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            초록
          
        

        
          This study investigated the effect of increasing dissolved oxygen concentration using oxygen dissolver and liquefied oxygen on survival rate and physiological changes to reduce mortality of black rockfish (Sebastes schlegelii) in high water temperature periods. The experiment divided into 4 groups (A, control group (water temperature 23-24℃, no device install); B, combination of liquefied oxygen and oxygen dissolver; C, liquefied oxygen; D, without device install). The water temperature was raised by 0.5℃ per day and maintained for a week after reaching 30℃. The dissolved oxygen concentration was significantly higher in group B compared to another groups. In survival rate, in group D, death occurred when the water temperature reached 30℃, and the entire populations died within 7 days. The survival rate of the group B and C was 100%. As a result of blood analysis, osmolality and magnesium showed significant differences only in group D. Glucose and cortisol, which are used as stress indicators, were measured significantly lower in group B and C. GPT and GOT were measured to be significantly higher only in group D. Therefore, it is believed that the use of oxygen dissolvers and liquefied oxygen will be effective in reducing the mass mortality of marine net cage in high water temperature periods by increasing the amount of dissolved.
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      Ⅰ. 서 론
      전 세계적으로 지구온난화로 인한 기온 상승이 문제되고 있으며 이에 따라 해양생태계에서는 수온 상승과 고수온 현상에 대해 주목하고 있다. 고수온 현상이란 해수면의 온도가 평균보다 높은 상태로 짧게는 며칠 길게는 몇 주까지 지속되는 것을 말한다. 이러한 고수온 현상의 원인으로는 엘니뇨 등으로 인해 해역 수온 자체가 높아지는‘해양형 고수온’과 대기압과 태양복사열로 인해 고수온 현상이 발생하는‘대기형 고수온’이 있으며 이 두 요인이 복합적으로 작용해서 발생하기도 한다(Lee et al., 2020). 국내 연안에서도 온난화에 의한 수온상승이 지속적으로 관찰되고 있다(Han and Lee, 2020).

      이러한 수온상승은 해양생태계 생물의 성장, 생식, 행동, 면역체계 등에 변화를 주어 토종 생물종의 개체수 감소와 외래생물종 유입 등을 야기시켰으며(Ju and Kim, 2012), 먹이가 되는 생물 군집 조성과 생태계 기능을 변화시켜 생태계 먹이망 구조의 변화를 일으킬 수 있다(Kang et al., 2012).

      최종적으로 수온상승은 대부분 해양에서 생물 다양성의 변화 및 수산 자원의 감소가 나타날 수 있다. 특히 변온동물인 어류는 일정범위 내 수온변화에서 항상성을 가지지만 급격한 수온변화에 민감하여 대사, 삼투압 조절, 면역반응 등 생명활동에 큰 영향을 준다(Lee et al., 2013). 위와 같은 요인들이 지속되면 스트레스 반응으로 이어진다(Song et al., 2019). 스트레스 반응이 일어나면 생물은 이에 적응하기 위해 생리적 반응을 나타내지만 스트레스 한계치를 장기간 넘기게 되면 만성 스트레스에 의한 성장, 생식력, 질병 저항성 등이 저하되며 지속적인 스트레스는 양식생물의 대량 폐사와 같은 피해로 나타난다(Lee et al., 2002).

      수온이 상승하면 해수의 용존산소 용해량이 감소하는 반면 생물학적 소비는 증가하게 된다(Do et al., 2016). 용존산소량이 감소하면 수중생물의 호흡에 필요한 산소량이 감소하게 되고, 사료 섭취와 사료 전환율에 영향을 미치며, 산소 스트레스가 지속될 경우 질병에 대해 취약해 지고 폐사를 일으킨다(Hvas et al., 2017; Oldham et al., 2019). 수온상승으로 인해 저산소 환경이 유지되면 어류는 항상성 유지를 위해 적혈구 수를 증가시켜 혈액의 산소 포화량을 높이게 되고 이러한 과정에서 혈액 성상이 변화된다(Gaulke et al., 2014; Kim, 2021).

      이같이 고수온 현상은 해양생물에 직·간접적으로 영향을 미쳐 어류의 생존에 큰 영향을 주는 원인 중 하나로 작용하고 있다. 최근 국내에서는 각 해역에서 양식생물이 자주 대량 폐사가 발생하는 원인분석을 진행해 왔으며 고수온 현상 영향이 양식생물의 생존에 큰 위험이라고 판단하고 있다(Choi et al., 2009; Han and Lee, 2022).

      이러한 고수온기 폐사문제에 대한 위험은 인지하고 있으나 다양한 요인이 복합적으로 작용하고 있어 뚜렷한 대응 방법은 아직 연구 중에 있다. 고수온 피해 중 용존산소가 부족해서 생기는 피해를 줄이기 위해 액화산소를 이용하는 방안을 제시할 수 있다. 따라서, 본 연구에서는 고수온기 조피볼락의 폐사를 줄이기 위해 산소용해기 및 액화산소를 이용한 용존산소 농도 증가가 생존율에 미치는 영향과 생리학적 변화를 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 실험어
        실험에 사용된 조피볼락(Sebastes schlegelii)은 평균 체중 310.0±19.3 g, 평균 전장 27.1±0.6 ㎝로 충청남도 서산시 천수만 가두리양식장으로부터 구입하여 실내 수조에 23~24℃로 순치시켰다.

      

      
        2. 실험 조건
        용존산소 공급을 위한 장치로 액화산소와 산소용해기를 사용하여([Fig. 1]) 4가지 실험조건으로 분류하였다. 액화산소와 산소용해기를 복합적으로 설치한 복합구(B), 액화산소만 단독으로 설치한 실험구(C), 그리고 두 장치를 설치하지 않은 미설치구(D)로 나누었으며, 고수온 조건을 위하여 하루에 0.5℃씩 수온을 상승시켜 30℃ 도달 후 일주일간 유지하였다. 그리고 수온 영향을 비교하기 위해 초기수온 23~24℃에서 액화산소 및 산소용해기를 설치하지 않은 실험구(대조구, A)를 설정하였다. 실험에 사용한 모든 수조는 약 1톤(1.2×1.2×0.8 m)이였고, 각 수조당 실험어를 30마리씩 입식하여 실험기간동안 사료는 공급하지 않았다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            (a) Liquefied oxygen and (b) Oxygen dissolver for supplying dissolved oxygen.
          
          

          

        

      

      
        3. 수온, 용존산소 및 생존율 측정
        실험수조의 수온 및 용존산소 농도는 수질측정기(YSI-EXO2, YSI Inc., USA)를 이용하여 매일 2회(9~12시, 13~16시) 변화를 측정하였다. 수온은 일일 평균치를 계산하였고 용존산소 농도는 모든 측정값의 평균값으로 나타냈다. 생존율은 실험기간 각 실험구의 폐사개체를 계수한 후 누적하여 산정하였다.

      

      
        4. 혈액 분석
        산소공급장치 미설치구의 수온이 30℃에 도달 후 폐사가 발생한 시점에서 혈액학적 분석을 진행하였다. 각 수조당 실험어 6마리를 MS-222 (ethyl3-aminobenzonate methanesulfonate salt, SIGMA ALDRICH)로 마취한 후 헤파린 처리된 주사기를 사용하여 미부정맥에서 채혈하였다. 혈액 삼투압(osmolality)은 전혈을 이용하여 vapor pressure osmometer (Wescor 5600, Logan, UT, USA)로 측정하였다. 헤마토크리트(hematocrit, Ht)는 채혈한 일부 혈액을 모세관 내에 넣어서 microhematocrit 원심분리기(VS-12000, KOR)에서 12,000 rpm으로 10분간 원심분리 후 microhematocrit reader (KS-Reader-A, USA)를 이용하여 측정하였다. 헤모글로빈은 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd)를 이용하여 Cyan-methemoglobin법으로 측정하였다.

        혈장성분 변화를 분석하기 위해 채취한 혈액을 4℃에서 12,000 rpm으로 15분간 원심분리 후 혈장을 분리하고 칼슘(calcium), 마그네슘(magnesium), 혈당(glucose)은 시판되고 있는 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd., Korea)를 이용하여 분석하였고, 코르티졸(cortisol)은 Cortisol ELISA Kit (Enzo Life Sciences Inc.)를 이용하여 분석하였다. 혈장 효소활성으로 GOT (glutamic oxalate transaminase), GPT (glutamic pyruvate transaminase)는 King-King법으로 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        5. 통계 분석
        실험결과의 자료값은 평균±표준오차로 나타내었고, SPSS 통계 프로그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 One way ANOVA test 및 사후검정으로 Duncan’s multiple range test를 통해 p<0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 용존산소
        각 실험구의 용존산소 농도는 액화산소와 산소용해기 복합구가 9.39±0.22 ㎎/L, 액화산소 단독구는 7.89±0.17 ㎎/L, 미설치구 4.15±0.11 ㎎/L 및 대조구는 4.70±0.07 ㎎/L 였고, 산소용해기와 액화산소 복합설치구의 용존산소는 9 mg/L 이상으로 다른 실험구에 비해 유의하게 높았다(<Table 1>).

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Dissolved oxygen by the system for high water temperature damage reduction
          
          

        

        
          
            
              	DO
              	A
              	B
              	C
              	D
            

          
          
            	(mg/L)
            	4.70±0.07c
            	9.39±0.22a
            	7.89±0.17b
            	4.15±0.11c
          

        

        
          
            * A, Control (23~24℃, No device install); B, Oxygen dissolver + Liquefied oxygen (30℃); C, Liquefied oxygen (30℃); D, No device install (30℃)
          

        

        

      

      
        2. 생존율
        고수온 설정 실험구 중 액화산소와 산소용해기 미설치구의 생존율은 수온 30℃에 도달하자 폐사가 발생하였고 이후 7일만에 전량 폐사하였다. 액화산소와 산소용해기 복합구와 액화산소 단독설치구는 100%를 나타내었고, 대조구(23~24℃, 미설치구)는 실험초기에 한마리만 폐사하였다([Fig. 2]).

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Survival rate of black rockfish, Sebastes schlegelii by the system for high water temperature damage reduction. A, Control (23~24℃, No device install); B, Oxygen dissolver + Liquefied oxygen (30℃); C, Liquefied oxygen (30℃); D, No device install (30℃); E, Water temperature.
          
          

          

        

      

      
        3. 혈액분석
        헤마토크리트와 칼슘은 실험구간 유의한 차이를보이지 않았으나 삼투압과 마그네슘은 설치구만 유의차를 보였다. 스트레스 지표로 이용되는 혈당과 코르티졸은 액화산소와 산소용해기를 함께 설치한 복합 실험구에서 유의차를 보였다. GPT와 GOT는 미설치구만 유의차를 보였다([Fig. 3]).

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            Blood analysis of black rockfish, Sebastes schlegelii by the system for high water temperature damage reduction. Vertical bar denotes a standard error. The values with different superscripts are significantly different (p<0.05) as determined by Ducan's multiple range test. A, Control (23~24℃, No device install); B, Oxygen dissolver + Liquefied oxygen (30℃); C, Liquefied oxygen (30℃); D, No device install (30℃).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 연구에서는 고수온기 수온 상승에 따라 용존산소 감소가 양식생물에 영향을 미치므로 용존산소를 높일 수 있는 방안으로 액화산소와 산소용해기를 이용하여 양식 조피볼락을 대상으로 실내에서 실험을 진행하였다. 피해저감장치를 설치하지 않은 가온 수조(30℃)와 자연수온 수조(23~24℃, 대조구)의 DO는 큰 차이가 없었으나, 실험기간 가온 수조의 DO값은 4.15 mg/L로 더 낮았으며 액화산소 및 산소용해기와 액화산소 복합구에서 유의한 차이를 보였다. 해수의 용존산소량은 수온과 밀접한 관련이 있으며 수온이 증가할수록 산소 포화도가 감소함에 따라 용존산소량도 감소하게 된다(Lim et al., 2008). Lee et al.(2022)의 연구에 따르면 해상가두리양식장에서 용존산소 농도는 액화산소 및 산소용해기 복합구, 액화산소 설치구 그리고 미설치구 순으로 낮아져 본 연구와 비슷한 결과를 보였다. 따라서 이러한 피해저감 장치들은 용존산소 증대에 효과가 있는 것으로 생각된다.

      용존산소는 수온뿐만 아니라 양식장의 크기, 사육밀도 및 주변환경에 의한 영향도 크다. 따라서 실내실험인 본 연구는 해상가두리 양식장의 사육밀도를 최대한 유사한 조건으로 실험하였다. 조피볼락 양식 표준 매뉴얼(Hwang et al., 2017)에 따르면 해상가두리 양식장에서 조피볼락(전장 25~30 cm, 체중 281~491 g)의 표준 사육밀도의 경우 단위중량 9.59~13.5 kg/m3으로 수조 1톤 기준 26~34마리이다. 따라서 본 연구와 Lee et al.(2022)의 사육장소 및 크기는 다르나 사육밀도는 표준 매뉴얼에 따라 실험하였으므로 양식장 크기나 개체수에 의한 변수는 크지 않다고 본다. 다만 해상가두리 양식장의 경우 주변환경(밀물, 썰물과 바람 등)의 영향에 의한 해수 유동 등으로 용존산소 유실이 일어날 수 있어 본 연구의 실내실험에 비해 용존산소 농도가 조금 낮게 나타난 것으로 생각된다.

      어류의 혈액성상은 영양 및 생리 상태를 확인할 수 있는 중요한 지표로서 용존산소를 높이는 피해저감 장치 설치여부에 따른 조피볼락의 건강 및 스트레스 등을 확인하고자 하였다. 먼저 혈장 삼투압과 무기성분인 칼슘 및 마그네슘을 측정하였다. 삼투압은 어류의 스트레스 반응 지표로서 항상성 변화의 지표로 이용되어지며(Herbert and Steffensen, 2005) 혈청 내 무기성분인 칼슘과 마그네슘은 항상성을 위한 이온조절 역할을 수행한다(Bijvelds et al., 1998). 삼투압과 마그네슘은 액화산소와 산소용해기 미설치 고수온 실험구가 다른 실험구와 비교해서 유의차를 보였고 칼슘은 각 실험구간 유의차는 없었으나 마찬가지로 미설치 고수온 실험구에서 다른 실험구에 비해 높은 값을 나타내었다. 이온과 삼투압은 항상 변화하는 해수환경에서 생물이 항상성을 유지하기 위한 중요한 조절기구이다. 수중 용존산소가 낮아지게 되면 어류에게 스트레스로 작용하여 행동변화와 생리학적 변화를 일으킨다(Herbert and Steffensen, 2005). 강도다리의 경우 24℃ 이상의 고수온은 삼투압 조절 문제를 일으키며(Min et al., 2014), Kim(2021)과 Jee et al.(2015)의 연구에서는 조피볼락의 사육수온이 상승하고 용존산소가 감소함에 따라 삼투압 농도가 증가하는 경향을 나타내었다. 이 결과는 수온상승과 저산소가 어류에게 스트레스 요인으로 작용한다고 보여지며, 액화산소와 산소용해기 설치에 따른 용존산소 증가가 어류의 환경변화에 의한 스트레스를 낮춰주는데 도움이 된다고 보여진다.

      어류의 스트레스를 확인하는 방법으로 혈액을 통한 헤마토크리트와 혈당 및 코르티졸이 있다. 저산소는 혈중 혈당과 헤마토크리트의 상승(Smit and Hattingh, 1978)을 보이며 먹이섭식, 사료효율, 성장 감소를 일으킨다(Chabot and Dutil, 1999). 위와 같은 다양한 현상이 어류에게 스트레스로 작용되며 다양한 스트레스로 인하여 폐사가 발생하게 된다. 헤마토크리트는 어류의 산소 운반능력과 생리 상태를 확인하는데 좋은 인자이다(Jia et al., 2021). Kim(2021)은 수온 상승과 용존산소 감소는 헤마토크리트의 증가를 보이며, Jee et al.(2015)의 연구에서는 수온상승에 대한 효과보다 용존산소에 따라 헤마토크리트의 값이 변하는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구에서는 헤마토크리트가 실험구간 유의차이는 없었으나 액화산소와 산소용해기 설치구들이 수치가 낮은 경향을 보여 피해저감 장치 설치를 통한 산소 공급 증가가 어류의 스트레스를 낮춰 주는데 효과가 있는 것으로 보여진다. 어류의 스트레스 상황을 알아보는 또 다른 방법으로는 혈당과 코르티졸을 측정하는 방법이 있다. 코르티졸은 glucocorticoid 호르몬의 일종으로 혈액을 통해 조직 내로 들어가 조직 내의 GR (glucocorticoid receptor)과 결합하여 조직 내의 글리코겐을 분해함으로써 혈당이 혈액 내로 방출되어 이를 에너지원으로 사용, 스트레스상황에 대처함으로 항상성을 되찾게 된다(Bonga, 1997). Kim(2021) 과 Jee et al.(2015)의 연구에 따르면 조피볼락에 수온변화와 저산소 상태를 적용하였을 때 수온이 상승할수록 그리고 용존산소가 감소할수록 어류의 혈중 혈당과 코르티졸 농도가 증가하는 양상을 보였다.

      Lee et al.(2022)은 사육 밀도와 산소용해기 및 액화산소에 따른 혈중 혈당을 비교한 결과 사육 밀도별 혈당의 차이는 없었으나 산소용해기와 액화산소 복합구가 다른 실험구와 비교해 유의한 차이를 보였다. 본 연구에서 혈당은 대조구, 액화산소와 산소용해기 복합구, 액화산소 단독구, 미설치 고수온 수조 순으로 수치가 나왔으며 각 실험구간 유의차를 보였고, 코르티졸은 액화산소 단독구와 미설치 고수온 수조가 다른 실험구에 비해 높은 값을 나타내었다. 이 결과를 통해 고수온 현상이 조피볼락에 스트레스로 작용하였으며 피해저감 장치를 통해 스트레스를 낮출 수 있었으며 액화산소 단독 사용보다 산소용해기를 복합적으로 사용할 경우 좀더 좋은 효과를 볼 수 있다고 판단되어진다.

      어류의 근육, 신장질환 및 간을 통한 건강도 검사를 위해서 GPT (Glutamic pyruvic transaminase)와 GOT (glutamic oxaloacetic transaminase)를 분석하였다. 정상적인 상태에서 GPT와 GOT는 주로 간세포와 심근세포에 존재하며 단백질 대사에 관여한다. 그러다 급격한 수온상승, 암모니아 또는 중금속에 의한 스트레스 작용으로 간 손상이 발생할 경우 혈액으로 방출하게 되는 특성을 가지고 있어 어류의 건강상태를 쉽게 모니터링하는데 쓰이는 지표이다(Pan et al., 2003; Ming et al., 2012). 조피볼락의 경우 스트레스나 질병에 감염될 경우 황간, 갈변, 위축간의 임상학적 특성을 보일 수 있다. 이러한 경우 정상상태의 간 보다 GPT, GOT 수치가 높게 측정되는데 이는 아스파라진산염 아미노 전이효소(AST/GOT)와 알라닌 아미노전이효소(ALT/GPT)가 간 손상 시 혈액에 더 많이 확산되기 때문으로 간기능장애 평가에 용이한 지표라 볼 수 있다(Choi et al., 2011). 강도다리와 감성돔의 경우 적정수온 이상의 고수온 해수에 노출된 경우 폐사는 없었으나 GPT, GOT 값이 높게 나타났으며(Min et al., 2014), 조피볼락의 경우 수온상승 및 용존산소 감소 상태가 발생할 경우 GPT, GOT 값이 높았다(Do et al., 2016; Jee et al., 2015). 조피볼락 해상가두리 양식장에서 피해저감 장치를 설치한 저밀도 및 고밀도 실험구의 혈액성상을 조사한 결과 고수온기 GPT, GOT 값은 유의한 차이가 없었으나, 고밀도구에서 GOT 수치가 유의하게 높아졌다(Lee et al., 2022). 본 연구 결과 고수온 조건(30℃)에서 액화산소와 산소용해기 복합구와 액화산소 단독구의 GPT, GOT 수치가 대조구(23~24℃)와 유사하고, 액화산소와 산소용해기 미설치 고수온 실험구에서만 GPT, GOT가 유의하게 높은 값을 보였다. 따라서 피해저감 장치설치 등을 통한 산소공급 증가는 어류의 스트레스를 낮추는 효과가 실내실험에서 확연히 나타났다.

      본 연구에서 고수온기 실내수조에 피해저감 장치(액화산소, 산소용해기)를 이용하면 용존산소 농도를 높일 수 있으며, 조피볼락의 생존율도 높아지는 것을 확인하였다. 조피볼락의 혈액학적 성상 분석결과 피해저감 장치 미설치구의 혈액삼투압, 마그네슘, 혈당, 코르티졸, GPT, GOT가 증가하였으며, 액화산소와 산소용해기를 복합으로 이용한 피해저감 장치 설치구는 대조구와 유의한 차이가 없는 것으로 보아 여름철 고수온기에 효과가 있는 것으로 나타났다. 따라서 적정 사육밀도에서 산소용해기와 액화산소를 이용하면 현장 가두리양식장에 용존산소량을 증가시켜 고수온기 양식어류의 피해를 줄이는데 효과가 있을 것으로 생각된다.
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