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Effluent of aquaculture industry has caused a growing concern regarding its environmental impact. We
assessed the use of flounder farming sewage as supplement of diet, to minimize the impact of aquaculture
on the environment or also establish the technique for the recycling of effluent sediment derived from land-
based seawater fish farm. In order to investigate the effects of a fermented aquaculture waste on biochemi-
cal responses of olive flounder (Paralichthys olivaceus), fermented products of aquaculture wastes were
used as test compounds that cause hepatic and renal stress through the induction of oxidative stress in liver
and kidney. Hepatosomatic index (HSI), glutathione content and glutathione dependent enzyme were not
significantly different and no correlation was found within the different types of fermentation condition or
supplement concentration, except for significant increases in 50% fermentation group and 50% concentra-
tion group in case of glutathione peroxidase activity and HSI value, respectively. These results showed
addition of fermented aquaculture sewage may be an economic artificial sources of diet for fish aquaculture
practices without affecting the function and safety in view of biochemical examination. 

Key words : Aquaculture sewage, Biochemical responses, Glutathione dependent enzyme, Oxidative stress,
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육상 어류 양식장의 배출수는 인접한 연안으

로 유입되어 수질 악화를 초래한다 (Ackefors

and Enell, 1990). 특히 생사료를 주로 사용하는

우리나라의 넙치 육상 수조식 양식장의 배출구

에서 회수되는 배출물의 양은 양식어의 크기 및

양식장의 규모에 따라 다소의 차이는 있으나, 

부분의 배출물은 양식어류가 섭이하고 남은 잔

류 생사료이며, 탄수화물이나 지방에 비해 단백

질 함량이 높은 것이 특징이다 (Moon et al.,

2002). 그러나, 이러한 양식장의 규모와 수의 증

로 인한 연안해양 생태계에 한 사회적 관심

사는 지속적으로 증가하고 있으며 (Wu, 1995),

2003년 말 현재 해면 양식어장 면허면적은 약

122천 ha이며, 육상수조식 및 축제식양식 등 신
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고어업이 2천 ha가 개발되었다 (MOMAF, 2004).

이러한 상황에서 육상수조식 양식장의 배출물

에 한 보다 근본적인 책이 요구되고 있으

며, 이러한 취지에서 이들 배출물의 재활용 방안

연구는 절실히 요구된다. 그러나, 배출물 오염을

저감시키기 위한 별도의 처리 방법이 확립되어

있지 않을 뿐만 아니라 이러한 배출물을 이용한

사료 등의 재활용에 있어, 아직 안전성에 한

검토가 전무한 실정이다. 이러한 관점에서 생화

학적 분석은 수계 환경 및 바이오모니터링에서

매우 유용한 방법으로 사용되고 있고 (McDon-

ald and Milligan, 1992; Folmar, 1993), 조직내의

루타치온 농도와 포합효소의 활성을 측정하

는 것은 매우 유용한 평가 방법이라고 생각할

수 있다 (Pacheco and Santos, 2001). 

해양생물 체내 glutathione (GSH)의 기능으로

서는 외인성 물질의 해독과정에 주요한 기능을

담당하는 것으로 알려져 있다 (Otto and Moon,

1995). 루타치온 의존성 효소는 산화스트레스

를 생성하는 외인성물질을 해독화시키는 기능

을 담당하며(Fournier et al., 1992; Stegeman et al.,

1992; Radi et al., 1985), 환경적 향을 나타낸다

고 보고되어왔다 (Rodriguez-Ariza et al., 1993;

Livingstone, 1998). 이와 관련된 효소에는 glu-

tathione peroxidase (GPx) 및 glutathione reductase

(GR)이 있다. 따라서 본 연구는 양식장 등으로

부터 회수한 배출물을 재활용하는 방안으로 양

식 넙치, Paralichthys olivaceus의 사료에 첨가하

여 투여한 다음 간 중량지수, 루타치온 농도

및 포합효소의 활성 변화를 조사하 다. 

재료 및 방법

실험사료 조제 및 공급

북제주군에 위치한 육상 넙치 양식장에서 배

출된 배출물을 screen filter (제주화북공업사; 1.0

mm 망목)로 수거하 다. 수거된 배출물은 -20℃

에서 보관한 후, 발효에 사용하 다. 감귤 농축

액은 제주도 지방개발공사에서 시판되는 원료

를 구입하여 배출물과의 혼합발효에 사용하

다. 발효는 양어장 배출물 단독발효구와 배출물

과 감귤 농축액 (30, 50%)을 혼합하여 발효한

발효구, 배출물 (5%)과 감귤 농축액 (5%)을 물

에 넣어 발효한 발효물(10% 발효구) 등 4가지의

형태로 발효를 하 다. 그리고 위의 발효물 중

10%와 50% 발효구의 시료를 각각 10배 농축하

여 실험에 이용하 다. 실험구는 조구를 비롯

하여 배출물 단독 발효구, 30, 50% 발효구와

10% 발효구 그리고 10%와 50% 발효물을 농축

한 10%와 50% 농축구 등 총 7개의 실험구로 하

다. 시료는 시판되는 고압팽창사료 (extruded

pellet, EP: 프랑스 Aquaculture)에 발효물을 각각

1.0%의 농도로, 10%와 50% 농축액은 0.1%의

농도로 각각 침적하여 흡착시킨 후 공급하 다.

흡착 방법은 액상 시료를 물에 혼합하여 농도에

따라 사료량의 10%로 만들어 흡착시켰고, 조

구는 물을 사료량의 10% 흡착시켜 공급하 다. 

미생물 배양 및 시료 발효

젖산균 Lactobacillus plantarum (ATCC 8014)과

효모 Saccaromyces cerevisiae (IFO 0203) 배양액

(각 106 cells/ml)을 1 : 2 (V/V)의 비율로 혼합하

여 양어장 배출물 시료의 5% (W/V)가 되도록

접종하 다. 여기에 당 을 전체의 5% (W/V)가

되도록 첨가하여 잘 혼합한 후 38℃, 7일간 배양

하 으며, 당 신에 감귤농축액을 이용한 발

효구는 감귤농축액 함량이 배출물 시료의 5%,

10%, 50% (W/V)가 되게 조절하여 발효하 다.

젖산균 Lactobacillus plantarum (ATCC 8014)은

Glucose-yeast-peptone (GYP) 액체배지로 30℃의

항온기 내에서 정치배양하여, 24시간마다 L.

plantarum 배양액의 pH를 측정하고, 균수변화를

GYP 한천배지를 이용하여 희석평판법으로 측정

하 다. 준비한 각 평판은 30℃의 항온기 내에서

24-48시간 배양한 후 출현한 콜로니수를 측정하

다. 효모 Saccaromyces cerevisiae (IFO 0203)는

Yeast Mold (YM) 액체배지로 25℃의 항온기 내

에서 정치배양하여, 젖산균과 동일하게 24시간
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마다 YM 한천배지를 이용하여 7일 배양한 후

출현한 콜로니수를 측정하 다. 양어장 배출물

단독발효구에서 젖산균은 발효기간 중 2-3일 째

가장 높은 개체수에 도달하 고(1.4×108

cfu/ml), 효모는 배양종료 시까지 점진적으로 계

속 증가하여 1.0×108 cfu/ml까지 도달하 고, 타

발효구에서도 이와 유사한 미생물 생장분포를

나타내었다.

실험어 및 사육환경

실험어는 북제주군 북촌리 소재 육상종묘장에

서 생산한 넙치 치어(평균 전장: 12.35±0.68 cm,

평균 체중: 19.79±3.45 g)를 이용하 다. 실험어

는 실험 시작 전 원뿔형의 FRP 수조 (3 ton)에서

7일간 순치 사육 후 14개의 1 ton FRP 수조에 각

각 50마리씩 수용하여 각각의 실험사료를 어체

중의 1.0% 비율로 9주간 투여하 으나, 발효시

료 농축액인 경우에는 어체중의 0.1% 비율로 9

주간 투여하 고, 수조 내 사육수량은 0.7 ton으

로 1일 환수율은 15 ~ 18회전 이었다. 

간 및 신장의 조직의 전처리

각각의 사료 첨가제에 따른 실험어에 미치는

향을 조사하기 위하여 실험어의 간 및 신장을

분리하 다. 분리된 간 및 신장 조직은 무게를

측정한 후, 4℃의 1.15% KCl 용액에 2-3회 세척

하여 hemoglobin의 오염을 방지하 다. 일정량

의 장기를 절취하여 pH 7.25 인산완충용액 (0.1

M KH2PO4, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol,

20% glycerol)으로 teflon-glass homogenizer

(099C K4424, Glas-Col, USA)를 이용하여 teflon

pestle을 상하로 왕복하면서 균질화 하 다. 균질

화된 시료는 4℃에서 12,000 g로 20분간 원심분

리 (MIKRO 22R, Hettich, Tuttlingen, Germany)하

다. 원심분리 후 상등액을 효소학적 분석에

한 시료로 사용하 다. 

간 및 신장의 포합효소 활성 조사

Glutahione peroxidase (GPx)는 Bell et al. (1986)

의 방법을 수정한 것으로 H2O2를 기질로, sodi-

um azide를 catalase 억제제로 사용한 방법을 사

용하 다. 일정 시료에 1 mM GSH, 0.1 mM

NADPH, 0.5 U GSH-reductase, 1 mM EDTA, 2

mM sodium azide 및 50 mM 인산완충용액 (pH

7.4)이 포함된 혼합용액을 가한후 6분동안 20℃

에서 incubation하 다. 반응은 2.5 mM H2O2를

넣는 동시에 시작하 다. NADPH가 산화되는

비율은 340 nm에서 3분 동안 20초 단위로 분광

광도계 (Zenyn 200, Anthos Labtec Instruments

Gmbh, Austria)로 측정하 다. Glutathione reduc-

tase (GR)은 Beutler (1984)의 방법을 통하여 측

정하 다. 시료 20 ㎕에 1 mM EDTA가 포함된

potassium phosphate (pH 7.5), 2 mM 산화형 루

타치온 및 3 mM DTNB를 첨가한다. 반응은 당

일 조제한 NADPH의 첨가로 시작하 다.

NADPH가 산화형 루타치온 (GSSG)을 환원

형 루타치온 (GSH)으로 환원시킨 후, DTNB

에 의하여 발색된 용액의 흡광도를 412 nm에서

30초 단위로 3분 동안 분광광도계 (Zenyn 200,

Anthos Labtec Instruments Gmbh, Austria)를 이용

하여 측정하 다. 조직의 단백질 양은 Bradford

(1976) 방법으로 표준물질로는 bovine serum

albumin (Sigma, USA)을 사용하여 측정하 다. 

간 및 신장의 루타치온 농도 조사

루타치온 (GSH) 농도는 Baker et al. (1990)의

방법에 의하여 측정되어졌다. 측정을 위한 시료

는 GSH의 측정시 방해되는 protein을 제거하기

위하여 5% 5-sulfosalycyclic acid (SSA)로 희석하

여 사용하 다. 일정 시료에 혼합시액 (100 mM

NaH2PO4, 1 mM EDTA (pH 7.5), 0.15 mM DTNB,

0.2 mM NaDPH 및 1 U/mL GR)을 첨가하여 파

장 405 nm에서 2분 이상 측정하 다 (Zenyn

200, Anthos Labtec Instruments Gmbh, Austria).

GSH 함량 계산은 GSSG를 사용한 검량선을 바

탕으로 계산하여 단위는 nmol/g tissue로 나타내

었다. 

양식장 배출물 발효물의 사료 첨가에 따른 넙치의 생화학적 반응



190

통계 처리

결과의 통계처리는 SPSS 통계 프로그램

(SPSS Inc.)을 이용하여 ANOVA test를 실시한

후에 사후 다중비교로서 Duncan test를 통해 평

균간의 유의성 (P<0.05)을 비교하 다. 

결과 및 고찰

간 중량지수 (Hepatosomatic index)

각각의 발효액을 첨가한 사료를 3개월간 투여

한 후, 넙치 간 중량지수를 조사한 결과 조구

와 부분의 첨가 실험구가 유사한 값을 나타내

었지만 (Fig. 1), 50% 농축액 투여구 (2.21%)는

조구 (1.53%)와 비교하여 유의적으로 높게 조

사되었다 (P<0.05). Condition factor와 함께 간

중량지수는 오염물을 비롯한 외부 물질의 유입

에 한 indicator로 사용된다 (Mayer et al., 1992;

Chandra et al., 2004). 이러한 생물학적 수치가 오

염물질이나 환경적 스트레스에 한 저항성을

나타내거나 체내 에너지 수지를 나타내는 주요

한 정보를 제공할 수 있다 (Mayer et al., 1992).

오염물질의 유입의 경우 간 중량지수는 증가할

수 있는데 이러한 것은 세포의 손상 등의 반응

으로 간세포내의 hypertrophy 나 hyperplasia 으

로 설명될 수 있다 (Poels et al., 1980; Slooff et

al., 1983). 따라서, 50% 농축액 투여구의 경우 첨

가농도로 평가해볼 때 다소 높은 농도로 생각할

수 있다. 

루타치온 (GSH) 농도

GSH는 -SH기를 가지는 비단백질성 항산화물

질로 (Siegers, 1989) 일반적으로 사 수송 기능

을 담당한다 (Kosower and Kosower, 1978). 특히,

해양생물에서는 외인성 물질의 해독과 배설 등

의 중요한 기능을 담당하고, 이런 물질로 인해

유발되는 산화스트레스 독성반응에 하여 세

포를 보호하는 방어 기작에서 제일 처음으로 관

여하는 것으로 알려져 있다 (Hasspielar et al.,

1994; Otto and Moon, 1995). 가벼운 산화스트레

스에 하여 GSH의 합성을 증가시키는 적합한

사로써 GSH함량이 증가되어질 수 있다. 그러

나, 심한 산화스트레스는 적합한 사를 잃고

GSH를 산화형인 GSSG로의 산화 때문에 GSH

의 함량이 감소되어질 수 있다 (Zhang et al.,

지정훈∙문상욱∙김세재∙이 돈∙금유화∙강주찬

Fig. 1. Hepatosomatic index of olive flounder, Paralichthys
olivaceus administrated with the different diet supplement.
Value are means ± SE (n=6). Values with different super-
script are significantly different (P<0.05) as determined by
Duncan's multiple range test. A : Control, B : 10% Fermen-
tation, : 30% Fermentation, D : 50% Fermentation, E : 10%
Concentration, F : 50% Concentration, G : Fermented sedi-
ment.

Fig. 2. Hepatic glutathione concentration of olive flounder,
Paralichthys olivaceus administrated with the different diet
supplement. Value are means ± SE (n=6). Values with
different superscript are significantly different (P<0.05) as
determined by Duncan's multiple range test. A : Control, B
: 10% Fermentation, : 30% Fermentation, D : 50% Fer-
mentation, E : 10% Concentration, F : 50% Concentration,
G : Fermented sediment.
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2004). 외부물질에 한 GSH 함량의 변동에

한 연구에서 오염된 저질에 노출된 channel cat-

fish에서도 유사한 변동이 조사되었다 (DiGiulio

et al, 1993). 이번 연구에서 각각의 첨가구를 투

여한 실험군 간장 내 GSH 함량을 조사한 결과

각각의 실험군별 수치가 유사한 값을 나타내었

다. 하지만, 10% 발효구의 GSH 농도는 50% 발효

구에 비해 상 적으로 낮은 값을 나타내었다

(Fig. 2). 신장의 경우 각각의 실험구별 GSH농도

는 조구와 비교하여 유의한 차이는 존재하지

않았으나 (P>0.05), 10%발효구와 50%농축구의

GSH함량이 다소 낮은 것으로 조사되었다 (Fig.

2). 이와 같은 결과로 서로 다른 첨가 및 농도의

사료첨가제가 넙치 간 및 신장의 GSH함량에

향을 주지 않는 것으로 판단된다. 

포합효소 활성

발효물 첨가에 따른 상종의 안정성에 한

자료 제시의 일환으로 간 및 신장 조직의 glu-

tathione 함량 및 glutathione peroxidase (GPx) 및

glutathione reductase (GR) 의 효소 활성을 조사

하 다. 일반적으로 외부의 오염물질 유입에

한 생화학적 지표로써 glutathione-conjugation 관

련 phase II 해독 효소가 널리 사용되고 있다

(Livingstone, 1998; Payne et al., 1987; Rodriguez-

Ariza et al., 1991). 따라서 이번 연구에서 사료에

첨가한 양식양 배출물 발효물에 한 안정성확

보의 측면에서 효소활성을 조사하 다. 현재까
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Fig. 3. Renal glutathione concentration of olive flounder,
Paralichthys olivaceus administrated with the different diet
supplement. Value are means ± SE (n=6). Values with
different superscript are significantly different (P<0.05) as
determined by Duncan's multiple range test. A : Control, B
: 10% Fermentation, : 30% Fermentation, D : 50% Fer-
mentation, E : 10% Concentration, F : 50% Concentration,
G : Fermented sediment.

Table 1. Hepatic glutathione peroxidase and reductase enzyme activity of olive flounder, Paralichthys olivaceus adminis-
trated with the different diet supplement

Groups
GPx*1 GR*2

(unit/min/mg protein) (unit/min/mg protein)

A 252.21±25.09a 45.46±5.46

B 255.55±25.42ab 37.35±3.28 

C 269.84±14.66ab 35.47±3.24 

D 335.65±12.8ab 40.97±3.32

E 235.45±36.92a 41.89±3.68

F 285.98±22.70ab 33.65±2.64

G 294.60±29.46ab 39.29±4.04
*1 GPx (Glutathione peroxidase)
*2 GR (Glutathione reductase)
Value are means ± SE (n=6). Values with different superscript are significantly different (P<0.05) as determined by Dun-
can's multiple range test. A : Control, B : 10% Fermentation, : 30% Fermentation, D : 50% Fermentation, E : 10% Concen-
tration, F : 50% Concentration, G : Fermented sediment.



192

지 어류의 GPx 활성에 한 연구로는 오염물질

에 노출된 어류는 그 활성이 증가된다고 알려져

있다 (Radi et al., 1985; Bell et al., 1986). Glu-

tathione peroxidase (GPx)는 살아있는 세포에서

과산화물을 해독하는 메카니즘을 가지고 있다.

이 반응은 프리 라디칼에 의한 손상을 방어하는

데 중요한 역할을 하고, 과산화물을 분해한다.

세포의 지질 화합물은 프리 라디칼과 민감하게

반응하는데, 그 결과 지질과산화가 일어난다.

GPx는 glutathione을 사용하여 과산화수소를 알

콜로 환원시키기 때문에 프리라디칼의 생성을

막는다. 하지만, 이번 조사에서 각 사료첨가별

실험구에서 간의 GPx 활성은 50% 발효구의 경

우 조구와 비교하여 유의한 증가를 나타내었

다 (Table 1). 따라서 50%의 발효구 농도는 실험

설정농도로서 감안할 때 다소 높은 것으로 생각

되어진다. 하지만, 이를 제외한 다른 실험구에서

는 유의한 차이를 찾을 수 없었으며, 이러한 양

상은 GR 효소활성에서도 나타났으며 (Table 1),

신장의 경우 이들 두 효소의 활성이 실험군별로

차이가 조사되지 않았다 (Table 2). GR은 세포질

에 GSH의 농도를 유지시키는 역할을 한다. 즉,

GR 활성의 유도는 산화스트레스의 잠재적인 생

화학적 지표이다 (Stegeman et al., 1992). GR 활

성의 감소는 새로운 루타티온 분자의 합성에

의해서 채워지지 않는다면 GSH의 고갈을 야기

시킨다. 하지만 본 연구에서는 GPx와 더불어

GR의 활성에도 첨가 사료별 특별한 차이가 나

타나지 않아 각각의 사료첨가에 따른 해독작용

관련 효소의 유의한 활성 증감이 나타나지 않았

다. 따라서, 이러한 glutathione 함량 및 glu-

tathione 포함 효소의 활성 변동을 고려해 볼 때

각각의 첨가사료가 어류의 체내에서 오염원으

로 작용하지 않는 것으로 생각되며, 이러한 연구

는 좀더 다양한 어종과 다양한 효소반응을 중심

으로 연구할 가치가 크다고 하겠다.
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Table 2. Renal glutathione peroxidase and glutathione reductase enzyme activity of olive flounder, Paralichthys olivaceus
administrated with the different diet supplement

Groups
GPx*1 GR*2

(unit/min/mg protein) (unit/min/mg protein)

A 103.53±8.43 32.50±3.03 

B 108.11±8.25 29.22±2.38 

C 103.17±11.99 27.52±2.56 

D 103.18±6.23 29.95±3.39

E 96.45±6.59 35.34±1.90

F 92.88±6.62 27.45±2.74

G 110.57±7.27 41.00±7.29
*1 GPx (Glutathione peroxidase)
*2 GR (Glutathione reductase)
Value are means ±SE (n=6). 
A : Control, B : 10% Fermentation, : 30% Fermentation, D : 50% Fermentation, E : 10% Concentration, F : 50% Concentra-
tion, G : Fermented sediment.
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요 약

양식 산업의 양적 발달에 따라, 이로 인한 배

출수 문제는 환경적 측면에서 관심이 증 되고

있다. 특히, 육상 수조식 넙치 양식장에서 배출

되는 배출물을 사료 첨가제로 사용하는 것은 환

경오염 감소와 자원의 재활용이라는 측면에서

중요한 의미를 가진다. 따라서, 본 연구는 발효

물 첨가에 따른 넙치, Paralichthys olivaceus의

간 및 신장의 생화학적 스트레스 반응을 조사하

다. 배출물 발효 조건 및 첨가 농도에 따른 간

중량지수, 루타치온 함량 및 루타치온 의존

효소활성 등을 조사한 결과 50% 발효구와 50%

농축구에서 조구와 비교하여 각각 glutathione

peroxidase 효소활성과 간 중량지수의 유의적 증

가가 관찰되었지만, 이를 제외한 실험군 차이는

나타나지 않았다. 이러한 결과로부터 생화학적

측면에서 발효물 첨가가 간 및 신장 기능과 안

전성에 향을 주지 않는 것으로 평가되며, 양식

어의 사료 첨가제로서의 환경적 측면에서 고려

할 필요성이 두된다.
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