
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


碩 士 學 位 論 文

The Study on Antibacterial Effect of Aquaous 

Chitosan as a Therapeutic Agent of Fish Diseases

濟 州 大 學 校 大 學 院

海 洋 生 命 科 學 科

崔 辰 泳

2012年  7月



어병예방제 사용가능성을 위한 

수용성키토산의 항균성 연구

指導敎授  李 濟 熙

崔  辰  泳

이 論文을 理學 碩士學位 論文으로 提出함

2012 年   8月

崔辰泳의 理學 碩士學位 論文을 認准함

審査委員長       김 기 영

委      員       정 준 범

委      員       이 제 희

濟州大學校 大學院

2012年  8月



THE STUDY ON ANTIBACTERIAL EFFECT 

OF AQUAOUS CHITOSAN AS A 

THERAPEUTIC AGENT OF FISH DISEASES

Jin Young Choi

(Supervised by professor Jehee Lee)

A thesis submitted in partial fulfillment 

of the requirement for the degree of 

Master of Science

Department of Marine life science

GRADUATE SCHOOL

JEJU NATIONAL UNIVERSITY

July, 2012



목  차

 I.  서  론

    1. 동기 및 목적 ............................................................................................

    2. 연구내용 ...................................................................................................

1

2

 II.  재료 및 방법

    1. 수용성 고분자 키토산 제조(1.0%(w/v)).....................................................

    2. 실험군의 농도 결정 ..................................................................................

    3. In vitro test   .........................................................................................

      가. 균주배양 ..............................................................................................

      나. Paper Disc test .................................................................................

      다. 96-well microplate을 이용한 항생효과 테스트 .................................

    4 In vivo test   ..........................................................................................

      가. 제브라피쉬의 키토산 농도에 따른 생존 시간 비교..............................

      나. 제브라피쉬의 박테리아 감염 조건 탐색 ..............................................

5

5

6

6

6

7

8

8

9

 Ⅲ.  결 과

    1. In vitro test .............................................................................................

      가. 균주 배양 ............................................................................................

      나. Paper Disc test ..................................................................................

      다. 96-홈판 (microplate)을 이용한 항생효과 테스트 ...............................

    2. In vivo test .............................................................................................

      가. 제브라피쉬의 키토산 농도에 따른 생존 시간 비교 .............................

      나. 제브라피쉬의 박테리아 감염 조건 탐색 ...............................................

      다. 감염된 제브라피쉬 치료 효과 관찰 .....................................................

      라. 꼬리지느러미를 자른 제브라피쉬를 이용한 감염실험...........................

      마. 꼬리지느러미를 자른 제브라피쉬를 이용한 어병균 감염예방 효과 .....

      바. Aeromonas hydropila 에 대한 키토산의 항균효과 분석 ...................

      사. Aeromonas hydropila 에 대한 키토산의 감염 예방효과 실험............

    3. In vitro와 In vivo test의 연계분석...........................................................

10

10

10

13

20

20

21

22

23

24

26

28

30

 Ⅳ.  고 찰

    1. 질병치료의 측면 .......................................................................................

    2. 질병예방 및 수질개선 측면 ......................................................................

  

32

32

 Ⅴ.  참고문헌 .................................................................................................... 34



Abstract

Previous studies have confirmed that positively charged chitosan can bind 

to negatively charged bacterial cell wall. In this regards both low and 

high-molecule types of chitosan has shown antibiotic effect against various 

pathogenes. In our study, we have made a high-molecule weight chitosan 

solution and investigated the antibacterial effects by in vitro tests. It was 

revealed that chitosan solution can  reduce the fish disease bacteria population 

release in water tank.

In vitro test, using microplate method showed that chitosan has a 

distinguish mark on depopulation of bacteria. But it is difficult to apply to all 

bacteria such as Vivrio ichyventery. The exact reason for this is not yet revealed 

and there is no relation either the bacteria is Gram positive or negative. 

In vivo study we have determined the appropriate infection condition of 

bacteria into zebrafish. Comparing induced chitosan solution (treatment group) 

with no induced control group showed that new way of prevent to fish disease 

just one dose treatment to the tanks. However, present data suggest that 

application of chitosan in fish disease treatment is not suitable for healing the 

wounds. Therefore, we suggest that antibacterial activity of water-soluble chitosan 

as effective treatment for fish disease. We certificate antibacterial activity on fish 

disease strains through in vitro test. And if we use chitosan solution with 

predetermined concentration that the macro-molecule soluble chitosan can use a 

preophylactic natural medicine. This research provides insights into a novel 

approach of fish disease control with less labor and lower cost. Therefore, 

addition of chitosan into fish culturing tanks would be an excellent method to 

control the disease as well as to maintain the higher water quality of aquarium



요 약 문

양이온잔기가많이분포된키토산은음전하로하전된물질을흡착하는성질을갖고있어

박테리아 및 중금속을 억제하는데 탁월한 효과가 있다.분자량과 항균성은 상관관계가 없다는 선

행연구를 토대로 제작비용이 저렴하고 간편한 수용성 고분자 키토산을 제조하여 손쉽게 수족관

관리를할수있는 새로운어병예방제로의활용가능성을확인하였다.

본 연구에서는 2%의 아세트산에 키토산분말(Showaco.Japan)을 녹인 후 중화반응을

거쳐 pH6.0의 수용성 고분자 키토산을 제작하였고,이를 토대로 어병 관련 박테리아(Aeromonas,

Salmonella,Vivrio,Edwardsiella속)9가지를 대상으로 invitrotest를 통해 항균성효과를 조사

하였다.invitrotest는 Paperdiscmethod및 microplate을 이용한 항균성을 테스트,CFU측

정의 방법으로 진행하였다.invitrotest에서 의미 있는 효과가 있는 균주를 대상으로 invivo

test를 진행하였다.제브라피쉬를 대상으로 키토산 농도별 생존조건,어류질병박테리아 감염 조건,

감염된 제브라피쉬에 대한 질병 예방효과를 실험하였다.Microplate에서 O.D0.05,200㎕의 배양

균주에 각 농도의 키토산 20㎕를 투여하여 3일간 흡광도를 측정한 생장억제 테스트 결과 키토산

농도 0.1～0.01%에서 4종의 박테리아 균주(Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda,

Staphylococcusaureus,Salmonellaenteric)에 대해 생장억제효과가 있었다.항균성 효과가 있

었던 4가지 균주를 대상으로 invivotest중 감염조건을 조사한 결과 200ml의 메디아병에

O.D600nm=1.0의 Aeromonashydrophila를 10㎖ 접종한 실험군에서 제브라피쉬가 2일이내에 사

망하여 대략적인 감염 기준으로 설정하였다.감염조건 설정 이후 20분간 균주를 키토산에 노출시

켜 CFU를 통해 0.0001%와 0.0005%에서 약90% 이상의 균주의 생장을 억제하는 키토산의 강력

한 항균성을 재확인하였다.제브라피쉬를 이용한 14일간의 감염예방효과실험을 통해 Aeromonas

hydrophila2O.D,0.00005% 농도의 키토산처리 실험군에서 제브라피쉬가 대조군에 비해 14일

중2일이상더생존한것으로미루어감염예방효과가있음을확인할수있었다.

평상시 어항관리에 키토산을 적용한다면 물고기 생존에 적합한 농도인 0.00001%를 정

기적으로 투여하는 방식으로 관리를 하고,물의 오염정도가 높은 경우 0.00005%를 투여해준다면

키토산이 박테리아의 생장을 억제하여 낮아진 박테리아의 개체수에 대해서는 물고기가 자체면역

으로 질병을 극복하고 건강하게 살 수 있을 것이라 예측할 수 있다.뿐만아니라 키토산은 중금속

및불소를흡착하여물고기생존에적합한수질개선효과도더불어볼수있을것이다.
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Ⅰ.서 론

1.동기 및 목적

요즘 가정이나 관공서 마다 공간에 활력을 불어넣기 위해 관상어를 키우는

곳이 늘고 있다.1)하지만 인테리어 측면의 이득에 비하면 관상어를 관리하기가 여

간 까다로운 것이 아니다.좁은 공간에서 키우는 것이기에 필터링을 거친다고 해도

한순간의 환경변화나 물의 오염으로 솔방울병,내장괴사,지느러미썩음병,안구상실

과 같은 질병을 불러일으킬 수 있다.어류 질병은 치명적인 경우 한 물고기만 발생

해도 전 수조의 물고기가 전멸할 수 있기에 한번 발병하면 긴장을 놓을 수 없다.

그렇기에 관상어를 키운다는 것은 노하우가 필요하며,노하우를 얻는데 많은 물고

기들을 희생시키게 된다.

수족관에 질병이 발생했을 때 일반적으로 대처하는 방법은 3～5회의 환수,

소금욕,일광욕,마이신계열의 항생제(개인적인 방법)를 처리 하는 것 이다.2)하지만

모든 치료법은 처리시 따로 격리를 시켜야 하는 번거로움이 있고,효과가 좋은 항

생제의 경우 자주 사용시 질병원인균의 내항성을 증가시켜 항생제 효과가 저하된

다.물론 질병치료용 기성제품들이 있지만 물고기의 병명에 맞추어 적당한 것을 사

용하지 못하면 효과를 보지 못하는 단점이 있다.

관상어의 질병을 종합적으로 관리할 수 있으면서 동시에 간편하고 저렴한

방법은 없을까?

비항생 물질이면서 무독성이고,물고기는 안전하면서 질병 발병균주에만 효

과를 발휘하며,생산비용이 낮은 새로운 치료제로서,본 연구에서는 수용성 고분자

키토산을 제안하고자 한다.
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2.연구내용

키토산은 지구상에 셀룰로오스 다음으로 풍부한 갑각류 껍질의 재료인 키틴

에서 탈아세틸화과정을 거쳐 만들어진 물질로 글루코사민 결합으로 되어 있는 무독

성의 물질이다.3) 아세트산,젖산,포름산 등의 유기산 및 염산,질산 등의 무기산에

용해되는 특성이 있다.수용화된 분자의 크기에 따라 고분자와 저분자로 구분하는

키토산은4)아민기 활성부위가 있어 동물성 식이섬유 중 유일하게 (+)이온을 띄고

있으며 콜레스테롤,세균,박테리아,원자량이 큰 중금속,암세포,농약,다이옥신 등

(-)이온을 가진 유해물질을 흡착하는 특징이 있다.5)

1960년대 중반 이탈리아의 Muzzarelli에 의해 시작된 키토산에 관한 연구는

1980년대 중반 이론적으로 확립되었다.1980년대 초 키틴·키토산연구의 중심이 일본

으로 이동하였으며,생체기능성물질의 개발 재료로 사용되었다.이러한 키토산은 물

처리용 금속흡착제,이온교환체,효소고정화 담체 및 의료용 재료 등 많은 분야에서

응용되고 있다.최근에는 키토산 올리고당이 항종양,면역 증강 및 부활작용,항균

및 항곰팡이 활성,콜레스테롤 개선 및 고혈압 억제작용 등 여러 가지 생리활성을

발현하는 것으로 알려짐으로써 생리기능성 신소재로서 연구개발이 수행되어 왔다.

표 1.키틴·키토산의 용도 및 응용 정리

순 기 능 용도 및 응용

1 중점 식품첨가물 냉동제품 비스킷 사료

2 항균 항곰팡이 항균 항곰팡이제 보존제 식물방역

3 항콜레스테롤 의약품 특정보건용식품

4 면역부활 항암제 면역부활제

5 창상치유 창상피복보호재 수술용 봉합사

6 담체 서방성 약제

7 보습 유화 샴푸 기초화장품 목욕용품

8 생장촉진 생장촉진제 종자코팅제

9 응집 배수처리용 응집제 청징제 단백질 비타민 회수

10 다공성 마이크로비드 효소 고정화담체 크로마토그래피

11 분리 물 알코올 분리막 이온 수송막

12 흡습 스포츠웨어 의류

키토산의 항균성은 0.02% 정도의 저분자키토산(키토산올리고당)을 첨가하여
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도 대장균의 증식을 거의 완벽하게 억제시킬 수 있을 정도로 강력하여 무독성 천연

식품 보존제로 응용되고 있다.키토산은 육류보존제로도 이용되는데 키토산 농도

0.01%의 액체배양에서 부패균주인 Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Pseudomonasfragi등의 성장을 억제하고,조금 높은 농도인 0.1～1.0%에서 육류가

부패하는 초기에 나타나는 균주인 Lactobacillus(Leuconostoc) plantanreum,

Pediococcuspentosaceus,Micrococcusvarians등의 성장을 방지하고 저장동안 육

류의 적색을 잘 유지시키는 효과를 갖는다는 연구가 있다.6)

키토산은 수용화된 분자의 크기에 따라 고분자와 저분자키토산으로 구분한

다.고분자 키토산은 고분자 물질로 분자량은 학자마다 약간씩 견해가 다르나 대개

수 만에서 수 백 만 달톤까지를 말하고,저분자 키토산은 키토올리고당이라고도 부

르며 초 저탄당(5-10탄당 이하)으로 분자량이 매우 낮은 것을 말한다.

키토산의 항균성을 알아보기 위해 저분자(분자량 10,000)와 고분자 그룹(분

자량 26,000)으로 나누어 테스트한 선행 연구에 따르면 수용성 키토산의 항균성은

분자량에 상관없이 우수하다는 결과를 얻었다.7)초기 키토산연구에서는 저분자상태

에서 항균성이 매우 좋다는 가설을 주장하였다.하지만 분자량 10,000과 분자량

26,000등 저분자와 고분자 그룹으로 나누어 Pediococcus,Leuconostoc,Bacillus,

E.coli,Pichia속에 해당하는 균주들을 대상으로 항균성 테스트(pH5.6～6.0범위)를

진행한 결과,분자량에 상관없이 수용성키토산의 농도가 20～25ppm일 때 우수한 항

균성을 보여주었음이 밝혀졌다.수용성 키토산이 분자량과 상관없이 항균성을 띄는

이유는 수용성키토산에 존재하는 수많은 양전하 잔기가 미생물의 음전하를 띄고 있

는 세포 외부와 결합하여 세포벽을 파괴하거나 응집시키기 때문이다.8)

어류에 발생하는 질병 원인 박테리아는 다음과 같다.9)

표 2.어병 원인 박테리아의 전반적 특성과 분포

병원체 종류 질 병 숙주생물 분포

Aeromonas 출혈성패혈증 솔방울병 다양한 담수어류 전세계

Vibrio 내장괴사 가자미 일본

Staphylococcus 안구질환 잉어 인디아

Edwardsiella 에드워드감염증 다양한 담수어류 일본,미국
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키토산의 항균성을 다양한 종류의 어병 원인균에 적용하면박테리아의 생장을 억

제시켜 물고기의 질병 치료가 가능할 것이라 예측할 수 있다.

고형 가루상태의 키토산을 수용액으로 만드는 방식은 미생물에서 추출한 효

소를 이용하여 분해하는 방법과 산으로 용해시키는 방법으로 나눌 수 있다.체내흡

수를 위하여 저분자 상태의 올리고키토산으로 분해하여 식품 및 건강보조제로 사용

하기위에 효소나 막여과법을 사용하지만 이 방법은 생산단가가 높다는 단점이 있

다.10)반면 산에 녹이는 방식은 생산단가가 저렴한 반면 분자의 크기가 불규칙하기

때문에 음용제로 사용하기에는 부적절하다.그렇지만 항균성은 동일하면서 생산단

가가 낮다는 점은 어병치료제로 키토산을 활용하기에 매력적인 부분이라 할 수 있

다.

본 연구는 분자량과 항균성과의 상관관계가 약하다는 선행연구결과를 전제로 제

작비용이 저렴하고 간편한 아세트산으로 수용성 고분자키토산을 제조하여 생체신

화적인 신개념의 어항관리제로의 활용가능성을 확인하고자 한다.
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Ⅱ.재료 및 방법

고분자 수용성키토산
-2% 아세트산 용해

-2M NaOH로 pH6.0적정

⇩

invitroTest
-PaperDisc항균성 테스트

-96-WellMicroplate항균성 테스트

⇩

invivoTest
-제브라피쉬를 이용한 감염 최적 조건 실험

-제브라피쉬의 질병감염예방 효과실험

1.수용성 고분자 키토산 제조(1.0%(w/v))

2% aceticacid에 chitosan(Showaco.Japan)4g을 녹인다.Aceticacid5.6

㎖,분말키토산 4g,증류수 294.4㎖을 혼합하여 magneticstir로 24시간 용해 후 2M

의 NaOH로 pH6.0이 되도록 적정한다.증류수를 부어 최종 부피가 400㎖이 되도록

맞추어 1.0%의 수용성 고분자 키토산용액을 제조한다.

2.실험군의 농도 결정

제브라피쉬로 진행한 예비실험에서 1.0%와 0.1%의 고분자 수용성 키토산에

서는 5～10분 이내에 대상 물고기가 사망했다.사망할때까지의 물고기의 행동을 관

찰한 결과 고분자 키토산이 아가미에 흡착되어 호흡곤란을 유발한 것이라 추측할

수 있었다.따라서 농도는 0.1%에서 10배씩 희석하여 최종 0.00001%까지 5단계의

실험군으로 나누었다.(0.1× %,0.1× %,0.1× %,0.1× %,
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0.1×
 %)

그림1. 0.1% 키토산에 5분 동안 노출된 제브라피쉬 

3.invitroTest

가.균주 배양

어류의 질병을 일으키는 균주를 학교 실험실에서 배양했다.4㎖의 적정 액

체배지에 동결건조된 균주를 접종,배양한 뒤 고체배지에 도말하였다.

표3.확보된 어류 질병 유발 균주의 종류 및 배양상태
순 균 주 배지 분양장소
1 Vibrioichthyventery Marineager 충남대
2 Vivriofluvialis Marineager 충남대
3 Edwardsiellatarda Nutrientagar KCTC
4 Staphylococcusaureus Nutrientagar KCTC
5 Listonellaanguillarum Nutrientagar KCTC
6 Salmonellaentericsubsp.enterica Nutrientagar KCTC
7 Aeromonasbivalvium TSA KCTC
8 AeromonasHydrophila Nutrientagar KCTC
9 Trichodermareesei Nutrientagar KCTC

나.PaperDiscTest

[표3]의 7가지 균주를 대상으로 paperdisc항균성 테스트를 진행하였다.대

조군으로 증류수와 Ampicilin(1㎎/㎖),Ampicilin(100㎍/㎖)을 사용하였다.

각 균주를 해당 액체배지 4㎖에 접종,16시간 배양한 후 (30℃,200rpm),접
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종한 균을 각각 10배로 희석한 200㎕의 배양액(균 배양원액 20㎕에 적합한 broth

180㎕ 혼합)을 plate에 도말하였다.시료 20㎕를 흡수시켜 건조시킨 PaperDisc를

박테리아 접종이 끝난 agarplate에 얹어놓았다.PaperDisc(8mm,3M)는 총7개 군

으로 다음과 같이 처리하였다.

표4.PaperDisc테스트 조건

그룹 대조군 실험군

표기
D.

W
Amp1 Amp0.1 A B C D E

내용

증

류

수

엠피실린

(1㎎/㎖)

엠피실린

(100㎍/

㎖)

키토산

(0.1×



%)

키토산

(0.1×



%)

키토산

(0.1×



%)

키토산

(0.1×



%)

키토산

(0.1×



%)

다.96-wellMicroplate을 이용한 항생효과 테스트

96-wellmicroplate을 활용하여 7종류의 균주에 대한 수용성 키토산의 항균

성 테스트를 진행하였다.각 균주를 해당 액체배지 4㎖에 접종하여 30℃,200rpm으

로 16시간 배양한 후 200㎕를 채취하여 스펙트로포토미터로 OD값을 측정하였다.

OD를 통해 균의 생장도를 파악한 후 액체배지를 기준(blank)으로,OD값의 범위

0.1～0.05에 들도록 액체배지로 희석시켜 모든 균들의 개체수가 약 10
5/6
cells/㎖가

되도록 하였다.

각 균주별 대조군은 두 가지로 희석균주 200㎕만 접종한 것과 희석균주

200㎕에 엠피실린 20㎕을 추가한 것으로 설정하였다.실험군은 희석균주 200㎕에

각 농도별 키토산 20㎕를 추가한 것으로 설정하였다.대조군과 실험군은 96홈판

(96-well)에 접종하였으며,각 균주별로 3회 반복 실험을 하였다.접종 후 30℃ 인

큐베이터에서 배양하며 3일에 걸쳐 17:00에 측정하였다.측정은 대전바이오벤처타운

의 Elisareader를 이용하였다.

7종류의 박테리아에 대하여 3회 반복실험을 수행하고 박테리아의 생장에 키

토산이 미치는 영향여부를 파악하였다.각 well에는 200㎕의 희석한 균을 모두 주입
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하고,대조군에는 이미 항생성이 증명된 엠피실린(5㎎/㎖,1㎎/㎖ 100㎍/㎖)을 20㎕

씩 추가 투입한 그룹과 희석된 균 상태에 어떤 것도 처리하지 않은 그룹으로 나누

었다.실험군은 0.1%～0.00001%의 키토산을 해당 열의 Well에 20㎕ 추가 주입하였

다.

표5.96-wellmicroplate에 주입한 용액의 구성

내 용
96-wellplate 각 well당 주입양(단위:㎕)

희석 균 엠피실린 키토산 총

A 박테리아 +엠피실린 5㎎/㎖ 200 20 0 220

B 박테리아 +엠피실린 1㎎/㎖ 200 20 0 220

C 박테리아 +엠피실린 100㎍/㎖ 200 20 0 220

D 박테리아 +0.1% 키토산 200 0 20 220

E 박테리아 +0.01% 키토산 200 0 20 220

F 박테리아 +0.001% 키토산 200 0 20 220

G 박테리아 +0.0001% 키토산 200 0 20 220

H 박테리아 +0.00001% 키토산 200 0 20 220

I 박테리아 200 0 20 220

4.invivoTest

가.제브라피쉬의 키토산 농도에 따른 생존 시간 비교

invivo실험에 들어가기 앞서 수용성 고분자 키토산이 물고기의 생존에 미

치는 영향을 알아보기 위하여,제브라피쉬를 이용하여 수온 20℃에서 키토산 농도

별 24시간 생존테스트를 하였다.제브라피쉬 생존테스트 그룹은 아무처리도 하지

않은 대조군과 수용성 키토산을 처리한 실험군 (0.5%～0.00001%)으로 설정하였고,

물의 총 부피는 1000㎖ 였다.각 실험군당 두 마리의 제브라피쉬를 투입하고 7일간

두고 결과를 관찰하였다.
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나.제브라피쉬의 박테리아 감염 조건 탐색

1)감염을 일으키는 균의 적정투여량

피부질환을 일으키는 Aeromonas를 중심으로 진행하였다.그 이유는 감염

여부를 육안으로 관찰가능하기 때문이다.반복실험을 위해 1개의 대조군에 3개의

실험군으로 나누어 7일간 사육하였다.

2)기타 질병유발 균 감염실험

현재 보유중인 invitrotest에서 사용했던 7가지 균주를 이용하여 감염실험

을 진행하였다.

3)감염된 제브라피쉬의 키토산 처리테스트

이미 질병에 감염된 물고기를 수족관마다 돌아다니며 구입하여 키토산 처리

를 하였다.

4)상처를 낸 제브라피쉬의 감염실험

옆구리를 살짝 긁은 후 균주를 투여한 수조에 담는 방법과 꼬리지느러미를

자른 후 담는 방법을 이용하였다.O.D.600nm의 흡광도 값을 1.0과 비슷하여 맞춘 후

균주투여량을 조절하여 균주수를 균일하게 조절하였다.

5)질병예방실험

감염되는 조건에 키토산농도를 달리하여 동시 투여한 후 정상물고기와 꼬리

지느러미를 자른 물고기를 넣어 키토산이 감염을 예방할 수 있는지 여부와 예방을

위해 사용할 수 있는 최적의 키토산 농도를 알아내고자 하였다.

6)질병치료실험

최적 감염조건에서 1일부터 4일까지 시간을 다르게 노출한 물고기를 적정

키토산 용액에 담가 치료여부를 파악하고자 한다.
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Ⅲ.결 과

1.invitrotest

가.균주배양

어류 질병유발 박테리아 7종을 배양하기 위해 각 균주의 생장에 최적화된

Marine,NB,TSB 등의 배지를 이용하였다.KCTC로부터 분양받은 9개의 균주를

배양한 결과 9가지 중 7가지 균주만 배양에 성공하였다.

표6.확보된 어류 질병 유발 균주의 종류 및 배양상태
순 균 주 그람 배양
1 Vibrioichthyventery Marineager ○
2 Vivriofurnissi Marineager ○
3 Edwardsiellatarda Nutrientagar ○
4 Staphylococcusaureus Nutrientagar ○
5 Listonellaanguillarum Nutrientagar ×
6 Salmonellaentericsubsp.enterica Nutrientagar ○
7 Aeromonasbivalvium TSA ○
8 AeromonasHydrophila Nutrientagar ○
9 Trichodermareesei Nutrientagar ×

나.PaperDisctest

예비실험으로 비브리오균주에 대한 항생성테스트를 진행하였다.항생성은

나타나지 않았고,엠피실린의 clearzone이 지나치게 큰 것으로 보아 50㎎/㎖의 농

도가 너무 높다는 것을 알 수 있다.
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 그림 2 Paper Disc 처리 직후

* 좌 : Vivriofurnissi

  우 : Vibrioichthyventery

 그림 3 처리 후 36시간 배양

* 좌 : Vivriofurnissi

  우 : Vibrioichthyventery

위 결과에 따라 이후 실험에서 엠피실린의 희석배율은 5㎎/㎖,1㎎/㎖,100

㎍/㎖의 농도로 대조군에 사용하였다.

하지만 7개 균주를 대상으로 Paperdisc를 이용한 항균성테스트에서는 다음

과 같이 항균활성을 확인하기 어려웠다.

그림 4 Paper Disc, Vibrioichthyventery

그림 5 Paper Disc, Vivriofurnissi
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그림 6 Paper Disc, Aeromonas bivalvium

그림 7  Paper Disc, Aeromonas hydrophila

그림 8 Paper Disc, Edwardsiella tarda
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그림 9 Paper Disc, Staphylococcus aureus

그림 10 Paper Disc, Salmonella enteric

다.96-홈판(microplate)을 이용한 항생효과 테스트

96-wellmicroplate에 균주 배양 후 Elisareader를 이용하여 O.D값을 측정

한 후 3회 반복실험 평균값을 산출하여 [표8]의 결과를 얻었다.

박테리아의 생장이 왕성하면 개체수의 증가로 흡광도(O.D값)가 증가하고,
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생장이 억제되면 흡광도가 감소하였다.측정결과는 흡광도 데이터를 그래프로 표현

한 홀수형(G1․3․5․7․9․11․13)그래프와 대조군을 생장률 100%로 지정하여 개

체수의 생존률을 %로 표현한 생존률 그래프는 짝수형(G 2․4․6․8․10․12․14)

으로 표시하였다.

생존률 그래프를 바탕으로 정리해보면 Aeromonashydrophila(그래프1,2),

Edwardsiella tarda(그래프3,4), Staphylococcus aureus(그래프5,6), Salmonella

enteric(그래프7,8)4종의 박테리아는 첫 번째 측정에서 엠피실린에 비해 균주의 생

장률이 훨씬 좋았으나,2일째 이후에는 대조군 최고 농도인 5㎎/㎖ 엠피실린 보다도

균주의 생장억제효과가 뛰어났다.하지만 0.001%이하의 농도에서는 항박테리아효과

가 급격히 떨어졌다.반면 키토산이 Aeromonas bivalvium(그래프9,10),Vibrio

fluvialis(그래프11,12),Vibrio ichithyventery(그래프13,14)3종류의 박테리아에서는

항균효과가 나타나지 않았다.
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표8.박테리아의 개체 수 값의 변화측정 (단위 :OD 기준파장 :600㎚)

일수 종류 Amp 5 Amp 1 Amp 0.1 Ch 0.1 Ch 0.01 Ch 0.001 Ch 0.0001 Ch0.00001 broth

1day Ab 0.121 0.121 0.125 0.173 0.175 0.258 0.289 0.282 0.264 

2day Ab 0.245 1.362 1.237 1.299 1.297 1.321 1.351 1.357 1.394 

3day Ab 0.929 1.639 1.479 1.496 1.510 1.548 1.577 1.506 1.461 

1day Ah 0.066 0.065 0.067 0.132 0.130 0.096 0.140 0.139 0.130 

2day Ah 0.058 0.937 0.959 0.135 0.337 0.981 0.915 0.898 0.934 

3day Ah 0.083 1.121 1.059 0.248 0.638 0.877 0.855 0.892 0.855 

1day Et 0.065 0.077 0.081 0.157 0.139 0.097 0.132 0.134 0.132 

2day Et 0.058 0.944 0.947 0.160 0.131 0.952 0.961 0.932 0.872 

3day Et 0.087 0.877 0.836 0.172 0.175 0.824 0.845 0.813 0.830 

1day Sa 0.125 0.130 0.136 0.177 0.198 0.151 0.156 0.193 0.192 

2day Sa 0.059 0.551 0.624 0.121 0.161 0.624 0.603 0.597 0.702 

3day Sa 0.058 0.421 0.777 0.174 0.189 0.783 0.799 0.778 0.741 

1day Se 0.081 0.087 0.081 0.161 0.181 0.145 0.147 0.151 0.157 

2day Se 0.064 0.431 0.624 0.141 0.149 0.584 0.565 0.563 0.547 

3day Se 0.061 0.523 0.700 0.208 0.145 0.839 0.826 0.765 0.817 

1day Vf 0.140 0.120 0.120 0.145 0.110 0.128 0.123 0.140 0.168 

2day Vf 0.118 0.103 0.108 0.331 0.299 0.290 0.277 0.417 0.438 

3day Vf 0.116 0.101 0.106 0.455 0.425 0.513 0.347 0.473 0.571 

1day Vi 0.102 0.097 0.113 0.151 0.150 0.148 0.114 0.109 0.154 

2day Vi 0.104 0.107 0.124 0.497 0.436 0.418 0.287 0.270 0.446 

3day Vi 0.104 0.107 0.142 0.612 0.536 0.508 0.376 0.363 0.596 

1day Y 0.188 0.189 0.197 0.645 0.460 0.245 0.191 0.147 0.173 

2day Y 0.924 0.894 0.828 1.357 1.292 1.253 1.055 1.057 1.077 

3day Y 1.039 1.052 0.894 1.351 1.292 1.324 1.316 1.116 1.219 
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그래프1. Aeromonas hydrophila 개체수변화 (단위: O.D. 600nm) 그래프2. Aeromonas hydrophila 생존률 변화 (단위: %)

그래프3. Edwardsiella tarda 개체수변화 (단위: O.D. 600nm) 
그래프4.  Edwardsiella tarda 생존률 변화 (단위: %)
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그래프5 Staphylococcus aureus개체수변화(단위 : O.D, 600nm) 
그래프6.  Staphylococcus aureus 생존률 변화 (단위: %)

그래프7. Salmonella enteric 개체수변화 (단위: O.D, 600nm) 
그래프8.  Salmonella enteric 생존률 변화 (단위: %)
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그래프9. Aeromonas bivalvium 개체수변화 (단위: O.D, 600nm) 
그래프10.  Aeromonas bivalvium 생존률 변화 (단위: %)

그래프11. Vibrio fluvialis 개체수변화 (단위: O.D, 600nm) 그래프12. Vibrio fluvialis 생존률 변화 (단위: %)
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그래프13. Vibrio ichithyventery 개체수변화 (단위: O.D, 600nm) 
그래프14. Vibrio ichithyventery 생존률 변화 (단위: %)
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2.invivotest

가.제브라피쉬의 키토산 농도에 따른 생존 시간 비교

invivo실험에 들어가기 앞서 수용성 고분자 키토산이 물고기의 생존에 미

치는 영향을 알아보기 위하여,제브라피쉬를 이용하여 수온 20℃에서 키토산 농도

별 24시간 생존테스트를 하였다.제브라피쉬 생존테스트 그룹은 아무처리도 하지

않은 대조군과 수용성 키토산을 처리한 실험군 (0.5%～0.00001%)으로 설정하였고,

물의 총 부피는 1000㎖ 였다.0.5%의 경우 고농도인 관계로 100㎖를 메디아병에 담

아 제브라피쉬 한 마리만 테스트하였다.그 결과 0.1%과 0.01%에서는 5분 이내에

호흡곤란 및 사망하였다.0.001%에서는 10분이내에 배를 보인 후 호흡이 멎었다.

0.0001%에서는 4시간에 배를 뒤집었고 7시간 후 숨이 멎었다.그 외 나머지 물고기

들은 대조군과 다름없이 건강한 상태와 호흡이 유지되었다.고농도 키토산에서 제

브라피쉬가 보인 공통적인 반응은 호흡이 거칠어진 후 배를 보였고,호흡을 하려

애써도 숨을 쉴 수 없는 것 처럼 보였다.뒤집혀 숨을 쉬지 못하는 물고기를 수조

로 다시 옮겨도 곧 숨이 멎었다.하지만 호흡곤란 증세가 약하게 시작된 한 개체를

곧바로 꺼내 수조로 옮기자 일주일 동안은 뒤집어 지내는 현상을 보이다가 다시 건

강해졌다.이를 통해 고분자 키토산은 아가미에 부착되어 호흡을 방해하고,한번 부

착된 키토산은 쉽게 분리하기 어려운 것은 아닐까하고 예상하였다.
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표9.제브라피쉬의 최소 생존 키토산 농도

처리농도

(기준:1000㎖)

투입량

생존시간

실험군 대조군

0.1×

 %

0.1×



%

0.1×



%

0.1×



%

0.1×



%

무처리

투입량

0.1%

수용성

키토산

150㎖ 100㎖ 10㎖ 1㎖ 0.1㎖ 0㎖

물 0㎖ 900㎖ 990㎖ 999㎖ 999.9㎖ 1000㎖

생존

시간
1st 5분 5분 10분 7시간 생존 생존

나.제브라피쉬의 박테리아 감염 조건 탐색

지층실험용 분별관에 200ml의 증류수를 담고 솔방울병의 원인균으로 알려

진 Aeromonashydrophila균주를 4㎖의 배지에 30℃,16시간 Shakingincubator에

서 180rpm으로 키운 후,200㎕를 접종하였다.대조군은 박테리아가 없는 증류수이

다.캠코더를 설치하고 5일간 감염여부를 지켜보았다.감염의 여부는 균의 특성에

따라 비늘이 하얗게 일어나거나,개체가 죽는 경우를 감염 기준으로 삼았다.하지만

감염이 일어나지 않았다.3회 실험을 하였으나,감염 시키는 것에 실패하였다.이후

O.D값 1.0전후로 키운 박테리아를 1ml접종한 후 5일 경과하였으나 역시 감염여부

를 확인할 수 없었다.
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그림 11 제브라피쉬의 Aeromonas hydrophila 감염 실험

●감염확인방법:박테리아를투입한물에제브라피쉬투입후변화육안식별

●접종조건:200ml증류수+O.D1.0200㎕or1ml/5일

●감염여부:감염실험실패

다.감염된 제브라피쉬 치료효과 관찰

여러 차례의 감염실험으로도 감염되지 않아 수족관에 수소문하여 질병에 걸

린 제브라피쉬 및 관상어를 구하여 치료 효과 실험을 진행하였다.메디아병에

200ml의 증류수를 담고 0.0001%의 수용성 키토산을 주입하며 솔방울병,백점병에

걸린 물고기를 처치하였다.0.0001%의 경우 7시간 이내에 모두 사망하였다.운이 좋

아야 한 마리씩 단발적으로 구할 수 있다 보니 병걸린 물고기의 대조군을 둘 수가

없었다.또한 수족관사장님들은 한결같이 병에 걸린 물고기는 몇 시간 뒤에 죽을

것이라는 조언을 꼭 붙여주었기에 키토산에 의한 사망인지 질병에 의한 사망인지

본 과정에서는 확인할 길은 없었다.치료의 가능성을 확인하는 예비실험의 개념이

었으나,병걸린 상태에서 온 물고기들은 얼마 지나지 않아 모두 죽었다.치료실험에

사용된 물고기는 개별적으로 총 7마리였다.
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그림 12. 솔방울병에 걸린 제브라피쉬 그림 13. 0.001% 키토산 처리 후 7시간 내 사망

라.꼬리지느러미를 자른 제브라피쉬를 이용한 감염실험

메디아병에 200ml의 증류수를 담고 대조군은 아무 것도 처리하지 않았으며,

실험군은 박테리아를 10㎖씩 투여하였다.제브라피쉬는 꼬리지느러미를 자른 후 각

병에 한 마리씩 넣었다.11)박테리아는 invitro에서 키토산으로부터 생장저해가 있

었던 4가지 균주를 선정한 후 액체배지에 배양 하고 아래 표와 같이 메디아 병에

투입하였다.

표10.메디아병 접종 균주의 O.D값

순 균주명 OD600 라벨표기 투입량

1 Salmonella enteric 1.429 Se 2㎖ 10㎖

2 Aeromonas hydrophila 0.925 Ah 2㎖ 10㎖

3 Edwardsiella tarda 1.137 Et 2㎖ 10㎖

4 Staphylococcus aureus 0.896 Sa 2㎖ 10㎖

감염실험 4일째,10㎖의 균주를 투여한 실험군 중 Ah와 Et에서 제브라피쉬

가 죽었다.O.D값을 1.0으로 정확히 맞추지 않고 진행했으므로 정확한 균주투입량

을 알기 위해 O.D값을 1.0으로 통일하여 알아보고자 추가 실험을 계획하였다.
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그림 15. 꼬리지느러미를 자른 지브라 피쉬 투입 그림 14 꼬리지느러미 자르기

표11.제브라피쉬 감염실험 조건 및 결과

구분 대조군 실험군

균주명 × Se Ah Et

증류수 20㎖ 20㎖ 20㎖ 20㎖ 20㎖ 20㎖ 20㎖

접종량 × 10㎖ 2㎖ 10㎖ 2㎖ 10㎖ 2㎖

생존여

부
생존○ 생존○ 생존○ 사망× 생존○ 사망× 생존○

결과

마.꼬리지느러미를 자른 제브라피쉬를 이용한 어병균 감염 예방

효과 실험

Aeromonashydrophila를 한차례의 계대배양을 통해 30㎖을 키운 후 O.D값

을 1.0으로 희석하여 맞추었다.메디아병에 200ml의 증류수를 담고 대조군은 아무

것도 처리하지 않은 그룹과 Ah를 10㎖투입한 그룹으로 나누었다.실험군은 박테리

아를 10㎖씩 투여 한 후 키토산 0.01%,0.0001% 투입한 그룹으로 나누었다.각 병

에는 TMS(Tricainemethanesulfonate)을 이용하여 마취한 제브라피쉬의 꼬리지느

러미를 자른 한 마리와 자르지 않은 건강한 물고기 한 마리 하여 총 두 마리를 투
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입하였다.비교를 위하여 균주 2㎖를 넣은 그룹을 추가하였다.4일간 키운 결과는

다음과 같다.

그림 16 TMS처리 후 꼬리지느러미 절단 

표12.제브라피쉬 Aeromonashydrophila감염실험 및 질병예방효과

구분 대조군 실험군

그룹명 A B C D E

증류수

(㎖)
2000 200 200 200 200

Ah접종

O.D600

1.0

(㎖)

2 × 10 10 10

키토산 × × × 0.01% 0.0001%

예상 ○(생존) ○(생존) ×(사망) ×(사망) ○(생존)

결과

물고기

생존시간
생존 생존 5시간/2일 3분/10분 6시간/1일
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만일 위 표의 예상과 같은 결과가 나온다면 다음과 같이 이유를 예측할 수

있다.C그룹은 4일내에 사망하였으나,E그룹은 생존하게 된다고 가정하면 invitro

test에서 0.0001%는 항균성이 거의 없었던 것으로 보였지만 실재 처리를 하였을 때

질병을 예방할 수 있는 A그룹이 생존한 것에서 찾을 수 있을 것이다.A그룹은 낮

은 균주농도로 물고기의 면역체계가 충분히 극복할 수 있는 수준이다.이를 통해

저농도의 키토산처리군인 E그룹에서 키토산이 고농도의 균주는 저농도로 바꾸어

물고기가 생존할 수 있는 계기를 만들었을 것이므로 수용성 고분자 키토산의 예방

효과가 있다고 볼 수 있을 것이다.

실험결과 의미 있는 정보는 10O.D가 접종되면 균주감염으로 반드시 물고

기가 죽고,2O.D는 물고기가 자체 면역으로 생존할 수 있는 균주 농도라는 사실을

알 수 있었다.D그룹의 결과를 통해 키토산의 농도가 높으면 질병보다 키토산에 의

해 죽게되고 E그룹의 0.0001%도 농도가 너무 높아 더 낮은 농도의 키토산 처리가

필요하다는 것을 알 수 있었다.감염예방실험은 실패하였으나 이후 실험의 조건을

설정할 수 있었다.

바.Aeromonashydropila에 대한 키토산의 항균효과 분석(CFU)

증류수 1.5L가 든 4개의 수조에 키토산처리(0.0001%,0.0005%,0.0025%)와

비처리군으로 나눈 후 Aeromonashydrophila를 1.5㎖ (O.D.1.0)를 넣었다.균주투

입 후 20분 뒤의 수조 속 용액을 1㎖ 추출하여 식염수로 3회에 걸쳐 10배씩 희석농

도를 증가시켜 최종 1배,10배,100배,1000배의 희석배수의 용액을 100㎕ 고체배지

에 접종한 후 24℃에서 3일간 배양하였다.배양 후 생긴 콜로니의 개수를 세어 키

토산의 항균효과를 파악하였다.
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표13.Aeromonashydropila에 대한 키토산의 항균효과 분석

이

름

증류

수

(L)

균주

A.h

(ml)

키토산

(%)

콜로니 개수

CFU/ml

(Colony-Forming Unit)
① 

희석

(1배)

② 

희석

(10배)

③

희석

(100배)

④

희석

(1000배)

1 1.5 1.5 0 많음 많음 370 30
(370×1000×100×5)1.85×



2 1.5 1.5 0.0001 많음 66 3 1
(66×1000×10×5) 

3.3×

3 1.5 1.5 0.0005 많음 51 5 0
(51×1000×10×5) 

2.6×

4 1.5 1.5 0.0025 11 4 1 1
(4×1000×10×5) 

2.0×

그림 17 고체배지에 접종한 후 24℃에서 3일간 배양
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육안으로도 키토산 처리시 20분만에도 비처리군(1)에 비해 모든 키토산농

도에서 확연히 항균효과가 있음을 살필 수 있었다.이 결과는 MIC검사를 통해

0.005%～0.1%농도의 키토산용액에서 항생성효과가 있음을 밝혔던 선행연구와 비교

하여 10배 더 희석한 상태의 고분자키토산에서도 항균성이 있으며,여전히 뛰어나

다는 것을 보여주고 있다.12)

사.Aeromonashydropila에 대한 키토산의 감염 예방효과 실험

증류수 200ml가 들어있는 메디아병에 키토산 비처리군,키토산 처리군

(0.00005%,0.00001%)로 나눈 후 O.D값 1.0으로 맞춘 Aeromonashydrophila배양

액을 0,2,4,8,16(혹은 14)ml투여하였다.제브라피쉬 3마리씩 투입하여 장기간(14

일)동안 물고기의 생존결과를 통해 예방효과를 알아보았다.

표 14.Aeromonashydropila에 대한 키토산의 감염 예방효과 실험 생존 시간

그룹이름 A B C D E

증류수(ml) 200 200 200 200 200

A.hO.D 0 2 4 8 14

키토산(%) 비처리 비처리 비처리 비처리 비처리

#1생존시간 12일 10일 45시간 5시간35분 1시간40분

#2생존시간 13일 12일 72시간 14시간 7시간20분

#3생존시간 12일 72시간 40시간 15시간

그룹이름 F G H I J

증류수(ml) 200 200 200 200 200

A.hO.D 0 2 4 8 16

키토산(%) 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005

#1생존시간 3시간3분 12일 6시간 1시간46분 1시간23분

#2생존시간 5시간30분 생존(14일) 30시간 7시간30분 7시간30분

#3생존시간 생존(14일) 40시간 30시간 14시간
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그룹이름 K L M

증류수(ml) 200 200 200

A.hO.D 0 2 4

키토산(%) 0.00001 0.00001 0.00001

#1생존시간 생존(14일) 10시간 37분

#2생존시간 생존(14일) 12시간 1시간

#3생존시간 생존(14일) 24시간 10시간

그래프 15.Aeromonashydropila의 제브라피쉬 감염 지연효과 결과

Aeromonashydropila에 대한 키토산의 감염 예방효과 실험에서 제브라피

쉬는 아무것도 처리하지 않은 대조군에서 생존 시간이 6시간이내였으나,키토산 처

리 0.00001% 그룹 에서는 오히려 비처리군보다 오래 산 것으로 보아 키토산

0.00001%가 제브라피쉬의 생존을 촉진해주는 농도라는 것을 알 수 있다.

A.hydropila균주 2O.D를 투여한 A.h2그룹에서 오히려 키토산 0.00005%

를 처리한 그룹이 비처리그룹에 비해 오래 생존하였다.하지만 0.00001%에서는 매
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우 빨리 죽었다.

나머지 그룹은 키토산비처리군이 처리군에 비해 근소한 차이로 조금 오래

생존했으나 비교할만한 차이는 아니었다.

3.invitro와 invivotest의 연계분석

키토산은 양전하를 띤 아민기 활성부위가 박테리아 최외각의 음전하를 띤

막과 결합하여 생장을 억제하는 특징이 있다.1% 아세트산에 24시간 녹인 후

NaOH로 pH6.0으로 맞춘 수용성고분자 키토산을 이용하여 invitrotest를 한 결과

Paperdisctest에서는 항생성이 검출되지 않았다.그 이유는 아세트산의 농도를

70%까지 점진적으로 높이며 나노섬유를 형성하는 과정을 실험한 연구보고서에서

보여주듯,기본적으로 점성을 갖고 있는 키토산 수용액은 PaperDisc에서 고체평판

배지 내로 확산되지 못했기에 clearzone이 형성되지 않았다고 볼 수 있다13)

Microplate을 이용한 생장억제 테스트에서는 키토산 농도 0.1～0.01%에서 4

종의 박테리아 균주(Aeromonashydrophila,Edwardsiellatarda,Staphylococcus

aureus,Salmonellaenteric)를 대상으로 한 실험에서 5㎎/㎖ 엠피실린과도 비교할

수 있을 만큼 생장억제효과가 뛰어났다.반면 동일조건에서 3종류의 박테리아

(Aeromonasbivalvium,Vibrio fluvialis,Vibrio ichithyventery)에 대한 실험에서

는 키토산의 항생특성이 나타나지 않았다.다양한 그람양성 음성균을 대상으로 한

키토산의 항생성 테스트를 진행했던 선행연구와 같이14)항생성을 보였던 4개 균주

중 하나인 Staphylococcusaureus를 제외한 모든 박테리아가 그람음성균이었으므

로,그람양성과 음성의 차이가 항생성여부가 결정하는 것은 아니라는 것을 알 수

있었다.Microplate실험 결과로 부터 일부 어병 유발 박테리아에 대해서는 항균제

사용에 따른 내성 및 치료제 잔여물이 미치는 외부효과에 대해 걱정이 없는 생체친

화적인 어병치료제로 수용성 고분자 키토산을 사용할 수 있다는 가능성을 확인할

수 있었다.
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실재 질병에 걸린 물고기를 치료하는 실험(invivo)의 경우 물고기 감염이

전제조건이 되어야 하는데,제브라피쉬를 대상으로 다양한 방식으로 감염실험을 진

행하는 과정에서 많은 시간이 소요되었다.물속에 박테리아를 접종하여 제브라피쉬

의 감염여부를 육안으로 관찰하고자 하였으나,구분이 어려워 실패하였다.이후 물

고기의 죽음을 통해 감염을 확인하고자 하였으나 죽는 조건을 잡기가 어려웠다.대

안으로 수족관을 돌며 감염된 제브라피쉬를 구입하여 치료실험을 진행하고자 하였

으나,면역력이 현저히 떨어진 탓인지 치료 도중 모두 죽었다.다시 시도한 감염실

험은 invitrotest에서 생장억제를 보였던 Aeromonashydrophila,Edwardsiella

tarda,Staphylococcusaureus,Salmonellaenteric4종의 박테리아를 대상으로 건강

한 제브라피쉬의 꼬리지느러미를 잘라 진행한 결과 Aeromonas hydrophila,

Edwardsiellatarda에서 10㎖ 접종한 실험군의 물고기가 4일째에 사망함을 관찰할

수 있었다.위 두 그룹을 제외한 나머지 그룹은 이후 6일간의 계속되는 질병유발균

노출에도 불구하고 생존했다.이후 Aeromonashydrophila에 대해 집중적인 실험을

수행한 결과 꼬리를 자르지 않아도 감염되는 조건(O.D1.0,8ml/200ml)을 설정할 수

있었다.

감염조건 설정 이후 CFU를 통해 키토산의 항균성을 다시한번 확인한 후,

제브라피쉬를 이용한 14일간의 감염예방효과실험을 통해 Aeromonashydrophila2

O.D에서 0.00005% 농도의 키토산이 감염예방효과가 있음을 확인할 수 있었다.물론

14일 이후에도 계속 노출을 시킨 결과 1마리를 제외하고 무려 6일 간 더 생존하였

다.
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Ⅳ.고 찰

키토산은 다양한 용도로 각광을 받고 있다.미국에서는 다이어트 식품으로

인기를 끌고 있으며,일본에서는 천연 식품첨가물로 등록되어 안전한 식품첨가제로

사용되고 있다.키토산은 미생물이나 효소에 의해 분해가 가능하고,기본 단위인

N-아세틸-D-글구코사민,D-글루코사민 역시 체내 친화성이 우수하다.15)

이처럼 현재까지 키토산은 인체에 영향을 미치는 특이한 독성에 관해서는

보고된 바가 없는 안전한 물질로 알려져 있다.생체 친화적인 물질인 수용성 고분

자 키토산을 어병 유발 박테리아의 생장저해제로 도입하였을 때,invitrotest에서

는 일부 박테리아에 대해 생장억제 기능을 보였다.invivotest에서는 물고기 생존

에 적합한 농도인 0.00001%를 사용하거나,물의 오염정도가 높은 경우 0.00005%를

사용한다면 키토산이 어병균과 반응하여 생장을 억제하므로 박테리아 농도에서 낮

아진 상태에서 물고기가 자체면역으로 질병을 이겨낼 수 있음을 확인할 수 있었다.

이러한 특성이 곧 효과적인 어병 예방제로 사용될 수 있음을 실험을 통해 확인할

수 있었다.현재의 결과를 대규모의 어류대상 실험을 거쳐 예방효과를 검증해 낸다

면 다음과 같은 분야에 키토산을 활용할 수 있음을 예견할 수 있다.

1.질병치료의 측면

invitrotest결과를 바탕으로 질병에 걸린 물고기를 치료하기 위해서는 0.

1～0.01%의 키토산이 필요하다.하지만 실제 물고기에 적용하면 아가미에 고분자

키토산이 부착되어 질병에 의한 죽음이 아닌 키토산에 의한 호흡곤란으로 사망할

수 있다. CFU측정을 위한 실험에서 20분 동안 키토산(0.0025%)에 노출한 균주가

90%이상 사멸하는 것으로 미루어 외부에 노출되는 피부병 치료제로는 연속적인 사

용이 아닌 일정 시간 격리치료를 통해 질병 치료에 사용할 수도 있을 것이다.다만

기존의 치료방식과 유사하여 물고기를 격리해야하는 번거로움이 있지만 치료제의

성분이 생체친화적인 점이 장점이다.

나.질병예방 및 수질개선 측면

키토산의 농도를 0.00005% 이하로 낮추어 평상시의 수조 속에 투입했을 때

균주의 농도를 일정수준 이하로 낮추어 물고기가 자체면역으로 질병을 극복할 수
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있도록 도와주는 천연 질병 예방제로 사용할 수 있을 것이다.정기적으로 키토산을

수조에 공급하는 것만으로 질병을 간편하게 예방할 수 있을 뿐만 아니라,미생물에

의해 자연분해되는 물질이기에 오염문제 및 내성문제에서 자유로울 수 있을 것이

다.뿐만아니라 키토산의 낮은 농도는 고농도만큼 완벽한 항생효과를 보이지 않기

때문에 오히려 수질개선에 도움을 주는 유익한 균주도 계속 생존할 수 있어 수질

문제를 걱정하지 않아도 될것으로 예상할 수 있다.키토산의 음이온 흡착특성은 어

병균 뿐만 아니라 수돗물 속에 섞인 중금속에나 불소 까지도 결합하게 되므로 수조

의 물관리가 훨씬 손쉬워질 것이다.
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