험 말기에는 감소경향으

로 나타났다.용출실험 말기에 pH가 감소하는 원인은 박테리아에 의하여 미생물학

산화작용이 우세하게 일어나기 때문이다.이는 응된 박테리아의 활동으로 인

하여 황화 물에 포함되어 있던 원소 황이 산화되어 황산이 생성되기 때문이다

(AttiaandEl-Zeky,1990a).

  →→ (Eq.3)

따라서 6주,9주,12주 응 박테리아들에 의해서 생물학 산화작용이 우세하게

일어나고, 한 갈바니반응이 동시에 일어났을 것이다.만약 갈바니 반응이 일어났

다면,정지 압이 낮은 자류철석 표면에서는 많은 양의 Fe2+가 방출되었을 것이고

음극으로 작용하는 황동석이나 섬아연석 표면에서는 상 으로 은 양의 Cu이

온이 용출되었을 것이다.
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3.5.박테리아 부착 특성

Fig.15는 고성 토착호산성박테리아를 고성 폐 석 용출-배양액에 종한지 42일

즉 용출실험이 종료된 후 고성 폐 석의 표면이다.Fig.15에서 막 모양의 토착호

산성박테리아들이 고성 폐 석 표면에 군집을 이루어 부착되었고(Fig.15a),토착호

산성박테리아들이 부착한 고성 폐 석 표면은 크랙(crack)이 발달된 부분이다(Fig.

15b).이와 같이 토착호산성박테리아들이 고성 폐 석 표면의 쇄면에 군집을 이

루어 부착하는 원인은 고성 폐 석의 결함이 있는 장소를 박테리아들이 선호하기

때문으로 사료된다.

토착호산성박테리아들은 석의 결정구조가 불완 한 장소,화학 으로 결합이

약한 장소, 는 결정격자 구조에 변 가 일어난 장소를 선택하는 것으로 알려져

있다.즉 이러한 장소들은 토착호산성박테리아들이 산화에 지를 쉽게 얻을 수 있

는 장소들이다(SouthwoodandSouthwood,1986;KellerandMurr,1982;Bennett

andTributsch,1978;Edwardsetal.,2001).박테리아 부착 도와 결정면의 결함

도는 서로 상 성이 높으며(Brierly,1978),황화 물 표면에 결함이 있는 부분에

박테리아가 선택 으로 부착하는 것으로 알려져 있다(BerryandMurr,1975;Murr

andBerry,1976).
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Fig.15.SEM imagesofindigenousacidophilicbacteriaontheGoseongabandoned

minewastesurface.42daysafterincubationwithbacteriaatGoseongabandoned

minewasteleaching-medium.Thescalebaris5.00㎛(a)and 4.00㎛(b)in

length.
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Fig.16은 연화 토착호산성박테리아를 연화 폐 석 용출-배양액에 종하여 용출

실험이 종료된 42일이 경과된 연화 폐 석의 표면이다.Fig.16에서 보듯이 Fig.15

보다 Fig.16에서 보다 더 많은 토착호산성박테리아들이 연화 폐 석 표면에 부착

되어 있었다.표면에 부착되어 있는 토착호산성박테리아들의 모양은 보통 알려진

막 모양 뿐만 아니라,고리모양,S자모양 등의 형태학 으로 돌연변이로 추정되는

박테리아가 찰되었다(Fig.16a).미생물체는 속이온에 노출되면 이 반응이

일어나서, 농도에서는 응이 일어나지만 고농도에서는 사멸,선택 혹은 돌연변

이가 발생한다고 알려져 있다(SalderandTrudinger,1967).

Fig.16b는 Fig.16a보다 더 많은 곳의 크랙과 홀(hole)이 존재하 으며,막 모

양의 토착호산성박테리아들이 연화 폐 석 표면을 다 뒤덮고도 결함이 있는 크랙

과 홀 속에 부착되어 있었다.이는 고성 폐 석으로 용출 실험했을 때와 동일한 특

성으로 박테리아가 산화에 지가 얻기 쉬운 결함이 있는 부분 즉, 석 표면의 크

랙이나 홀 속에 토착호산성박테리아가 선택 으로 부착한 것으로 사료된다.
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Fig.16.SEM imagesofindigenousacidophilicbacteriaontheYeonhwaabandoned

minewastesurface.42daysafterincubationwithbacteriaatYeonhwaabandoned

minewasteleaching-medium.Thescalebaris10.00㎛(aandb)inlength.
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3.5. 응효과에 따른 용출량 변화 향상

Cu
2+
이온에 응 3주,6주,9주 그리고 12주 된 고성 박테리아들을 고성 폐 석

에 각각 종하고 미생물용출이 일어나는 42일 동안의 Cu함량을 3일 간격으로 그

래 로 나타냈다(Fig.17a).3주 ,6주,9주,12주 응된 박테리아에 의하여 고성 폐

석 1.5g/L로부터 용출된 평균 Cu함량은 각각 44.98mg/L,61.03mg/L,103.98

mg/L,133.18mg/L이 다.역시 속이온으로부터 응 기간이 증가되면 Cu의

미생물 용출량이 증가하 다. 응 3주 박테리아 보다 응 6주 박테리아에서 용출

된 Cu함량이 약 1.35배 향상되었다. 응 6주 박테리아 보다 응 9주 박테리아에

서 용출된 Cu함량은 약 1.7배 향상되었고, 응 3주 박테리아보단 약 2.31배 더

많은 양이 용출되었으며, 응 12주 박테리아는 응 9주 박테리아보다 약 1.28배

더 많은 양이 용출되었고 응 3주, 응 6주 박테리아보다 약 2.96배,2.18배 더

많은 Cu이온이 용출되었다(Fig.17a).

연화 박테리아의 경우,고성 박테리아들을 이용하여 용출했던 방법과 같은 방법

으로 3주,6주,9주,12주 응된 박테리아를 연화 폐 석에 각각 종하여 42일 동

안 3일 간격으로 Cu함량을 그래 로 나타냈다(Fig.17b).3주,6주,9주,12주 응

된 박테리아에 의하여 연화 폐 석 1.5g/L로부터 용출된 Cu함량은 각각 74.38

mg/L,109.85mg/L,116.75mg/L,149.34mg/L로 측정되었다.고성 박테리아와 같

이 응기간이 증가될수록 미생물에 의한 Cu용출량이 증가되었고, 응 3주 박테

리아보다 응 6주 박테리아가 1.47배, 응 6주 박테리아보다 응 9주 박테리아

가 1.06배, 응 9주 박테리아보다 응 12주 된 박테리아가 1.27배 더 많은 양의

Cu이온을 용출하 다(Fig.17b).

응 3주,6주,9주,12주 박테리아에 의하여 용출된 Cu함량을 계함량으로 나

타냈다(Fig.17).1.5g/L의 고성 폐 석에서 용출된 Cu함량은 응 3주 박테리아

에서 629.81mg/L, 응 6주 박테리아에서 854.52mg/L, 응 9주 박테리아에서

1455.75mg/L, 응 12주 박테리아에서 1864.57mg/L로 나타났으며,1.5g/L의 연

화 폐 석으로부터 용출된 Cu함량은 응 3주에서 1041.38mg/L, 응 6주에서

1537.99mg/L, 응 9주에서 1634.52mg/L, 응 12주에서 2090.85mg/L이 다.

속이온의 노출시간 즉, 응기간이 증가하면 용출되는 Cu함량은 응기간에 정

비례하여 증가하 다(Fig.17).
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Fig.17.ChangesintheconcentrationofCuduringthebioleachingexperimentusing

indigenous acidophilic bacteria a;Goseong bacteria,b;Yeonhwa bacteria.(●;

withoutbacteria(N/D),○;non-adaptationbacteria,■;3weeksadaptationbacteria,

□;6weeksadaptationbacteria,◆;9weeksadaptationbacteria,◇;12weeks

adaptationbacteria)
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응 3주,6주,9주 12주 박테리아에 의해 고성 폐 석으로부터 용출된 Fe함

량을 그래 로 나타내었다(Fig.18a).1.5g/L의 고성 폐 석으로부터 용출된 Fe평

균함량은 응 3주 박테리아에서 43.76 mg/L, 응 6주 박테리아에서 111.689

mg/L, 응 9주 박테리아에서 117.07mg/L, 응 12주 박테리아에서 199.22mg/L

이 다(Fig.18a).그리고 응 3주 박테리아 보다 응 6주 박테리아가 2.55배 용

출량이 많았고, 응 6주 박테리아 보다 응 9주 박테리아에서 1.04배 더 높았으

며, 응 9주 박테리아 보다 응 12주 박테리아에서 1.7배 더 많은 양의 Fe이온

이 용출되었다(Fig.18a).

1.5g/L의 연화 폐 석으로부터 용출된 Fe함량은 응 3주에 40.63mg/L이 고

응 6주에 45.49mg/L이 고 응 9주에 147.91mg/L이 으며, 응 12주에서

223.19mg/L로 측정되었다(Fig.18b). 응기간에 따라 용출 효율을 비교해보면

응 3주 보다 응 6주에서 1.12배, 응 6주에 비해 응 9주에서 3.25배, 응 9주

보다 응 12주에서 1.5배 더 용출효율이 좋았으며,가장 높은 용출효율을 보인

응 12주와 가장 낮은 용출효율을 보인 응 3주를 비교해보았을 때, 응 12주가

응 3주 보다 5.49배 더 높은 용출량을 나타내고 있었다(Fig.18b).이는 용출하고

자하는 목 속이온으로 응시키지 않아도 속이온이 포함된 환경에 노출

되어 박테리아는 속이온인 Fe이온에 한 독성까지 내성이 형성되어 용출효

율이 더 증가된 것으로 사료된다(Tuovinenetal.,1971).

이와 같은 용출 결과는 무기 산화작용이 주로 응 3주에 일어났고 응 6주,

9주,12주에서는 생물학 산화작용이 우세하게 일어났기 때문인 것으로 사료된다.

42일 동안 용출된 Fe함량을 계함량으로 나타냈다(Fig.18).1.5g/L의 고성 폐

석에서 응 3주 박테리아에 의해서 용출된 Fe함량은 612.74mg/L, 응 6주 박

테리아에 의해서 용출된 Fe는 1563.64mg/L, 응 9주 박테리아에 의해서 용출된

Fe는 1639.03mg/L이 고, 응 12주 박테리아에 의해서 용출된 Fe는 2789.14

mg/L이 다(Fig.18a).
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1.5g/L의 연화 폐 석의 경우, 응 3주 박테리아에 의해서 용출된 Fe함량은

568.81mg/L, 응 6주 박테리아에 의해서 용출된 Fe는 636.96mg/L, 응 9주 박

테리아에 의해서 용출된 Fe는 2070.84mg/L이 고, 응 12주 박테리아에 의해서

용출된 Fe는 3124.79mg/L이 다(Fig.18b).

Fe용출량이 응 3주 보다 응 6주에서, 응 6주 보다 응 9주에서, 응 9

주 보다 응 12주 박테리아가 종된 용출-배양액에서 높게 용출되었다.이와 같

은 용출량 향상은 두 가지 요인으로 해석할 수 있다.우선 Cu이온에 응된 박테

리아에 의해 생물학 산화작용이 활발하게 진행되었기 때문이다. 하나는 갈바

니반응에 의한 결과이다.생물학 산화작용이 진행된 것으로 해석할 수 있는 근거

는 6주,9주,12주 박테리아를 종한 경우 용출-배양액의 pH가 용출 후반부에서

감소 경향으로 나타났기 때문이다(Fig.14).자류철석이 포함된 용출-배양액에서,

무기 갈바니 반응이 우세하게 일어나는 응 3주에서 보다 생물학 산화작용과

갈바니 반응이 동시에 일어나는 응 6주,9주,12주에서 많은 양의 Fe가 용출되었

기 때문이다.특히 정지 압이 낮은 자류철석과 정지 압이 높은 황동석 혹은 섬아

연석이 용출-배양액에서 서로 하는 경우,자류철석은 양극으로 작용하여 자류

철석 표면에서 Fe2+ 이온이 부식되어 용출되고,음극으로 작용하는 황동석이나 섬

아연석 표면에서는 H2O가 생성되기 때문에 Cu이온이 상 으로 게 용출된다

(MaloufandPrater,1961;HiskeyandWadsworth,1975).
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Fig.18.ChangesintheconcentrationofFeduringthebioleachingexperimentusing

indigenousacidophilicbacteriaa;Goseongbacteria,b;Yeonhwabacteria.(●;without

bacteria,○;non-adaptationbacteria,■;3weeksadaptationbacteria,□;6weeks

adaptation bacteria,◆;9 weeks adaptation bacteria,◇;12 weeks adaptation

bacteria)
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4.토 의

합효소연쇄반응과 16SrRNA염기서열 분석기술은 산성 산배수에 서식하는 박

테리아에 하여 직 으로 종(species)구분을 할 수 있는 기술이다.특히 이 기술

들은 환경시료에서 사 에 순수배양을 거치지 않고 미생물들의 종(species)을 감정

(identification)할 수 있다.Bondetal.(2000)은 16SrRNA염기서열 분석을 캘리포니

아의 Richmondmine의 산성 산배수에 용하여 Leptospirillum sp.과 Sulfobacillus

spp.을 감정한 바 있으며,Lopez-Archillaetal.(2001)은 스페인의 Tinto산성 산배

수에 Proteobacteria의 γ group인 T.ferrooxidans,T.thiooxidans와 α group인

Acidiphilium sp.L.eptospirillum ferrooxidans그리고 Gram positive박테리아인

Bacillusmegaterium,B.subtilis,B.amyloliquefaciens,B.stearothermophius,B,

cerus등을 감정한바 있다. 한,Yinetal.(2008)은 국 동 산의 산배수에서

Proteobacteria,Acidobacteria,Actinobacteria,Nitrospira,Firmicute,Chlorella등

을 감정하 다.

고성 연화 박테리아 시료에 존재하는 세균은 모두 Acidithiobacillus속(genus)

에 속하는 종(species)으로 분석되었다.이와 같이 서식환경이 다른 지역에서 채취된

박테리아임에도 불구하고 모두 Acidithiobacillus속(genus)이 우 종으로 나타난 이

유는 황(S
0
)과 철(Fe

2+
)성분이 풍부한 배양액에서 계 배양을 오래동안 지속되어 왔

기 때문으로 사료된다.

실험실에서 박테리아를 배양한다는 자체가 이미 자연환경의 조건을 제 로 반

하지 못하는 것이다(Headetal.,1998;Amannetal.,1995). 합효소연쇄반응과

16SrRNA 염기서열 분석이 배양하기 까다로운 혹은 배양할 수 없는 박테리아에

하여 감정할 수 있는 도구로 이용되었지만,실은 여러 가지 측면에서 오해나 편

견이 발생할 수 있다.박테리아의 nucleicacid를 환경시료에서 추출하는 기 단계

에서 심각한 편견(bias)이 유발될 수 있다.환경시료에 포함되어 있는 박테리아들의

nucleicacid를 추출하는 단계에서 물리 혹은 화학 방법을 용한다.
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그러나,이 방법으로 환경시료에 포함되어 있는 모든 박테리아의 nucleicacid가

균등하게 용리(lysis)되지 않는다는 때문에 특정 박테리아의 nucleicacid가 선택

으로 용리된 추출물을 PCR로 증폭하면 심각한 오류가 발생할 수 있고(Amann

etal.,1995;Headetal.,1998),환경시료의 오염물질이 함께 추출되어 PCR증폭

을 방해하는 경우,PCR증폭의 편차,PCR증폭에서 키메라(chimera)와 같은 물질

생성 등에 의하여 심각한 오류의 함정에 빠질 수 있다(Wintzingerodeetal.,1997).

A.ferrooxidans는 ferrousiron과 원소 황(S
0
) 는 환원형태의 황을 산화하는 능

력을 갖고 있는 박테리아이다(Olson,1991;DasandMishra,1996).

본 연구에 이용한 고성 연화 토착호산성박테리아에 하여 16SrRNA염기서열

을 분석하여 ATCC(Americantypeculturecollection)표 균주인 Acidithiobacillus

ferrooxidans23270과 비교한 결과 유사성(similarity)이 각각 96.99∼97.79%,97.59∼

97.90%로 나타났으며,일반 으로 박테리아 유사성이 97%이상이면 같은 종으로 간주

한다(StackebrandtandGoebel,1994).따라서 본 용출 실험에 이용한 토착박테리아는

황화 물을 산화시켜 유용 속이온을 용출 시킬 수 있는 호산성박테리아임을 확인하

다.토착박테리아가 Cu
2+
이온에 내성을 가질 수 있도록 CuSO4·5H2O가 용해된

응-배양액에서 3주 주기로 되풀이하여 계 배양하 다. 응 3주 동안 응-배양

의 pH는 매우 느리게 감소하 다(Fig.11).3주 동안 Cu
2+
이온에 응된 박테리아

를 용출-배양액에 종하고 42일 동안 용출실험을 수행하 지만 pH감소가 일어나

지 못하 다(Fig.14).그러나 Cu
2+
이온에 3주 동안 응시킨 박테리아를 다시

Cu2+이온에 3주 동안 총 6주 응시킨 결과 응-배양의 pH가 매우 빠르게 감소

하 다. 한 6주 응 박테리아를 폐 석이 포함된 용출-배양액에 종하자 pH가

감소경향으로 나타났으며,6주 이후로 응기간이 더 길어질수록 pH가 더 빨리 감

소하 다.이는 박테리아가 Cu
2+
이온에 내성이 길러지고 그리고 생물학 산화작

용으로 폐 석으로부터 유용 속이온이 용출될 수 있는 응기간이 최소 6주 이상

이 소요되는 것으로 생각된다.
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특히 6주 응 말기(22일)에 많은 박테리아들이 층을 이루어 나타나는 모습은

Cu
2+
독성 이온에 내성이 형성되었기 때문으로 해석된다(Fig.13).박테리아를

속이온에 노출시키면 이 반응(biphasicresponse)이 나타나는 것으로 알려져 있다

(SadlerandTrudinger,1967).즉, 속이온의 농도가 낮은 경우,박테리아는 이

속이온에 자극(stimulation)을 받아 내성이 형성된다.그러나 속이온이 고

농도인 경우,박테리아는 속이온에 의하여 성장장애를 일으켜 사멸 혹은 선택

(selection)되거나 돌연변이(mutation)가 출 한다(Woese,1987;Rawlings and

Kusno,1994).수많은 박테리아가 속이온에 노출되었을 경우, 속이온에

하여 내성인자를 가지고 있지 않은 부분의 박테리아는 사멸한다.그러나 내성인

자를 갖고 있는 극소수의 박테리아는 속이온에 선택되어 증식하게 된다. 한

내성인자를 갖고 있는 박테리아가 증식하는 과정에서 속이온의 독성에 더 잘

견디는 돌연변이가 계속하여 출 한다.이 돌연변이들은 속이 포함된 환경에서

더 많이 증식하게 되고 결국 속이온에 내성인자를 갖는 우 종으로 생존하게

된다(SilverandPhung,1996).실제 으로 SilverandPhung(1996)는 속이온에

내성이 형성된 박테리아 일수록 라스미드(plasmid)가 증가하고 화학 삼투력이

증가하는 것을 확인하 다.

Cu
2+
이온에 3주,6주,9주,12주 동안 응된 고성박테리아와 연화박테리아의 용

출 효율을 알아보기 해 1.5g의 고성 폐 석과 연화 폐 석에 각각 종하여 42

일 동안 32℃에서 미생물 용출 실험한 결과,고성박테리아의 경우,Cu함량은 각각

44.98mg/L,61.03mg/L,103.98mg/L,133.18mg/L로 응 3주,6주,9주,12주를

비교하 을 때,각각 1.35배,2.31배,2.96배로 용출량이 더 증가되었고,Fe함량은

각각 43.76mg/L,111.68mg/L,117.07mg/L,199.22mg/L로 용출량을 비교하 을

때, 응 3주,6주,9주,12주 각각 2.55배,2.67배,4.55배 더 증가하 음을 확인할

수 있었다.

연화박테리아의 경우,Cu함량은 응 3주,6주,9주,12주에서 각각 74.38mg/L,

109.85mg/L,116.75mg/L,149.34mg/L로 측정되었고 용출량을 비교한 결과,각각

1.47배,1.56배,2.01배가 더 증가되었다.Fe함량은 응 3주,6주,9주,12주에서 각

각 40.63mg/L,45.49mg/L,147.91mg/L,223.19mg/L로 측정되었고 측정된 결과

를 이용하여 용출량을 비교한 결과,각각 1.11배,3.64배,5.49배로 응 기간이 길

수록 증가되었다.이는 응기간이 길어질수록 용출효율 한 증가되는 응기간과

용출효율은 정비례 계인 것으로 사료된다.
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본 연구를 실시하면서 아쉬운 이 있다면,목 속 이온에 응시키는 동안

SEM을 통해 수많은 미생물이 폐 석 표면에 부착되어 있는 것을 찰하 지만,

미생물의 개체수를 세어보지 못해 미생물 개체수와 용출 효율을 직 비교해보지

못하여 좀 더 질 좋은 data를 가지지 못해 아쉬웠다.향후 실험 계획으로는 미생물

개체수를 측정하여 용출효율과의 계를 규명할 것이며,미생물을 응시키는 방법

들, 속의 종류,농도 그리고 응 온도 등으로 보다 더 다양한 factor를 설정하

여 미생물의 내성을 극 화 시킬 수 있는 최 의 조건을 찾는다면 보다 더 효과

으로 유용 속을 용출시켜 낼 수 있을 것으로 사료된다.
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5.결 론

본 연구에서는 상업 으로 순수 배양된 박테리아를 분양받아 이용하지 않고 삼

산 제일 산,연화 제2 산 등 각각의 폐 산 지역에서 생존하고 있는 토착박테리

아를 채취하여 배양하 다.표 균주와 유사도를 비교한 결과,고성 연화 박테

리아는 유사도가 각각 96.99-97.79%와 97.59-97.90%로 나타났다.변성구배 겔

기 동으로 2개 지역 박테리아들에 한 군집분석을 수행한 결과 고성 연화

박테리아는 모두는 Acidithiobacillusferrooxidans와 98.5%의 유사도를 보 으며,

고성 연화 폐 산에 방치되어 있는 폐 석으로부터 유용 속이온을 토착박테리

아를 이용하여 효과 으로 용출시키고자 하 다. 속 이온에 내성이 형성될 수

있도록 CuSO4ㆍ5H2O를 응-배양액에 첨가하여 주기 으로 응실험을 수행하

다. 응실험이 진행될수록 성장-배양액의 pH가 더 빠르게 감소하 으며, 응 3

주,6주,9주,12주 박테리아를 이용하여 42일 동안 미생물용출을 수행한 결과,연

화 박테리아에서 응 3주,6주,9주,12주 모두 기 pH 보다 감소하 으나,고성

박테리아에서는 응 3주에서 기 pH보다 증가하는 경향으로 나타났지만 응 6

주에서부터 9주,12주 모두 감소하 다.Cu Fe함량은 응 3주 보다 응 6주

에서, 응 6주 보다 응 9주에서, 응 9주보다 응 12주 박테리아에서 높게 용

출되었다. 응 3주,6주,9주,12주 박테리아에 의하여 용출된 Cu,Fe함량 향상율

을 비교해 보면 Fe가 Cu보다 많이 향상되었다.따라서 장 환경에 응된 토착

박테리아를 이용하고 한 목 속 이온으로 토착박테리아를 응시켜 다면

어떤 지역의 산폐석에서라도 유용 속이온을 효과 으로 용출시킬 수 있을 것으

로 기 된다.
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