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DGGE를 이용한 PCE 및 TCE의 혐기적 탈염소화 군집의 미생물 군집분석
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acceptors on the bacterial composition of dechlorinating communities. The enrichment cultures reductively

dechlorinating PCE and TCE were developed from three environment samples using acetate as electron donor.

The cultures were prepared by sequential enrichment, which was seeded with sediment and dredged soil.

Denatured gradient gel electrophresis (DGGE) of 16S rRNA gene fragment was used to compare the micro-

bial communities of these three enrichment cultures. After incubation for 4 weeks, the removal efficiencies of

PCE and TCE were highest from Yeocheon site (87.37% and 84.46%, respectively). PCE and TCE as electron

acceptors affected the bacterial diversity and community profiles in the enrichment cultures. DGGE analysis

showed that the dominant bacteria in PCE and TCE enrichment were belonged to Clostridium sp., Desulfoto-

maculum sp., and uncultured bacteria.
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서 론

산업화에 따라 수많은 유기성 물질이 대량으로 생산되어 토

양 및 지하수를 오염시키고 있다. 이들 중 perchloroethylene

(PCE)와 trichloroethylene (TCE)는 염소계 유기화합물로 우

수한 탈지능력과 세정력을 가지고 있어, 드라이클리닝, 금속

산업의 세정용매 등으로 널리 사용되어 왔다. 그러나 사용

후 부실한 관리로 인해 자연계에 방출되어 지하수와 지표수

를 오염시키고 있다. 염소계 유기화합물은 휘발성이 매우 강

하고, 발암성을 가지고 있으며, 분자구조가 매우 안정한 난

분해성 물질로, 처리에 있어서 많은 시간과 비용이 요구된

다. 따라서 염소계 유기화합물의 오염에 따른 광범위한 수

질오염과 이들이 인체에 미치는 영향에 대한 심각성이 제기

되어 국내에서도 1993년부터 PCE 및 TCE를 폐수 배출기

준에 포함시켰으며, 현재 먹는 물 수질기준의 경우 PCE와

TCE는 각각 0.01 mg/L와 0.03 mg/L로 규제되고 있다[1].

이러한 염소계 유기화합물의 처리는 유지관리 비용이 많

이 드는 물리·화학적 방법보다 생물학적 처리법이 경제적

이고 친환경적인 방법으로 알려지고 있다[17]. 생물학적 처

리에 있어서 PCE나 TCE는 호기성 조건에서는 분해되기 어

려우나 혐기성 조건에서 hydrogenolysis에 의해 PCE의 염소

이온이 수소이온과 치환되는 환원반응에 의해 단계적으로

PCE, TCE, cis-1,2-dichloroethene (cis-DCE), vinyl chloride

(VC), ethene으로 탈염소화 된다[14]. 또한, 치환된 염소수가

많을수록 환원전위가 증가하여 환원적 탈염소화 반응이 더

잘 일어난다고 알려져 있다[7]. 자연계에는 다양한 미생물이

존재하지만 미생물 탐색 및 분리의 어려움으로 지금까지 밝

혀진 혐기성 탈염소화 미생물종은 매우 적으며, 혐기성 상

호대사에 의한 탈염소화가 미생물이 염소화합물을 분해하는

주된 기작으로 여겨지고 있다[5]. Dehalococcoides etheno-

genes strain 195와 Dehalococcoides sp. strain FL2는 각각

PCE와 TCE를 ethene으로 완벽하게 탈염소화시키는 능력을

가지고 있다[6, 14]. 그러나, Dehalococcoides sp. 195와

FL2는 무해한 ethene으로의 전환이 항상 나타나는 것이 아

니며, cis-DCE, VC에서 탈염소화반응이 종결되는 경우도 자

주 관찰되고 있다[11]. 하지만, PCE와 TCE에서 ethene으로

전환시 영향을 미치는 요인(전자 수용체, 전자 공여체, 온도

등)에 의해서 저해되거나 촉진되는지에 대한 명확한 규명이

현재까지 밝혀지지 않았다. 이러한, 알려지지 않은 성장요인

에 의하여 일반적인 분리 및 배양이 매우 어렵기 때문에, 미
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생물 단독에 대한 연구가 힘든 상황이다. 그리고, 각각의 미

생물들은 주변 환경에 따라 다른 미생물들과 상호작용을 통

해 군집을 형성하기 때문에, 미생물군집의 특성은 개별적으

로 존재하는 미생물과는 다른 특성을 가지며, 매우 복잡한

상호작용을 통해 발현적 특성을 가진다. 따라서 미생물 각

각을 이해하는 것보다 미생물군집을 이해하는 것이 매우 중

요하게 여겨지고 있다. 이러한 미생물 군집 구조와 다양성

을 이해하기 위한 조사하는 방법으로 16S rRNA 염기서열

분석을 이용하는 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

(DGGE), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP),

Fluorescent in situ Hybridization (FISH) 등 여러 분자생물

학적 방법들이 개발되어, 생태학적인 관계를 규명하기 위해

사용되고 있다[4, 12, 15].

본 연구에서는 하천의 저니와 해양의 저니로부터 염소계

유기화합물인 PCE 및 TCE의 혐기성 탈염소화에 관련하는

미생물을 농화배양하여 DGGE 방법으로 미생물 군집 분석

을 수행하였다. 본 연구를 통한 생태학적인 기초 지식과 미

생물간의 탈염소화 과정에서의 상호작용 이해는 성공적인

생물정화에 기여할 것으로 판단된다.

실험재료 및 방법

하천의 퇴적물과 해양준설토로부터 염소계 유기화합물인

PCE와 TCE의 탈염소화에 관여하는 미생물군집을 탐색하고

혐기성 상호대사에 의한 탈염소능을 확인하며, 이로부터 안

정화된 미생물 혼합균주 확보 및 군집분석을 수행하였다.

시료채취 및 보관

탈염소화에 관여하는 미생물들은 주로 저니에서 발견된다

고 보고되고 있으며, 혐기성 조건의 하천, 해양의 저질에 존

재한다고 보고되었다[7]. 또한, 이전에 PCE 및 TCE로 오염

된 지역의 저질에 분포할 가능성 크기 때문에 이를 근거로

하천, 해양의 저니에서 시료를 채취하였으며, 광양(준설토)

(34o55'47" 127o40'40"), 하남(퇴적토)(35o14'25" 128o38'47"),

여천(토양)(34o48'54" 127o37'53") 등 전국에서 시료를 채취

하였다. 시료 채취는 라이너 토양채취기(SJD-1600, 50×300

mm)(Sinjung, Changwon, Korea)와 PVC pipe를 이용하여

약 30~40 cm 정도의 깊이에서 채취하였다. 채취한 토양은

기밀용기(Wheaton, NJ, USA)에 넣은 다음 질소포기를 약 3

분간 실시하여 토양의 산소를 제거하고 외부공기와 접촉을

차단시킨 후, ice box를 이용하여 0~4oC에서 시료를 운반하

였다.

혐기성 배양 조건

탈염소화능을 가지고 있는 혐기성 미생물을 탐색하기 위

해 회분식 실험(batch experiment)을 실시하였다. 실험에 사

용된 배지는 Sung 등[19]이 사용한 무기염 배지를 사용하였

으며, PCE와 TCE를 전자 수용체로 하고, 아세테이트를 전

자 공여체로 사용하여 배양 하였다. 무기염 배지의 조성은

MgSO4·6H2O, 0.5 g; NH4SO4, 0.3 g; K2SO4, 0.3 g; CaSO4·

H2O, 0.015 g; resazurin, 0.0025 g; Na2S·9H2O, 0.048 g;

L-cysteine, 0.035 g; NaHCO3, 2.52 g; trace element solu-

tion (A) 1 mL, trace element solution (B), 1 mL; yeast extract

0.2 g와 같다[18]. 무기염 배지는 질소 flushing (N2:CO2=

80:20)을 통해 산소를 제거하였다.

회분식 실험을 위해 총 용량 160 mL의 혈청병에 채취한

시료 1 g(습중량)과 무기염 배지 50 mL, 전자 공여체로는 2

mM 아세테이트를 주입하였고, 2 mM의 TCE와 PCE를 각

각 기질로 함께 주입한 다음, 테프론 재질의 Gray Butyl

Septa (Wheaton, NJ, USA)를 사용하여 완전히 밀폐시켰다.

밀폐된 혈청병은 암조건의 28oC에서 정치 배양하였으며, 3

반복으로 진행되었다. 4주에 한번 새로운 배지로 3회에 걸

쳐 집적배양 하였다. 새로운 배지로의 접종은 전체 용량에

10%로 하였고, 계대 배양 시 마다 혈청병내에 존재하는 PCE

및 TCE를 측정하여 탈염소화능을 확인하였다(Fig. 1).

염소화합물 분석

염소화합물 분석을 위한 표준물질 TCE와 PCE는 Aldrich

에서 구입하였다. 염소 화합물의 농도는 Gas Chromatog-

raphy-flame ionization detector (Varian 3400CX, CA, USA)

로 분석하였으며, DB-624 capillary column (30 m×0.32 mm

×1.8 µm, J&W, CA, USA)을 이용하여 headspace 부분에

잔존하는 염소 화합물을 분석하였다. TCE와 PCE분석을 위

한 오븐 조건은 40oC에서 8분간 머문 후 6oC/분으로 승온시

켜 최종온도 100oC에서 2분간 정지하였다. 이때, 주입기와

검출기의 온도는 각각 225oC와 250oC로 설정하였다. 이상

의 조건에서 VC, 1,1-DCE, cis-DCE, trans-DCE, TCE,

PCE 각각의 체류시간은 각각 1.5, 2.21, 4.9, 3.2, 8.4, 14.6

분 이었다. 그리고, VC, cis-DCE, TCE, PCE의 검출한계는

각각 0.35, 0.48, 0.056, 0.12 µmole/bottle이었다. 염소화합

물의 정량은 Sung 등[18]의 방법을 따랐다.

DNA 추출 및 PCR 조건

4주간 PCE와 TCE를 첨가하여 혐기 배양한 농화배양액에

서 3 mL을 취한 후, FastDNA Spin Kit for Soil (Bio101,

CA, USA)을 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. 미생물

다양성을 확인하기 위하여 농화배양으로부터 얻은 DNA를

주형으로 16S rRNA gene을 PCR 반응하여 증폭하였다. 1

차 PCR은 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-

3’)와 1541r (5’-AAG GAG GTG ATC CAN CCR CA-3’)

을 이용하여 50 µL 안에 1×PCR buffer, 20 mM MgCl2,

40 mM dNTP mixture, 각 primer (1 µM), template DNA

(50 ng), 0.5 U Taq polymerase를 첨가하여 PCR을 수행하였

다[15, 16]. PCR 반응조건은 94oC에서 5분 동안 DNA를 변
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성시킨 후 94oC에서 1분, 56oC에서 1분, 그리고 72oC에서

1.5분으로 25 cycle을 수행한 후 72oC에서 7분 동안 final

extension을 수행하였다. 각각의 PCR 산물들은 ethidium

bromide 염색 후 1% agarose gel에서 확인하였다. 1차 PCR

의 증폭산물을 주형으로 2차 PCR을 수행하였으며, 사용된

primer는 40개의 GC clamp가 붙은 341fGC (5’-CGC CCG

CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA

CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’)와 786r

(5’-CGA CCA GGG TAT CTA ATC-3’)을 이용하여, PCR

을 실시하였다[8, 10]. 이때 사용된 PCR mixture는 1차

PCR에 사용된 것과 동일하며, 사용된 PCR 반응조건은 94oC

에서 5분 동안 DNA를 변성시켜, 94oC에서 45초, 60oC에서

45초, 그리고 72oC에서 45초로 72oC에서 7분 동안 final

extension을 수행하였다. Annealing 온도를 초기에는 60oC에

서 시작해서 1 cycle당 0.5oC 감소하게 20 cycle 수행하였고,

그 후 50oC에서 15 cycle을 수행하여 PCR을 완료하였다. 얻

어진 2차 PCR 증폭산물은 ethidium bromide 염색 후 1%

agarose gel에서 확인 후, DCode System (Bio-Rad, Hercules,

USA)를 이용하여 DGGE를 수행하였다[16].

DGGE 조건

PCR 증폭산물은 DcodeTM System (Bio-Rad, Hercules,

USA)을 이용하여 DGGE를 수행하여 분석하였다[16]. Dena-

turing gradient gel은 10% polyacrylamide (37.5:1=acrylamide

:bisacrylamide)에 urea와 formamide 변성제를 40~70%까지

농도구배가 연속적으로 형성되도록 첨가하여 gradient gel을

제작하였다. 이와 같이 제작된 gel에 PCR증폭산물을 30 µL

씩 loading하여 1×TAE buffer (40 mM Tris, 20 mM acetic

acid, 1 mM EDTA, pH 8.0)에서 60oC, 75 V로 20시간 동

안 전기영동하였다. 전기영동이 끝난 gel은 ethidium bro-

mide에서 염색한 후, UV로 확인하였다[16].

염기서열분석

Denaturing gradient gel 상에서 다른 위치에 존재하는

DNA 단편들을 회수하기 위하여 각각의 밴드를 선택한 후,

각각 잘라내어 3차 증류수 50 µL를 첨가하고 4oC에서 하룻

밤 동안 방치한 후 원심분리(6,300×g, 5분)하여 상등액을 취

하였다. 각 밴드에서 회수한 DNA를 주형으로 341fGC와

786r primer를 이용하여 위와 같은 방법으로 PCR을 수행하

였다. PCR 증폭산물은 gel extraction kit (Cosmo, Seoul,

Korea)를 이용하여 정제하였다. 정제된 PCR 산물은 automa-

tic DNA sequencer (model 377; Applied Biosystems, Foster,

USA)를 이용하여 염기서열을 결정하였으며, 결정된 염기서

열은 National Center for Biotechnology Information (www.

ncbi.nlm.nih.gov)의 Genbank database를 이용하여 BLAST

search를 통해 분석하였다.

결과 및 고찰

미생물에 의한 PCE와 TCE의 탈염소화

염소화합물을 분해하는 미생물 혼합균주 확보를 위하여

하천, 해양저질 등에서 채취한 시료를 이용하여, 무기염 배

지에서 혐기배양을 실시한 뒤에 탈염소화 효율을 조사하였

다. 본 연구에서 PCE나 TCE의 탈염소화 반응생성물은 측

정하지 않았으며, headspace 부분에 잔존하는 염소 화합물

을 분석하고, 배양시에 대조구와 시료내의 PCE와 TCE의 변

화를 관찰함으로서 탈염소화 효율을 평가하였다. 또한, 환경

시료에서 탈염소화 관련 혐기성 미생물을 보다 우점화 시키

기 위해 집적배양하였다. 집적 배양을 수행하면 탈염소화 효

율은 큰 변화가 없지만, 탈염소화 활성이 증대되어진다. 이

는 환경시료로부터 탈염소화에 관련된 혐기성 미생물을 탐

색하는 데 있어서 집적배양은 반드시 필요하며, 이는 탈염

소화 활성에 긍정적인 영향을 미친다고 볼 수 있기 때문에

본 연구에서도 집적배양을 수행하였다[11, 13].

4주간 집적배양을 통해 광양, 하남, 여천시료가 PCE와

TCE의 탈염소화율이 우수한 것으로 나타났으며, 그 밖의 다

른 시료도 PCE 및 TCE로 농화배양을 수행하였으나, 시료

마다 그 효율에 있어 차이를 보이고 있다. 또한, 배양기간에

따라 PCE 및 TCE가 약간 감소하였으나, 탈염소화율은

20~30% 정도로 매우 낮게 나타났다(자료 미제시).

Fig. 1은 4주간의 집적배양 후, 잔존하는 PCE와 TCE농도

를 초기농도와 비교하여 탈염소화율을 나타낸 것이다. 광양,

하남, 여천시료의 PCE 탈염소화율은 59.56%, 80.73%,

87.37%를 나타내고 있으며, PCE의 평균 분해능은 75.8%를

나타내고 있다. PCE 탈염소화능은 여천 > 하남 > 광양시료

의 순으로 나타났다. 또한, TCE 탈염소화율은 83.74%,

75.47%, 84.46%로 TCE 평균 분해능은 81.2%로 높게 나타

Fig. 1. PCE/TCE dechlorination efficiency in anaerobic batch

test. Sampling site; G (A tideland, Gwangyang), H (A sediment,

Hanam river), Y (Soil, Yeocheon).
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내고 있으며, TCE 탈염소화능은 여천 > 광양 > 하남시료의

순으로 여천시료가 가장 높은 탈염소화능을 갖는 것으로 분

석되었다. PCE와 TCE 탈염소화능은 광양, 하남, 여천시료

중에서 가장 우수한 시료는 여천 시료로 85% 이상의 PCE

와 TCE 탈염소화율을 보이고 있다. 이와 같이 다양한 탈염

소화율을 보이는 것은 시료마다 탈염소화에 관련된 혐기성

미생물들이 존재하기는 하나 탈염소화율이 우수한 시료에

보다 많이 존재하며, 탈염소화 미생물이 우점종을 차지하고

있기 때문인 것으로 판단된다.

PCE와 TCE의 탈염소화 효율을 상대 비교하였을 때 동일

한 환경시료를 이용했음에도 PCE와 TCE의 탈염소화 효율

은 차이를 보이고 있다. 하남, 여천시료는 PCE 탈염소화율

이 TCE 탈염소화율 보다 우수한 것으로 나타났다. 이러한

원인을 탈염소화 반응속도차에 의한 것이라 기존의 연구에

서 보고하고 있다. 혐기성 미생물의 탈염소화 반응을 통해

PCE는 최종산물인 ethene을 생성하며, 중간 생성물인 TCE,

DCEs, VC를 생성하는데 탈염소화 반응속도를 비교해보면

치환된 염소의 수가 많은 화합물일수록 탈염소화 반응속도

가 증가한다[20]. 따라서 PCE의 첫 번째 혐기성 탈염소화

중간생성물인 TCE를 주입하였을 때와 PCE를 직접 주입하

였을 때를 비교하면 같은 시료에 존재하는 미생물의 TCE

탈염소화 반응속도는 상대적으로 PCE의 탈염소화 반응속도

보다 낮아서 탈염소화 효율이 낮은 것으로 판단되어진다.

탈염소화 반응속도 이외에 PCE와 TCE의 탈염소화 효율

은 우점하는 미생물 종에 따라 영향을 받으며, 광양시료의

경우 PCE의 탈염소화율은 높은 반면, TCE 탈염소화율은 낮

게 나타났는데, 이는 시료내에 PCE보다 TCE를 쉽게 탈염

소화하는 미생물이 우점한다는 것을 간접적으로 시사하고

있다.

미생물 군집분석

전국의 시료를 각각PCE와 TCE를 넣고 배양한 후, 탈염

소화율이 우수한 3개의 시료(광양, 하남, 여천)를 선발 하였

으며, 4주간 집적배양한 배양액으로부터 전체 DNA를 획득

하여 세균용 universal primer로 알려진 341fGC와 786r

primer를 이용하여 PCR 증폭산물을 얻었으며, agarose gel

상에서 예상되는 486 bp의 밴드를 확인하였다(자료 미제시).

미생물 군집다양성을 확인하는데 유용한 기법인 DGGE를

이용하여 미생물 군집의 다양성을 조사했다.

각 배양액의 DGGE profile에서 다양한 밴드들을 확인할

수 있었으며, 각 시료는 기질(PCE와 TCE)에 따라 다른 밴

드 pattern을 나타내고 있다(Fig. 2). 각 환경시료의 PCE 및

TCE의 집적배양 전과 집적배양 후의 DGGE profile은 매우

다르며, 집적배양 전 시료에 나타나는 밴드가 집적배양 후

에는 대부분 보이지 않고, 새로운 밴드들이 나타남을 확인

하였다. 이것은 오염물질에 따른 미생물 군집은 시간에 따

라 변화됨을 의미한다.

Table 1과 같이 DGGE gel에서 다른 위치에 존재하는 56

개의 밴드를 분리하였고, 분리된 밴드에서 DNA를 추출하여

염기서열을 분석하였으며, NCBI의 GeneBank를 이용하여

상동성을 비교 검색하였다. 각 군집의 주요 미생물은 DGGE

gel에서 강한 intensity를 나타내는 밴드로 9번 밴드는

Tissierella praeacuta (X80833)로 분석되었다. 20번과 31번

밴드는 Sedimentbacter sp. (AY221992, AY766467)로 Y-

TCE 시료와 H-TCE 시료에서 공통적으로 나타났다. 30, 33

번 밴드는 uncultured bacteria로 분석되었으며, 36, 46번,

55번 밴드는 Clostridium-like bacteria (U27711, CR933216)

로 분석되었다.

G-TCE 시료 농화배양의 주요 미생물은 9번 밴드(Tissier-

ella praeacuta, X80833)와, 19번 밴드(Clostridium sp.

EBR, AB186360)이다. 그러나 이 밴드들은 G-PCE 시료 농

화배양에는 나타나지 않았다. G-PCE 시료 농화배양의 주요

미생물은 1번 밴드(Unidentified eubacterium, AJ229210)와

3번 밴드(Unidentified eubacterium, AJ229206)로 나타났다.

H-TCE 시료 농화배양와 H-PCE 시료 농화배양도 다른 pat-

tern을 보이고 있다. H-TCE 시료 농화배양의 31번(Sedi-

mentibacter sp., AY766467), 36번(Clostridium-like species,

U27710), 37번(Desulfotomaculum ruminis, Y11572)이 주요

미생물이며, 이 밴드는 H-TCE 시료 농화배양에만 나타났

다. 한편 Y-TCE 시료 농화배양와 Y-PCE 시료 농화배양는

Fig. 2. DGGE patterns of 16S rRNA gene fragments of soil and

enrichment culture with different electron acceptors. S; soil, P;

PCE enrichment, T; TCE enrichment. Sampling site; G (A tide-

land, Gwangyang), H (A sediment, Hanam river), Y (Soil, Yeo-

cheon).
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38번(Clostridium hastiforme, X77848), 44번(Uncultured

Clostridiaceae bacterium, AB218338), 45번(Desulfosporo-

sinus youngii, DQ117470), 46번(Clostridium-like sp., U27711),

47번(Desulfotomaculum carboxydivorans, AY961415) 밴드

가 같은 위치에서 관찰되었다. 그러나 주요미생물은 Y-TCE

에서는 38번(Clostridium hastiforme, X77848), 49번(Un-

cultured bacterium, CT574058)이고, Y-PCE 의 주요 미생물

은 44, 45, 46, 47번으로 다르게 나타났다.

DGGE 분석결과, 탈염소화와 관련된 미생물들로는 황산

염 환원 세균(sulphate-reducing bacteria, SRB)와 아세테이

트 산화세균(acetate-oxidizing bacteria, AOB)가 우점하는것

으로 분석되었다. SRB로 분석되어진 29, 37번 밴드는 각각

Desulfotomaculum nigrificans (AB026550)와 100%, Desul-

fotomaculum sp. (Y11572)와 94% 유사하였다. 밴드 37, 45,

47, 28, 29번 밴드는 각각 Desulfotomaculum sp. (Y11572)

와 100%. Desulfosporosinus youngii (DQ117470)와 99%,

Desulfotomaculum carboxydivorans (AY961415)와 96%, D.

aeronauticum (X98407)와 97%, Desulfotomaculum nigrificans

(AY742958)와 94% 유사한 것으로 확인되었다. SRB균주는

탈염소화 효율을 증대시키는 것으로 알려져 있으며, 과거

PCE나 TCE에 오염된 지역의 토양에서 종종 발견되었으며,

탈염소화 미생물의 co-culture로서 인식되고 있다[2, 3, 22].

최근 몇몇 세균들은 염소계 알칸 (chlorinated alkanes)의 탈

염소화 과정을 통해 성장에 필요한 에너지를 얻는다고 알려

져 있다.

아세테이트는 혐기성조건에서 메탄을 생성하는 선구물질

로 알려져 있으며, AOB에 의하여 H2와 CO2로 전환된다.

H2는 PCE 및 TCE의 염소를 제거하는데 이용되며, 혐기성

배양에서 중요한 역할을 한다. Clostridium sp.는 AOB에 속

하며, 혐기성 배양조건에서 아세테이트를 메탄, H2, CO2를

생성한다고 보고되어지고 있다[9, 21]. 농화배양된 시료의 군

집분석을 통하여 Clostridium sp. (6, 19, 35, 36, 38, 40,

46, 53, 55번 밴드)이 모든 시료에 존재하는 것을 확인하였다.

DGGE gel에서 전자 수용체에 따라, 다른 미생물 다양성

과 community profiles 을 나타냄을 확인하였다. 또한, 농화

배양 시료 미생물의 DGGE를 통한 군집분석에서 혼합균주

를 구성하고 있는 균주들은 대부분 uncultured 미생물,

Clostridium sp.와 SRB등으로 조사되었다.

결 론

본 연구에서는 하천의 저니와 해양의 저니로부터 4주간

집적배양 통해 염소계 유기화합물인 PCE와 TCE의 탈염소

화율이 우수한 미생물 혼합균주를 획득하였으며, PCE 및

TCE의 혐기성 탈염소화에 관여하는 미생물 군집을 DGGE

방법으로 조사하였다. 본 연구를 통한 생태학적인 기초 지

식과 미생물간의 탈염소화 과정에서의 상호작용의 이해는

성공적인 생물정화에 기여할 것으로 판단된다.

1) 4주간 집적배양을 통해 선발된 광양, 하남, 여천시료가

PCE와 TCE를 PCE 75% 이상, TCE 81% 이상 탈염소화하

는 것으로 나타내며, 여천시료가 우수한 PCE/TCE탈염소화

율을 보이고 있다(PCE 87.37%, TCE 84.46%). 각 시료별로

PCE와 TCE의 탈염소화율이 차이를 나타내고 있는데, 이러

한 PCE와 TCE의 탈염소화 효율은 우점하는 미생물 종에

Table 1. Sequence similarity between DGGE bands and those of the closest relative in the GenBank database.

Band

No.

Accesion

No.
Species

Simi-

larity

Band

No.

Accesion

No.
Species

Simi-

larity

1

2

3

4

5

6

9

10

11

12

13

14

15

16

17

19

20

22

28

29

30

31

32

AJ229210

AM159271

AJ229206

DQ530152

AY607123

AF443595

X80833

DQ326077

DQ141596

DQ191815

AY540845

AY540843

AB232817

AY745868

DQ530152

AB186360

AY221992

AY607123

X98407

AY742958

DQ069229

AY766467

DQ117469

Unidentified eubacteriumfrom anoxic bulk soil 16S rRNA

Uncultured Clostridiaceaebacterium 16S rRNA

Unidentified eubacterium

Achromobactersp. RI55 16S rRNA

Uncultured Clostridia bacterium clone X3Ba26

Clostridium sp. ArC6 16S ribosomal RNA

Tissierellapraeacuta16S rRNA

Uncultured bacterium clone BA93 16S rRNA

Uncultured Alkaliphilussp. 16S rRNA

Uncultured Clostridiaceaebacterium clone

Uncultured bacterium clone dr36g

Uncultured bacterium clone dr74g

Uncultured bacterium

Exiguobacteriumsp. JL-30 16S rRNA

Achromobactersp. RI55 16S rRNA

Clostridium sp. EBR-02E-0046 16S rRNA

Sedimentibactersp. BRS2 16S rRNA

Uncultured Clostridia bacterium clone X3Ba26

D.aeronauticum16S rRNA gene

Desulfotomaculumnigrificans16S rRNA

Uncultured Anaerobrancasp. clone SRB2 16S rRNA

Sedimentibactersp. D7 16S rRNA

Gracilibacterthermotoleransstrain JW/YJLS1

98%

90%

94%

99%

98%

96%

99%

88%

95%

90%

97%

94%

92%

93%

94%

94%

93%

94%

97%

94%

96%

100%

86%

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

49

50

51

52

53

54

55

DQ113713

AY330127

AB186360

U27710

Y11572

X77848

AY221992

L11305

AY571338

DQ326077

AY548788

AB218338

DQ117470

U27711

AY961415

CT574058

CT574058

CT574058

AY588963

X76161

AY245479

U27711

Uncultured bacterium clone I5-47 16S rRNA

Uncultured Clostridium sp. clone AC039 16S rRNA

Clostridium sp. EBR-02E-0046 gene for 16S rRNA

Clostridium-like species 16S rRNA

Desulfotomaculum ruminis16S rRNAgene

Clostridium hastiforme16S rRNA gene

Sedimentibactersp. BRS2 16S rRNA

Clostridium hydroxybenzoicumsmall subunit 16S rRNA

Sedimentibacterhongkongensisstrain KI 16S rRNA

Uncultured bacterium clone BA93 16S

Oxobactersp. PPf50E4 16S rRNA

Uncultured Clostridiaceaebacterium gene for 16S rRNA

Desulfosporosinusyoungiistrain JW/YJL-B18 16S rRNA

Clostridium-like species 16S rRNA

Desulfotomaculumcarboxydivorans CO-1-SRB 16S rRNA

Uncultured bacterium partial 16S rRNA

Uncultured bacterium partial 16S rRNA

Uncultured bacterium partial 16S rRNA

Uncultured bacterium clone DE2.5 16S rRNA

Clostridium aminobutyricum16S rRNA

Uncultured bacterium ML17_DSV3 16S rRNA

Clostridium-like species 16S ribosomal RNA

95%

92%

93%

92%

100%

97%

87%

96%

98%

97%

95%

95%

99%

100%

96%

97%

94%

95%

92%

96%

95%

100%
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따라 영향을 받는다는 것을 간접적으로 시사하고 있다.

2) 선발된 세개의 탈염소화율이 우수한 시료에 대해서 미

생물 군집분석을 DGGE기법을 통해 16S rRNA gene염기서

열을 분석한 결과 탈염소화와 관련된 미생물들로는 SRB와

AOB가 우점하는 것으로 나타났다. 분석된 균주들은 탈염소

화 효율을 증대시키는 것으로 알려져 있으며, 과거 PCE나

TCE에 오염된 지역의 토양에서 종종 발견되었고, 탈염소화

미생물의 co-culture로서 인식되는 미생물이다. 이는 선발된

탈염소화 시료에서 PCE 및 TCE의 탈염소화효율에 직·간

접적으로 역할을 하는 것으로 사료된다.

요 약

광양, 하남, 여천지역의 토양, 하천 및 해양 퇴적물 등을

이용하여, 난분해성 염소화합물인 PCE (perchloroethylene)

및 TCE(trichloroethylene)의 혐기성 탈염소화에 관련하는 미

생물을 탐색하고 이들의 탈염소화 효율을 조사하였다. 혐기

성 상호대사에 의한 탈염소화 효율을 조사하기위해 전자 공

여체로 아세테이트를 사용하여 혐기성 회분식 실험을 실시

하였으며, 미생물 군집을 분석하기 위해, 분자생물학적인 기

법인 16S rDNA의 DGGE 기법을 이용하였다. 그 결과, 4주

간 집적배양을 통해 광양, 하남, 여천시료는 PCE와 TCE를

PCE 75% 이상, TCE 81% 이상 탈염소화하는 것으로 나타

내며, 여천시료가 우수한 PCE/TCE탈염소화율을 보이고 있

다(PCE 87.37%, TCE 84.46%). 또한, 전자 수용체에 따른 탈

염소화 배양액의 미생물 다양성은 DGGE로 분석하였으며, 우

점하는 미생물은 Clostridium sp., Desulfotomaculum sp.와

unculutured bacteria로 나타났다.
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