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            Abstract
          
        

        
          해양 또는 연안에서의 해상운송 위험·유해물질의 사고 및 유출 방지를 위하여 상시 배출 감시 시스템이 필요하다. 생물 감지 시스템구축의 기초자료 제공을 위하여 해양성 발광박테리아(Vibrio fischeri)를 이용한 Hazardous and Noxious Substances(HNS)의 생태독성을 평가하였다. 구리, 주석 등 중금속 6종을 포함한 금속류 11종, 핵산, 페놀 등 유기화합물질 12종과 독성이 강한 시안을 포함한 총 24종의 개별 물질에 대해 평가를 하였다. 금속 11종 및 무기화합물인 시안화물에 대한 독성평가 결과 노출시간 30분을 기준으로 바나듐, 바륨, 구리, 주석, 망간, 은, 아연, 안티몬 및 알루미늄의 EC50값은 0.0318~0.73 mg/L 범위로 나타났다. 니켈의 30분 노출 EC50값은 1.39 mg/L, 붕소의 경우는 EC50값이 243.6 mg/L로 나타났다. EC50값에 따른 독성 범위는 붕소의 경우 toxic(+)으로 분류되었으며, 나머지 10개의 금속류는 very toxic(++) 수준으로 평가되었다. 무기화학 물질인 시안화물의 경우 30분 노출 EC50값은 0.975 mg/L로 very toxic(++) 수준으로 평가되었다. 금속류의 독성도는 주석>안티몬>알루미늄> 바륨>바나듐>구리>망간>아연>은>니켈>붕소 순으로 나타났다. 노출시간 30분을 기준으로 에틸 벤젠 등 조사대상 12종의 유기화학물질의 EC50값은 1.855∼51,667 mg/L 범위를 보였다. 이는 금속류의 EC50 값 0.0318~243.6 mg/L에 비하여 농도도 높고 범위도 넓은 것으로 나타났다. 유기화학물질의 독성도는 에틸 벤젠>자일렌>톨루엔>사이클로헥세인> 페놀>벤젠> 1,2-디클로로 에탄>아세트산 에틸>부탄>헥산>이소프로필알코올> 메탄올 순으로 나타났다. 금속류의 독성 평가에서 붕소, 바륨, 구리, 아연, 알루미늄의 경우는 30분 노출 시 EC50값이 노출시간 5분 혹은 15분의 EC50값에 비하여 낮게 나타나 이들 금속류는 반응 완결에 노출시간이 더 필요한 것으로 판단된다. 시안화물의 경우 역시 반응완결에 시간이 더 필요한 것으로 나타났다. 노출 시간에 따른 유기화학물질의 EC50값의 변동에서 아세트산 에틸 등 9개 물질의 경우는 노출시간 5분, 15분 및 30분의 EC50값 중 노출시간 5분 EC50값이 낮아 노출 초기 독성도가 더 높은 것으로 나타났다. 다양한 유해물질에 대한 독성 평가 값은 향후 발광발테리아를 이용한 HNS모니터링 및 영향 평가 등에 있어서 활용될 수 있는 기초자료가 될 것으로 판단된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Korea Ecotoxicity assessment was conducted for the purpose of monitoring the leakage of Hazardous and Noxious Substance (HNS) and mixed toxicity evaluation. Ecotoxicity was evaluated by using Vibrio fischeri for total of 24 individual substances. The substances were consisted of 11 metals including 6 heavy metals such as Tin and Copper, 12 organic substances such as Hexane and Phenol, and Cyanide. Vibrio fischeri was exposed to 11 metals and inorganic Cyanide for 30 minutes. The EC50 of the metals including Vanadium, Barium, Copper, Tin, Manganese, Silver, Zinc, Antimony, and Aluminium was measured in the range of 0.0318~0.73 mg/L. EC50 value of Nickel was 1.39 mg/L and EC50 of Boron was 243.6 mg/L. The toxicity level of Boron was classified as toxic(+) and other 10 metals were graded as very toxic(++). For the inorganic chemical Cyanide, EC50 value at 30 minutes was 0.975 mg/L and toxicity level was graded as very toxic(++). The toxicity of metals was evaluated in order of Tin > Antimony > Aluminum > Barium > Vanadium > Copper > Manganese > Zinc > Silver > Nickel > Boron. based on the exposure time of 30 minutes, the EC50 values of 12 organic compound ranged from 1.855 to 51,667 mg/L. The organic compound was found the concentration was higher and the range was wider than the EC50 values of the metal. The toxicity of organic chemicals was evaluated in the order of Benzene> Xylene>Toluene>Cyclohexane> Phenol>Benzene>1,2-Dichloro Ethane>Ethyl Acetate>Butane >Hexane>Isopropyl Alcohol>Methanol. In the toxicity evaluation of metals, the EC50 value at 30 minutes of Boron, Barium, Copper, Zinc and Aluminium was lower than the EC50 at 5 minutes or 10 minutes. It was considered requiring more time to complete reaction. In the case of cyanide, it was also found that more time was required for the completion of the reaction. In the variation of EC50 of organic compounds according to exposure time, the EC50 of 9 organic compounds such as Ethyl Acetate were low at 5 minutes of exposure time among the EC50 of 5 minutes, 15 minutes and 30 minutes of exposure time. Ecotoxicity assessment for varius hazardous substance is expected to be a baseline data that can be used for HNS monitoring and impact assessment in the future.
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      1. 서 론
      가속화되는 산업발달로 인해 다양한 오염물질이 환경으로 지속적으로 배출되고 있다. 농약, 유기물, 중금속, 항생제, 나노물질 등은 환경으로 배출 시 토양과 수생태계를 오염시키고 그곳에 서식하는 생물에 영향을 미쳐 생태계교란 등의 환경문제를 야기하기도 한다(Hong et al.[2020]; Lee et al.[2020]; Binaeian et al.[2012]; Kong et al.[2015]; Efremova Aaron et al.[2019]; Yanga et al.[2021]; Laetz et al.[2009]).

      2021년 기준 우리나라에서 유통되는 화학물질의 종류는 약 46,000종(NCIS), 2018년 기준 국내 화학물질의 유통량은 638.2 백만톤으로 조사되었다. 수입량은 332백만톤, 수출량은 120.2 백만톤으로 수출입 물동량은 452.2 백만톤으로 나타났다(https://kosis.kr).

      2015년 기준 국내의 해상 유통 위험·유해물질(HNS; Hazardous and Noxious Substances)은 약 6천여 종 251백만 톤으로 전 세계 해상 운송량의 약 19% 정도로 보고하고 있다(Kim et al.[2015]; Lee et al.[2020]). 이는 위험·유해물질 중 많은 양이 해상을 통해 운송되고 있음을 시사하고 있으며, 2006~2013년 동안 전 세계적으로 총 305건, 321종의 해상 HNS 유출사고가 보고되었다(Kim et al.[2015]).

      HNS는 종류와 물리화학적 성질이 다양하여 해양유출사고 시 효과적인 대응 방안 마련이 쉽지 않은 상황이다.

      우리나라의 경우 HNS는 해양환경관리법 상 유해액체물질 545종(X류 71종, Y류 352종, Z류 122종)과 국가긴급방제계획에 포함되는 위험·유해물질 68종이 지정되어있다. HNS사고와 관련하여 국제유조선선주오염연맹(ITOPF; International Tanker Owners Pollution Federation Limited)는 황산, 수산화나트륨 등과 산·알칼리 물질, LNG·LPG와 같은 가스상 물질, 페놀 등 유기물질 등 20가지를 가장 위험도가 높은 물질로 지정하였다(ITOPF[2014]).

      해양을 통하여 운송되고 있는 위험물질은 해양환경관리법 및 국가긴급방제 계획에서 지정한 물질(HNS) 이외에도 위험물선박운반 및 저장규칙에서 지정한 위험물질 중에는 금속물질도 존재하는데 이들 중 일부는 금속분말 이나 금속덩어리도 있지만 대부분은 다른 물질과 결합된 금속화합물질이다.

      92개의 자연발생원소 금속 및 준금속류 중 약 30개 정도가(B, Al, V, Mn, Ni, Cu, Ag, Sn, Sb, Ba 등) 사람에게 땭=nü{잠재적으로 독성을 갖는 것으로 보고하고 있다(Morais et al.[2012]). 육상에서 폐수배출시설의 경우 생태독성의 주요원인 물질로 염·유기화합물 및 중금속 등을 제시하였으며, 생태독성 발현원인이 염(31.4%), 유기화합물(25.7%), 중금속(22.8%) 3가지가 전체 생태독성 원인물질의 80%를 차지하는 것으로 보고하고 있다(ME[2011]).

      환경으로 배출되는 위험·유해물질에 대하여 물질별로 대응하는 모니터링 방법은 화학물질 종류 대비 현실적 한계가 있어 이를 보완하기 위하여 생태독성평가방법이 함께 이용되고 있다(USEPA[2005]). 생태독성평가방법은 오염물질에 대하여 생물이 반응하는 독성의 영향을 상대적 강도로 비교하는 기법(USEPA[1985])이다. 화학물질에 대한 안정성 확인이 중요한 환경 문제로 부각되고 있는 시점에 생태독성평가기법은 오염물질이 생태계에 미치는 중요 정보를 제공하며(Jang et al.[2017]) 화학분석 대비 노동 및 비용절감과 생물반응에 근거한 통합독성분석방법으로 환경독성에 대한 객관적 평가수단으로 인정받고 있다(Lee et al.[2008]).

      생물독성 평가는 DNA 손상, 효소활성 등 분자 수준의 평가 방법, 유전자 재조합, 세포 분석 등 세포 수준의 평가 방법, 개체 생활사의 일부를 이용하는 방법, 발광미생물, 식물플랑크톤, 동물플랑크톤, 단각류, 갑각류, 이매패류, 어류 등 개체에 대한 영향 측정방법, 군집 조사와 같은 생태계 영향조사 방법 등으로 다양하다(Lee et al.[2008]).

      해양에서 사고 등에 의한 위험·유해물질의 유출시 독성평가 시험시간이 짧고 적용 범위가 다양한 생물을 이용하여 빠른 결과의 도출이 필요하다. 따라서 해양수산부 해양환경공정시험기준(별표 4, 제21항)에서 해양 퇴적물의 독성평가에 적용되고 있는 해양성 발광박테리아(Vibrio fischeri, ISO 11348)를 평가 대상 생물로 선정하였다.

      V. fischeri의 발광성은 집단-의존(quorum sensing) 기전으로 박테리아가 자기유도물질을 생산하여 방출하고 자기유도물질은 유전자를 발현시켜 세포집단 밀도를 급격히 증가시켜 발광 등을 촉진시키는 작용이다. 이러한 발광반응은 luciferase 효소에 의하여 촉진된다. 아래와 같이 장쇄지방족 알데하이드가 산화되고 플라빈모노뉴튜클레오타이드(FMNH2)가 환원되어 루시페란(FMN), 알데하이드 산화형 및 물이 생성되며, 490 nm에서 남-청색의 초과자유에너지가 생산된다(Scheerer et al.[2006]; Shukla et al.[2020]).
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      생물발광을 위한 전자전달계의 활성도는 탄소와 에너지 대사의 중심 반응에 의해 유도되는 과정으로 전자전달계에 대한 혼란의 발생은 생물발광에 영향을 미친다. 이 발광변화량의 측정은 전자전달계에 혼란, 즉 유해성을 평가하는 것에 대한 직접적이고 빠른 평가 방법이다(Scheerer et al.[2006]).

      발광박테리아 독성평가기법은 상업화된 키트 형태로 판매되고 있으며, 상대적으로 짧은 시간에 많은 시료의 독성을 검사할 수 있고, 반복성과 감도가 좋으며, 비용 경제적인 방법으로 알려져 있다(Yang et al.[2016]; Klapötke et al.[2021]). 또한, 중금속, 유기금속 및 유기화합물 등과 같은 유해물질의 독성, 하천수, 기수 및 해수와 같은 공공수역과, 하수, 폐수, 오수 및 방류수와 같은 배출수, 지하수 및 공극수와 슬러지, 폐기물 및 해양배출물질, 퇴적물 및 준설물질 및 토양의 독성 평가에 이용되고 있으며(Lee et al.[2008]; Abbas et al.[2018]), 최근에는 나노물질의 독성(Baniamerian et al.[2018]), 약용식물의 효능 평가(Shukla et al.[2020])에도 사용되고 있는 것으로 알려져 있다.

      본 연구는 HNS 등과 같은 해상운송위험·유해물질의 해양 혹은 연안에서 사고 등에 따른 유출 감시 및 혼합독성 평가에 활용하기 위하여 구리, 주석 등 중금속 6종을 포함한 금속류 11종, 핵산, 페놀 등 유기화합물질 12종과 독성이 강한 시안을 포함한 총 24종의 개별 물질에 대한 생태독성자료 산출을 목적으로 하고 있다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1 독성평가 대상물질
        
          2.1.1 금속류 및 무기물
          독성평가 대상 물질은 Table 1과 같다. 금속류 11종의 독성 평가에 사용된 혹은 화합물은 Vanadium, Boron, Cupper, Tin, Silver, Zinc, Nickel, Antimony, Alluminium은 각각 표준물질(KANTO, AAS; Atomic Absorption Spectrochemical analysis)을 사용하였으며, Barium은 표준물질 (SIGMA, AAS) 및 Magnesium은 표준물질(MERK, SRM; Standard Reference Material)을 Cyanide은 표준물질(SIGMA, IC; Ion Chromatography)을 사용하여 독성평가시험에 사용하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              The list of metals and inorganic (cyanide) used in this study for toxic assessment
            
            

          

          
            
              
                	Matters
                	Companies and Grade
                	Molecular formula
                	Cas. No.
              

            
            
              	Metals
              	Vanadium
              	Vanadium std. (KANT, AAS)
              	V
              	7440-62-2
            

            
              	Boron
              	Boron std. (KANTO, AAS)
              	B
              	7440-42-8
            

            
              	Barium
              	Barium std. (SIGMA, AAS)
              	Ba
              	7440-39-3
            

            
              	Copper
              	Cupper std. (KANTO, AAS)
              	Cu
              	7440-50-8
            

            
              	Tin
              	Tin std. (KANTO, AAS)
              	Sn
              	7440-31-5
            

            
              	Manganese
              	Manganese std. (MERK, SRM)
              	Mn
              	7439-96-5
            

            
              	Silver
              	Silver std. (KANTO, AAS)
              	Ag
              	7440-22-4
            

            
              	Zinc
              	Zinc std. (KANTO, AAS)
              	Zn
              	7440-66-6
            

            
              	Nickel
              	Nickel std. (KANTO, AAS)
              	Ni
              	7440-02-0
            

            
              	Antimony
              	Antimony std. (KANTO, AAS)
              	Sb
              	7440-36-0
            

            
              	Aluminum
              	Aluminum std. (KANTO, AAS)
              	Al
              	7429-90-5
            

            
              	Inorganic
              	Cyanide
              	CN std. (SIGMA, IC)
              	CN
              	57-12-5
            

          

          

        

        
          2.1.2 유기화학물질
          독성평가 대상 유기화합물 12종은 Table 2와 같다. Butane은 1-Butanol(SAMCHUN, SG; Special Grade), Isopropyl Alcohol은 2-Propanol(SAMCHUN, SG), Ethyl Acetate(J.T.Baker, HPLC; High Performance Liquid Chromatography), Hexane은 n-Hexane(SAMCHUN, SG), Methanol(KANTO, GR; Guaranteed Reagent), Phenol(SAMCHUN, SG), Cyclohexane(SAMCHUN, SG), Xylene(SAMCHUN, SG), Benzene(SAMCHUN, EP; Extra Pure), Toluene(SAMCHUN, SG), Ethyl Benzene(SAMCHUN, SG), 1,2-Dichloro Ethane(SAMCHUN, SG)을 사용하여 독성평가시험에 사용하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              The list of organic submstances used in this study for toxic Assesment
            
            

          

          
            
              
                	Organic
                	Companies and Grade
                	Molecular formula
                	Cas. No.
              

            
            
              	Butane
              	1-Butanol (SAMCHUN, SG)
              	CH3(CH2)2CH3
              	106-97-8
            

            
              	Isopropyl Alcohol
              	2-Propanol (SAMCHUN, SG)
              	C3H7OH
              	67-63-0
            

            
              	Ethyl Acetate
              	Ethyl Acetate (J.T.Baker, HPLC)
              	CH3COOC2H5
              	141-78-6
            

            
              	Hexane
              	n-Hexane (SAMCHUN, SG)
              	C6H14
              	110-54-3
            

            
              	Methanol
              	Methanol (KANTO, GR)
              	CH3OH
              	67-56-1
            

            
              	Phenol
              	Phenol (SAMCHUN, SG)
              	C6H5OH
              	108-95-2
            

            
              	Cyclohexane
              	Cyclohexane (SAMCHUN, SG)
              	C6H12
              	110-82-7
            

            
              	Xylene
              	Xylene (SAMCHUN, SG)
              	C6H4(CH3)2
              	1330-20-7
            

            
              	Benzene
              	Benzene (SAMCHUN, EP)
              	C6H6
              	71-43-2
            

            
              	Toluene
              	Toluene (SAMCHUN, SG)
              	C6H5CH3
              	108-88-3
            

            
              	Ethyl Benzene
              	Ethyl Benzene (SAMCHUN, SG)
              	C6H5C2H5
              	100-41-4
            

            
              	1,2-Dichloro Ethane
              	1,2-Dichloro Ethane (SAMCHUN, SG)
              	(CH2Cl)2
              	107-06-2
            

          

          

        

      

      
        2.2 시험생물 및 배양시약
        본 연구에서 독성시험에 사용된 시험생물 및 관련시약은 Modernwater 社(USA)에서 제공되는 Microtox LX 제품을 이용하였다. 시험생물은 동결건조된 Microtox acute reagent(AZF686018A)를 사용하였고, 발광박테리아 활성화 시약은 Reconstitution solution(AZF686016), 삼투압을 조정하는 Osmotic adjusting solution(22% NaCl, AZF686019) 및 시료와 시약을 희석하는 Diluent(2% NaCl, AZF686011)을 사용하였다. Microtox acute reagent는 냉동보관 하였으며(-20℃) 사용 전에 Reconstitution solution을 넣어 온도 5℃ well plate에 5분간 유지시킨 후 독성평가에 사용하였다.

      

      
        2.3 시험조건 및 장비
        V. fischeri의 독성에 대한 평가를 위한 시험 조건은 Table 3과 같다. 독성측정 장비는 Microtox LX을 사용하였다. 정도 관리는 수질오염공정시험기준에 제시된 표준독성물질 ZnSO4·7H2O를 사용하여 15분 EC50 허용범위 3~10 mg/L를 충족하는지에 대한 정도 관리를 실시하였다. 그결과 동일 농도 3회 수행시 각각 EC50은 3.978, 5.059 및 7.268 mg/L로 시험법에서 제시된 허용범위를 충족하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Method for Acute Toxicity test
          
          

        

        
          
            
              	Items
              	Conditions
            

          
          
            	Test Organism
            	
              V. fischeri
            
          

          
            	Exposure concentration
            	81.9%, control
          

          
            	Exposure Time
            	5~30 min
          

          
            	Temperature
            	15℃
          

          
            	Samples
            	Stock solution and diluted stock solution
          

          
            	Injection concentration of Bacteria
            	100 μL (Stock solution), 1500 μL (Diluent)
          

          
            	Dose point
            	9 points
          

          
            	Equipment
            	Microtox LX
          

          
            	Result
            	5~30 min luminescent inhibition ratio (% Effect)
          

          
            	Std. Toxicant
            	ZnSO4·7H2O
          

        

        

        독성물질에 대한 급성독성시험은 활성화된 발광박테리아를 대상 물질에 5~30분간 노출 후 발광 변화를 측정하였다. 독성시험결과는 독성측정 장비는 Microtox LX에서 계산된 EC50값을 제시하였다.

      

      
        2.4 독성값 산출
        EC50 값에 근거한 독성도의 상대비교를 위하여 각 개별 금속 및 유기물질의 독성은 식 (1)에 의하여 산출 하였다(Tongur and Yildiz[2020]).
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      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 독성 기준
        고에너지 소재인 RDX, ammonium perchlorate, 및 azide salt의 수중 독성평가를 수행한 연구에서(Klapötke et al.[2021]) EC50값의 독성기준을 제시하였다. V. fischeri 30분 노출에 대한 EC50값을 기준으로 독성의 수준을 0.10 g/L ≤ EC50 범위는 very toxic(++), 0.10g/L < EC50<1.00g/L은 toxic(+), 1.00g/L ≤ EC50은 less toxic(-)으로 나타냈다.

        Lepidium sativum, D. magna 및 V. fischeri를 이용한 독성평가 연구에서 뇌전증 치료제인 Carbamazepine의 TU값의 대한 독성 기준을 제시하였다. TU 값을 기준으로한 급성독성 분류시스템에서는 아래와 같이 독성 수준을 분류하였다(Tongur and Yildiz[2020]).

      

      
        3.2 독성평가
        
          3.2.1 금속류 및 무기물질에 대한 독성평가
          V. fischeri를 이용한 금속 11종 및 무기화합물 Cyanide에 대한 독성평가 결과는 Table 5와 같다. 노출시간 30분을 기준으로 Vanadium, Barium, Copper, Tin, Manganese, Silver, Zinc, Antimony 및 Aluminium의 EC50값은 0.0318~0.73 mg/L 범위로 나타났다. EC50값이 1mg/L 이하인 경우는 급성독성분류시스템(Tongur and Yildiz[2020])에서 독성도 TU가 100 이상이다. 이는 Class IV의 Very toxic의 수준을 상회하는 고고독성으로 분류되어 진다.

          
            Table 4. 
				
            

            
              Toxicity level classification for TU
            
            

          

          
            
              
                	Class
                	Range
                	Toxicity
              

            
            
              	Class I
              	TU = 0
              	no actue toxicity
            

            
              	Class II
              	0 < TU < 1
              	slighly toxic
            

            
              	Class III
              	1 < TU < 10
              	toxic
            

            
              	Class IV
              	10 < TU < 100
              	very toxic
            

          

          

          
            Table 5. 
				
            

            
              Result of EC50 and TU30 min for (heavy) metals and cyanide with exposure time
            
            

          

          
            
              
                	Matters
                	Microtox EC50 (mg/L)
                	TU30min
              

              
                	5 min
                	15 min
                	30 min
              

            
            
              	Metals
              	Vanadium
              	0.2440
              	0.2459
              	0.2512
              	398.09
            

            
              	Boron
              	275.2
              	296.6
              	243.6
              	0.41
            

            
              	Barium
              	0.3113
              	0.3287
              	0.2412
              	414.59
            

            
              	Copper
              	0.7750
              	0.7001
              	0.3730
              	268.10
            

            
              	Tin
              	0.0262
              	0.0270
              	0.0318
              	2624.67
            

            
              	Manganese
              	0.2857
              	0.3324
              	0.3809
              	262.54
            

            
              	Silver
              	0.7455
              	0.7321
              	0.7300
              	136.99
            

            
              	Zinc
              	1.547
              	1.060
              	0.6928
              	144.34
            

            
              	Nickel
              	1.464
              	1.464
              	1.390
              	76.39
            

            
              	Antimony
              	0.0659
              	0.0643
              	0.0651
              	1536.10
            

            
              	Aluminum
              	0.4951
              	0.4510
              	0.2091
              	478.24
            

            
              	Inorganic
              	Cyanide
              	3.172
              	1.521
              	0.975
              	102.56
            

          

          

          Nickel의 30분 노출 EC50값은 1.39 mg/L, TU 100 이상으로 급성독성 분류시스템에서 ClassⅣ의 Very toxic의 수준이었으며, Boron의 경우는 EC50 243.6 mg/L, TU 0.41로 산정되어 Class II의 slightly toxic 수준으로 나타났다. Boron의 경우 EC50 243.6 mg/L로 EC50값으로 분류한 독성기준을 적용하면(Klapötke et al.[2021]), toxic(+) 수준에 속하는 것으로 분류 되었으며, 그 이외 10개의 금속류는 EC50값이 100 mg/L 이하인 very toxic(++) 수준으로 평가되었다. 금속류의 독성도는 Tin>Antimony>Aluminum>Barium>Vanadium>Copper>Manganese>Zinc>Silver>Nickel>Boron 순으로 나타났다.

          무기화학물질인 Cyanide의 경우 30분 노출 EC50값은 0.975 mg/L로 very toxic(++) 수준으로 나타났고, TU 102.56로 급성독성분류시스템에서 Class IV의 Very toxic의 수준을 상회하는 고고독성으로 평가되었다.

          본 연구에서 독성평가 대상 물질 중 Boron을 제외한 금속류 10종과 무기화학물질인 Cyanide는 고독성수준을 초과하는 고고독성으로 평가 되었다. 각 금속의 EC50값을 산출하기 위한 금속 농도와 억제효과에 대한 양-반응관계 실험 결과는 Fig. 1과 같다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              The change of inhibition ratios for metals and cyanide in 30 mintues exposure with V. fischeri.
            
            

            

          

          Vanadium (V)은 정상세포성장에 필요한 미량금속으로 1 mg/L 농도 이상에서 독성을 보였다(Xu et al.[2015]). 캐나다의 Athabasca 지역 기름모래 역청의 미량금속 독성연구에서 녹조류 Pseudokirchneriella subcapitata와 Scenedesmus quadricauda 2종에 대한 Vanadium의 EC50는 각각 3.24 mg/L, 4.12 mg/L로 보고하였다(Schiffer and Liber[2017]). 토양에서 2종의 미생물과 3종의 식물을 대상으로 한 연구에서 Vanadium의 EC50값을 0.8~15 mg/L 범위로(Larsson et al.[2013]), D. magna에 대한 EC50값은 1.2 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 Vanadium의 30분 기준 EC50값은 0.2512 mg/L로 평가되었다.

          Boron은 유리류, 비료, 농약, 세라믹 등에 널리 쓰이며, 환경으로 유입은 풍화작용이나 하수의 배출 등에 의한다. 세균에 대한 Boron의 급성 및 만성독성이 농도 범위는 8~340 mg/L 범위로 대부분 값은 18 mg/L 이내를 보였으며, 몇몇 무척추동물의 경우는 EC50값(24, 48 시간) 범위는 95~1,376 mg/L로 대부분의 값은 100~200 mg/L로 나타났다(https://www.greenfacts.org/en/boronl-2/boron-1.htm). D. magna에 대한 EC50값은 0.013 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 Boron의 30분 기준 EC50값은 243.6 mg/L로 산출되었다.

          오일과 가스 생산 용수에 존재하는 Barium에 대한 생태독성 조사한 연구에서 용존바륨(Barium sulfate)에 대한 물벼룩(Ceriodaphnia dubia)의 EC50값은 17 mg/L (McKnight et al.[2018])로 나타났다. 또한 50종의 금속에 대한 물벼룩(D. magna)에 대한 급성독성시험에서 바륨에 대한 EC50값은 11 mg/L 임을 보고하였다(Okamoto et al.[2014]). 본 연구에서 30분 기준 Barium에 대한 EC50값은 0.2412 mg/L로 산정되었다.

          V. fischeri를 중금속과 휴믹산의 독성상호작용 연구에서 Copper의 EC50값을 0.5 mg/L, Zinc에 대한 EC50값은 1.49 mg/L로(Tsiridis et al.[2006])나타났다, 농약과 구리의 독성 상호작용 평가 연구에서 EC50값을 0.18 mg/L로(Kungolos et al.[2006]), 살충제와 중금속의 혼합독성연구에서 Copper의 15분 EC50값을 0.53 mg/L로 제시하였다(Yin et al.[2019]). 본 연구에서 Copper와 Zinc의 15분 EC50값은 각각 0.7001, 1.060 mg/L로 평가되었다.

          Triclosan의 독성영향 연구에서 30분 기준으로 EC50값을 Cu2+ 16.409(16.134~16.684)mg/L, Zn2+ 22.787(18.479~27.095)mg/L를 보고하였고, 선행연구결과로 Cu2+의 경우 0.25~36 mg/L, Zn2+은 0.488~13.4 mg/L로 제시하였다(Kim et al.[2014]). D. magna에 대한 EC50값은 0.013 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 30분 EC50값은 0.373 mg/L로 평가되었다.

          은나노물질연구에서 D. magna의 48 h. 급성독성으로 AgNO3의 EC50값을 0.0023 mg/L로(Asghari et al.[2012])로, 다른 연구에서는 0.00091 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 나타났다. 또한 그람음성세균인 Pseudomonas putida mt-2의 EC50값은 0.175 mg/L(Hachicho et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 Silver에 대한 30분 EC50값은 0.73 mg/L로 평가되었다.

          금속류에 대한 D. magna의 EC50 연구에서 Nickel의 EC50값을 0.65 mg/L(Okamoto et al.[2014]), 일본 강을 대상으로한 생물학적 이용 모델개발연구에서 용존 Nickel의 D. magna에 대한 EC50은 0.52~4.0 mg/L 범위였음을 보고하였다(Mano and Shinohara[2020]). 본 연구에서 Nickel에 대한 30분 EC50값은 1.390 mg/L로 D. magna의 EC50 범주에 포함되는 것으로 평가되었다.

          오스트리아의 아열대와 열대해역에서 말미잘(Exaiptasia pallida)에 대한 Aluminum의 EC50값은 28℃에서는 2.270 mg/L, 24℃에서 8.870 mg/L 이었으며(Trenfieldabc et al.[2017]), D. magna에 대한 EC50값은 3.9 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 Aluminum의 30분 EC50값은 0.2091 mg/L로 평가되었다.

          미생물 생장에 대한 Antimony의 저해효과 연구에서 Escherichia coli, Bacillus subtilis 및 Streptococcus aureus에 대한 EC50값을 각각 555, 18.4, 및 15.8 mg/L로 보고하였고(An and Kim[2009]), 금속염에 대한 생태독성 연구에서 D. magna에 대한 EC50값은 4.1 mg/L(Okamoto et al.[2014])로 보고하였다. 본 연구에서 Antimony에 대한 30분 노출 EC50값은 0.0651 mg/L로 타 세균과 물벼룩에 비하여 높은 독성을 나타내었다.

          산업폐수에서 Cyanide와 Thiocyanates의 광화학분해연구에서 V. fischeri의 Cyanide에 대한 15분 노출 EC50값을 약 2 mg/L로 보고하였다(Mediavilla et al.[2019]). 본 연구에서 Cyanide의 15분 EC50값은 약 1.52 mg/L로 평가되었다.

        

        
          3.2.2 금속류 및 Cyanide 노출 시간별 EC50 변화
          Vanadium, Silver, Nickel 및 Antimony의 경우 독성 평가에서 30분 노출 시 EC50의 값이 노출시간 5분 혹은 15분의 EC50값과 거의 유사하게 나타났다. 노출시간 경과에 따른 독성도의 증가를 보이지 않았으며, 위의 금속들은 독성반응이 빠르고 노출시간이 경과해도 초기 독성효과가 지속되거나 혹은 회복되는 특성을 갖는 것으로 생각된다.

          반면 Boron, Barium, Copper, Zinc, Aluminium의 경우는 Fig. 2에서와 같이 노출시간 5분, 15분의 EC50값이 노출시간 30분 EC50값에 비하여 각각 1.3~2.4배, 1.4~2.2배 정도로 높게 나타나 반응 완결에 시간이 더 필요한 것으로 나타났다. Cyanide의 경우에는 노출시간 5분, 15분의 EC50값이 노출시간 30분 EC50값에 비하여 각각 3.25배, 1.56배 정도로 높아 이 물질의 경우 역시 반응 완결에 시간이 더 필요한 것으로 나타났다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              The change of Inhibition ratios for metals and cyanide in 30 minutes exposure.
            
            

            

          

          중금속의 광 저해반응은 세포의 사멸보다는 효소반응에 영향을 미치는 기작과 관련이 있는데, 중금속의 독성은 가수분해 시 형성된 화학종과 자유금속이온 농도 등, 용액내 존재 이온들 사이의 전기적 상호 작용이 세균에 대한 반응을 늦추는 것으로 알려져 있다. 세포막을 통과하는 유리 금속종의 확산이 지연되면 짧은 시간(5분 혹은 15분) 내에 반응이 완결되지 않을 수 있음을 보고하였다(Kungolos et al.[2006]; Petala et al.[2005]).

        

        
          3.2.3 유기물의 독성평가
          V. fischeri를 이용한 유기화학물질 12종에 대한 독성평가 결과는 Table 5와 같다. 노출시간 30분을 기준으로 Ethyl Benzene 등 조사대상 12종의 유기화학물질의 EC50값은 1.855~51,667 mg/L 범위를 보였다. 금속류의 EC50값 0.0318~243.6 mg/L에 비하여 농도도 높고 범위도 넓은 것으로 나타났다.

          
            Table 6. 
				
            

            
              Result of EC50 and TU30min for organic substances with exposure time
            
            

          

          
            
              
                	Organic
                	Microtox EC50 (mg/L)
                	TU30min
              

              
                	5 min
                	15 min
                	30 min
              

            
            
              	Butane
              	2,503
              	2,754
              	2,780
              	0.0360
            

            
              	Isopropyl Alcohol
              	27,343
              	25,956
              	23,835
              	0.0042
            

            
              	Ethyl Acetate
              	1,146
              	1,536
              	2,081
              	0.0481
            

            
              	Hexane
              	2,631
              	3,403
              	4,267
              	0.0234
            

            
              	Methanol
              	58,193
              	55,370
              	51,667
              	0.0019
            

            
              	Phenol
              	35.60
              	46.33
              	49.02
              	2.040
            

            
              	Cyclohexane
              	27.91
              	36.55
              	42.45
              	2.356
            

            
              	Xylene
              	3.073
              	3.942
              	5.049
              	19.81
            

            
              	Benzene
              	147.0
              	179.6
              	225.0
              	0.4445
            

            
              	Toluene
              	19.20
              	26.43
              	32.26
              	3.099
            

            
              	Ethyl Benzene
              	1.510
              	1.641
              	1.855
              	53.90
            

            
              	1,2-Dichloro Ethane
              	770.1
              	906.9
              	1,096
              	0.0913
            

          

          

          EC50값이 1 mg/L 이하로 급성독성분류시스템(Tongur and Yildiz[2020])에서 TU가 100 이상인 Class IV의 Very toxic의 수준을 상회하는 고고독성으로 평가된 물질은 없었으며, Ethyl Benzene과 Xylene의 경우 EC50값이 각각 1.855, 5.049 mg/L로 TU 값이 각각 53.90, 19.81로 산정되어 EC50값과 급성독성분류시스템 기준으로 very toxic 수준으로 평가되었다. Phenol, Cyclohexane 및 Toluene의 경우는 EC50값이 각각 49.02, 42.45 및 32.26 mg/L로 very toxic 수준으로 나타났으며, TU 값이 각각 2.040, 2.356 및 3.099로 산정되어 급성독성분류시스템 기준으로 toxic 수준으로 평가되었다.

          Benzen의 경우 EC50값이 255 mg/L로 toxic 수준으로, TU 값이 각각 0.44로 급성독성분류시스템 기준으로 Class II의 slightly toxic 수준으로 평가되었다. 1,2-Dichloro Ethane 등 7개 화학물질은 EC50값이 1,096~51,448 mg/L 범위로 TU 값은 0.0913~0.0019 범위로 산정되었다. EC50값으로는 less toxic 수준으로 급성독성 분류시스템 기준으로 Class II의 slightly toxic 수준으로 평가되었다.

          유기화학물질의 독성도는 Ethyl Benzene>Xylene>Toluene>Cyclohexane>Phenol>Benzene>1,2-Dichloro Ethane>Ethyl Acetate>Butane>Hexane>Isopropyl Alcohol> Methanol 순으로 나타났다. 독성강도가 낮게 평가된 1,2-Dichloro Ethane, Ethyl Acetate, Butane 및 Hexane은 EC50값이 1,000~10,000 mg/L로 TU 값이 0.1~0.01 범위이고, Isopropyl Alcohol, Methanol은 10,000 mg/L 이상으로 TU 값이 0.01 이하로 나타나 독성정도가 낮은 것으로 나타났다.

          V. fischeri를 이용한 Glycerol ethers의 생태독성연구에서 Methanol, Benzene, Toluene, Phenol 및 Xylene에 대한 30분 노출 EC50값의 조사결과를 각각 101,068, 108, 32, 31, 9 mg/L로 제시하였다(Garcia et al.[2015]). EC50값이 큰 Methanol과 Benzene에서는 실험결과에 약 2배정도 차이를 보였으나, Toluene, Phenol 및 Xylene에서는 유사한 결과를 보였다. 각 유기화학물질의 EC50값을 산출하기 위한 유기화학물질과 억제효과에 대한 양-반응관계 실험 결과는 Fig. 3과 같다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              The change of inhibition ratios for organic substances in 30 minutes exposure with V.fischeri.
            
            

            

          

          발암물질로 잘 알려져 있는 PAHs의 발광박테리아 EC50값의 범위는 023~33.40 mg/L 정도로 알려져 있지만(Hwang et al.[2021]), 본 연구에서 실험한 유기화합물질의 EC50값의 범위는 5.049~51,667 mg/L로 PAHs보다 낮은 EC50값을 나타냈다. 해상운송위험·유해물질의 유통량을 고려한다면 향후 지속적인 관리가 필요할 것으로 사료된다.

        

        
          3.2.4 유기물의 노출 시간별 EC50 변화
          노출시간에 따른 유기화학물질의 EC50값의 비율 변동은 Fig. 4와 같다. 노출시간에 대한 EC50값의 비율변동을 보면 Isopropyl Alcohol 및 Methanol의 경우에는 노출시간 5분의 및 15분의 EC50값이 노출시간 30분의 EC50값보다 높게 나타나 독성에 대한 반응시간이 더 긴 것으로 나타났다. 이들 물질의 경우는 30분 독성 TU 값이 각각 0.0042, 0.0019로 독성 영향이 아주 낮게 평가된 물질이다. Ethyl Acetate 등 9개 물질의 경우는 노출시간 5분, 15분의 EC50값이 독성 노출시간 30분의 EC50값 보다 낮게 나타났으며 노출시간 5분 EC50값이 가장 낮아 노출 초기 독성도가 높은 것으로 평가되었다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              The change of inhibition ratios for organic substances in 30 times of exposure.
            
            

            

          

          V. fischeri에 대한 유기물의 독성은 노출시간보다는 이온화상수, 물리화학적인 준위, 화학적 반응기, 이온화 및 물질관련 물분화상수 등에 기인되며, 유기물이 V. fischeri의 표면 수용기, 세포막의 손상 혹은 세포구성물질과 반응하는 비가역적 반응에 의하여 짧은 시간에 세포의 사멸이 유도되는 것으로 추측된다고 보고하였다(Yang et al.[2016]).

          하수처리장 방류수를 대상으로한 생태 독성연구에서 일반적으로 Cu와 Pb의 수치가 높을 경우 생태독성 수치가 높았으며 오염물질의 농도 변화가 생태독성 평가에도 영향을 미침을 확인할 수 있었음을 보고하였다(Seo et al.[2013]). 이러한 결과로부터 현장에서 독성의 감시를 위하여서는 감시대상 현장의 수질에 대한 사전정보가 필수 사항이라 하겠다.

          수환경에서 생태독성은 탁도, 색도, 경도, 온도, 유기물 등 여러 요인에 의하여 영향을 받는 것으로 알려져 있으며, 혼재된 물질 간에도 상호작용에 의한 독성이 다르게 나타나는 것으로 알려져 있다(Kováts et al.[2012]). 구리와 아연의 경우 해양과 담수에서 낮은 농도로 존재하며, 수생생물의 필수 미량원소이지만 독성을 갖는다. 수환경에서 구리와 아연의 독성에 영향을 미치는 요인을 경도와 알카리도, 용존유기물, 입자상물질, pH, 염도(구리의 경우)등을 제시하고 있다(https://www.waterquality.gov.au/guidelines).

          수환경에서 독성물질 배출에 대한 감시와 독성의 원인 분석을 위하여서는 대상 수체에 대한 화학 분석과 함께 수환경에서 생태독성을 갖는 물질들을 확인하고 독성에 대한 여러 간섭 요인이 배제된 기저 상태에서 각 물질에 대한 고유 생태독성 값은 반드시 필요한 자료이다.

          독성평가 시에 측정된 개별물질의 EC50값은 각 물질의 독성도 비교에 사용되며, 그 물질에 대한 독성의 기준이 된다. 혼합물질의 독성평가 시에는 물질 혼합 시 독성의 상승효과 혹은 감쇄 효과 등을 평가 하는 기준이 되기도 한다(Tongur and Yildiz[2020]). 혼합물질의 독성평가의 경우에는 개별물질의 EC50값으로 혼합물질내의 각 물질의 EC50과 독성 기여도 산정의 기준이 되며 혼합독성지수(MTI, mixed toxicity index)(Wang et al.[2011]) 산출의 출발점이 된다(Adnan et al.[2021]; Wilkinson et al.[2015]).

          생태독성 시험법을 이용하여 오염물에 대한 생태독성평가 시 생물종에 따라 오염물의 독성에 대한 민감도가 상이할 수 있다(Mankiewicz-Boczek et al.[2008]). 따라서, 단일생물을 이용한 평가보다는 다양한 방법에 근거한 오염물 독성 평가 접근법이 필요하며, 생물종에 따라 상이한 민감도에 의한 생물 검정 결과의 상호보완에 따른 통합평가법은 오염물질 혹은 환경오염의 모니터링에 더욱 적절한 정보를 제공해 줄 것으로 판단된다(Kungolos et al.[2006]).

          이러한 이유로 표준 화학물질과 그들의 혼합물 독성 평가에서 좀 더 많은 정보와 연구들이 요구되며 생물 상호간의 교차검증의 적용이 필수불가결한 사항이라 생각된다(Kudłak et al.[2011]).

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      해양성 발광박테리아(Vibrio fischeri)를 이용하여 구리, 주석 등 중금속 6종을 포함한 금속류 11종, 핵산, 페놀 등 유기화합물질 12종과 독성이 강한 시안을 포함한 총 24종의 개별 물질에 대한 생태독성을 평가하였다.

      V. fischeri에 의한 금속류 및 무기물질에 대한 생태독성 평가 결과 동일종에서는 유사한 결과를 보였으며 타 영양단계의 생물보다는 V. fischeri에 의한 평가 결과에서 대부분 독성도가 높은 것으로 나타났다. 유기물의 독성 평가에서는 반응시간 5분이내에 독성이 검출 되었다.

      해양사고에 따른 HNS의 유출 혹은 해양배출시설로부터 배출되는 유해물질 등의 감시를 위한 수단으로서 V. fischeri의 이용이 타당한 것으로 판단된다. V. fischeri은 타 영양단계의 생물보다 측정시간, 독성민감도, 유지관리 등의 측면에서 편의가 높은 방법이다. 실제 해양환경에 적용하기 위해서는 단일독성 뿐 아니라 혼합독성에 대한 평가도 필요며, 향후에 있을 유출감시 모니터링에 있어 독성 평가 결과를 기초자료로 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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