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수질오염공정시험기준 ES 04706.1a

발광박테리아를 이용한 급성 독성 시험법 2023

(Acute Toxicity Test Method using Aliivibrio 

fischeri(Vibrio Fischeri))

1.0 개요

   

1.1 목적

이 시험기준은 해양 기원의 발광박테리아인 Aliivibrio fischeri(Vibrio fischeri)를 이용하여

시료의 급성독성을 평가하는 방법이며, 여러 비율로 희석한 시험수에 발광박테리아를

투입하고 30분 후 변화하는 발광도를 측정하여 생태독성값(TUB)을 산출하는 방법이다.

1.2 적용범위

이 시험기준은 한국산업표준의 시험방법(KS I ISO 11348:2014) 중 냉동 건조 세균

이용방법에 제시된 세부사항을 준용했으며, KS 시험방법의 결과보고와 오·탈자를 수

정하여 작성했다. 이 시험기준은 산업폐수, 하수, 하천수, 호소수, 지하수, 해수 등에 적

용할 수 있다.

1.3 간섭물질

1.3.1 불용성, 난용성, 휘발성 물질, 희석수나 시험 현탁액과 반응하는 물질 또는 시험

기간 동안 그 상태가 바뀌는 물질은 결과에 영향을 미치거나 시험결과의 재현성을 손상

할 수 있다.

1.3.2 시료 중 색이 진하거나 탁한 물은 빛을 흡수하거나 산란시킴으로써 발광 손실

을 가져올 수 있다. 이러한 간섭은 시료의 탁도 처리 또는 이중 챔버 흡수 보정 시험

관(KS I ISO 11348:2014의 부속서 A 참조)을 사용하여 보정할 수 있다.
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1.3.3 생물 발광에 산소가 필요하므로 시료가 많은 산소를 소모하거나 산소 농도가

낮으면 산소 결핍을 일으켜 발광을 저해할 수 있다.

1.3.4 시료에 포함된, 쉽게 생분해되는 영양염은 오염물질과 무관하게 생물 발광을

감소시킬 수 있다.

1.3.5 pH 범위가 6.0에서 8.5를 벗어나는 시료는 세균 발광에 영향을 주므로 pH 독

성 효과를 없애도록 시료의 pH를 조절해야 한다. 단, 배출수의 생태독성을 분석할

때는 pH를 조절하지 않는다.

1.3.6 발광박테리아(Aliivibrio fischeri)는 해양 세균이므로 소금물 시료로 표준 절차

에 따라 시험할 때 때때로 저해 효과를 방해할 수 있는 생물 발광 효과와 유사한 현

상이 나타날 수 있다(KS I ISO 11348:2014의 부속서 D 참조).

1.3.7 염화나트륨 30 g/L를 초과하는 초기 시료의 염 농도 또는 같은 삼투압을 내는

다른 화합물의 함유량은 시험에 필요한 염 첨가물과 함께 고삼투압 효과를 일으킬 수

있다. 시험 시료의 최종 염 농도는 35 g/L 염화나트륨 용액에 해당하는 삼투압을 초

과하지 않아야 한다.

2.0  용어정의

2.1 반수영향농도(EC50, effective concentration of 50 %)

투입 시험생물의 발광도가 바탕용액 대비 50 %의 저해를 나타낸 농도이다.

2.2 생태독성값(TUB, toxic unit by Aliivibrio fischeri)

발광박테리아(Aliivibrio fischeri)에 따른 생태독성값(TUB)은 100을 EC50으로 나눈

값이다(TUB = 100/EC50).

[주 1] 이때 EC50의 단위는 %이다.

3.0  분석기기 및 기구
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3.1 냉동고

보존세균을 저장하는 용도이다.

3.2 배양기 또는 냉장고

“냉동 건조 세균용 용액”을 (4 ± 3) ℃로 유지하는 것이다.

3.3 자동 온도 조절되는 열 블록

시험 시료를 (15 ± 1) ℃ 온도로 유지하는 것이며, 한 번 시험에서 온도 편차는 ± 0.3

℃ 이내이어야 한다.

3.4 발광측정계(luminometer)

적당한 시험관을 갖추고 측정부의 온도를 (15 ± 1) ℃로 유지하는 것이다.

3.5 시험관

사용하는 발광측정계에 적당하고 가능한 한 최대 표면적을 쉽게 읽을 수 있는 용량

이며, 열 블록 내부에 설치할 수 있는 것으로서 화학적으로 비활성 물질로 만든 것이다.

3.6 pH 미터

3.7 크로노미터(chronometer)

3.8 피스톤 피펫 또는 플라스틱 주사기

100 μL, 500 μL, 1 000 μL인 것이다.

3.9 피스톤 피펫
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10 μL ∼ 200 μL와 200 μL ∼ 5 000 μL 사이의 다양한 부피를 가진 것이다.

3.10 냉각 원심 분리기

3.11 자석 교반기와 자석 교반봉

3.12 고압 증기 멸균기

3.13 스펙트럼 또는 필터 광도계 및 시험관

광로 1 cm인 것이다.

3.14 전도계

3.15 냉장고

용액과 현탁물을 저장을 위한 것이다.

3.16 용존산소 측정기

폴라로그래프 혹은 갈바니 전극, 이와 동등한 전극을 사용하여 용존 산소를 측정하고,

소수점 첫째 자리까지 표시할 수 있어야 한다.

4.0 시약 및 표준용액

4.1  시약

4.1.1 냉동 건조 세균용 용액

20.0 g 염화나트륨(NaCl)

2.035 g 염화마그네슘(6수화물)(MgCl2ㆍ6H2O)
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0.30 g 염화칼륨(KCl)

물로 용해 후 물로 1 L까지 채운다. 이 용액은 일시적으로 (-18 ∼ -20) ℃에 저장

할 수 있다.

4.1.2 염산

c(HCl) = 1 mol/L

pH를 조절하는 데 필요하다.

4.1.3 염화나트륨 용액(희석용)

염화나트륨 20 g을 물에 녹이고 물로 1 L까지 채운다.

4.1.4 수산화나트륨 용액

c(NaOH) = 1 mol/L

pH를 조절하는 데 필요하다.

4.2  표준물질

pH 조절 없이 개별적인 희석액으로 염화나트륨 용액을 사용하여 다음 표준물질 저

장용액을 조제한다.

19.34 mg/L 황산아연·7수화물(ZnSO4ㆍ7H2O)

6.8 mg/L 3,5-디클로로페놀(C6H4OCl2)(순도 ≥ 99%)

105.8 mg/L 다이크롬산칼륨(K2Cr2O7)

이 농도는 각각의 표준물질 예상 EC50값의 약 두 배 정도 된다. 필요한 부피는 시험

계획에 따른다.

[주 2] 표준물질 저장용액을 준비하도록 규정 농도로 조제된 ZnSO4와 K2Cr2O7은 상업

적으로 구매할 수 있다.

5.0 시료 채취 및 관리
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KS I ISO 5667-16에 규정된 것과 같은 화학적으로 비활성이고 깨끗한 용기(유리, PE

재질 등)에 시료를 채취한다. 용기를 완전히 채운 다음 밀봉한다. 시료 채취 후 가능한

한 빨리 시료를 시험한다. 필요하면 시료를 유리병에 넣어 2 ℃ ∼ 5 ℃인 어두운 곳

에 최장 48시간까지 저장할 수 있다. -18 ℃ 이하에서는 최장 2개월까지 저장할 수 있

다. 시료를 보존하려면 화학약품을 사용하지 않아야 한다. 시험 직전에 필요한 염을

첨가한다.

6.0  정도보증/정도관리(QA/QC)

6.1 대조군 시험

6.1.1 30분 배양 보정계수(fkt)값이 0.6 ∼ 1.3 사이에 있어야 하며, 대조 시료의 반복

시험 편차가 평균의 3 %를 넘지 않아야 한다.

6.1.2 EC50값을 측정하는 시험 시료를 백분율로 표시한 평균의 편차는 3 %를 초과하

지 않아야 한다.

6.2 표준독성물질 시험

6.2.1 냉동 건조 세균 이용방법의 이송된 세균 배치에 대해서, 3가지 표준물질 중

다음의 최종 시험 현탁액 농도에서 30분 접촉한 후 20 % ∼ 80 % 저해를 일으켜야 한다.

3.4 mg/L 3,5-디클로로페놀

2.2 mg/L Zn(II)[황산아연(7수화물) 9.67 mg/L와 동등]

18.7 mg/L Cr(VI)(다이크롬산칼륨 52.9 mg/L와 동등)

7.0  분석절차

7.1  전처리

7.1.1 모든 시료의 산소 농도를 측정해야 하며, 산소 농도는 3 mg/L를 초과해야 한
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다. 만약 희석하지 않은 시료의 산소 농도가 3 mg/L를 초과하지 않는다면, 시료에 적

정한 방법(예: 폭기 또는 교반)으로 산소를 주입한다.

7.1.2 모든 시료의 pH를 측정한다. pH가 6.0 ∼ 8.5 사이에 있으면 일반적으로 pH를

조절할 필요가 없다. pH를 조절하면 시료의 성질을 바꿀 수 있다. 또한 시료의 pH와 시

료군(test batch)의 pH는 시험 배지의 완충능력 때문에 다를 수 있다. 따라서 pH 조절

시료와 pH 비조절 시료 모두 시험을 수행할 필요가 있다. 필요하면 염산(1 mol/L)이

나 수산화나트륨(1 mol/L)을 가하여 시료의 pH를 조절한다. 시험 목적에 따라 시료의

pH를 7.0 ± 0.2, 상한 8.5 ± 0.2, 하한 6.0 ± 0.2로 조절한다. 첨가량이 총 부피의 5 %

를 넘지 않도록 염산 또는 수산화나트륨의 농도를 선택한다.

[주 3] 산업폐수의 생태독성 측정 시에는 pH를 조절하지 않는다.

7.1.3 시험시료의 염도는 35 g/L NaCl을 초과하지 않아야 한다. 염도가 20 g/L

NaCl 이하이면 NaCl을 첨가하여 20 g/L로 조절해야 한다. 염수 시료에 관한 상세한

사항은 KS I ISO 11348:2014의 부속서 D를 참조한다.

7.1.4 너무 탁한 시료는 1시간 침전하거나 원심분리(예: 5 000 g으로 10분)하거나 여

과해야 한다. 상청액 또는 여과액을 시험한다.

7.2  분석방법

7.2.1 초기 준비

7.2.1.1 표준물질을 조제하여 표준물질 3개를 각각의 세균 배치로 시험한다. 시험을

위해 해동한 각 저장 현탁액이 들어 있는 시험관과 동시에 최소 표준물질 3개 중 하

나를 시험한다.

7.2.1.2 전처리한 시료를 첫 번째 세트의 시험관에서 시료 희석 계열, 표준물질시료

와 필요한 대조시료(염화나트륨 용액)을 조제한다.

7.2.1.3 희석 계열을 조제하는 일반적인 방법은 첫 번째 세트의 시험관에서 필요한

희석 계열을 조제하며 표 1을 따르는 희석 계열이 권장된다. 순차적인 희석과 기하학

적 희석 계열(D = 2, 4, 8, 16 등, 그리고 D = 3, 6, 12, 24 등) 2개를 결합해서 조제한
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다. 2회 반복 측정하며, 시료 또는 희석시료 또는 대조시료(염화나트륨 용액)의 부피가

1 500 μL이면 충분하다.

희석 수준 D
시료 희석 계열의 조합

(2번 측정에 필요한 총 부피: 1 500 μL)
시료(7.1) μL 희석 수(4.1.3) μL

D = 1

대조 배치 0 1 500
시험 배치 1 1 500 0

D ≥ 2
대조 배치 0 1 500
실험 배치 2 1 500 0

3 1 000 500
4 750 750
6 500 1 000
8 375 1 125
12 250 1 250
16 187.5 1 312.5
24 125 1 375
32 93.75 1 406.25

표준물질 배치

(농도는 4.2 참조)
1 500 0

표 1. 희석 계열의 조제

7.2.1.4 이 희석 계열을 제조하는 가장 쉬운 방법은 먼저 분리된 시험관에 저장용액

희석액 2개를 조제하는 것이다(그림 1 참조).

1: 시료

a: 첫 번째 시험관 세트를 조제할 시료의 희석

b: 시험 현탁액의 추가 후 최종 희석 수준 D

그림 1. 희석 개략도
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7.2.1.5 시험 목적과 시험 결과와 관련된 통계 요구사항에 따라서 기하학적 또는 대

수적 계열로 농도를 달리한 다른 희석 시료가 적절할 수 있다. 시료/희석된 시료와 시

험 현탁액을 동일한 부피로 혼합하기 때문에 시험액에서 가장 높은 시료 농도는 일반

적으로 50 %이다. 거의 희석하지 않은 물 시료(80 % 시료)를 시험할 때 여분의 대조

군(control batch)이 필요하다.

7.2.1.6 대조 시료, 표준물질 시료, 시료와 희석 계열의 시료(표 1)를 위한 염화나트륨

용액이 들어 있은 시험관을 (15 ± 1) ℃로 유지한다. 하나의 시험액당 최대 ±0.3 ℃

내로 유지할 수 있고, 열 블록의 최대 온도 범위로 시험 조건을 선택한다.

7.2.2 저장 현탁액 준비

7.2.2.1 물로 해동하기 바로 직전에 냉동기에서 냉동 건조된 배양 병(100번을 측정할

수 있는 충분한 양)을 제거한다. 해동은 (4 ± 3) ℃ 유리 시험관에 증류수 1 mL로 차게 한다.

7.2.2.2 차가운 물의 모든 양을 한 번에 동결 건조된 세균 안에 부어서 수분 보충

과정의 세포 손상을 최소화한다. 응집과 활동 손실을 피하도록 물과 세균이 한 번에 접

촉하도록 물을 빠르게 붓는 것이 중요하다. 따라서 피펫을 사용하지 않는다. 정확한 물의

양은 중요하지 않다.

7.2.2.3 해동된 발광 세균 현탁액(mL당 약 108개 세포 밀도)은 저장 현탁액을 사용

한다. (4 ± 3) ℃에서 저장하며, 저장 현탁액은 6.0 정도보증/정도관리에서 언급한 유

효 기준을 만족하는 한 시험 목적으로 사용할 수 있다. 다시 냉동시킨, 수분 흡수된

세균은 예비 시험용으로만 사용할 수 있다.

7.2.3 시험 현탁액 준비

7.2.3.1 초기 단계  최소 10분간 기다린 후 (15 ± 1) ℃로 유지된 두 번째 세트의 시

험관에 저장 현탁액으로 2개 변형 중 하나에 따라 시험 현탁액을 조제한다.

7.2.3.2 변형 A  시험관에서 직접 시험 현탁액을 조제한다. 나중의 강도를 측정하려고

동일한 시간 간격(5초 ∼ 20초)과 (15 ± 1) ℃로 유지된 시험관 안의 냉동 건조 세균
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용 용액 500 μL에 저장현탁액 10 μL를 첨가한다. 손으로 혼합물을 진탕한다.

7.2.3.3 변형 B  삼각 플라스크(예: 250 mL)의 시험관 외부에서 시험 현탁액을 조제한

다. (4 ± 3) ℃로 유지된 냉동 건조 세균용 용액 50에 저장 현탁액을 1 비율로 첨가하

고 현탁액을 완전히 혼합한다. 나중에 강도를 측정하도록 동일한 시간 간격(5초 ∼ 20

초)으로 배양기에서 (15 ± 1) ℃로 유지된 시험관에 시험 현탁액 500 μL를 피펫으로

첨가한다.

[주 4] 냉동 건조 세균이 적게 들어 있는 병(예: 병당 10회 또는 20회 측정하기에

충분한 양) 또한 상업적으로 구매할 수 있다. 이러한 병의 동결 건조된 세균은 “냉동

건조 세균용 용액”을 적당량 첨가해서 직접 해동한다. 배양기에서 (15 ± 1) ℃로 유

지된 시험관 안의 이 용액 500 μL를 피펫으로 첨가하여 시험 현탁액 결과를 변형 B로 취

급한다.

7.2.4 시험 절차

7.2.4.1 (15 ± 1) ℃의 시험 온도에서 희석 수준마다 중복 측정한다.

7.2.4.2 발광측정계를 사용하기 좋은 최댓값 근처 설정으로 조정한다.

7.2.4.3 최소 15분간 전처리한 후 발광측정계로 시험 현탁액의 발광 강도 l0를 측정

하고 기록한다.

7.2.4.4 모든 시험 시료의 접촉 시간이 동일해야 하므로 발광 강도를 측정할 때 시간

간격을 같게 유지하도록 크로노미터를 이용한다. 5초 ∼ 20초 간격이 편리하다고 알

려져 있다.

7.2.4.5 시험 현탁액의 비균질성 때문에 서로 다른 발광값이 측정될 수 있으므로 모

든 샘플을 분석한다.

7.2.4.6 시험 현탁액의 초기 발광 측정 후 즉시 이 용액을 필요한 만큼의 시료, 희석

시료, 표준독성 시료 또는 염화나트륨 용액으로 전체 부피를 1 mL로 만든다. 첫 번째

시험관 세트에서 준비된 각 시료, 희석 시료, 표준독성 시료 또는 염화나트륨 용액 500 μL

를 피펫으로 취하여 동등한 두 번째 시험관 세트의 각 시험관의 시험 현탁액에 넣어서

만든다. 손으로 혼합하고 크로노미터를 작동한 다음 시험관을 다시 (15 ± 1) ℃ 열 블
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록 안에 넣는다.

7.2.4.7 시간 간격을 유지하면서 모든 시험관을 되풀이한다.

7.2.4.8 대조 시료를 함유한 두 번째 세트의 모든 시험관에서 5초 ∼ 20초 간격으로

30분 후(l30)에 발광 강도를 측정하고 기록한다. 기기의 조정값을 기록한다.

8.0  결과보고

8.1  발광 세균 억제 효과

8.1.1 (식 1)에 따라 측정한 발광 강도로 보정 계수(fkt값)를 계산한다. 이 보정 계수

는 모든 시험 시료의 초기값 l0를 물 시료에 따른 발광 감소를 계산하는 기준값으로

사용하려고 보정하는 데 이용된다.

fkt = lkt / l0(t = 30분) (식 1)

여기서 fkt: 30분 접촉 시간에 대한 보정 계수

lkt: 30분 접촉 시간 후 대조 시료의 발광 강도(상대적 발광 단위)

l0: 희석액 첨가 직전 대조 시험 현탁액의 발광 강도(상대적 발광 단위)

8.1.2 평균 보정 인자 fkt와 백분율(소수점 첫째 자리)로 평균의 편차를 계산한다.

[ (fkt ± fkti) / fkt] × 100 (식 2)

여기서 fkti: 2개의 보정 인자 값 중 하나

fkt: 평균

8.1.3 (식 3)에 따라 lct를 계산한다.

lct = l0 × fkt (식 3)

여기서 fkt: fkt의 평균

l0: 시료 또는 희석 시료 첨가 직전의 시험 시료 현탁액의 발광 강도(상대

적 발광단위)
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lct: 시험 시료 첨가 직전 시험 시료 시험관의 l0 보정값

8.1.4 (식 4)에 따라 시험 시료의 저해 효과를 계산한다.

H t =
   × 100 (식 4)

여기서 Ht: 30분 접촉 시간 후 시험 시료의 저해효과(%)

lct: (식 3) 참조

lt: 30분 접촉 시간 후 시험 시료의 발광 강도(상대적 발광 단위)

8.1.5 각각의 희석 수준에서 저해 효과 Ht의 평균을 백분율로 계산한다. 백분율(소수

점 첫째 자리)로 개별 평균 Ht에서 Hti의 측정값의 산출 차이를 계산한다.

H t(%) - H ti(%) (식 5)

여기서 Hti: 시험 시료 저해 효과의 2개 값 중 하나

Ht: 평균

8.2  EC값의 결정

8.2.1 표준 선형 회귀 분석 또는 비선형 회귀 분석을 이용하여 각각의 노출 시간과

독성의 영향 관계를 계산한다. 선형 회귀 분석을 이용한 독성 영향 관계 평가에서,

각 희석 수준을 (식 6)에 따라 감마값(시간 t에 잔류하는 빛의 총 양에서 빛의 손실

비율)을 평가한다.

Γt = H t / (100 – H t) (식 6)

여기서 Γt: 30분 접촉 시간 후 시험 시료의 감마값

Ht: Ht의 평균, (식 4) 참조

[주 5] 어떤 시험 농도가 0 % 또는 100 % 생체 발광 저해를 일으키면 감마값을 계산

할 수 없다. 그러므로 정상적으로 10 % ∼ 90 % 사이의 Ht값만 독성 영향 관계의

계산에 사용된다.

8.2.2 주어진 노출 시간의 독성 영향 관계는 가끔 다음 선형 방정식에 따라 기술될

수 있다.
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lg Ct = b lg Γt + lg a (식 7)

여기서 Ct: 시험 시료 안의 물 시료의 양(%)

Γt: (식 6) 참조

b: 그려진 직선의 기울기 값

lg a: 그려진 직선의 절편 값

8.2.3 표준 최소 제곱법으로 대응하는 신뢰 한계를 갖는 EC50값을 계산한다.

Γt = 1.00에서 Ct = EC50,t

8.2.4 비선형 회귀 분석에서 표준 그래프 또는 통계 소프트웨어로 다양한 모델을 이용

할 수 있다. 정규분포(즉, 프로빗 분석), 대수분포(즉, 로짓분석) 또는 와이블 분포(즉,

와이블 분석)를 기초로 한다. 계산된 저해 효과(Ht)는 비선형 독성 영향 관계의 파라미

터를 평가하는 데 바로 사용될 수 있고, 그다음 어떤 수준의 EC값을 도출할 수 있다.

8.2.5 한 쌍의 값 범위가 곡선에 맞지 않으면 EC값을 양대수 좌표 시스템을 이용하여

도식적으로 추정할 수 있다.

8.3  생태독성값 계산

8.3.1 EC50값을 구한 이후 다음 식으로 생태독성값(TUB)을 구한다.

생태독성값(TUB) = 100 / EC50 (식 8)

8.3.2 첫 번째 희석 단계의 발광저해율이 0 % ∼ 10 % 사이에 있으면 TU를 0

으로 한다.
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