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ABSTRACT : This study investigated soil microbial community and growth of Zea mays to compare the toxicity of nano and

micro-sized Cu and Zn oxide particles in microcosm system. In the presence of nanoparticles, biomass of Zea mays reduced by 30%

compared with micro-sized particles and inhibited growth. Dehydrogenase activity was inhibited by CuO nano although it was

increased by ZnO nano particles. According to the Biolog test, the microbial diversity was decreased after exposed to CuO

nanoparticles and ZnO microparticles. Therefore, though it is widely recognized that nanoparticles are more harmful than

microparticles, we can conclude that the diversity of microbial community does not always influenced by the size of particles of

nano and micro.   
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요약 : 본 연구에서는 CuO와 ZnO의 입자 크기가 옥수수의 성장과 토양 미생물 군집에 미치는 독성을 microcosm 실험

을 통하여 살펴보았다. 나노 입자는 micro 입자에 비해 옥수수의 biomass를 약 30% 감소시켜 나노 입자가 옥수수의 성

장을 저해하는 것으로 나타났다. 토양 미생물 활성 지표인 Dehydrogenase activity는 CuO 나노 입자에서는 낮게 나타

났으나 ZnO 나노 입자에서는 높게 나타났다. Biolog test 결과, CuO 나노 입자와 ZnO micro 입자에서 토양 미생물 다

양성이 감소하는 것으로 나타났다. 그러므로, metal oxide의 나노 입자가 micro 입자보다 항상 토양 미생물의 활성 및

다양성에 더 유해한 향을 나타내는 것은 아니라고 판단된다.   

주제어 : 나노 입자 독성, 산화금속입자, 옥수수 성장, 토양 미생물 군집

1. 서 론

Metal oxide 나노 입자는 산업체와 가정에서 널리 사

용되고 있다. ZnO 나노 입자는 UV 흡수와 가시광선의 투

과 때문에 자외선 차단제, 페인트 코팅제로 많이 사용되고

있다.1) CuO 나노 입자는 여러가지 기계 장치에서 열 이동

의 효율을 높여 열전도장치로 사용되고 있다.2)

나노크기란 10
-7

~10
-9 

m로 빠른 확산속도, 단위 부피

당 반응 표면적이 넓은 것과 액체, 기체 상에서의 탁월한

반응성이 특징이다. 토양과 같은 환경에서 나노 입자가 노

출되면 공기, 수중, 폐기물에 흡착, 반응하여 실생활 공간

으로 이동하기 쉬워진다.3)

나노 입자는 동일한 화학적 구성을 하고 있는 물질이더

라도 넓은 표면적으로 이용성이 더욱 높아지지만 동시에

독성도 높아진다.4) Lee 등5)은 Cu 나노 입자가 T.

aestivum, P. radiatus 의 종자발아와 뿌리 성장을 저해

시킨다고 보고하 다. 또한 Lin 등6)도 Al 나노 입자가 종

자의 발아와 뿌리 성장을 저해한다고 보고하 다. 이처럼

나노 입자에 관한 독성 연구가 이루어지고 있으나 micro

입자와 나노 입자간의 크기에 따라 식물 성장에 미치는 연

구는 부족한 실정이다. 최근 연구결과에 따르면, 입자 크

기에 따른 식물독성 연구로는 Al 나노 입자(13 nm)가 토

양에 유출되었을 때 입자가 큰 Al보다 옥수수, 오이, 콩,

양배추, 당근의 뿌리 성장을 더 저해한다는 보고가 있다.7)

또한 입자크기에 따른 연구결과 이외에 나노 입자가 박

테리아에 미치는 연구도 활발히 이루어지고 있다. ZnO 나
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노 입자가 E.coli와 Bacilus 등 박테리아의 성장과 활성

을 저해한다는 보고도 있다.8) 이는 나노 입자가 세포사멸

을 유도하여 박테리아의 생장을 저해하기 때문인 것으로

보고되었다. Iron, Cu나노 입자도 peroxide와 반응해

radical을 생성함으로써 미생물에 강한 독성을 나타낸

다.9) 그러나 이러한 연구 결과는 단순히 미생물의 독성평

가만 했을 뿐 토양 환경에서 미생물의 독성평가 연구는 이

루어지지 않고 있다.   

나노 입자의 생태독성학적 향 연구를 수행하기 위해

서는 실험조건이 자연환경과 흡사해야 한다는 점이 중요

하다. 자연환경을 모사한 microcosm 실험은 생태계 연구

에 오랫동안 사용되어 왔다. 따라서 본 연구에서는 CuO

와 ZnO의 입자 크기에 따른 옥수수의 성장과 토양 미생물

군집에 미치는 향을 microcosm 실험을 통하여 살펴보

았다.

2. 실험재료 및 방법

2.1. 실험재료

나노 크기와 micro 크기의 CuO, ZnO Sigma Aldrich

Co.에서 구입하 다. CuO micro 입자는 2-3 μm로 표면

면적이 1.5 m2/g이며, CuO 나노 입자는 50 nm 미만, 표

면적은 29 m2/g 이다. 또한 ZnO micro 입자는 200 nm

이며 ZnO 나노 입자는 50 nm 미만, 표면적은 10.8 m2/g

보다 크게 나타났다 (Table 1). CuSO4, ZnSO4도

reference로 Sigma Aldrich Co.에서 구입하 다. 각 입

자의 형태는 Transmission Electron Microscopy

(TEM, JEOL 100 CX, Japan)으로 관찰하 다 (Fig. 1).

토양 시료는 이화여자 학교 내 OO지점에서 채취하여 사

용하 으며, 양토는 Sunshine mix 5 (USA)를 구입하

여 사용하 다. 옥수수 종자도 구입하 다.

2.2. Microcosm setup and sampling

토양은 이화여 캠퍼스 토양을 채취하여 2 mm 체로

친 후에 양토를 섞어 경작지 토양과 비슷하게 준비한다.

CuO micro, CuO 나노와 ZnO micro, ZnO 나노 입자

를 1,000 mg/L의 농도로 3차 증류수에 조제하여 초음파

분해기 (100 W, 40 kHz)로 30분간 분산시켜 사용하

다. 토양은 spatula로 10분간 잘 혼합하 다. 

CuO micro, CuO 나노 입자와 ZnO micro, ZnO 나

노 입자를 1,000 mg/kg의 농도로 오염시킨 토양 75 g을

500 mL stericup filter system Jars (Millipore,

USA)내에서 15일간 25℃, 습도 70%가 유지되는

growth room에서 배양시킨다. CuO, ZnO 입자가 포함

되지 않은 조구 실험도 동시에 준비한다. 습도는 증류수

첨가로 일정하게 유지하 다. 15일간 배양이 끝난 후 토양

분석을 수행하 다. 실험은 duplicate로 수행하 다.

2.3. 옥수수의 성장

15일 동안 microcosm내에서 배양한 각 토양 40 g에

옥수수를 심는다. 10일간 재배한 후 각 토양의 옥수수 묘

목을 수거한다. Deionized water로 충분히 씻은 후 키친

타올로 수분을 제거한 후 biomass (fresh weight)를 측

정했다.

2.4. Dehydrogenase activity 분석

CaCO3 0.03 g을 넣은 멸균된 15 mL test tube에

fresh 토양 3 g, 0.1% iodonitrotetrazolium (INT) -

chloride 용액 0.5 mL, 멸균수 1.5 mL을 넣고 24℃에서

24시간 동안 진탕 배양한 후 50 mL 100% ethanol로 추

출하여 495 nm 파장에서 INT-formazan을 비색 정량한

다.10)

2.5. 기질이용 형태

기질이용형태는 Biolog Ecoplate(Biolog, Hayward,

CA)를 사용해 측정하 다. Biolog ecoplate는 96개의

well로 구성되어 각각의 31개의 다른 기질과 control well

이 3개씩 반복되어 있다. 토양 1 g을 Biolog inoculating

buffer 10 mL에 섞어 vortexing한 후, 증류수로 50배 희

석하여 준비한다. 각 ecoplate의 96개 well에 100 μℓ 토

양 현탁액을 넣어 25℃에서 72시간 동안 배양을 수행하

다. 배양이 끝난 ecoplate는 Microplate reader

particles description size
purity surfacearea 

(%) (m2/g)

CuO micro copper Ⅱ oxide 2-3 μm 97.5+ 1.5

CuO nano
copper Ⅱ oxide,

＜50 nm - 29
nanopowder,＜50 nm

ZnO micro zinc oxide 200 nm 99.0+ -

zinc oxide, 

ZnO nano 6% Al doped,
＜50nm

97 ＞10.8

nanopowder,
(BET)

Table 1. Characteristics of CuO micro, CuO nano particles
and ZnO micro, ZnO nano particles used for the
experiments

* The data are provided by producer
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(Multkskan Ascent, USA)를 이용하여 595 nm에서 흡

광도를 측정하 다. 색 변화 패턴은 duplicate plate 결과

로부터 분석하 다. 두개의 ecoplate에서 색 변화가 동시

에 나타나면 1점을 부여하고, 한 ecoplate에서만 색 변화가

나타나면 0.5점을 부여하고 두 ecoplate에서 색 변화가 나

타나지 않으면 점수를 부여하지 않았다. Biolog ecoplate

는 control과 31개의 다른 기질을 포함하고, ecoplate는

최 32점까지 가능하다.

2.6. 통계분석

모든 측정치는 평균±표준편차(mean±SD)로 표시하

다. 모든 통계분석은 Statistical Package for Social

Science Statistical Software(SPSS 14.0, USA)를 이

Treatment Biomass (fresh weight, g)

Control 1.2±0.2 a

CuO micro 1.1±0.03 a

CuO nano 0.8±0.1 b

ZnO micro 1.1±0.03 a

ZnO nano 0.87±0.15 b

Table 2. Seedling biomass of Zea mays exposed to CuO
and ZnO particles

The different small letters stand for statistical significance at
the 0.05 level with the Tukey’s test

Fig. 1. TEM analysis of the nano- and micro-sized particles for primary size determination. The bars show the scale in
nanometers.  (A : CuO micro, B : CuO nano, C : ZnO micro, D : ZnO nano)
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용하 다. 처리구별 효과분석은 ANOVA test로 비교 분

석 후 Tukey’s test로 사후 검정하 다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. Metal oxide 입자의 특징

수용액에 있는 ZnO, CuO 나노와 micro 입자의 형태를

확인하기 위해 TEM 상을 촬 하 다(Fig. 1). TEM 사

진 결과 CuO micro 입자는 1,000 nm 이상, ZnO micro

입자는 200 nm 이상 인것으로 나타났다. CuO, ZnO 나노

입자는 구형으로 나타났으며 모두 응집하 으나 micro 입

자의 평균크기보다 작았다. 응집은 나노 입자의 용해도에

향을 미치며 독성과 관련된다. 용해도는 나노 입자의 표

면적에 비례하므로 micro 입자보다 높다. 11) Yang과 Xie

11) 의 연구에 따르면 Zn, ZnO 나노 입자의 Zn
2+

이온 방출

률은 실험초기 (＜8 days)에는 micro 입자보다 빠르다고

보고했다.

3.2. 옥수수의 성장

옥수수의 biomass는 나노 크기 처리구에서 조구에 비해

유의하게 저해되는 것으로 나타났다 (Table 2). 그러나

metal oxide 간의 유의적인 차이는 나타나지 않았다. CuO

나노 입자에 노출된 옥수수의 biomass는 0.8±0.1 g, ZnO

나노 입자에 노출된 옥수수의 biomass는 0.87±0.15 g으로

나타났다(Table 2). 그러나 CuO, ZnO micro에 노출된 옥수

수의 biomass는 control에 비해 유의적인 차이가 나타나지

않았다. 나노 입자가 옥수수의 성장을 저해한 본 연구 결과는

Ling and Xing 6) 의 연구에서 Zn 나노 입자, ZnO 나노 입

자가 옥수수의 발아와 성장을 저해한 결과와 일치하는 것으로

나타났다.

3.3. Dehydrogenase activity

토양 미생물에 한 일반적인 효소활성도를 나타내는

탈수소활성도(Dehydrogenase activity, DHA)를 측정

한 결과는 Table 3과 같다. CuO 나노 입자에서 탈수소효

소활성도가 가장 낮은 것으로 나타나 CuO 나노 입자가

시험 입자 중 가장 크게 미생물 활성을 저해시키는 것으로

나타났다. 반면 ZnO 나노, micro 입자에서는 탈수소효소

활성도가 증가하는 것으로 나타났다. 문헌에 따르면 Zn을

토양에 저 농도로 인위적으로 첨가할 경우 토양 탈수소효

소 활성도가 증가하기도 한다. Kizilkaya12) 는 Zn을 0,

50, 100, 250, 500 mg/kg으로 첨가하고 탈수소효소활

성도를 측정한 결과, 250 mg/kg을 첨가했을 때 control

에 비해 탈수소효소활성도가 2.5배 증가하는 것으로 보고

하 다.

3.4. 기질이용 패턴

CuO, ZnO 입자 크기별로 Biolog를 이용해 기질이용

패턴을 분석한 결과는 Fig. 2와 같다. 그림에 나타난 바와

같이 CuO 나노 입자 처리 토양에서 가장 낮게 나타났으

며 이용하는 기질의 종류가 감소하는 것으로 나타났다. 반

면 CuO micro, ZnO 나노 입자 처리된 토양에서는 거의

모든 기질을 이용하는 것으로 나타났다. 

본 연구 결과, 토양 미생물 활성 및 미생물 다양성은

metal oxide종류에 따라 다른 것으로 나타났다.

Heinlaan 등13) 의 연구 결과에서도 박테리아와 갑각류를

입자크기 나노, micro로 구분하여 독성 test를 수행한 결

과, 나노 크기의 입자가 항상 독성을 나타내지는 않았다.

또한 CuO, TiO2의 입자 크기에 따른 cytotoxicity와

DNA damage를 살펴본 결과 CuO 나노 입자는 독성을

Treatment DHA (㎍ /g)

Control 46.24±2.49 a

CuO micro 30.99±5.81 a

CuO nano 8.10±0.01 b

ZnO micro 78.52±3.32 c

ZnO nano 151.88±2.49 d

Table 3. Soil dehydrogenase activity (DHA) under treatments
of CuO and ZnO nano and microparticles

The different small letters stand for statistical significance at
the 0.05 level with the Tukey’s test

Fig. 2. Biolog score of the soil incubated with and without
nanoparticles as measured using Biolog Ecoplates.
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보 으나 TiO2 나노 입자 크기에 따른 독성을 나타내지

않았다. 14) Shah와 Belozerova3)의 연구에서도 Au와

Cu의 혼합 나노 입자 처리시 토양의 미생물 군집이

control과 비교해 6가지 기질 이용도가 감소하 으나 Pd

나노 입자를 첨가한 경우 3가지 기질 이용도가 증가하는

것으로 나타났다. 

따라서 모든 나노 입자가 micro 입자 보다 높은 독성을

나타내는 것은 아닌 것으로 나타났다. 나노 입자가 토양

미생물의 다양성에 향을 미치게 되면 토양 생태계의 기

능도 변화하게 된다. 응집하는 성질을 지닌 나노 입자는

micro 입자들 보다 토양에 강하게 흡착해 토양의 매트릭

스에 갇혀 움직이지 못하게 된다. 본 연구에서는 불용성의

나노 입자가 토양 미생물에는 직접적인 향을 미치지 않

은 것으로 사료된다. 토양 환경은 매우 복잡하며 토양 내

에서 나노 입자의 이동성이 독성에 향을 미치므로 지속

적인 연구가 필요하다. 

4. 결 론

본 토양 microcosm 실험 결과는 다음과 같다. 

1) 옥수수의 biomass는 CuO 나노, ZnO 나노 입자 처리구

에서 조구에 비해 약 30% 저해되는 것으로 나타났다. 

2) 토양 dehydrgenase activity는 CuO 나노 입자에서는

control에 비해 낮았으나 ZnO 입자에서는 높게 나타

났다. 

3) Biolog test 결과 CuO 나노 입자에서는 3가지 기질만

이용하는 것으로 나타나 토양 미생물 다양성이 가장 감

소하 다. 

4) CuO 나노 입자에서 토양 미생물 활성이 감소하지만

ZnO 입자에서는 증가하므로 metal oxide의 나노 입자

가 항상 토양 미생물 활성 및 다양성을 저해하는 것은 아

닌 것으로 나타났다.
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