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해양은 어업 및 선박 운항, 레저 활동 등으로 다

말똥성게(Hemicentrotus pulcherrimus)의 수정 및
배 발생률을 이용한 해양배출 폐기물의 독성평가
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ABSTRACT

Toxicity assessment of ocean dumping wastes (dye waste, urban sewage, food waste) were examined in the

fertilization and embryo development rates of the Sea Urchin, Hemicentrotus pulcherrimus. Spawning was

induced by injecting 1 mL of 0.5 M KCl into coelomic cavity. Males released white or cream-colored sperms

and females released yellow or orange-colored eggs. Experiments were began within 30 min the collection of

both gametes. The fertilization and embryo development rates test were performed for 10 min and 64 h after

fertilization, respectively. The fertilization and embryo development rates in the control condition (not

including ocean dumping wastes sludge elutriate) were greater than 90%, but suddenly decreased with

increasing of ocean dumping waste sludge elutriate concentrations. The fertilization and normal embryogenesis

rates were significantly inhibited in all waste sludge elutriate from dye waste (EC50==4.37; EC50==1.76), urban

sewage (EC50==5.79; EC50==2.00) and food waste (EC50==7.68; EC50==2.16), respectively. The NOEC (⁄3.13)

and LOEC (3.13) of fertiliztion and normal embryogenesis rates very similar in all waste sludge elutriate.

These results suggest that biological assay using the fertilization and embryo development rates of H. pulcher-

rimus are very useful test method for the ecological toxicity assessment of ocean dumping wastes.
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양하게 이용되고 있을 뿐만 아니라, 인간 활동에 의

하여 발생되는 각종 폐기물의 투기 및 배출장소로

도 큰 역할을 담당하고 있다(Chapman, 1995; Wood-

worth et al., 1999). 이것은 해양이 각종 폐기물을 희

석하여 오염물질로 인한 피해를 완화해 준다는 것

에서 비롯되었으나(Fairweather, 1990), 해양이 량

으로 유입되는 모든 오염물질에 해 자정작용을

할 수 있는 것은 아니기 때문에, 인류는 해양의 자

정능력을 넘어서는 오염행위에 해서는 책을 세

워야 한다. 현재, 우리가 인위적으로 해양에 투기하

고 있는 폐기물은 육상처리 부담을 경감시키고 하

천 및 연안을 보호한다는 목적으로 해양오염방지

법에 의해 지난 1988년 도입되어, 현재 연안에서 멀

리 떨어진 3개 해역이 해양투기지역으로 지정돼 있

다. 폐기물 육상처리의 제한 및 재활용 저조, 재활용

품에 한 수요처 확보 어려움 등에 따라 육상위주

의 폐기물 정책으로 1995년에는 약 1,000만 톤이라

는 량의 육상 폐기물이 바다에 버려졌다. 그 이후

해양환경 보전에 한 국민적 관심 증가로 해양폐

기물의 양은 급격히 감소하는 추세에 있다(해양수

산부, 2007). 하지만, 경제발달과 더불어 우리가 인위

적으로 만들어 사용하는 물질이 다양화 되면서 염

색폐수처리오니, 하수오니, 축산폐수 및 음폐수와 같

은 폐기물에 포함된 오염물질은 급격히 증가될 것

으로 판단된다. 폐기물에 포함된 다양한 오염물질은

해양환경을 악화시킬 뿐만 아니라 먹이사슬을 통해

수산생물에 축적되어 이를 섭취하는 인류의 건강에

까지 악 향을 미칠 수 있다. 특히, 산업활동으로

인해 방출되는 폐기물은 생화학적산소요구량(BOD:

Biochemical Oxygen Demand)과 부유물질농도가 높

고, 고농도의 독성물질을 포함하기 때문에 생물체를

치사시킬 확률이 높아, 생물검정을 통한 향을 사

전에 판단할 필요가 있을 것으로 판단된다.

환경오염물질이 생물체에 미치는 향은 오래전

부터 무척추동물을 상으로 진행되어 왔으며(Oku-

bo and Okubo, 1962; Kobayashi, 1971; Lonning and

Hagstrom, 1975), 이 중 성게는 유용수산 생물자원으

로 산란시기가 차이가 있기 때문에 연중 시험생물

로 이용할 수 있다(Hwang et al., 2008). 또한, 수정

및 배 발생률과 같은 초기생활사를 독성평가에 이

용함으로, 민감성이 뛰어날 뿐만 아니라 짧은 시간

내에 평가할 수 있다는 장점 때문에 환경오염물질

의 독성평가 재료로 오래전부터 널리 사용되어 왔

다(Kobayashi, 1973, 1977, 1980, 1981; Greenwood,

1983; Dinnel et al., 1989). 이러한 이유로 인해 국내

에서도 성게의 수정 및 배 발생단계를 이용한 연구

가 진행되었으나(Wui et al., 1992; Yu, 1998, 2004;

Hwang et al., 2008, 2009a, b), 다양한 유해물질이

존재하는 해양폐기물질의 독성을 평가한 연구는

단히 미비한 실정이다. 본 연구는 Hwang et al.

(2009a)에 의해 발표된 말똥성게, Hemicentrotus

pulcherrimus의 수정 및 배 발생률에 관한 시험법을

이용하여, 해양에서 가장 많이 투기되고 있는 유기

성 오니류의 일종인 염색폐수처리오니, 하수처리오

니 및 식품처리오니의 독성 평가를 실시하 다. 

재료 및 방법

1. 실험생물 및 채집

본 연구에 사용된 시험생물은 분류학적으로 극피

동물문(Echinodermata)의 일종인 말똥성게(Hemi-

centrotus pulcherrimus)로 우리나라 전 연안의 암반

지역에 널리 분포하고 있으며, 서식지역의 수온에

따라 산란시기가 다르고 조간 지역에 서식하고

있어 성숙한 개체를 오랫동안 손쉽게 채집할 수 있

다. 시험 생물은 2008년 주 산란시기인 3~4월에 전

라북도 부안군 변산면 격포리 부안종묘 시험장 인

근해역의 조간 에서 채취하 다. 채취된 성게는 실

험실에 운반하여 약 15±1�C의 수온에서 1주일 이

상 순치하여 실험에 이용하 다.

2. 방정 및 방란

실험에 사용하기 직전에 성게의 표면에 묻어 있

을지 모르는 원생동물이나 기타 이물질을 제거하기

위하여 멸균된 해수를 이용하여 세척 후, 실험에 이

용하 다. 방정과 방란을 위해 사용된 실험생물 수

는 24개체로, 크기는 각경 3.5 cm 이상 이 으며, 해

수는 membrane filter (pore size 0.45 μm)로 여과된

자연해수를 멸균하여 사용하 다. 100 mL의 비이커

에 여과된 자연해수를 가득 넣고 생식공이 충분히

잠기게 한 후, 0.5 M KCl 용액 1 mL를 체강내로 주

입시켰다. 30분 동안 방정∙방난 시켜 얻은 배우자

를 정자용액은 1회, 난자용액은 3회 세정하여 실험

에 사용하 다 (Fujisawa, 1989).
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3. 폐기물의 추출

실험에 이용된 3종의 폐기물 (염색폐수처리오니,

하수처리오니 및 식품폐수처리오니)은 위탁업체에

서 배출업체로 운반된 차량으로부터 채취해, 독성실

험을 위하여 냉동 보관 후 실험에 사용하 다.

폐기물 50 g에 0.45 μm으로 여과된 멸균해수 450

mL를 1 L 테프론 진탕용기에 넣어 진폭 4~5 cm로

6시간 진탕시켰다. 진탕 후, 고형물질을 제거하기 위

하여 2~3시간 동안 침전시켰으며 그 후, 4,000 rpm

에 20분간 원심 분리하여 상등 액을 추출액으로 사

용하 다 (Lee et al., 2008; Hwang et al., 2009). 실험

에 사용된 폐기물 농도는 다양한 농도범위 (0~100

%)로 설정된, 사전실험을 통하여 0, 3.13, 6.25, 12.50,

25.00, 50.00%의 6개 농도구로 설정되었다.

4. 수정률 및 배 발생률을 이용한 생물검정

각각의 폐기물 시료에 방정과 방란을 통해서 얻

은 정자를 30분씩 노출시키고, 난자를 접종해 10분

경과 후 수정막의 형성 유∙무로 수정률을 파악하

다. 수정막의 유∙무는 cap tube에 분주하여 for-

malin 용액 (3%)으로 고정해 광학현미경으로 관찰하

다 (Fig. 1). 

정상적인 배 발생률은 난자를 첨가한지 64시간에

formalin 용액 (3%)으로 고정해 광학현미경으로 관

찰하여, 정상과 비정상 (작은 크기 혹은 기형) pluteus

으로 나누어 관찰하 다 (Pagono et al., 1985a, b;

Hwang et al., 2009a) (Fig. 2). 

실험은 각 폐기물로부터 추출해 조성한 실험농도

별로 3회를 실시한 후, 실험 액에 노출된 100개 이
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Fig. 1. Diagnostic features of normal (A) and abnormal (B, C) fertilized egg in the sea urchin, Hemicentrotus pulcherrimus.

Fig. 2. Diagnostic features of normal (A) and abnormal (B, C) pluteus in the sea urchin, Hemicentrotus pulcherrimus.
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상의 배아를 3회 반복 계수하여 고정된 배아 수에

한 정상적인 배아 수의 백분율을 산출하 다. 이

들 결과를 이용하여 폐기물의 독성을 평가하기 위

하여 수정 및 배 발생률에 한 반수 향농도 (50%

Effective Concentration, EC50)와 95% 신뢰구간 (95%

Confidence Limit, 95% Cl)를 probit 통계법을 이용하

여 분석하 다. 또한, 무 향관찰농도 (No Observed

Effective Concentration, NOEC), 최소 향관찰농도

(Lowest Observed Effective Concentration, LOEC)는

Dunnett’s test를 이용하여 분석하 다. 

5. 배양조건

실험에 사용된 폐기물 농도를 조성한 배양액의

pH는 7.8~8.2, 온도는 16±0.5�C를 유지하는 배양

조건으로 조성하 다. 적정량의 정자 첨가를 위한

사전실험을 통하여 정자는 2,000~2,500배 희석하

으며, 실험수 1 mL에 수정란 1,500~2,000개를 첨

가해 Table 1의 조건으로 배양하 다 (Hwang et al.,

2009a).

결 과

1. 수정 및 배 발생률의 변동

각기 다른 염색, 하수 및 식품폐수처리오니의 추

출물을 여과된 자연해수를 이용해 0, 3.13, 6.25,

12.50, 25.00 및 50.00%의 농도로 조성하여 독성실

험을 실시하 다. 실험 농도별로 정자를 30분간 노

출시킨 후, 난자에 첨가하여 10분경과 후에 수정막

의 유∙무로 수정률을 나타냈으며 (Fig. 1), 배 발생

률은 수정 후 64시간에 정상 pluteus 유생을 계수하

여 백분율로 나타내었다 (Fig. 2). 

해양폐기물의 추출물을 첨가하지 않은 조구에

서의 수정률은 98.49%를 나타냈고, 배 발생률은

93.64%를 나타냈으나, 6.25%의 염색폐수처리오니

추출물을 첨가한 해수에서의 수정률은 27.54%를 나

타냈고, 배 발생률은 최소농도인 3.13%에서

24.68%로 급격히 감소하 다. 염색폐수처리오니의

추출물 농도가 증가할수록 수정 및 배 발생률은 급

격히 감소해 12.5%의 염색폐수처리 농도에서 각각

0%를 나타냈다 (Fig. 3).

하수처리오니 추출물의 경우는 6.25% 첨가한 실

험구에서 수정률은 40.32%를 나타냈고, 배 발생률

은 최소농도인 3.13%의 농도에서 24.68%로 급격히

감소하 다. 추출물 농도가 증가할수록 수정 및 배

발생률은 급격히 감소해 12.5%의 농도에서는

26.57%와 0%를 각각 나타냈으며, 50%의 농도에서

는 모두 0%를 나타내었다 (Fig. 4). 

식품폐수처리오니 추출물도 6.25% 첨가한 실험

구에서 수정률 및 배 발생률은 각각 60.44%와
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Table 1. Experimental culture conditions using the sea
urchin, Hemicentrotus pulcherrimus

Test parameters Conditions

Culture type
Static non-renewal 10 min~64 h
toxicity test

Photoperiod
Ambient light condition and 
8L : 16D periods

Temperature 16±0.5�C
pH 7.8~8.2
Salinity 32±1.0
Chamber volume 80 mL glass

Solution
Filtered (0.45 μm) and sterilized
seawater

Solution exchange None
Experiment period 10 min~64 hr

Investigation item 
Fertilization, larval development
rates

Acceptability ¤90% fertilized eggs and 
criterion pluteus larvae at control
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Fig. 3. Changes in the rate of fertilization and normal embr-
yogenesis according to the dye waste in the sea ur-
chin, Hemicentrotus pulcherrimus. Vertical bars
represent the SE of the mean for three times. 



2.63%로 급격히 감소했다. 식품폐수처리오니도 추

출물 농도가 증가할수록 수정 및 배 발생률은 급격

히 감소해 12.25%의 농도에서는 28.46%와 0%를

각각 나타냈으며, 50%의 농도에서는 모두 0%를 나

타내었다 (Fig. 5).

2. 수정 및 배 발생률을 이용한 독성평가

염색폐수, 하수처리 및 식품폐수처리오니의 추출

물이 H. pulcherrimus의 수정 및 배 발생률에 미치

는 향에 한 실험결과를 바탕으로, probit 통계법

을 이용해 EC50와 95% Cl를 산출하 고, Dunnett’s

test을 이용하여 산출한 NOEC와 LOEC을 산출하여

Table 2에 나타내었다. 

염색폐수처리오니의 추출물에 한 수정률의

EC50은 4.37%를 나타냈고, 배 발생률에 한 EC50

은 1.76%를 나타냈으며, EC50에 한 95% Cl는 수

정률의 경우 4.12~4.61%, 배 발생률은 1.44~2.03%

를 나타냈다. 수정 및 배 발생률의 NOEC는 3.13%

미만을 나타냈으며, LOEC는 최소농도인 3.13%를

나타냈다 (Table 2).

하수처리오니의 추출물에 한 수정률의 EC50은
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Fig. 4. Changes in the rate of fertilization and normal embr-
yogenesis according to the urban sewage in the sea
urchin, Hemicentrotus pulcherrimus. Vertical bars
represent the SE of the mean for three times. 
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Fig. 5. Changes in the rate of fertilization and normal embr-
yogenesis according to the food waste in the sea
urchin, Hemicentrotus pulcherrimus. Vertical bars
represent the SE of the mean for three times.

Table 2. Toxicological estimation using the form of a fertilization membrane and normal pluteus in the Hemicentrotus pul-
cherrimus exposed to ocean dumping wastes sludge elutriates

Items Toxicity (End-points)
Wastes sludge elutriate (%)

Dye waste Urban sewage Food waste

EC50
Fertilization membrane 4.37 5.79 7.68
Normal pluteus 1.76 2.00 2.16

95% Cl
Fertilization membrane 4.12~4.62 3.96~7.68 7.16~8.22
Normal pluteus 1.44~2.03 1.60~2.35 1.77~2.46

NOEC
Fertilization membrane ⁄3.13 ⁄3.13 ⁄3.13
Normal pluteus ⁄3.13 ⁄3.13 ⁄3.13

LOEC
Fertilization membrane 3.13 3.13 3.13
Normal pluteus 3.13 3.13 3.13

EC50: 50% Effective concentration, 95% Cl: 95% Confidence limit, NOEC: No observed effective concentration, LOEC: Lowest observed
effective concentration.



5.79%를 나타냈고, 배 발생률의 EC50은 2.00%를 나

타냈으며, EC50에 한 95% Cl는 수정률의 경우

3.96~7.68%, 배 발생률은 1.60~2.35%를 나타냈다.

수정 및 배 발생률의 NOEC는 3.13% 미만을 나타

냈으며, LOEC는 최소농도인 3.13%를 나타냈다

(Table 2). 

식품폐수처리오니의 추출물에 한 수정률의

EC50은 7.68%를 나타냈고, 배 발생률에 한 EC50

은 2.16%를 나타냈으며, EC50에 한 95% Cl는 수

정률의 경우 7.16~8.22%, 배 발생률은 1.77~2.46%

를 나타냈다. 수정 및 배 발생률의 NOEC는 3.13%

미만을 나타냈으며, LOEC는 최소농도인 3.13%를

나타냈다 (Table 2).

고 찰

해양생물을 이용하여 해양에 유입되는 독성을 평

가하기 위한 연구들이 활발하게 진행되고는 있지만

(Hwang et al., 2008; Lee et al., 2008), 시험생물종과

노출시기와 같은 시험방법의 차이로 인해 독성의

향은 다양하게 나타날 수 있다. 이러한 문제점을

해결하기 위하여 시험방법을 단일화 시키고, 시험생

물 종으로서의 이용가능성을 파악하는 기초연구는

단히 중요하다. 이러한 기초 연구를 통해서 해양

생태독성을 정확하게 평가할 수 있는 공정시험법을

만드는 것이 바람직 할 것으로 판단되며,이런 연구

의 일환으로 말똥성게 (Hemicentrotus pulcherrimus)

의 수정 및 배 발생률에 관한 시험법이 해양에 유입

되는 폐기물의 독성을 평가하기에 적절한 시험법인

가를 평가하고자 하 다.

본 실험에서 폐기물을 첨가하지 않은 조 실험

구에서는 수정 및 배 발생률의 실험결과가 매번

90% 이상을 나타내, 시험기준에 적합한 재현성을 나

타냈다. 실험에 사용한 3종 폐기물 처리오니의 추출

액으로 조성된 시험에서 H. pulcherrimus의 수정은

부분 6.25%에서, 배 발생률은 최소농도인 3.13%

에서 급격히 감소하 다. 또한, 폐기물 처리오니 농

도 증가와 더불어 수정 및 배 발생률이 급격히 감소

해 농도 의존성이 뚜렷하게 나타나, H. pulcherrimus

의 수정 및 배 발생률에 관한 실험은 해양폐기물의

독성평가에도 적합한 것으로 판단된다. 동일 폐기물

처리오니의 추출물 농도에서 배 발생률의 경우는

3.13%의 농도에서 수정률은 6.25%의 농도에서 급

격히 감소하는 것으로 나타나 배 발생률이 수정률

보다 저해현상이 더 민감하게 나타났다. 이는 plu-

teus 유생시기의 배아가 유해물질에 더 오랫동안 노

출되어 배 발달 과정시 저해정도가 증가되었을 것

으로 판단된다 (Hwang et al., 2008; Hwang et al.,

2009a, b). 또한, 폐기물처리오니의 추출물에 의해

pluteus 유생 이전 시기부터 향을 받았다 할지라

도, 형태적으로 분화정도가 진전된 pluteus 유생시기

의 배아가 독성에 해 증폭되어 표현되기 때문에

pluteus 형성 시기가 수정률에 비해 더욱 민감하게

나타나는 것으로 판단된다 (Wui et al., 1992; Hwang

et al., 2008; Hwang et al., 2009a, b).

해양에 유입되는 폐기물이 H. pulcherrimus의 수

정 및 배 발생률에 미치는 향을 단순히 EC50 만으

로 독성의 강∙약을 판단한다면, 염색폐수처리오니

¤하수처리오니¤식품폐수처리오니 순으로 나타났

다. Lee et al. (2008)이 발표한 해산 규조류 (Skeleto-

nema costatum)의 개체군 성장률에 한 독성실험

결과는 하수처리오니¤염색폐수처리오니¤식품폐

수처리오니 순으로 독성이 강한 것으로 나타나, 현

재의 결과와는 다소 차이를 나타내고 있다. 이러한

결과를 바탕으로 보면, 해양생물을 이용한 유해물질

의 향은 시험 종에 따라 상이한 결과가 나타날 수

있으므로, 단일 종에 한 생물검정을 실시하기 보

다는 생태적 위치가 다른 다양한 종을 이용하는 평

가가 이루어져야할 것으로 판단된다 (Walsh and

Alexander, 1980).

H. pulcherrimus의 수정 및 배 발생률을 이용한

본 실험에서 3종의 폐기물 추출액에서 동일하게

NOEC는 ⁄3.13%로 나타났으며, LOEC는 최소농도

인 3.13%로 나타나, 유해물질의 독성에 단히 민감

한 것으로 판단된다. 해조류인 파래의 포자 형성률

을 이용한 염색폐수처리오니 추출물에 한 EC50

은 13.45%를 나타냈고, NOEC는 6.25% 미만을,

LOEC는 6.25%를 나타내 (Han et al., 2008), H. pul-

cherrimus에 비해서는 독성에 다소 덜 민감한 것으

로 나타났으며, 저서요각류인 경우에도 염색폐수처

리오니에 한 LC50이 40.40~70.20%, NOEC와

LOEC가 6.25%와 12.50%로 나타나 (Lee et al.,

2008), 생태적 위치가 다른 시험 생물종에 따라서

독성의 향은 차이가 있는 것으로 판단된다. 따라

서, 해양생물을 이용하여 생태독성 평가를 실시할
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경우에는 반드시 시험조건을 제시해야 하며, 서식환

경이 유사한 동일 지역에서 채집된 시험 종을 상

으로해야할 것으로 판단된다. 이러한 문제점 때문에

해양생태독성 평가를 위한 시험생물 종으로, 실험실

내에서 사육이나 관리가 손쉬운 동∙식물 플랑크톤

을 중심으로 연구가 진행되어왔다 (Han et al., 2008;

Lee et al., 2008). 하지만, 최근에는 수산식품 안전성

과 관련하여 해양 오염물질에 한 국민적 관심이

집중되고 있어, 성게류와 같은 유용 수산생물자원의

향을 구명하는 연구가 이루어져야 할 것으로 판

단된다. 따라서, 유용 수산생물자원에 한 새로운

시험법의 개발과 더불어 실험의 재현성을 높이고

실험기관간의 오차를 줄이고 좀더 정확한 결과를

도출하기 위한 공정시험법의 개발이 필요하다.

본 실험실에 이용한 H. pulcherrimus의 생물검정

시험법 (Hwang et al., 2009a)은 해양 폐기물의 독성

을 평가하기에 적적한 시험법으로 판단되며, 향후

이 시험법과 시험결과가 해양의 생태독성 평가를

위한 공정시험법의 기초 자료로 널리 활용되기를

기 한다. 

결 론

본 연구는 말똥성게, Hemicentrotus pulcherrimus

의 수정 및 배 발생률을 이용해 해양배출 폐기물인

염색폐수처리오니, 하수처리오니 및 식품폐수처리

오니의 생태독성을 평가하 다.

3종의 오니추출물에 해 H. pulcherrimus의 수정

률은 6.25%에서, 배 발생률은 3.13%에서 급격히 감

소하 고, 추출물의 농도가 증가할수록 수정 및 배

발생률이 감소하는 농도의존성을 나타냈다. 염색폐

수처리오니에 한 수정 및 배 발생률의 EC50은

4.37과 1.76%로 나타났으며, 하수처리오니의 경우

는 5.79와 2.00%, 식품폐수처리오니는 7.68과 2.16%

로 나타났다. 3종의 오니추출물에 한 NOEC는

3.13% 미만 이 고, LOEC는 3.13%로 나타났으며,

말똥성게의 수정 및 배 발생률에 미치는 독성은 염

색폐수처리오니¤하수처리오니¤식품폐수처리오니

순으로 나타났다. 이들 결과를 바탕으로 H. pulcher-

rimus의 수정 및 배 발생률은 해양배출 폐기물의 독

성을 평가하기 위한 유용한 생물검정시험법으로 판

단된다.
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