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Information

ABSTRACT

Since oil leakage is one of the most common nonpoint pollution sources that contaminate soil in Korea, the capacity of soil microbial 

community for degrading petroleum hydrocarbons should be considered to assess the functional value of soil resource. However, 

conventional methods (e.g., microcosm experiments) to assess the remediation capacity of soil microbial community are costly and 

time-consuming to cover large area. The present study suggests a new approach to assess the toluene remediation capacity of soil 

microbial community using a microbial diversity index, which is a simpler detection method than measuring degradation rate. The 

results showed that Shannon index of microbial community were correlated with specific degradation rate (Vmax), a degradation factor. 

Subsequently, a correlation equation was generated and applied to Michaelis-Menten kinetics. These results will be useful to 

conveniently assess the remediation capacity of soil microbial community and can be widely applied to diverse engineering fields 

including environment-friendly construction engineering fields.

Key words : Oil-Contaminated soil, Remediation assessment, Microbial diversity, Correlation analysis

초 록

유류오염은 우리나라의 대표적인 토양 비점오염원으로 알려져 있으며, 이를 정화하는 토양의 능력은 토양 자원의 기능적 가치 평가에서 매우 유

의하다. 특히 절/성토 설계 등의 친환경 건설기술 측면에서 토양의 유류오염정화능력을 평가하는 것은 중요하다. 그러나 마이크로코즘 실험을 

포함한 기존의 토양 유류 오염정화능력 평가기법은 경제적, 시간적인 제약이 많아 광범위한 지역에 적용하기 어렵다. 이에 본 연구에서는 유류

오염물질 중 가솔린의 대표적 오염물질인 톨루엔을 선정하여 쉽고 간편하게 측정할 수 있는 토양의 미생물 다양성 지표를 이용, 토양의 유류오염

정화능력을 평가하는 기법을 제시하였다. 연구를 통해 미생물 군집의 다양성 지표 중 Shannon index가 토양의 정화능력 인자인 Specific 

Degradation Rate (Vmax)와 상관성 관계가 있음을 보였고, 두 인자 간의 상관식을 도출할 수 있었다. 또한 본 상관식을 Michaelis-Menten 

kinetics에 적용하여 미생물 다양성 인자만으로 토양의 톨루엔 정화능력을 평가할 수 있는 기법을 제시하였다. 본 기법을 통해 간단히 토양의 톨

루엔 정화능력을 평가할 수 있으며, 친환경 건설기술분야와 같은 다양한 공학적 분야에 광범위하게 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

검색어 : 유류오염 토양, 정화능력 평가, 미생물 다양성, 상관관계 분석

환경 및 생태공학Environmental and Ecological Engineering
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1. 서 론 

급격한 산업화 및 도시화, 국민의 생활수준 향상 등으로 1980년

대 이후 우리나라의 주유소, 유류저장 탱크 등의 유류저장 시설 

수 및 유류 사용량이 급격히 증가하였다. 주유소의 수가 1990년 

대비 400% 이상 증가 되는 등(Shin et al., 2014), 전국에 유류활용 

시설이 널리 퍼져 있으며, 이에 따라 누출 등의 원인으로 인한 

유류오염이 도로 및 도시 지역 토양의 대표적인 비점오염으로 

인식되었다. 토양의 유류오염은 지하수 오염으로 확산될 수 있고, 

매체의 특성상 대기 및 수질오염에 비해 정화하는데 많은 시간 

및 막대한 비용이 소요된다(Yun et al., 2003). 이에 따라 미국 

등 선진국들은 마이크로코즘 실험을 통해 토양의 유류오염 분해능

을 평가하는 위해성평가기법을 사용, 유류 오염된 토양의 위해성 

및 토양의 정화능력을 평가하여 유류오염 정화의 기술을 선정하는 

등, 효율적인 유류오염처리를 위하여 노력하고 있다(Yun et al., 

2003). 또한 토양의 오염정화능력 평가를 통해, 토양의 정화능력을 

고려한 절/성토 설계 등 새로운 친환경 건설기술 창출에 기여할 

것이므로, 토양의 유류오염분해 능력 평가는 미래 건설 분야에서 

필수적이다. 그러나 광범위한 지역에 오염되는 유류오염의 특성 

상, 마이크로코즘을 이용해 유류오염토양의 분해능 및 분해속도를 

추정하여 토양의 정화능력을 평가하는 방법은 시간적, 경제적 제약

이 많다. 이를 해결하기 위해 미생물 다양성을 이용하여 토양의 

정화능력을 추정하는 방법이 제시된 바 있다. Kim et al. (2014)는 

불투수면 감소와 저류를 통해 토양, 지하수 환경을 개선하는 저영향

개발기법(Low Impact Development)이 적용된 토양을 분석하여, 

오염정화능력이 좋은 저영향개발기법 토양의 미생물 다양성이 높

으며, 이를 토대로 미생물 다양성을 오염정화능력의 지표로 제시한 

바 있고, Johnson et al. (2015)은 하수처리장의 활성슬러지 시료를 

분석한 결과, 미생물 다양성과 오염물질 제거를 포함한 미생물의 

기능간에 상관성이 있음을 밝힌 바 있다. 그러나 토양에서의 미생물 

다양성과 오염 정화능력간의 상관성 및 정화능력 추정기법에 대한 

연구는 부족하다. 미생물 다양성을 측정하기 위해 다양한 배양 

비의존적인 DNA fingerprinting 기술이 개발되었고, 그 중 T-RFLP 

(Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism) 방법은 

다른 기술들에 비해 장점이 많아 널리 사용된다. T-RFLP은 형광색

소로 라벨링을 한 primer을 이용하여 PCR을 한 후 시료를 제한 

효소로 절단하고 DNA 단편들을 분리하여 미생물 군집 및 다양성 

분석을 하는 방법으로, 레이저 검출기술의 개발로 다른 fingerprinting 

기술에 비해 해상도와 감도가 좋으며 재현성의 측면 및 시료의 

처리속도가 빠르다는 장점이 있다(Ranjard et al., 2000; Shim 

and Lee, 2008). 이와 같이 시간적, 경제효율적인 T-RFLP을 통해 

미생물 다양성을 분석하고 이를 통해 토양의 유류오염정화능력을 

평가할 수 있다면 기존의 마이크로코즘 방법을 대체하여 현장에서

도 효율적으로 사용할 수 있다. 이에 따라 본 연구에서는 미생물 

다양성 지표를 이용하여 유류오염물질 분해속도 등과 같은 유류오

염 정화능력을 추정하는 기법을 개발하는 것을 목적으로 한다. 

연구 대상 유류오염물질로는 가솔린의 주 오염원이자 화학적 특성

으로 넓은 지역에 오염되기 쉬운 BTEX 중, 국내 유류오염 부지의 

대표적인 오염물질인 톨루엔을 대상으로 하며(Chung, 2002), 토양

의 호기성 분해속도와 미생물 다양성관의 상관관계를 실험실 규모

의 마이크로코즘 실험 및 T-RFLP을 통해 분석하였다.

2. 연구방법

2.1 톨루엔 분해 마이크로코즘 실험

마이크로코즘 실험은 미생물 다양성이 다양한 토양 10가지의 

톨루엔 분해 속도를 측정하는 것을 목표로 진행하였다. 실험에 

사용된 토양은 충청남도 천안시 신도시개발지역 인근에 pilot 규모

로 설치한 저영향개발기법 실험 토양 3종(시료 1~3번), 인근 나대지 

토양 2종(시료 4, 5번), 인천시 강화도 길상면 갯벌 토양 2종(시료 

6, 7번), 서울시 서대문구 신촌로 공사현장 토양(시료 8번), 서울시 

연세대학교의 잔디밭(시료 9번), 서울시 서대문구에 위치한 안산 

토양(시료 10번)이다. 각 토양을 이용한 마이크로코즘 실험은 160 ml 

세럼 바틀에 토양 16 g (10 ml bulk)과 미디아 50 ml를 넣고 

공기 100 ml의 headspace로 구성하였다. 톨루엔의 완전 호기성 

분해에 필요한 산소의 양은 1 mol 톨루엔(C7H8) 당 9 mol 산소로

(C7H8+9O2 → 7CO2+4H2O (Yu et al., 2001)) headspace의 

공기로 필요 산소를 충당할 수 있음을 알 수 있다. 미디아에는 

대책기준 농도(60 mg/L,)보다 높은 톨루엔 110±14.1 mg/L를 

주입하였으며 trace element solution으로(mg/L) NH4Cl (100), 

KH2PO4 (700), K2HPO4 (1,000), NaCl (10), CaCl2 (5), MgCl2 

(10), CuCl2·2H2O (0.0392), ZnCl2 (0.1363), NiCl2 (0.013), 

FeCl2·4H2O (0.7016), AICi3 (0.1106), MnCl2·4H2O (0.2807), 

CoCi2·6H2O (0.0382), Na2MoO4·2H2O (0.0254), H3BO3 (0.0382), 

Na2SO4 (0.1420), biotin (0.02), folic acid (0.02), pyridoxine 

HCl (0.1), riboflavin (0.05), thiamine (0.05), nicotinic acid (0.05), 

pantothenic acid (0.05), vitamin B12 (0.001), p-aminobenzoic 

acid (0.05를 첨가하였다(Alvarez and Vogel, 1991). 배양 조건은 

25°C의 온도에서 150 rpm으로 교반하였으며 각 실험은 모두 

duplicate로 진행하였다. 토양의 정화능력으로 인한 톨루엔 농도 

변화는 실험 구성 후 12시간의 교반을 통해 headspace 내 톨루엔의 

농도를 평형 상태에 도달하게 한 후 headspace의 기체를 gas 

chromatography-flame ionization detector (GC-FID)로 주기적

으로 분석하여 측정하였다. GC의 Detector 온도는 200°C이며 
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Fig. 1. Degradation Rate (DR) and Specific Degradation Rate (Vmax)

column은 19091P-QO4 (30 m × 0.320 mm × 20.0 um)을 사용하

였고 carrier gas는 질소 가스를 1.7 ml/min의 flow rate로 사용하였

다. Inject의 온도는 200°C로, oven의 온도는 100°C에서 2분 

고정 후 10°C/min의 속도로 225°C까지 올린 후 1분 고정 후 

측정하였다.

2.2 미생물 다양성 분석

각 토양 시료는 FastDNA Spin Kit for Soil (MP Bio 101, 

CA, USA)를 이용하여 DNA를 추출한 후 미생물의 정량적 분석을 

위한 quantitative-polymerase chain reation (qPCR)과 미생물 

다양성 분석을 위한 T-RFLP을 진행하였다. qPCR은 SYBR Green 

방법을 사용하였으며 primer은 전체 박테리아를 대상으로 한 Bac 

1055YF (ATGGYTGTCGTCAGCT), Bac 1392R (ACGGGC-

GGTGTGTAC) (Park et al., 2009)을 첨가하였다. T-RFLP은 

16S rRNA 유전자와 다양한 가솔린 분해에 사용되는 aromatic 

ring hydroxylating dioxygenase (ARHD) 유전자들을 대상으로 

PCR을 수행한 후 진행하였다. 16S rRNA 유전자 분석에 사용된 

primer은 형광물질이 부착된 27F-FAM (AGAGTTTGATCC-

TGGCTCAG), 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Hayashi 

et al., 2003)를 사용하였으며, ARHD 유전자 분석에 사용한 primer

은 forward 5’-TGCASSTWTCACGGSTGG-3’, reverse 5’- 

CTCGACTCCGAGCTTCCAGTT-3’이다(Kim et al., 2004). 

증폭된 PCR산물에 HhaI 제한효소를 반응시킨 제한 효소 반응 

실험을 진행하였으며, 이후 군집구조 분석은 Microbial Community 

Analysis (http://mica.ibest.uidaho.edu)의 database를 통해 분석

하였다.

2.3 상관성 분석

분해 특성과 미생물 다양성간의 상관관계를 알아보기 위해 분해 

특성으로는 톨루엔 분해속도(DR, mg-toluene/g-soil/hr), 1 mg 

cell 당 톨루엔 분해속도를 나타내는 specific degradation rate 

(Vmax, mg-toluene/mg-cell/hr)를 분석하였으며 미생물 다양성 인

자로는 1 g 토양 당 세균세포 무게(mg cell, mg-cell/g-soil), 16S 

rRNA 유전자(16S)의 Shannon index, Richness, Evenness, ARHD 

유전자(ARHD)의 Shannon index, Richness, Evenness를 분석하

였다. 이 후 분해 특성 인자들의 역수 및 로그 값을 포함한 각 

인자들 간의 상관성을 SPSS 통계분석 프로그램으로 Pearson 상관

계수 및 유의확률(p-value)을 도출하여 분석하였다. 상관성 분석으

로 얻은 상관식을 통한 오염정화모듈을 제작하기 앞서, 톨루엔 

분해속도 중 lag time을 추론하기 위한 추가 실험을 진행하였다. 

앞서 실험한 토양들에 유류오염분해 미생물제재를 다양하게 추가

하여 얻은 샘플 총 23가지의 lag time을 분석하여 미생물 다양성 

인자들과의 상관관계를 이전과 동일하게 SPSS로 추론하고 상관식

을 도출하였다. 이렇게 얻은 인자들을 대표적인 반응속도 모델로 

알려진 Michaelis-Menten kinetics에 대입해 미생물 다양성으로 

토양의 유류오염 정화능을 평가하는 모듈을 제작하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 상관식 도출

총 10가지의 다양한 토양들의 톨루엔 분해는 모두 약 48시간 

정도의 lag time을 가진 후 96시간 이후에는 모두 95%이상 제거율

을 보였다. 톨루엔의 분해속도를 나타내는 DR (mg/L/hr)은 토양의 

종류에 상관없이 다양한 결과를 보였으나, DR을 세균세포 무게로 

나눈 specific degradation rate (Vmax, mg-toluene/mg cell/hr)은 

저영향개발기법을 적용한 토양(시료 1~3번)이 일반 나대지 토양(시

료 4~10번)보다 높은 결과를 보였다(Fig. 1). 각 토양 시료의 미생물 

다양성들을 분석한 결과는 Table 1과 같다. Vmax가 높은 시료 

1~3번의 경우, 16S rRNA 유전자 Shannon index를 비롯한 모든 

미생물 다양성 값들이 시료 4~10번 보다 높은 경향을 보인다. 

이는 저영향개발기법 토양이 토양, 지하수 환경의 조성이 잘되어 

있고 오염저감 및 생태기능에 좋다는 결과를 뒷받침 한다(Ahiablame 

et al., 2012). 

분해특성 인자인 Vmax가 높은 샘플에서 미생물 다양성 값들이 

높아짐에 따라 분해 특성과 미생물 다양성 인자간의 상관성이 

있다는 가능성이 제시되며, 이에 따라 Pearson 상관계수와 유의확

률(p-value)을 사용한 상관성 분석을 Table 2와 같이 분석하였다. 

먼저 p-value를 통해 유의성이 있는(p-value<0.05) 인자들은 16S 

rRNA 유전자의 Shannon index와 Vmax의 역수, 그리고 16S rRNA 

유전자의 evenness와 Vmax의 역수이다. ARHD 유전자의 다양성과

는 상관성이 적은 것으로 나타났는데 이는 ARHD가 톨루엔만을 

분해하는 유전자가 아닌 벤젠, 나프탈렌 등의 가솔린 성분 및 poly 

aromatic hydrocarbon (PAH)과 같은 다양한 유류오염물질의 분
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Table 1. Microbial Diversities of Each Samples

Sample name 16S Shannon index 16S Evenness 16S Richness ARHD Shannon index ARHD Eveness ARHD Richness

1 3.80 0.824 100 2.16 0.763 17

2 4.10 0.835 136 2.95 0.806 39

3 3.95 0.850 104 3.08 0.859 36

4 3.74 0.810 101 2.65 0.860 22

5 3.62 0.800 92 0.98 0.900 3

6 3.74 0.806 103 1.95 0.607 25

7 3.40 0.758 89 2.71 0.853 24

8 3.96 0.807 135 3.07 0.833 40

9 1.55 0.572 15 2.53 0.808 23

10 3.31 0.774 72 - - -

Table 2. Correlation Analysis of Microbial Diversities and Degradation Factors

Microbial Diversites DR Log (DR) 1/DR Vmax Log (Vmax) 1/Vmax

16S rRNA 

Shannon Index

Pearson Correlation Coefficient 0.430 0.373 -0.316 0.228 0.525 -0.742

Significance Probability (p-Value) 0.142 0.209 0.293 0.454 0.065 0.004

16S rRNA

Richness

Pearson Correlation Coefficient 0.510 0.458 -0.413 0.195 0.508 -0.637

p-Value 0.075 0.116 0.161 0.522 0.076 0.019

16S rRNA

evenness

Pearson Correlation Coefficient 0.373 0.327 -0.264 0.242 0.535 -0.728

p-Value 0.209 0.275 0.384 0.426 0.060 0.005

ARHD

Shannon index

Pearson Correlation Coefficient 0.489 0.471 -0.451 0.221 0.349 -0.256

p-Value 0.107 0.122 0.141 0.491 0.266 0.426

ARHD

Richness

Pearson Correlation Coefficient 0.534 0.507 -0.017 0.075 0.285 -0.342

p-Value 0.074 0.093 0.959 0.817 0.369 0.277

ARHD 

evenness

Pearson Correlation Coefficient 0.014 0.141 -0.543 0.158 0.079 0.074

p-Value 0.966 0.662 0.068 0.624 0.808 0.818

mg cell
Pearson Correlation Coefficient 0.929 0.818 -0.676 -0.223 -0.614 0.993

p-Value 0.003 0.024 0.096 0.631 0.142 0.000

해에도 영향을 미치는 유전자이기 때문인 것으로 보인다. 특히 

본 연구에 사용한 primer은 toluene dioxygenase 유전자의 검측이 

가능하나 특정적으로 검측할 순 없고, 톨루엔 분해에 기여하는 

toluene monooxygenase 유전자의 검측이 불가능한 점도 상관성이 

낮게 나온 이유가 된다. 톨루엔 정화능력이 특정 분해 유전자의 

다양성과 높은 상관성이 나올 수 있으나, 톨루엔 분해에는 굉장히 

다양한 유전자들이 상호작용을 하며(Wackett, 1990; Furkawa 

et al., 1993; Kukor and Olsen, 1996), 여러 유류오염물질들이 

복합적으로 오염되어 있는 실제 현장에 적용하기에는 무리가 있다. 

이와 같은 이유로 특정 톨루엔 분해 유전자의 다양성보다는 전체 

유전자의 다양성을 대변하는 16S rRNA 유전자 Shannon index나 

evenness가 분해 특성을 대변하기 좋을 것으로 보이며, 두 다양성 

인자 중 미생물 다양성 대표성이 높고 Pearson 상관계수 및 p-value

에서도 상관관계가 더 높은 것으로 나타난 16S rRNA 유전자 

Shannon index를 미생물 다양성인자로 선정하여 Vmax와 회귀분석

을 진행하였으며 그 결과는 Fig. 2와 같다. 

16S rRNA 유전자 Shannon index가 클수록 토양의 정화능력을 

나타내는 Vmax는 커지며, 특히 Shannon index의 값이 3.5 이상인 

경우에는 Vmax의 값이 급격히 증가하는 양상을 나타낸다. 일반적인 

자연 토양의 16S rRNA 유전자 Shannon index는 보통 4를 넘지 

않는 것으로 알려져 있어(Ki, 2008), 본 상관식을 사용하여 Vmax를 

추론할 경우, Shannon index가 4가 넘는 토양에 대해서는 어느 

정도 보정이 필요하다. 톨루엔 분해 미생물 순수 균주 및 consortium

의 Vmax는 2.11~2.44/hr로 알려져 있으며, 일반 자연 조건에서는 

0.41~1.45/hr로 알려져 있어(Table 3), 본 상관식의 타당성을 알 

수 있다. 본 상관식은 일정 16S rRNA 유전자 Shannon index까지
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Fig. 2. Correlation Formula of Specific Degradation Rate and 16S 
rRNA gene Shannon Index

Table 3. Kinetic Parameters of Toluene Degradation in Soil

Culture
Half-Saturation Coefficient KS

(mg/L)

Specific Degradation Rate Vmax 

(hr
-1
)

Initial Conc. 

(mg/L)
Reference

Natural soil - 0.24±0.10 100 This study

LID soil - 1.64±0.20 100 This study

Natural soil 17.40 0.41 100 Alvarez et al., 1991

Natural soil 17.40 0.83 - Chen et al., 1992

Natural soil 20.27 - - Goldsmith and Balderson, 1988

Pseudomonas strain PPO2 15.07 2.44 - Oh et al., 1994

Consortium 11.03 2.11 - Oh et al., 1994

Sludge from WWTP 7.75 1.45 20-100 Tabak et al., 1991

는 기울기가 미미하다 일정 값 이상이 되면 급격히 증가하여, 일반 

자연 토양 Shannon index 최대값인 4까지 기울기가 커진 선형 

관계를 보이는 양상이다. 이는 Johnson et al. (2015)이 밝힌 하수처

리장의 다양성과 기능간 상관관계가 선형이라는 결과와 유사하다. 

즉, 토양과 하수처리장에서의 다양성과 분해 특성과 같은 기능간 

상관성은, 일정 다양성 값 이상에서는 기능이 일정한 decelerating 

shape가 아닌 선형에 가까운 Non-decelerating shape이다. 그러나 

본 연구 결과 특정 다양성 값을 기준으로 이전과 이후의 Non- 

decelerating shape의 기울기가 달라지며 저영향평가기법 토양과 

같이 의도적으로 다양성을 자연토양보다 높인 환경에서는 그 기울

기가 급격히 커짐을 알 수 있다. 이는 미생물 제재 등을 추가한 

토양에서의 분해 특성을 미생물 다양성 값으로 추론할 때 오차가 

큼을 나타내며 이를 보정하는 추가 연구가 필요함을 시사한다.

3.2 토양의 유류오염정화능력 평가 수치 모형 개발

토양의 유류오염정화능력은 미생물 다양성 지수인 Shannon 

index를 Fig. 2의 상관식에 대입하고, 도출한 Vmax를 대표적인 

반응속도 모델인 Michaelis-Menten kinetics에 대입함으로써 평

가할 수 있다. Michaelis-Menten kinetics로 특정 톨루엔 농도를 

목표 시간까지 분해하는데 필요한 미생물 양을 구할 수 있으며, 

이를 실제 토양의 미생물양과 비교하여 토양의 자연정화 가능 

여부를 평가한다. Michaelis-Menten kinetics는 Eq. (1)과 같다.











max

××


 (1)

여기서, 



는 토양의 오염물질(톨루엔) 분해속도(DR, mg/L/hr)

이며, Vmax는 specific degradation rate (hr
-1
), S는 톨루엔의 농도이

고, X0는 토양의 미생물 농도(mg cell/g soil), Ks는 토양의 half 

saturation coefficient (mg/L)이다. 이 식을 적분하여 토양의 미생

물 농도 X0에 대한 식으로 바꾸면 Eq. (2)와 같다.




×

max



 



 


 (2)

여기서, S0는 토양의 초기 톨루엔 농도(mg/L)이고 S는 t시간 후 

톨루엔 농도(mg/L)이며 t는 분해시간(hr)이다. 다만 본 실험결과 

토양의 톨루엔 분해에는 lag time이 있어 이를 고려할 필요가 

있다. 위에서 실험한 10가지 자연 토양 외 미생물 제재를 추가로 

투여한 실험 총 23종의 톨루엔 분해 lag time과 미생물 생태학적 

특성 간 상관관계를 분석한 결과 lag time과 x(


 유전자수

 유전자수
)

의 역수간에 상관성이 있어 회귀분석을 한 결과 Fig. 3과 같은 

상관식이 나온다. 이를 보정한 lag time과 x간의 상관식은 Eq. 

(3)과 같다.

 



 (3)

연세대학교 | IP: 165.***.138.48 | Accessed 2017/06/29 13:48(KST)



토양 미생물 다양성 지표를 이용한 토착 미생물 군집의 호기성 가솔린 오염분해능력 평가 기법 개발 연구

      Journal of the Korean Society of Civil Engineers844

Fig. 3. Correlation Analysis of x and Lag Time

Table 4. Example of Assessment for Necessary Microbial Concentration
in Soil under Specific Target Toluene Concentration and Time

x=0.001(L=63.1 h)

t=240 hr

S=20 mg/L

S0 (mg/L)

60 100 150 200 400

16S rRNA 

gene Shannon 

index

1.6
X=3.3 (mg 

cell/g soil)
6.1 9.3 12.4 24.3

1.8 3.1 5.6 8.6 11.5 22.5

2 2.9 5.2 8.0 10.6 20.8

2.2 2.6 4.8 7.3 9.7 19.1

2.4 2.4 4.3 6.6 8.8 17.3

2.6 2.1 3.9 6.0 8.0 15.6

2.8 1.9 3.5 5.3 7.1 13.9

3 1.7 3.0 4.6 6.2 12.1

3.2 1.4 2.6 4.0 5.3 10.4

3.4 1.2 2.2 3.3 4.4 8.7

3.6 1.0 1.7 2.7 3.5 7.0

3.8 0.7 1.3 2.0 2.7 5.2

4 0.5 0.9 1.3 1.8 3.5

Fig. 4. Assessment Graph for Necessary Microbial Concentration 
in Soil

여기서, L은 lag time(hr), α는 상관계수이고 그 값은 0.0631 hr이며 

x는 


 유전자수

 유전자수
이다. Lag time을 고려한 최종 식은 Eq. 

(4)와 같다.




×

max



 



 


 (4)

위 식에서 Ks는 토양의 aging effect나 풍화 작용 및 미생물 

제재 등에 의해 바뀔 수 있으며 현장토양에 맞는 특정 값을 사용한다. 

본 연구에서는 Table 3의 문헌조사로 나온 일반적인 자연토양의 

값 17.4 mg/L를 예시로 사용한다. Eq. (4)는 특정 토양의 톨루엔 

자연저감능을 평가하는데 사용할 수 있다. 먼저 토양의 16S rRNA 

유전자 Shannon index를 T-RFLP을 통해 분석한 후 Fig. 2의 

상관식을 통해 Vmax를 구한다. 이후 qPCR을 통해 토양의 ARHD 

유전자 수 및 16S rRNA 유전자 수를 구해 x를 산출하고 Eq. 

(3)를 통해 lag time (L)을 분석한다. 이렇게 구한 L과 Vmax 및 

토양의 특성에 맞는 Ks를 Eq. (4)에 대입하고, 목표 처리 시간(t)과 

초기 톨루엔 농도(S0), 목표 정화 농도(S)를 대입하면, 목표 처리시

간 내 목표 정화 농도 만족을 위한 토착 미생물 농도 X0를 추정할 

수 있다. 이렇게 구한 X0를 현장 토양 미생물 농도 X와 비교하여 

X가 X0보다 높다면 자연정화가 가능한 토양으로 추정할 수 있다. 

다른 활용방안으로는 X0에 현장 토양 미생물 농도를 대입하고 

초기 톨루엔 농도 및 목표 정화 농도를 대입하여, 목표 농도까지 

토양이 톨루엔을 정화하는데 소요되는 시간을 산정할 수 있다. 

Table 4는 활용방안 예시이다. x값이 일반적인 자연 토양의 값인 

0.001이고(L=63.1 hr), 목표 처리 시간(t)이 240 hours이며, 목표정

화 농도(S)가 20 mg/L일 때 토양의 16S rRNA 유전자 Shannon 

index와 초기 톨루엔 농도(S0)별로 정화에 필요한 토착 미생물 

농도 X를 나타내었다. 그 값들을 그래프화 시키면 Fig. 4와 같으며, 

목표 정화 시간이 짧을수록, 초기 톨루엔 농도가 높을수록, 그리고 

토양의 16S rRNA 유전자 Shannon index 값이 낮을수록 정화에 

필요한 토착 미생물 농도 X가 커짐을 알 수 있다. 이렇게 구한 

X의 값을 평균 산정하는 등 보정하여 실제 토양의 토착 미생물 

농도와 비교하여 자연저감 가능 여부를 판단할 수 있다.

4. 결 론

본 연구를 통해 얻은 결론은 다음과 같다. 먼저 토양의 미생물 

다양성 인자와 톨루엔 분해 특성 인자간의 상관관계가 있음을 

규명하였으며, 16S rRNA 유전자 Shannon index와 토양의 specific 
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degradation rate간의 상관식을 도출하였다. 두 번째로 위 상관식 

및 Michaelis-Menten kinetics를 이용하여 16S rRNA 유전자 

Shannon index 값 및 x(


 유전자수

 유전자수
)와 같은 분자 생태학

적 인자들 만으로 토양의 오염정화능력을 평가할 수 있는 모듈을 

획득하였다. 이를 통해 기존의 오염정화능력 평가 기법보다 시간적, 

경제적으로 효율적인 토양의 톨루엔 오염정화능력 평가 기법을 

제시하였다. 또한 본 연구진에서 제안한 광범위한 지역의 T-RFLP 

다양성 지표 지도화 기법(Kim et al., 2011)을 적용한다면 미생물 

다양성 분석을 통해 넓은 지역 토양의 유류오염정화능력을 지도화 

할 수 있어, 절/성토 설계와 같이 건설 분야에 활용할 수 있는 

등, 공학적으로 큰 의의가 있다. 특히, 유류오염 토양의 정화기법 

선정 및 오염정화능력을 이용한 건설 산업의 친환경적 설계 등에 

활용 되는 등 공학적으로 광범위한 분야에 활용할 수 있을 것으로 

기대된다.
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