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Toxicity of food additive (E171) to aquatic organisms

목받고 있다 (Baetke et al. 2015; Hong et al. 2016). 물질

을 분자 또는 원자 수준으로 조작하는 나노기술을 통해 원

재료와 전혀 다른 물리화학적 성질을 발현시킬 수 있으며, 
이를 활용하여 다양한 기능을 가진 물질과 첨단제품의 생

1. 서     론

나노기술 (NT)은 IT, BT, ET와 함께 21세기를 주도할 핵

심 기술로서 화학, 의료, 식품 등 다양한 산업 분야에서 주
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Abstract: E171, a mixture of titanium dioxide, has been widely used as a food additive 
due to its whitening effect and low toxicity. However, it has been proven that E171 is no 
longer safe for public health. So far, there are insufficient studies on the toxic effects of 
E171 on organisms especially using standardized test methods. In this study, toxicity 
assessments of E171 to two aquatic species, water flea (Daphnia magna) and zebrafish 

(Danio rerio), were performed using modified standardized test methods based on 
the physicochemical properties of E171. The hydrodynamic diameter, polydispersity 
index, and turbiscan stability index (TSI) were measured to ensure the dispersion 
stability of E171 in exposure media during the test period. The EC50 for immobilization 
of water flea was 141.7 mg L-1 while zebrafish was not affected until 100 mg L-1 of E171. 
Measurements of reactive oxygen species (ROS) and antioxidant enzyme activities 
confirmed that E171 induced oxidative stress, leading to the activation of superoxide 
dismutase and catalase in both water flea and zebrafish, although the expression 
of antioxidant enzyme genes differed between species. These results suggested the 
potential risk of E171 to aquatic organisms and provided toxicological insights into the 
impacts of E171 on the environment.
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     �E171, a food additive of emerging concern, is a potential environmental contaminant that causes unexpected environmental 

harm. 
     �This study confirms the ecotoxicological effects of E171 on aquatic organisms and provides insight into its potential risk to the 

environment.
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산이 가능하다 (Barber and Freestone 1990; Joudeh and 
Linke 2022). 그뿐만 아니라 나노물질은 벌크물질보다 훨

씬 더 큰 비표면적을 가지고 있어 (Joudeh and Linke 2022), 
물질의 표면에서 발생하는 화학적, 생물학적 반응을 훨씬 

더 효과적으로 촉진할 수 있다. 이러한 성질을 이용하여 치

료약제, 환경정화 및 에너지소재, 센서 등 첨단 기술 응용 

분야에 활용되고 있다 (Su et al. 2012; Ong et al. 2021).
기존의 원재료와 전혀 다른 나노물질의 물리화학적 특

성은 현대 기술 발전에 새로운 가능성을 이끌 수 있는 동시

에, 지금껏 예기치 못한 인체 및 환경 독성을 유발할 수 있

다는 문제가 존재한다 (Manier et al. 2013; Pakrashi et al. 
2013). 독성이 검증되지 않은 나노물질이 생산, 보관, 운
반, 사용, 폐기 등 전 과정에서 환경 중에 노출되면 먹이사

슬을 통해 최종적으로 인체에 유입될 것으로 추정된다. 따
라서 나노물질의 정확한 독성을 검증하기 위한 노력이 필

요한 상황이다 (Lee and Lee 2021; Fiordaliso et al. 2022). 
하지만 나노물질의 독성 판별을 위해 기존의 용해성 화학

물질의 생태독성시험 방법을 그대로 적용하기에는 나노

물질의 콜로이드적 특성으로 인해 어려운 실정이다. 일반

적인 화학물질의 경우, 서로 다른 환경 매체 내에서 평형

에 도달하려는 경향이 있어 열역학적 인자가 환경 중 오

염물질의 분포를 결정하는 주요한 척도이다 (Praetorius et 
al. 2017). 그러나 나노물질의 경우 열역학적으로 불안정한 

콜로이드 분산을 형성하며, 엉김 (agglomeration) 및 침전 

(sedimentation)과 같은 비가역적 반응에 의해 시험배지 

내 노출 수준의 변화가 발생하는 등의 시험상의 오류가 존

재한다 (Hund-Rinke et al. 2017). 이러한 문제를 해결하기 

위해 유럽화학물질청 (ECHA)은 시료를 준비하는 방법, 침
전 및 용해되지 않는 나노물질의 특성을 반영하는 방법 등 

나노물질의 독성을 정확하게 평가하기 위한 구체적인 방

안을 논의하였다 (ECHA 2017). OECD에서도 나노물질의 

물리화학적 특성을 고려한 기존 시험법 조정의 필요성이 

명시된 ‘나노물질의 용해 및 분산 안정성 시험과 환경 시

험 및 평가를 위한 데이터사용에 대한 권장사항’을 발표하

였다 (OECD 2020). 특히 2021년에 발간된 OECD 지침문

서 317 ‘나노물질의 수생 및 퇴적물 내 생물독성시험’은 기

존 화학물질의 독성을 검증하던 OECD 시험지침에 나노

물질의 물리화학적 특성 및 성질을 고려한 내용을 추가하

고, 나노물질 분산액의 준비방법 등을 보완하였다 (OECD 
2021). 지금까지 다양한 나노물질에 대한 독성 평가가 수

행되었지만, 사용된 시험조건, 시험방법 등이 일원화되지 

않아 시험 결과 간 비교가 어려운 실정이다. 이를 해결하기 

위해 표준화된 시험방법을 사용하여 나노물질의 독성을 

체계적으로 확인할 필요가 있다. 
이산화타이타늄 (TiO2)은 저렴한 가격, 화학적 안정성, 

효율적인 광촉매 반응 등의 장점으로 전 세계적으로 널리 

소비되고 있는 나노물질 중 하나이다 (Skocaj et al. 2011). 
2021년 이산화타이타늄 시장경향 분석 보고서에 따르

면 2020년도에 약 170억 달러 규모의 다양한 응용 분야

에 TiO2가 사용되었으며, 2021년부터 2028년까지 그 규모

는 연평균 6.0%씩 빠르게 성장할 것으로 예상된다 (Grand 
View Research 2021). TiO2는 페인트와 코팅, 플라스틱 제

품, 종이 제조에 주로 사용되며 높은 산화·환원력을 지닌 

광촉매로서 염료 기반 전지, 환경정화 촉매 등 다양한 분야

에서 사용되고 있다 (Schneider et al. 2014). 이렇게 TiO2

가 산업 각 분야에서 사용되고 있지만, 그중 공중보건에 가

장 밀접하게 관련 있는 분야는 식품첨가물로 사용되는 이

산화타이타늄 혼합물인 E171이다. E171은 식품에서 흰

색 착색제로 매우 흔하게 사용되며, 우리의 실생활에 밀접

하게 연관된 페인트, 코팅, 의약품, 화장품, 치약 등에 포함

된다 (Dudefoi et al. 2017). 선행 연구에 따르면 2020년도

에 약 122개의 제품에 E171이 포함되어 있으며, 과자, 음
료, 농수산가공물 등 여러 식품에 사용되는 것으로 보고

되었다 (Blaznik et al. 2021). 그러나 최근 유럽식품안전청 

(EFSA)은 E171을 식품첨가물로 사용하는 것이 안전하지 

않다고 발표했으며, 이를 뒷받침하는 증거가 여러 연구를 

통해 보고되었다 (Musial et al. 2020; EFSA 2021). 예를 들

어, 나노 수준의 E171은 경구, 피부, 호흡기 등 여러 경로를 

통해 유입되어 간, 폐, 또는 소화기관 등 다양한 조직 및 기

관의 보호장벽을 뚫고 독성을 일으킬 수 있다 (EFSA 2021; 
Fiordaliso et al. 2022). 특히 독성을 유발하는 주요한 기전 

중 하나인 산화스트레스는, E171 나노 입자의 체내 농도가 

증가함에 따라 Catalase (CAT)와 Superoxide Dismutase 

(SOD)의 항산화 능력을 감소시키며, DNA 손상으로도 이

어질 수 있다는 보고가 있었다 (Fiordaliso et al. 2022). 또
한, E171은 인체뿐만 아니라 생태계에도 부정적인 영향

을 미치는 오염물질로 작용한다는 연구가 보고된 바 있다 

(Chavan et al. 2020). E171에 노출된 호기성, 혐기성 미생

물과 방선균 모두 E171의 크기 및 빛 노출의 정도에 따라 

종 특이적으로 성장이 감소하는 것이 확인되었다 (Hou et 
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al. 2019; Bhattacharjya et al. 2021). E171에 노출된 해수어  

(Pimephales promelas)와 담수어 (Oncorhynchus mykiss)에 

서도 활성산소 (Reactive oxygen species, ROS) 증가와 세 

포막의 지질 과산화로 인한 조직 손상이 발생하였다 (Fede- 
rici et al. 2007; Schneider et al. 2014). 하지만 세포 in 
vitro 시험 등을 이용하여 E171의 인체 위해성은 연구가 많

이 진행된 반면, 아직까지 E171의 환경생물에 미치는 독성 

연구는 상대적으로 부족한 실정이다.
본 연구에서는 나노물질의 물리화학적 특성을 고려한 

수생태독성시험방법인 OECD 지원문서 317과 TiO2 나
노물질의 환경독성시험을 위해 개발된 NIST 특별간행물 

1200-1, 2, 3 등 여러 표준문건을 고려하여 물벼룩과 어류, 
2종의 환경생물에 대한 E171의 독성시험 (OECD TG No. 
202, 203)을 수행하였다. 또한, E171의 독성을 확인하기 위

해 생물 내 분자생물학적 산화스트레스의 지표를 분석하

였으며, 최종적으로 독성영향평가의 영향농도 (Effective 
concentration, EC) 및 치사농도 (Lethal concentration, LC) 
값과 비교하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. E171의 물리화학적 특성 및 분산 안정성

시험물질 E171 (HOMBITAN® FG; 순도 ≥99.0%)은 

Venator Germany GmbH (Duisburg, Germany)에서 구매

하였으며, 제조업체에서 제공한 자료에 따르면 99% 이상

의 TiO2와 약 1%의 비소, 납, 카드뮴, 알루미늄, 안티몬 등

의 중금속이 포함되었다 (Venator 2013). E171 분산원액의 

제조는 NanoEHS의 프로토콜인 ‘NIST special publication 
1200-2,3,4’를 따라 탐침 초음파처리 (probe sonication)를 

통해 수행하였다 (Taurozzi et al. 2012a, b, c). 초음파처리 

시 분산원액에 전달되는 에너지를 정확하게 계산하기 위

해 프로토콜에 따라 탐침 초음파처리기 (probe sonicator)
의 교정을 시행하였다. 시간의 경과에 따라 500 mL의 3차  

증류수의 수온 변화를 측정하여, 실험에 사용된 탐침의 

80% pulse 모드에서 45,000 J에 도달하는 데 필요한 시간을  

계산하였다. 초음파처리한 E171 분산원액의 충분한 분산 

안정성을 확보하기 위해 생화학적 분산제인 BSA (Bovine 
serum albumin; Sigma-Aldrich, USA)를 사용하였다. BSA
는 소의 혈청 알부민 단백질로서 나노입자의 응집을 방해

하여 분산 안정성을 증가시킨다. 또한, 생체분자이기 때문

에 독성시험 결과에 큰 영향을 미치지 않아 연구에 많이 

사용된다 (Richter et al. 2008). BSA가 첨가된 2가지 시험

종의 사육 배지 내 E171의 분산 안정성을 확인하기 위하

여 Zetasizer (DLS-8000; Malvern Panalytical, USA) 기기

를 이용하여 유체역학적 직경 (hydrodynamic diameter)
과 다분산 지수 (Polydispersity Index, PDI)를 측정하였다. 
먼저, 0.01% 농도의 BSA를 첨가한 2종류의 노출배지 내

에 E171을 첨가한 후 탐침 초음파처리 (80 watt, 11분 59초)
를 하였으며, 24시간 후 각 노출배지 내 E171의 유체역학

적 직경과 다분산 지수를 측정하였다. 또한, 다중광산란법

을 이용한 측정법으로 나노물질의 응집과 침전현상에 대

한 정성적인 평가가 가능한 TurbiscanTM (Turbiscan LAB, 
Formulation, USA) 장비를 사용하여 시간의 경과에 따른 

노출배지 내 E171의 분산 안정성을 확인하였다. 시험배지 

내 E171 분산원액의 첨가방법은 OECD 지침문서 317에서 

제시하는 Option 1B를 선택하였으며, 이는 분산원액을 직

접 시험배지에 첨가하는 방법이다. 이때, E171의 분산 안

정성, 24시간 이내 침강 발생 여부 등의 조건을 고려하였다 

(OECD 2021).
 

2.2. 물벼룩/어류 노출시험

E171이 수계환경에 미치는 영향을 확인하기 위해 물벼룩 

(Daphnia magna), 제브라피쉬 (Danio rerio)를 시험종으로 

선정하였으며, 모두 한국화학연구원 부설 안전성평가연구

소에서 사육 중인 생물들을 사용하였다. 2종의 수생태독성

시험은 공인 시험기준인 OECD 시험지침 (OECD TG 202, 
203)과 미국환경청이 제시하는 시험법 (EPA 2016a, b)을 토

대로 GLP (Good Laboratory Practice) 수준에 준하는 실험

으로 진행되었다 (OECD 2004, 2019). 물벼룩 급성독성시

험은 OECD 시험지침 202; Daphina sp., Acute Immobili- 
sation Test를 바탕으로 진행하였다. 준비된 시험용액을 비 

커에 100 mL씩 넣은 후, 부화 후 24시간 이내의 물벼룩을  

용기당 5개체씩 넣었다. 48시간의 노출 기간 동안 온도는  

20°C, 광주기는 800~1,000 Lux의 일반광에서 16/8시간 

(명/암)의 조건을 유지하였으며, 먹이는 공급하지 않았다. 
노출 종료 시점에서 시험용액을 인위적으로 저어주었을 

때, 물의 흐름을 벗어나지 못하거나 유영하지 않는 개체를 

유영저해 개체라고 판단하였으며, 이를 독성영향평가의 

EC50 도출을 위한 종말점으로 설정하였다. 위 시험은 모두 
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4반복으로 수행되었다. 어류 급성 독성시험법은 OECD 시
험지침 203; Fish, acute toxicity test를 준수하여 진행하였

다. 제브라피쉬 (Danio rerio)의 경우 3개월령 성체를 사용

하였다. 한 변이 20 cm인 사각 유리수조에 농도별로 준비한 

시험용액을 5 L씩 첨가하고 각 수조에 7개체의 D. rerio를  

노출하였다. 시험물질을 교환하지 않는 지수식 방법을 사

용하였다. 96시간 동안 노출하였으며 시험기간 동안 절식

하였다. 지속적으로 공기를 주입하였으며, 온도는 28°C, 광
주기는 800~1,000 Lux의 일반광에서 16/8시간 (명/암)의 

조건을 유지하였다. 움직임이 없거나 아가미 개폐가 중단

된 경우 치사개체로 간주하였으며, 이를 LC50 도출을 위한 

종말점으로 설정하였다. 위의 2종에 대한 수생태독성시험

의 모든 노출배지 내 pH, 용존산소 (DO), 전기전도도 (EC)
를 측정하였다. 시험농도는 OECD 시험지침 203에서 권

장하는 화학물질 독성시험의 최대 노출농도인 100 mg L-1

을 최고 농도로 공비가 2인 0, 6.3, 12.5, 25, 50, 100 mg L-1

으로 설정하였다 (Table 1). OECD 시험지침 203은 화학물

질 독성 평가의 최대 노출농도를 100 mg L-1으로 제시하였

는데, 그 이유는 이 농도 이상의 화학물질이 실제 환경에서 

검출될 가능성이 낮기 때문에 이 농도 이상에서 화학물질

의 독성을 평가하는 것은 적절하지 않다고 권고하고 있다.

2.3. 생물체 내 ROS 측정

E171에 노출된 물벼룩과 어류의 체내 ROS 생성은 

dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA)를 사용하여 

측정하였다 (Zhao et al. 2013). ROS 분석에 사용된 E171
의 노출농도는 앞선 노출시험의 결과와 농도의 환경적 현

실성 및 OECD 시험지침에서의 최대농도를 고려하여 100 

mg L-1으로 설정하였다. ROS 분석뿐만 아니라 산화스트

레스 관련 효소 활성 및 유전자 발현과 같은 분자생물학적 

시험 또한 동일한 농도에서 평가되었으며, 모두 노출시험

과 동일한 시험조건에서 독립적으로 수행되었다. 이때 분

석에 필요한 충분한 양의 시료를 얻기 위해 각 용기당 개

체 수를 물벼룩은 15개체 어류는 3개체로 설정한 후, 노출

시험과 동일한 조건에서 0, 100 mg L-1의 농도로 E171을 

재노출하였다. 먼저, 생물체 내 ROS 측정을 위해 물벼룩

은 시험구마다 15마리를, 어류는 3마리씩 꺼내 PBS 완충

액에서 균질화하였으며, 정량 후 동량의 protein으로 시료

를 준비하였다. 균질액을 4°C 조건에서 12,000 × g으로 30
분간 원심분리하고 상층액을 수집하였다. 20 µL의 균질액

을 96-웰 플레이트에 첨가하고 실온에서 5분 동안 정치하

였다. 그 다음 100 μL phosphate buffer (PBS)와 8.3 μL의 

DCFH-DA 희석 용액을 각 웰에 첨가하였으며, 플레이트

를 37°C의 암조건에서 30분 동안 정치하였다. DCFH-DA 
희석 용액은 DCFH-DA를 10 mg mL-1의 농도가 되도록 

dimethyl sulfoxide (DMSO) 용액에 첨가하여 제조하였다. 
흡광도는 microplate reader (Synergy H1 Hybrid Multi-
Mode Reader; BioTek Instruments, VT, USA)를 사용하

Table 1. Test conditions for aquatic toxicity evaluation of E171

Water flea Fish

Species Daphnia magna (<24 h post -hatch) Danio rerio (adult)

Duration 48 h 96 h

Vessel 100 mL dish 8 L tank

Media volume 50 mL 5 L

Number of animals 5 7

Media M4 Dechlorinated tap water

Concentrations (mg L-1) 0, 6.3, 12.5, 25, 50, 100 0, 6.3, 12.5, 25, 50, 100

Replicates 4 3

Temperature 20°C 28°C

Light 16/8 (day/night) (800-1,000 Lux) 16/8 (day/night) (800-1,000 Lux)

Water quality pH, DO, EC pH, DO, EC

Endpoint Immobilization Lethality

Reference OECD TG No. 202 OECD TG No. 203
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여 excitation 485 nm와 emission 530 nm로 측정하였다. 
ROS 농도는 대조군을 기준 (100%)으로 표시하였다.

2.4. 산화스트레스 관련 유전자 및 효소 측정

2.4.1. Cat, Sod 유전자 발현 측정

E171의 독성을 평가하기 위해 산화스트레스의 지표가 

되는 유전자 Cat와 Sod의 발현량을 측정하였다. E171의 

노출은 앞선 ROS 분석과 동일한 조건에서 수행하였으며, 
시험군마다 물벼룩은 15마리, 어류는 3마리씩 물벼룩은 개

체 전체를, 어류는 항산화에 활발히 관여하는 간 (liver)을 

대상으로 균질화하여 시료를 준비하였다. 물벼룩은 Zhao 
et al. (2019)의 연구를 따라 Cat와 Sod의 프라이머를 제작

하였으며, ubiquitin conjugating enzyme (ubc)을 데이터 

정규화 (data normalization)를 위한 reference gene으로 

선정하였다. 어류에서는 Aksakal et al. (2021)의 연구를 따

라 β-Actin을 reference gene으로 Cat와 Sod의 프라이머를 

제작하였다 (Table 2). RNA 추출은 RNeasy Kit를 이용하

여 제조사 (QIAGEN, LLC, MD, USA)의 프로토콜을 따라 

수행하였다. 이후 RNA의 정량을 하였으며 순도 (purity)를 

나타내는 260/280 값은 1.8에서 2.1 사이로 측정되어 순도

가 충분함을 확인하였다. 추출된 RNA를 SuperScriptTM IV 
First-Strand Synthesis System을 사용하여 cDNA로 합성

하였으며, 제조사 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)의 

프로토콜을 준수하였다. 합성된 cDNA는 GoTaq® qPCR 
Master Mix로 제조사 (Promega Corporation, WI, USA)의 

프로토콜을 따라 Zhao et al. (2019)과 Aksakal et al. (2021)
의 연구에서 사용된 프라이머를 이용하여 Real-time PCR 
을 진행하였으며, 사용된 장비는 Mx3000P (Agilent Tech- 
nologies Inc., CA, USA)였고 측정 방식은 SYBR Green이었 

다. Mx3000P에서 확인한 각 유전자의 해리곡선 (dissocia- 
tion curve)은 하나의 피크 (peak)를 보였으며, 증폭된 DNA 
를 전기영동으로 확인한 결과 프라이머의 알려진 증폭길

이와 일치하는 단일 밴드를 확인하였다.

2.4.2. CAT, SOD 효소 활성

물벼룩과 어류에 대하여 E171에 의해 발생하는 산화스

트레스의 분자생물학적 증거로 산화스트레스에 대한 두 

가지 주요 마커인 CAT와 SOD 효소의 활성을 분석하였

다. 먼저, 시료는 Cat와 Sod의 유전자 발현 분석과 동일한 

방법으로 물벼룩은 개체 전체를, 어류는 간 (liver)을 대상

으로 균질화하여 준비하였다. 이후 ELISA 키트 제조업체 

(Cell Biolabs, Inc., CA, USA)의 지침에 따라 실험을 수행

하였으며, microplate reader를 이용한 광량 측정을 통해 

CAT와 SOD 효소의 활성도를 확인하였다.

Table 2. Primer sequences used for amplification of antioxidant response-related genes with the qRT-PCR

Species Gene Primer Sequence (5′-3′) Amplification length 
(Base pair)

Accession No.

D. rerio

Cat
Forward TTGAGCATGTTGGAAAGACGAC

139 AF170069.1
Reverse TGCCCTCATCGGTGTAGAAC

Sod
Forward CTCCCAGAGGTCAAGCTGTTT

099 FJ807962.1
Reverse CTCCTCATCTGCTCCCGTTC

β -Actin
Forward CCTCTCTTGCTCCTTCCACC

150 AF057040.1
Reverse TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

D. magna

Cat
Forward TGGTTCCGGGTATTGAGGC

133 GQ389639.1
Reverse AGCTTTGGCACGGTATGGG

Sod
Forward CTAGCCGTCATCAATTTCGTCG

128 JX456347.1
Reverse TTGGTGCTGCCTTCGTTCTC

Ubc
Forward TCACCTGCACTCACCATTTC

090 WFes0004602
Reverse AATCTCCGGAACCAAAGGAT
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2.5. 통계 분석

모든 독성시험 및 분자생물학적 산화스트레스 분석은 

물벼룩은 4회, 어류는 3회 반복 수행되었으며, 모든 데이

터는 평균±표준편차로 표시하였다. 물벼룩의 반수영향농

도 (EC50, 50% Effective Concentration)와 어류의 반수치

사농도 (LC50, 50% Lethal Concentration) 산출을 위한 통

계처리는 노출시험 결과로부터 구한 용량-반응곡선을 바

탕으로 CETISTM software의 Linear Regression 방법을 이

용하여 산출하였다. ROS 분석, 산화스트레스 관련 효소 및 

유전자 발현 분석의 경우, 대조군과의 비교를 위해 Origin 
Lab software 2021 프로그램을 사용하여 t-검정을 하였으

며, p-값이 0.05, 0.01, 0.005 미만인 경우를 통계적인 유의

성이 있는 것으로 판정하고 각각 *, **, ***로 표기하였다. 

3. 연구 결과 및 고찰 

3.1. E171의 물리화학적 특성 및 분산 안정성

독성시험에 앞서 E171 입자가 물벼룩, 어류의 노출배지

에 각각 존재할 때, 시간에 따른 물리화학적 특성의 변화를 

확인하기 위해 E171 유체역학적 직경과 다분산 지수를 측

정하였다 (Table 3). 분석 결과, 물벼룩과 어류노출배지 내 

E171 입자의 유체역학적 직경이 24시간 동안 288.8~303.5 

nm 범위에서 측정되었다. 본 실험에서 사용된 E171과 동

일한 제재를 사용한 선행 연구에 따르면, E171은 단일입

자 모드의 유도결합플라즈마 질량분석기 (single particle 
mode inductively coupled plasma mass spectrometry)를 

이용한 입자크기분포 분석에서 주요한 입자크기는 약 280 

nm였다 (Venator 2013; Ortelli et al. 2021). 또한, 3차 증류

수 내 E171 입자의 유체역학적 직경과 제타 전위는 각각 

303.1 nm, -44.2 mV로 보고되었다 (Han et al. 2021). 따라

서, 본 연구에서의 결과가 선행 연구에서 보고되었던 3차 

증류수 내에서의 유체역학적 직경과 유사하며 응집이 발

생하지 않는 것을 확인하였다. 일반적으로 염의 성분이 존

재하는 용액 내에 콜로이드 입자가 노출되면, 입자의 표면

전하와 반대되는 이온과 상호작용하여 입자의 표면전하가 

중화되게 된다. 이는 콜로이드 입자 사이의 정전기적 반발

력을 감소시켜 입자의 응집을 증가시킨다 (García-García 
et al. 2009). 그러나 본 실험에서는 E171 입자의 분산 안정

성을 향상하기 위해 분산제로 BSA를 첨가하였기 때문에 

입자의 응집이 억제되어 증류수와 노출배지 내 입자의 유

체역학적 직경이 유지된 것으로 판단된다.
노출배지 내 E171의 다분산 지수는 배지의 종류와 노출

시간 경과에 관계없이 모두 0.24~0.25 범위의 값으로 측정

되었다. 다분산 지수는 입자의 분산정도를 나타내는 지표

로서 0에서 1 사이의 값을 갖는다. 다분산 지수가 0.3 이하

에서는 단분산계, 0.3~0.6 범위에서는 중분산계, 0.6 이상

의 값은 다분산계 형태의 에멀젼 (emulsion) 입자가 용액 

내에 분산되어 있음을 의미하며, 일반적으로 단분산계에

서 나노물질의 분산 안정성이 우수한 것으로 알려져 있다 

(Yuan et al. 2008). 따라서, E171이 2종의 환경생물배지 내

에서 모두 단분산계 형태로 분포하며, 안정적으로 분산이 

유지되었음을 확인하였다.
시간의 경과에 따른 E171의 응집과 침전을 확인하기 위

해 TurbiscanTM 장비를 사용하여 각 노출배지 내에서 분산 

안정성을 파악하였다. 분산 안정성은 TurbiscanTM에서 제

공하고 있는 TurbiscanTM 안정성 지수 (Turbiscan Stability 
Index, TSI) 지수를 통해 비교가 가능하며, TSI의 값에 따

라 A+부터 D까지의 등급으로 분산 안정성이 평가될 수 있

다 (Luo et al. 2017). A+는 TSI가 0.5 이하일 때의 등급으로 

입자가 시간의 경과에 따라 매우 안정적으로 분산됨을 의

미하며, 더 낮은 등급으로 갈수록 분산 안정성이 감소하는 

것을 나타낸다. 24시간 동안 각 노출배지별 E171의 TSI를 

측정한 결과, 물벼룩과 어류배지에서 모두 시간의 경과에 

따라 TSI가 점차 증가하였으며, 24시간 이후 측정된 TSI는 

각각 2.95, 2.09로 모두 분산의 불안정화 (destabilization)

Table 3. Hydrodynamic diameter, polydispersity index (PDI), and global TSI grade of E171 in each exposure medium

Exposure medium

0 h 24 h
24 h-TSI 

gradeHydrodynamic 
diameter (nm)

PDI
Hydrodynamic 
diameter (nm)

PDI

D. magna 303.5 0.25 303.1 0.24 B

D. rerio 288.8 0.23 292.3 0.24 B
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가 시작되는 단계를 의미하는 B등급의 분산 안정성을 나

타냈다 (Table 3). 이는 24시간 이후에 E171의 분산이 불안

정화가 될 수 있지만, 24시간 전까지는 각 노출배지 내에서 

안정적으로 분산을 유지될 수 있음을 의미한다. 따라서 본 

연구에서는 독성시험에서 요구하는 충분한 분산 안정성을 

유지하기 위해 노출배지, 교체주기를 24시간으로 설정하

여 시험을 수행하였다. 

3.2. 물벼룩/어류 노출시험

E171의 수생태독성시험은 공인 시험기준인 OECD 시험

지침 (OECD TG 202, 203)에 따라 물벼룩 (D. magna), 제
브라피쉬 (D. rerio)를 대상으로 각각 수행되었다. 물벼룩

의 경우, 100 mg L-1의 농도에서 최대 35%의 유영저해 개

체가 관찰되었으며, CETISTM로 분석된 EC50 값은 141.7 

mg L-1였다 (Table 4). D. magna에 대한 TiO2의 독성에 관

한 대다수의 연구에서 100 mg L-1 이상의 48-h EC50 값이 

보고되었으며, 본 연구의 EC50 또한 이전 연구 결과와 유사

한 결과를 보여주었다 (Lee et al. 2009; Zhu et al. 2009). 이
는 E171의 크기, 종류 및 노출기간에 따라 독성값의 편차

가 존재할 수 있지만, E171이 물벼룩에 독성을 나타낼 수 

있음을 시사한다 (Fiordaliso et al. 2022). 
어류 노출시험 결과에서는 모든 노출농도에서 치사나 

이상행동 개체가 관찰되지 않았다. 선행 연구에 따르면, 단
일입자의 직경이 30 nm 이하의 TiO2 나노입자가 노출된 

D. rerio에서 100 mg L-1에 이르는 모든 노출농도에서 치

사가 관찰되지 않았다 (Griffitt et al. 2009). 또한, 동일한 

TiO2를 100 mg L-1의 농도로 D. rerio에 장기간 노출한 독

성시험에서 통계적으로 유의한 정도의 생물농축이 확인되

지 않았다 (Tang et al. 2019). 이는 소화관으로 유입된 TiO2

가 배변 활동을 통해 체내로부터 효과적으로 배출되는 것

이 주된 이유로 확인되었다 (Xiong et al. 2011). 앞선 두 종

에 대한 독성시험에서 도출된 독성값 EC50와 LC50 모두 

OECD 시험지침에서 권장하는 독성시험의 최대농도 100 

mg L-1을 초과하였다. 이를 통해 입자상 물질의 수생태독

성시험에서 정확한 독성값을 도출하기 위해 기존의 용해

성 화학물질에 대한 독성시험지침에서 권장하는 최대 노

출농도를 초과하는 시험농도의 설정이 필요함을 확인하였

다. 또한, 실제 환경적 현실성을 고려한 100 mg L-1 이하 농

도의 E171이 물벼룩에 독성을 나타낼 수 있는 반면, 어류

에는 가시적인 독성을 나타내지 않는 것을 확인하였다.

3.3. 생물체 내 ROS 형성

TiO2 나노입자는 물과 반응하여 하이드록실 라디칼 

(•OH)을 발생시키며, 수중의 용존된 산소 (O2)와 반응하여 

과산화수소 (H2O2)와 초과산화 음이온 (O2
-) 등 ROS를 생

성하는 것으로 알려져 있다 (Brunet et al. 2009; Nguyen et 
al. 2021). 이러한 과정에서 발생하는 ROS는 생물에 강한 

산화스트레스를 유발할 수 있다고 알려져 있다 (Proquin 
et al. 2017). 이러한 이유로 산화스트레스의 지표인 생물

체 내 ROS를 정량하기 위해 물벼룩과 어류에 100 mg L-1 
농도의 E171을 각각 48시간, 96시간 동안 노출한 후 생물

체 내 ROS 생성률을 대조군과 비교했다. 실험 결과, 물벼

룩의 경우 96시간 동안 E171에 노출된 후 시험군 내 ROS
의 함량이 대조군보다 222.5% (1<0.005) 더 증가하였으

며, 어류 또한 295.3% (p<0.005) 더 증가한 것을 확인하였

다 (Fig. 1). 현재까지 여러 연구를 통해 TiO2가 생물체 내

에 ROS를 형성하여 항산화 반응의 불균형 및 DNA 손상 

또는 세포물질대사를 방해하는 등 다양한 독성을 유발하

는 것이 증명되었다 (Federici et al. 2007; Lu et al. 2021). 
선행 연구에 따르면 [101]과 [001], 2종류의 결정구조를 

가진 TiO2 나노입자를 24시간 동안 D. magna에 노출했

을 때 체내 ROS 함량이 대조군과 비교하여 모두 통계적으

로 유의한 수준으로 증가한 것이 관찰되었으며, TiO2에 의

한 ROS 생성과 D. magna의 유영저해율 간의 선형상관관

계가 확인된 바 있다 (Ma et al. 2012; Lu et al. 2021). 또한, 
682 nm의 유체역학적 직경의 TiO2가 100 mg L-1의 농도

로 96시간 동안 D. rerio에 노출되었을 때, 대조군과 비교하

Table 4. Immobilization and lethality of Daphnia magna (n= 4) and 
Danio rerio (n= 3) in each exposure concentration, respectively, 
and their toxicity values

D. magna D. rerio

Concentration (mg L-1) Immobilization (%) Lethality (%)

0 0 0

6.25 0 0

12.5 0 0

25 05±10 0

50 15±10 0

100 35±25.2 0

EC50 or LC50 (mg L-1) 141.7 >100
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여 ROS 함량이 증가하는 것이 관찰되었다 (Al-Ammari et 
al. 2021). 이처럼 본 실험에서 사용된 TiO2 혼합물인 E171 
또한 선행 연구 결과와 동일하게 물벼룩과 어류의 체내에 

ROS를 생성하는 데 기여할 수 있음을 확인하였다.

3.4. 산화스트레스 관련 유전자 발현 및 효소 활성

수생물의 항산화 시스템은 온도, 산소농도, pH, 화학물

질 등 여러 환경인자에 의해 발생하는 산화스트레스를 감

소시키기 위한 방어체계이다. 여러 환경적 산화스트레스를 

완화하는 항산화 과정에서 단백질효소의 활성 및 관련유

전자의 발현 등 중요한 정보를 확인할 수 있다 (Valavanidis 
et al. 2006; Yoo et al. 2019). 과산화수소와 초과산화 음이

온과 같은 ROS는 생물체 내 산화스트레스를 유발할 수  

있으며, 이는 생물체 내 산화스트레스의 방어기전인 CAT, 
SOD와 같은 항산화효소의 활성을 촉진한다. CAT는 per- 
oxisome의 마커효소로 과산화수소를 O2와 H2O로의 분해

과정 촉진할 수 있다 (Brunet et al. 2009). SOD는 초과산화 

음이온을 제거하기 위한 효소로서 물분자와 함께 O2
-를 H2

와 O2로 분해할 수 있다 (Nguyen et al. 2021). CAT와 SOD 
모두 효과적으로 각각 과산화수소, 초과산화 음이온과 같 

은 ROS의 함량을 줄이며 세포를 보호할 수 있다.

3.4.1. Cat, Sod 유전자 발현 

CAT와 SOD 항산화효소의 상대적인 유전자 발현을 측

정한 결과, 물벼룩의 경우 E171에 노출된 시험군에서 대조

군과 비교하여 각각 2.4배, 2.8배 (p<0.05, 0.005) 증가하였

으며 통계적으로 유의한 차이를 보였다 (Fig. 2). 이러한 결

과는 물벼룩이 E171에 노출되었을 때 불리한 외부 자극에 

저항하기 위해 관련 항산화효소의 유전자를 과발현하여 

항산화효소의 활성을 증가시킬 수 있음을 시사한다 (Tang 
et al. 2019). 어류의 경우 E171 노출로 인한 Cat와 Sod 유
전자 발현에 유의한 차이는 나타나지 않았다. 선행 연구에 

따르면, 본 연구에서 사용된 E171의 유체역학적 직경과 비

슷한 400 nm 이하의 TiO2 입자를 100 mg L-1 농도로 7일

Fig. 1. Reactive oxygen species (ROS) levels in water flea (n= 4) 
and fish (n= 3) after exposure to 100 mg L-1 of E171. The red and 
black lines represent the mean and median values, respectively. *, 
**, and *** indicate statistically significant differences from con-
trol values at p<0.05, p<0.01, and p<0.005, respectively.

Fig. 2. Expression of Cat and Sod after exposure to E171 in water flea (n= 4) and fish (n= 3), respectively. The red and black lines repre-
sent the mean and median values, respectively. *, **, and *** indicate statistically significant differences from control values at p<0.05, 
p<0.01, and p<0.005, respectively.
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간 D. rerio에 노출하였을 때, 대조군과 비교하여 D. rerio
의 간에서 Cat 유전자 발현은 증가하였지만, Sod 유전자 발

현에서는 통계적으로 유의한 변화는 관찰되지 않았다. 그
러나 동일 연구에서 크기가 더 작은 약 100 nm의 유체역학

적 직경을 지닌 TiO2 입자의 경우, 10, 50, 100 mg L-1의 모

든 농도에 노출된 D. rerio의 간 세포 내에서 Cat와 Sod 유
전자 발현이 대조군과 비교하여 통계적으로 유의한 차이

를 보였다 (Tang et al. 2019). 이는 E171의 크기 및 노출기

간에 따라 산화스트레스 관련 유전자 발현에 편차가 존재

할 수 있음을 보여준다. 

3.4.2. CAT, SOD 효소 활성

항산화 시스템의 변화를 더욱 정확하게 확인하기 위하

여 CAT와 SOD 효소의 활성도를 측정한 결과, E171에 노

출된 물벼룩에 경우 CAT와 SOD 효소의 활성이 대조군과 

비교하여 각각 1.9배, 6.1배 (p<0.005, 0.005), 어류의 경우 

1.9배, 38.9배 (p<0.05, 0.005) 증가하였으며 통계적으로 

유의한 차이를 보였다 (Fig. 3). CAT와 SOD 효소 활성의 

증가는 물벼룩과 어류의 체내에 과산화수소와 초과산화 

음이온 2가지의 ROS가 생성되었음을 의미한다. 즉, E171
이 물벼룩과 어류에서 산화스트레스를 유발하였으며, 이
의 방어작용으로 CAT와 SOD 효소 활성이 증가한 것으로 

해석된다. 비록 어류에서 항산화 유전자의 발현이 증가하

지 않았지만, 어류가 E171에 의해 산화스트레스를 받았음

을 ROS 생성량 증가와 항산화효소 활성의 증가를 통해 확

인하였다. 이러한 결과는 생물종에 따라 항산화효소 활성

의 증가가 통계적으로 유의한 수준의 관련효소의 유전자 

발현으로 이어지지 않을 수 있음을 의미한다. 선행 연구에 

따르면, DNA 발현과 단백질 수준이 낮은 상관관계를 보일 

수 있는 원인으로는 전사 후 메커니즘이나 단백질 반감기 

등이 있으며, 이러한 이유로 mRNA 발현으로 단백질의 활

성도의 변화를 항상 예측할 수 있는 것은 아닌 것으로 보고

되었다 (Greenbaum et al. 2003).
선행 연구에 따르면, 700 nm 이하의 유체역학적 직경을 

지닌 TiO2를 24시간 동안 D. magna에 노출했을 때, 체내 

ROS 함량과 CAT, SOD 항산화효소의 활성이 모두 대조군

과 비교하여 통계적으로 유의하게 증가하였으며, 이는 본 

실험 결과와 동일한 경향성을 보여준다 (Lu et al. 2021). 또
한, D. rerio를 이용한 TiO2 독성 연구에 따르면, 600 nm 이
하의 유체역학적 직경의 TiO2를 24시간 동안 노출했을 때, 

위장 내 SOD 효소의 활성이 대조군과 비교하여 149.6%
로 증가하였으며, 평균 직경이 25 nm인 TiO2의 경우 간 조

직 내 CAT와 SOD 효소의 활성이 각각 132.3%, 126.2%로 

증가하는 것이 확인되었다 (Xiong et al. 2011; Tang et al. 
2019). 따라서, E171이 선행 연구 결과와 동일하게 수생물

에 산화스트레스를 유발하여 항산화효소를 활성화한다는 

것을 확인하였다.

4. 결     론

본 연구에서는 식품첨가제로 사용되고 있는 이산화타

이타늄 혼합물인 E171의 수생물에 대한 독성을 파악하

기 위해 나노물질의 특성을 반영한 최신 표준문건을 활용

Fig. 3. Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activity 
in water flea (n= 4) and fish (n= 3) after to 100 mg L-1 of E171. 
The red and black lines represent the mean and median values, 
respectively. *, **, and *** indicate statistically significant differ-
ences from control values at p<0.05, p<0.01, and p<0.005, 
respectively.
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하여 기존 시험법의 한계점을 보완한 최적의 독성시험을 

수행하였다. 먼저, 분산제의 첨가 및 배지 교체주기 설정

을 통해 독성시험에서 요구하는 충분한 분산 안정성을 확

보한 후, 물벼룩과 어류의 독성시험을 진행한 결과, E171
에 노출된 물벼룩에서 유영저해가 발생했지만, 어류의 경

우 치사나 이상행동개체가 관찰되지 않았다. 또한, 생체 내 

ROS 생성, 항산화효소 활성 및 관련 유전자 발현 분석 결

과, E171은 물벼룩과 어류에 모두 산화스트레스를 유발하

며 이의 방어작용으로 항산화효소의 활성이 증가하는 것

을 확인하였으나, 항산화효소 관련 유전자의 발현 여부는 

생물종에 따라 차이가 존재함을 확인하였다. 따라서, 본 연

구 결과를 통해 E171은 실제 환경적 현실성을 고려한 농도

에서 수생물에 산화스트레스를 유도할 수 있으나, 생물체

의 종류에 따라 가시적인 독성의 정도와 산화스트레스 관

련 유전자 발현에 차이가 존재함을 확인하였다. 다만, 본 

연구에서 다루지 않은 저농도의 E171의 노출에 의한 수생

물 내 산화스트레스 발생 유무와 만성독성의 추가적인 연

구 및 산화스트레스 관련 효소의 활성과 유전자 발현의 상

관관계에 대한 구체적인 독성기전의 해석이 필요할 것으

로 판단된다.

적     요

식품첨가제로 주로 사용되는 이산화타이타늄 혼합물인 

최근 E171은 체내 축적 및 유전 독성을 야기할 수 있다는 

사실이 입증되어, 현재 규정 개정을 통해 E171의 식품첨가

물 사용이 제한되고 있다. 그러나, 현재까지 E171의 인체 

위해성 연구는 많이 진행된 반면, E171의 환경생물에 미

치는 독성 연구는 상대적으로 부족한 실정이다. 따라서, 본 

연구에서는 최근 우려되는 잠재적 독성물질인 E171의 환

경적 위해성을 파악하기 위해 수생태계를 대표하는 물벼

룩 (Daphnia magna)과 제브라피쉬 (Danio rerio)를 대상으

로 나노물질의 특성을 반영한 최신 표준문건을 활용하여 

기존 시험법의 한계점을 보완한 최적의 독성시험을 수행

하였다. 독성시험 결과, 실제 환경적 현실성을 고려한 농도

범위의 E171에 노출된 물벼룩에서 유영저해가 발생했지

만, 어류의 경우 치사나 이상행동개체가 관찰되지 않았다. 
그러나, 산화스트레스 관련 분자생물학적 분석 결과, E171
이 물벼룩과 어류에 모두 산화스트레스를 유발하여 이의 

방어작용으로 항산화효소의 활성이 증가하는 것을 확인하

였다. 다만, 항산화효소 관련 유전자의 발현 여부는 생물

종에 따라 차이가 존재하였다. 따라서, 본 연구 결과를 통

해 E171은 실제 환경적 현실성을 고려한 농도에서 수생물

에 산화스트레스를 유도할 수 있으나, 생물체의 종류에 따

라 가시적인 독성의 정도와 산화스트레스 관련 유전자 발

현에 차이가 존재함을 확인하였다. 본 연구는 기존 시험법

의 한계점을 보안한 최적의 독성시험을 통해 E171이 수생

물에 미치는 위험성을 확인하였으며, 이 결과는 E171의 환

경 위해성 평가를 위한 과학적 자료로서 활용될 수 있을 것

으로 사료된다. 
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