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ABSTRACT

Soil pollution has been recognized as a serious problem because it causes groundwater pollution through medium contacts.

Although concentration of individual chemical could be more easily measured by physico-chemical analysis, it is not easy

to consider the bioavailability of edaphic receptors living in soil or groundwater. To measure the toxicity of soil, the soil

extracts (soil elutriates or soil suspensions in the other words) are often used due to the difficulties of extracting soil pore

water. In this study, we reviewed 15 toxicity test methods found in literature to analyze the detail of each extraction

method and to recommend the most frequently used extraction methods. The identified most commonly used extraction

methods are as following: The 1 : 4 soil:water ratio, 24 hours shaking time, room temperature, dark, and separation of

supernatant using a 0.45 µm pore size filter.
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1. 서 론

토양 오염은 토양 자체의 오염 뿐 아니라 매체 접근성

으로 인해 지하수 오염과도 밀접한 연관을 갖고 있으므로

환경적으로 중요한 문제로 대두되고 있다. 토양 및 지하

수 내 오염물질의 개별농도는 물리화학적 분석 방법을 통

해 파악할 수 있으나, 분해 과정을 통한 대사산물 등의

매체 내 가변적 오염물질까지 모두 파악하는데 한계가 있

다. 따라서 토양 및 지하수 내 총체적 오염물질에 대한

생물이용성(Bioavailability)을 적용한 생태독성평가를 활용

할 필요가 있다(Loureiro et al., 2005).

기존 생태독성평가는 토양 오염물질의 이차원적 오염

매체로서 토양공극수(Soil pore water, soil solutions,

soil water, 또는 leachate solutions)나 토양추출액(Soil

elutriates, soil extracts, 또는 soil suspensions)을 적용한

것으로 보고된 바 있다(Cook et al., 2002; Maderova et

al., 2011; Tiensing et al., 2001; Romkens et al., 1999;

Shen and Shen, 2001; Arnold et al., 2003; Power

and de Pomerai, 1999; Anbalagan et al., 2012, 2013;

Thomas et al., 1990; Hammel et al., 1998; Baun et

al., 2002; Aruoja et al., 2004; Robidoux et al., 2004;

Antunes et al., 2010; Maisto et al., 2011; Marques et

al., 2011; Bowers et al., 1997; Ronnpagel et al., 1998;

Loureiro et al., 2005; Ore et al., 2010; Miranda et al.,

2011). 토양공극수는 토양 입자 간 공극에 존재하는 수분

으로, 인위적으로 수분이 공급되지 않은 상태를 지칭하며,

토양추출액은 인위적인 수분 공급을 통해 토양공극수가

희석된 상태를 지칭한다. 단, 기존 생태독성평가 시 토양

공극수는 흡인법(Cook et al., 2002; Maderova et al.,

2011; Tiensing et al., 2001)이나 원심분리법(Romkens
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et al., 1999; Tiensing et al., 2001; Shen and Shen,

2001; Power and de Pomerai, 1999; Anbalagan et al.,

2012, 2013)을 적용한 바 있으나, Cook et al.(2002)을

제외하고 실험 토양의 50~85% 보수력(Water holding

capacity, WHC or Moisture holding capacity, MHC)을

유지한 상태로 soil moisture sampler를 이용한 흡인법이

나 원심분리법을 적용하여 토양 공극수를 추출한 것으로

나타났다(Table 1). 따라서 인위적인 수분 공급 없이 가공

되지 않은 토양공극수 자체를 추출하여 생태독성평가를

한 사례는 거의 미비하고, 시간 또는 비용 측면에서 토양

공극수의 추출이 용이하지 않기 때문에, 토양공극수를 이

용한 오염물질의 생물에의 영향을 상대적으로 용이하게

평가하기 위해 토양추출액을 이용한 사례를 심층 분석할

필요가 있다.

한편 국제표준시험법 중 미국재료시험학회(American

Society for Testing and Materials, ASTM)에서 유일하

게 1996년 이래로 오염 토양 및 퇴적물 추출액에서의 발

광 박테리아의 생태독성평가 방법을 제시한 바 있으나

(ASTM, 2009), 이를 활용한 토양추출액 생태독성연구는

미비하였다. 특히 토양추출액은 토양추출액 추출 방법 관

련 주요 인자(예. 첨가된 수분의 종류, 토양 대 수분의 비

율, 수분 첨가 후 혼합 방법, 시간, 온도, 광주기, 토양추출

액 분리 방법, 속도, 시간, 온도, 여과지의 공극 등)에 따라

토양추출액의 특성(예. 오염물질, 유기물, 이온 등의 농도)

이 상이하기 때문에 생태독성평가 방법의 표준화를 위해

토양추출액의 추출 방법에 대한 표준화 과정이 필요하다.

Table 1. Ecotoxicity test methods utilized soil pore water without adding additional liquids from literature review

References Cook et al. (2002) Maderova et al. (2011) Tiensing et al. (2001) Romkens et al. (1999)

Test 

species

Pseudokirchneriella 

subcapitata, Pseudomo-

nas fluorescens, Lumbri-

cus terrestris, lettuce, 

and millet

Pseudomonas 

fluorescens
Escherichia coli Agrostis capillaris

Test 

chemicals

Hydrocarbon, metal, and 

salt-contaminated sites
Cu Zn and Cd Cu-contaminate sites

Extraction 

methods

Suction Suction Suction Centrifuge Centrifuge

• Leaching apparatus 

consisted of a 12 inch 

plexiglass column 

with stainless steel 

and plates, through 

which a small hole 

was drilled.

• Room temp.

• 22oC

• 1 kg dried soil with 

80% WHC

• Equilibration 

(48 h and 15oC)

• Soil moisture samplers

• 225 g dried soil with 

50% WHC

• Equilibration (30d)

• Soil moisture samplers

• 150 ± 0.1 g dried soil 

with 50% WHC

• Centrifuge (1 h, 4oC, 

and 1818 g)

• Filter (whatman No. 

42 filter paper) in tan-

dem with centrifuge

• Demineralised water 

was added via a dish 

under the pot at reg-

ular intervals.

• 0.2 g moist soil

• Centrifuge

• Filter (0.45 µm HTTP 

filter)

Terminology Leachate solutions Soil pore water Soil solution Soil solution

Table 1. Ecotoxicity test methods utilized soil pore water without adding additional liquids from literature review (continued)

References Shen et al. (2001) Power and Pomerai (1999) Anbalagan et al. (2011) Anbalagan et al. (2012)

Test species Phaseolus aures Caenorhabditis elegans Caenorhabditis elegans Caenorhabditis elegans

Test chemicals Al Cd Mine site Mine site

Extraction 

methods

Centrifuge Centrifuge Centrifuge Centrifuge

• 800 g dried soil with 85% 

WHC

• Incubation (8 weeks and 

25oC)

• Centrifuge

• Filter (0.45 µm filter)

• Soil with 50% MHC

• Centrifuge (1 h and 1500 g)

• 60 g dried soil with 50% 

MHC (15 mL of ultrapure 

water)

• Equilibration (overnight and 

4oC)

• Centrifuge (10 min, room 

temp., and 4500 g)

• 60 g dried soil with 50% 

MHC (15 mL of ultrapure 

water)

• Equilibration (overnight and 

4oC)

• Centrifuge (10 min, room 

temp., and 4500 g)

Terminology Soil solution Soil water Soil pore water Soil pore water
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따라서 본 연구에서는 생태독성평가를 위한 토양추출액

의 추출 방법을 마련하기 위해 토양추출액을 이용한 생태

독성평가 연구사례를 중심으로 생태독성시험종, 시험물질,

토양추출액 추출 방법(예. 토양의 종류, 토양 숙성 시 기

간, 온도, 광주기, 수분의 종류, 토양 대 수분의 비율, 수

분 첨가 후 혼합 방법, 시간, 온도, 광주기, 토양추출액

분리 방법, 속도, 시간, 온도, 여과지의 공극 등)에 초점을

맞춰 분석하였으며, 이를 바탕으로 생태독성평가를 위한

토양추출액의 추출 방법을 제안하였다.

2. 토양추출액을 이용한 생태독성 연구사례

인위적인 수분 공급을 통해 토양공극수가 희석된 토양

추출액을 이용한 생태독성 연구사례 중 1990년부터 2011

년까지 총 15건의 연구를 수집 및 분석하였으며, 조류,

식물류, 섬모충류, 박테리아류, 물벼룩류 등의 독성시험종

에 대한 연구가 이에 해당된다(Table 2).

2.1. 토양추출액을 이용한 조류 독성 연구사례

조류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성영향은

1990년부터 2011년까지 총 8건의 연구가 수집되었다

(Thomas et al., 1990; Hammel et al., 1998; Baun et

al., 2002; Aruoja et al., 2004; Robidoux et al., 2004;

Antunes et al., 2010; Maisto et al., 2011; Marques et

al., 2011). Thomas et al.(1990)은 Pseudokirchneriella

subcapitata(=Selenastrum carpricornutum)를 대상으로

Roundup, Arsenal(2 Ib), Garlon 4, Tordon 101 M, Velpar

L, Velpar ULW 등 제초제 6종으로 1 h, 5일, 10일 동안

오염된 토양추출액에서의 성장저해영향을 평가하였다. 토

양추출액은 토양과 물을 1 : 4 비율로 48 h 동안 20oC에

서 진탕시킨 후, 침전(5분), 원심분리(10분, 10,000 rpm,

4oC), 여과[0.7 µm 비멸균 유리섬유 여과지(Whatman

GF/F), 0.45 µm 비멸균 MSI nylon(9 cm), 0.45 µm 멸균

MSI nylon(47 mm)] 단계를 거쳐 채취하였다. 독성 실험

은 4일 동안 24 ± 2oC에서 수행되었으며, 제초제에 의한

Table 2. Ecotoxicity test methods utilized soil extracts (soil elutriates or soil suspension in the other words) from literature review

Classification Algae

Test species
Pseudokirchneriella 

subcapitata

Chlorococcum infu-

sionum and Scenedesmus 

subspicatus

Pseudokirchneriella 

subcapitata

Pseudokirchneriella 

subcapitata

Test chemicals

Roundup, arsenal (2 Ib), 

garlon 4, tordon 101M, 

velpar L, and velpar ULW

Antimony

Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons-contami-

nated site

Cadmium, lead, and 

zinc-contaminated site

Soil

Type Natural soil Natural soil Contaminated soil Contaminated soil

Duration 1 h, 5, and 10 days 6 months − −

Temperature − 6oC − −

Light cycle − Dark − −

Water

Type Double-deionized water Distilled water ISO medium MilliQ water

Soil:Water ratio 1 : 4 1 : 2.5 1 : 4 1 : 99

Mixing method Shaking − Sonication Shaking Shaking

Mixing duration 48 h − 5 min 24h 24h

Mixing temperature 20oC − - 15oC Room temp.

Mixing light cycle − − - - −

Separa-

tion

Deposition 5 min − - −

Centrifuge 10,000 rpm and 10 min −
2,900 g and 10 min (for 

soil elutriates)
−

Filter
0.7 µm GF/F → 0.45 µm 

MSI nylon → 0.45 µm 
sterile MSI nylon

− − 0.45 µm GF

Terminology Soil elutriates Soil elutriates
Soil elutriates or soil 

suspension
Soil suspension

References Thomas et al. (1990) Hammel et al. (1998) Baun et al. (2002) Aruoja et al. (2004)
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조류 세포 수의 감소 현상이 나타났다. 단, Roundup의

경우 10일 동안 오염된 토양추출액의 10%, 50%, 80%

처리군에서 대조군 대비 성장 촉진 현상이 나타났으며,

Arsenal(2 Ib)의 경우 5일 동안 오염된 토양추출액의

50%, 80% 처리군에서, 10일 동안 오염된 토양추출액의

80% 처리군에서 대조군 대비 성장 촉진 현상이 나타났다.

Hammel et al.(1998)은 Chlorococcum infusionum, Scene-

desmus subspicatus를 대상으로 1000 mg/kg SbO/K

tartrate로 6달 동안 6oC의 암조건에서 오염된 토양추출액

에서의 성장저해영향을 평가하였다. 토양추출액은 토양과

물을 1 : 2.5 비율로 혼합하였으며, 이외 기타 세부 사항은

문헌 상 보고하지 않았다. 독성 실험은 DIN 38412/9에

따라 수행되었으며, 안티몬에 의한 조류 성장 저해 현상

이 나타났다. 안티몬에 대한 C. infusionum과 S. sub-

spicatus의 반수영향농도(Median effective concentration,

EC50)은 각각 43 mg/L와 59 mg/L이며, C. infusionum이

S. subspicatus보다 민감한 것으로 평가되었다. Baun et

al.(2002)는 P. subcapitata를 대상으로 34~2960 mg/kg

다방향족탄화수소(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,

PAH)로 지역적으로 오염된 7군데 토양추출액에서의 성장

저해영향을 평가하였다. 토양추출액은 원심분리 유무에 따

라 soil elutriates와 soil suspensions으로 나누어 채취하

였다. soil elutriates는 토양과 ISO medium을 1 : 4 비율

로 혼합하여 5분 간 음파처리(sonication)하였으며, 24 h

동안 15oC에서 진탕시킨 후 원심분리(10분, 2,900 g) 단

계를 거쳐 채취하였으며, soil suspensions은 토양과 ISO

Table 2. Ecotoxicity test methods utilized soil extracts (soil elutriates or soil suspension in the other words) from literature review

(Continued)

Classification Algae

Test species
Pseudokirchneriella 

subcapitata

Pseudokirchneriella 

subcapitata

Pseudokirchneriella 

subcapitata

Pseudokirchneriella subcap-

itata and Chlorella vulgaris

Test chemicals

2,4,6-Trinitrotoluene 

(TNT), 1,3,5-trinitro-

1,3,5-triazine (RDX), 

1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-

tetrazacyclooctane 

(HMX) and its by-prod-

ucts-contaminated site

Chlorpyrifos, endosul-

fan, glyphosate, and 

vinclozolin-contami-

nated site

Chromium, copper, 

nickel, and lead-contam-

inated site

Sites for canal reach cross-

ing a protected wetland 

upstream, canal reach sur-

rounded by rice fields, and 

rice paddy

Soil

Type Contaminated soil Contaminated soil Contaminated soil Contaminated soil

Duration − − − −

Temperature − − − −

Light cycle − − − −

Water

Type Deionised water
Woods Hole MBL 

medium
Deionised water

Woods Hole MBL 

medium

Soil:Water ratio

a small quantity of soil 

(ca. 7 g fresh wt) with 

deionized water adjusted 

to pH 4.5 ± 0.1

1 : 4 1 : 4 1 : 4

Mixing method Shaking Shaking Stirring Shaking

Mixing duration 18 ± 2 h 12 h 30 min 2 h

Mixing temperature 22 ± 3oC Room temp. − −

Mixing light cycle − − − −

Separa-

tion

Deposition − 12 h 24 h and 4oC Overnight

Centrifuge − − −
5,000 rpm, 15 min, and 

4oC

Filter 0.22 µm nitrogen 1.2 µm GF/C − GF/C

Terminology Soil elutriates Soil elutriates
Soil elutriates or soil 

suspension
Soil elutriates

References Robidoux et al. (2004) Antunes et al. (2010) Maisto et al. (2011) Marques et al. (2011)
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Table 2. Ecotoxicity test methods utilized soil extracts (soil elutriates or soil suspension in the other words) from literature review

(Continued)

Classification Ciliate Plant Bacteria

Test species Colpoda inflata Lactuca sativa

Photobacterium phospho-

reum, Nitrosomonas euro-

paea, Bacillus cereus, and 

Arthrobacter globiformis

Nitrosomonas europaea

Test chemicals

Sites for abandoned 

precious and base metal 

mining-

Sites for abandoned 

precious and base metal 

mining

p-Nitrophenol, copper, 

benzalkonium-chloride, 

and catechol

Copper-contaminated site

Soil

Type Contaminated soil Contaminated soil
Natural soil or artificial 

soil
Contaminated soil

Duration − − − 1.5 year

Temperature − − − −

Light cycle − − − −

Water

Type Deionised water Deionised water Distilled water 0.01 M CaCl2

Soil : Water ratio 1 : 4 1 : 4 1 : 4 1 : 5

Mixing method Shaking Shaking Shaking Shaking

Mixing duration 1 h 1 h 24 h 1.5 h

Mixing temperature − − − −

Mixing light cycle − − − −

Separa-

tion

Deposition 1 h 1 h − −

Centrifuge − −
10,000 rpm, 15 min and 

4oC
3,000 g and 15 min

Filter 0.45 µm 0.45 µm − −

Terminology Soil elutriates Soil elutriates Soil elutriates Soil-derived extracts

References Bowers et al. (1997) Bowers et al. (1997) Ronnpagel et al. (1998) Ore et al. (2010)

Table 2. Ecotoxicity test methods utilized soil extracts (soil elutriates or soil suspension in the other words) from literature review

(Continued)

Classification Bacteria Waterflea

Test species Vibrio fischeri Daphnia magna Daphnia magna

Test chemicals Sites for abandoned mine Site for chlor-alkali industry Sites for abandoned mine

Soil

Type Contaminated soil Natural soil Contaminated soil

Duration − 1, 7, 14, and 30 days −

Temperature − − −

Light cycle − − −

Water

Type
Distilled water or Microtox 

extraction solution
Deionised water Distilled water

Soil:Water ratio 1 : 2 and 1 : 4 1 : 10 1 : 2

Mixing method Shaking Shaking Shaking

Mixing duration 24 h 24 h 24 h

Mixing temperature − − −

Mixing light cycle Dark Dark Dark

Separa-

tion

Deposition − 4 h −

Centrifuge 10,000 g and 20 min − 10,000 g and 20 min

Filter 1.2 µm (GF/C) − 1.2 µm (GF/C)

Terminology Soil elutriates Soil elutriates Soil elutriates

References Loureiro et al. (2005) Miranda et al. (2011) Loureiro et al. (2005)
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medium을 1 : 4 비율로 혼합하여 5분 간 음파처리

(sonication)하여 24 h 동안 15oC에서 진탕시킨 후 채취하

였다. 독성 실험은 2일 동안 21 ± 2oC에서 수행되었으며,

조류 광합성 색소의 형광(ex 420, em 671 nm) 감소를

통해 PAH에 의한 조류 성장 저해 현상이 나타났다.

Aruoja et al.(2004)은 P. subcapitata를 대상으로 카드뮴,

납, 아연 등 중금속으로 지역적으로 오염된 11군데 토양

추출액에서의 성장저해영향을 평가하였다. 토양추출액은

토양과 물을 1 : 99 비율로 24 h 동안 실온에서 진탕시킨

후, 여과(0.45 µm 유리섬유 여과지) 단계를 거쳐 채취하

였다. 독성 실험은 3일 동안 23 ± 2oC에서 수행되었으며,

조류 광합성 색소의 형광(ex 440, em 670 nm) 감소를

통해 중금속에 의한 조류 성장 저해 현상이 나타났다.

Robidoux et al.(2004)는 P. subcapitata를 대상으로 2,4,6-

Trinitrotoluene(TNT), 1,3,5-Trinitro-1,3,5-triazine(RDX),

1,3,5,7-Tetranitro-1,3,5,7-tetrazacyclooctane(HMX) 및 그

부산물로 지역적으로 오염된 8군데 토양추출액에서의 성

장저해영향을 평가하였다. 토양추출액은 토양 7 g의 pH가

4.5 ± 0.1이 되도록 탈이온수를 첨가하여 18 ± 2 h 동안

22 ± 3oC에서 진탕(30 ± 2 rpm)시킨 후 40% nitric과 60%

sulfurin acid로 pH를 재보정하였으며, 수분 함량 20%가

되도록 물을 첨가한 후 여과(0.22 µm 질소 여과지) 단계

를 거쳐 채취하였다. 독성 실험은 4일 동안 25 ± 1oC에서

수행되었으며, 조류 세포 수의 감소 현상이 나타났다.

Antunes et al.(2010)은 P. subcapitata를 대상으로 Chlor-

pyrifos, Endosulfan, Glyphosate, Vinclozolin 등 농약류

로 오염된 토양추출액에서의 성장저해영향을 평가하였다.

토양추출액은 토양과 Woods Hole MBL medium을

1 : 4 비율로 12 h 동안 실온에서 진탕시킨 후, 침전(12 h)

및 여과(1.2 µm GF/C 여과지) 단계를 거쳐 채취하였다.

독성 실험은 20 ± 2oC에서 수행되었으며, 조류 흡광(440

nm)을 통해 조류 성장 영향을 측정하였다. 단, Endosulfan

및 Vinclozolin으로 오염된 토양추출액의 12.5% 처리군에

서 성장 저해가 나타난 반면, 이외 토양추출액 처리군에

서는 성장 촉진이 야기되었다. Maisto et al.(2011)은 P.

subcapitata를 대상으로 크롬, 구리, 니켈, 납 등 중금속으

로 지역적으로 오염된 토양추출액에서의 성장저해영향을

평가하였다. 토양추출액은 토양과 물을 1 : 4 비율로 30분

동안 교반시킨 후, 24 h 동안 4oC에서 보관하였으며, 이외

기타 세부 사항은 문헌 상 보고하지 않았다. 독성 실험은

4일 동안 24oC에서 수행되었으며, 조류 세포 수의 감소를

통해 도심 및 산업 지역에서 중금속에 의한 조류 성장 저

해 현상이 나타났다. Marques et al.(2011)은 P. subcapitata

및 Chlorella vulgaris를 대상으로 습지대, 운하, 논 지역

토양추출액에서의 성장저해영향을 평가하였다. 토양추출

액은 토양과 Woods Hole MBL medium을 1 : 4 비율로

2 h 동안 진탕(200 rpm)시킨 후, 침전(overnight), 원심분

리(15분, 5,000 rpm, 4oC), 여과(GF/C 여과지) 단계를 거

쳐 채취하였다. 독성 실험은 4일 동안 수행되었으며, 조류

세포 수의 감소를 통해 조류 성장 저해 현상이 확인되었

다. P. subcapitata는 습지대 및 운하 토양추출액의 전농

도 처리군과 논 토양추출액의 100% 처리군에서 성장 저

해가 발생하였으며, C. vulgaris는 P. subcapitata와 반대

로 논 토양추출액 처리군이 습지대 및 운하 토양추출액

처리군보다 성장 저해 영향이 두드러진 것으로 나타났다

(Table 2).

2.2. 토양추출액을 이용한 식물류 독성 연구사례

식물류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성영향

은 1997년 1건의 연구가 수집되었다(Bowers et al.,

1997). 상추 Lactuca sativa를 대상으로 폐광 지역의 토

양추출액에서의 종자 발아 영향을 평가하였다. 토양추출

액은 토양과 물을 1 : 4 비율로 1 h 동안 진탕시킨 후, 침

전(1 h), 여과(0.45 µm 여과지) 단계를 거쳐 채취하였다.

독성 실험은 5일 동안 수행되었으며, 종자 발아의 감소하

거나 종자 발아 현상이 발생하지 않는 것으로 나타났다

(Table 2). 

2.3. 토양추출액을 이용한 섬모충류 독성 연구사례

섬모충류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성영

향은 Bowers et al.(1997)의 연구가 유일하며, Colpoda

inflata를 대상으로 폐광 지역의 토양추출액에서의 성장 저

해 영향을 평가하였다. 토양추출액은 토양과 물을 1 : 4 비

율로 1 h 동안 진탕시킨 후, 침전(1 h), 여과(0.45 µm 여

과지) 단계를 거쳐 채취하였다. 독성 실험은 24 h 동안

수행되었으며, 세포 수의 감소를 통해 성장 저해 영향을

확인하였다(Table 2).

2.4. 토양추출액을 이용한 박테리아류 독성 연구사례

박테리아류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성

영향은 1998년, 2005년, 2010년 3건의 연구가 수집되었

다(Ronnpagel et al., 1998; Loureiro et al., 2005; Ore

et al., 2010). Ronnpagel et al.(1998)은 Photobacterium

phosphoreum, Nitrosomonas europaea, Bacillus cereus,

Arthrobacter globiformis를 대상으로 p-Nitrophenol, Copper,

Benzalkonium-chloride, Catechol로 오염된 토양추출액에
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서의 성장저해영향을 평가하였다. 토양추출액은 토양과 물

을 1 : 3 비율로 24 h 동안 진탕시킨 후, 원심분리(15분,

10,000 rpm) 단계를 거쳐 채취하였다. 독성 실험은 4주

동안 수행되었으며, Copper로 오염된 토양추출액에서 N.

europaea가, Benzalkonium-chloride 또는 p-Nitrophenol

로 오염된 토양추출액에서 B. cereus가, Catechol로 오염

된 토양추출액에서 P. phosphoreum가 가장 민감한 성장

저해 현상이 나타났다. 또한 Loureiro et al.(2005)는 발

광 박테리아 Vibrio fischeri를 대상으로 폐광 지역의 토

양추출액에서의 생물발광 저해 영향을 평가하였다. 토양

추출액은 토양과 물을 1 : 2, 1 : 4 비율로, 토양과 Microtox

extraction solution을 1 : 4 비율로 각각 24 h 동안 암조

건에서 진탕시킨 후, 원심분리(20분, 10,000 g), 여과

(1.2 µm GF/C 여과지) 단계를 거쳐 채취하였다. 독성 실

험은 5, 15분 동안 수행되었으며, 생물발광 저해 영향이

확인되었다. 한편 Ore et al.(2010)는 아질산균 Nitrosomonas

europaea를 대상으로 구리로 1.5년 동안 오염된 토양추출

액에서의 성장 저해 영향을 평가하였다. 토양추출액은 토

양과 0.01 M CaCl2를 1 : 5 비율로 1.5 h 동안 진탕시킨

후, 원심분리(15분, 3,000 g) 단계를 거쳐 채취하였다. 독

성 실험은 1.5 h 동안 20oC에서 수행되었으며, 시험 농도

범위 내에서 생물발광 측정에 의한 성장 저해 감소는 확

인되지 않았다(Table 2).

2.5. 토양추출액을 이용한 물벼룩류 독성 연구사례

물벼룩류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성영

향은 2005년과 2011년 2건의 연구가 수집되었다(Loureiro

et al., 2005; Miranda et al., 2011). Loureiro et al.

(2005)는 Daphnia magna를 대상으로 폐광 지역의 토양

추출액에서의 유영장애 및 생식저해 영향을 평가하였다.

토양추출액은 토양과 물을 1 : 2 비율로 24 h 동안 암조건

에서 진탕시킨 후, 원심분리(20분, 10,000 g), 여과(1.2 µm

GF/C 여과지) 단계를 거쳐 채취하였다. 독성 실험은 48 h

및 21일 동안 OECD guidelines(OECD, 1998)에 따라

수행되었으며, 24, 48 h 후 유영장애 영향이 관찰되었으며,

21일 후 토양추출액의 16% 처리군에서 체장 감소 영향이,

토양추출액의 8, 16% 처리군에서 첫번째 배(brood) 시기

의 감소 영향이 확인되었다. 또한 Miranda et al.(2011)은

Daphnia magna를 대상으로 chlor-alkali 산업 폐기물로

오염된 1, 7, 14, 30일 동안 오염된 토양추출액에서의 유

영장애 영향을 평가하였다. 토양추출액은 토양과 물을

1 : 10 비율로 24 h 동안 상온에서 진탕시킨 후, 침전(4 h),

여과(1.2 µm GF/C 여과지) 단계를 거쳐 채취하였다. 독성

실험은 48 h 동안 20 ± 1oC에서 수행되었으며, 토양의 숙

성 기간이 긴 토양추출액일수록 유영장애 영향에 민감한

것으로 나타났다(Table 2).

3. 생태독성평가를 위한 토양추출액 연구사례 

비교 분석

3.1. 생물분류군별 토양추출액 연구사례 비교

생태독성평가를 위한 토양추출액 연구사례는 1990년부

터 2011년까지 총 15건으로, 조류, 식물류, 섬모충류, 박

테리아류, 물벼룩류 등의 독성시험종을 대상으로 수행된

연구이다. 생물분류군별로 살펴보면, 조류를 대상으로 한

토양추출액에서의 생태독성영향은 총 8건으로(Thomas et

al., 1990; Hammel et al., 1998; Baun et al., 2002;

Aruoja et al., 2004; Robidoux et al., 2004; Antunes

et al., 2010; Maisto et al., 2011; Marques et al., 2011),

Chlorococcum infusionum을 이용한 Hammel et al.

(1998)을 제외하고 7건의 연구 모두 국제적인 표준시험종

인 Pseudokirchneriella subcapitata를 대상으로 수행되었

다. 시험매체인 토양추출액은 soil extracts, soil elutriates,

soil suspensions의 세 가지 용어를 혼용하고 있었으며,

soil elutriates란 용어를 주로 사용하고 있다. 시험물질은

제초제, 살충제, 중금속, 다방향족탄화수소(Polycyclic

aromatic hydrocarbons, PAHs) 등을 대상으로 평가되었고,

주로 이러한 시험물질로 오염된 지역의 토양을 채취하여

사용하였으며, Thomas et al.(1990), Hammel et al.

(1998), Ronnpagel et al.(1998), Miranda et al.(2011)의

경우에만 자연토양과 시험물질을 인위적으로 혼합하여 사

용하였으며, Ronnpagel et al.(1998)의 경우 인공토양도

사용한 바 있다. 또한 식물류와 섬모충류를 대상으로 한

토양추출액에서의 생태독성영향은 각각 1건으로(Bowers

et al., 1997), 상추 Lactuca sativa와 colpoda inflata를

대상으로 수행되었으며, 조류와 마찬가지로 soil elutriates

란 용어로 제시되었다. 다음으로 박테리아류를 대상으로

한 토양추출액에서의 생태독성영향은 3건으로(Ronnpagel

et al., 1998; Loureiro et al., 2005; Ore et al., 2010),

Ronnpagel et al.(1998)의 경우 Photobacterium phos-

phoreum, Nitrosomonas europaea, Bacillus cereus,

Arthrobacter globiformis를 대상으로, Loureiro et al.

(2005)의 경우 발광 박테리아 Vibrio fischeri를 대상으로,

Ore et al.(2010)의 경우 아질산균 Nitrosomonas europaea

를 대상으로 수행되었다. Ronnpagel et al.(1998)와 Loureiro

et al.(2005)의 경우 조류, 식물류, 섬모충류와 마찬가지로
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soil elutriates란 용어로 제시되었으며, Ore et al.(2010)의

경우 soil-derived extracts란 용어로 제시되었다. 마지막으

로 물벼룩류를 대상으로 한 토양추출액에서의 생태독성영

향은 2건으로(Loureiro et al., 2005; Miranda et al., 2011),

Daphnia magna를 대상으로 수행되었다. 조류, 식물류, 섬

모충류, 일부 박테리아류와 마찬가지로 soil elutriates란

용어로 제시되었다. 

3.2. 토양추출액 추출 방법 관련 주요 인자 

한편 토양추출액 추출 방법 관련 주요 인자는 토양의

종류, 토양 숙성 시 기간, 온도, 광주기, 수분의 종류, 토

양 대 수분의 비율, 수분 첨가 후 혼합 방법, 시간, 온도,

광주기, 토양추출액 분리 방법, 속도, 시간, 온도, 여과지

의 공극 등으로 분류할 수 있다. 먼저 연구자에 의한 인

위적인 토양 숙성 시 그 기간은 3개의 연구에서 1시간,

5일, 7일, 10일, 14일, 30일, 6달 등 다양하게 적용되었으

며, Hammel et al.(1998)의 경우에만 토양 숙성 시 6oC

및 암조건을 적용한 바 있다. 수분의 종류는 Deionised

water가 가장 많이 적용되었으며, 이외 Distilled water,

Woods Hole MBL medium, ISO medium, 0.01 M

CaCl2, Microtox extraction solution이 적용되었다. 토양

대 수분의 비율은 1 : 4가 가장 많이 적용되었으며, 이외

1 : 2, 1 : 2.5, 1 : 5, 1 : 10, 1 : 99 등 다양하게 적용되었다.

수분 첨가 후 혼합 방법은 진탕(shaking), 음파처리

(sonication), 교반(stirring) 등의 방법을 적용하였으며, 이

중 진탕 방법을 가장 많이 적용하였다. 특히 Baun et

al.(2002)의 연구에서는 음파처리와 진탕 방법을 모두 적

용한 바 있다. 그리고 진탕 시 진탕 시간은 1 h, 1.5 h,

2 h, 12 h, 18 ± 2 h, 24 h, 48 h 등 다양하게 적용되었으

며, 이 중 24 h이 가장 많이 적용되었다. 이외 음파처리

시간은 5분, 교반 시간은 30분 간 적용되었다. 또한 혼합

시 온도는 15oC, 20oC, 22 ± 3oC, 실온 등 15~25oC 범

위 내에서 적용되었으며, 혼합 시 광주기는 암조건에서 수

행된 사례가 대부분이었다. 토양추출액 분리 방법은 침전,

원심분리, 여과 등의 방법을 적용하였으며, 단일 또는 복

합 분리 방법을 적용하였다. 단일 분리 방법은 원심분리

또는 여과 방법을 적용하였으며, 복합 분리 방법은 침전+

여과, 원심분리 +여과, 침전 +원심분리 +여과 방법을 적

용하였으며, 각 분리 방법을 종합하면 여과 방법을 가장

많이 적용한 것으로 나타났다. 침전 시 분리 시간은 5분,

1 h, 4 h, 12 h 등이 적용되었고, 원심분리 시 분리 시간은

10분, 15분, 20분 등이 적용되었으며, 분리 속도는 2,900 g,

3,000 g, 10,000 g, 5,000 rpm, 10,000 rpm 등이 적용되었

다. 여과 시 여과지는 유리 섬유 여과지를 주로 사용하였

으며, 이외 질소 여과지, MSI 나일론 여과지도 사용한 바

있다. 여과지의 공극은 0.22, 0.45, 0.7, 1.2 µm 등 다양

하게 적용되었고, 주로 0.45 µm 사용 빈도가 높았으며,

Thomas et al.(1990)의 경우 0.7 µm 비멸균 유리섬유 여

과지(Whatman GF/F), 0.45 µm 비멸균 MSI nylon(9

cm), 0.45 µm 멸균 MSI nylon(47 mm)을 이용한 삼중

여과 단계를 거친 바 있다.

4. 생태독성평가를 위한 적정 토양추출액 추출 

방법 제안

생태독성평가를 위한 토양추출액 연구사례를 바탕으로

생태독성평가를 위한 적정 토양추출액 추출 방법을 다음

과 같이 제안하고자 한다. 토양의 종류, 토양 숙성 시 기

간, 온도, 광주기는 연구자의 노출 목적에 따라 가변성을

적용하며, 수분의 종류, 토양 대 수분의 비율, 수분 첨가

후 혼합 방법, 시간, 온도, 광주기, 토양추출액 분리 방법,

속도, 시간, 온도, 여과지의 공극 등은 일률적으로 적용하

는 것이 합리적인 것으로 사료된다. 수분의 종류는 기존

사례에서 Deionised water를 가장 많이 사용한 바 있으나,

비오염토양의 토양추출액을 대조군의 노출용액으로 사용

할 경우 시험종의 대조군에서의 원활한 성장을 위해 성장

배지를 이용하여 수분을 첨가하는 것이 바람직할 것으로

사료된다. 이외 토양추출액 추출 방법 관련 주요 인자는

기존 사례에서 가장 많이 적용한 사례를 바탕으로, 토양

대 수분의 비율은 1 : 4, 수분 첨가 후 혼합 방법은 진탕,

진탕 시간은 24 h, 진탕 온도는 실온, 진탕 광주기는 암조

건, 토양추출액 분리 방법은 여과를 적용한다. 단, 여과지

는 여과 시간을 단축하기 위해 1차 여과 시 정성여과지

(11 µm 미만)를 적용하되, 토양 침전물에 대한 여과지의

유약성을 감안하여 2겹의 정성여과지를 적용하며, 2차 여

과 시 0.45 µm 유리섬유 여과지를 적용하는 것이 합리적

인 것으로 사료된다(Fig. 1).

한편 본 연구에서 생태독성평가를 위한 적정 토양추출

액 추출 방법은 기존 사례의 사용빈도가 높은 인자를 중

심으로 제안되었으나, 인위적인 수분 첨가를 통한 토양추

출액 추출은 자연적인 토양 공극수 추출과는 오염물질의

농도, 유기물 함량, 토양입자 등이 상이하므로 토양 오염

으로 인한 지하수 오염의 공극적인 독성 실험 매체로서

간주될 수 있는 토양 공극수 추출에 대한 연구가 추진될

필요가 있다.
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