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서   론

세계 수산양식 생산량은 지속적으로 증가하고 있으며, 새우
양식 생산량 또한 급속한 증가 추세를 보이고 있다. 그 중 흰
다리새우는 가장 많이 양식되는 주요 양식 종으로 전세계적으
로 양식 생산량은 2004년에 15만 4천여톤에서 2013년도에는 
331만 4천톤으로 10년 만에 약 2,200%의 성장률을 기록하였
다(FAO, 2013). 국내 흰다리새우 양식 생산량은 2006년 661톤
에서 2014년도에는 4,488톤으로 8년 만에 약 680%의 성장률
을 보이고 있다(NIFS, 2015).
흰다리새우의 양식 생산량이 증가함에 따라 새우사료 내 주요 

단백질원인 어분(fish meal)의 수요량 또한 급속하게 증가하였
다(Sookying and Davis, 2011). 어분은 높은 함량의 조단백질
과 균형있는 필수아미노산 조성으로 새우사료에서 주 단백질
원으로 사용되고 있다(Davis and Arnold, 2000). 그러나, 자원
남획으로 인하여 어분의 공급량이 침체되고, 수요와 가격은 급
격하게 상승하여, 어분을 대체할 수 있는 대체단백질원의 발굴
이 시급한 상황에 이르렀다(Kureshy and Davis, 2002; Amaya 
et al., 2007).
사료 내 어분 첨가량을 최소화하기 위한 식물성 단백질원에 
대한 많은 연구가 이루어지고 있다. 대두박은 어분에 비해 값이 
1/4정도로 저렴할 뿐만 아니라, 비교적 고단백과 적절한 아미노

Bacillus subtilis 발효대두박의 사료 내 첨가가 흰다리새우(Litopenaeus 
vannamei)의 성장, 면역력 및 질병저항성에 미치는 영향
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A feeding trial was conducted to evaluate the effect of dietary supplementation with fermented soybean meal by 
Bacillus subtilis (BFSBM) on growth performance, feed utilization, innate immunity, water quality, and disease 
resistance of Litopenaeus vannamei. A basal fish meal-based diet was regarded as a control and two other diets were 
prepared by replacing 30% fish meal with either soybean meal (SBM) or BFSBM. Triplicate groups of shrimp (0.80 
± 0.010 g) were fed one of the experimental diets for 6 weeks. No differences were found in final body weight, feed 
conversion ratio, or survival among all dietary treatments after the feeding trial. Shrimp fed the BFSBM diet had 
significantly higher phagocytic and phenoloxidase activities than those of shrimp fed the SBM diet. Total ammonia 
concentrations in culture water during a zero water exchange test tended to decrease in tanks where BFSBM diet was 
provided. Disease resistance of shrimp to Vibrio harveyi tended to increase in the BFSBM group during 14 days of 
challenge compared to that in the control (CON) and SBM groups. These results show that dietary supplementation 
with BFSBM can enhance the innate immunity of Pacific white shrimp and replace at least 30% of dietary fish meal.
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산 균형으로 대부분의 양식 사료에 사용되고 있다(Suárez et al., 
2009). 그러나, 대두박은 어분과 비교하였을 때, 필수아미노산
인 메티오닌과 라이신의 함량이 매우 낮고, 트립신 저해인자와 
같은 항영양 인자가 다량 함유되어 있다는 단점이 있다(Zhou 
et al., 2011). 이러한 대두박의 단점을 보완하기 위해 최근에는 
분리대두단백(soy protein isolate), 농축대두단백(soy protein 
concentrate), 발효대두박과 같은 식물성단백질 사료원의 가공
방법에 관한 연구가 진행되고 있다(Paripatananont et al., 2001; 
Alam et al., 2005; Shiu et al., 2015). 특히, 발효대두박은 프로
바이오틱(probiotics) 식품으로써 된장, 낫토(Natto) 등으로 널
리 알려져 있다. 프로바이오틱은 유용 균주를 이용하여 숙주의 
성장, 사료효율, 소화율 및 면역력에 효과가 있는 것으로 알려져 
있으며(Ziaei-Nejad et al., 2006; Chiu et al., 2007), 트립신 저
해인자 감소 등의 영양학적인 이점이 있는 것으로 보고되었다
(Kiers et al., 2003; Feng et al., 2007). B. subtilis는 프로바이오
틱 균주 중 하나로써, 새우의 성장률, 항산화 효과, 비특이적 면
역력 및 Vibrio 균에 대한 질병저항성을 높이는 것으로 보고되
었다(Balcázar and Rojas-Luna, 2007; Liu et al., 2009; Tseng 
et al., 2009). 따라서 본 연구에서는 B. subtilis로 발효시킨 대두
박의 새우 사료 내 사용 가능성을 알아보기 위해 흰다리새우를 
대상으로 성장률, 사료효율, 비특이적면역력 및 V. harveyi의 인
위적 감염에 대한 질병저항성을 조사하였다.

재료 및 방법

실험사료

사양시험을 위하여 총 3개의 시험사료가 제작되었으며(Table 
1), 실험에 사용된 발효대두박은 CJ제일제당주식회사 소재연
구팀으로부터 제공받았다. 실험구의 비교 차이를 높이기 위
해 실험사료 내 어분의 함량을 28%로 줄이면서, 대두박과 B. 
Subtilis 발효대두박을 각각 20.1, 17.5% 함량으로 첨가하여 실
험 사료를 제작하였다(CON, SBM, BFSBM). 실험사료는 사
료원들을 혼합기에 넣어 섞은 다음, 어유를 첨가한 뒤 사료원 총 
중량의 10%에 해당하는 증류수를 첨가하여 모든 사료원을 상
업용 믹서기(NVM-14-2P, Gyeonggido, Korea)를 사용하여 혼
합 후 펠렛 성형기(SP-50, Daegu, Korea)를 사용하여 직경 2-3 
mm 크기로 압출 성형하였다. 제작된 실험 사료는 동결건조기
로 -40°C에서 24시간 건조시킨 후, 사료공급 전까지 -20℃ 냉동
고에 보관한 후 실험에 사용하였다.

실험생물 및 사육 관리

실험에 사용된 흰다리새우는 당진에 위치한 새우양식장에서 
제공받아 제주대학교 양어사료영양학연구실 내 새우전용 사양
실험 시설에서 진행하였다. 실험 새우는 실험환경 적응을 위해 
시판되는 배합사료를 공급하면서 2주간 순치시킨 후 사양실험
에 사용되었다. 예비사육 후 새우(초기평균무게: 0.80±0.010 

g)는 총 9개의 96 L 수조에 각 20마리씩 무작위로 선택하여 배
치하였다. 사료공급 실험은 실험구당 3반복구를 두었으며, 모
든 실험수조에 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였
다. 사양실험 기간의 광주기는 형광등을 이용하여 12L:12D 조
건으로 유지되었고, 모든 실험은 지수식 시스템을 이용하여 실
시되었으며 사육수는 4-5일마다 환수하였다. 사육수온은 29-
32℃, 평균 용존산소량은 6.6±0.4 mgL-1, pH는 6.3±1.0, 염
분은 30 psu 범위로 유지되었다. 사료공급은 1일 3회(08:30, 
14:30, 20:30)에 나누어 6주 동안 새우 체중의 8-14%로 제한
공급을 하였다.

성장조사 및 샘플수집

무게 측정은 매 2주마다 실시하였으며, 성장도를 조사하기 위

Table 1. Formulation and proximate composition of the experi-
mental diets for Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (% 
of DM basis)

Ingredients
Experimental diets

CON SBM BFSBM
Anchovy fish meal (Peru) 42.4 28.0 28.0
SBM1 0.0 20.1 0.0
BFSBM2 0.0 0.0 17.5
Wheat gluten 2.0 3.0 3.0
Squid liver meal 12.0 12.0 12.0
Wheat flour 27.0 19.0 19.0
Starch 11.2 11.1 13.6
Fish oil 1.4 2.8 2.9
Mineral mix3 1.0 1.0 1.0
Vitamin mix4 1.0 1.0 1.0
Choline chloride 0.5 0.5 0.5
Calcium phophate 1.5 1.5 1.5
Proximate composition (dry matter, %)
Crude protein 40.4 40.9 40.9
Crude lipid 8.5 8.9 8.8
Crude ash 11.7 10.4 10.2
Moisture 8.3 8.4 8.3
1SBM, Soybean meal. 2BFSBM, fermented SBM with B. 
subtilis. 3Mineral premix (g kg-1 of mixture): MgSO4.7H2O, 
80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCl, 130.0; Ferric citrate, 40.0; 
ZnSO4.7H2O, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl, 0.2; AlCl3.6H2O, 
0.15; Na2Se2O3, 0.01; MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 4Vitamin 
premix (g kg-1 of mixture): L-ascorbic acid, 121.2; DL-α tocoph-
eryl acetate, 18.8; thiamin hydrochloride, 2.7; riboflavin, 9.1; pyri-
doxine hydrochloride, 1.8; niacin, 36.4; Ca-D-pantothenate, 12.7; 
myo-inositol, 181.8; D-biotin, 0.27; folic acid, 0.68; p-aminobezoic 
acid, 18.2; menadione, 1.8; retinyl acetate, 0.73; cholecalficerol, 
0.003; cyanocobalamin, 0.003.
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하여 18시간 절식시킨 후 전체 새우 무게를 측정하였다. 최종 
무게측정 후, 혈액분석을 위해 각 수조당 8마리의 새우를 무작
위로 선별하여 얼음물에 마취시킨 후, Alsever’s 용액(Alsever’s 
solution, Sigma)이 처리된 주사기를 이용하여 hemolymph
를 채혈하였다. 채혈된 hemolymph는 대식세포활성(NBT; 
nitroblue-tetrazolium)을 분석한 후, 원심분리기(Micro 17 TR; 
HanilBioMed Inc., Gwangju, Korea) 를 이용하여 800 g 로 10
분간 혈장을 분리하여 비특이적 면역분석(PO; phenoloxidase)
을 실시하였다.

일반성분 분석

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (2000) 방법에 따라 수분
은 상압가열건조법(125℃, 3 h), 회분은 직접회화로법(550℃, 
12 h)으로 측정하였고, 조단백질은 자동 조단백분석기(Kejltec 
system 2300, Sweden)로 분석하였으며, 지방은 Soxhlet 추출
장치(Soxhlet heater system C-SH6, Korea)를 이용하여 분석
되었다.

면역분석

혈액 내의 대식세포 활성은 NBT 분석방법을 통해 호중구의 
oxidative radical 생성량을 측정하였다(Zhang et al., 2013). PO 
활성분석은 Hernandez-Lopez et al. (1996)의 방법을 기초로 분
석하였다.

사육수 비교환 실험

사육수 비교환(no water change)방식으로 평균체중 0.80 
(±0.00)g의 흰다리새우(L.vannamei)를 총 6개의 96 L 수조에 
각 수조당 25마리씩 무작위로 배치하였다. 실험구당 2반복구
를 두었고, 1일 3회(08:30, 14:30, 20:30)에 나누어 체중 10%
의 실험사료를 급이하였다. 매일 1회 채수하여 Verdouw et al. 
(1978)의 방법으로 사육수의 총 암모니아 농도를 2주간 측정
하였다.

공격실험

6주간의 사양실험 종료 후, 각 수조 당 8미씩(실험구 당 24미) 
무작위로 선별하여 V. harveyi 현탁액을 체내에 주입하여 약 
110 L 크기의 아크릴 수조로 옮긴 후, 공격시험을 실시하였다(3
반복, 9개 수조). 병원성 세균은 TCBS 배지를 사용하여 25℃에
서 24시간 배양한 후 집균하였고, V. harveyi 현탁액을 새우 등 
근육 2번째 마디에 10 µL (105 CFU mL-1)를 주입하였다. 공격
실험은 세균 공격실험 전용 사육시설에서 실시하였으며, 균 주
입 후 28-30℃ 수온과 충분한 용존산소를 유지하였으며, 총 21
일간 누적 폐사를 관찰하였다.

통계학적 분석

실험사료군의 배치는 완전확률계획법(Completely random-
ized design)에 따라 실시하였고, 모든 결과는 SPSS (Version 

12.0)프로그램을 이용하여 One-way ANOVA로 통계 분석되
었다. 실험의 데이터 값의 유의차는 Tukey's HSD test (P<0.05)
로 비교되었다. 데이터는 평균값±표준편차(mean±SD)로 나
타내었다. 백분율 데이터는 arcsine 변형 값으로 계산하여 통계 
분석하였다.

결과 및 고찰

발효대두박 첨가에 따른 흰다리새우의 성장률, 사료효율 및 
비특이적 면역 결과는 Table 2에 나타내었다. 6주간의 사료공
급 후 최종무게, 사료전환효율, 생존율은 모든 그룹에서 유의
적인 차이가 없었다. 징거미새우(Macrobrachium nipponense)
를 대상으로 한 연구에서도 Pediococcus acidilactic, Entero-
coccus faecalis, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, B. 
subtilis, B. licheniformis, Rhodopseudomonas palustris 균주
로 발효시킨 대두박을 8주간 공급하였을 때, 본 실험 결과와 
동일하게 새우의 성장에는 영향을 주지 않았다고 보고되었다
(Ding et al., 2015). 그루퍼(Epinephelus coioides)를 대상으로 
B. subtilis로 발효시킨 대두박을 10%, 20%, 30%, 40%로 첨가
하여 어분을 대체한 결과에서도 성장과 사료효율에서 유의적
인 차이가 없었다(Shiu et al., 2015). 반면, Liu et al. (2009)은 
L. vannamei를 대상으로 사료에 낫토로부터 분리된 B. subtilis
를 108 CFU kg−1 농도로 첨가하여 98일 동안 공급하였을 때 첨
가하지 않은 대조구에 비해 유의적으로 높은 성장률을 나타내
었다고 보고하였다. 피클에서 분리된 B. subtilis를 L. vannamei
를 대상으로 사료에 각 105 CFU g−1과 108 CFU g−1 농도로 첨가
하여 8주간 공급하였을 때 무첨가구인 대조구에 비해 유의적으
로 높은 성장률과 사료효율을 보였다고 보고하였다(Zokaeifar 
et al., 2012). 발효시킨 대두박을 무지개송어(Oncorhynchus 
mykiss)에 공급하였을 때, 담즙산(bile acid)의 생성이 감소하
게 되어 콜레스테롤의 흡수가 감소될 수 있다고 보고되었다

Table 2. Growth performance, feed utilization and non-specific 
immune response parameters of Pacific white shrimp Litopenaeus 
vannamei (0.80±0.010 g; mean initial weight) fed the three experi-
mental diets for 6 weeks1

CON SBM BFSBM
FBW2 4.74±0.06 4.96±0.09 5.03±0.30
FCR3 1.93±0.06 1.89±0.07 1.88±0.10
Survival (%) 88.9±7.70 91.1±3.85 84.4±3.85
NBT4 2.04±0.41ab 1.57±0.48b 2.30±0.62a

PO5 0.09±0.02ab 0.08±0.01b 0.10±0.02a

1Values are mean of triplicate groups and presented as mean±SD. 
Values in the same row having different superscript letters are sig-
nificantly different (P < 0.05). 2Final Mean Body Weight (g). 3Feed 
Conversion Ratio=dry feed fed/wet weight gain. 4Nitro blue tetra-
zolium (absorbance). 5Phenoloxidase (absorbance). 
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(Yamamoto et al., 2010). 콜레스테롤은 L. vannamei의 성장
에 반드시 필요한 영양인자로서 대두박을 기본으로 한 저콜레
스테롤 사료를 L. vannamei가 섭이할 경우 성장이 저하된다고 
보고되었다(Duerr and Walsh, 1996). 그러나 본 연구에서는 대
조구인 어분구에 비해 대두박 또는 발효대두박의 첨가 사료에
서 성장저하 효과가 나타나지 않았다. 이는 위에서 언급한 저콜
레스테롤 사료를 섭취한 새우의 성장저하 현상과는 상반된 결
과이다. 따라서 발효첨가물에 따른 성장과 콜레스테롤과의 상
관관계에 대해서는 보충 연구가 이루어져야 한다고 사료된다.

NBT, PO 분석 결과 BFSBM 실험구에서 SBM 실험구보다 

유의적으로 높은 결과를 나타냈다(Table 2). Xie et al. (2016) 
은 대두박으로 어분을 대체하여 실험한 결과, 새우의 면역력 감
소는 식물성 단백질로 어분을 대체하면서 발생한 항영양인자 
또는 영양적 불균형으로 인한 면역력의 저하 때문이라고 설명
하고 있다. 혈액내의 대식세포활성은 새우의 비특이적면역력
의 중요한 지표로써 호흡 폭발 동안의 활성산소종의 증가량을 
확인함으로서 대식세포활성을 확인할 수 있다(Guertler et al., 
2010; Nayak, 2010). Indian carp (Labeo rohita)과 나일틸라피
아(Oreochromis niloticus)를 대상으로 B. subtilis가 첨가된 사
료를 2주간 혹은 2개월간 공급했을 때, 본 연구결과와 동일하게 

Fig. 1. Ammonium (NH4
+) concentration of non-exchanged water tanks of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei fed the three ex-

perimental diets during 14 days (A), and survival rate of Pacific white shrimp fed the three experimental diets after challenge with Vibrio 
harveyi during 21 days (B).
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무첨가구인 실험구에 비해 대식세포활성이 유의적으로 증가된
다는 것이 보고되었다(Aly et al., 2008; Kumar et al., 2008). 또
한 징거미새우를 대상으로 60일 동안 Bacillus NL110을 공급
하였을 때, 대식세포 및 페놀산화효소(phenoloxidase) 활성이 
증가하였다고 보고되었다(Rahiman et al., 2010). 페놀산화효
소는 갑각류 방어 기작에 중요한 역할을 하는 효소로서 활성
화된 페놀산화효소는 옵소닌을 생산하여 혈구의 식세포 활동
과 혈액응고 반응에 참여함으로서 새우의 비특이적 면역을 높
이는 것으로 알려졌다(Hernandez-Lopez et al., 1996; Nayak, 
2010). B. subtilis를 사료에 첨가하여 L. vannamei에 공급했을 
경우에도 무첨가구인 실험구에 비해 페놀산화효소 활성이 유의
적으로 증가됨으로서 본 실험과 유사한 경향을 보였다(Gullian 
et al., 2004; Tseng et al., 2009; Shen et al., 2010). B. subtilis는 
새우의 장내에서 비특이적 면역력의 개선 효과와 장내 유해세
균의 저감에 효과가 있다고 알려져 있다(Li et al., 2009; Tseng 
et al., 2009). 따라서 B. subtilis로 발효시킨 대두박을 사료에 첨
가하여 새우에 공급할 경우 장내에 유용군체를 형성하여, 장내 
비특이적 면역계의 활성을 통해 병원체의 활성을 억제할 수 있
을 것으로 사료된다. 
사육수 비교환시의 발효대두박 첨가에 따른 총암모니아 농도 
비교 결과는 Fig. 1A에 나타내었다. 2주간의 총암모니아 농도
에서는 사료에 따른 유의적인 차이가 없었지만, 발효대두박 첨
가사료를 공급한 실험구에서 12일째부터 대조구와 대두박구에 
비해 비교적 낮은 농도가 측정되었다. 일반적인 새우양식에서
는 낮은 환수율로 인해 수질이 빈번하게 저하되는 현상이 있으
므로 새우 양식에서의 사육수 관리는 매우 중요하다(Zokaeifar 
et al., 2014). 블랙 타이거 새우(Penaeus monodon)를 대상으
로 사료 내 Bacillus S11을 첨가하여 100일간 공급하였을 때 
총암모니아 농도에서는 무첨가 대조구와 유의적인 차이가 없
었다(Rengpipat et al., 1998). 반면, L. vannamei post-larva를 
대상으로 Bacillus sp.를 사육수에 첨가했을 경우 무첨가 대조
구에 비해 총암모니아 농도가 유의적으로 감소하는 결과를 보
였다(Nimrat et al., 2012). B. subtilis와 같은 그람양성균에 의
한 유기물 전환을 통해 유기탄소의 농도가 최소화됨으로서 수
질이 향상되는 것으로 보고되었으나(Balcázar et al., 2006), B. 
subtilis로 발효시킨 대두박 첨가 사료에 의한 수질 향상에 대한 
정확한 원인은 알려지지 않았음으로, 이에 관련된 보충연구가 
필요하다고 사료된다.

V. harveyi의 인위적 공격실험에 대한 질병저항성 결과는 Fig. 
1B에 나타내었다. 21일간의 공격실험 기간 동안 생존율에서
는 모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다. 복합 균주로 발효시
킨 발효대두박 첨가사료를 징거미새우를 대상으로 공급한 후, 
Aeromonas hydrophila에 대한 인위적 공격실험 결과, 발효대
두박의 첨가함량이 높아질수록 폐사율이 높아지는 경향을 보였
다고 보고하였다(Ding et al., 2015). 반면, B. subtilis를 사료 내
에 직접 첨가해서 공급한 결과, V. harveyi와 같은 병원균에 대

한 L. vannamei의 질병저항성에는 긍정적인 영향을 미친다고 
보고되었다(Balcazar and Rojas-Luna, 2007; Zokaeifar et al., 
2012). 따라서 발효에 사용된 균주의 종과 발효방법에 따라, 혹
은 직접적인 사육수에 첨가하거나 사료에 첨가하는 급여 방법
에 따라 그 결과는 상반되게 나타날 수 있을 것으로 사료된다.
이상의 결과로 볼 때, B. subtilis 발효대두박으로 L. vannamei 
새우 사료 내 어분을 약 30%까지는 대체할 수 있을 것으로 사
료되며, 그에 따라 비특이적 면역력을 높이고, 사육수의 암모니
아 농도를 낮춤으로서 질병예방에도 긍정적인 효과가 있을 것
으로 사료된다.
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