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ABSTRACT

The toxicity of methyl tert-butyl ether (MTBE), tert-butyl alcohol (TBA) and formaldehyde (FA) on the indigenous

microbial community in forest soil was studied. MTBE, TBA and FA with different concentrations were added into micro-

cosms containing forest soil samples. After 10 and 30 days, total viable cell number and dehydrogenase activity in the

microcosms were evaluated. Bacterial communities in the microcosms were also analyzed using a denaturing gradient gel

electrophoresis (DGGE). Dehydrogenase activity and total viable cell number were decreased according to the increase of

MTBE, TBA and FA concentrations (P<0.05). FA toxicity was the highest, but TBA toxicity was the lowest. The results

of principal component analysis using DGGE fingerprints showed that the microbial communities contaminated MTBE,

TBA and FA were grouped by exposure time not exposure concentration. Dominant species in the microcosms were as

follows: Photobacterium damselae sub sp. and Bacillus sp. KAR28 for MTBE; Mycobacterium sp. and Uncultured

Clostridium sp. for TBA; and Uncultured Paenibacillaceae bacterium and Anxynobacillus, Flavithermus for FA.

Keywords: Fuel additives, forest soil, methyl tert-butyl ether (MTBE), tert-butyl alcohol (TBA) and formaldehyde

(FA), microbial activity and structure

I. 서 론

환경 오염 유발 물질들은 수질, 대기, 토양 등의 다

양한 매체를 통해 이동하면서 변화와 변형을 계속하여

인간을 포함한 자연 생태계에 영향을 미치고 있는데,

특히 토양을 매개체로 한 오염물의 거동 및 영향을 수

질과 대기를 통한 피해보다 상대적으로 노출 속도가 느

리고 전달 경로도 복잡하여 그 조사와 정확한 진단과

조사가 매우 어렵다.1) 토양 오염은 그 자체만으로 우려

될 뿐 아니라 일단 오염된 토양은 자연 정화가 어렵기

때문에 지표수 및 지하수 오염 등 2차 오염을 유발시

키며 이러한 2차 오염은 유동에 의하여 확산된다.2,14) 

토양 입자 표면에 미생물 미소군체가 발달 할 수 있

으며, 유기물이 매우 풍부하므로 미생물 증식에 알맞은

서식처가 된다.17) 미생물은 토양 생태계에서 분해자로

중요한 역할을 수행하고 있는데, 주로 유기물의 분해,

영양소 순환 및 토양의 입단화 등에 관여하고 있다. 토

양 미생물은 주위의 식물과 밀접한 관계가 있다.24) 식

물에서 떨어진 잎과 뿌리 등에서 분비된 유기 물질은

토양 미생물 개체 수와 효소 활성을 증가 시키고 물질

흡수가 이뤄진다.17) 이 과정에서 산성물질 혹은 알칼리

물질 생성에 의해 풍화가 진행되어 영양 물질이 용출

된다. 용출된 영양 물질은 다시 식물에 따라 그 조성과

활성이 달라진다.6) 또한, 토양 미생물은 주위의 물리 화

학적 차이에 따라 쉽게 활성이 변한다. 예를 들면, 중

금속 이온이 토양에 노출되면 토양 미생물 군집의 물

질 대사 능력이 감소하며 고농도의 유기물이 토양에 노

출되면 다른 종류의 유기 물질의 분해능이 감소하게 된
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다.5) 토양 오염의 주된 원인으로는 유해한 화학물질의

대량 생산과 다양한 폐기물의 기하학적 증가를 들 수

있는데 그 중 가장 심각한 문제를 일으키는 것을 유류

에 의한 오염이다.15)

유류 첨가제인 MTBE(Methyl tert-Butyl Ether)가 토

양을 비롯 지하수 오염물질로 부각됨에 따라 이에 대

한 연구가 활발하게 진행되고 있다. 대부분 지하에 매

설된 유류 저장 탱크 노후에 의한 유출 혹은 배관이

파손되거나 다른 점오염원으로 유출되면서 EPA 허용

기준을 크게 벗어나는 농도로 검출되고 있다.16) 독성물

질의 생태 독성을 평가 하기 위해 토양 내 미생물 수,

효소 활성 및 군집 구조 변화 조사와 같은 생물 지표

를 이용한 방법이 활용되고 있다.11) 토양 미생물에 관

한 연구는 일반적으로 미생물의 배양에 기초를 하였으

나,13) 최근에는 배양 없이 특정 생태계로부터 직접 추

출된 DNA를 대상으로 세균 군집의 분포와 기능을 파

악하기 위한 여러 분자 생물학적 방법이 시도되고 있

다. 특히 PCR amplified 16S rDNA-denaturing gradient

gel electrophoresis(DGGE)는 복합 미생물 군집의 유전

적 다양성 분석 등 미생물 생태학적 연구에 광범위하

게 적용되고 있다.8)

본 연구에서는 산림토양의 토착 미생물 군집에 미치는

MTBE 및 그 대사산물의 노출 농도와 노출 시간에 따른

영향을 파악하고자 생물 지표로 이용되는 탈수소효소 활

성 변화와 생균수 변화를 조사하였고 16S rRNA-PCR-

DGGE(Denaturing gradient gel electrophoresis)를 이용하

여 토양 세균 군집 구조변화를 분석하였다. 

II. 실험 재료 및 방법

1. 시료 채취와 Microcosm 준비

토양은 이화여자대학교 내 산림토양을 채취하여(1월

중순) 2 mm 채로 쳐서 사용하였다. 사용한 토양의

물리·화학적 특성을 Table 1에 나타내었다. 멸균한

200 ml 혈청병에 시료 35 g과 멸균수 25 ml을 넣

고 MTBE, TBA, FA를 주입 한 후 알루미늄 마개로

막고 parafilm으로 단단히 밀봉하였다. 독성물질의 농도

조건은 주입 농도 기준 MTBE는 0, 50, 100, 250,

500, 750 mg/L로 하였으며, TBA는 0, 5,000, 15,000,

20,000, 25,000 mg/L, FA는 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2,

1.5 mg/L로 하였다. 모든 실험은 3 반복으로 준비하였

다. 이 혈청병을 명조건 하에서 16시간, 암조건 하에서

8시간으로 하여 실온(25±2oC)에서 방치 한 후 10, 30

일 후의 샘플을 이용했다. 

2. 분석조건

탈수소효소 활성 분석은 tetrazolium염이 환원에 의하

여 전환된 formazan을 메탄올로 추출하여 비색적량하

는 방법을 이용하였다.11) 생균수는 단계적 희석법을 이

용하여 도말하는 plate counting 방법을 이용하여 측정

하였다. 11)

3. 통계처리

모든 분석은 삼반복 수행하여 평균치 값을 계산하

였다. 또한, MTBE, TBA 및 FA 주입 농도와 각

microcosm의 토양의 물리·화학·생물학적 특성간의

상관관계를 조사하기 위하여 이변량상관계수(divariate

correlation coefficient) 분석을 수행하였다. SPSS 통계

package(ver 12.0)를 이용해 Pearson's 상관계수를 구하

였고, 유의차 분석을 하였다.5)

4. DGGE을 이용한 군집 분석

각각의 토양시료 1 g을 채취하여 토양 시료용 DNA

추출 Kit(Q-Biogene, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여

genomic DNA를 추출한 후 이 DNA를 template로 하

여 PCR(PCR system 2700, Applied biosystem, USA)

을 수행하였다. 이때 사용한 primer는 eubacterial 16S

rDNAgene primers로 341fGC(5'-CCT ACG GGA GGC

AGC AG-3')와 518r(5'-ATT ACC GCG GCT GCT

GG-3')이다.4) PCR과정을 통해 증폭된 genomic DNA단

편을 DGGE(Denaturing gradient gel elecrophoresis)로

분석하였다. 얻어진 이미지를 gel Comper II(Applied

Maths, Version 3.5)를 이용하여 band matching을 하여

quantity 값을 구할 수 있었다. DGGE gel 상에 나타난

특이적인 band를 골라 sequencing하여 the National

Center for Biotechnology Information(NCBI) website의

Basic Local Alignment Search Tool(BLAST) algorithm

을 통하여 GenBank database와 비교하였다.5)

Table 1. Characteristics of soil samples

pH 7.1±0.6

Moisture Contents (%) 35.0±0.2

Organic matter Contents (%) 12.2±0.3

CFU (CFU·g-dry soil-1) 1.3×106±2105

DHA (μg·g-soil-1·day-1) 630±89

Clay (0~2 μm) (%) 8

Silt (2~50 μm) (%) 14

Sand (50~2000 μm) (%) 78

Soil texture(USDA) LS

LS: loamy sand
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5. 미생물 다양성 분석

각 시료의 DGGE fingerprints 간의 유사성을 이용

평가하기 위하여 DGGE 각 band intensity 값을 모든

DGGE band의 intensity 총합으로 나눈 값을 이용하여,

주성분분석(Principal component analysis, PCA)을 수

행하였다(SPSS ver. 12.0).5)

또한, 각 DGGE band의 intensity를 모든 band의

intensity 총합으로 나눈 값을 이용하여 다음의 공식을

통하여 Shannon-Weaver 지수(H')를 계산하였다.5)

H' = −∑pilnpi

여기서 H'는 Shnnon 다양성 지수, pi는 DGGE

bandi의 intensity를 모든 band intensity 총합으로 나눈

값을 의미한다. 

III. 결과 및 고찰

1. 토양 미생물 활성 비교

탈수소효소(Dehydrogenase activity: DHA)활성 분석은

중금속이나 유기 화합물 등 다양한 환경 오염 배출원에

의한 독성 평가를 위하여 토양 내 존재하는 미생물 활

성을 측정하는데 매우 효과적인 방법 중 하나이다.22)

Fig. 1은 MTBE와 그 대사산물이 산림 미생물의 탈

수소효소 활성에 미치는 영향을 조사한 결과이다. 초기

산림 토양 내 탈수소효소 활성은 630 g·g-dry soil-1·

day-1이었다. 

MTBE를 주입한 경우 10일 경과 후, 저농도 조건

(100 mg/L)에서 탈수소효소 활성이 증가하는 경향을 나

타냈으나 통계분석 결과 유의하지 않았으며(P>0.05), 30

일 후 시료에서는 주입농도 증가에 따라 탈수소효소 활

성이 감소하였다(P<0.05). TBA와 FA 주입 조건의 경

우 10, 30일 경과 후 주입 농도 증가와 시간의 경과에

따라 탈수소효소 활성이 감소하였으며 통계 분석 결과

유의적인 경향을 나타냈다(P<0.05). 독성물질에 대한 노

출 10, 30일 경과 후, 각각 독성물질 첨가 농도 증가에

따라 저해 기울기는 FA(125)>MTBE(1.3)>TBA(0.02)

순으로 관찰 되었다.

Fig. 2는 MTBE, TBA, FA에 노출 시킨 조건에서

10, 30일 경과 후 토양 내 총 세균수의 변화를 나타낸

것이다.

MTBE 주입 10일 경과 후, 저농도 조건(100 mg/L)

에서는 미생물 수가 증가하는 경향을 나타냈으나 통계

분석 결과 유의하지 않았으며(P>0.05), 30일 후 시료에

Table 2. Comparison of Shannon diversity index (H')

MTBE

(mg/L)

Shannon - Weaver

Index (H')

TBA

(mg/L)

Shannon - Weaver

Index (H')

FA

(mg/L)

Shannon - Weaver

Index (H')

0 1.74 0 2.89 0 2.87

50 1.90 5,000 2.75 0.3 3.21

100 1.87 10,000 2.23 0.6 3.13

250 1.90 15,000 2.77 0.9 2.45

500 2.44 20,000 2.94 1.2 2.62

750 2.31 25,000 2.14 1.5 2.32

Fig. 1. Effect of MTBE, TBA and FA concentrations on

dehydrogenases activities in the microcosms after 10

days and 30 days.
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서는 주입농도 증가에 따라 미생물 수가 감소하였다

(P>0.05). TBA와 FA 주입 조건의 경우 10, 30일 경

과 후 주입 농도 증가와 시간의 경과에 따라 미생물

수가 감소하였으며 통계 분석 결과 유의적인 경향을 나

타냈다(P<0.05). 독성물질에 대한 노출 10, 30일 경과

후, 각각 독성물질 첨가 농도 증가에 따라 저해 기울기

는 FA(0.54)>MTBE(0.001)>TBA(0.00003) 순으로 관

찰 되었다. 

실험 결과, 저농도의 MTBE(100 mg/L)가 주입된 조

건에서는 10일 경과 후 탈수소효소 활성이 촉진되었고

생균수가 증가 하였다. 생균수 변화와 탈수소 효소활성

두 요인의 상관관계를 살펴 본 결과, 양의 관계인 것으

로 나타났으나 통계분석 결과 유의하지 않았다(결과미

제시, P>0.05). 탄소 화합물이 저농도로 유입되었을 때

시간에 따라 미생물에 의해 쉽게 분해되며 이를 이용

하는 토양 미생물들이 기질로 이용함으로써 미생물 수

가 증가 하고 또 생존하는 미생물 활성을 간접적으로

판단 할 수 있는 탈수소효소 활성 역시 증가한다는 연

구결과와 일치했다.20) 

2. 미생물 군집 특성 분석

산림 토양에 첨가한 MTBE, TBA, FA의 농도와 배

양 시간에 따른 미생물 군집 구조 특성을 DGGE 방법

으로 분석한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 또한, 산림

토양 시료를 MTBE를 노출 시킨 경우에는 8개, TBA

로 노출 시킨 경우에는 21개, FA로 노출시킨 경우 19

개의 band를 잘라 염기 서열을 분석하여 BLAST

algorithm을 통하여 GenBank database와 비교, 동정하

여 계통발생학적 관계를 Fig. 4에 도시하였다. 

MTBE에 노출시킨 경우(Fig. 3(a)), M-1 band의 경우

uncultured bacterium(EF430467)과 93%, M-2, M-4,

M-5, M-6, M-8 band의 경우 uncultured bacterium

(AJ749800)과 99%, M-3 band의 경우 volatile fungi-

static compound를 생산하는 토양 세균으로부터 분리한

Basillus sp. MHS-022(EU558534)와 99%의 유사성을

보였다. M-7 band의 경우 벤젠 오염 지역에서 분리한

균주로 uncultured soil bacterium(AY254985)과 100%

의 유사성을 나타냈다. 

TBA에 노출된 경우(Fig. 3(b)), T-1, T-10, T-12 band

의 경우 식물이 식종된 지역에서 발견되는 Photobacterium

demselae sub sp.(EU887216)와 100%, T-2 band의

경우 Bacillus(EU571204)와 99%, T-3, T-4, T-6, T-7,

T-9, T-10 band의 경우, 목초지에서 발견되는 uncultured

bacterium(AJ749800)과 100%의 유사성을 나타냈다.

T-5 band의 경우 메탄생성세균의 특징을 가졌으며

uncultured bacteriodetes bacterium(EU300485)과 98%

의 유사성을 나타냈으며, T-8 band의 경우 호기적 조건

에서의 산림 토양에서 나타나는 crystalline iron 산화 시

발견되는 특징을 가진 uncultured Firmicutes bacterium

(EF643623)과 95%의 유사성을 나타냈다. T-11 band의

경우 uncultured bacterium(DQ829107)과 93%, T-13

band의 경우 nitrate, sulfate, ferric ion을 환원 시키는

세균들로 알려진 uncultured Clostridium sp.(DQ168157)

과 96%의 유사성을 나타냈으며, T-14 band의 경우

PAH로 오염된 산림토양에서 분리한 Mycobacterium

sp. FI-03019(AY907840)와 100%의 유사성을 나타냈다.

FA에 노출된 경우(Fig. 3(c)), F-1 band의 경우 uncul-

tured Flavobacteria bacterium(EU861969)과 99%, F-2

Fig. 2. Effect of MTBE, TBA and FA concentrations on viable

cell numbers in the microcosms after 10 days and 30

days.
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band의 경우 토양세균으로 알려진 uncultured bacterium

(EU044428)과 93%, F-3 band의 경우 uncultured

bacterium(DQ658765)과 97%의 유사성을 나타냈다. F-

4, F-7, F-8, F-10, F-12, F-13, F-14, F-17, F-18, F-

19 band의 경우 식물이 식종된 지역에서 발견되는

Photobacterium demselae sub sp.(AJ749800)와 100%

의 유사성을 나타냈으며, F-5 band의 경우 Ansybacillus

flavithermus(AY672763)와 88%, F-6 band의 경우

uncultured bacterium(EU558534)과 97%의 유사성을

나타냈다. F-9 band의 경우 경작지와 산림 토양에서 분

리한 균주로 유류 오염 지역에서 분리한 uncultured

soil bacterium(EU359939)과 98%, F-11 band의 경우

유류로 오염된 지역에서 분리한 uncultured Desulfito-

bacterium sp.(DQ117470)와 93%의 유사성을 나타냈다.

군집을 구성하는 우점종을 분석한 결과(Fig. 4), gamma-

proteobacteria, delta-proteobacteria, Chloroflexi, Actino-

bacteria, Clostridia, Bacilli로 크게 여섯 그룹을 이뤘

으며 산림 토양 시료에서 나오는 균으로 uncultured

bacterium이 주로 많이 관찰되었다. 특히, Clostridium

sp., Phylobacteriaceae bacterium, firmicutes에 속하는

Fig. 3. DGGE fingerprints of the forest soil samples contaminated with MTBE (a), TBA (b), and FA (c) after 10 days and 30 days.
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균은 Clostridia, Bacillius로 대표되는 그람양성균으로

이들 균들은 다양한 환경에 분포하는 것으로 알려져 있

다.24,25) 또한 TBA 노출 시 나타난 Mycobacterium sp.

의 경우 actinobacteria에 속하는 균주로 중금속이나 유

류로 오염된 지역의 토양에서 대사적으로 매우 활성을

나타낼 가능성이 있는 균주로 알려져 있다.8,25)

Fig. 5는 MTBE, TBA 및 FA를 첨가하여 인위적으로

30일 동안 오염시킨 갯벌 시료의 DGGE fingerprints를

주성분 분석(principal component analysis, PCA)한 결

과이다. 시료가 PC1과 PC2에 따라 그룹화가 이루어지

는 것은 시료들 간의 상관관계가 있음을 의미하여,11)

여기서 PC1과 PC2는 시료 각각에 작용한 실험 조건

별 요소를 의미한다. MTBE, TBA 및 FA 물질 종류

와 첨가 농도, 시료 채취 시기를 달리 했을 때 그 요

인들에 의해 시료들이 어떤 상관관계를 가지는지 살펴

보았다. 그 결과, MTBE와 TBA 노출 조건에서는 미

생물 군집 그룹이 두 그룹으로 확실히 나눠지는 것을

관찰 할 수 있었으나(10일과 30일) FA 노출 조건에서

는 그룹화 되지 않았다. 이는 MTBE와 TBA는 유일

탄소원으로 토착종이 이용되었으나, FA의 경우 등에 의

해 FA에 노출될 경우 미생물 효소 활성부위가 직접적

으로 불활성화가 됨으로 인해 낮은 농도에서도 쉽게 저

해 되는 것으로 판단된다.3,23) 또한, 오염물질의 종류와

주입 농도가 미생물 군집에 영향을 미치지만 노출 시

Fig. 4. Phylogenic tree illustrating the relationship of the clones from the tidal mud samples contaminated with MTBE (M-1~M-8),

TBA (T-1~T-14), and FA (F-1~F-19).
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간도 중요한 인자임을 알 수 있었다. 

미생물 군집의 다양성 변동을 Shannon 지수를 평가

하였다. MTBE, TBA, FA에 노출된 시료의 30일 경

과 후 미생물 다양도(Shannon index)지수는 각각

1.74~2.31, 2.89~2.14, 2.87~2.32로 독성 물질 첨가량이

증가 할수록 모든 토양에서 미생물 다양도와 균등도 지

수를 보아 특정물질 농도 증가량에 따른 종다양성 감

소는 뚜렷하지 않았다. 미생물 군집에 손상을 일으키지

않은 낮은 수준의 유기 오염 물질 유입 시 미생물 군

집의 차이가 거의 없었으며,9,18,19) crude oil에 오염과

비오염 지역의 근권 미생물 군집 변화를 조사한 결과

오염 site의 미생물 군집의 수가 1/3이상 감소 하였으나

T. officinale과 A. australis와 같은 내성종이 등장하였

으며 탈수소효소 활성이 증가하였다고 보고 하였다.16)

또한, 미생물 군집 구성에 있어 기질이 가장 중요하다

고 보고 하였으며 미생물 군집 구성과 구조에 변화를

준다고 보고 하였다.10,21) 또한 오염물질이 탄소원으로

식물이나 미생물에게 유용한 탄소원으로 이용된다면 그

수와 크기에 긍정적인 영향을 준다고 보고 하였다.7,16)

본 연구의 경우 탈수소효소 활성은 농도에 따라 감소

하였으나 생균수는 거의 저해 영향을 받지 않아 위의

연구들과 유사한 결과를 얻었다. 그러나, MTBE, TBA,

FA의 주입농도가 각각 750 mg/L, 25,000 mg/L, 1.5

mg/L 높은 농도로 주입되었음에도 미생물 군집 변화가

없었던 것은 물 속에 녹아 들어가는 독성물질 농도들

이 불포화 되어 있을 뿐 아니라 토성에 따른 독성물질

의 흡착현상 때문인 것으로 판단된다.12,13,20)

IV. 결 론

산림 토양 내 미생물 군집에 미치는 methyl tert-butyl

ether(MTBE)와 그의 대사산물인 tert-butyl alcohol

(TBA) and formaldehyde(FA)의 영향을 조사하였다.

서로 다른 농도의 MTBE, TBA 및 FA를 갯벌 토양

microcosm에 넣었다. 10일과 30일 노출 후의 microcosm

내 생물학적 변화를 살피기 위해 총세균수와 탈수소효소

활성 변화를 측정했다. 미생물 군집 구조는 denaturing

gradient gel electrophoresis(DGGE) fingerprinting 기법

을 이용해 분석하였다. 그 결과, 다양한 농도로 MTBE

및 그 대사산물 노출 후 탈수소효소 활성과 총 세균수

는 MTBE, TBA 및 FA 농도가 증가 될수록 감소하였

다(P<0.05). 산림 토양 미생물 활성에 미치는 독성은

FA의 독성이 가장 컸고 TBA가 가장 작았다. 각 시료

의 DGGE fingerprints 결과를 주성분분석을 한 결과

미생물 군집은 MTBE, TBA 및 FA의 농도 보다는 노

출시간에 대해 민감하게 영향을 받음을 알 수 있었다.

산림토양에 MTBE, TBA와 FA에 노출 되었을 때 군

집을 구성하는 우점종을 분석한 결과, gamma-proteo-

bacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, Clostridia and

Bacilli로 그룹을 구성하였다.
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