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Abstract

Twoconsecutivestudieswereconductedtoinvestigatetheeffectsof

dietary supplementation of probiotics on growth performances, feed

utilization,innateimmunity,diseaseresistanceagainstStreptococcusiniae

andwaterqualityforjuvenileoliveflounder(Paralichthysolivaceus).In

experimentI,fourexperimentaldietswerepreparedbysupplementingthree

different Bacillus spp. probiotics (B. subtilis, B. pumilus and B.

licheniformis)intoacontroldietatthelevelof0.5%.Fish(initialmean

bodyweight,25g)wererandomlydistributedintotwelve150Lcapacity

polyvinylcirculartanks(25fishpertank).Triplicategroupsoffishwere

fedtheexperimentaldietstoapparentsatiation(twiceaday,09:00and

17:00h)for8weeks.Toanalyzeinnateimmuneresponses,bloodsamples

werecollected attheendofthefeeding trialandafterthreedaysof

challengewith S.iniae.Attheend ofthefeeding trial,weightgain,

specificgrowthrate,feedconversionratioandproteinefficiencyratioof

the fish fed B.subtilis supplemented dietwere significantly (P<0.05)

higherthanthoseofthefishfedthecontroldiet.Respiratoryburstactivity

significantlyincreasedinthegroupfedB.pumilussupplementeddietat

bothsamplingtimesandinthegroupB.subtilisafterchallengetestin

comparisontothecontrolgroup.Thelysozymeactivitydidsointhegroup

fed B.subtilis only afterchallenge and significantly higherlevels of

superoxidedismutasewereobservedinthefishfed B.pumilusandB.

licheniformisdiets.However,the serum myeloperoxidaselevelwas not

significantlyaffectedbydietarysupplementationofprobiotics.Thefishfed

thecontroldietshowedthehighestcumulativemortalityrate,anditwas

significantly higher than that of the fish fed B.pumilus and B.

licheniformissupplemented diets.In experimentII,thefish werefed a

commercialdiettoapparentsatiationandtheyweretransferredto64L
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plastictankswiththreereplicationsatadensityof30fishpertank.The

waterofthetankswasnotexchangedfor5daysandtheammonium

concentrationofeachtankwasmeasuredwith24hintervalsfrom the

additionofprobiotics.Threedifferenttypesofprobioticmicrobesincluding

Bacillussubtilis(1),Bacillussubtilis(2)andBacilluslicheniformiswere

used.Eachprobioticsolutionwaspreparedto10
4
CFU/ml.Theammonium

concentrationwassignificantlydecreasedwhenB.subtiliswasaddedto

therearingwaterindicatingimprovementofwaterqualityinthepresence

ofprobiotic.Also,significantlylowermortalitywasobservedbyadditionof

B.subtilistothewaterincomparisontothecontrolgroup.Inconclusion,

theuseofB.subtiliscanbesuggestedforenhancementofgrowthand

innateimmuneresponsesaswellasimprovementofwaterqualityforolive

flounder.
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서 론

양식산업은 식량산업에서 매우 중요한 분야로 빠르게 성장하고 있다.세계

양식생산량은 2009년 기준으로 3,500여 만톤을 기록하고 있다(FAO,2009).양

식산업에서 발생되는 어류질병은 막대한 손실을 초래한다.지난 10년동안 병

원성 미생물에 의한 어류질병은 양식산업에 막대한 피해와 경제적 손실을 입

혔다.국내의 경우,고밀도 양식으로 인한 세균,바이러스,진균 및 기생충 등

의 병원체가 단독 혹은 혼합 감염되어 전염 속도가 빠르고 그 피해가 막대한

것으로 알려져 있다.이러한 질병을 예방하기 위해 과다한 화학약품이 사용되

고 있다(Rodriguezetal,2007).과다한 화학약품의 사용은 내성균의 확산을

초래하고 수질환경을 오염시켜 생태 환경에 악영향을 끼친다.

최근에는 어류질병을 예방하고 면역력을 증진시키기 위한 친환경 미생물

사용에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다(Toranzo etal,1993).생균제

(Probiotic)는 어류에 있어 병원균의 통제,건강증진 및 생존율의 향상 등에 효

과가 있는 것으로 보고되고 있다(Lauzonetal,2010).순환여과시스템과 못

양식에서의 한정된 수량의 물을 이용하는 환경에서도 양식어종의 최종 대사산

물인 암모니아의 독성을 제거할 수 있다고 보고되었다(BowerandBidwell,

1978).생균제는 살아있는 미생물로서 적절한 양으로 투여되었을 때 장내의

미생물균형을 조절하여 성장뿐만 아니라 면역반응에도 긍정적인 영향을 미친

다고 보고되었다(YeoandLiong,2009;Lauzonetal,2010).유산균의 발효

산물인 유산과 초산은 발암물질의 생성을 억제하고,장을 산성화하여 유해균

의 발육을 저하시켜 상대적으로 유산균들의 생존율을 높이는 것으로 알려졌다



- 4 -

(Lee,2008).동물용 생균제는 가축의 생산성 향상을 목적으로 사용되며 유기

산,과산화수소(H2O2)및 박테리오신을 생성하여 장내 유해세균 및 부패관련

균주들을 감소시킴으로써 성장과 사료효율을 증진시키는 것으로 보고되었다

(Klaenhammer,1988).또한 소화기관에서 단백질 분해효소에 의해 분해됨으로

체내에 무해하고 잔류성이 없는 장점이 있다(Clevelandetal,2001).생균제는

수질개선제로써 수중의 암모니아를 효과적으로 분해하여 수질을 개선시킨다는

연구들이 보고되고 있다(Chuntapaetal,2003;Khatoonetal,2007;Zhouet

al,2009).어류양식에 있어서 가장 효과적인 생균제는 어종에 따라 다르지만,

Lactobacillus또는 Streptococcus(Enterococcus)균주가 가장 많이 사용되고

있다(Lara-Floresetal,2003).어류를 대상으로,Lactobacillus균주의 사료 내

첨가는 장내에 서식하는 병원균의 증식저해(Santosetal,1996),인위적 감염

에서의 생존율 향상(Gatesoupe,1994;Gildberetal,1997;Robertsonetal,

2000)및 면역력 증강(Gatesoupe,1994)에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 보

고되었다.

넙치(Paralichthysolivaceus)는 우리나라에서 가장 많이 양식되는 해산어

종으로,1990년 1,037톤에서 2010년도에는 80,075톤의 생산량을 기록하며 급성

장하고 있는 어종이다(MinistryofMaritimeAffairsandFisheries2009).하

지만 국내의 경우,대표적인 고밀도 양식으로 질병과 스트레스에 의한 대량폐

사의 문제점이 야기되고 있다.양어가들은 항생제 및 화학약품에 의존하고 있

지만,과다한 항생제의 사용은 감염어의 치료를 더욱 어렵게 하며 인근 양어

장으로 약제 내성균의 확산을 초래하여 해양생태 환경에 악영향을 끼치게 된

다(Rodriguezetal,2007).

EuropeanUnion(EU)에서는 항생제 사용을 금지하려는 취지에서 최대잔
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류허용기준을 설정하여 항생제 및 화학약품에 대한 법적인 규제가 이루어졌다

(Vanbelle,1989;Avellaetal,2010).따라서 무분별한 항생제 사용의 대체방

안으로 양식어류의 면역능력을 향상시키는 천연사료첨가제에 관한 연구들이

보고되고 있다(Kim etal,2006;Kim etal,2009;Sonetal,2009;Kim etal,

2010;Gengetal,2011;Songetal,2011).무지개 송어,Snook,잉어 및 터봇

을 대상으로 한 연구에서는 사료 내 Streptococcus균주 또는 Bacillus균주를

첨가하였을 때 성장과 사료효율이 증가되었다고 보고되었다(Vaquez-Juarezet

al,1993;Mohantyetal,1996;Bogutetal,1998;Kennedyetal,1998;De

SchrijverandOllevier,2000).반면,틸라피아를 대상으로 사료 내 S.faecalis

및 B.breve와 같은 생균제를 첨가하였을 경우,성장에 아무런 영향을 끼치

지 않은 결과도 보고되었다(Merrifieldetal,2009;Sunetal,2010).동일 속

의 probiotic균주를 사용하더라도 균주별 특성과 기능성의 차이로 첨가효능은

상이하게 나타날 수 있다.따라서 이 연구는 국내 양식장을 대상으로 분리한

Bacillus 균주 3종을 첨가하여 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응,

Streptococcusiniae에 대한 질병저항성과 수질정화능력에 미치는 영향을 알아

보고자 수행되었다.
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ExperimentI

재료 및 방법

1) 실험사료

실험에 사용된 4개의 실험사료는 조단백질 43%,조지방 14%로 제조하였

으며,에너지는 17.4MJ/kg로 실험실에서 동일하게 제조되었다(Table1).실험

에 사용된 Bacillus균주의 성분분석 결과는 Table2에 나타내었다.실험사료

는 생균제가 첨가되지 않은 대조구에 각각 0.5%의 생균제를 첨가하여 제작하

였으며,생균제가 첨가되는 양만큼 cellulose양을 감소시켜 생균제 첨가에 따

른 영양소의 변화가 없도록 하였다.실험사료의 제조는 파쇄기를 이용하여 모

든 사료원을 분말형태로(200um 이하)만든 후,각 사료원을 사료조성표에 따

라 정확히 무게를 재고 혼합하였다.혼합 후 사료원 총량의 30%에 해당하는

증류수를 첨가하여 사료혼합기(NVM-14-2P,Daeyoung,Korea)로 혼합,반죽

하였다.혼합반죽물은 소형초파기(SMC-12,Kuposlice,Korea)를 이용하여 직

경 3mm 크기로 성형한 후 펠렛형태로 가공되었다.제작된 실험사료는 선풍기

를 이용하여 2일간 자연 건조시킨 후 시브(Sieve)를 이용하여 적당한 크기로

가공되었으며,사료공급 전까지 -20°C 냉동고에 보관한 후 실험에 사용되었

다.
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Ingredients %

Whitefishmeal 36.0

Soybeanmeal 12.0

Cornglutenmeal 8.0

Wheatflour 30.5

Squidliveroil 5.0

Soybeanoil 5.0

Carboxymethylcellulose 1.0

Cellulose 0.5

Mineralmix1 1.0

Vitaminmix2 1.0

Table 1. Composition of the basal diet for juvenile olive flounder (% 

DM)

1MgSO4.7H2O, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCl, 130.0; Ferric citrate, 40.0;    

ZnSO4.7H2O, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl, 0.2; AlCl3. 6H2O, 0.15; Na2Se2O3, 0.01;  

MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0.

2L-ascorbic acid, 121.2; DL-α tocopheryl acetate, 18.8; thiamin hydrochloride, 2.7; 

riboflavin, 9.1; pyridoxine hydrochloride, 1.8; niacin, 36.4; Ca-D-pantothenate, 12.7; 

myo-inositol, 181.8; D-biotin, 0.27; folic acid, 0.68; p-aminobezoic acid, 18.2; 

menadione, 1.8; retinyl acetate, 0.73; cholecalficerol, 0.003; cyanocobalamin, 0.003.
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Diets Dry matter   Protein    Lipid    Ash

Control 88.5 43.8 14.2 7.34

B. subtilis 88.4 43.9 14.1 7.48

B. pumilus 87.6 45.0 14.6 7.44

B. licheniformis 89.1 43.9 14.0 7.09

Table 2. Proximate composition of the 4 experimental diets (% DM)
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2) 사용균주

본 실험에 사용한 Bacillus균주는 양어용 probiotics균주를 사용하였다.

3종류의 균주는 생산성이 우수한 국내 양식장에서 선발된 균주로서 단백질,

지방,전분,섬유소 등에 대한 복합소화효소 활성 및 Streptococcusiniae,

Aeromonassalmonicida,Edwardsiellatarda,Vibrioharveyi등의 병원성 세

균과 수생곰팡이에 대한 복합 항균활성과 siderophore생산성 평가 등을 통해

선발된 균주이다.실험에 사용한 3개 균주는 B.subtilis,B.pumilus,B.

licheniformis로 동정되었다.

B.subtilis균주는 국내 넙치양식장에서 분리한 균주로 protease,amylase,

cellulase,lipase와 같은 소화효소활성이 우수하고 병원성 균주와의 경쟁적 철

분 포획을 위한 siderophore생산성이 높으며 S.iniae,A.salmonicida,E.

tarda,V.Harveyi에 높은 항균활성이 있는 것으로 선택되었다.Ziaei-Nejad

(2006)에 따르면 B.subtilis는 장내에서 protease와 다른 효소의 분비를 촉진

시키며,장내에서 항균물질을 생산하여 병원균을 차단하고 영양소의 흡수를

돕는다고 보고되었다(VaseeharnandRamasamy,2003).

B.pumilus균주도 S.iniae,A.salmonicida,E.tarda,V.Harveyi에 매

우 높은 항균활성을 가지며 특히,amylase,cellulase,lipase소화효소의 생산

성이 우수한 것으로 보고되었다(Ghoshetal,2002)

B.licheniformis는 국내 새우양식장에서 분리한 균주로서 protease와

amylase의 활성이 우수하며 역시 S.iniae,A.salmonicida,E.tarda,V.

harveyi에 항균활성이 뛰어난 것으로 알려진 균주이다.B.licheniformis는 성

장과 면역을 증강시키고 항바이러스 효과가 있다고 보고되었다(Arenaetal,
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2006;Raidaetal,2003;Bagherietal,2008).

3) 실험어 및 사육관리

실험어인 넙치치어는 전라남도에 위치한 종묘배양장에서 구입하여 제주대

학교소속 해양과환경연구소로 이송되었다.2주간 3톤 FRP수조에서 시판 배

합사료를 공급하면서 실험환경에 적응할 수 있도록 순치시킨 후 실험에 사용

되였다.예비사육 후 넙치(초기평균무게:25±0.6g)는 총 12개의 150L원형 수

조에 각 수조 당 25마리씩 무작위로 선택하여 배치되었다(Fig1).사육수는 모

래 여과해수를 사용하여 3L/min의 유수량이 되도록 조절되었고 모든 실험수

조에 충분한 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다.광주기는 형광

등을 이용하여 12L:12D 조건으로 유지되었고,실험기간 동안 사육수온은

17-21℃ 범위로 자연수온에 의존하였다.실험사료는 1일 2회(09:00와 17:00)로

육안관찰에 의한 만복공급을 하였다.실험어의 무게측정은 3주마다 실시되었

고,측정 24시간 전에 실험어의 스트레스를 줄이기 위해 모든 어류를 절식시

켰다.사료공급실험은 총 8주간 수행되었다.

Figure1.Experimentalrearingtanks(3tonFRPand150LPPtanks)
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4) 샘플수집 및 분석

8주간의 사료공급 후,어류의 최종무게를 측정하여 증체율(Weightgain),

일간성장률(Specificgrowthrate),사료효율(Feedconversionratio),단백질이

용효율(Proteinefficiencyratio)및 생존율(Survival)을 계산하였다.최종무게

측정 후,각 수조당 6마리(사료구당 18마리)의 실험어를 무작위로 선별하여

2-phenoxyethanol용액(100ppm)으로 마취시킨 후 6마리 중 3마리는 헤파린이

처리된 주사기를 이용하여 꼬리 미병부에서 채혈하였다.채혈된 전혈은

hematocrit,hemoglobin및 대식세포활성(NBT;nitroblue-tetrazolium)분석에

이용되었다. Hematocrit은 헤파린이 처리된 모세혈관 채혈튜브

(Micro-hematocritcapillarytube)에 혈액을 채운 후,고무판(Waxplates)에

세워 혈액진단원심분리기(MicroHematocritVS-12000,Vision,Korea)에서 10

분간 원심분리하여 값을 측정하였다.Hemoglobin,triglyceride,glucose,total

protein, total cholesterol, ALT (alanine aminotransferase) 및 AST

(aspartateaminotransferase)분석은 각각의 시판 Kit시약과 반응시킨 후 혈

액생화학분석기(Expressplussystem,Seac,USA)를 이용하여 분석하였다.남

은 3마리의 혈액은 헤파린이 처리되지 않은 주사기를 이용하여 채혈하였으며

채혈된 전혈은 상온에서 60분간 방치시킨 후 원심분리기로(5,000×g)혈청을

분리하여 myeloperoxidase및 SOD (superoxidedismutase)활성을 분석하였

다.

일반성분분석은 AOAC(1995)방법에 따라 수분은 상압가열건조법(125℃,

3시간),조회분은 직접회화로법(550℃,6시간),단백질은 자동 조단백질분석기

(KjeltecSystem 2300,Sweden)로 분석되었으며,지방은 Folchetal.(1959)의
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방법에 따라 Soxhlet추출장치(SoxhletHeaterSystem C-SH6,Korea)를 이

용하여 분석되었다.

혈액내의 대식세포활성은 KumariandSahoo(2005)의 분석방법을 이용하

여 호중구의 oxidative radical생성량을 측정하였다.혈액(전혈)과 NBT

solution(0.2%)을 1:1의 비율로 각각 50㎕씩 혼합한 후,25℃에서 30분 동안

반응시킨 반응물을 50㎕씩 유리튜브에 옮긴 후,formazon생성을 감소시키기

위해 dimethylformamide를 1mL씩 넣었다.이후 2,000×g에서 5분 동안 원

심분리하여 상층액을 취한 후,분광광도계(Genesys10UV,Beckman,USA)

를 이용하여 540nm에서 NBT의 감소 범위를 측정하였다.Blank는 dimethyl

formamide를 사용하였다.

혈청 내 myeloperoxidase(MPO)활성은 KumariandSahoo(2005)의 방법

을 기초로 분석하였다.먼저 HBSS (Hanksbalanced saltsolution)용액을

96-wellplates에 80㎕씩 분주한 다음 혈청 20㎕를 넣은 후 20mM TMB

(3,3'5,5'-tetramethyllbenzidinehydrochloride)용액과 5mM H2O2용액을 넣

고,2분간 반응시킨 후 4M H2SO4용액을 35㎕ 첨가하여 microplatereader

(Thermo,Biochrom,USA)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다.

혈청 내 superoxidedismutase(SOD)활성은 superoxidedismutaseassay

kit(Sigma,19160)를 이용하여 분석되었다.

5) 공격실험(Challengetest)

8주간의 성장실험 종료 후,혈액 및 전어체 샘플을 하고 남은 어류를 대상

으로 공격실험을 실시하였다.그람양성 세균인 S.iniae을 이용하여 10
9

CFU/mL의 농도가 되도록 멸균 생리식염수에 현탁한 후,어류를 1시간 동안
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현탁액에 침지하였다.S.iniae에 감염시킨 실험어(총 120마리)는 총 12개의

64L수조에 3반복으로 배치되었다(Fig2).모든 수조는 22-25℃ 수온으로 유

지되었고 에어스톤으로 충분한 용존산소를 유지하였다.매일 100% 환수를 하

였고 총 18일 동안 누적폐사율을 조사하였다.

Figure2.ExperimentaltanksforchallengetestsagainstS.iniae
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6) 통계학적 분석

실험사료군의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized design)을

실시하였고,분석결과는 SPSS (Statisticalpackageforthesocialsciences,

Version11.0)프로그램을 이용하여 One-wayANOVA를 실시한 이후 실험구

간의 유의성은 LSD (Least Significant Difference)로 평균간의 유의성

(P<0.05)을 비교하였다.데이터는 평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었고,

백분율 데이터는 arcsine변형값으로 계산하여 통계분석하였다.

Experiment-II

재료 및 방법

1)실험사료 및 실험 조건

실험에 사용된 넙치 치어는 제주도에 위치한 개인 양어장에서 구입하여

제주대학교 소속 해양과환경연구소로 이송하였다.3톤 FRP 사각주소에 약

2000마리를 순치한 후,2주 동안 상업용 배합사료 (수협사료 No.4)를 공급하

면서 실험환경에 적응할 수 있도록 하였다.본 실험에 사용된 실험수조는

Fig.3에 나타내었다.실험시작 전,약 30분 동안 사료를 만복공급하였다.사료

공급 후,64L플라스틱 사각수조에 30L물을 채운 후,넙치 치어(평균무게:

30.1g)를 수조 당 30마리씩 3반복으로 무작위 배치시켰다.사육수는 환수하지

않고 그대로 사용하였으며,모든 수조에 에어스톤을 설치하였고 총 5일간에
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걸쳐 암모니아의 농도변화를 조사하였다.

Figure3.Experimentalrearingtanks(3tonFRPand64Lplastictanks)
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2)Probiotic균주

본 실험에 사용한 Bacillusspp.균주는 특성이 다른 한 종류의 Bacillus

subtilis(1)과 Bacillussubtilis(2)균과 Bacilluslicheniformis균을 사용하였다.

B.subtilis(1)는 아질산과 암모니아 분해능력이 높은 것으로 동정되었고 B.

subtilis(2)는 소화효소,amylase,cellulose,protease,암모니아 및 아질산 분

해능력이 좋은 것으로 동정되었다. 또한, B. licheniformis는 cellulose,

amylase,protease가 좋은 것으로 동정되었다.실험에 사용된 Bacillusspp.의

현탁액을 준비하였으며,각각의 probiotic현탁액은 10
4
CFU/ml씩 매 24시간

간격으로 각 수조에 주입하였다.

3)수질 샘플 및 분석

실험 시작전에 예비실험으로 넙치 치어를 대상으로 상업사료를 만복공급

하여 실험수조에 무작위로 어류를 배치 시킨 후,암모니아,아질산염 및 질산

염의 변화를 조사하였다.예비실험은 3개의 같은 용량의 플라스틱 수조를 사

용하여 총 5일 동안 암모니아 변화 패턴을 조사하였고 그 결과는 Fig.4에 나

타내었다.사육해수는 probiotic을 첨가하지 않고 순치한 어류의 수조에서 0,

3,6,9,12,24,54,72,96및 120시간 후에 각각 50mL씩 샘플하였다.

본 실험에서 probiotic의 종류에 따른 수질정화 능력을 평가하기 위해 예

비실험과 동일한 방법으로 상업사료를 만복으로 공급한 후,실험수조(64L)에

무작위로 어류를 배치시켰다.실험어 배치 후,모든 실험사육 수조의 사육수를

깨끗하게 환수한 다음 0,24,48,72,96및 120시간째에 각각 50mL씩의 사육

수를 샘플하였다.균주의 주입은 24hr간격으로 각 실험수조에 총 3가지의
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균주를 각각 10
4
CFU/ml를 주입하였다.동일한 실험조건을 유지하기 위해 대

조구는 Bacillus균주가 들어가는 양만큼 해수(3.3mL)를 주입하였다.

샘플수집 후 암모니아농도를 분석하였고,분석하고 남은 해수샘플은

-20
o
C냉동고에 보관한 후 아질산염 및 질산염 분석에 사용되었다.이들 분석

은 수질분석기(RQflex10,MERCK,Germany)를 이용하여 Kit로 각각의 시약

과 반응시킨 후 분석하였다.암모니아 이온(NH4
+
)의 농도범위는 0.2-7.0mg/L

및 5.0-20.0mg/L 두 가지의 범위의 Kit를 사용하였으며,아질산염(NO2
-
)의

농도범위는 0.5-25.0mg/L의 키트를 사용하였고,질산염(NO3
-
)의 농도범위는

5-225mg/L였다.

4)통계학적 분석

실험사료군의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized design)을

실시하였고,분석결과는 SPSS (Statisticalpackageforthesocialsciences,

Version11.0)프로그램을 이용하여 One-wayANOVA를 실시한 이후 실험구

간의 유의성은 LSD (Least Significant Difference)로 평균간의 유의성

(P<0.05)을 비교하였다.데이터는 평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었

고,백분율 데이터는 arcsine변형 값으로 계산하여 통계 분석하였다.
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결과 및 고찰

ExperimentI

8주간의 성장실험 결과는 Table3에 나타내었다.B.subtilis균주가 첨가

된 그룹 증체율,일간성장률,사료효율 그리고 단백질이용효율에서 Control그

룹에 비해 유의적으로 높은 값을 보였다.생존율에서는 B.subtilis와 B.

pumilus를 공급한 그룹에서 유의적으로 높은 생존율을 보였다.이 연구에서

B.subtilis균주가 다른 균주들에 비해 넙치의 성장을 촉진시킨 것은 B.

subtilis균주가 단백질분해효소의 분비를 촉진시켜 사료의 단백질소화율을 증

진시켰을 것으로 추측된다.유사한 연구결과로 틸라피아(Aly etal,2008),

whiteshrimp(Balcazaretal,2007)그리고 해삼(Zhangetal,2010)을 대상으

로 한 연구에서 유사한 결과를 보였다.어류에서의 사료 내 생균제의 첨가는

protease,amylase,lipase(Bairagietal,2002;Skrodenyte-Arbaciauskiene,

2007)와 같은 소화효소의 활성에 의해 어류의 소화율이 향상되어 사료의 이용

성이 증가하는 것으로 보고되었다(Sonetal,2009).B.subtilis는 여러 효소의

활성을 향상시킴으로써 장내에서의 영양소 흡수를 촉진시킨다고 보고되었다

(Zhangetal,2010).우수성이 보고된 생균제라도 대상어종과 실험조건에 따

라 그 효능은 다르게 나타날 수 있으며 동일 속의 균주라도 종의 특성에 따라

그 결과는 상이하게 나타날 수 있다.따라서 각 어종의 특성에 적합한 생균제

의 탐색과 균주선발이 필요할 것으로 사료된다.

대식세포는 체내에 침입한 세균,바이러스 등을 가수분해함으로서 활성산
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소(reactiveoxygenspecies,ROS)를 증가시키게 되는데 이를 알아내는 표식

방법으로 nitrobluetetrazolium (NBT)test가 이용된다.MPO는 감염과 염증

반응에 작용하는 효소로,감염된 숙주에 독성을 주어 병원성 미생물을 사멸시

킨다고 보고되었다(Palicetal,2005).SOD활성은 과산화이온을 산소와 과산

화수소로 바꿔주는 반응을 촉매하는 대표적인 항산화 효소로서,체내에 침입

한 병원체를 제거하는 역할을 한다(Fattmanetal,2003).사육실험이 끝난 후

NBT활성(Fig.5)에서는 B.pumilus를 첨가한 그룹에서 유의적으로 높은 경향

을 보였으나 공격실험 후 면역분석에서는 B.subtilis와 B.pumilus을 첨가한

그룹에서 유의적으로 높은 값을 보였다.Lysozyme활성(Fig.6)에서는 사육실

험 후 면역분석에서는 유의적인 차이를 보이지 않았으나 공격실험 후 면역분

석에서는 B.subtilis을 첨가한 그룹에서 유의적으로 높은 경향을 보였다.

SOD활성(Fig.7)에서는 사육실험 후 B.pumilus를 공급한 그룹에서 유의적으

로 높은 경향을 보였으나 공격실험 후 면역분석에서는 유의적인 차이를 보이

지 않았다.MPO활성(Fig.8)에서는 모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다.

Giltheadseabream (Sparusaurata)을 대상으로 사료 내 생균제를 첨가하였을

때,어류 장내에 면역글로블린(immunoglobulin;Ig)과 acidophilcgranulocytes

가 증가하여 면역력을 향상시켰다고 보고되었고(Picchiettietal,2007),대서양

연어를 대상으로 한 실험에서는 lymphoidcells,macrophages,granulocytes,

Ig M과 같은 면역인자가 증가되어 면역력이 향상되었다고 보고되었다

(Bakke-Mckellepetal,2007).따라서,사료에 첨가된 생균제의 효능은 모든

어종에 동일하게 적용되는 것이 아니라 양식생물의 종류,연령,성장단계와 생

균제의 종류,배양방법 및 첨가농도에 따라 달라질 수 있으므로 각 어종에 적

합한 균주의 선택과 사료 내 첨가함량의 조절이 중요할 것으로 사료된다.
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8주간 사육실험 후의 어류질병에 대한 공격실험 결과는 Fig.9에 나타내었

다.S.iniae를 인위감염 시켰을 때,대조구에서는 3일째부터 사망개체가 발견

되었고 감염 18일째에 약 45%의 낮은 생존율을 보였다.B.pumilus와 B.

licheniformis가 첨가된 그룹에서는 같은 기간에 85% 이상의 높은 생존율을

보였으며 대조구에 비해 유의적으로 높은 생존율을 나타내었다(P<0.05).동일

어종인 넙치(15g)를 대상으로 한 연구에서는(Taokaetal,2006)사료 내 1%

의 농도로 S.cerevisiae를 첨가하여 7주 동안 사육한 후,V.anguillarum (2×

10
7
CFU/mL)을 접종하여 공격실험을 수행했을 때,생균제를 첨가하지 않은

대조구보다 유의적으로 높은 생존율을 보임으로서 이번 연구의 결과와 비슷한

경향를 보여주었다.이러한 결과는 생균제의 생리활성촉진에 의한 비특이적

면역력의 증가가 넙치의 질병저항성을 증진시켰을 것으로 판단된다.하지만

이번 연구결과만으로는 생균제의 여러 생리활성 기작 중 어떠한 기작에 의한

것인지는 단정짓기 어렵다.Abraham etal.(2007)도 생균제가 어류의 생존능

력과 내성면역력을 향상시킬 수 있다고 보고하였지만 그 메커니즘에 대한 정

확한 해답은 제시하지 못하였다.

이번 연구의 결과를 종합해 볼 때 사료 내 B.subtilis의 첨가는 넙치의

성장 뿐 만 아니라 어류질병을 유발시키는 병원균에 대한 질병저항성을 높일

수 있을 것으로 사료된다.추후 연구에서는 우수성이 보고된 생균제의 첨가농

도를 조절하여 사료 내 적정 첨가량을 규명하고 사료첨가제로써 생균제가 안

정적으로 사용될 수 있는 결과를 도출해야 할 것으로 판단된다.

2.ExperimentII

생균제의 수질정화능력을 조사하기 위한 예비실험으로 사료공급 후 어류
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의 최종대사산물인 암모니아의 농도가 어떻게 변화하는지 알아보기 위해 총 5

일간 24시간 간격으로 시료를 채취하였다.암모니아 농도는 Fig.4에 나타내었

다.예비분석결과,0시간부터 54시간까지는 0.3-0.4mg/L로 거의 변화가 없었

다.54시간 이후부터는 암모니아의 농도가 급격히 증가하여 120시간째에는 4.1

mg/L까지 증가되었다. 생균제의 수질정화능력을 조사하기 위해 3가지

probiotic균주를 이용한 결과는 Fig.10에 나타내었다.균주는 매 24시간 간격

으로 5일 동안 주입하였다.균주 주입 후 48시간째(실험시작 72시간)에 암모니

아 제거효과가 나타나기 시작한 다음,120시간째에는 더욱 큰 차이를 보였다.

120시간 이후 마지막 샘플을 하고 약 20시간 후에 전체 수조에서 암모니아 독

성에 의한 폐사가 일어났다.균주 중에서는 B.subtilis(1)과 B.licheniformis

를 넣은 실험구가 대조구와 비교하여 유의적으로 높은 암모니아 제거효과를

보였다.실험종료 후의 폐사율은 Fig.11에 나타내었다.Probiotic이 첨가된 모

든 실험구에서 첨가되지 않은 대조구보다 낮은 폐사율을 보였으며,특히 B.

subtilis(2)실험구에서는 대조구에 비해 유의적으로 낮은 폐사율을 보임으로

서 사육수 내의 probiotic첨가는 넙치의 생존율을 높일 수 있을 것으로 추측

된다.Zhouetal.(2009)과 Ziaei-Nejadetal.(2006)은 Bacillusspp.을 사육수

에 첨가하였을 경우 whiteshrimp와 새우유생의 생존율이 증가된다고 보고하

였고,Rengipipatetal.(1998)은 사육수 내 첨가된 Bacillusspp.는 사육수와

새우의 소화기관에 서식함으로써 높은 생존율을 보인다고 보고하였다.또한,

수질첨가제로써 생균제는 유기물의 분해,질소와 인의 감소 및 암모니아를 줄

일 수 있다고 보고되었다(BoydCEandMassautL,1999).따라서 사육수 내

의 probiotic(Bacillusspp.)첨가는 암모니아 제거 측면에서의 수질정화 효과

와 어류의 생존율을 높일 수 있을 것으로 보인다.
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요 약 문

본 연구는 넙치(Paralichthysolivaceus)를 대상으로 probiotic의 첨가에 따

른 성장,비특이적 면역반응 및 Streptococcusiniae에 대한 질병저항성과 수

질정화능력을 평가하기 위해 수행되었다.실험 1에서는 3가지의 Bacillusspp.

를 선택하여(Bacillussubtilis,Bacilluspumilus,Bacilluslicheniformis)대조

구에 각각 0.5%씩 첨가하였으며 8주간의 사양실험이 진행되었다.실험 2에서

는 넙치 치어(평균무게:30.1g)를 64L플라스틱 사각수조에 수조 당 30마리

씩 3반복으로 무작위 배치하여 총 5일간에 걸쳐 암모니아의 농도변화를 조사

하였다.두 종의 Bacillusspp.(Bacillussubtilis(1),Bacillussubtilis(2),

Bacilluslicheniformis)균주로 특성이 다른 Bacillussubtilis(1)과 Bacillus

subtilis(2)그리고 Bacilluslicheniformis를 사용하여 수질정화능력을 평가하

였다.실험 1의 결과,B.subtilis의 첨가는 넙치 치어에서 약 25%의 성장과

사료효율,단백질전환효율,일간성장률 그리고 생존율에 효과가 있을 것으로

판단된다.공격실험 전과 공격실험 후의 비특이적 면역분석에서도 B.subtilis

를 첨가한 그룹이 대조구에 비해 높은 면역활성을 나타내었다.공격실험에서

B.pumilus와 B.licheniformis를 첨가한 그룹이 대조구에 비해 높은 생존율을

보임으로써 S.iniae에 대한 질병저항성을 높일 수 있을 것으로 판단된다. 5

일간의 실험 후 B.subtilis(1)을 사육수에 첨가하였을 때 대조구와 비교하여

유의적으로 높은 암모니아 제거효과를 보였다.5일 후의 생존율에서는 B.

subtilis(2)를 첨가한 실험구가 대조구에 비해 높은 생존율을 나타내었다.따

라서 사료 내 B.subtilis의 첨가는 성장 뿐 만 아니라 어류질병을 유발시키는



- 23 -

병원균에 대한 저항성을 높일 수 있을 것으로 사료되며,사육수 내의

probiotic(Bacillusspp.)첨가는 암모니아제거 측면에서의 수질정화 효과와

어류의 생존율을 높일 수 있을 것으로 판단된다.
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WG(%)
1

SGR(%)
2

Survival(%) FCR
3

PER
4

Control 103±5.6
a

1.42±0.06
a

77.3±15.1
a

1.59±0.15
b

1.10±0.1
a

Bacillussubtilis 130±9.3
b

1.67±0.08
b

97.3±2.3
b

1.16±0.05
a

1.40±0.0
b

Bacilluspumilus 121±13.8
ab

1.58±0.12
ab

98.7±2.3
b

1.24±0.05
ab

1.30±0.1
ab

Bacilluslicheniformis 108±14.7
ab

1.47±0.14
ab

86.7±4.6
ab

1.35±0.16
ab

1.20±0.1
ab

Table 3. Growth performance of olive flounder fed 4 experimental diets containing 3 different probiotics for 8 

weeks. 

Mean values of triplicate groups are presented as mean ± SD. Values in the same column having different superscript 

letters are significantly different (P<0.05).
1Weight gain (%) = 100*(final mean body weight - initial mean body weight)/initial mean body weight
2Specific growth rate (%) = 〔(loge final body weight - loge initial body weight)/days〕x 100
3Feed conversion ratio = dry feed fed / wet weight gain
4Protein efficiency ratio = wet weight gain / total protein given
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Figure 4. The changes of ammonium concentration in the rearing 

water of olive flounder after a satiation feeding in a preliminary test.
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Figure 5. Nitro Blue Tetrazolium (NBT) activity of olive flounder 

berfore and after the challenge test
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Figure 6. Lysozyme activity of olive flounder berfore and after the 

challenge test.
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Figure 7. Superoxide dismutase (SOD) activity of olive flounder 

berfore and after the challenge test.
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Figure 8. Myeloperoxidase (MPO) activity of olive flounder berfore 

and after the challenge test.
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Figure 9. cumulative mortality of olive flounder fed four experimental 

diets 3 different Bacillus spp. after challenge with S. iniae by 

immersion (109 CFU/ml).
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Figure 10. The effect of probiotics on the changes of ammonia 

concentration in the rearing water for olive flounder (104 CFU/ml). 
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Figure 11. The effect of probiotics on mortality of juvenile olive 

flounder in probiotic treated rearing water after 120 hour.
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