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요 약 문

I   제 목   

해양바이오�기반�청정�기능성·산업소재�대량생산�기술�개발�

II   연구개발의 목적 및 필요성   

1. 연구개발 목표

○ 해양ㆍ극한 생물자원을 활용한 산업소재 대량생산 플랫폼 구축 및 활용

- 비광합성 해양·극한 미생물 기반 가스전환 플랫폼 구축 및 활용기술 개발

- 농축 고염분수 활용 기능성 해양생물원료 대량생산 및 산업소재 개발

- 수층별 서식범위에 따른 복합생물자원생산 및 이를 이용한 레저/관광 자원화 기반기술개발

2. 연구개발 필요성

○ 해양생명공학기술의 실용화 기반 구축: 원재료 대량 생산기술 확립 필요

○ 新기후협약 체제 대응을 위해 해양ㆍ극한미생물의 탄소대사연구/활용기술 필요

○ 염지하수(용암해수)의 먹는 물 산업 활용에 따른 부산물(농축 고염분수, 70‰)의 산업적 재활용 

필요성

○ 고부가가치 해양무척추동물 파일럿 생산 기술 필요성

○ 핵심기술

ü 해양ㆍ극한 생물자원 배양 기술: 혐기성균주, 고염 적응균주 배양과 성장특성 분석 관련 기술

ü 오믹스 분석 기술: 균주 특성 이해에 필요한 유전체, 전사체, 대사체, 생물정보 등 분석기술

ü 균주 개량 기술: 선정된 균주의 성능 개선을 위한 적응진화, 대사공학, 유전체 편집 등

ü 유용 성분 발굴 기술: 기능성 성분의 추출, 분석, 평가 (독성 포함)에 관련된 제반 기술

ü 생물반응기 기술: 고농도 세포배양기술 (가스전환의 경우 최종 OD 10< 달성을 위한 기술, 고

염 적응 생물의 경우 3톤 규모 반응기 운영 기술)

ü 가스발효 기술: 미생물을 이용하여 일산화탄소, 이산화탄소, 메탄, 합성가스와 같은 탄소원 역

할을 하는 가스기질을 이용하는 생물반응기를 운전하여 이들 가스를 유용한 산물로 전환 

ü 수층 공간 특성, 먹이생물 분석 기술 및 어장 시설 설계, 관리기술
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III   연구개발의 내용 및 범위   

1. 산업적 활용 가능한 해양·극한 환경 유래 해양생물자원 확보 및 특성 규명

○ 우수균주 확보: 가스전환 균주, 유기산 활용 균주, 고염 적응 균주 등

○ 균주 특성분석: 최적배양조건 확립, 오믹스해석, 대사산물/대사경로 분석 등

○ 우수 균주 대사특성 이해를 통한 성능 개량 : 적응 진화, 대사경로 편집 등

○ 고염 적응 생물자원의 유용 성분 연구 

  - 추출물/가공물 제작, 기능성 평가를 통한 유효성분 발굴, 작용 기전 연구

  - 세포독성 평가, 동물모델을 이용한 단기/장기 독성 평가 등

○ 물리·생물학적 모니터링을 통한 수층별 미세조류 자원량 파악 및 분리

2. 해양생물자원의 기능 심층 분석을 통한 대량생산 공정 구축

○ 모델균주를 이용한 가스전환 기술 고도화 : 고농도 배양 기술 확립

○ 고염성 생물의 대량생산 조건 : 배양시스템 제작, 시스템별 배양특성 분석

○ 고염성 해양생물원료의 성분 안정화 대량생산 공정 확립 : 생산시설 스케일업, batch별 성분변

화 분석, 지표성분 설정/분석을 통한 원재료 표준화공정 확립 등

○ 해수 가공 미네랄 생산 및 이를 활용한 해양 미세조류 대량 배양기술 확립

○ 미세조류를 먹이생물로 한 해양무척추동물 양식 기술 확립

3. 산업적 소재 생산 및 활용 플랫폼 기반 기술 구축

○ 가스전환 해양·극한미생물 플랫폼 확립 및 활용 

  - 균주, gas fermenation기술, 소재 생산 연동 시스템 확립

  - 산물 다변화, 혼합영양조건, 유기산 전환기술 등

○ 고염생물의 기능성 물질 실용화 기반 구축

  - 유효성분 함량 증진 기술, 유효성분 최적 추출 공정 개발 및 기준시험법

  - 유해물질에 대한 규격/시험방법 관련 자료, 안전성 자료, 기능성 자료 등

○ 해양무척추동물 생산력 평가 : 병원체 검출 기술, 무척추생물 대량생산을 위한 자원관리, 시설 

유지/관리 시스템 확립

4. 수층공간이용 냉수성생물자원 생산 기술 개발

○ 양식자원 위해 환경 및 먹이생물 모니터링

○ 부착생물 저감방안 연구

○ 양식자원 복합단지 조성기술 개발

○ 해양공원 모델개발
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IV   연구개발 결과   

q 정성적 연구성과

 1. 가스전환 해양·극한미생물 활용기술 개발

 ○ 신규 해양미생물자원 확보; 10종 (12주) 

   - 국내연안 해양환경으로부터 신규 화학무기독립영양 미생물자원 3 (5주) 확보

   - 국내연안 해양환경으로부터 신규 혐기성 미생물자원 7종 확보

 ○ 신규 해양미생물자원 유전체 분석; 2종(4주) 

   - 확보한 신규 화학무기독립영양 미생물자원 2종(4주)에 대하여 유전체 분석 후 Acetobacterium 
sp. ES2와 ES3에 대하여 표준균주 A. woodii와 E. limosum과 심도있는 비교유전체 분석

 ○ 신규 해양미생물자원 생리적 특성 분석; 4종 

   - Acetobacterium sp. ES2와 

ES3에 대하여 최적 생육

조건 탐색 및 다양한 C1 

compounds(CO2/H2, CO, 

formate, methanol) 대사능 

분석 
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 ○ 모델균주 Clostridium sp. AWRP를 활용하여 가스발효시 OD600=5.4 달성

 ○ 모델균주 Clostridium sp. AWRP를 활용하여 가스전환 연속배양시 아세트산 생산성 약 8 g/L/d 도달

 2. 고염분수 활용 기능성 해양생물원료 대량생산 및 산업소재 개발

 ○ 고염분수 활용 미세조류 대량배양 연구 (200L 및 10ton급 배양)

   - 고염분수를 활용한 미세조류 2종(Tetraselmis sp.. Dunaliella salina)에 대한 배양 연구 수행

   - 고염분수에서 Tetraselmis sp.의 단위면적당 생산성 47.2g/m2/d 달성

   - 고염분수에서 Dunaliella salina의 단위면적당 생산성 48g/m2/d 달성
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   - 미세조류-미생물 하이브리드 배양: 효모담체로부터 생산되는 이산화탄소를 이용해 미세조류의 

성장성을 향상시킴. 이를 기반으로 하이브리드 대량배양 시스템 설계

 ○ 고염배양 해양생물 추출물 및 가공물 제조/효능평가

   - Dunaliela salina 및 Tetraselmis sp.의 일반성분, 유용성분 및 영양성분 분석

   - Dunaliela salina 추출물 제조 및 효능평가: 항산화, 간보호, 항염증 활성을 나타냄

   - Tetraselmis sp. 추출물 제조 및 효능평가: 항산화, 항염증 활성을 나타냄

   - 해양생물 가공물 제조: 해양생물종 7종(미세조류 2종, 해조류 3종, 해양미생물 3종)을 바이오매

스로 사용하여 김치 유래 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum을 이용해 3일간 발효 진행

   

   - Dunaliela salina 가공물의 효능 평가: 항암활성을 나타냄

   - Tetraselmis sp. 가공물의 효능 평가: 항산화, 항암활성을 나타냄

   - 구멍갈파래 가공물의 효능 평가: 항산화, 항암, 콜라겐 합성, 보습 활성을 나타냄

   - 감태 가공물의 효능 평가: 항산화, 항염증, 항당뇨, 항암, 보습 활성을 나타냄

   - Bacillus aquimaris S2947 가공물의 효능 평가: 항암 활성을 나타냄

   - Zunongwangia atlantica S6003 가공물의 효능 평가: 항암 활성을 나타냄

   - 항균물질 생산 해양미생물 18균주(16종) 탐색 (colony picking method) 및 14균주에 대한 추출물

제조

   - 인체 병원성 미생물 9종에 대한 항균 효과 확인
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 ○ 미세조류 유래 펙틴의 프리바이오틱 효과 분석

   - 펙틴 섭취시 쥐의 장내 미생물 군집변화 분석: 유해균 감소, 유익균 증가

   - 면역관련 유전자 발현패턴 변화 분석

   - 조직학적 분석

 3. 수층공간이용 복합생물 자원개발

 ○ 양식자원 위해성인자 환경모니터링 병원체목록 조사

   - 2018-2020년 해양 바이러스를 분석한 결과 21개과가 출현하였으며, phage가 더 높은 비율로 출현함.
   - 주변 해수와 가리비를 비교 한 결과 가리비의 위 내용물에서 Virus비율이 더 높은 비율을 차지 함

     이러한 결과로 볼 때 지속적인 해역위생안전 모니터링이 필요 함.

 ○ 해역 수층별 수질환경 조사

   - 3년간 수층공간 양식어장 환경조사 결과 냉수성 생물은 여름철 수심 15-20m가 적합한 것으로 

나타남

 ○ 수층공간에 따른 양식자원생물의 먹이생물 분포

   - 주요 먹이생물은 녹조류는 Bathycoccus prasinos, Micromonas pusilla, Micromonas sp., 규조류는 

Coscinodiscophyceae였으며 계절별로는 겨울철에는 수심에 관계없이 녹조류가 높은 분포를 보인 

반면, 여름철에는 20m 이하에서 규조류 및 녹조류가 높은 빈도로 출현

       
 ○ 양식어장 부착(위협) 생물 저감방안 

   - 양식어장 대상생물의 성장, 작업, 상품성, 경영비용에 직접적인 영향을 주는 양식위협생물 제어

방안을 찾음으로서 대상해역에서의 양식가능,불가능 판정기준을 수심별로 판정 할 수 있는 기준

을 마련함.
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2020년 월별 수심별 조사 생물가입 양상

   - 부착생물 저감방안으로서는 수심 20m 이하를 활용하는 것을 제시함

 ○ 양식.자원 복합단지 조성 및 비즈니스 해양공원 모델개발

   - 해양환경 및 먹이생물, 부착생물을 기반으로하는 조사내용을 종합고찰하여 패류양성실험 결과 

비단가리비의 경우 연안보다는 외해, 표층보다는 중층에서 빠른 성장을 보임

 

    외해  양식비단가리비 성장              연안 양식비단가리비 성장 

   - 남해안에서의 참조기 가두리양식산업화 가능성확보(서해안 월동폐사관계로 양식불가)

     
통영양성중인 참조기

   - 국내 수층공간  양식어장 복합단지 어장설계도서 작성

      수층공간이용 연승식 양식어장                 바닥식 케이지 양식어장
      

 



- IX -

q 정량적 연구성과

 

V   연구개발결과의 활용계획   

○ 비광합성 탄소고정 및 탄소대사 능 해양유래 우수 균주 확보로 응용기술 개발에 필요한 원천자

원 및 기술 제공

○ 대사공학 또는 합성생물학 기술을 이용하여 재조합 균주 및 유용물질 생산 시스템에 응용

○ 유용물질 생산 산업용 균주를 확보하여 국내 해양바이오기술 선진화

○ C1가스, 해양바이오매스로부터 유용물질생산 기술 개발에 적용

○ 농축 고염분수 기반 유용 해양생물자원의 안정적 대량생산을 통한 산업화 기반 마련

○ 연안, 근해 해양생물자원증대 및 자원조성 기술 사업에 활용

구분 가중치
(%) 과제 설정 목표(건) 세부 

가중치(%) 달성(건) 달성도(%)

과학적
성과 논문 60

mrnIF 81점 이상 2 20 4 200
mrnIF 61~80 3 30 5 167
mrnIF 41~60 5 25 5 100

mrnIF 40점 이하 5 20 1 20
KCI 2 5 4 200
소계 17 100 19 100

기술적 성과 특허 30

국제특허 출원 2 20 5 200
국제특허 등록

국제특허 추가등록

국내특허 출원 7 50 8 100
국내특허 등록 4 30 4 100

경제적 성과 기술료 0 기술이전 1 100 1 100

사회적,인프
라..

홍보활동 5 연구과제 홍보 1 100 2 100
대외활동 5 기획, 평가, 세미나 등 2 100 2 100

계 - 100% - 100
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제1장  연구개발 과제의 개요

제1절  연구의 목적 및 내용

1. 연구개발의 목표 및 최근 연구동향

가. 최종목표

□ 최종목표

○해양․극한 생물자원을 활용한 산업소재 대량생산 플랫폼 구축 및 활용

 - 비광합성 해양·극한 미생물 기반 가스전환 플랫폼 구축 및 활용기술 개발

 - 농축 고염분수 활용 기능성 해양생물원료 대량생산 및 산업소재 개발
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 - 수층별 서식범위에 따른 복합생물자원생산, 이를 이용한 레저/관광자원화 기술개발

  

□ 최근 연구동향

❍ 해양유래 화학무기자가영양(chemolithoautotroph) 미생물

ü 해양환경에서 보고된 중온성 화학무기자가영양 미생물의 경우, 대부분 γ-Proterobacteria 

또는 ε-Proteobacteria에 포함되며 symbiont로 많이 알려져 있음. 2007년에는 호기성 Fe(II)

을 에너지원으로 사용하는 화학무기자가영양 미생물인 Mariprofundus ferroxydans 균주가 

보고되어 새로운 ζ-Pproteobaceria 그룹을 형성함(Nakagawa & Takai, FEMS Microbiol Ecol 

2008).

ü 해양 열수구 환경 주변에서는 Aquificales, Desulfurococcales, Desulfurobacterium group, 
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Nautilales, Thermodesulfobacterales, Archaeoglobales 목에 포함되는 다양한 고온성/초고온

성 화학무기자가영양 미생물이 보고됨(Nakagawa & Takai, FEMS Microbiol Ecol 2008).

ü 화학합성 공생미생물 (chemosynthetic symbionts)들이 주로 극한 환경 해양생물과 공생관계

를 이루고 있으며, 약 7 문(phyla)에 해당하는 것으로 확인되었으며, 일부 해양생물에서 화

학무기자가영양 미생물이 확인됨(Dubilier et al., Nat Rev Microbiol 2008).

❍ 가스전환기술 연구동향

ü 광합성생물을 활용한 탄소전환기술에 더하여 최근 비광합성 독립영양미생물을 발굴하고 이

들을 이용한 탄소전환 (발효), 개량 연구가 급격하게 증가 

ü 빠른 탄소고정능을 가지고 있는 Acetobacterium woodii 등의 경우 이산화탄소와 수소를 이

용한 높은 수준의 아세트산 생산성(최대 35∼43 g/L, 단위부피당: 0.18∼0.24 g/L/h) 보고

ü 성장과 숙신산 생산에 CO2가 필요한 미생물인 Actinobacillus succinogenes를 이용하여 다양

한 바이오매스 가수분해물 또는 농업 폐기물을 이용하여 숙신산 생산 (Yu et al., 2013; Li 

et al., 2011)

ü Lanzatech, 독일 Evonik 케미칼 등이 산업 폐가스이용 소재 생산 사례보고 

ü Ralstonia eutropha 이용 수소와 이산화탄소로부터 바이오플라스틱 polyhydroxyalkanoate 

(PHA), 디젤급의 메틸케톤 생산 (Yu et al., 2013; Müller et al., 2013). 광전기 장치 개발로 

이소부탄올, 메틸부탄올 생산 (Li et al., 2012). 미생물 전기촉매작용 통합 시스템으로 생성

된 수소를 이용하여 polyhydroxybutyrate, 부탄올, 파네센 (farnescene), 긴사슬 알켄 생산 

(Hawkins et al., 2013)

ü Clostridium 종 이용하여 CO2로부터 아세트산, 메탄올 생산. 유전자 조작된 Clostridium 종 

(C. ljungdahlii) 이용하여 합성가스로부터 부탄올 생산 (Ampelli et al., 2015). 독일 Evonik 케

미칼회사는 아세트산 생성균 이용하여 산업 폐가스로부터 아세톤을 생산

ü 극한 환경에서 성장하는 고세균을 이용한 탄소 전환 연구로는 메탄 생성균에 의한 메탄 생

산, 호염성균에 의한 PHA (polyhydroxyalkanoate) 생산이 있음

ü 수소-산화 세균들이 이산화탄소 고정시 수소를 필요로 하는 것에 반해, 다른 전자공여체 

(sulfide, thiosulfate, nitrite)를 이용하는 미생물군집 연구가 수행됨 (Hu et al., 2009)

ü 미국 DOE에서는 non-photosynthetic microorganisms을 플랫폼으로 C1 compound(CO2, 

HCO3
-, HCOOH) 및 다양한 energy source를 이용한 바이오연료를 생산하는 연구 진행

ü 미국을 중심으로 한 선진국들은 CO2의 생물학적 자원화에 관한 성공적인 기초연구를 활용

하여 2000년대 중반이후 벤처기업의 창업이 활발하게 진행되고 있음

❍ 자가영양 플랫폼 균주의 활용연구

ü 자가영양 플랫폼 균주로서의 활용연구는 1) heterotroph => autotroph으로 engineering 하는 

연구, 2) autotroph과 heterotroph의 hybrid system, 3) 다양한 에너지원을 전기장치로 제공

하는 hybrid system로 나눌 수 있음(Claassens et al., Naure. 2016. 14, 692-706). 하지만, 해

양환경 유래의 화학무기자가영양 플랫폼 균주는 전무함.
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나. 연구원의 비전 및 기능, 중기전략계획 등과의 연계성

□ 해양과기원 임무 및 경영목표 등과의 연계성

○ 해양자원의 관리·이용·개발에 관한 연구는 한국해양과학기술원의 발전 전략(2012-2020)에 따

❍ 고염성 해양생물자원 대량배양/활용 기술

ü 해양미세조류인 듀나리엘라(Dunaliella sp.)는 고염 스트레스에 의해 지질(lipid)의 생산량이 

70%이상 증가함을 보고

ü 미세조류 및 해조류가 고염 환경 조건에 노출되었을 때 산화스트레스가 유발되고 이로 인

해 항산화 물질이 증가 (Dunaliella tertiolecta, Cladophora glomerata, Enteromorpha 

ahlneriana, Ulva prolifera 등)

ü 호염균인 Naloterrigena hispanica, Natronococcus occultus에서는 혈액응고, 항균, 항곰팡이, 

항바이러스, 항암 효능을 갖는 diketopiperazines라는 물질을 생산

ü 일본, 호주의 경우 고염 미세조류를 대량생산하여 먹이생물/기능성 소재로서 상업생산 중임

❍ 수층공간이용 복합생물자원 개발 

ü OECD 수산위원회에서는 환경변화에 대응한 생태계 기반 어업관리를 권고하고, 수산 선진

국에서는 먹이생물, 체장변화 등 생태조사를 강화하고 있음. 특히 노르웨이, 유럽, 미국 등

은 수산생물 가이드라인에 따라 자원조사의 빈도와 범위를 지속적으로 확대하고 있음표층

식/중층식 어장시설 중 가장 우수하다고 평가받고 있는 제품인 폴라써클 가두리(Polarcirkel 

cage, AKVA Co.)는 현재 유럽에서 가장 많이 사용되고 있음

ü 국내와 같이 수층공간을 다각화하여 어·패류를 양성하는 사례는 없음

ü 유럽에서는 양식 강국인 노르웨이·스웨덴·영국 등의 북유럽 국가와 지중해 연안국이 활

발하게 표․중층 외해양식어업을 추진하고 있음. 특히, 유럽연합 차원에서 외해양식기술연구

그룹(Offshore Aquaculture Technology Platform)을 결성하여 외해양식 관련 연구 수행 중

❍ 자원생물을 이용한 비즈니스형 해양공원모델 개발

ü 해중공원 역사는 1950년경 미국의 카리브해와 오스트레일리아의 그레이트 배리어 리프의 

초호(礁湖)에 있는 여러 섬에 국립공원 또는 국가 보존지를 설정한 것이 시작임

ü 세계에 지정되어 운영 중인 해중공원들은 다양한 환경 조건을 가지고 있지만 그 공원을 활

용하는 생태관광이나 일반 관광업에 사용되는 인프라 시설로서 가장 대중적인 것은 바닥이 

유리로 된 배(glass boat)이며, 그 밖에 해중 전망탑, 스노클이나 아쿠아렁에 의한 해중 유영 

등이 있으며 그 외 수족관, 낚시터, 요트장, 해수욕장 등을 들 수 있음

ü 최근, 기존 생태보호 개념의 해양공원과는 다른 수중조각공원이 2006년 그레나다에 세워졌

고 그 후 멕시코, 바하마제도, 그란카나리아제도(스페인령)에 세워짐
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른 주요기능이며 해양생물·유전자원은 대표적인 해양 자원임

- 해양생물자원 이용기술은 해양과기원의 기본 이념, 비전 및 미션과 연계하여 선정한 12대 중점 

연구 분야이며 이에 따른 전략 연구과제로 ‘차세대 해양생물 유전체 해독 및 활용 연구’, 

‘ 해양 원시 단백질 3차 구조 규명을 통한 진화의 분자기작 규명’등의 연구과제가 선정되었

음 

- 본 연구과제는 해양생물의 유전체 해독을 기반으로 해양모델생물개발과 유전자 신기능 및 구

조 연구를 주 연구 내용으로 하고 있기 때문에 해양과기원이 지향하는 이념, 중점 연구 분야, 

연구 전략과 일치하며 기술원의 고유 기능에 충실하면서 기술원 발전에 기여할 것임 

○ 해양자원의 발굴과 활용에 중점을 두는 한국해양과학기술연구원의 발전취지와 직접적으로 연계

될 수 있는 연구가 필요 

- 해양생명공학연구센터를 중심으로, 다양한 해양환경으로부터 극한생물자원을 확보하여 ‘해양

극한자원뱅크’를 운영하여 자원의 활용과 가치를 극대화하기 위해 노력하고, 특히 오믹스 연

구와 대량의 생물학 정보 분석 컴퓨팅기술을 확보하여 다양한 유용한 해양극한생물자원의 유

전체연구를 통해 극한생명현상을 이해하고, 이를 바탕으로 유용한 바이오신소재 발굴, 바이오

수소, 에너지연구에 노력해옴

- 본 연구는 해양생물 자원의 유용한 가치를 확보하고, 전세계적으로 진행되고 있는 오믹스활용

연구를 통해 바이오산업의 원천,응용기술을 개발하여 국가의 국격을 높이고, 미래산업 창출이

라는 가치에 부합

□ 해양과기원 연구성과계획서 성과목표와의 부합성

○ ‘한국해양과학기술원 2018-2022 연구성과계획서’에 제시된 전략목표 ‘해양바이오 전략광물자원 

개발 및 미개척 대양 신자원 탐사’ 하의 성과목표 ‘해양생물 유전자원 활용기술 개발’의 주요 

분야



- 6 -

2. 연차별 연구개발의 목표 및 내용

가. 정성적 목표

(단위 : 천원)

구분
연차별 성과목표 및 연구내용

성과목표 연구내용
연구비

(직접비)

1차년도

1. 해양극한 생명자원 확보

1-1. 해양․극한 환경 시료확보/미생물 다양성 분석

510,0001-2. 해양․극한 환경 시료로부터 생명자원 확보 및 특성 
분석

2. 가스발효 OD>3.0달성 2-1. 모델 균주 기반 gas fermentation 기술개발 452,000
3. 고염 해양생물자원 기초 
기능성 연구

3-1. 유용 해양생물 추출물/가공물 제작 및 기초 기능
성 평가

630,000

4. 냉수층 공간 분석 및 생
태계, 위해환경 모니터링

4.1 병원체 검출기술, 먹이생물 및 부착생물 분포
242,0004.2 심층 어장 설계/유지/관리/생산 및 대상품종 선정

4.3 복합해양공원 모델 연구
계 1,834,000

2차년도

1. 해양극한 생명자원 확보
1-1. 해양․극한 환경 시료로부터 생명자원 확보 320,0001-2. 우수 균주 선별 및 특성 분석

2. 가스발효 OD>5.0달성 2-1. 모델 균주 기반 gas fermentation기술 고도화 430,000
3. 고염분수 활용 대량 배
양 기술 및 기능성 물질 
함량 증진 기술 확립

3-1. 고염 해양생물원료 대량생산 필요조건 연구
750,000

3-2. 고염 해양생물자원 추출/가공물의 유효성분 발굴

4. 냉수층 공간을 이용 위
생안전 어·패류 복합양식
해양생물자원개발

4.1 병원체 모니터링, 먹이생물 및 부착생물 특성

230,0004.2 심층 어장 시설 구축 및 대상품종 양성기술

4.3 복합해양공원 모델 연구

계 1,730,000

3차년도

1. 해양․극한 생명자원 확보
1-1. 해양․극한 환경 유래 생명․유전자원 확보-특성분석 220,000
1-2. 우수 균주 선정 및 특성분석

2. 가스발효 OD>10 달성 2-1. 해양미생물이용 gas fermenation기술 최적화 500,000
3. 고염분수 배양 해양생물
원료의 성분 안정화 대량
생산 공정 확립

3-1. 고염 해양생물자원 추출/가공물의 유효성분 규명
780,000

3-2. 해양생물원료성분 안정화 생산 프로토콜 구축

4. 냉수층 공간을 이용 위
생안전 어·패류 복합양식
해양생물자원개발 

4.1 병원체 진단기술, 먹이생물 및 부착생물 특성
230,0004.2 계절별 대상생물의 수층공간 이용기술

4.3 복합해양공원 모델 연구
계 1,730,000

4차년도

1. 해양․극한 생명자원 확보 1-1. 개량 균주특성분석 140,000
2. C1가스전환 acetate생산

성 6 g/L/d < 달성 2-1. 플랫폼 확립, 소재생산 활용 및 산물 다양화 580,000

3. 고염분수 배양 해양생물
원료로부터 기능성 물질 
생산/추출 공정 확립

3-1. 고염분수 배양 해양생물원료의 성분 안정화 대량
생산 공정 확립 (±20% 이내) 780,0003-2. 고염분수 배양 해양생물 원료 및 유효성분의 안전
성 및 안정성 평가

4. 수층공간 이용 위생안전 
어·패류 해양생물자원개발 
및 이를 이용한 비즈니스
형 해중공원 모델 개발

4.1 병원체 모니터링, 먹이-양식생물 먹이특성 분석

230,0004.2 부착생물 제어, 양식생물 양성기술 매뉴얼

4.3 복합 해중공원 모델 연구

계 1,730,000
합 계 7,024,000
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나. 정량적 목표 

• 2020년

구분 가중치
(%) 과제 설정목표(건) (a) 연구성과계획서상

성과목표(건)* (b)
세부 

가중치
(%)

설정도(%)
(a/b)

과학적
성과

논문 60

mrnIF 81점 이상 2 20%

mrnIF 61~80 3 20%

mrnIF 41~60 5 30%

mrnIF 40점 이하 5 30%

KCI/SCOPUS 2

소계 17 10 100% 15/10 =
150

저서

국제저서

국내저서 1

국제편저

역서 등

소계

기술적 성과 특허 30

국제특허 출원 2

국제특허 등록

국제특허 추가등록

국내특허 출원 7 3 100% 233

국내특허 등록 4 1 100% 400

경제적 성과 기술료 기술이전 성과 1

사회적,인프라
..

홍보활동 5 대중강연/인터뷰 1 100%

세미나
개최

외부협력 세미나 
개최

정책제안 지역현안 정책제안

과학체험프
로그램

대외활동 5 기획, 평가, 세미나 등 2 100%

계 - 100% -

※ 반드시 과제계획서에 제출하였던 금년도 성과목표를 기재 (접수후 일괄 검증함)
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다. 총 연구기간 로드맵(4개년)

○ 연구기간 로드맵
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제2장 연구개발 수행 내용 및 결과

제1절  계획대비 연구 수행의 적절성   
1. 연구수행의 적절성
가. 연구개발 추진체계 및 수행방법

□ 연구개발 추진체계 

  

□ 연구개발 수행방법

○ 해양․극한 생물자원 확보

- 알려진 자가영양배지, 고염 배지와 적용 가능한 새로운 아이디어를 가미하여 온도/pH, 유기

물, 전자수용체 등의 조건을 혼합하여 다양한 조건 설정 후 농후 배양 실시

- 다양한 시료 (해수, 갯벌, 생물체, 염장 식품, 고염 농축수, 염전 등)를 동일 조건에서 3회 정

도 재배양을 실시함으로써 대상 미생물 농도를 최대한 높이는 방법 적용

- 온도/pH 등의 조건에 따라 한천배지와 phytagel 배지를 고체배양에 사용하여 단일 균주 분리

 ○ 비광합성미생물의 특성 분석 및 유전자 조작기술 확립

- 생리ㆍ생화학적 조건은 기 확립된 방법 사용

- 유전체 해독 및 정보 분석을 통해 대사경로를 파악하고 필요한 조작 방향 설정

- 확립된 유전자 조작기술 또는 CRISPR 등 신규기술의 적용 등을 연계하여 유전체 조작기술 

개발
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 ○ 해양극한 미생물 gas fermentation기술 확립

- 연구팀에 확립된 gas fermentation 기술을 최적화하여 효과적인 기술 확립

- 온도, pH, 염도, 기질 등 배지조건 최적화와 가스공급 parameter 최적화 방법 시도 

- 대사경로 편집, 적응진화 등의 방법을 적용하여 gas fermentation에 적합한 균주 개량 추진

 ○ 미세조류-미생물 하이브리드 배양 시스템

- 농축 고염분수에서 성장 가능하고 기능성 물질을 생산하는 미세조류 및 미생물 분리

- 미생물이 생산하는 가스를 이용하는 미세조류의 배양 시스템 설계 및 적용가능성 검토

 ○ 미세조류 기능성 물질 생산

- 농축 고염분수에서 생산된 미세조류의 추출물 제작 및 활성 스크리닝

- 미세조류로부터 분리된 물질의 기능성 향상을 위해 해양미생물 처리를 통한 가공

 ○ 미세조류 성분 안정화 대량생산

- 물성이 일정한 농축 고염분수를 사용함으로써 배양시 성분변화 최소화 (성분 분석 통한 확인)

- 다양한 outdoor 배양 시스템 확립을 통한 산업적 생산 가능성 모색

 ○ 양식자원 위해 환경 및 먹이생물 모니터링

- 수산자원 양식어장에서 월별/수심별로 집중적인 모니터링을 수행하며 PCR/NGS 병행한 병원

체 및 생물모니터링

- PCR 기반 프라이머 제작을 통한 특정 바이러스 검출 기법 개발

- 차세대 염기서열을 기반 분석을 통한 먹이생물 특성 분석

 ○ 양식어장 부착생물 저감방안

- 주변 해역의 양식장 및 구조물, 부착판에 서식하는 부착생물 현황 조사 및 제어기술 검증

- 부착생물의 가입 시기, 환경 특성에 따른 가입 정보 등이 포함된 매뉴얼 제작

 ○ 양식자원 복합단지 조성 및 비즈니스 해양공원모델 개발

- 중·저층 어장 설계 및 시설 기술, 대상품종의 양성기술 개발

- 양식생산 시설과 연계한 해양공간의 복합활용을 위한 비즈니스 공원 모델 개발

- 양식물 위협생물 관리방안 및 대책 연구

- 품종별 양식적지 판정 도서 및 수층 공간을 이용한 냉수성 어ㆍ패류 어장관리 연구
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제2절  연구개발 수행 내용 및 결과

1. 신규 생물자원 확보

가. 신규미생물 자원 확보

○ 혐기성 및 화학무기독립영양 미생물 자원 확보

- 2019년 하반기 순천만(갈대습지), 을숙도(갈대습지)에서 깊이별 퇴적토 및 여수(해조류) 시료로

부터 추가적으로 신규 혐기성 및 화학무기독립영양 미생물 자원을 확보함.

·확보된 화학무기독립영양 미생물은 3종(5주)으로 모두 Acetobacterium 속에 포함됨. 16S rRNA 

gene 상동성 분석에 따르면, 3 strains(YS1, ES1, ES2)은 신종으로 예측되었으며, ES1 및 ES2

는 신속으로 예측됨. ES3 및 ES4는 ES1과 동일한 종으로 판단됨.

·Phytagel 고체배지로부터 분리된 혐기성 미생물은 6종(SCR006-010, ES6)으로 16S rRNA gene 

유사성이 모두 97% 정도로 분리된 모든 미생물이 신종으로 예측됨.

<표 1-1-1. 2020년도 신규 혐기성 및 화학무기독립영양 미생물 자원 확보 리스트>

　
샘플링

년도
시료 No. 균주 name 온도(섭씨) 배지 최근연종 유사도 비고

1 2019 여수 YS001
Acetobacterium sp. 

YS1
25℃ 135 Acetobacterium bakii 97.23%

autotroph　

2 2019 을숙도ES001
Acetobacterium sp. 

ES1
25℃ PETC Acetobacterium fimetariums 96.93%

3 2019 을숙도ES002
Acetobacterium sp. 

ES2
25℃ 135 Acetobacterium fimetariums 96.61%

4 2019 을숙도ES003
Acetobacterium sp. 

ES3
25℃ 711a Acetobacterium fimetariums 96.58%

5 2019 을숙도ES004
Acetobacterium sp. 

ES4
25℃ 711a Acetobacterium fimetariums 97.04%

6 2019 을숙도ES005 Alkalibacter sp. ES5 25℃ 135
Alkalibacter 

saccharofermentans
96.86%

anaerobe

7 2019 순천만 SCR006
Proteiniclasticum sp. 

SCR6
25℃ 135 Proteiniclasticum ruminis 97.63%

8 2019 순천만 SCR007
Youngiibacter sp. 

SCR7
25℃ 135 Youngiibacter multivorans 95.12%

9 2019 순천만 SCR008 Tissierella sp. SCR8 25℃ 135 Tissierella creatininistrain 94.43%

10 2019 을숙도ES006 Paludibacter sp. ES6 25℃ 711a Paludibacter propionicigenes 91.36%

11 2019 순천만 SCR009 Bacteroides sp. SCR9 25℃ 711a Bacteroides ihuaestrain  97.25%

12 2019 순천만 SCR010 Maribellus sp. SCR10 25℃ 711a Maribellus luteus 97.69%
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- 2020년 7월에는 신규 acetogen을 확보하고자 순천만(갈대습지), 남해(갯벌), 마산(퇴적토) 및 을

숙도(갈대습지)에서 깊이별 퇴적토 시료를 채취하고 acetogen 특이적인 5 종류의 배지를 사용

하여 25도 또는 55도에서 95 ea 시료에 대하여 농후배양을 진행함.

나. 신규 생물자원 특성분석

○ 확보한 신규 화학무기독립영양 acetogen 미생물의 계통분류학적 분석

- 2019-2020년 확보한 화학무기독립영양 acetogen 미생물은 총 6종(8주)로 7주는 Acetobacterium 

속, 1주는 Acetoanaerobium 속에 포함됨. 그 중 3종(YS1, ES2, ES3)은 16S rRNA gene의 유사

성이 97% 이하로 신종으로 예측됨.

<표 1-1-2. 2019-2020년도 확보한 화학무기독립영양 acetogen 리스트>

시료 균주번호
최근연종

배지 종류 비고
종명 유사도 (%)

갈대습지(순천만) SCR2 Acetobacterium woodii 99.5 H2/CO2

해조류(중리) JR2 Acetobacterium carbonolicum 99.0 H2/CO2

해조류(여수) YS1 Acetobacterium bakii 97.3 H2/CO2 신종 예측

갈대습지(을숙도) ES1 Acetobacterium fimetarium 96.9 H2/CO2 신속 예측

갈대습지(을숙도) ES2 Acetobacterium fimetarium 97.0 H2/CO2 신속 예측

갈대습지(을숙도) ES3 Acetobacterium fimetarium 97.0 H2/CO2 ES1과 동일종 판단

갈대습지(을숙도) ES4 Acetobacterium fimetarium 97.0 H2/CO2 ES1과 동일종 판단

H2/CO299.7Acetoanaerobium noteraeJR1해조류(영도)
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- 계통분류학적 분석을 통하여 ES2와 ES3는 Acetobacterium과 Eubacterium 속 사이에 위치하는 

신속으로 예측되었으며, 서로 상동성이 97% 이하로 각각은 신종으로 예측됨. 

 <그림 1-1-1. 확보한 화학무기독립영양 acetogen의 계통분류학적 분석>

○ 확보한 신규 화학무기독립영양 acetogen 미생물의 최적 생육 조건 탐색

- SCR2의 최적생육조건은 30도 생육온도, 0.5% NaCl 농도를 나타냄. ES2 및 ES3의 최적생육조건

은 각각 35도와 32도 생육온도, 0.5%와 2.5% NaCl 농도, 그리고 7.8과 6.8의 최적 pH를 나타냄. 

JR2의 최적생육조건은 37도 생육온도, 0.5% NaCl 농도를 나타냄.

 <표 1-1-3. 확보한 화학무기독립영양 acetogen의 최적 생육 조건>

Strain (최근연종) 최적온도 최적 NaCl 최적 pH Genome 분석

SCR2 (A. woodii) 30℃ (15~36℃) 0.5% (0~4.5%) 진행 중

JR1 (A. carbinolicum) 진행 중

YS1 (A. bakii)

ES1 (A. fimetarium) Draft

ES2 (A. fimetarium) 35℃ (25~40℃) 0.5% (0~4.5%) 7.8 (5.5~8.8) Complete

ES3 (A. fimetarium) 32℃ (22~42℃) 2.5% (0~5.0%) 6.8 (5.5~8.8) Complete

ES4 (A. fimetarium) Draft

JR2 (An. noterae) 37℃ (10~46℃) 0.5% (0~5.0%)
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○ 확보한 ES2 및 ES3의 비교유전체 분석

- ES2 및 ES3의 게놈 사이즈는 A. woodii(4.04 Mb)와 E. limosum(4.42 Mb) 보다 상대적으로 작은 

각각 3.46 Mb와 3.39 Mb 사이즈를 나타냄. 또한, ES2의 protein-coding genes 수는 게놈 사이

즈 대비하여 A. woodii 보다 많은 수를 가짐.

   

<그림 1-1-2. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum 유전체 특성>

- ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 shared and unique gene의 분석결과 ES2와 ES3의 unique 

gene 수는 각각 51개, 29개였으며, ES2는 ES3와 shared gene 수가 356개로 가장 높았으며, 이

는 가장 가까운 유연관계임을 나타냄. 
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<그림 1-1-3. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 shared and unique gene 분석>

- ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 synteny 분석결과, ES2와 ES3의 전체적인 genome 

arrangement는 E. limosum보다는 A. wooii와 유사함을 알수 있었으며, 이는 진화적으로 가장 

가까운 관계임을 나타냄. 또한, ES2와 ES3는 genome arrangement가 가장 유사함을 나타냄.

  

<그림 1-1-4. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 synteny 분석>
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- ES2 및 ES3의 Wood-Ljungdahl pathway(WLP)는 모두 conserved 되어 있었으며, 크게 3개의 

cluster(fdh, methyl branch 그리고 codh/ACS complex)로 구성되어 있음을 확인함.

    

<그림 1-1-5. ES2 및 ES3의 Wood-Ljungdahl pathway>

- ES2, ES3, A. woodii 그리고 E. limosum의 WLP를 비교 분석함.

· Codh/ACS complex cluster의 경우, ES2와 ES3는 A. woodii와 E. limosum과 달리 acetyl-CoA 

synthetase gene인 acsB이 추가적으로 1 copy씩 가지고 있었음. 또한, E. limosum을 제외한 

나머지 3종은 monofunctional codh gene인 cooS을 추가적으로 1 copy씩 가지고 있었음.

· Methyl branch cluster의 경우, ES2와 ES3는 A. woodii와 E. limosum과 달리 formate 

tetrahydrofolate ligase gene인 fhs가 각각 2 그리고 1 copy씩 추가적으로 가지고 있었음. 또

한, 특이하게도 ES2와 ES3는 cluster내에 예측되는 formate transporter gene을 포함하고 있

었음.

· Fdh cluster의 경우, A. woodii는 formate dehydrogenase(fdhF)가 hydrogenase subunits들과 집

합체를 형성함. 반면에 ES2, ES3 그리고 E. limosum은 A. woodii와 달리 hydrogenase subunits

들이 결여되어 있었으며, formate dyhydrogenase가 mobA와 fdhD 모듈 형태로 구성됨.
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<그림 1-1-6. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 WLP 비교 분석>

- ES2, ES3, A. woodii 그리고 E. limosum의 energy conservation에 관여하는 RNF complex와 

electron-bifurcating hydrogenase complex가 4종 모두에서 conserved 되어 있었으며, 큰 차이를 

나타내지 않음.

                 

<그림 1-1-7. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 RNF complex 및 electron-bifurcating 

hydrogenase complex cluster의 비교 분석>
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- ES2, ES3, 그리고 A. woodii의 경우, F-type ATP synthase를 보유하고 있는 반면에 E. limosum

은 A-type ATP synthase를 보유함. 또한, 특이하게도 4종 모두 추가적으로 V-type ATP 

synthase cluster를 보유하는 것으로 분석됨.

              

<그림 1-1-8. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 ATP synthase cluster 비교 분석>

- ES2의 경우, A. woodii와 E. limosum과 같이 methanol 대사에 관련된 유전자군이 operon 형태

로 잘 conserved 되어 있음을 확인함.

            

<그림 1-1-9. ES2, A. woodii 및 E. limosum의 methanol 대사관련 mta operon 비교 분석>
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- ES2와 ES3의 전체적인 예측되는 energy conservation 시스템은 아래 그림과 같음. 가장 큰 차

이점은 WL pathway의 methyl branch 첫 단계인 CO2를 reduction 하는 fdh cluster가 기존의 

A. woodii HDCR(hydrogen-dependent CO2 reductase)과 차이성을 나타내며, 이는 CO2 reduction

에 관여하는 eletron donor에서도 차이성을 나타낼 것으로 예측됨. 

         

          <그림 1-1-10. ES2와 ES3의 예측되는 energy conservation system>

- ES2와 ES3의 예측되는 대사산물은 아래 그림과 같음. Autotrophic 조건에서 aor-adh에 의한 에

탄올 생산, ldh에 의한 lactate 생산, alsS-alsD-bdh에 의한 2,3-BDO 생산 가능성이 예측됨. 또

한, heterotrophic 조건에서 1-propanol 생산 가능성이 예측됨.
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<그림 1-1-11. ES2와 ES3의 예측되는 대사산물 분석>

○ 확보한 acetogen들의 생리적 특성 분석

- ES2, YS1, JR1, SCR2 및 표준균주 A. woodii에 대하여 yeast extract 0.1 g/l 농도에서 3회 계대

배양 후 성장 및 대사산물을 분석함. SCR2 및 JR1의 경우 표준균주 A. woodii와 유사한 성장 

능력 및 acetate 생산성을 나타냄. 또한, SCR2 및 JR1은 yeast extract가 없는 조건에서도 성장

함을 확인함. 

<그림 1-1-12. ES2, YS1, JR1, SCR2 및 표준균주 A. woodii의 0.1 g/l YE 조건에서 성장 및 대사산물 분석>
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○ 확보한 ES2 및 ES3의 생리적 특성 분석

- ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 최적 배지 탐색을 위해 3종류(GA, DSM 135 및 DSM 

711a)의 acetogen 배지를 사용함. ES2와 ES3는 DSM 711a 배지에서 가장 좋은 성장 및 acetate 

생산성을 나타냄.

 

<그림 1-1-13. ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 최적 배지 탐색>

- Heterophic growth condition에서 ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum 성장 및 acetate 생산능을 

비교분석한 결과, 성장은 E. limosum이 acetate 생산성을 A. woodii가 가장 우수하였으며, ES2

는 가장 낮은 성장 및 acetate 생산성을 나타냄.

<그림 1-1-14. Heterotrophic 조건에서 ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 성장 및 acetate 

생산성>

- 다양한 C1 compounds(CO2, CO, formate 그리고 methanol)에서 ES2, ES3, A. woodii 및 E. 

limosum 성장 및 acetate 생산성을 비교분석한 결과, ES2는 CO2, CO, formate 그리고 

methanol에서 성장 및 acetate를 생산하였으며, ES3는 CO2, CO 그리고 formate에서 성장 및 

acetate를 생산함을 확인함.
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<그림 1-1-15. 다양한 C1 기질에서 ES2, ES3, A. woodii 및 E. limosum의 성장 및 acetate 생산성>

- 다양한 C1 compounds 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 그리고 CO2/H2+formate)에서 ES2의 성장 및 

acetate 생산성을 분석한 결과, CO2/H2+formate에서 가장 우수한 성장 및 acetate를 생산성(140 

mM)을 나타냄. 성장 완료 후 pH는 CO2/H2+formate 조건을 제외하고 5 이하로 나타남.

<그림 1-1-16. 다양한 C1 기질 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 그리고 CO2/H2+formate)에서 ES2의 성장 및 

acetate 생산성>
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- 20 mM HEPES buffer를 첨가한 다양한 C1 compounds 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 그리고 

CO2/H2+formate)에서 ES2의 성장 및 acetate 생산성을 분석한 결과, CO2/H2 조건에서 buffering

을 하지 않은 조건보다 기질소모가 높은 것으로 나타남.

  

<그림 1-1-17. 20 mM HEPES buffer를 첨가한 다양한 C1 compounds 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 

그리고 CO2/H2+formate)에서 ES2의 성장 및 acetate 생산성>

- 다양한 C1 compounds 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 그리고 CO2/H2+formate)에서 ES3의 성장 및 

acetate 생산성을 분석한 결과, CO2/H2+formate에서 가장 우수한 성장 및 acetate를 생산성 나

타냄. 상대적으로 ES2에 비교하여 모든 기질에서 성장이나 acetate 생산성이 낮음을 확인함.

<그림 1-1-18. 다양한 C1 compounds 조합(CO2/H2, CO2/H2+CO 그리고 CO2/H2+formate)에서 ES3의 

성장 및 acetate 생산성>
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○ Alkalibacter sp. ES005 균주 특성분석

- ES005 strain은 계통분류학적으로 기 보고된 Alkalibacter saccharofermentans 종과 함께 그룹화 

되었으며, 97.5%의 상동성을 나타냄. 

   

<그림 1-1-19. Alkalibacter sp. ES005 strain의 계통분류학적 분석>

- ES005 strain은 33-37도, pH 6.5-7.0, NaCl 1-2%에서 최적생육 조건을 나타냄. 또한, Gram test, 

catalase activity, oxidase activity에 대하여 음성을 나타냄.

<표 1-1-3. Alkalibacter sp. ES005 strain의 생리적 특성 비교 분석>

Characteristic Alkalibacter sp ES005 A. saccharofermentans DSMZ14828*

Temperature (°C) 8-41 (33-37) 6-50(35)

pH 6-9(6.5-7) 7.2-10.2(9)

Salt (%) 0-8(1-2%) 0-10(0-4)

Gram test Negative Positive 

Catalase Negative Negative

Oxidase Negative Negative 
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○ Proteiniclasticum sp. SCR006 균주 특성분석

- SCR006 strain은 계통분류학적으로 기 보고된 Proteiniclasticum ruminis 종과 함께 그룹화 되었

으며, 98.3%의 상동성을 나타냄.

  

<그림 1-1-20. Proteiniclasticum sp. SCR006 strain의 계통분류학적 분석>



- 26 -

2. 가스전환기술 고도화

가. 적응진화/대사공학 기반 개량균주 제작

○ 적응진화를 통한 아세트산 내성 균주 분리 및 특성 분석

- Clostridium sp. AWRP는 2015년 안산 갈대습지에서 자체 분리한 균주로 고분압의 CO 조건에서 

생장이 가능한 특징을 가지고 있음.

- 또한 AWRP 균주는 CO2와 H2도 기질로 사용이 가능하며, 유사 균주에 비해 동등 내지 높은 

전환 속도를 가지고 있어, 본 연구 과제에서의 모델 생물로 활용하고 있음.

- 본 연구에서는 AWRP 균주를 아세트산이 첨가된 배지에서 반복 계대 배양을 수행하여 아세트

산 내성이 증가한 균주를 분리하고, 변이주의 특성 분석을 수행하였음.

- 먼저 배양기를 이용하여 CO2와 H2 (1:4) 공급 조건에서 Clostridium sp. AWRP를 1.6L 배지에서 

기본 특성을 확인하였음. 배양 배지로는 CO 및 syngas 배양 조건에 사용되는 RM 배지에 yeast 

extract를 2 g/L로 첨가하여 사용하였음.

- 반응기 배양 온도는 37°C로 제어하였으며, 배지의 pH는 7.5 N 암모니아수의 공급을 통해 pH 

5.0으로 유지하였음. 기질 가스는 효율적인 전달을 위해 microsparger를 통해 80 mL/min의 유

량으로 공급하였고, 배양 중 교반 속도는 500 RPM으로 유지하였음.

- 약 120시간의 배양이 진행되었을 때, 기질의 소모가 더 이상 일어나지 않았으며, 에탄올, 아세

트산 농도가 모두 8 g/L 수준으로 확인되었음(그림 2-1-1).

<그림 2-1-1. CO2 + H2 조건에서 Clostridium sp. AWRP의 성장 곡선 및 대사 산물>
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- 유기산의 누적으로 인해 AWRP 균주의 가스 소모가 저해되는 것으로 판단하여 적응 진화 실

험을 통해 아세트산 내성이 향상된 균주 분리를 시도하였음. 

- 반응기에서의 pH 제어 조건과 유사한 조건을 조성하기 위해 Ammonium acetate를 pH 5로 조

정 후 5 g/L의 농도로 배지에 첨가하고 serum bottle에서 배양하면서 반복적인 계대를 수행하

였음(그림 2-1-2).

   

<그림 2-1-2. Clostridium sp. AWRP의 적응 진화를 통한 아세트산 내성 균주 분리 과정>

- 계대 배양을 수행하면서 Gas chromatography로 CO2와 H2의 소모 양상을 관찰한 결과, 30T 이

후로 배양 지연이 단축되면서 가스 소모 속도가 빨라지는 것을 확인하였으며, 46T 배양에서 고

체 배지를 이용해 단일 콜로니의 형태로 배양하여, 8개의 colony를 선택해 배양하였음(그림 

2-1-3). 아세트산 5 g/L가 첨가된 배지에서 야생형은 에탄올이 생성되지 않았으나 변이주 8개

의 콜로니는 모두 에탄올을 생성하는 것이 확인됨.
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<그림 2-1-3. 5 g/L 아세트산 첨가 배지에서 Clostridium sp. AWRP 야생형과 아세트산 내성 

변이주의 대사 산물 분석>

- 46T 배양에서 콜로니간 편차는 유의하지 않아 8개의 콜로니 중 a 콜로니(이하 46T-a)를 변이

주로서 향후 실험에 사용하였음.

- 아세트산 농도에 따른 내성 정도를 확인하기 위해 0, 5, 10 g/L의 아세트산 첨가 조건에서 

46T-a와 야생형 균주의 배양을 진행하였음(그림 2-1-4). 야생형의 경우 10 g/L 아세트산 첨가 

조건에서 약 120시간의 지연기 이후 가스 소모가 시작되었으나 46T-a의 경우는 약 60시간 이

후 가스 소모가 시작되어, 야생형 대비 아세트산 내성이 증가하였음을 확인함.

<그림 2-1-4. 아세트산 농도에 따른 야생형 Clostridium sp. AWRP와 46T-a 변이주의 가스 소모 

비교>
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- 1-L serum bottle을 통해, 아세트산 무첨가 배지에서 야생형과 배양 특성을 비교한 결과, 아세

트산 무첨가 조건에서도 46T-a 균주가 야생형 대비 생장 및 대사 산물 생산량이 증가함을 확

인하였음 (그림 2-1-5).

<그림 2-1-5. 아세트산 무첨가 배지에서 Clostridium sp. AWRP와 46T-a 변이주의 성장 및 

산물 생산 비교>

- 이러한 형질의 변화와 관련된 게놈상의 변화를 확인하기 위해 HiSeq system을 이용해 46T-a의 

게놈 서열을 분석한 결과, 총 4개의 유전자에서 변이가 확인되었음. 

- 이 중 3개는 탄소 고정 경로에서 개미산 생성에 관여하는 formate dehydrogenase와 복합체를 

이루는 수소화 효소(hydrogenase)의 subunit으로 확인되었으며, dnaK는 단백질 접힘을 돕는 

chaperone으로서 스트레스 내성과 관련이 있음이 알려져 있음. 따라서, 이러한 변이들이 46T-a

에서의 아세트산 내성 증가에 기여하였을 것으로 추측되며, 정확한 기전 및 효과에 대해서는 

추가 연구가 필요할 것으로 판단됨.

<표 2-1-1. 46T-a에서 확인된 유전자 변이>

Locus tag Definition Mutation
Amino acid 

change

DMR38_03370 NADH-quinone oxidoreductase subunit F (NuoF) G1261T V421F

DMR38_03375
2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain-containing 

protein
C422T T141I

DMR38_03380 4Fe-4S dicluster domain-containing protein C365T T122I

DMR38_03800 molecular chaperone DnaK G67T D23Y
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- 또한, 전사체 수준에서 46T-a 균주의 변화를 확인하기 위해 야생형 균주와 동시에 배양기 실

험을 수행하여 비교하였음. 배양은 이전 야생형 균주 배양과 동일 조건으로 pH 5.0, 37°C에서 

진행하였으며, 가스 공급은 CO2 + H2 (1:4) 혼합 가스를 80 mL/min의 유량으로 공급하고 500 

RPM으로 교반하였음.

- Serum bottle 실험과는 달리 배양기 조건에서는 아세트산 농도와 생산성이 큰 차이를 보이지 

않았으나, 야생형 균주 대비 동일 조건에서 세포  농도는 약 2배 증가하였음을 확인하였음(그

림 2-1-6).

<그림 2-1-6. 1.6 L 배양기에서 야생형 Clostridium sp. AWRP와 변이주 46T-a의 배양 곡선>

- 세포 농도가 증가한 요인을 분석하기 위해 전사체 수준에서 46T-a 균주의 변화를 확인하기 위

해 야생형 균주와 동시에 배양기 실험을 수행하여 비교하였음. 각 균주는 2반복 배양 실험을 

통해 exponential phase/stationary phase에서 각각 전체 RNA를 추출하였음.
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- RNA 추출시 전사체의 안정화를 위해 균체에 RNAProtect(Qiagen) 전처리를 진행하였으며, 원활

한 균체 파쇄를 위해 lysozyme 처리 후 최종적으로 TRIzol을 이용해 양질의 total RNA를 정제

하였음.

- 추출된 Total RNA는 DNase 처리 후 Agilent Bioanalyzer를 이용해 quality를 확인하였으며, 

rRNA 제거 후 Illumina Novaseq 시스템을 이용해 발현량을 분석하였음. 차등 발현 유전자

(DEG) 분석을 위해 raw read를 Tophat을 이용해 게놈에 mapping 후 Cuffdiff 2.2.1을 이용하여 

FPKM 및 DEG 분석을 진행하였음(그림 2-1-7).

<그림 2-1-7. DEG 분석 과정 요약 모식도>

- Cufflink 분석 후 각 유전자의 FPKM 분포를 각각 density plot과 box plot으로 분석하여 DEG 

분석이 가능한 양질의 수준으로 library construction이 되었음을 확인하였음(그림 2-1-8).

<그림 2-1-8. Clostridium sp. AWRP 야생형 및 46T-a 개량 변이주의 Transcriptome Mapping quality 
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분석. (좌) 각 샘플의 유전자 FPKM 분포 (우) Box Plot 분석>

- DEG 분석(FPKM 변화 2배 이상, p-value < 0.05, FDR < 0.1 기준) 결과, 총 4028개의 단백질 

코딩 유전자 중 대수 생장기에서는 총 821개, 정지기에서는 총 994개의 유전자가 발현량에 유

의한 수준의 차이가 있음을 확인하였음. 이 중 가장 변화량이 큰 20개의 유전자를 아래 표에 

나열하였음.

<표 2-1-2. 지수 생장기에서 Clostridium sp. AWRP의 야생형 균주와 46T-a 변이주의 DEG 분석 결과>

<표 2-1-3. 정지기에서 Clostridium sp. AWRP 야생형 균주와 46T-a의 DEG 분석 결과>

gene_id log2(46T-a/WT) Definition

DMR38_17345 7.372734949 DUF4364 family protein

DMR38_17875 7.003012098 CPBP family intramembrane metalloprotease

DMR38_10785 6.236567601 Lrp/AsnC family transcriptional regulator

DMR38_06990 6.212532379 hypothetical protein

DMR38_08390 5.856362613 hypothetical protein

DMR38_19350 5.80027296 PadR family transcriptional regulator

DMR38_18095 5.684068149 bacteriohemerythrin

DMR38_11630 5.26025306 hypothetical protein

DMR38_05485 5.259541836 type II secretion system F family protein

DMR38_19455 5.156610796 hypothetical protein

DMR38_11060 -3.065124942 aspartate aminotransferase family protein

DMR38_11070 -3.289851711 bifunctional glutamate N-acetyltransferase/amino-acid 
acetyltransferase  ArgJ

DMR38_02005 -3.395400938 amino acid permease

DMR38_02010 -3.487930255 amino acid permease

DMR38_12610 -3.501056719 hydantoinase/oxoprolinase family protein

DMR38_12620 -3.548352605 cytosine permease

DMR38_07060 -3.691973016 oligopeptide transporter, OPT family

DMR38_07025 -3.826201573 sodium:solute symporter

DMR38_12625 -4.263094946 carbon-nitrogen hydrolase

DMR38_12615 -4.446347511 DUF917 family protein

gene_id log2(46T-a/WT) Definition

DMR38_08565 9.584289621 MerR family transcriptional regulator

DMR38_10895 8.1858446 RNA chaperone Hfq

DMR38_18095 8.016825592 bacteriohemerythrin

DMR38_11630 7.744655625 hypothetical protein

DMR38_12515 7.485469219 L-aspartate oxidase

DMR38_12505 7.32051833 hypothetical protein

DMR38_01400 7.177979889 hypothetical protein
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- 기존 Type strain의 연구 결과에서 예측되는 것과는 달리 46T-a 변이주에서는 아미노산

/oligopeptide 수송체 및 생합성 관련 유전자들이 downregulation되는 경향을 보인 반면, 

nucleoside 수송체 및 salvage 생합성 경로 유전자들은 upregulation되는 경향을 보였음.

- 이는 가스 전환 미생물 생장에 있어서 주요한 제한 인자가 nucleotide 생합성과 관련이 있음을 

시사하며, 향후 연구를 통해 추가적인 분석과 함께 균주 개량/배지 개선에 적용할 수 있을 것

으로 기대함.

- 또한, 유전체상의 변이는 단 4개였으나, 전사체상에서는 상당히 많은 변화가 있음이 확인되었

으며, 이는 향후 CO2 전환 미생물의 연속 배양에서 균주 성능 및 안정성 변화와 관련하여 체

계적인 분석이 필요함을 시사함.

- DEG 분석과 더불어 전사체의 변화를 세포 대사와 연관지어 해석하기 위하여 Novaseq 분석 

raw data를 Kallisto를 이용하여 모든 단백질 코딩 유전자의 Transcript per million reads(TPM)

을 분석하였음. 분석된 TPM 수치는 Clostridium sp. AWRP의 전체 대사 경로에 mapping하여 아

래 그림과 같이 나타내었음.

DMR38_06990 7.084443858 hypothetical protein

DMR38_12520 7.053767416 quinolinate synthase NadA

DMR38_10845 6.913392802 MFS transporter

DMR38_11385 -4.386576682
bifunctional diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine  
deaminase/5-amino-6-(5-phosphoribosylamino)uraci l 
reductase RibD

DMR38_12930 -4.412376277 amino acid ABC transporter substrate-binding protein

DMR38_11380 -4.475073239 riboflavin synthase

DMR38_01805 -4.577065488 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase

DMR38_04365 -4.890749923 ornithine carbamoyltransferase

DMR38_07025 -4.958374365 sodium:solute symporter

DMR38_11065 -4.988769425 acetylglutamate kinase

DMR38_11060 -5.094091359 aspartate aminotransferase family protein

DMR38_11075 -5.351864114 N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

DMR38_11070 -5.504108445 bifunctional glutamate N-acetyltransferase/amino-acid 
acetyltransferase  ArgJ
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<그림 2-1-9. Clostridium sp. AWRP 야생형 및 46T-a 변이주의 전사체 기반 대사 경로 분석 결과>
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- Mapping 결과, 46T-a 균주에서는 전반적으로 탄소고정 경로인 Wood-Ljungdahl 경로 관련 유

전자의 발현이 평균적으로 2~30% 정도 감소한 것으로 확인되었으며, 그 외에 세포의 building 

block 생합성과 연관된 gluconeogenesis 경로 유전자도 소폭 감소한 것으로 확인되었음. 

- 이는 yeast extract와 같은 유기 질소원을 첨가하여 적응 진화시 ATP의 소모가 높은 nucleotide

의 de novo 생합성은 억제하면서 수송체 유전자의 upregulation을 통해 성장 속도 및 균체 밀

도를 높이려는 방향으로 진화함을 시사함.

- Clostridium sp. AWRP의 경우 auxotrophy가 있는 것으로 확인되었으나, 어떠한 영양소의 생합

성이 불가능한지는 methionine 외에는 확인되지 않았음. 추가 연구를 통해 제한 영양소가 파악

된다면 복합 유기 질소원을 배제하여 가스 전환 효율이 더 증가하는 방향으로 적응진화를 유

도할 수 있을 것으로 판단됨.

- 또한, 본 연구를 통해 확인된 전사체 profile은 향후 유전자 조작 toolbox의 fine-tuning 및 다양

화에 활용하여 균주 개발 기간을 더욱 단축시킬 수 있을 것으로 기대함.

○ 가스 전환 미생물 유전자 조작 균주 제작

- 1차년도 구축한 유전자 조작 toolbox를 활용하여 2차년도까지 결손주 6주, 에탄올 생합성 유전

자 과발현 균주 2주를 제작하였으며, 균주의 목록은 아래 표에 요약하였음.

<표 2-1-4. Clostridium sp. AWRP의 단일 유전자 결손주>

Target Gene Definition 비고

DMR38_05640 sporulation transcription factor Spo0A Sporulation 억제

DMR38_12410 glycine cleavage system aminomethyltransferase GcvT Glycine synthase role 확인

DMR38_18565 redox-sensing transcriptional repressor Rex Metabolite profile 변화 여부 확인

DMR38_15645 LysM peptidoglycan-binding domain-containing protein

Active prophage clusterDMR38_15690 capsid protein

DMR38_15710 PBSX family phage terminase large subunit

<표 2-1-5. Clostridium sp. AWRP의 과발현 균주>

Target Gene Definition 비고

DMR38_08915 aldehyde ferredoxin oxidoreductase
Ethanol production

DMR38_10295 aldehyde ferredoxin oxidoreductase
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○ Phage 유전자 결손주 제작

- 앞선 Clostridium sp. AWRP의 전사체 분석 결과에서 prophage로 추정되는 cluster 중 1개는 유

전자가 활발하게 발현되고 있는 것으로 확인되었음.

- Phage의 증식은 장기 배양시 활성화로 인해 전환 효율을 떨어뜨리거나 세포 사멸로 인한 재배

양을 일으킬 수 있어, bacteriophage 형성에 핵심적인 유전자 3종peptidoglycan- binding 

protein(DMR38_15645), capsid(DMR38_15690), terminase(DMR38_15710)의 결손주를 제작하였음.  

<그림 2-1-10. Clostridium sp. AWRP Prophage cluster의 단일 유전자 결손주 3주 제작 결과>

- 제작된 균주들은 향후 최적화된 배양 조건 확립 후 탄소원별로 야생형과의 성장 비교 실험을 

실시할 예정임.

○ Clostridium sp. AWRP의 xylose-inducible 발현시스템 구축 및 mazF counterselectable marker 개발

- 현재 구축된 유전자 조작 toolbox 외에 다양한 chromosomal manipulation을 위해 

counterselectable marker를 개발하고자 하였음. 이러한 마커를 이용시 single-crossover mutant

의 colony의 배제가 용이해져 mutant 구축 시간이 단축될 수 있음.

- Gram-positive 균주의 경우 counterselectable marker로 사용 가능한 유전자가 많지 않아 대장

균에서 RNA를 파괴하는 toxin 유전자인 mazF 유전자를 이용하였으며, inducible promoter의 후

보로서 xylose operon의 promoter를 이용하고자 하였음(그림 2-1-11).
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AWRP xylose operon
6902 bp

CDS 1 CDS 2 xylA xylB CDS 3 CDS 4xyl

   

<그림 2-1-11. Clostridium sp. AWRP의 xylose operon>

- Clostridium sp. AWRP의 xylR 유전자(DMR38_09125)와 xylA 유전자(DMR38_09110) 상위의 

promoter 서열을 클로닝하여 발현 플라스미드 pKLJM050과 여기에 대장균의 mazF 유전자까지 

클로닝한 pKLJM054 플라스미드를 제작하였음(그림 2-1-12)

  

<그림 2-1-12. Clostridium sp. AWRP의 xylR 유전자와 xylA promoter가 결합된 발현 플라스미드 

pKLJM050(좌)와 여기에 mazF toxin 유전자가 삽입된 발현 벡터 pKLJM054(우)의 모식도>

- Clostridium sp. AWRP의 xylR 유전자(DMR38_09125)와 xylA 유전자(DMR38_09110) 상위의 

promoter 서열을 클로닝하여 발현 플라스미드 pKLJM050과 여기에 대장균의 mazF 유전자까지 

클로닝한 pKLJM054 플라스미드를 제작하였음(그림 2-1-13)

- 2차년도에 개발한 mazF counterselectable marker는 기존 유전자 조작 toolbox와 함께 활용하

여 대사공학적 균주 개량에 다양한 용도로 활용할 수 있을 것으로 기대되며, 추후 inducible 

promoter의 engineering을 통해 발현량 증가 및 민감도 개선을 진행할 예정임.
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<그림 2-1-13. Xylose 포함 배지에서 E. coli mazF toxin 유전자의 발현 여부 확인. 

(좌) mazF가 삽입되지 않은 대조군 (우) mazF 삽입 플라스미드 pKLJM054>

나. 가스 전환 배양 조건 개선

○ Clostridium sp. AWRP의 CO2+H2 전환 연속배양 운전

- 가스 전환 공정의 특성상 회분식 배양보다는 연속 배양의 형태로 운전하는 것이 효율적이므로 

모델 균주인 Clostridium sp. AWRP를 이용해 연속 배양을 진행하였음.

- 연속 배양은 총 배지 부피 1.6L로 진행하였으며, RM 배지에 yeast extract 2 g/L를 첨가하여 

진행하였음. pH는 암모니아수 공급을 통해 초기 6.0으로 제어하면서 안정화된 후 5.5, 5.0 순으

로 낮추어 pH 에 따른 배양 양상을 비교해 보고자 하였음.

- 아래 그림과 같이 배양기와 feed tank를 peristaltic pump로 연결 후 초기 회분식 배양을 진행

하고, 48시간째에 연속 배양으로 전환하였음. 48~84시간 구간까지는 희석률을 0.05 h-1로 설정

하였으나, 균체 밀도가 낮은 것을 확인 후 0.03 h-1로 감소시켰음.

<그림 2-2-1. Clostridium sp. AWRP의 CO2 전환을 위한 연속 배양기 (좌) 및 실제 배양 사진 (우) >
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- 희석률을 0.03 h-1로 낮춘 후 균체 밀도가 1.3까지 안정적으로 증가하는 것을 확인하였으나, 

이후 급격하게 감소하는 현상을 확인하였음. 그러나 균체가 감소하는 구간에서 아세트산의 농

도는 약 12 g/L로 최대를 나타내었으나(그림 2-2-2), 이후 균체 활성 감소에 따라 희석되어 감

소하는 추세를 나타내었음. 

<그림 2-2-2. Clostridium sp. AWRP의 CO2 전환 연속배양 결과 >

- 200시간째에 pH를 5.5로 낮추어 주었으나 배양이 회복되지 않음을 확인하고 종료하였음.

- pH를 6.0으로 증가시켜 아세트산에 대한 스트레스가 다소 완화될 것으로 기대하였으며, 실제 

아세트산 농도는 소폭 증가하고, 에탄올 농도는 감소하였음이 확인되었음. 

- 그러나 pH 6.0에서 전체적인 가스 소모 속도는 pH 5.0의 회분식 배양보다 떨어지는 것으로 확

인되어 전환 효율 자체는 높지 않음이 확인되었으며, 추후 배양시에는 6.0보다 낮은 pH에서 

안정화 여부를 확인해야 할 것으로 보임.

- 또한, 일반적인 연속 배양과 달리 균체의 밀도가 안정적으로 유지되지 못하는 것을 확인하였

음. 이는 stationary phase에서 sporulation 유전자들의 발현으로 cell lysis가 일어나는 것으로 

추측되며, 이러한 현상이 높은 희석률에서도 발생하는지의 여부를 추가적인 실험이 필요할 것

으로 판단됨. Sporulation 외에도 prophage 활성화 등의 문제가 있을 수 있으므로, 당해 연도 

제작된 유전자 조작 균주를 활용하여 비교 분석이 필요할 것으로 보임.
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<그림 2-2-3. 배치배양과 연속배양에 따른 산물 생산 비교>

○ 낮은 가스 전달 속도에서 Clostridium sp. AWRP의 합성 가스 전환 특성 확인

- Clostridium sp. AWRP와 같은 아세토젠 균주들은 CO 또한 가스 기질로 사용을 할 수 있으나 

탄소고정 경로 효소 중 하나인 formate dehydrogenase-hydrogenase 복합체가 CO에 저해를 받

아 과도한 CO의 공급시 오히려 성장 저해 요인으로 작용함.

- Clostridium sp. AWRP의 경우 CO 공급 속도에 따라서 배지의 ORP와 산물 생산 패턴이 판이하

게 변화하는 특성이 있음. 그러나 가스 공급을 제한한 상태에서 배양을 지속하였을 때의 산물 

패턴과 세포농도가 증가한 정지기에서도 CO 공급에 의해 에탄올 생산량이 변화할 것인지는 

확인하지 않음.

- Clostridium sp. AWRP 균주에 CO에 의한 저해를 최대한 억제하면서 Syngas를 공급한 뒤 높은 

세포 농도 상황에서 CO 공급량을 늘려 주었을 때, 배지에 누적된 아세트산이 효율적으로 에탄

올로 전환될 수 있는지 확인하고자 하였음.

- 기질 가스로는 합성 가스의 조성을 모사한 혼합 가스(CO 50%, CO2 10%, H2 10%, N2 30%)를 

사용하였으며, pH는 암모니아수의 공급을 통해 5.5로 유지하였음. 가스의 공급 유량과 교반 속

도는 headspace의 GC 측정을 통해 CO의 전환율이 50% 이상일 때 증가시켜 주었으며, CO에 

의해 수소 소모가 저해되지 않게 조절하였음.

- CO의 전달이 제한된 상황에서는 아세트산이 주 산물로 생성되는 것을 확인하였음. 그러나 다

른 유사균주에서 확인되는 것처럼 후반부에 알코올 생산으로 대사가 전환되지는 않았음.

- CO 저해가 없을 경우 전반적인 Wood-Ljungahl 경로의 flux가 증가하여 CO를 활발하게 공급했

을 때보다 생산성은 개선되는 것을 확인. 

- 특히 84~108시간 구간에서는 아세트산의 순간 생산성이 9 g/L/d까지 증가하는 것을 확인하였으

며, 최종 아세트산 농도는 약 26 g/L로 확인되었음. 그러나 배양 초반의 CO 저해로 평균 생산

성은 약 3.8 g/L/d로 최대 생산성과 큰 차이를 보이는 것을 확인함. 최고 균체 밀도는 약 5.4 

수준으로, 영양적인 제한과 아세트산 누적이 동시에 작용한 것으로 판단됨.
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<그림 2-2-4. pH, ORP 조절을 통한 CO shock 영향 평가>

- 발효 후반부에 1차년도에 시험한 ORP 제어(-360 mV)를 시도하였는데, 일정한 수준으로 잘 유

지되는 것은 확인하였으나, 배양 초반과는 다르게 후반부에서는 ORP를 낮춰 주어도 알코올의 

생산이 활발하지 않았음. 이는 아세트산이 이미 고농도로 누적되어 세포의 활성 자체가 낮았

기 때문으로 추정됨. 

- 덧붙여, 세포농도가 낮은 배양 초반시 CO에 대한 저해 해결이 중요할 것으로 보임. 일반적으

로 실험실에서 사용하는 autoclavable 배양기의 경우 가스관 전체를 stainless steel 재질로 사용

하는 것이 불가능하여 일부 산소가 유입되는 구조이며, CO 저해로 인한 생장 지연이 오래 지

속되는 경우 산소 오염으로 인한 실패가 일부 관찰되었음.

- 상기 문제를 해결하고, 다양한 조건(pH, agitation 등)에서 균주의 배양 양상을 확인하고 최적 

배양 조건을 확립하여, 당해 연도에 제작한 다양한 개량 균주의 발효 성능 평가를 실시할 예

정임.

○ Acetate 첨가를 활용한 Clostridium sp. AWRP의 초반 CO 저해 개선

- 앞선 결과에서 언급하였듯이, CO를 사용한 배양에서의 가장 큰 어려움은 초반 낮은 균체 밀도

에서 CO에 의한 저해로 생장이 지연되는 현상임. 향후 안정적인 배양기 운용을 위해서는 이러

한 문제의 해결 방안이 필요함.
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- CO에 대한 내성은 단순 유전자 조작으로 얻기 어렵고, 적응 진화 실험의 경우 시간이 장기간 

소요되는 문제가 있음. 따라서, 배지에 당을 소량 첨가하여 균체 밀도를 올린 후 가스 배양으

로 전환하는 방법들이 연구되고 있으나, 탄소원 전환시에도 배양 지연이 발생하는 것으로 알

려져 있음.

- 배양 조건 최적화를 위한 serum bottle 실험 결과들을 종합하여 보았을 때, sodium acetate를 

미량 첨가해 주었을 때, CO 소모가 빠르게 일어나는 것을 확인하였고, 개미산과 함께 배양 지

연 개선 효과를 확인하였음. 

- 개미산의 경우 탄소고정 경로의 중간 물질이나 CO에 인해 formate dehydrogenase가 저해되면 

생합성이 크게 저해되어 전체적인 배양 지연이 된다는 것이 알려져 있음. 그러나 아세트산 첨

가의 경우 가스 전환 미생물에서 어떤 역할을 하는지 정확하게 알려진 바 없음.

- 먼저, 20 mL의 배지를 이용한 serum bottle 배양을 수행하고 GC를 이용해 CO 소모량을 측정

함으로써 생장 여부를 확인하였음. 가스 분석의 용이함을 위해 기존 합성 가스 대신 100% CO

를 125 kPa로 충전하여 배양을 수행하였음(그림 2-2-5). Sodium acetate와 Sodium formate는 

pH 5.5로 조정 후 첨가하였으며, 이들의 첨가에 따른 초기 배지 pH 변화 영향을 확인하기 위

하여 대조군으로서 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid(MES)를 첨가한 조건도 같이 배양을 실

시하였음.

- 그 결과, sodium acetate 첨가 실험군의 경우 약 6일만에 모든 CO를 소모한 반면, sodium 

formate의 경우 배양 13일차에도 유의미한 CO 소모를 보이지 못했음. 

<그림 2-2-5. Clostridium sp. AWRP의 배지 첨가물에 따른 CO 소모량 비교 결과. ■ : 40 mM 

sodium acetate, ▲ : 40 mM sodium formate, ○ : 40 mM MES, ● : 첨가물 없음>

- 무첨가한 대조군의 경우도 syngas와는 달리 CO 소모가 일어나지 못했는데, 이는 기질에 CO2

가 배제됨으로써 배지의 pH가 합성 가스 배양시보다 높았기 때문으로 추측됨. 실제 MES를 첨
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가해 초기 pH를 낮추어 준 대조군에서는 배양 9일차부터 CO 소모가 진행되었으나, sodium 

acetate 첨가 조건 대비 배양 지연이 크게 나타난 것으로 확인됨.

- CO의 분압에 따라 sodium acetate의 첨가 효과를 확인해 보기 위해서 CO의 분압이 각각 75, 

125, 200 kPa인 조건에서 추가 배양 실험을 수행하였음. 본 실험에서는 CO 전환에 따른 배지

의 pH 변화를 최소화하기 위해 모든 조건에서 배지에 40 mM MES를 첨가하였으며, 여기에 40 

mM sodium acetate 첨가 유무에 따른 결과를 비교하였음(그림 2-2-6).

<그림 2-2-6. Clostridium sp. AWRP의 CO 분압에 따른 배양시 CO 소모. 

(좌) 40 mM MES 첨가 조건 (우) 40 mM MES와 40 mM sodium acetate 첨가 조건 >

- 높은 CO 분압에서도 효과가 있음이 확인되어, 배양기를 이용해 회분식 배양을 진행하였음. (그

림 2-2-7). 미첨가 조건의 경우 CO 공급을 최소화해 주었음에도 약 2일 이상의 생장 지연이 

발생한 반면, sodium acetate 첨가시 1일차부터 활발하게 생장하여 36시간째에 최고 균체 밀도

에 도달하였음.

<그림 2-2-7. Sodium acetate 첨가 조건에서 Clostridium sp. AWRP의 회분식 반응기 배양 결과. 

미첨가 조건은 CO 제한 조건에서의 배양 결과임. >
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- 상기 발효 결과에서 초반부터 에탄올이 급격하게 상승하는 것을 확인할 수 있으며, GC 분석을 

통해 초반에는 탄소 고정경로로 유입되는 CO의 비율보다 아세트산의 환원에 사용되는 CO의 

비율이 높음을 확인하였음. 이러한 결과를 바탕으로 아래 그림과 같은 CO-아세트산 호흡 모델

을 제시하였으며, 추가 실험을 진행할 예정임.

<그림 2-2-8. Clostridium sp. AWRP의 CO-아세트산 호흡 모델. 

(좌) 아세트산 미첨가시의 CO 저해 상태 (우) 아세트산 첨가로 CO-아세트산 호흡으로 전환된 상태>

- 이번 연구를 진행하여 아세트산 첨가를 통해 CO 배양 시간이 대폭 단축될 수 있음을 확인하

였으며, 향후 빠르게 배양 조건 최적화가 가능할 것으로 기대함. 특히, 그 동안 CO 가스 이용

시 어려움을 겪었던 가스 유량 및 agitation 조건 실험이 더욱 용이해질 것으로 보이며, 에탄올 

생산성 향상에도 활용이 가능할 것으로 기대됨.

3. 미세조류 생산성

가. 고염분수 활용 미세조류 대량배양 연구

○ 농축 고염분수를 활용한 Dunaliella salina 배양 연구(200 L 규모)

- 본 배양 연구에 사용된 Dunaliella salina LIMS-PS-1511 종은 남해 해양시료도서관에서 분양받

았으며 총 4기의 200 L 규모 광생물 반응기(ROSE max)에서 9일 동안 배양 연구를 진행(그림 

3-1-1)

- 미세조류 바이오매스 확보를 위해 Dunaliella salina 배양 2회(1차, Lot #1; 2차, Lot #2) 진행됨. 

이때 적정 배양 수온은 25℃로 설정, 수분 증발에 의한 염분 증가는 담수를 공급함으로써 조

절되어 배양기간 동안 배양 환경을 일정하게 유지함
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- 미세조류 배양은 33 psu조건의 일반해수(NS) 및 용암해수(MS), 65 psu조건의 용암해수+NaCl 

(MS+NaCl) 및 고염분수(HSMS)를 기반으로 하여 진행됨

- 위 네 가지 조건에 f*1.5 배지(표 3-1-1)를 영양원으로 하는 200 L의 배양액과 5 L의 미세조류 

seed가 광 생물 반응기에 각각 공급됨 

<그림 3-1-1. Dunaliella salina 배양 연구(200 L 규모)>

f*1.5 medium

Component Amount (g/L)

1 NaNO3 0.225

2 NaH2PO4.H2O 0.015

3 Na2SiO3.9H2O 0.45

4 NaNO3 2.5

9 FeC13.6H2O 0.00315

10 Na2EDTA.2H2O 0.00436

11 ZnSO4.7H2O 0.000022

12 MnCl2.4H2O 0.00018

14 CoCl2.6H2O 0.00001

15 Na2MoO.2H2O 0.0000063

16 CuSO4.5H2O 0.0000098

<표 3-1-1. 해수 기반 미세조류 배양용 배지 조성 >

○ Dunaliella salina 배양환경 분석(200 L 규모)

- 배양환경은 배양이 진행되는 9일 동안 YSI 556-01 (Nist, USA)을 이용하여 수온, 염분 및 pH를 

측정함으로써 분석함(1일 1회) 

- 배양환경 분석 결과, 1차 배양에서 수온은 평균 26.14±1.9℃, 최고 29.11±0.32℃, 최저 

22.96±0.12℃을 보였으며 2차 배양에서는 평균 26.51±1.9℃, 최고 30.22±0.23℃, 최저 

24.41±0.18℃의 수온을 기록함. 설정 온도(25℃)를 유지하였으나 일일 조사량 및 기온 차에 의

해 최대 6.15±0.44, 5.81±0.41℃의 수온 변화를 보임
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- 염분은 고염의 조건(HSMS, MS+NaCl)에서 1차 배양에 평균 65.39±0.2 psu, 최고 65.71±0.12 

psu, 최저 65.11±0.11 psu을 보였으며, 2차 배양에서 평균 65.00±8.13 psu 로 최고 66.98±0.24 

psu, 최저 65.14±0.15 psu를 기록함. 33 psu 조건(NS, MS)에서는 1차에 평균 33.47±0.21 psu, 

최고 33.89±0.14 psu, 최저 33.13±0.16 psu을 보였으며, 2차에는 평균 33.99±0.65 psu, 최고 

34.65±0.16 psu, 최저 33.30±0.12 psu을 기록함 

- pH 수준은 1차 배양에 9.86±0.43, 최고 10.61±0.11, 최저 9.28±0.04을 보였으며, 2차 배양에 

평균 pH 9.80±0.91, 최고 10.81±0.06, 최저 8.28±0.10을 기록함. 배양이 진행됨에 따라 pH 수

준이 증가함

○ Dunaliella salina 생체량 변화 분석(200 L 규모)

- 미세조류 생체량 변화는 미세조류 배양액 20 mL의 바이오매스를 측정함으로써 분석함. 방법으

로는 미세조류 배양액 20 mL를 취수 및 여과(GF/C 여과지 이용)하여 24시간동안 50℃에서 건

조 후, 무게를 측정함. 생체량 분석은 배양 9일 동안 3일 간격으로 진행함 

- Dunaliella salina 1차 배양의 초기생체량은 0.22±0.03 g/L로 4기의 200 L 규모의 광생물 반응

기 (ROSE max)에 동일하게 접종되었음. 1차 배양기간 동안 HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS 

(33 psu),  MS+NaCl (65 psu), 조건에서 각각 최대 바이오매스 생산량 0.68±0.01 , 0.53±0.01, 

0.47±0.01, 0.58±0.007 g/L 을 기록하였으며(배양 종료 시점), 평균 생체량은 0.51±0.13, 

0.48±0.06, 0.49±0.08, 0.49±0.09 g/L (배양 9일 간)을 기록함(그림 3-1-2)

- 2차 배양 초기생체량은 0.24±0.02 g/L로 4기의 200 L 규모의 광생물 반응기(ROSE max)에 동

일하게 접종되었음. 2차 배양기간 동안 HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS (33 psu),  MS+NaCl 

(65 psu)조건에서 각각 최대 바이오매스 생산량 0.42±0.01, 0.44±0.07,  0.58±0.05, 0.50±0.03 

g/L을 기록하였으며, 평균 생체량은 0.35±0.09, 0.39±0.05, 0.43±0.06, 0.44±0.06 g/L (배양 9

일 간)을 기록함(그림 3-1-3)

- 1차 배양에서 바이오매스 생산량은 HSMS 조건에서 유의하게 높았으며, 2차 배양에서는 유의한 

바이오매스 생산량 차이를 보이지 않음(그림 3-1-2, 3-1-3)

<그림 3-1-2. Dunaliella salina 생체량 변화(왼쪽; 1차 배양, 오른쪽; 2차 배양)>
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○ Dunaliella salina 최종 바이오매스 수확량(200 L 규모)

- Dunaliella salina 바이오매스 확보를 위해 뮐러가제(Pore size: 10 ㎛)를 이용하여 여과 및 수확

하였음. 수확물은 –50℃에서 48시간 냉동 보관 하였으며, 이후 동결건조 진행. 건조 시료는 막

자사발을 이용하여 파쇄 하였으며, 건조된 파우더 시료는 차광된 4℃에서 보관)

- 최종 바이오매스 수확량은 HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS (33 psu),  MS+NaCl (65 psu)에서 1, 

2차 각각, 34.37, 19.22, 23.74, 20.79 g 및 33.85, 21.0, 27.66, 30.47 g을 보임 (표 3-1-2).  

- 2차 배양에서 유의한 바이오매스 생산량 차이를 보이지 않았지만 최종 바이오매스 수확량 차

이를 보인 것은 고염의 조건(HSMS, MS+NaCl) 배양액을 구성하는 해수의 무기물 함량차이로 사

료됨  

No. Sample name  Dry weight(g)

1차 배양

HSMS 34.37
NS 19.22
MS 23.74

MS+NaCl 20.79

2차 배양

HSMS 33.85
NS 21.0
MS 27.66

MS+NaCl 30.47

<표 3-1-2. Dunaliella salina 바이오매스 수확량>

○ 유세포 분석             

- 유세포 분석기 (Flow cytometry analyzer, BD AccuriTM C6 Plus)를 이용하여 미세조류의 

Fluorescent (FL1, FL2, FL3), Forward Scatter (FSC) 및 Side Scatter (SSC) 분석을 통하여 세포 

수(Number of cells), 세포 생존율(Cell viability), 지질 생산량(Lipid accumulation), 카로티노이드 

생산성(Carotenoids productivity) 변화를 확인함(그림 3-1-3)             

- Chlorophyll-a의 auto-fluorescence을 이용하여 미세조류 세포 분별이 가능하며(Olson et al., 

1989), 배양 기간동안 488 nm의 FL3-H 레이저를 통해 세포 수 증가 확인 

<그림 3-1-3. 유세포 분석(Flow cytometric analysis>
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- Dunaliella salina 세포 수 변화(200 L 규모) : 1차, 2차 배양결과, 33 psu (NS, MS)조건에서 각각 

유의한 세포 수 증가를 보였으며, 65 psu (MS+NaCl, HSMS) 조건에서는 상대적으로 더딘 세포 

생장을 보임(그림 3-1-4)

- 고염의 조건에서 Dunaliella sp.의 세포 수가 더디게 증가하는 연구 결과가 보고된 바 있으며(A. 

Rad et al., 2011), 추가적인 세포 분석을 통한 염분 스트레스에 의한 세포 생장 양상 및 성분 

변화 파악이 필요함

<그림 3-1-4. Dunaliella salina 세포 수 변화(200 L)>

- Dunaliella salina 세포 생존율 변화(200 L 규모) : 배양 초기, HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS 

(33 psu), MS+NaCl (65 psu)조건에서 92.8±4% 수준의 세포 생존율을 보임. 배양 3-6일차 까지 

65 psu 조건(HSMS, MS+NaCl)에서 33 psu 조건(NS, MS)에 비해 유의하게 높은 세포 생존율을 

보임(그림 3-1-5)

- 세포생존율은 연구 도중 도입된 분석 방법으로써 추가적인 분석이 필요함

     

<그림 3-1-5. Dunaliella salina 세포 생존율 변화(2차 배양)>
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- Dunaliella salina 지질 생산량 변화(200 L 규모) : 배양기간 동안 HSMS (65 psu), NS (33 psu), 

MS (33 psu), MS+NaCl (65 psu)조건에서 지질 생산량이 증가함. 수확이 진행된 배양 9일 차에

는 65 psu 조건에서 33 psu 조건의 실험군에 비해 유의하게 높은 지질 생산량을 보임(그림 

3-1-6). MS 조건에서는 배양 6일차 까지 지질 생산량이 증가하였으나 배양 종료시점에 감소하

는 양상을 보임

- 염분 스트레스로 인한 Dunaliella sp. 세포 내 지질함량의 증가가 보고된 바 있음(Takagi et al., 2006)

<그림 3-1-6. Dunaliella salina 지질 생산량 변화(2차 배양)>

- Dunaliella salina 카로티노이드 생산성 변화(200 L 규모) : 33 psu 조건(NS, MS)에서 배양기간 

동안 지속적으로 카로티노이드 생산성이 증가함. 배양 9일차에는 MS (33 psu)조건에서 카로티

노이드 함량이 유의하게 가장 증가하였으며, HSMS (65 psu)조건에서 카로티노이드 생산성이 

유의하게 낮은 수준을 보임(그림 3-1-7)

<그림 3-1-7. Dunaliella salina 카로티노이드 생산성 변화(2차 배양)>
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○ Dunaliella salina 배양 연구(고염 생물 10톤급 배양조건 확립)

- Dunaliella salina 배양연구를 10 ton 규모의 수로형 시스템(Open Raceway Pond, ORP)에서 15

일 동안 진행함(그림 3-1-8) 

- 적정 배양 수온은 28℃로 설정, 수분 증발에 의한 염분 증가는 담수를 공급함으로써 조절되어 

배양기간 동안 배양 환경을 일정하게 유지함

- 미세조류 배양은 65 psu조건의 고염분수(HSMS)를 기반으로 하여 진행됨

- 고염분수(HSMS)에 f*1.5 배지(표 3-1-1)를 영양원으로 하는 10 ton의 배양액과 200 L의 미세조

류 seed가 수로형 시스템에 공급됨 

<그림 3-1-8. Dunaliella salina 10톤 규모 배양 연구>
 

○ Dunaliella salina 배양환경 분석(10 ton 규모)

- 배양환경은 배양이 진행되는 15일 동안 YSI 556-01 (Nist, USA)을 이용하여 수온, 염분 및 pH

를 측정함으로써 분석함(1일 1회) 

- 배양환경 분석 결과, 수온은 평균 29.3±2.9℃, 최고 31.93±0.60℃, 최저 24.28±1.21℃을 보였

으며, 설정 온도(28℃)를 유지하였으나 일일 조사량 및 기온 차에 의해 최대 7.53±1.14℃의 수

온 변화를 보임.

- 염분은 평균 68.49±5.6 psu, 최고 78.81±0.04 psu, 최저 63.87±0.12 psu를 보였으며, 배양이 

진행됨에 따라 염분이 증가함

- pH 수준은 평균 9.37±0.72, 최고 10.17±0.02, 최저 8.28±0.32을 보임

○ Dunaliella salina 생체량 변화(10 ton 규모)

- 미세조류 생체량 변화는 미세조류 배양액 20 mL의 바이오매스를 측정함으로써 분석함. 방법으

로는 미세조류 배양액 20 mL를 취수 및 여과(GF/C 여과지 이용)하여 24시간동안 50℃에서 건

조 후, 무게를 측정하였으며, 배양 15일 동안 3일 간격으로 진행함 
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- Dunaliella salina의 초기생체량은 0.12±0.02 g/L로 수로형 시스템(Open Raceway Pond, ORP)에 

접종되었음.

- 단위면적당 생산성(Areal productivity)은 Dunaliella salina의 생물량을 면적으로 환산하여 계산

하였으며, Dunaliella salina의 단위면적당 생산성(Areal productivity)은 배양 종료시점(15일 차)

에 48.0±1.2 g/m2/d을 기록하여 연구 목표 달성함(그림 3-1-9)

<그림 3-1-9. Dunaliella salina 단위면적당 생산성>

○ Dunaliella salina 최종 바이오매스 수확량 측정(10 ton 규모)

- Dunaliella salina 바이오매스 확보를 위해 초대형 원심분리기(CROWN MACHINERY, USA)를 이

용하여 수확함. 수확물은 –50℃에서 48시간 냉동 보관 하였으며, 이후 동결건조기(OPERON, 

KOREA)를 사용하여 동결건조를 진행함. 건조 시료는 막자사발을 이용하여 파쇄 하였으며, 건

조된 파우더 시료는 차광된 4℃에서 냉장보관함 

- 최종 바이오매스 수확량 : 610 g (DCW/10 ton)

○ 농축 고염분수를 활용한 Tetraselmis sp. 배양 연구

- 본 배양 연구에 사용된 Tetraselmis sp. KCTC 12432BP 종은 남해 해양시료도서관에서 분양받음

- 총 4기의 200 L 규모 광생물 반응기(ROSE max)에서 9일 동안 배양 연구를 진행함(그림 

3-1-10)

- 적정 배양 수온은 25℃로 설정, 수분 증발에 의한 염분 증가는 담수를 공급함으로써 조절되어 

배양기간 동안 배양 환경을 일정하게 유지함
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- 미세조류 배양은 33 psu조건의 일반해수(NS) 및 용암해수(MS), 65 psu조건의 용암해수+NaCl 

(MS+NaCl) 및 고염분수(HSMS)를 기반으로 하여 진행됨

- 위 네 가지 조건에 f*1.5 배지(표 3-1-1)를 영양원으로 하는 200 L의 배양액과 5 L의 미세조류 

seed가 광 생물 반응기에 각각 공급됨 

<그림 3-1-10. Tetraselmis sp. 배양 연구(200 L 규모)>

○ Tetraselmis sp. 배양환경 분석(200 L 규모)

- 배양환경 분석 결과, Tetraselmis sp. 수조의 수온은 평균 27.35±2.5℃, 최고 29.91±0.12℃, 최

저 21.96±0.15℃을 보였으며, 설정 온도(25℃)를 유지하였으나 일일 조사량 및 기온 차에 의해 

최대 7.95±0.27℃의 수온 변화를 보임

- 염분은 고염의 조건(HSMS, MS+NaCl)에서 평균 66.60±4.21 psu, 최고 70.89±0.14 psu, 최저 

62.48±0.23 psu을 보였으며, 33 psu 조건(NS, MS)에서는 평균 34.00±0.70 psu, 최고 

34.64±0.22 psu, 최저 33.14±0.13 psu을 기록함

   - pH 수준은 평균 9.66±0.14, 최고 9.93±0.02, 최저 9.50±0.01을 보였으며, 배양이 진행됨

에 따라 pH 수준이 증가함

○ Tetraselmis sp. 생체량 변화 분석(200 L 규모)

- 미세조류 생체량 변화는 미세조류 배양액 20 mL의 바이오매스를 측정함으로써 분석함. 방법으

로는 미세조류 배양액 20 mL를 취수 및 여과(GF/C 여과지 이용)하여 24시간동안 50℃에서 건

조 후, 무게를 측정함. 생체량 분석은 배양 9일 동안 3일 간격으로 진행함 

- Tetraselmis sp.의 초기생체량은 0.22±0.03 g/L로 4기의 200 L 규모의 광생물 반응기 (ROSE 

max)에 동일하게 접종되었음. HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS (33 psu), MS+NaCl (65 psu)조건

에서 각각 최대 바이오매스 생산량 0.54±0.05, 0.46±0.04, 0.52±0.08, 0.67±0.019 g/L을 기록

하였으며(배양 종료 시점), 평균 생체량은 0.53±0.10, 0.43±0.04, 0.44±0.05,  0.55±0.13 g/L 

(배양 9일 간)을 기록함(그림 3-1-11) 
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<그림 3-1-11. Tetraselmis sp. 생체량 변화>

○ Tetraselmis sp. 최종 바이오매스 수확량(200 L 규모)

- Tetraselmis sp. 바이오매스 확보를 위해 뮐러가제(pore size: 10 ㎛)를 이용하여 여과 및 수확하

였음. 수확물은 –50℃에서 48시간 냉동 보관 하였으며, 이후 동결건조 진행. 건조 시료는 막자

사발을 이용하여 파쇄 하였으며, 건조된 파우더 시료는 차광된 4℃에서 보관

- HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS (33 psu),  MS+NaCl (65 psu), 조건에서 각각 13.0, 13.7, 14.4, 

14.6 g (DCW/200 L)의 시료를 확보함(표 3-1-3)

Species Sample name  Dry weight(g)

Tetraselmis sp.

HSMS 13.0

NS 13.7

MS 14.4

MS+NaCl 14.6

표 3-1-3. Tetraselmis sp. 최종 바이오매스 수확량

○ 유세포 분석 

- Tetraselmis sp. 세포 수 변화(200 L 규모) : 배양 9일차에 용암해수 기반의 MS (33 psu), 

MS+NaCl (65 psu) 조건에서 유의한 세포 수 차이를 보임(그림 3-1-12)
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<그림 3-1-12. Tetraselmis sp. 세포 수 변화>

- Tetraselmis sp. 세포 생존율 변화(200 L 규모) : 배양 기간 동안 HSMS (65 psu), NS (33 psu), 

MS (33 psu),  MS+NaCl (65 psu)조건에서 99.2%이상의 세포 생존율을 보임(그림 3-1-13)

- 세포생존율은 연구 도중 도입된 분석 방법으로써 추가적인 분석이 필요함 

<그림 3-1-13. Tetraselmis sp. 세포 생존율 변화 (%)>
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- Tetraselmis sp. 지질 생산량 변화(200 L 규모) : HSMS (65 psu), NS (33 psu), MS (33 psu),  

MS+NaCl (65 psu)조건에서 배양기간 동안 지질 생산량이 증가하였으며, 배양 종료시점에는 33 

psu (MS, NS)조건에서 65 psu (HSMS, MS+NaCl) 조건에서 보다 유의하게 높은 지질 생산량을 

보임(그림 3-1-14)

<그림 3-1-14. Tetraselmis sp. 지질 생산량 변화>

- Tetraselmis sp. 카로티노이드 생산성 변화(200 L 규모) : 배양 3-10일 동안 33 psu (NS, MS)조

건에서 카로티노이드 생산성이 유의하게 증가함. 배양 기간 동안 66 psu (HSMS, MS+NaCl)조건

에서 카로티노이드 색소 생산성이 증가하였으나, 33 psu (NS, MS)조건에 비해 유의하게 낮은 

수준을 보임(그림 3-1-15)

<그림 3-1-15. Tetraselmis sp. 카로티노이드 생산성 변화>
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○ Tetraselmis sp. 연구(고염 생물 10톤급 배양조건 확립)

- Tetraselmis sp. 배양연구를 10 ton 규모의 수로형 시스템(Open Raceway Pond, ORP)에서 18일 

동안 진행함(그림 3-1-16) 

- 적정 배양 수온은 28℃로 설정, 수분 증발에 의한 염분 증가는 담수를 공급함으로써 조절되어 

배양기간 동안 배양 환경을 일정하게 유지함

- 미세조류 배양은 65 psu조건의 고염분수(HSMS)를 기반으로 하여 진행됨

- 고염분수(HSMS)에 f*1.5 배지를 영양원으로 하는 10 ton의 배양액과 200 L의 미세조류 seed가 

수로형 시스템에 공급됨 

<그림 3-1-16. Tetraselmis sp. 10톤 규모 배양 연구>

○ Tetraselmis sp. 배양환경 분석(10 ton 규모)

- 배양환경 분석 결과, 수온은 평균 27.12±2.37℃, 최고 32.98±0.54℃, 최저 24.38±0.61℃을 보

였으며, 설정 온도(28℃)를 유지하였으나 일일 조사량 및 온도차에 의해 최대 8.68±0.58℃의 

수온 변화를 보임.

- 염분은 평균 67.94±1.43 psu, 최고 70.11±0.84 psu, 최저 65.34±0.42 psu를 보였으며, 배양이 

진행됨에 따라 염분이 증가함

- pH 수준은 평균 9.92±0.15, 최고 10.08±0.03, 최저 9.64±0.12을 보임

○ Tetraselmis sp. 생체량 변화(10 ton 규모)

- 미세조류 생체량 변화는 미세조류 배양액 20 mL의 바이오매스를 측정함으로써 분석함. 방법으

로는 미세조류 배양액 20 mL를 취수 및 여과(GF/C 여과지 이용)하여 24시간동안 50℃에서 건

조 후, 무게를 측정하였으며, 배양 15일 동안 3일 간격으로 진행함 

- Tetraselmis sp.의 초기생체량은 0.05±0.01 g/L로 수로형 시스템(Open Raceway Pond, ORP)에 

접종되었음.
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- 단위면적당 생산성(Areal productivity)은 Tetraselmis sp.의 생물량을 면적으로 환산하여 계산하

였으며, 단위면적당 생산성(Areal productivity)을 배양 18일 차에 47.2±0.9 g/m2/d을 기록하여 

목표 달성함(그림 3-1-17)

<그림 3-1-17. Tetraselmis sp. 단위면적당 생산성>

○ Tetraselmis sp. 최종 바이오매스 수확량(10 ton 규모)

- Tetraselmis sp. 바이오매스 확보를 위해 초대형 원심분리기(CROWN MACHINERY, USA)를 이용

하여 수확하였음. 수확물은 -50℃에서 48시간 냉동 보관 하였으며, 이후 동결건조기(OPERON, 

KOREA)를 사용하여 동결건조를 진행함. 건조 시료는 막자사발을 이용하여 파쇄 하였으며, 건

조된 파우더 시료는 차광된 4℃에서 냉장보관함. 

- 최종 바이오매스 수확량 : 284.4 g (DCW/10 ton)

나 미세조류-미생물 하이브리드 배양 연구

○ 미세조류-미생물 하이브리드 배양 목적

- 미생물이 에탄올 발효시 생산되는 이산화탄소를 활용하여 이를 미세조류 배양시스템에 공급함

으로써 미세조류의 배양 단가를 줄이고 생산성을 높임과 동시에 미세조류와 미생물을 둘 다 

산업적으로 활용하고자 함

○ 미세조류-미생물 하이브리드 배양

- 1차년도 배양시스템의 단점을 보완하여 5L 규모의 하이브리드 배양수조 4기 제작
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- 미세조류는 광범위 염분에서 성장할 수 있는 Dualiella salina를 사용하였으며 이산화탄소 생산

을 위한 에탄올 발효 미생물로 Saccharomyces cerevisiae를 사용

- Saccharomyces cerevisiae 담체제작: 이산화탄소 발생을 위한 에탄올 발효에 용이한 fed-batch 

발효를 위하여 Saccharomyces cerevisiae를 대상으로 하여 calcium alginate 고정화 담체를 제

작하였음. 5 mL의 S. cerevisiae를 2L의 potato dextrose broth (PDB)에 접종 후 25℃에서 48시

간 동안 진탕 배양 하고, 이를 3500 rpm, 4℃에서 15분간 원심분리하여 상등액을 제거함. 60 g 

의 효모 pellet을 1% glucose, 1% yeast extract, 0.5 % peptone,  0.5% malt extract가 첨가된 

용액 300 mL에 재부유 시킴. 이를 300 mL의 3% alginate 용액과 1:1 비율로 잘 섞어준 후 이

를 정량 펌프를 이용하여 0.05 M의 calcium chloride용액에 떨어뜨려서 calcium alginate bead를 

제작하였다. 제작된 calcium alginate bead는 4℃의 0.05 M calcium chloride 용액에서 24시간 

동안 안정화를 거치고 이를 실험에 사용. 

- 적정 배양 수온은 28 ℃로 설정, 수분 증발에 의한 염분 증가는 담수를 공급함으로써 조절되어 

배양기간 동안 배양 환경을 일정하게 유지함

- 미세조류 배양은 33 psu조건의 용암해수 (MS), 65 psu조건의 고염분수 (HSMS)를 기반으로 하여 

진행됨

- 위 두 가지 조건에 미생물(효모)에 의해 생성된 CO2 주입 여부를 달리 하여 진행됨

- 총 네 가지 조건의 실험군에 f*1.5 배지를 영양원으로 하는 5 L의 배양액과 10 mL의 미세조류 

seed가 광 생물 반응기에 각각 공급됨 

<그림 3-2-1. 미세조류-미생물 하이브리드 배양 연구(5L 규모)>

○ Dunaliella salina 생체량 변화

- 미세조류 생체량 변화는 미세조류 배양액 20 mL의 바이오매스를 측정함으로써 분석함. 방법으

로는 미세조류 배양액 20 mL를 취수 및 여과(GF/C 여과지 이용)하여 24시간동안 50℃에서 건

조 후, 무게를 측정하였으며, 배양 12일 동안 2일 간격으로 진행함 
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<그림 3-2-2. 배양 7일차 배양,  좌: 용암해수-f1.5배지, 우: 용암해수-f1.5-효모발효에 의한 CO2공급>

<그림 3-2-3. 배양 7일차 배양,  좌: 고염분수-f1.5배지, 우: 고염분수-f1.5-효모발효에 의한 CO2공급>

- 배양 후 12째에 동안 용암해수 (33 psu), 용암해수(33 psu) - 하이브리드(CO2공급) 조건에서 바

이오매스 생산량 1.0±0.01, 1.43±0.06을 나타내어 으며, 평균 생체량은 0.66±0.3, 0.81±0.4을 

나타내었음 (그림 3-2-4).

- 고염분수(65 psu), 고염분수(65 psu)-하이브리드(CO2공급) 조건에는 각각 최대 0.98±0.01, 

1.32±0.01 g/L의 바이오매스 생산량을 기록하였으며, 평균 생채량은 0.62.±0.3, 0.77±0.4 g/L

을 기록함(그림 3-2-4)
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<그림 3-2-4. Dunaliella salina 바이오매스 생산성 변화>

○ Dunaliella salina 세포 수 변화

- Dunaliella salina의 세포 수 변화는 배양 0일부터 12일까지 2일 간격으로 유세포 분석기(Flow 

cytometry analyzer, BD AccuriTM C6 Plus)를 이용하여 분석함

- 배양 기간 동안 용암해수와, 용암해수-하이브리드 조건 과 고염분수, 고염분수-하이브리드 조

건에서 모두 지속적으로 세포수가 증가함  (그림 3-2-5)

- 배양 6일차 부터 CO2를 공급한 실험군 용암해수-하이브리드, 고염분수-하이브리드 조건에서 

높은 세포수 차이를 보임 (그림 3-2-5)

<그림 3-2-5. Dunaliella salina 세포수 변화>

- 용암해수와 고염분수에서 배양한 대조구에 비하여 하이브리드 시스템을 적용한 용암해수-하이

브리드, 고염분수-하이브리드 시스템에서 세포 수는 약 2배 차이나는 결과를 확인하였음
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- 하이브리드 시스템 적용으로 인하여 Dunaliella salina의 성장률이 높아지는 결과를 얻었으며, 바이오

매스의 증가뿐만 아니라 유세포 분석을 통하여 하이브리드시스템 적용 시 Dunaliella salina의 세

포 생존률 또한 두배 이상 증가시키는 결과를 확인하였음

○ 고염 활용 미세조류-미생물 하이브리드 대량 배양시스템 설계

 <그림 3-2-6. 미세조류-미생물 하이브리드 대량 배양시스템 설계(A; 200L, B; 10ton)>

- Lab-scale 연구결과 기반 미세조류-미생물 하이브리드 배양시스템 설계안 도출

- 200 L 규모 하이브리드 배양시스템(A), 10톤 규모 하이브리드 대량 배양시스템(B)설계

- 설계도 기반 미세조류-미생물 하이브리드 대량 배양시스템 구축 예정(2021년)

4. 고염배양 해양생물 추출물 및 가공물 제조/효능평가

가. 고염배양 미세조류 추출물 제작 및 효능평가

○ 배양조건에 따른 Dunaliela salina의 일반성분, 유용성분 및 영양성분 분석

- D. salina의 탄수화물, 단백질, 지질, 회분, 수분 함량을 비교하였음. 

- D. salina의 Chlorophyll a, b, Protochlorophyllide, Total carotenoid 함량을 비교하였음.

- D. salina의 아미노산과 지방산 함량을 비교하였음.

<표 4-1-1. Dunaliela salina의 일반성분 함량>
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- 배양조건에 상관없이 일반성분 분석 결과 회분 및 탄수화물함량이 높음을 확인하였음.

- NS의 탄수화물, 단백질, 지질, 회분, 수분함량은 각각 20.9%, 19.55, 15.3%, 39.6%, 4.7%을 차지

하고 있었으며, MS는 26.45, 16.2%, 10.08%, 43.1%, 4.2%, MS+NaCl은 22.4%, 14.7%, 9.0%, 

51.0%, 2.9%를, HSMS는 21.5%, 12.5%, 48.8%, 4.7%의 함량을 나타내는 것을 확인할 수 있었음.

<표 4-1-2. Dunaliela salina의 유용성분 함량>

- D. salina는 Chlorophyll 함량이 높게 나타났으며, 고염일수록 (MS+NaCl, HSMS) Chlorophyll함량

이 높아짐을 확인할 수 있었음.

- Total carotenoid 함량확인 결과에서도 고염일수록 함량이 증가하였으며, 특히 HSMS에서 173.6 

mg/100g의 높음 함량을 나타냄을 확인할 수 있었음.

<표 4-1-3. Dunaliela salina의 아미노산 함량>
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- 아미노산 분석결과 Glutamic acid, Aspartic acid의 함량이 약 10~16%로 높게 차지하고 있었으

며, 다음으로 Arginine, Alanine, Leucine의 함량이 약 7~10%를 차지하고 있었음. 배양조건에 

따라 미미한 함량 차이가 있었으나, 구성 비율은 비슷한 것으로 확인되었음.

       <표 4-1-4. Dunaliela salina의 지방산 함량>

- 지방산 분석결과 36종 지방산 중 D. salina는 총 7종의 지방산이 검출되었으며, Palmitic acid함

량이 가장 높게 나타남을 확인할 수 있었음. 다음으로 ALA, Linoleic acid, Oleic acid, EPA, 

Eicosenoic acid, GLA 함량 순이었으며, 배양조건에 따라 미미한 함량 차이가 있었으나, 구성 

비율은 비슷한 것으로 확인되었음.

○ 배양조건에 따른 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 항산화 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물의 활성 산소 소거능 확인을 

Hydrogen peroxide 소거능을 통해 측정하였음. 

<그림 4-1-1. Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 Hydrogen peroxide 소거능>
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- Hydrogen peroxide 소거능 확인 결과 각각의 IC50값은 NS 0.41 mg/ml, MS 0.44 mg/ml, MS+NaCl 

0.30 mg/ml, HSMS 0.34 mg/ml의 값을 확인할 수 있었으며, 고염일수록 소거능이 우수함을 확

인할 수 있었음.

- Hydrogen peroxide 소거능 순은 MS+NaCl > HSMS > NS > MS 순으로 나타남.

○ 배양조건에 따른 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 비알콜성 지방간 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물의 HepG2세포에서의 MTT assay

를 통한 세포독성 측정 및 Oil-red-O 염색을 통한 지방축적량을 측정하였음.

<그림 4-1-2. HepG2세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 세포독성>

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물을 200μg/ml까지 처리하였을 때 

고농에서 80%이하의 생존율을 보여 실험에는 100μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-1-3. HepG2세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 지방축적량 >

- FFA로 유도한 지방 축적을 NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물이 

축적을 억제시켰으며, HSM > NS > MS > MS+NaCl 순으로 지방 축적을 억제시키는 것을 확인

할 수 있었음.
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○ 배양조건에 따른 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 골관절염 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물의 MG-63세포에서의 MTT assay

를 통한 세포독성, 세포생존율 측정 및 ELISA kit를 통한 IL-6생성량을 측정하였음. 

<그림 4-1-4. MG-63세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 세포독성>

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물을 200μg/ml까지 처리하였을 때 

독성이 확인되지 않아 실험에는 200μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-1-5. MG-63세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 세포생존율 및 IL-6생성량>

- IL-1β로 처리하였을 때 NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물의 세포

생존율에 영향을 미치지 않았으며, IL-6 생성량 측정결과 HSMS 고농도에서 약 25%의 IL-6생성

량을 감소시키는 것을 확인할 수 있었음.

○ 배양조건에 따른 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 항염증 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 RAW264.7세포에서 

MTT assay를 통한 세포생존율, Griess reagent assay를 통한 NO 생성량, DCF-DA assay를 통
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한 ROS 생성량 및 Western blot을 통한 단백질 발현량을 측정하였음.

<그림 4-1-6. RAW264.7세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 세포생존율 및 NO 생성량>

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 NS, MS, MS+NaCl, HSMS에서 200 μg/ml 농도 까지 독성이 

보이지 않음을 확인할 수 있었음.

- LPS로 유도한 NO 생성량 측정결과 NS, MS, MS+NaCl, HSMS에서 농도가 증가할수록 NO생성량

을 감소시키는 것을 확인할 수 있었으며, 소거활성은 비슷한 것으로 확인하였음.

<그림 4-1-7. RAW264.7세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 iNOS, COX-2 단백질 발현>

- LPS를 처리하였을 때 iNOS와 COX-2 단백질 발현이 현저히 증가하였으며, NS, MS, MS+NaCl, 

HSMS를 처리하였을 때 농도가 증가할수록 단백질 발현을 감소시키는 것을 확인할 수 있었음. 

따라서 D. salina Carotenoid 추출물은 iNOS, COX-2 단백질을 감소시켜 항염증 효능을 나타냄

을 확인할 수 있었음.

- LPS를 처리하였을 때 ROS 생성량이 증가하였으며, NS, MS, MS+NaCl, HSMS를 처리하였을 때 

농도가 증가할수록 ROS 생성량을 억제시키는 것을 확인할 수 있었음.
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- 따라서 D. salina Carotenoid 추출물은 ROS 활성화를 억제하여 항염증 효능을 나타냄을 확인하

였고, 이를 증명하기 위해 작용기전 탐색 연구를 진행 중에 있음.

<그림 4-1-8. RAW264.7세포에서 Dunaliela salina Carotenoid 추출물의 ROS 생성량 >

○ Dunaliela salina 다당류의 항산화 활성 탐색

- D. salina를 열수 추출하여, 원심 후 상층액을 동결건조하고, 이후에 에탄올 침전법을 활용하여 

다당류를 분리하였음.

- 총 당 정량은 Phenol sulfuric acid assay를 통해 측정하였음.

- 활성 산소 소거능 확인을 Hydrogen peroxide 소거능을 통해 측정하였으며, Vero 세포에서 

MTT assay를 통해 세포생존율을 측정하였음.

<그림 4-1-9. Dunaliela salina 열수 추출물의 Hydrogen peroxide 소거능>



- 68 -

- NS, MS, MS+NaCl, HSMS를 열수 추출하여 Hydrogen peroxide 소거능 확인 결과 각각의 IC50값

은 NS 2.74 mg/ml, MS 2.85 mg/ml, MS+NaCl 2.97 mg/ml, HSMS 2.72 mg/ml의 값을 확인할 수 

있었으며, 배양조건별로 소거능이 비슷하지만 HSMS에서 가장 낮은 IC50값을 나타냄을 확인할 

수 있었음.

- 총 당 함량 측정결과 NS > MS+NaCl >HSMS > MS 순의 함량을 확인할 수 있었음.

<그림 4-1-10. Dunaliela salina 다당류 분리 모식도 및 수율, 총 당, 황산기 함량>

- D. salina를 열수추출 하였을 때 수율, 총 당 함량, 황산기 함량이 각각 39.5%, 58.2 mg/g, 2.1%

를 나타내었으며, 최종 얻은 다당류의 수율, 총 당 함량, 황산기 함량은 각각 12.1%, 371.0 

mg/g, 13.5%를 나타내어, 고 함량의 당과 황신기를 포함하고 있는 것을 확인할 수 있었음.

<그림 4-1-11. Dunaliela salina 다당류의 Hydrogen peroxide 소거능>
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- D. salina를 열수 추출물의 Hydrogen peroxide의 IC50값은 2.72 mg/ml이었으며, 다당류는 1.46 

mg/ml로 Hydrogen peroxide 소거능이 우수해짐을 확인할 수 있었음.

- Hydrogen peroxide로 유도한 세포사멸을 D. salina의 다당류 추출물이 농도가 증가할수록 세포 

생존율을 증가시키는 것을 확인할 수 있었음.

<그림 4-1-12. Vero세포에서 Dunaliela salina 다당류의 세포생존율 >

- D. salina의 다당류의 우수한 항산화 효능을 확인하여 관련 작용기전 탐색 연구를 진행 중에 있음.

○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp.의 일반성분, 유용성분 및 영양성분 분석

- Tetraselmis sp.의 탄수화물, 단백질, 지질, 회분, 수분 함량을 비교하였음. 

- Tetraselmis sp.의 Chlorophyll a, b, Protochlorophyllide, Total carotenoid 함량을 비교하였음.

- Tetraselmis sp.의 아미노산과 지방산 함량을 비교하였음.

<표 4-1-5. Tetraselmis sp.의 일반성분 함량>

- 배양조건에 상관없이 일반성분 분석 결과 단백질, 회분 및 탄수화물함량이 높음을 확인할 수 

있었음.
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- NS와 MS의 일반성분 비율은 단백질 34.7%, 30.8%, 탄수화물 23.5%, 26.2%, 회분 22.61%, 22.5% 

순이였으며, 지질 7.15%, 11.53%, 수분 11.95%, 9.38%를 나타내는 것을 확인할 수 있었음.

- MS+NaCl은 특이적으로 회분함량이 38.9%로 높게 측정되었으며, 다음으로 단백질 19.4%, 탄수

화물 18.5%, 수분 11.0%를 나타내는 것을 확인할 수 있었음.

- HSMS은 단백질 함량이 34.8%로 가장 높게 나타났으며, 다음으로 회분 26.7%, 탄수화물 19.8%, 

수분 11.87%, 지질 6.85%를 나타내는 것을 확인할 수 있었음.

<표 4-1-6. Tetraselmis sp.의 유용성분 함량>

- Tetraselmis sp.는 Chlorophyll 함량이 높게 나타났으며, MS > HSMS > MS+NaCl > NS순으로 높

은 함량을 나타내었음.

- Total carotenoid 함량확인 결과에서 NS 47.5 mg/100g을 MS, MS+NaCl, HSMS는 모두 70  

mg/100g 이상으로 Tetraselmis sp.의 경우 MS, HSMS, MS+NaCl에서 유용성분 함량이 높게 나타

남을 확인할 수 있었음.

<표 4-1-7. Tetraselmis sp.의 아미노산 함량>

(%)

NS MS MS+NaCl HSMS NS MS MS+NaCl HSMS
Aspartic acid 9.36 9.22 9.46 9.32 Tyrosine 3.24 3.32 3.25 3.13
Glutamic acid 14.09 14.79 14.41 15.19 Valine 5.52 5.81 5.37 5.33
Serine 5.31 5.35 5.39 5.53 Methonine 2.72 2.66 2.73 2.57
Histidine 2.14 2.30 1.93 2.31 Phenylalanine 5.50 5.77 5.61 5.63
Glycine 6.15 6.44 6.37 6.74 Isoleucine 3.86 4.27 3.91 3.89
Threonine 5.17 5.41 5.33 5.37 Leucine 9.12 9.42 9.14 9.16
Arginine 5.90 6.24 5.88 6.27 Lysine 6.34 6.04 6.37 6.30
Alanine 8.04 8.40 8.63 9.03 Proline 7.55 4.58 6.22 4.22
Taurine Total 100 100 100 100

- 아미노산 분석결과 Glutamic acid, Aspartic acid, Leucine의 함량이 약 9~15%로 높게 차지하고 

있었으며, 다음으로 Alanin, Proline, Lysine, Glycine, Arginine, Phenylalanin, Threonine의 함량

이 약 5~9%를 차지하고 있었음. 배양조건에 따라 미미한 함량 차이가 있었으나, 구성 비율은 

비슷한 것으로 확인되었음.
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       <표 4-1-8. Tetraselmis sp.의 지방산 함량>

(mg/g)

NS MS MS+NaCl HSMS
Myristic acid C14:0 0.19 0.21 0.18 0.15
Palmitic acid C16:0 13.23 15.06 11.88 10.28
Stearic acid C18:0 0.26 0.28 0.24 0.23
Oleic acid C18:1 n9c 2.82 3.08 2.26 2.09
Linoleic acid C18:2 n6c 7.19 8.60 7.43 5.85
Gamma-linoleic acid(GLA) C18:3 n6 1.76 1.91 1.52 1.12
Alpha-linoleic acid (ALA) C18:3 n3 21.30 24.03 20.73 11.76
Total 46.56 52.96 44.05 31.33

- 지방산 분석결과 36종 지방산 중 Tetraselmis sp.는 총 7종의 지방산이 검출되었으며, ALAd함

량이 가장 높게 나타남을 확인할 수 있었음. 다음으로 Palmitic acid, Linoleic acid, Oleic acid, 

GLA, Myristic acid 함량 순이었으며, 배양조건에 따라 미미한 함량 차이가 있었으나, 구성 비

율은 비슷한 것으로 확인되었음.

○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 항산화 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 활성 산소 소거능 확인

을 Hydrogen peroxide 소거능을 통해 측정하였음. 

<그림 4-1-13. Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 Hydrogen peroxide 소거능>

- Hydrogen peroxide 소거능 확인 결과 각각의 IC50값은 NS 0.55 mg/ml, MS 0.41 mg/ml, MS+NaCl 

0.21 mg/ml, HSMS 0.37 mg/ml의 값을 확인할 수 있었으며, 고염일수록 소거능이 우수함을 확

인할 수 있었음.

- Hydrogen peroxide 소거능 순은 MS+NaCl > HSMS > MS > NS 순으로 나타남.
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○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 간보호 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 HepG2세포에서의 MTT 

assay를 통한 세포독성 및 세포생존율을 측정하였음.

<그림 4-1-14. HepG2세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 세포독성>

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina Carotenoid 추출물을 200μg/ml까지 처리하였을 때 

MS고농에서 80%이하의 생존율을 보여 실험에는 100μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-1-15. HepG2세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 세포생존율>

- Hydrogen peroxide로 세포사멸을 유도하였을떄 NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 D. salina 

Carotenoid 추출물이 세포생존율을 증가시키지 못해 간보호 활성이 확인되지 않았음.

○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp.  Carotenoid 추출물의 골관절염 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 MG-63세포에서의 MTT 

assay를 통한 세포독성, 세포생존율 측정 및 ELISA kit를 통한 IL-6생성량을 측정하였음. 
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<그림 4-1-16. MG-63세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 세포독성>

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물을 200μg/ml까지 처리하

였을 때 독성이 확인되지 않아 실험에는 200μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-1-17. MG-63세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 세포생존율 및 IL-6생성량>

- IL-1β로 처리하였을 때 NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물

의 세포생존율에 영향을 미치지 않았으며, IL-6 생성량 측정결과 IL-6 생성량이 감소하지 않아 

골관절염 활성이 확인되지 않았음.

○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 항염증 활성 탐색

- NS, MS, MS-NaCl, HSMS에 배양한 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 RAW264.7세포에서 

MTT assay를 통한 세포생존율, Griess reagent assay를 통한 NO 생성량, DCF-DA assay를 통

한 ROS 생성량 및 Western blot을 통한 단백질 발현량을 측정하였음.
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<그림 4-1-18. RAW264.7세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 세포생존율 및 NO 생성량>

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 NS, MS, MS+NaCl, HSMS에서 200 μg/ml 농도 까지 독성이 

보이지 않음을 확인할 수 있었음.

- LPS로 유도한 NO 생성량 측정결과 NS, MS, MS+NaCl, HSMS에서 농도가 증가할수록 NO생성량

을 감소시키는 것을 확인할 수 있었으며, 소거활성은 비슷한 것으로 확인됨.

<그림 4-1-19. RAW264.7세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 iNOS, COX-2 단백질 발현>

- LPS를 처리하였을 때 iNOS와 COX-2 단백질 발현이 현저히 증가하였으며, NS, MS, MS+NaCl, 

HSMS를 처리하였을 때 농도가 증가할수록 iNOS 단백질 발현을 감소시키는 것을 확인할 수 있

었음. 하지만 COX-2의 발현량은 감소시키지 않음. 따라서 D. salina Carotenoid 추출물은 iNOS 

단백질을 감소시켜 NO 생성을 억제하여 항염증 효능을 나타냄을 확인할 수 있었음.

- LPS를 처리하였을 때 ROS 생성량이 증가하였으며, NS, MS, MS+NaCl, HSMS를 처리하였을 때 

농도가 증가할수록 ROS 생성량을 억제시키는 것을 확인할 수 있었으며, 특히 MS와 HSMS에서 

우수한 ROS 소거능을 확인할 수 있었음.
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- 따라서 Tetraselmis sp.Carotenoid 추출물은 ROS 활성화를 억제하여 항염증 효능을 나타냄을 

확인하였고, 이를 증명하기 위해 작용기전 탐색 연구를 진행 중에 있음.

<그림 4-1-20. RAW264.7세포에서 Tetraselmis sp. Carotenoid 추출물의 ROS 생성량>

○ 배양조건에 따른 Tetraselmis sp.의 항염증 활성 탐색

- 1차년도에 HSMS에 배양한 Tetraselmis sp.의 70% 주정추출물의 NO, 염증성 Cytokines 생성량

을 감소시키며, iNOS와 COX-2의 발현을 억제하는 것을 확인하였음. 

- 2차년도에 MAPKs, NF-kB의 작용기전과 제브라피쉬 모델에서의 항염증 효능을 확인하였음.

- RAW264.7세포에서 Western blot을 통한 단백질 발현량을 측정하였음.

- Zebrafish에서의 세포생존율, 심박수, 형태학적인관찰을 현미경상에서 측정하였고, Acridine 

orange 염색법을 활용한 Cell death, DAF-FM-DA 염색법을 활용한 NO 생성량을 측정하였음.

<그림 4-1-21. RAW264.7세포에서 Tetraselmis sp. 70% 주정출물의 MAPKs, NF-kB 단백질 발현>
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- LPS를 처리하였을 때 MAPKs 인자인 ERK, JNK, p38의 단백질 발현이 증가하였으며, 

Tetraselmis sp. 70% 주정출물을 처리하였을 때 JNK, p38의 단백질발현이 감소하여, JNK, p38

을 통해 염증을 억제하는 것을 확인할 수 있었음.

- LPS를 처리하였을 때 cytosol의 IkB의 단백질이 감소하고, p-p65의 단백질이 증가하였는데, 

Tetraselmis sp. 70% 주정출물을 처리하였을 때 IkB의 단백질이 증가하고, p-p65의 단백질이 

감소하여, NF-kB 기전을 통해 염증을 억제하는 것을 확인할 수 있었음.

- 따라서, Tetraselmis sp. 70% 주정출물은 MAPKs(JNK, p38), NF-kB의 작용기전을 통해 iNOS, 

COX-2의 발현을 억제시켜, 염증성 cytokines 및 NO 생성량을 감소시켜 항염증 효능을 나타냄

을 증명하였음.

<그림 4-1-22. Zebrafish에서 Tetraselmis sp. 70% 주정출물의 독성 확인>

- Tetraselmis sp. 물추출물과 70% 주정출물을 400 μg/ml까지 처리하였을 때 70% 주정출물의 고

농도에서 생존율 및 심박수가 감소하였으며, 형태학적 관찰에서도 발생속도가 느린 것이 확인

되어 차후 실험은 200 μg/ml 이하에서 진행하였음.

<그림 4-1-23. Zebrafish에서 Tetraselmis sp. 70% 주정출물의 LPS 자극에 의한 cell death>
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- Zebrafish에 LPS를 처리하여 염증을 유도하였을 때 생존율이 80%로 감소하였으나, Tetraselmis 

sp. 70% 주정출물을 처리하였을떄 생존율이 증가하였으며, 형광염색을 통한 Cell death 결과에

서도 70% 주정출물을 처리하였을떄 Cell death를 감소하였음. 따라서 LPS 자극에 의한 보호 

활성이 있음을 확인 할 수 있었음.

<그림 4-1-24. Zebrafish에서 Tetraselmis sp. 70% 주정출물의 LPS 자극에 의한 NO 생성량>

- Zebrafish에 LPS를 처리하여 염증을 유도하였을 때 NO 생성량이 증가하였으며, Tetraselmis sp. 

70% 주정출물을 처리하였을떄 NO 생성량이 감소하였음. 따라서 Zebrafish model에서도  

Tetraselmis sp. 70% 주정출물의 항염증 활성을 확인 할 수 있었음.

나. 고염배양 해양생물 바이오매스의 가공물 제조 및 효능평가

○ 고염분수 활용 해양생물 기능성 탐색을 위한 가공물 제조 공정 개발

- 고염분수를 활용한 해양생물의 기능성 탐색을 위해 미세조류인 듀나렐라, 테트라셀미스 2종 

(Dunaliella salina, Tetraselmis sp.)와 거대조류 구멍갈파래, 감태, 우뭇가사리 3종 (Ulva sp., 

Ecklonia cava, Gelidium amansii) 그리고 해양미생물 2종 (Bacillus aquimaris S2947, 

Zunongwangia atlantica S6003)을 활용하여 기능성 활성을 탐색을 실시함

- 해양조류와 해양미생물을 활용한 발효 공정 모식도는 하기와 같이 나타내었음

- 해양미생물 2종인 S2947, S6003 균주의 경우 biomass로 활용하기 위해 7일간 30도에서 배양하

여 각각 1.211 g/L, 1.900 g/L의 생장성을 보였으며, 각각 7.27g과 13.3g의 biomass를 확보함

- 확보된 해양미생물을 biomass로 활용하여 발효를 진행하였으며, 해양조류의 경우 미리 수확한 

샘플을 파우더로 제조하여 발효에 사용하였음

- 홍조류인 우뭇가사리의 경우 효소 처리를 추가로 진행하여 발효에 미치는 영향을 확인하였음
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          <그림 4-2-1. 해양조류 및 해양미생물을 활용한 발효 공정 모식도. >

○ 해양조류 및 해양미생물별 배양배지 조성에 따른 미생물의 cell growth 측정

- 각각의 해양조류와 해양미생물의 배양배지 조성에 따른 미생물의 cell growth를 측정하기 위해 

배지의 조성을 증류수 (DW)와 고염분수 (HSW)를 기본 배지 조성으로 실험하였음

- 접종할 해양미생물은 1차년도에 김치에서 분리한 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum를 사용하

였으며, 사전에 배양을 진행하여 접종하였음

- 모든 실험군은 접종 후 3일 (72시간)간 배양하였으며, 배양 종료 후 초음파처리하여 미생물을 

불활성화 시킨 다음 원심분리를 이용하여 상층액을 얻어 동결건조 후 활성탐색에 사용하였음

<그림 4-2-2. (a) 해양조류 및 (b) 미생물 별 배지 조성에 따른 미생물 생장성 측정 결과.>
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- 상기 그림은 해양조류 및 미생물별 배지 조성에 따른 미생물 생장성 측정결과로 (4-2-2a)의 경

우 해양조류 (4-2-2b)는 미생물을 biomass로 하여 얻어진 결과를 나타내었음

- 해양조류를 활용한 발효 실험 결과 구멍갈파래에서 미생물의 성장성이 다른 해양조류에 비해 

큰 것을 확인 할 수 있었음

- 특히, 구멍갈파래는 HSW를 기본 배양배지로 활용한 경우 1.47×109 CFU/mL의 성장성을 보여 

다른 실험군과 비교하여 유일하게 109 CFU/mL의 양을 넘어선 것을 확인하였으며, 일반적으로 

미생물을 배양하였을 경우 통상적으로 108 CFU/mL정도로 성장하는 것에 비해 성장이 촉진 되

는 것을 확인함

- 그 이외에 해양조류를 활용한 발효에서 미생물의 성장에서 테트라셀미스에서 DW를 기본 배양

배지로 하였을 경우만 108 CFU/mL까지 성장하는 것을 확인하였음

- 반면, 감태와 듀나렐라의 경우 초기 접종 농도인 105 CFU/mL에서 거의 변화가 없이 일정하게 

유지되는 것을 확인하였음

- 해양미생물을 이용한 발효 실험 (b)에서는 2가지 미생물이 극적으로 상이한 결과를 나타내는 

것을 확인함

- 해양 미생물 Zunongwangia atlantica S6003을 biomass로 활용한 실험군의 경우 최종적으로 

2.78×108 CFU/mL로 통상적인 성장성을 보인데 반해 Bacillus aquimaris S2947는 초기 접종량인 

1.58×105 CFU/m에서 48시간까지 7.00×103 CFU/mL로 계속 감소하다가 72시간 부터는 미생물 

콜로니가 검출되지 않는 것을 확인하였음

<그림 4-2-3. 우뭇가사리(Gelidium amansii)의 효소 처리에 따른 미생물 생장성 측정 결과. >
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- 다른 해양조류나 해양미생물과는 다르게 발효 미생물인 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum에 

대해 강한 항균 활성을 보이는 것으로 판단되어 미생물 발효에 적합하지 않는 biomass인 것으

로 확인됨

- 전체적으로 모든 실험군은 48시간 이후 미생물 성장에 정체기가 오는 것으로 확인되며, 구멍갈

파래, 테트라설미스 및 S6003 군은 계속 증가세를 보여 발효에 적합한 샘플인 것을 확인함

- 상기 결과는 홍조류인 우뭇가사리를 활용한 미생물 발효 결과로, 모든 실험군이 배지 조성과 

상관없이 유사하게 성장하는 것을 확인하였음

- 우뭇가사리를 활용한 4가지 실험군에서 1.10~1.50×108 CFU/mL의 성장을 보이는 것을 확인함

- 특히, 우뭇가사리의 경우 효소 처리를 실시하여 배양하였지만, 효소 처리 유무에 따른 유의적

인 차이는 없는 것으로 확인됨

○ 해양조류 및 해양미생물별 배양배지 조성에 따른 발효 수율 측정

- 상기의 모든 실험군을 동결건조하여 얻어진 파우더의 수율을 측정하였으며, 그 결과를 하기에 

나타내었음

<표 4-2-1. 해양조류 및 해양미생물을 활용한 발효 수율 측정 결과>

실험 군 용매 종류 수율 (%)

Dunaliella salina
DW 58.5
HSW 171.8

Tetraselmis sp.
DW 53.3
HSW 174.6

Ulva sp.
DW 38.2
HSW 108.4

Ecklonia cava
DW 28.7
HSW 127.7

Gelidium amansii
DW -
HSW -

Gelidium amansii (Enzyme treated 1ml/200ml)
DW -
HSW -

Zunongwangia atlantica 22II14-10F7(T) DW 24.5
Bacillus aquimaris TF-12(T) DW 49.0

- 모든 실험군의 발효 수율을 비교한 결과 고염분수를 사용한 실험군에서 수율이 100%가 넘게 

나온 것을 확인하였으며, 고염분수에 존재하는 고농도의 염으로 인해 수율이 증가한 것으로 

판단됨

- 미세조류 발효 수율의 경우 2종 모두 DW를 사용한 발효는 50%이상으로 다른 실험군 보다 보

다 매우 높은 수율을 얻은 것으로 확인됨

- 또한, 거대조류인 구멍갈파래와 감태 발효액의 경우 수율이 각각 38.2%, 28.7%로 준수한 수율
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이 확보되는 것을 확인함

- 해양미생물을 활용한 발효액의 경우 Bacillus aquimaris의 경우 49.0%의 높은 발효 수율을 확보

하였으며, Zunongwangia atlantica의 경우 24.5%의 발효 수율이 나오는 것을 확인하였음

- 상기 고염분수를 활용한 해양생물의 기능성 탐색을 위한 발효 실험결과, 미세조류인 듀나렐라, 

테트라설미스 2종 (Dunaliella salina, Tetraselmis sp.)와 거대조류 구멍갈파래, 감태, 우뭇가사리 

3종 (Ulva sp., Ecklonia cava, Gelidium amansii) 그리고 해양미생물 2종 (Bacillus aquimaris, 

Zunongwangia atlantica)을 활용한 미생물 생장성을 확인하였음

- 그 결과, 구멍갈파래 (Ulva sp.)가 가장 높은 미생물 성장성을 보이는 것을 확인하였으며, 해양

미생물인 Bacillus aquimaris가 가장 낮은 미생물 성장성을 보이는 것을 확인함

○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의 항산화 활성 탐색

- 미세조류 (D. salina, Tetraselmis sp.)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HS)의 활성 산소 소거능 

확인을 Hydrogen peroxide 소거능을 통해 측정하였음. 

- Vero 세포에서 MTT assay를 통한 세포독성 및 세포생존율과, DCF-DA assay를 통한 ROS생성

량을 측정하였음.

<그림 4-2-4. 미세조류의 발효물의 Hydrogen peroxide 소거능>

- Tetraselmis sp. 발효물 TDW의 DPPH radical IC50값은 1.42 mg/ml, Hydrogen peroxide의 IC50값

은 2.08 mg/ml로 활성산소 소거능을 확인할 수 있었음.

- Tetraselmis sp. 발효물 THS와, D. salina의 발효물 DDW, DHS에서는 활성산소 소거능을 확인할 

수 없었음.
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<그림 4-2-5. Vero 세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>

- TDW, THS, DDW, DHS 모두 400 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되어 실

험에는 400μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-2-6. Vero 세포에서 미세조류 발효물의 세포 생존율 및 ROS생성량>

- Hydrogen peroxide로 자극시킨 세포 사멸을 TDW은 농도가 증가할수록 세포 생존율을 증가시

켜 TDW는 Hydrogen peroxide에 의한 세포 보호활성이 있음을 확인할 수 있었음.

- Hydrogen peroxide로 자극시킨 산화적스트레스에 의한 ROS 증가를 TDW는 농도가 증가할수록 

ROS생성량을 감소시켜 TDW는 Hydrogen peroxide에 의한 산화적 스트레스 억제 활성이 확인

할 수 있었음.

- 따라서, TDW는 Hydrogen peroxide 소거능이 우수하며, 세포에서의 세포 보호활성과, 산화적 

스트레스 억제 활성이 확인되어 항산화 활성이 우수함을 확인 할 수 있었음.

- 하지만, THS, DDW, DHS에서는 항산화 활성이 확인되지 않았음.
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○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의 항염증 활성 탐색

- 미세조류 (D. salina, Tetraselmis sp.)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HS)의 RAW264.7 세포에

서 MTT assay를 통한 세포독성 및 세포생존율과, Griess reagent를 활용한 NO 생성량, 

DCF-DA assay를 통한 ROS생성량을 측정하였음.

<그림 4-2-7. RAW264.7 세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>

- TDW, THS, DDW, DHS 모두 200 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되어 실

험에는 200μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-2-8. RAW264.7세포에서 미세조류 발효물의 세포생존율 및 NO 생성량>

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 TDW, THS, DDW, DHS에서 세포보호 활성이 있음을 확인하

였음.

- LPS로 유도한 NO 생성량 측정결과 TDW, THS, DDW, DHS에서 NO 생성을 감소시키지 않아 

항염증 활성이 없는 것으로 확인되어짐. 
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○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의 항당뇨 활성 탐색

- 미세조류 (D. salina, Tetraselmis sp.)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HS)의 α-glucosidase 효

소 억제 활성을 측정하였음.

<그림 4-2-9. 미세조류 발효물의 α-glucosidase 효소 억제 활성>

- α-glucosidase 효소 억제 실험결과 THS, DHS에서 약 10%의 억제활성이 확인되었으나, positive 

control로 사용된 Acarbose와의 활성을 비교하였을 때 항당뇨 활성이 없는 것으로 확인되어짐.

 ○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의 항암 활성 탐색

- 미세조류 (D. salina, Tetraselmis sp.)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HSW)의 Vero 세포에서 

MTT assay를 통한 세포독성을 측정하였음.

- 항암활성은 폐암세포 (A549, H460, H1299), 대장암세포 (HCT116, SW620, CT26), 유방암세포 

(HCC38, 1419, SKBR3)에서 MTT assay를 통한 세포생존율을 측정하였음.

<그림 4-2-10. Vero 세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>
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- TDW, THS, DDW, DHS 모두 200 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되어 실

험에는 200μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-2-11. 폐암세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>

<그림 4-2-12. 대장암 세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>

- 정상세포에서 독성이 없는 농도에서 실험을 진행하였음. 미세조류 (D. salina, Tetraselmis sp.)

의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HS)의 항암에 대한 활성은 다양한 암세포의서의 활성을 나타

내지는 않았지만, 유방암 세포인 SKBR3 세포에서 DDW에서 특이적으로 암세포 억제 활성을 

확인할 수 있었음.
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<그림 4-2-13. 유방암 세포에서 미세조류 발효물의 세포독성>

○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의 콜라겐 합성능력 측정

- 발효물의 콜라겐 합성능력 확인을 위해 collagenase 저해 활성을 측정

- 10mg/ml 농도에서 2종 모두 collagenase 저해활성을 나타내지 않음

○ 미세조류 (Dunaliela salina, Tetraselmis sp.)의 발효물의   

- 발효물의 보습능력을 확인하기 위해 Hyaluronidase 저해활성 측정. 

- 10mg/ml 농도에서 2종 모두 Hyaluronidase 저해활성을 나타내지 않음

○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 항산화 활성 탐색

- 해조류(구멍갈파래, 감태)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HSW)의 활성 산소 소거능 확인을 

Hydrogen peroxide 소거능을 통해 측정하였음. 

- Vero 세포에서 MTT assay를 통한 세포독성 및 세포생존율과, DCF-DA assay를 통한 ROS생성

량을 측정하였음.

- 구멍갈파래 발효물에서는 DPPH radical, Hydrogen peroxide의 활성산소 소거능을 확인할 수 없

었음.
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<그림 4-2-14. 미세조류의 발효물의 Hydrogen peroxide 소거능>

- 감태 발효물에서는 DPPH radical IC50값은 DW 0.21 mg/ml, HSW 1.89 mg/ml, Hydrogen peroxide

의 IC50값은 DW 0.14 mg/ml, HSW 2.33 mg/ml으로 활성산소 소거능을 확인할 수 있었음.

<그림 4-2-15. Vero 세포에서 해조류의 발효물의 세포독성>

- 구멍갈파래, 감태의 발효물 모두 1,000 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되

어 실험에는 1,000μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.
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<그림 4-2-16. Vero 세포에서 해조류의 발효물의 세포 생존율 및 ROS생성량>

- Hydrogen peroxide로 자극시킨 세포 사멸을 구멍갈파래 DW는 농도가 증가할수록 세포 생존율

을 증가시켰으며, 산화적 스트레스에 의한 ROS 증가를 농도가 증가할수록 ROS생성량을 감소

시켜 구멍갈파래 DW는 Hydrogen peroxide에 의한 산화적 스트레스 억제 활성을 확인함

- Hydrogen peroxide로 자극시킨 세포 사멸을 감태 DW, HSW는 세포 생존율을 증가시켰으며, 산

화적스트레스에 의한 ROS생성량을 감소시켜 감태 DW, HSW는 Hydrogen peroxide에 의한 산

화적 스트레스 억제 활성이 확인할 수 있었음. 특히, DW 발효물이 항산화 활성이 우수함을 확

인할 수 있었음.

○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 항염증 활성 탐색

<그림 4-2-17. RAW264.7 세포에서 해조류의 발효물의 세포독성>
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- 미세조류(구멍갈파래, 감태)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HS)의 RAW264.7 세포에서 MTT 

assay를 통한 세포독성 및 세포생존율과, Griess reagent를 활용한 NO 생성량, DCF-DA assay

를 통한 ROS생성량을 측정하였음.

- 구멍갈파래 DW, HSW의 고농인 1,000μg/ml 농도에서 독성을 보였으며, 감태 DW, HSW의500~ 

1,000μg/ml 농도에서 독성을 보여 구멍갈파래 500 μg/ml, 감태 250 μg/ml이하의 농도에서 실

험을 진행하였음.

<그림 4-2-18. RAW264.7세포에서 해조류 발효물의 세포생존율 및 NO 생성량>

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 구멍갈파래 DW, HSW에서 세포보호 활성이 있음을 확인하였

으며, NO 생성량 측정결과 NO 생성을 증가시켜 항염증 활성이 없는 것으로 확인되어짐.

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 감태 DW, HSW에서 세포보호 활성이 있음을 확인하였으며, 

NO 생성량 측정결과 DW에서 NO 생성을 감소시켜 항염증 활성이 있는 것으로 확인되어짐.

<그림 4-2-19. RAW264.7세포에서 감태 발효물의 ROS 생성량>
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- LPS로 유도한 ROS생성량 측정결과 DW에서 ROS생성을 감소시켜 감태 DW는 ROS 활성화를 

억제하여 항염증 활성을 나타내는 것으로 확인되어짐.

○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 항당뇨 활성 탐색

- 해조류(구멍갈파래, 감태)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HSW)의 α-glucosidase 효소 억제 

활성을 측정하였음.

그림 4-2-19. 미세조류의 발효물의 α-glucosidase 효소 억제 활성

- α-glucosidase 효소 억제 실험결과 구멍갈파래에서는 α-glucosidase 효소 억제 활성을 확인 

할 수 없었지만 감태 DW에서 positive control로 사용된 Acarbose와의 활성을 비교하였을 때 

우수한 효소 억제 활성을 타나내어 항당뇨 활성이 확인되어짐.

○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 항암 활성 탐색

- 해조류(구멍갈파래, 감태)의 배양조건에 따른 발효물 (DW, HSW)의 Vero 세포에서 MTT assay

를 통한 세포독성을 측정하였음.

- 항암활성은 폐암세포 (A549, H460, H1299), 대장암세포 (HCT116, SW620, CT26), 유방암세포  

(HCC38, 1419, SKBR3)에서 MTT assay를 통한 세포생존율을 측정하였음.

그림 4-2-20. Vero 세포에서 해조류 발효물의 세포독성
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- 감태 DW 1,000μg/ml 농도에서 독성이 나타났지만 다른 샘플과 동일하게 최고농도까지 실험을 

진행하였음.

<그림 4-2-21. 폐암세포에서 해조류 발효물의 세포독성>

<그림 4-2-22. 대장암세포에서 해조류 발효물의 세포독성>

- 구멍갈파래, 감태 발효물에서 농도가 증가할수록 폐암, 대장암, 유방암 세포 억제활성을 나타내

었으며, 특히 감태 DW에서 500μg/ml 이하농도에서 약 40%이상 암세포 억제활성을 확인할 수 

있었음.
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<그림 4-2-23. 유방암세포에서 해조류 발효물의 세포독성>

○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 콜라겐 합성능력 측정

- 발효물의 콜라겐 합성능력 확인을 위해 collagenase 저해 활성을 측정

- Collagenase 저해활성은 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)에 Azocoll(Azo dye-impregnated collagen) 1 

mg을 녹인 기질액 0.8 ml 및 시료용액 0.1 mL의 혼합액에 1.6 mg/ml 의 농도로 제조한 

collagenase type I 효소 용액 0.1 mL을 첨가하여 43℃ 에서 1시간 동안 반응시킨 후 반응이 

완료되면 3000rpm에서 10분 동안 원심분리 시켜 상등액을 취하여 540 nm에서 흡광도를 측정. 

- 시료는 모두 10mg/ml의 농도를 처리함. Positive control은 Epigallocatechin gallate(EGCG)을 사

용하였으며 측정결과 구멍갈파래 발효물 DW에서 34.5%의 콜라게네이즈 저해 활성으로 

EGCG(31.8%)보다 높은 저해 활성을 나타내었음. 구멍갈파래 HSW에서는 8.7% 저해활성을 나타

내었고 감태 발효물에서는 활성이 나타나지 않음.

<그림 4-2-24 콜라겐 합성 능력>
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○ 해조류(구멍갈파래, 감태)의 발효물의 보습활성

- 발효물의 보습능력을 확인하기 위해 Hyaluronidase 저해활성 측정. 0.1M acetate buffer (pH 

3.5)에 녹인 HAase (8mg/ml) 10ul를 시료 용액 10ul와 혼합 시킨 후 37℃에서 20분간 반응.. 

HAase를 활성화 시키기 위하여 혼합액에 12.5 mM CaCl2  20ul를 가한 후 37℃에서 20분간 반

응. 반응이 끝난 후 0.1M acetate buffer (pH 3.5)에 녹인 기질 용액 hyaluronate (2.4 mg/ml) 

50ul를 반응액에 첨가하여 37℃에서 40분간 반응. 기질-효소 반응 정지를 위해 0.4N NaOH 

20ul와 0.4M potassium tetraborate 20ul를 반응액에 가하여 100℃에서 3분간 반응시킨 후 

DMAB solution 0.6 ml를 첨가하여 585 nm에서 흡광도를 측정.

- 시료는 모두 10mg/ml의 농도를 처리함. positive control로 Disodium cromoglycate (DSCG)를 사

용하였으며 그 결과, 구멍갈파래 발효물 DW 및 HSW, 감태발효물 DW 및 HSW 처리구에서 

hyaluronidase 저해활성이 각각 63.5 %, 54.9 %, 63.6 %, 65.6 %로 나타나 DSCG (66.3%)와 유사

한 것으로 확인.

<그림 4-2-25. 해조류 발효물의 Hyaluronidase inhibition>

○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 항산화 활성 탐색

- 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 활성 산소 소거능 확인을 Hydrogen peroxide 소거능을 통해 

측정하였음. 

<그림 4-2-26. 미생물 발효물의 Hydrogen peroxide 소거능>
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- Vero 세포에서 MTT assay를 통한 세포독성 및 세포생존율과, DCF-DA assay를 통한 ROS생성

량을 측정하였음.

- 미생물 발효물에서는 DPPH radical, Hydrogen peroxide의 활성산소 소거능 확인할 수 없음.

<그림 4-2-27. Vero 세포에서 미생물 발효추출물의 세포독성>

- S2947, S6003 모두 1,000 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되어 실험에는 

1,000μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-2-28. Vero 세포에서 미생물 발효추출물의 세포 생존율 및 ROS생성량>

- Hydrogen peroxide로 자극시킨 세포 사멸을 S6003는 농도가 증가할수록 세포 생존율을 증가시

켰으며, 산화적스트레스에 의한 ROS 증가를 농도가 증가할수록 ROS생성량을 증가시켜 S6003

은 Hydrogen peroxide에 대한 보호 활성은 있으나, ROS 생성을 감소시키지 못해 항산화 활성

은 없는 것으로 확인되어짐.

○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 항염증 활성 탐색

- 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 RAW264.7 세포에서 MTT assay를 통한 세포독성 및 세포생존

율과, Griess reagent를 활용한 NO 생성량, DCF-DA assay를 통한 ROS생성량을 측정하였음.
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<그림 4-2-29. RAW264.7 세포에서 미생물 발효물의 세포독성>

- S2947, S6003 모두 1,000 μg/ml농도까지 세포독성이 보이지 않는 것으로 확인되어 실험에는 

1,000μg/ml 농도에서 실험을 진행하였음.

<그림 4-2-30. RAW264.7세포에서 미생물 발효물의 세포생존율 및 NO 생성량>

- LPS로 유도한 세포독성 확인결과 S2947, S6003에서 세포보호 활성이 있음을 확인하였음.

- LPS로 유도한 NO 생성량 측정결과 S2947, S6003에서 NO 생성을 증가시켜 항염증 활성이 없는 

것으로 확인되어짐. 

○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 항당뇨 활성 탐색

- 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 α-glucosidase 효소 억제 활성을 측정하였음.

- α-glucosidase 효소 억제 실험결과 미생물 발효물 (S2947, S6003)에서는 α-glucosidase 효소 억

제 활성을 확인 할 수 없었음.
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<그림 4-2-31. 미생물 발효물의 α-glucosidase 효소 억제 활성>

○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 항암 활성 탐색

- 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 Vero세포에서 MTT Assay를 통한 세포독성을 측정하였음.

- 항암활성은 폐암세포 (A549, H460, H1299), 대장암세포 (HCT116, SW620, CT26), 유방암세포  

(HCC38, 1419, SKBR3)에서 MTT assay를 통한 세포생존율을 측정하였음.

<그림 4-2-32. Vero 세포에서 미생물 발효물의 세포독성>

- S6003 1,000μg/ml 농도에서 독성이 나타났지만 다른 샘플과 동일하게 최고농도까지 실험을 진

행하였음.

- 미생물 발효물(S2947, S6003)의 항암(폐암, 대장암, 유방암) 활성 탐색
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그림 4-2-33. 폐암세포에서 미생물 발효물의 세포독성

<그림 4-2-34. 대장암세포에서 미생물 발효물의 세포독성>
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<그림 4-2-35. 대장암세포에서의 미생물 발효물의 세포독성>

- S2947과 S6003에서 농도가 증가할수록 폐암, 대장암, 유방암세포 억제활성을 나타냈으며, 특히 

S6003에서 폐암세포 500μg/ml 이하농도에서 약 40%이상 암세포 억제활성을 확인함.

○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 콜라겐 합성능력 측정

- 발효물의 콜라겐 합성능력 확인을 위해 collagenase 저해 활성을 측정

- Collagenase 저해활성은 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)에 Azocoll(Azo dye-impregnated collagen) 1 

mg을 녹인 기질액 0.8 ml 및 시료용액 0.1 mL의 혼합액에 1.6 mg/ml 의 농도로 제조한 

collagenase type I 효소 용액 0.1 mL을 첨가하여 43℃ 에서 1시간 동안 반응시킨 후 반응이 

완료되면 3000rpm에서 10분 동안 원심분리 시켜 상등액을 취하여 540 nm에서 흡광도를 측정. 

Positive control은 Epigallocatechin gallate(EGCG)을 사용하였으며 측정결과 S2947에서 12%, 

S6003에서 7.8%로 각각 나타냄.

<그림 4-2-36. 미생물 발효물의 콜라겐 합성능력>
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○ 미생물 발효물 (S2947, S6003)의 보습활성

- 발효물의 보습능력을 확인하기 위해 Hyaluronidase 저해활성 측정. 

- 10mg/ml 농도에서 Hyaluronidase 저해활성을 나타내지 않음

다. 항균물질 생산 해양미생물 탐색 및 추출물 제조

○ 항균활성을 나타내는 해양미생물 탐색

- 해양에서 분리한 미생물 111균주(108종)를 대상으로 colony picking method를 활용하여 항균 활

성 미생물 탐색

- 병원성 미생물은 어류 병원성 미생물 4종(Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus, 

Vibrio harvayi, Edwardsiella tarda) 및 인체 유해균 6종(Enterococcus faecalis, Citrobacter 

fraundii, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, 

Staphylococcus lentus)을 대상으로 함

- colony picking method를 수행하기 위해 병원성 미생물과 테스트 미생물을 동시 배양해야 함으

로 병원성 미생물을 배양하는 배지와 테스트 미생물을 배양하는 배지를 1:1로 혼합함으로써 

양 쪽 미생물이 다 배양될 수 있음을 확인

- 병원성 미생물을 액체배양 후 각각의 미생물에 적합한 한천배지에 도말하고 각각 순수배양된 

테스트 해양미생물 111균주를 그 위로 이쑤시게를 이용해 picking 한 후 30℃에서 1일간 배양

<표 4-3-1. 해양에서 분리된 미생물 111균주>
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<그림 4-3-1. Colony picking method를 이용한 항균물질 생산 미생물 탐색>

- Colony picking method 실험 결과 어류병원균과 인체유해균에 활성을 갖는 18균주 확보

- 항균물질 생산 해양미생물 18균주(16종) 탐색 (colony picking method)

표 4-3-2. 어류 병원균 및 인체 유해균에 활성을 나타내는 미생물

○ 추출물 제조 및 항균활성 측정

- 항균활성을 갖는 미생물 중 다양한 병원성 미생물에 활성을 갖는 14균주를 선별하여 Marine 

broth에 48시간 100ml 배양  

그림 4-3-2. Marine broth 활용 미생물 배양

- 배양된 미생물을 원심분리기를 이용하여 상등액 제거 후 침전물에 EtOH 100ml 첨가 후 24시

간 침윤 추출
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- EtOH 추출물을 감압 농축하여 조추출물을 얻어 증류수와 n-BuOH로 분획하여 염과 수용성물

질을 제거 한 후 분리된 유기물로 항균활성 실험 진행

<그림 4-3-3. n-BuOH 분획을 통한 수용성 물질 및 염 제거>

<그림 4-3-4. 해양미생물 14균주에 대한 EtOH 추출물>

- 인체 유해균 9종에 대한 에탄올 추출물의 항균활성 측정: 분획한 추출물을 1mg/ml의 농도로 

희석하여 paper disc에 20㎕를 접종한 뒤 병원성 미생물이 도말된 agar plate에 올려 24시간 

배양하여 항균활성 확인

<표 4-3-3. 인체 유해균 9종에 대한 14균주의 에탄올 추출물 항균활성>
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- 선택된 균주들의 에탄올 추출물들은 전반적으로 인간 유해균들에 다양하게 항균활성을 나타냄

- 기존의 균주와 유전학적으로 거의 유사하나 다른 pigment를 생산하는 두 종(P. rubra S6516, P. 

luteoviolacea S7706)으로부터 유전체 분석을 수행함

- P. rubra S6516의 유전체로부터 항균물질인 prodigiosin을 생합성하는 유전자들을 확보-분석한 

결과 prodigiosin을 생합성하는 13개의 유전자로 구성된 오페론 확인

- P. luteoviolacea S7706의 유전체로부터 항균물질인 violacein을 생합성하는 유전자들을 확보-분

석한 결과 violacein을 생합성하는 5개의 유전자(VioA~E)로 구성된 오페론 확인

- P. luteoviolacea S1156 / P. luteoviolacea S7706 과 P. rubra S7366 / P. rubra S6516 각 균주들

을 유전체 분석 후 유전적 차이를 확인하고 E. coli에서 각 유전자를 활용하여 단백질 발현실

험 진행 중

 

<그림 4-3-5. 항균활성을 갖는 P. rubra 균주의 유전체 분석 및 prodigiosin biosynthesis genes>

<그림 4-3-6. 항균활성을 갖는 P. luteoviolacea 균주의 유전체 분석 및 violacein biosynthesis genes>
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5. 냉수층 공간을 이용 위생안전 어·패류 복합양식해양생물자원개발

가. 수질 환경 및 수층공간 먹이생물 분포도

○ 수질환경

- 가리비, 우렁쉥이, 연어 등 냉수성 생물자원 양식에 있어 먹이생물의 파악, 해수의 유동, 병원

체의 발현, 부착생물 방지 및 제거, 적정 서식수온 등 물리ㆍ화학적, 그리고 생물학적인 다양

한 관점을 고려하여 적정서식지와 안정된 수층공간을 찾아 분석하여 대상생물의 정확한 생태

환경 정보를 획득하는 것이 냉수성 어ㆍ패류 양식 초기의 유생시기 관리와 개체의 성장관리 

및 촉진에 무엇보다 중요함

- 특히, 냉수성 대상생물인 가리비, 우렁쉥이, 연어 등의 양식에 있어 적정서식처의 해양 수질환

경요인의 시̝ 공간적 특성변화 분석은 냉수성 생물자원개발 양식기술의 성공 가능성을 결정할 

수 있는데, 일시적인 동해의 저수온과 서남해의 여름철 고수온은 가리비 폐사를 유발하여 양

식에 치명적인 영향을 미치고 있으며, 바이러스에 의한 우렁쉥이의 물렁증병 등은 어업인의 

소득감소 및 수출에 영향을 미치고 있음. 따라서 일정한 적정수온을 유지하고 수온변화가 동

해안보다 상대적으로 적을 것으로 예상되는 남해 통영연안의 해양과학기술원 해상과학기지 남

측 해역을 실험대상 지역으로 선정함. 

- 본 연구의 대상종인 참가리비라 부르는 큰가리비 (Patinopecten yessoensis Jay, 1857)의 산란은 

주로 3-5월에 이루어졌으며, 최적 산란수온은 9.5~10.5℃, 난발생 최적수온은 10~15℃, 최적염

분은 비교적 높은 37 psu로 알려져 있음. 또한 서식수심은 최대 60m 서식수온은 5~23℃ 범위

로 1년 중 봄ㆍ가을에 가장 높은 성장률을 보이며, 고수온기인 여름과 저수온기인 겨울철에 

낮은 성장률을 보임 (장, 2002). 또한 Park (1998)과 Chung et al. (2008)은 성장 최적수온을 

10~15℃로 보고하기도 하였으므로 이 종은 고수온과 저염분에 저항력이 떨어지고, 낮은 용존

산소에도 영향을 받을 것으로 예상됨.

- 한해성 (寒海性)인 큰가리비에 비해 난해성 (暖海性) 비단가리비 (Chlamys farreri Jones & 

Preston, 1904; 파래가리비)는 수심 10~30m의 국내 전 연안에서 출현하며 자웅이체로 초승달 

모양의 생식소 색상은 수컷은 유백색, 암컷은 분홍색을 띠고 6월말~7월초 (1차)와 9월초~중순 

(2차)까지 2회 산란함. 최적산란수온은 7월초 (1차)에 14~15℃, 9월초 (2차)에 17~19℃이며, 서식

수온은 3~28℃(최적수온 20~23℃)로 25℃ 이상의 고수온과 8℃ 이하의 저수온기는 낮은 성장률

을 보임 (장, 2002). 수온과 염분변화에 강하고 성숙과 성장이 빨라서 약 3 cm 정도의 종묘를 

수하식으로 양성했을 경우, 1년에 약 6~7 cm로 성장하여 수확 할 수 있는 장점이 있음. 

- 척삭동물의 멍게과인 우렁쉥이 (Halocynthia roretzi)는 국내 전 연안에 분포하나, 주로 동해와 

남해안에 많이 서식하며 수심 20 m 전후까지 서식. 적정 서식수온은 5-24℃, 수온 10℃ 전후

의 10월 중순에 산란하는 자웅동체이다. 성장은 2년 후에 8-10 cm 되면 수확 함 (유, 2000). 

- 회유성인 연어 (Oncorhynchus keta)는 산란하기 위해 9-10월에 강으로 거슬러 올라가며 서식수

온은 2-13℃로 여름철 20℃ 이하, 서식염분은 33.8 psu, 산란수온은 5-8℃로 알려짐 (김, 1987). 
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- 위와 같은 냉수성 어ㆍ패류 생물자원의 서식환경 특성과 수질환경 자료를 참고하여 냉수성 어

ㆍ패류 양식을 위한 최적의 수층공간활용 기술개발연구와 이를 통한 생산량 증대를 통해 지자

체의 어민소득증대 향상에 기여하고자 한다. 조사지역은 통영 남측 해안으로 2017년~2020년 

동안 적정서식지 환경조사를 위해 매월 주요 수질환경요인에 대한 시ㆍ공간적 변화를 분석함

- 수층공간 활용을 통한 냉수성 복합생물자원 개발 양식 적지 선정을 위해 통영 주변해역의 3개 

지점 (그림 5-1-1)에서 12016년 11월 ~ 2020년 10월사이에 매월 1회씩 CTD (SBE-19 Plus V2)

을 이용하여 수행수질환경 요인을 조사함.

<그림 5-1-1. 수층공간 활용을 통한 냉수성 복합생물자원 개발을 위한 수질환경조사 

정점 (통영 연안)>

- 측정된 CTD 자료는 전용 프로그램 SeaTerm V2와 Excel 2016을 이용하여 분석하였으며 조사

기간 동안에 기상청 기상자료개방포털의 통영센터에서 2017년~2020년 동안 측정한 기상관측자

료 (기상청, 2020)를 추출하여 통영시의 육상기온 및 강수량 변화를 분석함 

- 육상기온 (Air Temperature) : 기온은 겨울철인 12-2월 사이에 매우 낮은 값을 보이는데 2018

년 1월에 –9.0℃로 가장 낮은 값을 보였으며 여름철 최고기온은 6-8월 사이로 2018년 6월 36.

9℃로 최고기온을 보임 (그림 5-1-2)
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<그림 5-1-2. 2017년-2020년 조사기간 동안 통영시 월별 평균기온과 최고기온 및 

최저기온 (기상청, 2020).>

- 강수량 (Precipitation) : 지난 30년 동안 (1981-2010년)의 측정 결과에 따르면   통영시 연평균

강수량은 1,450.8 mm로 국내 연평균 강수량 1,277 mm보다 다소 높게 나타나고 있으며 조사기

간 동안 통영관측센터에서 측정한 총 연강수량은 2017년의 경우 1,249.4 mm, 2018년은 2,118.7 

mm, 2019년은 1,684.6 mm, 2020년 10월까지 2,071.8 mm였음 (그림 5-1-3).

 

<그림 5-1-3. 2017년-2020년 조사기간 동안 통영시 월별 총강수량 현황 (기상청, 2020).>
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- 계절별로는 6~9월 사이에 집중 호우 등으로 인하여 높은 강수량을 보였으며 (169.7-529.4 mm) 

11-1월 사이 (1.0-33.8 mm)에 매우 낮은 강수량을 보이나 2020년은 예외적으로 4월에 61.8 mm

로 가장 낮은 강수량을 보임

- 여름철, 특히 6-7월과 9월에 강우에 의한 표층 염분 저하를 양식시설 설치 위치 선정 등에 고

려할 필요가 있음

- 원형가두리의 수온 변화 : 수심 46.4 m를 나타내는 원형가두리 인근의 가리비 시험양식 지점

의 경우 관리의 용이성을 고려하여 조사 수행. 원형가두리 및 인근의 수온변화는 육상기온 변

화와 유사한 변화양상을 보이고 있는데 (그림 5-1-4), 12-4월 사이에는 전 수층에서 10-15℃ 

사이, 5월과 10-11월 사이에는 15-20℃ 사이에서 비교적 일정한 수온을 유지하고 있는 반면 

6-9월 사이에는 수온약층이 형성되면서 경우에 따라 수심 30m까지 20℃ 이상의 수온을 보임. 

특히 7-8월에는 표층 수온이 25℃ 이상으로 올라가기도 하였음

- 대체로 원형가두리 정점 (st. 1)의 수온변화는 4월부터 시작되어 6월이 되면서 수층별 변화가 

나타기 시작하면서 표층수온이 빠르게 상승하여 7월과 8월에 수온약층이 형성되었으며, 9월까

지 유지되었음. 10월이 되면서 수층별 수온변화가 사라지고 표ㆍ저층 일정 수온을 유지하면서 

11월과 12월에 동시에 하강하는 수온변화 패턴을 보였음. 여름철 원형가두리 주변해역에서 수

층공간 확보 측면에서 냉수성 어ㆍ패류 양식시설은 수온 23℃ 이하를 유지하여 비교적 안정되

는 수심 20 m 아래로 유지할 필요가 있음 

- 원형가두리의 염분 변화 : 염분의 경우 12-5월까지는 전 수층에서 일정하게 34 psu 부근 값을 

유지하였으나 6-9월 사이에는 담수 유입의 영향으로 표층 염분이 점차 감소하여 약 31 psu까

지 떨어지며 점차 저층까지 염도가 낮아지는 경향을 보임. 10월 이후에는 다시 수층 혼합으로 

인하여 표층과 저층의 차이가 없어지지만 연도별로 2 psu 정도의 차이를 보였음 (그림 5-1-5). 

수온의 경우와 마찬가지로 여름철에 염도 변화의 영향을 적게 받도록 하기 위해서는 수심 

20m 이상의 위치를 선정하는 것이 효과적으로 판단됨
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<그림 5-1-4. 2017-2020년 동안 원형가두리 정점 수온의 월별 수직분포 변화.>
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<그림 5-1-5. 2017-2020년 동안 원형가두리 정점 염분의 월별 수직분포 변화.>
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- 원형가두리의 용존산소 변화 : 용존산소의 경우에는 수온-염분과는 반대 경향을 보여 여름철에 

저층의 용존산소 농도가 낮아졌음 (그림 5-1-6). 연도에 따라 차이를 보이지만 6-9월 사이에는  

5 mg/L 이하로 용존산소 농도가 감소하는 수심이 존재하므로 적정 용존산소 농도의 관점에서

는 수온-염분과는 반대로 20m 이내의 수심이 양식에 적절할 수 있음

<그림 5-1-6. 2017-2019년 동안 원형가두리 정점 용존산소의 월별 수직분포 변화.>
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- 만지도 주변의 수온 변화 : 만지도 정점은 원형가두리 정점에 비해 비교적 수심이 깊은 곳으로 

최대 평균 61.3m을 나타내는데, 전반저인 경향은 원형가두리 정점과 차이를 보이지 않았으며 

만지도 주변의 여름철 급격한 수온변화에 대응하여 냉수성 어ㆍ패류 양식을 위한 적정 수층공

간 활용을 위해서는 수온 23℃ 이하를 유지하는 수심 15 m 이상이 적당할 것으로 판단되었음 

(그림 5-1-7)

<그림 5-1-7. 2017-2020년 동안 만지도 정점 수온의 월별 수직분포 변화.>
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- 만지도 주변의 염분 변화 : 만지도 정점의 염분 변화는 경향에 있어 원형가두리와 대동소이하

였으나 여름철 표층 염분이 좀 더 낮게 떨어지는 경향을 보였음 (그림 5-1-8). 양식 측면에서

는 원형가두리와 동일하게 20m 이상의 수심을 선정하는 것이 효과적으로 판단됨

<그림 5-1-8. 2017-2020년 동안 만지도 정점 염분의 월별 수직분포 변화.>
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- 만지도 주변의 용존산소농도 변화 : 만지도 주변의 용존산소 변화는 외부지도 주변과 매우 유

사한 월별, 수층별 변화 패턴을 보였음 (그림 5-1-9). 용존산소 농도를 고려해 보면 고수온기인 

7월~9월 동안의 냉수성 어ㆍ패류 양식을 위해서는 수심은 15-18 m 이상으로 이동하거나 유지

하는 것이 적절할 것으로 판단됨

<그림 5-1-9. 2017-2019년 동안 만지도 정점 용존산소의 월별 수직분포 변화.>
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- 외부지도 주변의 수온 변화 : 외부지도 정점은 만지도와 함께 비교적 수심이 깊은 곳으로 최대 

평균 63.7m을 나타내는데, 전반저인 경향은 원형가두리 정점과 차이를 보이지 않았으며 외부

지도 주변의 여름철 급격한 수온변화에 대응하여 냉수성 어ㆍ패류 양식을 위한 적정 수층공간 

활용을 위해서는 수온 23℃ 이하를 유지하는 수심 15 m 이상이 적당할 것으로 판단되었음 (그

림 5-1-10)

<그림 5-1-10. 2017-2020년 동안 외부지도 정점 수온의 월별 수직분포 변화.>
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- 외부지지도 주변의 염분 변화 : 외부지도 정점의 염분 변화는 경향에 있어 원형가두리와 대동

소이하였으나 여름철 수층별 염분 변화가 심하게 나타났음 (그림 5-1-11). 양식 측면에서는 원

형가두리와 동일하게 20m 이상의 수심을 선정하는 것이 효과적으로 판단됨

<그림 5-1-11. 2017-2020년 동안 외부지도 정점 염분의 월별 수직분포 변화.>
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- 외부지도 주변의 용존산소농도 변화 : 외부지도 주변의 용존산소 변화는 만지도 주변과 매우 

유사한 월별, 수층별 변화 패턴을 보였음 (그림 5-1-12). 용존산소 농도를 고려해 보면 고수온

기인 7월~9월 동안의 냉수성 어ㆍ패류 양식을 위해서는 수심은 15 m 이상으로 이동하거나 유

지하는 것이 적절할 것으로 판단됨

<그림 5-1-12. 2017-2019년 동안 외부지도 정점 용존산소의 월별 수직분포 변화.>
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- 3개 정점 수질환경 조사 결과 요약 : 수심, 육지로부터의 거리에 차이가 있는 3개 정점에 대한 

수온, 염분, 용존산소 농도의 연변화를 종합 고려하였을 때 수온-염분 관점에서는 여름철 수심 

15-20m 이상이 냉수성 생물 양식에 적절한 반면 용존산소 관점에서는 수심 15m 이내가 적절

한 것으로 평가되었음. 따라서 여름철 냉수성 생물 양식시설의 위치는 수심 15-20m 정도가 적

절하며 수온-염분과 용존산소 농도의 실측값에 맞추어 적절한 조절이 필요한 것으로 판단됨

○ 수심별 해양 환경 관측을 통한 냉수성 양식 생물의 적정 서식지 파악

- 해양 환경 관측(수온, 염분, 용존산소, 영양염류): 2018년 2월부터 2020년 9월까지 고정 조사정

점 (정점 1, 그림 5-1-1)에서 수심별 (0m, 5m, 20m, 30m)로 해양 환경 관측을 수행함

- 평균 수온은 2018~2020년 조사 기간 중 2월에 가장 낮았고 점차적으로 증가하여 8월에 가장 

높았으며, 9월에 다시 감소하는 계절적인 변화를 보임. 수심별 수온의 변화는 8월을 제외하고 

대부분 표층에서 30m 수심까지의 큰 차이를 보이지 않았지만, 2020년 6월과 7월에는 표층과 

30m 수심의 수온차이가 약 3℃정도 차이를 보임.    

- 2018년 8월에는 표층에서 26.5℃로 가장 높았고, 29.4m에서 17.8℃로 8.7℃의 수온차이를 보였

음. 2019년 8월은 2018년과 같이 표층에서 25.95 ℃, 30m에서 19.19℃로 6.76℃의 수온차를 보

였고, 15~16m 수심에서 수온이 급격히 낮아지는 수온약층이 나타남 (그림 5-1-13). 2020년 6월

에서 9월까지는 이전과 달리 표층부터 30m 수심에서 대체적으로 낮은 수온을 나타내었는데, 

이는 8월과 9월에 연속적으로 한반도에 영향을 준 태풍의 영향과 이에 따른 많은 강수에 의해 

담수가 유입됨에 따라 수온의 증가가 더딘 것으로 보임. 

<그림 5-1-13. 수온의 시공간적 분포 및 월별 수직 분포>

- 가리비와 같은 부착성 패류는 서식장소의 수온이 대사 작용과 먹이 섭취 등에 직접적인 영향

을 미친다고 보고되어 있음(Newell and Kofoed, 1977). 2월부터 5월까지의 수온은 10~16℃로 

수심별 변화는 없고, 동해안에서 참가리비의 봄 성장기의 수온(3월~5월, 8~13℃)과 유사함 

(Park et al., 2001). 
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- 수층별 수온양상을 볼 때 수심 30m이하에서 수온 22℃이하의 안정적인 유지는 가리비류의 대

량폐사 원인의 하나인 여름철 고수온 현상으로부터 피해를 최소화할 수 있고, 냉수성 패류의 

양성을 위한 조건으로 적합한 것으로 보임.

- 월별 수심에 대한 평균 염분은 2018년 2월에 39.96로 가장 높았고, 2020년 9월에 32.21 psu로 

가장 낮았으며, 7월에서 9월 사이 평균 염분은 1월에서 6월보다 1.34 psu 감소하였음. 2018년

과 2019년의 평균 염분은 비슷하였음. 정점 1에서 수심별 염분의 변화는 2018년 2월부터 5월, 

2019년 1월부터 6월, 2020년 1월부터 5월까지는 표층에서 30m 수심까지 큰 차이를 보이지 않

았으나 6월부터 9월까지는 표층에 비해 저층에서 더 높은 염분 값을 보임. 

- 참가리비 1년생의 개체는 22.5 psu에서 폐사가 일어나고, 32.4~33.7 psu에서 섬모의 운동성이 

최적이라 알려져 있음(Maru et al., 1985). 따라서 연구 기간 동안 본 해역에서 염분은 비단가

리비, 참가리비가 성장하기에 적절하다고 판단됨 (그림 5-1-14).

<그림5-1-14. 염분의 시공간적 분포 및 월별 수직 분포>

- 수심별 평균 용존산소는 대체적으로 겨울철에 높고, 특히 2018년 2월에 8.98 mg/L로 가장 높

음. 평균 용존산소가 낮은 시기는 년도 별로 2018년 8월에 5.4 mg/L, 2019년 11월에 5.9 mg/L, 

2020년 9월에 5.0 mg/L로 가장 낮음. 

<그림 5-1-15. 용존산소의 시공간적 분포 및 월별 수직 분포>
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- 정점 2와 3에서 수심에 대한 평균 용존산소는 정점 1과 유사한 변화를 보임. 수심별 용존산소

의 변화는 2018년 2월부터 5월, 2019년 1월부터 5월, 2020년 1월부터 5월 까지는 표층에서 

30m 수심까지 큰 차이를 보이지 않았으나 6월부터 9월까지는 표층에서 높고 수심이 깊어질수

록 감소하는 양상을 보임 (그림5-1-15).

- 영양염류는 용존무기질소, 용존무기인, 용존규소에 대해 정점 1에서 수심별 표층, 5m(2018년 

10m), 20m, 30m 로 분석을 실시함. 2018년 2월부터 2020년 9월까지 분석 결과, 월별 수심에 

대한 용존무기질소의 평균 농도는 2019년 5월에 .370 μM로 가장 낮고 2019년 11월에 1.02 μ

M로 가장 높았음. 용존무기인은 매년 2월부터 6월에 표층에서 30m 수심까지의 전 수심에서 

낮은 농도를 보였으며, 매년 10월과 11월의 평균 농도는 2018년 0.80 μM 2019년 0.826μM로 

가장 높음. 용존규소는 매년 2월에서 6월에 가장 낮은 농도를 보였으며, 2018년과 2019년에는 

각각 11월, 12월에 각각 18.17 μM과 20.75μM로 가장 높았음. 수심별 용존무기질소 농도의 변

화는 전반적으로 수심이 깊어질수록 농도가 증가하는 경향을 보임. 특히 7월부터 9월에 뚜렷

한 증가패턴을 보였으며, 특히 2020년 9월에 저층에서 가장 높은 농도를 보임. 용존무기인과 

용존규소는 2018년과 2019년 모두 2월부터 6월 까지는 수심에 따른 농도의 차이를 크게 보이

지 않았으나. 용존무기질소와 마찬가지로 7월부터 9월에 수심에 따라 증가하는 변화를 보임(그

림 5-1-16)

<그림 5-1-16. 용존무기질소, 용존무기인, 용존규소의 월별 수직 분포>

○ 수심별 먹이 생물 분포 : 식물플랑크톤

- 수심별 먹이생물 분포: 2018년 2월부터 2020년 7월까지 월별 수심별 수층 내 먹이생물 분포 변

화를 파악하고자, 수심 표층, 5m(2018년 10m), 20m, 30m 해수를 채수하여 해수 내 생물의 

genomic DNA (gDNA)를 추출함. 추출된 gDNA는 미토콘드리아 COI DNA　marker를 이용하여 

차세대염기서열(Next Generation Sequencing, NGS) 분석을 실시함.

- 조사기간 동안의 해수시료의 NGS 분석 결과, 녹조류가 47.7%, 규조류가 12.6%, 절지동물 

14.6%, 그 외 식물플랑크톤 25.1%가 나타남 (그림 5-1-17). 
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<그림 5-1-17. 해수와 가리비 위 내용물에서 출현한 먹이생물 그룹 변동 (reads)>

- 1% 이상의 비율을 보인 먹이생물 중 녹조류는 Bathycoccus prasinos(31.3%), Micromonas pusilla 
(9.1%), M. commoda(7.4%), 규조류는 Coscinodiscophyceae (8.57%), 절지동물은 Acartia hudsonia 
(14.3%)임. 겨울철에는 수심에 관계없이 녹조류가 높은 분포를 보인 반면, 여름철에는 녹조류

가 비교적 낮은 빈도였음. 규조류는 4~5월에 표층부터 중ㆍ저층까지 적지 않은 빈도로 출현하

였음. 녹조류와 규조류가 우점하지 않는 6~7월에 절지동물이 전 수심에서 높은 빈도로 나타남. 
2020년의 초여름 식물플랑크톤의 빈도가 낮았는데, 이는 평년과 달리 일사량이 많이 줄어 수

온이 평년 대비 낮아서 식물플랑크톤 개체 수가 낮은 것으로 판단됨 (그림 5-1-19). 

<그림 5-1-19. 가리비 양식장(정점 1) 해수에서 출현한 먹이생물의 상대풍부도 변동>
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- 해수 내 식물플랑크톤에 대해 현미경과 NGS 분석 결과를 비교하였을 때(2019년 8월 이후 분석 

중), 현미경 관찰 결과에서 규조류가 높은 비율로 나타난 반면, NGS 분석 결과에서는 녹조류

가 높은 비율로 나타남. 현미경 관찰은 녹조류와 같이 작은 크기의 식물플랑크톤을 검경하기

에 어려움이 있으나 NGS는 유전자를 이용하므로 생물의 크기에 대한 제한이 없어, 현미경 분

석에 대한 한계점을 보완할 수 있다고 생각됨.

○ 가리비 위 내용물 내 먹이생물 조사

- 가리비가 섭시한 먹이원을 파악하기 위해 양식어장의 비단가리비와 참가리비 2종의 위 내용물

을 조사함.

- 비단가리비는 2018년 2월부터 8월까지 평균 각장 및 각폭의 10개를 선별함. 참가리비는 2018년 

2월부터 4월까지 평균 각장 및 각폭의 10개체를 선별함. 선별된 가리비는 즉시 조직을 절개하

여 위를 적출한 후 gDNA를 추출함. 추출된 gDNA는 위 내용물 내 먹이생물 분석을 위하여 

NGS 분석을 실시함.

- 2018년에는 표층에서 배양중인 가리비 위내용물 샘플을 분석한 결과, 녹조류가 58.3%, 규조류

가 8.3%, 와편모조류가 8.3%, 해조류가 8.3%, 동물플랑크톤이 16.7% 나타남 (그림 5-1-20).

- 녹조류는 Bathycoccus prasinos와 Micromonas pusila, 규조류는 Gomphonema sp., 와편모조류는 

Heterocapsa sp., 해조류는 홍조류인 Palisada sp.와 Galazaura sp., 동물플랑크톤은 다모류인 

Conus longurionis, Eunice sp. 가 출현함 (그림 5-1-21). 

<그림 5-1-20. 비단가리비와 참가리비 2종의 위 내용물에서 출현한 먹이생물 그룹별 비율>
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<그림 5-1-21. 비단가리비 (2월-8월)와 참가리비 (2월-4월)의 위 내용물 내 먹이생물 조성>

- 비단가리비의 위내용물 분석 결과, 녹조류가 50%, 규조류가 10%, 해조류가 20%, 동물플랑크톤

이 20%를 차지하였음. 참가리비의 위내용물 분석 결과, 녹조류가 64%, 규조류가 7%, 와편모조

류가 15%, 동물플랑크톤이 14%를 차지하였음. 비단가리비의 위내용물은 참가리비 보다 녹조류

의 비율이 낮고 동물플랑크톤 비율이 1.4배 정도 높게 나타남. 또한 해조류는 비단가리비에서

만 출현한 반면, 와편모조류는 참가리비에서만 출현하는 특징을 보임.

- 해수에서와 비단가리비 위내용분 비교 결과, 녹조류, 규조류, 동물플랑크톤의 비율은 거의 비슷

하였지만, 해조류에서 해수는 3.8%와 비단가리비에서는 20%로 16.2% 차이를 보임.

- 해수에서와 참가리비 위내용분 비교 결과, 해수에서 녹조류와 동물플랑크톤이 참가리비 위내용

물에서보다 각각 8.3%와 8.7% 더 높게 관찰됨. 반대로 규조류와 와편모조류는 참가리비 위내

용물에서 각각 5.9%와 14.1% 더 높게 관찰됨.

- 2019년에는 수심별 비단가리비의 먹이생물을 파악하기 위하여 2019년 2월과 7월의 각장 및 각

폭의 유사한 30개체를 선별함. 선별된 비단가리비는 즉시 조직을 절개하여 위를 적출한 후 유

전자 분석을 위하여 gDNA를 추출함. 추출된 gDNA는 위 내용물 내 먹이생물 분석을 위하여 

NGS 분석을 실시함. 비단가리비 위내용물 샘플을 분석한 결과, 요각류 Oithona davisae가 

33.3%, 이매패류 Cressostrea (Magallana) gigas가 16.7%, 미동정 절지동물이 33.3%, 녹조류

Bathycoccus sp.가 16.7% 비율로 나타남. 2019년 2월에는 20m와 30m에서 먹이생물이 검출이 
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되지 않았으나, 검출이 된 표층에서는 동물플랑크톤 Oithona davisae가 출현하였고, 7월에는 표

층과 20m에서 먹이생물 Oithona davisae, Cressostrea (Magallana) gigas, Unclassified Arthropod

가 검출되었음 (그림 5-1-22). 

 

<그림 5-1-22. 비단가리비 위 내용물 내 먹이생물 비율>

- 2020년에는 수심별 비단가리비의 먹이생물을 파악하기 위하여 2020년 6월과 9월의 각장 및 각

폭의 유사한 40개체를 선별함. 선별된 비단가리비는 즉시 조직을 절개하여 소화맹낭을 추출하

고 소화맹낭에 붙은 관자 및 생식소 부분을 제외 하였으며, 소화맹낭을 관자와 연결된 부분, 

중간부, 생식소와 연결된 부분을 분리하여 gDNA를 추출함. 추출된 gDNA는 미토콘드리아 COI 

DNA makrer로 하여 NGS 분석중에 있음. 

○ 동물성 먹이생물 월별조사

- 연안 어장 고정정점에서 2019년 1월부터 2020년 9월까지 월별 현장조사 수행하였으며 동물플

랑크톤 종조성, 개체수, 우점종 파악에는 2018년 자료 활용

- 주요 동물성 먹이생물인 요각류 개체수 월변화(평균 1,413 개체/m3, 2018년 3월과 9월, 2019년 

6월과 10월, 2020년 5월과 7월에 높았음. 연평균 요각류 개체수는 2019년도가 상대적으로 2018

년보다 높았음)

<그림5-1-23. 통영 연안 고정 정점의 주요 동물성 먹이생물인 요각류의 개체수 

월변화(2018.01-2020.09)>
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- 중형동물플랑크톤 대분류군의 조성률 월변화(요각류가 71%로서 우점; 요각류가 중요한 동물성 

먹이생물로 파악됨. 또한 2020년 6-8월에 게와 크릴 유생의 조성률도 22-43%로 중요하였음)

   

<그림5-1-24. 통영 연안 고정 정점의 동물플랑크톤 대분류군 조성률 월변화(2018.01-2020.09)>

나. 양식자원위해 환경 모니터링 : 바이러스

○ 수심별 해수 및 가리비 시료채집 및 바이러스의 유전체 분석

- 양식자원 건강성 평가를 위해 환경 병원체 목록작성은 2018년 1월부터 2020년 7월까지 수심 0, 

15, 30m로부터 월별로 해수를 채집함. 

- 또한, 양식자원인 가리비의 병원체를 확인하고자 가리비 위 내용물에서 바이러스를 분석함.

<그림 5-2-1. 가리비 시료.>

- 해수 내 바이러스의 DNA 추출을 위해 해수는 pre-filter하여 FeCl3 1시간 처리 후 0.8um 

membrane을 사용하여 바이러스를 필터링함. 필터링된 membrane는 Ascorbic-EDTA 

Buffer(Resuspentiob buffer)에서 1h 반응시킨 후 Viral Gene-spin™ Viral DNA/RNA Extraction 

Kit(Intron) 이용하여 바이러스 DNA 추출함.

- 가리비 소화관 내 바이러스의 DNA 추출을 위해 가리비의 소화맹낭을 분리한 후 소화맹낭 내 

체액을 피펫을 상용하여 뽑아냄. 소화맹낭 내 체액은 homogenizer를 사용하여 균질화 시킨 후 

Plant Genomic DNA Mini Kit (Qiagen) 이용하여 바이러스 DNA를 추출함.
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- 해수와 가리비 시료로부터 추출된 genomic DNA는 차세대 염기서열 분석(Next Generation 

Sequencing, NGS)을 통해 유전체 정보를 확보하였음.

- 해수 및 가리비에서의 해양 바이러스의 분포 및 다양성의 년간 변동을 확인하고자, 2018년 3월

부 2020년 7월까지 월별 데이터를 비교 분석함.

* 2020년 8월~의 해수 바이러스 및 2020년 가리비 위내용물은 현재 분석중으로 차년도에 기술할 예정임. 

 

○ 해수 및 가리비 시료내 양식자원 위해 바이러스의 NGS 분석 결과

- NGS 분석 결과, 해수에서 total read수는 6,381,627-30,117,470개로 나타났고, 그 중 바이러스로 

매칭된 read의 비율은 0.01-0.1%로 나타남. 가리비 소화맹낭 내용물의 Total read는 

16,297,565-34,545,633개로 나타났고, 그 중 Virus로 매칭된 read의 비율은 0.002-0.009%로 해수

에 비해 위 내용물이 비교적 낮은 Virus의 read가 매칭됨.

<표 5-2-1. NGS 분석을 통해 얻은 Total sequence read 값 중 virus DB에 매치된 read의 비율>

 

- 바이러스 중 진핵생물을 감염시키는 virus와 박테리아를 감염시키는 phage 비율을 분석함.

<그림 5-2-2. 연도별 해수 내 Phage 및 Virus >
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- 2018~20년까지 해수내 바이러스 구성의 3년간 변동에서 2019년에 phage가 더 높은 비율로 출

현하였고, 월별 phage와 virus 비율은 다른 해에 비해 2020년도에 거의 차이가 없음.

- 2018~20년까지 월별 채집된 해수시료로부터 바이러스 조성의 월별 변화는 크게 나타나지 않았

으나, Phycodnaviridae는 12월 해수에서 66.84%로 차지하였고, 이에 따라 숙주인 조류의 비율

이 높아짐. 반면에, 가리비의 위 내용물로부터 바이러스의 조성은 봄철에Virus가 많았으나, 19

년도 7월에 Phage의 증가를 확인할 수 있었음. 해수로부터의 바이러스 조성과는 달리 가리비 

위 내용물에서는 무척추동물과 척추동물을 감염시키는 감염성 바이러스가 높게 나타남.

<그림 5-2-3. 연도별 해수 내 감염성 해양바이러스 >

<그림 5-2-5. 연도별 해수 내 Host>

- 18년도와 19년도에 채집된 시료에서 virus family의 구성은 해수보다 가리비에서 고른 양상을 

보임.

- 가리비의 위 내용물에서 Virus 비율이 극명하게 더 높은 비율을 차지함.  

- 2019년 해수 및 가리비 위 내용물에서 감염성 바이러스와 그 숙주를 분석한 결과, 18년도와 비

슷하게 해수에서는 Phycodnaviridae와 mimiviridae가 우점하였으나, 가리비에서는 

Phycodnaviridae와 mimiviridae가 높은 비율로 출현함
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- 특히 가리비에서 18년도보다 Herpesviridae의 비율이 높게 나타났음. 숙주는 18년도와 유사하

게 해수에서는 algae 비율이 높게 나타났으며, 가리비의 위 내용물에는 무척추 동물과 척추 동

물을 감염시키는 감염성 바이러스가 높게 나타났음

- 2020년 해수에서 감염성 바이러스와 그 숙주를 분석한 결과, 19년도와 유사하게 해수에서 

Phycodnaviridae와 mimiviridae가 우점하였으나, 특히 다른 년도에 비해 Herpesviridae의 비율이 

높게 나타났다. 해수에서 감염성 바이러스의 숙주를 분석한 결과 Algae가 가장 높게 나타났고, 

그 다음으로 Amoeba가 가장 높게 나타났음

<그림 5-2-6. 연도별 해수 및 가리비 내 Phage 및 Virus >

<그림 5-2-8. 연도별 해수 및 가리비 내 Host >

○ 감염성 해양바이러스 목록 작성

- 해수와 가리비에서 출현한 Bivalvia, Human, Fish 감염 바이러스 목록 작성 결과, 총 132개의 

종이 검출되었고, 이 중 해수와 가리비에서 모두 출현한 바이러스는 85종이었고, 3종은 해수에

서만, 43종은 가리비에서만 검출되었음.

<그림 5-2-7. 연도별 해수 및 가리비 감염성 바이러스>
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- 해수와 가리비에 모두 출현한 바이러스 종 중 3종류의 바이러스 즉, Cyprinid herpesvirus 1, 

Cyprinid herpesvirus 2, Human gammaherpesvirus 8가 높은 비율로 나타났고, Cyprinid 

herpesvirus 1와 Cyprinid herpesvirus 2는 어류를 감염시키는 Alloherpesviridae이며, Human 

gammaherpesvirus 8은 herpesviridae에 속하는 인간을 감염시키는 바이러스임. 

   <표 5-2-2 . 해수와 가리비에서 출현한 Bivalvia, Human, Fish 감염 바이러스 종목록>

○ PCR 기반 감염성 바이러스 진단기술 개발

- NGS 결과 해수와 가리비에서 공통적으로 검출된 바이러스 중 가장 출현빈도가 높았던 

Cyprinid herpesvirus 1 (CHV1)의 PCR 기반 검출기술을 개발하고 진단키트 제작에 활용함

Infectious virus Host Sample Infectious virus Host Sample
Abalone herpesvirus Victoria/AUS/2009 Bivalvia Scallop Human metapneumovirus Human Scallop
Adult diarrheal rotavirus strain J19 Human Seawater Human papillomavirus type 103 Human Seawater, Scallop
Amphibola crenata associated bacilladnavirus 2 Bivalvia Seawater Human papillomavirus type 16 Human Scallop
Anguillid herpesvirus 1 Fish Scallop Human papillomavirus type 166 Human Seawater, Scallop
Astrovirus MLB3 Human Seawater Human papillomavirus type 32 Human Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 13 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 34 Human Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 16 Bivalvia Scallop Human papillomavirus type 53 Human Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 17 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 54 Human Seawater, Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 2 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 7 Human Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 21 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 71 Human Seawater, Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 22 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 92 Human Seawater, Scallop
Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 29 Bivalvia Seawater, Scallop Human papillomavirus type 96 Human Seawater, Scallop
Beihai hepe-like virus 4 Bivalvia Scallop Human parainfluenza virus 4a Human Seawater, Scallop
Beihai picorna-like virus 111 Bivalvia Scallop Human parvovirus B19 Human Scallop
Beihai picorna-like virus 123 Bivalvia Seawater, Scallop Human polyomavirus 12 Human Scallop
Beihai picorna-like virus 50 Bivalvia Scallop Human polyomavirus 6 Human Seawater, Scallop
Beihai picorna-like virus 77 Bivalvia Scallop Human polyomavirus 9 Human Seawater, Scallop
Beihai sobemo-like virus 8 Bivalvia Seawater, Scallop Human respirovirus 1 Human Seawater, Scallop
Beihai tombus-like virus 13 Bivalvia Seawater, Scallop Human rhinovirus A1 Human Seawater, Scallop
Beihai weivirus-like virus 4 Bivalvia Seawater, Scallop Ictalurid herpesvirus 1 Fish Seawater, Scallop
Bivalve RNA virus G3 Bivalvia Scallop Infectious hematopoietic necrosis virus Fish Seawater, Scallop
Black sea bass polyomavirus 1 Fish Scallop Infectious spleen and kidney necrosis virus Fish Seawater, Scallop
Bwamba orthobunyavirus Human Seawater, Scallop Isfahan virus Human Scallop
Carp picornavirus 1 Fish Seawater, Scallop Lymphocystis disease virus - isolate China Fish Seawater, Scallop

Cercopithecine alphaherpesvirus 2 Human Scallop Lymphocystis disease virus 1 Fish Scallop

Cercopithecine betaherpesvirus 5 Human Seawater, Scallop Lymphocystis disease virus Sa Fish Seawater, Scallop
Chinook salmon bafinivirus Fish Seawater, Scallop Madrid virus Human Seawater, Scallop
Cricetid gammaherpesvirus 2 Fish Seawater, Scallop Molluscum contagiosum virus subtype 1 Human Seawater, Scallop
Cutthroat trout virus Fish Seawater, Scallop Monkeypox virus Zaire-96-I-16 Human Scallop
Cyprinid herpesvirus 1 Fish Seawater, Scallop MW polyomavirus Human Scallop
Cyprinid herpesvirus 2 Fish Seawater, Scallop Mytilus sp. clam associated circular virus Bivalvia Seawater, Scallop
Cyprinid herpesvirus 3 Fish Seawater, Scallop NY_014 poxvirus Human Seawater, Scallop
Eel picornavirus 1 Fish Scallop Ostreid herpesvirus 1 Bivalvia Seawater, Scallop
Eel virus European X Fish Scallop Papiine alphaherpesvirus 2 Human Seawater, Scallop
Encephalomyocarditis virus Human Seawater, Scallop Perch perhabdovirus Fish Scallop
Epizootic haematopoietic necrosis virus Fish Scallop Piscine myocarditis-like virus Fish Scallop
European catfish virus Fish Seawater, Scallop Ranavirus maximus Fish Seawater, Scallop
Gastropod associated circular ssDNA virus Bivalvia Seawater, Scallop Rhinovirus A Human Seawater, Scallop
Guaroa virus Human Seawater, Scallop Rotavirus C Human Scallop
Hepatitis C virus genotype 1 Human Seawater, Scallop Rubella virus Human Scallop
Hepatitis C virus genotype 3 Human Scallop Salivirus FHB Human Scallop
Hepatitis C virus genotype 6 Human Seawater, Scallop Salmon gill poxvirus Fish Seawater, Scallop
Hepatitis C virus genotype 7 Human Scallop Sandfly fever Turkey virus Human Seawater, Scallop
Hudisavirus sp. Human Scallop Scale drop disease virus Fish Seawater, Scallop
Human adenovirus 1 Human Seawater, Scallop Short-finned eel ranavirus Fish Scallop
Human adenovirus 7 Human Seawater, Scallop Singapore grouper iridovirus Fish Scallop
Human alphaherpesvirus 1 Human Seawater, Scallop Sosuga virus Human Scallop
Human alphaherpesvirus 2 Human Seawater, Scallop Sudan ebolavirus Human Seawater, Scallop
Human alphaherpesvirus 3 Human Seawater, Scallop Titi monkey adenovirus ECC-2011 Human Seawater, Scallop
Human betaherpesvirus 5 Human Seawater, Scallop Torque teno midi virus 1 Human Seawater, Scallop
Human betaherpesvirus 6A Human Seawater, Scallop Torque teno midi virus 2 Human Scallop
Human betaherpesvirus 6B Human Seawater, Scallop Torque teno mini virus 2 Human Seawater, Scallop
Human betaherpesvirus 7 Human Seawater, Scallop Torque teno mini virus 7 Human Seawater, Scallop
Human coronavirus 229E Human Scallop Torque teno virus 28 Human Seawater, Scallop
Human coronavirus HKU1 Human Scallop Variola virus Human Seawater, Scallop
Human coronavirus NL63 Human Scallop Walleye dermal sarcoma virus Fish Seawater, Scallop
Human coronavirus OC43 Human Seawater, Scallop Wenzhou bivalvia virus 1 Bivalvia Scallop
Human endogenous retrovirus K113 Human Seawater, Scallop Wenzhou gastropodes virus 2 Bivalvia Scallop
Human fecal virus Jorvi3 Human Seawater, Scallop Wenzhou picorna-like virus 42 Bivalvia Seawater, Scallop
Human gammaherpesvirus 4 Human Seawater, Scallop Wenzhou picorna-like virus 9 Bivalvia Seawater, Scallop
Human gammaherpesvirus 8 Human Seawater, Scallop Wenzhou tombus-like virus 6 Bivalvia Seawater, Scallop
Human herpesvirus 4 type 2 Human Seawater, Scallop Wenzhou yanvirus-like virus 2 Bivalvia Seawater, Scallop
Human immunodeficiency virus 1 Human Seawater, Scallop White bream virus Fish Seawater, Scallop
Human immunodeficiency virus 2 Human Seawater, Scallop Yaba monkey tumor virus Human Scallop
Human mastadenovirus 2 Human Seawater, Scallop Yaba-like disease virus Human Seawater, Scallop
Human mastadenovirus D Human Seawater, Scallop
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- CHV1 유전자의 용이한 보관과 지속 활용 목적으로 외피단백질 유전자를 합성하였으며, 합성 

유전자가 포함된 플라스미드를 대장균에 형질 전환하여 추후 연구에 이용하였음

- 대상 유전자에 특이적인 프라이머를 디자인하고, 이를 BLAST search 등의 in sillico 분석을 통

해 프라이머와 대상 유전자 간의 염기서열 특이성을 확인하였음 (그림 5-2-9).

그림 5-2-9. in sillico 분석을 통한 프라이머와 대상 유전자 간 서열 특이성 확인

   

- 다른 해양바이러스 유전자를 대조군으로 이용하여 실제로 PCR 반응에서 대상 유전자만을 증

폭한다는 것을 확인함 (그림 5-2-10).

그림 5-2-10. 프라이머의 CHV1 유전자 특이적 증폭 확인

- 새롭게 디자인한 바이러스 X 프라이머의 PCR 조건을 확립하기 위해 어닐링 온도, DNA 합성 

시간 조건을 테스트함. (기본 PCR 조건은 변성 - 95°C 30s, 어닐링 - 55°C 30s, 합성 - 

72°C 30s, 35 사이클 반응)

그림 5-2-11. 어닐링 온도 테스트 (좌), 합성 시간 테스트(우)
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- 어류 유전체 DNA 존재 상황에서 반응성의 문제가 있는지 테스트를 하였으며, PCR 반응에서 

문제없음을 확인함 (그림 5-2-12).

- 최종적으로 위와 같은 결과를 바탕으로 Cyprinid herpesvirus 1 에 대한 PCR 진단 키트를 개발

하였음 (그림 5-2-13).

그림 5-2-12. 가리비 유전체 반응 테스트

       

그림 5-2-13. 개발된 PCR 진단 키트

다. 양식어장 부착생물 저감방안

○ 부착생물가입 양상 분석 

- 수층 환경 감시 : 매월 하반기에 조사 대상 지역에서 수직에 따른 수온 염분 변화를 측정함. 

월별로 수온 변화는 2월 12.2℃ 7월에 22.4 ℃에서 연간 변화를 보임. 6-8월을 제외하고는 수

층병 수온 변화가 나타나지 않음. 6월에는 수심 5m까지 수온이 증가하다가 5m 이하에서는 19

도 정도로 일정하게 나타남. 이러한 양상은 7월에도 나타났는데, 다만 7월에는 20m 까지 점차

적으로 감소하는 양상을 보임. 다만 8월에는 표층과 수심 30m에서의 수온차이가 7℃가량 나타

났음. 수심 5-7m 사이에서 수온약층이 형성되는 것으로 관찰됨. 특히 저층에서는 냉수대가 나

타나는 양상을 보임. 대상해역에서의 수온 변화는 여름철에 수심별로 상이한 양상을 나타냄.

- 수층별 염분도에서도 7월에서 9월 사이 수층별로 상이한 양상을 보임. 특히 7월과 8월은 올해 

잦은 강우로 인한 표층 염분도 변화가 관측되었으나, 특히 8월에는 5-20m 사이에도 평균보다 

1.5‰ 이 낮은 염수의 유입이 관측됨. 염분변화도 여름철 수층에 따라 상이하게 나타나는 경향

을 보임. 이러한 양상은 작은 변화이지만 30m 수심에서도 나타남 
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 <그림 5-3-1. 조사해역 월별 수온, 염분의 수직 분포 양상 >

- 실험 방법 : 2020년에는 2019년 진행된 수층에 따른 부착생물 가입양상에서 설치 장소 문제에 

따른 시설물 탈락과 걸림으로 누락된 자료를 보완하기 위해 기존 설치지역에서 이동하여 동일

한 방식으로 진행함. 2020년 3월부터 기존과 동일하게 5m, 20m, 30m에 부착판을 시설하고, 1

개월후, 2개월 후에 인양한 후에 사진을 촬영한 후 2월이 지나면 수거하여 부착생물 가입을 

확인함. 부착 또는 부착판에 가입된 생물을 모두 수거하여, 동정을 진행한 후 계수하고 습중량

을 측정함. 

- 실험 결과 : 3월에 설치한 부착판에서는 다른 계절과 상이하게 20m 이상 중·저층에서 생물 

가입이 강하게 나타남. 이러한 원인은 곡형동물이 가입이 진행된 것으로 곡형동물은 주로 20m 

이상 깊은 수심에서 주로 가입하는 양상을 보임. 4월 이후 설치된 부착판에서는 5m 수심에서 

전반적으로 높은 생물 가입 양상을 나타냄. 하지만 7월 이후에는 모든 수층에서 가입이 나타

나지 않음. 통영 연안에서 생물 가입은 주로 3-6월 사이 진행되는 것으로 관측됨.
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<그림 5-3-2. 수층에 부착판 설치 이후  생물 가입양상 (3월-5월)>

 
- 30m 수심에서는 기타 수심에서 진행되는 부착생물 가입 양상이 5월 이후 저조함. 5월에 시설

한 부착판에서 7월 20m 수심에서 대량가입이 관측 되었는데, 히드로충류의 일시적 가입에 따

른 바다대벌레가 가입되어 나타난 영향임. 5월에 설치하여 2개월이 지난 후 7월에 수거한 부

착판에서는 이동성 소형 갑각류의 대량가입이 수심 5m, 20m에서 관찰됨. 6월에 대비하여 집중

적으로 출현한 이동성 소형갑각류는 8월이후에는 거의 나타나지 않음. 이러한 양상은 일시적 

가입요인에 대한 분석을 진행중 임.

- 하계(6월)이후 설치한 부착판에서도 30m 수심에서 부착생물 가입이 거의 나타나지 않음, 반면

에 5m 수심과 20m 수심에서는 곡형동물과 히드로 충류의 가입이 지속적으로 나타남. 다만 종 

서식밀도에서는 봄철보다 감소하는 양상을 보임 

- 하계 우점 부착생물 가입양상 분석 : 3월, 5월 9월에 투입된 부착판에서 총 37종 49,000 개체

(35.4 gWWt)의 생물이 채집됨. Caprella scaura는 수심이 깊어질수록 개체수가 감소하는 양상

을 보임. 특히 30m에서 대체적으로 가장 적은 개체수를 나타냄. 수심이 깊어지면서 Caprella 

scaura가 서식조건에 대한 검토가 필요함. Jassa slattery는 봄철에는 수심이 깊어질수록 개체수

가 감소하는 양상을 보이지만 여름철에는 20m에 가장 많은 개체수를 가지고 30m에서는 다시 

적어짐.  여름철 표층에 가까운 5m는 각 수심중에 수온이 가장 높음. 여름철 Jassa slattery의 

분포가 20m에서 가장 많은 것으로 보아 냉수성으로 판단됨. 30m는 Jassa slattert가 서식하기에 

너무 낮은 수온과 용존산소량을 가짐. Stenothoe valida 눈 봄철에는 3, 50m에서 분포하나 초

여름에서 여름이 지날수록 개체수가 감소하는 양상을 보임. 초여름에는 따뜻한 표층을 피해 

20m에 분포하나 본 여름에는 개체수가 눈에 띄게 감소한 것을 보아 냉수성으로 판단됨. 곡형

동물인 Kamptozoa는 국내 서식이 원활하지만 아직 미기록 종인데 봄철-초여름 까지는 수심이 

깊어질수록 가입량이 감소하나 여름철은 수심이 깊어질수록 가입량이 증가함. 봄철에 가장 많
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이 가입되며 초여름이 될수록 현저히 가입량이 낮아짐. 한여름에는 가입이 되지 않음. 수심이 

깊어질수록 개체수가 작아짐.

           

<그림 5-3-3. 수층에 부착판 설치 이후  생물 가입양상 (6월-8월)>

<표 5-3-1. 주요 우점종 분포 양상 >

우점종-계류기간 관측 수심

Caprella scaura 5m 20m 30m
3-5월 314 118 158
5-7월 552 206 111
7-9월 772 105 3

Jassa slattery
3-5월 758 268 215
5-7월 39 168 42
7-9월 37 142 57

Stenothoe valida
3-5 월 268 12 276
5-7 208 61
7-9 1 44 44

Kamptozoa unid.
3-5월 3952 1368 1368
5-7월 1368 456 456
7-9월 608 760 1216

M. galloprovincialis
3-5월 329 114 93
5-7월 20 8 4
7-9월
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<그림 5-3-4.  고착성 생물의 계절별 가입양상 >

         

<그림 5-3-5. 이동성 생물의 계절별 가입 양상>

라.  양식·자원 복합단지 조성 및 비즈니스 해양공원모델 개발

○ 양식·자원 복합단지 조성

- 양식·자원 복합단지 어장조성 및 환경조건

·양식·자원 복합단지 조성을 위하여 2018년 조성된 통영기지의 연구교습어장에 4ha의 수층공

간이동형 연승수하식 양식어장을 조성하여 냉ㆍ온수성 양식자원생물을 양성 할 수 있는 공간

을 조성함

·대상어장의 수심은 최고 30–50m, 2020년 연중수온은 12.2 ~ 25℃를 나타냄. 표층에서 – 30m 

까지는 연중 12.2 ~ 25℃, 수심 30m이하에서는 2019년 여름철 20℃이하를 나타내고 있어 수

온약층이 형되었으나 2020년에는 태풍통과 후 상하층 전체가 교반되는 양상으로 표층과 수심 

30m이하의 수심에도 표층과 같은 수온 분포를 보임

·연승어장의 시설은 표준설계도를 작성하였으며, 어장시설 면적은 200×200m에 4계틀을 구성 

후 연승줄 및 가릿줄을 시설 하였으며 연승의 간격은 외해임을 고려하여 10m간격으로, 부표

는 연승수하 생물의 무게에 따라 부피 60리터 부표를 일정간격으로 시설함
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<그림 5-4-1. 어장시설의 친환경 부표설치>

- 대상생물 선정 : 연중 수온이 24℃이하, 용존산소 3.5ppm 이상에서 생존 및 양식가능 또는 수

온이 20℃이하에서 생존이 가능한 생물을 국내소비량 및 부가가치를 고려하여 선정함. 2019년 

선정 어류인 무지개 송어는 조기 고수온으로 대량폐사가 발생할 우려가 많아 2020년도에는 남

서해안에서 생산되는 참조기를, 무척추동물은 비단가리비를 선정함

- 대상 생물 선행연구 양성

·참조기 양식: 수층공간이용 복합양식을 위하여 온수성어종인 참조기 치어를 2020년 5월20일 

민간 종묘생산장에서 양산한 치어 20,000마리를 유상 분양받아 통영해양생물자원기지의 가두

리 시설에 방양하여 양성. 치어기의 참조기 크기는 전장이 평균 5.6cm, 중량은 평균 2.4g였으

며, 치어기의 참조기는 외부충격이나 스트레스에 매우 예민하여 치어수송 및 가두리 순치가 

매우 어려웠음.

  

      

            치어수송후 참조기 폐사체            치어 가두리 방양

      

                                 치어 양성계측

<그림 5-4-2. 참조기 치어 가두리입식>
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·특히 계측을 위한 그물 작업시 대량폐사 현상까지 발생하여 초기감모율이 40%이상 나타나기

도 하였음, 

·양성시 사료는 EP배합사료를 공급하였으며, 야간에 보안등을 켜주어 자연산먹이 응집을 통한 

순치도 병행함. 5월 입식부터 7월 13일 까지 총 110kg, 7월 13일부터 10월 13일 까지 162kg의 

사료를 공급함. 성장계측은 6월 1개월간 순치를 통하여 안정화 성장시킨 후 7월 13일과 10월 

13일 일시적 계측을 위한 체포 후 실시. 3개월 양성 후 성장률은 차년도 연구의 준비단계임

·참조기는 양성 과정중 다른 어종과 달리 표층으로 부상하는 경우가 매우 드물고, 사료공급시 

외는 주로 저층 그물바닥 주변에서 머무르며 활발히 행동할 때에도 그물벽을 타고 움직이는 

등 행동패턴을 보여 혼양된 어종과의 먹이경쟁에서도 항상 쳐지는 양상을 보임  

·5월 20일 초기 방양후 7월 13일까지 성장은 평균 전장이 10.6cm이고 평균 중량은 10.46g으로 

성장하여 있어 타어종과 유사한 성장 패턴이었음. 이후 3개월간 전장은 16.88cm, 중량은 

46.65g으로 성장함, 생존율을 25%이상으로 산정 할 경우 증육계수는 1.16인데, 올해는 태풍에 

의해 생존율이 감소함

·참조기의 성장 속도는 다른어종과 유사하여 산업용으로 개발 시 경쟁력이 있을 것으로 판단

됨. 참조기 상품성은 23cm에서 보이는데, 도달 기간은 24개월이고 통영 외해측의 가두리단지

의 경우 겨울철 수온이 10℃이하까지 내려가지 않으므로 월동양식이 가능함

       

<그림 5-4-3. 참조기 성장관정 및 계측>

·우렁쉥이(멍게): 기후변화로 인한 고수온으로 남해안에서 양식에 어려움을 격고 있는 멍게를 

2018년 11월 통영기지에 입식하여 수층공간이용 선행연구를 시행하였음. 초기 씨줄감기는 민

간인 업체로부터 구입하여 양성하였는데, 본 양성은 수심 15m, 수심 25m 수층에 각각 분리하

여 양성한 결과 수심 15m에서는 2019년 5월 전량 폐사, 수심 25m에 양성한 멍게는 전량 생
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존하는 결과를 보임. 반복 실험 결과도 낮은 수심의 멍게는 전량 폐사하였으나 깊은 수심의 

멍게는 4월 17일 까지는 생존하고 성장도도 높았음. 수온이 20℃이상을 유지하고 있는 10월 

말 현재도 일부가 생존하여 있을 것으로 생각되며, 생존개체수가 많을 경우 12월 말 멍게 모

패로 사용 할 계획임.

<그림 5-4-4.우렁쉥이 양성(멍게)>

- 비단가리비 양식

·재료 및 방법: 수심 5m, 22m에서 채롱망을 이용한 수층공간 가리비 양식을 하였으며 2019년 

11월 같은 지역에서 채취한 중간육성패를 경남 고성군 삼산면 두포리 민간인 양식어장에서 

양성시킨 비단가리비와 최종적으로 성장률을 비교조사 하였음.

·비단가리비는 종묘 크기가 2~3 mm 내외이기 때문에 중간육성 과정을 거치지 않고 바로 양성

용 채롱에 수용 할 경우 치패가 너무 작기 때문에 수용하기가 힘들고 작업량이 많아져 비용

부담이 가중 되며 양성기간이 2년 이상으로 길어지고 고수온, 부니, 저산소에 저항력이 약하

다는 단점을 지님. 이에 중간육성한 비단가리비를 구입하여 15단 채롱에 수용하여 가두리 양

식어장에 수용하였으며 수용 밀도는 15단채롱 1단에 25미씩으로 하여 수심 5m와 22m에서 9

개월간 양성 및 성장률을 조사하였음. 양성 과정중 발생하는 부착생물로 인한 직접적 양식 

어장피해 위협생물 가입양상을 부가로 조사함.
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<그림 5-4-5. 비단가리비 중간육성종묘 입식> 

·결과 및 고찰: 수층공간이용 9개월간 성장률을 조사한 결과 폐사율은 수심 5m 실험구에서 

48%, 수심 22m에서는 56%였으며 (그림 5-4-6, 5-4-7, 표 5-4-1, 5-4-2) 양성기간중 채롱망가

리비의 부착생물피해를 조사한 결과 1월부터 5월 초까지 수심 5m채롱망에 가리비가 질식사 

할 정도로 진주담치가 대량으로 가입하여 4월 채롱망을 교체하였으나 수심 22m 채롱망은 진

주담치의 가입량이 수심 5m에 비해 매우 적게 부착하였음. 주로 유령멍게가 5 ~6월 사이에 

대량으로 가입하고 7월 ~8월에는 참굴이 대량가입하여 양식생물에 영향을 주었음 (그림 

5-4-8). 또한 비단가리비의 중간종묘를 같은 기간 9개월간 양성하여 자란만 대조군과 비교한 

결과 자란만 대조군은 평균중량이 39.1g인 반면 가두리 수심 22m에서 양성한 가리비는 평균 

53g으로 매우 큰 성장률 차이를 보였는데 이는 연중 수온변화 폭이 크지 않는 것에 기인한다

고 판단됨 (그림 5-4-9).

    

<표 5-4-1. 수층공간이용 수심- 5m에서의 비단가리비 성장률 조사>

                                                          (단위:평균)

월 각  장(mm) 각  고(mm) 각  폭(mm) 중  량(g)

9.        Nov 42.43 42.43 13.07 14.04

          Dec 54.12 49.67 15.31 21.66

20.        Jan 58.15 53.81 16.82 27.66

          Feb 61.49 56.05 17.65 29.36

          Mar 63.28 58.52 18.45 34.79

          Apr 66.21 61.23 19.41 40.04

         May 68.64 63.85 20.47 43.09

         Jun 69.10 64.52 20.68 38.05

        Jul 70.60 66.94 21.76 51.29
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      <그림 5-4-6.   2019년 11월 ~ 2020년7월 수심 –5m에서의 비단가리비 성장곡선>

    

 <표 5-4-2. 수층공간이용 수심 –22m에서의 비단가리비 성장률 조사>

                                                                         (단위:평균)  

월 각  장(mm) 각  고(mm) 각  폭(mm) 중  량(g)

9.        Nov 43.37 42.43 13.07 14.04

          Dec 52.58 47.93 14.55 21.83

20.        Jan 58.02 54.25 16.40 29.54

          Feb 61.35 57.22 17.56 30.43

          Mar 62.91 58.69 18.33 36.08

          Apr 64.70 61.04 19.08 38.16

         May 66.45 62.07 19.79 41.03

         Jun 67.96 63.68 20.34 43.66

        Jul 71.37 67.20 22.00 53.00
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    <그림 5-4-7. 2019년 11월 ~ 2020년7월 수심 –22m에서의 비단가리비 성장곡선>

<그림 5-4-8. 부착생물로 인한 양식생물 위협>

·결 론: 2020년 비단가리비 양식결론은 2019년과 같은 양상으로 도출 되었으나 수심별 성장은 

수심 22m에서 부착생물영향도 없었고 성장도 수심 5m 보다 우수하였음. 다만 폐사율이 평균 

52%로 다소 많았으며 이는 패류양식 기본 최고 생존률 50 ~ 60%에는 미치지 못하나 중간정

도의 수확생존율에 해당함. 또한 연안 내만과 비교한 결과 같은 기간 평균중량이 14g정도가 

더 나갔으며 이는 45일정도 빨리 큰 것인데, 내만에 비해 온도가 일정하게 유지되어 성장이 

좋았던 것으로 판단됨
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a) 가두리양식어장에서의 수층별 비단가리비 성장(실험군)

  

b) 경남고성군 자란만 비단가리비(내만 대조군)

  

<그림 5-4-9. 가두리양식어장과 내만에서 자란 가리비의 성장 비교>

○ 비즈니스 해양공원 모델개발 

- 통영시 연안 수중체험 : 체험시설

·좁은 해역에서의 복합적인 기능과 역할을 요구받고 있는 현실에서 항만, 어장, 보호구역 등 

단일 목적으로 우리나라 연안 해양공간 관리를 정리할 수 없으므로 해양수산부의 해양공간의 

통합관리와 계획적인 이용체계 구축(국정과제 84-5)과 관련된 지역협의회 활동과 향후 추진 

방안을 감안한 해양공간의 복합 활용에 대한 모델 초안을 제시하고자 함   

·보다 많은 세계적인 해중공원 사례 분석과 대상 해역에서 연구 용역사업으로 추진된 통영바

다목장 사업 결과물인 볼락류의 자원조성 기술, 참돔, 감성돔을 대상으로 포함하는 유어용 인

공어초 개발의 과정을 융합하여 심충 양식과 자원조성, 해양레져산업, 체험, 교육 기능을 가

진 해양공원, 또는 해중공원(Marine park) 모델의 실 해역 적용 검토

·일반인, 학생 등 스쿠버 잠수 능력을 갖지 않은 이들을 위한 체험시설로는 아크릴 박스나 체

인원통과 같은 시설(그림 5-4-10)을 활용하여 수중의 생태 관찰한데, 이와 같은 시설을 한국

해양과학기술원의 해상과학기지에서 설치하는 안 제시 (그림 5-4-11). 
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<그림 5-4-10.  해양공원 수중 체험시설 (체인형)>

<그림 5-4-11.  통영 해중공원 체험시설.>

- 통영시 연안 수중체험 : 해중림 생태   

·수중 체험시설을 활용하여 수중생태를 관찰하는 경우 표층에서 볼 수 있는 해중림, 양식시설, 

인조 해조와 같은 모조품과 그곳에 군집한 어류들이 필요함. 바다목장과 같이 자원조성이 되

어 있는 곳에서는 양식시설을 일종의 떠 있는 인공어초(부어초)로 활용 가능

·해상 가두리 시설에 간단한 해중림(해조양식)을 만들어두면 어린 볼락류와 어류들이 그곳에 

모여들게 되어 바다목장의 수중을 누구나 쉽게 관찰할 수 있으며(그림 5-4-12) 해중림과 유사

한 기능은 표층에 설치한 양식시설(가리비채롱)에서도 볼 수 있기 때문에 양식 시설을 활용한 

수중체험도 매우 바람직한 체험소재로 생각됨
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·대부분의 해조류는 여름철에는 소실되고 수온이 내려가는 초겨울에 다시 자라기 시작하므로 

고수온기에는 플라스틱과 같은 인조 해조나 인조 모조물들을 활용할 수 있음(그림 5-4-13)

   

<그림 5-4-12.  다시마 양식시설 아래에 모인 볼락 (통영바다목장, 2020년 6월)>

<그림 5-4-13.  여름철 해양 체험 장소에 설치 가능한 인조 식물>

- 통영시 연안 수중체험 : 생태지도 

·생태지도는 연안생태 건강성을 유지하고 환경변화에 수산자원의 관리 방향을 제시할 목적으

로 면적 개념의 생물분포도를 작성하는 것인데 2020년에는 대장두도 동남쪽 연안의 수중 생

태조사 결과들을 분석, 정리하여 생태지도를 제작함   

·대상해역은 통영바다목장 보호수면 내에 위치한 한국해양과학기술원 해상과학기지가 위치한 

대장두도, 소장두도 연안이었으며 해저지형과 수중생태 자료(그림 5-4-14)와 각 분류군별 해

양생물 분포도(그림 5-4-15), 밑그림(그림 5-4-16)으로 전문 화가 활용함
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<그림 5-4-14. 통영바다목장의 수중생태지도 제작을 위한 기초 작업(밑그림(상)과 각 구조물의 실제 

사진들(하))>

<그림 5-4-15. 생태지도 제작을 위한 분류군별 해양생물들의 분포 그림. (해조류(좌), 무척추동물(중), 

어류(우))>
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<그림 5-4-16. 통영연안 생태지도 밑그림.>

- 해양보호구역   

·해중공원으로 이용할 해역으로서는 수중경관이 우수하고 생물다양성이 높은 해역일수록 활용 

가능성이 높지만 이러한 해역은 대부분 해양보호구역(MPA)으로 지정이 되었거나 후보지로 선

정되어 있음   

·지정해역의 관리는 여러 가지 제한을 할 수 있지만, 부산시의 예를 들면 3개 지정 해역에서의 

낚시, 해양레져 활동은 허락되고 있으며 단지 취사는 금지하고 있는데, 해양보호구역내의 환

경변화는 인간 활동을 최소화한 연안에서 인위적인 관리 하에 장기모니터링이 가능하다는 점

에서 장기적으로 해양공원화하기에 적합한 후보지역으로 판단되며 향후 보다 많은 생태적인 

자료가 축적되고 관련된 정책들이 수립된다면 해양보호구역을 활용한 해중공원에 대한 인식

도 점차 커질 것으로 생각됨 
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제3절  대표 성과

우수성과 - 1. 배양조건 조절을 통한 C1 가스 전환효율 개선기술 개발

성과

내용

◦ Clostridium sp. AWRP 균주를 대상으로 하여 CO2 + H2 기질 조건에서 pH 
/ 희석률 / 교반 속도별 영향 확인

- 각 요소의 조절을 통하여 아세트산-에탄올 생산의 전환과 관련된 균주의 
특이성 확인

- 연속배양을 통하여 최대 약 8 g/L/d의 아세트산 생산성 달성

성과의

우수성

◦ 가스전환 공정 개발을 위한 플랫폼 균주 확보
- 기존 보고를 통해 알려지지 않은 대사조절 메커니즘 확인
- 낮은 균체에서도 C1 가스의 높은 전환율이 가능함을 확인

증빙자료 ◦ 논문 및 특허 준비 중
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우수성과 -2. 항균활성 해양미생물 대량 탐색 및 추출물 제조

성과

내용

◦ 항균활성 해양미생물 대량 탐색

  - 자체 개발된 colony picking method를 이용하여 보유하고 있는 해양미생

물 111균주(108종)을 대상으로 인체병원성 및 어류병원성 균주를 제어하

는 18균주를 확보

  - 특이한 항균 pigment를 생산하는 미생물 2종에 대한 유전체 분석 및 

pigment 생합성 유전자 그룹 확보

◦ 항균물질 추출물 제조

  - 14균주를 선별하여 에탄올 추출물 제작 및 paper disc method를 이용해 

인체병원성 미생물 9종에 대한 항균활성 평가

성과의

우수성

◦ 항균물질 대량발굴 기술의 발판 마련

  - 자체개발 colony picking method를 응용하여 해양미생물과 육상병원성미

생물을 동시 배양할 수 있는 배지를 확립하고 이를 토대로 항균물질 생

산 해양미생물을 대량 발굴할 수 있는 토대를 마련

  - 기 보고되지 않은 항균활성 미생물 10종을 포함하는 18균주 확보. 이는 

근 30년간 발굴되지 않은 새로운 항균물질 계열을 탐색하는 확률을 높일 

수 있는 토대가 됨.

증빙자료 ◦ 활성이 우수한 균주들을 대상으로 특허 출원예정
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우수성과 - 3. 비단가리비 적정 양식 공간 제시

성과

내용

◦ 해역-수심에 따른 비단가리비 성장 비교
- 비단가리비는 외해 양식어장 22m 수심에서 연안 4m 수심에 비해 확연한 
성장 보임

성과의

우수성

◦ 냉수성 양식자원의 남해안 양식 가능성 확인
◦ 수층공간 활용을 통해 양식생물의 성장을 증진시킬 수 있는 가능성 제시 

증빙자료 ◦ 기  타
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제3장 연구개발목표 달성도 및 대외 기여도

 
제1절  연구개발 수행 적정성

○ 연도별 주요 추진 일정

구분 세부연구목표
추 진 실 적  및  계  획 연구비

(천원)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2020년
(2차년도)

1. 균주 확보, 특성 분석 및 
배양조건 확립

320,000

2. gas fermentation 기술 개발 430,000

3. 고염분수 활용 대량 배양 

기술 
40,000

4. 고염배양 바이오매스의 

추출물/가공물로부터 
유효성분 발굴

35,000

5. 수층공간 활용 
복합양식기술 개발

230,000

  ※ 파란색 : 계획 / 붉은색 : 실적

○ 당해연도 연구진도 적정 수행여부

 - 신규미생물 자원확보를 위한 시료채취, 농후배양, 순수분리 등이 연구계획 대비 적절히 수행됨. 현
재 연안 시료를 대상으로 Acetogen 그룹을 타깃으로 추가확보 연구를 진행 중에 있음.

 - 확보된 미생물의 특성분석 연구는 연구계획 대비 적절히 수행됨. 신규성이 높은 2종에 대해 대사분

석 및 유전체 분석 연구를 수행하였으며 신규성이 낮은 종들에 대해서는 유전체 분석 중에 있음.
 - 전년도에 선정된 모델균주를 이용하여 다수의 결손주 및 적응진화균주 제작, 배양조건 조절 등을 

통하여 OD 5.4를 달성하였으며 4차년도 목표였던 아세트산 생산성 6 g/L/d를 상회하는 결과를 생산

함

 - 적응진화, 형질전환 등의 방법을 적용하여 다수의 개량미생물을 제작함.
 - 고염분수 활용 미세조류 대량배양 기술은 목표치를 달성함. 추출물/가공물로부터 유효성분 발굴은 

우뭇가사리 가공물의 효능 측정을 제외하고 마무리 단계에 있음

 - 수층공간별 월별 수산환경 조사, 먹이생물 분포 및 양식자원의 위내용물 추출한 먹이생물 추적하여 

적정한 연구진도를 수행하였음. 
 - 수심별, 월별 위협생물 가입양상을 연구하였으며, 이를 분석 검토하여 실해역 양식어장 실증실험을 

수행하였으며 이를 분석한 자료를 통하여 냉수성 어.패류의 적정 양식어장시설 수심을 정립함
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[위탁과제 목표달성 및 본과제 활용 여부]

   (1) 위탁연구과제 목록

위탁과제명
연구참여자 연구기간 당해연도 

연구비(백만원)
비고

연구책임자 참여연구원(명) 총기간 당해년도

1 부경대학교 정원교 4 1 2020 30

2 충남대학교
마하나마 
디조이사

4 1 2020 30

   (2) 위탁과제 목표달성도 및 본과제에 대한 기여 내용

위탁과제명 당해연도 목표
목표달성도

(%)

본과제 목표달성에 대한 기여

및 활용 내용

1

고염 배양 

해양생물자원의 

지브라피쉬 모델 

적용을 통한 

건강도 평가 

w 고염에서 배양된 해양생물

원료의 프리바이오틱 효

과, 면역증진 등을 분석

90%

Ÿ 장내 미생물 군집 분석

Ÿ 면역관련 유전자 발현 분석

Ÿ 조직학적 분석

2

고염 해양생물자원 

유래 세포 및 조직 

재생 효능 

유효물질 발굴

w 고염 해양생물자원 유래 

추출물 확보 및 조직 재생 

능력 분석

80%

Ÿ 추출물 제작

Ÿ 인간 조직세포 증식 효능 분석

Ÿ 인간 조직세포 이동 효능 분석

Ÿ 인간 조직세포 세포 분화 분석
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제2절  연구개발 목표달성도

  가. 연구목표의 정상 추진 및 성과 우수성
[총괄 1(연차별 목표 대비 달성도)]

주」1. 연도별 계 : 예시) (0.6(A)X90(B))+(0.4X95))= 92%

2. (연차별 계획대비 연구실적 달성율은 최고 100%를 초과할 수 없음)

총연구기간내 연차별 목표 대비 달성율(%)

구분

연차별 달성내용 연차별 
계획대비 
연구실적 
달성율(B)

(%)

성과목표 연구내용
가중치

(A)
달성실적

1년차

1.신규 생물자원
1-1. 신규 미생물자원  10종

0.4
미생물 자원 확보 68종

100
1-2. 신규자원 특성분석 10종 생물자원 특성분석 13종

2.개량균주 2-1. 개량균주 확보 1종 0.1 개량균주 1종 확보 100
3.가스전환 고농도 
배양기술

3-1. 가스전환 성장 OD 3.0< 0.1 OD ~ 5.0 수준 100

4.미세조류 생산성
4.1. 일일생산성 40g/㎡/d

이상
0.3 Tetraselmis sp., D. salina

각각 44.5, 46.3g/㎡/d 달성
100

5. 수증공간 먹이
생물 분포도

5.1. 수증공간 먹이생물 
분포도 분석 1건 0.05 계절별 수층공간 먹이생물

분포 양상 1건 100

6. 병원체 목록 6.1. 병원체 목록 1건 0.05 병원체 목록 1건 100
계 1.0 100

2년차

1.신규 생물자원
1-1. 신규 미생물 8종 확보 0.1 자가영양 3종 5주, 종속영양 

7종 확보
100

1-2. 5종 대사경로 분석 0.1 2종 4주 완료, 2종 진행 중 80

2.가스 전환기술 
고도화

2-1. 개량균주 확보 1주 0.1 적응진화, 대사공학 기반 개
량균주 10주 확보

100

2-2. OD 7.0< 배양 0.15 최대 OD 5.4 도달 80
2-3. 아세트산 생산성 (4년차 

목표 조기달성)
연속배양을 통하여 약 8 
g/L/d 달성

100

3.미세조류 배양

3-1. 미세조류 일일생산성 
47g/㎡/d 이상

0.1 Tetraselmis sp., D. salina 각
각 47.2, 48g/㎡/d 달성

100

3-2. 고염생물 2종 10톤급 
배양 

0.1 미세조류 2종 10톤급 배양 100

3-3. 미세조류-미생물 하이브
리드 배양 설계도면 1건 0.1 설계도면 2건 100

4.미세조류 기능성

4-1. 해양생물 가공물제조 
5건 0.1 가공물 제조 7건 100

4-2. 미세조류펙틴 장내 
미생물증진 동물실험

0.05 쥐를 이용한 장내미생물 증
진 실험

100

5. 수층공간 활용

5-1. 병원체 검출키트 1건 0.05 PCR 기반 CHV1 바이러스 
검출키트 제작

100

5-2. 어장시설 설계서 1건 0.05 어장시설 설계도 작성 1건 100
5-3. 수층공간 종합 먹이생물 

분포도 분석 1건 종합 먹이생물 분포도 1건 100

5-4. 해양 병원성 바이러스 
목록 1건

바이러스 출현 양상 분석 1
건

100

계 1.0 95
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[총괄 2(연구성과계획서상 정성적 성과목표 대비 달성도)]

항목
가중
치
(%)

본 과제 설정목표 연구성과계획서상 
성과목표

부합
여부 수행여부

신규 미생물 자원 
확보 10 8종 8종 동등 수행

신규 미생물자원 
대사경로 분석 
(오믹스 분석)

10 5종 5종 동등 수행

개량균주 확보 10 1종 1종 (성과계획서) 동등 수행

가스전환 고농도 
배양기술 15 OD 7.0< OD 5.0< 초과 수행

미세조류 생산성 10 일일생산성 
47g/㎡/d 이상 

일일생산성 45g/㎡/d 
이상 (성과계획서) 초과 수행

고염 생물 10톤급 
배양조건 확립

10 2종 2종 동등 수행

미세조류-미생물 
하이브리드 대량배양 
시스템 설계 도면

10 1건 - 초과 수행

미생물 활용 해양생물 
가공물 제조 10 5건 4건 초과 수행

미세조류 펙틴의 장내 
미생물 증진 5 전임상 전임상 (성과계획서) 동등 수행

병원체 검출키트 5 1건 1건 동등

어장시설 설계서 5 1건 1건 동등 수행

계 100%
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제3절  대외 기여도

1. 연구논문

번호 논문명 저자명
(KIOST 저자만 표기) 게재일 학술지명

학술지구

분
ISSN mrnIF 저자구분

1

Biological process for 
coproduction of hydrogen 
and thermophilic enzymes 
during CO fermentation

이성혁, 이성목, 
이정현, 이현숙, 

강성균
2020.06 Bioresource Technol SCI(E) 0960-8524 100 주저자/교

신저자

2

Direct Electron Transfer 
between the frhAGB- 

Encoded Hydrogenase and 
Thioredoxin Reductase in the 
Nonmethanogenic Archaeon 
Thermococcus onnurineus 

NA1

정해창, 임재규, 
강성균, 이현숙

2020.03 Appl Environ 
Microbiol SCI 0099-2240 76.77 주저자/교

신저자

3

Long-term Operation of 
Continuous Culture of the 

Hyperthermophilic archaeon, 
Thermococcus onnurineus for 
Carbon Monoxide- dependent 

Hydrogen Production

이성목, 이현숙, 
이정현, 강성균

2020.06 Biotech Bioprocess 
Eng SCI 1226-8372 40.65 교신저자

4

Paradesulfovibrio onnuriensis 
gen. nov., sp. nov., a 
chemolithoautotrophic 

sulfate-reducing bacterium 
isolated from the Onnuri 
vent field of the Indian 

Ocean and reclassification of 
Desulfovibrio senegalensis as 

Paradesulfovibrio 
senegalensis comb. nov.

김윤재, 양정안, 
임재규, 박미정, 
양성현, 이현숙,  
강성균, 이정현, 

권개경

2020.04 J Microbiol SCI(E) 1225-8873 46.62 주저자/교
신저자

5

Thermococcus indicus sp. 
nov., and Thermococcus 
indicus sp. nov. an iron- 

reducing hyperthermophilic 
archaeon isolated from the 
Onnuri vent field of the 

Indian Ocean

임재규, 김윤재, 
양정안, Teddy, 
양성현, 박미정, 

이현숙,  
강성균, 이정현, 

권개경

2020.04 J Microbiol SCI(E) 1225-8873 46.62 주저자/교
신저자

6

Description of 
Luteithermobacter 

incheonensis gen. nov. sp. 
nov. and reclassification of 

genus Emcibacter

박미정, Teddy, 
양성현, 권개경

2020.08 Int J Syst Evol 
Microbiol 

SCI(SCO
PUS) 1466-5026

29.55

(2019 
기준)

주저자/교
신저자

7

Enhanced Alcohol Production 
from Synthesis Gas Using a 

CO-resistant Mutant of 
Clostridium sp. AWRP

권수재, 이종민, 
이현숙

2019.12 Kor J Microbiol 
Biotechnol KCI 1598-642X - 주저자/교

신저자

8

Marine Microalgae, Spirulina 
maxima-Derived Modified 

Pectin and Modified Pectin 
Nanoparticles Modulate the 
Gut Microbiota and Trigger 

강도형 2020.03 MARINE DRUGS SCI(E) 1660-3397 75.000 교신저자
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번호 논문명 저자명
(KIOST 저자만 표기) 게재일 학술지명

학술지구

분
ISSN mrnIF 저자구분

Immune Responses in Mice

9

Antioxidant and 
anti-melanogenic activities of 

ultrasonic extract 
from Stichopus japonicus. 
Asian Pacific Journal of 

Tropical Biomedicine

허수진 2020.01

ASIAN PACIFIC 
JOURNAL OF 

TROPICAL 
BIOMEDICINE 

SCI(E) 2588-9222 50.000 교신저자

10

Characterization and 
anti-tumor activity of 

saponin-rich fractions of 
South Korean sea cucumbers 

(Apostichopus japonicus)

김은아 2020.06

JOURNAL OF 
FOOD SCIENCE 

AND 
TECHNOLOGY

SCI(E) 0022-1155 46.377 공저자

11

Ishophloroglucin A, derived 
from Ishige okamurae, 

regulates high-fat-diet-induced 
fat accumulation via the 
leptin signaling pathway, 
associated with peripheral 

metabolism

강나래 2020.09 ALGAL RESEARCH SCI(E) 2211-9264 76.129 제1저자

12

Diphlorethohydroxycarmalol 
Attenuates Palmitate-Induced 

Hepatic Lipogenesis and 
Inflammation

허수진 2020.09 Marine Drugs SCI(E) 1660-3397 75.000 공저자

13

Spirulina maxima derived 
marine pectin promotes the 

in vitro and in vivo 
regeneration and wound 

healing in zebrafish

강도형 2020.10 Fish and Shellfish 
Immunology SCI(E) 1050-4648 98.571 교신저자

14

Characterization of ionic 
cross-linked composite foams 
with different blend ratios of 

alginate/pectin on the 
synergistic effects for wound 

dressing application 

허수진 2020.08
International Journal 

of Biological 
Macromolecules 

SCI(E) 0141-8130 90.909  
공저
자

15

다기능 해양소재로서 
홍해삼의 효능과 지역별 
성분 비교를 통한 활용 

가능성 연구 고찰

허수진 2020.06 한국해양바이오학회
지 

KCI후보 2383-5400 - 제1저자

16

해양조류 14종 유래 Marine 
Pectin의 추출 및 이의 

함량과 항산화 활성에 관한 
연구

강도형 2020.07 한국식품영양과학회
지

KCI 1226-3311 - 교신저자

17

Physiological and oxidative 
stress response of goldfish 
Carassius auratus induced 
by a light dimming system

박흥식 2020.02 Fish Physiol 
Biochem SCI 0920-1742 73.08 공저자

18

Exposure of bay scallop 
Argopecten irradians to 

micro-polystyrene: 
Bioaccumulation and toxicity 

박흥식 2020.10
Comparative 

Biochem Physiol 
C-ToxicolPharmacol

SCI 1878-1659  97.61 공저자

19

Marine Metatranscriptome 
Profiling in the Sea Adjacent 

to Jeju Island, Korea, by 
RNA-sequencing

강민경, 김강은, 
정승원, 이택견

2020.06 Journal of Life 
Science KCI 2287-3406 - 교신저자
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2. 저서

3. 학술발표

4. 산업재산권 (특허/SW/신기술 등)

번호 서명
저자명

(KIOST 저자만 
표기)

발간일 출판사
발간
구분

ISBN 저자구분

1 해양바이오 R&D 현황 강도형 2020.05 현대해양 국내저서 0000-0000 제1저자

번호 논문명
저자명

(KIOST 저자만 표기)
발표일 학술대회명 구분 국내/외 저자구분

1

Anti-inflammatory effect of 
ethanol extract of Turbo 

cornutus in LPS-stimulated 
RAW 264.7 macrophages 

and zebrafish model

강나래, 김은아, 
김준성, 허수진

2020.10.22

2020 KFN 
International 
Symposium 
and Annual 

Meeting

국외 제1저자

2

Saringosterol acetate inhibits 
hepatocellular carcinome 

growth and metastasis in a 
zebrafish xenograft model

김은아, 강나래, 
김준성, 허수진

2020.10.22

2020 KFN 
International 
Symposium 
and Annual 

Meeting

국외 제1저자

3

Anti-osteoporotic effect of 
marine algae extracts in 

MG-63 osteoblast-like cells 
and RAW264.7 macrophage 

cells

김은아, 강나래, 
김준성, 허수진

2020.10.22

2020 KFN 
International 
Symposium 
and Annual 

Meeting

국외 제1저자

번호 특허명(SW명) 등록국가 출원번호 출원일 등록번호 등록일

1 해수 또는 천일염을 이용한 고온성 고세균 
배양용 배지 조성물 

대한민국 10-2096063 2020/

2 조류로부터 유도된 다중불포화 지방산을 
포함하는 액체 지방 조성물 및 그 제조방법

대한민국 10-2086830 2020/03/03

3
홍해삼 효소 가수분해물을 유효성분으로 
포함하는 근육질환 치료 또는 근력개선용 

약학적 조성물 및 식품
대한민국 10-2087432 2020/03/04

4 홍해삼 가수분해물을 포함하는 피부재생용 
하이드로겔 및 그 제조방법

대한민국 10-2149218 2020/08/24

5
융합 태그가 없는 인간 섬유아세포 

성장인자 19 재조합 단백질의 가용성 발현 
및 그의 용도 

대한민국 10-2020-0057108 2020/05/13

6
 해조류로부터 추출된 펙틴을 포함하는 

어류용 사료조성물 및 이를 이용한 어류의 
면역력 증진, 질병 억제, 및 성장 촉진 방법 

대한민국 10-2020-0001500 2020/01/06

7 써모코코스 온누리누스 WTF-350T 및 이를 
이용한 수소 생산 방법 

대한민국 10-2020-0147367 2020/11/06
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5. 기술료 수입

번호 기술실시 계약명
최초

기술실시년도

당해연도

기술료(원)

계약

체결일

1 수층공간을 이용한 양식어장 개발기술 2020 5,000,000 2020.02.04

6. 기타(대외 및 홍보활동)

번호 활동명 유형 활동/시행일
계약

체결일

1
''광어 품종개량 연구를 위한 질병내성 
유전형질 분석'' 연구용역 제안서 평가

대외활동 평가위원/2020.08.27

2
제주대학교 일반대학원 해양생명과학과 

학위논문 심사
대외활동 심사위원/2020.06.11

3

해양과학기술 학술교류 콜로키엄 실시에 따른 
학/연 협력, 공동연구 활성화, 대학원생들의 
전문지식 습득 및 연구 능력 강화 등을 위해 

특강 진행

홍보활동 대중강연/2020.10.08

4
미래의 해양을 이끌어갈 제주지역 

청소년들에게 바다의 중요성을 인식시키고 
해양과학연구 및 진로 탐색을 위한 강연 진행

홍보활동 대중강연/2020.09.28

번호 특허명(SW명) 등록국가 출원번호 출원일 등록번호 등록일

8 온도안정성을 향상시킨 FGF7 폴리펩타이드 
및 그 용도 

대한민국 진행 중

9  신규한 상피세포성장인자-TF 융합 단백질 
및 이의 대량 생산 방법  

대한민국 11/6 예정

10
신규한 신호펩타이드-상피세포성장인자- 
세포투과펩타이드 융합 단백질 및 이의 

대량 생산 방법
대한민국 11/6 예정

11 다중벽 에어포켓 부표 대한민국 10-2020-0084994 2020/07/09

12  신규한 상피세포성장인자-TF 융합 단백질 
및 이의 대량 생산 방법  

PCT 11/6 예정

13
신규한 신호펩타이드-상피세포성장인자- 
세포투과펩타이드 융합 단백질 및 이의 

대량 생산 방법
PCT 11/6 예정

14
융합 태그가 없는 인간 섬유아세포 

성장인자 19 재조합 단백질의 가용성 발현 
및 그의 용도 

미국 16/997,198 2020/08/19

15 플러스공간 인공어초 페루 000413-2020/DIN 2020/04/21

16 열적으로 안정한 FGF2 폴리펩타이드 및 그 
용도 

중국 진행 중
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제4절  연구성과의 의의

구분 주요 내용

자체 

종합

평가 

의견

◽ 우수한 정량 성과 달성

 - 전체 19편의 논문 중 mrnIF 상위 20% 이상의 논문 4편, 상위 40%이상 5편 등 

다수의 우수 논문을 발표함

◽ 세계 최고수준에 근접한 기술 확보

 - 모델생물을 이용한 가스발효기술의 경우 다양한 반응기 운영 조건 조절과 연속 

배양을 통하여 고농도의 아세트산 생산성 달성 (약 8 g/L/d)
 - 새로운 개념의 생물반응기 개발 등을 통하여 우수한 미세조류 생산성 달성

 - 기존에 알려지지 않았던 다양한 미생물의 항균기능 확인

◽ 현장 애로기술 개발

 - 수층 공간을 입체적으로 활용하여 수산자원의 양식효율을 높일 수 있음을 

비단가리비 시험양식을 통해 입증

 - 양식 위해요인의 모니터링을 통해 양식 효율성 제고 가능성 확인

1차년

(2019년)
성과 및 

의의

◽ 우수한 신규 생물자원 확보에 성공

◽ 세계 최고수준의 회분식 가스전환 배양기술 확보

◽ 고염분수 활용 미세조류의 고농도 배양기술 확보

◽ 고염분수 활용 해양생물로부터 기능성 물질 확보

◽ 남해에서도 수층공간을 활용하여 냉수성 수산물을 생산할 수 있음을 확인 

2차년

(2020년)
성과 및 

의의

◽ 신규한 자가영양미생물 확보 성공 및 이들의 기능 평가를 통해 C1 물질 이용의 

대사다양성 확보

 - 연안환경으로부터 Acetobacterium속과 Eubacterium속 사이에 존재하는 새로운 분류

군을 확보함

 - 이들의 유전체 분석, 대사과정 시험 등을 통해 기존 균주들보다 다양한 C1 물질 

이용이 가능함을 확인함

◽ 모델미생물을 이용하여 새로운 대사조절기작 확인 및 

 - 배지 개선을 통해 Clostridium sp. AWRP의 성장에 미치는 CO가스 저해현상 경감

시킴

 - 적응진화/대사공학기술을 통해 AWRP 개량균주 확보

 - pH/희석률/교반속도 등의 조절을 통해 약 8 g/L/d 수준의 아세트산 생산성 도달

◽ 미세조류 10톤급 배양 및 추출물/가공물의 효능분석

 - Dunaliela salina로부터 항산화, 항염증 활성을 나타내는 추출물 확보

 - Dunaliela salina로부터 항암활성을 나타내는 가공물 확보

 - Tetraselmis sp.로부터 항산화, 항염증 활성을 나타내는 추출물 확보



- 157 -

구분 주요 내용

 - Tetraselmis sp.로부터 항산화, 항암 활성을 나타내는 가공물 확보

◽ 구멍갈파래 가공물의 효능분석

 - 콜라겐 합성과 보습 활성이 우수한 구멍갈파래 가공물 확보

 - 환경문제를 야기하는 구멍갈파래의 산업적 활용 가능성 시사

◽ 미세조류-미생물 하이브리드 배양시스템 테스트 및 대량배양 설계

 - 미세조류-미생물 하이브리드 소규모 배양시스템에서 미세조류의 우수한 성장성을 

나타냄. 이를 기반으로 대량배양 시스템 설계

◽ 항균물질 생산 해양미생물 대량탐색 및 활성 추출물 제작

 - 항균물질 생산 해양미생물의 대량 스크리닝 방법을 확립하여 18균주 (16종) 탐색, 
14건의 활성 추출물 제작

 - 기존에 항균활성이 보고되지 않은 종들이 다수 포함됨으로써 새로운 계열의 항생

물질 발견 가능성이 높음

◽ 장기 조사, 시험 양식 등을 통해 수층공간 이용의 타당성 입증

 - 수온-염분 변화, 부착생물 가입 양상, 먹이생물 분포 등의 장기 조사를 통해 적정 

양식 수심 도출 및 가리비 양식을 통한 실증

 - 출현 빈도가 높은 Cyprinid herpesvirus 1 (CHV1)의 PCR 기반 검출기술 개발
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제4장 연구개발결과의 활용계획

1. 향후 연구 방향

본 과제는 2017년부터 시작된 3개 과제의 융합 형태로 진행 중이며 선행 과제의 성과를 이어받아 

1-2년차 과제가 수행되었다. 3차년도에는 확보된 자원과 배양체들을 이용하여 고농도 미생물 배양

기술, 고염분수 활용하여 배양된 생물자원의 기능성 물질 함량 증진과 수층 복합양식기술의 고도

화에 역량을 할애할 계획이다.

가. 해양극한 생명자원 지속 확보

○ 국내외 환경시료의 농후배양, 균주 분리 및 분자동정, 유전체 분석, 생리학적 특성분석

○ CO2 고정능이 우수한 균주 1주 이상 선정 및 정밀 분석을 통한 아세트산 전환능이 우수한 균

주 1주 이상 선정 

○ 오믹스 기반 대사경로 및 특이 유전자 기능 분석

나. 가스발효 OD>10.0달성

○ 가스전환 기술 최적화 : 배양조건 탐색, 가스발효 기술 개선을 통한 고농도 배양 기술 확립

- 가스발효 공정 파라미터 최적화 공정개발 : 가스공급속도, 희석속도, 배지 중 주요영양분 농

도, 액체순환속도 효과 분석 및 개선

- 가스발효 적합 고농도 배양 기술 개발

○ 가스전환 해양·극한미생물 플랫폼 확립 : 균주, gas fermentation기술, 소재 생산 연동 시스

템 확립

- 가스전환 우수균주 개발

- 가스전환 산물 다양화 균주 확보

다. 고염분수 활용 대량 배양 기술 및 기능성 물질 함량 증진 기술 확립

○ 고염 해양생물자원 추출물/가공물로부터 유효성분 확보 및 효능 평가

- 유효성분 발굴을 위한 물질 분리 및 정제

- 유효성분의 효능 확인 및 작용기전 규명

- 비임상 효력시험을 위한 제브라피쉬에서의 효능 평가

- 미세조류-미생물 하이브리드 배양시스템을 이용한 대량배양

○ 해양생물원료 성분 안정화 생산 프로토콜 구축

- 최적 추출공정 개발 및 기준시험법 확립

- 유해물질에 대한 규격 및 시험방법/안전성/기능성에 관한 자료 산출
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라. 냉수층 공간을 이용 위생안전 어·패류 복합양식해양생물자원개발

○ 냉수층 공간을 이용 위생안전 어·패류 복합양식해양생물자원개발 

- 양식생물 특이 병원체 진단기술 확립

- 먹이생물 분포와 양식어종의 먹이특성 관계 규명 및 부착생물 관리 매뉴얼 작성

- 품종별 양식적지 판정 도서 작성 및 수층 공간을 이용한 냉수성 어ㆍ패류 어장관리 매뉴얼 

작성

- 양식 생산성 향상과 함께 체험, 교육 개발 연구 

2. 성과 활용 계획

¡ 신규�비광합성�해양·극한�미생물은�국가�자산으로서�다양한�기초·응용�연구개발에�활용

¡ 물질대사공학� 또는� 합성생물학� 기술을� 이용한� 균주� 내� 유용물질� 생산� 시스템에� 응용할� 수�

있는�원천균주와�유전자원�제공

¡ 탄소대사, 탄소고정�기작의�연구�영역�확대

¡ 원천기술을�이용�가스전환을�통한�바이오소재�생산기술�개발에의�활용

¡ 발전소�및�제철소에서�생산되는�부생가스에�생물학적�가스발효기술을�활용

¡ 농축�고염분수�기반� 유용� 해양생물자원의�안정적� 생산� 및� 식약처� 가이드라인에�맞는� 연구들

을�통해�신규�기능성을�인증�받는데�활용

¡ 미세조류-미생물�하이브리드�배양시스템을�다양한�목적의�미세조류�배양에�활용�가능

¡ 버려지는�고염�수자원을�생물배양에�재활용�할� 수� 있는�기반�마련

¡ 외연어장의�기초생산력�변동�파악하여�수산자원�생산력�증진�자료�활용

¡ 연근해�해양생물자원증대�및�자원조성기술�사업에�활용

¡ 남해안� 다도해해역에서의� 양식산업� 활성화� 및� 해양생물� 자원증대를� 통한� 건전한� 레저활동�

정착�및� 교육에�활용�
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