
[별표]

해수욕장 수질 모니터링 및 분석 방법 (제8조 관련)

1.1 목적

이 시험 방법은 해수욕장 생물학적 수질 모니터링을 수행하기 위해 물속에 존재하는 

대장균(E. coli)과 장구균(Enterococcus)을 분석함에 있어 검사결과의 정확성과 통일성

을 기하기 위하여 필요한 제반사항과 규정사항을 제시하고자 한다.

1.2 적용 범위

본 시험 방법은 우리나라 해수욕장 수질 모니터링 시험에 적용한다.

1.3 채수 지점 및 채수 깊이

○ 해수욕장 수질을 측정하기 위한 시료 채취, 보관 및 시료 채취 지점은 기본적으로 

해양환경공정시험기준고시 제4조에 따른 시험 방법에 따라 시행한다.

○ 시료 채수 지점은 해류 방향 및 해수 연안의 길이를 고려하여 대표치가 될 수 있는 

곳을 선정하여야 한다. 해수욕장의 대표정점 5개를 선정하여 그 정점을 반드시 기

록하고, 동일한 위치에서 채수가 진행되도록 한다.

○ 시료 채수는 만 2세 어린이들부터 성인까지 수영이 가능한 0.7±0.2 m 이상이 유지

되는 곳을 기준으로, 수심 1 m를 기준으로 하였을 때, 수표면으로부터 30 cm 아래

에서 1 L 이상의 멸균된 채수 병을 사용하여 채수한다. 이 때, 수표면의 부유물질이

나 침전물 등이 부상하여 유입되지 않도록 주의한다. 단, 분석직전 혼합을 위해서 

2~3 cm의 공간은 남겨두고, 신속하게 뚜껑을 닫는다.

○ 시료는 직사광선을 피하고 약 4 ℃에서 보관해 실험실로 운반하여 곧바로 분석하는 

것을 원칙으로 하며, 분석 착수시점은 최대 24시간을 넘기지 않도록 해야 하며, 미

생물 분석은 세 번 반복 실험을 원칙으로 한다.

1.4 분석 방법

○ 수질 모니터링 조사 항목: 대장균과 장구균의 개체수를 측정하되, 국내 공정시험기

준이 도입되기 전까지 각 항목은 EPA 1603(대장균), EPA 1600(장구균) 및 효소발색

법을 이용하여 측정한다. 구체적인 방법은 1.5, 1.6, 1.7, 1.8과 같다.

○ 참고 조사 항목: 해당 수역의 수질을 보다 정확히 평가하기 위해서 채수시 해당지

역의 기상상태, 수질의 상태 및 이용객 수 등 현장상황을 상시 기록한다.

1.5 대장균 분석 방법 (EPA 1603)

1.5.1 막여과 장치 및 기구

(1) 여과막

공경 0.45 ㎛, 직경 47 mm크기의 미생물 분석용 여과막으로서 막의 한면에 격자가 



그려진 멸균된 것을 사용한다.

(2) 여과장치 

여과막을 끼워서 여과할 수 있게 하는 장치로 고압 증기 멸균가능한 것을 사용한다.

(3) 원형흡수패드

두꺼운 여지나 스폰지 또는 유리섬유여과막으로 직경 47 mm크기의 원형패드를 멸균

하여 사용한다.

(4) 페트리디쉬

지름 약 5.5 cm, 높이 약 1.2 cm의 소형제품 (24 cm2)으로 멸균된 것을 사용한다.

(5) 핀셋

끝이 뭉툭하고 넓으며 여과막을 집어 올릴 때 여과막을 물리적으로 손상시키지 않는 

형태의 것으로 화염멸균 가능한 것을 사용한다.

(6) 기타 

시험에 필요한 배양기, 피펫, 시험관, 플라스크 등은 대장균 시험방법의 시험관법 기

구 및 장치에서 규정된 것을 사용할 수 있다.

1.5.2 배지의 제조(modified mTEC agar (Difco 2148800))

물 1 L에 modified mTEC agar (Difco 제품) 45.6 g 또는 상기 성분을 넣어 섞어준 

후 121℃에서 15분간 멸균한 후 45~50℃까지 식혀 5~7 mL를 페트리디쉬에 넣어 굳

힌다. 가열할 때에는 끓이지 않도록 주의하며, 최종 pH는 7.2±0.2가 되도록 한다.

Protease peptone#3 5.0 g

Yeast extract 3.0 g

Lactose 10.0 g

Sodium chloride 7.5 g

Dipotassium phosphate;K2HPO4 3.3 g

Monopotassium phosphate;KH2PO4 1.0 g

Sodium lauryl sulfate 0.2 g

Sodium desoxycholate 0.1 g

Chromogen; 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide 0.05 g

Agar 15.0 g

Water 1.0 L

표 1. modified mTEC agar 배지의 조성 

1.5.3 대장균 분석 시험방법
1)

해수욕장 용수 대장균의 막여과법에 의한 시험은 다음과 같이 수행한다.

1) 대장균으로 판정된 붉은색 또는 자홍색 콜로니의 확인과정은 정도관리 차원에서 행해진다. 이 시험

법을 처음 적용할 때, 사용하는 제품의 제조사가 바뀔 때 확인과정을 수행함.

(1) 여과장치를 멸균 가능한 종이나 알루미늄 호일로 감싸 121℃에서 15분간 고압증기 

멸균한다.

(2) 멸균된 여과장치를 감싸고 있는 종이나 호일을 무균상자 안에서 무균적으로 제거한 후 



2) 최상의 시료 부피는 여과막 당 20~60개의 콜로니가 생성될 수 있는 것이 좋음.

여과장치를 흡인병 위에 바르게 끼운다. 여과장치의 막 지지대 위에 여과막의 격자가 

그려진 면을 위로 향하게 놓고 펀넬을 고정한 다음, 멸균한 물을 소량 가하고 서서히 

여과하여 여과막을 막 지지대에 완전하게 밀착시킨 후 시료액[100, 30, 10 mL]2)의 

균질화를 위해 최소 25회 이상 흔들어 준 후 펀넬에 넣어 여과한다. 여과 후 멸균수를 

약 30 mL씩 2~3회 펀넬에 가하여 세정여과를 마친다. 주의할 점은 실험 오차를 

줄이기 위해 하나의 시료에 대하여 같은 여과량으로 3배수씩 여과한다. 

(3) 여러 시료를 한 장치에 여과할 경우, 일련의 시료를 여과하기 전과 마지막에 30 mL의 

멸균수를 여과시켜 배지에 배양한다. 세균이 자라면 모든 결과를 무효로 하고 

즉시 다시 시료를 채취한다. 시료 여과 사이에 30분 이상이 경과하면 새로운 

여과장치를 사용한다.

(4) 세정여과 후 여과장치를 분리하여 여과한 여과막을 멸균한 핀셋으로 집어내어 

페트리디쉬에 미리 준비한 반고체인 modified mTEC agar 배지위에 기포가 

형성되지 않도록 올려놓고 페트리디쉬를 뒤집어서 35±0.5℃로 2±0.5시간 배양

한다. 그 후, 페트리디쉬를 Whirl-Pak bag에 옮겨 밀봉한 뒤 water bath에서 

44.5±0.2℃, 22±4시간 배양한다. 

(5) 배양 후 페트리디쉬를 저배율 (10또는 15배)의 해부현미경이나 실체현미경 위에 

올려놓고 붉은색 또는 자홍색의 집락을 계수한다. 대장균은 시료 100 mL중에 

들어 있는 대장균 집락수로 나타내며, 여과막 당 그 집락수가 20~80의 범위에 드

는 것을 선정하여 다음의 식 1에 의해 계산한다. 
대장균 (E. coli)수/100 mL =여과한 시료량 

생성된 집락수×  (식 1)

     집락들이 서로 융합되어 있을 경우에는 “CG (융합성 성장)”로 표시하고 멸균수로 

희석하여 다시 실험하거나 시료를 적게 취하여 다시 실험한다. 그리고 여과막 당 

집락수가 200 이상으로 계수가 불가능할 경우에는 “TNTC (너무 많아 계수가 

불가능)”로 표시한다. 



그림 1. modified mTEC agar를 이용한 대장균막여과법 분석 과정

1.6 대장균 분석 방법(효소발색법)

시약은 IDEXX사의 Colilert를 이용하며, 시료의 희석에 사용되는 희석수는 인산완충

희석액 또는 펩톤희석액을 사용한다.

1.6.1. 희석액

(1) 인산완충희석액

인산2수소칼륨 34 g을 500 mL의 물에 녹인 후 수산화나트륨용액 (0.5 N)으로 실온에

서 pH를 7.2±0.2로 조정한 후 물을 넣어 1 L가 되도록 만들어 이를 보존용 원액으로 

한다. 이 보존용 원액 1.25 mL와 염화마그네슘 (6수염) 81.1 g을 물 1 L에 녹여 만든 

염화마그네슘용액 5.0 mL를 넣은 다음 물로 1 L가 되도록 하여 인산완충희석액을 만

든 후 121℃에서 15분간 고압 증기 멸균하여 사용한다.

(2) 펩톤희석액

물에 10% 펩톤 용액을 넣어 펩톤의 최종 농도가 0.1%가 되도록 희석하고, 실온에서 

pH가 6.8±0.2가 되도록 조정한 다음 121℃에서 15분간 고압 증기 멸균하여 사용한

다.

1.6.2. 기구 및 장치

(1) 피펫

용량 5～10 mL의 메스피펫이나 자동피펫 (플라스틱 피펫 팁 포함)으로서 멸균된 것을 



사용한다.

(2) 용기 (125 mL)

고압증기 멸균가능하거나 멸균된 투명한 재질의 용기를 사용한다.

(3) 배양기

배양온도를 35±0.5℃로 유지할 수 있는 것을 사용한다.

(4) 정량용 트레이 및 트레이 봉합용 장비

상용화된 것을 사용하며 트레이는 큰 웰이 49개, 작은 웰이 48개인 것을 사용한다.

(5) 자외선 램프

365 nm 부근 파장 조사가 가능하여야 한다.

1.6.3. 시험방법

(1) 채수한 시료 100 mL를 멸균 유리병에 넣은 후 colilert 1개를 넣고 완전히 혼합한

다.

(2) (1)의 시료를 미리 라벨 된 정량용 트레이 (Quanti-Tray/2000)에 무균적으로 붓고 

각 웰에 기포가 생겼을 경우 손가락으로 가볍게 쳐서 기포를 제거한다.

(3) 시료가 채워진 정량용 트레이를 트레이 봉합장치를 이용하여 봉합한 후 35±0.5℃ 

배양기에서 24시간 배양한다.

(4) 배양이 끝나면 보호경과 장갑을 착용한 후 암실에서 365 nm의 자외선 램프를 비

추어 형광이 나타나면 (그림 2) 양성으로 판정하여 큰 웰 중 형광을 띄는 개수와 

작은 웰 중 형광을 띄는 개수를 각각 수한 후 동봉 된 MPN table을 참조하여 정

량한다.

그림 2. 24시간 배양 후 365 nm
의 자외선 하에서 푸른 형광를 띄
는 웰을 양성으로 판단하여 계수
한다



1.7 장구균 분석 방법(EPA 1600)

1.7.1 배지의 제조(mEI agar (Difco 214881))

물 1 L에 mEI agar (Difco 제품) 72 g 또는 상기 성분을 넣어 섞어준 후, 배지 성분

이 완전히 용해 되게 하기 위하여 1분간 끓여준 후, 121℃에서 15분간 멸균한다. 배

지를 45~50℃까지 식힌 다음, 완전히 용해된 5 mL 의 Nalidixic Acid3)
용액을 배지에 

무균적으로 첨가한다. 5~7 mL를 페트리디쉬에 준비된 배지를 분주하고, 각각 0.02 g

triphenyltetrazolium chloride를 넣고, 잘 섞어 준 후, 완전히 굳힌다. 최종 pH는 

7.2±0.2가 되도록 한다.

Peptone 10.0 g

Sodium chloride 15.0 g

Yeast extract 30.0 g

Esulin 1.0 g

Actidion (Cycloheximide) 0.05 g

Sodium azide 0.15 g

Indoxyl β-D-glucoside 0.75 g

Agar 15.0 g

Water 1.0 L

표 2. mEI agar 배지의 조성 

1.7.2 장구균 분석 시험방법

해수욕장 용수 장구균의 막여과법에 의한 시험은 다음과 같이 수행한다.

3) 0.24g nalidixic acid을 멸균 증류수 5mL에 넣은 후, 용해시키기 위하여 0.1 N NaOH을 몇 방을 

첨가한다.

(1) 여과장치를 멸균 가능한 종이나 알루미늄 호일로 감싸 121℃에서 15분간 고압증기 

멸균한다.

(2) 멸균된 여과장치를 감싸고 있는 종이나 호일을 무균상자 안에서 무균적으로 제거한 후 

여과장치를 흡인병 위에 바르게 끼운다. 여과장치의 막 지지대 위에 여과막의 격자가 

그려진 면을 위로 향하게 놓고 펀넬을 고정한 다음, 멸균한 물을 소량 가하고 서서히 

여과하여 여과막을 막 지지대에 완전하게 밀착시킨 후 시료액 [100, 30, 10 mL]4)의 

균질화를 위해 최소 25회 이상 흔들어 준 후 펀넬에 넣어 여과한다. 여과 후 멸균수를 

약 30mL씩 2~3회 펀넬에 가하여 세정여과를 마친다. 주의할 점은 실험 오차를 줄이기 

위해 하나의 시료에 대하여 같은 여과량으로 3배수씩 여과한다. 

(3) 여러 시료를 한 장치에 여과할 경우, 일련의 시료를 여과하기 전과 마지막에 30 mL의 

멸균수를 여과시켜 배지에 배양한다. 세균이 자라면 모든 결과를 무효로 하고 즉시 

다시 시료를 채취한다. 시료 여과 사이에 30분 이상이 경과하면 새로운 여과장치를 

사용한다.

(4) 세정여과 후 여과장치를 분리하여 여과한 여과막을 멸균한 핀셋으로 집어내어 

페트리디쉬에 미리 준비한 반고체인 mEI agar 배지위에 기포가 형성되지 않도록 



1.8 장구균 분석방법(효소발색법)

IDEXX사의 Enterolert를 이용하며, 분석에 사용되는 장비는 대장균 (E. coli) 분석에 

나열한 것과 동일하다.

1.8.1 희석액: 대장균(효소발색법) 분석방법과 동일

1.8.2 기구 및 장치: 대장균(효소발색법) 분석방법과 동일

1.8.3 시험방법

(1) 채수한 시료 100 mL를 멸균 유리병에 넣은 후 Enterolert 1개를 넣고 완전히 혼

합한다.

(2) (1)의 시료를 미리 라벨 된 정량용 트레이 (Quanti-Tray/2000)에 무균적으로 붓고 

각 웰에 기포가 생겼을 경우 손가락으로 가볍게 쳐서 기포를 제거한다.

(3) 시료가 채워진 정량용 트레이를 트레이 봉합장치를 이용하여 봉합한 후 41±0.5℃ 

배양기에서 24 ~ 28시간 배양한다.

(4) 배양이 끝나면 보호경과 장갑을 착용한 후 암실에서 365 nm의 자외선 램프를 비

추어 형광이 나타나면 양성으로 판정하여 웰 개수를 정확히 센 후, 동봉된 MPN

table을 참조하여 정량한다.

4) 최상의 시료 부피는 여과막 당 20~60개의 콜로니가 생성될 수 있는 것이 좋음.

올려놓고 페트리디쉬를 뒤집어서 41±0.5℃로 24±2시간 배양한다. 

(5) 배양 후 페트리디쉬를 저배율(10또는 15배)의 해부현미경이나 실체현미경 위에 

올려놓고 콜로니 색에 관계없이 주변에 푸른 무리(blue halo)가 생성된 집락수를 

계수한다. 여과막 당 집락수가 20~80의 범위에 드는 것을 선정하여 다음의 식 2에 

의해 계산한다. 
장구균 (Enterococcus)수/100 mL =여과한 시료량 

생성된 집락수×  (식 2)






