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ABSTRACT 

 

Chapter 1 

 

Effects of dietary supplementation of a citrus by-product on growth performance, innate 

immunity and tolerance of low water temperature in red sea bream Pagrus major 

 

Our aim was to determine the effects of a citrus by-product (CBP) and CBP fermented by 

Lactobacillus palntarum (LP-CBP), provided as dietary supplements, on the growth performance, 

feed utilization, innate immunity and temperature tolerance of red sea bream. A diet without inclusion 

of CBP or LP-CBP was used as a control and four other experimental diets were formulated to replace 

wheat flour by 4% and 8% of either CBP or LP-CBP (designated as Con, LP-CBP4%, LP-CBP8%, 

CBP4% and CBP8%, respectively). Experimental diets were fed to triplicate groups of 25 fish (initial 

body weight, 55.0 g) for 9 weeks. Growth performance and feed utilization were not significantly 

different among all the groups. Bone collagen content was significantly increased by supplemention 

with CBP and LP-CBP. Vitamin C concentration tended to be higher in livers of fish fed the 

supplements than in those of the control group. Myeloperoxidase, lysozyme and superoxide dismutase 

activities were higher in fish fed CBP or LP-CBP than in those fed the control diet. When fish were 

exposed to low water temperature, cumulative mortalities of those fed CBP or LP-CBP supplemented 

diets were lower (29%, 33%, 34% and 33% mortalities for LP-4%, LP-8%, CBP4% and CBP8%, 

respectively) than the control group (58%). Therefore, inclusion of either CBP or LP-CBP at up to 8% 

in red sea bream diet brings benefits through enhanced innate immunity and better tolerance of low 

water temperature.  
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Chapter 2 

 

Evaluation of dietary citrus by-product as an L-ascorbyl-polyphosphate substitute for juvenile 

olive flounder (Paralichthys olivaceus)  

 

This study investigated the effect of partial and/or whole replacement of dietary l-ascorbly-

polyphosphate (LAPP) by citrus by-product (CBP) on growth performance of the juvenile olive 

flounder, Paralichthys olivaceus. Triplicate groups of juvenile olive flounder (initial weight of 46.4 g) 

were fed one of five experimental diets which were formulated to replace LAPP by CBP at 0%, 25%, 

50%, 75% or 100% (designated as LAPP100/CBP0, LAPP75/CBP25, LAPP50/CBP50, 

LAPP75/CBP25 or LAPP0/CBP100). During 6 weeks of the feeding trial, feed intake and survival 

were not significantly different among all the fish groups. However, fish fed LAPP0/CBP100 group 

had significantly higher final body weight and feed conversion ratio than the LAPP100/CBP0 group. 

Immune response and histological parameters were not significantly different among all the groups. 

The results suggest that LAPP can be replaced in diet for the olive flounder by eco-friendly CBP to 

maintain their normal growth and health status. 
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Chapter 3 

 

Replacing vitamin C source, L-ascorbyl-polyphosphate, with citrus by-product and digestibility 

in diets of Korean rockfish Sebastes schlegeli 

 

The present study examined the effects of replacement of dietary vitamin C (VC) source (l-ascorbyl-

polyphosphate, LAPP) by citrus by-product (CBP) on growth performance, feed utilization, innate 

immunity and disease resistance of juvenile Korean rockfish. A diet without LAPP and CBP was used 

as a control diet. Four other experimental diets containing two different levels of either LAPP or CBP 

equivalents of 90 and 360 mg/kg diet (designated as Con, LAPP90, LAPP360, CBP90 and CBP360 

respectively). At the end of 13 week feeding trial, growth performance, feed utilization and survival 

rate of fish fed LAPP and/or CBP supplemented diets were significantly higher than fish fed the 

control diet. The VC concentration in the liver and bone collagen content were correlated positively 

with the dietary VC levels. Fish fed LAPP and/or CBP supplemented diets were significantly higher 

lysozyme and total immunoglobulin activities than those fed the control diet. In the challenge test 

against Streptococcus iniae, cumulative mortality of fish fed LAPP and/or CBP supplemented diets 

were significantly lower (8-40%) than the control group (61%). The findings in this study show that 

the CBP can be promising VC source for LAPP replacement in diet for Korean rockfish. 
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Chapter 4 

 

Replacing vitamin C source with citrus by-product or fermented citrus by-product in diets of 

Korean rockfish Sebastes schlegeli 

 

This study was conducted to investigate the dietary supplementation of citrus by-product 

(CBP) fermented with probiotic bacteria on growth performance, feed utilization, innate 

immune responses and disease resistance of juvenile Korean rockfish Sebastes schlegeli. 

Triplicate groups of juvenile Korean rockfish (initial weight of 22.9 g) were fed one of five 

experimental diets which were formulated to replace LAPP by CBP and/or fermented CBP with 

Bacillus subtilis and B. pumilus. A diet without LAPP and CBP was used as a control diet (Con, LAPP, 

CBP, BS-CBP or BP-CBP). At the end of 13 week feeding trial, growth performance, feed utilization 

and survival rate of fish fed control diet was significantly lower than fish fed the LAPP, CBP and/or 

fermented CBP supplemented diets. Fish fed control diet was significantly lower lysozyme activity 

than those fed the LAPP, CBP and/or fermented CBP supplemented diets. In the challenge test against 

Edwardsiella tarda, cumulative mortality of fish fed LAPP,CBP and/or fermented CBP supplemented 

diets were significantly lower (20-30%) than the control group (60%). The findings in this study show 

that the CBP and/or fermented CBP can be a promising VC source for LAPP replacement in diet for 

Korean rockfish.  
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CHAPTER 1. 문헌조사 

 

1.1 비타민 C 

 

대부분의 동물들은 체내에서 비타민 C (L－ascorbic acid)를 합성할 수 있지만 인간, 

설치류 및 어류는 체내에서 비타민 C 합성을 위한 효소가 결핍되어 반드시 먹이로부터 

섭취해야 한다(Wilson, 1973). 비타민 C 는 콜라겐 생성에 중요한 역할을 한다. 3 가 철 

이온은 비타민 C 로부터 전자를 전달받아 2 가 철 이온으로 변환되고, 변환된 2 가 철 

이온이 콜라겐 생성에 사용된다. 즉, 전자를 공급받지 못한 3 가 철 이온은 콜라겐을 

생성하지 못하기에 충분한 양의 비타민 C 가 공급되지 않는다면 괴혈병과 같은 

결핍증상이 발생된다. 또한, 비타민 C 는 강력한 환원제로 유해산소에 전자를 내주어 

인체를 보호하는 항산화 작용에 중요한 역할을 한다. 육체적 스트레스가 지속되면 

비타민 C 가 항산화제로 소모되면서 콜라겐 생성에 쓰일 양을 충분히 공급하지 못하게 

되어 노화가 촉진된다(Wilson and Poe, 1973; Lovell and Lim, 1978; Sato et al., 1982).  

비타민 C 는 가격이 비쌀 뿐만 아니라 빛, 수분, 온도와 같은 환경 조건에 매우 

불안정하여 사료 압출과정 동안 상당량이 파괴됨으로 황(S), 마그네슘(Mg), 칼슘(Ca), 

인(P) 등을 결합시킨 안정한 유도체 형태(L-ascorbyl-2-sulfate, L-ascorbyl-2-monophosphate-

Mg, L-ascrobbyl-2-monophosphate-Ca 및 L-ascorbyl-2-polyphosphate)로 사료에 첨가하거나 

코팅된 형태의 비타민 C 를 사용하고 있다(El Naggar and Lovell, 1991). 압출성형 후 사료 

내 적정 비타민 C 요구량을 충족시키기 위해 적정량 이상으로 비타민 C 를 첨가하기도 

하지만 경제적 손실이 발생한다. 따라서 가격이 저렴하고 안정적인 형태의 비타민 C 

원료가 사용되어야 한다.  
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양어사료 내 비타민 C 첨가는 콜라겐 합성 뿐만 아니라 어류의 성장, 면역활성, 

질병저항성 및 스트레스 내성을 향상시키는 것으로 보고되었다(Eo and Lee, 2008; Zhou et 

al., 2012). 양어사료 내 비타민 C 가 결핍되면 식욕저하로 인해 빈혈증상이 발생하고 이는 

사료효율 및 성장률을 감소시키는 원인이 되며, 면역력을 저하시켜 생존율에도 악영향을 

미치게 된다(Table 1-1). 비타민 C 가 결핍된 사료를 연어와 송어에 공급했을 경우 

척추만곡, 척추전만 및 안구돌출과 같은 구조적 기형과 혈장 내 트리글리세라이드 및 

콜레스테롤 증가와 같은 내부증상이 관찰되었다(Halver et al., 1969; Hilton et al., 1978; 

Tsujimura et al., 1978; Sato et al., 1983). 이 외에도 챠넬메기(Lovell and Lim, 1978; Wilson et al., 

1989), 잉어(Dabrowski et al., 1989), 틸라피아(Stickney et al., 1984; Soliman et al., 1986), 

넙치(Wang et al., 2002) 및 조피볼락(Wang et al., 2003a,b)에서도 비타민 C 가 결핍 되었을 

때 성장저하 및 구조적 기형과 같은 결핍증상이 관찰되었다. 연어 및 챠넬메기의 경우 

간과 신장에서 비타민 C 농도가 20-26 ㎍/g 이하일 때 위와 같은 비타민 C 결핍 증상이 

관찰되었고(Hilton et al., 1977; Sato et al., 1983; Lovell and Lim, 1978), 가물치에서는 신장에서 

100 ㎍/g 보다 훨씬 높은 농도일 때에도 비타민 C 결핍증상이 관찰되었다(Mahajan and 

Agrawal, 1979). 어류의 비타민 C 요구량 및 체내 축적률은 어종, 크기, 수온, 사육환경 및 

비타민 C 원료 등 여러 환경에 의해 달라질 것으로 판단된다(Table 1-2).  
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Table 1-1. Historical vitamin C diagnostic signs reported in fish. 

Deficiency signs Species 

Abnormal swimming (ataxia) Korean rockfish 

Dark skin coloration Korean rockfish, Yellowtail 

Deformities (spinal, jaws, or snout) Olive flounder, Korean rockfish, parrotfish 

Eye pathological changes (cataract) Olive flounder 

Hemorrhage Olive flounder, Korean rockfish, yellowtail 

Poor appetite (anorexia) Olive flounder, Korean rockfish, parrotfish 

Scoliosis Olive flounder, Korean rockfish 

(Source: NRC, 2011) 
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Table 1-2. Vitamin C requirements for growing fish with chemically defined diets in a controlled 

environment. 

Species 
Vitamin C 

source 

Requirement 

(mg/kg diet) 

Response 

Criteria 
Reference 

Rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) 

AA 250-500 WG, ADS McLaren et al. (1947) 

 100 WG, ADS Halver et al. (1969) 

 40 WG, ADS Hilton et al. (1978) 

 20 WG, ADS Sato et al. (1982) 

 5-100 C/H Sato et al. (1982) 

 500 MLS Sato et al. (1982) 

 20 WG, ADS Grant et al. (1989) 

Atlantic salmon 

(Salmo salar) 

AA 50 WG, ADS Lall et al. (1990) 

C2MP-Ca 10 WG, ADS Sandnes et al. (1992) 

Parrot fish 

(Oplegnathus fasciatus) 

AA 250 WG, ADS Ishibashi et al. (1992) 

C2MP 118 WG Wang et al. (2003a) 

Korean rockfish 

(Sebastes schlegeli) 

AA 144 WG Lee et al. (1998) 

 100-102 WG, SGR, PER Bai (2001) 

C2MP-Ca 112 WG Wang et al. (2003b) 

C2MP-Na/Ca 101 WG Wang et al. (2003b) 

C2D 50 WG, ADS Wang et al. (2003c) 

Olive flounder 

(Paralichthys olivaceus) 

C2MP-MG 28-47 WG Teshima et al. (1991) 

C2PP 91-93 WG, PER Wang et al. (2002) 

Tiger puffer 

(Takifugu rubripes) 
C2MP 29 WG, SGR Eo and Lee (2008) 

Cobia 

(Rachycentron canadum) 
C2PP 44.7-53.9 WG, MLS Xiao et al. (2010) 

Grouper 

(Epinephelus spp.) 

AA 45.3 WG Lin and Shiau (2005a) 

C2MP-Mg 17.9 WG Lin and Shiau (2004) 

C2PP 17.8 WG Lin and Shiau (2005b) 

(출처: NRC, 2011) 

AA: L-ascorbic acid; ADS, absence of deficiency signs; C2D, L-ascorbyl-2-glucose; C2MP, ascrobyl-

2-monophosphate; C2PP, L-ascorbyl-2-pholyphosphate; C/H, collagen or hydroxyproline 

concentration; MLS, maximum liver storage; SGR, specific growth rate; PER, protein efficiency ratio; 

WG, weight gain.  
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1.2 제주감귤산업  

 

제주경제의 핵심은 감귤산업이다. 1965년 재배를 시작으로 현재까지 급속도로 

성장하였고, 제주도내 감귤 재배 농가 수는 제주지역 전체 농가의 80% 이상을 차지하고 

있으며 전국 감귤 재배면적의 95% 이상을 차지하고 있다. 2013년 제주지역 감귤 

재배면적은 17,530ha로 1993년 22,230ha에 비해 4,700ha 감소하여 약 20%의 감소율을 

보였지만, 감귤 생산량은 2013년 682,282톤으로 1993년 619,106톤에 비해 63,176톤 

증가하여 약 10%의 증가율을 보였다(Statistic Korea, 2014). 하지만 오렌지 수입과 대체 

작물 등 농산물 수입 개방 및 소비형태 변화로 감귤에 대한 소비자의 기호도는 점차 

낮아지고 있으며 이는 가격하락의 큰 원인으로 작용하고 있다.  

감귤에는 비타민 C, carotenoid, flavonoids, pectin 과 같은 유용성분들이 다량으로 

함유되어 기능성 식품으로 인정받고 있다(Bampidis and Robinson, 2006). 감귤 생산량 중 

80~85%는 생식용으로 이용되고 있으며, 감귤 가공산업이 활성화되어 감귤 가공비율은 

약 20% 내외로 최근 상승하였다. 현재 제주지역에서의 감귤 가공은 제주도개발공사와 

민간기업 2 개소에서 쥬스와 통조림으로 생산되며, 가공처리 후 원료감귤의 50% 정도가 

부산물로 배출되고 있는 실정이다(Lee et al., 1987). 감귤 가공공정에서 발생하는 

감귤착즙박(Citrus by-product, CBP)의 효과적인 이용방법이 없어 현재까지 대부분이 

버려지고 있는 실정이다. 이를 처리하기 위해 대단위 감귤 가공공장에서는 폐과피의 

효과적인 재사용 방안을 찾고 있다(Figure 1-1). 
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Figure 1-1. A process of citrus by-product pre-treatment.  
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1.3감귤부산물 

 

환경변화 및 자원소비가 증가함에 따라 사료원료 가격이 상승하고 원료량도 

한정되어 있어 이를 대체할 수 있는 연구들이 진행되고 있다. 식품 및 농수산 재료의 

가공 목적이 다양해지고 가공 기술도 새롭게 개발됨에 따라 사료원료(단미사료, Feed 

ingredients)의 범위는 점차 확대되고 있으며, 사용방법 및 첨가함량에 따라 최종 제품의 

품질에 결정적인 영향을 미치게 된다. 최근 폐기물을 최소화하고 오염물질 배출량을 

감소시키기 위한 친환경 제조방법이 도입되고, 위생적이고 안전한 농수산물을 

생산하려는 노력이 제도화 됨에 따라 신물질 개발이 필요하게 되었다. 이러한 연구는 

앞으로도 더욱 활발히 진행될 것으로 판단된다. 또한 단미사료와 배합사료를 한 단계 

발전시켜 추후에는 농수축산물의 품질을 결정하는 중요한 요인으로 작용될 것으로 

기대된다.  

CBP는 목적 제품에 비해 중요성이 낮고 효과적인 이용 방법이 없어 대부분 땅에 

매립되거나 버려져 심각한 환경문제를 유발한다. 현재 CBP의 일부가 한약재로 쓰이고 

있지만 그 양이 매우 소량으로 이를 활용하기 위한 연구들이 진행되고 있다. CBP의 

사료화 연구는 젖소를 대상으로 시작되었고, 그 후 다양한 영양학적 성분분석을 통해 

양계 및 양돈 사료에서도 사료 원료로서의 이용 가능성이 밝혀졌다(Mead and Guilbert, 

1926; Cullen et al., 1986). 하지만 양어사료의 원료 이용성에 관해서는 넙치를 대상으로만 

연구되었고(Song et al., 2002; Seo et al., 2010; Lee et al., 2013), 그 외 양식어종에서는 전무한 

실정이다. 육상동물을 대상으로 진행된 CBP의 첨가효과를 바탕으로 양어사료에 

첨가제로 사용하기에는 기초 자료가 부족할 뿐만 아니라 경제성 측면에서 문제점이 

대두될 수 있다. 최근 들어, 감귤과피 추출법에 따른 항균활성 연구 및 생리활성 효과, 

항산화 저해 활성 효과에 대한 연구결과들이 보고되었다(Moon et al., 2004, 2007). 이에 

대한 응용 연구로는 감귤 농축액으로 제조한 감귤 젤리의 특성 평가(Jeong and Kim, 2008), 
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감귤 분말을 첨가한 감귤인절미의 품질 특성(Kim and Song, 2010) 등 몇몇 연구가 

진행되었지만 CBP를 이용한 양어사료의 첨가제 및 합성 비타민 C 대체에 관한 연구는 

전무한 실정이다. 따라서, CBP를 이용하여 양어용 배합사료 내 값비싼 원료인 합성 

비타민 C를 대체함으로써 사료비용을 절감하고 기능성 어류의 생산을 기대할 수 있다.  

버려지는 CBP를 양식산업을 위한 사료자원으로 활용하는 기술을 개발하여 양어장 

및 감귤산업에 경제적 이익 창출과 더불어 청정 제주지역의 환경보존 차원에서도 매우 

바람직한 연구분야라 할 수 있다. CBP의 영양성분 및 주요 기능성 성분을 분석하여 

부가가치 향상을 위한 산업화 소재로 활용하여, 제주 감귤산업의 안정적 발전을 위한 

새로운 수요창출 및 산업화를 촉진하는데 보템이 될 것으로 기대된다(Table 1-3).  
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Table 1-3. Chemical composition of some citrus by-product I. 

Citrus by-product Dried citrus pulp 
Dried citrus 

ammoniated 
Citrus seed meal 

Calcium(g/kg DM) 20.7 19 12.5 

Phosphorus (g/kg DM) 1.3 1.4 7.5 

Magnesium (g/kg DM) 1.6 0.8 6.8 

Potassium (g/kg DM) 7.7 - 14.9 

Sodium (g/kg DM) 1.0 - - 

Chlorine (g/kg DM) - - - 

Sulfur (g/kg DM) 0.7 - - 

Cobalt (mg/kg DM) 0.155 - - 

Copper (mg/kg DM) 6.3 - 7.5 

Iron (mg/kg DM) 170 - 330 

Magnaese (mg/kg DM) 7.2 - 8.5 

Zinc (mg/kg DM) 14.4 - 8.0 

Arginine (g/kg DM)  2.5 - - 

Cystein (g/kg DM) 1.2 - - 

Lysine (g/kg DM) 2.2 - - 

Methionine Lysine (g/kg DM) 1.0 - - 

Tryptophan Lysine (g/kg DM) 0.7 - - 

Vitamin A (IU/kg DM) 400 - - 

Choline (mg/kg DM) 884 - - 

(Source: Ensminger and Olentine, 1978) 
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Table 1-4. Chemical composition of some citrus by-product II. 

Citrus by-product Citrus pulp Citrus pulp dried 

DM
a
 (g/kg) 183 900 

OM (g/kg DM) 923 930 

CP (g/kg DM) 66 69 

Crude fat (g/kg DM) 33 38 

ADF (g/kg DM) 160 230 

NEl (MJ/kg DM) 7.91 7.36 

NEg (MJ/kg DM) 6.65 4.89 

NEm (MJ/kg DM) 8.28 7.36 

Calcium (g/kg DM) - 20.7 

Phosphorus (g/kg DM) - 1.3 

Magnesium (g/kg DM) - 1.6 

Potassium (g/kg DM) - 6.2 

(Source: Bath et al., 1980) 
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1.4 발효 및 발효균주 

 

발효(fermentation)란 미생물이 가지고 있는 효소를 이용해 유용물질을 만드는 과정을 

의미한다. 미생물의 발효작용으로 제조된 식품을 발효식품이라 하며, 이런 발효식품들은 

미생물의 존재를 알지 못했던 오래 전부터 식품에 이용해 왔다. 최근 들어 발효식품에 

대한 우수성이 입증되고 건강에 대한 관심이 높아지면서 발효 및 발효식품에 관한 

소비가 늘어나고 있다. 발효라는 숙성과정을 거치면서 영양학적 가치뿐만 아니라 

생리활성 물질이 생성되어 식품의 저장 및 가공 수단으로 우수성이 보고되었다(Scerra et 

al., 1999; Aregheore 2000).  

쥬스 가공 후 버려지는 CBP 를 유용균주로 발효시켜 사용한다면 그 이용 효과는 

더욱 클 것이다(Taoka et al., 2006; Panigrahi et al., 2007; Aly et al., 2008). 발효물질에는 

폴리페놀계 화합물인 isoflavone 이 높은 함량으로 존재하여 항산화 및 비특이적 

면역반응을 촉진시킨다고 보고되었다(Bae et al., 1997; Salinas et al., 2005; Nayak et al., 2007; 

Panigrahi et al., 2007). 또한 CBP 에 최적 발효미생물을 이용하여 발효기술을 활용한다면 

경제적이며 고효율적인 양어사료 개발에 크게 이바지 할 것으로 판단된다. 즉, CBP 를 

유용균주로 발효시켜 사용한다면 기능성 사료 첨가제로써의 효과가 있을 것으로 

사료된다.  
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1.5 양식현황  

 

수산물 소비량은 지난 수십 년간 증가하고 있다. 1인당 연간 수산물 소비량이 54 

kg으로 십여 년 전에 비해 2배 이상 증가하였고 평균 동물성 단백질 섭취량의 15%를 

차지하고 있다. 이처럼 수산물 소비가 늘어난 것은 국민소득 향상과 건강에 대한 사회적 

관심이 높아졌기 때문이다. 최근 웰빙(well-being) 식품에 대한 수요가 늘어나고 있다. 

수산물은 건강식품으로 인식되어 수산물 소비는 계속해서 늘어날 것으로 전망된다. 

이렇게 폭발적인 수산물 소비량을 감당할 수 있었던 원인 중 하나는 양식업이 계속해서 

발전해 왔기 때문이다.  

넙치(Paralichthys olivaceus)양식은 생산기술(종묘, 사료, 육종 등)이 확립됨에 따라 

급격한 발전을 거듭하여 국내의 대표적인 양식산업으로 발전하였다(KOSIS 2013). 넙치는 

종묘부터 출하까지의 사육기간이 1년 정도로 다른 양식어종에 비해 성장이 빠르고 

양식생산량이 높다. 또한, 영양성분이 풍부하여 미래의 중요한 단백질 식품으로서 가치가 

높다. 제주도의 경우 대규모 기업형 양식시설이 도입되어 안정적인 생산을 이끌어 

산업적 중요성도 높은 어종이다.  

육식성 해산어종인 조피볼락(Sebastes schlegeli)은 넙치와 다르게 육상수조 방식이 

아닌 해상가두리 방법으로 양식하고 있으며 국내에서 넙치 다음으로 많이 생산되는 

어종이다. 조피볼락은 질병저항성이 강하여 사육관리가 용이하지만 고밀도 사육, 수질, 

항생제 남용과 같은 인위적인 외부환경 변화로 상당한 스트레스에 노출되면 양식 

생산량이 감소한다(Wendelaar Bonga, 1997). 현재까지 조피볼락을 대상으로 한 연구는 

대부분 사료 첨가제 및 배합비를 대상으로 이루어졌다(Lee et al., 2008; Seo et al., 2009; Kim 

et al., 2009). 따라서, 조피볼락 양식산업의 경쟁력을 강화시키기 위해서는 양식 기술적 

측면과 양식 경영의 측면을 파악하는 것이 무엇보다도 중요하다. 
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우리나라의 해산어류 양식은 넙치와 조피볼락이 90% 내외를 차지하고 있어 이를 

대체할 수 있는 새로운 양식어종에 초점을 돌리고 있다. 그 중 참돔(Pagrus major)은 

횟감으로써 고급어종에 속하며 맛이 뛰어나 소비자들에 대한 인식이 좋고 가격 또한 

높아 양어가들이 선호하는 어종이다(Watanabe and Vassallo-Agius, 2003). 참돔은 성장률이 

빠르고 다양한 환경 변화에 내성이 높은 어류로 알려져 있지만, 성장단계에 맞는 영양소 

제공과 양식환경이 적절치 못하면 성장률이 감소하고 질병이 발병하게 된다. 참돔의 

적정 사육수온은 20-26℃ 내외이지만 주로 해상가두리에서 양식을 하기 때문에 출하를 

위해서는 겨울철 저수온기를 견뎌내야 한다. 
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1.6 어류질병 

 

어류는 물이라는 특수한 서식환경에 의해 병원성 미생물에 감염될 확률이 높다. 

최근 들어 병원성 미생물에 의한 어류질병은 제주도 양식산업에 막대한 피해와 손실을 

가져오고 있다(Oh et al., 1998; Cho et al., 2007; Cho et al., 2008; Kim et al., 2012; Jee et al., 2014). 

국내 대부분의 경우 고밀도 양식을 하고 있어서 감염되는 확률도 증가하고, 전염 속도가 

빨라 피해가 막대하다. 양식 대상어종이 병원성 질병에 감염되었을 때 가장 문제가 되는 

것이 바로 폐사량 증가이다. 폐사의 원인은 감염에 의한 폐사, 외부 스트레스(선별작업, 

항생제 남용 등)에 의한 폐사, 환경요인(태풍, 적조, 수온변화)에 의한 비감염성 폐사로 

나눌 수 있다. 폐사량은 양어장의 경제성을 결정짓는 가장 큰 요인으로 폐사량의 증가는 

생산원가를 높일 뿐만 아니라 양식산업의 안정적 발전을 저해하는 요인으로 작용한다.  

질병발병을 예방하기 위해 항생제를 과다하게 사용하거나 백신요법에 의존하고 있다. 

과다한 항생제의 사용은 새로운 내성균들로 인해 치료를 더욱 어렵게 만들고 어체 내 

항생물질의 잔류로 보건상의 문제가 대두되고 있다(Lee, 2003; Rodriguez et al., 2007). 

항생물질이 함유된 사육수의 배출은 주변 해역의 오염 및 인근 양어장으로 약제 

내성균의 확산을 초래하여 악순환이 반복되고 있다. 백신요법은 주로 면역체계가 

확립되지 않은 치어기를 대상으로 진행되기 때문에 번거롭고 많은 인력과 비용이 

발생한다. 또한 세균성 질병에 의한 단독 발병이 아닌 2가지 이상의 세균에 혼합 

감염되기 때문에 복합적 감염에 따른 효과적인 백신은 현재까지 연구단계에 머물러 있어 

예방과 치료를 위한 대책으로서는 아직까지 부족한 단계이다. 이에 따라 항생제 

대체방안으로 부작용이 없는 천연물질을 사료첨가제로 개발하여 양식어류의 면역력을 

증진시키고 양식생물의 항생제 잔류에 따른 문제점을 해결할 수 있는 효과적인 

대처방안이 제시되어 양식산업의 기능적 브랜드화가 시도되어야 한다(Kim et al., 2009; 

Kim et al., 2010; Song et al., 2011). 또한 양식생물을 섭취한 사람에게 피해가 없고 자연 
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생태계로 배출되었을 때 자연분해가 쉬워 수질환경 오염과 같은 2차적인 문제가 없는 

천연항생제 대체제 개발이 절실히 필요한 상항이다. 따라서 사료단가의 절감을 위해서는 

면역력을 향상시키는 동시에 경제적으로 사용할 수 있는 사료원료가 개발되어야 한다.  

 

 

  



- 16 - 

 

1.7 기대효과 및 실험내용 

 

이번 학위 연구를 통해 첫째, CBP 의 영양학적 우수성을 입증하여 경제적이고 

기능적인 양어용 배합사료 원료로써의 가치를 제시하고, 둘째, CBP 첨가에 따른 값비싼 

합성 비타민 C 의 부분 혹은 완전대체 가능성을 조사하고자 한다. 셋째, CBP 의 영양학적 

우수성을 근거로 여러 유용균주를 이용하여 발효시킨 발효감귤착즙박(fermented citrus by-

product, F-CBP)의 제조와 그 기능성을 검증하여 F-CBP 가 해산 양어용 배합사료 내 

면역증강 첨가제로 사용 가능하도록 하는 과학적 근거를 제시하고자 한다. 이러한 

연구결과를 바탕으로 제주도의 근간산업인 감귤산업 및 양식산업의 환경친화적 결부를 

통해 21 세기형 그린산업에 일조하기 위함이다. 즉, 해양생물 산업에 기능성 사료원료를 

사용함으로써 향후 고부가가치의 기능성 양식어류 생산을 위한 참고 자료로 활용 가능할 

것으로 예측된다.  

 

Chapter 2 에서는 가공공정에서 발생하는 CBP 의 사료원료로써의 이용 가능성을 

제시하기 위해, 사료 내 일반 CBP 와 Lactobacillus plantarum 에 의해 발효된 F-CBP 의 

첨가가 저수온기에서 사육된 참돔의 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응 및 저수온 

스트레스 내성에 미치는 영향을 조사하였다.  

 

Chapter 3 에서는 경제적이고 기능적인 양어용 배합사료 원료로써 이용 가능성을 

평가하기 위해 넙치를 대상으로 CBP 의 영양학적 우수성을 입증하고 값비싼 합성 

비타민 C 의 부분 혹은 완전대체 비율을 조사하였다. 
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Chapter 4 에서는 조피볼락을 대상으로 합성 비타민 C 대체 사료원료로 사용 가능한 

CBP 의 이용성을 평가하고, 비타민 C 농도에 따른 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응, 

질병저항성 및 소화율에 미치는 영향을 조사하였다. 

 

Chapter 5 에서는 조피볼락을 대상으로 CBP 와 여러 유용균주에 의해 발효시킨 F-

CBP 첨가에 따른 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응과 질병저항성에 미치는 영향을 

조사하였다.  
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CHAPTER 2 

 

사료 내 감귤착즙박 및 발효감귤착즙박 첨가가 저수온에서 사육된 

참돔(Pagrus major)의 성장, 비특이적 면역반응 및 수온자극 

스트레스에 미치는 영향 

 

Effects of Dietary Supplementation of a Citrus By-product on Growth 

Performance, Innate Immunity and Tolerance of Low Water 

Temperature in Red Sea bream Pagrus major 
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2.1 서 론 

 

대부분의 동물들은 체내에서 비타민 C를 합성할 수 있지만 인간, 설치류, 어류는 

비타민 C 합성을 위한 효소가 결핍되어 반드시 먹이로부터 섭취해야 한다(Wilson, 1973). 

양어사료 내 비타민 C 첨가는 어류의 성장, 콜라겐 합성, 면역활성, 질병저항성 및 

스트레스 내성을 향상시키는 것으로 보고되었다(Eo and Lee, 2008; Zhou et al., 2012). 비타민 

C는 가격이 비쌀 뿐만 아니라 빛, 수분, 온도와 같은 환경조건에 매우 불안정하여 사료 

압출과정 동안 상당량이 파괴된다(El Naggar and Lovell, 1991). 따라서 가격이 저렴하고 

안정적인 형태의 비타민 C 원료가 사용되어야 한다. 

부산물이란 제품 생산과정에서 발생되는 원료로 목적제품에 비해 중요성이 낮아 

대부분 땅에 매립되거나 버려져 심각한 환경문제를 유발시킨다. 버려지는 부산물을 

양식산업에 이용한다면 경제적이고 효과적인 사료원료로 사용 가능할 것이다. 국내의 

경우 감귤쥬스 가공과정에서 상당량의 감귤착즙박(citrus by-product, CBP)이 발생되고 있다. 

CBP는 비타민, 미네랄, 당, 지방, 카로테노이드 및 플라보노이드 등 여러 생리활성 

물질을 함유하고 있어(Bampidis and Robinson, 2006), 가공식품의 원료와 한약재로 

사용되고 있다(Braddock, 1983). CBP의 사료화 연구는 젖소를 대상으로 시작되었고, 그 후 

다양한 영양학적 성분분석을 통해 양계 및 양돈 사료에서도 사료 원료로서의 이용 

가능성이 밝혀졌다(Mead and Guilbert, 1926; Cullen et al., 1986). 하지만 양어사료의 원료 

이용성에 관해서는 넙치를 대상으로만 연구되었고, 그 외 양식어종에서는 전무한 

실정이다(Song et al., 2002; Seo et al., 2010; Lee et al., 2013).  

실험에 사용된 Lactobicillus plantarum은 대표적인 김치 발효균주이다. 인간을 

대상으로 L. plantarum을 섭취시킨 결과 장내에서 유용균주의 수가 증가하였다. 또한, 

양돈사료에 첨가할 경우 성장률과 사료효율이 개선되었고(Han, 2006), 그 외 

육상동물에서는 혈청 내 콜레스테롤 수치가 감소하는 경향을 보였다(Nobaek et al., 2000; 
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Wang et al., 2009).  

본 연구에서는 가공공정에서 발생하는 CBP의 사료원료로써의 이용 가능성을 

제시하기 위해, 사료 내 일반 CBP와 L. plantarum에 의해 발효된 CBP (LP-CBP)의 첨가가 

저수온에서 사육된 참돔의 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응 및 저수온 스트레스 

내성에 미치는 영향을 조사하였다.  
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2.2 재료 및 방법 

 

2.2.1. CBP 수집 및 전처리 

본 실험에 사용된 CBP 시료는 (주)일해공장(제주도 조천읍 와흘리)에서 쥬스 착즙 

후 배출되는 부산물을 제공받아 제주대학교 양어사료영양학연구실로 운반하여 동결건조 

후 분쇄하여 사용하였다. 실험에 사용된 분말형태의 CBP 는 8.2%의 조단백질 함량, 

3.2%의 조지방 함량, 1.5%의 회분함량과 6.0%의 수분을 함유하였다.  

 

2.2.2. CBP 의 발효 및 추출 

CBP 를 발효시키기 위하여 L. plamtarum 균주를 Nutrient broth(NB, Difco, USA)에 

30℃에서 3 일간 호기적 조건으로 배양하였다. 배양된 L. plamtarum 는 감귤배지에 

접종하고 균 농도는 1.0 x 10
3
 CFU/ml 가 되도록 멸균 생리식염수를 이용하여 단계희석 

하였다. 그 후 감귤배지에 2.5%가 되게 접종하여 L. plamtarum 의 최적 생육 온도인 

30℃에서 72 시간 동안 발효시켰다. 발효과정이 완료된 후 발효산물의 pH 는 4.0 

부근까지 도달하였다. 발효된 LP-CBP 시료는 동결건조 후 분쇄하여 실험에 사용하였다.  

 

2.2.3. 실험사료 

실험사료는 47%의 조단백질과 13%의 조지방을 함유토록 설계하여 제조하였다(Table 

2-1). CBP와 LP-CBP의 효능을 알아보기 위하여 비타민 C 요구량을 충족시킨 대조사료에 

소맥분 함량을 감소시켜 CBP와 LP-CBP를 각각 4%와 8%씩 첨가한 5종류의 실험사료를 

제조하였다(Con, LP-CBP4%, LP-CBP8%, CBP4%, CBP8%). 실험사료 제조를 위해서 

분말형태의 각 사료원을 사료조성표에 따라 정확히 무게를 측정한 후, 사료원 총량의 

30%에 해당하는 증류수를 첨가하여 혼합하였다. 혼합물은 소형육절기(SMC-12, Korea)로 

직경 2-3 mm 크기로 성형하였다. 제작된 실험사료는 동결건조기에서 건조시킨 후, 
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사료공급 전까지 -20℃ 냉동고에 보관한 후 실험에 사용하였다.  

 

2.2.4. 성장 실험 

참돔 치어는 경상남도 고성군에 위치한 종묘장에서 구입하여 제주대학교 소속 

해양과학연구소로 운송하였다. 2주간의 예비사육 후, 실험어(초기평균무게: 55.0±0.5 g)는 

총 15개의 150 L 원형 플라스틱 수조에 25마리씩 무작위로 배치하였다. 사료공급은 

실험구당 3반복구를 두었으며, 사육수는 모래 여과해수를 사용하여 3 L/min의 유수량이 

공급되도록 조절하였고 모든 실험수조에 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다. 

사육실험은 저수온에서 실시하였고(12℃-16℃), 실험사료는 9주 동안 1일 2회로 

만복공급을 하였다. 

 

2.2.5. 어체측정 및 혈액샘플 

사육실험 종료 후 실험어의 최종무게와 사료공급량을 측정하여 사료전환효율, 

단백질이용효율 및 생존율을 계산하였다. 최종무게 측정 후, 각 수조당 8마리의 실험어를 

무작위로 선별하여 2-phenoxyethanol 용액(100 ppm)으로 마취시킨 후 8마리 중 4마리는 

헤파린이 처리된 주사기로 꼬리 미병부에서 채혈하였다. 채혈된 전혈은 대식세포활성 

분석에 이용하였다. 남은 4마리의 혈액은 헤파린이 처리되지 않은 주사기로 채혈하여 

상온에서 60분간 방치시킨 후 원심분리기로(5000 × g) 혈청을 분리하여 면역분석을 

실시하였다.  
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Table 2-1. Formulation and proximate composition of experimental diets for red sea bream, Pagrus 

major (%, DM) 

Ingredients 

Experimental diets 

Con LP-CBP 4% LP-CBP 8% CBP 4% CBP 8% 

White fish meal 49.0 49.0 49.0 49.0 49.0 

Soybean meal 15.0 15.0 15.0 15.0 15.0 

Wheat flour 23.0 19.0 15.0 19.0 15.0 

Squid liver oil 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Vitamin mix
1
 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Mineral mix
2
 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

LP-CBP
3
 0.0 4.0 8.0 0.0 0.0 

CBP
4
 0.0 0.0 0.0 4.0 8.0 

CMC
5
 1.0 1.0     1.0     1.0     1.0 

      

Proximate composition (%) 

Moisture 21.5 23.6 25.4 24.1 24.8 

Crude protein 47.0 46.9 46.7 45.1 47.6 

Crude lipid 13.3 12.6 13.6 13.7 13.6 

Crude ash 12.8 13.1 14.0 12.8 13.2 

TAA(mg/kg)
6
 64±0.1

a
 98±0.3

b
 149±1.9

c
 111±0.3

b
 146±6.8

c
 

1
L-ascorbic acid, 121.2; DL- tocopheryl acetate, 18.8; thiamin hydrochloride, 2.7; riboflavin, 9.1; pyridoxine 

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. 

2
MgSO4.7H2O, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCl, 130.0; Ferric citrate, 40.0; ZnSO4.7H2O, 20.0; Ca-lactate, 

356.5; CuCl2, 0.2; AlCl3. 6H2O, 0.15; Na2Se2O3, 0.01; MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 

3
Citrus by-product fermented with Lactobacillus plantarum. 

4
Citrus by-product: ILHAE Corporation. 

5
Carboxylmethyl cellulose (Sigma, USA). 

6
Total ascorbic acid. 
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2.2.6. 성분분석 

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (1995) 방법에 따라 수분은 

상압가열건조법(125℃, 3h), 조회분은 직접회화법(550℃, 12h), 조단백질은 자동조단백질 

분석기(Kejltec system 2300, Sweden)로 분석하였고, 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 

Soxhelt 추출장치(Soxhlet heater system C-SH6, Korea)로 분석하였다. 

실험사료와 실험어 간에서의 비타민 C 분석은 Dabrowski and Hinterleitner (1989)의 

방법으로 분석하였다. 시료와 precipitation solution 을 혼합하여 2분간 균질화한 후 

원심분리기(15,000 rpm, 4℃, 30분)를 이용하여 상층액을 추출하였다. 추출된 상층액을(250 

ul) 유리튜브에 옮긴 후 0.2% dichlorophenolindophenol (Sigam, USA)과 증류수를 25 μL씩 

첨가하여 상온에서 20분간 반응시켰다. 반응시킨 혼합물에 2% thiourea (Sigma, USA)와 5% 

metaphosphoric acid (Sigm, USA)을 250 μL 넣고 2% 2,4-dinitrophenyhydrazine (Sigma, USA)을 

250 μL 넣은 후, 60℃ 항온수조에서 3시간 동안 반응시켰다. 반응시킨 혼합물을 냉각시켜 

18 M H2SO4를 넣고(500 μL) 524 nm에서 흡광도를 측정하였다.  

콜라겐 함량은 Wilson and Poe (1973)의 방법으로 분석하였다. 전어체 시료는 끓는 

물에 12분간 담근 후 척추주변의 근육을 제거하여 남아있는 뼈를 0.1 M NaOH용액에 

24시간 반응시켜 건조하였다. 그 후 0.5 M EDTA 용액(pH 7.5)에 반응시켜 남아있는 

무게를 측정하여 collagen 함량을 계산하였다. 

 

2.2.7. 혈액 및 면역분석 

혈액 내 대식세포 활성은 Kumari and Sahoo (2005)의 분석방법을 토대로 Nitro-blue 

tetrazolium (NBT)분석방법을 통해 호중구의 oxidative radical 생성량을 측정하였다. 전혈과 

NBT solution (0.2%)을 50 μL씩 유리튜브에 옮긴 후, formazon 생성을 감소시키기 위해 1 

ml의 dimethyl formamide를 첨가하여 2000 × g 에서 5분동안 원심분리하였다. 이때 형성된 

상층액을 수집하여 spectrophotometer (Genesys 10UA, USA)로 540 nm에서 NBT의 감소 
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범위를 측정하였다. Blank는 dimethyl formamide를 사용하였다.  

혈청 내 lysozyme 분석은 Sankaran and Gurnani (1972)의 방법으로 분석하였다. Sodium 

citrate buffer (0.02 M, pH 5.52)에 동결건조된 Micrococcus lysodeikticus (Sigma, USA)를 

첨가하여 0.2 mg/mL 농도의 현탁액을 제조한 후, 현탁액과 혈청을 10:1 의 비율로 

혼합하여 24℃에서 60 분간 반응시킨 후, 450 nm 에서 흡광도 값을 측정하였다. Hen egg 

white lysozyme (HEWL; sigma, USA)을 이용하여 standard curve 를 구하고 ug/mL 로 

표시하였다. 

혈청 내 myeloperoxidase (MPO)활성은 Kumari and Sahoo (2005)의 방법으로 분석하였다. 

HBSS (Hanks balanced salt solution)용액을 96-well plates에 80 μL씩 분주한 후 혈청 20 μL를 

넣고 20 mM TMB (3,3’5,5’-tetramethylbenzidine hydrochloride)용액과 5 mM H2O2용액을 

넣었다. 2분간 반응시킨 후 4 M H2SO4용액을 35 μL 첨가하여 microplate reader (Thermo, 

USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

혈청 내 anti-protease 활성은 Ellis (1990)의 방법으로 분석하였다. 혈청 20 μL를 trypsin 

용액 20 μL와 혼합한 후 22℃에서 10분간 반응하였다. 그 후 200 μL phosphate buffer (0.1 M, 

pH 7.0)와 250 μL azocasein (2%)을 혼합하여 22℃에서 30분간 반응시킨 후 원심분리 

하였다(6000 × g). 원심분리 후 상층액 100 μL를 100 μL NaOH (1 N)와 함께 96 well-plate에 

분주하고 430 nm에서 흡광도를 측정하였다.  

혈청 내 superoxide dismutase (SOD)활성은 SOD assay kit (Sigma, USA)로 분석하였다.  

 

2.2.8. 수온 스트레스 내성 

9주간의 성장실험 종료 후, 총 15개의 100 L 사각 플라스틱 수조에 각 수조당 

15마리씩 무작위로 배치하였다. 스트레스 자극은 순환여과시스템에서 실험구당 

3반복구를 두었고, 수온조절장치(SunCool DA-1500B, Korea)를 이용하여 수온을 12℃에서 

6℃까지 하루에 0.4℃씩 저하시켜 15일간 폐사율을 측정하였다. 폐사는 실험어가 수면에 
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힘없이 떠올라 6시간 동안 뒤집혀있는 개체까지 포함하였다.  

 

2.2.9. 통계학적 분석 

실험구의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized design)으로 실시하였고, 성장 

및 분석결과는 SPSS (Version 12.0) 프로그램을 이용하여 One-way ANOVA로 통계 

분석하였다. 데이터 값의 유의차는 Tukey’s HSD로 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었다.  
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2.3 결 과 

 

사료 내 CBP 및 LP-CBP 첨가에 따른 참돔의 성장결과는 Table 2-2에 나타내었다. 

9주간의 사료공급 후 최종무게, 사료전환효율, 단백질이용효율 및 생존율은 모든 

그룹에서 유의적인 차이가 없었다.  

콜라겐 함량은 CBP 또는 LP-CBP가 첨가된 모든 그룹이 대조구에 비해 유의적으로 

높은 함량을 보였다(P<0.05)(Table 2-3). 실험어 간에서의 비타민 C 함량은 모든 그룹에서 

유의적인 차이가 없었다(Table 2-3). 

실험사료 공급에 따른 참돔의 비특이적 면역반응 결과는 Figure 2-1에 나타내었다. 

MPO와 SOD활성에서는 CBP 또는 LP-CBP가 첨가된 그룹이 대조구에 비해 유의적으로 

높은 활성을 보였다(P<0.05). Lysozyme 활성에서는 LP-CBP4% 그룹이 대조구에 비해 

유의적으로 높은 활성을 보였다(P<0.05). 대식세포활성 및 anti-protease 활성에서는 모든 

그룹에서 유의적인 차이가 없었다. 

수온 저하에 따른 실험구별 폐사율 측정 결과는 Figure 2-2에 나타내었다. 스트레스 

자극 2일째(11.6℃) 대조구가 10%, LP-CBP를 첨가한 그룹은 5%, CBP를 첨가한 그룹은 

12-18%의 폐사율을 보였다. 스트레스 자극 12-14일째(7.6-6.8℃)에는 대조구에서 

급격한(55.7%) 폐사율이 관찰되어 LP-CBP4% (19.8%)를 첨가한 그룹에 비해 유의적으로 

높은 폐사율을 보였다. 
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Table 2-2. Growth performance of red sea bream (initial body weight, 55.0±0.5 g) fed five 

experimental diets containing two different levels of either citrus by-product (CBP) or citrus by-

product fermented with Lactobacillus plantarum (LP-CBP) for 9 weeks. 

 FBW
1
 (g) FCR

2
 PER

3
 Survival (%) 

Con 83.3±1.5 1.29±0.15 1.66±0.20 89.3±10.1 

LP-CBP4% 85.5±1.8 1.21±0.05 1.76±0.07 96.0±4.0 

LP-CBP8% 87.7±3.4 1.14±0.11 1.89±0.19 93.3±2.3 

CBP4% 86.3±1.9 1.24±0.15 1.80±0.20 90.7±8.3 

CBP8% 86.5±1.0 1.20±0.04 1.75±0.06 86.0±8.5 

Values are means of triplicate groups and presented as mean±SD.  

1
Final body weight (g). 

2
Feed conversion ratio = dry feed fed/wet weight gain. 

3
Protein efficiency ratio = wet weight gain/total protein given. 
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Table 2-3. Bone collagen and total ascorbic acid concentration in the liver of red sea bream (Pagrus 

major) fed the experimental diets containing two different levels of either citrus by-product (CBP) or 

citrus by-product fermented with Lactobacillus plantarum (LP-CBP) for 9 weeks. 

  Bone collagen (%) Total ascorbic acid (mg/kg) 

Con 19.6±1.0
a
 43.6±7.2 

LP-CBP4% 26.6±0.9
bc

 54.9±16.7 

LP-CBP8% 30.3±2.9
c
 58.3±5.9 

CBP4% 22.4±2.5
ab

 50.5±7.9 

CBP8% 25.2±2.3
bc

 55.7±5.2 

Values are mean of triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05).  
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Figure 2-1. Myeloperoxidase (MPO) activity (A), lysozyme activity (B), superoxide dismutase (SOD) 

activity (C), Nitro blue-tetrazolium (NBT) assay (D) and anti-protease activity (E) of red sea bream 

(Pagrus major) fed five experimental diets containing two different levels of either citrus by-product 

(CBP) or citrus by-product fermented with Lactobacillus plantarum (LP-CBP) for 9 weeks. Values 

are mean of triplicate groups and presented as mean±SD. 
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Figure 2-2. Cumulative mortality of red sea bream (Pagrus major) fed five experimental diets 

containing two different levels of either citrus by-product (CBP) or citrus by-product fermented with 

Lactobacillus plantarum (LP-CBP) after exposure by low temperature for 15 days. 
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2.4 고 찰 

 

본 연구에서 참돔의 성장은 CBP 및 LP-CBP 첨가에 영향을 받지 않았다. 넙치를 

대상으로 한 Lee et al. (2013)의 연구에서도 Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, L. 

rhamnosus, L. plantarum 균주로 발효시킨 CBP를 3%씩 첨가하여 10주간 공급하였을 때, 

본 실험과 동일하게 모든 그룹에서 성장차이가 없다고 보고하였다. 반면, Song et al. 

(2002)은 넙치사료에 감귤발효액을 0.2% 첨가하여 16주간 공급하였을 때 감귤발효액이 

첨가되지 않은 대조구에 비해 유의적으로 높은 성장률, 사료계수(feed coefficient) 및 

일일먹이섭취율(daily feeding rate, %)을 보고하였다. Seo et al. (2010)은 CBP, 크릴, 켈프, 

마늘분말을 넙치사료에 각각 첨가하여 15주간 공급하였을 때, CBP 첨가 그룹이 크릴 

첨가그룹에 비해 유의적으로 높은 성장률을 보였다고 기록하였다. 본 연구와 Lee et al. 

(2013)의 경우 저수온기(12-16℃) 환경에서 실험이 진행되었고, 후자의 경우 적정수온(20℃ 

내외)에서 실험이 진행되었다. 적정수온에서는 사료 섭이량이 증가하여 성장률이 

향상되지만, 수온이 낮아지면 사료 섭이량이 줄어들어 성장률이 감소하게 된다(Iwata et al., 

1994). 따라서, 본 실험에서는 CBP 또는 LP-CBP에 의한 효능보다는 저수온 환경에 의해 

사료 섭이량이 감소하여 참돔의 성장률에 영향을 미치지 않은 것으로 사료된다.  

비타민 C는 콜라겐 합성에 중요한 필수 영양소이다(Chatterjee, 1978). 비타민 C가 

부족하면 콜라겐 합성과정이 차단되어 출혈 및 뼈의 연화와 같은 괴혈병 증상이 

나타난다(Lovell, 1973; Wilson, 1973). Yellow croaker와 자주복을 대상으로 사료 내 비타민 C 

함량을 농도별로 공급한 후 체내 콜라겐 함량을 분석하였을 때, 20-30%의 함량을 보여 

본 실험과 유사한 경향을 보였다(Ai et al., 2006; Eo and Lee, 2008). 따라서 CBP 또는 LP-

CBP는 참돔 체내에서 콜라겐 합성에 효율적으로 이용되는 것으로 사료된다. 사료를 

통해 공급된 비타민 C는 장을 통해 간에 저장된다(Xiao et al., 2010). 간은 비타민 C 
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대사에 매우 중요한 역할을 하며, 어류의 건강상태 지표로 이용된다(Dabrowski et al., 1994; 

Gouillou-Coustans et al., 1998). Cobia를 대상으로 비타민 C (35% ascorbic acid equivalent, 

China)를 농도별(0, 10, 30, 90, 270, 810 mg/kg)로 첨가한 사료를 10주간 공급한 결과, 간 내 

비타민 C 함량도 유의하게 증가하는 결과를 보였다(Xiao et al., 2010). 반면, 본 실험에서는 

CBP 또는 LP-CBP 첨가에 따른 간 내 비타민 C 함량에서는 유의한 차이는 없었지만 

증가하는 경향을 보였다. 따라서 CBP 또는 LP-CBP에 함유된 비타민 C가 참돔의 장에서 

효율적으로 흡수되어 간에 저장되었을 것으로 사료된다.  

Lysozyme은 다양한 균에 항균작용을 나타내는 효소로서, 세균 세포벽의 구성성분인 

peptidoglycan의 β-1,4 결합을 가수분해하여 항균작용을 나타낸다(Grinde, 1989). Cobia를 

대상으로 사료 내 비타민 C를 농도별(0, 12.5, 25.0, 50, 100, 200, 400 mg/kg)로 8주간 

공급하여 lysozyme 활성을 측정하였을 때, 적정농도(100 mg/kg)까지는 무첨가 그룹인 

대조구에 비해 유의적으로 높은 활성을 보여 본 실험과 동일한 경향을 보였다(Zhou et al., 

2012). 또한 넙치를 대상으로 유자(Citrus junos Siebold ex Tanaka)첨가사료를 3개월간 

공급한 후 lysozyme 활성을 조사하였을 때, 5% 유자첨가 사료를 섭취한 그룹이 대조구에 

비해 경향적으로 높은 활성이 보였고, 항균활성을 측정하였을 때에도 5% 첨가 그룹이 

다른 그룹에 비해 유의적으로 높은 활성을 보였다고 보고하였다. 항균활성이 증가한 

이유는 유자에 포함된 비타민 C에 의해 보체 활성이 유도된 것으로 판단하였으며, 유자 

섭취에 따른 비타민 C 섭취증가와 혈청 내 항균활성 간에 상관관계가 있을 것으로 

추측하였다(Jung et al., 2010).  

SOD는 과산화이온을 산소와 과산화수소로 바꿔주는 효소로서, 항산화 활성뿐만 

아니라 여러 질병에 대한 감염률을 감소시켜 면역력을 알아보는 지표로서 이용되고 

있다(Fattman et al., 2003). 비타민 C는 대표적인 항산화 물질로 hydroxyl radical, superoxide, 

singlet oxygen과 직접 반응하면서 항산화제로 작용한다(Vatassery et al., 1989; Padh, 1990). 

CBP는 비타민 C 뿐만 아니라 항산화 활성에 영향을 미치는 비타민 E와 플라보노이드 
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같은 물질을 다량 함유하고 있다(Cha and Cho, 2001). 자주복과 cobia을 대상으로 사료 내 

비타민 C 함량을 농도별로 공급한 후 SOD 활성을 측정하였을 때, 무첨가 그룹인 

대조구에 비해 비타민 C가 첨가된 그룹에서 유의적으로 높은 활성을 보였다(Eo and Lee, 

2008; Zhou et al., 2012). 본 실험에서도 CBP 또는 LP-CBP이 첨가된 그룹은 대조구에 비해 

많은 양의 비타민 C와 항산화 물질을 함유하고 있어 SOD활성이 증진된 것으로 

사료된다. MPO는 호중구, 호염기구, 호산구에 존재하는 과산화효소이며, 과산화수소를 

hypochlorus acid (HClO)로 전환시켜 병원성 미생물을 사멸시킨다(Palić et al., 2005). 

그러므로 생체 내 MPO활성 증가는 병원체에 대한 항균효과를 증폭시켜 면역반응을 

증가시키는 역할을 한다. 대부분의 비타민 C 요구량 실험은 성장률에 초점을 두어 

정량화 되지만, 적정량 이상의 비타민 C 공급은 어류의 면역반응과 질병저항성을 

증가시킨다고 알려졌다(Lin et al., 2011). 본 실험에서도 대조구에 CBP 또는 LP-CBP를 

첨가하였을 때 사료 내 비타민 C 함량이 증가되었다. 즉, CBP 자체에 함유하고 있는 

비타민 C가 참돔의 면역반응을 향상시킨 것으로 판단된다.  

냉수대 현상은 국내에 자주 발생하고 있으며 이에 따른 피해도 속출하고 있다. 

참돔의 특성상 겨울철 저수온기에는(10℃이하) 사료섭이율과 활동량이 감소한다(Choi et 

al., 2002). 또한, 급격한 수온변화(냉수대)는 참돔에 스트레스로 작용하여 성장률을 

감소시키고 집단폐사와 같은 문제점을 일으킨다. 이러한 스트레스 환경에서 사료 내 

고농도의 비타민 C 공급은 어류의 스트레스 내성을 증가시킨다고 많은 연구결과를 통해 

보고되었다(Navarre and Halver, 1989; Hardie et al., 1991). 본 연구에서도 참돔 사료 내 CBP 

또는 LP-CBP 첨가는 사료 내 비타민 C 함량을 높여 저수온 스트레스에 대한 내성을 

증가시킨 것으로 판단된다. 하지만, CBP 또는 LP-CBP 효과에 대한 정확한 원인은 

밝혀지지 않았으며 이와 관련된 연구도 미비한 실정이다.  

이상의 결과로 볼 때, CBP 또는 LP-CBP를 첨가한 실험사료의 공급은 저수온기에서 

사육된 참돔의 비특이적 면역반응 및 저수온 스트레스 저항력을 높이는 효과를 보였다. 
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즉, CBP 또는 LP-CBP가 첨가될수록 실험사료 내 비타민 C 함량이 증가하여 양어사료 내 

비타민 C 대체 원료로써 이용 가능성이 밝혀져 효율적인 친환경 사료첨가제로써 사용 

가능할 것으로 판단된다. 하지만, CBP의 성분분석 결과(비타민 C 함량)는 가공공정, 품종 

및 수확시기에 따라 달라질 수 있으므로 정기적인 분석이 진행되어야 한다. 또한 과다한 

수분함량(80%)으로 저장 및 취급이 어렵고 겨울철에 일시적으로 생산되고 있어서 연중 

균형적인 사용이 어렵다. 따라서 CBP의 건조 및 저장과 같은 합리적인 연구방안이 

개발된다면 양어사료 내 합성 비타민 C 대체원료 및 면역 증강제로 사용 가능할 것으로 

판단된다. 
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CHAPTER 3 

 

저수온기에서 넙치(Paralichthys olivaceus) 사료 내 감귤착즙박 

첨가에 따른 합성 비타민 C 대체율 조사 

 

Evaluation of dietary citrus by-product as an L-ascorbyl-

polyphosphate substitute of low water temperature  

for juvenile olive flounder (Paralichthys olivaceus) 
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3.1 서 론 

 

식품가공 산업은 많은 양의 부산물을 생산하는데 생물학적 산소요구량 때문에 

처리하기가 어렵다. 특히 식물소재 폐기물에는 높은 수준의 페놀 화합물을 함유하고 

있어 환경적인 측면에서도 부정적인 영향을 끼친다. 최근에는 이를 가공하여 재활용하는 

‘그린산업’이 진행되고 있다.  

비타민 C (ascorbic acid)는 동물의 정상적인 생리기능 유지를 위한 필수 미량원소이며 

식물이나 동물조직에 널리 분포한다. 비타민 C 는 강력한 항산화제(antioxidant)로서 

가역적인 산화환원 반응을 통해 수소와 전자의 이동에 관여하며 수용성 환경에서 

환원제로 작용한다. 효소의 활성을 위해 요구되는 비타민 B 복합체와 달리 조효소로서가 

아니라 간접적으로 효소를 활성화하는 것으로 알려졌다. 또한 비타민 E, 셀레늄, 

베타카로틴 등 여러 항산화물질과 상호작용하여 시너지 효과를 일으키기도 한다(Gatlin et 

al., 1986; Chan, 1993; Sealey and Gatlin, 2002a,b; Shiau and Hsu, 2002; Cavalli et al., 2003; Lee and 

Dabrowski, 2004; Yildirim-Aksoy et al., 2008). 비타민 C 결핍증상으로는 성장저하를 

비롯하여 척추변형, 상처회복 지연, 지느러미 부식 등이 보고되었다. 

본 연구의 목표는 감귤착즙박(Citrus by-product, CBP)의 영양학적 우수성을 입증하고 

값비싼 합성 비타민 C 의 부분 혹은 완전대체 비율을 조사하여 경제적이고 기능적인 

양어용 배합사료 원료로써 이용 가능성을 평가하기 위함이다.  
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3.2 재료 및 방법 

 

3.2.1. CBP 수집 및 전처리 

본 실험에 사용된 CBP 시료는 (주)일해공장(제주도 조천읍 와흘리)에서 쥬스 착즙 

후 배출되는 부산물을 제공받아 제주대학교 양어사료영양학연구실로 운반하여 동결건조 

후 분쇄하여 사용하였다. 실험에 사용된 분말형태의 CBP 는 5.6%의 조단백질 함량, 

1.7%의 조지방 함량, 2.6%의 회분함량과 7.8%의 수분을 함유하였고 CBP 내 비타민 C 

함량은 2,000 mg/kg 이다.  

 

3.2.2. 실험사료 

실험사료의 조성은 Table 3-1에 나타내었다. 단백질원은 어분과 대두박, 옥수수 

글루텐을 사용하였고 지질원은 오징어간유를 사용하여 48%의 조단백질과 15%의 

조지방을 함유토록 설계하여 제조하였다. 사료 내 CBP 첨가에 의한 합성 비타민 C (L-

ascorbyl-polyphosphate, LAPP) 대체율은 0%, 25%, 50%, 75%, 100%의 비율로 총 100 mg/kg이 

되도록 5개의 실험사료를 제작하였다(LAPP100/CBP0, LAPP75/CBP25, LAPP50/CBP50, 

LAPP25/CBP75, LAPP0/CBP100). 실험사료 제조를 위해서 분말형태의 각 사료원을 

사료조성표에 따라 정확히 무게를 측정한 후, 사료원 총량의 30%에 해당하는 증류수를 

첨가하여 혼합하였다. 혼합물은 소형육절기(SMC-12, Korea)로 직경 2-3 mm 크기로 

성형하였다. 제작된 실험사료는 동결건조기에서 건조시킨 후, 사료공급 전까지 -20℃ 

냉동고에 보관한 후 실험에 사용하였다.  

 

3.2.3. 실험어 및 사육관리 

넙치 치어는 제주도에 위치한 종묘배양장에서 구입하여 제주대학교 소속 

해양과학연구소로 운송하였다. 5주 동안 시판 배합사료를 공급하면서 실험환경에 적응할 
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수 있도록 순치시킨 후 실험에 사용하였다. 실험어류(초기평균무게: 46.4±0.7 g)는 총 

15개의 150 L 원형 플라스틱 수조에 각 수조당 25마리씩 무작위로 선택하여 배치하였다. 

사육수는 모래여과해수를 사용하여 2 L/min의 유수량이 공급되도록 조절하였고 모든 

실험수조에 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다. 수온은 실험기간 동안 

11℃에서 15℃범위로 저수온 환경에서 실험을 진행하였다. 실험사료 공급은 1일 

2회(08:00와 17:00)에 나누어서 6주 동안 매일 만복공급을 하였다. 

 

3.2.4. 어체측정 및 혈액샘플 

사육실험 종료 후 실험어의 최종무게와 사료공급량을 측정하여 사료섭이율, 

일간성장률, 사료전환효율, 단백질이용효율 및 생존율을 계산하였다. 최종무게 측정 후, 

각 수조당 8마리의 실험어를 무작위로 선별하여 2-phenoxyethanol 용액(100 ppm)으로 

마취시킨 후 8마리 중 4마리는 헤파린이 처리된 주사기로 꼬리 미병부에서 채혈하였다. 

채혈된 전혈은 대식세포활성 분석에 이용하였다. 남은 4마리의 혈액은 헤파린이 

처리되지 않은 주사기로 채혈하여 상온에서 60분간 방치시킨 후 원심분리기로(5000 × g) 

혈청을 분리하여 면역분석을 실시하였다.  
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Table 3-1. Composition and proximate analysis of the experimental diets (% dry matter) 

Ingredients  

Experimental diets 

(LAPP / CBP) 

100/0 75/25 50/50 25/75 0/100 

White FM 48.0 48.0 48.0 48.0 48.0 

Soybean meal  8.0  8.0  8.0  8.0  8.0 

Corn gluten meal  8.0  8.0  8.0  8.0  8.0 

Wheat flour 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 

Squid liver oil 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Mineral Mix    0.5  0.5  0.5  0.5  0.5 

Vitamin Mix (Vit C free)    0.5  0.5  0.5  0.5  0.5 

LAPP   0.02857 0.02143 0.01429 0.00714  0.0 

CBP   0.0 1.25 2.50 3.75 5.00 

Cellulose 4.971 3.728 2.485 1.242  0.0 

      

Composition analysis 
     

Crude protein 46.4 46.6 46.8 47.1 47.3 

Crude lipid 13.0 12.8 13.6 13.0 12.9 

Crude ash  9.6  9.7  9.6  9.8  9.9 

Moisture  7.4  8.2  8.7  9.8  9.6 

Total ascorbic acid(mg/kg) 108.2 93.7 106.8 111.1 99.3 
1
Mineral Premix (g/kg of mixture): MgSO4.7H20, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCL, 130.0; Ferric 

citrate, 40.0; ZnSO4.7H20, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl2, 0.2; AlCl3.6H2O, 0.15; Na2SeO3, 0.01; 

MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 

Vitamin Premix (g/kg of mixture): DL-tocopheryl acetate, 20.0; thiamin hydrochloride, 4.0; 

riboflavin, 4.4; pyridoxine hydrochloride, 4.0; niacin, 30.0; D-pantothenic acid hemicalcium salt, 14.5; 

myo-inositol, 40.0; D-biotin, 0.2; folic acid, 0.48; menadion, 0.2; retinyl acetate, 1.0; cholecalficerol, 

0.05; cyanocobalamin, 0.01. 

L-ascorbic acid: Sigma Chemicals. 

Citrus by-product: ILHAE Corporation. 
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3.2.5. 성분분석 

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (1995) 방법에 따라 수분은 

상압가열건조법(125℃, 3h), 조회분은 직접회화법(550℃, 12h), 조단백질은 자동조단백질 

분석기(Kejltec system 2300, Sweden)로 분석하였고, 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 

Soxhelt 추출장치(Soxhlet heater system C-SH6, Korea)로 분석하였다. 

 

3.2.6. 혈액 및 면역분석 

혈액 내 대식세포 활성은 Kumari and Sahoo (2005)의 분석방법을 토대로 Nitro-blue 

tetrazolium (NBT)분석방법을 통해 호중구의 oxidative radical 생성량을 측정하였다. 전혈과 

NBT solution (0.2%)을 50 μL씩 유리튜브에 옮긴 후, formazon 생성을 감소시키기 위해 1 

ml의 dimethyl formamide를 첨가하여 2000 × g 에서 5분 동안 원심분리 하였다. 이때 

형성된 상층액을 수집하여 spectrophotometer (Genesys 10UA, USA)로 540 nm에서 NBT의 

감소 범위를 측정하였다. Blank는 dimethyl formamide를 사용하였다.  

혈청 내 lysozyme 분석은 Sankaran and Gurnani (1972)의 방법으로 분석하였다. Sodium 

citrate buffer (0.02 M, pH 5.52)에 동결건조된 Micrococcus lysodeikticus (Sigma, USA)를 

첨가하여 0.2 mg/mL 농도의 현탁액을 제조한 후, 현탁액과 혈청을 10:1 의 비율로 

혼합하여 24℃에서 60 분간 반응시킨 후, 450 nm 에서 흡광도 값을 측정하였다. Hen egg 

white lysozyme (HEWL; sigma, USA)을 이용하여 standard curve 를 구하고 ug/mL 로 

표시하였다. 

혈청 내 myeloperoxidase (MPO)활성은 Kumari and Sahoo (2005)의 방법으로 분석하였다. 

HBSS (Hanks balanced salt solution)용액을 96-well plates에 80 μL씩 분주한 후 혈청 20 μL를 

넣고 20 mM TMB (3,3’5,5’-tetramethylbenzidine hydrochloride)용액과 5 mM H2O2용액을 

넣었다. 2분간 반응시킨 후 4 M H2SO4용액을 35 μL 첨가하여 microplate reader (Thermo, 

USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
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혈청 내 superoxide dismutase (SOD)활성은 SOD assay kit (Sigma, USA)로 분석하였다. 

혈청 내 immunoglobulin 함량분석은 Siwicki and Anderson (1993)의 방법을 토대로 

분석하였다. 혈청내 단백질 함량을 측정한 후 12% polyethylence glycol 용액으로 단백질에 

함유된 immunoglobulin 함량을 침전시켜 값을 측정하였다. 

 

3.2.7. 조직형태학적 분석 

실험종료 후 소화기관의 조직상 관찰을 위해 실험구 당 3 마리의 어류를 2-

phenoxyethanol (200mg/L) 용액으로 마취시키고 표본을 추출한 후, Bouin’s solution 에 

고정하였고 paraffin 절편법에 의해 3-4mm 의 두께로 절편하였다. Alcian blue periodic acid-

Schiff (AB-PAS), 0.5% eosin 의 비교염색 후 광학 현미경으로 표본을 관찰하였다. 

소화기관의 조직학적 관찰은 전장(anterior intestine)의 점막주름에 나타나는 

배상세포(goblet cell)의 분포 및 수를 검경하였다(Figure 3-1). 또한 간 무게, 소화기관의 

길이를 측정하여 간중량지수(hepatosomatic index, HIS)와 장중량지수(viseralsomatic index, 

VSI), 비만도(condition factor, CF)를 측정하였다.  

 

3.2.8. 통계학적 분석 

실험구의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized design)으로 실시하였고, 성장 

및 분석결과는 SPSS (Version 12.0) 프로그램을 이용하여 One-way ANOVA로 통계 

분석하였다. 데이터 값의 유의차는 Tukey’s HSD로 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었다.  
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Figure 3-1. Histopathological analysis of the olive flounder fed five experimental diets. 
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3.3 결과 및 고찰 

 

6주간의 성장실험 결과는 Table 3-2에 나타내었다. LAPP100 그룹은 LAPP25/CBP75, 

LAPP0/CBP100에 비해 유의적으로 낮은 성장률을 보였다. 사료전환효율과 

단백질이용효율에 있어서도 LAPP 단일 첨가보다 CBP가 고농도로 대체된 그룹이 

유의적으로 높은 값을 보였다. 생존율은 모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다. 

성장결과를 바탕으로 합성 비타민 C인 LAPP를 CBP로 부분 또는 완전대체 할 경우 

저수온기(11-15℃)에 사육된 넙치 성장에 전혀 문제가 없는 것을 확인하였다. 오히려 

저수온기에 사육실험이 진행되었을 때 CBP의 첨가로 인해 저수온 스트레스를 극복할 수 

있을 것으로 판단된다. 변온동물인 어류는 수온변화에 의해 체내 소화효소 및 

대사활성에 영향을 받는다(Pelleiter et al., 1995). 이로 인해 수온이 낮아지는 저수온기에는 

먹이섭취량이 감소하여 성장이 저하된다(Fauconneau et al., 1983). 모든 실험사료 내 비타민 

C 함량은 100 mg/kg으로 넙치의 적정 요구량을 충족시켜 주었지만, LAPP0/CBP100 

그룹이 LAPP100/CBP0 그룹에 비해 경향적으로 높은 사료섭이율을 보였다. CBP가 

고농도로 대체된 그룹에서 성장 및 사료효율에 경향적 또는 유의적으로 증가한 원인은 

CBP에 포함된 비타민, 베타카로틴 및 플라보노이드 등 여러 생리활성 물질에 의해 

어체내에서 효율적으로 이용되었을 것으로 판단된다. 본 실험은 사육기간도 짧고(6주) 

저수온 상태에서 사육실험을 진행하였지만 CBP의 대체 효과를 확인 할 수 있는 결과를 

보여주었다.  

간중량지수(HIS), 장중량지수(VSI), 비만도(CF) 및 배상세포(goblet cell)는 LAPP를 

CBP로 대체함에 있어서 아무런 영향을 미치지 않았다(Table 3-3, Figure 3-2). 간중량지수는 

어체 무게에 따른 간무게의 비율을 나타내는 수치로 동물의 건강상태(간 내 에너지 

저장상태)를 알아보는 지표로 이용되고 있다. 변온동물인 어류의 경우 수온 및 
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사육환경이 적절하지 않거나 영양적인 사료급여가 이루어지지 않을 경우 간에 저장할 수 

있는 에너지 함량이 감소하게 되어 간중량지수가 감소하게 된다. 반면, 간은 해독작용을 

담당하는 기관으로 독성물질에 노출될 경우 이를 해독하기 위해 간 기능이 발달하여 

간중량지수가 증가될 수 있다. 장중량지수는 체내 지방저장 상태를 알아보는 지표로 

이용되고, 비만도는 어류의 비만화정도, 먹이 이용상태, 성장률 등을 평가할 수 있는 

지표로 사용되고 있다. 배상세포(goblet cell)는 어류의 소화관 점막표면에 분포하여 

물리적 또는 화학적 작용에 대해 장 점막을 보호하고 장 활성을 촉진하여 소화기능을 

돕는 역할을 한다(Allen et al., 1986). 이번 연구결과를 통해 모든 그룹에서 유의적인 

차이를 보이지 않아 양어사료 내 합성 비타민 C 원료로 이용되고 있는 LAPP를 CBP로 

대체하여도 어류의 성장 및 건강에 아무런 영향을 주지 않을 것으로 판단된다. 

면역학적 분석 결과는 Table 3-4에 나타내었다. 모든 항목에서 유의적인 차이는 

없었지만 Ig과 MPO 활성에서는 LAPP에 대한 CBP 대체율이 높아질수록 증가하는 

경향을 보였다. 이는 CBP의 첨가로 인해 폴리페놀 함량이 증가하여 항산화 효과와 같은 

다양한 생리활성에 영향을 주었을 것으로 사료된다. 이번 실험은 저수온기에서 단기간 

실험이 진행되어 넙치의 비특이적 면역반응에는 큰 영향을 끼치지 못했지만 

적수온기에서 장기간의 사육실험이 진행된다면 분명한 효과를 보일 것으로 판단된다.  

6주간의 사료공급량을 일주일 별로 비교하였을 때, 사육실험 3주까지는 수온변동이 

적어(14℃-15℃) 적정량의 사료를 섭취할 수 있었지만, 나머지 3주(실험 4주-6주) 

동안에는 수온변동이 심해(11℃-14℃) 실험어가 스트레스를 받아 사료 섭취량이 많이 

감소하였다. 따라서 혈액을 채취할 시기에는 영양소 공급이 충분하지 못하여 비특이적 

면역반응에 아무런 영향을 미치지 못한 것으로 판단된다. 현재까지 비타민 C 적정 

요구량 및 형태에 따른 이용 활성도에 관한 연구결과들은 각 어종별로 보고되었지만 

비타민 C를 부분 또는 완전대체한 연구는 전무한 실정이다. 따라서 지속적인 연구를 

진행하여 부분 또는 완전대체가 가능한지를 재조명하고 경제적인 부분에서도 다시 한번 
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검토해야 할 것으로 판단된다.  

배합사료 내 값비싼 원료인 합성 비타민 C를 부분 혹은 완전 대체용으로 CBP가 

사용될 것으로 가설을 세우고 증명함으로서 양식생산의 60%에 이르는 사료비용을 

절감할 수 있을 것으로 기대할 수 있다. 또한, CBP를 양어사료에 적용한다면 양식어류의 

면역력을 증강시켜 도내 양어장에서 사용하는 기존 항생제의 과다 사용도 줄이고, 

“감귤넙치”와 같은 기능성어류의 생산은 물론 버려지는 폐기물을 재활용 할 수 있는 

기초자료가 될 것으로 판단된다. 
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Table 3-2. Growth performance of olive flounder (Paralichthys olivaceus) (initial body weight 

46.4±0.7 g) fed the 5 experimental diets for 6 weeks. 

LAPP/CBP FBW
1
 FI

2
 FCR

3
 PER

4
 Survival (%) 

100/0 95.1±4.7
a
 57.9±6.8 1.25±0.11

a
 1.73±0.15

a
 86.7±2.31 

75/25 99.3±3.5
ab

 63.8±3.4 1.09±0.13
ab

 1.98±0.25
ab

 69.3±11.5 

50/50 99.1±3.4
ab

 61.6±2.9 1.16±0.03
ab

 1.84±0.05
ab

 76.0±0.00 

25/75 105±1.6
b
 60.9±1.7 1.03±0.11

ab
 2.07±0.21

ab
 82.7±4.62 

0/100 107±2.3
b
 67.9±8.0 0.93±0.06

b
 2.27±0.16

b
 69.3±12.9 

Values are means of triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05).  

1
Final body weight (g). 

2
Feed intake. 

3
Feed conversion ratio = dry feed fed/wet weight gain. 

4
Protein efficiency ratio = wet weight gain/total protein given. 
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Table 3-3. Morphological parameters of olive flounder (Paralichthys olivaceus) fed the experimental 

diets for 6 weeks. 

LAPP/CBP HSI
1
 VSI

2
 CF

3
 (%) Goblet cell 

100/0 1.26±0.17 3.25±0.15 0.72±0.05  1271±712 

75/25 1.18±0.14 2.65±0.36 0.66±0.05 1996±437 

50/50 1.16±0.24 2.89±0.06 0.71±0.02 1434±142 

25/75 1.47±0.10 2.75±0.11 0.72±0.02 1206±304 

0/100 1.61±0.20 2.97±0.51 0.71±0.01  1763±328 

Values are mean of triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05).  

1
Hepatosomatic index (liver weight x 100/body weight). 

2
Visceralsomatic index (viscera weight x 100/body weight). 

3
Condition factor (fish weight x 100/total body length

3
). 
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Table 3-4. Nitro blue tetrazolium (NBT), lysozyme, myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase 

(SOD) and total immunoglobulin (Ig) of olive flounder (Paralichthys olivaceus) fed the experimental 

diets for 6 weeks. 

LAPP/CBP NBT Lysozyme MPO SOD Ig 

100/0 1.01±0.14 35.3±12.0 0.93±0.10 85.8±1.99 20.1±6.69 

75/25 1.03±0.08 29.8±4.03 0.99±0.18 85.0±4.73 22.7±4.14 

50/50 1.05±0.08 34.8±10.2 0.95±0.15 79.9±1.73 22.8±3.33 

25/75 1.01±0.01 33.6±12.0 1.01±0.04 83.1±2.91 23.7±2.93 

0/100 0.96±0.09 23.8±5.29 1.04±0.18 83.1±5.50 25.3±2.02 

Values are means of triplicate groups and presented as mean ± SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05).  
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Figure 3-2. Changes in number of goblet cells in the intestine of olive flounder fed the five 

experiment diets for 12 weeks; (A)LAPP100/CBP0, (B)LAPP75/CBP25, (C)LAPP50/CBP50, 

(D)LAPP25/CBP75, and (E)LAPP0/CBP100.  
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CHAPTER 4 

 

조피볼락(Sebastes schlegeli) 사료 내 감귤착즙박 첨가에 따른 합성 

비타민 C 대체효과 및 소화율 평가 

 

Replacing vitamin C source, L-ascorbyl-polyphosphate, with citrus by-

product and digestibility in diets of Korean rockfish Sebastes schlegeli 
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4.1 서 론 

동물은 영양소를 획득하는데 있어서 소화, 흡수 및 배설과 같은 복합적인 

생리작용을 거치게 된다. 섭취된 영양소가 원활히 이용되려면 우선적으로 사료의 소화가 

이루어져야 하고(Jafri and Hassan, 1999), 소화되는 영양소 이용효율은 어류의 성장을 

결정짓는다 할 수 있다. 양어용 배합사료에서 가장 효율이 높은 사료를 만들기 위해서는 

우선적으로 사료원료의 소화율을 정확히 알아야 한다(Bruce et al., 1996; Sugiura et al., 1998; 

Lee, 2002; Tibbetts et al., 2004, 2006). 사료원료의 소화율은 같은 종류라 할지라도 생산된 

지역이나 생산시기에 따라 달라질 수 있으므로 지속적인 소화율 측정이 이루어져야 한다. 

어류가 섭취한 사료 영양소들이 제대로 소화되지 않는다면 이용효율이 감소되어 본래의 

영양소 가치를 갖지 못하게 된다. 따라서 어류 소화율 측정은 경제적인 양어사료 설계 

및 사용원료의 가치를 결정짓는 필수적 항목이다.  

본 연구의 목표는 조피볼락을 대상으로 감귤착즙박(Citrus by-product, CBP)의 

이용성을 평가하고 비타민 C 농도에 따른 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응과 

질병저항성에 미치는 영향과 CBP 의 소화율 평가를 측정하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

  



- 53 - 

 

4.2 재료 및 방법 

 

4.2.1. 실험사료 

실험에 사용된 5 개의 실험사료는 탈지어분과 casein 을 단백질원으로 사용하였고 

지질원은 오징어간유를 사용하여 45%의 조단백질과 11%의 조지방을 함유토록 설계하여 

제조하였다(Table 5-1, Table 5-2). 비타민 C 가 결핍된 대조사료(Control)에 L-ascorbyl-2-

polyphosphate (LAPP)와 CBP 를 이용하여 비타민 C 농도를 90 mg/kg 과 360 mg/kg 이 

되도록 제작하였다(LAPP90, LAPP360, CBP90, CBP360). 실험에 사용한 CBP 의 비타민 C 

함량은 4,500 mg/kg, 조단백질 함량은 4.5%이며 LAPP 의 비타민 C 함량은 35%이다. 본 

실험에 사용된 CBP 는 제주시 조천읍에 위치한 가공공장에서(주식회사 일해) 쥬스 착즙 

후 배출되는 부산물을 제공받아 실험원료로 사용하였다. 실험사료 제조를 위해서 

분말형태의 각 사료원을 사료조성표에 따라 정확히 무게를 측정한 후, 사료원 총량의 

30%에 해당하는 증류수를 첨가하여 혼합하였다. 혼합물은 소형육절기(SMC-12, Korea)로 

직경 2-3 mm 크기로 성형하였다. 제작된 실험사료는 동결건조기에서 건조시킨 후, 

사료공급 전까지 -20℃ 냉동고에 보관한 후 실험에 사용하였다. 
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Table 4-1. Formulation of the experimental diets (% DM). 

Ingredients 

Experimental diets 

Con 
LAPP 

90 

LAPP 

360 

CBP 

90 

CBP 

360 

Defatted fish meal
1
 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 

Casein
2
 42.00 42.00 42.00 42.00 42.00 

Dextrin 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 

Squid liver oil 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 

Vitamin Mix
3
 (vitamin C free) 1.00 1.00 1.00 1.00  1.00 

Mineral Mix
4
 1.00 1.00 1.00 1.00  1.00 

LAPP
5
 (mg/100 g) 0.00 0.026 0.103 0.00  0.00 

CBP
6
 0.00 0.00 0.00 2.00  8.00 

CMC
7
 0.50 0.50 0.50 0.50  0.50 

Taurine 1.00 1.00 1.00 1.00  1.00 

Cellulose 8.50 8.47 8.40 6.50  0.50 
1
Fish meal were extracted by 70% aqueous ethanol (water:ethanol=3:7) for 48 h.  

2
United States Biochemical (USB), Cleveland, OH, USA. 

3
Vitamin premix (g/kg of mixture): retinyl acetate, 1.0; cholecalciferol, 0.05; menadione, 0.2; 

thiamine hydrochloride, 4.0; riboflavin, 4.4; D-pantothenic acid hemicalcium, 14.5; pyridoxine 

hydrochloride, 4.0; cyanocobalamin, 0.01; miacinamide, 30.0; folic acid, 0.48; D-biotin, 0.2; myo-

inositol, 40.0; a-tocopherol, 10.0. 

4
Mineral Premix (g/kg of mixture): MgSO4.7H20, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCL, 130.0; Ferric 

citrate, 40.0; ZnSO4.7H20, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl2, 0.2; AlCl3.6H2O, 0.15; Na2SeO3, 0.01; 

MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 

5
L-ascorbyl-2-polyphosphate. 

6
Citrus by-product: ILHAE Corporation. 

7
Carboxylmethylcellulose.  
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Table 4-2. Proximate analysis of the experimental diets (% DM). 

Ingredients 

Experimental diets 

Con 
LAPP 

90 

LAPP 

360 

CBP 

90 

CBP 

360 

Moisture 10.2 7.8 8.1 8.7 10.4 

Crude protein 48.0 48.1 47.5 48.5 48.8 

Crude lipid 11.1 10.2 11.0 10.4 10.2 

Crude ash 4.6 4.3 4.7 6.0 6.2 

Total ascorbic acid (mg/kg) 22.3 123.3 334.2 98.3 262.2 
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4.2.2. 실험어 및 사육관리 

조피볼락 치어는 경상남도 고성군에 위치한 종묘장에서 구입하여 제주대학교 소속 

해양과학연구소로 운송하였다. 2 주간의 예비사육 후, 총 15 개의 120 L 원형 플라스틱 

수조에 각 수조당 40 마리씩(초기평균무게: 4.5 g) 무작위로 배치하였다. 사육수는 모래 

여과해수를 사용하여 1-2 L/min 의 유수량이 공급되도록 조절하였고 모든 실험수조에 

용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다. 수온은 실험기간 동안 18℃에서 25℃ 

범위에서 실시하였다. 실험사료 공급은 1 일 3 회에 나누어서 13 주 동안 만복공급을 

하였다.  

 

4.2.3. 분석항목 

-일반성분 분석 및 성장률 측정 

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (1995) 방법에 따라 수분은 

상압가열건조법(125℃, 3 시간), 조회분은 직접회화법(550℃, 6 시간), 단백질은 

자동조단백질 분석기로 분석하였으며, 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 

soxhlet 추출장치를 이용하여 분석하였다. 사료공급 종료 후, 어류의 최종 무게를 

측정하여 사료전환효율(feed conversion ratio, FCR), 단백질이용효율(protein efficiency ratio, 

PER) 및 생존율(survival)을 측정하였다.  

Feed conversion ratio = dry feed fed/wet weight gain 

Protein efficiency ratio = wet weight gain/total protein given 

 

-비타민 C 분석 

실험사료와 실험어 간에서의 비타민 C 분석은 Dabrowski and Hinterleitner (1989)의 

방법으로 분석하였다. 시료와 precipitation solution 을 혼합하여 2분간 균질화한 후 

원심분리기(15,000 rpm, 4℃, 30분)를 이용하여 상층액을 추출하였다. 추출된 상층액을(250 
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μL) 유리튜브에 옮긴 후 0.2% dichlorophenolindophenol (Sigam, USA)과 증류수를 25 μL씩 

첨가하여 상온에서 20분간 반응시켰다. 반응시킨 혼합물에 2% thiourea (Sigma, USA)와 5% 

metaphosphoric acid (Sigm, USA)을 250 μL 넣고 2% 2,4-dinitrophenyhydrazine (Sigma, USA)을 

250 μL 넣은 후, 60℃ 항온수조에서 3시간 동안 반응시켰다. 반응시킨 혼합물을 냉각시켜 

18 M H2SO4를 넣고(500 μL) 524 nm에서 흡광도를 측정하였다.  

 

-Collagen 분석 

콜라겐 함량은 Wilson and Poe (1973)의 방법으로 분석하였다. 전어체 시료를 끓는 

물에 12 분간 담근 후 척추주변의 근육을 제거하여 남아있는 뼈를 0.1 M NaOH 용액에 

24 시간 반응시켜 건조하였다. 그 후 0.5 M EDTA 용액(pH 7.5)에 반응시켜 남아있는 

무게를 측정하여 collagen 함량을 계산하였다.  

 

-혈액샘플 

실험어의 면역반응을 알아보기 위해 각 수조당 3마리씩 무작위로 선별하여 2-

phenoxyethanol (100 ppm) 용액으로 마취 시킨 후 꼬리 미병부에서 혈액을 채취하였다. 

채혈된 혈액(전혈)은 헤파린이 처리되지 않은 주사기로 채혈하여 상온에서 60분간 

방치시킨 후 원심분리기로(5000 × g) 혈청을 분리하여 면역분석을 실시하였다.  

 

-Lysozyme 분석 

혈청 내 lysozyme 분석은 Sankaran and Gurnani (1972)의 방법으로 분석하였다. Sodium 

citrate buffer (0.02 M, pH 5.52)에 동결건조된 Micrococcus lysodeikticus (Sigma, USA)를 

첨가하여 0.2 mg/mL 농도의 현탁액을 제조한 후, 현탁액과 혈청을 10:1 의 비율로 

혼합하여 24℃에서 60 분간 반응시킨 후, 450 nm 에서 흡광도 값을 측정하였다. Hen egg 
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white lysozyme (HEWL; sigma, USA)을 이용하여 standard curve 를 구하고 ug/mL 로 

표시하였다. 

 

-Total immunoglobulin (Ig) 분석 

혈청 내 immunoglobulin 함량 분석은 Siwicki and Anderson (1993)의 방법을 토대로 

분석하였다. 혈청내 단백질 함량을 측정한 후 12% polyethylence glycol 용액으로 단백질에 

함유된 immunoglobulin 함량을 침전시켜 값을 측정하였다. 

 

4.2.4. 인위감염실험 

사료 내 비타민 C 첨가 형태 및 농도가 항병력에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

최근 양어장에서 발병 빈도가 높은 그람양성 세균인 Streptococcus iniae 균을 이용하여 

인위감염 실험을 실시하였다. 균액은 10
8
 CFU/ml 의 농도가 되도록 멸균 생리식염수에 

현탁한 후, 어류를 1 시간 동안 현탁액에 침지하였다. 인위감염 실험은 성장실험 종료 후 

실시하였으며 각 수조당 무작위로 15 마리씩 선정하여 3 반복으로 64 L 감염실험용 

수조에 각각 배치하였다. 감염실험은 제주대학교 해양과학연구소 내 어병감염실에서 

실시되었으며 모든 감염 프로토콜은 제주대학교의 실험동물 관리 및 이용법에 맞도록 

실시하였다.  

 

4.2.5. 사료원료의 외관상 소화율 측정 

LAPP 와 CBP 가 첨가된 실험사료의 외관상소화율을 조사하기 위해 소화율측정 특수 

실험사료를 제작하였다. 일반 실험사료 제작과 동일한 방법으로 진행하였고 소화율을 

분석하기 위한 지시제로(indicator) chromium oxide (Cr2O3, Sigma-Aldrich)를 1.0% 첨가하여 

적정 크기로 압출 성형하였다.  
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소화율 측정에 사용된 조피볼락은 실험환경에 적응하기 위해 10 일간 실험사료를 

공급하면서 순치하였다. 본 실험에 사용된 실험수조 및 외관상소화율 측정을 위한 분 

수집장치(Guelph system)는 Figure 4-1 에 나타내었다. 예비사육 후 총 5 개의 500 L Guelph 

system 분 수집장치에 각 수조당 70 마리씩 무작위로 선택하여 배치하였다. 사육수는 

카트리지필터가 장착된 하우징을 설치하여 1 L/min 의 매우 적은 유수량이 되도록 

조절하였다. 광주기는 형광등을 이용하여 12L:12D 조건으로 유지되었고, 전 실험기간 

동안 사육수온은 17-20℃ 범위로 자연수온에 의존하였다. 수집된 분 샘플은 거름종이를 

이용하여 해수를 제거한 후 -40℃ 저온 냉동고에 보관하였다. 분 수집 과정은 Figure 4-

2 에 나타내었다. 

실험사료와 분에서의 지시제로 사용된 chromium oxide 함량은 Divakaran et al. (2002)의 

방법을 토대로 분석하였다. 실험사료 및 분 샘플은 회화로(550℃)에서 3 시간 동안 

회화한 후 얻어진 시료를 분석에 사용하였다. Chromium oxide 를 mono-chromate 형태로 

산화시키기 위해 샘플 5-10 mg 을 측량하여 glass test tube 에 옮긴 후 perchloric reagent 

(HClO4) 4 ml 를 첨가하였다. 시료와 perchloric reagent 가 첨가된 glass test tube 를 가열판에 

넣고 300℃에서 20 분간 가열한 후 실온에서 방냉 시켜 50 ml 유리 플라스크에 옮겨 3 차 

증류수로 25 ml 이 되도록 정량하였다. 그 후 분광광도계(Beckman DU-730, USA)를 

이용하여 350 nm 에서 흡광도를 측정하여 시료의 chromium oxide 함량을 계산하였다. 

 

4.2.6. 영양소별 소화율 분석 

실험사료의 소화율 및 영양소 소화율은 다음과 같은 식에 의해 계산하였다. 

 

실험사료의 소화율 계산식: 

ADCs of test diets (%) 

=(100-(% marker in diet/% marker in feces)×100) 
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실험사료의 영양소 소화율 계산식: 

ADCs of nutrients in test diets (%) 

=100×[100-(% marker in diet/% marker in feces)×(nutrient concentration in feces/nutrient 

concentration in diet)] 

 

4.2.7. 통계학적 분석 

실험사료의 배치는 완전확률계획법 (Completely randomized design)을 실시하였고, 성장 

및 일반성분 분석결과는 SPSS (Version 11.0) 프로그램을 이용하여 One-way ANOVA 로 

통계 분석되었다. 데이터 값의 유의차는 Tukey's HSD 로 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타낸다. 
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Figure 4-1. Feces collection tanks (Guelph system) used for the apparent digestibility test of citrus 

by-product containing diets.  

 

 

 

Figure 4-2. Feces collection for the apparent digestibility test of citrus by-product containing diets.  
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4.3 결 과 

 

13 주간의 사료공급 결과는 Table 4-3 에 나타내었다. 최종무게의 경우 비타민 C 가 

결핍된 대조구(Con)가 유의적으로 가장 낮은 수치를 보였고 CBP 를 적정량 이상으로 

첨가한 그룹(CBP360)이 다른 그룹에 비해 유의적으로 높은 성장률을 보였다. 

사료전환효율과 단백질이용효율에서도 성장률과 비슷하게 대조구가 가장 낮은 값을 

보였다. 생존율은 대조구가 52%로 유의적으로 가장 낮은 값을 보였고 적정함량의 

비타민 C 가 첨가된 그룹에서는 87%(LAPP90)와 73%(CBP90)의 생존율을 보였으며 

적정량 이상으로 첨가한 그룹에서는 90%(LAPP360)와 80%(CBP360)로 유의적으로 높은 

수치를 보였다. 대조구를 섭취한 그룹에서는 백내장과 비슷한 안구질병이 발병하였지만 

LAPP 또는 CBP 가 첨가된 모든 그룹에서는 결핍증상이 발견되지 않았다(Figure 4-3). 

간에서의 비타민 C 분석결과는 Table 4-4 에 나타내었다. 대조구를 섭취한 그룹에서 

간 내 비타민 C 함량은 7.2 ug/g 으로 가장 낮은 수치를 보였고 LAPP 가 첨가된 그룹은 

36 ug/g(LAPP90)과 117 ug/g(LAPP360)의 함량으로 사료 내 비타민 C 농도가 증가할수록 

간에서의 비타민 C 함량이 유의적으로 증가된 것을 확인하였다. 반면, CBP 를 첨가한 

모든 그룹에서는 간에서의 비타민 C 함량이 14 ug/g 을 보여 CBP 첨가에 따른 간 내 

비타민 C 농도 변화는 관찰되지 않았다.  

콜라겐 분석결과는 Table 4-4 에 나타내었다. 대조구를 섭취한 그룹에서는 15%, 

LAPP 와 CBP 를 적정량 또는 적정량 이상으로 첨가한 그룹에서는 17-19%의 범위를 보여 

대조구에 비해 경향적 또는 유의적으로 높은 콜라겐 함량을 보였다.  

13 주간의 실험사료 공급에 따른 조피볼락의 비특이적 면역반응 결과는 Table 4-5 에 

나타내었다. Lysozyme 과 Ig 활성에서는 LAPP 나 CBP 가 첨가된 모든 그룹이 대조구에 

비해 유의적으로 높은 활성을 보였다.  
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세균성 질병에 대한 인위감염 실험 결과는 Figure 4-4 에 나타내었다. S. iniae 을 

인위감염 시켰을 때(감염 18 일째), 대조구를 섭취한 그룹의 생존율은 38%로 유의적으로 

가장 낮은 수치를 보였다. LAPP 와 CBP 가 적정량 첨가된 그룹에서는 60-75%(LAPP90, 

CBP90) 생존율을 보였고 적정량 이상으로 공급한 그룹에서는 84-91%(LAPP360, 

CBP360)의 생존율을 보였다. 

조피볼락을 대상으로 한 실험사료의 외관상 소화율 측정결과는 Table 4-6 에 

나타내었다. 조피볼락의 건물 소화율은 모든 실험구에서 80-85%의 범위를 보였고 단백질 

소화율은 모든 실험구에서 약 96-98% 가량의 우수한 소화율을 보여 모든 그룹에서 

유의적인 차이는 없었다.  
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Table 4-3. Growth performance of Korean rockfish (initial body weigh 4.5±0.01 g) fed 5 

experimental diets containing two different levels of either L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP) or 

citrus by-product (CBP) for 13 weeks. 

 FBW
1
 (g) FCR

2
 PER

3
 FI

4
 Survival(%) 

Con 10.8±0.56
a
 1.63±0.09

d
 1.01±0.17

a
 9.7±0.64

a
 52.5±2.5

a
 

LAPP90 15.0±0.37
b
 1.21±0.09

bc
 1.50±0.12

bc
 12.3±0.52

ab
 87.5±7.5

b
 

LAPP360 16.0±0.82
b
 1.04±0.04

ab
 1.76±0.08

cd
 11.7±1.35

ab
 90.8±1.4

b
 

CBP90 14.8±1.17
b
 1.33±0.07

c
 1.36±0.08

b
 12.8±1.48

b
 73.8±8.8

ab
 

CBP360 18.8±0.62
c
 0.96±0.06

a
 1.88±0.14

d
 12.7±1.11

b
 80.0±8.7

b
 

Values are means or triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05). 

1
Final body weight (g). 

2
Feed conversion ratio=dry feed fed/wet weight gain. 

3
Protein efficiency ratio=wet weight/total protein given. 

4
Feed intake (g/fish).  
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Table 4-4. Liver ascorbic acids and vertebral collagen concentrations of Korean rockfish (Sebastes 

schlegeli) juvenile fed the 5 experimental diets containing two different levels of either L-ascorbyl-2-

polyphosphate (LAPP) or citrus by-product (CBP) for 13 weeks. 

 Vitamin C content in liver Bone collagen 

Con 7.2±3.4
a
 15.7±1.65

a
 

LAPP90 36.7±10.8
b
 18.8±1.05

b
 

LAPP360 117.3±11.5
c
 17.8±0.88

ab
 

CBP90 14.2±3.9
a
 19.0±1.01

b
 

CBP360 14.3±4.4
a
 17.0±1.05

ab
 

Values are means of triplicate groups and presented as mean±SD.  
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Table 4-5. Lysozyme and immunoglobulin (Ig) activities of Korean rockfish (Sebastes schlegelii) 

juvenile fed the 5 experimental diets containing two different levels of either L-ascorbyl-2-

polyphosphate (LAPP) or citrus by-product (CBP) for 13 weeks. 

 Ig (mg/ml) Lysozyme (ug HEWL/ml) 

Con 12.9±0.4
a
 92.6±4.2

a
 

LAPP90 19.2±0.1
b
 112.6±8.6

b
 

LAPP360 16.6±1.9
b
 112.7±1.1

b
 

CBP90 16.7±1.7
b
 115.3±7.5

b
 

CBP360 17.5±1.5
b
 120.6±8.0

b
 

Values are means of triplicate groups and presented as mean±SD. 
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Table 4-6. Apparent digestibility of coefficient (%, ADC) of dry matter and protein in the test diets 

determined by fecal collection method (Guelph system) for Korean rockfish (Sebastes schlegeli). 

Diets Con LAPP90 LAPP360 CBP90 CBP360 

ADC of test diets 

Dry matter 82.8±0.02 80.3±7.27 84.0±1.31 85.2±4.32 84.3±2.57 

Protein 98.1±0.12 98.0±0.73 98.1±0.17 96.9±0.87 98.0±0.32 

Values are means of triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same row having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05). 
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Figure 4-3. Vitamin C deficiency symptoms (cataract) of fish fed control diet without vitamin C 

sources.  
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Figure 4-4. Cumulative mortality of Korean rockfish (Sebastes schlegelii) juvenile fed the 5 

experimental diets containing two different levels of either L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP) or 

citrus by-product (CBP) after challenge with Streptococcus iniae by immersion.  
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4.4 고 찰 

 

치어기 조피볼락 사료 내 CBP 를 적정량(CBP90)으로 공급하였을 때 LAPP 가 첨가된 

그룹에 비해 성장률, 사료전환효율, 단백질이용효율, 생존율에 아무런 차이를 보이지 

않았지만, CBP 를 적정량 이상(CBP360)으로 첨가된 그룹(CBP360)은 다른 그룹에 비해 

사료전환효율 및 단백질이용효율에 더 효과적인 결과를 보였다. 조피볼락의 적정 비타민 

C 요구량은 50-100 mg/kg 이다(Wang et al., a,b). 본 실험에 사용된 실험사료의 비타민 C 

함량은 22 (Con), 123 (LAPP90), 334 (LAPP360), 98 (CBP90), 262 (CBP360) mg/kg 으로 

대조구를 제외한 나머지 실험사료에서는 조피볼락의 비타민 C 요구량을 충족시켰다.  

어류를 포함한 포유동물의 간은 비타민 C 대사에 중요한 역할을 수행한다(Dabrowski 

et al., 1994). 연어를 대상으로 실험한 결과, 간 및 신장에서 비타민 C 함량이 20 ug/g 

이하일 경우 비타민 C 결핍증상이 나타난다고 보고되었다(Hilton et al., 1977; Sato et al., 

1983; Halver et al., 1969). 본 실험에서도 대조구를 섭취한 그룹의 간내 비타민 C 함량은 

7.2 ug/g 으로 상당히 낮은 수치를 보였으며 성장률 및 생존율 감소, 비정상적인 

안구형태(백내장)와 같은 결핍증상이 관찰되어 위의 연구결과와 동일한 경향을 

보였다(Figure 4-3). 백내장은 수정체가 혼탁해지는 것을 의미한다. 수정체가 혼탁해지면 

빛이 수정체를 제대로 통과하지 못해 사물이 뿌옇게 보여 물건을 제대로 분간하지 

못하게 된다. 눈과 같이 활성산소로부터 손상 받기 쉬운 조직에는 비타민 C 함량이 

비교적 높아야 하지만 이번 실험에서는 대조구에 비타민 C 가 결핍됨으로 인해 충분한 

양의 비타민 C 를 공급받지 못하여 안구질병이 발병한 것으로 판단된다. 인체 실험을 

통해 비타민 C 를 충분히 섭취할 경우, 노인성 백내장의 원인으로 지목되는 수정체의 

단백질 산화를 억제하는 효과가 있다고 보고되었다. LAPP 를 적정량(LAPP90) 또는 

적정량 이상으로 첨가된 그룹(LAPP360)의 간내 비타민 C 농도는 36 ug/g, 117 ug/g 으로 
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대조구에 비해 5-16 배 이상의 함량 차이를 보였으며 결핍증상도 발견되지 않았다. 반면, 

CBP 를 적정량(CBP90) 또는 적정량 이상으로 첨가된 그룹(CBP360)의 간내 비타민 C 

함량은 14 ug/g 으로 대조구에 비해 2 배 이상의 함량을 보였지만 LAPP 와 비교하였을 

때에는 유의적으로 낮은 수치를 보였다. 하지만 본 실험에서 CBP 를 첨가한 그룹에서는 

비타민 C 결핍증상이 발견되지 않았으며 성장률 및 생존율에 있어서도 대조구에 비해 

월등히 좋은 결과를 보였다. Xiao et al. (2010)은 grouper 를 대상으로 비타민 C 가 결핍된 

사료를 급여하여 간에서 비타민 C 농도를 측정하였을 때 2.70 ug/g 이지만 결핍증상은 

발견되지 않았다고 보고하였다. 현재까지 사료 내 적정 비타민 C 요구량 연구는 

대부분의 양식어종을 대상으로 진행되었지만, 간에서 비타민 C 함량을 기준으로 

결핍증상에 관한 비교 연구는 전무한 실정이다. 이번 연구결과를 통해 치어기 

조피볼락에서 간 내 비타민 C 함량이 7 ug/g 이하일 경우 결핍증상이 발생할 것으로 

판단된다. 따라서 치어기 조피볼락 사료 내 합성 비타민 C 인 LAPP 를 CBP 로 완전 

대체가 가능함을 보여줄 수 있는 결과를 제시하였다. 조피볼락을 대상으로 CBP 에 의한 

체내 대사과정 및 활성에 대한 정확한 메커니즘은 보고되지 않았다. 이번 연구결과를 

바탕으로 어떠한 대사작용에 의해 체내에 축척 되었는지 추후 많은 연구를 통해 

밝혀내야 할 것이다. 

이번 실험에서 비타민 C 의 적정량 또는 적정량 이상의 첨가는 조피볼락의 비특이적 

면역반응에도 긍정적인 영향을 미쳤다. Lysozyme 은 보체 및 식세포 등과 결합하여 세균 

세포벽의 peptidoglycan 성분을 분해하고 삼투압작용에 손상을 준다(Jolles and Jolles, 1984; 

Grinde, 1989). Ig 는 동물의 체액중에 함유되는 항체 활성을 갖는 당단백질로 체내에 

침입한 항원을 비활성화시키고 세포 외부자극을 유도하는 역할을 한다. 즉, 어류의 

면역글로블린 수치 증가는 곧 면역력 증가를 의미한다. 이번 실험에서는 LAPP 또는 

CBP 를 적정량 또는 적정량 이상으로 첨가한 그룹이 무첨가 그룹인 대조구에 비해 

lysozyme 활성 및 Ig 활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 원인은 비타민 



- 72 - 

 

C 의 대표적 기능인 항산화 작용으로 인하여 체내에 들어온 비타민 C 가 자기산화로부터 

면역세포를 보호하면서 비특이적 면역력이 증가한 것이라 사료된다. 어류에서 고농도의 

비타민 C 섭취는 비특이적 면역력을 높일 수 있다는 결과를 도출할 수 있었으며, CBP 는 

합성 비타민 C 인 LAPP 를 완전 대체할 수 있는 사료 원료라는 것도 다시 한번 증명할 

수 있는 결과이다. 

인위감염 실험에 이용된 연쇄구균증은 어류의 폐사량을 증가시켜 어장에 심각한 

경제적 손실을 야기하는 세균성 질병이다. 주요 원인체로는 Streptococcus iniae, 

Lactococcus garvieae, S. parauberis 등이 알려져 있고 그 중 S. iniae 는 다양한 양식어종에 

발병하며 병원성도 강하다고 보고되었다(Beack et al., 2006). 감염 증상으로는 안구돌출, 

백탁 및 충혈, 두부와 상하 턱의 발적, 아가미 뚜껑 하부의 출혈, 아가미 뚜껑 내측의 

충혈 그리고 아가미와 체표에 점액이 많이 분비되는 것을 확인 할 수 있으며 해부시 

간장의 울혈이나 퇴색, 장관의 발적, 복수 증상이 나타난다. 또한 감염어는 먹이를 잘 

먹지 못하고 완만한 유영을 보이거나 바닥에 흩어져 있으며 몸체를 반대로 뒤집고 

머리를 올려 수면 위로 입을 열고 있는 현상도 관찰된다. 최근 들어 인간에게도 

병원성이 있는 것으로 보고되어 이 병원체에 대한 연구적 관심이 높아지고 있다(Richard 

et al., 2005). Ai et al. (2006)은 yellow croaker (Pseudosciaena crocea)를 대상으로 사료 내 

비타민 C 농도를 0, 25, 500 mg/kg 으로 8 주간 공급하여 Vibrio harveyi 에 인위감염 시켰을 

때, 비타민 C 가 결핍된 대조구를 섭취한 그룹에서의 폐사율은 66%, 저농도로 첨가한 

그룹(25 mg/kg)은 41%, 고농도로 첨가한 그룹(500 mg/kg)에서는 16%을 보였다고 

기록하였다. Zhou et al., (2012) 또한 cobia 를 대상으로 사료 내 비타민 C 함량을 13-386 

mg/kg 으로 8 주간 공급한 후 동일 병원성 세균으로 인위접종 시켰을 때 저농도 

그룹에서는 약 75%의 폐사율이 관찰되었지만 비타민 C 첨가 그룹은 45-65%의 폐사율이 

관찰되었다고 보고하였다. 이 두 가지 연구 모두 사료 내 적정량 또는 적정량 이상의 

비타민 C 공급은 어류의 비특이적 면역력을 증가시켜 세균성 질병에 대한 생존율을 
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높인 것으로 보고되었다. 본 실험에서도 사료 내 LAPP 또는 CBP 를 적정량 또는 적정량 

이상으로 공급했을 경우 S. iniae 에 대한 질병저항성이 증가되는 것을 확인하였다. 이번 

연구 또한 비타민 C 원료인 LAPP 또는 CBP 의 첨가로 인해 lysozyme 과 Ig 활성을 

증가시켜 인위감염 실험에서 생존율이 증가된 것으로 판단된다. 반면, Channel catfish 을 

대상으로 사료 내 비타민 C 함량을 달리한 사료를 8 주간 공급한 후 Edwardsiella ictaluri 

균으로 인위감염 시켜 21 일간 생존율을 확인한 연구에서는 모든 그룹에서 유의적인 

차이가 없었다고 보고하였다. 이러한 차이는 실험에 사용된 병원성 균주와 실험조건에 

따라 달라진 것으로 사료되며, 추후 많은 연구를 통해 비교분석 해야 될 것으로 

판단된다. 

어류의 분 수집방법에는 분수집장치(Guelph system)를 이용하거나 직접적으로 장을 

압박하여 분을 수집하는 stripping 방법, 해부를 통해 배설물을 획득하는 방법이 이용된다. 

각 방법마다 장단점이 있지만 육식성어류에서는 stripping 방법이 널리 이용되고 

잡식성이나 초식성 어류인 경우 Guelph system 방법이 대체적으로 이용되고 있다. 

양어사료에 이용되는 소화율의 의미는 외관상소화율(Apparent digestibility coefficient)로써 

대부분 담수어종을 위주로 연구되었고 최근 들어 해산어를 대상으로 한 연구가 시도되고 

있는 실정이다. 조피볼락의 분 수집은 사료 공급 후 16 시간 후에 진행하였다. 분 수집을 

위한 시간 설정은 어종 및 사육환경에 따라 변할 수 있다. 위에 설정된 수집시간은 

실험개시 전 여러 번의 예비 실험을 거쳐 실험어류와 실험환경에 가장 알맞은 시간으로 

설정하였다. 사료공급(만복공급) 후, 수조에 남아있는 사료 및 이물질을 깨끗이 청소하고 

환수시켜 각 수조에 분 수집관을 설치하여 익일 분을 수집하는 방식으로 수집하였다. 

소화율 실험을 바탕으로 사료 내 8%의 CBP 첨가는 어류의 소화율에 있어 아무런 

영향을 미치지 않았다. 이번 연구결과를 통해 양어용 배합사료 내 합성 비타민 C 

(LAPP)를 완전 대체 가능함을 보여 주었다. 따라서 이번 연구결과는 버려지는 여러 

부산폐기물을 재활용하는 연구개발의 기초 자료가 될 수 있을 것으로 사료된다. 특히, 
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제주도 내 1 차 산업인 감귤산업에서 쥬스를 만들고 폐기되는 CBP 의 재이용 가능성을 

보여주었다는 점에서 의미가 크다고 할 수 있다. 따라서, 경제적인 양어사료의 제조를 

위한 비타민 C 의 안정적인 공급과 폐기 부산물의 재활용을 위해서라도 CBP 를 사용한 

친환경적인 사료를 개발하는 것이 우선적으로 요구된다.  
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CHAPTER 5  

 

조피볼락(Sebastes schlegeli) 사료 내 감귤착즙박과 발효감귤착즙박 

첨가에 따른 합성 비타민 C 대체효과 

 

Replacing vitamin C source with citrus by-product or fermented 

citrus by-product in diets of Korean rockfish Sebastes schlegeli 
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5.1 서론 

제주도를 포함한 국내 양어장의 경우 고밀도 양식을 하고 있어 세균성 질병에 의한 

발병빈도가 높고 전염 속도가 빨라 피해가 큰 것으로 알려졌다. 양식어류의 질병치료는 

항생제에 의존하고 있지만 과도한 항생제의 사용은 약제 내성균의 확산을 초래하여 

치료를 어렵게 하고 어류의 면역력을 저하시킬 수 있다. 이와 같은 문제의 해결책으로 

어류의 자체방어능력을 향상시키는 면역증강제의 개발과 친환경적인 항균물질이나 

해양생물자원에서 유래한 기능성 천연 생리활성 물질에 관한 연구도 진행되고 있다.  

어류는 정상적인 생리기능을 유지하기 위하여 적정량의 비타민 C 를 섭취해야 

하는데, 비타민 C 합성을 위한 L-gulonolactone oxidase 효소가 결핍되어 반드시 

먹이로부터 섭취해야 한다(Sato et al., 1982; Soliman et al., 1986; Dabrowski, 1990). 비타민 C 

요구량은 어종 크기에 따라 달라지며 치어기가 성어기보다 비타민 C 요구량이 높다고 

보고되었다(Dabrowski et al., 1988; Dabrowski, 1990).  

생균제(probiotic)는 살아있는 미생물로서 적절한 양으로 투여되었을 때 성장률, 

비특이적 면역반응 및 질병저항성에 긍정적인 영향을 미친다고 보고되었다(Gatesoupe, 

1994; Robertson et al., 2000; Bakke-Mckellep et al., 2007Lee, 2008; Nayak, 2010; Cha et al., 2012). 

양식어종에 따라 생균제의 효능은 달리 나타나며 장내 병원균의 서식억제 및 면역력 

증가가 대표적인 효능이다(Gildber et al., 1997; Robertson et al., 2000). 생균제에 관한 

연구들은 주로 양돈사료를 대상으로 생산성을 높이기 위한 실험이 진행되었다(Pollman et 

al., 1980; Saartchit and Sullivan, 1990; Xuan et al., 2001). 양식어종에 있어서는 넙치를 

대상으로 사료 내 Bacillus균주의 첨가로 인해 병원성 미생물에 대한 질병저항성이 

증가되었고 보고되었다(Cha et al., 2012). 하지만 위의 연구들은 사료 내 Bacillus sp. 균주를 

직접 첨가한 실험이지만 이번 실험에서는 Bacillus sp. 균주를 가지고 감귤착즙박(Citrus 

by-product, CBP)을 발효하였을 때의 효능을 비교하고자 하였다. 따라서 이번 연구에서는 
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조피볼락을 대상으로 CBP와 B. subtilis 또는 B. pumilus 균주로 발효시킨 발효 CBP 첨가에 

따른 성장, 사료효율, 비특이적 면역반응과 질병저항성에 미치는 영향을 조사하였다. 
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5.2 재료 및 방법 

 

5.2.1. CBP 수집 및 전처리 

본 실험에 사용된 CBP 시료는 (주)일해공장(제주도 조천읍 와흘리)에서 쥬스 착즙 

후 배출되는 부산물을 제공받아 제주대학교 양어사료영양학연구실로 운반하여 동결건조 

후 분쇄하여 사용하였다. 실험에 사용된 분말형태의 CBP 는 5.6%의 조단백질 함량, 

1.7%의 조지방 함량, 2.6%의 회분함량과 6.0%의 수분을 함유하였고 CBP 내 비타민 C 

농도는 1,500 mg/kg 이다.  

 

5.2.2. CBP 의 발효 및 추출 

CBP 를 발효시키기 위하여 B. subtilis 균주와 B. pumilus 균주를 Nutrient broth(NB, Difco, 

USA)에 배양하여 감귤배지에 접종하여 발효시켰다. 발효된 CBP 는 동결건조 후 

분쇄하여 실험에 사용하였다.  

 

5.2.3. 실험사료  

실험사료의 조성은 Table 5-1 에 나타내었다. 단백질원은 탈지어분과 casein 을 

사용하였고 지질원은 오징어간유를 사용하여 46%의 조단백질과 12%의 조지방을 

함유토록 설계하여 제조하였다. 비타민 C 가 결핍된 대조사료(Control)에 L-ascorbyl-2-

polyphosphate (LAPP)와 CBP 를 이용하여 100 mg/kg AA 가 되도록 설정하였다. 또한 B. 

subtilis 와 B. pumilus 균주로 발효시킨 발효 CBP 도 동일 농도의 비타민 C 가 되도록 

첨가하여 총 5 개의 실험사료를 제작하였다(Con, LAPP, CBP, BS-CBP, BP-CBP). 실험사료 

제조를 위해서 분말형태의 각 사료원을 사료조성표에 따라 정확히 무게를 측정한 후, 

사료원 총량의 30%에 해당하는 증류수를 첨가하여 혼합하였다. 혼합물은 

소형육절기(SMC-12, Korea)로 직경 3-5 mm 크기로 압출 성형하였다. 제작된 실험사료는 
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동결건조기에서 건조시킨 후, 사료공급 전까지 -20℃ 냉동고에 보관한 후 실험에 

사용하였다. 

 

5.2.4. 실험어 및 사육관리 

조피볼락 치어는 경상남도 고성군에 위치한 종묘장에서 구입하여 제주대학교 소속 

해양과학연구소로 운송하였다. 2 주간의 예비사육 후, 초기평균무게 22.9 g 의 어류는 총 

15 개의 150 L 원형 플라스틱 수조에 각 수조당 30 마리씩 무작위 배치하였다. 사육수는 

모래 여과해수를 사용하여 1-2 L/min 의 유수량이 공급되도록 조절하였고 모든 

실험수조에 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다. 사육수온은 실험기간 동안 

18℃에서 25℃ 범위에서 실시하였다. 실험사료 공급은 1 일 3 회에 나누어서 13 주동안 

만복공급을 하였다.  
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Table 5-1. Formulation of the experimental diets (% DM). 

Ingredients 
Experimental diets 

Con LAPP CBP BS-CBP BP-CBP 

Defatted fish meal
1
 26.00 26.00 26.00 26.00 26.00 

Casein
2
 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 

Dextrin 16.30 16.30 16.30 16.30 16.30 

Squid liver oil 11.80 11.80 11.80 11.80 11.80 

Vitamin Mix
3
 (vitamin C free) 1.50 1.50 1.50  1.50 1.50 

Mineral Mix
4
 1.50 1.50 1.50  1.50 1.50 

LAPP
5
 0.00 0.028 0.00  0.00 0.00 

CBP
6
 0.00 0.00 6.67  0.00 0.00 

BS-CBP
7
 0.00 0.00 0.00 10.10 0.00 

BP-CBP
8
 0.00 0.00 0.00  0.00 10.90 

CMC
9
 1.00 1.00 1.00  1.00 1.00 

Taurine 1.00 1.00 1.00  1.00 1.00 

Cellulose 10.90 10.88 4.23  0.80 0.00 
1
White fish meal, Rukoss, Russia. Fish meal were extracted by 70% aqueous ethanol (water: ethanol = 

3: 7) for 48 h. 

2
United States Biochemical (USB), Cleveland, OH, USA. 

3
Vitamin premix (g/kg of mixture): retinyl acetate, 1.0; cholecalciferol, 0.05; menadione, 0.2; 

thiamine hydrochloride, 4.0; riboflavin, 4.4; D-pantothenic acid hemicalcium, 14.5; pyridoxine 

hydrochloride, 4.0; cyanocobalamin, 0.01; miacinamide, 30.0; folic acid, 0.48; D-biotin, 0.2; myo-

inositol, 40.0; a-tocopherol, 10.0. 

4
Mineral Premix (g/kg of mixture): MgSO4.7H20, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 370.0; KCL, 130.0; Ferric 

citrate, 40.0; ZnSO4.7H20, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl2, 0.2; AlCl3.6H2O, 0.15; Na2SeO3, 0.01; 

MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 

5
L-ascorbyl-2-polyphosphate.  

6
Citrus by-product: ILHAE Corporation. 

7
Fermented CBP with Bacillus subtilis. 

8
Fermented CBP with Bacillus pumilus. 

9
Carboxylmethylcellulose. 
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Table 5-2. Proximate composition of the experimental diets (% DM). 

Ingredients 
Experimental diets 

Con LAPP CBP BS-CBP BP-CBP 

Moisture 7.7 7.0 7.4 7.5 7.1 

Crude protein 46.8 46.4 47.1 48.3 48.4 

Crude lipid 12.8 12.7 12.8 13.8 13.7 

Crude ash 5.7 5.6 5.8 5.9 6.1 

Total ascorbic acid
6
 (mg/kg) 11.9 110.0 90.1 100.3 103.3 
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5.2.5. 분석항목 

-일반성분 분석 및 성장률 측정 

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (1995) 방법에 따라 수분은 

상압가열건조법(125℃, 3 시간), 조회분은 직접회화법(550℃, 6 시간), 단백질은 

자동조단백질 분석기로 분석하였으며, 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 

soxhlet 추출장치를 이용하여 분석하였다. 사료공급 종료 후, 어류의 최종 무게를 

측정하여 사료전환효율(feed conversion ratio, FCR), 단백질이용효율(protein efficiency ratio, 

PER) 및 생존율(survival)을 측정하였다.  

Feed conversion ratio = dry feed fed/wet weight gain 

Protein efficiency ratio = wet weight gain/total protein given 

 

-비타민 C 분석 

실험사료와 실험어 간에서의 비타민 C 분석은 Dabrowski and Hinterleitner (1989)의 

방법으로 분석하였다. 시료와 precipitation solution 을 혼합하여 2 분간 균질화한 후 

원심분리기(15,000 rpm, 4℃, 30 분)를 이용하여 상층액을 추출하였다. 추출된 상층액을(250 

ul) 유리튜브에 옮긴 후 0.2% dichlorophenolindophenol (Sigam, USA)과 증류수를 25 μL 씩 

첨가하여 상온에서 20 분간 반응시켰다. 반응시킨 혼합물에 2% thiourea (Sigma, USA)와 5% 

metaphosphoric acid (Sigm, USA)을 250 μL 넣고 2% 2,4-dinitrophenyhydrazine (Sigma, USA)을 

250 μL 넣은 후, 60℃ 항온수조에서 3 시간 동안 반응시켰다. 반응시킨 혼합물을 냉각시켜 

18 M H2SO4를 넣고(500 μL) 524 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 

 

-Collagen 분석 

콜라겐 함량은 Wilson and Poe (1973)의 방법으로 분석하였다. 전어체 시료를 끓는 

물에 12 분간 담근 후 척추주변의 근육을 제거하여 남아있는 뼈를 0.1 M NaOH 용액에 
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24 시간 반응시켜 건조하였다. 그 후 0.5 M EDTA 용액(pH 7.5)에 반응시켜 남아있는 

무게를 측정하여 collagen 함량을 계산하였다.  

 

-혈액샘플 

실험어의 면역반응을 알아보기 위해 각 수조당 3 마리씩 무작위로 선별하여 2-

phenoxyethanol (100 ppm) 용액으로 마취 시킨 후 꼬리 미병부에서 혈액을 채취하였다. 

채혈된 혈액(전혈)은 원심분리기로(5000 x g) 혈청을 분리하여 다음과 같은 비특이적 

면역분석을 실시하였다. 

 

-Lysozyme 분석 

혈청 내 lysozyme 분석은 Sankaran and Shanto (1972)의 방법으로 분석하였다. Sodium 

citrate buffer (0.02 M, pH 5.52)에 동결건조된 Micrococcus lysodeikticus (Sigma, USA)를 

첨가하여 0.2 mg/mL 농도의 현탁액을 제조한 후, 현탁액과 혈청을 10:1 의 비율로 

혼합하여 24℃에서 60 분간 반응시킨 후, 450 nm 에서 흡광도 값을 측정하였다. Hen egg 

white lysozyme (HEWL; sigma, USA)을 이용하여 standard curve 를 구하고 ug/mL 로 

표시하였다. 

 

-Total immunoglobulin (Ig) 분석 

혈청 내 immunoglobulin 함량분석은 Siwicki and Anderson (1993)의 방법을 토대로 

분석하였다. 혈청 내 단백질 함량을 측정한 후 12% polyethylence glycol 용액으로 

단백질에 함유된 immunoglobulin 함량을 침전시켜 값을 측정하였다. 

 

-대식세포 활성 분석 

혈액 내 대식세포 활성은 Kumari and Sahoo (2005)의 분석방법을 토대로 Nitro-blue 



- 84 - 

 

tetrazolium (NBT)분석방법을 통해 호중구의 oxidative radical 생성량을 측정하였다. 전혈과 

NBT solution (0.2%)을 50 μL씩 유리튜브에 옮긴 후, formazon 생성을 감소시키기 위해 1 

ml의 dimethyl formamide를 첨가하여 2000 × g 에서 5분동안 원심분리하였다. 이때 형성된 

상층액을 수집하여 spectrophotometer (Genesys 10UA, USA)로 540 nm에서 NBT의 감소 

범위를 측정하였다. Blank는 dimethyl formamide를 사용하였다.  

 

5.2.6. 인위감염실험 

사료 내 CBP 또는 발효 CBP 의 첨가가 항병력에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

현재 양어장에서 발병 빈도가 높은 Edwardsiella tarda 균주를 이용하여 인위감염 실험을 

실시하였다. 균액은 10
8
 CFU/ml 의 농도가 되도록 멸균 생리식염수에 현탁한 후, 어류를 

1 시간 동안 현탁액에 침지하였다. 인위감염 실험은 성장실험 종료 후 실시하였으며 각 

수조당 무작위로 15 마리씩 선정하여 3 반복으로 64 L 감염실험용 수조에 각각 

배치하였다. 감염실험은 제주대학교 해양과학연구소 내 어병감염실에서 실시되었으며 

모든 감염 프로토콜은 제주대학교의 실험동물 관리 및 이용법에 맞도록 실시하였다.  

 

5.2.7. 통계학적 분석 

실험사료의 배치는 완전확률계획법 (Completely randomized design)을 실시하였고, 성장 

및 일반성분 분석결과는 SPSS (Version 11.0) 프로그램을 이용하여 One-way ANOVA 로 

통계 분석되었다. 데이터 값의 유의차는 Tukey's HSD 로 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타낸다.   
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5.3. 결과 

 

13주간의 사료공급 결과는 Table 5-3에 나타내었다. 최종무게의 경우 비타민 C가 

결핍된 대조구가 유의적으로 가장 낮은 수치를 보였다. 사료전환효율과 

단백질이용효율에서도 성장률과 비슷하게 대조구가 가장 저조한 값을 보였다. 생존율은 

83-94%의 범위로 모든 그룹에서 유의적인 차이는 없었다. 

조피볼락의 혈액분석 결과는 Table 5-4에 나타내었다. Hemoglobin과 hematocrit은 모든 

그룹에서 유의적인 차이는 없었다. 

실험사료 공급에 따른 조피볼락의 비특이적 면역반응 결과는 Table 5-5에 나타내었다. 

Lysozme 활성에서는 LAPP나 CBP 및 발효 CBP가 첨가된 그룹이 대조구에 비해 

유의적으로 높은 활성을 보였다. 대식세포활성과 Ig 활성은 모든 그룹에서 유의적인 

차이가 없었다.  

세균성 질병에 대한 인위감염 실험 결과는 Figure 5-1에 나타내었다. E. tarda을 

인위감염 시켰을 때, 대조구는 4일째부터 사망개체가 발견되었고 감염 25일째에는 약 

40%의 낮은 생존율을 보였다. 반면, LAPP나 CBP 및 발효 CBP가 첨가된 그룹은 

동일기간 동안 66-76%의 생존율을 보였으며 대조구에 비해 유의적으로 높은 생존율을 

보였다.  
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Table 5-3. Growth performance of Korean rockfish (initial body weigh 22.9±0.01 g) fed the 5 

experimental diets containing L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP), citrus by-product (CBP), Bacillus 

substilis fermented CBP (BS-CBP) and B. pumilus fermented CBP (BP-CBP) for 13 weeks. 

 FBW
1
 (g) FCR

2
 PER

3
  Survival (%) 

Con 52.6±0.8
a
 1.08±0.02

c
 1.98±0.04

ab
 92.2±5.1 

LAPP 59.0±1.7
b
 0.98±0.03

ab
 2.19±0.06

bc
 90.0±5.8 

CBP 60.9±0.4
b
 0.91±0.04

a
 2.32±0.09

c
 94.4±5.1 

BS-CBP 59.9±5.2
b
 0.92±0.05

a
 2.26±0.13

c
 83.3±5.8 

BP-CBP 56.9±1.3
ab

 1.06±0.01
bc

 1.94±0.02
a
  84.4±12.6 

Values are means or triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05). 

1
Final body weight (g). 

2
Feed conversion ratio=dry feed fed/wet weight gain.  

3
Protein efficiency ratio=wet weight/total protein given. 
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Table 5-4. Hematological parameters of Korean rockfish (Sebastes schegeli) fed the 5 experimental 

diets containing L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP), citrus by-product (CBP), Bacillus substilis 

fermented CBP (BS-CBP) and B. pumilus fermented CBP (BP-CBP) for 13 weeks. 

 Hemoglobin (g/dL) Hematocrit (%) 

Con 6.81±0.43 50.0±5.0 

LAPP 7.17±0.31 50.7±3.0 

CBP 7.55±0.27 51.8±1.4 

BS-CBP 6.89±0.41 49.2±1.4 

BP-CBP 7.57±1.50 51.1±1.4 

Values are means or triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05). 
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Table 5-5. Nitro-blue tetrazolium (NBT), lysozyme and total immunoglobulin (Ig) activities of 

Korean rockfish (Sebastes schlegeli) fed the 5 experimental diets containing L-ascorbyl-2-

polyphosphate (LAPP), citrus by-product (CBP), Bacillus substilis fermented CBP (BS-CBP) and B. 

pumilus fermented CBP (BP-CBP) for 13 weeks. 

 
NBT 

(absorbance) 

Lysozyme 

(ug HEWL/ml) 

Ig 

(mg/ml) 

Con 1.10±0.05 60.4±5.6
a
 23.0±7.1 

LAPP 1.11±0.07 119±12.7
b
 23.9±2.8 

CBP 1.08±0.09 114±12.0
b
 25.6±2.6 

BS-CBP 1.08±0.08 115±8.6
b
 27.6±1.9 

BP-CBP 1.08±0.04 107±23.1
b
 25.8±3.5 

Values are means or triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having 

different superscript letters are significantly different (P<0.05). 
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Figure 5-1. Cumulative mortality of Korean rockfish (Sebastes schlegeli) fed the 5 experimental diets 

containing L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP), citrus by-product (CBP), Bacillus substilis fermented 

CBP (BS-CBP) and B. pumilus fermented CBP (BP-CBP) after challenge with Edwardsiella tarda by 

immersion. Data represents the average±SD from triplicate groups.   
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5.4. 고 찰 

 

B. subtilis 균주는 단백질 분해효소의 분비를 촉진시켜 사료의 단백질 소화율을 

증진시킨다고 보고되었지만(Rychen and Nunues, 1995; De Schrijver and Ollevier, 2000; Mohanty 

et al., 1996; Aly et al., 2008; Zhang et al., 2010), 본 실험에서 CBP그룹과 성장률을 비교하였을 

때에는 유의적인 차이가 없었다. 또한 BS-CBP그룹과 BP-CBP그룹을 비교하였을 때 

유의적인 차이는 없었지만 BS-CBP를 섭취한 그룹이 경향적으로 높은 성장률을 보였다. 

따라서, 우수성이 보고된 물질이라도 모든 어종에 동일하게 적용되는 것이 아니라 

양식생물의 종류, 연령, 시기 및 양식환경에 따라 달라질 수 있을 것으로 

사료된다(Merrifield et al., 2009; Sun et al., 2010). Jeon et al. (2013)은 넙치(16 g)를 대상으로 

사료 내 김치 유산균 배양물을 0%, 0.1%, 0.2%, 0.5%씩 첨가하여 8주간 공급한 결과 

성장률 및 사료효율에 아무런 효능이 없다고 보고하였고, Lee et al. (2013) 또한 동일 

어종인 넙치를 대상으로 B. subtilis, Enterococcus faecium, Lactobacillus rhamnosus, L. 

plantarum 균주로 발효시킨 CBP를 3%씩 첨가하여 공급하였을 때에도 성장에 아무런 

영향을 미치지 않았다고 보고하였다. 이번 연구결과를 바탕으로 치어기 조피볼락 사료 

내 합성 비타민 C인 LAPP를 CBP로 대체하였을 경우 오히려 성장률이 증가되는 경향을 

보였으며, 발효시킨 CBP로 대체하였을 때에는 B. pumilis보다 B. subtilis로 발효시키는 

것이 더 유용할 것이라 판단된다. 유용균주(probiotics)는 장내의 유해세균을 감소시키고 

미생물 균형을 조절하여 성장과 사료효율을 증진시킨다(Klaenhammer, 1988; Yeo and Liong, 

2009; Lauzon et al., 2010). 유용균주는 그람 음성 및 양성 세균을 저해할 수 있는 넓은 

항균 스펙트럼을 지니고 pH 가 낮은 위와 같은 환경에서도 생존할 수 있어야 한다. 또한 

위를 통과한다 하더라도 장내에서 생성되는 소화 효소 등의 환경조건과 어병 치료를 

위한 항생제 투약 시기에도 생존할 수 있어야 한다(Verschuere et al., 2000). 
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혈액성분은 동일 어종이라도 먹이나 성장률에 따라 변화는 것으로 알려졌다(Garrido 

et al., 1990; Jeong et al., 2006). 현재까지 어종별로 혈액성상의 기준이 확립되지 않았기에 

사용된 사료원료의 효능을 혈액학적 분석으로 비교하기에는 한계가 있지만, 이번 연구에 

사용된 CBP 및 발효 CBP의 첨가는 조피볼락의 생리기능에 부정적인 영향을 미치지 

않을 것으로 판단된다. 

Lysozyme은 비특이적 (선천적) 면역 반응에 속하는 항균효소 중의 하나로서 

특정세균에 대한 특이적인 항균작용이 아닌 비특이적으로 다양한 균에 항균작용을 

나타내는 효소이다(Jolles and Jolles, 1984). Lysozyme은 130여개의 아미노산으로 이루어진 

염기성 단백질로 동물의 침, 눈물, 위액 등 여러 조직에 함유되어 있으며 백혈구들의 

세포내 과립에 존재한다. 병원균에 대한 항균 메커니즘은 세균 세포벽의 구성성분인 

peptidoglycan의 N-acetylmuramic acid와 N-acetyl-D-glucosamine 잔기들 사이의 β-1,4-

글루코시드 결합을 가수분해하여 세균의 세포벽을 파괴함으로써 항균작용을 나타낸다. 

이러한 기작에 기인하여 lysozyme 활성은 어류를 포함한 동물에 있어서 비특이적 

면역반응을 측정하는 분석요소로 이용되고 있다. 본 연구의 면역분석 결과, lysozyme 

활성에서는 LAPP나 CBP 및 발효-CBP(BS-CBP, BP-CBP)가 첨가된 그룹이 비타민 C 

결핍그룹에 비해 약 2배 이상의 높은 활성을 나타내었다. 가장 대표적인 이유로는 

비타민 C 결핍에 의해 어류의 비특이적 면역력이 활성화 되지 않은 것으로 판단된다. 

이러한 결과는 돔류(Orthuno et al., 1999)와 대서양연어(Hardie et al., 1991)에 비타민 C를 

고농도로 투여하였을 때 다양한 비특이적인 면역 인자들이 활성화 된다는 결과와 

일치하였다. 즉 CBP에 포함된 여러 성분 중 비타민 C 함량이 가장 높은 비중을 

차지하고 있기 때문에 어류의 비특이적 면역반응을 증가시킨 것으로 판단된다(Li and 

Lovell, 1985). 또한, LAPP를 CBP와 발효 CBP로 대체한 그룹에서는 lysozyme활성에 

유의적인 차이가 없어 합성 비타민 C인 LAPP를 CBP 또는 발효CBP로 대체하더라고 

면역 활성에 아무런 부정적인 영향이 없을 것으로 판단된다.  
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E. tarda의 감염증상은 안구 돌출 및 백탁현상이 나타나고 해부시 부패한 냄새를 

동반한 출혈성 복수와 간, 비장 및 신장의 비대와 결절을 형성한다(Thune et al., 1993). 

감염어는 먹이를 잘 먹지 못하고 체색이 검어지며, 미성어부터 성어 단계에서 발생하여 

치료가 어렵고 장기간에 걸쳐 지속적으로 폐사가 발생하여 출하시기에 어장에 

경제적으로 큰 피해를 입힌다. 국내 주요양식 어종에 감염된 연구결과가 보고될 만큼 

질병 발병률이 높은 병원성 세균이다(Nakatsugawa, 1983). Jung et al. (2010)은 유자과피를 

넙치사료에 공급한 후 E. tarda와 Streptococcus iniae에 인위감염 시켰을 때 넙치의 

생존율이 증가되었다고 보고하였고, Taoka et al. (2006)은 15g 인 넙치치어를 대상으로 사료 

내 S. cerevisiae를 1% 첨가하여 7주간 공급한 후 Vibrio anguillarum을 임위감염 시켰을 때 

유용균주를 첨가하지 않은 대조구에 비해 유의적으로 생존율이 증가하였다고 보고하였다. 

이러한 원인은 유용균주에 의해 어류의 생리활성을 촉진시켜 비특이적 면역반응이 

증진되었다고 기록하였다. 본 실험에서도 사료 내 LAPP, CBP 또는 발효 CBP가 첨가된 

그룹은 대조구에 비해 E. tarda에 대한 질병저항성이 증가되는 것을 확인하였다. 하지만 

두 종류의 생균제(B. subtilis 및 B. pumilus)로 발효된 CBP를 일반 CBP와 비교하였을 

때에는 발효균주에 의한 효능은 보이지 않았다. 발효균주가 증식하기 위해서는 수온, 

수질, 삼투압, pH 등 외부환경에 영향을 받는데 어류에 있어서는 수온이 가장 중요한 

요인으로 작용한다(Panigrahi et al., 2007; Das et al., 2008). 따라서 우수성이 보고된 

물질이라도 모든 어종에 동일하게 적용되는 것이 아니며 생균제의 종류, 첨가방법 및 

농도 그리고 발효조건에 따라 그 결과는 달라질 수 있을 것으로 사료된다. 
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요 약 문 

 

이번 연구를 통해 감귤착즙박(Citrus by-product, CBP)의 영양학적 우수성을 입증하여 

경제적이고 기능적인 양어용 배합사료 원료로 제시하여 값비싼 합성 비타민 C 의 부분 

및 완전대체 효과를 조사하였다. 또한 CBP 의 영양학적 우수성을 근거로 여러 

유용균주를 이용하여 발효시킨 발효 감귤착즙박(fermented citrus by-product, F-CBP)의 

제조와 그 기능성을 검증하여 양어용 배합사료 내 면역증강 첨가제로 사용 가능하도록 

하는 기본 자료를 제시하였다.  

 

1차 실험에서는 참돔 치어(초기평균무게 55g)를 대상으로 CBP와 Lactobacillus 

plantarum균주로 발효시킨 발효 CBP의 효능을 알아보기 위하여 대조사료에 CBP와 LP-

CBP를 4%와 8%씩 첨가하여 총 5개의 실험사료를 설계하여 저수온환경(12℃-16℃)에서 

9주간의 사료공급 실험을 진행하였다. 9주간의 성장실험이 끝난 후 성장률 및 사료효율은 

모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다. Lysozyme, SOD 및 MPO활성에서는 CBP와 LP-

CBP가 첨가된 그룹이 대조구에 비해 경향적 또는 유의적으로 높은 수치를 보였다. 이러

한 이유는 CBP와 LP-CBP에 포함된 비타민 C와 여러 생리활성 물질에 의한 것으로 판단

된다. 저수온 스트레스 11일째, 대조구가 급격한 폐사율(60%)을 보였지만 CBP와 LP-CBP

가 첨가된 그룹은 25% 내외의 폐사율이 관찰되었다. 이상의 결과를 통해 경제적인 양어

사료 제조를 위해 안정적인 비타민 C 공급과 폐기부산물의 재활용을 위해서라도 CBP를 

사용한 친환경적인 사료를 개발하는 것이 우선적으로 요구된다. 

 

2차 실험은 사료 내 CBP 첨가에 따른 합성 비타민 C의 대체율을 알아보기 위한 실

험으로 사료 내 비타민 C 함량을 100 mg/kg으로 고정하고 합성 비타민 C(L-ascorbyl-2-
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polyphosphate, LAPP)와 CBP를 이용하여 대체율을 조절하였다(LAPP100/CBP0, 

LAPP75/CBP25, LAPP50/CBP50, LAPP25/CBP75, LAPP0/CBP100). 실험에 사용된 넙치 치어

(초기평균무게 46.4g)는 제주도에 위치한 종묘배양장에서 구입하여 제주대학교 소속 해양

과학연구소로 운송하였다. 사육수온은 실험기간 동안 11℃-15℃범위로 저수온 환경에서 

6주간 실험을 진행하였다. CBP함량이 75%와 100%로 대체된 그룹이 LAPP100% 그룹에 

비해 유의적으로 높은 성장률 및 사료효율을 보였다. 생존율은 모든 그룹에서 유의적인 

차이는 없었다. 성장결과를 토대로 합성 비타민 C를 CBP로 완전 대체할 경우 저수온기

의 넙치 성장에 전혀 문제가 없을 뿐만 아니라 오히려 저수온기 환경에 대한 스트레스를 

감소시켜 성장률을 높일 것으로 판단된다. 면역분석과 조직학적 분석 결과에서는 모든 

그룹에서 유의적인 차이가 없었다. 배합사료 내 값비싼 합성 비타민 C의 부분 혹은 완전 

대체용으로 CBP가 사용될 것으로 가설을 세우고 증명함으로서 양식생산의 60%에 이르

는 사료비용을 절감할 수 있을 것으로 기대할 수 있다. 

 

3차 실험에서는 조피볼락 치어(초기평균무게 4.5g)를 대상으로 비타민 C가 결핍된 

대조사료에 LAPP와 CBP를 이용하여 90 mg/kg 및 360 mg/kg이 되도록 총 5가지의 실험사

료를 제작(Con, LAPP90, LAPP360, CBP90, CBP360)하여 13주간 사료공급 실험을 진행하였

다(사육수온 20℃-24℃). 최종무게의 경우 비타민 C가 결핍된 대조구가 유의적으로 가장 

낮은 수치를 보였고 CBP360 그룹이 다른 그룹에 비해 유의적으로 높은 성장률을 보였다. 

사료전환효율과 단백질이용효율에서도 성장률과 비슷하게 대조구가 가장 낮은 값을 보였

다. 생존율은 대조구가 50%로 유의적으로 낮은 값을 보였고 LAPP나 CBP가 첨가된 모든 

그룹은 73-90%의 생존율을 보였다. 대조구를 섭취한 그룹에서 비정상적인 안구현상(백내

장)이 관찰되었지만, LAPP 또는 CBP가 첨가된 그룹에서는 첨가함량과 상관없이 결핍증

상이 발견되지 않았다. 사료 내 비타민 C 함량이 증가(LAPP90, LAPP360)할수록 간에서의 

비타민 C 함량도 증가되는 것을 확인할 수 있지만, CBP가 첨가된 그룹은 농도에 상관없
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이 일정한 함량을 보였다. 콜라겐 분석결과, 대조구에 비해 LAPP 또는 CBP가 적정농도

일 때 유의적으로 높은 함량을 보였지만 고농도 그룹에서는 유의적인 차이가 없었다. 

Lysozyme과 total immunoglobulin활성에서는 LAPP 또는 CBP가 첨가된 모든 그룹이 대조

구에 비해 유의적으로 높은 활성을 보였다. 성장실험이 끝난 후, Streptococcus iniae균을 

이용하여 인위감염 시켰을 때(감염 18일째), LAPP와 CBP를 첨가한 그룹은 각각 75%, 91% 

(LAPP90, LAPP360)와 60%, 84% (CBP90, CBP360)의 생존율을 보인 반면, 대조구에서는 38%

의 생존율을 보였다. 사료 내 적정함량 이상의 비타민 C 공급은 어류의 성장 및 면역반

응을 증가시켰다. 따라서 CBP의 사용은 양어사료 내 여분의 비타민 C를 공급하여 잠재

적인 성장 및 면역촉진제 역할을 담당할 것으로 판단되며, 양어용 배합사료 내 항생제 

대체효과 또한 기대할 수 있을 것으로 판단된다. 

 

4차 실험에서는 조피볼락 치어(초기평균무게 22.9g)를 대상으로 합성 비타민 C가 결

핍된 대조사료에 LAPP, CBP 그리고 Bacillus subtilis와 B. pumilus 균주를 이용하여 발효시

킨 CBP (BS-CBP, BP-CBP)를 이용하여 사료 내 비타민 C 함량이 100 mg/kg이 되도록 설

정하였다. 사육수온은 18℃에서 25℃인 적정수온에서 13주간 사료공급 실험을 진행하였

다. 최종무게의 경우 비타민 C가 결핍된 대조구가 유의적으로 가장 낮은 수치를 보였다. 

사료전환효율과 단백질이용효율에서도 성장률과 비슷하게 대조구가 가장 낮은 값을 보였

다. 생존율은 83-94%의 범위로 모든 그룹에서 유의적인 차이는 없었다. Lysozyme활성에

서는 대조구가 유의적으로 낮은 활성을 보였다. Edwardsiella tarda균을 인위감염 시켰을 

때(감염 25일째), 대조구에서는 4일째부터 폐사가 발견되었고 감염 25일째에는 약 40%의 

낮은 생존율을 보였다. 반면, LAPP, CBP 및 발효CBP가 첨가된 그룹은 동일기간 동안 66-

76%의 생존율을 보여 대조구에 비해 유의적으로 높은 생존율을 보였다. 양어용 배합사

료에 LAPP나 CBP 및 발효CBP가 첨가된 그룹은 무첨가 그룹인 대조구에 비해 유의적으

로 높은 면역활성과 질병저항성이 나타났지만, 두 종류의 생균제(B. subtilis 및 B. pumilus)
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로 발효된 CBP와 일반 CBP와 비교하였을 때에는 차이가 없었다. 따라서 우수성이 보고

된 물질이라도 모든 어종에 동일하게 적용되는 것이 아니며, 생균제의 종류, 첨가방법 및 

농도 그리고 발효조건에 따라 그 결과는 달라질 수 있을 것으로 사료된다. 

 

이상의 연구결과를 종합해 볼 때, CBP의 양어사료 내 첨가제로써의 개발 가능성은 

충분히 있을 것으로 판단된다. 특히, CBP는 양어사료 내 비타민 C의 대체제로써 손색이 

없어 보이며, CBP에 다량 함유되어 있는 유용성분에 의해 어류의 비특이적 면역력 증강

에도 좋은 효과가 있을 것으로 사료된다. 또한 CBP의 경제적 이용방법 활로를 개척할 

수 있으며, 이는 감귤을 이용한 2차 생산제품 개발을 활성화하여 농, 어민 소득 증대뿐만 

아니라 국내 양어용 배합사료의 질을 한층 높일 수 있을 것으로 사료된다. 하지만 보다 

구체적이고 지속 가능한 결론을 돌출하기 위해서는 타 어종에서의 장기간의 현장 실험과 

EP배합사료 생산과정에서의 영양소 파괴 등에 관한 후속 연구들이 반드시 뒷받침 되어

야 할 것으로 사료된다. 
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