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The purpose of this study is to establish methods for enhancing the survival and growth of cold-water 
fish and crustacean larvae based on the nutritional components of zoo and phyto live foods. Rotifers, Brachionus 
rotundiformis, were cultured with a supplement of freshwater condensed Chlorella vulgaris at 28℃ and 
enriched with Algamac 2000® at 16, 20 and 26℃, respectively. Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans 
and Chlorella ellipsoidea were centrifuged for component analysis after being cultured for approximately 
one week with conway medium at 20℃. The crude protein and lipid contents of the rotifers were 58.4% 
and 10.9%, respectively, before enrichment. After enrichment at each temperature, total protein and essential 
amino acid contents were increased by reducing the enrichment temperature. However, unsaturated fatty 
acids and multiple fatty acid index (UI) showed their highest values at 20℃. Mono-unsaturated fatty acid 
content was highest (72.6%) at 16℃. The total protein contents of C. calcitrans and C. ellipsoidea were 
higher, 33.0% and 35.2%, respectively, than that of I. galbana, 27.8%. Methionin, leusine and histidine, 
essential amino acids of C. ellipsoidea , had considerably higher values, 50.2, 287.2 and 68.1 mg/g dry 
matter, respectively, compared to other microalgae. Total lipids, UI, DHA and n-3 PUFA of I. galbana 
had higher values, 23.6, 272.0, 12.9% and 45.2%, respectively, than other microalgae. Therefore, for cold-water 
fish and crustacean larvae that require high n-3 PUFA and DHA contents, enrichment of rotifers is desirable 
at 20℃. Fish larvae would also need more I. galbana than other microalgae.
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서    론
강원도 해역에는 수심 200 m 이하에서 주로 어획되는 대구 

(Gadus macrocephalus), 도루묵 (Arctoscopus japonicus), 명태 
(Theragra chalcogramma), 대게 (Chionoecetes opilio), 도화새
우 (Pandalus hypsinotus) 등과 같은 어류 및 갑각류를 포함한 
유용 한해성 해양동물이 많이 분포하고 있다 (Park et al., 
2007). 하지만 동해 수심 200 m 이하의 심해는 저수온, 고염분
과 무광층의 해양환경특성상 낮은 생물 다양성과 적은 서식생
물량 보여 어획강도가 강화되면 수산자원이 고갈되기 쉬운 
구조에 있어 (Choi et al., 2009; Park et al., 2007), 저인망과 
통발에 의한 남획으로 수산자원량이 급격히 감소하여 어업인
들의 수입은 날로 감소하고 있는 추세이다. 이에 정부와 수산
연구기관은 한해성 수산자원을 회복하기 위하여 도루묵 등에 
대한 총허용어획량 (TAC) 설정, 대게의 금어기 설정과 같은 

적극적 노력과 더불어 대구 (G. macrocephalus), 줄가자미
(Clidoderma asperrimum), 명태 (T. chalcogramma), 대게 (C. 
opilio), 쥐노래미 (Hexagrammos otakii) 등 고부가가치 한해성 
품종의 종묘생산개발에 많은 노력을 기울리고 있으며, 강원도
에서는 한해성 수산자원연구소 설립을 추진 중에 있어 한해성 
수산자원증강을 위한 유용수산동물의 종묘생산 기술개발의 
필요성이 크게 부각되고 있다.

하지만 갑각류와 어류를 포함한 한해성 수산동물에 적합한 
먹이생물 배양기술에 대한 지견은 아직도 확립되어 있지 않은 
실정으로 그 동안 여러 한해성 어종에게 넙치, 참돔과 같은 
서식환경이 다른 온수성 어류에 적용되는 먹이생물 배양 기술 
및 영양강화 기술을 적용하고 있어 사육초기에 대량폐사가 
빈번하게 발생하여 생존율이 매우 낮은 결과를 보여왔다 
(Baskerville-Bridges and Kling, 2000; Hamasaki, 2003; Kogane 
et al., 2007). 이러한 사육 초기 폐사율 감소를 위하여 많은 
연구자들이 한해성 수산동물에 적합한 DHA (docosahexaenoid 
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acid, C22:6n-3), EPA (eicosapentaenoic acid-20:5n3), 및 n-3 
HUFA (highly unsaturated fatty acid)와 같은 지방산의 영양강
화방법, 사육수 교반과 소독 및 소화효소 활성 증가 등 여러 
분야에서 연구를 시도하고 있으나 (Reitan et al., 1997; Cahu 
et al., 1998; Kogane et al., 2007) 아직도 해결해야 할 문제가 
많다. 본 연구는 영양강화 수온에 따른 로티퍼의 지방산 조성 
변화와 한해성 수산동물 먹이생물로 유효한 미세조류 3종의 
영양조성을 분석하여 한해성 수산동물에 적합한 로티퍼 영양
강화 수온과 미세조류 선택에 필요한 기초 자료를 제공하고자 
하였다.

재료 및 방법
로티퍼 배양과 영양강화와 시료 채취

실험에 사용한 로티퍼 (Brachionus rotundiformis)는 강릉원주
대학교에서 계대 배양중인 Uljin strain을 사용하였으며, 28℃에
서 자동먹이공급장치가 장착된 5 L 배양 수조에서 batch 배양하
였다. 먹이로는 담수산 농축 클로렐라 (Chlorella vulgaris, 대상 
주식회사)를 로티퍼 2,000 개체 당 일일건조중량 2 mg이 공급되
도록 조절하여 공급하였다. 영양강화는 16, 20 및 26℃로 조절된 
20 L 수조에서 mL당 2,000 개체로 수용한 후 100만 마리 당 
Schyzochitrium sp.를 주원료로로 한 Algamac 2000® (Aquafauna 
Biomarine Inc, Hawthorne, California, USA)을 0.3 g을 사용하여 
6시간 동안 3회 반복하여 영양강화하였다.

로티퍼 시료는 영양강화를 마친 후 1~2시간 동안 방치하여 
로티퍼의 장과 위에 있는 영양강화제가 소화된 것을 확인 
한 후 40 μm sieve에 걸러서 여과 해수로 로티퍼 외부에 묻혀
있는 영양강화제 등 이물질을 깨끗이 세척한 후 glass vial에 
넣고 분석 시까지 -20℃에 보관한 것을 사용하였다.

미세조류 배양과 시료채취
실험에 사용한 미세조류는 Isochrysis galbana, Chaetoceros 

calcitrans와 Chlorella ellipsoidea으로 강릉원주대학교 해양생
명공학부 먹이생물연구실에서 보관된 종을 사용하였다. 배양
은 conwy 배지를 이용하여 20℃, 2,500 lx의 환경에서 5 vvm 
이상으로 통기하여 접종 후 정체기에 이르렀을 때 수확하여 
실험에 사용하였다. 배양과 수확은 3회 반복하여 실시하였다. 
각 미세조류의 수확은 원심분리기 (VS-24SMTI, VISION, 
U.S.A)를 이용하여 6,000 rpm에서 20분 동안 원심분리하여 
수확 한 후 -20℃에 분석 시까지 보관하였다.

로티퍼와 미세조류의 성분분석
로티퍼와 미세조류 시료는 동결 건조 후 사용하였으며 아미

노산분석은 10 mg 이상, 지방산은 20 mg 이상의 건조 시료를 
이용하였다. 총단백질, 아미노산 함량은 HCl 가수분해법으로 
분해된 시료를 자동아미노산분석기 (L-8800, Hitachi, Japan)로 
분석된 구성 아미노산들을 정량하여 계산하였으며, 총지질은 
TLC (thin layer chromatography, Iatroscan MARKnew, Iatron, 
Japan)로 분석한 지질클래스의 합을 이용하여 계산하였다. 
그리고 지방산 조성은 자동샘플공급기가 장착된 가스크로마

토그래피 (gas chromatography, HP6890, U.S.A.)를 이용하여 
분석하여 총지방산 내 백분율로 나타내었다 (Parrish, 1987). 
또한 성분분석은 3회 이상 반복하여 실시하였다.

통계처리
28℃에서 배양되고 온도별로 영양강화한 로티퍼와 20℃에

서 배양된 미세조류의 총단백질, 아미노산, 총지질 및 지질조
성의 평균을 Duncan (1955)의 다중검정 후 SPSS program Ver. 
14.0 (SPSS Inc., 2000, Michigan Avenue, Chicago, Illinois, 
U.S.A.)을 이용하여 one way ANOVA test에 의한 평균 간의 
유의성을 유의수준 95%로 처리하였다.

결과 및 고찰
일반적으로 어류는 낮은 수온에서 DHA와 같은 높은 n-3 

HUFA의 체내 축적률과 세포막 인지질 불포화도가 높아지며, 
특히 발육초기에 이들의 함량이 높은 먹이를 요구한다 (Pruitt, 
1988; Malak et al., 1989; Guderley, 2004). 또한 어류의 생활사 
초기에는 단백질, 지질 등의 소화효소 활성량이 낮으며 (Kwon 
et al., 2003; Bolasina et al., 2006; Vagner et al., 2007), 영양적으
로 먹이생물이 가지고 있는 n-3 HUFA 함량에 따라 이들의 
성장과 생존율이 크게 영향을 받게 된다.  

따라서 초기 자어의 생존율을 높이기 위해 HUFA 함량이 
높은 다양한 영양강화제를 이용해서 지질 영양강화를 해 주고 
있지만, 영양강화제 종류에 따라 기초 원료가 다르기 때문에 
영양 강화 시 HUFA 함량에도 영향을 주게 된다 (Park et al., 
2006). 현재 영양강화제는 오일과 세균제재로 개발되어 있는
데, Park et al. (2006)은 오일제재와 세균제재에 의한 영양 
강화 시 사용하는 원료에 따라서 로티퍼의 DHA와 같은 n-3 
HUFA 함량이 다소 다른 것을 보고하고 있다. 그리고 일부 
연구자들에 의해 영양강화 시간 등 영양강화 방법에 따라서도 
같은 영양강화제를 사용하여도 배양된 로티퍼가 다른 영양조
성을 보이고 있다 (Kwon and Park, 2008). 이것은 영양강화 
과정에서 로티퍼와 같은 먹이생물에 공급된 영양강화제 중 
소화기관에 남아 있는 영양강화제의 잔존 여부에 따라 분석 
결과가 달라지는 것으로 사료된다. 그렇지만 소화효소 활성, 
특히 지질분해효소 활성이 낮은 발육초기 유생과 자어는 소화
기관에 지질의 형태로 존재하는 영양강화제를 직접 소화 흡수
하기에는 소화력이 부족한 것으로 사료되고 있다 (Kwon et 
al., 2003; Bolasina et al., 2006). 결국 먹이생물이 소화기관 
내에 보유하고 있는 지질 성분의 영양강화제는 유생과 자어가 
충분히 소화할 수 있을지에 대한 여지는 남아 있다. 로티퍼는 
성체 비율이 높은 것을 의미하는 포란율이 높을 때, 소화효소 
특히 지질 분해효소의 활성이 높은 것으로 보고되고 있다 
(Kwon and Park, 2008). 따라서 영양강화제로 지질을 강화할 
때는 이러한 로티퍼의 높은 지질 분해효소 특성을 이용해서 
자어가 소화흡수하기 쉬운 형태 (높은 지방산불포화도, 
unsaturated index)의 지질원으로 바꾼 후에 먹이로 공급해 줄 
필요가 있는 것이다. 

본 실험에서는 소화기관 내 영양강화제를 모두 흡수시킨 
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후에 지방산 분석을 하였음에도 불구하고 Table 1에서와 같이 
동일한 시간 동안 영양강화 시 영양강화 수온 조건에 따라 
단백질과 지질 조성이 유의하게 (P<0.05) 다른 것을 알 수 
있다. Malak et al. (1989)은 저온에서 사육된 무지개송어에서 
EPA와 같은 HUFA 축적이 높으며, Vagner et al. (2007)은 
sea bass, Dicentraechus labrax에서 특히 n-6 HUFA 축적이 
유의적으로 높은 것으로 보고하였다. 또한 대구, 강도다리와 
같은 한해성 어류의 종묘생산시 EPA와 DHA 영양강화를 통한 
생존율 향상과 흑화 개체의 출현이 감소되는 사실이 사육현장
에서는 경험되고 있다. 

Table 1. Biochemical contents (Mean±S.D. of triplication) 
of the rotifers, Brachionus rotundiformis enriched with 
Algamac 2000® that the main gradient is microalgae, 
Schizochytrium sp. for 6 hours at 16℃, 20 and 26℃, 
respectively*

Before 
enrichment

Enriched Temperature (℃)
16 ℃ 20 ℃ 26 ℃

Protein contents (% DW) 58.4 ±0.17 58.4 1.03c 52.5 ± 0.04 b 40.5 ± 2.23 a
Essential amino acid 
contents (% of DW) 21.4 ±0.72 21.2 ± 0.41c 19.3 ± 0.01b 11.7 ± 2.11a

Amino acids
(mg/g Dry matter)

Methionine 12.3 ±0.03 12.8 ± 0.64c 6.2 ± 0.17 b 4.1 ± 0.35a

Leusine 20.7 ±0.15 20.0 ± 0.41a 39.7 ± 0.27 c 31.1 ± 1.80b

Histidine 13.9 ±0.01 14.0 ± 0.38c 10.3 ± 0.23 b 8.6 ± 0.83a

Total lipid (% DW) 10.9 ±0.89 12.0 ± 3.37c 8.0 ± 0.30 b 5.2 ± 0.50 a
Unsaturated index1 165.9 ±5.17 137.1 ± 8.79a 200.8 ± 9.77 b 128.8 ± 6.31 a
P/S ratio2 8.3 ±3.34 2.8 ± 0.42 2.2 ± 0.31 2.0 ± 0.13 

Fatty acids
(% of total fatty 
acids area)

C18:2n6 56.6 ±0.32 24.8 1.45b 32.2 1.61c 15.7 0.31a

C18:3n3 2.3 ±0.29 0.6 0.00a 2.8 0.42b 0.4 0.04a

C20:4n6 0.8 ±0.36 0.4 0.00a 0.9 0.17b 0.8 0.02b

C20:5n3 0.2 ±0.00 0.6 0.17 0.8 0.14 0.5 0.00
C22:6n3 0.0 ±0.00 4.4 0.62a 10.1 0.63b 3.1 0.50a

 DHA/EPA 0.0 ±0.00 7.1 ± 0.84a 12.5 ± 1.75b 6.9 ± 1.11a

 EPA/ARA 0.3 ±0.15 2.1 ± 0.53b 1.0 ± 0.21ab 0.6 ± 0.01a

SFA 9.4 ±3.73 12.6 3.70a 23.8 1.93b 16.2 0.76a

MFA 28.6 ±2.47 72.6 0.47b 3.1 0.86a 3.2 0.14a

PUFA 71.1 ±1.26 34.8 3.23a 53.0 2.74b 32.6 0.63a

 n-3 PUFA 2.5 ±0.28 5.8 0.79a 13.8 0.58b 5.2 0.53a

* The different superscript are significantly difference 
(P<0.05) by ANOVA and Duncan's multiple comparison.

1 Unsaturated index were indicated the ∑ (the number of 
double bond×the fatty acid contents).

2 P/S ratio indicated the ratio between poly and saturated 
fatty acids.

3 SFA, MFA and PUFA indicated the saturated, mono- 
unsaturated and poly-unsaturated fatty acids, respectively.
The data of 20℃ and 26℃ were cited from Kwon and 
Park (2009)'s study.

하지만 본 실험에 사용된 로티퍼는 28℃가 적정 성장 온도
인 온수성 플랑크톤으로 (Hur and Park, 1996; Hagiwara et 
al. 1991), 20℃ 미만인 16℃에서는 20℃와 비교하였을 때 총 
지질량은 높았지만, mono-unsaturated fatty acid 함량을 제외하
곤 DHA, EPA 함량을 포함한 지방산 불포화도와 n-3 HUFA 
함량이 20℃보다 낮았다 (P<0.05). 이러한 결과로부터 한해성 
동물 초기 유생과 자어에게 생존율을 향상시키기 위해 DHA
와 같은 HUFA 함량이 높은 먹이생물을 공급하기 위해서는 
20℃에서 영양강화하는 것이 적합할 것으로 판단된다. 한편 

winter flounder, Pseudopleuronectes americanus 자어 사육에서
는 로티퍼 배양온도와 자어 사육 온도차에 의한 로티퍼, B. 
plicatilis의 영양과 자어의 성장 및 생존에는 문제가 되지 않았
으며(Mercier et al., 2004), Kwon and Park (2008)은 rotifer, 
B. rotundiformis의 지질분해효소 (TG-lipase) 개체별 활성
(individual activity)은 오히려 낮은 온도에서 높은 것으로 보고
되어 있다. 결국 로티퍼의 지질 분해효소 활성과 지질축적 
정도를 고려하였을 때, 20℃에서 영양강화하는 것이 자어 사
육수조의 온도에 적응하는 것과 DHA 등 영양적인 문제에서
도 유익할 것으로 판단된다. 

Table 2. Biochemical contents (Mean±S.D. of triplication) 
of some microalgae Isochrysis lutheri, Chaetoceros calcitrans 
and Chlorella ellipsoidea, respectively*

Isochrysis 
lutheri

Chaetoceros 
calcitrans

Chlorella 
ellipsoidea

Protein contents (% DW) 27.8 ± 1.32 a 33.0 ± 2.93 b 35.2 ± 0.71 b

Essential amino acid contents    
(% of DW) 13.1 ± 0.75 14.4 ± 1.27 12.1 ± 1.03

Amino acids 
(mg/g Dry matter)

Methionine 5.9 ± 1.82 a 6.2 ± 3.36 a 50.2 ± 1.00 b

Leusine 33.0 ± 1.66 a 30.0 ± 3.48 a 287.2 ± 5.74 b

Histidine 7.6 ± 0.62 a 6.8 ± 0.92 a 68.1 ± 1.36 b

Total lipid (% DW) 23.6 ± 2.35 b 21.5 ± 1.95 b 6.1 ± 1.65 a

Unsaturated index1 272.0 ± 9.77 b 177.5 ± 2.60 a 166.6 ± 3.27 a

P/S ratio 0.5 ± 0.03 a 1.0 ± 0.01 a 3.8 ± 0.25 b

Fatty acids
(% of total fatty acids 
area)

C18:2n6 1.2 ± 0.24 a 1.1 ± 0.02 a 10.8 ± 3.03 b

C18:3n3 1.5 ± 0.09 a - ± - 20.8 ± 4.21 b

C20:4n6 - ± - - ± - 0.4 ± 0.64
C20:5n3 30.7 ± 0.20 b 25.9 ± 0.64 b 1.4 ± 1.25 a

C22:6n3 12.9 ± 1.40 b - ± - a 0.7 ± 0.20 a

 DHA/EPA 0.4 ± 0.04 - ± - 0.2 ± 0.03
 EPA/ARA 104.0 ± 8.83 b - ± - 3.8 ± 0.07 a

SFA 23.7 ± 2.34 b 28.7 ± 0.26 b 12.8 ± 2.59 a

MFA 28.1 ± 2.31 a 43.6 ± 0.33 b 29.1 ± 8.72 a

PUFA 47.8 ± 0.65 b 27.7 ± 0.53 a 49.1 ± 5.49 b

 n-3 PUFA 45.2 ± 0.38 b 26.0 ± 0.55 a 25.9 ± 2.20 a

* The different superscript are significantly difference 
(P<0.05) by ANOVA and Duncan's multiple comparison.

일반적으로 한해성 어류에 있어서도 종묘생산 초기 자어를 
사육하는 동안에는 사육수에 C. ellipsoidea와 Nannochloropsis 
oculata 등의 첨가로 성장과 생존율이 높아지는 green water 
효과를 유도하고 있으며 (Reitan et al., 1997), green water로 
인해 자어는 면역력 증가에 따른 생존율의 향상뿐만 아니라 
먹이섭취, 영양의 소화, 흡수 시 소화효소 활성이 높아지는 
것으로 보고되어 있다 (Cahu et al., 1998; Reitan et al., 2001; 
Huervana et al., 2006). 그리고 많은 연구자들에 의해 green 
water 효과를 위해서는 해수산 C. ellipsoidea 보다 I. galbana가 
영양적으로 더 좋은 것으로 밝혀져 있다 (Tytler et al., 1997; 
Meeren et al., 2007). 본 연구에서 분석된 미세조류의 영양조성
을 보면 C. ellipsoidea는 단백질 함량이 높고 필수아미노산인 
methionin, leusine 및 histidine 함량이 다른 미세조류의 것 보다 
8~8.9배 높은 것을 알 수 있다 (Table 2). 그리고 지방산 중 
DHA 함량은 0.7%로 낮았고, linolenic acid  (C18:3n3)의 함량
이 높은 특징을 보였으며, I. galbana는 단백질 함량은 가장 
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낮았고, 필수 아미노산 함량 또한 C. ellipsoidea 보다 모두 
낮았다. 또한 지방산 중 linolenic acid의 함량은 낮은 반면, 
DHA 함량은 Brown (2002) 결과와 동일한 12.9%를 나타내어 
다른 미세조류에 높은 함량을 나타내었다. 또한 C. ellipsoidea
은 I. galbana 보다 지방산불포화도 (unsaturated fatty acid 
index, UI)가 272.0%로 높은 결과인 것을 보았을 때는 자어에
게 linolenic acid 함량이 높은 것 보다는 DHA 함량이 많아서 
지방산불포화도를 충분히 높여 줄 수 있는 것이 더 좋은 것으
로 판단된다. 그렇지만 미세조류는 기능성을 가진 색소를 가지
고 있기 때문에 지방산 조성과 불포화도만을 가지고 어류 자어
에게 미치는 영향을 얘기하기에는 부족한 면이 있다. Table 
3과 같이 각각의 미세조류는 다양한 기능성을 가진 색소를 
보유하고 있다. 이 색소는 항산화, 항바이러스, 시력보호 기능
이 밝혀져 있지만 수산양식에 적용된 경우가 없기 때문에 수산
양식에 있어서 충분히 고려해 볼 필요가 있을 것으로 사료된
다. 또한 초기 성장이 늦고, 생존율이 낮은 한해성 어족 자원의 
종묘생산을 위해서는 먹이생물의 영양, 자어의 기본적인 소화
력뿐만 아니라 자어의 소화력과 면역력을 증강시켜 줄 수 있는 
다양한 미세조류를 다각적으로 적용해서 극복해 나갈 필요가 
있을 것으로 판단된다.

Table 3. Some carotenoid pigments owned in microalgae 
analyzed on Table 2*

Classification/Species Pigments Reference cites

Isochrysis galbana Flagellates

Neofucoxanthin
Fucoxanthin
Diadinoxanthin
Diatoxanthin
Echinenone

Phillips Dales (1960)
Flynn et al. (1993)

Chaetoceros calcitrans Diatoms Fucoxanthin
Diadinoxanthin Denis et al. (2007)

Chlorella ellipsoidea Chlorophyte

β-carotene
Lutein
Zeaxanthin
Violaaxanthin
Neoxanthin

Watanabe et al. (2009)

* These microalgae were included some chlrophylls.

결과적으로 한해성 품종의 초기 사육을 위해서는 이들의 
영양요구에 맞도록 20℃에서 지질 영양강화를 해 주고, I. 
galbana와 같은 DHA 함량이 높은 미세조류를 함께 사육 수조
에 넣어 주는 것이 보다 효과적일 것으로 판단된다.
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