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Abstract

Currently chlorine dioxide (ClO2) is considered a promising disinfection 

material for aquaculture uses due to its high solubility and strong oxidative 

power. This material is, however, easily degradable with the sunlight and not 

hydrolyzed, barely leaving secondary residual materials in the water. Thus, it is 

instantly volatile after disinfecting pathogens and likely minimizes the risk to 

aquatic organisms. Only a few studies on chlorine dioxide were carried out in 

the field of aquaculture.

This study was designed to find fundamental information on chlorine 

dioxide to use it practically in the aquaculture field. This study consists of 

two parts as follows; 1) Experiment 1 - Acute toxicity tests of chlorine 

dioxide on two different fingerlings of seawater fishes (black seabream, 

Acanthopagrus schlegelii  and red seabream, Pagurs major) and four different 

types of live feeds (Isocrysis galbana, Nannochloropsis sp, Brachionus 

plicatilis, and Artemia salina), 2) Experiment 2 -  Disinfection efficiency of 

chlorine dioxide in the culture media for four different types of live feeds 

(Isocrysis galbana, Nannochloropsis sp, Brachionus rotendiformis, and Artemia 

salina).

In Experiment 1, median lethal concentrations for 96 h (96LC50) were found 

at 0.14 and 0.24 mg ClO2/L for black seabream and red seabream, 

respectively. Based on the specific growth rates of I. galbana and 

Nonochloropis sp., no observed adverse effect levels (NOAEL) were the same 

with 0.05 mg ClO2/L, while median effective concentrations (EC50) for those 

microalgae were estimated as 0.535 and 0.648 mg ClO2/L. Rotifer (Brachionus 
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plicatilis) showed the same NOAEL as both microalgae, while its 24LC50 was 

0.641 mg ClO2/L similar to the level in Nonochloropis sp. For artemia 

(Artemia salina), 24LC50 and NOAEL were found 5.99 and 2.00 mg ClO2/L, 

showing the relatively higher tolerance to chlorine dioxide compared to the 

other organisms tested. 

In Experiment 2, the regrowth rate of Nonochloropis sp was inhibited by 

83% compared to control with the treatment concentration of 4 mg ClO2/L 

under the concentrations of 0.94 mg TSS/L and 2.67 mg COD/L (P>0.05). Its 

regrowth rate decreased with increasing treatment concentration, showing a 

67% reduction to control at 16 mg ClO2/L, while bacterial growth was 

inhibited by 98.4%. No inhibition in regrowth of Nonochloropis sp. was 

observed with 2 mg ClO2/L, but only a 60% reduction in bacterial growth was 

found.

In the contrast, the regrowth rate of I. galbana under the concentrations of 

1.28 mg TSS/L and 2.67 mg COD/L was not inhibited and bacterial growth 

was successfully inhibited by 95.4% at 8 mg ClO2/L compared to control. For 

rotifer (Brachionus rotendiformis), no mortality was observed and bacterial 

growth was successfully inhibited by 97.7% at 16 mg ClO2/L under the 

concentrations of 1.62 mg TSS/L and 2.67 mg COD/L. Based on the TSS 

concentration, the regressions of bacterial inhibition rate for MIC90 and MIC99

were estimated as follows: Y=7.4481X + 0.8416 (R2=0.9901), Y=10.823X + 

1.8756 (R2=0.9512). respectively (Y: bacterial inhibition rate, X: TSS 

concentration). Artemia (Artemia salina) at the culture intensity of 1,000 

individuals/mL survived 100% and bacteria were entirely removed at the 

chlorine dioxide concentration of 50 mg ClO2/L. Chlorine dioxide appears to 
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effectively disinfect for live feeds and be promising in aquaculture uses. 

However, an effective concentration of chlorine dioxide for disinfecting live 

feeds should be carefully determined, considering that different effects can be 

manifested according to various factors such as culture intensity of live feeds 

and demands in culture media. 
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I. 총 서론

국내 수산양식업에서 양식 생물의 질병은 주요 현안문제 중 하나이다.

질병 발생 문제는 양식 생산 전반의 생산 비용 증가로 이어지며 양식 생

물의 생산성 및 경제성을 저하시키는 직접적 요인으로 작용한다. 질병에

의한 경제적 손실을 줄이기 위해서는 질병이 발생하였을 때 대처 및 처

리도 중요하지만 불필요한 경제적 손실을 방지하기 위해 질병이 발생하

지 않도록 조기 예방하는 것이 더욱 중요하다. 주로 많이 이용되는 조기

예방법으로는 백신을 투여하거나 자외선(UV), 오존, 전기분해법 등을 이

용하여 양식장 유입수 또는 사육수를 살균하여 병원체를 최소화하는 것

이다(Jorquera et al.; 2002; Gullian et al. 2012; Ringø et al. 2014;

Spiliotopoulou et al. 2018). 백신 처방의 경우에는 특정 질병 및 어종에

대해서만 사용할 수 있고 직접 어류에게 백신을 투여해야 하는 단점을

지니고 있다. 자외선 살균법, 오존 살균법, 전기분해법은 상대적으로 높

은 초기 시설비와 유지보수 비용이 요구된다. 자외선 살균법은 상대적으

로 안전하지만 UV 램프 주변에 biofouling 현상, 램프의 성능과 품질이

상이하여 일정한 살균 수준을 유지하는데 노력이 많이 필요하다. 오존과

전기분해법은 강력한 산화력으로 살균 효과가 탁월하여 현장에서 이용되

고 있으나, 산화과정 중 양식 생물에 독성이 매우 높은 이차적인 산화산

화물이 형성되는 단점이 있으며 양식생물과 여과 미생물에 위해를 줄 수

있다. 특히 오존은 수중에 완전히 용해되지 않고 대기중에 유출될 경우

인체에도 심각한 영향을 줄 수 있으므로 사용상 주의가 따른다

(Schroeder et al. 2014; Spiliotopoulou et al. 2018).

이산화염소는 염소와 산소의 이중결합을 가진 유리기 단량체(free

radical monomer)로 기체 상태로 상온에 존재한다. 낮은 온도에서 이산
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화염소는 액체 상태로 존재하며 물에 용해도가 매우 높아 음용수의 소

독, 탈취제, 표백제 등 다양한 산업분야에 이용되고 있다(EPA 1994;

Junli et al. 1997a).

또한, 이산화염소는 염소보다 산화력이 약 2.5배 강하며 수중에 유기물

등과 반응한 후 신속하게 환원되어 잔류 산화물을 남기지 않는다. 또한

광분해가 빠르게 진행되어 인체에 미치는 위해성이 상대적으로 염소에

비해 매우 낮다. 세계보건기구(WHO)는 이러한 이산화염소의 안정성을

인정하고 식품첨가물 중 가장 안전한 기준인 A-1 등급으로 분류하고 있

다. 따라서 기존에 사용되고 있는 살균 방법에 비해 잔류산화물을 형성

하지 않아 생물안전성이 높으며 살균효율도 좋은 이산화염소가 수산용

살균소독제로서도 이용 가능성이 높다(Park et al. 2003).

음용수 등을 대상으로 한 이산화염소의 살균 효과에 대한 연구는 비교

적 많이 진행되어 왔으나, 수산양식 목적으로 이산화염소의 살균 효과에

대한 실질적인 연구는 미미하다. 특히 해수 환경에서 이산화염소의 살균

효과에 대한 체계적인 연구가 부족한 실정이다(Junli et al. 1997b; Kim

and Kim 2003).

어류 양식장의 경우 살균제 또는 살균장치들은 양식 시스템으로 들어

오는 유입수 및 양식 시스템 내 사육수에 적용되어 사육환경 내 질병 발

생 요인을 저감하는데 이용된다. UV 살균장치는 한정된 구역 내 자외선

을 조사하는 방식으로 이용되고 있어 어체에 직접적인 영향을 주지 않는

다. 그러나 화학제를 이용한 살균 방식의 경우 사육수 또는 유입수에 일

정 농도를 지속적으로 주입함으로써 수중의 미생물을 불활성화시킨다.

양식장 내부로 들어오는 병원체의 주요 경로 중 하나는 먹이이다. 적

절한 보관과 관리가 이루어지면 배합사료를 통해서 병원체가 유입되어

양식 시스템 내 문제를 야기하는 경우는 드물다. 그러나 어류양식에서
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초기 종자생산을 하는 동안에는 로티퍼, 알테미아 등과 같은 먹이생물과

로티퍼를 배양을 위해 미세조류가 이용된다. 이 먹이생물들은 살아있는

자연 먹이로서 일정기간 동안 성장이 좋은 고영양 배지에서 배양된다.

이 영양염이 많은 배지에서는 다양한 미생물과 병원체들이 함께 증식하

고, 이로 인해 병원체가 먹이생물의 몸체와 내부 기관에 붙어 사육수로

전이될 가능성이 높다. 먹이생물이 종자생산 단계에서 환경 저항성과 면

역능이 낮은 어린 자치어에 이용되므로 먹이생물에 의한 심각한 폐사가

발생하기도 한다(Soorgeloos et al. 1986; Dehasque et al. 1991:

Rodrivuez et al. 1991). 따라서 먹이생물을 배양 후 어류에게 공급하기

전 별도의 세척 과정을 거치도록 권장되고 있으나, 세척만으로 질병 전

이 저감 효과가 크지 않다(Dehaque et al. 1991; Verdonck et al. 1991).

이에 먹이 생물을 자치어에 공급하기 전 소독 및 살균처리를 위해 다양

한 화학제가 이용된다.

살균제로 주로 사용되는 화학제들은 강력한 산화력을 기반으로 양식생

물에 질병을 유발할 수 있는 다양한 병원체를 죽이거나 불활성화시킨다.

이러한 산화과정에서 화학제가 과량 투입될 경우, 화학제의 잔류로 인해

양식생물과 먹이생물에 직접적인 독성을 나타낼 수 있어 안전 및 효과

농도를 구명하는 것이 중요하다. 이산화염소는 수중에 체류시간이 매우

짧고, 해수 조건에서도 잔류산화물을 남기지 않아 생물 안전성이 높다.

그러나 이산화염소의 양식생물에 대한 독성 및 먹이생물 소독을 위한 적

정 농도 또는 적용 기준에 대한 자료가 없다. 따라서 본 연구의 1장에서

는 해산어류와 주요한 먹이생물로 이용되는 미세조류, 로티퍼, 알테미아

에 이산화염소가 미치는 급성 독성 농도를 구명함으로써 이산화염소를

양식장에 활용하기 위한 기초 자료를 도출하고자 하였다. 본 연구의 2장

에서는 이산화염소 처리 농도, 처리시간에 따른 먹이생물 배양액 내 이
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산화염소의 미생물 살균효과를 조사하고 실질적인 처리 방안에 대한 기

초 자료를 도출하고자 하였다.
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II. 이산화염소의 급성 생물 독성

1. 서론

사육수, 유입수 등을 대상으로 한 살균 과정은 오랫동안 양식 산업에

있어서 이용되어 왔다. 대량의 물을 이용하는 유수식이나 순환여과양식

시스템에서는 전통적으로 UV 살균기를 많이 이용하여 왔다. 화학제는

주로 기기류의 세척, 시설 및 장비의 표면 소독 등에 주로 이용된다.

UV 살균기는 대량의 물을 처리하게는 적절하나, 조사램프 표면의

biofouling 문제, 주기적인 조사램프의 교체, 높은 전력 소비량 등의 문제

를 가지고 있다. 또한 램프 표면의 biofouling 현상으로 인해 지속적인

성능을 담보하기 어려운 경우가 종종 발생한다. 이에 최근 제주도 등에

서 차아염소산수(HOCl)과 같은 화학제를 이용하여 유수식 양어장의 유

입수를 대량 처리하는 방법이 이용되기도 한다.

화학제는 유입수에 적절한 양의 화학제를 투입하고 혼합하여 유효 농

도가 유지되도록 하는 상대적으로 간단한 과정을 거쳐 효과적인 살균작

용을 얻을 수 있다. 하지만 차아염소산수의 경우 수중에 브롬 또는 염소

성분과 반응하여 어류에 심각한 독성을 유발하는 2차 잔류 산화물을 형

성한다. 이로 인해 살균 과정 후 다시 티오황산나트륨을 투입하는 중화

과정을 거쳐야 하므로 경제적 부담이 가중된다. 이와 달리 이산화염소는

산화과정 이후 별도의 잔류산화물을 생성하지 않아 별도의 중화 과정이

필요없다. 또한 이산화염소는 다른 염소계 소독제에 비해 용해율이 약

10배 정도 높다. 그러나 일반적인 염소 gas는 수중에 투입되면서 가수분

해되는 반면, 이산화염소는 용액 내에서 염소 gas 상태로 존재한다. Gas
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상태에서 자유기가 물과 반응해서 잔류산화물을 형성할 수 있으나, 염소

gas의 가수분해율에 비해 약 7백만배 이상 느리므로 현실적으로 이산화

염소의 자유기에 의한 잔류산화물의 생성은 거의 없다. 특히 이산화염소

는 수중에서 gas 상태로 존재하기 때문에 약간의 물의 유동으로도 쉽게

수중으로부터 제거된다.

따라서 상대적으로 낮은 투입량에서도 효과적인 살균이 가능하고 잔류

산화물을 남기지 않는다는 점에서 대규모 양식수를 처리해야 하는 양식

시스템에서 적용 가능성이 있으므로 이와 관련된 기초 자료가 필요하다.

또한 어류양식에 있어서 사육수 또는 원수 내 소독 과정이 환경 적응성

과 면역능이 낮은 자치어의 생존 및 성장에 큰 영향을 미치는 종자 생산

과정에서 살균 소독의 과정은 매우 중요하다. 특히 어류 종자생산에 있

어서 질병 전달의 주요한 매개체로 작용하는 먹이생물은 자치어에 공급

전 반드시 살균소독의 과정을 거쳐야 한다. 양식장 현장에서 일반적으로

먹이생물은 고밀도로 배양되며, 고밀도 배양환경은 병원체가 서식하기

좋은 환경이다. 따라서 이산화염소의 양식산업에서 적절하게 이용하기

위해서는 이산화염소의 생물 독성에 대한 기초 자료가 필요하다.

따라서, 본 연구에서는 감성돔 치어와 참돔 치어를 대상으로 이산화염

소의 독성 영향과 양식 시스템 내 적정 적용 방안에 대한 기초 자료를

도출하고, 대표적인 수산양식 먹이생물 4종을 대상으로 이산화염소에 대

한 독성영향 평가를 시행하여 이산화염소를 양식용 살균소독제로 이용하

기 위한 살균 및 소독 유효농도를 설정하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 감성돔 및 참돔 치어에 대한 이산화염소의 급성 독성

2.1.1. 실험 시스템의 구성 및 이산화염소 주입

본 실험에서 이용된 시스템은 순환여과시스템으로 3개의 유리 사각수조

(70 L, 0.34×0.6×0.4 m), 생물학적 여과조(0.5×0.48×0.5 m), 저수조

(0.44×0.48×0.5 m), 순환펌프(200 W, UP200W, Hyubshin water design,

Seoul, Korea), 수중히터(100 W, Philgreen, Busan, Korea), UV 살균기(9

W, UV-A11W, Periha, GuangDong, China), 브로워(LP-40, Youngnam air

pump, Busan, Korea)으로 구성되었으며, 시스템의 총 수량은 413 L이었다.

이산화염소는 다양한 수질조건에 매우 민감하게 반응하고 주입 즉시 환

원되므로 지속적인 농도 유지가 어렵다. 따라서 실험 시작 전 아래의 식

(1)을 이용하여 실험구별 목표 이산화염소 농도가 되는 이산화염소 투입량

을 결정하고 각 실험구별로 이산화염소를 투입하였다. 투입 후 시간 경과

에 따른 손실률을 측정하고 식 (2)를 이용하여 이론적 연속 투입량을 계산

하였다. 이론적 필요 투입량을 기준으로 정량펌프(SP-A100, Cheonsei,

Ansan, South Korea)를 이용하여 이산화염소를 저수조에 연속적으로 투입

하였다. 용존 이산화염소의 농도는 휴대용 광도계(HI96738, HANNA

instrument, Limena, Italy)를 이용하여 측정하였다.

이산화염소 투입량(L)

= [전체 시스템 수량(L) x 목표농도(mg ClO2/L)] / [원액농도(mg

ClO2/L) – 목표농도(mg ClO2/L)] ................................................. 식 (1)
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연속 이산화염소 투입량(mg/min)

= {[전체 시스템 수량(L) x 목표농도(mg ClO2/L)] / [원액농도(mg

ClO2/L) – 목표농도(mg ClO2/L)] x 시간당 손실률 x 1000} / 60

................................................................................................................... 식 (2)

2.1.2 실험어류 및 조건

실험에 이용된 실험 생물인 감성돔 치어와 참돔 치어는 실험 시작 전 1

주간 별도의 사육 수조에서 순치하였다. 실험 조건에 적합한 균일한 크기

및 중량의 어류를 선별하여 실험에 이용하였다. 감성돔 치어는 평균

19.4±2.3 g, 10.7±0.4 cm, 참돔 치어는 74.9±8.2 g, 15.9±1.0 cm 이었으며,

각 수조에 30마리씩(시스템 당 90마리) 수용하고 실험을 진행하였다. 목표

이산화염소 농도 기준으로 0.05, 0.10, 0.125, 0.15, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg

ClO2/L가 되도록 실험구를 설정하였고 이산화염소를 공급하지 않은 대조

구를 포함하여 총 8개의 조건에서 실험을 실시하였다. 감성돔 치어, 참돔

치어 모두 196시간 동안 이산화염소에 노출되었으며 실험 시작 하루 전부

터 실험 종료 시점까지 절식하였다. 시스템 순환 유량은 360 L/hr로 설정

하여 일간 회전율은 22회전이었다.

광주기는 12(명):12(암)으로 조절하였으며, 사육 수온은 실내 기온을 조

절하여 22～23℃가 되도록 유지하였다. 일간 약 10～20%의 새물을 교환

하면서 염분은 30‰로 유지되었으며 pH 7.8～8.1로 유지되도록 하였다. 암

모니아질소(<0.5 mg ClO2/L), 아질산질소(<0.90 mg ClO2/L)는 어체에 영

향이 없는 수준으로 유지되었다.

2.1.3. 치사농도(LC)의 계산 및 분석 방법

24시간 간격으로 누적된 폐사 개체 수를 이용하여 치사 농도를 계산하였
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다. 실험 실험어가 수조 저면에 유영능력을 완전히 상실하여 어체가 측편

된 상태에서 1분 이상 아가미 호흡활동을 중지한 개체를 폐사한 것으로 간

주하고 계수하였다(Kim et al. 2017). 치사농도는 목표 이산화염소 농도를

기준으로 Ordered Probit Model 분석방법을 이용하여 분석하였다. 이 방법

으로 도출한 자료와 회귀식 최적화 프로그램 Table-Curve 3D를 이용하여

시간 경과와 치사 확률 간의 상관관계에 따른 치사 농도 예상 모델을 도출

하였다. 또한 목표 농도를 기준으로 감성돔 및 참돔 치어의 어체중 당 이

산화염소의 일간 투여량을 아래의 식 (3)을 이용하여 계산하였다.

어체중 당 일간 이산화염소 투여량(g ClO2/kg fishㆍday
-1)

= 일간 이산화염소 총 투여량(g ClO2/day) / 총 어체중(kg) ........ 식 (3)
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2.2. 미세조류(Microalgae)에 대한 이산화염소의 성장저해

독성

본 연구에서는 양식장에서 주로 이용하는 먹이생물인 미세조류 2 종

(Nannochloropsis sp. 와 Isochrysis galbana)의 이산화염소에 대한 민감도

를 확인하고 이산화염소로 인한 성장저해 영향을 알아보기 위하여 독성 영

향 평가를 시행하였다.

2.2.1. 실험 생물

실험생물인 Nannochloropsis sp. (KMMCC-33) 와 Isochrysis galbana

(KMMCC-12)은 실험 2주전 부터 실험실로 옮겨와서 정체배양을 하면서

적응시켰으며, 이때 3～4일 간격으로 계대배양 하였다. 계대배양시 배지는

고압멸균기(121℃, 15분)로 가압 멸균한 F/2배지(Table 1)를 사용하였으며

배양환경은 온도 20±1℃, 광량 100 µmol·m-2·sec-1에서 광주기 24(명) : 0

(암)으로 유지하였다.

2.2.2. 실험 방법

미세조류 성장저해 독성시험은 ASTM E1218–04(2012) (Standard

Guide for Conducting Static Toxicity Tests with Microalgae) 가이드라인

에 따라 실시하였다.

실험은 고압멸균기(121℃, 15분)로 가압 멸균한 F/2배지 20 mL를 따로

멸균한 125mL 삼각플라스크에 넣은 후 Nannochloropsis sp.

(KMMCC-33) 와 Isochrysis galbana (KMMCC-12)를 각각 1×104 cell/ml

의 농도로 접종하였다. 이후 실험물질인 이산화염소(ClO2) 액상 제제
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(EOTECH, Busan, Korea)를 각각 0, 0.05, 0.5, 1, 2, 4 mg ClO2/L의 농도

로 처리한 후 멸균된 마개로 밀봉하였다. 밀봉된 플라스크는 온도 20±1℃,

광량 100 µmol·m-2·sec-1, 광주기 24(명) : 0(암)의 환경에서 96 시간 동안

배양시킨 후 미세조류의 밀도를 확인하였다(Table 2). 모든 실험구는 3반

복으로 실험하였다.
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F/2 Medium

Stocks per 1 L

(1) NaNO3

(2) NaH2PO4·2H2O

(3) Trace elements (chelated)

NA2 EDTA

FeCl3·6H2O

CuSO4·5H2O

ZnSO4·7H2O

CoCl2·6H2O

MnCl2·4H2O

Na2MoO4·2H2O

(4) Vitamin mix

Cyanocobalamin (Vitamin B12)

Thiamine HCl (Vitamin B1)

Biotin

75 g

5.65 g

4.16 g

3.15 g

0.01 g

0.022 g

0.01 g

0.18 g

0.006 g

0.0005 g

0.1 g

0.0005 g

Medium per 1 L seawater

(1) NaNO3

(2) NaH2PO4·2H2O

(3) Trace elements stock solution

(4) Vitamin mix stock solution

1.0 ml

1.0 ml

1.0 ml

1.0 ml

Table 1. F/2 Medium used for the toxicity test in microalgae (Guillard RRL &

Ryther JH, 1962)
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Content Details

Species

Nannochloropsis sp.

(KMMCC-33)

Isochrysis galbana

(KMMCC-12)

Test system Static, non-renewal

Test vessel 125 mL Erlenmeyer flask

Initial cell density < 10,000 cells/mL

Temperature 20±1 °C

Culture volume 20 mL

Culture medium F/2 medium

Light quantity 100 µmol·m-2·sec-1

Photoperiod(Light : Dark) 24 h : 0 h

No. of replicates 3

Rotative velocity 70 rpm

Test period 96 h

Evaluation Cell growth

Table 2. Test conditions for the toxicity test in microalgae

(Nannochloropsis sp. and Isochrysis galbana)
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이산화염소의 농도는 본 실험에 앞서 예비로 시행된 농도 설정 실험 결

과에 따라 미세조류가 100% 성장 저해를 나타내는 최저 농도와 0%의 성

장 저해를 나타내는 최대 농도를 선택한 후 본 시험의 이산화염소 농도 구

간을 설정하였다.

또한, 결과 확인은 배양 96시간 이후 현미경(BX53, OLYMPUS) 하에서

혈구계산판(hemocytometer)을 이용하여 반복 계수 한 후 비성장률(SGR;

specific growth rate)을 계산하여 분석에 사용하였다(Table 3).

계산된 비성장률을 바탕으로 통계분석을 시행하였으며, SPSS 12.0 통계

프로그램을 이용하여 이산화염소에 대한 미세조류의 반수영향농도(EC50;

half maximal effective concentration) 및 무영향농도(NOAEL：No

Observed Adverse Effect Level) 를 산출하였다. 이때, 반수영향농도는

Probit 회귀분석방법을 이용하였으며, 무영향농도는 One way ANOVA

test를 시행하였다.
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SGR = LN(Nt-N0) / t

Nt : Cell density after incubation for t days

N0 : Initial cell density

t : Incubation period

Table 3. The equation for calculating the specific growth rate

(SGR) in microalgae
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2.3. 로티퍼(Brachionus plicatilis)에 대한 이산화염소의 급성

독성

본 연구는 치어 및 유생 단계의 먹이생물로 이용되는 로티퍼(Rotifer,

Brachionus plicatilis)에 미치는 이산화염소의 영향을 평가하기 위하여 이

산화염소 농도에 따른 로티퍼의 생존율을 조사하였다.

2.3.1. 실험 생물

실험에 사용된 로티퍼는 내구란(BP008, MicroBioTests, Mariakerke,

Belgium)을 부화시켜 사용하였으며, 이때 사용한 해수는 멸균 조제 해수로

온도 25±1℃, 광량 100 µmol·m-2·sec-1의 환경에서 약 24시간 동안 부화시

켰다. 부화개체가 관찰되기 시작할 때 이미 부화한 개체는 폐기한 후 다시

부화를 유도하였으며, 다시 부화가 시작 된 후 2시간 이내의 개체를 실험

에 이용하였다.

2.3.2. 실험 방법

이산화염소(ClO2)에 대한 로티퍼의 독성영향을 확인하기 위하여 국제 표

준 가이드라인 ASTM E1440–91(2012) (Standard Guide for Acute

Toxicity Tests with the Rotifer Brachionus)에 따라 실험을 시행하였다.

실험은 48 well plate를 이용하여 각 well에 1 ml의 멸균해수를 분주한

후 부화한 지 2시간 이내의 로티퍼를 각 well 당 10마리씩 무작위로 선별

하여 수용하였다. 이후 실험물질인 이산화염소를 0, 0.05, 0.5, 1, 2, 4, 8

mg ClO2/L의 농도가 되도록 주입한 후 24시간 동안 인큐베이터(AS-BI10,

A-Sung Tester, Korea)에 수용하였다. 이때 먹이 공급은 없었으며 온도는
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25±1℃에서 빛이 없는 환경을 유지하였으며 모든 실험은 6반복 하였다

(Table 4).

실험 결과는 실험 시작 24시간 후에 현미경을 이용하여 확인하였으며 이

때 로티퍼의 생존 개체수를 계수하였다. 생사판단은 유영능력을 상실하고

저면에 정지한 상태에서 약 1분 이상 활동을 중지한 채로 corona의 움직임

도 없는 개체를 폐사 개체로 판별하였다.

이산화염소 농도에 따른 로티퍼의 반수치사농도(LC50; lethal

concentration for 50% of exposed population) 및 무영향농도(NOAEL：

No Observed Adverse Effect Level)를 산출하기 위하여 로티퍼 생존 개체

수를 바탕으로 SPSS 12.0 프로그램에서 분석하였다. 이때, 반수치사농도는

Probit 회귀식을 이용하였으며, 무영향농도는 One way ANOVA test를 시

행하여 등분산성 검정을 위해 Levene 검정을 실시했으며 등분산성이 확보

되어 Duncan’s multiple range test를 이용하였다.
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Content Details

Species Brachionus plicatilis

Test system Static, non-renewal

Test vessel 48-Well plate (polystyrene)

Organism/well 10 inds. per well

Test solution volume 1 mL/well

Temperature 25±1 °C

Age of test organism 0 to 2 hour old neonates

Photoperiod(Light : Dark) 0 h : 24 h

No. of replicates 6

Feeding None

Test period 24 h

Evaluation Survival

Table 4. Test conditions for the toxicity test in rotifer (Brachionus

plicatilis)
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2.4. 알테미아(Artemia salina)에 대한 이산화염소의 급성

독성

미세조류 및 로티퍼와 함께 양식현장에서 치어의 먹이생물로 많이 이용

되는 알테미아(Artemia salina)에 이산화염소가 미치는 영향을 평가하기

위하여 급성독성실험을 시행하였다.

2.4.1. 실험 생물

실험은 알테미아 내구란(SEP Art, INVE, Salt lake city, USA)을 20±

1℃에서 30‰ 멸균 해수를 이용하여 부화시켰으며 부화한 지 rotifer 실험

과 같은 방법으로 2시간 이내의 개체를 무작위 선별하여 사용하였다.

2.4.2. 실험 방법

이산화염소(ClO2)에 대한 알테미아의 독성영향을 확인하기 위하여 국제

표준 가이드라인 ASTM E1203-98 (Standard Practice for Using Brine

Shrimp Nauplii as Food for Test Animals in Aquatic Toxicology)에 따

라 실험을 시행하였다.

실험은 6 well plate를 이용하여 각 well에 10 ml의 멸균해수를 분주한

후 부화한 지 2시간 이내의 알테미아를 각 well 당 10마리씩 무작위로 선

별하여 수용하였다. 이후 실험물질인 이산화염소를 0, 0.05, 0.5, 1, 2, 4, 8

mg ClO2/L의 농도가 되도록 주입한 후 24시간 동안 인큐베이터(AS-BI10,

A-Sung Tester, Korea)에 수용하였다. 이때 먹이 공급은 없었으며 온도는

25±1℃에서 빛이 없는 환경을 유지하였으며 모든 실험은 6반복 하였다

(Table. 5).

결과 확인은 이산화염소 투입 24시간 경과 후 알테미아의 폐사체를 확인
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하였으며 폐사체 판별은 유영능력을 상실하고 저면에 정지한 상태에서 약

1분간 활동을 중지한 개체로 하였다.

이산화염소 농도에 따른 알테미아의 반수치사농도(LC50; lethal

concentration for 50% of exposed population) 및 무영향농도(NOAEL：

No Observed Adverse Effect Level)를 산출하기 위하여 알테미아 생존 개

체수를 SPSS 12.0 프로그램에서 분석하였다. 이때, 반수치사농도는 Probit

회귀분석방법을 이용하였으며, 무영향농도는 One way ANOVA test를 시

행하여 등분산성 검정을 위해 Levene 검정을 실시했으며 등분산성이 확보

되어 Duncan’s multiple range test를 이용하였다.
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Content Details

Species Artemia salina

Test system Static, non-renewal

Test vessel 6-Well plate (polystyrene)

Organism/well 10 per well

Test solution volume 10 mL/well

Temperature 25±1 °C

Age of test organism 0 to 2 hour old neonates

Photoperiod(Light : Dark) 0 h : 24 h

No. of replicates 6

Feeding None

Test period 24 h

Evaluation Survival

Table 5. Test conditions for the toxicity test in Artemia salina
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3. 결과

3.1. 감성돔 및 참돔 치어에 대한 이산화염소의 급성 독성

3.1.1. 감성돔 치어와 참돔 치어의 생존율

감성돔 치어와 참돔 치어를 대상으로 실시한 이산화염소의 급성 독성

평가 실험의 생존율 변화 결과를 각각 Fig. 1과 2에 나타내었다. 목표 이

산화염소 농도 0, 0.05, 0.1, 0.125 mg ClO2/L에 대해 감성돔 치어의 192

시간 동안 최종 생존율은 각각 96, 100, 100, 96%로 나타났다. 그러나

0.15 mg ClO2/L 농도에서는 72시간, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg ClO2/L 에서는

24시간 내 모두 폐사하였다. 참돔 치어의 경우에는 목표 이산화염소 농

도 0, 0.05, 0.1, 0.125, 0.15, 0.2 mg ClO2/L 농도에서 최종 생존율은 각각

77.8, 88.9, 88.9, 87.8, 68.9, 63.3%로 나타났으나, 0.3, 0.4, 0.5 mg ClO2/L

농도에서 각각 120, 48, 24 시간 내 모두 폐사하였다.
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Fig. 1. Time-course survival rate (mean±SD) of juvenile black

seabream Acanthopagrus schlegelii based on the ClO2

concentrations.
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Fig. 2. Time-course survival rate(mean±SD) of juvenile red seabream

Pagurs major based on the ClO2 concentrations.
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3.1.2. 감성돔 치어와 참돔 치어의 치사농도(LC50)

감성돔 치어와 참돔 치어의 시간경과와 치사 확률에 대한 치사 농도

추정 모델을 Fig. 3과 4에 나타내었다. 감성돔과 참돔의 치사 확률 패턴

은 유사하게 나타났으나, 어체중의 크기가 상대적으로 컸던 참돔에서 이

산화염소에 대해 높은 내성을 나타내었다. 경과시간(X, elapsed time)과

치사 확률(Y)에 대한 치사농도(Z, LC)의 상관관계식은 다음과 같다.

감성돔 치어(개체중 19.4±2.3 g):

Z = 0.080 – 5.598/X1.5 + 0.129Y (X: 24~192시간, Y: 0~1)

참돔 치어(개체중 74.9±8.2 g):

Z = 0.187 – 1.919/X0.5 – 0.275Y (X: 24~192시간, Y: 0~1)
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Fig. 3. Prediction model for the lethal concentration of ClO2 in black

seabream Acanthopagrus schlegelii based on the exposure

time and mortality probability.
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Fig. 4. Prediction model for the lethal concentration of ClO2 in red

seabream Pagrus major based on the exposure time and

mortality probability.
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추정 모델을 토대로, 감성돔 및 참돔 치어의 96시간 반수 치사 농도

(96LC50)는 각각 0.14 및 0.24 mg ClO2/L 로 나타났다.

목표 이산화염소 농도를 기준으로 감성돔 및 참돔 치어 어체중 당 투

여된 이산화염소의 상관관계를 Fig. 5에 나타내었다. 96시간 반수 치사

농도(96LC50)를 기준으로 감성돔 및 참돔 치어에 투여된 일간 이산화염

소의 양은 각각 1.3와 1.1 g ClO2/kg fishㆍday
-1(평균 1.2 ClO2/kg fishㆍ

day-1)로 유사하였다.
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Fig. 5. Specific loading rate (daily total feeding rate of ClO2/total fish

weight) of ClO2 in black seabream Acanthopagrus schlegelii and red

seabream Pagrus major.
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3.2. 미세조류(Microalgae)에 대한 이산화염소의 성장저해

독성

Isocrysis galbana와 Nannochloropsis sp. 를 대상으로 시행한 이산화

염소의 독성으로 인한 미세조류의 성장률 변화를 확인하기 위해 배양 96

시간의 일간 성장률 결과를 Fig 6과 Table 6에 나타내었다.

이산화염소에 대한 I. galbana 의 성장저해 독성시험의 경우 이산화염

소를 투입하지 않은 대조구는 초기접종밀도 1×104 cells/mL에서 96 시간

이후 213±20×104 cells/mL로 약 213배 성장하여 일간성장률(SGR;

specific growth rate)이 1.339±0.023 나타났다. 이산화염소 0.05 mg

ClO2/L 구간에서도 이와 유사하게 일간 성장률이 1.346±0.011로 나타나

대조구와 비교하여 유의적인 성장저해를 나타내지 않았지만 이산화염소

를 0.5 mg ClO2/L의 농도로 처리한 실험구는 일간성장률이 0.551±0.065

로 대조구에 비해 유의적인 성장 감소를 확인하였다. 또한, 이산화염소의

최고 농도인 4 mg ClO2/L에서는 I. galbana의 세포가 완전히 사멸하여

미세조류를 관찰할 수 없었다(Table 6).

따라서, I. galbana 의 비성장률을 바탕으로 산출된 이산화염소에 대한

I. galbana 의 반수영향농도(EC50: Half maximal effective concentration)

는 0.535 mg ClO2/L였으며 무영향농도(NOAEL： No Observed

Adverse Effect Level)는 0.05 mg ClO2/L 로 산출되었다(Table 7).
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Fig. 6. Visual growth comparison of Isochrysis galbana. (Top)

Concentration–dependent growth inhibition (mean±SD) of

Isochrysis galbana with various ClO2 treatemtn concentrations

for 96 h (Bottom) (Asterisk means they are significantly

different with P-value of 0.05).
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Nannochloropsis sp. 역시 96시간 배양 이후 대조구는 초기 접종농도

와 비교하여 약 250 배 정도 성장하여 일간성장률이 1.380±0.005 이였으

며 이산화염소 0.05 mg ClO2/L에서도 동일하게 250 배 성장하여

1.380±0.005로 대조구와 비교하여 유의미한 성장 저해를 확인할 수 없었

다. 그러나 이산화염소 0.5 mg ClO2/L에서는 Nannochloropsis sp.의 성

장이 크게 저해되어 일간성장률이 0.593±0.169 로 확인되었으며 이산화

염소 4 mg ClO2/L 에서는 Nannochloropsis sp. 가 대부분 사멸하였다

(Table 6, Fig. 7).

따라서, Nannochloropsis sp. 의 이산화염소의 반수영향농도(EC50)은 I.

galbana 보다 약간 높은 0.648 mg ClO2/L이며 무영향농도(NOAEL) 는

I. galbana와 동일하게 0.05 mg ClO2/L로 나타났다(Table 7).
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Fig. 7. Visual growth comparison of Nannochloropsis sp. (Top)

Concentration–dependent growth inhibition (mean±SD) of

Nannochloropsis sp. bwith various ClO2 treatemtn

concentrations for 96 h (Bottom) (Asterisk means they are

significantly different with P-value of 0.05).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Specific growth rates (day-1)

Isochrysis galbana Nannochloropsis sp.

0 1.339±0.023 1.380±0.005

0.05 1.346±0.011 1.380±0.005

0.5 0.551±0.065 0.593±0.169

1 0.355±0.143 0.300±0.322

2 0.144±0.125 0.371±0.016

4 0.000±0.000 0.000±0.000

Table 6. The effect of ClO2 concentration on specific growth rate

(mean±SD) for 96 h Microalgae toxicity test
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Isochrysis galbana Nannochloropsis sp.

EC50

(mg ClO2/L)
0.535 0.648

NOAEL

(mg ClO2/L)
0.05 0.05

Table 7. The median effective concentration (EC50) and no

observed adverse effect level (NOAEL) after 96 h

treatment of ClO2 to microalgae



- 36 -

3.3. 로티퍼(Brachionus plicatilis)에 대한 이산화염소의 급성

독성

이산화염소를 처리하지 않은 대조구에서는 로티퍼의 생존 개체수가

10±0.0 inds/well로 100% 생존하였고 이산화염소 0.05 mg ClO2/L에서

생존 개체수가 9.2±0.4 ind./well 로 91.67% 생존하여 통계적으로 유의적

인 개체수 감소가 나타나지 않았다. 그러나 이산화염소 0.5 mg ClO2/L에

서는 8.2±1.2 ind./well 로 81.67% 생존하여 이 농도 구간 이상부터는 로

티퍼의 개체수가 유의적으로 감소하였다. 특히, 이산화염소 1 mg ClO2/L

에서는 로티퍼의 생존 개체수가 0.7±0.7 ind./well 로 대조구 대비 생존율

이 6.67%로 급격하게 감소하였고, 이산화염소 2 mg ClO2/L 이상의 농도

구간에서는 모두 사멸하였다(Table 8, Fig. 8).

따라서, 이산화염소 농도에 따른 로티퍼(Brachionus plicatilis)의 생존

개체 수를 통계 분석한 결과, 이산화염소에 의해 로티퍼(Brachionus

plicatilis)가 50% 치사되는 반수치사농도(LC50; Lethal Concentration

50%)는 0.641 mg ClO2/L로 확인되었고, 로티퍼 생존에 전혀 영향을 끼

치지 않은 무치사농도(NOAEL：No Observed Adverse Effect Level)는

0.05 mg ClO2/L으로 산출되었다(Table 9).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Cumilative survival

number

Cumulative survival rate

(%)

0 10.0±0.0 100±0

0.05 9.2±0.4 92±4

0.5 8.2±1.2 82±12

1 0.7±0.7 7±7

2 0.0±0.0 0±0

4 0.0±0.0 0±0

8 0.0±0.0 0±0

Table 8. The effects of ClO2 concentration on the cumlative survival

number (mean±SD) and survival rate in rotifer (Brachionus

plicatilis)
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Fig. 8. Concentration-dependent growth inhibition (mean±SD) of

Brachionus plicatilis with various ClO2 treatment

concentrations for 24 h (Asterisk means they are

significantly different with P-value of 0.05).
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Brachionus plicatilis

LC50(mg ClO2 /L) 0.6405

NOAEL(mg ClO2/L) 0.05

Table 9. The median effective concentration (EC50) and no observed

adverse effect level (NOAEL) of ClO2 in rotifer (Brachionus

plicatilis)
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3.4. 알테미아(Artemia salina)에 대한 이산화 염소의 급성

독성

알테미아(Artemia salina)를 대상으로 시행한 이산화염소 0, 0.05, 0.5, 1,

2, 4, 8 mg ClO2/L에 대한 급성 독성 실험 결과를 Table 10, Table 11,

Fig 9에 나타내었다.

대조구를 비롯한 이산화염소 1 mg ClO2/L까지는 생존 개체수는 10±0

ind./well로 100%의 생존율을 나타내었고 이산화염소 2 mg ClO2/L에서도

생존 개체수가 9.8±0.4 ind./well로 유의적인 생존 감소를 확인 할 수 없었

다.

이산화염소 4 mg ClO2/L 부터 생존율이 점차 감소하는 추세를 보였으며

최고농도 8 mg ClO2/L에서는 2.5±1.0 ind./well가 생존하여 약 25% 의 생

존율을 나타내었다(Table 10).

따라서, 이산화염소에 대한 알테미아(Artemia salina).의 반수치사농도

(LC50)와 무영향농도(NOAEL)는 5.989 mg ClO2/L, 2 mg ClO2/L으로 산출

되었다(Table 11).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Survival number Survival rate (%)

0 10.0±0.0 100±0

0.05 10.0±0.0 100±0

0.5 10.0±0.0 100±0

1 10.0±0.0 100±0

2 9.8±0.4 98±4

4 6.7±1.1 67±11

8 2.5±1.0 25±10

Table 10. Survive rates (mean±SD) in Artemia salina with various

ClO2 treatment concentrations
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Artemia salina.

LC50(mg ClO2/L) 5.989

NOAEL(mg ClO2/L) 2.00

Table 11. Median lethal concentration (LC50) and no observed adverse

effect level (NOAEL) after 24 h treatment of ClO2 in

Artemia salina
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Fig. 9. Concentration-dependent growth inhibition (mean±SD) in

Artemia salina with various ClO2 treatment concentrations

for 24 h (Asterisk means they are significantly different

with P-value of 0.05).
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4. 고찰

4.1. 감성돔 및 참돔 치어에 대한 이산화염소의 급성 독성

실험에서는 8일간 감성돔 치어와 참돔 치어를 대상으로 이산화염소 노출

에 따른 생존율, 치사농도(LC), 어체중 당 이산화염소 투여량 간의 상관관

계를 조사하고 이산화염소를 양식 생산 시스템에 살균소독제로 적용하기

위한 기초 자료를 도출하고자 하였다.

목표 이산화염소 기준으로 0.15 mg ClO2/L 기준 이상 이산화염소를 투

입한 실험구에서 감성돔 치어는 24∼72시간 내 모두 폐사하였다. 이에 비

해 참돔 치어는 0.3 mg ClO2/L 이상 농도에서 24∼120시간 내 모두 폐사

하여 같은 농도에 노출된 감성돔 치어에 비해서는 내성이 다소 높았다. 이

는 실험에 이용한 참돔 치어가 감성돔 치어에 비해 개체가 크고, 어체의

수용량이 상대적으로 많아 이산화염소의 산화 요구량(demand)이 많았기

때문으로 판단된다. 본 실험에서 도출한 추정 모델을 토대로 감성돔과 참

돔의 48시간 반수치사 농도는 각각 0.16과 0.33 mg ClO2/L이다. Bae 와

Lee (1999)는 5.73∼6.14 g 크기의 넙치 치어를 치어를 대상으로 이산화염

소의 급성 독성 실험을 실시하였는데, 그 결과 반수치사 농도의 는 33.4

mg ClO2/L이었다. 본 실험은 이에 비해 매우 낮은 농도로 나타났는데, 이

는 이산화염소의 투여 방법의 차이로 인해 나타난 것으로 보인다. Bae 와

Lee (1999)는 실험수에 이산화염소를 1, 10, 100, 1000 mg ClO2/L의 농도

로 1회 투여하고 48시간동안 생존율을 조사한 반면, 본 논문에서는 지속적

으로 이산화염소를 투입하여 이산화염소의 농도를 지속적으로 유지하였다.
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이산화염소는 수중의 유기물 등을 산화시키고 환원된다. 따라서 빠르게 환

원되는 이산화염소의 특성상 Bae and Lee (1999)의 독성 농도가 양식 시

스템 내에서 적용 가능한 방안을 모색하기 위해 일정량을 지속적으로 투여

하면서 실험을 진행한 본 실험의 결과보다 높게 나타난 것으로 판단된다.

넙치 치어(전장 12.1 cm)를 대상으로 0.07, 0.13, 0.27, 0.34, 0.43, 0.51 mg

ClO2/L 농도에 10분간 노출시킨 후 24시간 동안 반수치사 시간을 조사한

연구의 경우, 0.43과 0.51 mg ClO2/L에서 반수치사 시간은 각각 103분과

32분이었다(Kim and Kim 2003). 감성돔과 참돔 치어의 치사 농도 추정 모

델을 노출 시간을 기준으로 수식을 재정리하여 0.43과 0.51 mg ClO2/L에

대해 반수치사 농도를 계산하면 각각 약 11분과 3.5분에 해당한다. 이는 노

출 시간의 지속성에 의한 차이로 보이며 어종의 차이가 있다고 하더라도

0.43과 0.51 mg ClO2/L에 지속적으로 노출될 경우 더 높은 수준으로 독성

이 나타날 것으로 판단된다. 무지개송어(개체중 24.7 g)을 대상으로 지수식

방식으로(일일 100% 환수 및 이산화염소 농도 재조정) 이산화염소의 독성

을 조사한 연구에서 96시간 반수치사 농도가 8.3 mg ClO2/L로 높게 보고

된 바 있으며(Svecevicius et al. 2005), 이 연구의 경우 지수식 방식으로

매일 환수 후 이산화염소에 지속적으로 목표 이산화염소 농도에 노출되지

않았을 것으로 보인다. 본 연구에서는 사육수가 순환하는 시스템 내 정량

펌프를 이용하여 이산화염소를 투입하면서 어류가 이산화염소에 지속적으

로 노출되게 하였다. 이로 인해 치사농도가 다른 연구에 비해 매우 낮은

구간에서 형성된 것으로 보인다.

이산화염소의 사육수 소독 및 살균제로서 양식 산업에 이용 가능성과 안

전성에 대해 지속적으로 논의되고 있다. 그러나 빠른 산화작용으로 인해

지속적으로 농도 유지가 어려워 연구마다 독성 농도가 상이하다. 어종이나

크기에 따른 차이가 독성 농도가 다른 주요한 요인일 수 있다. 그 차이를
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인정하더라도 이산화염소의 유효 농도를 일정하게 유지하거나 산업적으로

이용할 만한 일정 기준의 제시가 필요하다. 본 실험에서 생존율 변화에서

보듯이 치사역치 농도(lethal threshold concentration)가 감성돔과 참돔 치

어에 있어서 0.15~0.20 mg ClO2/L와 0.2~0.3 mg ClO2/L 범위로 매우 좁

다. 이는 넙치와 무지개송어를 대상으로 한 연구에서도 유사한 경향을 나

타내었다(Kim and Kim 2003; Svecevcius 2005). 즉 이산화염소는 수중의

유기물 등을 산화시키고 빠르게 환원되므로 잔류에 의한 위험성은 낮으나,

수중의 요구량이 낮을 경우 같은 농도라 하더라도 양식 생물에 피해를 초

래할 수 있다. 본 실험의 경우에도 이산염소의 손실율를 감안하여 정량펌

프로 이산화염소의 농도를 유지하고자 하였으나, 변동폭이 상당히 높아 농

도를 기준으로 이산화염소를 양식 시스템에 적용하는 방안은 실질적이지

않았다. 따라서 본 연구에서는 수용한 총 어체중에 대한 이산화염소의 투

여량의 상관관계를 조사하였다. 앞서 언급한 바와 같이 감성돔과 참돔 치

어에 대한 96시간 반수치사 농도는 각각 0.14와 0.24 mg ClO2/L로 서로 달

랐다. 그러나 어체중 kg 당 일간 투여한 이산화염소의 양은 1.3과 1.1 g

ClO2/kg fishㆍday
-1 로 서로 유사하였다. 반수치사 농도의 변화가 작은

144시간 이전 반수치사 농도(24LC50~120LC50)를 기준으로 감성돔과 참돔

간 어체중 kg 당 일간 투여한 이산화염소의 양 역시 매우 유사하였다. 이

는 특정 물질의 독성은 어종 또는 어체중에 따라 달라지는 것으로 일반적

으로 알려져 있다. 본 연구에서도 참돔이 감성돔에 비해 이산화염소에 대

한 내성이 높게 나타났다. 이는 어종 특성과 참돔의 개체 크기가 감성돔에

비해 크기 때문으로 판단된다. 그러나, 본 연구에서는 앞서 언급한 바와

같이 어체중 1 kg 당으로 환산할 경우, 어종과 어체의 크기와 무관하게 일

정한 값을 나타내었다. 본 연구에서 이용된 조건으로 어종과 어체중과 무

관하게 단위 어체중 당 이산화염소의 독성 효과가 일정하다고 단정하기는
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어려우며 보다 세부적인 연구가 필요할 것으로 판단된다. 그러나 이 연구

를 통해 어체중에 대한 이산화염소 투입량을 원수 및 사육수 처리 기준으

로 이용 가능성을 시사하였다.
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4.2. 먹이생물에 대한 이산화염소의 급성 독성

본 실험에서는 양식장 환경에서 대표적으로 사용되고 있는 수산양식 먹

이생물 4 종의 이산화염소에 대한 독성 평가를 통해 먹이생물 공급과정에

서 발생되는 질병 매개체를 차단하고 통제하는 기초 데이터를 구축하고자

하였다.

미세조류, 로티퍼 및 알테미아의 독성 평가를 실시한 결과 미세조류 2종

(Isochrysis galbana, Nannochloropsis sp.)과 로티퍼(Brachionus plicatilis)

의 무영향농도는 이산화염소 농도 0.05 mg ClO2/L 이였으며, 상대적으로

알테미아(Artemia salina)가 2 mg ClO2/L로 이산화염소에 대한 민감도가

가장 낮았다.

Kim et al. (2003)에 따르면 해수 중에 잔류하는 부유물질 및 COD 농도

가 높을수록 잔류 이산화염소가 빠르게 환원되는 특성이 있어 생물에 미치

는 영향에도 차이가 있을 것으로 예상되나 여기서 산출 된 각 먹이생물에

대한 민감도의 경우 미세조류는 10,000 cells/mL 이하, 로티터, 알테미아의

경우 1 well 당 10 마리를 투입하여 낮은 밀도로 실험이 실시되었으므로

다른 방해 물질을 최소화하여 산출된 결과로 생각된다.

Marta et al. (2018) 에 따르면, total residual oxidants (TRO)에 대해

Achnanthes sp. 는 0.23 mg/L에서 72시간 이후 50% 성장저해를 보였으며

Navicula pelliculosa 는 2.79 mg/L에서 50%의 성장저해를 보인다고 보고

하고 있다. 담수 미세조류의 경우 Chuang et al. (2009) 에서도 0.2 mg/L

의 염소 농도에서 생산성에 영향을 미친다는 비슷한 연구결과가 있으며 해

수 미세조류의 경우 Lopez-Galindo et al. (2010) 는 Isochrysis galbana

and Dunaliella salina 의 TRO 에 대한 EC50 값이 각각 2.91 mg/L 와

1.73 mg/L로 보고되어 종에 따라 독성물질에 대한 민감도의 차이가 큰 것
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을 알 수 있다. 이는 본 연구결과와 비교하였을 때 Isochrysis galbana 가

이산화염소 0.535 mg/L에서 EC50으로 산출되어 TRO 에 대한 독성 민감도

에 비해서 이산화염소에 더 민감하게 반응한 것으로 보인다.

또한, 로티퍼의 경우 TRO 0.22 mg/L에서 무영향농도(NOEC)였으며,

1.63 mg/L 이상의 높은 수준의 오존에서 로티퍼 시스트가 부화하지 못한

다고 보고된 바 있다(Davis and Arnold. 1997). 이는 본 연구 결과에서 로

티퍼의 이산화염소에 대한 무치사농도 0.05 mg ClO2/L 에 비해 높은 수치

지만, 이산화염소 0.5 mg ClO2/L 에서도 평균 82%의 생존율을 보인 결과

와 비교하면 유사한 수치라 생각된다. 그러나 TRO 보다 오존 처리 후 잔

존하는 산화제에 로티퍼가 더 민감하게 반응하여 중화가 필요하다는 결과

에 따라 이산화염소 처리 후 배양수에서도 로티퍼 시스트의 부화 및 만성

독성시험의 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다.

Wilde et al. (1983)의 연구에서 total residual chlorine (TRC)와 이산화

염소의 독성을 fathead minnows를 이용하여 비교하였다. 이 실험에서 치어

의 경우 TRC는 96시간 LC50 값이 0.08 mg/L, 성어는 0.35 mg/L였으며,

이산화염소는 치어일 때 0.02 mg ClO2/L, 성어일 때 0.17 mg ClO2/L로 나

타났다. 이는 염소에 비해 이산화염소의 독성이 치어기준으로 약 1/4 수준

에서 나타난다고 하였다.

더불어, U.S. envrionmental Protechtion agency(EPA)에 의하면 이산화

염소는 아염소산염, 염소이온으로 이온화되어 이산화염소는 2∼4시간 이내

빠르게 환원되어 없어지는 반면 아염소산 이온의 농도는 증가하므로 아염

소산이온에 관한 독성의 자료를 반영하였을 때 먹이생물 및 양식생물에 미

치는 독성영향을 평가하는데 도움이 될 것으로 판단된다.
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III. 먹이생물 배양액에 대한

이산화염소의 살균효율

1. 서론

양식생물을 사육함에 있어 적절한 사육환경을 유지하는 것은 생산성과

관련된 가장 중요한 요소 중 하나이다. 특히, 생물 사육과정에서 발생하는

질병은 성장저해, 생존율 감소 및 일시 폐사 등의 생산성 감소를 초래하며,

약품사용 등 부가적인 생산비용이 요구되므로, 질병발생은 산업적 수산양

식에 있어 경제적 손실과 직결되는 문제이다. 따라서 질병 관리는 성공적

인 생산을 위한 중요한 요소 중 하나로 작용한다.

질병 발생을 조기에 예방하기 위한 목적으로 생물사육수 및 유입수를 살

균처리 하는데, 이때 오존, 열, 자외선 처리 등의 방법이 대표적으로 이용

되고 있으며 그 외 살균을 위한 다양한 화학물질이 개발되고 사용되고 있

다(Pascho et al. 1995; Yoshimizu et al. 1995; Oh et al. 1999; Ann and

Rimstad 2001). 그러나 잔류 오존의 유해성, UV 램프의 biofouling 현상으

로 인해 관리상의 문제가 제기되고 있고 일반적으로 사용되는 화학물질은

환경오염을 초래하며, 지방질 조직과 친화성으로 인해 생체 내 흡수, 잔류,

축적에 대한 문제가 있다.

최근에는 이산화염소(ClO2)와 차아염소산(HOCl)류와 같은 free chlorine

수용제 사용이 증가하는 추세로 안전하고 효과적인 살균소독을 위한 연구

가 활발히 진행되고 있다(Park et al. 2003). 특히 이산화염소는 수용성과

강한 산화력을 가지고 있는 동시에 자연광에 의한 분해가 빠르고 가수분해
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가 일어나지 않아 어류나 인체에 미치는 위해성이 상대적으로 낮다

(American Public Health Association, 1995, Junli et al. 1997b).

이산화염소는 살균기작은 amino acid의 활성 억제, ribosome의 구조변

화, mRNA의 불활성화 등에 의한 세균 내 단백질 합성에 영향을 미치는

것으로 알려져 있다(Sogawa et al. 2020). 또한 이산화염소는 phenols 단백

질, 아미노산 등과 반응성이 좋다고 보고되어 있어, virus의 단백질을 변화

시켜 사멸시키기도 한다. 이외에, 세포막의 단백질, 지방 및 지방산과의 반

응을 통한 세포막의 투과성을 변화시켜 세포를 치사시키는 것으로도 보고

되었다(Park et al. 2003).

이산화염소가 살균제로의 역할을 하기 위해서는 여러 가지 환경요인에

영항을 받는 것으로 알려져 있는데, 다른 살균제와 같이 농도, 온도, 처리

시간 등이 이산화염소의 살균력에 영향을 주고 있다. 그러나 이산화염소의

살균작용은 pH에 크게 영향을 받지 않기 때문에 다른 살균제에 비해 광범

위한 범위에서 효과적이라고 할 수 있다. 하지만 이산화염소는 유기물질이

존재할 경우 살균력이 급격히 감소한다고 보고되어 있어(Kim 2001; Park

et al. 2008) 이산화염소의 산업적 응용에는 이러한 부분이 잘 고려되어야

한다.

이렇게 이산화염소의 여러 장점들이 주목을 받고 있으며 살균작용에 관

한 많은 연구가 이루어졌음에도 불구하고 외부 환경요인과 이산화염소의

살균작용에 대한 상관관계에 대한 자료는 부족한 상황이다.

이러한 가운데, 최근 여러 연구에서 미세조류가 양식생물의 바이러스성

질병의 전파 매개체가 될 수 있다는 가능성이 보고되고 있으며, 미세조류

를 섭이하는 먹이생물을 통해 유생 및 치어에 대한 바이러스성 질병의 전

파 가능성이 보고되고 있다(Lambert and Nicolas, 1989; Muroga et al.

1990; Otta et al. 1999). 또한 먹이생물 배양 시스템에서 발생하는 많은 양
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의 유기물이 배양수를 오염시키고 병원성 바이러스 증식의 원인이 된는 보

고가 있다(Skjermo et al. 1997). 또한 Verdonck et al. (1994),

Lopez-Torres and Lizarraga-Partida (2001)는 이러한 오염된 환경에서 배

양된 먹이생물은 공급과정에서 양식생물에 대한 바이러스성 질병의 매개체

로 질병 전파 가능성이 높아진다고 하였다.

미세조류 외에도 먹이생물로 사용되고 있는 로티퍼와 알테미아의 경우

세균 오염의 심각성은 이미 널리 알려져 있으며, 따라서 이를 살균 처리하

여 치어에게 공급 시 치어의 생존율이 향상된다고 보고되어 있으며, 또한

이러한 먹이생물의 오염정도는 치어 및 유생의 생존과 성장에 직접적인 영

향을 미친다(Perez Benavente and Gatesoupe 1988)는 보고가 있다. 따라

서, 양식생물의 유생 및 자·치어 단계에서 바이러스 및 세균 감염 예방을

위해 먹이생물의 오염을 제어하고 통제하는 다양한 방법이 시도되고 있다

(Mzimba and Steinarsson 2013).

따라서, 본 연구에서는 양식장에서 미세조류, 로티퍼, 알테미아 등의 먹

이생물 공급 시 사육생물의 질병 원인체 유입을 차단하기 위하여 이산화염

소를 응용하고자 하였다. 이에 본 연구에서는 각 먹이생물 별로 이산화염

소의 살균 및 소독 유효농도를 설정하기 위하여 실시되었다. 따라서 앞서

실시한 수산양식 먹이생물 4종의 이산화염소에 대한 독성 영향 평가에 대

한 결과를 바탕으로 양식 현장에서 사용되는 고밀도의 먹이생물의 살균에

이산화염소를 이용할 수 있는 기반 연구를 실시하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 미세조류 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

2.1.1. 실험 생물

앞서 미세조류 성장저해 독성시험 종으로 사용한 Nannochloropsis sp.

(KMMCC-33)와 Isochrysis galbana (KMMCC-12)를 양식장에서 먹이로

사용되는 수준까지 고밀도로 배양한 후 실험에 사용하였다.

각 먹이생물은 점차적으로 양을 늘려가며 계대배양하여, 현장과 유사한

환경을 유지하였다. 실험에 사용된 생물은 18L 배양용기에서 배양한 미세

조류를 이용하였다. 18L 배양용기는 현장과 유사하게 미세조류와 F/2 배지

의 양을 1:4로 맞추어 5일에 한번씩 계대배양하면서 유지하였다.

5일 동안 배양된 미세조류는 생물량 및 오염정도를 가늠하기 위하여 흡

광도(OD, Optical Density), 총 부유물질(TSS; Total suspended solids) 및

화학적 산소요구량(COD; Chemical Oxygen Demand)을 측정하였다.

흡광도(OD, Optical Density)는 spectrophotometer(Optizen 2120UV

UV/Vis Spectrophotometer, Mecasys, Daejeon, Korea)를 이용하여 680nm

에서 측정하였으며, 총 부유물질(TSS; Total suspended solids)은 수질공

정 시험법에 따라 배양액을 일정량 필터하여 80℃ 드라이오븐에서 24 시간

건조한 후 미리 측정된 필터지 무게를 제외하여 환산하였다. 화학적 산소

요구량(COD; Chemical Oxygen Demand)은 수질공정시험법에 따라 알칼

리성 과망간산칼률법을 이용하여 측정하였다.

2.1.2. 실험 방법

이산화염소(ClO2) 액상 제제(EOTECH, Busan, Korea)에 대한 미세조류
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의 성장저해 독성시험에서 산출 된 반수치사농도 및 무영양농도를 바탕으

로 본 실험의 이산화염소의 농도구간을 0, 0.05, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16,

32, 64, 128 mg ClO2/L로 설정하였다.

양식 현장에서 사용되는 수준으로 고밀도로 배양되어 흡광도(OD680nm)가

1.396±0.003, 1.488±0.001로 측정된 Nannochloropsis sp. 와 Isocrysis

galbana 에 목표 농도의 이산화염소를 처리한 후 먹이생물과 세균의 반응

을 관찰하였다.

먼저, 이산화염소에 대한 미세조류의 생사 여부를 확인하고자, 이산화염

소처리 후 다시 1 mL 씩 샘플하여 원심분리기(Smart 15 Plus Micro

Centrifuge, Hanil Science, Daejeon, Korea)에서 3,000 rpm으로 10분 동안

원심분리한 후 상등액을 제거함으로서 세포를 회수하였다. 이렇게 회수된

세포는 20 mL의 고압멸균기(121℃, 15분)로 가압 멸균한 F/2배지에 재접

종하였다.

재접종 된 미세조류는 온도 20±1℃, 광량 100 μmol·m-2·sec-1, 광주기

24(명) : 0(암) 조건에서 96시간 배양 후 spectrophotometer (Optizen

2120UV UV/Vis Spectrophotometer, Mecasys, Daejeon, Korea)를 이용하

여 680 nm에서 흡광도를 측정하여 재성장여부를 확인하였다.

더불어, 미세조류의 재성장이 확인된 이산화염소의 최고 농도구간에서

대조구와 비교하여 제균 정도를 확인하기 위하여 Marine agar (BD Difco

™, USA) 평판 배지에 이산화염소를 처리한 미세조류 배양액을 도말하여

35±1℃에서 72시간 배양하였으며, 각 배지에 형성된 집락형성단위(CFU,

colony-forming unit)를 계수하여 세균 제어 효과를 확인하였다.



- 55 -

2.2. 로티퍼 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

2.2.1. 이산화염소 농도에 따른 살균효율

가. 시험 생물

산업용으로 고밀도로 배양된 로티퍼(Brachionus rotendiformis, Aquanet,

Tongyeong, Korea)를 구매하여 사용하였으며 생물량 및 오염정도를 가늠

하기 위하여 총 부유물질(TSS; Total suspended solids) 및 화학적 산소요

구량(COD; Chemical Oxygen Demand)을 측정하였다.

총 부유물질(TSS; Total suspended solids)은 수질공정 시험법에 따라

배양액을 일정량 필터하여 80℃ 드라이오븐에서 24 시간 건조한 후 미리

측정된 필터지 무게를 제외하여 환산하였다. 또한 화학적 산소요구량

(COD; Chemical Oxygen Demand) 또한 수질공정시험법에 따라 알칼리성

과망간산칼률법을 이용하여 측정하였다.

로티퍼 배양액은 전 실험 기간 동안 8회에 거쳐 구입하였으며 매 구입

시 총 부유물질(TSS; Total suspended solids) 및 화학적 산소요구량

(COD; Chemical Oxygen Demand)을 측정하였으며 각각 1.624±0.095

mg/mL, 29.36±1.07 mg ClO2/L로 확인되었다.

나. 실험 방법

본 실험은 앞서 실시한 로티퍼 급성독성시험결과를 기준으로하여 이산화

염소의 농도를 0, 8, 16, 32, 64 mg ClO2/L 로 설정하였으며, 이산화염소

처리 이후 로티퍼의 생존에 영향을 주지 않는 최고 농도구간에서의 세균

저해력을 확인하고자 하였다.

이를 위하여, 이산화염소 처리 후 로티퍼의 생사 및 운동 상태를 확인하
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여 먹이생물로서의 가치 유지 여부를 확인하였다. 생사판정은 무작위로 선

별된 200 마리의 로티퍼 중 유영능력을 상실하고 정지한 상태에서 약 1분

간 활동을 중지하고 corona의 기능을 상실한 개체를 폐사 개체로 판별하였

다.

더불어, 이산화염소를 처리하지 않은 대조구에 대비하여 로티퍼의 개체

수가 유의적으로 감소하지 않은 이산화염소 최대 농도구간에서의 세균 저

해력을 확인하기 위하여 Marine agar (BD Difco™, USA) 평판 배지에 이

산화염소를 처리한 로티퍼 배양액을 도말하여 35±1℃에서 72시간 배양하

였으며, 각 배지에 형성된 집락형성단위(CFU, colony-forming unit)를 계

수하여 대조구 대비 세균 제어 효과를 비교하였다.

2.2.2. 로티퍼 배양 밀도에 따른 이산화염소의 살균효율

가. 시험 생물

로티퍼 배양의 농도에 따라 이산화염소(ClO2) 액상 제제(EOTECH,

Busan, Korea)에 대한 치사율 및 세균 저해의 정도 차이를 확인하고자 본

실험을 실시하였다.

이전 실험에서 사용된 동일한 로티퍼(Brachionus rotendiformis,

Aquanet, Tongyeong, Korea)를 구매하여 사용하였으며 총 부유물질(TSS;

Total suspended solids) 및 화학적 산소요구량(COD; Chemical Oxygen

Demand)은 각각 1.624±0.095 mg/mL, 29.36±1.07 mg/L로 확인되었다.

나. 실험 방법

구입한 고밀도 로티퍼 배양액을 단계별로 원액, 1/10배, 1/100배 희석하

였으며 이산화염소의 농도는 각 희석배율에 따라 각기 다르게 설정하였다

(Table 12).
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이산화염소에 따른 세균 저해력 확인을 위해 이산화염소 처리 10분 후

Marine agar (BD Difco™, USA) 평판 배지에 도말하여 35±1℃ 에서 72시

간 배양한 후 각 배지에 형성된 집락수를 세어 집락형성단위(CFU,

colony-forming unit)를 계수하였다. 계수 된 데이터를 바탕으로 72시간 이

후 이산화염소의 농도에 따른 세균 저해력을 다음과 같은 공식(Table 13)

을 이용하여 계산하였다.

또한, 산출된 이산화염소 농도에 따른 세균 저해율을 바탕으로 세균이

90% 저해되는 농도(MIC90; Minimum Inhibitory Concentration required to

inhibit the growth of 90% of organisms) 및 99% 저해되는 농도를 통계

프로그램(SPSS 12.0 program)을 이용하여 산출하였다.

또한 산출된 MIC90 및 MIC99의 값을 각 농도에 대비시켜, 총 부유물질에

따른 이산화염소의 세균 저해력에 대한 회귀식을 산출하였다.

더불어, 로티퍼의 밀도에 따라서 이산화염소를 처리한 이후 로티퍼의 치

사율을 확인하여 먹이생물로서의 효력을 유지하는 이산화염소의 농도 구간

을 확인하였다.
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Rotifer sample
ClO2

(mg/L)

Dilution

series

Undiluted 0, 12.5, 25, 50, 100

10-1 0, 1.25, 2.5, 10

10-2 0.125, 0.25, 0.5, 1

Table 12. Experimental ClO2 concentrations to confirm the

bacterial inhibition efficiency in the commercially used

rotifer (Brachionus rotendiformis) culture



- 59 -

Bacterial inhibition rate = (CFUc-CFU0/CFU0)×100

CFUc : Number of colonies according to ClO2 concentration

CFU0 : Number of colonies when treated with 0 mg ClO2/L

Table 13. Bacterial inhibition rates in the commercially used rotifer

(Brachionus rotendiformis) culture with various ClO2

treatment concentrations
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2.2.3. 이산화염소 처리시간에 따른 살균효율

본 실험은 이산화염소의 처리 농도와 처리 시간에 따른 세균 저해력 차

이를 확인하기 위하여 시행하였다.

실험에 사용된 로티퍼는 앞서 구입한 로티퍼(Brachionus rotendiformis,

Aquanet, Tongyeong, Korea)를 사용하였으며 총 부유물질(TSS; Total

suspended solids)은 1.624±0.095 mg/mL 이였고, 화학적 산소요구량

(COD; Chemical Oxygen Demand)는 29.36±1.07 mg/L 이였다.

먼저, 이산화염소의 저농도와 고농도의 이산화염소에서 처리 시간을 달

리하여 그 반응을 확인하였으며 (Test A and B, Table 8), 이후 저농도에

서는 처리시간을 길게하고 고농도에서는 처리시간을 짧게하여 산술적으로

물질에 노출되는 기횟값을 동일하게 하여(Test C, Table 14) 비교하였다.

이를 위해 저농도인 25 mg ClO2/L의 실험구에서는 각각 10분과 20분씩

노출된 실험구 내 세균이 조사되었으며, 고농도인 100 mg ClO2/L의 실험

구에서는 각각 5분과 10분씩 노출된 실험구 내 세균이 조사되었다. 또한

이산화염소의 살균이 이산화염소 농도와 처리 시간에 비례하는지 확인하기

위해 이산화염소 25 mg ClO2/L를 20분 처리한 실험구과 이산화염소 50

mg ClO2/L를 10분 처리한 실험구, 이산화염소 100 mg ClO2/L를 5분 처리

한 실험구, 이산화염소 200 mg ClO2/L를 2.5분 처리한 실험군 내 세균이

조사되었다.

각 실험구는 Marine agar (BD Difco™, USA) 평판 배지에 도말하여 3

5℃ 에서 72시간 배양 후 각 배지에 형성된 집락수를 계수하여 집락형성단

위(CFU, colony-forming unit)를 계산하여 세균 저해율을 평가하였다.
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Test
ClO2

(mg/L)
Treatment time (min)

A
25 10

25 20

B
100 5

100 10

C

25 20

50 10

100 5

200 2.5

Table 14. Bacterial inhibition rates in the commercially used rotifer

(Brachionus rotendiformis) culture with various ClO2

concentrations and treatment times
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2.3. 알테미아의 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

2.3.1. 시험 생물

양식현장에서 먹이생물로 이용되는 수준으로 고밀도로 농축 된 알테미아

(Artemia salina)를 이용하였다. 앞서 실험한 알테미아의 독성시험에 이용

된 알테미아와 동일한 시스트(SEP Art, INVE, Salt lake city, USA)를 사

용하였으며 30‰ 멸균 해수를 이용하여 1리터당 3.5 g의 시스트를 투입하

여 부화를 유도하여 현장과 유사한 조건을 유지하였다.

본 실험에 사용된 알테미아(Artemia salina)의 밀도는 약 1,000 ind/mL

로 생물량 및 오염정도를 가늠하기 위하여 총 부유물질 및 화학적 산소요

구량을 측정하였다.

총 부유물질(TSS; Total suspended solids)은 수질공정 시험법에 따라

배양액을 일정량 필터하여 80℃ 드라이오븐에서 24 시간 건조한 후 미리

측정된 필터지 무게를 제외하여 환산하였다. 또한 화학적 산소요구량은 수

질공정시험법에 따라 알칼리성 과망간산칼률법을 이용하여 측정하였다.

2.3.2. 시험 방법

앞서 실시한 알테미아 독성시험결과에 기준으로 이산화염소를 0, 25, 50,

75, 100 mg ClO2/L 로 처리하여 알테미아의 생존여부를 확인하였으며 알

테미아의 생존에 영향을 주지 않는 이산화염소의 최대농도구간에서 세균이

저해되는 정도를 확인하였다.

알테미아의 생사판정은 이산화염소 처리 후 무자위로 선택된 200 마리의

알테미아 중 유영능력을 상실하고 정지한 상태에서 약 1분간 활동을 중지
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한 개체를 폐사 개체로 판별하였다.

이산화염소를 처리하지 않은 대조구에 대비하여 알테미아의 개체수가 유

의적으로 감소하지 않은 농도구간의 세균 저해력을 확인하기 위하여

Marine agar (BD Difco™, USA) 평판 배지에 이산화염소를 처리한 알테미

아 배양액을 도말하여 35±1℃에서 72시간 배양하였으며, 각 배지에 형성

된 집락형성단위(CFU, colony-forming unit)를 계수하여 대조구 대비 세균

저해 효과를 비교하였다.
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3. 결과

3.1. 미세조류 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

3.1.1. 미세조류 재성장

실험에 사용된 Nannochloropsis sp.의 흡광도(OD680nm)는 1.396±0.003 이

였으며, 총 부유물질(TSS; Total suspended solids) 및 화학적 산소요구량

(COD; Chemical Oxygen Demand)은 각각 0.942±0.051 mg/mL, 20.06±1.27

mg/L로 측정되었다.

본 실험에서 이산화염소는 각 미세조류에 0, 0.05, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8,

16, 32, 64, 128 mg ClO2/L로 처리한 후 새로운 배지에 옮겨서 재성장을

관찰하였다. 그 결과 초기 접종 시 흡광도(OD680nm)는 0.068±0.008 였으며,

72시간 배양 후 대조구의 흡광도(OD680nm)는 0.347±0.003의 결과를 나타내

정상 성장된 것으로 판단되었으며, 2 mg ClO2/L의 이산화염소를 처리한

실험구에서도 재성장 후 흡광도(OD680nm) 값이 0.328±0.005으로

ANOVA-test 결과 대조구와 비교하여 유의적인 차이를 보이지 않았다. 그

러나 4 mg ClO2/L의 이산화염소를 처리한 실험구의 재성장 결과값은 대조

구의 약 83% 로서 유의적인 재성장 저해가 관찰되었다. 또한 이산화염소

의 처리농도가 증가함에 따라 재성장 저해율이 높아져 16 mg ClO2/L 에서

는 대조구의 67% 정도만 재성장 되었다. 아울러, 32, 64, 128 mg ClO2/L

에서는 재접종 시 초기 흡광도(OD680nm) 값보다 낮은 수치로 이산화염소에

의해 미세조류가 사멸한 것으로 판단되었다(Table. 15, Fig 10).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

OD(680nm) Regrowth rate(%)

0 0.347±0.003 99.6±0.9

0.05 0.340±0.009 97.6±2.6

0.25 0.346±0.018 99.5±5.2

0.5 0.337±0.010 96.8±2.9

1 0.327±0.010 94.1±2.8

2 0.328±0.005 94.3±1.3

4 0.288±0.016 82.7±4.6

8 0.268±0.008 76.9±2.3

16 0.234±0.001 67.3±0.2

32 0.033±0.006 9.5±1.6

64 0.007±0.001 2.1±0.2

128 0.004±0.004 1.1±1.0

Table 15. Regrowth rates (mean±SD) of Nannochloropsis sp. with

various ClO2 treatment concentrations
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Fig. 10. Visual growth comparison of Nannochloropsis sp. with

various ClO2. treatment concentrations.
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Isocrysis galbana의 경우 실험에 사용된 배양액의 흡광도(OD680nm) 값은

1.488±0.001 이었으며, 이때 총 부유물질 및 화학적 산소요구량이 각각

1.276±0.044 mg/mL, 23.5±3.03 mg/L로 측정되었다.

미세조류 배양액을 이용하여 이산화염소에 대한 재성장 여부를 확인한

결과, 이산화염소 8 mg ClO2/L 처리 실험구까지 대조구에 비해 유의적인

성장 저해가 확인되지 않았으나, 이산화염소 16 mg ClO2/L 농도에서는 재

성장 72시간 이후 흡광도(OD680nm)의 값이 0.127±0.012으로 대조구

0.255±0.003 에 비하여 약 50% 정도만 재성장 되었다.

또한, 32 mg ClO2/L 이상의 농도구간에서는 재 접종 시 초기 흡광도

(OD680nm)의 0.081±0.008 보다 낮은 수치를 보이므로, 재성장하지 못하고 사

멸한 것으로 판단된다(Table. 16, Fig 11).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

OD(680nm) Regrowth rate(%)

0 0.255±0.003 100.0±1.3

0.05 0.258±0.020 100.9±7.9

0.25 0.240±0.011 94.1±4.4

0.5 0.247±0.013 96.6±5.3

1 0.244±0.021 95.4±8.1

2 0.261±0.011 102.2±4.1

4 0.239±0.011 93.5±4.2

8 0.231±0.006 90.6±2.2

16 0.127±0.012 49.6±4.9

32 0.041±0.006 15.9±2.2

64 0.035±0.006 13.7±2.2

128 0.034±0.003 13.3±1.0

Table 16. Regrowth rates (mean±SD) in Isochrysis galbana with

various ClO2 treatment concentrations
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Fig. 11. Bacterial inhibition rates (mean±SD) in Isochrysis galbana

culture with various ClO2 treatment concentrations.
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3.1.2. 세균 제어

Nannochloropsis sp.의 총 부유물질 및 화학적 산소요구량이 각각

0.942±0.051 mg/mL, 20.06±1.27 mg ClO2/L 의 고밀도 배양 상태의 경우

미세조류의 이산화염소 처리 후 재성장이 대조구와 비교하여 유의적 차이

가 없었던 농도 중 최고 농도인 2 mg ClO2/L에서 대조구 대비 60%의 세

균 제어를 확인하였다(Table 17). 수치로는 이산화염소를 처리하지 않은

대조구에서 88±22 ×106 CFU/mL의 세균이 확인된 반면, 이산화염소 2 mg

ClO2/L 처리구에서 35±6 ×10
6 CFU/mL의 세균이 발생되었다.

그러나 이산화염소 8 mg ClO2/L을 처리한 실험구에서는 대조구에 비해

76.9%가 성장하여 유의적으로 성장이 감소되었지만은 세균은 89.2% 제어

되었다.

반면, 이산화염소 16 mg ClO2/L 처리농도에서는 세균이 98.4% 제어되는

결과를 보였지만 대조구에 비해 67.3%만 재성장 되었다.
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Colony-forming unit

(CFU/ml)

Bacterial inhibition

rate (%)

0 88,333,333±22,501,852 -

1 36,383,333±5,001,333 58.8

2 35,433,333±6,833,984 59.9

4 10,233,333±4,346,646 88.4

8 9.546,667±1,226,808 89.2

16 1,393,333±178,489 98.4

32 430,533±50,576 99.5

64 1,733±759 100

Table 17. Bacterial inhibition rates (mean±SD) in Nannochloropsis sp.

culture with various concentration of ClO2
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실험에 사용된 I. galbana의 총 부유물질 및 화학적 산소요구량이 각각

1.276±0.044 mg/mL, 23.5±3.03 mg/L 였으며 이산화염소에 대한 세균 제어

력은 Table 18. 에 나타낸 것 같이 Nannochloropsis sp. 에 비해 동일한

이산화염소 농도에서도 더 높은 세균 제거율을 나타내었다(Table 18).

또한, I. galbana 는 Nannochloropsis sp. 에 비해 더 높은 이산화염소

농도인 8 mg ClO2/L 까지 미세조류의 재성장이 저해되지 않았으며 이때

세균은 95.4%가 제어되었다. I. galbana 배양액에 이산화염소를 16 mg

ClO2/L의 농도로 처리하면, 세균은 99% 저해되나 미세조류의 재성장이 대

조구에 비해 50% 성장 저해되는 것으로 나타났다.
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Colony-forming unit

(CFU/ml)

Bacterial inhibition

rate (%)

0
225,166,667±37,597,65

1
-

1 67,233,333±7,749,570 70.1

2 30,483,333±5,177,435 86.5

4 18,550,000±5,125,183 91.8

8 10,446,667±964,642 95.4

16 2,158,333±359,942 99.0

32 464,400±25,398 99.8

64 1,650±867 100

Table 18. Bacterial inhibition rates (mean±SD) in Isochrysis galbana

culture with various ClO2 treatment concentrations
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3.2. 로티퍼 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

3.2.1. 이산화염소 농도에 따른 살균효율

양식장에서 먹이생물로 다양하게 이용되고 있는 로티퍼는 시중에 시판되

고 있는 제품을 구입하여 로티퍼 배양액 내 세균 제어 가능성에 대해 확인

하였다. 로티퍼 배양액은 전 실험 기간동안 8회에 거쳐 구입하였으며, 매

구입시 로티퍼 배양액 내 총 부유물질 및 화학적 산소요구량을 측정한 결

과 각각 1.624±0.095 mg/mL, 29.36±1.07 mg/L로 확인되었다. 로티퍼 배양

액은 구입 후 즉시 생존율을 확인하여 폐사개체가 10% 미만인 경우 실험

을 진행하였으며 폐사율이 10%가 넘은 경우는 실험을 진행하지 않았다.

실험은 로티퍼 배양액에 이산화염소를 각각 0, 8, 16, 32, 64 mg ClO2/L

로 처리한 후 로티퍼의 생사를 확인하였다. 그 결과 이산화염소를 처리하

지 않은 대조구의 경우 200마리 중 93%가 생존하였으며, 7%는 폐사된 개

체로 확인되었을 때, 이산화염소 16 mg ClO2/L의 농도까지는 93% 가 생

존하는 것으로 확인되어 대조구와 비교하여 유의적인 폐사증가가 확인되지

않았다. 반면, 32 mg ClO2/L 부터는 유의적으로 개체수가 증가하여 200마

리 중 34% 가 폐사하였으며, 64 mg ClO2/L 에서는 94%가 폐사하였다

(Table 19).
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ClO2

(mg/L)

Live

(%)

Death

(%)

0 93±1 7±1

8 93±1 7±1

16 94±1 7±1

32 66±5 34±5

64 6±5 94±5

Table 19. Mortality of the commercially used rotifer (Brachionus

rotendiformis) with various ClO2 treatment concentrations
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또한, 이산화염소에 의해서 로티퍼의 생존 및 먹이활성도에 영향을 주지

않은 이산화염소 16 mg ClO2/L 농도 실험구에서의 세균 저해도를 확인한

결과, 대조구에서 166±5 × 105 CFU/mL인 반면 이산화염소 16 mg ClO2/L

농도의 실험구에서는 38±4 × 104 CFU/mL로 대조구 대비 97.7%의 세균

제어 효과를 확인하였다.

또한, 더 낮은 이산화염소 8 mg ClO2/L 농도 실험구에서 잔여세균도

10±1×105 CFU/mL 로 93.6% 세균 제어가 되었다.

그러나, 로티퍼가 94% 폐사한 이산화염소의 최고 고농도인 64 mg

ClO2/L 에서는 세균이 100% 제어되었다(Table 20, Fig 11).
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Colony-forming unit

(CFU/ml)

Bacterial inhibition rate

(%)

0 16,666,667±539,290 -

8 1,063,333±107,510 93.6

16 389,167±44,256 97.7

32 124,833±13,382 99.3

64 0±0 100.0

Table 20. Bacterial inhibition rates (mean±SD) in commercially used

rotifer (Brachionus rotendiformis) culture with various

ClO2 treatment concentrations
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0 mg ClO2/L 8 mg ClO2/L 16 mg ClO2/L

32 mg ClO2/L 64 mg ClO2/L

Fig. 12. Visual comparison of bacteria colonies in the

rotifer(Brachionus rotendiformis) with various ClO2

treatment concentrations
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3.2.2. 로티퍼 배양 밀도에 따른 이산화염소의 살균효율

현장에서 로티퍼를 구입해서 재배양해서 사용하거나, 구입한 로티퍼를

사용하지 않고 자가배양을 하여 로티퍼를 사용하는 경우 로티퍼의 밀도에

따라 세균을 제어하기 위한 이산화염소의 농도가 달라질 수 있는 점에 착

안하여 로티퍼 농도에 따른 이산화염소 처리 요구량을 확인하고자 하였다.

따라서 본 실험은 구입한 고밀도 로티퍼 배양액을 각각 원액, 1/10배,

1/100배로 희석하여 이산화염소의 세균 제어력 및 해당 밀도에서 로티퍼의

생존율을 확인하였다(Table 21과 22).

이산화염소를 처리하지 않은 대조구의 경우 세균은 134±6×106 CFU/mL

이였으나, 희석하지 않은 로티퍼 배양액에 이산화염소를 12.5 mg ClO2/L

처리한 실험구에서는 62±4×105 CFU/mL로 약 95%의 세균이 제어된 것을

확인하였다. 또한 이산화염소를 25 mg ClO2/L의 농도로 처리하였을 때는

15±1×105 CFU/mL로 대조구 대비 약 98%의 세균이 제어되었다. 그러나,

로티퍼 배양액을 1/10배로 희석한 실험구에서 이산화염소를 2.5 mg

ClO2/L의 농도로 처리하였을 때 692±93×103 CFU/mL로 95%로 제어되었

으며, 10 mg ClO2/L 처리하였을 때 99% 세균이 저해되어 배양액을 희석

하지 않은 원액에 비해 이산화염소의 세균 제어력이 더 높아진 것을 확인

하였다. 또한, 1/100배 희석된 로티퍼 배양액의 경우, 이산화염소가 0.5 mg

ClO2/L 일 때 대조구 대비 98%의 세균이 제어되어 로티퍼의 농도에 따라

이산화염소의 세균 제어력이 달라지는 것을 확인하였다. 이때, 로티퍼 배양

액을 희석하지 않은 원액에서는 이산화염소 100 mg ClO2/L를 처리하였을

때 100%의 로티퍼가 폐사한 반면, 로티퍼 배양액을 1/10배 희석한 실험구

에 이산화염소를 1/10의 농도로 적용한 10 mg ClO2/L의 이산화염소 실험

구에서는 대조구와 유의적인 차이가 없는 생존율을 보였다.
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Dilution series of

rotifer

ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Bacterial

control rate

(%)

MIC90

(ClO2

mg/L)

MIC99

(ClO2

mg/L)

Dilutio

n

series

Undiluted

12.5 95.4

13.22 19.71
25 98.8

50 99.9

100 100.0

10-1

1.25 71.5

2.96 6.572.5 94.8

10 99.4

10-2

0.125 0

0.49 0.67
0.25 67.8

0.5 97.6

1 97.8

Table 21. Bacterial inhibition rates in progressively diluted rotifer

(Brachionus rotendiformis) culture with various ClO2

treatment concentrations
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Dilution series of

rotifer

ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Survival

rate (%)

Mortality

(%)

Dilution

series

Undiluted

0 93±1 7±1

12.5 88±5 12±5

25 83±1 17±1

50 9±2 91±2

100 0±0 100±0

10-1

1.25 93±1 8±1

2.5 92±1 9±2

10 92±2 8±2

10-2

0.125 97±1 4±1

0.25 96±4 4±1

0.5 95±1 5±1

1 93±2 7±2

Table 22. Survival rates (mean±SD) of rotifer (Brachionus

rotendiformis) in progressively diluted culture with various

ClO2 treatment concentrations
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로티퍼 배양액의 총 부유물질(TSS)에 따른 이산화염소의 세균 저해력에

관한 관계식을 회귀분석한 결과 90%의 세균이 제어되는 MIC90 (Minimum

Inhibitory Concentration required to inhibit the growth of 90% of

organisms)을 나타내는 회귀식은 Y=7.4481X + 0.8416 (R2=0.9901)이었고

99%의 세균이 제어되는 MIC99 (Minimum Inhibitory Concentration

required to inhibit the growth of 99% of organisms)를 추정한 직선은

Y=10.823X + 1.8756 (R2=0.9512)으로 나타났다(Fig. 13).

이러한 결과를 종합하여 총세균의 99%의 제어를 목표로 할 때, 희석하

지 않은 배양액에서 요구되는 이산화염소의 농도는 19.71 mg ClO2/L 였으

며, 10배 희석한 배양액에서 요구되는 이산화염소의 농도는 6.57 mg

ClO2/L로서 이때 전자의 경우는 로티퍼의 생존에 일부 영향이 있을 것으

로 예상되나 후자의 경우는 로티퍼의 생존에 영향이 없을 것으로 판단된

다.

따라서, 이산화염소에 대한 로티퍼의 민감도는 낮추고 세균의 저해력은

높기 위해서는 로티퍼 배양액을 적절한 비율로 희석하여 낮은 농도의 이산

화염소로도 원하는 효과를 얻을 수 있을 것으로 기대된다.
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A

B

Fig. 13. The regression for the bacterial control of ClO2

depend on the total suspended solids.
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3.2.3. 이산화염소 처리시간에 따른 살균효율

이산화염소를 이용한 세균 조절 방법을 모색하고자 로티퍼의 살균처리에

필요한 적정량의 이산화염소 농도와 처리 시간을 확인하였고 실험 결과는

Fig. 14에 나타내었다.

첫 번째로, 이산화염소의 양을 동일하게 하고 처리시간을 변화시킨 후

세균 살균 효과를 확인한 결과 이산화염소 농도 25 mg ClO2/L에서 10분간

처리한 실험구(C25-10)와 20분 처리한 실험구(C25-20)의 세균 제어력에는

큰 차이를 확인하지 못했으며(Fig. 14A), 이산화염소 농도 100 mg ClO2/L

을 5분 처리한 실험구(C100-5)와 10분 처리한 실험구(C100-10)를 비교하

였을 때도 처리시간에 비례한 세균 제어효과를 확인할 수 없었다.

두 번째로, 이산화염소의 처리 농도와 시간을 반비례하여 총 처리농도와

처리시간의 곱을 동일하게 설정한 실험에서 또한 동일한 세균 제어 효과를

확인하지 못했다. 다시 말해, 이산화염소 농도 25 mg ClO2/L를 20 분간 처

리한 실험구(C25-20)와 이산화염소 농도 50 mg ClO2/L 10분간 처리한 실

험구(C50-10) 및 이산화염소 농도 100 mg ClO2/L을 5분간 처리한 실험구

(C100-5), 그리고 이산화염소 농도 200 mg ClO2/L을 2.5분간 처리한 실험

구(C200-25) 모두 다른 세균 제어 효과를 나타내었다(Fig. 14C). 이중 처리

시간은 가장 짧았지만 이산화염소의 농도가 가장 높은 200 mg ClO2/L에서

세균 제어력이 가장 뛰어났다.

따라서, 일반적인 살균제의 경우 처리 농도와 접촉 시간에 비례하여 살

균 효과가 증가되나, 본 실험 결과에 따르면 이산화염소의 경우 처리 시간

에 비례해서 살균효과가 증가 하지 않았으며, 이산화염소의 처리 시간에는

관계없이 처리된 농도에 비례하여 세균의 억제효과가 증가되는 것을 확인

하였다.
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A                                                  B

C25-10 C25-20

      

C100-5 C100-10

C

C25-10 C25-20 C100-5 C200-2.5

Fig. 14. Counts of bacterial colonies in various ClO2 treatment concentrations and treatment times.
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3.3. 알테미아의 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율

본 실험에 사용된 고밀도 알테미아의 총 부유물질(TSS; Total

suspended solids)은 2.257±0.135 mg/mL, 화학적 산소요구량(COD;

Chemical Oxygen Demand)은 20.38±0.82 mg/L로 확인되었으며, 이산화염

소를 각각 0, 25, 50, 75, 100 mg ClO2/L 처리한 결과는 Fig. 15와 같다.

이산화염소 50 mg ClO2/L 이하에서는 알테미아가 100% 생존 하였고,

75 mg ClO2/L에서 97% 생존율을 보였다. 그러나 100 mg ClO2/L 처리한

실험구에서는 모두 사멸하여 100% 치사율을 확인하였다.

또한, 이산화염소를 처리한 실험구 내 세균의 잔여량을 확인하였을 때,

이산화염소를 처리하지 않은 대조구에서 70±5×105 CFU/mL 이 발생한 것

에 비하여 알테미아가 생존한 이산화염소 25와 50 mg ClO2/L 에서도 세균

이 완벽히 제어되었다(Table 23).
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Fig. 15. The effects of ClO2 on survival rate (mean±SD) in

Artemia salina.
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ClO2

concentrations

(mg ClO2/L)

Colony-forming unit

(CFU/ml)

Bacterial inhibition rate

(%)

0 7,000,000±500,000 -

25 4,150±819 99.9

50 0±0 100.0

75 0±0 100.0

100 0±0 100.0

Table 23. Bacterial inhibition rates (mean±SD) in commercially used

Artemia salina with various ClO2 treatment

concentrations
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4. 고찰

본 연구에서 양식장 현장에서 고밀도로 배양된 로티퍼(B.

.rotendiformis)의 경우 총 부유물질이 1.624±0.095 mg/L, 29.36±1.07 mg/L

기준으로 이산화염소 농도 16 mg ClO2/L로 처리하였을 때 로티퍼(B.

rotendiformis)의 생존에는 영향을 주지 않고 세균은 94% 저해할 수 있으

며, 알테미아(A. salina)의 경우에는 1,000 ind./mL 밀도 기준으로 이산화염

소 농도 25 mg ClO2/L로 처리할 경우 알테미아(A. salina)는 100% 생존하

고 세균은 100% 사멸되는 것을 확인하였다.

그러나 고밀도로 배양된 Nannochloropsis sp. 경우 성장에 영향을 미치

지 않는 이산화염소 농도 2 mg ClO2/L 에서 60%의 세균만 제어되었고, I.

galbana 는 이산화염소 농도 8 mg ClO2/L에서 95.4% 세균 제어가 가능하

였지만 I. galbana 의 재성장에 있어서는 대조구에 비해 90.6% 만 재성장

이 되어 목표하는 미생물 제어 수준에 따라 이산화염소의 농도를 달리하여

처리해야 될 것으로 판단된다.

또한, Kim et al. (2003)에 따르면 해수 중에 잔류하는 부유물질 및 COD

농도가 높을수록 잔류 이산화염소가 빠르게 환원되며, 부유물질이

3.19±0.04 mg/L 인 해수에서 이산화염소 처리 직후 4.00±0.03 mg ClO2/L

에서 5분이 경과하면 0.32±0.02 mg ClO2/L으로, 1시간째에는 0.08±0.01 mg

ClO2/L이 잔류된다고 보고하였다. 본 연구결과에서도 현장의 먹이생물 상

황을 반영하여 고밀도로 배양된 먹이생물은 급성독성시험에서 확인된 반수

치사농도에 비해 훨씬 고농도에서도 생물의 성장 저해 및 치사를 보이지

않았다. 따라서, 수중에 유기물 농도에 따라 수산생물에 미치는 이산화염소
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치사 독성이 달라지는 것을 알 수 있었으며 총 유기물질 및 COD와 같은

수질 조건은 이산화염소 처리 시에 반드시 고려되어야 되는 사항으로 생각

된다.

그러므로, 본 연구결과에서 도출된 유기물농도에 따른 이산화염소 세균

저해력에 관한 회귀식을 바탕으로 양식장 환경에서 먹이생물의 생존 및 활

성에 영향을 미치지 않으면서 세균를 제어하는 적정 농도를 처리함으로서

환경적으로 안전하게 사용할 수 있을 것으로 생각되며 먹이생물을 섭이하

는 치어에게 바이러스 및 세균 감염을 예방하여 결과적으로 치어 및 유생

의 생존과 성장에 긍정적인 효과를 나타낼 것으로 생각된다.

더불어, 국내에서 일반적으로 사용되는 염소계 소독물질인 차아염소산나

트륨의 경우 Jeong et al. (2015) 에 따르면 10 mg ClO2/L 에서는 거의

대부분의 Tetraselmis suecica 가 제거되었으며 B.plicatilis 와 A.salina 는

20 mg ClO2/L에서 부화하지 못했다고 보고하고 있으며, 차아염소산나트

륨의 독성을 중화하기 위하여 추가적인 중화제를 투입하였다. 또한, 차아염

소산나트륨은 최근 연구에서 유기물 및 미세조류가 생장하면서 수중으로

방출하는 다양한 대사산물들(metabolic substance)과 차아염소산나트륨이

반응하여 인체에 유해한 다양한 부산물(disinfection by-products, DBPs)들

이 발생되는 문제점이 제기되고 있는 실정이다(Bond et al. 2011;

Henderson et al. 2008; Huang et al. 2008; Huang et al. 2009; Plummer

and Edzwald, 2001). 하지만 본 연구결과에서 이산화염소(ClO2)의 경우 중

화제를 사용하지 않았음에도 미세조류의 재성장이 저해되는 결과를 확인하

였다. 국립환경과학원(2013)의 정수처리기준 해설서에 의하면 이산화염소는

차아염소산나트륨과 달리 pH의 영향을 받지 않아 유기물이 많고 pH가 높

은 경우에는 이산화염소가 염소보다 우수한 소독효과를 보인다는 장점이

있으므로 먹이생물 배양 현장에서 더욱 폭넓은 사용이 기대된다.
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요약

양식생물을 사육함에 있어 적절한 사육환경을 유지하는 것은 생산성과

관련된 가장 중요한 요소 중 하나이다. 특히, 양식생물의 질병 관리는 주요

현안문제 중 하나이다. 질병 발생 문제는 양식 생산 전반의 생산 비용 증

가로 이어지며 양식 생물의 생산성 및 경제성을 저하시키는 직접적 요인으

로 작용한다. 질병이 발생하였을 때 대처 및 처리도 중요하지만 불필요한

경제적 손실을 방지하기 위해 질병이 발생하지 않도록 조기 예방하는 것이

더욱 중요하다.

최근에는 이산화염소가 높은 수용성과 강한 산화력을 가지고 있는 동시

에 자연광에 의한 분해가 빠르고 가수분해가 일어나지 않아 어류나 인체에

미치는 위해성이 상대적으로 낮아 살균 소독제로서도 이용 가능성이 높아

지는 추세이다.

그러나, 이산화염소에 대한 양식현장에 적용할 만한 체계적인 연구가 부

족하며 수산생물에 미치는 기초 독성 평가를 비롯하여 각 생물에 대한 적

정 적용 도출이 어려워 양식장 및 산업적 적용이 어려운 실정이다.

따라서, 본 연구는 1) 해산어류 치어 및 먹이생물 4 종의 이산화염소에

대한 급성독성시험을 통해 각 생물의 적정 적용 방안에 대한 기초 자료를

구축하며 2) 먹이생물 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율을 도출하여

이산화염소를 양식용 살균소독제로 이용하기 위한 살균 및 소독 유효농도

를 설정하고자 하였다.

감성돔 및 참돔 치어의 이산화염소에 대한 급성 독성시험을 실시한 결

과, 감성돔 및 참돔 치어의 96시간 반수 치사 농도(96LC50)는 각각 0.14

및 0.24 mg ClO2/L 로 나타났다. 일반적으로 이론적 무영향농도는 96LC50
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의 9% 수준에서 형성되는 것으로 알려져 있다(Tomasso 1994). 이를 기준

으로 계산하면 감성돔과 참돔 치어에 장기적으로 영향을 주지 않는 이론적

무영향농도는 각각 약 0.001과 0.005 mg ClO2/L 예측된다.

먹이생물의 경우 I. galbana 및 Nannochloropsis sp. 의 비성장률을 바

탕으로 산출된 무영향농도(NOAEL)는 0.05 mg ClO2/L 였으며, 각각의 반

수영향농도(EC50)는 0.535 mg ClO2/L 와 0.648 mg ClO2/L로 산출되었다.

로티퍼(Brachionus plicatilis)의 경우 무치사농도(NOAEL: No Observed

Adverse Effect Level)는 미세조류와 동일하게 0.05 mg ClO2/L 였으나, 반

수치사농도(LC50; Lethal Concentration 50%)는 0.641 mg ClO2/L으로

Nannochloropsis sp. 와 비슷한 수준으로 확인되었다.

마지막으로 알테미아(Artemia salina)의 반수치사농도(LC50)와 무영향농

도(NOAEL)는 5.989 mg ClO2/L, 2 mg ClO2/L으로 먹이생물 중에서 가장

이산화염소에 대한 민감도가 낮은 것으로 확인되었다.

먹이생물 배양액에 대한 이산화염소의 살균효율을 확인한 결과,

Nannochloropsis sp.의 총 부유물질(TSS; Total suspended solids) 및 화

학적 산소요구량(COD; Chemical Oxygen Demand)은 각각 0.942±0.051

mg/mL, 2.67±0.153 mg ClO2/L 인 고밀도 미세조류 배양액에 4 mg

ClO2/L의 이산화염소를 처리한 실험구가 대조구에 비하여 약 83% 재성장

됨으로서 통계적으로 유의한 재성장 저해가 관찰되었다. 또한 이산화염소

의 처리 농도가 증가함에 따라 성장 저해율이 높아져 16 mg ClO2/L 에서

는 대조구의 67% 정도만 재성장 되었다. 성장 저해가 일어나지 않은 이산

화염소 2 mg ClO2/L에서는 세균이 60% 제어된 반면, 성장저해가 일어난

이산화염소 16 mg ClO2/L에서 세균이 98.4% 제어되는 결과를 보였다.

반면, I. galbana 의 경우 총 부유물질(TSS) 및 화학적 산소요구량

(COD)이 각각 1.276±0.044 mg/mL, 2.67±0.153 mg ClO2/L였으며,
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Nannochloropsis sp. 보다 조금 더 높은 이산화염소 농도 8 mg ClO2/L 까

지 미세조류의 재성장이 저해되지 않았으며 이때 세균은 95.4% 제어되었

다. I. galbana 배양액에 이산화염소를 16 mg ClO2/L의 농도로 처리하면

세균은 99% 저해되나 미세조류의 재성장이 대조구에 비해 50% 저해되는

것으로 나타났다.

반면, 총 부유물질(TSS; Total Suspended Solids) 및 화학적 산소요구량

(COD; Chemical Oxygen Demand)이 각각 1.624±0.095 mg/mL, 2.67±0.153

mg ClO2/L인 고밀도 배양된 로티퍼의 경우 이산화염소를 처리하였을 때

이산화염소 16 mg ClO2/L 까지 로티퍼의 폐사가 일어나지 않았으며 대조

구 대비 97.7%의 세균 제어 효과를 확인하였다. 더불어, 고밀도 배양된 로

티퍼 배양액을 희석하여 이산화염소를 처리한 후 세균 저해력을 확인한 결

과를 바탕으로 총 부유물질(TSS)에 따라 90%의 세균이 제어되는 MIC90과

99%의 세균이 제어되는 MIC99의 회귀식을 각각 Y=7.4481X + 0.8416

(R2=0.9901), Y=10.823X + 1.8756 (R2=0.9512)을 도출하였다.

마지막으로, 1,000 ind./mL 의 알테미아의 경우 이산화염소 50 mg

ClO2/L 이하에서 100% 생존 하였고, 세균 또한 완벽히 제어되어 알테미아

의 경우에는 이산화염소의 적용이 가능할 것으로 판단되나 생물 농도 및

배양액의 오염정도에 따라 살균력 및 생물에 미치는 독성 정도가 다를 수

있음을 반드시 고려해서 사용해야 할 것으로 생각된다.

따라서, 본 연구결과로 인해 양식현장에서 미세조류, 로티퍼 및 알테미아

등의 먹이생물 공급 시 사육생물의 질병 원인체 유입을 차단하기 위하여

이산화염소를 적용 할 수 있는 기반이 될 것으로 기대된다.
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