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1. 서 론1)

표준물질(reference material)은 측정기기의 교정이

나 측정방법의 평가 등에 사용하기 위하여 하나 이상의 

특성값이 충분히 균일하고 적절하게 확정되어 있는 물질

을 말한다(ISC, 2017). 단일성분 표준물질(순수표준물

질; pure reference material)과 매질 표준물질(matrix 

reference material)로 나눌 수 있는데, 매질 표준물질은 

동식물, 토양 등과 같이 실제 시료의 특성을 갖는 표준물

질을 말한다(KRISS, 2008; ISC, 2017). 매질표준물질

은 측정결과의 정확성을 확인하는데 사용되며, 실제시료

와 병행하여 동일한 방법 및 절차에 따라 측정함으로써 

측정절차(방법) 및 과정의 유효성을 확인하는 도구로 이

용된다(KRISS, 2008).
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Abstract
The National Environmental Specimen Bank (NESB) has been sampling and cryogenically preserving various wildlife 

specimens to monitor bio-accumulations of chemical pollutants since 2010. Recently, the NESB set up a plan to develop reference 
materials at their facility to assure the analytical quality of and validate the analytical methods for their monitoring samples. One 
of the crucial characteristics of reference materials is intra- and inter-bottle homogeneity. In this study, we used ANOVA for total 
mercury concentrations in some samples to validate their homogeneities after milling and homogenization. We examined the 
intra- and inter-bottle homogeneities of two cryogenically-milled samples (Korean mussel (Mytilus coruscus) and black-tailed 
gull’s egg (Larus crassirostris). The variations in the total mercury concentrations were not significantly different intra- and 
inter-bottle (mussel: F=0.74, p=0.67; gull egg: F=1.96, p=0.10). Additionally, the relative standard deviations of the total mercury 
concentrations showed low values (mussel: 2.02%, gull egg: 1.78%). Therefore, the cryogenic-milling process statistically proves 
the homogeneity of the materials of mussels and sea gull eggs for chemical analysis for total mercury.
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환경부 국립환경과학원 국가환경시료은행은 환경 중 

오염물질의 생물축적 영향을 모니터링하는 기관으로서 

다양한 생태계에 서식하는 생물(괭이갈매기 알, 잉어, 홍
합 등)을 채취하고 분석하고 있다. 시료은행도 오염물질 

분석을 진행할 때, 표준물질을 사용하는데 예를 들면, 미
국 국립표준기술연구소에서 생산하는 이매패류(bivalve 
mussel) 표준물질을 구매하여 홍합 시료 분석의 정확성

을 확인하고 있다.
국내에서는 매질 표준물질의 대부분을 한국표준과학

연구원에서 생산 판매하고 있다(KRISS, 2018). 이 중 

동식물 매질 표준물질은 한국표준과학연구원의 인증물

질 분류범위 상 식품 및 농업 관련물질 에 국한하여 생

산하고 있다. 굴 분말, 참치 분말 등과 같이 환경 중 서식

하는 생물로 제작된 매질 표준물질 중 중금속, 농약류 등 

환경오염물질(항생제는 제외) 분석에 이용 가능한 제품 

수는 약 9종류밖에 없다. 분석항목도 중금속과 농약류 등 

약 17개 항목 밖에 없는 실정이다. 이에 비해 국외에서 

생산 판매되는 동식물 매질 표준물질 수는 약 52종류이

며, 100 여개의 분석항목을 포함하는 것으로 파악되고 

있다(Lee et al., 2017). 이러한 차이로 환경측정용 생물 

표준물질의 많은 부분을 국외 제품에 의존하고 있는 실

정이다.
시료은행도 분석 시에 국외 매질 표준물질 구매 의존

도가 높은 편인데, 구매단가가 비싼 것도 문제지만, 국외 

표준물질이라 하더라도 시료은행에서 다루는 다양한 시

료종(수목, 어류, 조류 알, 이매패류 등)과 유사한 표준물

질을 구하기 어렵고, 더구나 원하는 분석항목을 포함하

는 표준물질을 구해야 하는 애로사항이 있어 왔다.
이에 시료은행에서는 모니터링 대상 시료종을 매질 

표준물질로 자체 제작하는 방안을 수립하여 추진하게 되

었다. 시료은행이 운영하고 있는 분쇄 균질화 설비와 절

차는 일반적인 표준물질 제작 설비 및 공정과 유사하기 

때문에 표준물질을 제작하기에 최적의 조건을 갖췄다고 

할 수 있다. 또한 시료은행은 분쇄, 균질화한 시료를 초저

온(-150 이하)으로 저장하기 때문에 이화학적 성분변

화 없이 장기적으로 안정적인 보관이 가능한 장점도 있

다.
우선 본 논문에서는 괭이갈매기 알과 홍합 시료를 대

상으로 총수은에 대한 후보 표준물질로서의 균질성 시험

평가를 수행한 결과를 제시하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시험평가 재료

시료은행에서 다루는 9종의 환경 시료 중 본 연구에서

는 홍합(Korean mussel, Mytilus coruscus)과 괭이갈매

기(Black-tailed gull, Larus crassirostris) 알을 시험평

가 대상으로 하였다. 홍합은 식약처의 식품규격 중금속 

기준에서 총수은 농도가 규제항목으로 포함되어 있는 시

료로서 수산물 수은 분석 시에 많이 사용될 수 있는 시료

이다(MFDS, 2018). 괭이갈매기 알은 식품규격 등에 규

제되는 시료는 아니지만, 세계적으로 연안환경 내 수은 

및 잔류성 유기오염물질 모니터링의 중요한 시료로서 활

용되고 있다.
홍합은 2017년 4월 29일에 남해안 추자도에서 채취

하였고, 괭이갈매기 알은 2017년 4월 25일에 남해안 통

영 홍도에서 채취하였다. 채취한 홍합(50개체)은 표면을 

1차 증류수로 씻은 후, 세라믹 칼을 이용하여 주의해서 

껍데기를 열어 연체를 분리하였다. 이후 체에 밭쳐 30분 

정도 내장수를 제거하고 스테인레스 용기에 담아 액체질

소 냉동고에 초저온(-150 이하)으로 보관하였다. 괭이

갈매기 알(40개)도 1차 증류수로 표면을 씻은 후 스테인

레스 메스를 사용하여 껍데기를 연 후, 알 내용물만 스테

인레스 용기에 담아 초저온 보관하였다. 시료은행에서는 

기본적으로 채취시료에 대한 분쇄 및 균질화 작업을 액

체질소를 이용한 초저온 상태에서 실시하고 있다. 이에 

본 연구의 후보 표준물질 균질성 시험평가용 시료의 제

작도 같은 절차를 이용하여 분쇄 균질화하였다. 우선 막

자사발을 이용하여 수작업으로 덩어리를 잘게 부순 후 

초저온 액체질소로 얼린 사발에 넣고, 볼 밀(Planetary 
Mill, Fritsch, DE/pulverisette 23 Mini Mill, Germany)
을 이용하여 회당 350 rpm으로 2분씩 총 3 4회 정도 

분쇄 및 균질화하였다(Fig. 1). 분쇄된 분말의 입도는 레

이저 회절 입도분석기(Particle Size Analyzer, Malvern 
Instruments, Masterizer 2000, Germany)를 사용하여 

습식분산 방식으로 분석하였다. 습식분산 방식은 입도분

석용 수용액에 시료(본 연구에서는 약 0.5 g 1 g 투입)
를 넣고, 분산시켜 측정하는 방식으로 초저온으로 분쇄

된 얼어 있는 생시료(wet sample)에 적합하다. 분쇄 입

도 달성기준은 독일환경시료은행 기준인 200 이하(입
도분석 투입 시료의 90% 이상)로 하였다(Rüdel et al., 
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2008). 분쇄를 거친 시료는 동결건조기(동결건조기, 일
신랩, PVTFD20R, 대한민국)로 건조한 후, 시험평가용

으로 병입(甁入, bottling)하여 제조하였다. 제조 바이얼 

수는 표준물질 제조와 관련한 균질성 시험평가 규정인 

표준물질의 인증-일반적 및 통계적 원칙 에서 제시한 기

준을 따라 홍합, 괭이갈매기 알 각각 20 mL 바이얼 병에 

약 1 g씩 분취하여 10개씩 제작하였다(ISC, 2005).

2.2. 총수은 분석

본 연구에서는 균질성 시험평가 분석항목으로 총수은

을 선택하였다. 이는 총수은이 홍합 등의 주요 어패류 식

품규격의 규제항목으로 포함되어 있기 때문이다. 총수

은 분석은 골드아말감법을 이용한 자동 수은분석기

(Mercury Analyzer, Nippon Instruments, MA 3000, 
Japan)를 사용하였다. 건조된 홍합 시료 약 0.05 g을 수

은분석기 분석용 보트에 담아 기기에 주입하였고, 시료

의 연소를 위하여 고순도 산소를 사용하였으며, 그 외 

분석조건은 Table 1과 같다. 기기 검출한계는 0.29 
ng/g이었고, 정량한계는 0.93 ng/g이었다. 인증표준물

질(Standard Reference Material 2976)을 사용하여 확

인한 회수율은 95.3 104.4% 범위(n=9)에서 평균 

100.1%였다.

2.3. 균질성 시험평가

균질성은 병내 균질도와 병간 균질도를 동시에 평가

하는데, 각 병에서 3번씩 분취하여 병내 균질도를 평가하

고, 10개 병 간의 균질도도 평가하였다. 균질성의 판단은 

일원배치 분산분석(one-way ANOVA)의 통계적인 차

이 유무로 판단하였다(ISC, 2005). 또한 병간 농도값의 

변동정도를 판단하기 위해 변동계수(coefficient of 
variation)인 상대표준편차(표준편차/평균 × 100, %)를 

구하여 검토하였다.

Conditions Heating temperature
( )

Heating time
(s)

Flow
(L/min)

Slope time
(s)

1st Decomposition 180 120 0.4 120

2nd Decomposition 850 120 0.4 30

Table 1. The operating conditions of mercury analyzer (MA 3000)

a) Soft bodies of the mussel b) Egg content of the gull c) Crushing in a mortar d) Planetary milling with 
balls

e) Particle size analysis f) Freeze-drying g) Dispensing into 20 vials h) Storing into cryogenic 
tanks

Fig. 1. Milling, homogenization and preservation processes.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 분쇄 입도

시료의 균질성 정도를 나타내는 첫 번째 특성은 시료

가 얼마나 곱게 분쇄되었느냐는 점이다. 본 연구의 분쇄 

분말입도는 홍합(Mytilus coruscus)의 경우, 입도분석에 

투입된 시료의 93.4%가 분쇄입도 달성기준(입도분석 투

입 시료의 90% 이상이 200 이하)을 만족하였다(Fig. 
2(a)). 괭이갈매기(Larus crassirostris) 알도 99.8%를 

나타내 분쇄입도 기준을 만족하였다(Fig. 2(b)). 한국표

준과학연구원에서는 건조 인삼분말 시료를 체거름하여 

입도크기 50 250 사이의 시료만 취하여 균질한 입

도로 제작한 바 있다(KRISS, 2010). 이와 같이 건조된 

덩어리 시료를 분쇄하는 경우, 분말을 체거름하는 공정

이 가능하지만, 시료은행처럼 생시료(wet sample)를 초

저온에서 분쇄하여 제작된 저온 분말은 체에 달라붙기 

때문에 체거름 공정을 적용하기는 어렵다. 다만, 균질성

의 최종적인 평가는 측정대상 화학물질 농도의 병간, 병
내 균질성 시험결과로 판단되기 때문에 본 연구에서 적

용한 분쇄 균질화 방법이 후보 표준시료의 균질성을 달

성했는지의 여부는 아래의 균질성 시험평가 결과로 판단

하였다.

3.2. 병간, 병내 균질성 

총수은 분석결과를 ISO Guide 35 (ISC, 2005)를 참

조하여 일원배치 분산분석으로 균질성을 평가한 결과, 
홍합 시료는 신뢰수준 95% 기준으로 F비(병간 분산과 

병내 분산의 비율)가 0.74로 F기각치(2.39) 보다 작았고, 

(a) Soft body of Korean mussel (Mytilus coruscus)

(b) Egg content of Black-tailed gull (Larus crassirostris)

Fig. 2. The particle size distributions of cryo-milled samples.

Source of variation Sum of squares Degree of 
freedom

Mean 
square F ratio p value Critical

F value

Among-bottles 16.7 9 1.9 0.74 0.67 2.39

Within-bottles 50 20 2.5

Total 66.7 29

Table 2. The one-way analysis of variance (ANOVA) for within- and among-bottles homogeneities of Korean mussel’s soft 
body
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유의수준 p값은 0.67로 병간, 병내의 농도차이가 통계적

으로 없는 것으로 나타나 초저온 분쇄공정에 의한 균질

화가 달성된 것으로 판단되었다(Table 3). 괭이갈매기 

알 시료 또한 신뢰수준 95% 기준으로 F비가 1.96으로 F
기각치(2.39) 보다 작았고, 유의수준 p값은 0.1로 병간, 
병내의 농도차이가 통계적으로 없는 것으로 나타나 균질

성이 있는 것으로 판단되었다(Table 4). 다음으로 수은

의 평균 농도에 대한 표준편차의 변동비를 나타낸 상대

표준편차를 살펴보았다. 홍합은 2.02%, 괭이갈매기 알

은 1.78%로 나타났다(Fig. 3(a), (b)). 일반적으로 5% 
미만의 상대표준편차는 정밀도가 양호하다고 알려져 있

다(Jin et al., 2017). 한국표준과학연구원은 인삼분말의 

납과 카드뮴 측정용 표준시료 제작 시 병간 상대표준편

차를 각각 0.31%와 0.22%로 제시한 바 있으며(KRISS, 
2010), Kim et al.(2010)은 PCBs 분석용 폐절연유 표준

물질 제작에서 상대표준편차 2.71 5.01% 범위를 제시한 

Source of variation Sum of squares Degree of 
freedom Mean square F ratio p value Critical

F value

Among-bottles      5,433 9 604 1.96 0.10 2.39

Within-bottles      6,161 20 308

Total    11,594 29

(a) Soft body of Korean mussel (Mytilus coruscus)

(b) Egg content of Black-tailed gull (Larus crassirostris)

Fig. 3. Mean and standard deviation of total mercury concentrations among bottles.

Table 3. The one-way analysis of variance (ANOVA) for within- and among-bottles homogeneities of Black-tailed gull’s eggs
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바 있다. 가물치 살의 PCB 분석용 표준물질 제작 연구에

서는 PCB 세부 분석항목에 따라 2.9 26.6%의 상대표

준편차를 나타냈다고 보고한 바도 있다(Interface 
Engineering Co. Ltd, 2007). 이처럼 매질의 종류와 분

석항목 그리고 분석기관의 측정능력 등에 따라 제작시료

의 상대표준편차가 다양하게 나타날 수 있다. 하지만 후

보표준시료의 균질성 시험평가에서 상대표준편차를 일

정수준 이하로 유지하는 것이 필요한 이유는 분산분석에

서 병간, 병내의 차이가 통계적으로 유의하지 않아 제작

시료의 균질성이 양호하다고 판단되더라도 그러한 통계

적 결과는 병간, 병내의 농도변동이 너무 큰 경우에도 나

타날 수 있기 때문이다. 따라서 상대표준편차를 함께 검

토하여 각 제작 시료 간에 농도변동의 차이가 적은 상태

에서 균질성이 보장되는 지를 평가하는 것이 필요하다.
본 연구에서는 초저온으로 분쇄 균질화하여 동결 건

조하는 방법으로 제작된 후보 표준물질이 균질성을 가지

는 지를 평가하는데 초점을 맞추어 수행하였으며, 그 결

과 초저온 분쇄 동결건조 제조방법이 홍합과 괭이갈매

기 알로 제작한 수은분석용 후보 표준물질의 균질성을 

보장할 수 있는 방식임을 확인하였다.

3.3. 향후 평가절차

균질성 시험평가 이후에는 후보 표준물질이 시간에 

따른 안정성이 어떤지를 시험하는 평가과정을 거치게 된

다(ISC, 2005). 크게 단기안정성과 장기안정성으로 구분

되는데, 단기안정성은 운송 시 보관되는 조건에 따른 안

정성을 시험하는 것이고, 장기안정성은 장기간 보관할 

때의 안정성 즉, 유효기간과 연관되어 있는 시험평가이

다. 단기안정성은 1 2개월 동안 진행되며, 장기안정성

은 길면 1년 이상 진행될 수 있다. 향후에는 보관조건에 

따른 안정성 시험을 추가로 진행하여 표준물질로서의 필

수요건을 갖출 수 있도록 하는 것이 필요하다.

4. 결 론

본 연구에서는 국내 개발이 부족한 환경오염물질 분

석용 생물 매질 표준물질 개발과 관련한 기초시험단계로

서 시료의 균질성을 시험평가하였다. 홍합 연체와 괭이

갈매기 알을 대상으로 초저온 분쇄 균질화하였고, 동결

건조로 제작하였다. 수은 농도에 대한 병간, 병내 차이를 

평가하였으며, 통계적으로 균질성이 보장됨을 확인하였

다. 향후에는 시료의 보관과 관련한 안정성 시험평가를 

단기와 장기로 나눠 진행할 계획이다. 이를 통해 균질성

과 안정성이 보장된 생물 표준물질을 개발하여 환경분야 

모니터링 분석기관 등에 보급, 활용될 수 있도록 추진할 

계획이다.
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