
Abstract

In the environment, chromium often exists in a highly 

mobile and toxic form of Cr(VI). Therefore, the reduc-

tion of Cr(VI) to less toxic Cr(III) is considered an ef-

fective remediation strategy for Cr(VI)-contamination. 

In this study, the biological reduction of hexavalent 

chromium was examined at the concentrations of 0.01 

mM, 0.1 mM, and 1 mM Cr(VI) by the dissimilatory 

metal-reducing bacterium, Shewanella sp. HN-41 in the 

presence of ferric-citrate. With the relatively condensed 

cell densities, the aqueous phase Cr(VI) was reduced at 

the proportions of 42%, 23%, and 31%, respectively for 

the 0.01 mM, 0.1 mM, and 1 mM Cr(VI) incubations, 

while Fe(III)-citrate was reduced at 95%, 88%, and 

73%, respectively. Although the strain HN-41 was not 

considered to reduce Cr(VI) as the sole electron accept-

or for anaerobic metabolism in the preliminary experi-

ment, it has been presumed that outer-membrane c-type 

cytochromes such as MtrC and OmcA reduced Cr(VI) 

in the presence of ferric-citrate as the electron acceptor. 

Since this study indicated the potential of relatively high 

cell density for Cr(VI) reduction, it might propose a bio-

remediation strategy for Cr(VI) removal from contami- 

nated waters using engineered systems such as bioreac- 

tors employing high cell growths.
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서 론

중금속이나 준금속(metalloids)이 산업 폐수 등의 형태로 

토양 및 다양한 수환경에 유출되었을 때 그 독성이 매우 강해 

인간을 포함한 다양한 생물체를 위협할 수 있다[1]. 금속의 용

해도와 이동성(mobility), 생물가용성(bioavailability)은 화

학 결합특성과 산화상태에 따라 달라질 수 있고, 그에 따라 생

물에 대한 독성이 크게 달라질 수 있다. 크롬은 그 산화상태에 
따라 독성이 달라진다. 자연환경에서 대부분의 크롬은 0가, 3
가, 6가의 산화상태로 발견된다. 그 중 3가 크롬은 환경에서 

토양 표면에 흡착하거나 수산화물 형태로 침전되어 가장 안정

적이고, 반면에 6가 크롬은 넓은 pH 범위에서 용해성이 커 높

은 생물 독성을 나타낸다. 미국 환경청(USEPA)에서는 6가 크

롬[Cr(VI)]을 그룹A 인간 발암성 물질로서 분류하였고, 주요 

오염물질로서 분류하였다. 그래서 오염 및 독성 저감의 측면에

서 Cr(VI)을 3가 크롬[Cr(III)]으로 환원시키는 것이 중요하게 
고려되어 왔고, 많은 물리화학적 및 생물학적 환원 기술들이 

연구되어 왔다[2,3]. 흡착, 이온교환, 전기투석과 같은 물리적

인 방법, 제일철[Fe2+ 또는 Fe(II)], 황화이온 등에 의한 화학적 
환원 등의 많은 오염저감 방법들이 있지만, 세균, 곰팡이, 효
모, 조류, 식물과 같은 살아 있는 생물체를 활용하는 오염저감 
기술이 중요한 친환경 기술로서 관심을 받아왔고, 이 중에서도 
세균과 곰팡이를 사용하는 기술이 가장 큰 가능성을 제시해 

주었다[4].
제이철[Fe3+ 또는 Fe(III)]이나 망간(Mn4+) 이온을 이화적 대

사의 최종전자수용체로 사용하여 혐기적 호흡을 수행할 수 있

는 것으로 알려진 이화적 금속-환원 세균(dissimilatory metal- 
reducing bacteria)은 비산염(arsenate), 우라늄[U(VI)O2

2+] 
등의 다른 (준)금속염이나 철산화수산화물[ferric (oxy)hyd- 
roxide] 등의 고체상 광물도 최종전자수용체(terminal elec- 
tron acceptor)로 사용하여 직접 환원시키거나 또는 간접적으

로 환원시킬 수 있는 것으로 알려져 있다[5-8]. 이러한 이화적 
금속환원 현상은 Cr(VI)에도 일부 세균에 의해 발생하는 것으

로 보고되었다[9-11].
이 연구에서는 금속환원세균으로 알려진 균주를 이용해서 

Cr(VI)의 환원을 알아보고자 하였다. 균주 HN-41이 Cr(VI)
을 혐기적 대사의 단일 최종전자수용체로 사용하지 못한다는 

것을 사전 시험에서 확인하여, 용해성 제이철 화합물인 ferric- 
citrate를 전자수용체로 사용하는 환경에서 Cr(VI)이 간접적으

로 환원되는지 여부를 연구하고자 하였다.

재료 및 방법

금속환원균주 및 배지, 배양

본 연구에는 실험실 culture collection으로부터 철환원균

주로 알려진 Shewanella sp. HN-41를 사용하였다[6]. 배지

는 M1 배지를 일부분 수정하여 다음 성분(g/L)으로 사용하였

다[5]: NH4Cl(1.5), KCl(0.1), NaH2PO4(0.6), NaHCO3 
(2.52), NaCl(1.75), HEPES(7.15). 산소지시자로서 resazurin

을 최종 0.0001%(wt/wt) 사용하였고, 비타민 및 미네랄 용액 
대신 yeast extract를 최종 0.005% 사용하였다. 배지의 pH는 
약 7.5로 조정하였고, 액체배지를 100% N2 기체로 30분 동안 
주입(purging)하였으며 head space도 100% N2 기체로 채웠

다. 배양은 butyl rubber stopper를 사용한 100 mL serum 
bottle에 최종 20 mL의 배지를 구성하여 실험하였다.

혐기성 배양의 전자수용체로서 ferric-citrate를 최종 5 mM 
농도가 되도록 사용하였고, 탄소원이자 전자공여체는 sodium 
lactate를 20 mM 농도가 되도록 사용하였다. 또한 실험 대상

인 6가 크롬은 K2CrO4를 사용하여 최종 0.01 mM, 0.1 mM, 
1 mM 농도가 되도록 세 종류의 배양실험을 하였다. 위 ferric- 
citrate 및 sodium lactate, potassium chromate 용액들은 

혐기성 상태의 stock solution으로 만들어 사용하였다. 균주 

HN-41은 TSB 액체 배지를 이용하여 30ºC에서 호기적으로 

16시간 배양하여 원심분리로 세포를 회수하고 M1 배지를 이

용하여 세척하였다. 세포를 다시 M1 배지에 현탁하고 이를 탁

도(OD at 600 nm)가 약 1.5 정도 되게 만들어, 실험 배양을 

위한 serum bottle내의 배지에 10-1(v/v)로 접종하여 30ºC에

서 정치 배양하였다. 실험은 균주 비접종 대조군 및 접종 실험

군 각각 3반복 배양하였다.

배양 모니터링 및 화학 분석

균주에 의한 철의 환원은 제이철[Fe(III)]이 환원되어 생성

되는 제일철[Fe(II)]을 ferrozine 분석법으로 분석하였다[12]. 
serum bottle 배양에서 주사기를 이용해서 배양액을 회수하

고, 동일 부피의 1 N HCl 용액과 혼합하여 0.5 N HCl에 용

해되는 Fe(II)를 준비하였다. 그 후 ferrozine 용액을 처리하

고 562 nm로 흡광도를 측정하여 농도를 계산하였다. total Fe
는 NH2OH·HCl을 이용하여 Fe를 Fe(II)로 환원시켜 측정하

였으며, 이를 이용해 Fe(III) 농도를 계산하였다.
6가 크롬의 분석은 USEPA의 1,5-diphenylcarbohydra- 

zide 방법을 사용하였다. HACH사의 Method 8023 파우더 

키트를 사용해 540 nm에서 흡광도를 측정해 농도를 계산하였

다. 표준 농도 용액은 K2CrO4로 제조하여 사용하였다. 배양액

을 주사기로 회수해서 0.45 μm 주사기 필터로 여과하여 분석

에 사용하였다.

결과 및 고찰

제이철(Fe3+) 및 6가 크롬(Cr6+)의 환원

금속환원균주 HN-41는 용존 Cr(VI)을 혐기적 대사의 최종

전자수용체로 사용하는 것이 사전 실험으로부터 확인되지 않

았다. 그래서 최종전자수용체로서 ferric-citrate를 사용하였고, 
Cr(VI)을 세 종류의 농도(0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM)로 실

험하였다. ferric-citrate는 환원되어 생성하는 Fe(II)를 모니터

링한 결과, 0.01 mM Cr(VI) 사용 배양에서는 초기 약 5 mM
의 ferric citrate[4.89±0.11 mM Fe(III)]에서 4일 후 4.63± 
0.06 mM Fe(II)가 생성되고 안정화되어 평균 약 94.7%가 환

원되었다(Fig. 1A). 그와 상대적으로 균주를 접종하지 않은 대
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조군에서는 Fe(II)의 생성은 무시할 정도의 농도였다. Cr(VI)
는 초기 약 0.01 mM이 사용되었고 1일 후 0.0078±0.0004 
mM로 수용액 농도가 줄어들었고, 5일 후 0.0057±0.0004 mM
로 약 42.4%가 Cr(III)로 환원된 결과를 보였다(Fig. 1B).

0.1 mM의 Cr(VI)이 사용된 배양에서는 ferric-citrate는 

5일 후 4.29±0.18 mM의 Fe(II)가 생성되어 약 87.8%가 환원

되었지만(Fig. 2A), 농도가 안정되지 못하고 증가의 경향이 있

어 배양이 더 진행되었다면 환원이 더 일어날 수 잠재성이 있

었고, 이는 0.01 mM Cr(VI)을 사용한 배양보다 조금 느린 

Fe(III) 환원 양상을 보인 것이다. Cr(VI)은 초기 0.099.3± 
0.001.8 mM에서 점진적인 감소를 보이며 5일 후 0.076.5± 
0.002 mM로 약 23.0%가 Cr(III)로 환원된 것으로 보였다

(Fig. 2B). 1 mM의 Cr(VI)이 사용된 배양에서는 위의 두 배

양 조건보다 더 느린 Fe(III) 환원 양상이 나타났다. 배양 1일 

후 Fe(II)는 2.47±2.0 mM의 농도가 검출되었고, 이후 점진적

인 증가를 나타내서 5일 후 3.57±0.08 mM의 Fe(II)가 검출되

어 약 73.1%의 ferric-citrate가 환원되었다(Fig. 3A). 이는 

Cr(VI)이 0.01 mM와 0.1 mM 농도로 사용된 배양에서 보다

(각각 94.7%, 87.8%의 Fe(III) 환원), 같은 시점에서 상당히 

낮은 정도의 환원이 진행된 것으로서, 6가 크롬의 독성과 세포

의 생장 및 대사 정도와 관계가 있을 것으로 추정할 수 있다. 
수용액상의 Cr(VI)은 배양 1일 후 0.71±0.04 mM로 감소하여 
31.0%가 Cr(III)로 환원되었고, 점진적으로 감소하여 배양 5일 
후에는 0.46±0.06 mM의 농도로 검출되어 약 55.2%의 Cr(VI)
가 Cr(III)로 환원되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 3B).

동일 세포 농도를 사용하여 동일 시간의 배양으로 0.01 
mM, 0.1 mM, 1 mM의 Cr(VI)이 다른 정도의 환원을 보였

고, 이는 위에서 언급하였듯이 Cr(VI)이 혐기적 대사의 최종

전자수용체로 사용되지 못함에 기인하며, 미생물 세포에 대한 

Cr(VI) 독성도 영향을 미쳤을 것으로 여겨진다. 최종 배양에 

세균 세포가 약 0.15 정도의 OD600 (2×108 cells/mL)로 비교

적 높은 농도로 사용되었기 때문에 1 mM 농도의 Cr(VI) 독
성에서도 더 낮은 농도의 배양과 유사한 비율의 Cr(VI) 환원

이 관찰된 것으로 판단된다. Fe(III)의 환원 정도도 Cr(VI) 농
도의 증가에 따라 그 정도가 감소한 것을 확인할 수 있었는데

(94.7%, 87.8%, 73.1%), 이것 또한 Cr(VI)의 독성에 따른 세
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ence of 5 mM Fe(III)-citrate. (A) Concentrations of 0.5 N 
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Cr(VI).
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포 생장 및 대사 정도의 감소로 그 원인을 추정할 수 있을 것

이다.
Cr(VI)은 대부분 크롬산염(CrO4

2-)의 산소산 음이온(oxy- 
anions) 형태로 존재하여 황산염이나 인산염과의 구조적 유사

성으로 박테리아의 멤브레인(membranes)을 비교적 통과하기 
쉽다고 알려져 있는 반면[13], Cr(III)은 그 화합물의 불용성이 
높아 세균의 멤브레인을 통과하기 어려운 것으로 알려져 있다

[14]. 이러한 Cr(VI)이 일단 멤브레인을 통과해 세포 내부로 

들어오면, NADH, FADH2, 시스테인 등의 환원제들에 의해 

Cr(III)로 환원이 일어날 수 있다. 이러한 기작들에 의해 강한 

독성의 Cr(VI)에 저항 기작을 갖는 세균들이 잘 알려져 있다. 
세균이 갖는 많은 금속 저항 기작들이 플라스미드 유전자에서 
유래하듯이, Shewanella sp. ANA-3는 플라스미드에 Cr(VI) 
저항을 유도하는 유전자(chr BAC)를 갖고 있는 것이 보고되었

다[15]. 이러한 Cr(VI)의 환원에 의해서만이 아니라, 세균은 

독성의 Cr(VI)에 저항하는 방법으로 catalase나 superoxide 
dismutase 같은 일반적인 활성산소 제거 효소에 의하거나, 
DNA 손상에 대응하는 효소에 의해, 또는 철을 흡수해 Fenton 

반응을 통해 수산화 라디칼 생성을 방지하는 방법으로 Cr(VI)
에 의한 산화적 스트레스를 줄일 수 있는 방법이 있는 것으로 

알려져 있다. 이 연구의 strain HN-41에 대해서는 Cr(VI) 저
항 유전자 연구가 선행되지 않았지만, 혐기적 호흡에 관계하지 
않을지라도 무독화(detoxification)를 위한 위와 같은 기능을 

하는 유전자를 기대해 볼 수 있을 것이며, HN-41이 어느 정

도 농도의 Cr(VI)에서 생존하고 배양될 수 있는 것을 고려하

면 일부의 저항 기작을 갖는 것으로 추정할 수 있을 것이다.
Cr(VI)의 환원은 부수적인 또는 이차적인 환원으로 여겨

진다. 비균일적(heterogenous) 환원에 우수한 고체 표면의 

Fe(II)와 달리[16], 이 실험에서 생성된 수용액상의 Fe(II)에 

의한 간접적인 환원은 그 정도가 크지 않을 것으로 추정되었

다. Cr(VI) 초기 농도 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM을 사용하였

을 때, Cr(VI) 환원 비율은 각각 42.4%, 23.0%, 55.2%를 보였

다(Fig. 1B, Fig. 2B, Fig. 3B). 또한 위에 언급하였듯이 Fe(III)
의 환원 정도는 94.7%, 87.8%, 73.1%로서 Cr(VI) 농도 증가

에 따라 감소하였다. 이는 Fe(III)의 환원은 Cr(VI) 독성의 증

가에 따른 대사의 저감으로 추정할 수 있으며, Cr(VI)의 환원

은 비대사적인 반응으로서 세 종류의 배양실험에서 유사한 정

도의 세포 농도가 갖는 유사한 농도의 효소들에 의한 반응으

로, Michaelis-Menten kinetics에서 말하는 초기의 더 높은 

기질(substrate, 여기서는 Cr)로 인한 더 높은 반응(환원)이 

일어난 것으로 추정한다. 이러한 반응에는 금속환원세균 특유

의 세포 표면 멤브레인 시토크롬(outer membrane cyto- 
chromes)이 부수적인 역할을 했을 것으로 여겨진다[17]. 본 

연구에 사용된 Shewanella sp. HN-41균주에 의해 Cr(VI)이 
혐기적 대사의 최종전자수용체로 사용되지 않는 것으로 추정

되지만, 아주 가까운 균주인 Shewanella oneidensis MR-1 
균주에서 제시되었듯이 멤브레인 시토크롬인 MtrC와 OmcA
에 의해 Cr(VI)이 Cr(III)로 환원되었을 잠재성이 크다[18].

환경오염에 대한 의의

광물 Fe(III)의 환원으로 생성된 Fe(II)는 광물표면에서 비

균질한(heterogenous) 반응을 매우 잘 일으키는 것으로 알려

져 있고[8,16], 이는 Cr(VI)의 환원에도 크게 기여할 수 있는 

것으로 보고되었다[19]. 하지만 수용액상의 Fe(II)는 그 환원

성이 크게 줄어들어 Cr(VI)에도 효과가 아주 미미할 것으로 

추정할 수 있다. 그렇지만 세포의 외부 멤브레인 시토크롬의 

역할로 인해 Se(IV), Tc(VII), U(VI) 같은 용해된 금속이온들

이 환원될 수 있듯이 Cr(VI)도 Cr(III)로 환원되는 것이 잘 알

려져 있고[20], 이 연구에서의 Cr(VI) 환원은 고체상이나 수용

액상의 Fe(II)에 의한 비생물학적인 이차적 환원보다는 미생물

학적 기작에 의해 환원되었다고 추정된다. 수용액상의 Cr(VI)
는 미생물 환원에 의해 독성이 낮은 고체 형태의 Cr(OH)3이나 
Cr2O3 등으로 세포 표면에 침전되는 것으로 보고되었다[19]. 
이는 이러한 미생물이 환경에 존재하여 오염된 수용액상의 

Cr(VI)을 고체상의 Cr(III)로 침전시켜 오염 농도 및 환경독성

을 줄일 수 있는 잠재성을 제시해 준다. 또한 이 연구에서의 

ferric-citrate는 이러한 금속환원세균이 사용하기 쉬운 혐기적 
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Fig. 3. Bacterial reduction of Cr(VI) at 1 mM in the presence 
of 5 mM Fe(III)-citrate. (A) Concentrations of 0.5 N HCl- 
extractable Fe(II); (B) Concentrations of aqueous phase 
Cr(VI).
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최종전자수용체로 사용될 수 있어서, 생물반응기(bioreactor) 
등의 미생물의 인위적인 생장을 통한 오염물질 저감 및 환원 

시스템 개발에 적용할 수 있을 것이다. 폐수처리 시설 등의 실

제 현장 적용은 아니지만, Zheng et al.[21]은 영가의 철(zero- 
valent iron)에 코팅된 Fe(III)-환원 세균(Morganella sp.)을 
이용하여 Cr(VI)을 효과적으로 제거하는 column 실험 결과

를 제시하였고, 이는 이러한 미생물에 의한 환원을 이용한 시

스템이 Cr(VI)으로 오염된 폐수처리에 응용될 수 있는 잠재성

을 보여준 것이라고 할 수 있다.
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