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Abstract : Various factors affecting on the bioassay were investigated. Experiments with a low mixture ratio (cell to toxicant solution) 
of 0.5 : 9.5 (v/v) produced observable bioluminescence intensity for assay. Both sodium lactate and potassium nitrate stimulate bio-
luminescence activity; 2.6~4.0 times of control. Distilled water and MSM, which gave non significant effects on the biolumine-
scence activity, were determined as proper diluent or extract solutions. A wide range of toxic responses of metals and organics were 
observed. In general, organics were much less sensitive than metals. Samples collected from eleven sites showed the bioluminescence 
activity ranging from 29 to 111% of the control. Significant correlation between toxicity and total metal contents was not observed, 
but the toxicity of two groups, sorted based on the contaminated arsenic concentration in soils, was 44% and 20%, showing con-
siderable differences.
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요약 : 본 연구에서는 중금속 오염물 생물 검정 수행에 영향을 미치는 조건들에 대해서 조사하였다. 오염 시료의 희석 최소

화의 필요 조건인 낮은 균주와 시료의 비율(0.5 : 9.5)에서도 실험을 수행할 정도의 발광 활성이 관찰되었다. Sodium lactate와 
KNO3를 첨가한 조건에서 대조군에 대해 약 2.6~4.0배의 발광이 관찰되었다. 시료 희석(추출)용액으로는 발광 영향에 중요한 
끼치지 않는 증류수와 MSM이 적절하였다. 본 방법은 중금속에 대해서는 매우 민감하였지만 유기오염물에 대해서는 민감하
지 않은 것으로 나타났다. 11지역의 토양 시료추출액은 대조군의 29~111% 발광활성을 나타내었다. 각 시료별 총중금속 농도와 
독성 영향 간의 상관성을 예측하기는 어려웠지만 시료의 중요 오염물(비소)에 기준한 두 그룹 간에 통계적 차이의 가능성이 
있음을 확인하였다(높은 비소와 낮은 비소 그룹은 각 44%와 20%의 독성도).
주제어 : 생물평가, 생물발광, 중금속, 토양, 독성도

1. 서 론

생태계 오염 여부 및 오염물에 의한 영향을 규명하는 것은 

환경의 위해성 평가, 복원 및 관리 등을 위해 매우 중요하

다.1) 특히 독성이 높은 오염물에 대한 평가는 더욱 중요하다. 
예를 들면 중금속 중에서 높은 인체 독성을 미치는 비소는 

국제적 문제로 인식되고 있으며 인도와 같은 특정 국가에서

는 지하수 비소 오염이 매우 심각한 문제로 부각되고 있다.2) 

변이원성 및 발암성 특성 때문에 인체에 위해성이 높은 것으

로 알려져 있는 Cr(VI)은 피혁산업, 부식방지, 도금, 염료 생

산 등의 다양한 산업체에서 사용하며 심각한 환경 오염을 유

발한다. 연구결과에 의하면 중금속 오염은 예상하는 것보다

는 더욱 위험한 영향을 주는 것으로 알려져 있다.3) 또한 다

양한 유기오염물들에 대한 영향도 중금속과 더불어 지하수

계 등의 생태계에 주요 오염원들로 알려져 있으며, 미국, 캐
나다 및 여러 국가들에서는 석유계탄화수소 화합물을 주요 

오염물로 간주하고 있다.4,5)

오염물의 화학적 분석은 환경에서의 오염성분과 정도에 대

한 정보를 제공하지만 생태계 영향에 대한 직접적 정보는 제

공하지 않는다. 따라서 오염물의 화학적 이동 및 경로에 대

한 정보와 더불어 생물학적 독성에 대한 정보 도출도 매우 중

요하다. 이러한 목적들을 달성하기 위해 생물검정법(bioassay) 
은 다양한 물리, 화학적 방법들과 더불어 중요한 수단이다.6) 

독성시험법은 시험기간에 따라 급성(acute) 및 만성(chronic) 
독성으로 대개 나뉘며, 진핵생물 이용법(어류, 무척추 동물 

조류 및 원생동물 등)과 원핵생물이나 효소 이용법으로 크

게 분류할 수 있다. 일반적으로 진핵생물인 어류, 물벼룩 등

을 이용할 경우에는 시험에 소요되는 시간 및 경비가 높고 

부가적인 시험조작을 요하는 경우가 많기 때문에, 경제적, 
시간적, 사용 측면에서 오염 환경 평가가 용이한 박테리아

의 특성을 이용한 독성시험법 이용이 증가하고 있다.7) 박테

리아를 이용한 독성방법으로는 효소활성도(enzyme activity) 
및 생합성, ATP, 호흡률(respiration), 효소 혹은 세포 생존률

(viability), 발열량 등을 측정하는 방법들이 있으며, 측정에 

소요되는 시간이 수십 분에서 수 시간 내로 타 시험법보다 상

대적으로 신속하게 결과를 얻을 수 있는 장점이 있다.8) 박테
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리아의 다양한 특성 중에서 생물발광(bioluminescence)은 특

정 유기화합물이 효소 작용으로 산화되면서 방출되는 에너

지가 빛에너지의 형태로 체외로 나오는 일종의 광화학반응 

현상이다. 생물발광 이용 검정법은 높은 민감도, 낮은 배경 

영향, 빠른 반응, 쉬운 측정 등의 특성 때문에 환경독성 평가

에 효율적인 수단으로 이용되고 있다.9,10) 생태계에서 분리 

혹은 유전자 재조합 균주 등을 이용할 수 있으며 국제적으로 

가장 잘 알려지고 공인된 방법은 미국 Microbics사에서 해양 

균주 Vibrio fischeri를 상용화한 “Microtox” 검정법이다.11,12) 
동일한 측정종말점을 이용한 생물 검정법에서도 조건을 변

화하여 효율적 방법을 수행할 수 있다. 예를 들면 시료와 균

주 비율, 노출시간, 희석액, 세포막 투과도, 발광 강도 등을 

조절할 수 있을 것이다.13) 특히 환경 시료에 대한 평가를 위

해서는 적절한 조건들을 이용하여 수행하는 것이 매우 중요

하다.
박테리아의 발광 특성을 이용한 독성법의 신속, 간편, 민

감성 등의 장점에 근거하여 본 연구에서는 지하수계에 영향

을 줄 수 있는 토양시료에 대한 독성 평가를 수행하였다. 또
한 토양 시료에 적용하기 전에 순수 오염물에 대한 민감도 

및 오염물별 차이와 검정법 개선을 위한 조건들에 대해 조

사하였다. 

2. 실험방법

2.1. 균주 특성과 시험 오염원

오염물 독성 측정을 위해 생물발광 변이균주인 Escherichia 
coli DH5α RB1436 (Dr. Burlage, Univ. Wisconsin, USA)을 

사용하였으며, RB1436은 pUCD615 플라즈미드 내의 염기 

제거(deletion)에 의해 lux-gene이 충분히 발현될 수 있도록 

구성된 promoter가 lux-gene에 근접하게 위치한 균주이다. 
균주는 20% glycerol 용액으로 -70℃ 초저온고(Ilshin Lab 
Tech. Co., Model DF9007)에 보관하였으며, 필요시 Luria - 
Bertanika (LBka) 고형(tryptone 10 g, yeast extract 5 g, NaCl 
5 g, agar 15 g, 2N NaOH 0.5 mL kanamycin 50 mg per 1 L, 
pH 7.2)배지에 계대 배양하여 사용하였다. 실험을 위해 27℃, 
130 rpm 조건에서 12시간 이상 배양 후 다시 1 : 30 희석하

여 OD600 = 0.6이 될 때까지 계대 배양하고, Minimum Salt 
Medium (MSM; MgSO4･7H2O 0.2 g, CaCl2 0.1 g, FeSO4･

7H2O 0.05 mg, NaMoO4･2H2O 0.05 mg, K2HPO4 0.43 g, 
KH2PO4 0.23 g)으로 OD600 = 0.2로 희석하여 사용하였다. 오
염물에 의한 영향은 빛 감소에 근거하여 측정하였으며 발광

은 일반적으로 0.5 시간 단위로 시료 400 µL을 채취한 후 

Luminometer (TD 20/20, Turner Designs, USA)를 이용하여 

측정하였다. 발광 강도 단위는 Relative Light Uunit (RLU)
로 나타내었고 최대 한계치는 9,999 RLU이다.

순수 오염물에 대한 독성은 Trimmed Spearman Karber me-
thod을 이용하여 EC50s으로 나타내었다.14) US. EPA’s Center 
for Exposure Assessment Modeling (CEAM)에서 제공하는 컴

Fig. 1. The effects of the cell to solution ratio on the biolumi-
nescence activity of the tested strain.

퓨터 SPEARMAN 프로그램을 사용하여 EC50과 95% confi-
dence level values을 추정하였다.

사용한 중금속과 유기오염물은 다음과 같다: arsenate (Na2 

HAsO4), arsenite (NaAsO2), cadmium (as CdCl2), copper (as 
CuCl2), chromium (VI, as K2Cr2O7), mercury (as HgCl2). me-
thyl tertiary butyl ether (MTBE), toluene, xylene isomers, 2- 
chlorophenol (CP), 2,4-dichlorophenol (diCP), phenol.

2.2. 검정법 영향 인자 조사

검정법에 영향을 줄 수 있는 다음 3가지 조건 인자들에 

대해 조사하였다: (i) 시료와 균주의 비율, (ii) 희석 혹은 추출

용액이 발광 활성에 미치는 영향, (iii) 생물발광 촉진 조건.

균주와 시료의 비율은 균주 0.1~2 mL 사이의 4 조건 비율

(0.1 : 9.9, 0.5 : 9.5, 1 : 9, 2 : 8)에 대해 조사하였다. 시료의 희

석과 추출에 사용하는 용액이 발광 활성에 미칠 수 있는 영

향을 다음 용액에 대해서 조사하였다(균주와 시료 1 : 9조
건): 증류수, 인산염 완충액(p-buffer), MSM, 배양액(LB). 특
정 조건에서의 낮은 발광에 의한 문제점 해결을 위해 발광 

촉진제에 대해 조사하였다. 상이한 발광균주에 대해서 적

당한 촉진인자로 알려진 sodium lactate (2 g C/L, C3H5NaO3)
와 KNO3 (20 g KNO3/L)가 발광 촉진에 미치는 영향을 조사

하였다.15)

2.3. 토양 시료 채취 및 토양 평가

토양은 지하수 개발 후보지로 선정된 강 유역 대표 토양 11 
곳(선캄브리아기의 편암, 편마암, 옥천층군에 해당하는 변성

퇴적암, 석회암, 충남탄전의 쥐라기 화강암, 퇴적암, 백악기 

퇴적암)을 채취 조사하였다. 일부 토양에서 수 백 mg/kg의 
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비소함유 토양이 조사되었으며, 우라늄계열의 226Ra이 485 
Bq/kg이 함유된 지점도 나타났다. 토양시료의 총 중금속 농

도 전처리 및 분석 방법은 다음과 같다. 토양시료의 전처리 

분해를 위하여 0.5 g의 시료를 테프론 용기에 넣고 혼합산

(HNO3 5 mL + HClO4 2 mL + HF 10 mL)을 가한다. 이후 실

온 상태에서 시료의 분해를 유도한 후 핫플레이트 200℃에

서 약 3시간 동안 증발 건조시킨다. 이후 다시 7 mL의 HCl
을 가하여 시료를 완전히 분해시킨다. 용해된 시료는 2~5% 
HNO3을 이용하여 희석한 후 중금속 농도를 유도결합플라즈

마분광분석기(lCP-AES)를 이용하여 분석하였다.

3. 실험 결과 및 고찰

3.1. 검정법 조건에 의한 영향

사용 균주 RB1436은 pUCD615 lux-유전자에 계속발현 

promoter가 근접하게 존재하도록 재조합된 플라즈미드를 보

유하고 있는 균주이므로 생장 과정 중 발광을 생산하는 균주

이다. 균주와 용액(시료 혹은 대조군)의 다양한 비율(2 : 8~ 
0.1 : 0.9 v/v)이 생물발광 강도에 미치는 영향을 관찰하여 본 

검정법에 적절한 비율을 결정하였다. 여러 연구 결과에 의하

면 균주에 대한 용액의 비율은 1 : 1에서 1 : 9 사이의 범위가 

보편적으로 이용되고 있다.16~18)

최대 강도는 배양 2시간대에 나타난 후 초기 균주 농도에 

따라 약 4시간 이상까지 발광이 지속되었다. 예상한 바와 같

이 균주 비율이 높은 조건(높은 균주 대 용액비율)에서 높은 

발광이 관찰되었다. 균주량 2, 1, 0.5, and 0.1 mL 조건에서 

최대 발광은 각 3913 ± 1550.0, 1963 ± 340.5, 692 ± 426.4와 

68 ± 89.6 RLU로 조사되었다. 따라서 검정법 수행에 적절한 

빛의 강도는 균주 0.5 mL 이상의 조건에서 관찰되었으므로 

최소한 0.5 : 9.5(균주 : 용액)의 조건에서 검정법이 시행 가능

함을 알 수 있었다. 적은 균주량을 사용하는 조건의 장점은 

시료 희석효과를 최소화할 수 있으며 시료용액내의 독성물

질의 화학적 변화를 최소화할 수 있다는 점이다.19) 조사 결

과를 바탕으로 독성측정이 1시간과 1.5시간의 발광 활성 평

균치를 이용한다는 점들을 고려하여 1 : 9 (v/v) 비율을 향후 

조사에 사용하였다.
검정법 수행 과정에서는 오염물 외의 성분이나 조건들이 

균주 발광활성에 미칠 수 있는 영향을 최소화하여야 한다. 
과정 중 시료용액, 추출액, 희석액 등이 발광에 영향을 줄 

수 있으며 성분들의 다양한 특성 때문에 영향을 파악하기는 

쉽지 않다. 본 조사에서는 희석 및 추출 용액으로 사용할 수 

있는 인산염 용액(p-buffer), 증류수, LB와 MSM용액들이 발

광에 미치는 영향을 조사하였다(Fig. 2). 인산염 용액은 다른 

조건들에 비해 뚜렷한 발광 촉진 영향을 나타내는 반면에 증

류수와 탄소원을 함유하지 않은 MSM은 시간에 따라 뚜렷

한 영향을 나타내지 않았다. 검정법은 보편적으로 1시간과 

1.5시간 동안 시료에 균주를 노출하였을 때의 발광을 평균

으로 나타내며 각 조건에서 발광은 다음과 같다: p-buffer

Fig. 2. Comparison of bioluminescence activity of cells incuba-
ted with different diluent solutions.

(721 ± 20.2 RLU), MSM (329 ± 12.9 RLU), LB (236 ± 16.2 
RLU), 증류수 (295 ± 90.2 RLU). 검정법에서 측정 시간인 1
과 1.5시간대에서는 p-buffer 용액과 혼합한 균주가 매우 높

은 발광 촉진을 나타낸 반면에 다른 조건들에서는 뚜렷한 영

향을 나타내지 않았다. 최대 3.5시간 노출에서의 발광은 p- 
buffer와 LB 조건에서 높게 관찰되었지만 증류수와 MSM 첨
가 조건에서는 뚜렷한 변화가 관찰되지 않았다. 따라서 본 

연구 결과에서 나타난 바와 같이 동일한 검정법에서 상이한 

용액(희석 혹은 추출) 선택이 검정 결과에 중요한 영향을 미

칠 수 있음을 확인하였다.
환경 시료나 균주의 혼합이나 희석에 사용하는 용액은 오

염물의 생물이용 가능도와 화학이온종(speciation)의 변화를 

수반할 것이다.12) 특히 용액에 의한 pH 변화는 많은 유기 및 

중금속의 화학종 형태에 영향을 미쳐 상이한 독성 결과를 나

타내기도 한다. 특히 인산염 완충액의 경우에는 pH변화를 최

소화하여 결과 유사성 도출에 용이하지만, 본 검정법의 경

우에는 발광활성에 영향을 미치기 때문에 부적절한 용액 선

택으로 조사되었으며, 또한 인 성분은 시료의 금속과 결합

하여 침전현상을 나타낼 수 도 있다. 따라서 환경시료 검정

을 위해서 대조군에 첨가하는 용액에 의한 발광 영향이 중

요함을 알 수 있었다. 본 조사에 의하면 용액을 첨가함으로 

최소의 영향을 주는 증류수와 MSM이 적당한 것으로 조사

되었다. 그러나 모든 실험군에 대해서 동일 용액을 첨가할 

경우에는 다른 용액도 필요에 따라 사용 가능할 것이다. 본 

검정법에서는 발광 활성에 높은 영향을 주지 않는 MSM용

액을 사용하여 균주를 희석한 후에, 검정법의 토양 추출 및 

대조군에는 증류수를 사용하였다.
생물 발광 활성에 근거한 생물 검정법에서 적절한 세기

의 발광 유지는 매우 중요하다. 매우 낮은 발광상태에서는 

발광촉진제를 사용하여 검정법을 효율적으로 수행할 수 있

다. 상이한 유전자 재조합(xyl-lux) 발광균주에 대해서 발광

활성 촉진제로 조사된 화합물(sodium lactate, KNO3)이 본 검

정법 사용 균주 RB1436의 발광 활성에 미치는 영향을 조사

하였다. 균주와 시료의 비율 0.5 : 9.5와 1 : 9에서 두 화합물 

모두 대조군에 비해 매우 높은 촉진을 나타내었다(Fig. 3). 
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Fig. 3. Stimulation effect of sodium lactate and KNO3 on the 
bioluminescence activity of strain RB1436.

xyl-lux 재조합 균주에서는 KNO3가 SL보다 높은 발광 촉진

제로 조사되었다.15,20) 특정한 유도제 없이 생장 과정 중에 발

광을 생산하는 RB1436은 xyl-lux 균주와는 상이하게 SL(대
조군의 4~3.6배)가 KNO3(대조군의 2.6~3.3배)보다 약간 높

은 촉진 효과를 나타내었기 때문에 두 화합물 모두 사용 가

능하다고 사료된다. 특히 SL에 의한 높은 촉진은 탄소원에 

의한 물질대사 활성화에 근거한 것으로 사료된다.

3.2. 단일 오염물질 별 독성 평가

다양한 중금속과 유기오염물의 생물발광에 대한 민감도를 

조사하였다(Table 1). 선행 조사에 근거하여 특정 농도 범위

를 결정하였으며 오염물에 따라 매우 다양한 범위의 독성

을 나타내었다(Table 1). 일반적으로 중금속은 높은 민감도

(낮은 EC50)를 보인 반면에 유기오염물은 낮은 민감도를 나

타내었다. 중금속에 대한 독성 순서는 다음과 같이 조사되

었다: As(III), Hg, Cd > As(V) > Cu > Zn > Cr(VI), Pb(Table 
1). Cr(VI)의 경우에는 조사 최대 농도인 50 mg/L에서 EC50

이 관찰되지 않았다. As(III)는 As(V)에 비해 독성이 상당

히 높은 것으로 보편적으로 알려져 있으나 본 검정법에서는 

EC50에 근거하여 약 2배 정도 높은 독성이 관찰되었다. 예를 

들면 씨앗 Lactuca발아 검정법에서 As(III)와 As(V)의 EC50

는 각 0.63과 3.01 mg/L이었다.21)

중금속에 비해 유기오염물(석유계탄화수소 함유성분 및 염

Table 1. EC50s of various pollutants based on the biolumine-
scence inhibition (95% confidence level)

Metals EC50 (mg/L) Organics EC50 (mg/L)

As(III) 1.1 (0.84~1.54)a) MTBE 17.1 (12.58~23.37) 

As(V) 2.1 (1.47~2.86) toluene 1.3 (0.95~1.65) 

Cr(VI) > 50 m-xylene 126 (120.1~133.0) 

Cu 6.0 (5.21~6.78) o-xylene 152 (148.7~154.9) 

Cd 1.34 (1.03~1.75) p-xylene 176 (171.5~181.5) 

Hg 1.1 ± 0.26b 2-CP 54 ± 3.1

Zn 39 ± 0.5 2,4-diCP 45 ± 5.5

Pb 146 ± 12.5 phenol 202 ± 6.5
a) Value is the range of the 95% confidence level (low limit~high limit); 

bValue is the standard deviation.

소페놀 계열 화합물)들은 생물발광 활성에 매우 낮은 영향을

나타내었다. 특히 xylene이성질체 화합물들은 다른 화합물

들에 비하여 낮은 민감도(낮은 독성; 126~176 mg/L 범위의 

높은 EC50s)를 나타내었다. 발광생산 균주 Shk 1을 이용한 연

구에 의하면 다양한 염소계 페놀계열 화합물의 EC50은 대략 

10~200 mg/L 범위로 조사되었다.19) 따라서 발광활성에 근거

한 본 검정법은 민감도 관점에서 중금속 오염시료에 대한 

독성 평가에 적정함을 알 수 있었다. 다른 유기 오염물과는 

상이하게 MTBE와 톨루엔은 균주의 발광 활성에 높은 억

제 영향(낮은 EC50)을 나타내었다. 특히 톨루엔의 높은 억

제 영향은 화합물의 외막의 세포투과도 증가가 가능한 원

인인 것으로 사료된다. 다른 연구결과에 의하면 톨루엔과 

같은 다양한 유기용제가 투과도를 증가시킴으로 인하여 효

소이용 검정법의 민감도를 매우 증가하였다.22) 오염원에 대

한 독성 민감도 및 민감도 순서는 생물종과 측정 종말점 등

에 따라 매우 다양한 특성을 나타낼 수 있기 때문에 시료 특

성에 적합한 방법이나 다양한 방법들의 결과를 통합한 해석

을 통하여 더욱 적절한 평가가 이루어질 수 있을 것이다.

3.3. 발광에 근거한 토양시료 독성 평가

다양한 환경 요인에 의한 토양 오염물 이동은 주변 지표수 

및 지하수 생태계에 영향을 줄 수 있다. 지하수 확보 가능 

예정지 주변의 지하수계에 영향을 줄 수 있는 11 지역의 표

층토를 채취하여 발광 활성에 미치는 영향에 근거하여 독

성을 조사하였다. 강우에 의한 오염물 이동을 모방하기 위해 

증류수를 이용한 토양 추출액에 대하여 검정 시험하였다. 토
양이 발광활성에 미치는 영향과 토양 중금속 농도와의 관

계 분석을 위해 시료토양의 총중금속 농도 결과를 Table 2
에 나타내었다. 지하수 이용 예정지 주변 토양은 대체적으

로 심각한 중금속 오염은 관찰되지 않았지만, 비소의 경우

에는 매우 상반된 그룹 특성이 관찰되었다. 총중금속 농도에 

근거할 때 그룹 #1~#6에서는 매우 높은 비소 농도(381~627 
mg/kg)가 오염된 반면에, #7~#11에서는 매우 낮은 농도(< 1 
mg/kg)가 조사되었다. 또한 코발트의 경우에도 높은 비소그

룹에서는 낮은 농도(< 1 mg/kg), 낮은 비소그룹에서는 다른 

그룹보다는 높은 농도(9~27 mg/kg)가 관찰되었다. 이외에도 

측정하지는 않았지만 토양의 복합적 특성에 비추어 볼 때 다

양한 무기 및 유기성분들이 존재할 것이다.23)

유전자 재조합 발광 균주 RB1436을 이용하여 토양 추출

용액에 대한 영향을 평가(균주 : 추출액 = 1 : 9)한 결과 전체 

시료의 대조군(100%)에 대한 발광활성 범위는 29~111% 
(평균 66 ± 20.9%)로서 시료별 매우 상이한 영향을 나타내었

다. 높은 표준편차값에 근거할 때 시료 집단간의 흐트러짐 

정도, 즉 시료 간 뚜렷한 활성 영향 차이가 있다고 판단할 

수 있다. 가장 높은 억제는 시료 #6에 의해 29% 발광 활성

(71% 독성)을 나타낸 반면에, 시료 #11의 경우에는 오히려 

발광이 촉진되었으며 111% 발광 활성(무독성)을 나타내었다. 
매우 상이한 영향(높은 독성과 낮은 독성)을 나타낸 대표적 

두 시료(#6, #11)에 대해서 노출시간에 따른 발광 영향을 대



140 大韓環境工學會誌 論文

공인철․김진영․이선희․고경석

Journal of KSEE Vol.34, No.2 February, 2012

Table 2. Total heavy metal content of the collected soils (mg/kg)

Metal
High As contaminated group Low As contaminated group

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11

As 627 566 381 433 169 401 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1

Cu 58 45 32 83 54 47 20 18 95 12 13

Cr 66 59 54 57 56 265 65 45 106 40 102

Pb 55 52 45 48 36 59 37 44 42 32 44

Zn 113 99 79 117 100 54 92 98 77 41 60

Cd < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1

Co < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 19 10 9 27 15

Total 921 823 593 740 417 828 235 217 331 154 236

조군과 함께 Fig. 4에 나타내었다. 보편적으로 발광 균주는 

초기 노출 30분 정도에 높은 영향을 받는 후, 최대 노출시간 

1.5 h까지는 완만한 영향을 받았다. 따라서 1시간과 1.5시간 

노출의 결과를 평균하여 영향 정도를 나타내는 검정법의 결

과가 적절하다고 할 수 있다. 시료 #6(총중금속 828 mg/kg, 
비소 401 mg/kg)과 #11(총중금속 236 mg/kg, 비소 < 1 mg/ 
kg) 간의 뚜렷한 영향 차이를 관찰할 수 있었으며, 각 대조

군에 대해서 발광 활성 억제와 촉진 현상을 관찰할 수 있

었다.
전체 시료에 대해서 살펴보면 중금속 오염 농도가 높은 #6 

(828 mg/kg) 시료는 71% 독성도(29% 발광활성)를 나타낸 

반면에 비슷한 중금속 농도가 관찰된 #1 (921 mg/kg)과 #2 
(823 mg/kg)는 각 48%과 31%의 독성을 나타내었다. 또한 

매우 낮은 중금속 오염이 관찰된 시료 #7 (235 mg/kg)과 #10 
(154 mg/kg)의 경우에는 시료 #1과 #3에 의한 영향과 비슷

한 41%와 30%의 독성을 각각 나타내었다(Fig. 5). 따라서 

복잡한 특성의 토양 시료에 대해서 시료별 오염물 총농도, 특
히 중금속의 경우에는 총중금속 농도만으로 생태계에 미칠 

수 있는 영향을 예측하기는 용이하지 않음을 확인할 수 있

었으며, 그 결과로 총중금속 농도와 생물발광 활성 간에는 

매우 낮은 상관관계(R2 = 0.301)가 조사되었다. 자료를 나타

내지는 않았지만 약산 추출 중금속 농도와 독성간의 상관

성도 역시 매우 낮게 조사되었다. 또한 여러 연구자들의 보

Fig. 4. Different effects of representative soil extractants on the 
bioluminescence activity of the RB1436.

Fig. 5. Effects of the soil extractants on the relative biolumi-
nescence activity (%) of the strain RB1436. Each value 
is the average of the results of the four experimental 
sets (each set was performed with triplicate). ∎ bar is 
the average of the bioluminescence activity of each group.

고에서도 중금속 오염 특성에 영향을 미치는 다양한 요인

들 때문에 총중금속 농도로 위해성 평가하는 것은 올바른 

접근이 아니라는 결론들을 제시하고 있다.24) 따라서 오염 토

양이 주변 생태계에 미치는 영향에 대한 원인 해석은 매우 

다양하고 복합적 요인들에 기인한다고 할 수 있다. 예를 들

면 오염 화합물 뿐 아니라 토양 자체의 물리․화학적 특성

(입자크기, 유기물 함량, 조성, pH, CEC 등), 혼합 오염물에 

의한 토양 오염, 오염물의 생물에 대한 상이한 민감도, 생물

이용 가능량(bioavailability), 상이한 결합능(binding ability) 
등의 다양한 원인에 영향을 받을 것이다.23) 본 토양의 경우

에는 중금속 오염을 제외하고는 토양 특성 차이가 없었으므

로 뚜렷한 오염 특성 차이가 있는 “비소”에 대해 초점을 맞

추었다.
Table 2에서 토양시료를 독성이 높은 비소 오염농도에 근

거하여 높은 비소오염과 낮은 비소 오염 그룹으로 분류할 

수 있는 특성이 있음을 알 수 있다. 높은 비소 농도 그룹은 

국내 토양오염 대책기준(70~600 mg/kg)에 해당되는 농도 분

포를 나타내었다. 높은 비소농도 그룹(#1~#6)과 낮은 비소

농도 그룹(#7~#11)에 의한 평균발광 활성은 각 56% ± 15.6% 
(44% 독성)와 80% ± 19.4% (20% 독성)였으며 약 2배의 독

성도 차이가 있는 것으로 조사되었다. 또한 t-test 결과에 의

하면 p(probability)값이 0.048로 조사되어 두 그룹 간에 통

계적으로 뚜렷한 차이가 있음을 알 수 있었다. 따라서 각 토
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양 시료별 총중금속 농도와는 상관성은 예측하기가 어려웠

지만 독성이 높고 뚜렷한 오염현상을 보인 중금속인 비소 

오염물에 기준하여 시료를 분류하였을 경우에 비소 오염물

과 독성이 상관성의 가능성이 있음을 알 수 있었다. 따라서 

향후 토양 오염물에 의한 주변 생태계 영향 파악에서 본 조

사시료의 경우에는 비소가 주요 영향인자임을 알 수 있으

며 이에 대한 정보가 영향 평가에 중요함을 알 수 있었다.
본 연구에서는 단일 검정법을 이용하였지만 다양한 연구

결과에 의하여 검정법에서 이용하는 생물의 종류에 따라 오

염물에 대해서 상이한 민감도와 민감도 패턴을 나타내는 것

으로 알려져 있다.24) 따라서 더욱 적절한 영향 평가를 위해

서는 단일 검정법을 이용하기 보다는 다양한 검정법에 의한 

통합 결과를 이용하는 것이 더욱 적절한 평가법으로 제시되

고 있다.25) 예를 들면 다양한 방법의 결과를 통합하는 방법

과 상이한 먹이단계의 생물(예를 들면 하폐수에 대해서는 발

광균주, 갑각류, 조류와 물고기)을 이용하여 통합 검정할 수 

있다.26,27) 따라서 토양 오염 평가에 있어서도 다양한 검정법

의 통합 결과를 이용한 평가가 필요하다고 사료된다.

4. 결 론

본 연구에서는 토양 오염물이 주변 지하수계에 영향을 줄 

수 있는 가능성에 대한 기초 평가를 균주의 발광활성에 미

치는 영향에 근거하여 평가하였다. 또한 검정법에 영향을 미

칠 수 있는 기본 조건들에 대해서도 조사하였으며 다음과 같

은 결론을 도출할 수 있었다.

1) 균주와 시료 용액의 비율은 최소 0.5 : 9.5부터 사용 가

능하였으며, 검정 과정에 사용하는 용액은 인위적 발광 활성

에 영향을 적게 미치는 증류수와 MSM이 적당한 것으로 조

사되었다. 또한 검정법 수행을 위해 발광 촉진이 필요할 경

우 SL와 KNO3 화합물을 사용 할 수 있음을 확인하였다.
2) 일반적으로 생물 발광활성은 유기오염물보다는 중금속

에 높은 민감도를 나타내었다.
3) 개별 토양 시료의 총중금속 농도(혹은 약산추출농도)와 

독성정도의 관계에서 상관성(R2 = 0.301)을 찾기는 어려웠지

만, 뚜렷한 오염 특성을 보인 비소에 근거한 그룹 간에는 통

계적으로 가능한 독성차이가 조사되었다.

따라서 토양오염 평가과정에서 각 지역의 총중금속 농도

에 근거하여 주변 생태계에 미칠 수 있는 영향에 대한 상관

성을 평가하는 것은 적절하지 않음을 알 수 있었다. 그러나 

독성이 높은 특정 오염물의 오염 정도 차이가 뚜렷한 지역, 
혹은 시료들을 그룹화하여 영향을 평가하는 것도 하나의 접

근 방향임을 확인하였다. 하지만 단일 검정법에 근거한 평

가가 내포하고 있는 제약점들 때문에, 실제적인 평가는 단일

평가의 결과를 기초로 하여 다양한 검정법들의 통합 결과에 

대한 해석을 통하여 접근해야 할 것이다. 따라서 본 검정법

의 결과를 기초자료로 하여 향후 다양한 통합 검정법을 이용

한 평가가 필요하다고 사료한다.
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