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서   론

전 세계적으로 어업에 의한 수산물 생산량은 매년 평균 0.7%
씩 감소한 반면, 양식에 의한 수산물 생산은 매년 5.2-7.7%씩 증
가하고 있어(FAO, 2013) 수산양식산업은 많은 나라에서 중요
한 산업의 한 분야가 되어있다. 우리나라도 연근해 어업 생산량
은 최근 10년간 4.7% 감소한 반면 양식생산량은 31.3%나 증가
하여(MOF, 2016) 수산업이 어업 위주에서 양식으로 변화하고 
있는 추세이다. 그렇지만 이러한 양식 산업의 발전으로 인해 주
변 환경의 부영양화에 의한 생태계 파괴 등의 여러 가지 부작용

도 초래되고 있다(Eng et al., 1989; Boyd, 2003). 최근에는 이러
한 환경오염에 대한 문제점들을 해결하면서 양식 생산성을 높
일 수 있는 방법으로 사육수를 거의 배출하지 않는 순환여과식 
양식 시스템이나 biofloc을 활용한 BFT (biofloc technology) 
양식 시스템을 활용하고 있다(Bovendeur et al., 1987; Buck-
ling et al., 1993; Funge-Smith and Phillips, 2001; Avnimelech, 
2009). 수산동물의 양식장에 사용하는 사료는 대부분 높은 단
백질을 함유하고 있으며, 이러한 사료를 먹은 양식동물이 내놓
은 배설물과 여분의 사료는 양식장 수질 악화의 주요 원인이 되
기 때문에 양식생물에게 치명적인 영향을 줄 수도 있다.
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This study was performed to isolate bacteria that could control the nitrite levels in a biofloc technology (BFT) culture 
tank. Nitrite-eliminating bacteria were isolated from a BFT culture tank rearing goldfish, and the isolated bacterium 
exhibiting the most potent nitrite eliminating ability was labeled as the “NOBSB1” strain. Sequencing the 16S rRNA 
revealed that NOBSB1 is a species in the genera Bosea. NOBSB1 had the following characteristics with regard to 
nitrite removal: (1) it removed nitrite by functioning heterotrophically in the presence of a carbon source (sugars); (2) 
it eliminated nitrite most effectively within a temperature range of 20-30°C, but its activity decreased at temperatures 
above 35°C and below 20°C; (3) it had optimum nitrite removal ability within a pH range of 6.0-8.0; (4) it removed 
nitrite more effectively under hypoxic than aerobic conditions. NOBSB1 inoculation did not decrease ammonia or 
nitrate levels, but eliminated nitrite in a BFT culture tank rearing common carp (Cyprinus carpio). After inoculating 
the NOBSB1 strain in a BFT culture tank, NOBSB1 controlled and sufficiently reduced the nitrite concentration in 
the tank.
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특히 순환 여과식 양식장과 BFT 시스템 양식장은 사육수를 
거의 교환하지 않는 폐쇄식 방법이므로 양식생물의 배설물과 
생물이 먹지 않고 남은 많은 양의 사료가 그대로 양식장 내에 
남아있게 된다. 배설물과 사료에 함유된 유기질소화합물들은 
암모니아를 거쳐 아질산이 발생하게 되고, 이러한 아질산은 어
류에 심각한 생리장애를 일으킨다(Jensen, 2003; Kroupova et 
al., 2005). 특히 고밀도로 양식생물을 수용하여 사육할 경우에
는 급격히 증가되는 아질산 농도로 인해 양식생물이 대량 폐사
가 발생할 수도 있다. 그러므로 폐쇄식 양식시스템의 사육수에
서 지속적인 아질산의 제거는 양식생물의 생산성 향상과도 직
결되므로 순환 여과식 시스템이나 BFT 양식 시스템과 같은 폐
쇄식 양식장에서는 반드시 해결해야할 중요한 문제 중에 하나
이다(Avnimelech, 2009).
일반적으로 양식장에서 생성되는 아질산은 질소순환과정에
서 세균들이 질화작용과 탈질작용을 통해 자연적으로 생성시
키는 중간산물이다. 즉, 아질산은 산소가 공급되는 물에서는 질
산으로(질화작용), 산소공급이 되지 않는 물에서는 질소가스로
(탈질화작용) 변화한다(Bothe et al., 2000). 따라서 생물학적인 
질화작용과 탈질화작용은 양식장의 사육 수에서 아질산 성분을 
제거하는 아주 중요한 과정이며, 질화작용은 다른 그룹의 세균
에 의해 수행되는 2단계로 이루어지고 있다. 즉, 첫 번째는 자가
영양세균인 암모니아산화세균(AOB; ammonia-oxidizing bac-
teria)이 암모니아를 아질산으로 산화시키는 단계이고, 두 번째
는 자가영양세균인 아질산산화세균(NOB; nitrite-oxidizing 
bacteria)이 아질산을 질산으로 산화시키는 단계다(Bock et al., 
1992). 또한 탈질과정은 산소가 없고 전자공여자인 탄소원이 
존재하는 상태에서 타가영양탈질세균에 의해 아질산/질산이 
최종적으로 질소가스로 환원되는 과정이다. 
지금까지 알려진 AOB에 속하는 자가영양세균에는 Nitro-

sococcus, Nitrosocystis, Nitrosolobus, Nitrosomonas, Nitro-
sospira 등이 알려져 있으며, NOB에 속하는 자가영양세균에
는 Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira 등이 알려져 있다(Ge-
rardi, 2002). 최근에는 수많은 종류의 타가영양세균들에 의한 
수질정화에 대한 연구가 행해져 왔으며, 이들 중 Acetobacter, 
Agrobacterium, Bacillus, Denitrobacillus, Enterobacter, Halo-
bacterium, Pseudomonas, Spirillum, Xanthomonas 속에 속하
는 균주들을 대상으로 연구되었다(Gerardi, 2002). 대부분의 타
가영양세균들은 질화과정과 탈질화 과정 둘 다 가지고 있으며
(Zumft, 1997), 최근에는 호기적인 조건에서 탈질화과정을 효
과적으로 수행하는 세균들도 분리되고 있다(Joo et al., 2006; 
Zhang et al., 2011; Yao et al., 2013). 또한 저 수온에서도 높은 
활성을 가지는 종들도 발견되고 있다(Zou et al., 2014). 따라서 
타가영양세균을 이용하면 상기에서 언급한 자가영양세균과는 
달리 한 종류의 타가영양세균 만으로도 호기성 조건에서 유기
질소를 제거할 수 있기 때문에 최근에는 타가영양세균에 의한 
질소제거에 대한 관심이 더욱 높아지고 있다. 

특히 BFT 양식 시스템에서는 많은 양의 사료가 지속적으로 
들어가기 때문에 생물에 독성을 갖는 질소화합물의 빠른 제거
가 필요하다. 이를 위해서는 질산화 및 탈질화를 수행하는 타
가영양세균의 빠른 증식이 이루어져야한다. 이는 사육수조에 
질소에 대한 탄소(C/N)의 비율을 높임으로써 해결할 수 있다
(Avnimelech et al., 1994, Avnimelech 2007). C/N 비율을 높
이면 타가영양세균들의 동화율이 증가하여 양식생물들이 먹
이로 활용할 수 있는 biofloc들도 많이 생성되어(Kuenen and 
Robertson, 1994; Emerenciano et al, 2012), 최근에는 타가영
양세균에 의한 BFT 양식 시스템 운영에 많은 관심을 가지고 있
다(De Schryver et al., 2008, Crab et al., 2012). 따라서 양식장
의 사육수를 교환하지 않는 폐쇄식 양식장을 성공적으로 운용
하기 위해서는 수온, pH 등의 물리화학적 요인을 조절하는 것
도 중요하지만(Cho et al., 2015), 그 외에 그 양식장으로부터 
아질산을 효과적으로 제거할 수 있는 타가영양세균의 균주들
을 확보하여 이를 활용하는 것도 필요하다(Crab et al., 2012). 
본 연구는 BFT 양식 시스템에 활용할 수 있는 타가영양세균
의 균주 확보를 위해 양식장 사육수에서 발생하는 아질산을 효
과적으로 제거할 수 있는 타가영양세균의 균주를 순수분리하
고, 분리된 균주의 아질산 제거에 대한 특성들을 조사하였다. 
그리고 분리된 균주가 어류를 사육하는 BFT 양식 시스템에서 
아질산을 효과적으로 제거하는데 활용할 수 있는 지를 조사하
기 위해 BFT 양식 시스템으로 잉어(Cyprinus carpio)를 사육하
였으며, 아질산 농도가 높은 사육 수조에서 배양된 균주를 투여
하여 아질산 제거 및 잉어의 사육경과 일수에 따른 생존율을 조
사하였다.

재료 및 방법

사용균주의 분리 및 동정 

동의대학교 생물생산연구소에서 BFT 시스템으로 금붕어를 
양식하는 수조로부터 타가영양세균인 아질산분해 균을 분리
하기 위해 한국미생물보존센터(KCCM)에서 사용되는 Nitro-
bacter winogradskyi 배양용 KCCM41770 배지를 사용하였다. 
BFT 수조의 사육 수(1.0 mL)를 채취하여 미리 준비된 멸균된 
KCCM41770 배지(9 mL)가 함유된 시험관에 넣고 잘 혼합한 
후, 새로운 멸균배지에 연속적으로 10배씩 희석시킨 후 28℃에
서 2주간 배양시켰다. 가장 많이 희석된 시료에서 생육된 시험
관을 취하여 미리 조제된 1% 설탕과 300 μM NaNO2가 함유된 
NB (Nutrient broth)한천배지에 도말(100 μL)한 후 배양(28℃, 
1주)하여 형성된 colony들을 분리하였다. 분리된 균주들 중 아
질산제거 능력이 있는 분리균주, NOBSB1을 얻었다.
분리균주의 종 동정을 위해 NB배지에서 하룻밤 동안 진탕배
양(30℃)시킨 후 원심분리하여 균체를 모은 후 RNA를 추출
하고 ㈜솔젠트에 의뢰하여 16S rRNA gene에 대한 염기서열
을 분석하였다. 이 분석된 유전자서열은 database들(GenBank, 
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EMBL, DDBJ, PDB)을 이용하여 Align과 Blast search를 행하
여 선별된 NOBSB1균주를 동정하였다. 

분리균주의 배양 

먼저 NB배지 30 mL을 100 mL용 삼각플라스크에 넣고 멸
균 후, NOBSB1균주를 접종하여 하루 동안 28℃에서 배양하
였다. 다음날 배양된 균주를 원심분리(4℃, 8000 rpm, 10 min)
하여 균체를 모았으며, 모아진 균체는 멸균된 PBS (phosphate 
buffer saline)에 3회 세척한 뒤, 다시 멸균된 PBS에 흡광도
(A600)가 2.0이 되게끔 현탁하였으며, 이를 분리균주의 아질
산 제거능력 조사에 사용하였다. 그리고 BFT 양식 시스템의 아
질산 저감 효과에 적용하는 시험을 위해서는 1 L의 배양용기
에 NB배지 500 mL를 넣어 NOBSB1균주를 접종하여 배양하
였으며, BFT 시스템 수조에 미생물을 접종할 때는 PBS로 배
양액의 흡광도(A600)가 1.0이 되도록 조절하였다. 이때 균체
의 세균 수는 평판계수법으로 측정하였으며, 이때 세균 수는 
2.8×109 CFU/mL이었다. 

NOBSB1 균주에 대한 아질산 제거능력 실험

분리된 균주의 아질산 제거능력 실험은 100 mL용 삼각플라
스크를 사용하였으며, 삼각플라스크에 300 µM NaNO2가 함
유된 NB배지 50 mL에 멸균된 PBS에 현탁한 NOBSB1 균주
를 각각 10%가 되도록 접종하여 실험하였다. 모든 실험은 5반
복으로 실행하였으며, 1-3시간 간격으로 잔존하는 아질산 농도
를 측정하였다. 당 농도에 따른 아질산 제거 능력을 조사하기 
위해 300 µM NaNO2가 함유된 NB배지 50 mL에 sucrose를 
0%, 0.05%, 0.1%, 0.5%, 1.0%가 되도록 첨가하여 멸균한 뒤, 
NOBSB1균주를 접종하고 30 ℃에서 정치 배양시킨 후 3시간 
간격으로 배지에 남아있는 아질산 농도를 측정하였다. 
온도에 따른 아질산 제거 능력을 조사하기 위해 0.1% sucrose
와 300 µM NaNO2가 함유된 NB배지 50 mL에 NOBSB1균주
를 접종하고 10℃, 15℃, 20℃, 25℃, 30℃, 35℃에서 각각 정
치 배양하였으며, 배지내의 아질산의 농도는 2시간 간격으로 측
정하였다. pH에 따른 아질산 제거 능력을 조사하기 위해 0.1% 
sucrose와 300 µM NaNO2가 함유된 NB배지 50 mL를 HCl
과 NaOH를 이용해 pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 그리고 8.0으로 pH를 
조절하여 멸균한 뒤, 각 실험구마다 NOBSB1균주를 접종하여 
30℃에서 정치 배양하였으며, 배지내의 아질산의 농도는 3시간 
간격으로 측정하였다.
배양 방식에 따른 아질산 제거 능력을 조사하기 위해 0.1% su-

crose와 300 µM NaNO2가 함유된 NB배지 50 mL를 pH 6.0으
로 조절하고 멸균한 뒤, 각 실험구마다 NOBSB1균주를 접종하
고 30℃에서 정치배양과 진탕배양으로 배양하면서 3시간 간격
으로 아질산의 농도를 측정하였다.

BFT 양식 시스템에 적용

BFT 시스템 물 만들기는 동의대학교 생물생산연구실 내에 설

치한 3개의 사각수조(100 cmW×100 cmL×100 cmH)에 담수 
700 L를 넣어 수온을 28℃로 유지하면서 실시하였다. Biofloc 
환경을 조성하기 위하여 매일 단백질함량 54%인 뱀장어사료
를 21.0 g씩 넣어주었으며, 수조 내의 C/N ratio가 약 10이 되도
록 유지하기 위해 탄소원으로 glucose를 사료 넣을 때 마다 22 
g을 넣어주었다. Aeration은 에어 펌프(HIBLOW HP 80)에 의
해 발생하는 공기를 사용하였으며, aeration의 강도는 Dwyer사
의 공기유량계(RMA-13-SSV)를 이용하여 공기 주입량 9-12 
L/min으로 조절하였다. 
각 수조마다 물 만들기를 시작하여 약 실험 40일째부터 수질
이 안정화되어 암모니아와 아질산의 농도가 각각 0.1 mg/L이하
로 유지되었으며, 이후 잉어(C. carpio)를 수용하여 50일간 사
육 실험을 하였다. 입식된 잉어는 국립수산과학원 내수면양식
연구센터에서 분양받았으며, 평균체장은 3.09 cm, 평균체중은 
0.49 g이었다. 수조 당 380마리 입식하여 사육밀도는 0.27 g/L
으로 하였다. 사료는 금붕어사료(단백질함량 44%)를 전체 어류
체중의 5%만큼 공급하였으며, 초기에는 각 BFT 수조에 금붕어
사료 10 g, glucose 4 g을 투여하였다. 어체의 성장에 따라 사료
투입량도 증가하였으며, 사료투입량의 변화에 따라 C/N ratio 
10이 되도록 glucose의 투여량도 증가하였다. 각 BFT 수조에 
투입되는 사료의 양과 glucose의 양은 어체의 생존율에 관계없
이 동일하게 투여하였으며, 생존율이 가장 좋은 BFT3의 수조
를 기준으로 하였다. BFT 양식 시스템에서 분리균주 NOBSB1 
(Bosea sp.)을 아질산 농도를 저감시키는데 활용할 수 있는지를 
조사하기 위해 BFT 물 만들기를 한 수조에 잉어를 사육한 후 아
질산 농도가 증가하는 시점에 배양 중인 NOBSB1균주의 배양
액이 흡광도(A600)가 1.0이 되도록 희석하여 BFT2와 BFT3수
조에 각각 500 mL를 접종하였다. 

수질분석

아질산 제거능력을 조사하기 위한 실험에서 아질산의 정량
은 BIOXYTECH® Nitric Oxide Assay Kit (Cat. No. 22110)
를 사용하였으며, 이때 NaNO2를 사용한 표준곡선으로 아질
산성 질소의 농도를 산출하였다. BFT 물 만들기 과정과 잉어
를 사육 중인 BFT 시스템에서 수질의 변화를 신속하게 관찰
하기 위해 YSI사의 YSI Professional Plus 수질분석기기로 수
온, DO (Dissolved oxygen) 그리고 pH를 매일 측정하였으며, 
Merck사의 Ammonium Test Kit (HC442704), Nitrite Test Kit 
(HC431549) 그리고 Nitrate Test Kit (HC674983)를 사용해 주 
3회 이상 사육수조내의 암모니아성 질소, 아질산성 질소 그리고 
질산성 질소의 농도를 측정하였다. 

결 과

NOBSB1 균주의 염기서열 분석 및 동정 

분리된 NOBSB1 균주의 16S rRNA의 부분 염기서열 분석
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을 의뢰한 결과 Fig. 1과 같이 총 1361개의 염기서열을 밝혔다. 
이 염기서열에 대해 생물정보 database들(GenBank, EMBL, 
DDBJ)을 이용하여 Align과 Blast Search를 수행하여 계통
학적 관계를 조사한 결과 Fig. 2에 나타낸 것처럼, 이 균주의 
16S rRNA 유전자는 Bosea thiooxidans (NR114668.1)의 16S 
rRNA 유전자와 99.0%의 유전자 일치도를 나타내었으며, 계
통발생학적으로 가장 가까운 것으로 나타났다. Bosea minatit-
lanensis strain AMX51 (NR028787.1), Bosea vestrisii strain 
34635 (NR028799.1) 그리고 Bosea vaviloviae (NR136423.1)
의 16S rRNA 유전자와도 거의 99.0%의 유전자 일치도를 나타

내었다. 반면 그 외의 Microvirga quanqxiensis strain 25B (NR 
044563.1)와 Chelatococcus daeguensis (NR044297.1)의 16S 
rRNA 유전자와는 94%의 일치도를 나타내었으며, 계통발생학
적으로도 다소 떨어지는 것으로 나타났다. 따라서 본 연구에서 
분리된 NOBSB1 균주는 Bosea 속에 속하는 균주임을 알 수 
있었다. 

NOBSB1 균주의 아질산의 제거 능력

당 농도에 따른 효과

Sucrose를 NB배지에 0%에서 1.0%까지 농도별로 첨가한 5
개의 실험구를 설정하고, 각 실험구의 배지 내 아질산성 질소
의 농도를 측정하여, sucrose 농도에 따른 NOBSB1 균주의 아

질산 제거 능력을 조사한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 실험 시
작할 때 300 µM이던 아질산성 질소의 농도는 배양 후 4시간까
지는 실험구간 농도의 차이는 보이지 않았으나, 배양 후 7시간
째부터 sucrose 농도가 1.0%가 되는 실험구가 다른 실험구들에 
비해 먼저 유의하게 감소하기 시작하였다. 배양 10시간째부터
는 sucrose을 넣은 모든 실험구에서 sucrose을 넣지 않은 실험
구에 비해 아질산성 질소의 농도가 유의하게 감소하는 것을 볼 
수 있었다. 배양 13시간째에는 아질산성 질소의 농도가 50 µM
이하로 감소하였으며, 16시간째에 sucrose를 넣은 모든 실험구
에서 아질산성 질소가 완전히 제거되었다. 그러나 sucrose를 첨
가하지 않은 실험구에서는 배양 16시간째가 되어도 아질산성 
질소를 제거하지 못했다. 
온도에 따른 효과

분리된 NOBSB1 균주가 아질산을 제거하는데 영향을 미치
는 온도 범위를 조사하기 위해 10℃에서부터 35℃까지 5℃간
격으로 6개의 실험구를 설정하였다. 배양 온도에 따른 배지내의 
아질산성 질소의 농도변화에 대한 결과는 Fig. 4에 나타내었다. 

Fig. 1. 16S rRNA gene sequence of the isolated strain NOBSB1 
(bosea sp.).
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Fig. 2. Phylogenetic dendrogram showing the position of isolate 
NOBSB1 (bosea sp.) among closely related species. Bar represents 
0.02 substitution per site.
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Fig. 3. Effects of sucrose concentration on NO2
--N removal by the 

isolate NOBSB1 (Bosea sp.) cultured at pH 6 and 30℃. Values 
represent mean±standard error of five replicates. 
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모든 실험구들의 아질산성 질소 농도에 큰 변화를 보이지 않았
으나, 배양 5시간째부터 실험구간 아질산성 질소의 농도 차이
를 보이기 시작하였다. 10℃에서 30℃사이의 실험구들에서는 
수온이 높음에 따라 아질산성 질소를 제거하는 속도가 빠름을 
알 수 있으나, 35℃ 실험구에서는 15℃ 실험구와 아질산성 질
소 제거 속도가 비슷하였으며 배양 12시간째에는 오히려 15℃ 
실험구보다 아질산성 질소의 제거 능력이 떨어지는 것으로 나
타났다. 따라서 본 실험에서 분리균주의 아질산성 질소 제거에 
대한 최적 온도는 25℃와 30℃로 나타났다. 
pH에 따른 효과

pH에 따른 분리된 NOBSB1 균주의 아질산 제거 능력을 조
사하기 위하여 pH 4에서 8까지 5개의 실험구를 설정하여 배지
내의 아질산성 질소의 농도변화를 조사한 결과는 Fig. 5와 같았
다. 배양 7시간째까지는 실험구 간 유의한 차이를 보이지 않고 
아질산성 질소의 농도가 모두 250 µM 이상 남아있었으나, 10
시간째부터 pH 4와 pH 5 실험구를 제외한 나머지 pH 6 이상
의 실험구에서 유의하게 아질산성 질소의 농도가 감소하기 시
작하였다. 
배양 13시간째에는 pH 6 이상의 모든 실험구에서 아질산성 
질소의 농도가 급격하게 감소하였으며, 배양 16시간째에는 아
질산성 질소가 거의 제거되었다. 그러나 pH 4와 pH 5 실험구에
서는 배양 16시간까지도 아질산이 제거되지 않아 여전히 250 
µM 이상의 아질산 농도가 유지되었다. 
배양방식에 따른 효과

배양조건에 따른 NOBSB1 균주의 아질산 제거 능력을 조사
하기 위하여 분리균주를 각각 정치배양과 진탕배양을 하였으
며, 이때 배지내의 아질산성 질소의 농도 변화를 조사한 결과는 
Fig. 6과 같았다. 배양 초기부터 진탕배양한 실험구에 비해 정치

배양한 실험구가 아질산의 제거를 더 빨리하기 시작하였으며, 
배양 4시간째 이후부터 정치배양한 실험구가 진탕배양한 실험
구보다 유의하게 빨리 아질산을 제거하는 결과를 보여주었다. 
정치배양 조건에서는 배양 10시간째에 배지내의 아질산을 거
의 모두 제거하였으며, 진탕배양 조건에서는 16시간 이후에 아
질산을 거의 모두 제거되었다. 

BFT 양식 시스템에 적용

아질산 제거 능력이 있는 것으로 확인된 분리균주 NOBSB1 
(Bosea sp.)이 BFT 양식 시스템의 아질산 농도 저감에 활용할 
수 있는지를 조사하기 위해 BFT 물 만들기를 한 수조에 잉어

Fig. 4. Effects of temperature on NO2
--N removal by the isolate 

NOBSB1 (Bosea sp.) cultured at pH 6. Values represent mean ± 
standard error of five replicates.
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AGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTT

AGCCGGGGCTTATTCTTCCGGTACAGTCATTATCTTCCCGGACAAAAGAGCTTTACA

ACC CTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTC
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GGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCA

CCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGATCTTTCGGCGATAAATCTTTCCCCCGAAGG

GCGTATCCGGTATTAGTTCAAGTTTCCCTGAGTTATTCCGAACCGAAAGGCACGTTC

CCACGCGTTACTCACCCGTCTGCCACTAGCTCCGAAGAGCCCGTTCGACTGCATG

Fig. 5. Effects of pH on NO2
--N removal by the isolate NOBSB1 

(Bosea sp.) cultured at 30℃. Values represent mean ± standard 
error of five replicates.
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Fig. 6. Changes in the pattern of NO2
−-N removal by the isolate 

NOBSB1(Bosea sp.) cultured in shaking and standing culture sys-
tems at pH 6 and 30℃. Values represent mean ± standard error of 
five replicates.
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를 사육한 후 아질산 이온의 농도가 증가하는 시점에 배양 중
인 NOBSB1균주를 접종하였다. 사육실험 기간 동안 수질 변화
는 Fig. 7과 8에 나타내었으며, 잉어의 생존율의 변화는 Fig. 8
에 나타내었다. 

BFT 1 수조에서는 사육 후 약 30일 이후부터 아질산성 질소
의 농도가 증가하기 시작하여 33일째에 30 mg/L까지 최대로 
증가 하였으며(Fig. 7), 이때 잉어의 생존율도 23.4%로 급격하
게 떨어졌다(Fig. 9). 그 이후 아질성 질소의 농도가 감소하기 
시작하여 37일째에는 0.1 mg/L로 낮은 상태가 지속되었으며, 
잉어의 생존율도 19.2%로 지속되었다. BFT2 수조에서도 사
육 후 약 30일째부터 아질산성 질소의 농도가 증가하기 시작
하여 33일째에 20 mg/L까지 증가 하였으며, 이 시점에 배양 중
인 NOBSB1균주를 접종하였다(Fig. 7). 그 후 아질산성 질소의 
농도는 18.0 mg/L로 떨어지기 시작하여 37일째에는 2.4 mg/L
로 떨어졌다. 잉어의 생존율은 아질산성 질소 농도가 20 mg/L
인 33일째에 43.8%로 급격히 떨어졌으며, 그 이후는 39.5%로 
동일한 생존율을 나타내었다(Fig. 8). BFT3 수조에서는 33일
째에 아질산성 질소 농도가 1.7 mg/L로 상승하기 시작하였으
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Fig. 7. Changes in NO2
--N NO3

--N and NH4
+-N concentrations in BFT culture tanks(BFT1, BFT2 and BFT3) rearing Cyprinus carpio. BFT2 

and BFT3 were inoculated with the isolate NOBSB1 (Bosea sp.) when the concentration of nitrite was high, but BFT1 was not inoculated. 
BFT2 was inoculated with the isolate when nitrite was high on day 32, and BFT3 was inoculated with the isolate when nitrite concentration 
started increasing on day 33. Arrows indicate when the isolate was inoculated into the BFT2 and BFT3 culture tanks. 

며, 이때 배양 중인 NOBSB1균주를 접종하였다(Fig. 7). 그 이
후 아질산성 질소의 농도는 다시 0.2 mg/L로 떨어졌으며 이러
한 낮은 수준은 실험 종료시점까지 지속되었으며, 생존율에서
도 87.6%로 지속되었다(Fig. 9). 암모니아성 질소와 질산성 질
소의 농도에 대한 변화양상은 실험구간 큰 차이는 보이지 않았
으며, DO와 pH에 대한 변화도 실험구간 특이한 차이는 보이지 
않았다(Fig. 8). 

고   찰

본 연구에서 분리된 NOBSB1 균주는 금붕어를 사육하는 
BFT 양식 시스템에서 분리하였으며, 16S rRNA의 염기를 
분석한 결과 thiosulfate를 산화하는 능력을 지닌 Bosea thio-
oxidans (NR114668.1)(Das et al., 1996)의 16S rRNA 유전자
와 가장 유사하였으며, Bosea minatitlanensis strain AMX51 
(NR028787.1), Bosea vestrisii strain 34635 (NR028799.1)
과 Bosea vaviloviae (NR136423.1)의 16S rRNA 유전자와
도 거의 99.0%의 유전자 일치도를 나타내어 본 연구에서 분
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리된 균주 NOBSB1도 Bosea 속하는 한 종이라고 할 수 있었
다. Bosea 속은 계통분류학적으로 α-Proteobacteria에 속하며, 
α-methylserine aldolase를 생성하기도 하고(Thomas et al., 
2007), 티오황산염을 산화하거나 N-acyl homoserine lactones 

(N-AHLs)을 분해하는 등 특이한 물질대사 특성을 지니고 있다
(Das et al., 1996; Stubner et al., 1998). 이들은 최초로 농경지 
토양에서 B. thiooxidans를 발견하였으며(Das et al., 1996), 그 
후 호기적 발효 중인 슬러지에서 B. minatitlanensis를 발견한 
바가 있다(Ouattara et al., 2003). 그리고 다양한 수 환경과 가
축매몰지 등에서도 발견되어(Thomas et al., 2007; Park et al., 
2013), Bosea 속에 속하는 종들은 토양이나 수계환경 등 모든 
환경에 분포하고 있는 것으로 보인다. 
분리균주 NOBSB1은 당이 존재하지 않는 상태에서는 전혀 
아질산을 제거하지 않고 당 농도에 관계없이 당을 첨가한 상
태에서는 동일한 상태로 아질산을 제거하는 것으로 나타났다
(Fig. 4). 이러한 결과는 본 분리균주가 유기탄소로부터 전자를 
얻어 아질산을 제거하는 특성을 가진 타가영양세균임을 의미
함을 알 수 있었다. 일반적으로 biofloc을 활용하여 수질을 조절
하는 BFT 양식 시스템에서는 대부분 타가영양세균들에 의해 
질소화합물들을 제거하여 수질을 유지하고 있어서(Hari et al., 
2006), 본 분리균주는 순환 여과식 양식장이나 BFT 양식 시스
템에서 무기질소화합물들의 조절을 할 필요가 있을 때 활용될 
가능성이 높아 보인다. 
분리균주 NOBSB1의 아질산 제거 활성이 가장 활발한 수온
의 범위를 보면 20℃에서 30℃ 사이로 나타나고 있으며, 15℃ 
이하나 35℃ 이상의 온도에서는 활성이 떨어지는 것을 볼 수 있
었다(Fig. 5). 그리고 20℃와 30℃ 사이에서는 수온이 높을수
록 제거효과가 높게 나타났다. 일반적으로 질화 작용하는 세균
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Fig. 8. Changes in dissolved oxygen (DO) concentration and pH in BFT culture tanks (BFT1, BFT2, and BFT3) rearing Cyprinus carpio. 
BFT2 and BFT3 were inoculated with the isolate NOBSB1 (Bosea sp.), but BFT1 was not inoculated. Arrows indicate when the isolate was 
inoculated into the BFT2 and BFT3 culture tanks. 

Fig. 9. Changes in the survival rate (%) of Cyprinus carpio reared 
in BFT aquaculture tanks (BFT1, BFT2 and BFT3). BFT2 and 
BFT3 were inoculated with the isolate NOBSB1 (Bosea sp.), but 
BFT1 was not inoculated. Arrow A and B indicate the day when 
the isolate was inoculated into the BFT2 and BFT3 tanks, respec-
tively.
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들은 온도에 매우 의존적이어서 10℃이하의 저 수온에서는 활
성이 억제되며 대부분 최적 수온의 범위가 15℃에서 25℃까지
로 알려져 있다(Antoniou et al., 1990; Ilies and Mavinic, 2001; 
Kim et al., 2006; Sundaresan and Philip, 2008; Rodriguez-
Caballero et al., 2012). 본 분리균주의 최적범위가 일반적인 질
화세균들보다 다소 높은 온도 범위를 보이지만 대체적으로 일
반적인 질화세균들의 최적수온범위와 유사하게 나타났다. B. 
minatitlanensis는 37℃에서(Ouattara et al., 2003), B. thiooxi-
dans는 30-32℃에서 가장 성장이 좋다고 알려져 있다(Das et 
al., 1996). 본 연구에서 분리균주 NOBSB1의 성장에 대한 최적
온도에 대해 조사하지는 않았으나 아질산 제거 최적수온에 대
한 결과로부터 본 분리균주의 최적 성장 수온도 B. thiooxidans
와 유사할 것으로 추정되어진다.

pH에 따른 분리균주 NOBSB1의 아질산 제거 활성에 대한 실
험에서 pH 4와 5의 조건에서는 전혀 아질산 제거효과가 나타
나지 않았으나, pH 6-8에서는 아질산 제거효과가 유사한 양상
으로 나타났다(Fig. 6). 일반적으로 질화 작용하는 미생물들의 
활성은 pH의 변화와 매우 밀접하게 연관이 있다고 알려져 있
다(Shammas, 1986; Groeneweg et al., 1994). 질화 작용에 대
한 세균의 최적 pH의 범위는 종류에 따라 다르지만, 일반적으
로 pH 7.0에서 9.0사이로 알려져 있다(Chen et al., 2006; Van 
Wyk and Scarpa, 1999). 따라서 본 분리균주 NOBSB1은 일반
적인 질화세균들의 활성범위와 유사하는 것으로 생각되며, 산
성 보다는 중성에서 더욱 아질산 제거에 대한 효과가 크다고 할 
수 있다. 
본 분리균주는 정치배양이나 진탕배양 모두 아질산제거에 효
과가 있었으며, 정치배양의 경우가 진탕배양보다 더 빨리 아질
산을 제거시키는 효과를 보였다(Fig. 7). 이러한 결과는 본 분
리균주가 호기적상태보다 산소가 제한된 상태에서 더 좋은 활
성을 보이고 있음을 보여주고 있다. 이는 NOBSB1균주는 산
소공급을 하는 동안에도 아질산을 제거할 수 있지만, 제한적으
로 산소공급이 잘 되지 않은 곳에서도 아질산 제거가 효율적으
로 이루어질 수 있음을 보여주어 바닥에는 많은 biofloc들이 침
전되어 혐기적 조건들이 쉽게 형성되는 BFT 시스템의 양식장
에 활용하기에 적합하다고 생각된다. 이러한 아질산 제거 특성
을 가진 NOBSB1균주를 BFT양식 시스템에서 발생되는 아질
산의 농도를 저감시키는데 활용할 수 있는지를 조사하기 위해 
BFT양식 시스템을 조성한 후 잉어를 사육하고, 사육기간에 암
모니아와 아질산의 농도가 올라가는 시기에 인위적으로 배양한 
NOBSB1균을 접종시켰을 때 BFT 시스템 수조 내에서 무기질
소화합물들의 농도의 변화를 조사하였다(Fig. 8). 실험에 사용
된 BFT시스템 수조들에서 암모니아성 질소나 질산성 질소의 
농도 변동에서는 모든 수조가 동일한 양상을 보였으며, 아질산
성 질소의 농도가 올라가는 시기도 거의 비슷하게 나타났다. 이
러한 결과들은 실험에 사용된 3개의 BFT양식 시스템에 존재하
는 질화 및 탈질화에 관여하는 미생물들의 조성이 비슷하게 이

루어져있다는 것을 알 수 있다. NOBSB1균주를 접종하지 않은 
BFT1 수조에서는 사육 30일째 아질산성 질소 농도가 올라가
기 시작하여 33일째에 최대 30 mg/L까지 생성되었으며, 잉어
의 생존율도 23.4%로 급속하게 떨어졌다(Fig. 9). 그리고 BFT2 
수조에서도 사육 30일째부터 아질산성 질소의 농도가 20 mg/
L가 되었을 때 NOBSB1균주를 접종한 결과 아질산성 질소의 
농도는 더 이상 증가하지 않고 감소하였다. 이러한 결과는 아질
산성 질소의 농도가 20 mg/L 정도 높은 상태에서도 NOBSB1
균주를 접종함으로서 아질산 농도의 상승을 제어할 수 있음을 
보여주고 있었다.
본 사육 실험에서 암모니아성 질소의 농도는 계속 증가하여 
사육 40일 이후에도 60-80 mg/L로 높은 수준까지 올라갔지만 
잉어의 생존율에 큰 영향을 미치지 않고 있다. 이러한 결과는 
사육실험 시 수온의 범위가 28℃, pH의 범위가 6 전후로 유지
되고 있어서 독성이 있는 비 이온화된 암모니아(NH3)의 농도
는 0.04-0.06 mg/L 정도로 매우 낮기 때문인 것으로 생각된다. 
Emerson et al. (1975)은 수용액상에 있는 암모니아성 질소는 
독성이 있는 비 이온화된 암모니아(NH3)와 독성이 없는 이온
화된 암모니아(NH4

+)의 두 가지 상태가 있으며, 이들 농도들의 
비율은 수온과 pH에 따라 다르게 나타난다고 보고하고 있다. 
이 보고서에 의하면 수온 28℃, pH 6에서는 독성이 있는 비 이
온화된 NH3는 독성이 없는 NH4

+에 비해 0.07% 밖에 존재하지 
않는다. 독성이 있는 비 이온화된 NH3에 대한 잉어의 96hLC50

은 체중 5 g인 어체인 경우 0.34 mg/L로 보고되어 있다(Abbas, 
2006). 따라서 본 실험에서 암모니아성 질소가 100 mg/L까지 
높게 올라가도 잉어들이 생존해 있었던 것은 비 이온화된 NH3

의 농도가 치사한계 이하의 수준이기 때문으로 생각된다. 그리
고 아질산성 질소 농도가 20 mg/L 이상 되었을 때 잉어들의 
생존율이 급격하게 감소한 것은 Kroupova et al. (2010)의 보
고와 같이 잉어 생존에 대한 아질산성 질소 농도의 영향 한계
(LOEC=28 mg/L)에 가까이 이르기 때문인 것으로 생각된다. 
한편 BFT3에서는 사육 32일째부터 아질산성 질소 농도가 
오르기 시작하여 33일째에 아질산의 농도가 1.2 mg/L일 때 
NOBSB1균주를 접종한 결과 BFT3 사육수조는 더 이상 아질
산성 질소의 농도가 상승하지 않고 0.1-0.2 mg/L의 낮은 상태
가 유지되었으며, 잉어의 생존율이 87%로 다른 BFT 수조에 비
해 양호하게 나타났다. 이러한 결과는 NOBSB1균주의 접종으
로 BFT 양식 시스템의 아질산 생성을 조절할 수 있음을 보여주
고 있으며, BFT시스템에서 NOBSB1균주의 접종으로 아질산 
함량을 효과적으로 조절하기 위해서는 아질산이 생성되는 초기
에 접종하는 것이 좋을 것으로 생각되었다.
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