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미생물은 지구생태계를 유지시켜주는 중요한 생물이자 현

대의 생명공학에서는 핵심 소재로 활용되고 있는 유용자원

이다[4, 7]. 환경 중 존재하는 다양한 미생물의 종류를 알기

위해 최근 pyrosequencing 등 분자생물학적 기법을 활용한

연구들이 수행되고 있으나[5, 15], 이러한 결과로 알 수 있는

사실은 짧은 단편의 핵산 염기서열에 근거한 동정 등 극히

제한적이다. 환경에 존재하는 미생물의 생태학적 지위, 기능

및 생리생화학적 특성 등 후속적인 연구를 위해서는 미생물

을 배양하기 위한 효과적인 방법이 지속적으로 개발되어야

하며, 난배양성 미생물을 발굴할 수 있는 단서가 제시된 바

있다[6, 13].

한편, 하수처리장은 특수한 환경이 조성되어 탈질 등 기능

성 미생물 또는 총대장균군과 같은 특정 미생물에 대한 연

구를 중심으로 다양한 연구들이 보고되어 왔다[2, 11, 12]. 하

수처리장은 다양한 형태의 하수들이 빗물과 함께 유입되어

특정 공정을 거쳐 방류되는 형태로, 미생물에 대한 연구는

공정과 방류에 집중되어 있어 유입수에 대한 연구는 상대적

으로 미흡하였다. 또한 하수가 유입되어 처리되는 과정 중에

는 공정 별 특수환경이 조성되어 우점하고 있는 미생물들과

의 경쟁을 피할 수 없고, 자외선 또는 오존 등의 소독과정을

거치면서 방류수 중 미생물 다양성은 유입하수에 비해 상당

히 감소할 것이라고 예상되었다. 하수처리장 중 새로운 분류

군을 발굴하기 위해서는 공정 또는 방류수에 비해 유입하수

가 적합할 것으로 기대되었다. 이에 따라 본 연구에서는 유

입하수를 대상으로 유사 환경을 만들어주기 위한 배양 전략

을 활용하여 신분류군의 분리 가능성을 검토하였다.

2015년 11월 P 하수처리장 유입하수 시료를 멸균 채수병

에 채수하였으며, 당시 온도는 약 27.6oC, pH는 약 7.7이었

다. 채수한 물을 Whatman® filter paper 및 0.45 공극의

membrane filter paper (Whatman, USA)로 여과하여 멸균

증류수로 10배 희석하였다. 미생물 배양을 위한 배지는

Tryptic soy agar (TSA; BD, USA), Reasoner’s 2A agar

(R2A; BD, USA), Nutrient agar (NA; BD, USA) 및 Plate

count agar (PCA; BD, USA)를 기초로 제작한 1/10 유입하

수 용액을 증류수 대신 첨가 후 121oC에 15분간 멸균하였다.

한편 대조구로는 일반 복합배지인 TSA, R2A, NA 및 PCA

를 사용하였다. 유입하수 시료를 단계 희석하였고, 각각의 배

지에 2 반복으로 접종 후 25oC와 37oC에서 48시간 동안 배양

하였으며, 사용한 배지와 같은 배지 및 조건에서 임의로 집

락을 분리하였다. 유입하수 첨가배지에서는 총 197개의 미

생물을 순수 분리 하였으며, 형태(색, 투명도, 광택 및 규칙

성) 관찰 후 멸균된 20% glycerol을 사용하여 -80oC에 보존하

였다. 
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유입하수 첨가배지에서 분리한 미생물을 동정하기 위하

여 세균 16S rRNA 유전자를 증폭하였고[9], 197개 집락 중

179개 세균이 동정되었다. Phylum 또는 class-level에서 분

석해본 결과 25oC에 비해 37oC에서 배양한 균주들이 일반

배지에서 분리된 대조구와 차이가 나타났다. 특히 37oC 배

양 균주들은 Alphaproteobacteria가 우점(46.8%)하는 일반

배지와는 달리 유입하수 첨가 배지에서 분리한 균주들은

Betaproteobacteria가 34.2%로 우점하였으며, Gammaproteo-

bacteria의 경우 일반 배지 평균(9.7%)에 비해 유입하수 첨

가 배지에서 19.7%로 높게 나타났다. 또한 일반 배지에서는

Bacteroidetes 및 Firmicutes문에서 각각 6.8% 및 0.8%로

나타났으나, 유입하수 첨가배지에서는 각각 0.8% 및 11.5%

로 차이가 분석되었다(Fig. 1). 한편 genus-level에서는 25oC

에서 동정된 세균은 일반 배지 22개 속, 유입하수 첨가 배지

에서 20개 속이 동정되었고, 37oC에서 동정된 세균은 일반

배지 23개 속, 유입하수 첨가 배지에서 33개 속으로 나타났

다(data not shown). 유입하수 첨가 배지에서만 동정된 세

균 속은 25oC에서는 Labrenzia, Sanguibacter, Sphingomonas,

Sphingopyxis, Tessaracoccus 및 Uruburuella속이었으며,

37oC에서는 Alicycliphilus, Anoxybacillus, Arenimonas,

Gordonia, Paralcaligenes, Pseudoxanthomonas 및

Streptococcus속으로 총 13개 속이었다. 그러나 Aeromonas,

Comamonas, Flavobacterium 및 Novosphingobium 등 일

부 속은 오히려 유입하수 첨가 배지에서 분리되지 않아 유

입하수 첨가물이 일부 미생물을 오히려 억제할 가능성도 있

는 것으로 나타났다(data not shown). 이에 따라 유입하수

첨가된 unknown growth factor(일부 미생물을 억제 또는 촉

진)는 25oC에 비해 37oC에서 새로운 분류군을 발굴하는데

Fig. 1. Comparison of phylum-level composition using complex media and complex media with influent sewage water at 25oC
and 37oC.



182 Lee et al. 

http://dx.doi.org/10.4014/mbl.1602.02003

효과적이었으며, 일반 배지를 사용할 때에 비해 13개 속에

포함되는 종들에 대한 배양 가능성이 분석되었다. 이러한 결

과는 토양 추출액, 부식질산 유사체, 정족수인식 신호물질,

과산화물 등 물질의 첨가, 배양 기간의 연장 및 배지를 굳히

는 시약 변형 등을 활용한 신분류군 배양 가능성[6, 13] 결

과와 유사하게 나타났다.

신분류군 탐색을 위하여 Eztaxon database [8]에서

16S rRNA 유전자 염기서열 상동성을 분석하였다. 신분류군

은 97% 이하의 상동성을 기준으로 선정하였으며[1], 총 12

개의 분리주가 탐색되었다. 신분류군 추정 분리균주는 strain

PiPAN37-19 (Paralcaligenes속 추정, 1개 isolate), PiPAT25-

10 (Tessaracoccus속 추정, 1개 isolate) 및 Paracoccus속(10개

isolates) 균주들과 96.5% 이하의 상동성을 가지는 것으로 나

타났다(Table 1). 

신분류군들에 대한 정밀 동정 및 유연관계 분석을 위하여

계통수를 작성하였다. 계통수 구축을 위해 분리균주 10개의

유사균주에 대한 염기서열 및 out-group으로 사용할 고세균

의 염기서열[Halobacterium piscisalsi JCM 14661

(NR_113057), Nanoarchaeum equitans Kin4-M (NR_102878),

Candidatus Korarchaeum cryptofilum OPF8 (NR_074112),

Desulfurococcus fermentans Z-1312 (AY264344) 및

Caldisphaera lagunensis DSM 15908 (NR_102472)]을 미

국 국립생물정보센터(NCBI)로부터 수집하였다. 다중염기서

열 정렬은 PHYDIT version 3.2 [3]과 Bioedit ver. 7.1.3.0

을 사용하였으며[10] 계통수는 MEGA version 5.1을 사용하

여[14] maximum likelihood (ML)-Tamura-Nei 및 neighbor

joining (NJ)-Kimura 2 parameter 방법에 따라, bootstrap

1,000 반복으로 계통수를 구축하였다.

유입하수 첨가 배지에서 분리된 신분류군 추정균주 strain

PiPAN37-19은 Paralcaligenes ureilyticus와 96.5%로 가장

최상위 유사성이 분석되었으나, 계통수를 통해 분석한 결과

Candidimonas속 및 Paralcaligenes속과 모두 유연관계가

있는 것으로 나타났다(Fig. 2). Strain PiPAT25-10은

Tessaracoccus속에 포함되는 새로운 종으로 추정되고, T.

Fig. 2. Neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree and Kimura 2-parameter showing phylogenetic position of novel taxa based
on 16S rRNA gene sequences. Closed circle was used for corresponding branches recovered in the NJ and maximum likelihood
(Tamura-Nei distance model) trees. Five sequences of the domain archaea were used as an out-group. Bootstrap values were over than
50% based on 1,000 replications. Bar: 0.05 substitutions per nucleotide. 
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flavescens와 96.56%의 유사성이 분석되었으며, 계통수에서는

T. flavescens 및 T. bendigoensis와 유연관계가 분석되었다

(Fig. 2). 또한 strain PiPAN37-03 등 10개의 분리균주는

Paracoccus속으로 분류되는 새로운 종으로 추정되고, P.

aminovorans와 96.7%의 유사성이 분석되었으며, 분리한 균

주들끼리의 유연관계가 분석되어 10개는 모두 같은 종으로

추정되었다. 특히 분리된 세균 중 신분류군인 strain

PiPAN37-19와 PiPAT25-10은 일반배지에서는 동정되지 않

은 세균 속에 포함되었다.

본 연구에서는 유입하수 첨가 배지를 제조하는 배양전략

을 사용하여 유입하수로부터 일반 배지에서는 분리 및 동정

되지 않은 13개 세균속을 분리하였다. 또한 분리된 균주 중

12개는 16S rRNA 유전자 유사성 97.0% 미만의 신분류군이

었으며, 3종류의 세균속에 포함되는 것으로 분석되었다. 이

번 연구는 향후 신분류군의 발굴에 방법적 접근에서 기여할

수 있을 것이라고 사료되며, 신분류군의 발굴로 후속적인 연

구들이 가능할 것으로 기대된다.

요 약

본 연구에서는 신분류군 탐색을 위하여 유입하수 첨가 배

지를 제작하였다. 유입하수 첨가배지에서는 일반 배지에서

분리 또는 동정되지 않은 13속 세균들을 배양하였으며, 특

히 25에 비해 37oC에서 다양한 균주들을 배양할 수 있었다.

또한 유입하수 첨가 배지에서 총 12개의 분리 균주들이 97%

이하의 유사성을 나타내는 것으로 분석되었으며, 이들은

Tessaracoccus, Paracoccus 및 Candidimonas속(또는

Paralcaligenes속)과 유연관계가 있었다.
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