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요   약   문

Ⅰ.  제  목

미생물 발효에 의한 베타글루칸 대량생산 및 이를 이용한 면역증강용 사료개발

Ⅱ.  연구개발의 목적 및 중요성

    해산어 소비가 급격히 팽창하면서 인공 사육이 집중적으로 이루어지고 있다. 고밀도 

인공 양식에서는 자연 상태의 어류에 없었던 질병이 발생하고 집단 폐사의 위험성이 크

다. 이를 방지하기 위하여 현재까지 주로 항생제를 빈번하게 사용하였으나, 항생제 잔류

의 문제나 내성 균주의 출현으로 점차 사용이 규제되어왔다. 한편, 질병을 미연에 방지하

는 목적으로 백신과 면역증가제가 사용되고 있다. 백신은 질병에 특이적인 효과가 있으

나 대부분 고가이며 경구투여 제품개발이 필요하다. 반면 면역증가제는 비특이적으로 항

병력을 강화하며 어류의 증체를 향상하는 장점이 있다. 베타글루칸은 대표적 면역증강제

로 효모 유래 제제가 사용되어 왔으나, 순도가 낮으며 영양 효과는 우수하나 항병력강화 

효과는 비교적 미약한 것으로 나타났다. 미생물 이용한 베타글루칸 생산은 분리 정제가 

용이하여 고순도의 베타글루칸을 대량 생산 할 수 있는 장점이 있다. 본 연구에서는 미

생물발효에 의한 베타글루칸 대량생산 공정을 확립하고, 이를 이용한 양식어의 질병발생

을 억제하고 성장을 촉진할 수 있는 사료첨가제로서의 개발하는 데 있다.   
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Ⅲ.  연구개발 내용 및 범위

○ 베타글루칸 대량생산  공 정 을 확립

1) 미생물 발효 공정의 생산성을 증대하기 위하여 돌연변이 방법에 의한 고생산성 균주  

를 개발하고, 배지를 최적화하고 발효 조건을 확립한다.

2) 대량생산을 위한 scale-up 조건을 확립하고 34톤 대형 발효조에서 대량 생산 공정을  

   확립한다.

3) 베타글루칸 분말 생산공정을 확립하기 위하여, 원심분리, 건조, 분쇄조건을 확립하고, 

   원료의 성분을 분석하여 표준화한다.  

○ 베타글루칸의 면역증강효과 를  과 학 적으로  입증

1) 베타글루칸의 면역강화 효능을 검증하기 위하여, 넙치 혈액 내 헤마토크리트 및 라이

  소자임 활성 증가를 조사하였다.

2) 에드워드 병원균 공격실험을 통하여 항병력 강화 효과를 조사하였다.

○ 베타글루칸과  성장 촉진 용 아 미노산  복합 체로  이루어진  최 종  사료첨가 제의 설계

1) 베타글루칸과 아미노산 혼합제 개발

2) 면역증강능, 사료효율 및 증체효과 확인

○ 시제품의 현장 적용 시험  및 제품화  연구

1) 최종제품의 조성비 결정

2) 양식 현장 적용 실험 및 평가

     

Ⅳ.  연구개발결 과

○ 베타글루칸 대량생산  공 정 을 확립

1) 돌연변이주 개발: Agrobacterium 속 모균주보다 생산성이 20% 향상된 돌연변이주를 

  개발하였다 (대한민국 특허 450277)

2) 발효 최적화: 탄소원으로는 설탕, 질소원으로는 염화암모늄을 선정하고, 세포성장시기

   와 베타글루칸 생산시기 (베타글루칸은 질소원이 고갈된 후 생산이 됨)를 나누고, 질
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소원이 고갈되는 시점에서 pH를 7.0에서 5.5로 전이하는 이단게 회분식 배양법을 개발하

였다. 이 결과 5리터 발효조에서  5일간 배양 후 베타그루칸을 60g/L 이상 고농도로 생

산할 수 있었다. 

3) Scale-up 기술개발로 베타글루칸 발효공정 확립

   Agrobacterium은 호기성 균주로 산소 요구도가 크기 때문에 산소전달을 원활히 하기 

위하여, 교반속도를 올리거나 (5리터 교반조에서는 700 rpm) 공기 공급을 충분히 (공기부

양형 배양기에서 0.75vvm) 하였을때 생산성은 대규모 발효조에서도 큰 차이가 없었다. 

이 연구를 위하여 각각 300리터 교반형 발효기, 6톤과 34톤의 공기부양형 발효기 (air lift 

fermentor)를 사용하였다. 대량생산을 위하여 34톤 발효조를 이용하였다. 플라스크에균주

를 접종하여 24시간 배양하고 7리터 발효조로 전이하여 20시간, 300리터로 전이하여 12

시간, 그리고 6톤 발효조에서 15시간 발효한 배양액 3톤을 30톤에서 배양부피를 22톤으

로 

하여 온도 30℃, 통기량 0.75vvm으로 하여 배양하였다. 세포성장은 초기 12시간 지속되

고 질소원이 고갈되면 세포성장이 중단되고 베타글루칸이 생성되기 시작한다. 최종 120

시

간 배양 후 베타글루칸 농도가 60 g/L를 상회하였다. 배양액 부피는 증발로 20톤 정도로 

감소되었으나, 최종 베타글루칸 생산량은 1200kg에 달하였고 이때 설탕의 베타글루칸에

로의 전환률은 0.42 g/g이었다.    

4) 베타글루칸 분말 생산 공정을 확립 : 

   베타글루칸 분말을 대량으로 생산하기 위해서는 발효액으로부터 베타글루칸의 분리, 

건조, 그리고 분쇄 공정이 필요하다. 베타글루칸은 수용액에서 불용성이므로 원심분리에 

의해서 상등액으로부터 분리된다. 이를 위하여 decanter 연속원심분리기를 선정하였으며 

유속을 300리터/hr로 하여 1기 당 일간 200kg의 베타글루칸을 생산할 수 있으며 이때 수

율은 80%를 상회한다. 열풍건조기에서 50℃로 건조한 시료는 경도가 높기 때문에 햄머밀 

(hammer mill) 분쇄기가 적합하고, 시간 당 300kg 이상 생산할 수 있었다. 이렇게 조분

쇄

한 시료는 최종적으로 에어밀로 미분쇄한다. 미분쇄된 시료중의 베타글루칸 함량은 75%

이며 분말의 입도는 150μm이었다. 이렇게 확립한 공정은 베타글루칸 함량 기준으로 월 

2000 kg 이상 대량생산할 수 있다.  

○ 베타글루칸의 면역증강효과 를  과 학 적으로  입증

   베타글루칸의 면역증강 효과를 관찰하기 위하여 넙치 치어를 대상으로 하였으며, 대조
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구와 사료 당 베타글루칸을 0.01%, 0.025%, 0.05%, 0.1%첨가한 실험구를 사용하였다. 베

타글루칸을 0.05% 이상 공급한 사료구에서 보체 대체 경로 활성 (ACH50)과 혈청의 

lysozyme 활성, 그리고 두신 phagocyte의 chemiluminecent (CL) 반응이 가장 높아, 베타

글루칸이 비특이적 면역반응을 강화함을 확인할 수 있었다. 베타글루칸이 폐사율 억제 효

과가 있는지 알아보기 위하여 Edwardsiella tarda를 접종하여 폐사율을 관찰하였다. 대조

구에서는 접종 3일 후부터 폐사가 발생하여 6일 이내에 모두 폐사된 반면 베타글루칸을 

함유한 실험구에서는 초기 폐사율이 현저히 감소되었으며 0.05% 이상에서는 7일 경과 후

에도 30% 이상이 생존하였다. 이상의 경과로부터 베타글루칸이 넙치의 면역력을 증가시

키는 효과를 확연히 알 수 있었다. 

○ 베타글루칸과  성장 촉진 용 아 미노산  복합 체로  이루어진  최 종  사료첨가 제의 설계

   양식어의 면역증강뿐만 아니라 성장촉진을 위하여 사료첨가제 배합에 대한 연구를 하

였다. 사료첨가제는 베타글루칸과 케라틴 가수분해물로 구성되었다. 케타틴 가수분해물의

아미노산 조성은 아르기닌, 히스티딘, 이소루이신, 류신, 라이신, 메티오닌, 트레오닌, 발

린, 시스틴, 세린, 프롤린 등을 1에서 7% 함유한다. 넙치치어를 대상으로 최종 급이되는 

사료 중 베타글루칸 농도를 0.05%에서 0.15%, 아미노산복합제 함량을 0.45%에서 1.35%

로 조정한 실험구를 급이하면서, 면역증강, 사료효율, 증체에 대한 연구를 하였다. 혈액 

및 혈청의 성분 분석에서 헤모글로빈은 베타글루칸이 첨가된 모든 실험구에서 높았으며 

헤마토크리트는 베타글루칸 농도 0.1%이상에서 유의적으로 높았다. 혈청내 GOT양이 베

타글루칸 0.1%함유 실험구에서 낮았다. 한편, 베타글루칸을 0.1%에서 0.15%로 하고 아미

노산 복합체를 0.9%에서 1.35%한 실험구에서 증체율이 다른 실험구보다 50% 이상 높았

으며, 사료효율, 일간성장률, 단백질 전환효율도 높았다. 이상의 결과로부터 최종 사료중 

급이되는 베타글루칸 함량은 0.1%, 아미노산 복합제의 함량은 0.9%로 함이 면역력 강화

와 증체에 가장 우수할 것으로 판단되었다. 

○ 시제품의 현장 적용 시험  및 제품화  연구

   최종 시제품의 조성은 이차년도 연구 결과를 토대로 베타글루칸과 아미노산 복합제가

면역증강 및 증체에 유효한 농도와 제품의 가격 경쟁력을 고려하여 배합비를 설계하였다.

시제품을 ‘베타맥스’라 명명하고 그 조성은 베타글루칸 10%, 케라틴 가수분해물 50%, 그

리고 3등급 밀가루를 40%로 구성하였다. 제주도 M 양식장을 선정하여 넙치양식현장에 

적용하였다. 베타맥스를 MP사료내 0.5%를 첨가하여 총 2 실험구를 8반복으로 나누어 6

개월간 사육한 결과, 증체율, 일간성장율과 비만도에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에
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비해 유의적으로  높은 결과를 보였다. 헤모글로빈(Hb)과 헤마토크리트(hematocrit)에 있

어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 높은 결과를 보였다. 육성기 넙치에 

있어서 성장 및 사료효율 촉진과 비특이적 면역반응 향상을 위해 면역증강물질과 사료섭취

촉진물질의 혼합제인 베타맥스의 효과를 넙치 양식현장적용이 가능함을 보여주었다.      

Ⅴ.  연구개발결 과 의 활 용계획

 ○ 미생물 발효에 의한 생산 공 정  기 술 의 활 용방 안

    베타글루칸은 곡류, 효모의 세포벽, 버섯류 등에 존재하는 다당으로서 본 연구과제에

서는  미생물발효에 의하여 베타글루칸을 대량생산하기 위하여 고농도 생산균주를 개발

하였고,  Scale-up공정을 확립하였으며, 현재 자사 공장에서 34톤 발효기를 이용하여 월 

2000kg 이상, 완제품 기준으로 40톤 이상을 생산할 수 있게 되었다. 이러한 공정결과는 

다당을 포함한 생리활성 물질의 대량생산을 위한 기반기술로 활용될 수 있다. 

○ 제품 (면역증강 사료첨가 제)의 활 용 방 안

   본 연구개발로 베타글루칸과 아미노산 복합제로 이루어진 새로운 양식어용 면역강화 

사료첨가제를 개발하여, 2004년 하반기부터 베타맥스, FC119 등 제품을 출시하였다. 이러

한 제품은 기존의 항생제를 대체할 수 있는 면역증강 효과가 높은 경쟁력있는 제품이 될 

수 있다. 또한 넙치, 조피볼락 등 해수어 뿐만 아니라 송어, 미꾸라지 등 담수어, 그리고 

새우양식에 이르기까지 폭넓게 사용할 수 있다. 향후 다양한 어종 이외에도 동물사료첨가

제에서 면역증강제로서 활용을 계획하고 있으며 제품의 확장을 위해 해외시장을 개척하

기 위한 노력을 병행하고 있다.

○ 기 능 성 소 재  베타글루칸의 활 용방 안

   최근 건강기능식품의 시장이 빠른 속도로 성장하고 있으며, 국민들의 웰빙에 대한 

관심이 높아지고 있다. 본 연구에서 개발한 베타글루칸 소재는 면역활성능이 있는 생리

활성 물질로서 효능이 밝혀져 건강기능식품 산업분야에서 기능성 식품소재로의 용도 활

용이 가능하다. 
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S U M M A R Y

Ⅰ.  T itle of research

Development of mass production process of microbial β-glucan and its application to 

immune-stimulatory feed additives 

Ⅱ.  T h e object and need of research

    As the consumption of fish for natural food has been expanded, it has been 

mostly cultivated in house at a high density. Under these conditions, fish deseases 

quite often occur and might result in a massive death.  Antibiotics have been usually 

used to prevent this dangerous happening. However, the use of antibiotics becomes 

strictly regulated under the law since the occurrence of antibiotic resistant mutants 

and remaining of the antibiotics. Vaccines and immune stimulatory substances are the 

other choices to prevent the disease in advance. The advantage of vaccines is the 

specific effect on the disease, but they are usually sold at a higher price. It is also 

needed to develop new types of vaccines which can be administrated orally. On the 

other hand, immune stimulatory substances are beneficial for fish farming in 

enhancing nonspecific defence mechanisms against diseases, consequently increasing 

body weight. β-Glucan is one of the typical immune stimulatory substances, and it 

has been mostly obtained from the extract of the cell wall of yeasts. In this study, 

firstly, we attempted to develop mass production system of β-glucan by using 

bacterial microorganisms, which belong to Agrobacterium species. Microbial 

fermentation system is good tools for obtaining large quantity of β-glucan at a 

higher content since microbial β-glucan is extracelluarly accumulated in the broth, 

enabling the separation process much easier. Main objective of the study is to verify 

the immune stimulatory activity of β-glucan and to develop a new effective feed 

additive enhancing immune activity and health of aquatic organisms. We believe that 

this work gives an impetus to increase the market of immune stimulatory feed 
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additives and provides good fish farming conditions with the product to aquafarming 

land.

     

Ⅲ.  S cope and contents of research

 ○ Development of mass production process of β-glucan

   1) Development of  high producing mutant strains by the mutation technique, and  

      optimization of fermentation media and conditions to increase of productivity of 

β-glucan by micrpbial fermentation process

   2) Establishment of scale-up processes and mass production of β-glucan  in a 34 

ton scale air-lift fermenter

   3) Development of separation, drying, and milling conditions of β-glucan, and 

standardization of the raw material of β-glucan powder  

○ Verification of immune stimulatory effect of β-glucan

   1) Examination of weight gain, feed efficiency, specific growth rate, and protein    

 efficiency rate for oliver flounder fed with β-glucan diet

   2) Observation of hematological and serological characteristics, and lysozyme 

      activities of oliver flounder (Paralichthys olivaceus) to examine immune       

      stimulatory effects

   3) Examination of cumulative mortality after intraperitoneal injection of 

     Edwardsiella tarda   

○ Development of feed additives consisted with β-glucan and amino acid complex 

  for enhancing growth

  1) Design of composition ratio of β-glucan to amino acid complex

  2) Examination of weight gain, feed efficiency, and immune stimulatory effects

○ Field test with the newly developed feed additives (BetaMax), and production of 

  final product

  1) Formulation design of  final product

  2) Field tests of the product in aquafarms cultivating oliver flounder in CheJu     

     island and Wando island
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Ⅳ.  Results

  ○ Development of mass production process of β-glucan

    1) Mutant strain: We developed a mutant strain, which showed a higher β

       -glucan production than the parent strain, Agrobacterium sp. ATCC31750. A 

maximum β-glucan concentration of 76 g/l was obtained in 120 h of 

cultivation with the mutant strain, while the parent strain produced 64 g/l 

under the same condition.

    2) Fermentation optimization: Sucrose and ammonium chloride were chosen as 

efficient carbon and nitrogen sources, respectively, for the production of β

-glucan. Two-step fed-batch fermentation technique was designed in which 

biomass was first produced, followed by β-glucan production which was 

stimulated by nitrogen limitation. pH was controlled at 7.0 at the cell growing 

stage, and shifted to 5.5 at the time of nitrogen limitation.  

    3) Mass production of β-glucan in 34 ton air-lift fermenter

       The oxygen transfer rate is a crucial factor in the scale-up of the 

fermentation since Agrobacterium sp. is a strict aerobic bacterium and β

-glucan inhibits oxygen transfer at its higher concentration. When a 34 ton 

scale air lift fermenter was used for the β-glucan production, air was supplied 

at aeration rate of 0.75vvm. Under the optimized condition, β-glucan 

concentration was as high as 60 g/l in 120 h operation. Final production 

amount of β-glucan was 1200kg by one batch fermentation and conversion 

ratio from sugar was 0.42 g β-glucan/g sucrose.    

    4) Development of β-glucan powder production process 

   As β-glucan is insoluble in aqueous solution, it can be separated from culture 

broth by centrifugation. When a decanter type of continuous centrifuge was 

used, 200 kg of β-glucan a day was obtained with a higher than 80% 

recovery yield at the flow rate of 300 l/hr. β-Glucan paste was dried in a hot 

air dryer at 50℃. It is powdered with a hammer mill at a production rate of 

300 kg/hr. Fine powder with particle size of 100-200μm was obtained by using 

air mill. With this process, the production amount of β-glucan powder having 

75% purity was more than 2000 kg/month.
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○ Verification of immune stimulatory effect of β-glucan

1) Weight gain and feed efficiency of fish fed G0.1 (0.1% β-glucan) diet were 

significantly higher than those of fish fed control diet.

2) Chemoiluminescence and lysozyme activity of fish fed G0.1 diet   were 

significantly higher than those of fish fed control diet.  

3) Fish fed G0.1 diet showed a significantly lower cumulative mortality than did 

fish fed control diet.

4) These results implies that dietary supplement with β-glucan enhances the 

non-specific defense mechanism and increase the resistance to disease 

infection.

○ Development of feed additive consisted of β-glucan and amino acid complex for 

   enhancing growth

   Not only for the stimulation of immune system of fish but also enhancement of 

fish growth, we studied composition of feed additive consisted of β-glucan and 

amino acid complex (keratin hydrolyate). Feed additive composition varied as 

follows: β-glucan concentration ranging from 0.05% to 0.15% and amino acid 

complex concentration ranging from 0.45% to 1.35%. The levels of hemoglobin 

and hematocrit in the blood serum of fish fed with 0.1 % β-glucan were 

significantly higher than those without β-glucan. On the other hand, weight gain, 

feed efficiency, and specific growth rate of the sample fed with β-glucan ranging 

from 0.1% to 0.15% and amino acid complex ranging from 0.9% to 1.35% were 

at least 50% higher than those of the other groups tested. From this result, it 

was concluded that feed additive composed of 0.1% β-glucan and 0.9% amino 

acid complex was significantly efficient for both enhancing immune system and 

increasing weight gain. 

○ Field test with the newly developed feed additives (Betamax), and production of 

final product

  Final product named as 'BetaMax' composed with β-glucan 10%, keratin 

hydrolyate 50%, and wheat powder 40%.  Field tests of the product were carried 

out over 6 months in aquafarms cultivating oliver flounder in CheJu island and 

Wando island.  BetaMax 5 kg was mixed with 1000kg of moist pellet (MP) feed 
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diet. Weight gain and, specific growth rate, levels of hemoglobin and hematocrit 

of fish fed with BetaMax were significantly higher than those with the control 

group. In conclusion, BetaMax developed in this study was proven as an efficient 

immune stimulation feed additive for oliver flounder farming, revealing a high 

potential in the market.   
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제 1 장 연구개발과제의 개요  

제 1절 서 론

1. 개요

    전세계 양식용 배합사료의 총 생산량이 1999년도 약 3,000만 톤으로 보고 되었으

며(FEED INTERNATIONAL, 2000), 주요 수산식품(어류, 갑각류 및 연체동물)의 양

식생산량이 1999년에 약 3330만 톤(FAO, 2000)임을 감안한다면 양어용 배합사료 개

발의 산업적 수요는 실로 엄청난 규모가 아닐 수 없다. 

    어류양식에 있어서 종묘생산 기술 및 고밀도 사육기술이 진보함에 따라 우리나라에

서는 조피볼락을 비롯하여 넙치, 방어, 참돔, 돌돔 및 자주복 등 여러 어류의 생산이 이

루어지고 있으며, 시험연구 단계인 어종을 포함한다면 종묘생산 혹은 양식대상 어종은 

현재 40여종 이상을 헤아린다. 그러나, 이들 어종의 종묘생산 및 양성과정에 있어서 첫

째로, 낮은 사료 섭취로 인한 성장저하 및 사료유실로 인한 수질오염, 둘째로, 고밀도 사

육과 같은 인위적 양식환경으로 인한 수많은 세균성 질병, 바이러스성 질병 및 기생충성 

질병 등이 커다란 문제로 대두되고 있다. 하지만, 양식어류의 성장을 촉진시킴과 동시에 

사료유실을 최소화 하기 위한 사료섭취촉진물질에 대한 연구가 미비한 실정이다. 또한 

현재의 질병 대책으로서는 예방보다 발생 후에 항생제 및 여러 종류의 화학약품 등을 사

용한 치료에 급급하고 있으며, 이와 같은 약제의 남용으로 어류에게 스트레스를 주어 면

역반응을 감소시킬 뿐만 아니라 환경오염 및 병원체의 내성 증가의 문제와 나아가서는 

이러한 어류를 섭취하는 인체에도 나쁜 영향을 줄 수 있는 가능성 등의 많은 문제점을 

가지고 있다. 이러한 문제를 해결하기 위해서 면역증강과 사료 섭취 촉진을 위한 사료첨

가제에 대한 검색이 어종별로 이루어져 어류의 성장촉진과 면역증강을 위한 첨가제 개발

이 시급히 이루어져야 한다.  또한 질병예방을 위한 백신법(vaccination)과 비특이적 면

역반응 증강법 (immunostimulation of nonspecific immune response)에 대한 연구가 

뒷받침되어야 한다.  백신은 질병에 대한 저항성을 증가시키는 매우 효과적인 방법으로 

하나의 질병에 대한 특이적 면역반응만을 생겨나게 하고 있다. 그러나, 현재까지 성공적

으로 개발된 어류질병 백신은 거의 없으며, 가격도 사용하기에 너무 비싼 단점이 있다. 

반면에 어류의 비특이적 면역반응을 증강시키는 것은 많은 종류의 어류 질병에 대한 저

항성을 높일 수 있다는 의미에서 매우 중요하며, 비특이적 면역반응의 증진을 통해 양식
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어류의 질병을 예방하기 위한 면역증강물질(immunostimulant)에 대한 평가가 최근 들

어 많은 연구자들에 의해 평가되어지고 있다. 

   그러므로, 어류에게 성장 및 사료효율을 높이기 위한 사료섭취촉진제와 질병에 대한 

저항성 향상 및 면역증강을 위한 양어용 사료 첨가제의 개발이 우선적으로 이루어져, 원

할한 종묘생산의 공급뿐만 아니라, 국내 양식산업이 국가 식량 기간산업으로 발전할 수 

있는 토대가 될 수 있기를 기대한다.

2. 사료 섭취 촉진 물질

    어류에 있어서 섭취 촉진 물질들은 각 어종마다의 먹이생물의 엑기스에 보편적으로 

존재하는 아미노산, 핵산관련화합물, 유기산, 당류 등이다. 예를 들면 잉어는 누에의 번데

기와 지렁이 엑기스에서, 졸복은 모시조개 엑기스에서, 쏠종개는 실갯지네 엑기스에서 섭

취 촉진 물질들을 검색할 수 있다. 이러한 사료섭취를 촉진하는 물질은 분자량이 1,000 

미만인 수용성 물질로서 이온 흡착 기능을 가진 성분으로 알려져 있으며, 섭취촉진 물질

의 특성과 관련하여 복어의 섭취촉진 물질은 비휘발성의 저분자물질이다. 무지개 송어에 

대한 오징어 추출물의 주요 자극 물질은 아미노산 혼합물로서, 대부분 L-형의 아미노산

이 자극제로 작용한다. 또한, 섭취촉진 물질의 종류에 있어서는 대부분 염기성 아미노산, 

인지질 및 몇 가지 핵산관련물질은 미꾸리, 전복, 방어에 대하여 사료섭취촉진 효과를 가

지는 것으로 알려져 있다.

가. 아미노산

    동일어종에서도 검색에 이용했던 엑기스 및 검색 방법 차이에 의해 활성 아미노산을 

찾는 것이 다소 문제가 있지만, 각각 어종의 먹이생물 엑기스 중에 다량으로 존재하는 

아미노산들을 단독 또는 혼합 병용함으로써 높은 섭취촉진 활성이 얻어지는 것으로 보고 

되고 있다. 벤자리, 줄벤자리, 감성돔, 참돔, 졸복은 먹이 생물의 엑기스 중에 많이 함유

되어 있는 Gly, Ala, Pro, Arg 등에서 섭취촉진 효과가 나타났다. 챠넬메기는 아미노산

이 강한 사료섭취촉진 효과를 갖는 것이 밝혀졌는데, 가장 효과적인 아미노산인 Ala과 

Arg에 대한 침지농도(浸漬濃度, immersion)가 10-11~10M-9으로 나타났으며, 졸복에서

도 Gly에 대한 침지농도(浸漬濃度, immersion)가 10-6~10-5M으로 나타났다. 참돔의 

자어에서 사료내 0.5%의 Ala, Gly, Ser 혼합, Ala, Ser 혼합, Ala, Gly 혼합 등 아미노

산 혼합시에 단일 아미노산 첨가구나 첨가하지 않은 구에 비해 성장과 생존율에서 효과

가 있는 것으로 나타났다. 넙치의 자어에서도 Ala, His혼합,  Leu, Gly 혼합, Ala, Ser 
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혼합, Ala, Gly 혼합, Ala, Val 혼합 등 2가지 아미노산 혼합시에 단일 아미노산 첨가구

나 첨가하지 않은 구에 비해 성장과 생존율에 효과가 있는 것으로 나타났다. 돌돔 치어

에서는 Ala, Gly, Ser 혼합, Ala, Ser 혼합구가 성장 및 유인효과가 있는 것으로 나타났

다. 뱀장어에서는 사료내 Ala, Gly, Pro, His, UMP(uridine monophosphate)혼합을 하

였을 때, 첨가하지 않은 구에 비해 섭취의 활성이 높을 뿐만 아니라 당대사 효소활성의 

증대에도 효과가 있었다. 

 

나. 핵산관련 물질

    현재까지 각종 어류에 대한 먹이 엑기스 중에서 검색․동정된 섭취자극 물질로서 핵산

관련 화합물을 Table 1에 나타내었다. 뉴클레오타이드인 IMP(inosine monophosphate)

는 방어, 전갱이, 참돔, Tubot(가자미의일종) 등의 육식성어류에 대해 유효하며, 그들 어

류가 선호하여 섭치하는 어육과 오징어육 엑기스 중의 주요성분이다. 지금까지 IMP의 대

부분의 침지농도(浸漬濃度, immersion)시 농도는 10-4~10-3M의 범위이다. 이들 이외에

도 ADP(adenosine diphosphate)가 참돔에서 UMP(Uracil monophosphate)가 뱀장어

에 대해 Inositol은 Tubort과 쏨뱅이에서 각각 높은 섭취자극 활성을 나타내었다. 전갱

이에서 사료중의 IMP의 농도와 활성의 크기와의 관계를 조사한 결과 활성을 최대한 높

이는데에 필요한 사료중의 농도는 0.8mM/100g 사료였다(Fig. 1). 이 농도는 전갱이 근

육 엑기스 중의 농도와 일치하였다. 

  

Table 1. 먹이 생물의 엑기스 중에 포함된 어류의 섭취자극 핵산관련 물질

대상 어종 먹이생물 엑기스 섭취자극물질

방어 어육 IMP

전갱이 어육 IMP

참돔 해안갯지네 IMP, ADP

쏨뱅이 오징어근육 Inositol

Turbot(가자미의 일종) 오징어근육 Inositol, IMP

뱀장어 참갯지렁이 UMP

※ 자료 : 細川秀毅 et al.(1976, 1978)
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F igure 1 .  I M P 의 첨가 량과  그  섭 취 자 극  활 성

※ 자료 : 池田靜德(1981)

다. 유기산

    모노카본산인 개미산, 초산, 프로피온산, 부틸산, 길초산, 카프론산 등의 자극효과가 

메기(Silurus asotus), Atalantic Salmon, 갈문망둑, 뱀장어, 잉어에서 확인되고 있다. 

대략적으로 자극효과는 탄소쇄(炭素鎖)의 길이와 관계하며, 긴 측쇄를 가질수록 큰 반응

이 유발되었다. 침지농도(浸漬濃度, immersion)는 뱀장어에서 가장 낮고, 프로피온산에

서 10-7~10-6M의 범위에 있었다. 뱀장어의 경우 아미노산에서도 예민하게 반응하며, 수

용기는 카본산과 아미노산에서 다르다는 것이 시사되고 있다. 잉어에서는 디카본산인 옥

살산, 마롱산(밤산), 호박산, 글루탈산도 10-3M에서 강한 자극효과가 있었다. 한편 줄벤

자리는 구연산, 호박산, 프로피온산, 유산, 옥살산 등의 10-4M에서 거의 효과가 없었다. 

방어에서도 푸말산과, 사과산, 옥살산이 10-4M에서 효과가 없었다. 따라서 유기산에 대

한 감수성에서도 어종별로 특이성이 달리나타는 것으로 판단된다.

라. 당  류

    미꾸라지와 방어에 대해 당류(단당류, 이당류, 당알콜과 배당체)의 섭취유인효과가 

계통적으로 조사되었다. 그 결과 두 어종에서 공통적으로 유인효과를 보였던 당류는 

Fructose와 배당체인 글리틸리틴, 스테비오사이드, 레버디오시드와 피로즐루틴이었다. 또

한 미꾸라지에 대해서는 레버디오시드가, 방어에 대해서는 글리틸리틴이 가장 효과적인 

섭취촉진물질이였다. 담수어인 잉어, 메기, 참붕어, 챠넬메기는  Sucrose에 대해 침지농
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도(浸漬濃度, immersion)는 상당이 높아 10-3M 이상에서 유인효과가 나타났다. 또한 

잉어는 Glucose와 Fructose에서도 그 유인효과가 나타났으며,  참붕어에서는 이들 당류

에 더하여 Mannose, Maltose, Galactose에서도 유인효과가 나타났다. 하지만,  쏠종개, 

대구, 졸복, 방어등의 해산어에서는 당류의 첨가 효과가 없는 것으로 나타났다.  

마. 기   타

    졸복과 Pinfish(Lagodon rhomboides)에서 섭취 촉진효과가 밝혀지고 있는 

Betaine은 그대부분의 물고기에서 효과가 있는 것으로 보고되고 있다.  침지농도(浸漬濃

度, immersion)도 상당히 낮으며, 줄벤자리에서는 10-8~10-7M였다. 기타 사료 섭취 촉

진물질로는 다양한 염류, 퀴닌, 탄산가스 등이 있다. 

3. 면역 증강 물질

    어류의 면역 시스템은 기본적으로 포유류와 비슷하다. 세포적인 방어시스템의 경우 

경골어류는 T와 B같은 림프구뿐만 아니라 대식세포(macrophages), 호중구

(neutrophils, 백혈구의 일종), natural killer cell과 유사한 식세포를 가지고 있다. 그리

고 경골어류는 보충물질로서 lysozyme, 용혈소(hemolysin, 적혈구의 구조의 파괴로 적

혈구에서 헤모글로빈을 유리시키는 물질), 트랜스페린(transferrin, 혈청 β-글로불린), 

C-reactive protein과 같은 포유동물의 방어 기작을 가지고 있다. 또한 인터페론

(interferon), 인터류킨-2(interleukin-2), 대식세포 활성 요인들과 같은 사이토카인

(cytokines, 면역반응의 강도와 지속시간을 조절)의 존재가 보고 되고 있다. 일반적으로, 

면역증강물질(클루칸, 락토페린(lactoferrin), 레바미솔(levamisole,구충제의 일종),  

FK-565, Chitin, EF203 등)로 처리된 어류에서 식세포활성의 증대를 보인다. 식세포의 

활성은 식균작용, 제거, 주화성에 의해 감지 될 수 있다. 병원균 제거가 면역증강물질로 

처리된 어류의 대식세포에서 하는 가장 중요한 일이다. 대식세포의 병원균 제거 메카니

즘은 호기성과 혐기성 조건으로 크게 나뉘어 질수 있다. 호기성 종들(reactive oxygen 

species, ROS)에 의해 중재되는 호기성 병원균제거 메카니즘은 화학발광이나 NBT test 

(Sakai et al., 1995e)에 의해 감지될 수 있다. 특히 최근들어 대식세포에서 세포내 병

원체를 제거하는 질화성 종들(reactive oxygen species, RNS)의 중요성이 알려지고 있

다. 그러나 면역증강물질에 처리된 어류의 대식세포내 RNS의 활성에 대한 보고는 아직 

알려지고 있지 않다. 면역증강물질은 콘카나발린 A(concanavalin A, 유사분열물질) 또

는 지다당류(lipopolysaccharides)에 의해 유도된 유사분열촉진인자(mitogen)의 활성을 
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증대시키고 대식세포 활성 인자들을 제공한다.  Li & Lovell(1985)과 Hardie (1991)

는 비타민 C를 충분하게 섭취한 어류에서 면역보조인자의 활성이 증가하였다고 보고하였

다. lysozyme 활성은 면역증강물질의 처리에 의해 영향을 받고(Engstad et al., 1992), 

natural killer cell은 성장호르몬(growth hormone, GH)(Kajita et al., 1992a)과 레바

미솔(Kkajita et al., 1990)에 의해 활성될 수 있음이 여러 연구에 의해 밝혀지고 있다. 

일반적으로 항체생산은 많은 면역증강물질에 의해 증대될 수 있다. 예를 들어, 효모글루

칸을 주사한 차넬메기는 Edwardsiella ictaluri에 대한 면역반응에 있어서 대조구와 비교

하여 높은 serum 항체농도를 보였다. Aakre 등(1994)는 Aeromonas salmonicida 

bacterin과 효모글루칸을 주사한 대서양연어에서 항체반응을 증대시킨다고 보고하였다. 

A. salmonicida bacterin에 대한 항체반응의 증대는 Vitamin C와 Fk-565(Kitao et 

al., 1987)의 관리에 의해 이루어진다는 보고도 있다(Tompson et al., 1993). 현재 연

구된 어류와 패류에 효과적인 면역증강물질에 대한 내용이 Table 2에 나타나 있다. 이러

한 면역증강물질은 화학물질과 박테리아구성소, 다당류, 동물․식물 추출물과 영양성요인

과 사이토카인 등을 포함한다. 

가. 합성 화합물

(1) 레바미솔 (Levamisole)

    레바미솔은 인간과 동물에 있어 선충류 감염을 치료하기 위해 이용되는 구충제의 일

종으로 다양한 질병에 대한 저항성을 증대시키는 효과가 있다는 사실이 보고되고 있다. 

포유류에 있어서 레바미솔은 호중구(neutrophils, 백혈구의 일종)의 대사활성과 식세포활

성을 증대시키고 식세포와 백혈구의 수, 혈청 내 lysozyme의 수준을 증대시킨다. 동물연

구에 있어서도 종양(tumor)면역에 촉진효과가 있다고 보고되고 있다(Filder & Spitler, 

1975). 그 예로 MFCA(Modified Freud's complete adjuvant)와 혼합한 레바미솔을 

주사한 연어에 있어서  A. salmonicida에 대한 저항력이 증대되었고(Olivier et al., 

1985), 레바미솔을 주사한 잉어에서 호중구내 식세포와 미엘로페록시다아제

(myeloperoxidase, 화학반응을 촉매하는 산화환원 효소)의 활성이 증대되었으며 백혈구 

수와 혈청 내 lysozyme 수준이 증가하였다는 보고가 있다 (Siwicki, 1989). 또, 레바미

솔을 주사한 무지개송어에서 식세포 활성, 백혈구의 케밀루민스켄스    

(Chemiluminescance, 화학발광) 반응과 백혈구에 의한 natural killer cell 활성 등과 

같은 비특이적 면역반응의 증대에 의해 야기되는 Vibrio anguillarum에 대한 저항력의 

증가가 관찰되었다(Kajita et al., 1990). 레바미솔을 주사한 무지개송어에서 보조인자의 
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농도가 증가하였다. 또, 레바미솔은 생체 외(시험관 내)에서 면역반응을 촉진시킬 수 있

  Table 2. Immunostimulants used in fish and shrimp

S ynth etic ch emicals ․Lavamisole

․FK-565

․MDP(Muramyl dipeptide)

B iological substances

 (1) Bacterial derivatives

․β-glucan

․Peptidoglucan 

  (Brevibacterium lactofermentum;Vibrio sp.)

․FCA

․EF203

․LPS(lipolysaccharide)

․Clostridrium butryicum cells 

․Achromobacter stenohalis cells

․Vibrio anguillarum cells (Vibrio vaccine)

 (2) Polysaccharides

․Chitin

․Chitosan

․Lentinan

․Schizophyllan

․Oligosccharide

 (3) Animal and plant extracts

․Ete (Tunicate)

․Hde (Abalone)

․Firefly squid

․Quillaja saponin (soap tree)

․Glycyrrhizin (licorice)

․Keratin Hydrolysis

․Smoke Natural Flavor, SNF

 (4) Nutritional factors
․Vitamin C

․Vitamin E

 (5) Hormones, cytokines and others

․Lactoferrin

․Interferon

․Growth hormone

․Prolactin

  ※ 자료 : Masahiro Sakai(1999)
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다. 레바미솔로 배양된 생체 외 spleen 세포의 면역이 식세포활성과 NBT반응, 식세포의 

활성을 증대시키고, Yersinia rucckeri에 저항력을 가지는 형성세포의 수를 증대시킨다

는 것은 이미 보고 된 바 있다(Siwicki, 1990). 경구투여와 침지투여(물속에 담구어 투

여)에 의한 레바미솔의 면역 촉진 효과 또한 보고 되어져 왔다(Siwicki, 1989). 레바미

솔의 경구투여는 혈청내 백혈구의 수와 lysozyme 활성을 증가시키고 NBT의 감소와 식

세포의 식세포 지수를 촉진시킨다. 예를 들면, 잉어를 레바미솔로 수조에 침지농도(浸漬

濃度, immersion)를 10㎍/ml로 24시간 동안 하였을 때, Aeromonas hydrophila에 대

한 저항력이 증대되고 식세포의 주화성, 식세포활성, 화학발광작용이 증가되었다(Baba 

et al., 1993). 또한 레바미솔 5㎍/ml용액에  30분간 무지개 송어를 침지농도(浸漬濃度, 

immersion)하였을 때 비특이적 방어 메카니즘과 특정 항체 모두가 증대하였다(Jeney 

& Anderson, 1993b).

    그러나, 어류에서 적절한 레바미솔의 면역증강 효과를 얻기 위해서는 적정농도를 규

명하는 것이 필요하다. Kajita 등(1990)은 높은 농도(5mg/kg)의 레바미솔을 주사한 무

지개송어는 적정농도(01~0.5mg/kg)를 주사한 개체에 비해 간의 백혈구에서 화학발광 

반응을 촉진시키지 못하였다고 보고하였다. 이와 같은 현상은 비브리오에서도 발견되었

다. 어류에서 레바미솔의 면역증강효과는 명확히 입증된다. 그러나 레바미솔의 안정성에 

대한 사항 (특히 높은 농도에 대한 것)은 여전히 숙제로 남아 있고 규명되어져야 할 것

이다. 

(2) FK-565

   FK-565(hepatanoyl-y-D-glutamyl-(L)-meso-diaminopimelyl-(D)-alanine)

는 Streptomyces olivaceogriseus의 배양으로부터 분리된 락토일테트라펩타이드

(lactoyl tetrapeptide, FK-156)와 관련된 펩타이드이며, 쥐에서 미생물감염에 대한 활

성을 나타낸다. FK-565를 주사한 무지개송어에서 A. salmonicida에 대한 저항성이 증

가하고 뒤이어 식세포의 활성이 나타난다는 것이 증명되었다. 식세포의 활성은 또한 방

어에서도 관찰되었다. 무지개송어에게 FK-565가 혼합된 Y. ruckeri 또는 A. 

salmonicida를 이용하여 면역처리를 실시하였을 때 비장의 항체 생산 세포의 수와 체액

의 항체 적정농도를 증가시킬 수 있다.

나. Bacterial derivatives
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(1) MDP

    mycobacterium으로부터 추출한 MDP (Muramyl depeptide, 

N-acetyl-muramyl- muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine)는 면역자극제에 대한 영

향을 나타낸다(ex: 쥐들의 보체 alternative pathway, B 림프구와 대식세포의 활성화). 

coho salmon에 MDP와 modified Freund's incomplete adjuvant를 혼합 주사했을 때 

A. salmonioida에 대한 저항이 47배 증가하였다는 보고가 있다. MDP-Lys를 무지개송

어의 복막 내에 주사하면  A. salmonioida 감염되었을 때 송어의 저항력뿐만 아니라 식

세포의 활성화와 resipiratory brust, 신장 내 백혈구의 이동 활성을 증가되었다. 게다가 

MDP-Lys를 주사한 어류의 혈청은 신장 세포의 군집 형성을 자극하였다.

(2) LPS

    LPS(lipopolysaccharide)는 그람음성균의 세포벽 성분으로 B세포 증식을 자극하는

데, 참돔에 LPS(lipopolysaccharide)를 주사하여 Macrophage phagocytic activity가 

향상된 것이 증명되었다(Salati et al., 1987). MacArthur 등(1985)은 

LPS(lipopolysaccharide)를 주사한 넙치(Pleuronectes platessa)에 대식세포 이동활성

이 증가된다는 것을 보고했다. in vitro에서 LPS(lipopolysaccharide)는 대서양 연어의 

macrophage내 super oxide anions의 생산과 phagocytosis를 자극한다. 마찬가지로 

LPS(lipopolysaccharide)는 goldfish의 lymphocytes내 macrophage activating factor

의 생산과 catfish monocytes내 interleukin 1 like molecules의 생산을 자극한다. 

(3) FCA

    치사된 Mycobacterium butyricum을 함유하는 광물질 보조약인 FCA(Freund's 

complete adjumant)는 면역 반응을 강화시키고 어류에서 백신접종의 효능을 증대시킨

다. Olivier 등 (1985)은 FCA를 주입한 coho salmon(O. kisutch)에서 A. salmonicida

의 감염에 대한 방어력이 증대되었다고 보고하였다. FCA는 A. hydrophila와 V. ordalii

의 감염에 대해서도 방어력을 증대시키고, 면역학적으로 어류 내에 macrophage 

(phagocytosis와 killing)의 활성으로 인해 A. salmonicida에 대한 저항력이 증대되었

다. Adams 등(1988)도 FCA를 주사한 무지개송어의 furunculosis, vibriosis와 

redmouth disease에 대한 방어력이 증대된다고 보고했다. Kajita 등(1992a)는 FCA를 

주사한 무지개송어는 repiatory burst, phagocutic과 leucocytes의 natural killer cell 

activity가 증가하고, V. anguillarum infection에 대한 방어도 증가한다는 것을 확인하

였다. 그러나 Kawakami 등(1998)은 어류 내에 P. piscida vaccine에 대해 FCA의 보
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조효과가 보고 되었지만, yellowtail은 P. piscida의 감염에 대해 저항성이 증가되지 않

는다고 보고하였다.

(4) Vibro bacterin

    V. anguillarum bacterin은 연어 류에 있어 가장 효과적인 백신으로 주사, 경구투여

와 약욕에 의해 이용될 수 있다. Sakai 등(1995c)는 V. anguillarum bacterin solution

에 침지시킨 무지개송어는 streptococcus sp.감염에 대한 방어력이 증가한다는 것을 보

고하였다. Norqvist 등(1989)도 V. anguillation을 묽게 희석하여 무지개송어를 침지시

키면 A. salmonicida의 감염에 대한 방어력이 증대한다고 보고했다. 그러나 P. piscicida

에 감염된 방어에서는 어떠한 V. anguillorum bacterin의 면역자극도 나타나지 않았다. 

vibrio bacterins의 면역자극 영향은 Kuruma prawns에서도 보고 되었다. Itami 등

(1989)는 새우(prawns)에게 vibrio bacterins을 주사 또는 침지시켜 30일 후 vibrio에 

감염되었을 때 치사량이 감소된다고 보고했다. Horne 등(1995)도 tiger shrimp내에 

vibrio vaccines의 효과를 보고했다. vibrio bacterin을 처리한 집단의 hemocytes의 

migration은 대조군에 비해 증가되었다(Itami et al., 1989). 이러한 사실은 무척추동물

인 prawn과 shrimp내 vibrio bacterin에 대해 면역자극이 되어 종 특이적 면역반응을 

가지지 않는다. V. anguillarum cells의 components가 어떻게 비특이적 면역반응을 자

극하는지 아직까지는 알 수 없다. 그러나 bacterial LPS(lipopolysaccharide)처럼 비특

이적 면역반응(특히 macrophage activation)을 자극하고 V. angulillarum 

LPS(lipopolysaccharide)는 면역자극제 역할을 할 것으로 사료 된다.

(5) A. stenohalic and C. butyricum

    A. stenohalis는 바닷물에서 분리될 수 있는 호기성 그람음성 유기물이다. 이 

bacteria의 LPS(lipopolysaccharide)는 쥐의 대식세포와 B-림프구를 활성화하며 항암 

효과를 나타낸다(Chang 1966). Kawahara 등(1994)는 비활성화된 A. stenohalis를 주

사한 white-spotted char(Salvelinus leucomaenis)는  신장세포의 화학발광반응과 보

체 활성이 향상되었고 A. salmonicida의 감염에 대한 방어력이 증가되었다. butyric 

acid bacterium(C. butyricum)은 인간의 장내에 microflora를 예방하기 위해 임상적으

로 이용되어 왔고 사람의 설사, 변비, 복부의 팽창에 이 bacterium의 포자를 경구투여하

여 치료해왔다. C. butyricum은 대식세포와 natural killer cells의 자극과 같은 면역자

극적 영향을 보여주었고, Candida의 감염에 대해 방어력을 증가시켰다. Sakai 등

(1995e)은 식작용을 포함하고 백혈구 활성에 의해 중재되는 C. butyrium bacterin의 
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경구 투여에 의해 무지개송어 내에 vibriosis에 대한 저항력이 증가되었고 과산화 이온 

생산이 증가되었다고 보고했다. Sakai 등(1995e)는 무지개송어 내에 C. butyrium 

bacterin을 경구투여 하여 식작용을 포함한 백혈구 활성과 과산화 이온 생산이 증가되어 

vibriosis에 대한 저항력이 증가된다고 보고했다.

(6) 키틴과 키토산(chitin and chitosan)

    키틴은 어떤 균류의 세포벽과 갑각류와 곤충 외골격의 중요한 구성요소인 다당류이

다. Sakai 등(1992)는 키틴을 주사한 무지개송어는 대식세포 활성이 자극받아 V. 

anguillarum감염에 대한 저항이 증가한다고 보고했다. 키틴을 주사한 방어에 비특이적 

면역반응이 증가되는 것과 대조적으로, 키틴이 첨가제로서 영향이 없다는 것이 쥐와 

guinea pig에서 증명되었다. de-N-acetylated인 chitosan도 면역자극 영향이 있다고 

보고 되었다. 키토산을 경구투여한 무지개송어에서처럼 키토산 용액을 주사 또는 약욕한 

Brook trout에서도 A. salmonicida의 감염에 대한 저항력이  증가되었다고 보고 되었

다. 키토산을 주사 또는 약욕한 무지개 송어는 혈액 내 면역학적인 인자(예 : NBT, 

potential killing activity, myeloperoxidase, 총 Ig 농도)가 증가한다고 보고 되었다.

(7) EF203

    EF203은 chicken egg의 발효산물이다. 무지개송어에게 EF203을 경구투여하면 식

작용과 화학발광과 같은 백혈구의 활력을 증강시키고, Streptococcus의 감염에 대해 저

항력이 증가한다. Sakai 등(1995)는 EF203 첨가없이 백신처리된 어류와 백신처리하지 

않은 어류와 비교해서 EF203와 salmoninarum으로 백신처리된 송어에서 높은 식세포 

활성과 신장 내 백혈구에서 NBT responses를 보였다고 보고했다. 그러나 백신처리된 

어류의 serum agglutinating antibody titers는 EF203군과 대조군 사이에 큰 차이는 

없었고, EF203으로 백신처리된 어류가 R. salmoninarum에 감염되었을 때 다른 집단에 

비해 생존율이 약간 높았다. 

(8) Glucan

    Glucan의 면역증강에 대한 효과는 많이 연구되었다. glucan의 여러 가지 형태에 관

한 영향은(예: yeast glucan, peptide-glucan, β-1,3-glucan) 어류에서 세밀히 조사

되었다. 이러한 글루칸중 yeast glucan은 가장 널리 연구되었다. Saccharomyces 

cerevisiae의 세포벽에서 추출한 yeast glucan(β-1,3- and β-1,6-linked glucan)

을 대서양 연어의 복강 내 주사한 결과 V. anguillarum, V. salmonicida, Y. ruckeri에 
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대한 저항이 증가한다고 보고했다. 그러나 Thompson 등(1995)는 yeast glucan을 주사

한 무지개송어에서는 V. anguillarum의 감염에 대한 저항력이 증가되지 않는다고 보고했

다. yeast glucan은 침지(immersion)와 경구(oral) 투여방법에 의해 적용이 되었다. 

Raa 등(1992)는 대서양 연어에 yeast glucan을 경구투여하면 V. anguillarum과 V. 

salmonicida에 대한 저항력이 증가되었다고 보고했다. yeast glucan solution(0.5, 1㎎/

ℓ)에 immersed(침지)한 Tiger shrimp는 V. vulnificus의 감염에 대한 방어가 증가되

었다고 보고했다. 챠넬메기에서 yeast glucan을 주사하면 E. ictaluri에 대한 방어가 증

가되었지만, 경구투여 했을 때에는 동일한 효과가 나타나지 않았다. yeast glucan에 대

한 adjuvant 영향도 증명되었다. A. salmonicida vaccine와 yeast glucan을 주사한 대

서양 연어에서는 항체반응이 향상되었고 yeast glucan 없이 vaccines된 것보다 

furunculosis에 대항한 방어가 상당히 증가되었다. yeast glucan을 단독으로 주사하면 

protection이 나타나지 않았다. Baulny 등(1996)은 V. anguillarum에 침지한 turbot에 

yeast glucan을 경구투여 한 것은 bacterin 단독처리구에 비하여 저항력이 증가한다고 

보고했다. 상기의 실험처럼, yeast glucan을 단독으로 처리하면 V. anguillarum의 감염

에 대한 저항력이 증가하지 않는다. yeast glucan은 대서양연어, 무지개송어, turbot에 

있어서 lysozyme활성과  보체 활성에 대한 효과가 관찰되었으며, 무지개송어, 대서양연

어, 메기에 있어서는 대식세포의 살균작용에 대한 효과, 무지개송어, tiger shrimp, 메기, 

대서양연어에 있어서는 대식세포, 혈구에 의한 과산화물의 생산을 증가시키는 효과가 관

찰 되었다. schizophyllum commune로부터 유래되는 β-1,3 glucan(VST)도 질병에 

대한 저항력을 증가시킨다. VST를 주사 또는 경구투여한 coho salmon 은 A. 

salmonicida에 대한 저항력이 증가된다고 보고되었으나 glucan 용액에 침지한 chinook 

salmon은 저항력이 증대되지 않는다고 보고되었다. Ainsworth 등(1994)는 VST를 섭

취한 메기는 혈청내 lysozyme 활성이 증가하지 않은 반면에  대식세포에 의해 과산화 

이온의 생산이 증가되어서 E. ictaluri에 감염되었을 때 사망률이 감소된다고 보고했다. 

게다가 antibody titers가 증가했음에도 불구하고 E. ictaluri bacterins에 대한 glucan

의 보조 효과는 나타나지 않았다. peptidoglucan은 Brevibacterium으로부터 얻을 수 있

으며, 방어가 Enterococcus serioa에 감염되었을 때 식작용를 증대시켜 면역력을 증강

시키는 효과를 나타낸다(Itami et al., 1996). peptidoglucan은 무지개송어(Matsuo and 

Miyazano, 1993)에서 vibriosis, black tiger shrimp(Boonyaratpalin et al., 1995)에

서 yellow head baculovirus에 대한 효과를 나타낸다. Sigma(Jeney and Anderson, 

1993b), Lentinan, Schizophyllan, Scleoglucan(Yano et al., 1989)에 의해 공급되는 

glucan의 효능은 무지개송어, 잉어, 방어, 새우 등에서 증명되었다. 
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다. 동물과 식물의 구성분

(1) 동물 추출물

    일부 무척추동물로부터의 추출물은 면역증강효과를 나타낸다. 해양 피막동물로부터 

추출물인 Ecteinascida turbinata (Ete)와 전복 (Haliotis discus hannai)으로부터 추출

한 당 단백질의 조각(Hde)은 생체 내 종양세포의 괴사를 증강시키고 생체 외 종양의 성

장을 억제한다(Sigel et al., 1970).  Ete를 주사한 뱀장어는 식작용이 강화되었으며 A. 

hydrophila 감염시 생존율이 향상되었다(Davis and Hayasaka, 1984). 그러나, 

Stanley 등(1995)은 Ete를 주사한 챠넬메기에서 면역증강효과가 관찰되었지만 E. 

ictaluri에 감염 된 후의 생존율이 Ete를 주사한 챠넬메기에서 감소하였다는 것을 증명하

였다. Hde를 주사한 무지개송어에서 또한 식세포와 natural killer 세포의 활력이 강화된 

것을 볼 수 있었고, V. anguillarum 감염에 대한 생존율의 증가를 보여주었다(Sakai et 

al., 1991). 또, firefly squid로 부터의 가열추출물인 Watasenia scintillans은 무지개송

어에서 과산화물 이온의 생산, 대식세포와 생체 외 림프구의 림프아구로의 형질전환에 

의한 살균작용과 같은 면역증강효과를 나타내었다 (Siwicki et al., 1994). 

(2) Glycyrrhizin

    항염증, 항종양의 활성을 가진, 그것의 면역변조 활성에 의해 전달되는 glycyrrhizin

은 한 분자의 글리시레티닉산을 함유하는 글리코실레이트 사포닌이다(Wada et al., 

1987) Edahiro 등(1990)은 glycyrrhizin을 경구투여한 방어는 비록 혈액의 lysozyme

활성과 대식세포의 식작용 활성이 강화되지는 않았지만 E. seriola 의 감염에 대한 저항

력이 증가되었음을 보고하였다. 그러나, Jang 등(1995)은 glycyrrhizin으로 생체 외에서

의 투여는 대식세포의 respiratory burst activity와 무지개송어에 있어서 림프구의 

proliferative response를 증강시켰음을 보고하였다. 

(3) 다른 면역증강제들

    대두단백질을 경구투여한 무지개송어에서 백혈구의 활동(식작용, 살균작용과 과산화

물 생산)이 증가됨을 보여준다(Rumsey et al., 1994). Y. ruckeri 백신을 첨가한 Quil 

A 사포닌에 용액에 무지개 송어를 약욕처리 하였을 때 생체 외 살균작용 활성을 증대시

켰다(Grayson et al., 1987). Ninomiya 등(1995)은 Quil A 사포닌의 경구투여는 방어

에서 백혈구의 이동을 증가시킨다고 보고하였다. PS-K(단백질 결합형태의 다당), 

Spiralina, 어류 단백질 가수 분해물로부터 분리한 산 펩티드의 면역증강 효과가 틸라피
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아(Oreochromis niloticus), 차넬메기와 대서양 연어에서도 보고 되고 있다. 

라. 비타민 등 사료  내 영양소

  사료 내 비타민 C는 정상적인 성장과 대부분의 어류에서 몇 가지 생리적인 기능에 필

수적으로 요구된다(Halver, 1989). 사료 내 높은 수준의  비타민 C함량은 차넬메기(Li 

& Lovell, 1985)에서 Edwardsiella tarda와 E. ictaluri 감염, 무지개송어에서 V. 

anguillarum, IHN과 Ichthyophthirius multifiliis에 대한 감염, 대서양 연어에서 A. 

salmonicida와 V. salmonicida의 감염에 대한 저항력의 증가에 효과가 있다고 보고 되

었다(Erdal et al., 1991). Li & Lovell(1985)은 많은 양의 비타민 C 투여가 메기와 대

서양 연어에서 보체 활성을 증가시켰다고 보고하였다. 반면, Yano 등(1998)과 Liu 등

(1989)은 메기와 참돔에서 그러한 효과가 관찰되지 않았다고 보고하였다. 대서양연어

(Thompson et al., 1993), turbot(Roberts et al.,1995)에서는 대식세포의 활성화가 

관찰되었다. Hardie 등(1991)은 많은 양의 비타민 C를 어류에 투여했을 때 림프구 급

증에 따라 대식세포의 활성을 증대시킨다고 보고하였다. 이러한 결과는 다량의 비타민 C 

(1000mg/kg이상)를 섭취한 어류에서 protective immune response를 나타내기 때문인 

것으로 알려졌다. 비타민 E는 또한 포유류에서 체액과 세포의 면역기능을 강화한다. 

Blazer & Wolke(1984)가 보고하기를 비타민 E가 결핍된 사료를 먹인 무지개 송어에서 

specific, cell-mediated immunity 그리고 대식세포의 식작용이 모두 감소하였다고 하

였다. 게다가, Hardie 등(1990)은 비타민 E가 결핍된 사료를 먹인 대서양 연어는 상업

사료를 먹은 어류와 비교하여 A. salmonicida 감염에 따라 사망률이 유의하게 증가하였

다고 보고하였다. Wise 등(1993)은 많은 양의 비타민 E를 먹인 메기에서 phagocytic 

indices와 백혈구에 의한 과산화 이온의 생성이 증가되는 것을 보여주었다.  지질, 다른 

비타민, 미량 원소와 같은 다른 사료 내 사료원들은 어류에서 면역반응에 영향을 끼칠 

수 있다. 어류에서 사료 내 면역반응의 중요성이 검토되고 있다.
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마 호르몬, 시토카인 및 기타

(1) 호르몬

   GH주사는 무지개송어에 있어서 V.anguillarum에 대한 저항력을 증가시킨다. 

Prolactin(PRL) 역시 면역 증강 효과를 나타낸다. Sakai 등(1996b)의 보고에서 동종의 

PRL을 chum salmon Oncorhynchus keta 에 투여하였을 때 lymphocyte mitogenic 

반응을 유발시킨다고 하였으며 PRL은 무지개송어의 백혈구를 통하여 과산화이온의 생산

을 증가시킨다고 하였다(Sakai et al., 1996a). Sakai 등은 또한 β-endorphin이 무지

개송어 백혈구의 식세포 작용을 활성화시킨다고 보고하였다.

(2) Cytokines 

   사이토킨은 면역체계에 있어서 조절자 역할을 하는 polypeptide 또는 glycoprotein 

이다. 어류에 있어서 몇몇 사이토킨의 존재가 보고 된 바 있다(Secombes et al., 

1996). interleukin 2와 같은 사이토킨의 구조는 일찍이 보고 된 바 있으며(Tamai et 

al., 1992), 몇몇의 사이토킨은 면역증강제로 이용될 수 있다. Tamai et al.,(1993)은 

Japanese flatfish Paralichthys livaceus에서 생산된 recombinant interferon-like 

protein이 hiramerhabdovirus 에 의한 EPC 세포의 감염을 억제시킨다고 보고하였다. 

비록 사이토킨의 면역증강물질로서의 이용은 위에서 언급한 Tamai 등(1993)의 연구밖

에 없지만 사이토킨은 그 구조가 규명되고 값싸게 공급될 수 있다면 강력한 면역증강물

질로써 유용하게 쓰일 수 있을 것이다. 

(3) Lactoferrin

   락토페린은 single peptide의 사슬로 구성되어 있으며 약 87,000의 분자량을 가지는

데 각 분자마다 2개의 Fe-binding site를 가지며 포유류의 모유에서 흔히 발견된다. 많

은 생물학적 기능이 락토페린에 기인하는데 항병원체 효과(Arnold & Brewer, 1980), 

Fe 흡수의 조절(Kawakami et al., 1988) 그리고 macrophage의 성장촉진(Amberuso 

and Johnston 1981) 등이 보고된 바 있다. Sakai et al(1993)은 무지개 송어에 있어서 

소의 락토페린을 투여한 실험에서 식세포활동의 증강과 대식세포에 의한 과산화이온의 

생산, V.anguillarum에 대한 높은 저항력(40-fold increase in LD50), Streptococcus 

sp.에 대한 저항력의 증가 등을 보고 하였다. 최근 Kakuta and Kurokura(1995)는 참

돔에게 락토페린을 투여했을 때 granulocyte 수의 증가와 혈액내 백혈구의 증가, 몸의 

점액분비물 증가, Cryptocaryon irritans 감염에 대한 저항력증가 등에 효과가 있다고 

보고하였다.
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제 2  절  연구개발의 필 요성  

급격한 양식업의 팽창으로 인한
인위적 양식환경(고밀도 사육) 

자연상태의 어류에 없었던 많은 질병을 유발

최상의 해결방법 : 질병을 미연에 방지

백신의 이용 면역 기능 강화

 ◦ 고 가 의 개발비 용
 ◦ 고 가 의 제품
 ◦ 다 양 한 백 신 의 필 요

 ◦ 어류 의 항 병 력  강화
 ◦ 건 강한 어류
 ◦ 생산 성향 상

저렴한 비용의 면역기능 강화물질 요구

베타글루칸(β(1,3)-D-glucan)

비 특 이적 면역반 응 의 증진  및 질 병 저 항 성을 증가

기존의 베타글루칸의 문제점

                     ◦ 대량생산 의 어려 움
                     ◦ 고 가 로  수 입되 고  있 음

             ◦ 균 일 한 특 성을 갖기 가  어려 움

미생물발효에 의한 베타글루칸의 대량생산 

분 리 정 제의 용이함  
대량생산 으로 인 한 저 렴한 가 격  

예비 실 험  결 과  비 특 이적 면역 반 응 을 강화 시킴을 확인

연구개발의 필요성 

 베타글루칸의 대량생산 의 최 적화  필 요

베타글루칸의 응 용 방 법  및 현장  적용 연구 
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1 .  기술적 측면

○ 대표적인 면역증강물질로서 펩티드 글리칸, 세균, 효모, 버섯, 식물의 세포벽을   

    구성하는 물질인 베타글루칸 등이 알려져 있다.

○ 베타글루칸의 면역기능 강화에 의한 어류의 질병 예방 효과 규명되고 있음

○ 현재 경구투여에 의한 어류의 면역증강제로서 가장 많이 연구되어 있음

   ○ 비특이적 면역반응의 증진 및 질병저항성을 증가시켰다는 보고가 많음.

○ 면역 증강 반응에 대한 더 많은 검증이 필요

○ 어종에 따른 작용기전 규명이 필요 

○ 투여량 및 투여기간의 차이 

○ 병원성 세균의 종류에 따른 저항성 여부 조사

2 .  경제⋅산업적 측면

○ 세계적으로 수산양식업의 생산 및 공급이 증가할 것으로 예상

○ 국내의 양식생산량이 점차적으로 급속히 늘어나고 있음

○ 고밀도 사육과 같은 인위적 양식환경은  많은 질병 발생을 유발함으로써 막대한  

    경제적 손실을 초래하고 있음

○ 면역기능 강화에 의한 질병 예방으로 경제적 손실 최소화

○ 성장, 사료효율 및 생존율의 향상으로 양식의 생산성을 증대

○ 폐사를 줄임으로써 양식경영비의 절반 이상 되는 사료비의 절감

3 .  사회⋅문화적 측면

○ 우리나라는 세계 2위 수산물 소비국

○ 광우병과 구제역에 따른 양식어류의 수요 증가 예상

○ 부족한 수산물을 양식생산으로 충당해야 함

○ 양식산업은 식량 안보 차원에서 보호 육성되어야 함

   ○ 친환경적인 양식의 필요 >> 항생제 사용의 규제 강화

○ 열악한 환경 속에서도 건강한 (깨끗한) 어류의 양식 방법이 개발되어야 함
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 4 .  국 내・외  관 련연구의 현황과  문제점

가. 외국의 경우

   포유류를 비롯한 다른 동물에서 뿐 아니라 어류에 있어서도 잉어, 무지개 송어, 

chinook salmon, 차넬메기, 대서양연어 등에 베타글루칸을 투여함으로써 포유류의 

경우와 마찬가지로 비특이적 면역계를 활성화시킨다고 보고 되어지고 있다.

나. 국내의 경우

   효모의 세포벽으로부터 생리활성 성질을 갖는 베타글루칸과 만노프로테인을 생

산, 이것을 사료제품의 첨가제로 이용(산학협동재단 지원사업, 1996～1998), 보리로

부터 추출한 베타글루칸을 투여하여 면역기능 활성화에 의한 어류질병 피해를 감

소시키면서 생산성을 향상시키고자 하는(국립수산진흥원, 1997～1999) 등의 연구과

제가 수행된 바 있다. 뿐만 아니라 베타글루칸 투여에 의해 조피볼락, 메기 등의 

세균 감염증에 대한 저항성을 나타낸다는 연구결과들이 몇 차례 보고 된 바 있다.

5 .  조 사연구개발사례 에 대한 평 가

   위에서 기술한 여러 연구들은 대부분 효모의 세포벽이나 보리로부터 분리된 시

약용 시료를 사용한 것이며, 제품화된 것들도 효모나 곡물의 발효를 통한 것들이

다.  따라서 이러한 연구들은 베타글루칸이 면역증강능 사료첨가제로써 가지는 효

과를 뒷받침할 수는 있으나,  대량생산에는 문제가 있는 것이다. 

   따라서 본 과제를 통해서 수행하고자 하는 베타글루칸은 대량 생산이 가능하며 

이미 예비실험을 통해 면역증강능은 확인되었으며 본 연구를 통해 그 효능을 면밀

히 밝히고 제품화하는 것은 연구 가치가 크다고 할 수 있겠다.

   

6 .  앞으로  전 망

 ○ 고밀도 사육과 같은 인위적 양식환경은 많은 질병 발생을 유발

 ○ 친환경적인 양식의 요구 >> 항생제 사용의 규제 강화

        >>> 항생제 사용절감으로 위생적인 어류를 생산해야 함

     ○ 항생(균)물질의 과대 사용 규제 시 이를 대체할 물질을 시장에서 찾고 있음

     ○ 이것을 해결할 수 있는 것은 면역증강제임 

     ○ 질병 예방을 위한 면역기능 강화제에 대한 요구가 증가하고 있음
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     ○ 현재 면역기능 강화제 중에서는 베타글루칸이  시장에 통용되고 있음

     ○ 경쟁력 있는 가격에 공급된다면 시장은 급격하게 증가할 것으로 예상됨

   7 .   기 술 도 입의 타당 성

    ○ 현 단계에서는 외국 기술은 잘 알려져 있는 몇 어종을 제외한 대부분의 연구

가 초기 단계에 머물러 있을 뿐만 아니라 어종의 특이성에 따른 제품의 개발

이 필요하므로 국내 어종에 적합한 제품 및 사용 방법 등을 개발하여야 하므

로 기술도입의 타당성은 매우 낮다.
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제 3 절 연구개발의 목표 및 내용

  1 .  최 종  목표

   ○ 베타글루칸의 경제적인 생산

   ○ 베타글루칸의 사료첨가제로의 가공법 확립

   ○ 베타글루칸의 급이 방법 최적화 프로그램 개발

   ○ 면역증강효과를 과학적으로 입증하여 사료첨가제로서의 상품 가치를 극대화 

   ○ 이상의 결과를 종합하여 양식농가의 생산경쟁력을 강화하고 소득을 높이는데 기여

2 .  연차 별 연구개발목표 와  내용

     

구   분 목   표 내용 및 범위

1차 년도

(2001년)

기초 연구 단계:

1) 베타글루칸의 대량생산 

및 글루칸 원료 가공법 확립

2) 면역반응 기초자료 확보

 

 1) 발효공정의 생산성증대 :

    -발효효율 개선, 후처리 공정 확립

    -대규모 발효 (34톤) 최적화

 2) 넙치에서의 면역 증강효과 규명

    - 베타글루칸의 적용 실험

    - 제품용 부형제의 영향 평가

2차 년도

(2002년)

응용 연구 단계:

1) 최종 제품 개발

2) 제품의 급이 방법 결정

 

 1) 최종제품의 조성비 결정 :

    - 최종제품(생장촉진용 부형제 포함)

      의 조성비 결정

 2) 제품의 급이 방법 연구

    - 육성기 및 성장기에 대한 적용

    - 장기간 급이 시 면역능 조사

3차 년도

(2003년)

사업화 단계:

1) 최종제품의 현장 적용 및 

상품화 

 

 1) 최종 제품 생산  :

    - 제품화 공정 확립 및 시장 진입 

 2) 현장 적용

    - 양식현장 적용 실험 

    - 배합사료에 첨가한 실험 수행
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3 .  추 진 전 략 및 방 법

 
제품의 개발 및 생산은 (주)더멋진바이오텍에서 수행하고  어류의 영양 및 사양 실험

은 전문적인 기술을 겸비한 연구팀으로 구성된 부경대학교 사료영양연구소와 협력하

여 수행한다.  본사는 발효를 전문으로 하는 생명공학 벤처로서 제품의 생산에 필요

한 미생물 발효생산 공정을 제공하고  본 연구 수행에 필요한 다양한 문헌자료, 정보 

및 노하우 (know-how)를 보유한 부경대학교와 공동 연구를 수행하게 될 것이다. 

㈜더멋진바이오텍

<베타글루칸대량생산>
㈜더멋진바이오텍

<베타글루칸대량생산>
부경대학교

<면역증강용사료개발>
부경대학교

<면역증강용사료개발>

<미생물 발효공정 생산성 증대>
고생산성 균주 개발

배지 및 발효조건 최적화

<베타글루칸의 면역증강 효과 검증>
비특이적 면역반응
병원균 공격 실험

<베타글루칸 발효공정 확립>
Scale-up 조건 확립

34톤 발효조에서 60 g/L 생산

<면역증강 및 성장을 위한 배합비 설정>
베타글루칸 및 아미노산 혼합제 개발

면역 및 증체 효과 확인

㈜더멋진바이오텍

<베타글루칸대량생산>
㈜더멋진바이오텍

<베타글루칸대량생산>
부경대학교

<면역증강용사료개발>
부경대학교

<면역증강용사료개발>

<미생물 발효공정 생산성 증대>
고생산성 균주 개발

배지 및 발효조건 최적화

<베타글루칸의 면역증강 효과 검증>
비특이적 면역반응
병원균 공격 실험

<베타글루칸 발효공정 확립>
Scale-up 조건 확립

34톤 발효조에서 60 g/L 생산

<면역증강 및 성장을 위한 배합비 설정>
베타글루칸 및 아미노산 혼합제 개발

면역 및 증체 효과 확인
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

 

제 1 절 연구사례의 조사 

1 .  외 국 의 경 우

   포유류를 비롯한 다른 동물에서 뿐 아니라 어류에 있어서도 잉어, 무지개 송어, 

chinook salmon, 차넬메기, 대서양연어 등에 베타글루칸을 투여함으로써 포유류의 경우

와 마찬가지로 비특이적 면역계를 활성화시킨다고 보고 되어지고 있다.

2 .  국 내의 경 우

   효모의 세포벽으로부터 생리활성 성질을 갖는 베타 글루칸과 만노프로테인을 생산, 

이것을 사료제품의 첨가제로 이용(산학협동재단 지원사업, 1996～1998), 보리로부터 추

출한 베타 글루칸을 투여하여 면역기능 활성화에 의한 어류질병 피해를 감소시키면서 

생산성을 향상시키고자 하는(국립수산진흥원, 1997～1999) 등의 연구과제가 수행된 바 

있다. 뿐만 아니라 베타 글루칸 투여에 의해 조피볼락, 메기 등의 세균 감염증에 대한 

저항성을 나타낸다는 연구결과들이 몇 차례 보고 된 바 있다.

3 .  조 사연구개발사례 에 대한 평 가

   위에서 기술한 여러 연구들은 대부분 효모의 세포벽이나 보리로부터 분리된 시약용 

시료를 사용한 것이며, 제품화된 것들도 효모나 곡물의 발효를 통한 것들이다. 따라서 

이러한 연구들은 베타글루칸이 면역증강능 사료첨가제로써 가지는 효과를 뒷받침할 수 

있으며, 현재 수행하고자 하는 베타글루칸과는 상이한 것으로 그 효능을 면밀히 밝히고 

제품화하는 것은 연구 가치가 크다고 할 수 있겠다.
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제 2 절 세부 기술사항의 검토분석

1 .  국 ·내외  기 술 수 준  비 교 표

 기 술 사 항 국   내 국  외(선진국)

 면역증강제의 사용방법 중 상

 베타글루칸의 생산기술 중 상

 양식장 사양에서의 응용 기술 중 상

2 .  공 정 단 위별로  주 요 기 술 사항  및 그  기 술 수 준 의 분 석 평 가

  가. 외국의 경우 : 주로 효모에서 분리하며 순순한 제품의 생산공정이 정립되어 있음

  나. 국내의 경우 : 국내에서 생산되는 제품은 전무한  상태임

  

3 .  기 존  공 정 방 법 ,  기 술 의 사례

  가. 기술적인 평가 : 

   효모나 곡물로부터 베타글루칸을 정제하는 것은 공정이 여러 단계로 이루어져 

순수하게 얻는데 어려우며  특히 효모 세포벽은  극히 견고하고 소화하기 어려워 

가축이나 어류의 글루칸 이용율이 낮은 단점이 있다. 이를 해결하기 위해서는 화학

적・생물학적으로 분해해야 하고 글루칸을 효율적으로 분리하여 흡수되기 쉬운 형

태로 만들어야 하나, 본 연구를 통해서 개발되는 공정은 세포 밖으로 분비되기 때문

에 분리 정제가 용이하다.

  나. 경제적인 평가 : 제조원가, 기술수준 등

   기존의 베타글루칸은 정제공정의 어려움 뿐 만 아니라 함유량이 적은 성분을 추

출 정제하는 공정이 필요하므로 고가로 공급될 수밖에 없는 실정이다. 이에 비하여 

본 제품의 공정은 제조원가가 저렴한 공정이라 할 수 있다.

  다. 산업기술에 미치는 파급효과 분석
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   베타글루칸을 경제적인 가격으로 생산하고 이를 현장에서 사용하기위한 이용 기

술이 확립되면 국내의 양식을 질병의 공격으로부터 보호하여 양식 농가에 소득을 

증대 시킬 수 있을 것으로 기대됨은 물론 배합사료의 원료로서 첨가된다면  국내 

사료회사의 국제경쟁력이 강화되리라 예상된다. 

4 .  주 요 관 련기 술 의 검 토

   본 제품을 생산하기 위한 발효 기술은 매우 높은 수준이며 생산된 베타글루칸을 이

용한 현장 적용 및 연구실 수준도 충분히 제품을 개발 완성시킬 수 있음

5 .  특 허  및 기 술 도 입과 의 중복여 부 에 대한 검 토 ·분 석

가. 관련기술의 특허내용과 차이점 비교

   면역증강능을 가지는 베타글루칸을 사료첨가제로 이용한 특허들은 대부분 효모(일

본 특개평10-229831)와 곡물(JP-11511012)에서 얻어진 것으로, 효모 세포벽이 극히 견

고하고 소화하기 어려워 가축이나 어류의 글루칸 이용율이 낮은 단점이 있다. 이를 해

결하기 위해서는 화학적・생물학적으로 분해해야 하고 글루칸을 효율적으로 분리하여 

흡수되기 쉬운 형태로 만드는 방법들(대한민국 특허공개번호 1999-028736)이 보고 되

어 있으나. 함유량이 적은 성분을 추출 정제하는 공정이 필요하므로 고가로 공급될 수

밖에 없는 실정이다. 

나. 관련기술도입 내용과 차이점 비교

   본 연구에서 사용되는 베타글루칸은 박테리아가 체외로 분비하는 것으로 그 생산효

율이 매우 뛰어나며 발효 후 분리공정이 간단하여 보다 값싸게 적용 가능하게 할 수 

있다.

6 .  원 재 료에 대한 검 토  분 석

가. 원재료에 관련된 국내·외 기술의 현황분석 및 전망

   최근 우리나라에서도 축산동물이나 양식어에 사용되는 항균성물질에 대한 잔류문제

가 법적으로 대두되면서 항생제의 사용이 제한될 전망이며, 백신 또한 어종간의 면역시

스템과 질병에 대한 감수성 또는 저항성이 각기 다르므로 기본적으로 종마다 독자적인 

백신을 개발해야 하는 단점이 있다. 따라서 면역증강제를 사용하여 숙주의 비특이적인 
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면역체계를 강화함으로써 항병력을 증강시키려는 시도가 불가피하다. 이러한 면역증강

제제 중 베타글루칸이 대두되고 있으며, 노르웨이에서 MacroGard (KS Biotec- 

Machymal) 등의 베타 글루칸을 이용한 양어용 사료 첨가제를 판매하고 있으며, 우리 

나라의 배합사료회사(우성사료 등)에서도 효모 발효로부터 생산된 펩티도 글루칸이나 

올리고당을 양어용 사료에 첨가하고 있다. 그러나 이들은 효모의 세포벽으로부터 얻은 

베타 글루칸을 상품화한 것으로 그 가격이 비싸다 (수입판매가격 베타글루칸 kg 당 가

격이 100,000원). 

7 .  산 업 계 현황

가. 제품의 발전주기 (product life cycle)로 볼 때

  (1) 생산하려는 제품이 세계시장에서 현재 어느 상태에 있으며

  (2) 생산 또는 수출을 시작할 때에 동 제품이 선진국에서는 어느 상태에 있을 것인지  

     각 각 다음의 커브위에 (1), (2)로 표기함.

   

개발기

(1)

도입기

(2)

성장기 포화기 쇠퇴기

나. 시장규모

  ◦ 주시장 (국가 또는 지역) : 동남아, 중국, 미국

  ◦시장규모

- 세계사료시장 : 353 백만톤

- 아시아사료시장 : 128 백만톤

- 한국사료시장 (한국양어용 사료시장) : 15 백만톤 

  이러한 사료 시장을 근거로 0.1%의 베타글루칸을 사용한다면 국내의 경우 15000 

톤의 잠재적시장이 존재하며 이들 시장 중 500톤을 목표로 보면 75억 (단가 1.5만원

/kg) 정도의 시장이 형성될 수 있을 것으로 보여진다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 고효율 발효균주 개발

1 .  목적 

   생산성은 원료의 가격을 좌우하는 가장 중요한 인자이다. 베타글루칸의 생산성을 향상

하기 위하여 생산성이 향상된 돌연변이주 개발이 필요하다.

2 .  재 료 및 방 법

   베타글루칸을 생산하는 미생물은 Alcaligenes faecalis균주와 Agrobacterium 속 균주

로 알려져 있다. 베타글루칸 생산 균주로 알려진 균주들을 대상으로 플라스크 배양을 통

해 생산성이 높은 균주를 선별하였으며, 최종선별된 균주인 Agrobacterium sp. ATCC 

31750로부터 생산량이 증가하는 고효율 돌연변이주를 개발하기 위한 실험을 수행하였다. 

고생산성 균주개발을 위한 변이주 선별방법으로 MNTG를 1mg/ml 수준으로 처리하는 

random mutagenesis를 수행하였다. MNTG 처리 후 99.9%의 사멸율을 갖는 조건하에서 

1차적으로 773개의 변이주를 선별하였다. 선별기준은 이들 균주가 생산하는 다당구조의 

β-1,3-glucan과 Aniline blue 염색약이 특이적으로 반응하여 푸른색을 띄게 하므로 푸른

색의 진한정도로 균주를 선별하게 된다. 균주는 고체배지에서 30℃, 2주 간격으로 계대 

배양하여 보관하였으며, 장기간의 보존을 위해서는 5 g/l yeast extract, 5 g/l peptone, 

20 g/l sucrose, pH 7.0 조성으로 된 Nutrient rich medium (YP)에서 15-18시간 배양한 

후 40% glycerol 용액에 넣어 -70℃에서 보관하였다.

3 .  결 과  및 고 찰

   고생산성 베타글루칸 균주개발을 위한 변이주 선별은 MNTG (N-methyl-N'-nitro-N

-nitrosoguanidine)를 이용한 화학적 처리 방법으로 수행하였다. MNTG 처리 후 99.9%의 

사멸율을 갖는 조건하에서 1차적으로 773개의 변이주를 선별하였다. 선별기준은 이들 균

주가 생산하는 다당구조의 β-1,3-glucan과 Aniline blue 염색약이 특이적으로 반응하여 

푸른색을 띄게 하므로 푸른색의 진한정도로 균주를 선별하게 된다. 베타글루칸 생산균주
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를 선별할 시 염색약의 진한정도는 다당의 농도, 분자량에 의해 영향을 받으므로 염색약

의 이러한 원리를 이용하여 여러 계대를 거치면서 푸른색의 진한정도와 생산되는 베타글

루칸 농도에 의해 499개의 균주를 선별하여 수 회 고체배지에서 계대배양한 후 β-glucan 

생산조건에서 배양하면서 실험 한 결과, 최종적으로 선별된 변이주 M85와 R259 두 균주

를 5 L 발효조에서 배양한 결과 모균주에 비해 세포생장률이 우수하였으며, glucan 생산

량도 증가됨을 알 수 있었다 (Fig. 2). M85의 경우 모균주에 비해 배양 130시간에 생산량

이 10g이상 증가되었으며, R259의 경우는 25g이상 증가되었고, 다당대비 글루칸 수율(yie

ld)도 역시 증가함을 알 수 있었다. 5 L 발효조 배양으로 R259 균주가 베타글루칸 생산

이 모균주보다 25 g 이상 증가하였기 때문에 시험공장 (pilot plant) 규모에서 300 L Jar 

fermentor로 배양을 하였다. 그 결과 β-glucan 생산은 모균주에 비해 20g 이상 증가되었

다. 이 결과를 볼 때 모균주보다 15% 이상 베타글루칸 생산이 증가되었기 때문에 이 변

이주 R259를 이용하여 본 연구의 베타글루칸 생산에 이용하였다. 

   변이주 R259의 특성을 API Kit와 Biolog Kit를 이용하여 미생물학적, 생화학적 특성

을 조사한 결과 R259 모두 모균주와 동일한 Agrobacterium sp.로 나타났으며, 그 물리적

인 특성 또한 모균주와 유사한 것으로 나타났다 (Table 3). 선별된 R259 변이주는 고생

산성 균주로 최종 선정하였으며 형태학적 특징으로는 모균주와 변이주 모두 Gram 

negative균주로서 세포모양은 막대형이며 고체배지에서 모균주의 모양은 주름이 지고, 거

친표면과 돌출된 colony를 형성하는 반면, 변이주는 모균주에 비해 윤기가 나며 Aniline 

blue가 포함된 배지에서 모균주보다 더 진한 푸른색을 나타내었다. 액체배양 후 배양액의 

색깔은 변이주가 더 밝은 색을 띠었다.  선별된 변이주는 미생물 국제기탁기관인 한국생

명공학연구원 유전자은행 (KCTC)에 2002년 3월 18일자로 Agrobacterium sp. R259 

KCTC 10197BP 균주로 기탁하였다.
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Figure 2. Production of beta-glucan by batch fermentation with varius mutant 

strains in a 5l jar fermenter. 
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Table 3. Biochemical characteristics of Agrobacterium sp. R259.
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Biochemical tests were carried out by using API 20NE (BioMerieux, USA) assay kit.
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제 2 절  베타글루칸 생산 을 위한 배 지  및 발효공 정  최 적화

1 .  연구의 목적

 발효 인자로는 배지의 최적화, pH, 온도, 통기량, 교반속도, 조업방법 등을 들수있다. 이

들 발효 인자를 최적화함으로써 생산성을 극대화 할 수 있다.

2 .  재 료 및 방 법

가. 발 효 배 지

    본 연구에서 사용된 배지는 두 개의 다른 배지를 사용하였다. 종배양 배지 조성은 20 

g/l sucrose,  5 g/l  yeast extract  그리고 5  g/l peptone 이며 초기 pH를  7.0으로 맞

추었다. 본 발효배지 조성은 리터당 100 g sucrose, 4.2 g NH4Cl2,  1.0 g KH2PO4, 0.4 g 

MgSO4
.

7H2O,  그리고 10 ml 의 미량원소 용액 (0.1 N HCl 1 리터에 5 g FeSO4
.

7H2O,  

2 g MnSO4.H2O, 1 g CoCl2
.6H2O, 그리고 1 g ZnCl2를 녹여서 만듬)이고, 초기 pH는 7.0

이었다. 플라스크 배양을 위하여, 100 ml 종배양 배지에서 30℃에서 17시간 동안 배양한 

세포 5 ml를 0.3% (W/V)의 CaCO3를 포함한 발효배지에 접종하여 30℃에서 배양하였다.

나. 배 양 방 법

   발효조 배양은 용존산소분석기와 pH 조절기를 장착한 한국발효기 5 리터 발효기를 

사용하였다. 30℃에서 17시간 동안 배양한 종배양액 100 ml를 발효배지 1.9리터를 포함한 

발효조에 접종하였다. 배양 pH는 4N NaOH/KOH를 사용하여 7.0으로 조절하였다. 교반

속도와 통기량은 600rpm, 1.0vvm으로 각각 유지하였다. 

다. 분 석 방 법

(1) 생체량 및 β-glucan 측정

   베타글루칸은 물에 불용성이므로 배양이 끝난 배양액을 적당히 희석하여 5000 rpm, 

4℃, 15분간 원심 분리하여 얻어진 침전물에 0.5N NaOH를 처리하여 β-glucan을 녹인 
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후 다시 원심 분리하여 얻어진 침전물은 생체량 측정을 위해 2-3회 증류수로 세척하여 

80℃, 24시간 dry oven에서 건조시켜 질량을 측정하였다. 또한 얻어진 상등액에는 β

-glucan이 녹아있으므로 2.0 N HCl을 처리하여 중화시킨 후 원심 분리하여 수획하고, 

2-3회 증류수로 세척하여 80℃, 24시간 dry oven에서 건조시켜 질량을 측정하였다.

(2) Sucrose, Ammonium 농도 측정 

   Sucrose 농도는 2N HCl을 이용하여 100℃에서 15분간 가수분해 시킨 후 

dinitrosalicylic acid 방법 (Miller, 1959)을 이용하여 측정하였으며, ammonium 이온분석

은 indophenol 방법(Srienc 등, 1984)에 따랐다. 

3 .  결 과  및 고 찰

   베타글루칸의 발효 생산을 위하여 우선적으로 발효 배지의 최적화 연구를 수행하였다. 

다당 생산을 위해 발효 공정을 최적화 하는 데는 많은 변수를 고려해야 한다. 온도, pH, 

영양원 공급, 교반속도, 그리고 통기량 등이 대표적인 변수이다. 본 연구에서는 베타글루

칸 생산균주인 Agrobacterium sp. R259 균주를 이용하여 발효공정의 변수로 작용하는 

탄소원, 질소원, 그 외 영양원, pH, 교반속도, 통기량 등의 여러요인을 조사하여 5L, 

300L, 34톤 발효조를 이용하여 대량생산을 위한 공정을 확립하였다. 

가. 탄소원의 영향 및 sucrose의 농도

     Agrobacterium sp. R259을 이용하여 β-glucan 생산시 최적 탄소원을 조사하기 

위하여 기초배지에 glucose, fructose, galactose, maltose, sucrose, lactose, 

raffinose 같은 다양한 탄소원을 각각 포함하여 배양하였다. 탄소원의 농도를 각각 100 

g/l되게 첨가하여 30℃에서 3일간 배양한 결과, maltose 가 포함된 배지에서 배양했을 

시 조사한 탄소원 중에서 가장 높은 β-glucan 생산을 보였다(48 g/l) (Fig. 3). 

sucrose의 경우 maltose와 동일한 양의 β-glucan을 생산(47 g/l)하였으며, sucrose은 

다른 maltose와 glucose보다는 저렴한 탄소원 이기에 β-glucan 생산을 위한 적절한 

탄소원으로 선택하였다.

    설탕 (sucrose)의 최적농도에 따른 β-glucan 생산과 세포성장을 조사해보고자 
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sucrose의 농도를 60에서 200 g/l까지 각각 달리하여 Agrobacterium sp. R259 균주

를 이용 30℃에서 3일간 배양하였다. β-glucan 생산에 있어 sucrose 농도가 

100-160 g/l 까지는 최대의 β-glucan 생산(50 g/l)을 보였으며 그 이하와 이상에서

는 β-glucan 생산이 감소하였다. 이때 세포의 성장 양상은 전 범위에 걸쳐 비슷하였다 

(Fig. 4). 이외에도 값싼 탄소원을 이용하고자 당밀을 사용한 베타글루칸 생산을 수행하

였다. 사탕수수 당밀을 사용할 경우 불순물 제거를 위해 황산처리, 원심분리, NaOH를 사

용하여 중화 등 전처리 공정과 발효후 당밀의 진한 색소제거를 위한 후처리 공정이 별도

로 요구되므로 본 연구에서는 Agrobacterium 균주를 이용하여 베타글루칸 생산 시 

sucrose을 사용하여 베타글루칸 생산 공정을 최적화 하였다.

나. 무기질소원의 영향 및 농도

     Sucrose 100 g/l를 탄소원으로 한 기초배지에 무기질소원을 각각 달리하여 세포성

장과 β-glucan 생산성을 조사하였다. 사용한 무기질소원은 (NH4)2HPO4, (NH4)2SO4, 

NH4Cl, NH4NO3,NH2CONH2, KNO3 , NaNO3, Ca(NO3)2 이었다. 조사한 질소원 중에서 

(NH4)2HPO4, (NH4)2SO4, NH4Cl 첨가 시 높은 β-glucan 생산을 나타내었다 (Fig. 5 

). 다른 질소원에 비해 NH4Cl 경우 가장 높은 생산성을 보였기에 β-glucan 생산을 위

한 최적의 질소원으로 선정하였다.  NH4Cl 농도에 따른 β-glucan 생산을 보고자 기초

배지에 NH4Cl 초기농도를 각각 달리하여 세포성장과 β-glucan 생산을 조사하였다. β

-glucan 생산은 질소원이 고갈된 후부터 생합성이 증대되는데 4 g/l 이상의 농도에서는 

세포성장은 증가하지만 β-glucan 합성은 감소하는 경향을 띤다. 특히 NH4Cl의 농도가 

2-4 g/l 일 때  β-glucan 생산이 가장 좋았다.

다. 세포외 인산염의 농도에 의한 베타글루칸 생산

   최적의 phosphate 농도를 얻어 대량생산을 꾀하고자 5L 발효조에서 phosphate 초기

농도를 달리하여 β-glucan 생산을 보았다 (Fig. 6). 5L 발효결과 세포의 농도, 암모니

움의 농도, 인산염 소모, 베타글루칸 생산량을 보여준다. 세포성장은 암모니움의 소모와 

비례하여 성장하며 인산염 농도와는 상관관계가 없는 데 이러한 결과는 세포성장에 인산

염의 농도가 영향을 주지 않는 것으로 해석된다. 세포농도가 최고 12 g/L에 달하였을때 

인산염은 0.5g/L로 소모되었으며 cell yield는 24 g이 된다. 베타글루칸 생산은 암모니
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움이 고갈되었을 때 시작되며 초기 인산염의 농도가 0.5 g/L일때 글루칸 생산량은 15 

g/L로 낮게 생산되었다. 초기 인산염의 농도가 0.5에서 1.0 g/L로 증가하였을 때 베타글

루칸의 생산은 120시간에 65 g/L로 생산되었다. 이 기간 동안 남아있는 인산염의 농도

는 0.5 g/L 였으며 인산염의 농도가 2.0 g/L일때는 베타글루칸 생산이 54 g/L, 인산염

의 농도가 3.0 g/L일때는 베타글루칸 생산이 35 g/L로 낮게 생산되었다. 이러한 결과로 

베타글루칸의 대량생산을 위해서는 초기 인산염의 농도를 결정할 필요가 있으며 질소원

과 같은 필수 영양원이 제한된 조건하에서 원하는 물질을 생산하고자 할 때 적용될 수 

있는 공정이다.
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a 5-liter jar fermentor. (a) cell growth, (b) ammonium concentration, (c) 

phosphate consumption, and (d) glucan production. Details are described in 

Materials and Methods.
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라. 베타글루칸 생산에서의 pH 최적화 

 배양 조건에 따른 세포성장과 베타글루칸 생산의 변화를 측정하였다. pH에 따른 세

포의 성장과 베타글루칸의 생산속도를 알아보기 위해서 pH를 바꾸어 가면서 세포의 성

장과 베타글루칸의 생산속도를 구하였다. 설탕과 암모니움 농도에 따른 세포의 비성장속

도를 추정하였고 또한, pH가 세포성장에 미치는 영향을 구하였다. pH를 일정하게 운전

한 결과 베타글루칸의 생산량이 120 시간에 36 g/L를 생산하였고 베타글루칸은 암모니

움 고갈 상태에서 생산되었다 (Fig. 7). 

베타글루칸의 생성에는 암모니움의 저해가 매우 크므로 암모니움이 존재할 때는 pH

를 7.0으로 유지시키고 암모니움의 농도가 0으로 떨어짐에 따라 발효조의 조건이 베타글

루칸의 생산 최적인 조건인 pH 5.5로 변환시키는 것이 최적 profile로 나타남을 볼 수 

있었다.  

pH에 따른 세포의 성장과 베타글루칸의 생산은 세포성장기에는 세포성장의 최적점인 

pH 7.0에 맞추고 생산 기에는 베타글루칸 생산의 최적점인 pH 5.5에 맞추어 생산한 결

과 일정한 pH에서 발효조를 운전하는 것보다 60 %이상 생산성을 증가시킬 수 있었다.  

마. 교반속도의 영향

   산소전달 속도에 직접적으로 영향을 미치는 교반속도와 통기량은 대량생산을 위한 

scale-up 연구에서 반드시 고려해야할 중요한 변수이다. 사용한 5 리터, 300 리터 발효

조는 (주)코바오텍 제품이다. 5 리터 발효조의 크기는 직경 16.4 cm 높이 23.4 cm 이

며, impeller의 직경은 7.9 cm 이다. 300 리터 발효조는 지경 53.5 cm 높이 145.6 cm 

이며 3개의 6 blade disk turbine impeller가 장착되어 있는 데, 두 개는 직경 18 cm 

이고 제일 아래 있는 impeller의 직경은 23 cm이다. 다당의 분자량은 gel permeation 

chromatography 방법으로 분석하였다. HPLC system은 Waters 제품으로 pump, 

differential refractometer, 그리고 data module로 이루어져 있으며 column은 길이 

30cm, 직경 7.5 mm,입자크기 8 micro, pore size가 300 Å인 Polymer Laboratories 

Inc 제품을 사용하였다. 이동상으로 1 mM NaOH를 사용하여 유속 1.0 ml/min으로 흘

려보냈다. 표준시료는 Sigma사로부터 구입한 dextran (분자량 15000-20000, 

60000-90000, 143000, 580000, 그리고 2000000)을 사용하였다. 

   교반속도에 의한 세포성장과 베타글루칸 생산에 의한 영향을 살펴보기 위하여 5 리터 
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발효조에서 300에서 700 rpm으로 교반속도를 달리하여 배양하였다. 교반속도가 300에

서 600 rpm으로 증가할수록 베타글루칸 생산이 증가하여, 최대 생산량은 교반속도 600 

rpm에서 64.4 g/l에 달하였고 700 rpm에서는 더 이상 증가하지 않았다 (Fig. 8). 한편, 

교반속도 300 rpm에서는 배양액 내에 암모니움이 여전히 남아 있었으며, 배양말기에 단

지 소량 (2.5 g/l)의 베타글루칸이 생산되었다. 세포성장 속도도 교반속도가 높을 때 우

수하였다. 교반속도 600 또는 700 rpm에서, 세포농도는 암모니움이 고갈되는 20 시간

에 최대 6.2 g/l에 달했다. 

산소전달 속도는 발효공정을 scale-up할 때 종종 커다란 장애 요인이 된다. 특히, 미

생물 다당의 생산 시, 발효액의 점도가 크게 상승하기 때문에 이러한 문제는 더욱 심각

해진다. 베타글루칸 생성을 위해 공정을 scale-up 하기 이전에, 5 리터 발효조와 300 

리터 발효조에서 교반속도와 내압을 달리하면서 산소전달 상수 (KLa)를 조사하였다. 

300 리터 발효조에서는 교반속도를 100에서 300 rpm으로 증가시켰을 때, 산소전달 상

수가 크게 증가하였다 (Fig. 9). 5 리터 발효조에서 최대 베타글루칸 생성이 달성되었던 

교반속도 600 rpm에서의 산소전달 상수 값이 147.8 h-1 이었는 데, 동일한 값이 300 

리터 발효조에서는 교반속도를 200 rpm 그리고 발효조 내압을 0.2 bar로 하였을 때 얻

어졌다. 이 결과와 5 리터 발효조에서 베타글루칸 생산을 위하여 최적화 한 발효조건을 

300 리터 발효조에서 베타글루칸을 대량 생산하기 위하여 적용하였다. 산소전달이 동일

할 수 있도록 300 리터 발효조에서 교반속도를 200 rpm, 분압을 0.2 bar로 하고 기타 

발효조건은 5 리터 발효 배양과 동일한 조건에서 조업하였다. 배양시간이 20시간 지난 

후 배양액 내 암모니움은 고갈되었고, 이때 세포농도는 6.8 g/l에 달하였다. 베타글루칸

은 암모니움이 고갈된 시점부터 생산되기 시작하여 120 시간 배양 후 최대 58 g/l 의 

베타글루칸을 생산할 수 있었다 (Fig. 10). 용존산소는 세포가 성장하면서 급격히 떨어

졌고, 암모니움이 고갈되면서 세포성장은 정지하고 용존산소양은 급격히 증가하였다. 베

타글루칸 생산량이 25 g/l에 이를 때까지는 용존산소량이 포화상태의 10%를 유지하였는

데, 베타글루칸 생산량이 증가하면서 배양액의 점도가 증가하고 이로 인하여 용존산소가 

다시 부족하게되는 것을 알 수 있었다. 이러한 300 리터 발효조에서 얻은 결과는 5 리

터 발효조에서 얻은 결과와 매우 유사한 것으로, 충분한 산소의 공급은 세포 성장에 유

리할 뿐만 아니라 베타글루칸 생산에도 매우 중요함을 알 수 있었다. 
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Figure 7. The cell growth and glucan production at the constant pH
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concentration, and (C) ammonium consumption. Jar fermentations were carried 

out in a 5-l jar fermenter at different agitation speeds. 
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제 3 절  3 4 톤  공 기 부 양 식  발효조 에서 의 베타글루칸 대량생산

제품의 생산 원가는 생산 규모에 크게 영향을 받는다. 규모가 큰 발효조에서 생산하기 

위해서는 본 발효 전까지 다단계의 균주배양이 필요하며, 대규모 발효조에서는 공기전달 

및 혼합 특성이 실험실 규모와는 크게 다른 특징이 있다.  

     34톤 발효조에서 최적 생산 조건에 대한 연구는 다음과 같이 수행하였다. 34톤 발

효조는 공기부양식 (air lift) 이며 발효조의 직경은 1.97m이다. 베타글루칸 발효생산은 

전체 공정에서 유틸리티 비용이 가장 편중되어 있는 부분이기도 하다. 본 발효에 이르기

까지 총 5단계로 발효가 이루어진다 (Fig. 11). 1) 먼저 플레이트로부터 100ml발효액을 

포함한 500ml 플라스크 4개에 균체를 접종한다. 30℃에서 24시간 배양 후 2) 발효액 4

리터를 포함한 7리터 발효조에서 20시간 배양 후 3) 160리터 발효액을 포함한 300리

터 발효조에서 14 시간 배양한다. 4) 다시 3,000리터 발효액을 포함한 6,000리터 공기

부양형 발효조에서 12시간 배양 후 5) 최종적으로 24,000리터 발효액을 포함한 34톤 

본 발효조에서 베타글루칸을 생산한다. 최초 균주 접종단계에서 본 발효까지는 약 3일 

(76시간)이 소요되었다. 1회 베타글루칸 생산 발효 시간은 seed culture 3일(72시간), 

주 발효 5일(120시간)로 약 9일이 소요된다. 먼저 주 발효배지성분인 sucrose와 미량

원소들을 정량하여 발효조에 투입하고 물에 녹인 후 121℃, 압력 1.2bar 조건 하에서 

30분간 스팀으로 멸균하게 된다. 멸균이 끝나고 배지를 냉각시키게 되는데 이때 발효조 

내부에 코일링 된 냉각코일을 통해 냉각수를 공급하여 30℃까지 냉각시키게 된다. 냉각

코일을 통과해서 처음 나오는 냉각수는 온도가 약 95℃이상으로 직접 배출 시 폐수로 분

류되기 때문에 곧바로 배출 할 수 없다. 따라서 배출 시에 냉각시켜서 배출 할 수밖에 

없 저장조를 여러 개 설치하여 멸균 후 고온으로 나올 때 저장해 두었다가 온도가 내려

가면 공장의 청소 용수나 설비세척용으로 재활용 할 수 있도록 하였다. 멸균 후 일반 배

양 작업 시에는 냉각수의 온도가 30±2℃ 정도로 발생되기 때문에 바로 다른 작업용수

로 사용하거나 외부 냉각기를 통해 순환하여 사용한다. 발효가 다 끝난 후에는 발효액을 

사용하고 비어있는 발효조를 세척해야하는데 고압세척기를 사용하게 되면 적은 양의 물

로 발효조 내부에 붙어 있는 찌꺼기들을 쉽게 제거할 수 있다. 고압세척기로 내부를 씻

어내고 난 후 15 - 20kL의 물을 채워 다시 한번 스팀멸균을 행하여 준다. 

     발효에 이용되는 균주는 sucrose를 기질로 베타글루칸을 생산하게 되는데 전환효
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율은 약 50%정도이며 평균 전환속도는 0.5g/hr 정도이다. 발효온도는 30℃로 조절하였

으며 통기량은 원활한 공기 공급을 위하여 교반식 발효조 보다 2.5배 높은 1.0 vvm으로 

유지하였다. 발효 초기 세포성장 단계에서는 배양액의 pH를 7.0으로 조절하였으며, 질소

원이 고갈되어 세포성장이 정지되고 글루칸이 생성되는 시점부터 pH를 5.5로 전이하여 

조업하였다. 대표적인 발효 조업 결과를 Fig. 12에 도시하였다. 초기에 첨가한 암모니움

의 농도는 1.5g/L로 배양 18시간만에 고갈이 되고 세포성장은 정지된다. 이때의 세포 건

조 중량은 약 12 g/L이다. 이 시점에서 베타글루칸이 생성되기 시작하는 데 생산을 원활

하게 하기 위하여 발효 pH를 7.0에서 5.5로 전이하였다. 베타글루칸 생성이 증가함예 따

라 발효액 자체의 점도가 올라가 용존산소의 유지가 어렵게 되어 효과적인 발효를 할 수 

없게 되므로 베타글루칸이  60g/L 이상 생성되면 발효를 중단하게 된다. 최종 발효액은 

약 22톤 정도가 되는데 이는 한 번의 회분식 배양에 의하여 1200kg 이상의 베타글루칸

을 대량으로 생산하는 결과로 scale-up이 매우 성공적임을 알 수 있다. 
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Pre-culture ,  100ml/500ml ×4
YP-medium 30C, 300rpm,18hrs

Main fermentation      3.2kL/6kL
120hr, pH shift 7.0→5.5, 배지 2.5kL

2nd Seed 4L/7L
600rpm,20hrs, 배지 3.3L

3rd seed 168L/300L
250rpm,18hrs, 배지 125L

34 톤 발효

Pre-culture ,  100ml/500ml ×4
YP-medium 30C, 300rpm,18hrs

Main fermentation      3.2kL/6kL
120hr, pH shift 7.0→5.5, 배지 2.5kL

2nd Seed 4L/7L
600rpm,20hrs, 배지 3.3L

3rd seed 168L/300L
250rpm,18hrs, 배지 125L

34 톤 발효

Figure 11. Flow diagram of  betaglucan production
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Figure 12. Time profiles of concentration of cells, glucan, sucrose, NH4+, 

dissolved oxygen level, and pH. Jar fermentation was carried out in a 34 ton 

air lift fermenter.

34톤 공기부양형 발효조
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제 4 절  베타글루칸 분 말 의 제조 공 정 과  성분 분 석

    베타글루칸 분말을 대량으로 생산하기 위해서는 발효액으로부터 베타글루칸의 분리, 

건조, 그리고 분쇄 공정이 필요하다. 분말생산 공정 도식을 Fig. 13에 나타내었다. 베타

글루칸은 수용액에서 불용성이므로 원심분리에 의해서 상등액으로부터 분리된다. 이를 

위하여 decanter 연속원심분리기를 선정하였으며 유속을 300리터/hr로 하여 1기 당 일

간 200kg의 베타글루칸을 생산할 수 있으며 이때 수율은 80%를 상회한다. 열풍건조기

에서 50oC로 건조한 시료는 경도가 높기 때문에 햄머밀 (hammer mill) 분쇄기가 적합

하고, 시간 당 300kg 이상 생산할 수 있었다. 이렇게 조분쇄한 시료는 최종적으로 에어

밀로 미분쇄한다. 미분쇄 시료중의 베타글루칸 함량은 75%이며 분말의 입도는 150μm

이었다. 이렇게 확립한 공정으로 베타글루칸 기준으로 월 2000kg 이상 대량생산할 수 

있다.

    미생물 발효 후 생산된 베타글루칸의 성분안전성을 조사하고자 베타글루칸 분말의 

수분, 일반세균, 대장균군, 용혈성균 등에 대한 조사를 하였다. 발효 후 분리정제 된 베타

글루칸 분말의 수분함량은 5-7% 범위에 있었으며 분말에 존재하는 대장균군, 용혈성균

에 대해서는 음성의 결과를 얻을 수 있었다. 이러한 결과는 사료첨가제로서 사용이 가능

하며 상온에서 장기간 (18개월 이상) 보관기간하였을 경우에도 변질이나 대장균오염에 

대해 음성의 결과를 얻을 수 있었다.  
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Figure 13. Process flow diagram for the β-glucan production. 
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제 5 절  베타글루칸의 면역증강 효과

1. 연구의 목적

   최근 우리나라의 해산어류 양식 기술의 발전으로 국내 양식 총 생산량 중에서 해산 

어류가 차지하는 비율이 증가 추세이다. 특히 해산어 양식 주요종인 넙치의 경우 지난 10

년 동안 약 600% 이상의 성장을 보였다(해양수산부, 2004). 이러한 넙치 양식 생산량 증

가는 지난 10년간의 질적 발전보다는 양적인 발전에 급급한 고밀도 사육으로 인하여 생

산량이 증대된 것으로 사료된다. 

   양식업의 팽창과 더불어 고밀도 사육과 같은 인위적 양식 환경은 자연 상태의 어류에

서 크게 피해가 없었던 많은 문제점을 야기 시켰다. 먼저 수질오염으로 인하여 어류에게 

외부적 스트레스를 증가시켰으며, 스트레스 증가로 인한 양식 어류의 면역력이 현저히 감

소하게 되어 질병에 대한 감염률이 증가하게 되었다. 또한, 고밀도 사육으로 인하여 질병

에 대한 전이가 빨라 감염성 질병 발생 시 질병으로 인한 폐사어가 증가하게 되어 양어

가에 경제적으로 큰 손실을 초래하고 있다. 이러한 감염성 질병에 대한 치료 대책으로 현

재 양어장에서 널리 사용되고 있는 항생제와 같은 화학요법제는 또 다른 문제점을 야기 

하고 있다. 항생제와 같은 화학요법제를 무분별하게 사용함으로써 어류에서 항생제 및 화

학요법제에 대한 약제 내성을 증가시켰으며(Mcphearson et al, 1991), 종류에 따라서는 어

류의 면역기능을 저해하고 있다. 다른 방법인 일시적으로 절식시켜 질병을 치유하기도 하

나, 이 방법은 절식시킴으로 성장을 지연시켜 양어가에 적지 않은 경제적 손실을 준다. 

따라서 어류가 질병에 걸렸을 때의 치료보다는 질병에 걸리지 않도록 미연에 예방하는 

것이 최상의 방법이라 할 수 있으며, 이러한 예방 방법으로는 백신법(vaccination)과 비특

이적 면역반응 증강법 (immunostimulation of nonspecific immune response)을 예로 들 

수 있다. 하지만 백신법의 경우 각각의 질병에 대한 내성을 증가시킬 뿐이며, 가격이 비

싸므로 양어가들이 사용하기에는 적절하지 못한 반면에, 어류의 비특이적 면역반응 증강

법은 사용하기 편리하며 백신법보다 가격이 저렴한 이점을 가지고 있다. 따라서 현재 양

식어류의 질병을 예방하기 위한 면역증강물질(immunostimulant)에 대한 평가가 최근 들

어 많은 연구자들에 의해 진행되어지고 있다. 이와 같은, 면역증강물질은 어류의 비특이

적 면역 인자를 증진시키는 화학화합물과 박테리아 유도물 등이 있으며, 레바미솔과 
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FK-565는 합성화합물, MDP(Muramyl depetide), LPS(Lipopolysacchride), 키틴, glucan 등

은 박테리아 유도체로 어류의 비특이적 면역인자를 증강시켜 질병에 대한 저항성을 증강

시켜 준다. 어류의 비특이적 면역인자로는 세포성 면역인자인 macrophage, granulocyte, 

nonspecific cytotoxic cell 등이 있으며, 체액성 면역인자로는 lysozyme, complement, 

interferon, transferrin, lectin 등이 있다. 이러한 비특이적 면역인자의 활성을 증가시켜 질

병으로부터 저항성을 증가시키게 되는데, 어류에서의 면역증강제를 이용한 실험 등에서 

어류의 식세포 활성(Raa et al., 1992; Jorgensen et al., 1993a), natural killer cell 활성, 라

이소자임(Engstad et al., 1992; Jorgensen et al., 1993b)과 보체의 대사 경로 활성화(Yano 

et al., 1991) 등을 포함한 다양한 면역반응을 증진시키는 것으로 보고되어져 있으며, 뿐만 

아니라 어류의 면역증진을 통해서 질병으로 인한 폐사 방지 및 건강한 어류의 생산성을 

향상 시킨다는 보고가 있었다(Yano et al., 1989; Robertsen et al., 1990; Chen et al., 1992; 

Siwicki, A. K., 1987).   

    척추 동물에 있어서 비특이적 면역반응은 미생물의 감염에 대한 첫 번째 방어선 역

할을 한다. 양식 어류는 양식과정 중에 다양한 종류의 스트레스에 노출되게 되며, 이로 

인한 비특이적 면역력의 저하는 다양한 감염증을 일으키게 된다. 따라서 이러한 비특이적 

면역계의 활성화를 통해서 병원체의 감염에 대한 저항능력을 증가시키는 것이 가능하다 

(Anderson & Siwicki, 1944).

    Glucan이 어류에서 다양한 미생물의 감염과 비특이적 면역반응 증가에 유용하다는 

것은 많은 연구를 통해 보고되었다 (Yano et al., 1989; Robertsen et al., 1990; Chen et al., 

1944; Siwicki et al., 1944). glucan은 lysozyme 활성 증가 (Engstad et al., 1922; Jorgensen 

et al., 1992), 식세포의 활성 증진 (Raa et al., 1922; Jorgensen et al., 1993) 및 보체의 대

체 경로를 활성화 (Yano et al., 1991)하는 과정에 관여함으로써 전반적인 비특이적 면역

능력을 증진시키는 것으로 알려져 있다. 특히 효모 유래 베타글루칸의 면역증강 효과는 

일반적으로 잘 알려져 있는 반면,  미생물 유래 베타글루칸은 아직까지 생산하여 사용하

는 경우가 거의 없는 실정이다. 실제로 효모 베타글루칸은 포도당이 베타 1,3 결합뿐만 

아니라 1,6 결합한 분지가 많이 있는 반면 본 연구에서 개발한 베타글루칸은 베타 1,3 결

합만을 가지고 있는 분지가 없는 분자량 30만 정도의 고분자이다. 

    따라서, 본 연구의 목적은 베타글루칸에 대하여 총체적으로 면역증강 효과를 살펴볼 

필요가 있으며 이를 근거로 β-glucan을 사료에 첨가하여 첨가수준에 따른 넙치의 성장 
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및 비특이적 면역능력에 미치는 영향과 병원성 세균인 Edwardsiella tarda 인위적 감염에 

대한 저항능력의 변화를 조사하여 사료첨가 배합을 결정하는 데 활용하고자 한다.  

2. 재료 및 방법

가. 실험어 및 사육관리     

   실험실 규모 실험을 위해 실험어는 넙치 치어를 사용하여, 예비사육 후 60와 120ℓ 수

조를 이용하여 각 실험구당 3반복으로 무작위 배치한다. 사육수는 유수식으로 유수량은 

2~4ℓ/min로 조절하였다. 각 수조에 충분한 산소공급을 위해 에어스톤을 설치하고 일일 

사료공급량은 어체중의 3~4%(건물량 기준)로 1일 2회(10:00, 16:00h)공급 한다. 실험기간

은 6주간 동안 실시하였다.

나. 실험사료 및 투여 방법

    실험사료내 β-1,3 glucan의 첨가농도는 glucan이 첨가되지 않은 사료구를 대조구로 

하여 0.01%, 0.025%, 0.05%, 0.10%의 4가지 농도로 첨가하였다. 실험사료는 모든 원료를 

혼합한 후 펠렛 제조기로 압출․성형하였으며, 입자크기는 sieve로 고르게 친 후, 밀봉하

여 -20℃에 냉동 보관하면서 사용하였다. 실험은 실험사료내 glucan의 함량을 0, 0.01, 

0.025, 0.05, 0.1 %  (Control, G0.01, G0.025, G0.05 and G0.1)로 하여  5개의 실험구로 나누어 

실시하였다. 일일사료공급량은 어체중의 3~4%(건물량 기준)로 1일 2회(오전 10:00, 오후 

16:00h) 공급하였다.

 다. 어체샘플 수집 및 분석

    어체 측정은 2주 간격으로 실시하였으며, 성장률을 측정하기 위하여 24시간 절식시

킨 후 MS-222 (100 ppm)로 마취시켜 수조별로 전체무게를 측정하였다. 실험종료 후, 

증체율(weight gain, %), 사료효율(feed efficiency, %), 일간성장률(specific growth 

rate, %/day), 단백질전환효율(protein efficiency ratio), 간중량지수(hepatosomatic 

index), 비만도(condition factor) 및 생존율(survival, %)을 조사하였다. 간중량지수를 

구하기 위해 각 수조별로 3마리씩 간의 무게를 측정하였다. 상기 측정 항목들의 계산식
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  Ingredient %

White Fish Meal
1
 59.0

Gelatin2  2.5

Casein
3  2.0

Wheat meal
4 16.0

Fish oil5 14.0

EPA-DHA(45%)
6  0.5

Vitamin premix
7  3.0

Mineral premix8  3.0

  Proximate analysis (% of dry matter basis)

Moisture 20.5

Crude protein 49.6

Crude lipid 19.1

  Crude ash  9.2

은 다음과 같다.

․ Weight gain (%) : (final wt. - initial wt.) × 100 / initial wt.

․ Feed efficiency (%) : (wet weight gain / dry feed intake) × 100 

․ Specific growth rate (%/day) : (loge final wt. - loge initial wt.)/ days 

․ Protein efficiency ratio : (wet weight gain / protein intake) 

․ Hepatosomatic index : (liver weight / body weight) ×100

․ Condition factor : [fish wt. (g) / fish length (cm)3] ×100

Table 4. Composition and proximate analysis of the basal diet (% of DM basis)

1
Han Chang Fishmeal Co., Pusan, Korea.

2,3United States Biochemical, Cleveland, Ohio 44122.

4Young Nam Flour Mills Co., Pusan, Korea. 

5.6
E-Wha oil Co., Ltd., Puasn Korea

7Vitamin premix(㎎/㎏ feed unless indicated otherwise): vit.A, 3000IU; vit.D3, 2400IU; vit.E, 

120IU ; menadione sodium bisulfate, 6; vit. B1-HCl, 15; vit.B2, 30; vit. B6-HCl, 15 ; vit.B12, 0.06; 

vit.C, 300; calcium pantothenate, 150; nicotin amide, 150; inositol, 150; d-biotin, 1.5 ; choline 

chloride, 3000; pancreatin, 12.5
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8Mineral premix (㎎/㎏ feed): MnSO4, 320; ZnSO4, 270; FeSO4, 750; CuSO4, 60; CoSO4, 7;  

MgSO4, 17.25; K2SO4, 212.24; NaCl, 51.88; K2HPO4, 136.09; NaSeO3,. 0.013; KI, 0.15.

라. 성분분석

(1) 일반성분 분석

   일반성분은 실험사료와 각 수조별로 6마리씩 무작위로 추출하여 분쇄한 전어체를 분

석하였으며, AOAC (1995)방법에 따라 수분은 상압가열건조법(125℃, 3시간), 조단백

질은 kjeldahl 질소정량법(N×6.25), 조회분은 직접회화법으로 분석하였다. 조지방은 샘

플을 12시간 동결건조한 후 Soxtec system 1046 (Tacator AB, Sweden)을 사용하여 

soxhlet 추출법으로 분석하였다. 

(2) 어체의 혈액 및 혈청성분 분석

    실험종료 후, 증체율 조사와 함께 혈액성분 분석을 위하여 실험어를 채혈하기 전까

지 약 24시간 동안 절식시켰다. 실험어를 각 수조당 3마리씩 무작위로 추출하여 실험어

의 미부정맥에서 혈액을 채혈한 후, micro- hematocrit 방법(Brown, 1980)에 의해 헤

마토크리트(hematocrit, PCV)를 측정하고, 동시에 Drabkin's 용액을 사용하여 

cyan-methemoglobin 방법(Sigma Chemical, St. Louis MO; total hemoglobin 

procedure No. 525)으로 헤모글로빈(hemoglobin, Hb)을 측정하였다. 혈청성분의 분석

을 위하여 채혈한 혈액을 항응고제가 처리되지 않은 원심분리관에 넣고 실온에 30분간 

방치한 후 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 냉장보관하면서 16시간 이내에 분석하

였다. 혈청성분은 임상용 kit(아산)를 사용하여 총단백질(total protein)은 buret법으로, 

triglyceride와 glucose는 효소법으로 그리고 GOT (glutamic oxaloacetic acids)와 

GPT (glutamic pyruvic acid)는 Reitman-Frankel법으로 분석하였다. 

마. 두신 식세포의 Chemiluminescent 반응

(1) 두신 백혈구의 분리

   성장실험 종료후, MS222로 마취시킨 넙치로 부터 두신을 무균적으로 분리한 후 4℃

로 냉장한 Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)에 넣어 가는 망사를 이용하여 세포

들을 분리해 내었다. 분리된 두신 세포는 다시 34/51%의 Percoll (Sigma) density 
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gradient를 이용하여, 4℃에서 400 rpm으로 30분간 원심분리한 다음 34%와 51% 사

이의 세포층을 가는 파스퇴르 피펫을 이용하여 분리하였다. 최종적으로 분리된 세포는 

HBSS로 400 g에서 5분간 2번 세척하였다. 세포의 생존유무는 trypan blue stain을 이

용하여 분석하였으며, 모든 실험구에서 분리된 세포들의 생존율은 98% 이상이었다. 실

험에 사용한 식세포의 세포수는 in vitro에서는 1×106 cells/㎖l HBSS로, in vivo에서

는  2×106 cells/㎖ HBSS로 조절하였다.

(2) Opsonization of Zymosan

   Zymosan (Sigma)을 본 실험에 사용하지 않은 건강한 넙치 성어로부터 분리한 혈청

과 혼합하여 30℃에서 30분간 배양하였다. 이과정을 통해 opsonization이 된 zymosan

을 원심분리하여 분리하고, HBSS를 이용하여 3회 세척하였다. 

(3) Chemiluminescent (CL) response 분석

   식세포에서 방출되는 reactive oxygen intermediates (ROIs)는 automatic 

photoluminometer (Bio-Orbit 1251, Finland)에 의해 정량적으로 분석하였다. 즉, 각 

test cuvette은 Scott and Klesius (1981)의 방법에 따라 조제한 luminol (Sigma) 

0.7 ㎖과 cell suspension 0.4 ㎖을 혼합하여 5분간 실온에서 incubation 한 후 측정 

직전에 opsonized zymosan 0.3 ㎖ 을 첨가하여 100분간 측정하였다. 

바. Lysozyme의 활성

   각각의 실험구 어류에서 분리한 혈청 0.1 ㎖과 0.05 M sodium phosphate buffer 

(pH 6.2)에 Micrococcus lysodeikticus (0.2 ㎎/㎖)를 부유시킨 suspension 2 ㎖과 

혼합하였다. 반응은 20℃ 조건에서 분광 흡광도계의 흡광도 530 ㎚에서 0.5분과 4.5분

에 측정하였다. lysozyme의 활성 단위는 분당 0.001의 흡광도 감소를 나타내는 효소양

으로 정의하였다.

사. 보체 대체 경로 (ACP) 활성의 분석

    보체 대체 경로 (ACP) 활성은 sheep red blood cells (SRBC)를 이용하여 분석하

였다. SRBC를 Mg2+와 EGTA가 포함된 gelatin veronal buffer (GVB)에 3번 세척하
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고, 같은 완충액에서 2×108cell/㎖로 조절하였다. 실험 혈청을 GVB를 이용하여 연속적

으로 단계 희석한 후, SRBC를 100 ℓ 첨가하였다. 이 혼합액을 가끔씩 흔들어 주면서 

20℃에서 90분간 배양한 후, 4℃에서 1600 g로 원심분리하여 상층액을 분광 흡광도계

의 흡광도 414 ㎚에서 측정하였다. ACP (ACH50) 활성은 용혈의 정도에 따라 계산하

였다.

아. 공격 실험     

  독성이 있는 Edwardsiella tarda 부유액 (1 X 10
6
 cfu/ml)을 1.5% NaCl이 첨가된 

trypticase soy agar (TSA)에 27℃에서 48시간 배양하여 준비하였다. 어류당 박테리아 부

유물을 0.1ml씩 복강 주사한 후 폐사를 기록하였다. 폐사어의 폐사원인을 확인하기 위해 

매일 폐사된 어체로 부터 신장을 채취하여 TSA에 배양하여 E. tarda의 존재를 확인하였

다.

자. 통계분석

    모든 자료는  Computer Progrem Statistix 3.1(Analytical Software, St. Paul, Mn. 

USA)로 분산분석(ANOVA)을 실시하여 최소유의차검정(LSD : Least Significant 

Difference)으로 평균간의 유의성(P < 0.05)을 검정하였다.

3. 결과 및 고찰

   본 실험에서는 글루칸이 넙치의 성장 또는 비특이적 면역반응에 미치는 영향을 조사

하여 사료내 적정 투여량을 추정하기 위해  실험사료에 글루칸을 0, 0.01, 0.025, 0.05, 

0.1%를 각각 첨가하여 제작하였다.

   6주간의 성장 실험결과는 Table 5에 나타내었다. 면역증강물질인 β-1,3 글루칸의 첨가

에 따르는 증체율과 일간성장률에 있어서 글루칸 0.1%를 공급한 사료구가 대조구와 비교

하여 유의적으로 높은 경향을 나타내었다. 사료효율(FE)과 단백질전환효율에 있어서도 글

루칸 0.1%를 공급한 사료구가 대조구 및 글루칸 0.01, 0.025%를 공급한 사료구와 비교하

여 유의적으로  높은 경향을 보였다. 글루칸의 실험사료를 섭취한 넙치 치어의 혈액 및 

혈청 성분변화는 Table 6에 나타내었다. 헤마토그리트는 글루칸을 공급한 사료구에서 높

은 수치를 나타내었으며, 특히 성장이 가장 좋았던 글루칸 0.05% 와 0.1% 사료구에서 가

장 높은 값을 보였다. 넙치의 질병에 대한 저항력이 높아질  때, 헤마토크리트가 정상어
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류보다 높아질 수 있다고 하였으므로 본 실험의 결과도 글루칸의 투여에 의해 저항력이 

변화한 것과 관련이 있을 것으로 생각된다.  반면에 혈청내 GOT에 있어서 G0.05와 G0.1 

사료구는 다른 사료구와 비교하여 유의적으로 낮은 값을 보였다. 

   비특이적 면역반응 결과, β-glucan을 공급한 사료구는 대조구와 비교하였을 때, 보체 

대체 경로의 활성(ACH50)과 혈청의 lysozyme 활성 및 두신 phagocyte의 

chemiluminescent (CL) 반응에서 0.05%이상을 투여하였을 때 통계학적으로 유의적인 차

이가 있었다(Table 7). 베타글루칸 0.1 %를 공급한 사료구(G0.1)와 글루칸 0.05%를 공급한 

사료구(G0.05)는 CL 반응에 있어서 대조구보다 상당히 높게 나타났으며, 반면에 글루칸 

0.05% 이하에서는 효과가 거의 없었다. 어류의 혈청내 lysozyme의 활성은  글루칸 0.1%

를 공급한 사료구(G0.05)와 글루칸 0.05%를 공급한 사료구(G0.05)가 대조구와 다른 시험구에 

비해서 유의적으로 높은 결과를 보였다. 공격 실험(인위 감염에 의한 누적폐사율 결과는 

그림 14에 나타내었다. 폐사는 Edwardsiella tarda를 접종한지 3일 후부터 시작하여 7일째 

끝났다. 모든 폐사된 개체로부터 E. tardar가 양성반응으로 분리되었으며, 글루칸을 투여

한 모든 사료구가 대조구에 비해 초기폐사율이 낮게 나타났다. 공격 실험한 후 7일째 글

루칸 0.025%, 0.05%와 0.10%를 공급한 사료구에서 어류의 폐사가 대조구보다 유의적으로 

낮았다.
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Diets
Pooled 

SEM7

Control G0.01 G0.025 G0.05 G0.1

WG (%)
2

177
b

186
b

188
b

198
ab

216
a

4.26

FE (%)
3

80.3
b

83.0
b

84.7
b

89.7
b

97.3
a

1.7

SGR (%)
4

2.43
b

2.50
b

2.52
b

2.60
ab

2.74
a

0.04

PER (%)
5

1.67
c

1.73
bc

1.76
bc

1.87
b

2.03
a

0.02

CF
6

1.13
b

1.16
b

1.14
b

1.23
a

1.20
a

0.01

Table 5. Weight gain, feed efficiency, specific growth rate and protein efficiency rate 

for oliver flounder fed experimental diet for the six-weeks of feeding period
1

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

 different superscript are significantly different (P<0.05). 

2Weight gain (%) = (final weight - initial weight) × 100 / initial weight  

3Feed Efficiency (%) = wet weight gain (g) × 100 / dry feed intake (g) 

4
Specific growth rate (%) = (loge final wt. - loge initial wt.) / days

5
Protein efficiency ratio : wet weight gain / protein intake

 

6Condition factor : (fish wt. / fish length3) × 100

7
Pooled standard error of mean



- 74 -

Diets Pooled 

SEM4
Control G0.01 G0.025 G0.05 G0.1

Hemoglobin (g/㎗) 6.14 6.17 6.11 6.08 6.12 0.21

Hematocrit (%) 26.5
c

26.8
c

27.2
b

28.6
a

29.2
a

1.04

Serum GOT (IU/L)2 52.5a 53.1a 50.1b 47.3c 46.6c 2.06

Serum GPT (IU/L)
3

11.2 10.4 11.5 10.8 10.1 1.12

Table 6. Hematological and serological characteristics of olive flounder

(Paralichthys olivaceus) fed experimental diets for the 6 weeks
1

1Means of triplicate groups; Values in the same row with different superscripts are significantly 
different (P<0.05).
2
Glutamic oxaloacetic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0 μmol of L-aspartate per minute at 25℃ and pH 7.4.

3Glutamic pyruvic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0 μmol of L-alanine per minute at 25℃ and pH 7.4.

4Pooled standard error of mean : SD/ √n

Table 7. Non-specific immune factors of oliver flounder fed the experimental diet 

for the six-weeks of feeding period
1
  

Diet
Peak value of CL 

(mV)

Lysozyme activity 

(U/ml)

ACH50

 (U/ml)

Control 387
c

315
b

47

G0.01 395c 331b 53

G0.025 373
c

322
b

45

G0.05 512
b

415
a

56

G0.1 635a 432a 49

 Pooled SEM
2

23 15 5

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2
Pooled standard error of mean.
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Fig. 14. Cumulative mortality (%) after intraperitoneal injection of Edwardsiella tarda in 

cultured olive flounder, Paralichthys olivaceus.   
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제 6 절  베타글루칸과  아 미노산  복합 제로  구성된  첨가 제 개발

1. 연구의 목적

   국내 양식어류의 종묘생산 및 양성과정에 있어서 수많은 세균성 질병, 바이러스 질병 

및 기생충성 질병은 커다란 문제로 대두되고 있어 막대한 경제적 손실을 초래하고 있다. 

아울러, 현장에서는 양식어류의 질병 대책으로 미연 방지보다는 질병 발생 후에 항상제 

및 여러 종류의 화학약품을 사용하고 있다. 이와 같은 약제의 과다 사용, 오․남용은 어

류의 자체 면역 반응을 감소시킬 뿐만 아니라 환경오염 및 병원체의 내성 증가 문제와 

나아가서는 인체에도 영향을 줄 수 있는 가능성 등 많은 문제점을 가지고 있다. 특히 일

본으로 수출되는 넙치의 경우 어체 내의 항생제 잔류검사 실시 등으로 항생제 및 약제의 

과다사용, 오․남용 문제에 대하여는 심사숙고해야 할 시점에 이르렀으며, 또한 어가의 

지속적인 하락으로 말미암아 생산성을 향상시킬 수 있는 방안이 무엇인지를 찾는 양식 

어가의 고민은 심히 크다고 말할 수 있다. 이에 국내에서는 성장촉진 및 사료효율을 개선

하거나 어류의 비 특이적 면역반응을 증강시켜 생산성 향상 및 양식어류의 질병을 예방

할 수 있는 저가의 사료 첨가제 필요성이 대두되고 있다. 

    이에 본 실험에서는 현재 면역증강물질로 알려진 베타글루칸과 사료 섭취 촉진제인 

케라틴 가수분해물이 1대 9로 혼합되었으며, 베타맥스 (BM)라 명명하였다. 케라틴(kerati

n) 가수분해물의 아미노산 조성은 아르기닌, 히스티딘, 이소루이신, 류신, 라이신, 메티오

닌, 트레오닌, 발린, 시스틴, 세린, 프롤린 등을 1에서 7% 함유하며, 치어기 넙치 사료내 

면역증강 및 사료섭취촉진제를 첨가하여 성장 및 비특이적 면역반응에 미치는 영향과 최

적 첨가 농도를 규명하고자 한다.

2. 재료 및 방법

가. 실험어 사육 및 관리

   실험사료 및 환경에 적응시키기 위해 1주일간 기초를 공급하면서 예비사육을 하였다. 
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실험어는 넙치 치어 (9.2 ± 0.1g)를 사용하였으며 60ℓ 사각수조에 15마리씩 각 실험구당 

3반복으로 무작위 배치하였다. 사육수는 유수식으로 유수량은 2-4ℓ/min로 조절하였다. 

수온은 전 실험기간동안 16 ± 1.1℃였다. 각 수조에 충분한 산소공급을 위해 에어스톤을 

설치하였다. 일일 사료공급량은 어체중의 3-5% (건물량 기준)로 1일 2회 (10:00, 16:00h) 공

급 하였다. 2주마다 각 수조의 전체 실험어 무게를 측정하고 사료공급량을 조절하였다.

나. 어체측정 

    어체 측정은 2주 간격으로 실시하였으며, 성장률을 측정하기 위하여 24시간 절식시

킨 후 MS-222 (100 ppm)로 마취시켜 수조별로 전체무게를 측정하였다. 실험종료 후, 

증체율(weight gain, %), 사료효율(feed efficiency, %), 일간성장률(specific growth 

rate, %/day), 단백질전환효율(protein efficiency ratio), 간중량지수(hepatosomatic 

index), 비만도(condition factor) 및 생존율(survival, %)을 조사하였다. 간중량지수를 

구하기 위해 각 수조별로 3마리씩 간의 무게를 측정하였다. 상기 측정 항목들의 계산식

은 다음과 같다.

․ Weight gain (%) : (final wt. - initial wt.) × 100 / initial wt.

․ Feed efficiency (%) : (wet weight gain / dry feed intake) × 100 

․ Specific growth rate (%/day) : (loge final wt. - loge initial wt.)/ days 

․ Protein efficiency ratio : (wet weight gain / protein intake) 

․ Hepatosomatic index : (liver weight / body weight) ×100

․ Condition factor : [fish wt. (g) / fish length (cm)3] ×100

다. 성분분석

(1) 일반성분 분석

   일반성분은 실험사료와 각 수조별로 6마리씩 무작위로 추출하여 분쇄한 전어체를 분

석하였으며, AOAC (1995)방법에 따라 수분은 상압가열건조법(125℃, 3시간), 조단백

질은 kjeldahl 질소정량법(N×6.25), 조회분은 직접회화법으로 분석하였다. 조지방은 샘

플을 12시간 동결건조한 후 Soxtec system 1046 (Tacator AB, Sweden)을 사용하여 

soxhlet 추출법으로 분석하였다. 



- 78 -

(2) 어체의 혈액 및 혈청성분 분석

    실험종료 후, 증체율 조사와 함께 혈액성분 분석을 위하여 실험어를 채혈하기 전까

지 약 24시간 동안 절식시켰다. 실험어를 각 수조당 3마리씩 무작위로 추출하여 실험어

의 미부정맥에서 혈액을 채혈한 후, micro- hematocrit 방법(Brown, 1980)에 의해 헤

마토크리트(hematocrit, PCV)를 측정하고, 동시에 Drabkin's 용액을 사용하여 

cyan-methemoglobin 방법(Sigma Chemical, St. Louis MO; total hemoglobin 

procedure No. 525)으로 헤모글로빈(hemoglobin, Hb)을 측정하였다. 혈청성분의 분석

을 위하여 채혈한 혈액을 항응고제가 처리되지 않은 원심분리관에 넣고 실온에 30분간 

방치한 후 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 냉장보관하면서 16시간 이내에 분석하

였다. 혈청성분은 임상용 kit(아산)를 사용하여 총단백질(total protein)은 biuret법으로, 

트리글라이세라이드(triglyceride)와 글루코스(glucose)는 효소법으로 그리고 GOT 

(glutamic oxaloacetic acids)와 GPT (glutamic pyruvic acid)는 Reitman - Frankel

법으로 분석하였다. 

라. 두신 식세포의 Chemiluminescent 반응

(1) 두신 백혈구의 분리

   성장실험 종료후, MS222로 마취시킨 넙치로 부터 두신을 무균적으로 분리한 후 4℃

로 냉장한 Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)에 넣어 가는 망사를 이용하여 세포

들을 분리해 내었다. 분리된 두신 세포는 다시 34/51%의 Percoll (Sigma) density 

gradient를 이용하여, 4℃에서 400 rpm으로 30분간 원심분리한 다음 34%와 51% 사

이의 세포층을 가는 파스퇴르 피펫을 이용하여 분리하였다. 최종적으로 분리된 세포는 

HBSS로 400 g에서 5분간 2번 세척하였다. 세포의 생존유무는 trypan blue stain을 이

용하여 분석하였으며, 모든 실험구에서 분리된 세포들의 생존율은 98% 이상이었다. 실

험에 사용한 식세포의 세포수는 in vitro에서는 1×106 cells/㎖l HBSS로, in vivo에서

는  2×106 cells/㎖ HBSS로 조절하였다.

(2) Opsonization of Zymosan

   Zymosan (Sigma)을 본 실험에 사용하지 않은 건강한 넙치 성어로부터 분리한 혈청
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과 혼합하여 30℃에서 30분간 배양하였다. 이과정을 통해 opsonization이 된 zymosan

을 원심분리하여 분리하고, HBSS를 이용하여 3회 세척하였다. 

(3) Chemiluminescent (CL) response 분석

   식세포에서 방출되는 reactive oxygen intermediates (ROIs)는 automatic 

photoluminometer (Bio-Orbit 1251, Finland)에 의해 정량적으로 분석하였다. 즉, 각 

test cuvette은 Scott and Klesius (1981)의 방법에 따라 조제한 luminol (Sigma) 

0.7 ㎖과 cell suspension 0.4 ㎖을 혼합하여 5분간 실온에서 incubation 한 후 측정 

직전에 opsonized zymosan 0.3 ㎖ 을 첨가하여 100분간 측정하였다. 

마. Lysozyme의 활성

   각각의 실험구 어류에서 분리한 혈청 0.1 ㎖과 0.05 M sodium phosphate buffer 

(pH 6.2)에 Micrococcus lysodeikticus (0.2 ㎎/㎖)를 부유시킨 suspension 2 ㎖과 

혼합하였다. 반응은 20℃ 조건에서 분광 흡광도계의 흡광도 530 ㎚에서 0.5분과 4.5분

에 측정하였다. lysozyme의 활성 단위는 분당 0.001의 흡광도 감소를 나타내는 효소양

으로 정의하였다.

바. 보체 대체 경로 (ACP) 활성의 분석

    보체 대체 경로 (ACP) 활성은 sheep red blood cells (SRBC)를 이용하여 분석하

였다. SRBC를 Mg2+와 EGTA가 포함된 gelatin veronal buffer (GVB)에 3번 세척하

고, 같은 완충액에서 2×108/㎖로 조절하였다. 실험 혈청을 GVB를 이용하여 연속적으로 

단계 희석한 후, SRBC를 100 ℓ 첨가하였다. 이 혼합액을 가끔씩 흔들어 주면서 20℃

에서 90분간 배양한 후, 4℃에서 1600 g로 원심분리하여 상층액을 분광 흡광도계의 흡

광도 414 ㎚에서 측정하였다. ACP (ACH50) 활성은 용혈의 정도에 따라 계산하였다.

사. 통계분석

    모든 자료는 Computer Progrem Statistix 3.1 (Analytical Software, St. Paul, 

Mn. USA)로 분산분석(ANOVA)을 실시하여 최소유의차검정(LSD : Least Significant 

Difference)으로 평균간의 유의성(P = 0.05)을 검정하였다. 
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3. 결과 및 고찰

양식어의 면역증강뿐만 아니라 성장촉진을 위하여 사료첨가제 배합에 대한 연구를 하였

다. 사료첨가제는 베타글루칸과 케라틴 가수분해물이 1대 9로 혼합되었으며, 베타맥스 

(BM)라 명명하였다. 케타틴(keratin) 가수분해물의 아미노산 조성은 아르기닌, 히스티

딘, 이소루이신, 류신, 라이신, 메티오닌, 트레오닌, 발린, 시스틴, 세린 프롤린 등을 1에

서 7% 함유한다. 

    베타글루칸과 사료섭취촉진물질이 넙치의 성장 또는 비특이적 면역반응에 미치는 영

향을 조사하여 사료내 적정 투여량을 추정하기 위해  실험사료에 베타맥스(베타글루칸과 

사료섭취촉진물질 혼합제)의 함량이, 0%, 0.5%, 1.0%, 1.5%, 3.0%가 되도록 제작하였다. 7

주간의 실험결과는 Table 8와 Table 9에 나타내었다. 증체율, 사료효율, 일간성장율, 단백

질 전환효율 비만도에 있어서 BM1.0와 BM1.5이 다른 모든 실험구가 유의적으로 높은 결과

를 보였다.. 간중량 지수와 생존율에 있어서 모든 실험구간에 유의적인 차이가 없었다. 전

어체 일반성분 분석치는 Table 10에 나타내었다. 전어체 단백질함량에 있어서 BM1.0와 

BM1.5이 다른 모든 실험구에 비해서 높게 나타났으나, 전어체 지방함량에 있어서는 BM1.0

와 BM1.5이 다른 모든 실험구에 비해 유의적으로 낮게 나타났다. 혈액 및 혈청 성분변화

는 Table 11에 나타내었다. 헤모글로빈(Hb)은 모든 실험구에서 유의적인 차이가 없었으

나, 헤마토크리트(Hematocrit)에 있어서 control, BM1.0와 BM1.5이 BM0.5와 BM3.0에 비해 유

의적으로 높은 값을 보였다. 혈청내 총단백질, 글루코스와 GPT는 모든 사료구에서 유의

적인 차이를 보이지 않았으나, 혈청내 GOT에 있어서 BM1.0와 BM1.5이 다른 모든 실험구

에 비해 유의적으로 낮은 값을 보였다. 성장실험 후, 비특이적 면역반응과 관련한 자료는 

Table 12에 나타내었다. 두신 식세포의 chemiluminescence (CL) 반응에 있어서 diet 4와 

5가 다른 모든 실험구에 비해 유의적으로 높은 결과를 보여주었다. 혈청의 lysozyme 활

성에 있어서 대조구에 비해 다른 모든 실험구가 유의적으로 높은 결과를 보였고, BM1.0가 

유의적으로 가장 높은 결과를 보였다.  
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Table 8. Weight gain, feed efficiency, specific growth rate and protein efficiency 

rate for oliver flounder fed experimental diet for the seven-weeks of feeding period
1

    Diets WG (%)
2

FE (%)
3

SGR (%)
4

PER
5

Control 199
c

76.3
c

2.24
c

1.53
c

BM0.5 217
b

80.0
b

2.35
b

1.60
b

BM1.0 243a 84.8a 2.52a 1.70a

BM1.5 244
a

85.5
a

2.52
a

1.72
a

BM3.0 218
b

79.3
b

2.36
b

1.57
b

 Pooled SEM6 3.11  1.23 0.03 0.03

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05). 

2Weight gain (%) = (final weight - initial weight) × 100 / initial weight  

3
Feed Efficiency (%) = wet weight gain (g) × 100 / dry feed intake (g) 

4Specific growth rate (%) = (loge final wt. - loge initial wt.) / days
5Protein efficiency ratio : wet weight gain / protein intake 

6Pooled standard error of mean.
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Table 9. Condition factor, hepatosomatic index (HSI) and survival for oliver flounder 

fed experimental diet for the seven-weeks of feeding period
1

    Diets CF
2

HSI
3

Survival (%)

Control 1.16
b

 2.53 100

BM0.5 1.17b  2.47 100

BM1.0 1.27
a

 2.45 100

BM1.5 1.26
a

 2.49 100

BM3.0 1.14b  2.44 100

 Pooled SEM
4 0.04  0.21 0.00

1
Values are means from triplicate groups of fish. 

2Condition factor : {fish wt. (g) / fish length (cm)3 } × 100

3Hepatosomatic index : (liver weight / body weight)×100 

4
Pooled standard error of mean

Table 10. Proximate analysis of whole-body of oliver flounder fed             

experimental diet for the seven-weeks of feeding period (% of dry matter basis)1

    Diets Moisture Crude Protein Crude fat Ash

Control 74.2 66.5
c

16.8
a

12.3

BM0.5 73.9 68.8b 16.4a 12.4

BM1.0 74.1 72.1
a

14.4
b

12.3

BM1.5 73.9 71.8
a

14.5
b

12.1

BM3.0 73.6 66.9c 16.6a 12.2

 Pooled SEM
5  1.12 0.91 0.27 0.34 

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2Pooled standard error of mean
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Table 11. Serological and hematological characteristics of oliver flounder fed the 

experimental diet for the seven-weeks of feeding period1.

Diets Pooled 

SEM
2Control BM0.5 BM1.0 BM1.5 BM3.0

Hemoglobin (g/dL) 6.24 6.13 6.07 6.27 6.12 0.35

Hematocrit (%) 27.6b 26.8c 28.1ab 28.5a 26.5c 1.74

Serum Total protein (g/dL) 3.6 3.3 3.6 3.3 3.2 0.33

Serum glucose (mg/dL) 47.8 46.5 46.8 46.5 47.2 3.74

Serum GOT (IU/L)
3

49.7
a

51.4
a

46.9
b

46.4
b

50.3
a

2.56

Serum GPT (IU/L)4 10.1 9.7 10.2 10.5 10.6 1.37
1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    
2
Pooled standard error of mean

3Glutamic oxaloacetic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0μmol of L-aspartate per minute at 25℃ and pH 7.4.
4Glutamic pyruvic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0 μmol of L-alanine per minute at 25℃ and pH 7.4.

Table 12. Non-specific immune factors of oliver flounder fed the experimental diet for 

the seven-weeks of feeding period
1
  

Diets
Peak value of CL 

(mV)

Lysozyme activity 

(U/ml)

ACH50

 (U/ml)

Control 437
d

306
d

56

BM0.5 478
c

357
c

49

BM1.0 675a 453a 45

BM1.5 592
b

412
b

58

BM3.0 441
d

368
c

36

 Pooled SEM
2

27 19 8

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2Pooled standard error of mean
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    국내 주요 해산어종인 넙치 치어에 있어서 면역증강 물질인 베타글루칸과 사료섭취

촉진물질인 케라틴 가수분해물의 혼합제인 베타맥스(Betamax)의 첨가에 따르는 성장률, 

사료효율(FE), 일간성장률(SGR) 및 단백질 전환효율(PER)에 있어서 베타멕스(Betamax)의 

농도가 증가함에 따라 BM1.5실험구까지 유의적으로 증가하였다. 그리고 BM1.0와 BM1.5이 

다른 모든 실험구와 비교하여 유의적으로 높게 나타났다. 면역반응 조사에 있어서 두신 

식세포 활성 분석과 혈청내 lysozyme의 활성 조사 결과는 BM1.0까지 유의적으로 증가하

였다. 그리고 BM1.0이 다른 모든 실험구와 비교하여 유의적으로 높게 나타났다. 이는 글

루칸이 어류의 식세포를 활성화시키는 기작에 대한 최근의 연구결과에 의하면, 식세포의 

표면에는 글루칸과 결합할 수 있는 수용기(receptor)가 있어서 이 부위에 글루칸이 결합

되면 식세포가 활성화되는 것이다. 

    비만도(CF)에 있어서도 대조구에 비해 BM1.0와 BM1.5 첨가 실험구가 높게 나타났다. 

전어체 단백질함량에 있어서 BM1.0와 BM1.5 첨가 실험구가 다른 모든 실험구에 비해서 높

게 나타났다. 이러한 결과는 넙치전어체내 단백질의 축적을 증가와 지방대사의 활성화를 

통한 지방축적을 감소시켜 건강한 상태를 유지하고 고급육질 생산에도 기여할 것으로 사

료된다. 헤마토그리트는 성장 및 비특이적 면역반응 효과가 좋았던 BM1.0와 BM1.5 첨가 

실험구가 높은 값을 보였다.   혈청내 효소중의 하나인 GOT와 GPT는 간과 심장의 조직

손상으로 인해서 혈장 내의 농도가 증가하는 것으로 알려져 있다. 혈청 내 GOT는 성장 

및 비특이적 면역반응 효과가 좋았던 BM1.0와 BM1.5 첨가 실험구가 낮은 값을 보여 어류

의 생리적 활성을 높여주는 결과를 나타내었다.  따라서, 상기 실험의 결과를 토대로 면

역증강물질인 베타글루칸과 사료섭취촉진물질의 혼합한 베타맥스(Betamax)는 치어기 넙

치의 성장과 면역증강의 향상을 위한 사료내 BM1.0의 혼합이 가장 바람직 한 것으로 판

단된다. 
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제 7 절  베타맥 스 의 양 식  현장 적용 실 험

- 제주 도  M  양 식 장 에서 의 현장 적용 -

1 .  연구목표

    현대사회는 국민의 소득수준 향상에 따라 식생활이 육류에서 수산물로 중심축이 변

하여 국가마다 수산물의 소비량은 점차 증가하고 있으나, 어업생산량은 환경오염과 수산

자원의 남획으로 인해 현재의 어업생산량 6천만 톤 이상의 증가는 기대하기 어려운 실정

이다. 따라서 부족한 생산량은 양식어업에 의해 보충되어져 2001년에 2천 9백만 톤에 달

하고 있으며 FAO(2003), 매년 1% 가량의 성장률을 보이고 있어 2035년에는 1억 2천만 

톤의 생산이 예상되고 있다.

 농축산업의 생산성이 한정된 토지에 영향을 받고 있는 것처럼, 양식산업도 연안 수괴의 

한정적인 이용에 제한을 받으면서, 이용효율을 극대화하기 위하여 고밀도 양식이 널리 확

산되고 있다. 특히 한국의 경우 산업화에 의한 수질 오염, 연안개발에 따른 매립 및 수자

원 보호의 환경정책 등으로 인해 양식을 위한 이용 수면적이 줄어들면서 고밀도 양식은 

필요불가결한 요소가 되었다.

    고밀도 양식이 양식의 효율을 높일 수는 있으나, 인위적인 고밀도 양식 시스템에서

의 어류는 다양한 형태의 스트레스(고밀도 사육, 물리적 장애, 수질 악화, 항생제 및 화학

약품의 남용, 선별 등등)에 노출되어 있다(Donaldson, 1981; Wendelaar Bonga, 1997). 이

러한 양식 조건은 사육 중인 어류의 최적 성장을 방해하며(Wedemeyer, 1976; Wardle, 

1981), 주변 환경에 의해 체내대사와 생리적 상태가 부정적 변화를 가져오게 한다(Clark 

et al., 1981; Berg et al., 1992). 이러한 예로서, 종묘생산 및 양성과정에 있어서 에너지 

대사와 성장률 저하(Barton and Iwama, 1991) 및 사망 후 육질의 변성(Lowe et al., 

1993) 등을 유발하여 궁극적으로는 양식 생산량의 감소를 가져온다. 또한, 어류의 면역기

능을 억압함으로써 질병에 대한 감수성을 증가시켜 낮은 성장률을 유발하는데 직접적인 

역활을 하는 것으로 알려져 있다(Pickering, 1992). 그리고 비특이적 면역조절 능력을 저

하시키고 병원균으로부터 감염을 일으킨다. 척추동물에 있어 비특이적 방어는 병원균의 

감염시 첫 번째 방어선으로 알려져 있으며, 선천적인 면역시스템의 활성에 의해 병원균으
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로부터 저항할 수 있는 능력이 강화될 수 있음이 보고되고 있다(Anderson and Siwicki, 

1994).

    이러한 문제로 인한 어류의 생산량 감소와 함께 가장 큰 문제점은 양식 시설 및 부

화장내에 서식하고 있는 상재세균의 영향이 큰 것으로 보고되고 있다(Vadstein, 1997). 병

원성 세균 보다는 감염의 기회가 많이 주어진 이러한 세균에 의한 피해가 해마다 증가하

고 있음을 보고하고 있다(Munro et al., 1995). 세균성 질병으로 인한 문제점을 해결하기 

위해 사육수를 소독하거나 혹은 항생제를 사용하기도 하는데, 이러한 방법들은 세균 개체

군간의 균형을 불안정하게 만들며, 궁극적으로는 단시간적인 해결책에 지나지 않는다. 또

한 최근 항생제 사용의 증가로 인해 항생제에 대한 내성균주의 발생이 계속적으로 보고

되고 있으며(Aoki, 1992), 장기간에 걸친 항생제의 사용은 어류에게 많은 스트레스를 줄 

뿐만 아니라 환경오염 및 인체에 나쁜 영향을 미칠 수 있는 문제점들을 안고 있다. 일본

에서는 정부차원에서 법령을 정비하여 양어장을 관리하고 있으며 현장지도 지침서를 통

한 적정밀도의 유지를 통해 1차적인 질병관리를 지도하고 있다. 화학약제 및 항생제 사용

량 감소를 유도하여 내성균 발생 문제를 해결하기 위한 노력을 기울이고 있다. 이러한 지

속적이고 체계적인 관리를 통해서 매년 항균성 약제의 사용량은 급감하는 반면, 양식생산

량은 오히려 급격히 증가하고 있다. 따라서 최근에는 화학제제가 아닌 환경친화적인 양어

사료 첨가제에 대한 관심이 집중되고 있다.

    본 연구를 통하여 넙치에서 비특이적 면역 반응 및 질병 저항력을 증가시키는 베타

글루칸과 성장 촉진 인자인 아미노산 제제를 혼합하여 개발한 베타맥스를 이용하여 실제 

넙치 양식장에서 현장 적용 평가를 실시 하고자 한다. 이를 위해 베타맥스의 첨가가 넙

치의 성장을 촉진하는 지 검증하고, 비특이적 면역반응에 어떠한 영향을 미치는지 알아

보기 위해 제주도와 남해안의 넙치 양식장을 대상으로 현장적용 실험을 수행하였다. 제

주도 성산에 위치한 양식장 2곳과 경북, 포항, 완도 등지에 시제품을 공급하여 모두 긍정

적인 결과를 보였다. 

2. 재료 및 방법

가. 실험사료 및 실험디자인

  실험사료는 넙치 양식장에서 일반적으로 사용하는 MP사료를 사용하였다. 베타맥스는 



- 87 -

실험실규모의 성장 및 면역 증강물질의 효과를 바탕으로 제작하여 MP사료내 1.0% (DM 

basis)를 첨가하여 공급하였다. 실험디자인은 M 양어장의 넙치중 선두그룹(평균 168 g)을 

대조구로 하고, 중․하위그룹(평균 141 g)을 베타맥스 첨가구로 하였다. 

  ・Diet 1 : 대조구(Con.) - 선두그룹  

  ・Diet 2 : 베타맥스 첨가구(BM) - 중․하위그룹  

 

나. 실험어 및 사육관리

  실험은 제주도에 위치한 M 양어장에서 실시하였다. 실험어는 넙치 육성어를 사용하였

다. 수온은 전 실험기간동안 자연수온에 의존하였다. 일일 사료공급량은 어체중의 

3~8%(As is basis)로 1일 2회 공급 하였다. 4주마다 실험어 무게를 측정하였는데, 각 수조

에서 무작위로 20마리를 잡아 총무게를 측정하고 어체의 평균을 구하였다. 

 

다. 어체측정 

  어체 측정은 2주 간격으로 실시하였으며, 성장률을 측정하기 위하여 24시간 절식시킨 

후 MS-222 (100ppm)로 마취시켜 수조별로 전체무게를 측정하였다. 실험 종료 후, 증체율

(weight gain, %), 사료효율(feed efficiency, %), 일간성장률(specific growth rate, %/day), 

단백질전환효율(protein efficiency ratio), 간중량지수(hepatosomatic index), 비만도

(condition factor) 및 생존율(survival, %)을 조사하였다. 간중량지수를 구하기 위해 수조

별로 3마리씩 간의 무게를 측정하였다. 상기 측정 항목들의 계산식은 다음과 같다.

․Weight gain (%) : (final wt. - initial wt.) × 100 / initial wt.

․Feed efficiency (%) : (wet weight gain / dry feed intake) × 100

․Specific growth rate (%/day) : (loge final wt. - loge initial wt.)/ days

․Protein efficiency ratio : (wet weight gain / protein intake)

․Hepatosomatic index : (liver weight / body weight) × 100

․Condition factor : [fish wt. (g) / fish length (cm)
3
] × 100

라. 성분분석

   (1) 일반성분 분석

  일반성분은 실험사료와 각 수조별로 6마리씩 무작위로 추출하여 분쇄한 전어체를 분석



- 88 -

하였으며, AOAC(1995) 방법에 따라 수분은 상압가열건조법(125℃, 3시간), 조단백질은 

kjeldahl 질소정량법(N×6.25), 조회분은 직접회화법으로 분석하였다. 조지방은 샘플을 12

시간 동결건조한 후 Soxtec system 1046(Tacator AB, Sweden)을 사용하여 soxhlet 추출법

으로 분석하였다.

   (2) 혈액성분 분석

 실험종료 후 증체율 조사와 함께 혈액성분 분석을 위하여 실험어를 채혈하기 전까지 약 

24시간동안 절식시켰다. 실험어를 각 수조당 3마리씩 무작위로 추출하여 실험어의 미부정

맥에서 혈액을 채혈한 후, micro-hematocrit 방법(Brown, 1980)에 의해 헤마토크리트

(hematocrit, PCV)를 측정하고, 동시에 Drabkin's 용액을 사용하여 cyan-methemoglobin 

방법(Sigma chemical, St. Louis MO; total hemoglobin procedure No. 525)으로 헤모글로

빈(hemoglobin, Hb)을 측정하였다. 혈청성분의 분석을 위하여 채혈한 혈액을 항응고제가 

처리되지 않은 원심분리관에 넣고 실온에 30분간 방치한 후 3,000 rpm에서 10분간 원심

분리하여 냉장보관하면서 16시간 이내에 분석하였다. 혈청성분은 임상용 kit(아산)를 사용

하여 총단백질(total protein)은 biuret법으로, 트리글라이세라이드(triglyceride)와 글루코스

(glucose)는 효소법으로 그리고 GOT(glutamic oxaloacetic acid)와 GPT(glutamic pyruvic)

는 Reitman-Frankel 법으로 분석하였다.

마. 두신 식세포의 Chemiluminescent 반응

  두신 백혈구의 분리 : 성장실험 종료 후, MS-222로 마취시킨 넙치로부터 두신을 무균

적으로 분리한 후 4℃로 냉장한 Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)에 넣어 가는 망사

를 이용하여 세포들을 분리해 내었다. 분리된 두신 세포는 다시 34/51%의 Percoll 

(Sigma) density gradient를 이용하여, 4℃에서 400rpm으로 30분간 원심분리한 다음 34%

와 51% 사이의 세포층을 가는 파스퇴르 피펫을 이용하여 분리하였다. 최종적으로 분리된 

세포는 HBSS로 400g에서 5분간 2번 세척하였다. 세포의 생존유무는 trypan blue stain을 

이용하여 분석하였으며, 모든 실험구에서 분리된 세포들의 생존율은 98% 이상이었다. 실

험에 사용한 식세포의 세포수는 in vitro에서는 1×106 cell/ml HBSS로, in vivo에서는 

2×10
6
 cell/ml HBSS로 조절하였다.

Opsonization of zymosan : Zymosan(Sigma)을 본 실험에서 사용하지 않은 건강한 넙치 
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성어로부터 분리한 혈청과 혼합하여 30℃에서 30분간 배양하였다. 이과정을 통해 

opsonzation이 된 zymosan을 원심분리하여 분리하고, HBSS를 이용하여 3회 세척하였다.

Chemiluminescent(CL) response : 식세포에서 방출되는 reactive oxygen intermediates 

(ROIs)는 automatic photoluminometer (Bio-Orbit 1251, Finland)에 의해 정량적으로 분석

하였다. 즉, 각 test cuvette은 Scott and Klesius (1981)의 방법에 따라 조제한 

luminol(Sigma) 0.7ml과 cell suspension 0.4 ml을 혼합하여 5분간 실온에서 incubation 

한 후 측정 직전에 opsonized zymosan 0.3 ml을 첨가하여 100분간 측정하였다.

바. Lysozyme의 활성

 Lysozyme activity는 Parry et al. (1995)의 turbidimetric method를 이용하여 측정하였

다. 즉, 각 실험구에서 분리한 혈청을 Micrococcus lysodeikticus를 0.2 mg/ml의 농도로 

0.05M sodium phosphate buffer (pH 6.2)에 현탁 시킨 다음 이 현탁액의 950㎕와 혈청 

50㎕를 혼합하여 25℃에서 30초 및 4분 30초 간 반응시킨 후 Spectrophotometer (530 

nm)를 이용하여 unit/㎖로 lysozyme 활성을 측정하였다. lysozyme의 활성 단위는 분당 

0.001의 흡광도 감소를 나타내는 효소량으로 정의하였다.

사. 통계분석

 모든 자료는 Computer program statistix 3.1 (Analytical Software, St. Paul, Mn. USA)

로 분산분석(ANOVA)을 실시하여 최소유의차검정(LSD : Least significant difference)으

로 평균 간의 유의성(P<0.05)를 검정하였다.

3. 제주도 M 양식장에서의 결과

   본 실험에서는 성장 및 면역촉진물질을 넙치양식현장에 적용하였을 때, 성장촉진효과

를 검증하고 비특이적 면역반응에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 베타맥스는 실

험실규모의 성장 및 면역 증강물질의 효과를 바탕으로 제작하여 MP사료내 0.5%를 첨가

하여 공급하였다.

   6 개월간의 실험결과는 Fig. 15와 Table 13에 나타내었다. 증체율, 일간성장율과 비만

도에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로  높은 결과를 보였다. 간중량 

지수에 있어서 두 실험구간에 유의적인 차이가 없었다. 전어체 일반성분 분석치는 Table 
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14에 나타내었다. 전어체 단백질함량에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적

으로 높은 결과를 보였다(P<0.05). 하지만, 전어체 수분, 지방과 회분함량에 있어서는 두 

실험구간에 유의적인 차이가 없었다.  이러한 차이는 넙치전어체내 단백질의 축적율 증가

와 지방대사의 활성화를 통한 지방축적을 감소시켜 건강한 상태를 유지하고 고급육질 생

산에도 기여할 것이다. 혈액 및 혈청 성분변화는 Table 15에 나타내었다. 헤모글로빈(Hb)

과 헤마토크리트(Hematocrit)에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 높

은 결과를 보였다(P<0.05). 혈청내 GOT에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의

적으로 낮은 결과를 보였다(P<0.05). 하지만 혈청내 GPT에 있어서는 두 실험구간에 유의

적인 차이가 없었다. 혈청내 GOT는 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 낮은 

값을 보였고, GOT와 GPT는 간과 심장의 조직손상으로 인해서 혈장 내의 농도가 증가하

는 것으로 알려져 있어 넙치의 생리활성과 건강도가 높아졌음을 단적으로 보여주었다. 비

특이적면역 반응으로 두신 식세포의 chemiluminescent 반응 및 lysozyme의 활성의 결과

는 표 16에 나타내었다. lysozyme의 활성에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유

의적으로 높은 결과를 보였다(P<0.05). 하지만 두신 식세포의 chemiluminescent 반응에 

있어서는 두 실험구간에 유의한 차이가 없었다. 
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Table 13. Weight gain, specific growth rate, condition factor and               

hepatosomatic index for oliver flounder fed experimental diet for the six-months of 

feeding period1

    Diets Control Betamax Pooled SEM2

Initial wt. (g) 168
a

141
b

6.30

Final wt. (g) 974 968 5.82

WG (%)
3

480
b

587
a

3.94

SGR (%)4 0.98b 1.07a 0.03

CF
5

1.18
b

1.28
a

0.04

HSI6 1.85 1.68 0.10

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each row with a 

different superscript are significantly different (P<0.05). 

2Pooled standard error of mean

3Weight gain (%) = (final weight - initial weight) × 100 / initial weight  

4
Specific growth rate (%) = ((loge final wt. - loge initial wt.) / days) × 100

5Condition factor : {fish wt. (g) / fish length (cm)3 } × 100

6Hepatosomatic index : (liver weight / body weight)×100 
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Table 14. Proximate analysis of whole-body of oliver flounder fed             

experimental diet for the six-months of feeding period (% of dry matter basis)1

   
Diets

Pooled SEM
2

Control Betamax

 Moisture 69.2 69.9 1.3

 Crude Protein 62.8
b

64.6
a

1.2

 Crude fat 27.5
a

26.2
b

0.8

 Ash 2.87 2.50 0.2
1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each row with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2Pooled standard error of mean

Fig. 15. Weight gain (%) of oliver flounder fed the experimental diet during six 

months.
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Table 15. Serological and hematological characteristics of oliver flounder fed the 

experimental diet for the six-months of feeding period
1
.

Diets Pooled 

SEM2
Control Betamax

Hemoglobin (g/dL) 10.2
b

11.8
a

0.23

Hematocrit (%) 28.5
b

32.3
a

1.88

Serum GOT (IU/L)
3

48.2
a

46.4
b

2.12

Serum GPT (IU/L)
4

11.3 10.9 1.23

1
Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2Pooled standard error of mean.

3
Glutamic oxaloacetic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0μmol of L-aspartate per minute at 25℃ and pH 7.4.

4
Glutamic pyruvic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0 μmol of L-alanine per minute at 25℃ and pH 7.4.

Table 16. Non-specific immune factors of oliver flounder fed the experimental diet for 

the the six-months of feeding period1  

Diets Peak value of CL (mV) Lysozyme activity (U/ml)

Control 371 341
b

Betamax 382 370
a

 Pooled SEM2 20.4 11.7

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).

2
Pooled standard error of mean.
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4. 고찰

    우리나라의 주요 해산어종인 넙치양식현장에 있어서 면역증강 물질(Glucan)과 사료

섭취촉진물질(BAISM; 아미노산, 핵산관련물질, 염기성물질 및 산가수분해 물질의 혼합제)

을 적정수준으로 혼합한 베타맥스의 첨가는 성장률, 일간성장율과 비만도를 유의적으로 

증가시켰다. 이러한 실험결과는 이전의 실험실 규모의 실험과 같은 결과를 보여, 넙치양

식현장에 베타맥스가 적용가능 함을 보여주었다. 그리고 비특이적 면역반응 실험결과, 두

신 식세포의 chemiluminescence (CL) 반응과 혈청내 lysozyme 활성에 있어서 BAISM 첨

가구가 대조구에 비해 혈청내 lysozyme 활성에서만 유의적으로 높은 결과를 보였다. 혈

청내 lysozyme 활성증가는 베타맥스에 함유된 글루칸이 어류의 식세포를 활성화시키는 

기작에 기인하며 식세포의 표면에는 글루칸과 결합할 수 있는 수용기 (receptor)가 있어

서 이 부위에 글루칸이 결합되면 식세포가 활성화시키는 역할을 한 것으로 사료되며, 이

과 함께 BAISM을 단독 첨가하였을 때, 아미노산의 섭취촉진효과(Fukuda et al., 1989; 

Kohbara et al., 1989; Elias and Joseph, 1999; Iwao et al., 2000)와 핵산관련물질들에 의한 

면역기능, NK (natural killer) cell 활성, macrophage 기능과 cytokine의 체내생산력의 향

상(Carver, 1994) 및 체내 항체의 농도, B-cell 및 T-cell의 활성 증가(Ramadan et al., 

1994)로 인하여 어류의 질병과 스트레스 저항성, 백신 효율, 성장률 및 면역반응을 향상

시키는 결과(Burrells et al., 2001a,b)를 가져오는 효과가 synergistic 효과를 나타낸 것으로 

사료된다. 

    전어체 일반성분 함량에 있어서 베타맥스 첨가에 의해 단백질의 함량이 유의적으로 

증가하였으나(P<0.05), 전어체 수분, 지방과 회분함량에 있어서는 별다른 변화가 없었다. 

넙치 치어를 대상으로한 실험실 규모의 실험에서는 전어체내 단백질 함량이 증가하고 지

방 함량은 감소하는 결과를 보여주었다. 이러한 차이는 넙치전어체내 단백질의 축적율 증

가와 지방대사의 활성화를 통한 지방축적을 감소시켜 건강한 상태를 유지하고 고급육질 

생산에도 기여할 것이다. 넙치에 있어서 베타맥스가 생리 상태에 미치는 영향을 조사에 

하기 위해, 헤모글로빈, 헤마토크리트, 혈청내 GOT와 GPT의 변화를 생리적 지표로 하여 

조사하였다. 헤마토그리트는와 헤모글로빈은 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으

로 높은 값을 보였다. 심(1992)은 넙치의 질병에 대한 저항력이 높아질 때, 헤마토크리트
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가 정상어류보다 높아질 수 있다고 하였으므로 본 실험의 결과도 베타맥스 투여에 의해 

저항력이 변화한 것과 관련이 있을 것으로 생각된다. 그러나 헤마토크리트, 헤모글로빈 

등의 혈액 인자는 체내 산소 운반능력에도 관계가 있어 외부 자극에 대한 체내 산소 소

비량의 증가로 인해 헤마토크리트, 헤모글로빈의 수치가 높아진다고 보고(Davis and 

Parker, 1990)하였으나 대부분의 연구자들은 외부자극이 가해지면 혈액성상이 변화하는 

것으로 보고하고 있어(Benifey and Biron, 2000; Mattsson et al., 2001) 이 분야에 대한 명

확한 연구가 필요하다.

혈청내 GOT는 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 낮은 값을 보였고, GOT와 

GPT는 간과 심장의 조직손상으로 인해서 혈장 내의 농도가 증가하는 것으로 알려져 있

어(Hans, 1974) 넙치의 생리활성과 건강도가 높아졌음을 단적으로 보여주었다.

  상기 연구결과를 통해 면역증강물질과 사료섭취촉진물질의 혼합제인 베타맥스의 효과

를 넙치 양식현장적용이 가능함을 확인 할 수 있었다. 
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- 추가 현장 적용실험 -

1. 완도 D 수산에서의 현장적용

     어류에서 질병에 대한 저항성을 증가시키는 방법으로는 매우 효과적인 방법으로 백

신법이 있다. 하지만 백신법의 경우 하나의 질병에 대한 특이적 면역반응에 관여하고 있

으며, 현재까지 성공적으로 개발된 어류질병 백신은 그 범위가 제한적이며, 가격면에 있

어서 사용하기에 너무 비싸고, 넙치 양식장에서 직접적으로 사용하기에는 많은 애로사항

이 따른다. 반면에 어류의 비특이적 면역반응을 증강시키는 것은 많은 종류의 어류 질병

에 대한 저항성을 높일 수 있다는 의미에서 매우 중요하며, 비특이적 면역반응의 증진을 

통해 양식어류의 질병을 예방하기 위한 면역증강물질(Immunostimulant)에 대한 평가가 

최근 들어 많은 연구자들에 의해 평가되어지고 있다. 현재까지 알려져 있는 대부분의 면

역증강제는 복강주사를 통해서 면역증강효과가 검증되었을 뿐 경구투여를 통해서는 그 

효과가 정확히 검증된 자료가 일부에 국한되어 있는 실정이다. 그러나 양식현장에서 면역

증강제를 사용할 때 주사법은 아무리 효과가 탁월하다 하더라고 실용적인 측면에서는 거

의 효용성이 없다. 특히 비특이적 면역반응에 대한 의존도가 매우 높은 치어기에는 주사

법을 사용하는 것이 거의 불가능하다. 따라서 가장 좋은 방법은 면역증강제를 사료에 섞

어서 경구투여 하는 방법이라 할 수 있다. 실용적인 면역증가제는 이를 투여함으로 인한 

양식어가의 경제적 부담이 적어야 한다. 

 따라서 어종에 따른 면역증강제에 대한 반응을 조사하여 어류의 면역증진을 통해서 질

병을 예방할 수 있다는 점에서 매우 매력 있는 분야라 할 수 있으나 아직 양식현장에서 

실용적으로 면역증강제를 사용하기에는 부족한 부분이 많다. 양식현장에서 면역증강제를 

실용적으로 사용하기 위해서는 많은 실험을 통해 개발하고자 하는 면역증강제의 효과 및 

투여농도에 대한 철저한 검증이 이루어져야 한다. 본 실험은 베타맥스의 첨가가 넙치의 

성장을 촉진하는 지 재검증하고, 혈액내 삼투질(Osmolality) 농도를 측정하여 어류에서 

스트레스에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 완도의 D 수산에서 넙치를 대상으로 

실험을 수행하였다. 
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2. 재료 및 방법

  가. 실험사료 및 실험디자인

  실험사료는 넙치 양식장에서 일반적으로 사용하는 MP사료를 사용하였다. 베타맥스는 

실험실규모의 성장 및 면역 증강물질의 효과를 바탕으로 제작하여 MP사료내 1.0% (DM 

basis)를 첨가하여 공급하였다. 실험디자인은 완도의 D 양어장 넙치중 700g 정도의 넙치

를 이용하였으며, 베타맥스를 첨가하지 않은 그룹을 대조구로 하여 베타맥스를 첨가한 구

를 실험구로 하였다. 실험 수조는 10 × 10 m에 3,000미씩 수용하였으며, 환수율은 매일 

24회전 실시하였다.

・Diet 1 : 대조구(Con.) - 무첨가  

・Diet 2 : 베타맥스 첨가구(BM) - 첨가   

 

  나. 실험어 및 사육관리

  실험은 완도에 위치한 D 양어장에서 실시하였다. 실험어는 넙치 육성어를 사용하였다. 

수온은 전 실험기간동안 자연수온에 의존하였다. 일일 사료공급량은 어체중의 2~4%(As is 

basis)로 1일 2회 공급 하였다. 4주마다 실험어 무게를 측정하였는데, 각 수조에서 무작위

로 20마리를 잡아 총무게를 측정하고 어체중의 평균을 구하였다. 

 

  다. 어체측정 

  어체 측정은 4주 간격으로 실시하였으며, 성장률을 측정하기 위하여 24시간 절식시킨 

후 MS-222 (100ppm)로 마취시켜 수조별로 전체무게를 측정하였다. 실험 종료 후, 증체율

(weight gain, %), 사료효율(feed efficiency, %), 일간성장률(specific growth rate, %/day), 

단백질전환효율(protein efficiency ratio), 간중량지수(hepatosomatic index), 비만도

(condition factor) 및 생존율(survival, %)을 조사하였다. 간중량지수를 구하기 위해 수조

별로 3마리씩 간의 무게를 측정하였다. 상기 측정 항목들의 계산식은 다음과 같다.

․Weight gain (%) : (final wt. - initial wt.) × 100 / initial wt.

․Feed efficiency (%) : (wet weight gain / dry feed intake) × 100

․Specific growth rate (%/day) : (loge final wt. - loge initial wt.)/ days

․Protein efficiency ratio : (wet weight gain / protein intake)
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․Hepatosomatic index : (liver weight / body weight) × 100

․Condition factor : [fish wt. (g) / fish length (cm)
3
] × 100

  라. 성분분석

   (1) 일반성분 분석

  일반성분은 실험사료와 각 수조별로 6마리씩 무작위로 추출하여 분쇄한 전어체를 분석

하였으며, AOAC(1995) 방법에 따라 수분은 상압가열건조법(125℃, 3시간), 조단백질은 

kjeldahl 질소정량법(N×6.25), 조회분은 직접회화법으로 분석하였다. 조지방은 샘플을 12

시간 동결건조한 후 Soxtec system 1046(Tacator AB, Sweden)을 사용하여 soxhlet 추출법

으로 분석하였다.

   (2) 혈액성분 분석

 혈액성분 분석을 위하여 실험어를 채혈하기 전까지 약 24시간 동안 안정시켰다. 실험어

를 실험구당 2마리씩 무작위로 추출하여 헤파린 처리한 일회용 주사기를 이용하여 실험

어의 미부정맥에서 혈액을 채혈한 후, 전혈분석에 있어서 헤마토크리트(hematocrit: Ht), 

적혈구수(red blood cell: RBC), 헤모글로빈(hemoglobin: Hb)과 같은 혈액 성상은 자동혈

액분석기 (Excell 500, U.S.A.)로 측정하였다. 혈청성분의 분석을 위하여 채혈한 혈액을 항

응고제가 처리되지 않은 원심분리관에 넣고 실온에 3시간 방치한 후 3,000rpm에서 10분

간 원심분리하여 냉장보관하면서 24시간 이내에 분석하였다. 혈청성분은 혈액분석기 CH 

100 (대광메디텍, 한국)을 이용하여 GOT (glutamate oxaloacetate transaminase), GPT 

(glutamate pyruvate transaminase)는 Kinetic 방법을 이용하여 분석하였다. 혈장의 삼투

질 농도는 Na 염의 함유량에 따라 동결점이 다른 것을 응용하여 micro somsmeter 

(3MO, U.S.A.)로 측정하였다.

 

   마. 누적 폐사율

 실험 2개월간에 걸쳐 대조구 및 실험구간에 있어서 각각의 수조에서의 폐사된 개체를 

매일 누적하여 폐사율을 구하였다.  

   바. 통계분석
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  모든 자료는 Computer program statistix 3.1 (Analytical Software, St. Paul, Mn. USA)

로 분산분석(ANOVA)을 실시하여 최소유의차검정(LSD : Least significant difference)으

로 평균간의 유의성(P<0.05)를 검정하였다.

3. 결 과

     본 실험에서는 성장, 스트레스 및 누적폐사율을 넙치양식현장에 적용하였을 때, 성

장촉진효과를 재검증하고 스트레스에 미치는지 영향을 알아보며, 누적폐사율을 알아보기 

위해 실제 넙치 양식장에서 베타맥스를 MP사료내 0.5%를 첨가하여 공급하였다.

     2 개월간의 실험결과는 Fig. 16, 17 과 Table 17에 나타내었다. 증체율, 일간성장율, 

단백질 전환효율, 사료효율과 간중량지수에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유

의하게  높은 결과를 보였다. 전어체 일반성분 분석치는 Table 18에 나타내었다. 전어체 

단백질함량과 조회분에 있어서 베타맥스 첨가구와 대조구에 있어서 유의한 차이를 보이

지 않았으며, 수분 있어서는 베타맥스 첨가구가 대조구보다 유의하게 높은 값을 나타내었

다. 하지만, 조지방에 있어서는 베타맥스 첨가구가 대조구보다 유의하게 낮은 값을 나타

내었다. 넙치 근육내 단백질 함량에 통계적인 차이를 보이지 않았으나, 베타맥스 첨가구

가 대조구보다 높은 값을 나타내었고 베타맥스 첨가구가 조지방에 있어서는 대조구보다 

유의하게 낮은 값을 나타냄으로서 넙치가 지방대사의 활성을 통한 지방축적을 감소시키

고 건강상태를 유지함으로서 고급육생산에도 기여할 것으로 생각되어 지며, 전 실험의 결

과와 유사하였다. 혈액 및 혈청 성분변화는 Table 19에 나타내었다. 헤모글로빈(Hb)과 헤

마토크리트(Hematocrit)에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의하게 높은 결과

를 보였다. 혈청내 GOT에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 낮은 결

과를 보였다. 하지만 혈청내 GPT에 있어서는 두 실험구간에 유의적인 차이가 없었다. 혈

청내 GOT는 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 낮은 값을 보였고, GOT와 

GPT는 간과 심장의 조직손상으로 인해서 혈장 내의 농도가 증가하는 것으로 알려져 있

어 넙치의 생리활성과 건강도가 높아졌음을 단적으로 보여주었으며, 그림 18에서 대조구

와 실험구간에 간의 상태를 확인한 결과 대조구에서는 넙치의 간의 상태가 실험구에 비

하여 울혈이 심하였다. 혈액내 RBC에 있어서는 베타맥스 첨가구와 대조구간의 유의한 차

이를 보이지 않았다. 또한 전 실험에서 비특이적 면역반응인 라이소자임과 CL반응에서 

첨가구가 높은 값을 얻음으로 인하여 추가실험에서는 어류의 스트레스의 지표인 삼투질



- 100 -

(Osmolality) 농도를 측정하였다. Table 20에 삼투질 농도를 나타내었으며, 베타맥스를 공

급한 실험구가 공급하지 않은 대조구에 비하여 유의하게 낮은 값을 나타내었다. 일반적인 

넙치의 경우 삼투질 농도가 300-400 mOsm/kg 정도인 점을 감안하면 본 실험의 대조구

의 경우 462 mOsm/kg을 나타냄으로서 베타맥스 첨가구 보다 장기적으로 스트레스를 받

고 있는 것으로 사료 되어진다. 또한, 실험 2개월 동안의 누적 폐사율을 Fig. 19에 나타내

었다. 실험 시작 초에는 누적폐사율이 비슷하였으나 실험 종료 시점에는 폐사미수에 있어

서 실험구와 대조구 사이간의 현저한 차이를 보였다.
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Table 17. Weight gain, specific growth rate, protein efficiency ratio and feed efficiency 

for oliver flounder fed experimental diet for the two-months of feeding 

period1

Diets Control Betamax Pooled SEM2

Initial wt. (g) 703 697          3.76

Final wt. (g) 851
b

894
a

        11.9

WG (%)
3

21.1
b

28.3
a

         1.71

SGR (%)4 0.32b 0.42a          0.03

PER
5

1.10
b

1.47
a

         0.09

FE6 53.2b 66.6a          3.26

HSI7 1.91b 1.50a          0.15

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each row with a 

different superscript are significantly different (P<0.05). 

2Pooled standard error of mean

3Weight gain (%) = (final weight - initial weight) × 100 / initial weight  

4
Specific growth rate (%) = ((loge final wt. - loge initial wt.) / days) × 100

5Protein efficiency ratio : wet weight gain / protein intake

6Feed efficiency (%) : increase in biomass of fish × 100 / feed intake

7
Hepatosomatic index : (liver / body weight) × 100 
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Table 18. Proximate analysis of whole-body of oliver flounder fed             

experimental diet for the two-months of feeding period (% of as is basis)1

   
Diets

Pooled SEM
2

Control Betamax

 Moisture 68.7b 72.2a 0.73

 Crude Protein 19.4 20.0 0.17

 Crude fat   9.32
a

   5.45
b

0.79

 Ash  3.41   3.14 0.11

1
Values are means from triplicate groups of fish where the means in each row with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2Pooled standard error of mean
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Fig. 16. Body weight of oliver flounder fed the experimental diet during two months.



- 103 -

 

Weight gain (WG, %)

b

a

0

10

20

30

Control Treatment

W
G

Fig. 17. Weight gain (%) of oliver flounder fed the experimental diet during two 

months.
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Table 19. Serological and hematological characteristics of oliver flounder fed the 

experimental diet for the two months of feeding period
1
.

Diets
Pooled 

SEM
2

Control Betamax

Hemoglobin (g/dL) 10.6
b

13.4
a

0.23

Hematocrit (%) 18.7
b

22.0
a

1.88

Serum GOT (IU/L)3 18.2a 15.0b 2.12

Serum GPT (IU/L)
4

 7.40  6.00 1.23

RBC ( ×10
6 

cell/ul)
5

 2.97  3.30 0.29

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).    

2
Pooled standard error of mean.

3Glutamic oxaloacetic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0μmol of L-aspartate per minute at 25℃ and pH 7.4.

4Glutamic pyruvic transaminase. One unit is defined as the amount of enzyme causing the 

transamination of 1.0 μmol of L-alanine per minute at 25℃ and pH 7.4.

5
Red blood cell

Table 20. Osmolality in plasma of oliver flounder fed the experimental diet for the 

two-months of feeding period
1
  

Diets Control Betamax Pooled SEM2

Osmolality (mOsm/kg) 462
a

400
b

14.7

1Values are means from triplicate groups of fish where the means in each column with a 

different superscript are significantly different (P<0.05).

2Pooled standard error of mean.
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Fig. 18. Liver of olive flounder fed the experimental diet for the two-months of 

feeding period
1
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Fig. 19. Cumulative mortality of juvenile olive flounder fed two experimental diets for 

two months.
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우리나라의 주요 해산어종인 넙치양식현장에 있어서 면역증강 물질(Glucan)과 사료섭취

촉진물질을 적정수준으로 혼합한 베타맥스의 첨가는 성장률, 일간성장율과 비만도를 유

의적으로 증가시켰다. 이러한 실험결과는 이전의 실험실 규모의 실험과 전 실험의 현장 

실험에서와 같은 결과를 보여, 넙치양식현장에 베타맥스가 적용가능 함을 보여주었다. 그

리고 베타맥스를 장기간 공급할 경우 스트레스의 지표인 삼투질 농도에서 공급하지 않은 

대조구에 비하여 낮은 값을 얻음으로서, 베타맥스를 공급할 경우 넙치에 있어서 스트레스

를 감소시키는 것으로 사료된다. 따라서 본 실험에서 사용된 베타맥스를 넙치 사료내 첨

가하여 공급할 경우 어류에서 성장율 향상, 폐사율 감소, 비특이적 면역반응을 증강시키

며, 어류에서 스트레스가 감소되는 것으로서  면역증강물질과 사료섭취촉진물질의 혼합

제인 베타맥스는 넙치 양식현장적용이 가능할 것으로 사료되어 진다. 
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절  목표 달 성도

1 .  베타글루칸 생산 공 정  달 성도

 

가. 미생물에 의한 베타글루칸의 발효생산 최적화

     베타글루칸 생산균주인 Agrobacterium 속 균주를 선별하여, 모균주보다 생산성이 

20% 향상된 돌연변이주를 개발하였다 (대한민국 특허 450277). 탄소원으로는 설탕, 

질소원으로는 염화암모늄을 선정하여, 세포성장시기와 베타글루칸 시기 (베타글루칸은 

질소원이 고갈된 후 생산이 됨)를 나누고, 질소원이 고갈되는 시점에서 pH를 7.0에서 

5.5로 전이하는 이단게 회분식 배양법을 개발하였다. 이 결과 5리터 발효조에서  5일

간 배양 후 베타그루칸을 60g/L 이상 고농도로 생산할 수 있어, 당초 목표를 달성하였

다.

 나. Scale-up 기술개발로 베타글루칸 발효공정 확립

     Scale-up 배양조건은 대량생산을 위하여 반드시 선경해야할 과제이다. Agrobacte

rium은 호기성 균주로 산소 요구도가 크기 때문에 산소전달을 원활히 하기 위하여, 교

반속도를 올리거나 (5리터 교반조에서는 700 rpm) 공기 공급을 충분히 (공기부양형 

배양기에서 0.75vvm) 하였을때 생산성은 대규모 발효조에서도 큰 차이가 없었다. 이 

연구를 위하여 각각 300리터 교반형 발효기, 6톤과 34톤의 공기부양형 발효기 (air li

ft fermentor)를 사용하였다. 대량생산을 위하여 34톤 발효조를 이용하였다. 플라스크

에균주를 접종하여 24시간 배양하고 7리터 발효조로 전이하여 20시간, 300리터로 전

이하여 12시간, 그리고 6톤 발효조에서 15시간 발효한 배양액 3톤을 30톤에서 배양

부피를 22톤으로 하여 온도 30oC, 통기량 0.75vvm으로 하여 배양하였다. 세포성장

은 초기 12시간 지속되고 질소원이 고갈되면 세포성장이 중단되고 베타글루칸이 생성
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되기 시작한다. 최종 120시간 배양 후 베타글루칸 농도가 60 g/L를 상회하였다. 배양

액 부피는 증발로 20톤 정도로 감소되었으나, 최종 베타글루칸 생산량은 1200kg에 

달하였고 이때 설탕의 베타글루칸에로의 전환률은 0.42 g/g이었다. 이상의 결과는 당

초 목표를 충분히 달성한 결과이다.   

  다. 베타글루칸 대량생산을 위한 분리, 정제 및 분말화 공정 확립 

     베타글루칸 분말을 대량으로 생산하기 위해서는 발효액으로부터 베타글루칸의 분

리, 건조, 그리고 분쇄 공정이 필요하다. 베타글루칸은 수용액에서 불용성이므로 원심

분리에 의해서 상등액으로부터 분리된다. 이를 위하여 decanter 연속원심분리기를 선

정하였으며 유속을 300리터/hr로 하여 1기 당 일간 200kg의 베타글루칸을 생산할 수 

있으며 이때 수율은 80%를 상회한다. 열풍건조기에서 50℃로 건조한 시료는 경도가 

높기 때문에 햄머밀 (hammer mill) 분쇄기가 적합하고, 시간 당 300kg 이상 생산할 

수 있었다. 이렇게 조분쇄한 시료는 퇴종적으로 에어밀로 미분쇄한다. 미분쇄 시료중

의 베타글루칸 함량은 75%이며 분말의 입도는 150μm이었다. 이렇게 확립한 공정으

로 베타글루칸 기준으로 월 2000kg 이상 대량생산할 수 있다.   

      34톤 발효조에서 Agrobacterium 속 미생물 배양에 의하여 베타글루칸을 60g/L의 

고농도로 생산할 수 있는 발효 생산공정을 확립하였다. 베타글루칸을 분리하기 위하여 

decanter 타입의 연속 원심분리기를 선정하였고, 열풍건조기에서 건조하여 햄머밀 분

쇄기와 에어밀 분쇄기로 연이어 분쇄함으로써 150micrometer의 미분을 80%의 수율로 

확보할 수 있었다. 이는 월 생산능력이 2000kg 이상에 해당하는 것으로 최 종  사료첨

가 제를  월  4 0 톤  생산 할  수  있 는  대량생산  공 정 이다.  

2. 면역증강제로서의 베타글루칸 적용  

     베타글루칸의 면역증강 효과를 관찰하기 위하여 넙치 치어를 대상으로 하였으며, 

대조구와 사료 당 베타글루칸을 0.01%, 0.025%, 0.05%, 0.1%첨가한 실험구를 사용

하였다. 베타글루칸을 0.05% 이상 공급한 사료구에서 보체 대체 경로 활성 (ACH50)

과 혈청의 lysozyme 활성, 그리고 두신 phagocyte의 chemiluminecent (CL) 반응이 

가장 높아, 베타글루칸이 비특이적 면역반응을 강화함을 획인할 수 있었다. 베타글루

칸이 폐사율 억제 효과가 있는지 알아보기 위하여 Edwardsiella tarda를 접종하여 폐
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사율을 관찰하였다. 대조구에서는 접종 3일 후부터 폐사가 발생하여 6일 이내에 모두 

폐사된 반면 베타글루칸을 함유한  험구에서는 초기 폐사율이 현저히 감소되었으며 0.

05% 이상에서는 7일 경과 후에도 30% 이상이 생존하였다. 이상의 경과로부터 베타

글루칸이 넙치의 면역력을 증가시키는 효과를 확연히 알 수 있었다. 

 3. 사료첨가제 배합비 설계 및 시료의 면역증강 효과 조사

     양식어의 면역증강뿐만 아니라 성장촉진을 위하여 사료첨가제 배합에 대한 연구를 

하였다. 사료첨가제는 베타글루칸과 케라틴 가수분해물로 구성되었다. 케타틴 가수분

해물의 아미노산 조성은 아르기닌, 히스티딘, 이소루이신, 류신, 라이신, 메티오닌, 트

레오닌, 발린, 시스틴, 세린, 프롤린 등을 1에서 7% 함유한다. 넙치치어를 대상으로 

최종 급이되는 사료 중 베타글루칸 농도를 0.05%에서 0.15%, 아미노산복합제 함량을 

0.45%에서 1.35%로 조정한 시험구를 급이하면서, 면역증강, 사료효율, 증체에 대한 

연구를 하였다. 혈액 및 혈청의 성분 분석에서 헤모글로빈은 베타글루칸이 첨가된 모

든 실험구에서 높았으며 헤마토크리트는 베타글루칸 농도 0.1%이상에서 유의적으로 

높았다. 혈청내 GOT양이 베타그루칸 0.1%함유 실험구에서 낮았다. 한편, 베타글루칸

을 0.1%에서 0.15%로 하고 아미노산 복합체를 0.9%에서 1.35%한 실험구에서 증체

율이 다른 실험구보다 50% 이상 높았으며, 사료효율, 일간성장률, 단백질 전환효율도 

높았다. 이상의 결과로부터 최종 사료중 급이되는 베타글루칸 함량은 0.1%, 아미노산 

복합제의 함량은 0.9%로 함이 면역력 강화와 증체에 가장 우수할 것으로 판단되었다. 

      넙치를 대상어로 선정하여 베타글루칸의 면역증강효과를 살펴본 결과, 혈액내 헤마

토크리트 및 라이소자임 활성 증가함을 확인하였으며, 에드워드 병원군 공격실험에서 

폐사율 감소함을 알 수 있었다. 이를 토대로, 질병발생을 억제하고 성장을 촉진할 수 

있는 베타글루칸과 keratin 가수분해물 등 아미노산 혼합제로 구성된 면역증강 사료

첨가 제를  개발하였다. 현장에서 이를 사용한 급이(생사료 톤 당 3내지 5kg을 혼합하

여 자어에서는 지속적으로 성어에서는 격주투여)한 결과 사료효율 및 증체에 끼치는 

영향이 매우 큼을 알 수 있었다.
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4 .  시제품의 현장적용 시험 및 제품화 추진 

     현재, 최종제품을 ‘베타맥스’라는 상품으로 제주도 및 남해안을 중심으로 홍보를 강

화하고, 판매를 개시하였다. 주로 넙치를 대상으로 연구를 진행하여 왔는데, 최근 들

어 새우양식 및 내수어, 나아가서 돼지, 닭 등 일반 축종으로 사용범위를 확대하고 있

으며, 이를 토대로 해외 수출에도 적극 노력을 기울이고 있다.    

     최종 시제품의 조성은 이차년도 연구 결과를 토대로 베타글루칸과 아미노산 복합제

가 면역증강 및 증체에 유효한 농도와 제품의 가격 경쟁력을 고려하여 배합비를 설계

하였다. 시제품을 ‘베타맥스’라 명명하고 그 조성은 베타글루칸 10%, 케라틴 가수

분해물 50%, 그리고 3등급 밀가루를 40%로 구성하였다. 제주도 M 양식장을 선정하

여 넙치양식현장에 적용하였다. 베타맥스를 MP사료내 0.5%를 첨가하여 총 2 실험구

를 8반복으로 나누어 6개월간 사육한 결과, 증체율, 일간성장율과 비만도에 있어서 베

타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로  높은 결과를 보였다. 헤모글로빈(Hb)과 

헤마토크리트(hematocrit)에 있어서 베타맥스 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 높

은 결과를 보였다. 육성기 넙치에 있어서 성장 및 사료효율 촉진과 비특이적 면역반응 향

상을 위해 면역증강물질과 사료섭취촉진물질의 혼합제인 베타맥스의 효과를 넙치 양식

현장적용이 가능함을 보여주었다.        

  

제 2 절  기 대효과

    인류의 가장 중요한 식량 자원 중에 하나인 단백질 자원은 농․수․축산업분야에서 

생산되어 왔다. 하지만 현재 농․축산업의 생산량은 증가율이 한계에 이른 상태이고 인구 

증가와 환경문제 등을 고려할 때 계속해서 증가하는 인류의 단백질 수요를 앞으로 많은 

부분 수산업에서 충당해야할 것으로 보인다. 현재 주요수산식품(어류, 갑각류 및 연체동

물)의 세계 어업 생산고는 6천만 톤으로 한계에 도달한 것으로 예측되며 앞으로 다가오

는 2000년 이후에도 환경오염, 남획 등으로 말미암아 증가할 가능성은 매우 희박하다. 반

면에 전세계 주요수산식품의 양식 생산량은 계속적인 증가추세에 있어 수산양식업의 중

요성이 부각되고 있다. 이러한 상황에서 주요수산식품의 일인당 소비를 현 수준인 연간 
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13.5kg으로 잡아도 21세기초에는 인구의 자연증가에 따르는 소비의 급속한 양적 팽창이 

요구되어  2010년에는 3천4백90만 톤(2000년에 이미 3,500만 톤을 넘어선 것으로 추정

됨), 2025년에는 5천2백만 톤이며, 2035년에는 6쳔1백70만 톤으로 세계 어업 생산고보다 

많은 양이 수산 양식업에서 생산 공급되어야 할 것으로 예상되고, 소비 수준이 최소한의 

증가폭인 연간 1%씩 증가할 것을 가정하면 2035년에 1억2천만 톤 정도가 양식산업을 통

하여 생산되어야 할 것으로 추정되어 세계 수산 양식산업의 전망을 밝게 하고 있다.  

    외국의 경우 집약적 고밀도 사육에 의한 생산성 저하 및 어병에 대처하고, 양식산업

의 출발점이라고 할 수 있는 건강한 자․치어를 안정적으로 확보하고, 수산약품, 항생제 

등이 축적되지 않은 신선한 양식어류를 공급하기 위해서, 어류의 성장촉진 및 면역 증강

을 위한 첨가제 개발이 지속적이고 집중적인 연구를 통해 체계적으로 어종별로 이루어지

고 있다. 현재, 양식의 생산단가 중 어종별로 차이는 있지만 30～60%를 차지하는 배합사

료의 생산량이 전세계적으로 급속히 성장하고 있으므로, 성장촉진 및 면역증강을 위한 사

료첨가제의 수요가 급증하고 있다. 또한 새로운 첨가제를 개발을 위한 연구들이 전세계적

인 관심속에서 많이 이루어지고 있는 실정이다. 예를 들어, 일본의 경우 1960년대부터 사

료첨가제 개발의 중요성을 인식하고 뱀장어의 성장촉진 및 면역 증강을 위한 첨가제 개

발 연구를 시작하였다. 현재, 방어, 은어, 참돔, 전복 등 여러 어종에 사료첨가제 개발을 

위한 연구가 수행중에 있으며 이러한 연구를 통해 사료 섭취 촉진, 사료 유실 감소, 생산

성 증대, 건강한 종묘확보 등 양식산업전반에 많은 도움을 주고 있다.  

    하지만, 국내의 양식산업의 경우 사료첨가제에 대한 중요성을 인식하지 못하고, 사료

유실로 인한 수질오염과 질병치료를 위한 과다한 항생제의 사용으로 인해 생산성저하와 

소비자들의 양식어류에 대한 불신 등으로 인하여 경제적인 손실의 악순환이 계속되어 왔

었다. 그나마 다행인 것은 최근에 들어 각 사료회사 및 연구기관에서 사료첨가제의 중요

성을 인식하고 산학협동으로 국내 주요어종인 넙치와 조피볼락의 사료섭취촉진제 및 면

역증강 첨가제개발을 위한 연구가 이루어지고 있는 것이다. 따라서, 건강한 종묘생산의 

확보를 통한 양식산업의 생산성 증대와 신선하고 고품질인 양식어류를 소비자들이 안심

하고 구매할 수 있게 하기 위해서 각 어종별 성장촉진 및 면역증강을 위한 첨가제 개발

이 집중적으로 이루어져야 될 것으로 생각된다.  이러한 연구개발을 통해 국내 양식산업

의 활성화뿐만 아니라 국내양식수산물의 수출을 통한 수산 양식산업의 국제경쟁력 향상

을 이루고 수산 양식산업이 국가식량 기간산업으로 성장할수 있는 계기를 마련할 수 있

을 것으로 생각된다. 
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기 대효과

○ 양식업자들의 소득증대 :

    전염병에 대한 자체방어능력을 강화하여 육성율 증가  

    소모성 질병을 미연에 방지함으로서 사료효율의 개선 

   >>> 전 체적으로   경 제적 생산 을 가 능 케  함

○ 항생제의 남용 방지 :

    고급 수산물의 생산을 가능케 함>> 수출・입 경쟁력 및 부가가치 증대

○ 베타글루칸의 작용 기전에 대한 이해 :

    신기능 면역증강제의 개발 가능성 제시

○ 유사제품의 수입 대체 효과 및 수출 시장 참여   

문제점 (개선 방 향 )

○ 베타글루칸의 작용기전에 대한 이해 부족 

    >>> 본 과제를 통해 기초 지식 및 응용 기술 개발

○ 시장진입의 어려움(사료 시장의 배타적 구조)

    >>> 제품의 확실한 효과와 적용기술을 개발하여 시장으로 진입   

○ 제품의 경제적인 생산  

    >>> 발효공정 개선, 생산 균주 개량 및 후처리 공정의 효율화를 통해 해결

1 .  기 술 적 측면

○ 환경친화적인 베타글루칸 생산 가능

○ 효모나 곡물로부터 베타글루칸을 정제하는 것은 공정이 여러 단계로 이루어져     

   순수하게 분리정제의 어려움 >>> 화학처리 복잡 >>> 공해 유발

○ 특히 효모유래 베타글루칸은 소화하기 어려워 어류의 이용율이 낮은 단점이 있음 

○ 본 연구를 통해서 개발되는 베타글루칸 공정은 세포 밖으로 분비되므로 분리.정제

   가 용이하다.

2 .  경 제 · 산 업 적 측면

○ 기존의 베타글루칸은 정제공정의 어려움 뿐만 아니라 함유량이 적은 성분을     

    추출 정제하는 공정이 필요하므로 고가로 공급 (kg당 100,000원선에서 판매)

○ 이에 비하여 본 제품은 제조원가가 저렴한 공정 (목표 판매가 15,000원/kg)

○ 양식 농가에 소득을 증대 시킬 수 있을 것으로 기대됨

○ 배합사료의 원료로서 첨가된다면  국내 사료회사의 국제경쟁력이 강화
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기 존 방 법 베타맥 스  제품 사용

운영비

(전기료, 약제비)
 - 25백만원 * 12 = 300백만원 - 25백만원 * 11 = 275백만원

치어 대금 - 20만미 * 300원 = 60백만원 - 20만미 * 300원 = 60백만원

넙치 생산량 + 14만미 * 700g = 980백만원 + 15만미 * 700g = 1050백만원

사료 대금 - 420톤 * 500원/kg = 210백만원 - 420톤 * 500원/kg = 210백만원

첨가제 대금 0원
- 420톤 * 15,000원/kg = 

31.5백만원

수익금 410백만원   473.5백만원

베타맥스 

첨가시의 이점
 +  6 3 . 5 백 만 원

3 .  생사료내 베타맥 스  첨가 에 따 른  경 제성 분 석

   제주도의 1600평 규모의 넙치 양식장에서의 치어 20만미를 입식하고 12개월간 사육하

였다. 각각의 실험구당 생사료내 베타맥스를 첨가하지 않을 경우 실험구와 첨가했을 경우

에 따른 차이를 12개월로 하여 추정하였다(넙치 kg 단가는 10,000원, 베타맥스 15,000원, 

넙치 양식장 한달 운영비(전기료, 약제대금) 25백만원). 생사료 내 베타맥스는 0.5% 첨가

하여 공급하였다. 그 결과 사료내 베타맥스를 첨가시 전체 폐사율이 약 10,000미 정도

(5%) 감소하였고 증체량은 약 5% 정도 상승하였다. 

    앞의 결과에 따라 베타맥스를 첨가할 경우 사육기간을 첨가하지 않은 경우보다 약 1

개월 정도 앞당길 수 있었다. 따라서 사육기간을 1개월 앞당김으로서 양식장 운영비를 한

달 절약할 수 있고, 또한 질병 발생률이 5% 감소함에 따라 폐사량이 약 10,000정도가 감

소하게 된다. 따라서, 베타맥스를 첨가하여 공급할 경우의 수익은 약 95백만원(한달 운영

비 25백만원, 10,000미* 700g*10,000원 = 70백만원)정도 이며, 베타맥스를 첨가할 경우 사

육 기간 동안의 사료량은 약 420톤으로 베타맥스를 0.5%씩 첨가하여 공급할 경우 약 

2,100kg이 첨가되어 진다. 그러므로 베타맥스 이용대금은 약 31.5백만원이다. 따라서, 넙

치 양식장 1600평 규모에서 1년 동안 베타맥스를 사료내 첨가하여 공급할 경우 베타맥스

를 첨가하지 않을 경우보다 약 63.5백만원 정도가 절약되는 것으로 추정된다.

사료내 베타맥스 첨가시에 따른 이익 추정치 (인건비 제외)
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

제 1 절  미생물 발효에 의한 생산 공 정  기 술 의 활 용방 안

    베타글루칸은 곡류, 효모의 세포벽, 버섯류 등에 존재하는 다당으로서 본 연구과제에

서는  미생물발효에 의하여 베타글루칸을 대량생산하기 위하여 고농도 생산균주를 개발

하였고,  Scale-up공정을 확립하였으며, 현재 자사 공장에서 34톤 발효기를 이용하여 월 

2000kg 이상, 완제품 기준으로 40톤 이상을 생산할 수 있게 되었다. 이러한 공정결과는 

다당을 포함한 생리 활 성 물질 의 대량생산 을 위한 기 반 기 술 로  활 용될 수 있다. 

  ○ 제품의 제조방법, 규격, 급여 방법, 첨가물 조성에 대한 특허 확보 

  ○ 특허로 기술을 보호하면서 국내 시장 뿐 아니라 국제 시장으로의 진출

  ○ 시장 확대시 대형 발효회사에 기술 이전

제 2 절  면역증강 사료첨가 제로 서 의 활 용 방 안

   본 연구개발로 베타글루칸과 아미노산 복합제로 이루어진 새로운 양식어용 면역강

화 사료첨가제를 개발하여, 2004년 하반기부터 베타맥스, FC119 등 제품을 출시하였

다. 이러한 제품은 기존의 항 생제를  대체할  수  있 는  면역증강 효과 가  높 은  경 쟁 력 있

는  제품이 될 수 있다. 또한 넙치, 조피볼락 등 해수어 뿐만 아니라 송어, 미꾸라지 등 

담수어, 그리고 새우양식에 이르기까지 폭 넓 게  사용할 수 있다. 향후 다양한 어종 이

외에도 동 물사료첨가 제에서  면역증강제로 서  활 용을 계획하고 있으며 제품의 확장을 

위해 해 외 시장 을 개척 하기 위한 노력을 병행하고 있다.

-  제주도를 비롯한 국내 넙치 양식장에 최종 사료첨가제로 공급시 

   (당해년도 연매출을 2억원 이상 예상)

-  중국 및 베트남, 인도네시아 등 동남아지역 사료양식장에 수출

-  넙치 이외에 다른 어종으로의 적용확대

제 3 절  기 능 성 소 재 로 서 의 활 용방 안

최근 건강기능식품의 시장이 빠른 속도로 성장하고 있으며, 국민들의 웰빙에 대한 관

심이 높으므로 본 연구에서 개발한 베타글루칸 소재는 면역활성능이 있는 생리활성 물

질로서 밝혀져 건강기능식품 산업분야에서 기 능 성 식 품소 재 로  용도  활 용이 가능하다. 
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[별지 제11호 서식]

수산특정연구개발사업 연구성과활용결과 보고서

 

 ※ 작성요령 : 해당되는 항목은 빠짐없이 기록하되 란이 부족하면 별지작성 가능

 ① 연 구 과 제 명 미생물 발효에 의한 베타글루칸 대량생산 및 이를 이용한 면역증강용 사료개발

 ② 주관연구기관
(주)더멋진바이오텍

더멋진생명공학연구소   
 ③ 총괄연구책임자

    이 인 영         (인)

 (전화 :  041-861-9773   )

 (HP :   0 1 1 -9 8 0 8 -9 4 3 2  )

 ④ 참 여  기 업  (주)더멋진바이오텍  ⑤ 총연구기간
2001년 9월 ～ 2005 년 4 월

( 3 년  6 월)

 ⑥ 연 구 개 발 비

(천원)

계  225,000

 ⑦ 총참여연구원

        (명)

총 인 원          18

정부출연금  180,000
내부인원          15

기업부담금   45,000

외부인원           3기  타

 ⑧ 주요 연구개발 목표 및 연구내용(간략히 작성)

  - 연구목표 및 내용

    건강한 양식어의 생산량을 증대하기 위한 면역증강용 사료개발을 최종 목적으로한다. 이를 위하여

    베타글루칸 대량생산 공정을 확립하고, 첨가제 개발을 위한 설계 시험과 현장 평가를 한다. 

  - 연구결과 및 결과별 활용가능영역(산업체활용, 교육․지도활용, 정책활용 등)

    베타글루칸을 항생제 대체 면역증강제로 수산어 용 배합사료에 보급하여 사용을 확대한다.    

연

구

성

과

의

활

용

 ⑨ 연구성과활용 총괄 (해당되는 모든 란 기재)

산업화

(기술실시계약

체결건수)

산업화 추진실적

(보류, 중단 등)
교육․지도활용 정책활용

타연구에 활용 및

2단계연구에 활용

기타 활용

(내용 :      )

건 건 건 건 건 건

산업재산권 학술지 게재 학술대회 발표 언론․저널보도 전시회참가
기타 홍보

(내용 :      )

       3  건

(국내 : 3 건)

(국외 :   건)

2 건          

(국내 : 1 건)

(국외 : 1 건)

9 건 

(국내 : 5 건)

(국제 : 4 건)

건

(국내 :  건)

(국외 :  건)

          건

(국내 :   건)

(국제 :   건)

          건

 ⑩ 연구성과 활용에 따른

    예상 기대효과

 넙치 치어 20만마리 입식하여 1년을 육성하였을때 약 60천만원의 

농가 수익증대가 예상된다. 농가 보급 및 배합사료에 첨가를 

확대하여 베타글루칸 면역증강제의 사용을 확대한다. 

 ⑪ 연구성과 활용시

    애로사항 및 건의사항

 국내외 사용을 확산하기 위하여 다양한 홍보 정책을 

강화하여야 한다
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연

구

성

과

의

활

용

 ⑫ 산업화 활용(기술실시계약 체결)내역 또는 산업화 추진실적

업체명
(대표자 및

연락책임자)

전  화
번  호

업체현황
(설립시기, 자본금,

직원수 등)

산업화시기
(예정)

기업활용유형
(신제품명 및 

특성,공정개선등)

  ※ 기술료징수내역

1년차(  년) 2년차(  년) 3년차(    년)

4년차(  년) 5년차(  년) 6년차(    년)

7년차(  년) 8년차(  년) 현재징수총액

 ⑬ 실적(1년동안)

수입대체효과
(백만원/년)

수출증대효과
(백만원/년)

매출증대효과
(백만원/년)

생산성향상효과
(백만원/년)

고용창출효과
(인력양성인원수) 기타

 ⑭ 향후 기대효과

수입대체효과
(백만원/년)

수출증대효과
(백만원/년)

매출증대효과
(백만원/년)

생산성향상효과
(백만원/년)

고용창출효과
(인력양성인원수) 기타

 ⑮ 교육 및 지도활용 내역

교육명칭 교재명 일시 장소
참석

대상
인원 주요내용 기대효과

 ⑯ 정책활용 내역(수산시책 반영 및 정책건의)

시책명 주관부처 일 시 시책추진실적 및 계획 기대효과

 ⑰ 타 연구개발사업에의 활용

연구사업명 연구제목 연구자 연구기간 본 연구와의 관계
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연

구

성

과

의

활

용

 ⑱ 산업재산권(발명특허, 실용신안, 의장 등) 

구  분

(발명특허, 

실용신안 등)

명칭(기술명) 출원국가
출원 등록

출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

국

내
발명특허

베타글루칸을 고농도로 

생산하는 신균주
대한민국

김미경

이인영
2004.9.15 특허450227

국

내
발명특허

어류의 생장을 

촉진시키는 베타글루칸을 

포함한 사료

대한민국

정 경 희 , 

최 원 아 , 

배승철

2001. 6. 8 2001-31885

국

내
발명특허

생장촉진용복합 아미노산 

조성물 및 사료
대한민국

배 승 청 , 

정 경 희 , 

최 원 아 , 

옥임호

2002.2.28 2002-10842

 ⑲ 국내외 전문학술지 게재

연구자 연구제목 학술지명 통권, 호 년, 월 발행기관(국명)

국

내

심정현, 

최원아, 

외 2인

Agrobacterium 

베타글루칸의 면역활성 

효능

약학회지 46권, 제6호 2002년 6월 한국약학회지, 한국

국

외

김미경 

외 3인

Enhanced production of 

betaglucan by a 

mutant strain

Biochemical 

Eng. J
16 2003년 Elsevier, 영국

 ⑳ 국내 및 국제학술회의 발표

발표자 발표제목 학술대회명
인쇄물 명칭, 

통권, 호
년, 월, 일 장소, 국명

국

내

 이인영 

외 3인

Immunopharmacological 

acitivity of betaglucan

한국식품

과학회
2001년 10월 18일  제주도, 한국

국

외

심정현, 

최원아, 

윤도영

Immunomodulative 

activity of various 

betaglucan

Experimental 

Biology
 2001년 4월 20일  New Oreans, USA

옥임호, 

배승철 

외3인

Effect of dietary 

betaglucan on immune 

response in juvernile 

oliver flounder

World 

aquaculture
 2002년 4월 22일  북경, 중국

 ꊊꊓ 홍보실적(신문, 방송, 저널 등)

홍보유형 및 

매체
제  목 내    용 일시

홍보면

(채널)

저널
양어용 면역증강사료의 

필요성 및 개발동향
베타글루칸의 활용 소개 2004. 8 월간사료

 ꊊꊔ 전시회 등 참여(전시회, 박람회, 제품설명회 등)

행사주최 행사명칭 참가주체 전시품목 일시 장소

 ꊊꊕ 기타 활용 및 홍보실적

 ※ 첨부 : 작성내용 증빙자료 사본(기제출 자료는 제외)
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