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Abstract

  Effective microorganisms have been used since before its wide range of uses.  

Especially, many studies have been conducted for increasing the productivity in 

aquacultre. 

 One of them, the objective of this study was to investigate the effects of 90 

days exposure to bio-floc (0, 60, 80, 100, 120, 140%) that is composed of 

Bacillus sp., Lactobacillus sp., Rhodobactor sp. on water analysis, microbial 

composition of shrimp tanks and growth, immune related gene expression, 

antioxidative response of shrimp, Fenneropenaeus chinensis. Concentration ratio 

100 is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Compared to control, Total-N, NH4
+
-N, 

PO4
--P of water were improved in 120, 140 bio-floc concentration in shrimp tank 

through the water analysis. I found bio-floc concentration that changed a each 3 

type microorganism for 5days and 10 days. and It is decreased and bio-floc was 

inserted every 5 days to maintain 106 bio-floc concentration in day 5. Daily length 

gain and daily weight gain were significantly increased in 100, 120, 140 bio-floc 

concentration respectively for 90 days. proPO, LYS gene expression of immune 

related gene were significantly increased at 120, 140 bio-floc concentration in 

hepatopancreas. But no change was detected in SP gene expression of immune 

related gene and it was significantly increased at 140 bio-floc concentration only. 

SOD activity was decreased at 80, 100, 120, 140 bio-floc concentration in 

hepatopancreas. And catalase activity was significantly decreased at 120, 140 

bio-floc concentration in hepatopancreas. GSH level was significantly decreased at 

60, 80, 100, 120, 140 bio-floc concentration in hepatopancreas.

 In conclusion, It is the most effective to growth, immune gene expression, 

antioxidative activity, water quality improvement in bio-floc 120% concentration, 

106 cfu/ml of bio-floc TBC and insert bio-floc in every 5 day. Then, I think it is 

contributing to increase shrimps productivity.
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Ⅰ. 서론

 유용미생물의 사용은 폐수처리에 적용이 되었다 그 효용성이 알려지면서 동물공급 사료 등

에 이용이 되었다. 그러다 토양개발 농업에 이용한 뒤 수산업으로 퍼져 나가고 있는 실정이

다. 여러 가지 보고가 있지만 그 중에 양식업에 효과가 있다는 연구 결과가 밝혀지고 있다.

 유용미생물은 1970년대부터 동물사료공급에 사용되어지고 있다. 유용미생물과 사료를 혼

합하여 동물의 성장을 증가시키고 질병에 대한 저항성을 높이는데 목적이 있는데 여러 나라

에서 Lactobacilli 같은 유용미생물을 사용하여 면역 시스템에 자극을 줄 수 있다. 

(Fuller,1992) 이러한 유용 미생물의 이점을 사람, 돼지, 소, 양계의 영양을 위해 적용되었

지만 수산양식에서 유용미생물의 사용이 상대적으로 적었다. 따라서 치어, 가재류, 굴의 성

장과 생존율을 높이기 위한 여러 가지 연구들이 진행되어져 왔고 이를 적용하기 시작했다 

(Ali, 2000).

 유용미생물은 종류에는 다양하게 많지만 그 중에서 본 연구에 사용한 균들은 Bacillus, 

Lactobacillus, Rhodobactor의 3가지 균들이다.

 Bacillus 균의 특징은  다양한 exoenzyme을 분비하며 (Moriarty, D.J.W., 1996) 장에 존

재함으로서 유해균을 차단하여 유용미생물의 선점을 통해 생존율을 증가시킨다. 또한 양식

수와 새우의 소화관에서 colonize를 할 수 있고, Vibrio균 대신 장에 존재함으로서 생존율

을 높인다 (Rengpipat et al, 1998a). 매우 다양한 antibiotic compounds를 자연적으로 생

산한다. 새우의 소화관에서 lipase, protease, amylase의 활성을 증가 시키는 결과를 가져

오며 (Moriarty, D.J.W., 1998) 새우에서 세포성 체액성 면역반응 둘 다 활성을 가져 병원

성에 저항성을 높여 생존율을 높인다 (Rengpipat et al, 2000). 또한 granulocyte의 

phagocytic 활성을 자극시켜 새우에 면역원으로서 활동한다 (tami et al, 1998). Penaeus 

monodon 에서 유용미생물인 Bacillus 균을 통해 성장과 생존율의 향상을 보였다는 연구 

결과가 있으며 (Rengpipat et al, 1998b, Rengpipat et al, 2000) Indian white shrimp에

서 Bacillus 균을 이용하니 소화관 내 Bacillus 균이 존재하여 소화효소 활성을 높이고 생존

율, 성장률의 향상을 나타낸 결과가 있다 (Saeed Ziaei-Nejad et al, 2005).

 Lactobacillus 균의 특징은 젖산균 중에 하나로서 우유 (Daly C, 1983, Stadhouders J,  

1974, Stadhouders J, 1974) 나 다른 발효식품에 초기 배양체로서 오랫동안 사용되어져 

왔다 (Jay J.M., 1992). 이러한 발효의 생산물들은 젖산으로서 안전한 식품보존과 향을 증

진시키는 역할을 한다 (Gilliland, S.E., 1985). 이러한 Lactobacillus균은 돼지의 똥, 장, 위

에 있는 Escherichia coli를 줄여주는 역할을 하며 송아지에서 E.coli 독소를 중화시켜준다 

(Gilliland, S.E. et al, 1980). 또한 Lactobacillus균은 돼지에서 사료 첨가제로서 숙주 대사

를 향상시키고 serum cholesterol과 amine를 줄여주는 역할을 하며 (Gilliland, S.E., 

Nelson, C.R. and Maxwell, C. 1985) 쥐 (Garvie, E.I. et al, 1984), 닭(Barrow, P.A. 

1998, Fuller, R. et al, 1981), 돼지 (Jonsson, E. and Henningsson, S. 1991)에서 소화

력을 향상시키는 hydrolytic enzyme을 생산한다. 이와 같이 수산업에 대한 좋은 사례로서 

Penaeus monodon에서 Lactobacillus 균을 사료에 첨가하여 새우를 관찰하였을 때 성장률

과 생존율이 크게 향상 되었으며, Vibrio harveyi를 challenge test하여 10일간 관찰한 결

과에서는 Lactobacillus 균을 통한 새우의 폐사율은 0%, control구간에서는 74%의 폐사율



- 2 -

을 기록하였다 (Wannipa Phianphak et al, 1999).

 Rhodoabactor sp. 균 즉, 광합성 균이라고 하는 이 균의 특징은 혐기성 조건이나 낮은 산

소농도의 환경에서 성장하며 (D. White, 2000) 혐기성에서 광합성을 하며 oxygen, nitrate, 

trimethylamine N-oxide (TMAO), or dimethylsulfoxide (DMSO)를 사용하여 성장한다. 

(S.J. Ferguson, J.B. Jackson and A.G. McEwan, 1987) 수산양식에서 유기물 오염을 컨

트롤할 수 있는 중요한 역할을 한다. (T.N. Ryan et al, 2004) 특히 대사적으로, 다목적인 

박테리아 중 하나로서 (A. Hiraishi, J.L. Shi and H. Kitamura, 1989) carbon dioxide를 

흡수 하면서 성장하지만, 유기물의 분해에 의해 biomass를 증가시킨다 (G. Najafpour, H. 

Younesi and A.R. Mohamed ,2006). 산소가 존재할 때에는 호흡에 의해 에너지를 만들어

내며, 다양한 carbon-containing compound, sugars, lignin monomers, methanol 같은 물

질들을 분해한다 (N. Ryan, 2004). 광합성 균에 대한 연구 실험에서 Rhodopseudomonas 

palustris 균을 농도별로 흰다리 새우 양식에 접목시켰을 때 균 농도가 증가함에 따라서 P, 

N, COD 농도가 감소하며 제거 비율이 증가하였다 (Wen Luo et al, 2012).

 지난 몇십년 동안 수산양식은 세계에서 가장 빠르게 급증하는 식량 생산의 역할로 해오고 

있으며 특히 새우양식은 매년 16.8%씩 증가하고 있다. 반면 World Band report에 따르면 

새우질병에 따른 새우 손실액이 전 세계적으로 30억 달러에 이르고 있다. 약물에 대해 저항

성을 가지는 박테리아에 의해 항생제의 사용이 부정적인 결과에 이르게 하기 때문에 비병원

성박테리아를 사용한 유용미생물의 사용이 초점을 맞추고 있다 (Vaseeharan B and 

Ramasamy P, 2003). 수산양식은 현재 세계에서 가장 빠르게 증가하는 식량 생산 부분으

로서 더욱 집약화되고 다양화되어지고 있다 (Bondad-Reantaso et al, 2005). 따라서 수산

양식의 생산의 상업화와 집약양식의 증가에 대해 각종 질병과 유행병을 방지하고 종자를 향

상시키며 수질관리 뿐만 아니라 중간육성 및 본양성의 기술 증가, 양식시 적절한 사료 공급

과 먹이공급 메커니즘 개발 등이 필요하다 (Subasinghe, R.P et al, 2003). 그 중에 질병발

생은 수산양식 생산에 경제적으로나 사회적으로 가장 큰 문제점을 일으킨다 (Qi et al, 

2009). 게다가 수산양식시 사료비는 대부분의 양식어종에서 운영비용의 70%까지 든다 

(Muzinic et al,  2004). 따라서 양식된 어종의 급이 효율성을 향상시키고 성장을 증가시키

기 위해서 사료의 질과 급이 방법이 더욱 고려되어질 필요가 있다. 따라서 몇몇 이전 연구

에서 보듯이 어류와 새우의 면역시스템을 증가시키기 위해서 유용 미생물의 공급이 질병 발

생을 줄여줄 수 있다고 보도되고 있다 (Kim, D.H. and B. Austin, 2006), (Mohideen et 

al, 2010), (Wang, Y.B. and Q. Gu, 2010). 또한 사료의 효율성을 높여주고 성장을 증가시

킴으로써 양식 비용의 절감을 가져올 수 있다 (Wang, Y.B. and Z.R. Xu, 2006), 

(Soundarapandian, P., V. Ramanan and G.K. Dinakaran, 2010), (Faramazi, M et al, 

2011), (Mohapatra, S et al, 2012), (Peterson, B.C., N.J. Booth and B.B. Manning, 

2012).  게다가 수계동물의 생리작용을 향상시키기 위해서 유용 미생물은 수질을 향상시키

며 사료의 효율성을 높여 어류 생산 향상에 기여하는 결과를 가져온다는 연구가 있다 

(Boyd, C.E. and A. Gross, 1998), (Verschuere, L et al, 2000), (Ngan, P.T.T. and 

T.Q. Phu, 2011) (Nimrat, S., S. Suksawat, T. Boonthai and V. Vuthiphandchai, 2012).

 그러므로 우리나라 새우인 대하 양식이 줄어들고 있는 상황에서 위에서 설명한 유용미생물

을 이용하여 여러 가지 균주를 조합하여 그 집합체인 bio-floc을 이용한다면 새우의 면역능

을 향상시키고 성장률을 증가시켜 우리나라 양식의 생산성을 발전시켜 양식 산업이 더욱 발

전되는 계기가 되지 않을까 싶어 본 연구를 시작하게 되었다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험새우 및 실험환경

  본 실험에 사용한 실험새우는 인천수산연구소에서 분양 받은 대하, Fenneropenaeus 

chinensis로 1주간 순치시킨 후 전장 1.5cm내외, 평균체중 0.00575g의 치하를 사용하였다. 

선별된 개체는 400×400×600mm의 원형 수조 내 해수 180L를 채워 입식하였고 모래를 

3cm가량 채워 넣었다. 실험을 위한 외부온도는 24.5±0.5℃로 일정하게 유지하였으며, 실험

에 사용된 해수의 수질은 Table. 1과 같다.

  Bio-floc 사용을 위해 Lactobacillus sp., Bacillus sp. (EM, Korea)균 20L, 당밀 20L, 

해수 580L, 담수 380L에 혼합하여 2주간 37℃ 배양된 균과 Rhodobactor sp. ((주)두산에

코비즈넷, Korea)균 500mL, 해수 99.4L, 비타민 100mL를 혼합하여 3일간 배양한 균을 통

하여 만든 bio-floc의 농도가 0, 60, 80, 100, 120, 140 가 되도록 설정하였다. 50ton의 

해수에 1L의 bio-floc의 농도를 100%로 기준으로 잡았다.

Item Value

Temperature (℃) 24.5±0.5

pH 8.0±0.5

Salinity (‰) 30.5±1.0

DO (mg/L) 7.1±0.3

COD (mg/L) 1.13±0.1

SS (mg/L) 1.22±0.5

NO2
--N (㎍/L) 1.3±0.3

NO3
--N (㎍/L) 11.48±1.0

NH4
+-N (㎍/L) 12.5±0.7

PO4
--P (㎍/L) 1.5±0.5

Table 1. The chemical components of seawater and initial experimental 

condition used in the experiments.
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2. 환경 분석

  2-1 수질 분석

  국토해양부에서 정한 해양환경공정시험기준 (2010.12.8 개정)에 따라 수질을 분석하였으

며 각 실험에 따르는 방법들은 다음과 같다.

     2-1-1. 용존 산소 (DO)

  Winkler(1888)가 처음 제정한 방법을 Strickland 와 Parsons(1968)에 수정한 것을 사용

하였으며 염화망간과 알칼리 요오드화나트륨용액을 첨가하여 수산화망간(II)을 침전시켜 용

존산소량에 대응하여 유리되어진 요오드를 티오황산나트륨으로 적정하여 정량한다.

     2-1-2. 화학적 산소 요구량 (COD)

  산화제인 과망간산칼륨을 넣은 후 60분간 가열 반응하여 화학적으로 산화시킬 수 있는 

물질을 산화시키며 티오황산나트륨으로 적정한다. 이때 소비되는 산소량을 측정하는 것으로 

유기물의 양을 간접적으로 측정한다.

     2-1-3. 부유 물질 (SS)

  잘 혼합된 시료를 유리섬유여과지 (GF/F filter paper, 공경 0.7μm)에 여과한 후 

105-110℃에 항량으로 건조하여 여과지의 증가된 무게를 부유물질의 양으로 한다.

     2-1-4. 총 질소 (Total-N)

  아질산성 질소는 술퍼닐아미드와 반응하여 디아조늄 이온을 형성한 후 나프틸에틸렌디아

미드와 반응하여 아조화합물을 생성하게 되는데 이 때 발색된 시료를 분광광도계를 이용하

여 흡광도 543nm에서 측정하였다. 
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  질산성 질소는 해수 중에서 질소계 화합물 중 열역학적으로 비교적으로 안정화 되어있으

므로 구리 촉매로 처리된 카드뮴 환원관을 이용하여 아질산성 질소로 환원시킨 후 아질산성 

질소의 측정원리에 측정한다.

     2-1-5. 암모니아성 질소 (NH4
+-N)

  해수중의 암모니아는 염기성 차아염소산용액과 산화 반응하여 모노크롤아민을 생성하며 

이를 페놀과 촉매인 니트로프러시드, 차아염소산에 의해 인도페놀을 형성시켜 발색된 시료

를 분광광도계를 이용하여 흡광도 640nm에서 측정하였다. 

     2-1-6. 인산 인 (PO4
--P)

  인산 인은 산성 조건에서 인산몰리브덴산암모늄과 주석산안티몬칼륨과 반응하여 인산몰디

브덴산 착화합물을 형성하는데 이는 아스코르브산에 의해 환원되어 푸른색의 용액을 생성하

게 된다. 이렇게 발색된 시료를 분광광도계를 이용하여 흡광도 885nm에서 측정하였다.
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  2-2 미생물 조성

  Bio-floc의 농도가 100, 150 구간에 5일, 10일 후의 미생물 조성에 따라 각각의 수조에

서 물을 채수하여 10배씩 희석하여 각 단계별로 1ml 씩  아래의 미생물 종류에 따라 배지

에 분주하여 35℃, 48h 후 집락의 수를 조사하였다.

     2-2-1. Total bacterial count (TBC)

  Total bacterial count는  1% NaCl, Nutrient Agar (NA) 23g을 1L 3차 증류수에 넣어 

녹인 후 121℃ 15분 Autoclave에 고압 멸균 시킨다. 그 후 petridish에 부운 후 각 농도별

의 시료를 단계 희석하여 집락의 수를 확인한다. 

     2-2-2. Lactobacillus sp. 

  Lactobacillus sp. 균은 MRS Broth 55g, 1.7% Agar, 1% NaCl을 1L 3차 증류수에 넣

어 녹인 후 121℃ 15분 Autoclave에 고압 멸균 시킨다. 그 후 petridish에 부운 후 각 농

도별의 시료를 단계 희석하여 집락의 수를 확인한다. API(E & 50CHB & CHL) 등의 생화학

적 test를 통하여 세균을 확인하였다.

     2-2-3. Bacillus sp. 

  Bacillus sp. 균은 Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) Agar 46g, 1% NaCl을 1L 3

차 증류수에 넣어 녹인 후 121℃ 15분 Autoclave에 고압 멸균 시킨다. 45-50℃정도 식힌 

후 12.5ml Egg Yolk Enrichment 50%와 4.1ml Polymyxin을 넣어준 후 잘 섞어준다. 그 

뒤 petridish에 부운 후 각 농도별의 시료를 단계 희석하여 집락의 수를 확인한다. API(E &

50CHB & CHL) 등의 생화학적 test를 통하여 세균을 확인하였다.

     2-2-4. Rhodobactor sp.

   Rhodobactor sp. 균은 Malate basal broth에 1.7% Agar, 1% NaCl을 1L 3차 증류수
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에 넣어 녹인 후 121℃ 15분 Autoclave에 고압 멸균 시킨다. 그 후 petridish에 부운 후 

각 농도별의 시료를 단계 희석하여 집락의 수를 확인한다.

3. 생산성 분석 

  3-1 성장  

  실험에 사용한 새우는 실험에 들어가기 전 전장과 체중을 측정하였으며,  bio-floc을 투

입 후 45일, 90일 후에 전장과 체중을 측정하였다. 일일전장성장량, 일일체중성장량은 다음

과 같이 측정하였다.

일일성장량 (Daily growth gain) = (Wf - Wi)/day

Wf = Final length or weight

Wi = Initial length or weight
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  3-2 면역

  새우의 간췌장의 면역 유전자 발현을 측정하기 위해 Trisol로 teflon-glass homogenizer 

(099CK4424, Glass-Col, Germany)를 이용하여 조직을 균질화하였다. 그 뒤 Chloroform

을 첨가하여 vortexing 시킨 후 이것을 4℃, 12000g로 15분간 원심 분리하여 상등액을 분

리하였다. 상층액과 동량의 Isopropanol을 넣고  4℃, 12000g로 15분간 원심 분리하여 펠

렛을 만든다. 80% ethyl achol로 첨가 후 4℃, 12000g로 15분간 원심분리하여 세척한다. 

  NFW를 이용하여 RNA를 희석 후 1㎍/㎕ 정량하여 cDNA 합성 키트 (Promega, MADI, 

USA)를 이용하여 cDNA로 합성시킨다. 

  합성된 cDNA를 아래 Table 2 에 따른 primer를 사용하였으며 House keeping gene으

로서는 β-actin을 사용하였다. primer의 제작은 primer3 프로그램을 이용하여 제작 후 

bioneer에서 primer를 공급받았다.

  TOPreal qPCR 2X Premix (SYBR Green, Enzynomics, Korea)로 real-time PCR 

(Roche)을 이용하여 Relative mRNA expression을 확인하였다. PCR의 조건은 Table 3과 

같다.

Primer

β-actin Sequence (5´ to 3´)

Forward CGA GGT ATC CTC ACC CTG A

Reverse CGG AGC TCG TTG TAG AAG G

Table 2. Sequence of β-actin primer used in this study.

Temperature (℃) Time cycle

Pre-incubation 95 10 min 1

Denaturation 95 10 sec

45Annealing 60 15 sec

Extension 72 25 sec

Melting curve 95, 60, 72 10, 15, 25 sec 1

Table 3. Experiment condition of Real time PCR
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     3-2-1. proPhenoloxiase (proPO)

Primer

proPhenoloxiase 

(proPO)
Sequence (5´ to 3´)

Forward GAT ATC CTC GGC GAT GTG T

Reverse AGG GTC ATG CGA GAA AGC T

Table 4. Sequence of proPhenoloxiase (proPO) primer used in this study.

     3-2-2. Lysozyme (LYS)

Primer

Lysozyme (LYS) Sequence (5´ to 3´)

Forward GTA ACA AAC GCG ACC TCG A

Reverse CCG TGC CAG GCT GTA TAT C

Table 5. Sequence of Lysozyme (LYS) primer used in this study.

     3-2-3. Serine Proteinase (SP)

Primer

Serine Proteinase 

(SP)
Sequence (5´ to 3´)

Forward TAT GTG GCG GAT CCC TTA T

Reverse GGT GAT AGT CCC CAA GAC G

Table 6. Sequence of Serine Proteinase (SP) primer used in this study.
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  3-3 생화학분석

 

  새우의 간췌장의 효소 활성을 측정하기 위해 조직을 washing buffer (0.1M KCl, pH 

7.4)로 세척 후, homogenizing buffer (0.1M PBS, pH 7.4)로 teflon-glass homogenizer 

(099CK4424, Glass-Col, Germany)를 이용하여 균질화하였다. 이것을 4℃, 10000g로 30

분간 원심분리하여 상등액을 실험에 사용하였다. 

 SOD 활성을 측정하기 위해 1X Lysis Buffer (10mM Tris, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1 

mM EDTA)를 사용하여 조직을 균질화한 후 이것을 4℃, 12000g로 10분간 원심분리하여 

상등액을 실험에 사용하였다 모든 상층액은 실험 전까지 -75℃ (MDF-U53V, SANYO 

Electric Co. Ltd., Japan)에 보관하였다.

  조직의 단백질 함량은 Bradford (1976) 방법을 이용한 kit (Biorad. Co., Ltd.)를 이용하

여 정량하였다.

    3-3-1. Superoxide dismutase (SOD)

 

    SOD activity는 chromagen reduction의 inhibitor rate로 측정하는 SOD Assay Kit  

(Cell biolabs Inc)를 이용하였다. 각 상등액은 5의 배수씩 0.1mM PBS로 희석 후 분광광

도계를 이용하여 흡광도 490nm에서 측정하였다. 측정값으로 inhibitor rate를 구하여 

unit/mg protein으로 표시하였다.

* SOD activity (inhibition %) = (ODblank-ODsample) / (ODblank) x 100

     3-3-2. Catalase

  Catalase activity는 과산화수소의 분해의 비율에 따른 catalase의 농도에 대하여 남아있

는 과산화수소에 반응하는 양을 측정하는 Catalase Assay Kit (Cell biolabs Inc)를 이용하

였다. 2가지 Reaction 반응을 통하여 분광광도계를 이용하여 흡광도 520nm에서 측정하였

다. Catalase activity assay standard curve를 이용하여 OD값에 대한 Catalase activity를 

측정하였고 unit/mg protein으로 표시하였다.
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     3-3-3. Glutathione (GSH)

  Reduced glutathione 함량은 Beutler 등 (1963)의 방법을 이용하였다. 상등액에 

precipitation solution (metaphosphoric acid, Na2EDTA, NaCl)을 첨가하여 혼합 후  

4500g에 10분간 원심분리 하였다. 그 상등액에 0.3M Na2HPO4을 넣고, 0.5mM DTNB로 

발색시켜 분광광도계로 412nm에서 흡광도를 측정하였다. GSH 함량은 reduced 

glutathione standard curve를 이용하여 측정하였고, nmol GSH/mg protein으로 표시하였

다. 

4. 유의성 검정

  실험 분석 결과에 대한 통계학적 유의성은 SPSS 통계 프로그램 (SPSS Inc.)을 이용하여 

ANOVA test를 실시하여 Duncan's multiple range test를 통해 P＜0.05 일 때 유의성이 

있는 것으로 간주하였다.
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Ⅲ. 결과

1. 환경 분석

  1-1 수질분석

    

  사육수의 수질의 변화를 45일, 90일 후에 측정하였는데, 그 결과를 figure 1 ~ 6에 나타

내었다. Total-N, NH4
+-N 및 PO4

--P의 양은 시간이 흐를수록 대조구와 비교하여 감소되

는 경향을 나타내었다. 하지만 bio-floc의 농도에 따른 수질 변화는 보이지 않았다.
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Figure 1. Changes DO in breeding water exposed to bio-floc concentration for 90 

days.
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Figure 2. Changes COD in breeding water exposed to bio-floc concentration for 90 

days.
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Figure 3. Changes SS in breeding water exposed to bio-floc concentration for 90 

days.
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Figure 4. Changes Total-N in breeding water exposed to bio-floc concentration for 

90 days.
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Figure 5. Changes NH4
+-N in breeding water exposed to bio-floc concentration for 

90 days.
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Figure 6. Changes PO4
--P in breeding water exposed to bio-floc concentration for 

90 days.
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1-2 미생물 조성

  해수에 100, 150 농도별로 bio-floc의 미생물 조성 변화를 0, 5일 및 10일 후에 각각 측

정하였을 때 그 결과를 Fig. 7 ~ 10에 나타내었다. 시간이 지날수록 각각의 균에 대한 농

도가 감소하였으며, bio-floc의 농도가 높을수록 균의 농도가 작은 폭으로 감소하였다.
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Figure 7. Changes of Bacillus sp. microorganisms in sea water exposed to bio-floc 

100, 150 concentration for 10 days.
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Figure 8. Changes of Lactobacillus sp. microorganisms in sea water exposed to 

bio-floc 100, 150 concentration for 10 days.
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Figure 9. Changes of Rhodobactor sp. microorganisms in sea water exposed to 

bio-floc 100, 150 concentration for 10 days. 
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Figure 10. Changes of Total bacteria microorganisms in sea water exposed to 

bio-floc 100, 150 concentration for 10 days.
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2. 생산성 분석

  2-1 성장률

    2-1-1 일일 체중 성장

  대하의 체중 변화를 45일, 90일 후에 각각 측정한 결과를 Fig. 11에 나타내었다. 45일 

후 bio-floc의 농도가 100, 120 및 140일 때 유의한 체중 증가를 보였으며 120 농도구간

에서 가장 높은 성장률을 보였다. 90일 후의 전장의 변화 역시 bio-floc의 농도가 120, 

140일 때 유의한 증가를 보였으며 120 농도구간에서 가장 높은 성장을 보였다.
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Figure 11.  Daily weight gain of shrimp after 45days and 90days, Fenneropenaeus 

chinensis exposed to the different concentration of bio-floc. Concentration ratio 100 

is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar denotes a standard error. Values 

with different superscript are significantly different (P＜0.05) as determined by 

Duncan's multiple range test.
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    2-1-2 일일 전장 성장

  대하의 전장의 변화를 45일, 90일 후에 각각 쟀을 때 그 결과를 Fig. 12에 나타내었다. 

45일 후의 전장의 변화는 bio-floc의 농도가 100, 120 및 140일 때 유의한 증가를 보였으

며 120 농도구간에서 가장 큰 성장률을 보였다. 90일 후의 전장의 변화 역시 bio-floc의 

농도가 100, 120 및 140일 때 유의한 증가를 보였으며 120 농도구간에서 가장 큰 성장률

을 보였다.
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Figure 12. Daily length gain of shrimp after 45days and 90days, Fenneropenaeus 

chinensis exposed to the different concentration of bio-floc. Concentration ratio 100 

is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar denotes a standard error. Values 

with different superscript are significantly different (P＜0.05) as determined by 

Duncan's multiple range test.
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  2-2 면역

    2-2-1 proPhenoloxidase (proPO) gene expression

  

  Bio-floc균에 노출된 대하의 간췌장 내 proPO의 면역 유전자 발현 결과를 Fig. 13에 나

타내었다. proPO의 발현은 대조구와 비교하여 다른 구간에서는 유의한 차이가 없었으나 

60, 120, 140 구간에서는 유의적으로 증가하는 경향을 나타내었다.
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Figure 13.  Changes of proPhenoloxidase (proPO) gene expression in 

hepatopancreas of shrimp, Fenneropenaeus chinensis exposed to the different 

concentration of bio-floc. Concentration ratio 100 is 1liter bio-floc per seawater 

50ton. Vertical bar denotes a standard error. Values with different superscript are 

significantly different (P＜0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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    2-2-2 Lysozyme (LYS) gene expression

  Bio-floc에 노출된 대하의 간췌장 내 LYS의 면역 유전자 발현 결과를 Fig. 14에 나타내

었다. LYS 활성은 대조구와 비교하여 bio-floc이 증가함에 따라 유의한 증가를 나타냈고, 

bio-floc의 농도가  높아질수록 LYS의 발현이 높아지는 경향을 나타내었으며 120, 140 구

간에서 유의한 증가를 보였다.
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Figure 14.  Changes of Lysozyme (LYS) gene expression in hepatopancreas of 

shrimp, Fenneropenaeus chinensis exposed to the different concentration of 

bio-floc. Concentration ratio 100 is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar 

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly different 

(P＜0.05) as determined by Duncan's multiple range
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    2-2-3 Serine Proteinase (SP) gene expression

  Bio-floc에 노출된 대하의 간췌장 내 SP의 면역 유전자 발현 결과를 Fig. 15에 나타내었

다. SP는 대조구와 비교하여 bio-floc이 증가함에 따라 유의한 차이를 나타나지 않았고, 가

장 높은 구간인 140의 bio-floc의 농도에서 SP의 활성이 높아지는 경향을 나타내었다.
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Figure 15.  Changes of Serine Proteinase (SP) gene expression in hepatopancreas 

of shrimp, Fenneropenaeus chinensis exposed to the different concentration of 

bio-floc. Concentration ratio 100 is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar 

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly different 

(P＜0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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  2-3 생화학 분석

    2-3-1 Superoxide dismutase (SOD)

  

  Bio-floc에 노출된 대하의 간췌장 내 SOD 활성 결과를 Fig. 16에 나타내었다. SOD 활성

은 대조구와 비교하여 bio-floc이 증가함에 따라 농도가 80에서부터 유의한 활성 감소를 

나타냈고, bio-floc의 농도가 높은 구간인 120, 140 에서 가장 낮은 활성을 나타내었다.
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Figure 16.  Changes of Superoxide dismutase (SOD) activity in hepatopancreas of 

shrimp, Fenneropenaeus chinensis exposed to the different concentration of 

bio-floc.  Concentration ratio 100 is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar 

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly different 

(P＜0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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    2-3-2 Catalase activity

  Bio-floc에 노출된 대하의 간췌장 내 catalase 활성 결과를 Fig. 17에 나타내었다. 

Catalase 활성은 대조구와 비교하여 bio-floc의 농도가 120, 140에서 유의한 감소를 나타

냈고 120에서 가장 낮은 활성을 보였다.
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Figure 17.  Changes of Catalase activity in hepatopancreas of shrimp, 

Fenneropenaeus chinensis exposed to the different concentration of bio-floc. 

Concentration ratio 100 is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar denotes a 

standard error. Values with different superscript are significantly different (P＜0.05) 

as determined by Duncan's multiple range test.
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    2-3-3 Glutathione (GSH) level

  Bio-floc에 노출된 대하의 간췌장 내 reduced glutathione 함량 결과를 Fig. 18에 나타

내었다. GSH 함량은 대조구와 비교하여 유의한 감소를 나타냈지만, bio-floc의 농도별로 

보았을 때는 유의한 차이를 보이지 않았다.
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Figure 18.  Changes of GSH level in hepatopancreas of shrimp, Fenneropenaeus 

chinensis exposed to the different concentration of bio-floc. Concentration ratio 100 

is 1liter bio-floc per seawater 50ton. Vertical bar denotes a standard error. Values 

with different superscript are significantly different (P＜0.05) as determined by 

Duncan's multiple range test.
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Ⅳ. 고찰

 수산양식에서 특히 새우양식을 함에 있어서 많은 양의 질소성 물질 즉, 아질산성 질소, 질

산성 질소, 암모니아성 질소들과 인 물질들이 발생하는데 이런 현상들에 의해 조류가 증폭

되고 과부화 현상에 의해 환경적인 문제점이 많이 발생하고 있다 (C. Liu et al. 2007). 

따라서 이러한 문제점을 해결하기 위해 사용한 방법 중에 물리, 화학, 생물학적 방법 중에

서 친환경적으로 안정성을 가지는 미생물을 이용하여 분해하는 방법을 택하였다 (L.E et 

al. 2010). 그 중에 광합성균은 혐기성 광영향 생물로서 빈산소나 혐기성 조건에서 유기물

을 분해하는 역할을 한다 (D. White 2000). 따라서 유기물의 오염이나 양식장 환경수에 대

하여 영양염을 분해함으로서 수질을 개선하는 역할을 한다 (A. Hiraishi et al. 1989). 한 

연구에서는 광합성균을 이용하여 새우 수조별로 수질 측정을 하였을 때 광합성균의 농도가 

증가함에 따라 인, 아질산, 질산, 암모니아 값이 유의적으로 감소하는 것을 발견하였다. 이

때 광합성균의 농도는 4 × 106 CFU/ml 일 때 가장 좋은 효과를 내는 것으로 확인되었다  

(Wen Luo . 2012). 위의 논문처럼 본 연구에서도 bio-floc을 사용하였을 때 106균 이상의 

광합성균에 의해서 아질산, 질산, 암모니아의 농도가 bio-floc을 처리하지 않은 구간에 비해 

줄어든 것을 확인할 수 있었다. 따라서 이 bio-floc에 의해 수질이 정화되면서 새우를 키우

는데 긍정적인 영향을 끼치는 것으로 생각되어진다.

 본 연구에서 0일, 5일, 10일간 각각의 미생물의 농도 변화 추이를 지켜봤는데 5일 이후의 

미생물의 농도가 급격이 떨어지는 것을 확인할 수 있었다. Bacillus 균의 농도는 4.8 × 108 

cfu/ml이 시간이 흐를수록 5일,10일 뒤에는 각각 5 × 106, 1.1 × 105, Lactobacillus 균도 

역시 각각 4.05 × 107, 4 × 106, 8 × 104 , Rhodobactor 균도 각각 1 × 109, 9 × 106, 

1 × 105 으로 점점 미생물 양이 줄어드는 경향을 보인다. TBC 농도 역시 각각 4.7 × 

109, 3 × 107, 5 × 105 로 줄어든다. 한 연구에서는 Bacillus coagulans, 

Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus acidophilus 균을 잉어에 사료에 섞어서 준 

결과 106 cfu/g 이상의 균의 농도에서 성장률에 대해서 유의한 증가폭을 나타낸 연구가 있

다. (Yang. 2011) 미생물 균종마다 적용되는 균의 농도가 다르지만 본 연구에 실험한 균들

은 10
6 cfu/ml에 효과가 있는 것으로 판단된다. 미생물 균종마다 적용되는 균의 농도가 다

르지만 본 연구에 실험한 균들은 10
6 cfu/ml에 효과가 있는 것으로 판단된다. 따라서 앞선 

연구들처럼 Bacillus, Lactobacillus, Rhodobactor 균이 106 이상일 때 효과가 있다는 참고

하여 본 연구에서는 5일마다 bio-floc을 조합하여 농도를 맞추었다. 새우 중에 특히 대하는 

공식을 가지고 있는데 수색이 너무 맑으면 이러한 증상이 더 높아져 생존율이 낮아진다. 수

색이 맑다는 것은 미생물의 존재여부, 유기물의 양, SS 등에 의해 나타나는데 본 연구에서

는 미생물의 양에 따라 수색을 결정된다고 생각하고 이 부분에 초점을 맞추었다. 따라서 

106 cfu/ml 이상의 미생물 균주를 넣어주면 미생물의 작용에 의해 수질의 변화를 가지며 5

일 이상 지났을 시 106 이하로 균이 떨어지므로 5일마다 주기로 bio-floc을 주입해 주면 더 

좋은 결과를 나타낼 것으로 생각되어진다. 

 유용미생물 각각을 사용하여 성장과 생존율을 비교한 연구들은 많이 볼 수가 있다. 일반적

으로 유용미생물을 사용하였을 때 특히, Lactobacillus sp., Rhodopseudomonas sp., 

Bacillus sp.균을 사용했을 때 성장률과 생존율이 control과 비교하여 다른 연구가 많았다. 

Rengpipat et al., 1998a,b. 연구에서는 Bacillus 균을  P. monodon에 처리한 것도 안한 
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것에 대하여 초기에 성장과 생존율의 차이를 발견하였다. 또한 이전 연구에서는 동물들에 

유용미생물을 주입시켰을 때 control 에 비해서 생존율이 더 높게 나타나는 연구 결과들이 

있다 (Nikoskelainenet al. 2001; Chang and Liu 2002; Newaj-Fyzul et al. 2007). 하지

만 YANBO WANG and QING GU, 2010 연구에서는 P. monodon에 대하여 생존율에 대

해서는 유의한 변화를 발견하지 못한 연구도 있었다. 그 이유는 양식 시스템에서 인산인 농

도를 높게 유지한 것이 부정적인 영향을 끼쳤다고 생각하고 있다. 반면에 Bacillus 

coagulans를 처리한 새우에서는 일일 체중 증가량에 대하여 유의한 변화가 관찰되었다.  

또한 다른 유용미생물인 Enterococcus faecium을 사용하였을 때 틸라피아에서 일일 체중 

증가량과 최종 체중이 증가된 결과를 보인 연구결과도 있다. 이 미생물 역시 장내세균의 일

종으로서 소화관내에서 여러 작용한 것으로 보인다 (Wang et al. 2008). P. monodon의 

larvae기 성장을 촉진시키는 토양 미생물을 사용했을 때에도 비슷한 결과를 발견할 수 있었

다 (Maeda & Liao . 1992). 다른 연구결과에서는 Bacillus 균이 외분비 효소를 분비함으로

서 (Moriary 1996, 1998) 소화관 내에서 소화효소를 활성화 하여 사료효율이 증가하며 성

장률과 생존율이 증가한다는 보고도 있다 (Saeed Ziaei-Nejad et al. 2006). 하지만 흰다

리 새우에서 상용화된 Bacillus 균을 이용하여 성장률과 생존율의 차이가 없다는 반대의 연

구 결과도 보고되었다 (Shariff et al. 2001, McIntoch et al. 2000). Lactobacillus sp.를 

사용하여 P. monodon에 사료와 섞어서 실험했을 때 V. harvei에 대해 challenge test를 

했을 때 생존율과 생존율에 대해 유의한 증가를 보였다는 연구가 있다 (Wannipa 

Phianphak et al. 1999). 본 연구에서는 일일 체중 증가율이 bio-floc을 이용하지 않은 

control 구간보다 100 % 이상의 농도에 대하여 유의한 증가를 나타내었다. 또한 유의한 결

과를 나타내지는 않았지만 다른 구간에서도 bio-floc을 사용한 구간에서 평균적으로 큰 체

중 증가량을 보였다. 그리고 일일 체장 증가율에 대해서도 역시 control 구간보다 bio-floc

을 사용한 구간에서 대체적으로 증가된 향상을 보였으며 100 %이상의 농도에서 유의한 증

가를 나타내었다. 앞에서 언급한 다른 연구결과에서 역시 유용 미생물이나 다른 어종 및 동

물을 통해서도 성장과 생존율에 대하여 유의한 결과를 나타내는 경우가 많았다. 여러 조합

을 통해 만들어진 bio-floc 역시도 각각의 균의 특성에 맞게 장내 세균으로서 본 연구에서 

실험한 대하에서도 역시 성장을 향상 시키는 결과를 가져왔다.

 어린새우로부터 hemocyte를 채취하여 면역반응을 분석하는 것이 불가능하다. 따라서 면역

관련 유전자인 proPO, LYS, SP의 발현을 SYBR green real-time PCR을 통해 분석하는 

방법을 택하였다. 새우는 무척추동물로서 비특이적인 면역반응을 가지고 있다 (Sakai 1999, 

Bache`re 200). 따라서 백신이나 면역증강제 같은 경우에서는 특이 병원체에 대하여 짧은 

기간에만 효과가 있다 (Sung et al. 1996). 이와 대조적으로 효과적인 유용미생물 처리를 

통하여 새우의 장에서 우점을 선점하고 혈청학적 면역력과 경쟁적 배제를 증가시키는 결과

를 가져와서 비특이적 질병 보호 대하여 더 크게 작용을 한다. 특히 Bacillus sp.의 사용은 

tiger shrimp에서 세포성과 체액성 면역 방어 활성을 통해 질병을 예방하는 결과를 가져온

다 (Rengpipat S et al. 2000). 또 다른 연구에서는 Indian white shrimp 인 

Fenneropenaeus indicus의 새우에 Bacillus 균을 사용하여 소화관 내의 분포를 보았는데 

초기 새우의 소화관에서 Bacillus 균의 수가 증가되어 있는 것으로 보였다 (Saeed 

Ziaei-Nejad et al. 2006). 또한 Bacillus 균은 다른 균에 비해 영양적으로나 공간적으로 

앞지를 수 있는 균이며, antibiotics를 생산을 통해 다른 균을 배척할 수 있다 (Moriarty, 

1998, Verschuere et al., 2000). 하지만 nauplius기에서 post-larvae기 이전까지는 효과
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가 있었지만 양식장 환경상태에서는 Bacillus 균의 colonization된 비율이 매우 낮아서 그 

효과가 불분명하다는 연구 결과도 있다 (Saeed Ziaei-Nejad et al. 2006). 매우 다양한 

antibiotic 물질이 자연적으로 Bacillus 균에 의해 생성되어지며 Bacillus 균이 노출이 안되

었을 때는 다른 균이 저항 유전자를 가지기 힘들 것으로 보인다 (Moriarty, 1998). 또한 

Bacillus 균은 세포성, 체액성 면역반응을 활성화 시켜 병원체에 대하여 저항성을 증가시켜 

새우의 생존율을 향상시키는 연구결과도 있다 (Rengpipat et al., 2000). 갑각류에서 proPO 

system은 방어 반응에 가장 중요한 역할을 한다. serine proteinase에 의해서 proPO가 

PO로 전환되는데 (Söderhäll K and Cerenius L. 1998), serine proteinase가 PO의 활성

과 반응에 연관된 중요한 효소이다 (Perazzolo LM and Barracco MA. 1997). Bacillus 

coagulans, Lactobacillus acidophilus, Rhodopseudomonas palustris 균을 사용하였을 때 

유용미생물을 사용하지 않은 구간에 비해서 각각 phenoloxidase 의 활성이 나타났다 

(YANBO WANG and QING GU, 2010). 다른 연구에서는 흰대리 새우의 larvae 시기에 

Bacillus subtilis를 사용하였을 때 균을 사용하지 않은 구간에 비하여 proPO gene 

expresstion이 높아지는 경향을 보였다 (Kuan-Fu Liu et al. 2010).  유용 미생물을 사용

하여 처리한 실험에서 새우 면역반응이 증가한 결과가 더 많은 연구들이 있다 (Chiu CH et 

at. 2007, Tseng DY et al. 2009, Rengpipat S et al. 2000).  Chiu CH et at 연구에서는  

L.. vannamei에서 L. plantarum 균을 사용하여 경구 투여를 통해 V. alginolyticus를 주입

시켰을 때 질병에 대한 저항성과 면역반응이 증가되는 결과를 보였다. 그리고 Rengpipat et 

al. 실험에서는 Bacillus 균을 주입한 후 P.monodon의 PO 활성과 phagocytic activity가 

증가되었다는 연구결과를 보였다. 새우에서 더 큰 phagocytic activity를 위한 granulocyte

에 작용에 의해 면역 기능을 유발하는 것이 Bacillus 균의 표면에 있는 peptidoglycan과 관

련되어 있다고 생각한다 (Itami T et al. 1998). 또 다른 연구에서는  사료에  B. subtilis 

균을 첨가하여 L. vannamei juvenile에 줬을 때 V. alginolyticus의 병원성 미생물에 대해 

질병 저항성을 가졌으며, PO activty와 phagocytic activity, clearance efficiency 의 면역 

반응이 증가했지만, total hemocyte count, superoxide anion, superoxide dismutase, 

glutathione peroxidase에 대한 유의성은 발견되지 않은 연구 결과도 있다 (Tseng DY et 

al. 2009). 하지만 B. substilis를 첨가한 사료를 첨가한 새우에서 PO activity와 proPO 

gene expression의 증가는 보였으나 Serine proteinase expresstion은 유의성이 없었다 

(Tseng DY et al. 2009). 또 다른 연구에서는 흰대리 새우의 larvae 시기에 Bacillus 

subtilis를 사용하였을 때 균을 사용하지 않은 구간에 비하여 serine proteinase gene 

expresstion이 유의한 차이가 없는 것을 보였다 (Kuan-Fu Liu et al. 2010). antibacterial 

protein 인 Lysozyme은 무척추 동물의 선천적 면역 시스템에서 중요한 성분으로 보고 되

어있으며, 용균성 영향을 기본으로 하는 단백질이다 (Jolles P and Jolles.  1984). 또한, 

유용미생물을 처리한 L. vannamei postlarvae기에서 Lysozme의 발현이 증가되었는데 

antibacterial activity의 증진으로 인한 것으로 간주되어진다 (Taoka et al. 2009). 흰대리 

새우의 larvae 시기에 Bacillus subtilis를 사용하였을 때 균을 사용하지 않은 구간에 비하

여 Lysozyme gene expresstion이 높아지는 경향을 보였다 (Kuan-Fu Liu et al. 2010). 

또한 틸라피아에서 Lactobacillus 균과 Bacillus 균을 사용하여 Lysozyme의 활성을 비교해

보았는데 control 구간에 비해 각각의 균에 대해서 Lysozyme의 활성이 증가한 경향을 보

였으며 이 두가지 균을 조합하였을 때가 control 구간뿐만 아니라 각각의 균을 처리했을 때

보다 더 높은 Lysozyme의 활성을 보였다 (Salah et al. 2008).
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 위의 연구 결과에서 보듯이  본 연구에서도 proPO, LYS의 활성을 보인 것도 bio-floc 내

의 Bacillus 균과 Lactobacillus 균의 작용으로 인해 새우 내 간췌장의 활성이 높아지고 우

점을 통하여 비특이적 면역능이 향상되었고, 유용 미생물균들 즉, 여러 종의 균을 합쳐서 

만든 bio-floc에 의해 Serine proteinase는 효소역할로서만 수행만 할뿐 유의한 차이를 보

이지는 않았지만 proPO gene expresstion을 증가가 나타났으며 면역 유전자에 긍정적인 

영향을 끼친 것으로 생각되어진다.

 Superoxide dismutase (SOD)는 세포의 항산화 방어 메카니즘에 중요한 역할을 한다. 

SOD 활성의 조절은 생물학적 시스템 내 산화 스트레스에 대한 초기 지표로, 항산화 효소 

중 oxyradical 형성을 억제하여 산소 독성에 대한 첫 방어선으로 고려된다 (Firat et al., 

2009; Li et al., 2010). 본 연구에서는 대하의 간췌장 내의 SOD 활성을 측정하였다. 그 결

과 전체적으로 control에 비해서 bio-floc을 넣어준 곳에서 80, 100, 120, 140 농도에서 

유의한 활성 감소를 나타냈다. 일반적으로 SOD는 중금속이나 독성물질에 노출 시 활성이 

증가하는 경향을 보인다. 세포 내 유해성 물질은 단백질, 핵산, 지질의 손상에 의해 결국 세

포 사멸을 야기하는 활성산소종 (ROS)을 발생시킨다. ROS의 해로운 효과는 reduced 

glutathione 같은 비효소적 항산화물질 (Zirong and Shijun, 2007)과 superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) 같은 항산화 효소 (Oruç 

and Üner, 2000)의 항산화 활동에 의해 조절된다. 위에서 언급했듯이 세포 내에선 산화 스

트레스에 대해 항산화 활동을 한다. 주요 항산화 효소로 superoxide dismutase (SOD)는 

superoxide anion을 hydrogen peroxide (H2O2)로 변환시키며, catalase (CAT)는 H2O2를 

물과 산소 분자로 분해시킨다. 또한 glutathione peroxidase (GPx)는 H2O2와 lipid 

hydroperoxide 모두 환원시킨다 (Nordberg and Arnér, 2001; Almeida et al., 2007). 

Glutathione S-transferase (GST)는 무독화 효소로 모든 호기성 생물에 존재하며, 내인성

과 외인성 기질을 tripeptide GSH 황 원자의 친핵성 공격을 촉매한다. 그럼으로써 기질을 

reduced glutathione에 결합시키거나 glutathione disulfide 생성으로 환원 또는 이성체로 

변환시킨다 (Vuilleumier, 1997 ;Kim et al., 2001; Vuilleumier and Pagni, 2002). 또한 

지질과 핵산의 hydroperoxide와 다른 지질 과산화 생성을 제거하는 기능도 있다고 알려져 

있다 (Hayes et al., 1995). 세포의 주요 non-protein인 glutathione은 xenobiotics, 

oxyradicals, metal cations의 독성에 대한 세포 방어에 관여한다 (Meister and Anderson, 

1983; Segner and Braunbeck, 1998). 한 연구에서는 Bacillus coagulans, Lactobacillus 

acidophilus, Rhodopseudomonas palustris 균을 사용하였을 때 유용미생물을 사용하지 않

은 구간에 비해서 각각 SOD 의 활성이 증가하는 경향을 나타내었고 (YANBO WANG and 

QING GU, 2010), 이와 비슷하게 흰다리 새우에서 bacillus 균을 사용했을 때 비슷한 결과

를 나타낸 연구도 있었다. (Gullian et al. 2004) 하지만 본 연구에서는 SOD의 양이 

control에 비해 bio-floc을 처리한 구간에서 유의적으로 감소된 현상이 발생했는데 이는 활

성산소 즉, ROS의 발생이 control 구간에 비해 낮아진 것으로 생각되어지며, 이에 따라 발

생되는 H2O2의 양이 줄어들면서 catalase의 양도 줄어든 것으로 보인다. 또한 비슷한 작용

을 하는 GPx도 역시 줄어들면서 아애 작용하는 GSH의 양이 감소가 발생했다고 추측되어 
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진다. 이는 control 구간이 bio-floc을 처리한 구간보다 수질 오염이 심해지면서 스트레스나 

유기물에 의한 산화작용에 의한 것으로 생각되어진다.
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Ⅴ. 요약

 유용미생물은 예전부터 사용되어왔고 그 효용범위가 넓다. 특히 수산양식에서의 적용을 통

해 생산성 향상을 향상시켜 양식 발전을 위한 연구가 진행되고 있다. 그 중에 본 연구에서

는 Bacillus sp., Lactobacillus sp., Rhodobactor sp. 세 가지 균을 조합하여 만든 

bio-floc을 50,000:1의 비율로 희석하여 이를 100 %로 하였고, 이때 총 세균 수는 109 

CFU/ml이었다. 실험에 사용한 bio-floc 농도는 각각 0, 60, 80, 100, 120 및 140 % 6구

간을 설정하였다. 각각의 bio-floc 농도에서 3개의 균의 조성변화를 확인한 결과, 시간이 

지날수록 균의 농도가 감소하는 경향이 나타났고, bio-floc의 효율성은 5일차에 106 

CFU/ml의 농도가 유지되므로 5일마다 bio-floc을 첨가하였다. Bio-floc 첨가에 따른 사육

환경 및 생산성 (성장, 면역, 산화효소) 분석은 45 및 90일째 실시하였다.   

 대하 사육수 중의 영양염류와 암모니아 농도를 측정한 결과, bio-floc을 처리한 구간이 대

조구 보다 낮게 나타난 것으로 보아 bio-floc 처리가 수질을 개선한 것으로 보인다. 대하의 

체장 및 체중 성장은 bio-floc의 농도 100, 120, 140 %에서 대조구에 비해 유의적으로 증

가하였으며 (P<0.05), 특히 120 %에서 가장 높은 성장을 나타냈다. 또한 면역관련 유전자 

proPO와 LYS의 발현은 bio-floc 농도 120 % 이상에서 유의한 증가를 보였고, SP는 140 

%에서 유의한 증가를 보였다 (P<0.05). SOD 활성은 bio-floc 농도 80 %이상에서, 

catalase 활성은 bio-floc 농도 120 % 이상에서 유의한 감소를 보였고, GSH 활성은 모든 

bio-floc 처리구간에서 유의한 감소를 나타냈다 (P<0.05). 

 따라서 본 연구결과로부터 bio-floc 처리는 대하 양식장의 환경개선 및 대하의 생산성을 

향상시킬 것으로 예상되며, 그 농도는 120 %가 가장 적합한 것으로 생각된다. 미생물 균의 

농도 역시 106균 이상 유지되었을 때 효과가 크게 나타나므로 bio-floc의 농도가 떨어지는 

5일마다 이 조합된 bio-floc을 넣어주게 되면 대하를 기르는데 있어서 생산성 향상에 기여

를 할 것으로 본다.
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