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서론
 석유류 및 유독물 저장시설, 쓰레기 매립지, 각종 산업시설, 군사시설 지역, 폐광산, 농약사용이 빈번한 농경지 등에서 잘 분해되지 않는 잔류성이 강한 오염물질이 토양 내로 유출되고 있어 이러한 토양 내 오염물질의 탐지가 매우 중요하다. 또한, 오염된 토양의 복원처리 시에 오염원 제거의 효율을 빠르게 측정하고, 오염원 처리 시에 발생할 수 있는 이차오염의 탐지 또한 중요하다. 본 실험에서는 오염된 토양의 처리전후의 효율을 신속히 탐지하기 위한 방법으로 유리비드와 함께 고정화한 재조합 발광박테리아를 이용한 바이오센서를 통하여 오염처리정도를 측정하였다. 

이론

 오염된 토양의 정화기술로는 크게 물리적 방법, 화학적 방법, 생물학적 방법이 있으나 본 실험에서는 생물계면 활성제를 이용한 soil flushing방법을 이용하였다. 이 방법은 토양 내의 미세한 토양입자에 흡착되어 있는 오염물질만을 계면활성제의 micelle내로 탈착시켜 제거하는 토양정화 방법이다.

 실험에 사용된 균주, GC2(lac::luxCDABE), 는 독성물질에 노출되었을 때 세포 내 대사작용에 저해를 포함하는 cellular toxicity에 의해서 생물학적 빛의 감소를 가져오는 constitutive promoter에 의해 발현하는 균주이다. 현장에서 간편하게 오염물질을 탐지하기 위해 위 균주는 solid matrix에 고정화하여 biosensor kit를 제작하여 장기간 보관해서 사용할 수 있게 하였으며, 고정화된 미생물의 생물학적 발광량의 stability와 biosensor kit내로 오염물질의 이동을 향상시키기 위해 glass beads와 함께 박테리아를 고정화 하였다. 
실험

 대표적인 PAH물질인 phenanthrene을 sand에 인위적으로 200mg/kg의 농도로 오염시켜 glass soil column내에 채운다. Column의 위 부분으로부터 생물계면 활성제를 각각 5, 10, 15, 20, 25 pore volume으로 흘려준 후 그 effluent와 column내의 토양을 각각 sampling하여 독성을 측정하였다.

 재조합 발광박테리아, GC2,를 초기 stationary phase까지 성장시킨 후 6000rpm에서 10분간 원심 분리하여 agar medium과 혼합하였다. 이 혼합액을 glass beads가 들어있는 polypropylene tube에 100(l씩 주입하여 biosensor kit를 제작하였고, 이를4(C에서 냉장 보관하였다. 오염물질의 독성을 탐지하기 위해 4(C에서 냉장 보관중인 biosensor kit는 luminometer(TURNER, TD-20e)에 연결된 fiber optic probe의 한 끝에 연결하여 LB media가 들어 있는 소형생물반응기에 장착하였다. 고정화된 발광박테리아의 발광량이 일정한 수준에 이르면 soil flushing후에 얻어진 effluents용액을 주사기를 이용하여 반응기에 주입하였으며, 1분 간격으로 발광량을 측정하였다. 또한 같은 조건의 다른 반응기에는 flushing에 사용한 농도의 생물계면활성제용액을 주입하여 발광량을 측정하였으며, 두 반응기로부터 측정된 발광량을 비교함으로써 phenanthrene의 독성 정도를 탐지하였다. 또한 column내 토양 속에 남아있는 phenanthrene의 독성은 생물계면 활성제를 사용하여 추출한 후 측정하였다.

결과 및 토론

 Soil column내로 flushing되는 생물계면활성제용액의 pore volume이 증가함에 따라 phenanthrene의 제거율은 증가하였다. 반응기 내의 biosensor kit로부터 측정되는 발광량은 반응기에 장착한 후 약 50분 이내에 정상상태에 도달하였다. 또한 고정화한 발광박테리아 GC2의 발광량은 추출액속의 phenanthrene의 농도에 비례하여 감소하였으며 추출에 사용된 생물계면활성제, rhamnolipid,는 고정화 박테리아의 발광량에 거의 영향을 주지 않았다. 

 본 실험을 통해 수용액상에 잘 용해되지 않는 PAHs물질은 생물계면활성제로 추출하여 독성을 탐지 할 수 있음을 확인하였고, 기존의 토양오염 측정 방법인 물리화학적 분석 방법은 오염물질분석에 많은 시간과 고가의 측정기계로 인한 많은 비용이 소요되며 신속하게 오염정도를 파악하기 어렵다. 본 실험을 통하여 확인한 토양오염물질 독성 탐지 biosensor는 제작 및 조작이 간편하고 제작비용 또한 저렴하다. 또한 크기가 소형이므로 오염지역 현장에서 in-situ 바이오센서로의 응용이 가능하며, 오염된 토양의 정화처리 전후에 오염물질의 독성을 측정하여 오염물질 처리효율을 신속히 판단할 수 있다.
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     <Figure 1> 고정화 발광박테리아의 발광량에 대한 glass beads의 영향

       <Figure 2> 각 Pore volume의 effluents에 대한 반응성
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