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            Abstract
          
        

        
          Biochar application to soil is widely known to have effects of climate change mitigation and soil quality
				improvement. However, effects of biochar on soil ecosystem are not always positive and some biochars
				are reported to contain toxic materials which might influence soil ecosystem. In this context, this
				study aims to investigate behavioral changes of earthworms(Eisenia fetida, Eisenia andrei) in response to
				different application rates of biochar to artificial soil. Treatment included two types of biochars made
				from rice husk (RH_Char) and wastewater sludge (SL_Char) with 1% and 10% application rates, respectively.
				Avoidance test revealed that earthworms did not avoid SL_Char treatments at 1% and 10%, while
				they rather moved to the RH_Char treatments probably due to higher labile carbon content(Hot water
				extractable carbon) of the RH_Char. The HWC content of RH_Char was 4 times higher than that of the
				SL_Char. Results of reproduction test showed that the survival rates, number of juveniles and number of
				cocoons were not influenced by biochar application except for the treatment of SL_Char at 10% rate. In
				the SL_Char 10% treatment, fatality was approximately 3.3 times as high as the control and the number
				of cocoons was 1.3 times higher in the same treatment than the control, indicating that earthworms were
				under environmental stress. The possible explanation for the stress condition was related to higher Cd,
				Ni, Cr, and As contents in the SL_Char. Overall results imply that biochar application at low rate might
				not change earthworms' behavior for the short term, while the reproduction behavior might be negatively
				influenced under the high application rate.
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      1. 서론
      바이오차르란 산소공급을 제한한 환경에서 유기물을 열분해하여 얻은 부산물을 말한다(Lechmann and Josheph, 2009). 바이오차르는 난분해성으로 미생물 또는 기타 환경요인에 의해 쉽게 산화되지 못하므로 토양 내 탄소 격리 효과 및 기후변화 완화 효과를 갖는다고 알려져 있다(Lechmann et al., 2006). 바이오차르는 다공성 구조로 높은 표면적을 가지므로 토양의 산소와 수분 함량을 높게 유지할 수 있고(Lechmann et al., 2011; Mukherjee and Zimmer-man, 2013), 산도, 양이온 치환능력, 질소 비료이용 효율, 미생물 활성도 등을 증가시켜 토양 구조 및 질 개선에 긍정적 영향을 준다고 보고되고 있다(Novak et al., 2009; Laird et al., 2010). 이러한 긍정적 효과로 인하여 바이오차르를 이용하는 토양환경 관리 전략들이 널리 제안되었고 연구가 활발히 진행되고 있다(Hartley et al., 2009; Inyang et al., 2011; Ahmad et al., 2012).

      바이오차르를 생성하는데 필요한 원료물질은 일반적으로 볏짚, 톱밥과 같은 농업 및 임업부산물이 일반적이었으나, 최근에는 하수슬러지와 같은 도시 폐기물까지 다양하게 고려되고 있다(Shackely et al., 2011). 하지만, 바이오차르는 원료물질과 생성조건(온도, 산소 분압, 시간) 등에 따라 그 특성이 달라질 수 있으며, 어떤 바이오차르는 생성 과정 중 다양한 유해물질이 함유될 수 있다(Spokas et al., 2009; Mukherjee et al., 2011). 이는 바이오차르를 토양에 투입할 때에 반드시 토양 환경에 대한 위해성 평가가 이루어져야 한다는 점을 시사한다.

      지렁이는 토양의 유기물을 분해하여 토양을 비옥하게 해주는 대표적 토양 생물체로써(Darwin, 1881), 토양 환경에서 중요한 생태적 지위(Niche)를 차지하고 있다(Edwards and Lofty, 1977; Cooke et al., 1992). 또한, 지렁이는 물리화학적 변화에 매우 민감하기 때문에 유럽연합(EU)와 OECD의 생태 독성시험 주요 생물로 채택되었으며, 많은 생태 독성 연구에 지렁이를 이용하고 있다(Amorim et al., 2005; Lukkari and Haimi, 2005; He et al., 2007; Zhou et al., 2007). Li et al.(2011)은 사과나무 톱밥으로 생성된 바이오차르를 무게 기준으로 10% 이상을 토양에 투입했을 때 지렁이가 회피행동을 하였으며, 고농도 바이오차르 투입토양에서 28일 간 배양했을 때 몸무게가 줄었음을 보고하였다.

      국내에서도 다양한 종류의 폐기물의 친환경 처리를 위해 바이오차르를 토양에 투입하는 관리방법이 고려되고 있으며, 이 방법을 실제 이용하기 위해서는 잠재적 독성 및 위해성 평가가 꼭 이루어져야 할 것이다. 그러나 이러한 중요성에도 불구하고, 국내에서는 바이오차르의 생태독성 평가가 거의 이루어지지 않고 있다. 따라서 본 연구는 국내에서 농업 부산물 중 발생량이 높은 왕겨와 친환경적 처리가 요구되는 하수슬러지를 이용한 바이오차르를 국내산 지렁이를 이용하여 생태 독성 평가를 수행하였다. 본 연구의 목적은 1) 바이오차르의 토양 투입이 토양 생태 독성 시험 표준생물인 지렁이에게 생태독성이 있는지 여부를 판단하고, 2) 바이오차르 종류 및 농도에 따른 지렁이의 회피 반응 및 생산성 반응 변화를 관측함으로써 바이오차르 토양 투입의 안전성 평가 및 실행 가능성 판단의 근거를 마련하는 것이다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1 지렁이 준비
        지렁이는 OECD 공시종인 줄지렁이(Eisenia fetida)와 한국 대표 분포종인 붉은줄지렁이(Eisenia andrei)를 구입하였고, 이 두 종을 혼합하여 사용하였으며, 2개월 이상 사육 후 환대가 보이는 250~900 mg 무게의 건강한 개체를 선별하였다. 선별 개체들은 실험시작 전 인공토양에서 7일간 적응시켰다.

      

      
        2.2 바이오차르 준비
        본 연구에서는 왕겨 바이오차르(RH_Char)와 하수슬러지 바이오차르(SL_Char)를 준비하였다. 하수슬러지는 런던 협약 이후 해양투기가 전면 금지되었으므로 친환경적 처리가 필요하여, 본 연구의 대상물질로 설정하였다. 왕겨 바이오차르는 강진 농협에서 구매한 상품으로 5 mm 이하로 분쇄된 왕겨를 500~600℃에서 약 20 분간 열분해한 부산물이다. 이 과정은 소규모의 열분해 반응기(DCH-400, 1.4 m×5.2 m×5 m(L×W×H))에서 일어나며, 시간당 반응기의 왕겨 처리량은 400 kg이다. 반면, 하수슬러지 바이오차르는 원재료의 함수율을 15% 이하로 낮추고, 산소를 차단한 상태에서 450~550℃에서 10~20분간 탄화하여 생성하였다.

        두 바이오차르의 pH는 시료와 증류수를 1:5(w/v)의 비율로 혼합하여 1시간 교반 후 pH meter(Ori-on3 star, Thermo, USA)로 측정하였다. 총 탄소, 질소 함량은 Carlo Erba NS 1500 C/N analyzer를 이용하였고, 열수 추출 가능 탄소(Hot water extrac-table carbon, HWC) 측정은 Haynes and Francis(1993)의 방법에 따라 수행하였다. 또한, 토양 내 중금속 함량은 PerkinElmer ICP-OES OPTIMA5300DV를 이용하여 분광학적으로 분석하였다. 토양 내 PAH (Polycyclic aromatic hydrocarbon) 분석은 GC/MSD (7890/5975, Agilent Technologies, USA)를 이용하여 수행하였다. 분석된 PAH 종류는 Anthracene, Ben-zo[a]anthracene, Benzo[a]pyrene, Benzo[b]fluoranthe-ne, Benzo[e]pyrene, Benzo[k]fluoranthene, Benzo [g,h,i] perylene, Chrysene, Dibenz[a,h]anthracene, Fluoranthe-ne, Indeno[1,2,3-c,d]pyrene, Phenanthrene, Pyrene이었다.

      

      
        2.3 인공토양 준비 및 바이오차르 투입
        인공토양은 OECD 지침서(1984)에 따라 Sphag-num peat : Kaolin clay : 산업용 모래를 1:2:7의 비율로 섞고, pH를 6.0±0.5가 되도록 CaCO3를 일정량 가하여 믹서기로 혼합하였다. Sphagnum peat는 pH 5.5~6.0으로 식물 조직이 남아 있지 않고 분말 형태로 건조된 것, Kaolin clay는 Kaolinite의 함량이 30% 이상인 것, 산업용 모래는 지름 50~200 μm인 입자가 50% 이상인 것을 이용하였다(Lee et al., 2005). 본 연구의 처리구는 인공토양에 왕겨와 하수슬러지 바이오차르를 무게 기준으로 각각 1%, 10%의 비율로 혼합하여 투입하였고, 대조구는 아무것도 넣지 않은 인공토양을 준비하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Description of the treatments
          
          

        

        
          
            	
            	RH_Char 1%
            	RH_Char 10%
            	SL_Char 1%
            	SL_Char 10%
            	Control
          

          
            	Treatment
            	Artificial soil 
+ 1% biochar
 from rice husks
            	Artificial soil 
+ 10% biochar
 from rice husks
            	Artificial soil 
+ 1% biochar 
from sludge
            	Artificial soil 
+ 10% biochar
 from sludge
            	Artificial soil
          

        

        

      

      
        2.4 회피 실험
        회피 실험은 Environment Canada(2004)의 생물 시험법을 참고하여 수레바퀴 모양의 회피 실험 용기를 아크릴 재질로 제작하여 이용하였다(Fig. 1). 실험용기는 제거 가능한 내부분리대에 의해 중앙 직경 5.4 cm의 원형 구역과 부채꼴 모양의 6개 구역으로 나뉘어져 있다. 이 용기에는 각 처리구와 대조구를 한 세트로 하여 각각 200 g씩 6개 구역에 번갈아 가며 채웠다. 처리구에 따라 총 4개의 실험 용기를 준비하였고, 실험은 5회 반복하였다. 내부 분리대는 지렁이가 중앙 원형 공간에 투입된 후 제거하였고, 48시간 동안 빛이 없는 조건에서 온도는 20±2℃로 유지하였다. 바이오차르 투입에 따라 인공토양과 차르 혼합물의 보수력은 달라지므로, 변화된 보수력(Water holding capacity)을 고려하여 수분함량을 각각 보수력의 85±10%로 일정하게 유지하였다(Coleman et al., 2010). 48시간 경과 후, 회피 실험 용기 내에 내부 분리대를 원위치하고, 각 구역별로 지렁이 개체수를 파악하였다. 만일 지렁이가 분리대에 의해 두 부분으로 나뉘었다면 0.5 마리로 처리구와 대조구에 각각 포함시켰다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            
						Avoidance test container which is composed
						of six compartments separated by removable partitions.
						Earthworms are added to the center.
						
          
          

          

        

      

      
        2.5 생산성 실험
        생산성 실험 역시 Environment Canada(2004)의 실험 내용을 참고하여 수행하였다. 처리구와 대조구 토양은 1 L 비커에 각각 200 g씩 담았으며, 모든 실험은 5회 반복하였다. 각 비커에 지렁이 10마리를 투입하고, 파라필름과 고무줄을 이용하여 입구를 막았으며, 파라필름에 작은 구멍을 뚫어 공기가 통할 수 있도록 했다. 지렁이 배양은 20일 동안 암실에서 온도 20±2℃를 유지하며 진행되었고, 12시간 간격으로 400~800 Lux 형광등을 이용하여 빛을 주기적으로 제공해줌으로써 지렁이가 낮과 밤을 느낄 수 있도록 하였다. 배양이 종료된 후에는 각 처리구와 대조구에서 살아남은 지렁이 수 및 새끼 수, 알 수를 조사하였다. 또한, 배양 시작 시 수분 조건은 보수력의 85±10%로 보정해 주며, 배양 시작일로부터 7일, 14일에는 줄어든 수분이 감소한 만큼 보충하였다.

      

      
        2.6 통계분석
        회피 실험에서의 처리구와 대조구 간의 차이는 90% 및 95%의 신뢰수준에서 Student's t-test를 진행하였으며, 생산성 실험에서는 바이오차르의 종류 및 투입농도별 차이를 95 % 신뢰수준에서 분산 분석을 실시하였다(SAS Institute, 2008).

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 토의
      
        3.1 회피 실험
        회피 실험 결과, 지렁이는 RH_Char 1%와 RH_Char 10% 처리구를 회피하지 않았고, 오히려 투입 토양을 선호하여 대조구 대비 각각 123% 및 145% 더 많은 개체수가 발견되었다. 반면, SL_Char 1% 및 10% 투입 토양에서는 회피도 선호도 하지 않은 것으로 나타났다(Fig. 2). 왕겨 바이오차르와 하수슬러지 바이오차르의 이와 같은 상이한 회피실험 결과는 바이오차르가 포함한 열수추출탄소량(HWC)의 차이로 설명할 수 있다. Yoo et al.(2013)의 연구에서 바이오차르 내 유기물은 비교적 안정하여 분해가 매우 느리지만, 그 표면에서는 토양미생물이 가용할 만한 성분들이 존재한다고 보고된 바와 같이, 본 연구에서 RH_Char는 인공토양 대비 약 34% 높은 HWC를 포함하고 있는 반면, SL_Char는 인공토양 대비 오히려 74% 적은 HWC를 함유하고 있었다(Table 2). 즉, RH_Char의 높은 가용성 유기물로 인하여 이것이 인공토양에 투입되었을 경우, 토양 내에 지렁이의 먹이로 작용할 수 있음을 의미한다. 한편, 일반적으로 지렁이 생육에는 산성보다 약알칼리 조건이 적합하다고 알려져 있는데(Park et al., 2000), 지렁이가 RH_Char를 선호하는 것은 pH가 높은 왕겨 바이오차르의 투입으로 인공토양의 pH를 약알칼리성으로 변화시켰기 때문으로 해석할 수 있다(Table 2). 반면, SL_Char의 pH는 6.70으로 인공토양의 pH와 크게 다르지 않아, 투입된 토양의 pH를 변화시키지 않았을 것이다. 또 한편, Fig. 3에서 보는 바와 같이, SL_Char의 크롬, 니켈, 납 및 비소의 함량이 인공토양 및 RH_Char에 비하여   월등히 높은 것을 알 수 있으나, 본 연구에서는 SL_Char 처리구에 대한 지렁이의 회피 반응은 나타나지 않았다. 이는 지렁이 투입 후 48시간이라는 비교적 짧은 시간 조건에서는 중금속에 의한 지렁이의 행동 변화가 나타나지 않기 때문이라 추측된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            
						Number of earthworms(Eisenia fetida, Eisenia
						andrei) recovered in amended and unamended
						soil compartments after 48h avoidance tests. Bars
						with * and ** indicate significant difference at 10%
						and 5% probability levels, respectively.
						
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Basic characteristics of biochar and artificial soil
          
          

        

        
          
            	
            	pH
            	Total C
            	Total N
            	C/N ratio
            	HWC*
          

          
            	g kg—1 soil
            	g kg—1 soil
          

          
            	Biochar
            	Rice husks
            	10.36
            	48.05
            	0.93
            	51.67
            	4.20
          

          
            	Sludge
            	6.70
            	13.16
            	2.09
            	6.30
            	0.83
          

          
            	Artificial soil
            	
            	6.30
            	6.21
            	0.51
            	12.18
            	3.14
          

        

        
          
            * HWC: Hot water extractble carbon
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            
						Contents of Cr, Ni, Pb, and As in biochars
						and artificial soil. Dashed lines indicate the standard
						values of soil pollution. Bars with different letters indicate
						significant difference at 5% probability level.
						
          
          

          

        

        Li et al.(2011)은 바이오차르 토양투입에 따른 지렁이 회피 실험에서 톱밥으로 만든 바이오차르를 무게 대비 10% 투입하였을 경우, 지렁이가 바이오차르 처리구를 유의하게 회피한 것으로 보고하였다. 그러나 바이오차르 처리구에 추가적으로 수분을 투입하여 바이오차르를 수분으로 포화시킨 경우에는 이러한 회피행동이 관찰되지 않았다. 즉, Li et al. (2011)는 지렁이의 바이오차르 회피행동이 토양의 수분 함량과 밀접한 관련이 있음을 밝혀내었다. 본 실험에서는 Li et al.(2011)과는 달리 실험 시작 전에 바이오차르 투입에 따른 토양의 추가적 건조화를 방지하기 위해 처리구별 보수력을 각각 측정하였고(Table 3), 이를 고려한 수분상태를 85±10% 보수력 수준으로 맞추었으므로 Li et al.(2011)이 보고한 회피행동과 토양 수분함량 간의 관계는 변인통제가 된 것이라 할 수 있다. 즉, 본 연구결과는 지렁이 회피행동에 영향을 미치는 수분함량 이외의 주요한 요인을 밝혀냈다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Water holding capacity of the soils with different treatments
          
          

        

        
          
            	
            	RH_Char 1%
            	RH_Char 10%
            	SL_Char 1%
            	SL_Char 10%
            	Control
          

          
            	WHC [mL water g—1 soil]
            	0.52
            	0.62
            	0.59
            	0.55
            	0.47
          

        

        

      

      
        3.2 생산성 실험
        생산성 실험 동안 생존한 지렁이 수와 알 수는 SL_Char 10%에서만 유의한 차이를 보였다. SL_ Char 10% 처리구에서 생존 수는 대조구 대비 약 28% 감소하였고, 알 수는 대조구 대비 약 127% 증가하였다. 반면, 새끼 수는 통계적으로 차이가 없었다(Fig. 4). 생존수의 감소 및 알 수의 증가는 지렁이 개체군이 환경의 변화에 따라 생존전략의 변화가 있었음을 시사한다. 일반적으로 열악한 외부 교란에 의해 개체군이 스트레스를 받은 경우, 생존 수는 줄어들지만 알 수를 증가시켜 r-생존전략으로 적응함은 널리 보고되고 있다(Odum and Barrett, 2005). 또한, SL_Char 10%에서 지렁이의 생존율 감소에 대해서는 SL_Char의 중금속 함량으로 설명이 가능하다. Lee et al.(2001)에 의하면 크롬, 카드뮴, 수은 등으로 오염된 토양에서 지렁이는 생존은 하였으나, 알 부화율과 새끼수가 감소하여 불안정한 생존을 한 것으로 보고하였다. 본 연구에서는 회피 실험과 달리 생산성 실험은 비교적 긴 시간인 20일 동안 지렁이를 배양하였고, SL_Char에 포함된 크롬, 니켈, 납 및 비소의 농도가 RH_Char 및 인공토양에 비해 월등히 높았다(Fig. 3). 이에 SL_Char를 고농도(10%)로 투입한다면 지렁이의 생존을 위협할 수 있는 것으로 판단된다. 그러나 SL_Char 1% 처리구의 지렁이는 대조구와 유사한 생존율을 보였는데, 이는 SL_Char가 인공토양에 저농도로 투입되어 희석으로 인해 중금속에 의한 위해성이 완화되었기 때문이라 사료된다. 한편, RH_Char와 SL_ Char의 PAHs 분석 결과 Anthracene, Benzo[a]anth-racene, Fluoranthene, Pyrene은 검출한계 이하였으며, RH_Char와 SL_Char 모두에서 Chrysene, Phe-nanthrene은 0.02~0.06 mg/kg, Benzo[a]pyrene, Ben-zo[b]fluoranthene, Benzo[e]pyrene, Benzo[k]fluoran-thene은 0.07~0.16 mg/kg, Benzo[g,h,i]perylene, Di-benz[a,h]anthracane, Indeno[1,2,3-c,d]pyrene은 0.11 ~0.13 mg/kg의 농도로 검출되었다. 그러나 이는 모두 미국 토양정화표준에서 거주 지역에 대한 기준 수치 이하의 결과였다(Choi et alZ., 2012).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            
						(a) Number of earthworms(Eisenia fetida, Eisenia andrei) survived, (b) number of juveniles, and (c)
						cocoon production after 20d reproduction tests. Bars with different letters indicate significant difference at 5%
						probability level.
						
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결론
      본 연구는 기후변화 완화 전략으로 토양에 바이오차르를 투입할 경우, 가져올 수 있는 생태독성을 지렁이를 이용하여 평가하였다. 바이오차르에 따른 토양의 수분함량 변화를 통제한 상태에서 진행한 회피실험에서는 투입된 바이오차르의 종류에 따라 지렁이의 회피행동이 변화하였다. 지렁이는 왕겨 바이오차르 처리구를 오히려 선호하였으며, 하수슬러지 바이오차르 처리구는 단기적으로 영향을 받지 않았다. 이는 지렁이가 왕겨 바이오차르에 포함된 가용한 유기물을 오히려 먹이자원으로 활용할 수 있어 선호하였음을 시사한다. 20일 간 진행한 생산성 실험에서는 왕겨 바이오차르의 경우 1% 및 10 % 투입구 모두에서 생존 수, 알 수 및 새끼 수가 변화하지 않았으나, 하수슬러지 바이오차르의 경우, 특히 10%의 고농도 처리구에서 생존수가 유의하게 감소하였고, 알 수는 오히려 증가하였다. 본 실험결과는 왕겨 바이오차르가 지렁이에게 생태독성이 없으며, 하수 슬러지 바이오차르는 고농도에서 지렁이에게 독성을 나타냄을 보여주었다. 향후 연구는 보다 다양한 바이오차르 종류 및 농도별 지렁이의 회피 및 생산성 변화를 살피고, 이를 설명하기 위하여 지렁이 행동에 영향을 주는 주요 요인인 토양수분함량, 바이오차르가 포함하는 가용한 유기물의 양, pH, 중금속 등 유해한 물질의 함량 등을 조사하여 바이오차르 토양투입의 안전성 평가 기준을 마련하는 것에 집중해야할 것이다.
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