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            초록
          
        

        
          The growth of aquaculture industry is on the rise as the world's population grows and food sources become scarce. However, the increase in aquaculture faces environmental problems due to polluted effluent.

          Therefore, the aquaculture industry is actively developing biofloc technology (BFT), an eco-friendly aquaculture method. This study analyzed the water quality characteristics during biofloc formation for 30 days (1, 3, 6, 12, 18, 24, 30 days). As a result, changes in color (light brown → dark brown) and foam on the water surface were observed over time. Peaks of ammonia (5.7 mg/L, 1 day), nitrite (3.4 mg/L, 6 days) and nitrate appeared as a sequence (60.1 mg/L, 12 days), and it was confirmed that water quality stabilization occurred 24 days after cultivation. In addition, changes in the amount of floc in the water quality (34 mL/L, 1 day → 2 mL/L, 12 days → 6 mL/L, 18 days) and TSS change occurred using the Imhoff cone, and the floc size changed (73,481 μm2, day 1 → 1,838 μm2, day 12 → 9,940 μm2, day 24). These results will provide data on dynamics of water quality during the biofloc formation process in freshwater, and may help understand biofloc formation in using BFT.
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      Ⅰ. 서 론
      세계적으로 인구의 지속적인 증가로 인해 양식식품에 대한 수요도 증가하고 있으며 이에 따른 양식생산에 대한 확장과 강화가 요구되고 있다(Davidson et al., 2012; Tacon et al., 2015). 한편, 2010년부터 2017년까지 잡는 어업에 의한 수산물 생산량은 매년 평균 0.9%씩 증가한 반면 양식에 의한 생산은 매년	4.8%씩 증가하고 있어 양식업의 중요성이 점점 커지고 있다(FAO, 2018). 그러나 이러한 양식산업의 성장은 양식장에서 배출되는 폐수로 인해 수생 생태계의 파괴와 국제적인 환경 규제의 대상이 되고 있다(Amirkolaie, 2008; Cripps and Bergheim, 2000; Pillay, 2004).

      그러므로 세계적으로 환경문제를 유발하지 않고 사육수에서 주요 독성 오염물질인 질소산화물(암모니아, 아질산, 질산염)을 제거하기 위한 친환경 양식방법에 대한 개발이 진행되고 있다. 그 대표적인 양식방법으로 순환여과시스템(recirculating aquaculture system, RAS)과 바이오플락 기술(biofloc technology, BFT)을 이용한 양식방법이 있다. 이러한 양식방법은 배출수의 최소화와 최소한의 유입수 공급으로도 질병으로부터 안전하다고 알려져 있다. 그 중에서도 RAS에 대한 많은 연구와 장치의 개발이 있어 왔다(Vinatea et al., 2018). 그 결과, 하루에 사육수의 10% 정도만을 배출하는 친환경 양식방법으로 알려져 있다(Avnimelech, 2012). 그러나 사료공급과 사육생물의 배설물로 인해 생성된 유기물을 필터 여과를 통해 제거함으로서 사육수 내 총 에너지의 손실이 발생하게 된다. 또한, 초기 높은 시설비용과 높은 유지보수 비용으로 인한 경제적 부담 때문에 쉽게 활용되지 못하고 있는 실정이다.

      그 반면 BFT는 어류 사육 시 불가피하게 생기는 유기물 찌꺼기와 어류의 배설물 등, 독성으로 작용하는 질소산화물을 미생물의 활동을 통해 제거하는 기술로서, 배출수 및 사육수의 교환을 최소화함으로써 미래의 친환경 양식기술로 주목받고 있다. 이 기술은 높은 수준의 미생물 총(biofloc)을 형성하는데 기초한다. 그 원리는 사료공급으로 인해 발생되는 유기물과 대사활동으로 발생되는 독성 암모니아를 호기성 분해하기 위해 충분한 산소의 공급과 사육수 내 탄소(Carbon, C)와 질소(Nitrogen, N)의 적절한 비율을 조성하게 함으로써 광합성 및 자가영양세균(autotrophic bacteria)이 우점하는 군집을 타가영양세균(heterotrophic bacteria)이 우점하는 군집으로 전환시켜 사육수 내에서 질소화합물을 효율적으로 제거하는데 있다. 현재까지 밝혀진 바로 C/N비가 15:1의 환경에서 단위 기질당 성장속도와 바이오 매스 생산이 자가영양세균에서 보다 타가영양세균에서 10배 더 높기 때문에 질소화합물의 고정은 BFT 내 플락에서 훨씬 더 빠르게 일어난다고 알려져 있다(Avnimelech, 1999; Hargreaves, 2006). 따라서 타가영양세균은 어류에 독성으로 작용하는 사육수 내 질소화합물을 자가 단백질원으로 동화시켜 질소를 효율적으로 제거한다. 이는 자가영양생물이 질소를 제거하는 양에 비해 40배 높은 값에 해당한다(Avnimelech, 1999). 이 뿐만 아니라 증식된 세균은 사육수 내 다른 미생물 및 미세 유기물 등과 결합하여 영양분이 높은 플락을 형성하게 되는데(Ahmad et al., 2017), 이 플락은 사육생물의 추가먹이원으로 재 섭식 된다. 위에서 언급한 원리를 통한 BFT의 수질개선의 결과는 배출수를 최소화 할 수 있으며 고성장 및 고밀도 사육이 가능하게 할 수 있다.

      현재까지 BFT에 대해, 해산새우류와 틸라피아(Oreochromis niloticus)에 대한 연구가 활발하게 진행되어 왔으며(Azim and Little, 2008), 다양한 방법으로 플락 형성과정을 연구하였으나, 대부분의 연구에서는 biofloc 배양을 사육생물 사육과 동시에 진행하였다. 이러한 방법은 초기 biofloc 배양 시 발생되는 암모니아, 아질산 등의 어류에 독성으로 작용하는 질소화합물의 값이 불안정하여 질소산화물에 내성이 높은 어류를 제외하고는, 특히 치어 생산을 하는 경우에는 어류의 대사와 생리에 치명적인 영향을 미칠 수 있을 것으로 판단된다. 한편 현재까지의 대부분의 연구는 주로 해수를 이용한 연구가 진행되어져 왔으며 담수에서 biofloc이 형성되기까지의 수질특성 변화에 대한 연구는 부족한 실정이다.

      따라서 본 연구의 목적은 탄소원으로 당밀(molasses)을 사용하여 인공적인 biofloc이 형성되는 과정에서의 수질의 특성을	30일 동안 관찰하고 분석하여, biofloc 형성 초기에 발생할 수 있는 문제점을 방지하고, 양식어업인이 BFT를 이용함에 있어 더욱 신속하게 biofloc을 형성시키고 BFT 양식에 쉽게 접근할 수 있도록 정보를 제공하는 것에 있다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 연구 방법
        
          가. 바이오플락 배양환경
          우선 바이오플락을 배양하기 위해서 원형수조(지름 1.2 m, 깊이 1 m)에 1 ton의 지하수를 0.5μm-micro filter로 여과시켰다. 수조 내 15:1이상의 C/N비를 맞추기 위해 Avnimelech (1999, 2006)의 계산식에 따라 탄소원으로 당밀 1 L(evermiracle, 한국)와 질소원으로 1 kg 사료(우성사료, 한국)를 투여하였으며[Fig. 1, A], 좀 더 빠른 바이오 플락 배양을 위해 질소동화에 유용한 10종(Bacillus subtilis, B. amuloliquefaciens, B. licheniformis, Cellumomona sp., Cellulomanas biazotea, Pseudomonas stutzeri, P. denitrificans, Rhodopseudomonas palustris, Nitrobacter winogradskyi 및 Nitrosomonas europaea)이 포함되어 있는 BFT 전용 생균제(BFT-ST, EgeeTech, Ltd., USA)를 공급회사의 지침대로 30 mL를 접종하여 3반복 실험을 진행하였다. 또한, 일정한 용존산소와 수온을 일정하게 유지하기 위해서 산소 발생시스템(금호마린, 대한민국)과 히터일체형 자동온도 조절기(1 KW, DH-1000ACW, 동화전자, 대한민국)를 이용하였다. 수중펌프(60 W, CT-50, 필그린, 중국)를 수조 하단에 설치하고 분당 1회전 하도록 설정하여 유기물의 침전을 방지하도록 하였다. 이후 30일 동안 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일 간격으로 관찰하였다.

          
            
            

            [Fig. 1] 
				
            

            
              Appearance of the biofloc water during 30- day of culture period, Day 1 (A), Day 3 (B), Day 6 (C), Day 12 (D), Day 18 (E), Day 24 (F) and Day 30 (G) cultured biofloc.
            
            

            

          

        

        
          나. 수질변화 관찰 및 수질특성 분석
          BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 BFT 배양 수조 내 수질에서 나타나는 현상과 수색의 변화를 디지털 카메라를 이용하여 수질변화를 관찰하였다([Fig 1]).

          수질측정은 BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 용존산소(DO, mg/L), pH, 수온(℃), 전기전도도(electrical conductivity, EC; μs/cm)을 측정하였으며, 질소산화물인 NH3+-N mg/L, NO2--N mg/L, NO3--N mg/L을 측정하였다. DO, pH, 수온, EC와 TDS는 다목적 수질 측정기 (YSI-556MPS, YSI Inc., USA)를 사용하였고, NH3+-N, NO2--N와 NO3--N는 분석시약(Merck Inc., Darmstadt, Germany)과 분광광도계(NOVA 60, Spectroquant Inc., USA)를 이용한 비색법으로 분석하였다

        

        
          다. 플락 형성 및 측정
          플락의 형성과 관련해서는 Manan et al.(2016) 등의 측정방법에 따라 측정하였으며, 총 부유물질(Total suspended solid; TSS)은 부유물을 필터로 거른 후 건중량을 측정하였으며, 임호프콘(Imhoff cone)을 이용하여 평가하였다. Imhoff cone에 1 L의 배양수를 채취하여 침전물의 양을 측정하고 관찰하였다. 또한 플락의 크기를 측정하기 위해 20 ml의 BFT 배양수를 채취하여 위상차 현미경(Nikon, TS100-F, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        가. 수질변화 관찰 결과
        BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 BFT 배양 수조 내 수질에서 나타나는 현상과 수색의 변화를 관찰한 결과, 3일 차에 사료가 미생물에 분해가 시작되었으며, 수조 표면에 1/3 정도가 거품으로 덮인 것을 관찰하였다([Fig. 1, B]). 6일 차에는 대부분의 사료가 분해되어 그 형태가 거의 없어진 것을 관찰하였다([Fig. 1, C]). 12일 차에는 약간의 사료가 거의 분해된 것으로 보이며, 수조의 거품이 반으로 줄어든 것을 확인할 수 있었다([Fig 1, D]). 18일 차에는 수조 내 사료 찌꺼기는 보이지 않았으며, 거품이 1/3 정도 덮인 것을 관찰하였다. 24~30일 차 모두 floc이 형성되는 것을 확인하였으며, 수표면에 거품이 사라진 것을 확인하였다.

      

      
        나. 수질 특성 변화
        수질측정은 BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 DO, 수온, EC 및 pH를 측정한 결과, 평균 DO와 수온은 각각 6.7±0.5 mg/L, 24.4±0.4 ℃로 유지되었다([Fig. 2, A]). DO의 경우, biofloc 형성 초기(1~12일 차)에는 불안정한 변화가 일어났다(표준편차의 범위; Range of standard deviation (S.D): ± 0.70~1.68 mg/L). EC는 배양 후 12일 차까지 점점 증가(최고치 0.644 µS/cm)하였으며, 이 후 점점 감소하여 30일 차에 평균 0.402 µS/cm의 값을 유지하였다[Fig 2, B]. pH는 초기 7.14에서 시간이 지남에 따라 서서히 감소하여 30일 차에 6.13까지 감소하는 경향이 나타났다([Fig. 2, B]).

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Changes in water parameters during 30-day culture period (Initial, Day 1, 3, 6, 12, 18, 24 and 30). Parameters include DO and temperature (A), EC and pH (B).
          
          

          

        

      

      
        다. Biofloc 형성 및 TSS 변화 분석
        BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 총 용존 고형물 (total dissolved solids; TDS)과 biofloc의 양 및 floc의 사이즈를 측정한 결과([Fig. 5], <Table 1>), TD와 biofloc의 양은 3일 차에 각각 가장 높은 값(0.752, 34 ml/L)을 나타냈으며, 이후 12일 차까지 감소하다가 18일 차에 소폭 증가한 후 다시 감소하는 경향이 나타남을 확인할 수 있었다(<Table 1>).

        
          <Table 1> 
				
          

          
            TSS and biofloc volume by days.
          
          

        

        
          
            
              	Days
              	TSS
              	Biofloc 
volume (ml/L)
              	Floc 
size(㎛2)
            

          
          
            	1
            	66
            	15
            	0.0
          

          
            	3
            	170
            	34
            	4.9
          

          
            	6
            	80
            	3
            	40.8
          

          
            	12
            	55
            	2
            	41.7
          

          
            	18
            	151
            	6
            	11.7
          

          
            	24
            	100
            	2.5
            	1.0
          

          
            	30
            	70
            	1
            	100.0
          

        

        

        Floc의 사이즈를 측정한 결과, 3일 차까지 floc의 크기가 점점 증가하여 73,481±33,477 μm2으로 나타났으나, 이후 18일 차까지 2,135±567 μm2의 크기로 감소하였다. 이후 24~30일 차에 다시 크기가 커지는 것(24일, 9,940±6,608 μm2, 30일, 7,704±5,548 μm2)을 확인할 수 있었다([Fig. 5], <Table 1>).

        BFT 배양환경을 조성한 후 30일(1, 3, 6, 12, 18, 24, 30일) 동안 어류에 독성으로 작용하는 NH3+-N, NO2--N와 NO3--N를 측정한 결과, 시간이 지남에 따라 암모니아(1일 차, 5.85 mg/L), 아질산(6일 차, 0.58 mg/L), 질산염(12일 차, 60 mg/L) 순으로 가장 높은 값을 나타냈으며, 이후 다시 감소하여 각각 24일 차, 30일 차, 30일 차에 수질이 안정된 것을 확인할 수 있었다([Fig. 3]).

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            Changes in nitrogen nutrients during 30-day culture period (Initial, Day 1, 3, 6, 12, 18, 24 and 30). Nitrogen nutrients include ammonia (NH3+-N) and nitrite (NO2--N)  (A), nitrate (NO3--N)  (B).
          
          

          

        

      

      
        라. Floc의 양 및 색 분석
        Floc의 양 관찰에 있어서 시각에 의한 관능검사에서는 시간이 지남에 따라 floc의 양이 증가함에 따라 색상이 천천히 짙어지는 현상을 관찰할 수 있었다[Fig. 4, A~D]. 그러나 18일 차부터는 더욱 변화가 커져 30일 차까지 관찰한 floc의 색은 진한 갈색을 띄는 것을 관찰할 수 있었다([Fig. 4, E~G]).

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            Different pictures mean biofloc volume and coloration using Imhoff cone during 30-day culture period, Day 1 (A), Day 3 (B), Day 6 (C), Day 12 (D), Day 18 (E), Day 24 (F) and Day 30 (G) after cultured.
          
          

          

        

        또한, floc의 양을 측정한 결과 3일 차(34 mL/L)까지 증가하다가, 다시 12일 차(3 mL/L)까지 감소하는 경향이 나타났다. 이후 18일 차(6 mL/L)에 다시 증가하였으며, 각각 24일 차(2.5 mL/L)와 30일 차(1 mL/L)에는 점점 감소하는 경향이 나타났다([Fig. 5]).

        
          
          

          [Fig. 5] 
				
          

          
            Microscopic observation of biofloc conglomerations in water sample (20 ml) on petri dish during 30-day culture period, Day 1 (A), Day 3 (B), Day 6 (C), Day 12 (D), Day 18 (E), Day 24 (F) and Day 30 (G) after cultured. The size of the floc was directly indicated on the picture.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 연구는 양식어업인이 BFT를 이용함에 있어서 더욱 신속하게 biofloc을 형성시키고 BFT 양식에 쉽게 접근하도록 정보를 제공하기 위해 수행되었다. BFT 양식 시 양식생물의 초기입식과 같이 Biofloc을 생성할 때 갑자기 발생하는 질소화합물이 사육생물에게 치명적인 독성으로 영향을 미칠 수 있다(Avnimelech, 2012). 이에 대한 피해를 최소화시킬 목적으로, Biofloc 사육수 생성과 관련해서 Biofloc을 인공적으로 형성시키기 위하여 탄소원으로 당밀(molasses), 질소원으로 배합사료를 사용하였으며 biofloc이 형성되는 과정을 30일 동안 관찰하였다. DO와 pH의 경우, 초기에는 불안정한 변화가 일어났으나 이후 점차 안정되었다. 용존 고형물과 biofloc의 양도 3일 차에 가장 높은 값을 나타냈으나 이후 전체적으로 감소하는 경향이 나타남을 확인할 수 있었다. 어류에 독성으로 작용하는 NH3+-N, NO2--N와 NO3--N를 측정한 결과도 마찬가지였다. Imhoff cone을 사용한 floc의 양 관찰에서도 18일 차 이후 점점 감소하는 경향이 나타났다. 이는 생성된 floc을 이루는 세균들이 질소화합물을 점점 소비하며 줄어들었을 것이며, 감소한 질소화합물로 인해 floc의 양도 줄어들었다고 볼 수 있다.

      당밀을 활용한 biofloc 형성 시 시간에 따른 수질은, 처음부터 일정 기간 동안에 당밀과 첨가된 사료에 의한 수질 악화 현상이 일시적으로 나타나게 되는데(Crab et al., 2007), 점차 biofloc의 형성 및 미생물의 작용으로 수질이 개선되는 현상이 나타났다. 전반적으로 18일 이후부터는 매우 양호한 수질을 보였다.

      본 연구의 결과, 담수 내에서 biofloc을 형성시키는 과정을 가시적으로 알 수 있는 측정치를 제공할 수 있었으며, 사육생물 없이 biofloc을 형성시키는 방법을 통해 시간은 더 소요되지만 Avnimelech(2012)의 BFT 사육 방법에 비해 질소화합물로부터 사육생물의 피해를 감소시키는 대안적 방법을 제시할 수 있었다. 더불어 본 연구를 통해 양식어업인이 BFT 양식을 이용함에 있어 효율적이고 안정적으로 접근할 수 있는 방법을 제시할 수 있었다.

      사육생물의 종류에 따라, 수온, 질소화합물	등 성장에 적합하거나 부적합한 사육수의 환경범위는 다양하다. 그러므로 본 연구에서 도출한 시간 경과에 따른 각종의 환경데이터는 사육하는 어종에 따라, 양식어업인이 참고하기에 필요한 자료가 될 것이다. 또한, 본 연구와 조건을 달리하는 다양한 연구가 수행되어 보다 신뢰 높은 데이터가 축적되어야 할 것이다.
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