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선박평형수 처리장치 효율 검증을 위한 해양미소부유생물 

생사판별기법   
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 A staining method to determine marine microplanktonic organism viability
and investigate the efficacy of a ship's ballast water treatment system 

Seung Ho Baek1, kyoungsoon Shin1*

1South Sea Institute, Korea Institute of Ocean Science & Technology

요  약  본 연구는 선박평형수처리장치 성능을 평가하기 한 일환으로 Evan blue, Aniline blue 그리고 CMFDA 염색방법을 
활용하여 해양부유생물의 생사 별을 이해하고자 하 다.  Evans blue와 Aniline blue의 염색은 죽은 생물을 란색으로 염색
하여 죽은 생물을 평가하는 방법이고, CMFDA의 방법은 살아있는 생물을 녹색으로 염색하여 평가한다. 장 동·식물 랑크

톤 군집을 상으로 Evans blue와 Aniline blue의 방법을 용한 결과, 죽은 생물을 90%이상 염색시키는 것으로 나타났다. 
하지만, 살아있는 일부 식물 랑크톤의 군집에서도 란색으로 염색 되어, 실제 선박평형수 처리장장치의 성능을 평가하기에
는 일정의 한계성을 나타내었다. 한편, 살아있는 생물을 염색하는CMFDA방법을 용한 결과, 장의 부유생물의 70%의 염
색효과를 보 다. CMFDA방법은 FDA방법과 유사하게 살아있는 생물을 녹색으로 염색하여 생물 생사 별이 가능하게 함으

로, 두 가지 방법을 복염색(double staining)하는 방법을 고안해 보다 높은 효율의 생사 별방법을 찾고자 노력하 다. 그 
결과, 두 가지의 염색시약을 복으로 염색한 실험군에서 95%이상의 높은 효율을 보 고. 이는 단일 염색한 실험군보다 상
으로 높은 염색효율을 얻을 수 있었다. 따라서 CMFDA+ FDA를 복염색한 평가법이 해양생물의 생사를 별하는데 보다 
높은 효율을 보 고, 선박평형수처리장치의 성능을 평가하는 방법으로 활용이 가능할 것으로 단된다.

Abstract  We determined a method to determine marine planktonic organism viability using Evan’s blue, Aniline blue, 
and 5-choromethyfluorescein diacetate (CMFDA). The Evan’s blue and Aniline blue methods produced bright blue light
for dead phytoplankton and zooplankton and were the best dyes to detect dead cells. The staining efficiency of Evan’s
blue and Aniline blue were ≥ 90% of the original field sample. However, it was difficult to test the efficiency of a
ship’s ballast water treatment system because detection of living cells. In contrast, the CMFDA method, which is based 
on measuring cell esterase activity using a fluorimetric stain, was the best dye to detect live cells of almost all 
phytoplankton species, and staining efficiency was 70%. The CMFDA method is similar to the fluorescein diacetate 
(FDA) staining method. Therefore, we estimated viability of phytoplankton species using a double-staining method by
combining CMFDA and FDA to determine optimum staining efficiency. As a result, the frequency of dying cells based
on the double-staining method was 95%, which was significantly higher than that of single CMDFA staining. Our results
suggest that a CMDFA + FDA assay is more effective to determine survival of marine plankton and that this method 
was applicable to investigate the efficacy of a ship’s ballast water treatment system.
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1. 서론

선박평형수는 화물이 없는 공선선박의 평형  안정

을 유지하기 해서 싣는 물이며,  세계 으로 연간 

50-100억톤 규모로 이송되고 있다[1]. 선박평형수에 이
송된 부분의 생물은 환경이 다른 해역에 옮겨질 경우, 
선박평형수내 극한 환경조건에 응하지 못하여 치명

인 손상을 입어 사멸하지만, 일부 내성이 강한 종과 더불
어, 휴면포자  휴면란을 생성하는 종은 살아남게 되어 
항만고유의 생태계를 교란시킬 수 있다[2]. 따라서 국제
해사기구(IMO: International Maritime Organization)에
서는 이와 같이 선박평형수에 포함되어 있는 해양생물이 

다른 지역으로 옮겨져 해양 생태계 교란을 사 에 방지

하기 해서 선박평형수를 처리하여 생물을 제거  사

멸시킨 후 배출할 수 있는 약(국제선박평형수 리

약; IMO D2 regulation)을 만들었고, 오는 2016년에는 
모든 선박에 처리 장치 설치를 의무화하려고 하고 있다. 
특히, 선박평형수 처리 장치의 합성을 확인하기 하
여, 처리된 시험수내 기 은 장균 250 cfu 100 mL–1, 
비 리오와 같은   유해 균주는 1cfu 100 mL–1 
이하로 지정하 고, 10-50 µm 크기의 생물(주로 식물
랑크톤)은 10 cells mL–1 미만으로, 그리고 >50 µm 크
기그룹(동물 랑크톤)은 10 inds m–3 미만으로 각각 지

정하 다[1, 3]. 특히, IMO 약 이후 향후 8년간 9만척
의 선박에 해 처리장치설비가 강제 으로 장착되어야 

한다. 결과 으로 선박평형수 처리장치 개발업체의 입장

에서는 많은 선박에 제품을 공 하기 해서 처리장치모

듈의 단순화  생산능력을 확충하는 것이 무엇보다 시

할 것이다. 하지만, 선박평형수 처리설비를 개발하는 
과정에서 해양미소 생물이 정확하게 처리되고 있는지 여

부를 평가할 수 있는 방법론 정립이 미흡하여 산업계의 

부정 인 향을  수 있다. 즉 처리장치와 련된 설비 
기술은 살아있는 생물을 명확하게 처리되었다는 것을 정

량 으로 제시할 수 있어야 하는데,  시 에서는 이와 

같은 근거를 제시할 수 있는 생사 별법이 명확하지 않

아 산업계에서는 많은 어려움이 따르고 있다. 아울러, 최
근에 개정된 미국형식승인(USCG phase II)기 은 기존 

IMO D2 규정에 비하여 1000배 강화된 처리장치의 개
발  시험 결과를 제시하도록 하고 있으나, 처리장치에 
한 신뢰도 확보  처리 결과에 한 정확한 분석 방

법이 명확하게 정립되지 않고 있다. 따라서 선박평형수 

처리장치  USCG phase II의 승인을 얻을 수 있는 처
리 장치의 개발과 시험수를 평가할 수 있는 생물생사

별 기법이 매우 요하므로 이들 방법론 정립이 무엇보

다 시 한 실정이다. 
부유생물의 생물생사 별법은 크게 식물과 동물 랑

크톤으로 구분할 수 있으며, 식물 랑크톤을 상으로는 

식물고유의 엽록소 활성을 평가하는 자가형 찰법과 

더불어 다양한 염색법(FDA(fluorescein diacetate assay), 
Calcein-AM, CMFDA(5-choromethyfluorescein diacetate), 
SYTOX Green nucleic acid)이 있다[4, 5, 6]. 동물 랑

크톤의 평가는 부속지의 운동성 여부와 뾰족한 침으로 

자극하는 자극법과 더불어 NR (Neutral red), Evan blue, 
Aniline blue 등의 염색법이 있다[7 ,8, 9]. 이들 동·식물
랑크톤의 염색법은 단일 배양종으로 평가한 사례는 많

이 있으나, 자연상태의 생물군집을 상으로 평가한 연
구는 극히 드물다. 그  장시료를 이용한 생사 별은 

Neutral red[7], Calcein-AM[6], FDA[6]에 해서는 한
국해양과학기술원의 연구 이 선행연구를 수행한 것이 

유일하다. 
본 연구는 해양에서 자연 상태의 동·식물 랑크톤의 

군집을 상으로 Evan blue, Aniline blue 그리고 
CMFDA의 염색방법을 용하여 생물생사 별이 가능

한지 여부를 평가함과 아울러, 가장 한 염색농도범

를 악하기 해서 농도구배  교차 염색법

(FDA+CMFDA)으로 가장 효율 인 평가방법을 모색하

고자 노력하 다. 

2. 재료 및 방법

생사 별에 이용한 동·식물 랑크톤은 거제시 장목면

에 치한 한국해양과학기술원 남해연구소 부두에서 

2014년 10월에서 12월에 걸쳐 채집하 다. 식물 랑크

톤은 망목이 20 μm의 네트로 채집하 고, 동물 랑크톤

은 200 μm 네트를 이용해서 층에서 표층까지 수직 인
양하여 채집하 다. 채집된 시료는 250 mL 과 500 mL 
채수병(PC bottle)에 각각 옮겨 담고, 실험실로 운반하
다. 채집 후 환경 변화에 따른 동·식물 랑크톤의 스트

스를 최소화하기 해 실험실 온도를 해수 온도 (표층 
수온: 20oC)와 유사한 상태로 유지 시킨 후 빠른 시간 내
에 염색하여 분석하 다. 아래에 언 하는 Evans blue와 
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Aniline blue의 염색법은 죽은 생물을 염색하는 방법이
고, CMFDA의 방법은 살아있는 생물을 염색하는 방법
이다. 특히 죽은 부유생물을 확보하기 해서 채집된 네
트시료를 15 mL 튜 에 일정량 (10 mL) 넣고, 60 oC 에
서 3시간 정도 사멸시킨 시료와 성포르말린(1%)로 사
멸시켜 각각 평가하 다. 아울러, 5가지의 염색방법에 
한 각각의 염색시약에 한 working solution의 농도
구배는 Table 1에 나타내었다.

Table 1. The list of difference concentration for each 
staining mothed in the experiments. The  
working solution (µL) was added in natural 
seawater of 1 mL. Unit: µL

Staining method T1 T2 T3 T4 T5

Evans Blue 1 10 20 50 100

Aniline Blue 1 10 20 50 100

CMFDA 10 50 - - -

FC: FDA(25 µL
fix)+ CMFDA 5 10 20 40 100

CF: CMFDA(10 µL 
fix) + FDA 5 10 25 50 100

Evans blue염색법은 0.3g의 evans blue 우더를 300 
mL의 3차 증류수에 12시간 이상 완 히 녹여 working 
solution을 만들어 갈색유리병에 넣어 실온 보 하 다. 
네트로 채집한 시료  1 mL 에 Evans blue의 working 
solution을 1, 10, 20, 50, 100, 200 µL의 농도구배로 각
각 넣고, 15분간 실온 암실에서 반응시킨 뒤 학 미경

에서 찰  사진 촬 하 다.
Aniline blue의 염색법은 1g의 aniline blue 

diammonium salt 우더를 30 mL 3차 증류수에  12시
간 이상 완 히 녹여 working solution을 만들어, 갈색 
암병에 넣고 실온에서 보 하여 3일 이내에 사용하 다. 
네트로 채집한 시료  1 mL 에 Aniline blue의 working 
solution을 농도구배를 1, 10, 20, 50, 100 µL로 넣고 15
분간 암실에서 반응시킨 뒤 학 미경에서 찰  사

진을 촬 하 다. 
CMFDA(5-chloromethylfluorescein diacetate)의 염

색법은 백과 신[6]이 언 한 FDA의 염색방법과 유사하
게 살아있는 세포를 염색하여 녹색 형 을 띄는 생물을 

계수하여 생사 별하는 방법으로 생세포 염색용 형 색

소 5-chloromethylfluorescein diacetate 시약 50 µg을 
0.5 mL의 Dimethysulfoxide(DMSO)의 비율로 녹여 

working solution을 제조하여 냉암 조건에 보 하 다. 
여기서 working solution은 여과해수에 희석하는 순간 
CMFDA시약이 반응하기 때문에 염색할 때마다  일정량 
여과해수에 분주 희석하여 농도를 100 µM로 만들어 사
용하 고, 시료 1 mL에  CMFDA최종농도가 1µM과 5 
µM이 되도록 염색하여 평가하 다. 생물생사 별은 형

미경(excitation: 365nm, emission: 445/450nm)에서 
찰  사진 촬 하 다.
FDA와 CMFDA의 생사 별방법이 유사하여 농도별

로 교차 주입( 복염색:double staining)하여 최 의 염

색효율을 알아보고자 하 다. FC(FDA농도고정, 
CMFDA의 농도변화)실험구는 1.7 mL의 micro-tube에 
상생물이 들어 있는 해수 1 mL 을 넣고 여과해수에 

400로 희석한 용액을 1:40으로 반응시킨 FDA를 25 µL
씩 동일하게 주입하고 CMFDA working solution 용액
을 5, 10, 20, 40, 100 µL 로 농도구배로 두어 염색정도
를 평가하 다[4]. 반 로, CF(CMFDA농도고정, FDA
의 농도변화) 실험구는 1.7 ml의 micro-tube에 상생물
이 들어 있는 해수 1 mL 을 넣고 CMFDA를 10 µL씩 
동일하게 주입한 뒤 여과해수에 400배로 희석한 FDA를 
5, 10, 25, 50, 100 µL 농도로 주입하여 염색 효율을 
악하 다[Table 1].

3. 결과 및 고찰 

각 염색법에 한 농도별 염색효율은 Table 2에 나타
내었다. 

Table 2. The staining efficiency (%) under difference 
concentration using natural phytoplankton 
communities. 

Staining method T1 T2 T3 T4 T5

Evans Blue - >90 >90 >90 -

Aniline Blue - >90 >90 - -

CMFDA 53 72

FC: FDA(25 µL
fix)+ CMFDA 77 98 85 74 73

CF: CMFDA(10 µL 
fix) + FDA 67 85 87 85 66

Evans blue염색법은 죽은 세포를 란색으로 변화시
켜 생물 사멸을 평가하는 방법이다. Evans blue농도별로 
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염색한 결과, 가장 낮은 1 µL의 Evans blue working 
solution을 주입한 실험구에서는 염색반응이 일어나지 
않았고, 동일하게 살아있는 생물에도 염색이 나타나지 
않은 것으로 보아 극히 낮은 농도에서는 생사 별이 불

가능하다는 것을 알 수 있었다. 한, Evans blue 
working solution의 농도가 10-50 µL에서는 살아있는 
동물 랑크톤 시료에 해 체 개체수의 10% 미만이 
염색율을 나타내었고, 100 µL 이상의 농도에서는 높은 
염색농도의 향으로 바탕(background) 체가 란색

으로 보여 생물의 염색정도를 명확하게 단할 수 없었

다. 반면, 60 oC 에서 3시간 가열하여 사멸시킨 시료에 
Evans blue working solution의 농도를10-50 µL로 주입
하 을 경우 동물 랑크톤의 90%이상 란색으로 염색
이 되었고, 성포르말린으로 사멸시킨 시료에서는 85%
후의 염색효율을 보 다. 죽은 식물 랑크톤 염색은 

Evans blue working solution을 20 µL농도에서 최 의 

염색효율을 보 고, 특히 최 농도에서도 종별로 종특이

인 염색효과를 나타내었다[Fig. 1]. 

Fig. 1. Various dead phytoplankton species from Jangmok 
Bay stained with Evan blue (AB). (A) 
Protoperidinium depressum; (B) Ceratium furca; (C) 
Skeletonema sp. (D, E) Thalassiosira rotula; (F) 
Stephanopyxis sp. 

특히 부분의 규조류는 80%를 넘는 염색효율이 
찰되었고, 그  Chaetoceros 속의  80-90%의 염색효율
을 나타냈으며, Leptocylindrus danicus, Pseudo-nitzschia 
sp., Skeletonema costatum, Thalassionema frauenfeldii, 

Thalassionema nitzschioides 는 100%에 하는 염색효
과를 찰하 다. 반면, 와편모조류 Ceratium 속은 부분
으로 염색이 되거나 염색이 되지 않는 세포들이 다수 

확인되어 체 50% 미만의 염색효율을 보 다. 100 µL 
농도에서는 Evans blue 농도가 무 높아 미경으로 염
색특성을 구분할 수 없었다. 특히 세포 피각이 상 으

로 약한 종들과 세포내 물질이 괴되어 세포외측으로  

용출된 종은 생사 별이 극히 어려웠다.
Aniline blue염색법 한 Evans blue와 유사하게 죽

은 세포를 란색으로 염색하여 생물의 사멸여부를 구분

한다. Evans blue와 유사하게 Aniline blue 1 µL 농도에
서는 염색반응이 나타나지 않았다. Aniline blue 10-20 
µL 의 농도에서는 체 개체수 90% 이상의 염색율을 나
타냈으나, 염색되는 정도가 명확하지 않았고, 종별로 염
색반응이 다르게 나타났다. 규조류 에서도 Ditylum 
brightwellii 와 Asterionella glacialis 종은 염색효율이 
각각 57%와 33%로 나타내었으며, Chaetoceros 속은 
100% 염색되었다. Aniline blue염색법에서도 Evans 
blue와 유사하게 50 µL이상의 농도에서는 염색농도가 
무 강하여 미경으로 생물염색을 구분할 수 없었다

[Fig. 2].

Fig. 2. Various dead phytoplankton species from Jangmok 
Bay stained with Aniline blue (AB). (A) 
Skeletonema sp.; (B) Ditylum brightwellii; (C) 
Ceratium furca (D) Thalassionema nitzschioides; (E) 
Stephanopyxis palmeriana 

아울러, Figure 1F와 같이 사멸된 세포  세포내부 물

질이 세포외벽으로 용출된 것은 염색이 되지 않았고, 이
는 세포가 이미 사멸되었음에도 불구하고, 염색이 되지 
않기 때문에 염색결과의 오류를 야기할 수 있다. 결과
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으로 동물과 식물 랑크톤을 동시에 생사를 별하는 기

법을 규명하는 것은 쉽지 않았으며, 특히 죽은 생물을 염
색하여 평가하는 Evan blue와 Aniline blue의 방법은 오
히려 생물의 생사를 과소평가할 가능성이 높기 때문에 

선박평형수 처리장치 개발 후 USCG Phase II에 근거한 
평가법으로 합하지 않을 것으로 사료된다.

CMFDA 염색의 최종농도 1 µM에서 체 식물 랑

크톤의 군집의 53.3% 염색효율을 보 고, 5 µM에서는 
72.1%로 높게 나타났다. 백과 신[6]이 보고한 FDA법과 
유사하게 CMFDA염색에서도 형 미경 형 필터

(excitation: 365 nm, emission: 445/450 nm)에서 찰하
을 때 FDA 염색에서 나타난 세포내의 녹색형 을 방

해하는 색형 이 무 강하여 부분 으로 녹색형 이 

찰되었다. 이와 같은 상은 규조류  Chaetoceros 
spp., Skeletonema costatum에서 두드러지게 나타났다
[Fig. 3]. 

Fig. 3. Various phytoplankton species from Jangmok Bay 
stained by with 5-chloromethylfluorescein 
diacetate(CMFDA). (A, B) Thalassiosira sp.; (C, D) 
Ceratium furca; (E, F) Thalassionema  
nitzschioides; (G, H) Akashiwo sanguinea; (I, J) 
Ditylum brightwellii; (K, L)　Skeletonema sp. 

아울러, 체인을 형성하는 규조류  세포내 엽록소가 

괴되거나, 소실된 세포에서는 녹색형 이 발하지 않아 

생물의 생사를 명확하게 구분할 수 없었다. 60 ℃ 드라

이 오 에서 15분간 방치하여 사멸시킨 시료와 포르말
린으로 고정하여 사멸시킨 시료를 염색한 뒤 형 을 확

인한 결과, 각각의 사멸된 시료에서는 형 이 측되지 

않았다. 특히 규조류 에서 Thalassionema 속의 부분
은 CMFDA에 해 95% 이상의 높은 염색효율을 나타
냈으며, Pseudo-nitzschia sp., Asterionella glacialis, 
Cylindrotheca closterium 종은 색 형 의 간섭이 심하

게 나타나 녹색 형 필터에서는 명확하게 구분 할 수 없

었다. 한 성 포르말린으로 사멸시킨 랑크톤은 사

멸 시간에 계없이 CMFDA에 따른 염색반응이 나타나
지 않았다. 염색하지 않은 살아있는 생물을 형 미경

에서 찰하 을 경우, 엽록소 기원의 세포내부물질이 
자가형 을 발하여 색을 나타내지만, 녹색 형 은 

찰할 수 없었다[Fig. 3]. 결과 으로 CMFDA로 염색하
여 녹색 형 필터로 찰하 을 경우, 명확한 녹색이 나
타났고, 이는 상생물의 세포내 물질에 염색된 결과로 
단되며, 이를 근거로 생물의 생사 별이 가능하 다.
백과 신[6]에 의하면, FDA염색방법은 다른 염색법과 

비교하여  높은 염색 효율을 나타내었고, 본 연구에서도 
선행연구의 결과를 바탕으로 보다 효율 인 생사 별법

을 찾아내기 해서 상 으로 염색효율이 높으면서 유

사한 염색방법인 CMFDA와 복염색하여 평가하 다. 
FDA와 CMFDA를 농도별로 복염색(double staining)
하여 염색효율을 알아본 결과는 Table 2 와 Figure 4에 
나타내었다. FDA를 25 µL 일정량 주입한 FC 실험군에
서는 CMFDA를 10 µl 주입한 FC Treatment_2에서 
98%로 가장 높은 염색효율을 보 으며, CMFDA를 10 
µl로 일정량 주입한 CF(CF treatment_3)에서도 FC 실험
군과 유사하게 86.7%로 높은 염색효율을 나타내었다. 
나머지 실험군에서는 농도구배에 따른 명확한 특색은 보

이지 않았고, 염색효율이 66-85% 범 로 나타났다. 특
히 복염색에서도 Chaetoceros spp., Skeletonema 
costatum에서 색 형 이 간섭하는 상이 나타났으며, 
그  Chaetoceros 속의 일부종은 색 형 의 간섭이 강

하게 나타나는 것을 찰하 다. Steinberg et al.[5]의 보
고에 의하면, 종속 양와편모조류와 혼합 양와편조류 

Scrippsiella trochoidea, Prorocentrum micans, 
Dinophysis spp. 염색한 결과, 살이 있는 생물에 녹색형
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이 발하여 생물의 생사 별를 할 수 있다고 하 다. 아
울러, 다양한 생물을 평가한 결과 살아있는 생물은 
74%-90%의 염색효율을 보고하 고, 이는 본 연구의 결
과와 유사하 다. 결과 으로 부유성 랑크톤의 종특이

으로 생물의 생사 별이 어려운 것은 여기 CMFDA을 
활용한 연구에서도 다른 염색 시약과 유사하게 생사 별

의 한계를 보 다. 

Fig. 4. Various phytoplankton species from Jangmok Bay 
stained by intermingle Fluorescein diacetate (FDA) 
with 5-chloromethylfluorescein diacetate(CMFDA). 
(A, B) Chaetoceros sp.; (C, D) Coscinodiscus 
wailessii.; (E, F) Pleurosigma normanii.; (G, H) 
Chaetoceros compressus.

하지만 본 연구의 FDA + CMFDA이  염색방법에서

는 상 으로 높은 생사 별 효율을 보 고, 규조류의 
일부종을 제외하면, 체 으로 생물의 생사 별을 할 

수 있는 좋은 염색방법이라고 사료된다. 아울러, 식물
랑크톤과 같은 독립 양세포는 엽록소에서 고유의 자체

형 을 발하므로, 만약 이 염색에서조차 생사 별이 명

확하게 이루이지지 않은 규조류의 일부 종에 해서는 

엽록소기원의 자체 형 을 발하는 것을 이용하게 되면, 
생물생사 별이 가능하다. 이와 같이 FDA+CMFDA의 
2 염색법에 더하여 엽록소 기원 자체 형 을 종합 으

로 평가하면, 98%이상의 높은 효율로 생물의 생사 별

이 가능할 것으로 단된다. 다시 말하면, 
FDA+CMFDA에서도 염색되지 않고, 엽록소가 소실되
어 형 을 발하지 않는 생물은 세포의 기능을 잃을 가

능성이 높다. 이는 선박평형수 처리하는 과정에서 세포
내 엽록소와 같은 세포물질이 처리장치를 통과하면서 

는 암조건에서 5일 동안 두는 과정(D-2규정)에서 
합성을 할 수 있는 기능이 괴되었다고 간주할 수 있

고, 이들 생물에 하여 re-growth 성장실험을 할 경우
에도 재성장이 불가능한 것으로 악되었다. 결과 으

로 FDA+CMFDA의 이 염색법은 모든 해양부유생물

에게 완벽하게 용할 수 있는 생사 별법은 아니지만, 
상 으로 극히 높은 염색효율(>95%)을 보이고 있으
므로, 자가 양생물에서 발하는 형 을 혼합하여 평가

하면 생물의 생사를 최 효율로 평가 할 수 있을 것으

로 기 된다.

4. 결론

  선박평형수 처리장치를 통과한 처리수의 해양생물
에 한 생사 별은 다음과 같은 사항을 충족하는 것이 

요하다. 첫째, 염색 방법이 간단명료해야 한다. 
IMO-D2에 의하면, 선박평형수 처리장치를 통과한 생물
의 생사 별은  6시간 이내로 간단하면서 신속 정확하게 
수행되어야 한다. 상기 5가지 방법은 염색이 간단하고 
염색 후 반응 시간 한 약 15분 정도 이내로 할 것

으로 단된다.  둘째, 상생물을 염색한 후  일정 시간 
이상 지속 되어야 한다. 셋째, 상 생물에 한 염색 효
율이 높아야 한다. 이것이 가장 요한 항목으로 생물의 
염색이 부분 으로 되거나 같은 종임에도 불구하고 염색 

유무가 명확하지 않으면 생사 별시 매우 큰 혼란을 야

기할 수 있다. 결과 으로 본 연구에서 식물 랑크톤과 

원생생물을 상으로 생물의 생사 별을 확인한 결과,  
FDA와 CMFDA 의 복염색 실험에서 나타났고, 최
의 농도구배는 FDA 25 µL와 CMFDA 10 µL에서  95%
이상으로 찰되었다. 추후 상기의 농도 구배에서 생물
의 생사 별을 수행하면 USCG phase II의 선박평형수 
처리장치의 개발에서도 효율 인 평가가 가능하다고 

단된다. 반면, Evan blue와 Aniline blue 의 방법은 학
미경 하에서 찰하는 이 이 있으나, 살아있는 생물
에서도  부분 으로 염색되어 선박평형수 처리장치의 성
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능을 평가하는 방법으로는 합하지 않을 것으로 사료되

었다. 
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