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This study was conducted to assess the microbial toxicity of ionic silver solution (Ag+N) and silver 
nanoparticle suspension (Ag0NP) based on the Microtox bioassay. In this test, the light inhibition of 
luminescent bacteria was measured after 15 and 30 min exposure to aqueous solutions and soils spiked with 
a dilution series of Ag+N and Ag0NP. The resulting dose-response curves were used to derive effective 
concentration (EC25, EC50, EC75) and effective dose (ED25, ED50, ED75) that caused a 25, 50 and 75% 
inhibition of luminescence. In aqueous solutions, EC50 value of Ag+N after 15 min exposure was 
determined to be < 2 mg L-1 and remarkably lower than EC50 value of Ag0NP with 251 mg L-1. This 
revealed that Ag+N was more toxic to luminescent bacteria than Ag0NP. In soil extracts, however, ED50 
value of Ag+N with 196 mg kg-1 was higher than ED50 value of Ag0NP with 104 mg kg-1, indicating less 
toxicity of Ag+N in soils. The reduced toxicity of Ag+N in soils can be attributed to a partial adsorption of 
ionic Ag+ on soil colloids and humic acid as well as a partial formation of insoluble AgCl with NaCl of 
Microtox diluent. This resulted in lower concentration of active Ag in soil extracts obtained after 1 hour 
shaking with Ag+N than that spiked with Ag0NP. With longer exposure time, EC and ED values of both 
Ag+N and Ag0NP decreased, so their toxicity increased. The toxic characteristics of silver nanomaterials  
were different depending on existing form of Ag (Ag+, Ag0), reaction medium (aqueous solution, soil), and 
exposure time.
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보문

       

서     언

최근 나노기술 (nanotechnology)의 급속한 발전으로 의

학, 가전, 생활용품, 전자재료, 건축재료, 환경 분야 등에서 

나노물질 (nanomaterials)의 역할이 점점 더 중요해지고 있

으며, 세계적으로 30개 국가에서 약 1320개의 나노기술 제

품이 유통되고 있다 (Woodrow Wilson Database, 2011). 연

간 나노입자 (nanoparticles)의 생산은 세계적으로 약 60,000 

톤에 달하며 (Jovanovic et al., 2011), 국내에서는 2009년 

기준 약 8,700 톤의 나노물질이 유통되고 있다 (Cho, 2011). 

나노물질은 생산과정, 사용과정 또는 사용 후에 오염물질 

또는 폐기물의 형태로 환경생태계로 유입되지만, 생태독성

과 인체독성에 대한 검증 없이 사용되고 있어, 환경생태계

와 인간에게 잠재적인 위험을 내포하고 있다. 

항균성 물질 중 은 (Ag)은 미생물 활성을 다방면에서 억

제할 수 있어, 오래 전부터 감염성 질환 치료제로 이용되어 

왔다. Ag 입자 크기를 nm 수준으로 제조할 수 있게 됨에 따

라 입자 표면적과 항균력의 증대로, Ag
0
 나노입자 (AgNP: 

silver nanoparticles)의 사용이 계속적으로 증가하고 있다. 

국내 유통되는 Ag 나노물질은 연간 약 300 kg에 달한다 

(Cho, 2011). Haensch and Emmerling (2010)의 보고에 의

하면, 독일에서는 AgNP가 연간 약 1,100 kg이 사용되고 있

으며, 사용된 AgNP는 슬러지 등의 유기 폐기물 형태와 대

기의 건성 또는 습성 강하에 의해 토양에 유입된다고 한다. 

뿐만 아니라 식물 생육촉진제 등 AgNP의 농업적 사용 또한 



Microtox 생물검정법을 이용한 은 이온과 은 나노입자의 독성 비교 평가 1115

AgNP의 중요한 토양 유입경로가 된다고 보고했다. 

Ag의 항균성 메커니즘은 이온 형태인 Ag
+
와 Ag

0 
나노입

자 형태인 AgNP가 다소 상이한 것으로 보고되고 있다. Ag
+
 

이온에 의한 미생물 불활성화 메커니즘으로는 (1) 세균 세포

벽의 S를 함유하고 있는 효소 단백질의 하나인 시스테인 

(cysteine)의 -SH기와 반응하여 -S-Ag가 생성되어 효소활

동 저해 (Morones et al., 2005), (2) 세균 세포질막 (cytoplasmic 

membrane)에 있는 K
+ 

이온 방출로 인한 세포질 불활성화 

(Liau, 1997), (3) 세균 호흡활동 저해 (Slawson et al., 1990) 

둥이 알려져 있다. 뿐만 아니라 Ag
+
 이온은 DNA 염기와 반

응하여 DNA 복제를 저해하거나 (Feng et al., 2000), 세균

의 탈질화 활동을 저해 할 수 있는 것으로 알려 졌다 

(Throbaeck et al., 2007). 이에 반해 AgNP는 미생물의 세

포막을 직접 손상시킴으로써 항균효과를 나타내는데, 1) 세

균 표면에 접촉하여 세포막의 중요 기능 파괴, 2) 세균 내부

로 들어가 DNA와 상호작용하여 DNA의 복제 방해, 3) 

AgNP의 Ag
0
이 일부 산화되어 Ag

+
 이온을 방출하여 저해작

용 유발 등의 기작이 이 알려져 있다 (Morones et al., 

2005; Sondi et al., 2004). Ag
+
가 토양에 유입될 경우, 유

기물에 강하게 결합되는데, 이때 부식산과 thiol 복합체 

(-S-Ag)를 형성한다 (Jacobson et al., 2005).

Lee et al. (2005)은 식물에게 병해를 일으키는 Pseudomonas 

fluorescens, Bacillus subtilis, Ralstonia solanacearum, 

Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Botrytis cenerea 

등과 같은 식물 병원성 미생물에 대한 Ag 나노용액의 항균

효과를 확인하였다. 현재 항균효과를 갖는 Ag 나노물질을 

첨가한 농자재가 일부 사용되고 있으나, 환경 및 유용 미생

물에 미치는 영향은 체계적으로 연구된바 없다. 대부분의 

연구가 특정 식물 병원균에 대한 항균효과만 확인하는 수준

에 그치고 있어, Ag 나노물질이 토양과 같은 복합적인 시스

템에 들어갈 경우, 토양 환경 특히 토양 미생물에 미치는 영

향에 대한 연구가 필요하다. 토양 미생물학적 질 평가 방법

으로 탈수소효소 활성 (dehydrogenase activity), 요소분해

효소 활성 (urease activity), 토양 호흡 (soil respiration) 

등이 일반적으로 사용되고 있다. 

Microtox 분석법은 해양 발광성 미생물인 Vibrio fisheri

의 발광성 저해를 측정하는 생물학적 독성평가 기법이다. 

토양, 하천의 저질토 및 하천수의 중금속을 비롯한 PCBs, 

PAHs, 황 등 각종 유해물질에 대한 높은 민감성과 신속성 

(1시간 이내)을 보여 주어, 미국, 호주 등에서 수질과 토양 

오염 모니터링에 가장 많이 사용되는 생물학적 검정법 중 

하나이다 (Lee and Hwang, 1999; Nam et al., 2006; Salizzato 

et al., 1998). 

본 연구에서는 Microtox 생물검정법을 이용하여, Ag
+
 이

온과 Ag
0
 나노입자를 각각 주성분으로 Ag 나노용액의 미생

물학적 독성을 용량-반응관계를 이용하여 in vitro와 토양

에서 비교, 평가하였다. 

재료 및 방법

Ag 나노용액   Microtox 독성실험에 사용된 두 종류의 

Ag 나노용액은 포항공대에서 개발하고 B 업체에서 제조한 

Ag
+
 이온이 주성분인 Nanover

™ 
(PR-WB13R)와 N 업체에서 

제조한 Ag
0
 나노입자가 주성분인 콜로이드 상태의 NANOMIX

™ 

(PS-13)이다. 본 논문에서는 Nanover 용액을 Ag
+
N으로, 

NANOMIX 용액을 Ag
0
NP로 명명하였다. 두 용액 모두 무색

의 콜로이드 상태였고, 제공받을 상태의 Ag 농도는 1,000 

mg L
-1 ± 5%이였다.  입자 사이즈는 Ag

+
N이 7~25 nm, 

Ag
0
NP는 5~10 nm이었다. Microtox 독성실험에 이용한 두 

용액의 pH, EC 외에 중금속 함량 및 Ag 농도는 inductively 

coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES; 

Thermo, iCAP 6000 series, USA)를 이용하여 분석하였다. 

토양시료   강원대학교 교내 시험포장으로 사용되던 밭 

토양 표토 (0~15 cm)를 채취하여 풍건 후 2 mm 표준체로 

체질한 후 Microtox 독성실험에 이용하였다. 토양의 일반 

물리성, 화학성 분석 [토성, pH (H2O; 1:5), EC (1:5), 유기

물, 유효태 인산 함량]은 농촌진흥성 토양 및 식물체 분석법 

(NIAST, 2000)에 준하여 수행하였다. 중금속 전함량은 환

경부 토양오염공정시험기준 (MOE, 2009a)에 준하여 0.15 

mm 체를 통과한 토양 시료를 왕수 (conc. HCl+HNO3)로 분

해한 후 ICP-OES를 이용하여 분석하였다. 

Microtox 생물검정법   Ag
+
N과 Ag

0
NP의 미생물학적 

독성은 in vitro와 토양에서 Microtox M500 (AZUR Environ-

mental, USA) 분석기를 사용하여 제조사의 매뉴얼인 Microtox 

basic test for aqueous extracts protocol (AZUR Environ-

mental, 1998)에 따라 각각 분석하였다. In vitro test: 

Ag
+
N와 Ag

0
NP 원액을 초순수 증류수를 사용하여 Ag 농도

가 500, 250, 125, 62.5, 30, 15, 7.5, 4, 2 mg L
-1
이 되도록 

각각 9개의 희석액을 만든다. 제공된 cuvette에 희석액을 

농도별로 0.5 mL씩 3반복으로 넣고, 5℃에서 보관하고 있

던 미생물 (Vibrio fisheri) 배양액을 10 μL 넣은 후 초기 발

광량 (I0)을 측정하였다. 15분과 30분 후에 용액별, 농도별

로 저해된 발광량 (It)을 측정한 후, 용량-반응관계식을 이

용하여 발광량이 25, 50, 75% 감소되는 때의 유효농도 (EC: 

effective concentration) EC25, EC50, EC75를 산출하였다. 

Soil test: 토양 15 g에 Ag 함량이 500, 250, 125, 62.5, 30, 

15, 7.5, 4, 2 mg kg
-1
이 되도록, Ag

+
N과 Ag

0
NP 원액의 일

정량을 Microtox 희석제 (무독성의 2% NaCl)에 혼합하여 

30 mL씩 농도별로 희석액을 만든다. 각각의 희석액을 3반
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Table 1. Chemical properties of Ag+N solution and Ag0NP suspension. 

　 pH EC Ag As Cd Cr Cu Ni Pb Zn

　 　 dS m-1 ------------------------------------------------ mg L-1 -----------------------------------------

Ag+N 4.8 11.3 1031 N.D.1)

Ag0NP 9.9 5.46 1048 N.D.1)

1)Not detected.

Table 2. Physical and chemical properties of soil used for Microtox bioassay.

Soil texture　 pH EC OM
Avail. 
P2O5

Ag As Cd Cu Ni Pb Zn

(1:5)　 dS m-1 g kg-1 -----------------------------------------------　mg kg-1 --------------------------------------　
Loamy sand 6.1 0.17 17.0 82.2 N.D.1) N.D.1) 1.36 7.05 6.54 15.0 116
1)Not detected.

복씩 토양에 첨가하고 1시간 상온에서 진탕한 후, 추출액을 

Whatman No. 42로 여과하였다. 토양 여과액은 1/2 배수로 

희석한 후 제공된 cuvette에 0.5 mL 씩 넣고, 5℃에서 보관

하고 있는 미생물 (Vibrio fisheri) 배양액을 10 μL 넣은 후 

초기 발광량 (I0)과 15분, 30분 후에 저해된 발광량 (It)을 측

정하였다. 용량-반응관계를 이용하여 발광량이 25, 50, 

75% 감소되는 때의 토양 유효용량 (effective dose) ED25, 

ED50, ED75를 산출하였다. 매 실험 세트마다 zink sulfate 표

준용액을 사용하여 Microtox 미생물 활성이 적정 범위에 있

는지를 체크했다.  

결과 및 고찰

은나노 용액의 특성   Table 1에서 보는바와 같이 실험

에 사용한 Ag
+
N과 Ag

0
NP의 Ag 농도는 각각 1031과 1048 

mg L
-1
로 서로 비슷하였고, Ag

+
N의 Ag는 대부분 (>99%) 이

온의 형태로 존재하는 것을 확인하였다 (Park, 2008). Ag
+
N

의 pH는 4.8, EC는 11.3 dS m
-1
이였고, Ag

0
NP의 pH는 9.9, 

EC는 5.46 dS m
-1
이였다. 이것은 같은 나노용액일지라도 

조제방법, 사용한 캐핑제 (capping agent), 입자모양 등에 

따라 물리화학적 성질이 다를 수 있음을 보여준다. 두 용액

에서 Ag 외의 다른 금속성 물질은 검출되지 않았다. 

토양의 물리 화학적 특성   Table 2에서 보는 것처럼, 

사용한 토양의 pH는 6.1, EC는 0.17 dS m
-1
, 유기물 함량은 

17.0 g kg
-1
이였고, 유효인산 함량은 82.2 mg kg

-1
이였다. 

중금속 함량은 Cd 1.36 mg kg
-1
, Cu 7.05 mg kg

-1
, Ni 6.54 

mg kg
-1
, Pb 15.0 mg kg

-1
, Zn 116 mg kg

-1
로 전국 농경지 

토양 평균함량과 비슷하였으나, Zn 함량이 조금 높은 편이

였다 (MOE, 2011). 농경지 토양의 Zn 우려기준은 300 mg 

kg
-1
이다 (MOE, 2009b). 사용한 토양의 토성은 loamy sand

이였다. 

Ag 나노용액의 미생물학적 독성 - In vitro test   

Figure 1에서 볼 수 있듯이, Ag
+
N과 Ag

0
NP에 노출된 Vibrio 

fisheri 독성은 수용액 상에서 Ag
+
N이 훨씬 강했다. Vibrio 

fisheri의 발광 저해율 25, 50, 75%를 보여주는 EC25, EC50, 

EC75는 Ag
+
N에 15분 노출되었을 경우 EC25와 EC50는 모두 2 

mg L
-1 

이하였고, EC75는 131 mg L
-1
이였다. Ag

0
NP에 노출

되었을 경우 EC25, EC50, EC75는 각각 150, 251, 331 mg L
-1

로 Ag
+
N의 EC 값보다 훨씬 높아 더 낮은 독성을 보여주었

다. 노출시간이 30분으로 증가할 경우, 독성도 증가하여 

EC25, EC50, EC75 값이 낮아져 Ag
+
N 용액에서는 모두 2 mg 

L
-1 

이하였고, Ag
0
NP 용액에서는 각각 98, 241, 330 mg L

-1

이였다. 

NIER (2010)의 연구결과에서는, Ag 나노입자에 노출된 

발광 박테리아의 EC50이 40.7 mg L
-1
 (노출시간 15분)과 

21.2 mg L
-1
 (노출시간 30분)로 나타나, 본 연구에서 측정한 

Ag
+
N 보다는 약한 독성을, Ag

0
NP 보다는 강한 독성을 보고

했다. Park (2005)의 연구결과에서는, TiO2에 노출된 발광 

박테리아의 EC50이 노출시간에 따라 233.8 mg L
-1 

(5분), 

229.1 mg L
-1 

(15분), 166.8 mg L
-1 

(30분)로 감소하여, 본 

연구에 사용된 Ag
0
NP와 비슷한 경향을 보여주었다.

Ag 나노용액의 미생물학적 독성 - Soil test   Figure 2
에서 보는 것처럼, Ag 나노용액을 처리한 토양 추출액의 

Vibrio fisheri 독성은 수용액 상에서 보다 낮았고, Ag
+
N와 

Ag
0
NP의 독성은 서로 상반적인 경향을 보여주었다. 발광 

저해율 25%와 50%를 보여주는 토양 반응용량 ED25와 ED50

은 Ag
+
N에 15분 노출되었을 경우 각각 196, 326 mg kg

-1
이
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Fig. 1. Dose-response curves for inhibition of Microtox luminescence determined in aqueous solutions after 15 min (a and c) 
and 30 min (b and d) exposure to a dilution series of Ag+N (a and b) and Ag0NP (c and d) (Ag+N: silver ion solutions, Ag0NP: 
silver nanoparticle suspensions). 

Fig. 2. Dose-response curves for inhibition of Microtox luminescence determined in soil extracts after 15 min (a and c) and 30 
min (b and d) exposure time. Soil extracts were prepared by shaking soil samples spiked with a dilution series of Ag+N (a and 
b) and Ag0NP (c and d) and by filtration (Ag+N: silver ion solution; Ag0NP: silver nanoparticle suspension). 
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였고, Ag
0
NP에 노출되었을 경우 104, 254 mg kg

-1
로 산출

되어, Ag
+
N의 ED 값이 더 높아 더 낮은 독성을 보여주었다. 

수행한 실험조건 (2~500 mg Ag kg
-1
)에서는 75% 발광 저해

율을 관찰하지 못했다. 노출시간을 30분으로 연장할 경우, 

Ag
+
N의 ED25, ED50, ED75는 각각 112, 169, 303 mg kg

-1
로 

15분 노출에 비해 독성이 높게 나타났고, Ag
0
NP의 ED25, 

ED50, ED75 값 53, 124, 280 mg kg
-1
 보다는 독성이 더 낮게 

나타났다. 

Park (2008)은 Ag
+
 나노용액 100 mg L

-1
을 토양에 처리

하였을 때, 90%의 Ag가 clay 토양에서 5분 이내에, sandy 

clay 토양에서 6시간 이내에, sandy loam 토양에서는 47%

의 Ag가 72시간 이내에 흡착되는 것을 밝혔다. 본 실험에서 

사용한 loamy sand 토양에서도 clay 토양만큼은 아니지만, 

Ag가 어느 정도 토양에 흡착되었고, 이온 형태의 Ag
+
가 입

자 형태의 Ag
0
 보다 더 많이 흡착되었을 것으로 유추된다. 

더구나 Ag
+
는 토양 부식산과 강한 thiol 복합체 (-S-Ag)를 

형성하여 토양에 강하게 흡착될 수 있고, 토양 용액 중에 존

재하더라도 미생물 독성에 불활성을 보일 것으로 판단된다 

(Jacobson et al., 2005). Microtox 희석제의 성분이 2% 

NaCl인 것을 고려할 때, 이온형태의 Ag
+
는 Cl

-
와 반응하여 

용해성이 낮은 AgCl 침전물을 형성함으로써, 일부 Ag
+ 

역

시 토양 입자표면에 강하게 흡착되거나 독성반응에 불활성

을 보일 것으로 판단된다. 결과적로 토양에서 Ag
+
N의 독성

이 Ag
0
NP 보다 낮아진 이유는 토양 추출액/여과액에서 활

성 Ag의 농도가 낮아졌기 때문으로 판단된다. 

Lee (2006) 또한 As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb로 오염된 토양

을 대상으로 Microtox 생물검정법을 이용하여 Vibrio 

fisheri의 발광 저해율을 조사하였다. As (2.28~27.2 mg 

kg
-1
)에 노출되었을 경우, 발광저해는 5.12∼14.7%였고, Cd 

(0.99~10.3 mg kg
-1
)은 8.17∼12.9%의 발광저해를, Cr 

(1.56~29.1 mg kg
-1
)은 3.16∼12.2%, Cu (23.7~184 mg 

kg
-1
)은 8.28∼15.2%, Hg (1.65~17.6 mg kg

-1
)는 11.8∼

14.8%, Pb (41.0~488 mg kg
-1
)는 3.43∼8.14%의 발광저해

를 보여주어, 오염 중금속에 따라 독성 특성이 달랐고, Cd

와 Hg가 다른 중금속에 비해 독성이 가장 높게 나타났다. 

요     약

Ag
+
 이온을 주성분으로 하는 Ag

+
N과 Ag

0
 나노입자를 주

성분으로 하는 Ag
0
NP의 미생물학적 독성을 Microtox 생물

검정법을 이용하여 수용액과 토양에서 용량-반응관계를 이

용하여 비교, 평가하였다. 수용액 실험에서 Vibrio fisheri

의 50% 발광 저해율을 보여주는 EC50 값은 Ag
+
N이 Ag

0
NP 

보다 현저히 낮게 나타나, 이온상태의 Ag
+
N이 독성이 훨씬 

높음을 알 수 있었다. 노출시간이 15분에서 30분으로 증가

하면 독성 또한 증가했다. 반대로 토양 추출액 실험에서는 

Ag
+
N의 ED50 값이 Ag

0
NP의 값 보다 높아, Ag

+
N의 독성이 

더 낮게 나타났다. 이것은 Ag
+
N의 Ag

+
가 토양 입자 또는 부

식산에 강하게 흡착 되거나, Microtox 희석제 NaCl과 반응

하여 난용해성 AgCl 침전물을 형성하여, 토양 추출액 중의 

활성 Ag 농도가 감소한 것에 기인하는 것으로 판단되었다. 

Microtox 분석에 의한 Ag 나노용액의 생물학적 독성은 Ag

의 존재형태 (Ag
+
,
 
Ag

0
), 반응매질 (수용액, 토양), 노출시간

에 따라 서로 상이한 결과를 보여 주었다. 
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