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특허청구의 범위

청구항 1 

활동성 미생물의 수 측정방법에 있어서,

a) 샘플을 채취하여 슬라이드 글라스에 도포하고 커버글라스를 덮는 단계;

b) 상기 a)단계에서 얻어진 샘플에 대하여 현미경 사진을 두 장 찍는 단계; 및 

c) 두 장의 사진을 컴퓨터의 이미지 프로그램을 이용하거나 위치변화 감지 프로그램을 이용하여 위치변화가 있

는 것은 살아있는 것으로 위치변화가 없는 것은 죽어있는 것으로 간주하는 단계를 포함하며,

상기 위치변화 감지 프로그램 이용방법은 먼저 두 장의 사진을 놓고 픽셀의 색을 인지하여 각 장의 미생물 위치

및 수를 센 후 두 장 사진을 비교하여 미생물의 위치 변화를 확인하는 원리를 이용하는 것을 특징으로 하는 활

동성 미생물의 수 측정방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 컴퓨터의 이미지 프로그램 이용 방법은 사진 두 장을 시차를 두고 찍어 이미지프로그램

에서 사진을 서로 다른 두 색으로 염색을 하고, 이 두 사진을 이미지프로그램에서 겹쳐보면 다른 위치에 있는

것은 원래의 색을 가질 것이고, 같은 위치에 있는 것은 두 색의 혼합 색을 가지는 것을 통하여 죽은 미생물과

살아있는 미생물을 구별하는 것을 특징으로 하는 활동성 미생물의 수 측정방법. 

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 서로 다른 두 색은 적색과 청색이며, 혼합 색은 흑색인 것을 특징으로 하는 활동성 미생

물의 수 측정방법. 

청구항 4 

제 1항 또는 제2항에 있어서, 상기 컴퓨터의 이미지 프로그램은 포토샵인 것을 특징으로 하는 활동성 미생물의

수 측정방법. 

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 샘플은 10㎕에서 1mL인 것을 특징으로 하는 활동성 미생물의 수 측정방법. 

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 사진 촬영은 1초∼1시간 간격인 것을 특징으로 하는 활동성 미생물의 수 측정방법. 

청구항 7 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 활동성 미생물의 수 측정방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

검체(檢體)에 포함되는 세균을 측정하는 방법으로, 검체를 단계적으로 희석하여 각각을 한천 배지에 일정량 도[0002]

포하고, 24시간 정도 배양하여, 파생한 콜로니(colony)수를 눈으로 보고 계산하는 것으로 세균수를 측정하는 방

법이 있었다. 그러나 이 방법에서는 검체를 단계적으로 희석하는 작업이 필요한 점이나, 24시간 정도 배양하는

것이 필요한 점 등의 문제점이 있었다.

또한 선박평형수 처리 기준 중 하나인 10~50um 의 미생물 개체수를 측정하는 방법으로 400배 현미경에 1mL의 샘[0003]
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플을 떨어뜨리고 육안으로 관찰하여 움직이는 생물은 살아있는 종으로 안 움직이는 생물은 죽은 종으로 간주하

는데, 실제로는 육안관찰이 힘들고 계수하는데도 어려움이 있다. 또한, 계수하는데 시간이 많이 걸리기 때문에

현실적으로 선박평형수를 방류할 때, 제대로 된 측정 후에 방류하기는 어려운 실정이다.

이외에 균수 측정 방법과 관련된 선행특허로는 대한민국 특허 공개번호 제 10-2007-0027577호에 기재된 '균수[0004]

측정 방법, 균수 측정 장치 및 이 장치에 이용되는 셀'에는 균수 측정방법으로 단계 (a)에서 단계 (d)까지의 공

정을 구비하고 있다. 우선, 단계 (a)에서, 소정의 균종(예를 들면, 대장균 또는 대장균군)을 포함하는 측정 대

상의  시료(검체)를  소정의  배지(예를  들면,  특정  효소  기질  배지법에  이용되는  배지)에  첨가한다.  단계

(b)에서, 소정의 온도 하에서, 또한 소정의 정전압에서, 산소 전극을 이용하여, 시료를 첨가한 배지에 흐르는

전류값을 측정한다. 단계 (c)에서, 단계 (b)에서의 측정을 개시한 후에, 일단 감소한 전류값이, 그 후 상승하여

소정의 역치를 넘을 때까지의 소요 시간을 계측한다. 단계 (d)에서, 소요 시간에 기초하여, 시료에 포함되어 있

던 균종의 초기 균수를 산출'하는 내용이 기재되어 있다.

또 다른 선행특허인 일본국 공개특허공보 특개2000-287699호 공보에는 산소 전극법을 이용한 세균수 측정방법이[0005]

기재되어 있는데 이것은 액체 배지 중에 포함되는 용존 산소의 농도가 높을수록, 많은 전류가 측정된다. 검체에

포함되는 세균은 호흡을 하는 것에 의하여, 액체 배지 중의 용존 산소를 소비한다. 이 세균의 호흡에 의한 용존

산소 농도의 저하에 수반하여, 산소 전극에 흐르는 전류도 저하하게 된다. 또한, 용존 산소의 소비량은, 검체에

포함되는 초기 세균수에 의존한다. 즉, 초기 세균수가 많으면 많을수록, 소비되는 산소량은 많아지고 용존 산소

농도의 저하도 빨라진다. 용존 산소 농도가 단시간에 저하하면, 측정되는 전류값도 단시간에 저하한다. 즉, 미

지의 초기 세균수의 검체를 포함하는 액체 배지에 흐르는 전류가 소정의 역치까지 감소할 때까지의 소요 시간을

구하여, 이 소요 시간에 대응하는 초기 균수를 특정할 수 있다. 이상에 의하여, 산소 전극법에서는, 초기 균수

를 단시간에 또한 정확하게 측정할 수 있다.

 한편 현재 10~50um 크기의 미생물로는 Tetracelmis 라는 미세조류가 대표종으로 선정되어 있다. 이 미생물은[0006]

길이가 10, 폭이 2um 정도 되는 종으로 움직임이 매우 활발하다. 현미경 관찰로 이 미생물을 측정하는 것은 매

우 어렵다. 측정이 어려운 또하나의 이유는 1mL의 샘플을 슬라이드 글라스에 도포하고 커버글라스를 씌우는데,

샘플 액체의 높이가 약 1mm 정도 된다. 미생물은 활성이 있어서 액체의 위에 있기도 하고 아래에 있기도 한다.

현미경으로 관찰하는 경우 초점이 한군데에 맞추어져 있다 보니 대부분의 경우 나타났다 사라지는 문제가 있어

서 미세조류의 측정에 대한 정확한 방법이 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기의 문제점을 해결하고 상기의 필요성에 의하여 안출된 것으로서 본 발명의 목적은 활동성 미생물[0007]

의 수 측정방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 활동성 미생물의 수 측정방법에 있어서,[0008]

a) 샘플을 채취하여 슬라이드 글라스에 도포하고 커버글라스를 덮는 단계;[0009]

b) 상기 a)단계에서 얻어진 샘플에 대하여 현미경 사진을 두 장 찍는 단계; 및 [0010]

c) 두 장의 사진을 컴퓨터의 이미지 프로그램을 이용하거나 위치변화 감지 프로그램을 이용하여 위치변화가 있[0011]

는 것은 살아있는 것으로 위치변화가 없는 것은 죽어있는 것으로 간주하는 단계를 포함하는 활동성 미생물의 수

측정방법을 제공한다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 컴퓨터의 이미지 프로그램 이용 방법은 사진 두 장을 시차를 두고 찍어 이[0012]

미지프로그램에서 사진을 서로 다른 두 색으로 염색을 하고, 이 두 사진을 이미지프로그램에서 겹쳐보면 다른

위치에 있는 것은 원래의 색을 가질 것이고, 같은 위치에 있는 것은 두 색의 혼합 색을 가지는 것을 통하여 죽

은 미생물과 살아있는 미생물을 구별하는 것이 바람직하고,

다른 일 구현예에 있어서, 상기 서로 다른 두 색은 적색과 청색이며, 혼합 색은 흑색인 것이 바람직하나 이에[0013]

한정되지 아니한다.

또 본 발명의 또 다른 일 구현예에 있어서, 상기 컴퓨터의 이미지 프로그램은 포토샵인 것이 바람직하나 이에[0014]
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한정되지 아니한다.

본 발명의 다른 실시예에 있어서, 상기 샘플은 10㎕에서 1mL인 것이 바람직하나 이에 한정되지 아니한다.[0015]

본 발명의 또 다른 실시예에 있어서, 상기 사진 촬영은 1초∼1시간 간격인 것이 바람직하고,  5초∼10초 간격인[0016]

것이 더욱 바람직하나 이에 한정되지 아니한다.

본 발명의 다른 구현예에 있어서, 상기 위치변화 감지 프로그램 이용 방법은 먼저 두 장의 사진을 놓고 픽셀의[0017]

색을 인지하여 각 장의 미생물 위치 및 수를 센 후 두 장 사진을 비교하여 미생물의 위치 변화를 확인하는 원리

를 이용한 것을 특징으로 하나 이에 한정되지 아니한다.

이하 본 발명을 설명한다.[0018]

이에 본 발명에서는 일정량(예를 들어 1mL)의 샘플을 얇게 도포하여 일정시간 간격(예를 들어 10초 단위)으로[0019]

현미경에서 사진을 찍어 그 위치의 변화를 관찰하여 살아있는 종과 죽어있는 종을 판별하고자 한다.

발명의 효과

본 발명의 통하여 알 수 있는 바와 같이, 본 발명의 방법을 통하여 활동성 균주의 수를 효과적으로 계수할 수[0020]

있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 컴퓨터의 이미지 프로그램를 이용하여 미생물의 수를 측정하기 위한 방법을 설명한다. 도 1과 같이, 사[0021]

진 두 장을 시차를 두고 찍어 이미지프로그램(예, 포토샵)에서 하나는 빨간색, 하나는 파란색으로 염색을 하고

(도 1 a와 b), 이 두 사진을 이미지프로그램에서 겹쳐보면 같은 위치에 있는 것은 검정색(빨강과 파랑을 합치면

검정색이 됨)이 되고 다른 위치에 있는 것은 빨강과 파랑의 원래 색을 가지고 있게 된다(도 1 c).

도 2의 사진은 10uL 샘플을 이용하여 측정한 사진들을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 상세하게 설명한다. [0022]

본 발명의 측정방법은 다음과 같다.[0023]

1) 샘플을 얇게 도포하기 위해 샘플을 채취하여 슬라이드 글라스에 도포하고 커버글라스를 씌운다.[0024]

2) 현미경 사진을 약 5~10초 간격으로 두 장 찍는다.[0025]

3) 두 장을 비교하여 위치변화가 있는 것은 살아있는 것으로 위치변화가 없는 것은 죽어있는 것으로 간주한다.[0026]

더욱 상세한 설명은 하기와 같다.[0027]

위치변화를 사진으로 관찰하는 방법에는 두가지 방법이 있다. 하나는 컴퓨터의 이미지 프로그램을 이용하여 사[0028]

진에 색을 입혀 개체수를 세는 방법과 프로그램을 만들어 측정하는 방법이 그것이다.

먼저 컴퓨터의 이미지 프로그램 이용법은 도 1과 같이, 사진 두 장을 시차를 두고 찍어 이미지프로그램(예, 포[0029]

토샵)에서 하나는 빨간색, 하나는 파란색으로 염색을 한다(도 1 a와 b).

이 두 사진을 이미지프로그램에서 겹쳐보면 같은 위치에 있는 것은 검정색(빨강과 파랑을 합치면 검정색이 됨)[0030]

이 되고 다른 위치에 있는 것은 빨강과 파랑의 원래 색을 가지고 있게 된다(도 1 c).

이를 세어보아 빨강이 a개, 파랑이 b개, 검정이 c개 세어졌다면 살아있는 것은 [0031]

개, 죽어있는 것은 c 개이므로, 생존율은 , [0032]
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사멸율은 로 결정한다.[0033]

다음으로 위치변화 감지 프로그램의 개발을 개발하여 이를 이용하는 방법에 대해서 설명하면, [0034]

먼저 두 장의 사진을 놓고 픽셀의 색을 인지하여 각 장의 미생물 위치 및 개수를 센다. 그 후 두 장의 비교하여[0035]

미생물의 위치 변화를 확인하면 살아있는 종과 죽어있는 종을 셀 수 있다.

하기의 순서는 해당 프로그램 사용법이다.[0036]

-OpenCV-2.1.0-win32-vs2008.exe 를 실행한다.[0037]

-Install Option에서 'Add OpenCV to the system PATH for all users'를 선택해서 설치해야 한다는 점만 주의[0038]

-다른 것들은 디폴트데로 설치하면 된다.[0039]

- dotnetfx35setup.exe를 클릭 하시어 디폴트 데로 install하면 된다.[0040]

- Cell 폴더안에 Cell.exe파일을 클릭하어,[0041]

첫 번째 파일 열기 버튼을 눌러 원본 사진을 선택하고, 두번째 파일 열기 버튼을 눌러 나중 사진을 선택하면 된[0042]

다.

이  후에 옆에 있는 'Analyze' 버튼을 누르면 오른쪽의 텍스트 창에 총 세포수와 움직이지 않은 세포수가 나온[0043]

다.

한편, 선박 평형수 규정에서는 1mL을 요구하고 있다. 이를 슬라이드 글라스에 도포하면 샘플액의 높이 때문에[0044]

초점이 잘 맞지 않는 문제가 있을 수 있다. 여러 차례의 실험결과 10uL를 도포하고 슬라이드 글라스로 덮으면

초점이 전체높이에서 모두 측정이 된다.

도 2의 사진은 10uL 샘플을 이용하여 측정한 것이다.[0045]

도면

도면1a
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도면1b

도면1c

도면2a
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도면2b

도면2c
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