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서   론

제주 양식 넙치의 연간 생산량은 2010년 21,370톤에 비해 
2015년에는 21배나 증가한 27,142톤으로 해마다 증가하는 추
세로 생산량이 증가함에 따라 제주 양식  넙치의 연간 폐사량 또
한 2010년 4,519톤에 비해 2015년에는 53.31배 증가한 6,928
톤으로 해마다 증가하고 있는 추세이다. 이에 따라 양식 넙치의 
폐사로 인한 경제적 피해액은 2010년 294억원에서 2015년 529
억원으로 79.93배 증가한 것으로 조사되어 넙치의 폐사율이 증
가함에 따라 경제적 손실이 증가하고 있는 추세이다(MOMAF, 
1998; NFRDI, 2015; Statistics Korea, 2015).
최근 양식장 내의 질병감염에 따른 폐사가 증가하는 추세이
며, 특히 병원성 세균에 따른 피해가 급증하고 있어 이에 대한 

대책이 시급한 상황이다(Kim et al., 2010). 현재 산업적 육상 
고밀도 사육시설에서 질병감염 예방 및 처리방법은 수산생물 
체내에 직접적으로 살균제, 살충제 및 항균제 등과 같은 약제를 
희석하여 대상어종에게 투여하는 경구투여법, 침지법 및 주사
법 등이 활용되고 있다(Letux and Meyer, 1972; Raphael et al., 
1981; Fox et al., 1985; Speare et al., 1996). 이러한 직접적인 
투여 방법은 대상 수산생물의 체표, 아가미 및 체내에서 발생되
는 질병에 치유효과가 크나, 고농도 처리 시에는 어체 내 스트
레스로 작용할 수 있는 것으로 알려져 있다(Barton and Iwama, 
1991; Pickering, 1992). 반면, 간접적으로 해양에 존재하고 있
는 병원균이 양식장으로 유입되는 과정에서 살균을 하는 사육
수의 관리방법은 2차적 오염 가능성이 적고, 스트레스 유발이 
낮아 질병 예방 및 치료방법으로 주목받고 있다.

제주도 양식 넙치(Paralichthys olivaceus)에서 분리한 병원균 3종에 대한 
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일반적인 수질의 살균을 위해서는 UV나 오존 처리 이외에 
주로 염소 살균제인 차아염소산나트륨이 사용되고 있는데 이 
방법은 주로 물이 유동적이지 않은 수영장, 식음수 살균 등에 
주로 사용되고 있다(Matsunaga et al., 2000; Li et al., 2002; 
Martinez-Huiltle and Enric, 2008). 그러나 차아염소산나트륨
을 이용하는 방법은 수중에 일정한 염소 농도를 유지시키는데 
많은 어려움이 있어 최근 복합적인 염소종을 통해 살균하는 전
기분해장치가 주목 받고 있다. 전기분해 장치의 해수를 살균하
는 기작에 대해서는 명확하게 밝혀진 것이 없으나 화학적 생성 
기작으로 발생한 차아염소산과 차아염소산이온과 같은 유효 염
소가 살균 기작에 주된 요소로 보고되어지고 있다(Stoner et al., 
1982; Rhamn et al., 2010).
본 연구에서는 양식어류의 질병차단을 위한 방법으로 차아염
소산나트륨 및 전기분해장치에서 발생한 mixed oxidant (MO) 
에 따른 사육수의 살균능을 파악하여 사육수의 살균 효과를 검
정하고자 제주도 양식장에서 가장 흔히 발생하는 병원성 질병
원인균을 분리 배양한 후 실험을 실시하였다.

재료 및 방법

실험균

실험 균주는 제주도 소재 양식장에서 외견상 질병에 감염된 
것으로 추정되는 넙치에서 분리 배양한 병원균을 확인하기 위
하여 brain heart infusion (BHI, Difco, USA), salmonella-shi-
gella (SS, Difco, USA) 및 thiosulfate citrate bile salts sucrose 
(TCBS, Difco, USA) 세균 분리용 평판배지에 시료의 환부와 
신장, 비장 등 내부 장기를 도말하였고, 균의 배양은 300 mL의 
삼각플라스크에 접종한 후, 25℃로 유지되는 배양기에서 48시
간 배양하였다. 유기물의 영향에 의한 실험 결과의 오차를 최소
화하기 위하여 각 세균 배양액을 멸균된 원심분리용 튜브에 넣
고 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 균체를 모은 다음 멸
균된 생리식염수로 현탁하는 조건으로 3회 반복하여 균체를 수
세하였다. 최종적으로 얻어진 균체는 멸균된 생리식염수를 이
용하여 균의 농도를 조정하였다. 또한 세균용 genomic DNA 
Prep Kit (SolGent, Korea)를 사용하여 각 균주의 DNA를 획득
하였다. 16S rRNA 유전자는 27F; 5′-AGAGTTTGATCMTG-
GCTCAG-3, 1492R; 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′
를 이용하여 Polymerase chain reaction (PCR)을 수행하였다
(Lane, 1991; Ludwing, 2007). PCR 조건은 95℃에서 초기 
변성단계 5분, 94℃에서 변성단계 1분, 55℃에서 결합단계 1
분, 72℃에서 합성단계 1분으로 총 30 cycle, 최종 합성단계로 
72℃에서 5분 PCR (US/MYgein32, MJ RESERCH, USA)을 
실시하였다. 증폭된 16S rDNA는 염기서열 결정은 ㈜SolGent
에 의뢰하여 수행하였다. 분석된 염기서열은 미국 국립생물정
보센터 NCBI (national center for biotechnology information)
의 BLAST  (basic local alignment search tool) search program

에서 Genbank database와 Ez Taxon-e (http://eztaxon-e.ezbio-
cloud.net/)의 database를 이용하여 유사한 염기서열을 비교하
였으며 근연 속 또는 종으로 나타나는 서열을 확인하였다. 결정
된 염기서열과 database에서 확인한 표준 미생물 염기서열을 
clustal W software로 multiple alignment를 수행하였다.

MO 및 차아염소산 나트륨 희석액 제조

차아염소산나트륨 희석액은 sodium hypchlorite solution 
4.00-4.99% (Sigma aldrich, USA)를 멸균해수와 혼합하여 0.5, 
1.0, 1.5 및 2.0 ppm 차아염소산나트륨 희석액을 만들었다. MO
는 전기분해장치(대봉LF)를 사용하여 해수를 전기분해하여 만
들었으며, 약 1,000 MO가 포함된 전기분해 해수를 멸균해수에 
희석하여 0.5, 1.0, 1.5 및 2.0 MO를 차아염소산나트륨과 동량
처리하여 실험에 사용하였다.

MO 및 차아염소산나트륨 농도 별 어류 병원세균 살균
능 및 유효농도 측정

MO 및 차아염소산나트륨을 농도 및 시간(0, 5, 10, 15, 20, 25 
및 30분)별 정치 후 실험균의 생균수의 변화를 측정하기 위하
여 agar plating법으로 측정하였다. 반응 종료 후 실험균 부유액
을 멸균 phosphate buffer saline (PBS)로 연속 희석한 후 BHI 
agar에 100 μL씩 떨어뜨리고 멸균된 삼각스프레더로 도말하여 
25℃에서 24시간 배양한 다음 배지에 형성된 실험균의 colony
를 mL당 반응균의 수로 측정하였다. 
병원세균 첨가에 따른 MO 및 차아염소산나트륨의 각 시간 별 
유효농도는 발색법을 원리로 하는 chlorine pocket photometer 
(Hach inc., USA)를 이용하여 측정하였다. 또한, 본 실험에서 
염소희석에 사용한 멸균해수가 염소농도에 관여하는지 추가적
으로 측정을 실시하였다.

MO의 적정 중화 반응 평가

MO는 지속적인 살균효과를 가지고 있어 생물독성을 유발할 
수 있으므로 이를 제거하기 위하여 염소의 중화제로 일반적으
로 사용되는 것으로 알려진 1.5% NaCl와 대조구로서 PBS를 
사용하였으며, 실험군으로 2% sodium thiosulfate 이용하였다. 
중화제를 첨가한 후 5분 단위로 30분간 측정하여 잔류 염소 농
도를 chlorine pocket photometer (Hach inc., USA)를 이용하
여 측정하여 본 실험에서 염소 중화의 목적으로 효과적인 중화
제를 검토하였다.

통계처리

MO 및 차아염소산나트륨 처리에 따른 병원균의 살균능력 결
과는 SPSS version 21 (SPSS Inc., USA)을 활용하여 One-way 
ANOVA-test로 통계 분석을 실시하였다. 데이터 값의 유의차
는 Duncan’s multiple test 사후분석을 실시하여 측정하였으며, 
P<0.05에서 유의성을 판단하였다.
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결   과

실험균의 동정

제주도내 양식장에서 넙치에서 분리한 균주를 동정하기 위
해서 염기서열을 비교 분석한 결과 Vibrio sp.는 V. harveyi와 
99%, Edwardsiella sp.는 E. tarda와 100% 그리고 Streptococ-
cus sp.는 S. parauberis와 100%로 가장 유사도가 높은 것으로 
나타났다(data not shown). 따라서 이들 균주들을 사용하여 본 
연구에서 MO 및 차아염소산나트륨에 대한 살균능을 검증을 
실시하였다.

병원균에 대한 살균 효과 

MO와 차염소산나트륨의 병원균에 대한 살균효과를 평가
하기 위하여 식약처의 살균효과 기준 기존 균수 대비 5.0 Log 
CFU/mL 이상 감소되었을 때를 조사하여 나타났다(Fig. 1-3). 
본 실험에서 V. harveyi에 차아염소산나트륨을 처리하였을 때 
차아염소산나트륨 1.0 ppm에서 30분, 1.5 ppm에서 20분 및 
2.0 ppm에서 15분동안 처리하였을 때 살균력이 나타났으나 
MO를 처리하였을 때 1.0 MO에서 30분, 1.5 MO에서 20분 및 

2.0 MO에서 10분동안 처리하였을 때 살균력이 나타났다(Fig. 
1). E. tarda에 차아염소산나트륨을 처리하였을 때 차아염소산
나트륨 1.0 ppm에서 30분, 1.5 ppm에서 25분 및 2.0 ppm에서 
20분동안 처리하였을 때 살균력이 나타났으나, MO를 처리하
였을 때 1.0 MO에서 30분, 1.5 MO에서 20분 및 2.0 MO에서 
10분동안 처리하였을 때 살균력이 나타났다(Fig. 2). S. parau-
beris에 차아염소산나트륨을 처리하였을 때 차아염소산나트륨 
1.0 ppm에서 25분, 1.5 ppm에서 20분 및 2.0 ppm에서 20분동
안 처리하였을 때 살균력이 나타났으나 MO를 처리하였을 때 
1.0 MO에서 20분, 1.5 MO에서 20분 및 2.0 MO에서 15분동안 
처리하였을 때 살균력이 나타났다(Fig. 3).

병원균 살균 시 MO 및 차아염소산나트륨의 경시적 농
도변화

MO와 차아염소산나트륨을 각각의 병원성세균과 반응을 시
켰을 때 보다 병원균의 용균현상 및 세포표면의 변형을 유발에 
따른 농도 변화를 조사하였다. 그 결과, 병원균에 MO 및 차아
염소산나트륨 희석액을 첨가하였을 경우, 시간의 경과에 따라 
농도가 점점 낮아지는 결과를 나타났으나, MO의 경우에는 그 

Fig. 1.  Growth curves of Vibrio harveyi with different exposure 
times of mixed oxidant (MO)  (A) and sodium hypochlorite (B). 
Each point represents the mean of optical density determinations. 
Different superscript letters (a, b, c) indicate significant difference 
between the values (P<0.05). Error bars are omitted. 
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Fig. 2. Growth curves of Edwardsiella tarda with different expo-
sure times of mixed oxidant (MO) (A) and sodium hypochlorite 
(B). Each point represents the mean of optical density determina-
tions. Different superscript letters (a, b, c) indicate significant dif-
ference between the values (P<0.05). Error bars are omitted.
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농도가 차아염소산나트륨 실험군에 비교하여 지속적으로 높은 
농도를 유지하는 것으로 나타났다(Fig. 4, 5). 특히 V. harveyi
의 실험군에 MO를 첨가하였을 경우에는 다른 균에 비교하여 
높은 농도를 유지하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 4). 이와 같은 
염소 농도 감소 현상이 병원성균이 아닌 환경수로 사용한 멸균
해수에 의하여 일어나는지를 조사한 결과, 멸균해수는 염소농
도 저하에 관여하지 않는 것으로 관찰되었다(Data not shown). 
이상의 결과로 MO가 차아염소산나트륨에 비교하여 사육수 중
에 오랫동안 남게 되어 살균효과가 더 커지는 것으로 추정된다.

MO의 적정 중화 반응 평가

실험세균과 MO의 산화반응 종료 후 반응을 정지시킬 수 있
는 적절한 방법을 찾기 위하여 3가지의 중화제를 사용한 후 잔
류 농도를 측정한 결과는 Table 1과 같다. 1.5% NaCl의 경우 실
험구에 첨가한 뒤 25분 후부터 잔류 MO 가 검출되지 않았으
며, PBS는 동일 농도 조건에서 감소효과를 보이지 않아 산화 
반응 정지용으로 적절하지 않은 것으로 나타났다. 그러나 2% 
sodium thiosulfate는 5분 이내에 잔류 MO가 검출되지 않음이 
확인되어 가장 적절한 중화제로 평가되었다.

Fig. 3. Growth curves of Streptococcus parauberis with different 
exposure times of mixed oxidant (MO) (A) and sodium hypochlo-
rite (B). Each point represents the mean of optical density deter-
minations. Different superscript letters (a, b, c) indicate significant 
difference between the values (P<0.05). Error bars are omitted.
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Fig. 4. Effective chlorine concentration of Vibrio harveyi (A), Ed-
wardsiella tarda (B) and Streptococcus parauberis (C) with differ-
ent exposure times of mixed oxidant (MO). Each point represents 
the mean of optical density determinations. Error bars are omitted. 
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Table 1. Reduction effect of mixed oxidant (MO) according to ad-
dition of different neutralizing agent, 1.5% NaCl, 2% sodium thio-
sulfate and phosphate buffered saline (PBS)

Neutralizing 
agent

Treated time (min)
0 5 10 15 20 25 30

1.5% NaCl 0.98 0.64 0.55 0.21 0.40 0.00 0.00
2% Sodium 
thiosulfate 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

PBS 2.00 2.00 2.00 1.98 1.95 1.94 1.91
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 또한 본 연구에서 중화제로 사용된 Sodium thiosulfate 자체
가 살균효과를 가질 수 있으므로 이에 대한 살균능을 조사한 결
과, Sodium thiosulfate는 V. harveyi, E. tarda 및 S. parauberis
에 살균능에 영향이 없는 것으로 나타났다(data not shown).

고   찰

우리나라에서는 1980년대 후반부터 넙치양식이 시작되면서 
양식 초기에는 별다른 질병증상을 찾아볼 수 없었으나 양식장
의 증가 및 사육밀도가 높아지면서 바이러스, 기생충 및 병원성 
세균의 발생이 증가하고 있으며 그 중 병원성 세균에 의한 피
해가 가장 많이 발생하고 있는 실정이다(Nguyen and Kanai, 
1999; Lee et al., 2007; Kang et al., 2007; Kim et al., 2012). 
넙치의 병원성 세균 중 S. parauberis는 최근 제주 지역을 중심
으로 연쇄구균의 원인체로 분리되고 있으며 발생 양상이 제주
뿐 만 아니라 우리나라 전역으로 확산 되고 있는 추세이며 S. 
parauberis에 감염된 어류의 증상은 체색 흑화, 출혈 및 농양을 
동반한 안구 돌출, 비장 및 간 비대 등이 나타난다(Baeck et al., 
2006; Kang et al., 2007). 그리고 수온이 높은 시기 뿐 만 아니
라 휴면기 상태에서도 해수와 퇴적물에 독성을 유지하고 있어 
양식장 환경 및 자연 환경이 병원체의 감염원으로서 역할을 한
다고 보고하고 있다(Hwang et al., 2008). 또한, E. tarda에 감염
된 넙치는 육안적으로 탈장증상, 체색 흑화 및 복부팽만 등과 같
은 증상이 넙치 치어에서 발병되며 다른 병원성 세균과 혼합 감
염률이 높게 나타나 초기 살균이 중요한 것으로 알려져 있으며 
V. harveyi는 상처가 있거나 스트레스를 받은 어체 내 병원성 세
균 및 기생충성 질병이 발생한 후 쉽게 감염되어 장관백탁증을 
발병 시켜 대량 폐사를 유도한다(Alvarez et al., 1998; Ann and 
Rimastad, 2001).
일반적으로 염소 중 차아염소산나트륨은 양식장, 하수처리
장 등에 살균제로 사용되고 있다(Matsungaga et al., 1994; Na-
kayamae et al., 1998; Matsungaga et al., 2000). 그러나 차아
염소산나트륨은 일정한 농도를 유지하기 어려운 것으로 있어 
안정적인 사용에 어려움이 있다고 할 수 있다. 반면, 전기분해
의 경우 일정하게 MO 농도를 유지하기 용이한 것으로 알려져 
있다(Kerwick et al., 2005). 이에 본 실험에서 넙치에게 주로 
발생되는 병원균에 대하여 일반적으로 사용하는 염소 종인 차
아염소산나트륨과 전기분해를 통해 생성된 복합적인 염소종이 
포함된 MO를 처리 하였을 때 비교한 결과 차아염소산나트륨
보다 MO가 병원균에 대하여 효과적으로 살균하는 것으로 관
찰되었다(Fig. 1-3). MO는 전기분해장치에서 양극반응에 의
하여 해수 내 소금(NaCl)내의 염소이온(Cl-)이 반응을 통해 염
소가스로 환원되며, 음극반응은 물(H20)분해를 통해 수소(H2)
와 수산화이온(OH-)이 생성되고 수산화 이온(OH-)은 나트륨이
온(Na+)과 반응하여 가성소다(NaOH)가 생성된다. 전극반응으
로 생성된 염소가스(Cl2)와 가성소다(NaOH)를 기액 반응을 통
해 최종 MO를 생성하게 된다(Patermarakis and Fountoukidis, 

1990). MO의 살균능에 대한 병원균의 내성은 일반적으로 세
포벽의 구조에 따라 변화 한다고 보고하고 있으며(Boylan et 
al., 2008; Tak and Park, 2009;  Joshi et al., 2011), 전기분해 
장치를 이용하여 사육수를 살균시 그람양성균인 Lactococcus 
garvieae가 그람 음성균의 일종인 V. alginolyticus, E. tarda 및 
V. anruillarum보다 MO의 살균력이 높게 나타난다고 보고하였
다(Tanaka et al., 2013). 그러나 본 연구에서는 그람음성균인 V. 
harveyi 및 E. tarda 와 그람양성균인 S. parauberis에서 모두 높
은 MO에 대한 살균능이 나타나 균의 차이에 따른 살균능의 유

Fig. 5. Effective chlorine concentration of Vibrio harveyi (A), Ed-
wardsiella tarda (B) and Streptococcus parauberis (C) with differ-
ent exposure times of sodium hypochlorite. Each point represents 
the mean of optical density determinations. Error bars are omitted. 
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의한 차이는 나타내지 않는 것으로 나타났다(Fig. 1-3). 이러한 
결과는 사용 균주의 종에 따라 실험 결과가 달라질 수 있으므로 
균의 종류에 따른 살균능의 변화는 지속적인 연구가 진행되어
져야 할 것으로 여겨진다.
또한, 일반적으로 염소를 병원균에 처리하였을 때, 그람양성
균인 Clostridium botulinum은 포자 파괴 및 용균 현상이 관찰
되며, 그람음성균인 Campylobacter jejun는 나선형 형태구조
에서 구형 또는 부정형으로 변하며 세포표면에는 많은 포상구
조물을 유도한다고 보고하고 있다(Smibert, 1978; Merrell et 
al., 1981; Buck et al., 1983; Blaser et al., 1986). 이에 대한 염
소 살균 과정 중 소독제의 종류와 병원균의 활성화에너지 요구
량이 증가할수록 잔류 염소농도가 감소하며(Lee et al., 2002; 
Diao et al., 2004), 이산화염소 또한 병원균의 접촉 후 잔류염
소가 감소되는 것으로 보고하고 있다(Park et al., 2003). 본 연
구에서도 MO및 차아염소산나트륨을 병원균에 첨가 후 나타난 
잔류 염소의 농도는 시간이 경과함에 따라 감소하였다(Fig. 4. 
5). 그러나 두 물질의 동일한 농도에서는 차아염소산나트륨보
다 MO가 강한 살균력을 가지는 것으로 나타났는데 이는 MO 
속에 포함된 차아염소산 및 차아염소산이온 등과 같은 다양한 
유효염소의 작용이 차아염소산나트륨 만을 사용했을 때 보다 
병원균의 용균현상 및 세포표면의 변형을 유발하여 살균력이 
높아진 결과로 추정된다(Rhaman et al., 2010).
한편, 해수 내 병원성 질병에 의한 넙치의 폐사를 감소하기 위
해서 사용되는 방법 중 염소는 일반적으로 사용되는 화학물질
로 살균에 효과적이지만 소독 부산물로 인하여 식수에서는 특
이적인 맛과 냄새를 유발하며 연어(Onchorhynchus mykiss), 
숭어(Mugil cephalus) 및 배스(Micropterus salmoides) 등의 
해양동물에게 폐사율 증가와 성장율 감소가 나타난다고 보고
하고 있다(Braungs, 1973; Dress et al., 2003; Kerwick et al., 
2005; Fang et al., 2006). 하지만 염소를 제거한 전기 분해수에
서 가리비(Patinopecten yessoensis)의 성장률이 일반 해수 및 
UV 소독수 보다 증가한다고 보고되어져 염소를 효과적으로 중
화할 경우 오히려 실험 생물의 성장에 효과적일 수 있다고 평
가되고 있어 적절한 중화제의 검토가 필요하다고 할 수 있다
(Jorquera et al., 2002). 이전의 연구에 따르면 1.5% NaCl을 첨
가한 BHI가 염소 중화에 효과적이라고 보고하고 있으나(Park 
et al., 2003), 본 실험에서는 2% sodium thiosulfate의 처리에 
의해 4Cl2 + 5H2O + Na2S2O3 → 8HCl + H2SO4 + Na2SO4 의 반
응이 유도되어 MO 희석액에 첨가 후 5초 이내에 잔류 염소가 
검출되지 않았다. 따라서, MO의 중화제로서는 기존에 사용되
어진 1.5% NaCl 보다 2% sodium thiosulfate가 보다 더 적합한 
것으로 판단되어졌다.
이상의 결과를 종합해보면, 본 연구에서 MO가 차아염소산
나트륨보다 유효 염소농도가 시간이 경과함에 따라 높게 유지
되며, 유효 염소농도 또한 높아 차아염소산나트륨보다 MO에
서 병원균 3종에 대하여 살균능이 높게 나타나는 경향을 보였

으며, 그람음성균인 V. harveyi 및 E. tarda과 그람양성균인 S. 
parauberis 모두에서 높은 살균능을 가지는 결과를 보였다. 따
라서 해양 내 잠재적으로 포함된 유입수를 살균시에 전기분해
수를 이용한 MO의 사용이 차아염소산나트륨보다 효과적인 것
으로 판단된다.
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