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ABSTRACT

In a redox transition zone, geochemical reactions are facilitated by active bacteria that mediate reactions involving

electrons, and arsenic (As) and iron (Fe) cycles are the major electron transfer reactions occurring at such a site. In this

study, the effect of repetitive redox changes on soil bacterial community in As-contaminated soil was investigated. The

results revealed that bacterial community changed actively in response to redox changes, and bacterial diversity gradually

decreased as the cycle repeated. Proportion of strict aerobes and anaerobes decreased, while microaerophilic species such

as Azospirillum oryzae group became the predominant species, accounting for 72.7% of the total counts after four weeks

of incubation. Bacterial species capable of reducing Fe or As (e.g., Clostridium, Desulfitobacterium) belonging to diverse

phylogenetic groups were detected. Indices representing richness (i.e., Chao 1) and phylogenetic diversity decreased from

1,868 and 1,926 to 848 and 1,121, respectively. Principle component analysis suggests that repetitive redox fluctuation,

rather than oxic or anoxic status itself, is an important factor in determining the change of soil bacterial community, which

in turn affects the cycling of As and Fe in redox transition zones. 
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1. 서 론

토양에서는 수분 포화도에 따라 산소 유입 정도가 영향

을 받으며 산화환원전위(Eh)가 지속적으로 변화한다

(Clague et al., 2019). 물로 포화될 경우, 유기물 분해로

인한 산소 소모로 인해 토성과 무관하게 환원 조건이 형

성될 수 있다(Noël et al., 2019). 논 토양, 강우나 관개

로 인하여 지하수위가 변화하는 얕은 대수층, 그리고 양

수 등의 수문학적 처리가 이루어지고 있는 부지 등이 이

러한 산화-환원 경계면(Redox transition zone)의 대표적

인 예이다(Muntau et al., 2017; Lin et al., 2018; Clague

et al., 2019). Redox transition zone은 건조 토양과 침

수 토양의 redox 환경이 번갈아 조성된다는 독특한 성질

을 가져 최근에 연구 대상으로 주목받고 있으며(Rodri-

guez-Mora et al., 2015; Bishop et al., 2019; Möller

et al., 2019; Zhao et al., 2019), 이러한 성질로 인해

다양한 전자수용체와 전자공여체가 공존하기 때문에 미생

물들이 활성을 가지고 여러 핵심적 지구화학 반응을 촉진

주저자: 박수진, 석사과정생

공동저자: 김상현, 박사과정생; 정현용 박사과정생; 

장선우 수석연구원; 문희선, 선임연구원

*교신저자: 남경필, 교수
E-mail: kpnam@snu.ac.kr

Received : 2019. 12. 23 Reviewed : 2019. 12. 26

Accepted : 2020. 2. 24 Discussion until : 2020. 06. 30



26 박수진·김상현·정현용·장선우·문희선·남경필

J. Soil Groundwater Environ. Vol. 25(1), p. 25~36, 2020

시킬 수 있는 장소이다(Lee et al., 2015). 경계면에서는

redox 변화에 민감한 무기오염물질의 화학적 존재 형태가

변화하며 이동성과 독성이 증가하는 경우가 있는데, 대표

적 물질이 비소이다. 실제로 남아시아와 미국을 필두로,

전세계적으로 경계면 인근 지하수 내 비소 농도가 증가하

는 사례들이 지속적으로 보고되고 있다(Jung et al.,

2015; Meng et al., 2017; Xie et al., 2018; Duan et

al., 2019).

비소는 대표적인 토양오염물질로, 자연기원으로 존재하

거나 광산 유출수와 살충제 등을 통해 토양으로 유입된다

(Smedley and Kinniburgh, 2002; Winkel et al., 2008).

화학적으로 여러 형태가 있으나, 토양과 지하수에서는 거

의 As(III) (arsenite) 또는 As(V) (arsenate) 로 존재한다

(Mandal and Suzuki, 2002). 토양 내에서 비소는 대부분

5가 상태로 철산화물에 흡착 또는 공침되어 안정화된 상

태로 존재하지만(Mandal and Suzuki, 2002), 환원 조건

이 조성될 경우 철산화물 표면에 3가 철이 환원되며 비소

와 철이 함께 지하수로 용출될 수 있다(Harvey et al.,

2002). 이 때 5가 비소 또한 3가 비소로 환원될 수 있는

데, 3가 비소는 일반적인 토양의 pH 환경에서 H3AsO3
0

형태로 전하를 띠지 않기 때문에 음전하인 5가 비소

(H2AsO4
−, HAsO4

2−)와 비교하여 광물에 흡착되는 정도가

낮으므로 이동성이 매우 높아 주의가 필요하다(Oremland

and Stolz, 2005). 토양에서 지하수로의 비소 용출은 심각

한 환경 문제이며, 비소 오염 지하수에 노출될 경우 수용

체에 DNA 손상과 피부 병변을 비롯하여 위장관, 피부,

방광, 간 등에 암이 발생할 우려가 있다(Calatayud et

al., 2014; Paul et al., 2015). 철과 비소의 환원은 열역

학적으로는 일반적인 토양 pH 범위(5-8)에서 Eh가 약

200 mV 이하일 때 발생 가능하지만, 반응 속도가 매우

느리다(Burnol et al., 2007). 실제 자연환경에서는 미생물

이 전자공여체인 탄소원과 전자수용체인 철과 비소 간의

전자 전달을 용이하게 하며 환원 반응을 촉진시킨다

(Newman and Banfield, 2002). 이러한 dissimilatory Fe/As

reducing bacteria는 Shewanella, Geobacter, 그리고

Clostridium이 대표적이며 이외에도 매우 다양하다(Dobbin

et al., 1999; Lovley, 2006; Jiang et al., 2013). 토양미

생물 중 철 또는 비소를 전자 수용체로 사용 가능한 종

의 상대적 풍부도와 다양성은 해당 원소의 거동과 생물학

적 이용성에 상당한 영향을 미친다(Lara et al., 2012).

따라서 토양 미생물 군집은 비소의 이동성과 독성을 결정

하는 핵심적 요소이다. 

토양에서 새로운 환경이 조성될 경우 각 미생물들은 적

응에 성공하거나 실패하며 전체 미생물 군집을 지속적으

로 변화시킨다. 미생물 군집에 영향을 줄 수 있는 주요

환경 인자로는 토양의 입자 크기, pH, Eh, 그리고 영양분

등이 있다(Torsvik and Øvreås, 2002). 이중에서도 Eh는

미생물 군집에 큰 영향을 주는 주요 환경인자 중 하나이

다. Eh가 변화할 경우 미생물이 이용할 수 있는 최종전자

수용체가 변화하며 대사에 영향을 준다. 미생물 군집 조

성은 토양 내 비소(As)와 철(Fe)을 비롯한 탄소(C), 황

(S), 질소(N), 인(P) 등의 주요 무기물의 순환에 영향을

주므로(Loreau, 2001; D'Hondt et al., 2004; Falkowski

et al., 2008), redox transition zone에서 미생물 군집 변

화의 특성을 연구하는 것은 비소오염토양의 위해 예측과

저감뿐만 아니라 토양 내 물질 순환에 있어 매우 중요하

다. 현재까지 철 및 비소 환원 미생물에 의한 비소의 용

출 촉진 현상에 관해서는 다양한 연구가 수행되었다(Islam

et al., 2004; Wang et al., 2016; Wang et al., 2017;

Yang et al., 2018). 그러나 아직까지 Eh가 변화하는 경

계면에서 토양 미생물 군집 변화의 경향성을 다룬 연구는

부족한 상황이다. 계절 변화나 조석 현상으로 인하여 환

경 조건이 변화하는 토양에서 시간에 따라 미생물 군집을

분석한 연구는 있으나(Boucher et al., 2006; Waldrop

and Firestone, 2006), 현장 조사 연구이기 때문에 주기적

이고 반복적인 Eh 변화와 미생물 군집 변화 간의 직접적

상관관계는 아직까지 확실하지 않다. 

본 연구에서는 일회성의 Eh 변화와 반복적 Eh 변화가

미생물 군집에 다른 영향을 줄 것이라 가정하고 batch 실

험을 통해 주기적이고 반복적인 Eh 변화가 토양 미생물

군집에 줄 수 있는 영향을 밝히고자 하였다. 연구의 목적

은 산화-환원 조건이 지속적으로 변화하는 비소 오염토양

에서 미생물 군집 변화의 특성을 규명하여 장기적으로 경

계면에서 비소 용출 특성을 예측하기 위한 배경 자료를

제시하는 것이다. 경계면 토양을 모사하기 위하여 비소 인

공오염토양과 토양용액을 혼합한 토양 슬러리에 각 7일간

의 환원-산화 조건을 네 번 반복적으로 조성하였다. 각 기

간 종료 후 토양을 샘플링하여 미생물 군집분석을 수행하

고, 군집분석 결과를 바탕으로 통계 분석을 진행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 토양 성분 분석 및 비소 인공 오염 토양 제조

본 연구에서 사용된 토양은 직경 500 µm 미만으로, 토

양의 금속 원소 전함량은 USEPA 3052(HNO3 : HF :

H2O2 : dH2O, 9 : 3 : 1 : 1, v/v/v/v)에 따라 분석되었다. 토
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양의 주요 광물 및 원소 조성은 각각 XRD(DAVINCI,

D8 ADVANCE, Bruker AXS, Germany)와 XRF(S4

PIONEER, Bruker AXS, Germany)를 이용하여 분석하

였으며, 그 결과는 Table 1에 제시하였다. 토양은 주로

석영(57.95%)과 알바이트(29.98%)로 구성되었다. 원토양을

풍건 후 As(V) (sodium arsenate dibasic heptahydrate)

용액과 혼합하여 250 mg/kg As(V) 농도로 인공 오염시키

고 75일 간 에이징 한 후 실험에 사용하였다. 에이징 과

정을 거친 원토양 내 비소의 존재형태를 Wenzel 5단계

연속추출법으로 분석한 결과(Wenzel et al., 2001), 전체

비소의 53.6%가 0.2 M NH4-oxalate 버퍼 용액으로 추출

가능한 3단계로 존재하는 반면, 0.2 M NH4-oxalate와

0.1 M ascorbic acid로 추출 가능한 4단계 비소는 16.5%

에 불과했다(Fig. 1). Wenzel 5단계 연속추출법에서 3단

계 비소의 대표적 형태는 비결정질 철산화물에 결합된 비

소이며 4단계 비소의 대표적 형태는 결정질 철산화물에

결합된 비소임을 고려하였을 때(Table 2), 원토양 내에서

비소는 주로 결정질 보다는 비결정질 철산화물에 결합되

어 있다 판단되었다.

2.2. 토양 배양 실험 및 샘플링 방법

토양의 산화-환원 조건을 변화시키기 위하여, 건조 토양

10 g을 200 mL의 인공토양용액과 혼합하여 토양 슬러리

를 제조하고 56일간의 토양 배양 시험을 수행하였다

(Couture et al., 2015). 환원-산화 조건이 네 번 반복되었

고 각 조건은 7일간 유지되었다(Fig. 2). 사용한 인공 토

양용액의 성분은 다음과 같다: pH 7.0, 2 mM glucose,

10 mM PIPES, 2.7 mM KCl, 0.3 mM MgSO4, 7.9 mM

NaCl 및 0.4 mM CaCl2·2H2O(Duan et al., 2019). 인공

토양용액 성분 중 포도당은 미생물이 이용하기 쉬운 탄소

원으로, 철과 비소의 환원 시 전자공여체로서 작용할 수

있다. 환원 조건 시작 이전에, 토양 슬러리에 질소 가스를

15분 동안 주입 후 산소 유입을 방지하기 위하여 고무 마

개로 막은 후 알루미늄 캡으로 밀봉하였다. 7일 경과 후,

산소 가스를 주입하고 7일 간 유지시켰다. 각 배양 기간

의 2, 4, 7일 째에 pH/Eh combination meter(US/720A,

Thermo Scientific, USA)로 토양용액의 Eh와 pH를 측정

하고 토양용액을 4 mL씩 샘플링하여 ICP-MS(G8421A,

Agilent Technologies International, Japan)로 용액 내 비

소 농도를, ferrozine assay로 2가 철 농도를 측정하였다

(Stookey, 1970). 산화 조건에서는 Eh가 300 mV 이상으

로 유지되었다(Fig. 3).

전 기간 동안 토양 슬러리는 25oC의 어두운 곳에 보관

하였다. 환원 조건일 때는 혐기 챔버에서 샘플링하여 산

Table 1. Soil characterization

pH Texture
Fe 

(mg/g)

AAO extractable Fe 

(mg/g)a

Ca 

(mg/g)

SiO2 

(%)

Al2O3 

(%)

SO3 

(%)

Main crystalline 

phase

5.8 Sandy loam 14.09 1.44 2.17 57.95 29.98 0.14 Quartz, Albite
a Acid ammonium oxalate extractable Fe

Fig. 1. Results of Wenzel 5-step sequential extraction of aged

soil.

Table 2. Procedure for Wenzel 5-step sequential extraction

Fraction Major chemical form Extractant Extraction conditions

F1 Nonspecifically bound 0.05 M (NH4)2SO4 4 h shaking at room temperature

F2 Specifically bound 0.05 M (NH4)H2PO4 16 h shaking at room temperature

F3 Amorphous Fe oxides bound 0.2 M NH4-oxalate buffer at pH 3.25
4 h shaking in the dark at room tem-

perature

F4 Crystalline Fe oxides bound
0.2 M NH4-oxalate buffer + 

0.1 M ascorbic acid at pH 3.25
30 min in oil basin at 96 ± 3°C 

F5 Residual
Mixture of 9 mL nitric acid, 3 mL hydrofluoric acid, 

1 mL hydrogen peroxide, and 1 mL deionized water

0.5 g of soil

Microwave aided digestion at 180oC 

for 15 minutes
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소 유입을 차단하였다. 토양 샘플링을 위해 각 주기마다

샘플을 개별적으로 제작하였으며, 각 배양 기간 종료 후

토양을 샘플링하였다. Original(원토양), Oxic 1(14일간 배

양, 첫 번째 산화 조건에서 샘플링한 토양), Anoxic 2(21

일간 배양, 두 번째 환원 조건에서 샘플링한 토양),

Anoxic 3(35일간 배양, 세 번째 환원 조건에서 샘플링한

토양), Anoxic 4(49일간 배양, 네 번째 환원 조건에서 샘

플링한 토양)을 이용하여 미생물 분석을 수행하였다.

2.3. DNA 추출 및 토양 미생물 군집 분석

샘플링한 토양을 Chunlab, Inc.(서울)에 의뢰하여 차세

대 시퀀싱(NGS: Next Generation Sequencing)을 수행하

였다. FastDNA SPINKit for Soil(MP Biomedicals, USA)

을 사용하여 토양에서 genomic DNA를 분리하고 DNA

증폭을 위하여 16S rRNA의 V3와 V5 영역을 대상으로

하는 프라이머를 사용하였다. 사용된 프라이머의 서열

은 다음과 같다: bacteria 특이적 프라이머 341F(5’-

TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTGTATAAGAGACAG-

CCTACGGGNGGCWGCAG-3’)와 805R(5’-GTCTCGTG

G G C T C G G - A G AT G T G TATA A G A G A C A G -

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’); archaea 특이적 프

라이머 A519F-Mi(5’-TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTG

TATAAGAGACAG-CAGCCGCCGCGGTAA) 와 A958R-

Mi(5’-GTCTCGTGGGCTCGG-AGATGTGTATAAGAG

ACAG-YCCGGCGTTGAMTCCAATT-3’). 2.5 mM dNTP

(2.5 µL), 10X buffer(2.5 µL), primer(1 µL), DNA(2 µL)

및 TaKaRa Ex Taq DNA polymerase(0.25 µL)가 포함

된 총 25 µL 혼합물을 반응시켰다. 처음 95oC에서 3분

동안 denaturing을 시킨 후 55oC에서 annealing, 72oC에

서 30초간 extension 시켰다. Final extension은 72oC에

서 5분 동안 수행하였다. 총 25 cycle을 수행하였다. PCR

반응은 1% agarose gel에서 전기 영동하여 확인하였다.

Illumina sequencing(Miseq) 및 Agilent 2100 Bioanalyzer

이 사용되었다. 

2.4. 군집 다양성 지표 비교 및 통계분석

서로 다른 토양의 미생물 군집을 비교하기 위하여 통계

분석을 수행하였다. Venn diagram은 R 프로그램의 Venn

Fig. 2. Schematic diagram of the experimental procedure.

Fig. 3. (A) Eh and (B) pH of the soil solution.
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diagram package를 사용하여 계산하였다. 군집의 다양성

을 평가하기 위하여 alpha-diversity 지표인 Abundance-

based coverage estimators(ACE), Jackknife, Chao 1,

그리고 phylogenetic diversity를 산정하였다. 이 중 ACE,

Jackknife, 그리고 Chao 1은 전체 OTU(Operational Taxo-

nomic Unit) 대비 singleton 또는 doubleton의 비율을 통

하여 종의 풍부도(richness)를 나타내는 지표로, 값이 높을

수록 측정되지 않은 종이 많아 종 풍부도가 높다고 판단

한다. Phylogenetic diversity는 계통수에서 노드(node) 간

최단 거리를 합산하여 종 간의 계통학적 차이를 수치화하

는 지수로, 종의 다양성과 양의 상관관계가 있다. 미생물

군집 간 유사성을 판단하기 위하여 UniFrac method를

이용한 Principal component analysis(PCA) 분석을 수행

하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 미생물 군집분석 결과 요약

반복적 산화-환원 조건 변화 하에서 미생물 군집의 변

화를 확인하기 위하여 Original, Oxic 1, Anoxic 2, Anoxic

3 및 Anoxic 4 토양을 샘플링하여 Illumina sequencing

을 수행하였다. 속(genus) 수준에서 미생물 군집의 상대적

구성비와 Heatmap 분석 결과는 각각 Fig. 4과 Fig. 5에

나타나 있다. Fig. 4에서 총 구성비의 2% 미만을 차지하

는 그룹은 기타(Others)로 분류되었다. Fig. 5에는 토양

시료에서 발견된 철 또는 비소 환원 미생물의 풍부도를

heatmap으로 표시하였다. 97% 유사도를 기준으로 종

(species) 수준으로 동정된 각 시료의 total reads 수는 각

각 58,813, 61,582, 50,160, 72,741, 그리고 63,540였다.

각 시료에서 Rarefaction curve는 모두 saturation phase

에 근접하는 유사한 형태로 나타나, 샘플의 read 수가

OTU값을 얻기 위해 적절함을 확인하였다. 전체 read에서

singleton을 제외한 OTU로 계산되는 Good’s coverage

of library는 모든 시료에서 99.7%로, 샘플의 시퀀싱 리드

수가 미생물 군집을 설명하기에 통계적으로 충분하다는

것을 나타냈다.

3.2. 반복적 Redox 변화가 미생물 군집 구성에 주는 영향

각 시료에서 미생물 군집의 상대 풍부도는 Table 3에

요약하였다. 분석 결과 원토양과 배양 초기의 토양에는 다

양한 종류의 미생물이 존재하였다. 모든 토양 시료에서 군

집의 대다수를 차지하는 문(phylum)은 Proteobacteria

(44.2-78.6%)와 Firmicutes(11.4-53.0%)였다. 강(class) 수

준에서는 Betaproteobacteria(1.3-58.6%)가 시간이 지남에

따라 유의하게 감소한 것에 반해, Alphaproteobacteria

(17.3-77.2%)는 점차 증가하는 양상을 보였다. 이외의 강

(class)으로는 Bacilli(1.3-14.7%)와 Clostridia(1.2-40.3%)

가 있었다. 목(order) 수준에서는 Burkholderiales(1.3-

58.9%), Bacillales(1.3-14.7%), Rhizobiales(1.8-6.3%), Rho-

dospirillales(2.7-73.3%), Clostridiales(1.2-40.3%), 그리고

Sphingomonadales(1.5-11.0%)가 우점하였다. 과(family)

수준에서 원토양에서는 호기성인 Massilia(40.1%) 속

(genus)이 포함된 Oxalobacteraceae(0.2-41.7%)가 가장

풍부하였고, 환원 조건의 토양에서는 Rhodospirillaceae

(1.1-73.1%)가 높은 비율을 차지하였다. 속(genus) 수준에

서는 산화-환원 전위의 변화에 따라 토양 내 미생물 군집

이 변화하는 것을 구체적으로 확인할 수 있었다. 다수를

차지하는 속(genus) 중Bacillus, Paenibacillus, Rhizobium,

Rhodococcus, 그리고 Sphingomonas는 3가 또는 5가 비

소에 저항성을 가진다고 알려져 있다(Jackson et al.,

Fig. 4. The changes in bacterial communities at the genus level.
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Fig. 5. Heatmap analysis for Fe or As reducing bacterial communities at the genus level.

Table 3. The relative abundance of the microbial communities

Sequences
Relative abundance (%)

Original Oxic 1 Anoxic 2 Anoxic 3 Anoxic 4

(a) Phylum

Proteobacteria 77.2 54.9 44.2 60.4 78.6

Firmicutes 11.4 41.0 53.0 33.0 19.2

Others 11.4 4.1 2.8 6.6 2.2

(b) Class

Betaproteobacteria 58.6 14.2 13.0 7.8 1.3

Alphaproteobacteria 17.3 40.0 30.5 52.4 77.2

Bacilli 9.8 14.7 8.2 1.9 1.3

Clostridia 1.2 24.0 40.3 30.0 14.6

Others 13.1 7.1 8.0 7.9 5.6

(c) Order

Burkholderiales 58.9 14.2 13.0 7.7 1.3

Bacillales 9.8 14.7 8.1 1.9 1.3

Rhizobiales 6.0 2.6 2.5 6.3 1.8

Rhodospirillales 2.7 29.3 23.7 34.1 73.3

Clostridiales 1.2 24.0 40.3 30.0 14.6

Sphingomonadales 4.1 7.3 3.4 11.0 1.5

Others 17.3 7.9 9.0 9.0 6.2

(d) Family

Oxalobacteraceae 41.7 3.9 4.9 1.4 0.2

Burkholderiaceae 16.2 9.9 7.6 4.1 0.9

Rhodospirillaceae 1.1 29.0 23.5 34.0 73.1

Desulfitobacterium_f 0.1 12.5 4.5 4.8 1.9

Bacillaceae 3.7 10.2 1.2 1.0 0.4

Clostridiaceae 0.3 10.1 34.1 15.5 6.9

Sphingomonadaceae 4.1 7.3 3.4 11.0 1.5

Paenibacillaceae 3.6 4.3 6.8 0.6 0.7

Others 29.2 12.8 14.0 27.6 14.4
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2005, Bachate et al., 2009; Oliveira et al., 2009). 

Clostridium, Desulfosporosinus, Geosporobacter, Desul-

fitobacterium, Paenibacillus, Pedobacter, Pelosinus 등의

철 또는 비소 환원이 가능하다고 알려진 다양한 속

(genus)이 존재하였고(Ahmed et al., 2012, Hong et al.,

2015, Ray et al., 2018), 그 중에서도 Clostridium(4.6-

34.1%)이 가장 풍부하였다. Clostridium은 유기산을 생성

하며 3가 철을 환원시킬 수 있는 미생물로, redox 경계면

에서 흔히 우점하는 속(genus)이다(Wang et al., 2009,

Mejia et al., 2016). 비결정질과 결정질 철산화물을 모두

전자수용체로 이용할 수 있으나, 그보다는 주로 휴믹산

(humic acids)을 통해 전자를 흐르게 하여 철 환원을 촉

진시킨다(Benz et al., 1998). 네 번의 환원 조건에서

토양용액의 pH는 5.9-6.3까지 감소하였는데(Fig. 3),

Clostridium과 같은 fermentative Fe/As 환원 미생물이

유기산을 생성하기 때문으로 판단된다. 3가 비소를 산화

시킬 수 있다고 알려진 Rhodococcus를 제외하고는, 상위

15개 속(genus) 미생물이 2가 철과 3가 비소를 산화시킬

수 있는지 여부는 알려지지 않았다. 단, Paraburkholderia

와 유사한 Burkholderia 속(genus)은 선행 연구에서 비소

산화가 가능하다고 보고된 바 있다(Sultana et al., 2012).

Azospirillum은 질소 고정 미호기성균(microaerophilic)으

로(de Zamaroczy et al., 1989), Oxic 1(28.5%), Anoxic

3(33.6%) 및 Anoxic 4(72.8%) 토양에서 가장 풍부한 속

(genus)이었으며 주기가 반복됨에 따라 그 양이 점차 증

가하였다. 반면 절대 호기성 또는 절대 혐기성 미생물은

redox 변화가 반복됨에 따라 그 구성비가 점차 감소하였

다. 이는 redox 환경이 지속적으로 변화하기 때문에 특정

redox 조건에서만 생존이 가능한 미생물(e.g., Massilia,

Clostridium)은 활성을 잃고, 두 조건 모두에서 생존 가능

한 미생물이 우점하기 때문으로 보인다. 벤 다이어그램 분

석 결과(Fig. 6), 총 186 개의 OTU가 모든 시료에서 공

Table 3. continued

Sequences
Relative abundance (%)

Original Oxic 1 Anoxic 2 Anoxic 3 Anoxic 4

(e) Genus

Massilia 40.1 1.9 2.8 1.2 0.1

Paraburkholderia 15.3 9.8 7.4 4.0 0.9

Azospirillum 0.0 28.5 23.1 33.6 72.8

Desulfitobacterium 0.0 11.4 2.8 0.7 0.8

Bacillus 3.7 10.2 1.2 1.0 0.6

Clostridium 0.3 10.1 34.1 13.2 4.6

Sphingomonas 4.1 7.3 3.4 10.4 1.3

Paenibacillus 1.0 3.9 6.7 0.3 0.6

Desulfosporosinus 0.0 1.1 1.7 4.1 1.1

Geosporobacter 0.0 0.0 0.0 2.5 0.1

Others 35.5 15.8 16.8 29 17.1

(f) Species

Massilia arvi group 28.5 0.1 0.1 0.2 0.0

Massilia aerilata group 8.6 0.3 0.0 0.8 0.0

Paraburkholderia caledonica group 8.1 0.0 0.1 0.8 0.2

Paraburkholderia dipogonis group 0.0 8.3 3.6 0.0 0.0

Azospirillum oryzae group 0.0 28.5 23.0 33.5 72.7

Sphingomonas pruni group 0.0 7.1 3.4 10.1 1.2

Sphingomonas lutea group 3.6 0.0 0.0 0.2 0.0

Clostridium magnum 0.0 2.9 22.7 0.0 0.0

Clostridium beijerinckii group 0.0 2.8 2.4 10.1 3.4

Geosporobacter subterraneus group 0.0 0.0 0.0 2.5 0.1

Desulfitobacterium dichloroeliminans 0.0 11.1 2.7 0.0 0.1

Paenibacillus borealis group 0.0 2.2 3.9 0.0 0.0

Others 51.2 36.7 38.1 41.8 22.3
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통적으로 존재하였으며 이 중 원토양을 제외한 모든 시료

에서 구성비 0.5% 이상인 미생물 군집을 핵심 세균 군집

으로 정하였다(Shade and Handelsman, 2012). 핵심 세

균 군집은 Azospirillum oryzae group 과 철 및 비소 환

원이 가능한 Clostridium beijerinckii group였다(Dobbin

et al., 1999). 

산화 조건의 토양(Oxic 1)과 환원 조건의 토양(Anoxic

2)를 비교한 결과, 환원 조건이 형성될 경우 선행 연구에

서 보고된 결과와 마찬가지로 철/비소 환원 미생물이 증

가함을 확인하였다(Parsons et al., 2013). Oxic 1 토양에

서는 Clostridium이 10.1%에 불과하였으나 Anoxic 2 토

양에서는34.1% 확연히 증가하였다. Paenibacillus, Desul-

fosporosinus, 그리고 Pelosinus 등의 철/비소 환원 미생물

도 환원 조건에서 구성비율이 증가하였다. 환원 조건에서

철/비소 환원 미생물의 증가는 철과 비소의 용출을 촉진

시켰을 가능성이 있다. 실제로 산화 조건의 토양용액에서

는 2가 철이 전체 철의 0.1% 미만으로 측정되었으나, 환

원 조건에서는 전체 철의 1.0-3.3%가 용액 중에서 2가

철 상태로 존재하였으며, 용액 중 존재하는 비소의 양 또

한 유의하게 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 7). 원토양에

서 결정질 철산화물보다는 비결정질 철산화물에 결합된

비소의 비율이 높았기 때문에, 철 환원에 인한 비소 용출

이 촉진될 수 있었다고 판단된다. 모든 토양에서 절대 호

기성 또는 혐기성으로 알려진 미생물이 함께 발견되었는

데, 이는 절대 호기성 또는 혐기성 미생물이라도 실제 환

경에서는 지속적인 대사를 위해 일시적인 환원/산화 조건

을 필요로 하고(Teh et al., 2005), Eh환경 적응에 상당

한 시간이 소요되기 때문이다(DeAngelis et al., 2010). 

3.3. 미생물 다양성 지표의 감소

Redox 변화가 토양 미생물 군집의 다양성에 미치는 영

향을 분석하기 위하여 각 토양에서의 다양성 지수를 비교

하였다. ACE, Chao 1, Jackknife 등의 다양성 지수는

Table 4과 Fig. 8에 제시되어 있다. 모든 다양성 지수는

redox 변화가 반복되면서 크게 감소하여 원토양에서 가장

높게 나타났고, Anoxic 4 토양에서 가장 낮았다. 97%

유사도를 기준으로 산정한 OTU는 네 번의 redox cycle

에서 1,834(Original), 1,088(Oxic 2), 962(Anoxic 2),

그리고 1,024(Anoxic 3)에서 772(Anoxic 4)로 점차 감

소하는 경향을 보였다. Jackknife는 2,018에서 950으로,

Chao 1은 1,868에서 848로, 그리고 phylogenetic diversity

Fig. 6. Venn diagram showing overlaps between species under

redox changes.

Fig. 7. Percentage of aqueous Fe2+ and As.

Fig. 8. Alpha-diversity indices of the bacterial communities in

different soils.
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는 1,926에서 1,121로 급격히 감소하였다. 미생물 군집의

다양성이 감소하는 것은 반복적으로 Eh 환경이 변화하며

절대 호기성 또는 혐기성인 미생물이 감소하기 때문으로

판단된다. 벤 다이어그램에서 단일 시료에만 존재하는 종의

수는 Original(384), Oxic 1(255), Anoxic 2(190), Anoxic

3(143), Anoxic 4(94)로 시간이 지남에 따라 감소함을 확

인하였다. DeAngelis et al.(2010)은 유사한 토양 배양

실험을 통해 Eh가 일정하게 유지될 경우보다 Eh가 변화

할 때 미생물 군집의 다양성이 증가함을 보였는데, 본 연

구는 이를 확장하여 Eh 변화가 반복될 경우에는 오히려

다양성이 감소함을 확인하였다. 미생물 군집 다양성이 높

다는 것은 다양한 기능을 가진 미생물이 활성을 가지고

토양 내 물질을 효율적으로 활용할 수 있음을 의미한다

(Loreau, 2001). 따라서, redox 변화 반복에 의한 미생물

다양성의 감소는 토양 내 다양한 무기물질의 효과적인 순

환을 저해할 수 있다(Torsvik and Øvreås, 2002).

3.4. 전체 군집 구조 비교

토양의 미생물 군집 변화를 규명하기 위하여 주성분 분

석(Principal Component analysis, PCA)을 사용하여 계

통분류학적 유사도를 고려하였다(Fig. 9). 분석 결과, 미생

물 군집은 토양 배양 여부와 redox 반복에 따라 뚜렷이

구분되었다. 주성분 1(Principal component 1)과 주성분

2(Principal component 2)는 각각 전체 데이터 분산의

57.6과 29.3%를 차지하였다. 두 주성분만으로도 전체 데

이터 분산의 86.9%를 보존하고 있어 2차원으로 시각화하

여 토양 미생물 군집의 차이를 파악하기에 충분하였다. 주

성분 1 기준으로는 토양 배양 여부에 따라 토양 미생물

군집이 유의한 차이를 보였다. 주성분 1에 대한 원토양

(Original)의 값은 0.5에 가까운 반면, 배양된 토양(Oxic

1, Anoxic 2, Anoxic 3, Anoxic 4)의 값은 0 이하로

배양 여부에 따라 미생물 군집 조성이 크게 차이남을 알

수 있다. 주성분 2를 기준으로는 redox 변화의 반복이 중

요한 변수였다. 주성분 2에 대하여 Oxic 1과 Anoxic 2

토양의 값은 각각 -0.14와 -0.20인 반면, Anoxic 3와

Anoxic 4 토양의 값은 각각 0.03과 0.25로 점차 증가하

였다. 이는 redox 변화가 반복되면서 토양 미생물 군집

조성이 변화하였음을 의미한다. 반면, 환원 조건의 토양인

Anoxic 2와 산화 조건의 토양인 Oxic 1은 주성분 1과 2

모두를 기준으로 큰 차이를 보이지 않았다. 이는 일반적

통념과 달리, 산화 또는 환원 조건으로 구분되는 redox

상태 자체보다는 redox 반복이 미생물 군집에 더 큰 영향

을 주었다는 것을 의미한다.

4. 결론 및 제언

본 연구는 redox transition zone에서 발생할 수 있는 미

생물 군집 변화를 규명하여 향후 비소 이동성에 줄 수 있

는 영향을 파악하는 것을 목적으로 하였다. 기존 연구들이

환원 조건에서 Geobacter와 같은 철 환원 미생물의 풍부도

증가에 집중한 반면(Parsons et al., 2013; Mejia et al.,

2016), 본 연구에서는 같은 산화/환원 조건이더라도 redox

Fig. 9. Principal component analysis of bacterial communities.

Table 4. Alpha diversity indices of microbial communities in the samples

Samples
No. of detected species Indices of species richnessa Index of phylogenetic diversity

OTUsb ACEc Jackknife Chao 1 Phylogenetic diversity

Original 1,834 1,918 2,018 1,868 1,926

Oxic 1 1,088 1,327 1,373 1,242 1,615

Anoxic 2 962 1,171 1,223 1,098 1,450

Anoxic 3 1,024 1,081 1,148 1,055 1,338

Anoxic 4 772 908 950 848 1,121
a Index focused on species richness; The higher the value, the more species that are not found
b Operational Taxonomic Units; Clusters of organisms, grouped by DNA sequence similarity of a specific taxonomic marker gene
c Abundance-based Coverage Estimators
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반복의 횟수에 따라 특정 미생물이 선별적으로 증가하며

철/비소 환원 미생물 구성비에 차이가 발생함을 증명하였

다. 반복된 redox 조건의 변화는 산화 조건과 환원 조건

모두에서 생존 가능한 미생물(e.g., Azospirillum) 의 풍부도

를 선별적으로 높이고 절대 호기성인 미생물의 풍부도를

감소시키며 결과적으로 미생물 다양성을 감소시켰다. 환원

조건에서는 철 또는 비소 환원이 가능하다고 알려진 다양

한 미생물(e.g., Clostridium, Desulfitobacterium) 이 존재하

는 것을 확인하였다. 이 중에서도 Clostridium beijerinckii

group은 핵심 세균 군집을 이루었다. 이러한 연구결과는 실

제 redox transition zone에서 범람, 계절, 또는 조류로 인

한 redox 변화의 누적 횟수가 토양 미생물 군집 구성에 중

요한 요소이며, 향후 비소와 철을 비롯한 다양한 토양 무

기물질의 순환에도 영향을 줄 수 있음을 나타낸다. 따라서

redox transition zone에서 장기적으로 비소의 이동성을 예

측하기 위해서는 부지의 현재 redox 상태뿐만 아니라 해당

부지 내 redox 변화의 이력을 함께 고려할 필요가 있다.
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