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Abstract 

 

Evaluation of a mixture of plant protein source as a partial fish meal replacement in 

diets for juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus 

This study was conducted to examine a mixture of plant protein sources (soybean meal, 

wheat gluten and soy protein concentrate) as a fish meal (FM) substitute. In trial 2-1, the 

basal diets were formulated to contain 65% FM (FM65). Five other diets were formulated to 

contain 59%, 55%, 52%, 49% and 46% FM, respectively (FM59, FM55, FM52, FM49 and 

FM46). In trial 2-2, the basal diet was formulated to contain 60% FM (FM60). Five other 

experimental diets were formulated to contain 54%, 51%, 48%, 45% and 42% FM, 

respectively (FM54, FM51, FM48, FM45 and FM42). Three synthetic amino acids (lysine, 

threonine and methionine) were added to the experimental diets. Groups of fish in trial 2-1 

(6.76±0.03 g) and trial 2-2 (32.5±0.1 g) were fed one of the experimental diets for 7 and 9 

weeks, respectively. Each experiment was carried out in triplicates. There were no 

significant differences among groups in terms of growth performance, feed utilization, 

survival or hematological parameters in both experiments. The results indicated that a 

mixture of soybean meal, wheat gluten and soy protein concentrate, supplemented with three 

synthetic amino acids, can be used to reduce FM up to 42-46% in diets for juvenile olive 

flounder.  
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Effects of fish meal replacement in extruded pellet diet on growth, feed utilization and 

digestibility in olive flounder Paralichthys olivaceus 

Trial 3-1 and 3-2 were investigated to examine effects of replacing fish meal (FM) with 

a mixture of four protein sources (wheat gluten, soy protein concentrate, tankage meal, and 

poultry by-product meal) in an extruded pellet (EP) diet for olive flounder Paralichthys 

olivaceus. The basal diets were formulated to contain 65% FM (FM65). Four other 

experimental diets were formulated to contain 52%, 46%, 39% and 33% FM, respectively 

(FM52, FM46, FM39 and FM33). Trial 3-3 and 3-4 were performed to reduce the cost of 

trial 3-1 and 3-2 diets. Two experimental diets were formulated contain 46% and 39% FM, 

respectively (FM46 and FM39). One experimental diet was formulated to contain 39% FM 

with different ratio of the protein sources (FM39_2). Taurine and betaine were added as 

attractants in the diets. Groups of fish in trial 3-1 (5.41±0.01 g), 3-2 (196±2 g), 3-3 (60.9±0.3 

g) and 3-4 (247±4 g) were fed one of the respective experimental diets for 15 weeks, 6 

months, 5 months and 6 months, respectively. Each experiment was carried out in triplicates. 

There were no significant differences among groups in terms of growth performance, feed 

utilization, survival, hematological parameters or histological parameters in the experiments. 

In trial 3-2, dry matter and protein digestibility of FM 33 were significantly lower than those 

of the FM65 at water temperatures below 18.5℃ at 4th and 6th month. In trial 3-2, protein 

digestibility of FM46 and FM39 were significantly higher than those of the FM65. It shows 

that a proper mixture of protein sources (wheat gluten, soy protein concentrate, tankage meal, 

and poultry by-product meal) with taurine and betaine can be used to reduce FM up to 33% 

level in diets. It also shows that up to 39% of fish meal could be safely used in EP diets 

during periods of low water temperature. 
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Development of fish meal-free extruded pellet diet for olive flounder Paralichthys 

olivaceus for olive flounder using a mixture of protein sources. 

This study was investigated to examine the effects of replacing FM with a mixture of 

five protein sources (wheat gluten, soy protein concentrate, tankage meal, poultry by-product 

meal and tuna by-product meal) in an extruded pellet (EP) diet for olive flounder 

Paralichthys olivaceus. The basal diets were formulated to contain 70% FM (FM70). Five 

other experimental diets were formulated to contain 45%, 40%, 35%, 20% and 0% FM, 

respectively (FM45, FM40, FM35, FM20 and FM0). Taurine, betaine and methionine were 

added to the experimental diets. Triplicate groups of fish (150±1) were fed the diets to 

apparent satiation. After 5 months of the feeding trial, no significantly differences were 

found in the groups for survival, hematological parameters and histological parameters. Over 

the course of a 3-month feeding trial, there were no significantly differences between the 

groups for growth performance and feed utilization. However, the final results showed that 

FM free diet (FM0) would have problems in growth performance, feed utilization or 

digestibility compared to FM70. It shows that a proper mixture of the five protein sources 

(wheat gluten, soy protein concentrate, tankage meal, poultry by-product meal and tuna by-

product meal) with taurine and betaine supplementation will allow a low FM diets, up to 20% 

FM level, for olive flounder.  
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CHAPTER 1 

 

서 론 

 

1.1. 어분대체의 필요성 

넙치는 세계적인 고급 해산 양식 어종으로, 성장이 빠르고 맛이 좋은 

수산양식물로 인식되면서 식용으로 각광받아 왔다. 국내 넙치 양식은 1980년대 

들어 인공종묘 생산기술이 개발된 이후 지속적으로 발전하고 있다 (Son et al., 

2006). 국내 넙치 양식생산량은 1990년 1,037톤에서 2018년 37,238톤으로 

30여년간 35배 이상 증가되었다(Pham et al., 2005; KOSIS, 2019). 하지만 양식산업이 

발전함에도 몇 가지 문제점은 남아있는 실정이다. 일반적으로 양식어류 1kg 생산 

시 1.9kg의 자연산 어류가 필요하며, 육식성 어류의 경우 5kg의 자연산 어류가 

사용된다(Naylor et al., 2000). Hardy (2010)는 양식 생산과정에 투입된 어족자원이 

양식 생산량보다 더 많이 소모되고 있는 현상을 두고 “지속 가능한 양식의 

모순”이라 말하였다. 어족자원 보호와 양식의 지속가능한 발전을 위해서는 사료 

내 어분을 대체하기 위한 노력이 필요하다.  

사료 내 어분 대체는 경제적인 부분에 있어서도 중요한 요소이다. 성공적인 

양식산업 경영을 위해서는 사료, 양식 환경, 어병 등 다양한 요인을 고려해야 

한다. 사료비는 어류 양식 생산원가의 약 50%를 차지하는 매우 중요한 

요인이다(Kim et al., 2019a). 하지만, 어획량 감소와 생산국의 어분 소비 증가로 

인해 수급이 불안정하여 어분의 가격이 점차 상승하고 있다(Ha and Kim, 2018). 

넙치는 단백질 이용성이 높고(Kim et al., 2000), 탄수화물의 이용 능력이 낮다(Shin 

and Kim, 2002). 그렇기 때문에 사료 내 단백질의 공급은 영양소 요구량을 충족 
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시키는데 매우 중요하다(Moon and Gatlin, 1991; Kim et al., 2000; Kikuchi and Takeuchi, 

2002; NRC, 2011). 넙치 사료 내 적정 단백질 요구량은 46.4-51.2%이며, 57.7%에서 

최대 성장이 나타난다(Kim et al., 2002). 이는 Korean rockfish Sebastes schlegeli와 

같은 타 어종과 비교하여 높은 편이다(Lee et al., 1993a). 높은 단백질 요구량을 

충족시키기 위해 넙치 사료에는 많은 양의 어분이 사용되고 있다. Kim et al. 

(2011)은 넙치 사료 내 어분 사용량이 40-60%라고 보고하였으며, 배합사료 

회사에서는 사료 내 어분을 65% 이상 사용하기도 한다(Kim et al., 2019b). 어분 

사용량이 증가할수록 사료의 가격은 상승할 수 밖에 없으며, 이는 곧 양식산업 

경영에 있어 큰 부담으로 작용한다. 

 

 

1.2. 식물성 단백질 원료 

사료 내 어분을 줄이기 위한 다양한 연구가 되어왔고, 대체원료로써 식물성 

단백질 원료가 주로 사용되었다. 식물성 단백질 원료의 사용은 경제적이며, 

지속가능한 양식을 위한 요소 중 하나이다(Gisbert et al., 2016). Hardy, (2010)는 

어분의 수요가 공급량을 넘어설 것이기 때문에 지속가능한 양식을 위해서는 

식물성 단백질 원료를 이용한 어분의 대체가 필요하다고 제안하였다. 

식물성 단백질 원료의 대표적인 형태는 종실의 기름을 짜고 남은 찌꺼기를 

이용한 유박류(oilseed meal)이다. 유박류의 종류에는 대두박(soybean meal), 

면실박(cottonseed meal), 채종박(rapeseed meal), 아마인박(linseed meal), 루핀박(lupin 

meal), 해바라기박(sunflower meal) 등이 있다. 유박류의 단백질 함량은 원료의 

종류, 가공방법에 따라 차이가 있지만 30-52%로 나타난다(NRC, 2011). 유박류의 

가격은 어분(1,700-2,350원/kg)에 비해 저렴한 215-395원/kg 에 불과하다(USDA Dec 

23, 2019). 식물성 단백질 농축물(plant protein concentrate)은 가공과정을 통해 
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유박류의 단백질 함량을 높인 원료를 말한다. 콘글루텐밀(corn gluten meal), 

밀글루텐(wheat gluten), 대두농축단백(soy protein concentrate), 완두농축단백(pea 

protein concentrate), 감자농축단백(potato protein concentrate)이 대표적인 식물성 

단백질 농축물에 속한다. 식물성 단백질 농축물은 단백질 함량(crude protein: 

60~80%)이 매우 높아 양어사료 내 어분 대체원료로써의 가치가 높은 것으로 

알려졌다.  

많은 장점에도 불구하고 넙치 사료 내 식물성 원료의 사용은 제한적인 

상황이다. 대부분의 식물성 단백질 원료에는 protease inhibitors, lectin, non-starch 

oligosaccharide, saponin 등의 다양한 항영양인자(anti-nutritional factors)가 포함되어 

있다(Korgdahl et al., 2010). 항영양인자는 어체의 성장과 사료효율의 감소를 

야기시킨다(Lim et al., 2010). 특히, 항영양인자가 함유된 사료를 어류에게 장기간 

공급할 경우 장내 염증반응을 일으켜 장내 조직형태학적 변화를 야기시키고, 

소화율을 감소시킨다고 보고되었다(Gu et al., 2016). 식물성 단백질 농축물의 경우 

가공과정을 통해 원료 내 항영양인자가 제거 또는 감소되기도 한다. 하지만 

원료가공에 따른 비용이 발생하여, 몇몇 식물성 단백질 원료의 경우 어분만큼 

가격이 비싸 어분대체를 위해 사료 내 많은 양을 사용하기 어려운 

실정이다(Oliva-Teles et al., 2015).  

식물성 단백질 원료를 이용하여 어분을 대체할 경우 생기는 또 한가지 

문제는 필수아미노산의 결핍이다. 대부분의 식물성 원료는 한가지 또는 그 

이상의 필수아미노산이 부족하며, 이를 제한아미노산이라고 한다. 이전 어분대체 

연구에서는 식물성 단백질 원료를 다량 사용할 경우 제한아미노산으로 인한 

부작용이 발생된다고 보고되었다(Kim et al., 2013; Kim et al., 2014a). 제한아미노산에 

의한 부작용 예방을 위해서는 사료 내 유리 아미노산을 첨가하거나 여러 원료를 
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혼합하여 제한아미노산을 보충해야 한다. 실제로 많은 연구에서 사료 내 식물성 

단백질 원료로 어분을 대체할 경우 아미노산의 결핍을 예방하기 위해 사료 내 

아미노산을 첨가하거나 원료를 혼합하여 사용하였다(Kaushik et al., 2004; Lee et al., 

2006; Lim and Lee, 2009). 

 

 

1.3. 동물성 단백질 원료 

동물성 단백질 원료는 단백질 함량이 높고(50-80%), 식물성 단백질에 비해 

아미노산 조성이 우수하다(NRC, 2011). 또한, 비타민, 미네랄, 타우린 등이 다량 

함유되어 있어 영양적으로 우수한 가치를 지닌다. 우수한 기호성을 지니며, 

항영양인자가 없다는 것 또한 장점 중 하나이다. 특히, 어분에 비해 가격이 

저렴하여 어분을 대체하는데 있어 높은 잠재력을 가지고 있다.  

하지만 동물성 단백질 원료는 식물성 단백질 원료에 비해 변질되기 쉬우며 

미생물에 의한 오염이 쉽게 일어날 수 있다. 또한, 항생제 등의 잔류물질, 원료 

원물의 질병 안정성, 생물 농축에 의한 중금속 축적과 같은 문제가 제기되기도 

한다. 유럽연합(European Union)의 경우 광우병, 조류독감과 같은 질병에 대한 

우려 때문에 동물성 단백질 원료의 사용을 규제하고 있다(Klinger and Naylor, 

2012). 우리나라에서는 참치부산물 기반의 사료를 공급한 넙치에서 수은 함량이 

안전 임계 값(0.6-0.8 mg/kg)을 초과하여 정부에 의해 리콜(recall)되기도 

하였다(Kim et al., 2019c). 

영양적인 부분에 있어서도 몇 가지 문제가 제기되고 있다. 아미노산 조성이 

식물성 단백질 원료에 비해 우수하다고는 하나 어분에 비해서는 불균형적이다. 

혈분(blood meal)은 isoleucine, methionine이 부족하고, 가수분해 우모분(hydrolysed 

feather meal)은 methionine, lysine 부족하며, 육분(meat meal)과 육골분(meat and bone 
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meal)은 methionine, tyrosine 이 부족하다고 보고되었다(Tacon et al., 2009). 원료에 

함유된 포화지방도 문제점으로 지적된다. 포화지방은 어류에 축적되는 경향이 

있어 어류 품질에 영향을 미친다고 보고되었다(Oliva-Teles et al., 2015). 

 

 

1.4. 동∙식물성 단백질 원료 혼합 

사료 내 어분을 대체하기 위한 다양한 연구가 진행되어왔으나, 한 종류의 

단백질 원료만을 이용하여 어분을 대체할 경우, 대체가능성의 한계를 

보였다(Chen et al., 2010; Dawood et al., 2015). 특히, 단일 원료만으로 어분을 대체할 

시, 제한아미노산과 항영양인자로 인한 소화율 저하 등의 문제가 발생하였다(Kim 

et al., 2000; Krogdahl et al., 2010). 다양한 단백질 원료를 혼합하여 사용할 경우, 

제한아미노산과 부족한 영양소를 서로 보완할 수 있어 한 가지 단백질 원료를 

사용하는 것 보다 효과적으로 어분을 대체할 수 있다고 보고되었다(Lee et al., 

1996). 특히, 동∙식물성 단백질 원료의 혼합은 다량의 어분을 대체할 수 있는 

최적의 방법으로 보고되고 있다(Kissinger et al., 2016; Scerra et al., 2016). 

 

 

1.5. 어분대체 첨가제 

타우린은 대부분의 동물조직에 고농도로 함유되어 있으며 식물조직에는 

거의 존재하지 않는 황함유 아미노산의 일종이다. 세포막의 안정화와 항산화 

효과 및 삼투압 조절에 타우린이 중요한 역할을 하기 때문에 어류는 사료로부터 

충분한 타우린이 공급되어야 한다. 타우린은 어분과 동물성 원료에 다량 

함유되어 있으나, 식물성 원료에는 거의 없어 식물성 원료를 이용한 어분대체 

연구 시 타우린의 첨가가 반드시 필요하다(Lunger et al., 2007: Lim et al., 2013). 
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넙치사료 내 타우린을 첨가할 경우 성장률, 사료효율이 유의적으로 향상된다고 

보고되었다(Park et al., 2002; Kim et al., 2005). 특히, 사료에 식물성 단백질 원료가 

다량 함유되면 타우린이 반드시 첨가되어야만 하는 조건부 필수영양소로 알려져 

있다(Lim et al., 2013). 넙치사료 내 타우린의 요구량은 red seabream (Pagrus major, 

0.5%, Matsunari et al., 2008), European seabass (0.2%, Martinez et al., 2004), parrot fish 

(Oplegnathus faciatus, 0.88%, Lim et al., 2013)에 비해 매우 높은 1.5-2.0%로 

보고되었다(Park et al., 2001).  

베테인은 메틸기 공여체로써 methionine 과 비교하여 약 3.75배의 메틸기를 

함유하며, methionine, carnitine, phosphatidyl, choline, creatine의 합성에 사용될 수 

있다고 보고되었다(Remus et al., 1995; Adjoumani et al., 2017). 또한 사료 내 

베테인의 첨가는 어류의 사료 기호성을 높여주고, 스트레스로부터 세포를 

보호하며, 삼투압의 조절에 도움을 줄 뿐만 아니라 장내 염증에 대한 저항성을 

증가시킨다고 보고되었다(Craig, 2004; Tiril et al., 2008; Sun et al., 2020). 이 외에도 

사료 내 베테인이 포함된 섭이촉진제를 사용할 경우 넙치의 성장과 소화율을 

향상시킬 수 있다고 보고되었다(Choi et al., 2004). 다른 어종에서도 베테인이 

첨가된 사료를 공급한 경우 어류의 성장률, 사료효율, 생존율이 증가하였다고 

보고되었다(Shankar et al., 2008; Gosh et al., 2019). 위와 같은 이유로 어분대체 연구 

또는 식물성원료가 많은 사료에서 베테인이 첨가제로 사용된다(Iwashita et al.,2008; 

Tiril et al., 2008).  
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CHAPTER 2 

 

식물성 단백질 혼합물을 이용한 넙치(Paralichthys olivaceus)  

사료 내 어분대체 가능성 평가 

 

2.1. 재료 및 방법 

 

2.1.1. 실험사료 

실험 2-1에 사용된 실험사료 배합비는 Table 1에 나타내었다. 실험사료에 

사용된 어분은 일반적으로 사용되는 갈색어분(brown fish meal)이 사용되었다. 

실험 2-1은 대조사료 내 어분의 함량이 65%로 설정되었다(FM65). 5종의 

실험사료는 대조사료 내 어분이 대두박, 밀글루텐, 대두농축단백 혼합물로 

대체되었다. 실험 사료 내 어분 함량이 각각 58.50%, 55.25%, 52.00%, 48.75%, 

45.50%가 되도록 설정되었다(FM59, FM55, FM52, FM49, FM46). 대체실험 사료 

간의 동일한 조단백(52%), 조지질(10.0%), 인(1.5%) 조성을 위해 밀가루, 어유, 

일인산칼슘이 사용되었다. 동일한 필수 아미노산 조성을 위해 유리 아미노산 

3종(lysine, threonine, methionine)을 첨가하였다.  

실험 2-2에 사용된 실험사료 배합비는 Table 2에 나타내었다. 실험 2-2는 

대조사료 내 어분의 함량이 60%로 설정되었다(FM60). 5종의 실험사료는 

대조사료 내 어분이 대두박, 밀글루텐, 대두농축단백 혼합물로 대체되었다. 실험 

사료 내 어분 함량이 54%, 51%, 48%, 45%, 42%가 되도록 설정되었다(FM54, FM51, 

FM48, FM45, FM42). 대체실험사료 간의 동일한 조단백(49%), 조지질(10.5%), 
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인(1.4%) 조성을 위해 밀가루, 어유, 일인산칼슘이 사용되었다. 동일한 필수 

아미노산 조성을 위해 유리 아미노산 3종(lysine, threonine, methionine)이 

첨가하였다. 

실험사료에 사용되는 사료원들 중 분말형태의 사료원들은 사료혼합기를 

이용하여 완전히 섞은 후, 어유를 첨가하였다. 이 후 사료원 총 중량의 15%에 

해당하는 증류수를 첨가하여 사료혼합기에서 혼합·반죽 하였다. 혼합반죽물은 

펠렛성형기(SP-50, Gumgang ENG, Korea)를 이용하여 각각 2 mm, 3 mm 크기의 

펠렛 사료 형태로 제작되었다. 제작된 실험사료는 건조기를 이용하여 25°C에서 

24시간 건조시켜 사료공급 전까지 -20°C 에 보관하였다. 
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Table 1. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets in 

trial 2-1 (% of dry matter basis). 

Trial 2-1 

Diets 

FM65 FM59 FM55 FM52 FM49 FM46 

Brown fish meal
1
 65.00  58.50  55.25  52.00  48.75  45.50  

Soybean meal
2
 5.00  7.60  8.90  10.20  11.50  12.80  

Wheat gluten
3
 0.00  1.95  2.925  3.90  4.875  5.85  

Soy protein concentrate
4
 0.00  1.95  2.925  3.90  4.875  5.85  

Corn gluten meal
5
 5.00  5.00  5.00  5.00  5.00  5.00  

Wheat flour 19.00  17.50  16.70  16.10  15.40  14.80  

Fish oil
6
 3.00  3.60  3.90  4.10  4.40  4.70  

Lysine
7
 0.00  0.20  0.30  0.40  0.50  0.50  

Threonine
7
 0.00  0.10  0.20  0.20  0.30  0.30  

Methionine
7
 0.00  0.10  0.20  0.20  0.20  0.30  

Lecithin 0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  

Mono calcium phosphate 0.00  0.50  0.70  1.00  1.20  1.40  

Mineral Mixture 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  

Vitamin Mixture 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  

Choline 0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  

Proximate composition (% of dry matter)  

Moisture  6.76  8.06  7.94  7.85  8.60  7.69  

Crude protein  52.4  52.2  52.0  51.8  51.9  51.7  

Crude lipid  10.8  10.9  10.7  11.0  10.5  10.8  

Crude ash  11.9  11.4  11.0  10.7  10.7  10.5 
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1
Brown fish meal (crude protein 68.0%, crude lipid 8.6%, crude ash 17.1%) 

2
Soybean meal (crude protein 52.7%, crude lipid 1.8%, crude ash 6.8%) 

3
Wheat gluten (crude protein 83.2%, crude lipid 3.49%, crude ash 1.3%) 

4
Soy protein concentrate (crude protein 68.9%, crude lipid 0.5%, crude ash 7.1%) 

5
Corn gluten meal (crude protein 64.1%, crude lipid 3.5%, crude ash 0.6) 

6
Fish oil was by E-wha oil Co., Ltd., Busan, Korea.  

7
Lysine, threonine and methionine were by Vixxol Co., Ltd., Gyeonggi, Korea. 
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Table 2. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets in 

trial 2-2 (% of dry matter basis). 

Trial 2-2 

Diets 

FM65 FM59 FM55 FM52 FM49 FM46 

Brown fish meal
1
 60.00  54.00  51.00  48.00  45.00  42.00  

Soybean meal
2
 5.00  7.40  8.60  9.80  11.00  12.20  

Wheat gluten
3
 0.00  1.80  2.70  3.60  4.50  5.40  

Soy protein concentrate
4
 0.00  1.80  2.70  3.60  4.50  5.40  

Corn gluten meal
5
 5.00  5.00  5.00  5.00  5.00  5.00  

Wheat flour 23.50  22.20  21.70  21.00  20.40  19.90  

Fish oil
6
 3.50  4.00  4.20  4.50  4.70  5.00  

Lysine
7
 0.00  0.10  0.20  0.30  0.40  0.40  

Threonine
7
 0.00  0.10  0.10  0.10  0.20  0.20  

Methionine
7
 0.00  0.10  0.10  0.20  0.20  0.20  

Lecithin 0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  

Mono calcium phosphate 0.00  0.50  0.70  0.90  1.10  1.30  

Mineral Mixture 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  

Vitamin Mixture 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  

Choline 0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  0.50  

Proximate composition (% of dry matter)  

Moisture  5.97  5.67  6.26  5.39  5.33  5.18  

Crude protein  49.3  49.4  49.3  49.5  49.7  49.6  

Crude lipid  10.8  10.8  10.9  10.0  10.1  10.0  

Crude ash  11.7  11.2  11.1  10.8  10.6  10.6  
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1
Brown fish meal (crude protein 68.0%, crude lipid 8.6%, crude ash 17.1%) 

2
Soybean meal (crude protein 52.7%, crude lipid 1.8%, crude ash 6.8%) 

3
Wheat gluten (crude protein 83.2%, crude lipid 3.49%, crude ash 1.3%) 

4
Soy protein concentrate (crude protein 68.9%, crude lipid 0.5%, crude ash 7.1%) 

5
Corn gluten meal (crude protein 64.1%, crude lipid 3.5%, crude ash 0.6) 

6
Fish oil was by E-wha oil Co., Ltd., Busan, Korea.  

7
Lysine, threonine and methionine were by Vixxol Co., Ltd., Gyeonggi, Korea. 
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2.1.2. 실험어 및 사육관리 

실험 2-1에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시 성산읍 신산리에 위치한 

대형수산에서 구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 

배합사료를 공급하며 순치하였다. 평균무게 6.76±0.03g 의 넙치를 18개 150 L 

원형 propylene (PP) 수조에 55마리씩 각 실험구당 3반복으로 배치하였다. 

사육실험은 7주간 진행되었다. 실험사료는 1일 3회(08:00, 13:00, 18:00) 만복 

공급되었다. 사료 공급 30분 후 환수를 진행하였다. 사육수는 모래여과해수를 

사용하여 4-5 L/min의 유수량이 되도록 조절되었다. 실험 2-1의 사육수온은 16.5-

22.3°C 였으며, 평균수온은19.5±1.5°C로 측정되었다. 

실험 2-2에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시 성산읍 신산리에 위치한 

대형수산에서 구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 

배합사료를 공급하며 순치하였다. 평균무게 32.5±0.1 g의 넙치를 18개 150 L 원형 

PP 수조에 30마리씩 각 실험구당 3반복으로 배치하였다. 사육실험은 9주간 

진행되었다. 실험사료는 1일 3회(8:00, 13:00, 18:00) 만복 공급되었다. 사료 공급 

30분 후 수조 용량의 80%만큼 환수를 진행하였다. 사육수는 모래여과해수를 

사용하여 4-5 L/min의 유수량이 되도록 조절하였다. 각 실험수조 내 사육수 

순환과 용존산소 유지를 위하여 에어스톤을 설치하였다. 사육수온은 자연수존에 

의존하였다. 실험 2-2의 사육수온은 19.6-30.5°C 였으며, 평균수온은 23.9±2.3°C로 

측정되었다. 

 

 

2.1.3. 어체측정 

사료 공급 실험 후, 성장률과 사료효율 그리고 생존율의 측정을 위해 

실험어를 24시간 절식 시킨 후 실험어류의 수와 무게를 측정하였다. 무게 측정 
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후 증체율(weight gain, %), 일간성장률(specific growth rate, %), 사료섭취량(feed 

intake, g/fish), 사료전환효율(feed conversion ratio), 단백질이용효율(protein efficiency 

ratio), 생존율(survival, %)을 조사하였다. 계산식은 다음과 같다. 

 

- Weight gain (%) = 100 × (final mean body weight – initial mean body weight) / initial 

mean body weight  

- Specific growth rate (%) = [(loge final body weight – loge initial body weight) / days] 

× 100 

- Feed conversion ratio = dry feed fed / wet weight gain 

- Protein efficiency ratio = wet weight gain / total protein given 

- Feed intake (g/fish) = dry feed consumed (g)/fish  

- Survival (%) = number of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100 

 

 

2.1.4. 샘플수집 

어체측정 후, 각각의 수조에서 8마리의 어류를 무작위로 선별하였다. 선별된 

실험어는 2-phenoxyethanol 용액(100 ppm)을 이용하여 마취시켰으며, 주사기를 

이용하여 미부동맥에서 채혈을 실시하였다. 혈액은 헤파린이 20 μL씩 처리된 

1.5mL eppendorf tube 에 넣어 hematocrit, hemoglobin 및 nitroblue tetrazolium (NBT) 

activity측정에 사용되었다. 

 

 

2.1.5. 일반성분 분석 

AOAC (2000) 분석법에 따라 실험사료에 대한 일반성분 분석을 진행하였다. 

수분은 상압가열건조법(125°C, 3시간), 조회분은 직접회화법(550°C, 4시간)으로 
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분석되었다. 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 분석되었다. 단백질은 

자동조단백질 분석기(Kejltec system 2300, Sweden)로 분석되었다 

 

 

2.1.6. 생화학적 분석 

Hematocrit은 모세혈관 채혈튜브(micro-hematocrit capillary tubes)에 혈액을 채운 

후, 혈액 진단원심분리기(Micro Hematocrit VS-12000, Vision Scientific, Korea)에서 

10분간 원심분리하여 값이 측정되었다. Hemoglobin 분석은 시판되고 있는 

kit시약과 반응시킨 후 혈액 생화학분석기(Express plus system, Bayer, USA)를 

이용하여 end point 방법으로 분석되었다. 혈액내의 대식세포 활성(NBT activity)은 

Kumari and Sahoo (2006)의 분석방법을 바탕으로 respiratory burst동안 

호중구(neutrophils)에 의한 산화 라디칼의 생성량이 측정되었다. 

 

 

2.1.7. 통계 분석 

실험사료의 배치는 완전확률계획법(completely randomized design)을 

실시하였고, 성장률, 사료효율, 생존율 및 분석결과들은 SPSS (version 12.0) 

프로그램을 이용하여 one-way ANOVA로 통계 분석되었다. 데이터 값의 유의차는 

Tukey’s HSD 로 평균 간의 유의성(P≤0.05)을 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었으며, 백분율 데이터는 arcsine 변형 

값으로 계산하여 통계 분석 되었다. 
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2.2. 결과 

 

[실험 2-1] 

7주간의 사육실험 결과는 Table 3에 나타내었다. FM59 실험구가 FM52, FM49, 

FM46 실험구에 비해 성장률이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. FM52 

실험구와 FM49 실험구가 다른 실험구에 비해 사료섭이량이 낮았으나 유의적인 

차이는 없었다. FM59 실험구가 사료효율이 가장 높았으나 실험구 사이에 

유의적인 차이는 없었다. 생화학적 분석 결과는 Table 4에 나타내었다. FM46 

실험구가 다른 실험구에 비해 경향적으로 hemoglobin, hematocrit, NBT 수치가 

낮았으나 유의적인 차이는 없었다.  

 

[실험 2-2] 

9주간의 사육실험 결과는 Table 3에 나타내었다. FM60 실험구가 FM54, FM45 

실험구에 비해 성장률이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. FM54, FM45 

실험구가 다른 실험구에 비해 사료섭이량이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 

FM54, FM45 실험구가 다른 실험구에 비해 사료효율이 낮았으나 유의적인 

차이는 없었다. 생화학적 분석 결과는 Table 4에 나타내었다. FM42 실험구가 다른 

실험구에 비해 hemoglobin, hematocrit 수치가 낮았으나, 유의적인 차이는 없었다.  
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Table 3. Growth performance of olive flounder Paralichthys olivaceus fed experimental diets for trial 2-1 (7 weeks) and trial 2-2 (9 weeks)
1
. 

Dietary  

treatment 
FBW

2
 WG

3
 SGR

4
 FI

5
 FCR

6
 PER

7
 Survival 

Trial 2-1 

FM65 27.0±0.5 298±6 2.09±0.02 24.6±3.5 1.22±0.16 1.59±0.21 76.4±4.8 

FM59 29.7±1.3  340±20 2.24±0.07 24.7±3.7 1.07±0.10 1.80±0.17  71.5±10.0 

FM55 27.3±4.0  303±58 2.10±0.22 25.8±4.6 1.27±0.19 1.53±0.22  80.0±16.7 

FM52 24.8±2.3  265±36 1.96±0.15 20.7±2.2 1.17±0.25 1.68±0.36 81.8±4.8 

FM49 25.1±2.2  274±33 1.99±0.14 20.0±1.8 1.10±0.17 1.77±0.26 80.6±6.9 

FM46 25.1±0.8  272±12 1.99±0.05 24.5±0.1 1.33±0.06 1.44±0.07 87.8±1.0 

Trial 2-2 

FM60 155±2 378±8 2.48±0.02 131±25 1.06±0.21 1.96±0.34 62.2±8.4 

FM54 141±5  332±15 2.32±0.06 140±19 1.35±0.27 1.55±0.30  42.2±12.6 

FM51  152±14  366±42 2.44±0.14 132±20 1.12±0.28 1.88±0.43  66.7±17.3 

FM48 152±5  367±15 2.45±0.05 126±22 1.05±0.20 1.99±0.43 62.2±5.1 

FM45 146±5  349±17 2.38±0.06 143±24 1.26±0.20 1.64±0.25  57.8±18.4 

FM42 152±5  367±14 2.45±0.05 133±28 1.11±0.19 1.88±0.34 55.6±9.6 
1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter indicates no significant differences among treatments.  

2
Final body weight (g) 

3
Weight gain (%) 

4
Specific growth rate (%) 

5
Feed intake (g/fish) 

6
Feed conversion ratio 

7
Protein efficiency ratio  
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Table 4. Hematological parameters of olive flounder Paralichthys olivaceus fed 

experimental diets for trial 2-1 (7 weeks) and trial 2-2 (9 weeks)
1
. 

Dietary  

treatment 
Hb

2
 Ht

3
 NBT

4
 

Trial 2-1 

FM65 3.59±0.41 29.6±5.7 0.96±0.10 

FM59 3.98±0.43 29.8±0.4 1.02±0.08 

FM55 3.64±0.88 29.2±2.7 0.90±0.04 

FM52 3.63±0.20 30.6±3.6 0.92±0.08 

FM49 4.01±0.64 29.0±1.5 0.91±0.01 

FM46 3.30±0.19 25.2±4.4 0.85±0.08 

Trial 2-2 

FM60 4.75±0.15 31.1±2.8 0.85±0.04 

FM54 3.92±0.33 29.0±1.2 0.76±0.08 

FM51 5.07±1.33 30.2±2.0 0.90±0.07 

FM48 4.12±0.26 29.3±1.5 0.87±0.07 

FM45 4.41±0.19 29.9±2.0 0.97±0.02 

FM42 3.76±0.34 25.7±2.4 0.89±0.13 

1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter 

indicates no significant differences among treatments.  

2
Hemoglobin (g/dL). 

3
Hematocrit (%).  

4
Nitro blue tetrazolium activity (absorbance). 
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2.3. 고찰 

 

사료에 식물성 단백질 원료를 이용하여 어분을 대체하는 연구에서 성장률, 

사료효율 등에 부작용이 발생한다고 보고되었다(Kim et al., 2000; Deng et al., 2006). 

대두박으로 넙치 사료 내 어분을 대체한 연구에서 18.4% 이상 대체할 경우 

증체율이 감소하였고, 27.6% 대체할 경우 사료효율이 감소하였다(Kim et al., 2000). 

대두농축단백으로 어분을 25% 이상 대체할 경우 성장률, 사료섭취량, 사료효율이 

유의적으로 감소하였다(Deng et al., 2006). 산 가수분해 농축대두박으로 어분을 40% 

대체하여도 성장률에 차이는 없었으나 30% 이상 대체할 경우 사료효율이 

감소하였다(Kim et al., 2014a). Turbot (Scophthalmus maximus) 사료 내 어분을 

대두농축단백으로 대체한 경우에도 25%까지 대체 가능하다고 보고되었으며, 그 

이상 대체할 경우 성장률 및 사료효율이 감소하였다(Day and Plascencia GonzÁ lez, 

2000). 식물성 단백질 원료는 어분에 비해 아미노산 조성이 불균형적이기 때문에 

어분을 식물성 단백질 원료로 대체할 경우 아미노산의 첨가가 필요하다(Gatlin et 

al., 2007). 이전 연구에서 대두박으로 어분을 20%만 대체할 수 있었으나, 

필수아미노산을 첨가 할 경우 30% 까지 어분을 대체할 수 있었다(Choi et al., 

2004). 대두농축단백으로 어분을 대체한 연구에서도 아미노산을 첨가하면 

어분대체에 따른 성장저하를 다소 완화시켰다(Deng et al., 2006). Senegalese sole 

(Solea senegalensis) 사료 내 대두농축단백, 콘글루텐밀, 밀글루텐 혼합물과 

아미노산을 혼합하여 사용 할 경우 어분을 100% 대체 할 수 있다고 

보고되었다(Silva et al., 2009). 본 연구에서도 필수아미노산 3종을 추가하여 

필수아미노산을 충족시켰기 때문에 어분 대체할 경우 성장률과 사료효율의 

감소를 보완해 준 것으로 판단된다.  

식물성 단백질 원료의 필수아미노산 균형을 맞추고 추가적인 아미노산 
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보충을 최소화 하기 위해서는 단백질 원료의 합리적인 혼합이 필요하다고 

보고하였다 (Cabral et al, 2011). 또한 Kim et al. (2000)은 여러가지 원료의 적절한 

혼합이 원료의 부족한 영양소를 보완하여 성장효과를 개선하고 나아가 높은 

비율의 어분대체를 실현할 수 있을 것이라 보고하였다. Kikuchi (1999)는 대두박, 

진주 담치, 혈분 또는 콘글루텐밀을 혼합하여 넙치 사료 내 어분을 40%까지 

감소시킬 수 있다고 보고하였다. 타 어종에서도 식물성 원료의 혼합을 통해 높은 

비율의 어분대체가 이루어 졌다고 보고되었다. Turbot (Psetta maxima) 사료 내 

콘글루텐밀, 밀글루텐, 루핀을 혼합하여 어분을 50% 대체할 수 있었다(Fournier et 

al., 2004). Atlantic salmon 사료와 rainbow trout 사료 내 밀글루텐, 콘글루텐 

혼합물과 스피룰리나(spirulina), 대두박을 혼합하여 어분을 100% 대체할 수 

있었다(Espe et al., 2006; Flores et al., 2012). 본 연구에서도 어분대체를 위해 대두박, 

밀글루텐, 대두농축단백 혼합을 통해 단일 원료 사용시 부족할 수 있는 영양소를 

서로 보완해 주었기 때문에 어분을 30% 대체했음에도 성장과 사료효율에 문제가 

없었던 것으로 판단된다. 

혈액학적 분석은 어류 건강을 평가하는데 있어 중요한 기준으로 간주된다(de 

Pedro et al., 2005). 혈장의 성분은 사료의 영양소의 차이, 사육환경 등에 따라 

차이가 난다(Murai et al., 1982; Lee et al., 1993b; Park et al., 1999). 넙치 사료 내 

어분을 대체 할 경우에도 혈장의 성분이 변화된다고 보고되었다. 산 가수분해 

농축대두박을 이용하여 어분을 대체한 연구에서 어분함량이 감소할수록 

hemoglobin과 hematocrit 수치가 감소하였으며, 50% 이상 대체할 경우 대조구와 

유의적으로 차이가 났다(Kim et al., 2014a). 대두박과 면실박을 혼합하여 어분을 

대체한 연구에서도 어분대체율이 증가할수록 hemoglobin과 hematocrit 수치가 

유의적으로 감소하였다. 타 어종을 대상으로 한 연구에서 어분대체 시 혈장 
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성분의 유의적인 변화가 관찰되었다(Lim et al., 2011; Shin et al., 2019). 하지만 

돈모분(pig bristle meal)을 이용한 어분대체 연구에서는 hemoglobin, hematocrit, 

NBT의 유의적인 차이가 없었다(Kim et al., 2018). 본 연구에서도 혈액학적 

분석결과 hemoglobin, hematocrit, NBT 에서 모든 실험구가 control 그룹과 

비교하였을 때, 유의적인 차이를 보이지 않았다. 결론적으로 대두박, 밀글루텐, 

대두농축단백 혼합하여 어분을 30% 대체하여도 넙치의 건강에 유해한 영향을 

끼치지 않을 것으로 판단된다. 

본 연구에서 실험 2-2의 생존율은 다소 낮았다. 실험 2-2에서의 평균 수온은 

23.9℃였으나 최고 수온은 30.5℃까지 상승하였다. 넙치의 적정 수온은 21-

24℃이다(Oh et al., 2014). 미성어기 넙치를 대상으로 고수온에서 4주간 실험한 

결과, 생존율은 최저 68%로 보고된바 있다(Kim et al., 2015a). 수온은 어류의 

섭식욕구에 영향을 미치며, 과도한 수온상승은 먹이 섭식활동을 저하시켜 어류의 

영양상태에 악영향을 끼칠 수 있다(Kim et al., 2015b). 또한 수온상승은 어류의 

스트레스를 일으키는 주요 요인으로 면역력 감소와 폐사율을 증가시킨다(Choi et 

al., 2009). 따라서 실험 2-2에서 넙치 생존율이 낮은 이유는 과도한 수온 상승이 

어류의 영양상태, 생리적 기능, 면역계에 악영향을 끼쳤기 때문으로 판단된다. 

실험 2-1과 실험 2-2의 연구 결과, 넙치 사료 내 아미노산(lysine, threonine, 

methionine)을 첨가하여 식물성단백질 혼합물을 사용할 경우 사료 내 사료 내 

어분을 30%(FM46, FM42)까지 대체하여도 무방할 것으로 판단된다. 하지만 

식물성단백질 혼합물을 이용한 최대 어분대체 비율은 본 연구에서 밝힐 수 

없었기 때문에 향후 추가적인 연구를 통해 밝혀나가야 할 것으로 판단된다. 또한, 

식물성단백질을 사용하여 어분대체 비율이 높아질수록 어류 장 내 염증반응이 

발생하는 등 어분 대체 시 발생하는 문제점들에 대한 연구가 보고되고 있다(Gu 
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et al., 2016). 향후 조직학적 분석 및 PCR 분석과 같은 추가적인 연구를 통해 

식물성단백질 혼합물의 이용성에 관하여 더욱 자세히 밝혀야 할 것으로 

판단된다. 
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CHAPTER 3 

 

동∙식물성 단백질 혼합물을 이용한 넙치(Paralichthys olivaceus) 

사료 내 어분대체 가능성 평가 

 

3.1. 재료 및 방법 

 

3.1.1. 실험사료 

실험 3-1과 실험 3-2에 사용된 실험사료 배합비는 Table 5에 나타내었다. 

실험사료에는 2 종류의 어분(정어리, 멸치)이 사용되었다. 대조사료 내 

어분함량은 65%로 설정되었다(FM65). 5종의 실험사료 내 어분은 밀글루텐, 

대두농축단백, 수지박, 가금부산물분의 혼합물을 이용하여 어분 함량이 각각 

52.0%, 45.5%, 39.0%, 32.5%가 되도록 설정되었다(FM52, FM46, FM39, FM33). 

대체실험 사료 간의 동일한 조단백, 조지질, 인 조성을 위해 밀가루, 어유, 

일인산칼슘이 사용되었다. 어분대체 사료의 기호성 향상을 위해 베테인과 

타우린이 첨가되었다. 실험사료는 압출성형기(ATX-2, Fesco, Korea)를 이용하여 EP 

형태로 제작되었다. 

실험 3-3과 실험 3-4에 사용된 실험사료 배합비는 Table 6에 나타내었다. 

대조사료 내 어분함량은 65%로 설정되었다(FM65). 2종의 실험사료 내 어분은 

밀글루텐, 대두농축단백, 수지박, 가금부산물분의 혼합물을 이용하여 각각 30%, 

40% 대체되어 어분함량이 45.5%, 39.0%가 되도록 설정되었다(FM46, FM39). 1종의 

실험사료는 FM39의 가격경쟁력을 고려하여 사료 내 단가가 높은 원료(밀글루텐, 
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베테인, vitamin C, vitamin E)의 함량을 감소시키고, 단가가 낮은 원료(수지박, 

가금부산물분)의 함량을 증가시켰다(FM39_2). 단백질 함량 조절을 위해 대두박을 

감소시키고 맥주효모가 추가되었다. 사료 내 동일한 조단백질, 조지질 조성을 

위하여 밀가루와 어유가 사용되었다. 어분대체 사료의 기호성 향상을 위해 

베테인과 타우린이 첨가되었다. 실험사료는 압출성형기(ATX-2, Fesco, Korea)를 

이용하여 EP 형태로 제작되었다. 
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Table 5. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets in 

trial 3-1 and 3-2 (% of dry matter basis). 

Trial 3-1 & 3-2 
Diets 

FM65 FM52 FM46 FM39 FM33 

Fish meal, sardine
1
 32.50 26.00 22.75 19.50 16.25 

Fish meal, anchovy
2
 32.50 26.00 22.75 19.50 16.25 

Soybean meal
3
 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00 

Wheat gluten
4
 1.00 3.50 4.50 5.50 6.50 

Soy protein concentrate
5
 0.00 3.50 5.25 7.00 8.75 

Tankage meal
6
 0.00 3.50 6.25 9.00 11.75 

Poultry by-product meal
7
 0.00 3.50 4.00 4.50 5.00 

Wheat flour 14.85 12.85 12.95 12.55 12.55 

Fish oil
8
 3.40 4.00 4.30 5.10 5.50 

Mono calcium phosphate 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

Mineral mixture 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Vitamin mixture 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 

Vitamin C 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 

Vitamin E 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 

Betaine 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Taurine 0.00 0.40 0.50 0.60 0.70 

Choline 0.30 0.30 0.30 0.30 030 

Lecithin 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

Anti-fungal agent 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

  Proximate composition (% of dry matter) 

Moisture 6.47 5.98 4.62 5.93 4.70 

Crude protein 58.8 60.1 59.5 59.9 60.1 

Crude lipid 13.2 13.1 12.8 13.5 13.4 

Crude ash 13.0 11.7 10.9 10.5 9.7 
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1
Fish meal, sardine (crude protein 68.0%, crude lipid 8.6%, crude ash 17.1%)  

2
Fish meal, anchovy (crude protein 69.4%, crude lipid 8.3%, crude ash 17.8%) 

3
Soybean meal (crude protein 52.7%, crude lipid 1.8%, crude ash 6.8%) 

4
Wheat gluten (crude protein 83.2%, crude lipid 3.49%, crude ash 1.3%) 

5
Soy protein concentrate (crude protein 68.9%, crude lipid 0.5%, crude ash 7.1%) 

6
Tankage meal (Crude protein 83.2%, crude lipid 3.69%, crude ash 7.5%) 

7
Poultry by-product meal (Crude protein 71.6%, crude lipid 13.5%, crude ash 10.5%) 

8
Fish oil was by E-wha oil Co., Ltd., Busan, Korea. 
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Table 6. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets in 

trial 3-3 and 3-4 (% of dry matter basis). 

Trial 3-3 & 3-4 
Diets 

FM65 FM46 FM39 FM39_2 

Fish meal, anchovy
1
 32.50 22.75 19.50 19.50 

Fish meal, sardine
2
 32.50 22.75 19.50 19.50 

Soybean meal
3
 12.00 12.00 12.00 5.00 

Wheat gluten
4
 1.00 4.50 5.50 3.00 

Soy protein concentrate
5
 0.00 5.25 7.00 7.00 

Tankage meal
6
 0.00 6.25 9.00 13.00 

Poultry by-product meal
7
 0.00 4.00 4.50 5.00 

Brewer’s yeast
8
 0.00 0.00 0.00 1.00 

Wheat flour 14.90 13.00 12.60 17.70 

Fish oil
9
 3.40 4.30 5.10 4.60 

Mono calcium phosphate 0.50 0.50 0.50 0.50 

Mineral mixture 1.00 1.00 1.00 1.00 

Vitamin mixture 0.80 0.80 0.80 1.00 

Vitamin C 0.30 0.30 0.30 0.10 

Vitamin E 0.30 0.30 0.30 0.10 

Betaine 0.00 1.00 1.00 0.60 

Taurine 0.00 0.50 0.60 0.60 

Choline 0.30 0.30 0.30 0.30 

Lecithin 0.50 0.50 0.50 0.50 

Proximate composition (% of dry matter) 

Moisture 5.30 5.91 6.00 6.76 

Crude protein 57.8 59.3 59.6 58.9 

Crude lipid 10.1 10.6 11.3 11.2 

Crude ash 12.8 10.9 10.3 10.3 
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1
Fish meal, sardine (crude protein 68.0%, crude lipid 8.6%, crude ash 17.1%)  

2
Fish meal, anchovy (crude protein 69.4%, crude lipid 8.3%, crude ash 17.8%) 

3
Soybean meal (crude protein 52.7%, crude lipid 1.8%, crude ash 6.8%) 

4
Wheat gluten (crude protein 83.2%, crude lipid 3.49%, crude ash 1.3%) 

5
Soy protein concentrate (crude protein 68.9%, crude lipid 0.5%, crude ash 7.1%) 

6
Tankage meal (Crude protein 83.2%, crude lipid 3.69%, crude ash 7.5%) 

7
Poultry by-product meal (Crude protein 71.6%, crude lipid 13.5%, crude ash 10.5%) 

8
Fish oil was by E-wha oil Co., Ltd., Busan, Korea. 
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3.1.2. 실험어 및 사육관리 

실험 3-1에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시에 위치한 대형수산에서 

구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 배합사료를 공급하며 

순치되었다. 평균무게 5.41±0.01 g 의 넙치를 15개 210L 사각 PP 수조에 각 

실험구당 30마리씩 3 반복으로 배치되었다. 사육실험은 15주간 진행되었다. 

사육수는 모래여과해수를 사용하여 4-5 L/min 의 유수량이 되도록 조절되었다. 각 

실험 수조 내 사육수 순환과 용존산소 유지를 위하여 에어스톤이 설치되었다. 

사육수온은 매일 오전과 오후 2회 측정되었다. 

실험 3-2에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시에 위치한 대형수산에서 

구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 배합사료를 공급하며 

순치되었다. 평균무게 196±2 g의 넙치는 15개 2000 L 원형 FRP 수조에 65마리씩 

각 실험구당 3반복으로 배치되었다. 사육실험은 6개월 동안 진행되었다. 

실험사료는 1일 2회(08:00, 18:00) 만복 공급되었다. 사육수는 모래여과해수를 

사용하여 25-30 L/min 의 유수량이 되도록 조절되었다. 어병 방지를 위해 

주수파이프에 UV 살균기가 설치되었다. 각 실험수조 내 사육수 순환과 용존산소 

유지를 위하여 에어스톤이 설치되었다. 사육수온은 매일 오전과 오후 2회 

측정되었다. 

실험 3-3에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시에 위치한 원양수산에서 

구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 배합사료를 공급하며 

순치되었다. 평균무게 60.9±0.3 g 의 넙치를 총 18개 300L 원형 PP 수조에 

30마리씩 3반복으로 배치하였다. 10주 후, 어체의 성장을 고려하여 실험어를 425L 

원형 PP 수조로 이동시켰다. 사육실험은 5개월 동안 진행되었다. 실험사료는 1일 

2회(08:30, 17:30) 만복 공급되었다. 사육수는 모래여과해수를 사용하여 6-8 L/min 
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의 유수량이 되도록 조절되었다. 각 실험수조 내 사육수 순환과 용존산소 유지를 

위하여 에어스톤이 설치되었다. 사육수온은 매일 오전과 오후 2회 측정되었다. 

 실험 3-4에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시에 위치한 원양수산에서 

구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 배합사료를 공급하며 

순치되었다. 평균무게 247±4 g 의 넙치를 총 12개 2000L 원형 FRP 수조에 

30마리씩 3반복으로 배치하였다. 사육실험은 6개월 동안 진행되었다. 실험사료는 

1일 2회(08:30, 17:30) 만복 공급되었다. 사육수는 모래여과해수를 사용하여 25-30 

L/min 의 유수량이 되도록 조절되었다. 어병 방지를 위해 주수파이프에 UV 

살균기가 설치되었다. 각 실험수조 내 사육수 순환과 용존산소 유지를 위하여 

에어스톤이 설치되었다. 사육수온은 매일 오전과 오후 2회 측정되었다. 

 

 

3.1.3. 어체측정 

사료 공급 실험 후, 성장률과 사료효율 그리고 생존율의 측정을 위해 

실험어를 24시간 절식 시킨 후 실험어류의 수와 무게를 측정하였다. 무게 측정 

후 증체율(weight gain, %), 일간성장률(specific growth rate, %), 사료섭취량(feed 

intake, g/fish), 사료전환효율(feed conversion ratio), 단백질이용효율(protein efficiency 

ratio), 생존율(survival, %), 비만도(condition factor), 간 중량 지수(hepatosomatic 

index, %), 장 중량 지수(viscerosomatic index, %) 를 조사하였다. 계산식은 다음과 

같다. 

 

- Weight gain (%) = 100 × (final mean body weight – initial mean body weight) / initial 

mean body weight  

- Specific growth rate (%) = [(loge final body weight – loge initial body weight) / days] 
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× 100 

- Feed conversion ratio = dry feed fed / wet weight gain 

- Protein efficiency ratio = wet weight gain / total protein given 

- Feed intake (g / fish) = dry feed consumed (g) / fish  

- Survival (%) = number of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100 

- Condition factor = fish weight × 100 / total body length
3
 

- Hepatosomatic index (%) = 100 × (liver weight / body weight) 

- Viscerosomatic index (%) = 100 × (visceral weight / body weight) 

 

 

3.1.4. 샘플수집 

어체측정 후, 각각의 수조에서 8마리의 어류를 무작위로 선별하였다. 선별된 

실험어는 2-phenoxyethanol 용액(200 ppm)을 이용하여 마취시켰으며, 주사기를 

이용하여 미부동맥에서 채혈을 실시하였다. 채혈된 혈액은 헤파린이 20 μL씩 

처리된 1.5mL eppendorf tube에 넣어 hematocrit, hemoglobin 및 nitroblue tetrazolium 

(NBT) activity측정에 사용되었다. 

실험 3-2와 3-4의 실험어를 대상으로 어류의 장 조직 관찰을 위해 유문수와 

장의 접점을 기준으로 1 cm 떨어진 전장(anterior intestine)을 자르고, Bouin’s 

solution 에 고정하여 장 조직을 수집하였다.  

 

 

3.1.5. 일반성분 분석 

AOAC (2000) 분석법에 따라 실험사료에 대한 일반성분 분석을 진행하였다. 

수분은 상압가열건조법(125°C, 3시간), 조회분은 직접회화법(550°C, 4시간)으로 

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

 

 

3.1.6. 생화학적 분석 

Hematocrit은 모세혈관 채혈튜브(micro-hematocrit capillary tubes)에 혈액을 채운 

다음 고무판(wax plates)에 세운 후, 혈액 진단원심분리기(Micro Hematocrit VS-

12000, Vision Scientific, Korea)에서 10분간 원심분리하여 값이 측정되었다. 

Hemoglobin 분석은 시판되고 있는 kit시약과 반응시킨 후 혈액 

생화학분석기(Express plus system, Bayer, USA)를 이용하여 end point 방법으로 

분석되었다. 혈액내의 대식세포 활성(NBT activity)은 Kumari and Sahoo (2006)의 

분석방법을 바탕으로 respiratory burst동안 호중구(neutrophils)에 의한 산화 

라디칼의 생성량이 측정되었다. 

 

 

3.1.7. 소화율 분석 

각 실험에 사용된 실험어는 1 주 동안 실험수조에 소화율 사료가 

공급되면서 실험환경에 대한 적응과 장내에 일반사료가 남아있지 않도록 순치 

된 후 소화율 실험에 사용되었다. 본 실험에서 사용된 실험수조 및 외관상 

소화율 측정을 위한 분 수집장치(Guelph system)와 Guelph system 의 모식도는 

아래 Figure 1에 나타내었다. 

예비사육 후 실험어로 사용된 넙치는 400L Guelph system (분 수집 장치 

수조)에 배치되었다. 사육수는 1차적으로 모래 여과된 해수를 카트리지 필터가 

장착된 하우징을 통해 2차 여과기를 통과시키면서 1L/min 의 매우 적은 

유수량이 되도록 조절되었다.  
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 소화율 실험사료 제작을 위해 각 실험에 사용된 실험사료를 

펠렛성형기(Geumgang ENG, SP-50)와 믹서기를 이용하여 2회에 걸쳐 분쇄하였다. 

지시제로(indicator)로 chromium oxide (Cr2O3, DaeJung)가 사용되었다. 분쇄된 

실험사료(99%)와 지시제(1%)를 혼합기에 넣어 완전히 섞은 후, 사료원 총 중량의 

25%에 해당하는 증류수를 첨가하여 사료혼합기로 혼합∙반죽하였다. 혼합반죽물은 

펠렛성형기를 이용하여 펠렛 사료 형태로 제작되었으며, 실험사료의 크기는 각 

실험어에 맞게 5-7mm 로 제작되었다. 제작된 실험사료는 건조기를 사용하여 

25°C 에서 24시간 건조되었으며, -20°C 에서 보관되면서 사용되었다.  

분 수집을 위해 소화율 사료는 분 수집 16시간 전에 만복 공급되었다. 분 

수집을 위한 시간 설정은 어종 및 사육 환경에 따라 변할 수 있다. 위에 설정된 

수집시간은 실험개시 전 여러 번의 사전 실험을 거쳐 실험어류와 실험환경에 

가장 알맞은 시간으로 설정되었다. 만복공급 후, 수조에 남은 사료 및 이물질을 

깨끗이 청소하고 새로 환수하였다. 그 후, 카트리지 필터를 교체하여 다시 한 번 

환수를 하고, 각 수조에 분 수집관을 설치하여 익일 오전(09:00) 분을 수집하는 

방식으로 2주간 분이 수집되었다. 수집된 분 샘플은 여과지를 이용하여 해수를 

제거한 후 -50°C 저온냉동고에 보관되었다. 모든 분 수집이 끝난 후 

동결냉동건조기(freezerdryer)를 이용하여 동결건조 시킨 후 분석에 사용되었다. 

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

토대로 분석되었다. 
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Figure 1. The diagram of Guelph system. 
 

 

3.1.8. 조직학적 분석 

실험 3-2와 3-4에서 Bouin’s solution으로 고정된 전장 조직은 24시간 동안 

고정 된 후 70% 에탄올에 탈수 및 보관 되었다. 이 후 적절한 크기로 잘라 

조직분석용 카세트에 넣고 티슈 프로세서에서 단계별 탈수과정을 거친 후 

파라핀(paraffin)을 침투시켰다. 18시간 후 파라핀으로 포매 되었으며, 절편법에 

따라 7 ㎛의 두께의 조직표본으로 제작되었다. 조직표본은 조직학적 관찰을 위해 

harris hematoxylin, 0.5% eosin, alcian blue (pH 2.5), periodic acid Schiff로 염색되었다. 

조직의 형태학적 변화는 ZEN, 2012 를 이용하여 측정되었다. 
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3.1.9. 통계분석 

실험사료의 배치는 완전확률계획법(completely randomized design)을 

실시하였고, 성장률, 사료효율, 생존율 및 분석결과들은 SPSS (version 12.0) 

프로그램을 이용하여 one-way ANOVA로 통계 분석되었다. 데이터 값의 유의차는 

Tukey’s HSD 로 평균 간의 유의성(P≤0.05)을 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었으며, 백분율 데이터는 arcsine 변형 

값으로 계산하여 통계 분석 되었다. 
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3.2. 결과 

 

[실험 3-1] 

15주간의 사육실험 결과는 Table 7에 나타내었다. FM52 실험구와 FM46 

실험구가 FM65 실험구에 비해 성장률이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 

사료효율에 있어서도 FM65 실험구가 다른 모든 실험구에 비해 낮았으나 

유의적인 차이는 없었다. 3주 간격으로 조사한 어체 평균무게 변화는 Figure 2에 

나타내었다. FM46 실험구가 다른 실험구에 비해 지속적으로 성장률이 높았으나 

유의적인 차이는 없었다. 12주, 15주차 조사에서 FM39 실험구가 다른 실험구에 

비해 성장률이 낮았으나 유의적인 차이는 없었다. 

생화학적 분석 결과는 Table 8에 나타내었다. 모든 항목에서 사료공급실험에 

따른 유의적인 차이는 없었다. 

전어체 일반성분 분석 결과는 Table 9에 나타내었다. 모든 항목에서 

사료공급실험에 따른 유의적인 차이는 없었다. 

 

[실험3-2] 

6개월 동안의 사육실험 결과는 Table 7에 나타내었다. 모든 항목에 대해 

실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 실험 3-1과 마찬가지로 FM52과 FM46 

실험구가 FM65에 비해 성장률과 사료효율이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 

1개월 간격으로 조사한 평균무게 변화는 Figure 3에 나타내었다. 매달 각 실험구 

사이에 유의적인 차이는 없었다.. 

생화학적분석 결과는 Table 8에 나타내었다. 모든 항목에서 사료공급실험에 

따른 유의적인 차이는 없었다. 

전어체 일반성분 분석 결과는 Table 9에 나타내었다. 모든 항목에서 
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사료공급실험에 따른 유의적인 차이는 없었다. 

조직학적 분석 결과는 Figure 6와 Figure 7에 나타내었다. 실험사료 공급에 

따른 조직 형태학적인 변화 관찰이 되지 않았으며, 장 내 융모길이 또한 

유의적인 차이가 없었다. 

소화율 분석 결과는 Figure 9에 나타내었다. 건물소화율은 3개월째에 FM20 

실험구가 FM50 실험구에 비해 유의적으로 높았다. 4개월차 조사에서는 FM50 

실험구가 다른 모든 실험구에 비해 유의적으로 낮았다. 2, 5, 6개월차 조사에서는 

모든 실험구에서 유의적인 차이가 없었다. 단백질소화율은 4개월차 조사에서 

FM50 실험구가 다른 모든 실험구에 비해 유의적으로 낮았다. 6개월차 

조사에서는 FM30 실험구가 FM40, FM50 실험구에 비해 유의적으로 높았다. FM50 

실험구의 단백질 소화율은 다른 실험구에 비해 유의적으로 낮았다. 

 

[실험 3-3] 

5개월의 사육실험 결과는 Table 7에 나타내었다. FM39_2 실험구가 다른 

실험구에 비해 성장률과 사료효율이 낮았으나 실험구 사이에 유의적인 차이가 

없었다. 형태학적 분석결과 어분함량이 감소함에 따라 간중량지수와 

장중량지수가 감소하는 경향을 보였으나 사료공급 실험에 따른 각 실험구 

사이에 유의적인 차이가 없었다. 1 개월 간격으로 조사한 평균무게 변화는 Figure 

4에 나타내었다. 매달 각 실험구 사이에 유의적인 차이는 없었다.  

생화학적 분석결과는 Table 8에 나타내었다. 모든 항목에서 사료공급실험에 

따른 유의적인 차이는 없었다. 

전어체 일반성분 분석 결과는 Table 12에 나타내었다. 모든 항목에서 

사료공급실험에 따른 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 
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[실험 3-4] 

6개월의 사육실험 결과는 Table 7에 나타내었다. FM46, FM39 실험구가 FM 65, 

FM39_2 실험구에 비해 성장률과 사료효율이 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 

형태학적 분석결과에서도 사료공급실험에 따른 각 실험구 사이에 유의적인 

차이가 없었다. 1 개월 간격으로 조사한 평균무게 변화는 Figure 5에 나타내었다. 

4개월부터 FM46 실험구가 다른 실험구에 비해 평균무게가 다소 높았다. 

5개월부터는 FM39 실험구 또한 FM65와, FM39_2 실험구에 비해 평균무게가 

높았다. 하지만 매달 각 실험구 사이에 유의적인 차이는 없었다.  

생화학적 분석결과는 Table 8에 나타내었다. FM46 실험구가 다른 실험구에 

비해 AST와 ALT 수치가 낮았으나 유의적인 차이는 없었다. 다른 모든 

항목에서도 유의적인 차이는 없었다.  

전어체 일반성분 분석 결과는 Table 9에 나타내었다. 모든 항목에서 

사료공급실험에 따른 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다.  

조직분석결과는 Figure 8에 나타내었다. 실험사료 공급에 따른 조직 

형태학적인 변화 관찰이 되지 않았으며, 장 내 융모길이 또한 유의적인 차이가 

없었다. 

소화율 분석 결과는 Figure 10에 나타내었다. 건물 소화율은 모든 실험구 

사이에 유의적인 차이가 없었다. 단백질 소화율은 FM46, FM39 실험구에 비해 

유의적으로 높았다.  
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Table 7. Growth performance and morphological indexes of olive flounder Paralichthys olivaceus fed experimental diets for trial 3-1 (15 weeks), 

trial 3-2 (6 months), trial 3-3 (5 months) and trial 3-4 (6 months).  

Dietary 

treatment 
FBW

2
 WG

3
 SGR

4
 FI

5
 FCR

6
 PER

7
 Survival CF

8
 HSI

9
 VSI

10
 

Trial 3-1   

FM65 61.5±7.6 1135±134 2.35±0.11 45.6±1.4 0.82±0.13 2.10±0.34 88.0±0.0 - - - 

FM52 66.2±5.9 1214±114 2.42±0.09 44.0±3.7 0.73±0.13 2.31±0.42 88.0±17.0 - - - 

FM46 70.2±5.5 1300±109 2.49±0.08 43.8±2.3 0.68±0.05 2.49±0.18 98.7±2.3 - - - 

FM39 58.9±2.2 1090±41 2.32±0.04 36.9±3.0 0.69±0.04 2.42±0.15 94.7±6.1 - - - 

FM33 62.9±4.2 1164±71 2.38±0.06 37.8±6.2 0.66±0.09 2.56±0.39 93.3±6.1 - - - 

Trial 3-2   

FM65 976±29 393±18 0.83±0.02 723±80 0.93±0.06 1.84±0.12 64.2±12.8 1.20±0.16 2.37±0.47 4.74±1.11 

FM52 991±11 399±12 0.83±0.01 639±60 0.81±0.07 2.07±0.16 78.3±5.8 1.36±0.18 2.36±0.30 5.72±0.37 

FM46 984±40 407±26 0.84±0.03 642±133 0.81±0.18 2.14±0.53 75.8±1.4 1.21±0.06 2.86±0.67 5.36±0.31 

FM39 944±42 383±23 0.82±0.02 706±60 0.94±0.03 1.77±0.05 78.3±8.0 1.19±0.00 2.31±0.59 5.04±0.40 

FM33 938±95 386±47 0.82±0.05 661±11 0.90±0.13 1.88±0.26 67.5±2.5 1.20±0.06 2.42±0.83 5.33±1.24 

Trial 3-3           

FM65 520±24 754±38 1.45±0.03 485±18 1.06±0.10 1.67±0.15 78.9±5.1 0.99±0.06 1.45±0.49 3.54±0.83 

FM46 522±1 760±21 1.45±0.02 470±13 1.02±0.02 1.68±0.03 78.9±8.4 1.08±0.17 1.38±0.12 3.03±0.01 

FM39 522±18 757±25 1.45±0.02 460±34 1.00±0.08 1.73±0.13 77.8±8.4 0.99±0.04 1.30±0.13 2.74±0.08 

FM39_2 507±18 730±7 1.43±0.02 485±19 1.09±0.02 1.57±0.03 82.2±3.8 1.01±0.04 1.30±0.20 2.66±0.03 

Trial 3-4           

FM65 1130±20 356±9 0.74±0.01 941±24 1.07±0.05 1.58±0.08 73.3±14.1 1.16±0.05 2.51±1.29 4.93±1.46 

FM46 1244±110 406±46 0.79±0.05 931±12 0.94±0.12 1.74±0.22 65.0±7.1 1.17±0.07 2.23±0.40 4.28±0.22 

FM39 1175±117 382±55 0.76±0.03 903±84 0.97±0.02 1.68±0.04 71.7±7.1 1.11±0.06 1.77±0.51 4.06±0.82 

FM39_2 1105±33 339±1 0.73±0.02 930±34 1.09±0.08 1.54±0.12 66.7±0.0 1.11±0.07 1.81±0.29 4.09±0.30 
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1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter indicates no significant differences among treatments.  

2
Final body weight (g) 

3
Weight gain (%) 

4
Specific growth rate (%) 

5
Feed intake (g/fish) 

6
Feed conversion ratio 

7
Protein efficiency ratio 

8
Condition factor 

9
Hepatosomatic index (%) 

10
Viscerosomatic index (%) 
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Figure 2. Changes in mean body weight of olive flounder Paralichthys olivaceus (initial mean body weight: 5.41±0.01g) fed the experimental 

diets for 15 weeks (trial 3-1). 
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Figure 3. Changes in mean body weight of olive flounder Paralichthys olivaceus (initial body weight: 196±2g) fed the experimental diets for 6 

months (trial 3-2).  
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Figure 4. Changes in mean body weight of olive flounder Paralichthys olivaceus (initial body weight: 60.9±0.3g) fed the experimental diets for 5 

months (trial 3-3). 
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Figure 5. Changes in mean body weight of olive flounder Paralichthys olivaceus (initial body weight: 247±4g) fed the experimental diets for 6 

months (trial 3-4). 
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Table 8. Hematological parameters of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets for trial 3-1 (15 weeks), trial 3-2 (6 months), trial 3-3 (5 months) and 

trial 3-4 (6 months). 

1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter 

indicates no significant differences among treatments. 

2
Hemoglobin (g/dL). 

3
Hematocrit (%).  

4
Aspartate aminotransferase (U/L) 

5
Alanine aminotransferase (U/L) 

6
Total protein (g/dL) 

7
Glucose (mg/dL) 

 

Dietary 

treatment 
Hb

2
 Ht

3
 AST

4
 ALT

5
 TP

6
 Glucose

7
 

 Trial 3-1       

FM65 4.55±0.50 20.8±0.9 16.6±2.9 4.48±1.17 7.83±0.31 41.3±1.2 

FM52 4.63±1.02 20.8±0.3 12.6±1.6 4.96±1.18 7.62±0.13 43.2±0.8 

FM45 4.23±0.31 19.9±2.2 14.1±2.1 3.53±0.57 7.66±0.47 41.2±0.8 

FM38 4.17±0.23 20.5±2.4 15.6±2.7 3.49±1.38 7.61±0.34 41.5±0.9 

FM32 4.27±0.38 20.9±0.2 15.0±3.0 4.65±0.82 8.33±0.24 43.6±1.2 

 Trial 3-2       

FM65 5.76±0.17 34.5±2.1 15.4±4.4 6.14±0.45 8.82±0.96 30.6±0.3 

FM52 5.57±1.44 30.0±2.8 18.3±7.5 6.30±3.75 8.45±0.58 37.2±4.5 

FM45 6.02±0.31 29.7±0.6 13.4±2.2 6.36±0.68 9.30±0.05 31.9±1.2 

FM38 6.75±1.21 31.3±9.9 11.2±3.6 5.56±1.17 8.97±0.64 33.7±4.0 

FM32 5.53±0.08 28.3±1.5 14.8±8.3 5.06±0.09 9.60±0.61 32.6±2.7 

 Trial 3-3       

FM65 5.27±0.39 29.9±2.5 33.9±13.1 6.67±1.53 0.79±0.11 38.6±0.4 

FM46 5.86±0.79 29.8±2.4 32.1±12.5 5.84±2.32 0.86±0.06 37.3±2.9 

FM39 5.64±0.58 32.6±3.1 40.8±9.1 8.84±0.83 0.80±0.09 39.0±3.8 

FM39_2 6.16±0.40 32.1±3.6 37.3±6.1 6.28±3.56 0.81±0.13 37.1±7.0 

 Trial 3-4       

FM65 5.51±0.96 28.3±5.3 12.5±2.3 7.26±2.49 1.02±0.09 19.9±2.7 

FM46 5.48±0.92 28.8±5.4 8.7±0.3 6.44±0.11 1.03±0.01 21.7±1.6 

FM39 5.39±1.29 27.0±3.5 13.3±4.3 8.53±0.04 0.93±0.21 22.2±2.9 

FM39_2 5.38±0.30 31.0±1.7 12.2±0.9 9.70±1.70 1.01±0.15 21.7±4.7 
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Table 9. Whole-body composition (% of wet weight) of olive flounder Paralichthys 

olivaceus fed the experimental diets for trial 3-1 (15 weeks), trial 3-2 (6 months), trial 3-

3 (5 months) and trial 3-4 (6 months)
1
. 

Dietary  

treatment 
Moisture Crude protein Crude lipid Crude ash 

Trial 3-1     

FM65 74.4±0.8 18.7±0.7 2.76±0.35 3.34±0.35 

FM52 75.0±1.0 18.5±1.5 2.76±0.62 3.10±0.15 

FM46 74.5±0.3 18.7±0.8 2.35±0.05 3.00±0.22 

FM39 75.0±1.3 18.7±0.2 2.63±0.78 3.07±0.31 

FM33 74.3±0.1 18.9±0.7 2.82±0.10 3.46±0.16 

Trial 3-2     

FM65 71.7±0.5 20.8±3.0 3.22±0.62 11.0±0.5 

FM52 70.5±0.3 20.9±1.9 4.70±0.10 10.5±1.7 

FM46 70.5±0.1 22.0±0.6 3.93±0.25  8.8±0.0 

FM39 71.3±0.4 20.7±1.9 3.48±0.48 10.6±1.3 

FM33 70.8±0.4 19.8±0.2 3.93±0.25  9.3±1.7 

Trial 3-3     

FM65 68.8±0.1 21.9±0.5 5.17±0.13 3.31±0.47 

FM46 71.5±0.6 22.3±0.6 5.57±0.22 2.81±0.20 

FM39 71.6±0.8 21.4±0.3 5.63±0.23 3.06±0.48 

FM39_2 71.8±1.1 21.3±0.3 5.25±0.48 3.19±0.43 

Trial 3-4     

FM65 71.2±0.8 21.5±0.4 4.89±0.30 3.47±0.16 

FM46 70.1±0.5 21.1±1.9 5.33±1.18 3.65±0.42 

FM39 68.4±0.7 21.4±0.5 5.56±0.87 3.97±0.04 

FM39_2 70.6±1.3 20.8±0.7 5.02±0.16 3.33±0.60 
1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter 

indicates no significant differences among treatments. 
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Figure 6. Histological change of the anterior intestine of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the experimental diets for trial 3-2 (5 months). 
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Figure 7. Villus heights of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the experimental 

diets for trial 3-2 (5 months). 
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Figure 8. Histological change of the anterior intestine of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the experimental diets (trial 3-4).
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Figure 9. Apparent digestibility coefficient of dry matter and protein in the 

experimental diet (trial 3-2). 
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Figure 10. Apparent digestibility coefficient of dry matter and protein in the 

experimental diet (trial 3-4). 
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3.3. 고찰 

 

단백질 원료를 이용한 넙치 사료 내 어분대체율은 대두박 17~30%, 주정박 

18.5%, 우모분 18.8~26%, 돈모분 7.5~30%, 참치부산물 20~30%, 육골분 10~20%로 

보고되었다(Kikuchi et al., 1994; Kim et al., 2008; Ye et al., 2011; Lee et al., 2012; Kim et 

al., 2014b; Bae et al., 2015; Kim et al., 2018). 위의 연구결과 다양한 원료에서 7-

30%의 어분대체 가능성이 보고되었는데, 모두 단일 단백질 원료로 어분을 

대체한 연구이다. 반면, 대두박, 건조 홍합살, 혈분, 콘글루텐밀을 혼합하였을 

경우, 넙치사료 내 어분을 46%까지 대체 가능하다고 보고되었다(Kikuchi, 1999). 

유럽농어(Dicentrarchus labrax)를 대상으로 진행된 연구에서 녹두박, 우모분, 

혈분을 혼합하여 사료 내 어분을 50%까지 대체 가능하다고 보고되었으며(Scerra 

et al., 2016), 혈분, 대두농축단백, 콘글루텐밀, 밀글루텐, 채종박 혼합물로는 

82%까지 대체 가능하다고 보고되었다(Torrecillas et al., 2017). 본 연구에서도 4가지 

단백질 원료(wheat gluten, soy protein concentrate, tankage meal and poultry by-product 

meal)의 조합을 통해 단일 원료 사용시에 부족하게 되는 영양소를 서로 보완해 

줄 수 있었기 때문에 어분을 40-50%(FM39, FM39_2, FM33)까지 대체함에도 

성장과 사료효율에 문제가 없었던 것으로 판단된다.  

타우린은 어분과 동물성 원료에 다량 함유되어 있으나, 식물성 원료에는 

함량이 적기 때문에 식물성 원료로 어분을 대체할 경우 타우린의 첨가가 

필요하다(Lunger et al., 2007: Lim et al., 2013). 특히, 넙치사료 내 타우린의 요구량은 

타 어종에 비해 매우 높은 1.5-2.0%로 보고되었다 (Park et al., 2001). 어분을 

대체함에 따른 타우린의 결핍을 막기 위해서는 반드시 추가적인 타우린 첨가가 

필요하다 또한, 넙치사료 내 타우린을 첨가할 경우 성장률, 사료효율이 

유의적으로 향상된다고 보고되었다(Park et al., 2002; Kim et al., 2005). Choi et al. 
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(2004)는 베테인을 어분대체 사료에 첨가하면 넙치의 성장과 소화율을 향상시킬 

수 있다고 보고하였다. 본 연구에서는 대조구를 제외한 모든 실험구에 타우린과 

베테인을 첨가하였으며, 어분대체율이 10% 증가할수록 타우린을 0.1%씩 

추가적으로 첨가하였다. 그 결과, 넙치의 성장률과 사료효율에 긍정적인 영향을 

주어 어분대체 가능성을 향상시킨 것으로 판단된다. 

육식성 어종의 경우 식물성 단백질 원료 내 다양한 항영양인자가 

소화기관에 피해를 끼친다고 보고되었다(Martínez-Llorens et al., 2012). Sea bass 

(Lates calcarifer), Atlantic salmon (Salmo salar), turbot을 대상으로 식물성 단백질 

원료가 사용된 사료를 공급하였을 때, 장세포 공포화, 흡수성 공포 수 감소, 

점막고유층과 점막하 조직의 넓이 및 세포침윤 증가와 같은 장변화가 

관찰되었다(Boonyaratpalin et al., 1998; Ø verland et al., 2009; Gu et al., 2016). 특히, 

융모의 길이는 사포닌과 같은 항영양인자로 발생된 염증에 의해 감소된다(Zhang 

et al., 2018). 넙치사료 내 대두농축단백을 22% 이상 사용하면 융모길이의 감소가 

나타났다(Khosravi et al., 2018). 반면, Tusche et al (2012)는 무지개송어(Oncorhynchus 

mykiss) 사료 내 밀글루텐을 이용하여 어분을 대체할 시 항영양물질의 작용이 

관찰되지 않는다고 보고하였다. 대서양연어를 대상으로 한 연구에서는 사료 

단백질의 35%까지 밀글루텐을 사용해도 장 변화가 발생하지 않았다(Storebakken 

et al., 2000). 본 연구에서 융모 길이의 변화와 같은 장조직 변화가 관찰되지 않은 

이유는 대두농축단백의 함량이 최대 7.00-8.75%에 불과하고, 항영양인자가 거의 

없는 밀글루텐을 사용하였기 때문이라고 판단된다.  

어분을 식물성 단백질 원료로 대체할 경우 사료 내 섬유소와 항영양인자 

함량이 증가할 수 있다(Gatlin et al., 2007). 대부분의 육식성 어류는 섬유소를 

소화할 수 있는 능력이 부족하여 식물성 사료원료 사용시 소화율이 



54 

 

낮아진다(Apper-Bossard et al., 2013). 식물성 단백질 원료 내 항영양인자에 의한 

소화율 감소도 보고되었다(Krogdahl et al., 2010). 이전 연구에서 넙치사료 내 

탈피대두박을 이용하여 어분을 30% 대체할 경우 건물소화율과 단백질소화율이 

감소하였다(Choi et al., 2004). 대두농축단백을 이용하여 어분을 25% 이상 대체할 

경우 건물, 단백질, 아미노산소화율이 유의적으로 감소하였다(Deng et al., 2006). 

반면, 본 연구에서 사용된 식물성 단백질 원료 중 밀글루텐은 섬유소 함량이 

낮고, 사료 내 사용시 항영양인자에 의한 부작용이 관찰되지 않는 식물성 단백질 

원료이다(NRC, 2011; Tusche et al., 2012). Coho salmon (Oncorhychus kisutch), rainbow 

trout, gilt head bream (Saparus aurata), Nile tilapia (Oreochromis niloticus), Atlantic cod 

(Gadus morhua)를 대상으로 원료소화율을 측정한 결과 밀글루텐이 어분에 비해 

높은 단백질 소화율을 보였다(Sugiura et al., 1997; Kissil and Lupatsch, 2004; Schneider 

et al., 2004; Tibbetts et al., 2006). Storebakken et al. (2000)은 Atlantic salmon 사료 내 

어분을 밀글루텐으로 대체할 시 소화율이 향상된다고 보고하였다. Hernández et al. 

(2010)는 가금부산물분(CP: 64.9%)을 사용하여 Nile tilapia 사료 내 어분을 100% 

대체한 연구에서 소화율이 감소하지 않았다고 보고하였다. 실험 3-2에서는 

4개월차, 6개월차 소화율 측정을 제외하면 어분을 50% 대체(FM33)했음에도 

소화율에 있어 대조구와 타 실험구 사이에 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 

실험 3-4에서는 FM46, FM39 실험구가 대조구에 비해 유의적으로 소화율이 

높았다. 어분 대체 원료로 밀글루텐과 가금부산물분을 사용하였기 때문에 어분을 

대체했음에도 소화율의 저하가 발생하지 않았고, 경우에 따라서는 오히려 

소화율이 높았던 것으로 판단된다.  

선행 연구에서 대두박을 이용하여 사료 내 어분을 30% 대체한 경우 

소화율이 감소하였으나, 베테인이 포함된 섭이촉진제를 첨가할 경우 대조구와 

소화율에서 차이가 없었으며, 어분을 20% 대체한 사료 내 첨가할 경우 대조구에 
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비해 소화율이 증가되었다(Choi et al., 2004). Cobia (Rachycentron canadum) 자어를 

대상으로 한 연구에서는 사료 내 타우린을 첨가할 경우에 amylase, lipase, trypsin, 

pepsin 과 같은 소화효소의 활성이 증가하였다(Salze et al., 2012). 본 연구에서도 

대조구를 제외한 모든 실험사료 내 베테인과 타우린이 첨가되었으며, 어분대체에 

따른 소화율 감소를 보완 혹은 향상 시켜준 것으로 사료된다.  

어류의 소화율은 사육수온과 같은 환경조건 등에 영향을 받을 수 

있으며(Sullivan and Reigh, 1995), 항상 일정한 수준으로 유지되지 

않는다(McGoogan and Reigh, 1996). 넙치의 최적사육 수온은 21~24℃이다(Son et al., 

2006). 실험 3-2에서 6개월 간의 수온측정 결과, 4개월차에 최적사육 수온 보다 

낮은 평균수온을 나타내었으며, 15.4℃까지 수온이 내려간 것으로 나타났다. 

6개월차 평균수온은 13.7℃, 최저수온 11.4℃까지 내려갔다. 이전 연구에서, 

어분대체 사료의 소화율을 조사하였을 때, 수온이 감소하게 될 경우 

어분대체율이 높은 사료의 소화율이 더욱 크게 감소하였다(Bowyer et al., 2013). 

실험 3-2 에서도 FM50 실험구가 4, 6개월차에 대조구에 비해 소화율이 감소한 

이유는 수온저하에 민감하게 반응하였기 때문으로 판단된다. 

따라서, 적정수온에서 넙치사료 내 타우린과 베테인을 첨가하면 밀글루텐, 

대두농축단백, 수지박, 가금부산물분을 혼합하여 사료 내 어분의 50%(FM33)까지 

대체가 가능할 것으로 판단된다. 소화율 결과를 고려하였을 때, 저수온(18.5℃ 

이하)에서는 40%(FM39)까지 어분대체가 가능할 것으로 판단된다. 또한 원료 

비용이 절감된 배합비를 이용하여서도 사료 내 어분을 40%(FM_39)까지 대체할 

수 있을 것으로 판단된다. 
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CHAPTER 4 

 

단백질 원료 혼합물을 이용한 무어분(fish meal-free) 

넙치(Paralichthys olivaceus) 사료 개발을 위한 연구 

 

4.1. 재료 및 방법 

 

4.1.1 실험사료 

실험 4에 사용된 실험사료 배합비는 Table 10에 나타내었다. 대조사료 내 

어분함량은 70%로 설정되었다(FM70). 실험사료 5종은 사료 내 어분함량을 각각 

45%, 40%, 35%, 20%, 0%로 설정하고(FM45, FM40, FM35, FM20, FM0), 밀글루텐, 

대두농축단백, 수지박, 가금부산물분, 참치부산물을 혼합하여 어분을 대체하였다. 

어분대체에 따른 methionine 결핍을 예방하기 위해 FM40, FM35, FM30, FM20, FM0 

실험사료 내 methionine 을 첨가하였다. 실험사료간의 동일한 조지질 및 인 

조성을 위해 밀가루, 어유, 일인산칼슘이 사용되었다. 어분대체 사료의 기호성 

향상을 위해 베테인과 타우린이 첨가되었다. 어분대체율이 증가함에 따라 사료 

이용성향상을 위해 콜린과 레시틴이 추가되었다. 실험사료는 압출성형기(ATX-2, 

Fesco, Korea)를 이용하여 EP 형태로 제작되었다. 
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Table 10. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets in 

trial 4 (% of dry matter basis). 

Trial 4 
Diets 

FM70 FM45 FM40 FM35 FM20 FM0 

Fish meal, sardine
1
 35.00 22.50 20.00 17.50 10.00 0.00 

Fish meal, anchovy
2
 35.00 22.50 20.00 17.50 10.00 0.00 

Soybean meal
3
 12.00 12.00 12.00 12.00 14.50 16.00 

Wheat gluten
4
 0.00 4.50 4.50 4.50 4.90 5.30 

Soy protein concentrate
5
 0.00 5.50 6.50 8.00 9.00 10.50 

Tankage meal
6
 0.00 8.00 10.00 11.50 18.00 26.50 

Poultry by-product meal
7
 0.00 4.50 5.00 5.50 6.50 8.50 

Tuna by-product meal
8
 0.00 0.00 1.00 2.00 5.00 10.00 

Starch 4.00 3.80 3.50 3.25 2.40 1.90 

Wheat flour 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

Fish oil
9
 3.30 4.30 4.40 4.60 4.90 5.20 

Methionine
10

 0.00 0.00 0.10 0.15 0.20 0.30 

Mono calcium phosphate 0.50 0.70 0.90 1.10 1.40 1.70 

Mineral Mixture 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Vitamin Mixture 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Vitamin C 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 

Vitamin E 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 

Betaine 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Taurine 0.00 0.50 0.70 0.80 1.10 1.40 

Choline 0.50 0.50 0.60 0.70 0.90 1.10 

Lecithin 0.50 0.50 0.60 0.70 1.00 1.40 

  Proximate composition (% of dry matter) 

Moisture 3.67 3.65 2.39 3.24 6.91 6.55 

Crude protein 57.7 58.0 58.3 58.1 55.8 56.0 

Crude lipid 10.2 10.2 10.0 10.1 11.8 11.7 

Crude ash 15.6 12.9 12.6 12.4 11.0 9.46 
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1
Fish meal, sardine (crude protein 68.0%, crude lipid 8.6%, crude ash 17.1%)  

2
Fish meal, anchovy (crude protein 69.4%, crude lipid 8.3%, crude ash 17.8%) 

3
Soybean meal (crude protein 52.7%, crude lipid 1.8%, crude ash 6.8%) 

4
Wheat gluten (crude protein 83.2%, crude lipid 3.49%, crude ash 1.3%) 

5
Soy protein concentrate (crude protein 68.9%, crude lipid 0.5%, crude ash 7.1%) 

6
Tankage meal (Crude protein 83.2%, crude lipid 3.69%, crude ash 7.5%) 

7
Poultry by-product meal (Crude protein 71.6%, crude lipid 13.5%, crude ash 10.5%) 

8
Tuna by-product meal (Crude protein 60.2%, crude lipid 7.01%, crude ash 18.8) 

9
Fish oil was by E-wha oil Co., Ltd., Busan, Korea. 

10
Methionine was by Vixxol Co., Ltd., Gyeonggi, Korea. 
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Figure 11. Experimental diets for trial 4 
 

4.1.2. 실험어 및 사육관리 

실험 4에 사용된 실험어는 제주도 서귀포시에 위치한 원양수산에서 

구입되었다. 실험환경에 대한 적응을 위해 시판되는 넙치용 배합사료를 공급하며 

순치되었다. 평균무게 150±1g 의 넙치를 총 18개 2000L 원형 FRP 수조에 

50마리씩 3반복으로 배치하였다. 사육실험은 5개월 동안 진행되었다. 실험사료는 

1일 2회(08:30, 17:30) 만복 공급되었다. 사육수는 모래여과해수를 사용하여 25-30 

L/min 의 유수량이 되도록 조절되었다. 어병 방지를 위해 주수파이프에 UV 

살균기가 설치되었다. 각 실험수조 내 사육수 순환과 용존산소 유지를 위하여 

에어스톤이 설치되었다. 사육수온은 매일 오전과 오후 2회 측정되었다. 

 

 

4.1.3. 어체측정 

사료 공급 실험 후, 성장률과 사료효율 그리고 생존율의 측정을 위해 

실험어를 24시간 절식 시킨 후 실험어류의 수와 무게를 측정하였다. 무게 측정 

후 증체율(weight gain, %), 일간성장률(specific growth rate, %), 사료섭취량(feed 

intake, g/fish), 사료전환효율(feed conversion ratio), 단백질이용효율(protein efficiency 

ratio), 생존율(survival, %), 비만도(condition factor), 간 중량 지수(hepatosomatic 

index, %), 장 중량 지수(viscerosomatic index, %) 를 조사하였다. 계산식은 다음과 
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같다. 

 

- Weight gain (%) = 100 × (final mean body weight – initial mean body weight) / initial 

mean body weight  

- Specific growth rate (%) = [(loge final body weight – loge initial body weight) / days] 

× 100 

- Feed conversion ratio = dry feed fed / wet weight gain 

- Protein efficiency ratio = wet weight gain / total protein given 

- Feed intake (g / fish) = dry feed consumed (g) / fish  

- Survival (%) = number of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100 

- Condition factor = fish weight × 100 / total body length
3
 

- Hepatosomatic index (%) = 100 × (liver weight / body weight) 

- Viscerosomatic index (%) = 100 × (visceral weight / body weight) 

 

 

4.1.4. 샘플수집 

어체측정 후, 각각의 수조에서 8마리의 어류를 무작위로 선별하였다. 선별된 

실험어는 2-phenoxyethanol 용액(200 ppm)을 이용하여 마취시켰으며, 주사기를 

이용하여 미부동맥에서 채혈을 실시하였다. 채혈된 혈액은 헤파린이 20 μL씩 

처리된 1.5mL eppendorf tube에 넣어 hematocrit, hemoglobin 측정에 사용되었다. 

혈장(plasma)은 alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), glucose, 

total protein 분석을 위해 에서 원심분리(4℃, 5,000 rpm, 10min; Micro 17TR, Hanil 

Science) 되어 냉동보관(-70°C) 되었다. 실험어체의 등근육에 대한 일반성분 

분석을 위해 척추를 기준으로 세로 2cm, 가로 8cm 의 등근육을 수집하여 

냉동보관(-50°C) 되었다. 
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4.1.5. 일반성분 분석 

AOAC (2000) 분석법에 따라 실험사료와 어체 등근육에 대한 일반성분 

분석을 진행하였다. 수분은 상압가열건조법(125°C, 3시간), 조회분은 

직접회화법(550°C, 4시간)으로 분석되었다. 지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 

따라 분석되었다. 단백질은 자동조단백질 분석기(Kejltec system 2300, Sweden)로 

분석되었다. 

 

 

4.1.6. 생화학적 분석 

Hematocrit은 모세혈관 채혈튜브(micro-hematocrit capillary tubes)에 혈액을 채운 

후, 혈액 진단원심분리기(Micro Hematocrit VS-12000, Vision Scientific, Korea)에서 

10분간 원심분리하여 값이 측정되었다. Hemoglobin, AST, ALT, total protein, glucose 

분석은 시판되고 있는 kit시약과 반응시킨 후 혈액 생화학분석기(Express plus 

system, Bayer, USA)를 이용하여 분석되었다. 

 

 

4.1.7. 소화율 분석 

각 실험에 사용된 실험어는 1 주 동안 실험수조에 소화율 사료가 

공급되면서 실험환경에 대한 적응과 장내에 일반사료가 남아있지 않도록 순치 

된 후 소화율 실험에 사용되었다. 예비사육 후 실험어로 사용된 넙치는 400L 

Guelph system 에 배치되었다. 사육수는 1차적으로 모래 여과된 해수를 카트리지 

필터가 장착된 하우징을 통해 2차 여과기를 통과시키면서 1L/min 의 매우 적은 
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유수량이 되도록 조절되었다.  

 소화율 실험사료 제작을 위해 각 실험에 사용된 실험사료를 

펠렛성형기(Geumgang ENG, SP-50)와 믹서기를 이용하여 2회에 걸쳐 분쇄하였다. 

지시제로(indicator)로 chromium oxide (Cr2O3, DaeJung)가 사용되었다. 분쇄된 

실험사료(99%)와 지시제(1%)를 혼합기에 넣어 완전히 섞은 후, 사료원 총 중량의 

25%에 해당하는 증류수를 첨가하여 사료혼합기로 혼합∙반죽하였다. 혼합반죽물은 

펠렛성형기를 이용하여 펠렛 사료 형태로 제작되었으며, 실험사료의 크기는 7mm 

로 제작되었다. 제작된 실험사료는 건조기를 사용하여 25°C 에서 24시간 

건조되었으며, -20°C 에서 보관되면서 사용되었다.  

분 수집을 위해 소화율 사료는 분 수집 16시간 전에 만복 공급되었다. 분 

수집을 위한 시간 설정은 어종 및 사육 환경에 따라 변할 수 있다. 위에 설정된 

수집시간은 실험개시 전 여러 번의 사전 실험을 거쳐 실험어류와 실험환경에 

가장 알맞은 시간으로 설정되었다. 만복공급 후, 수조에 남은 사료 및 이물질을 

깨끗이 청소하고 새로 환수하였다. 그 후, 카트리지 필터를 교체하여 다시 한 번 

환수를 하고, 각 수조에 분 수집관을 설치하여 익일 오전(09:00) 분을 수집하는 

방식으로 1회에 2주간 분이 수집되었다. 수집된 분 샘플은 여과지를 이용하여 

해수를 제거한 후 -50°C 저온냉동고에 보관되었다. 모든 분 수집이 끝난 후 

동결냉동건조기(freezerdryer)를 이용하여 동결건조 시킨 후 분석에 사용되었다. 

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

토대로 분석되었다. 

 

 

4.1.8. 조직학적 분석 

Bouin’s solution으로 고정된 전장 조직은 24시간 동안 고정 된 후 70% 
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에탄올에 탈수 및 보관 되었다. 이 후 적절한 크기로 잘라 조직분석용 카세트에 

넣고 티슈 프로세서에서 단계별 탈수과정을 거친 후 파라핀(paraffin)을 

침투시켰다. 18시간 후 파라핀으로 포매 되었으며, 절편법에 따라 7 ㎛의 두께의 

조직표본으로 제작되었다. 조직표본은 조직학적 관찰을 위해 H&E 방법으로 

염색되었다. 조직의 형태학적 변화는 ZEN, 2012 를 이용하여 측정되었다. 

 

 

4.1.9. 통계분석 

실험사료의 배치는 완전확률계획법(completely randomized design)을 

실시하였고, 성장률, 사료효율, 생존율 및 분석결과들은 SPSS (version 12.0) 

프로그램을 이용하여 one-way ANOVA로 통계 분석되었다. 데이터 값의 유의차는 

Tukey’s HSD 로 평균 간의 유의성(P≤0.05)을 비교하였다. 데이터는 

평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었으며, 백분율 데이터는 arcsine 변형 

값으로 계산하여 통계 분석 되었다. 
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4.2. 결과 

 

[실험 4] 

5개월의 사육실험 결과는 Table 11에 나타내었다. 성장률과 사료효율은 FM70 

실험구에 비해 FM0 실험구가 유의적으로 낮았다. 반면, FM45 실험구는 

유의적이지는 않지만 FM70 실험구에 비해 높은 성장률을 보였다. 형태학적 분석 

결과 실험구 사이에 유의적인 차이는 없었다. 1개월 간격으로 조사한 평균무게 

변화는 Figure 12에 나타내었다. 3개월차 까지는 실험구 사이에 유의적인 차이가 

없었다. 4개월, 5개월 차에는 FM0 실험구가 FM70 실험구에 비해 유의적으로 

평균무게가 낮았다. 또한 시간이 지남에 따라 평균무게의 차이가 더욱 벌어지는 

것이 관찰되었다. 

생화학적 분석결과는 Table 12에 나타내었다. 모든 항목에서 사료공급 실험에 

따른 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다.  

어체 등근육 일반성분 분석 결과는 Table 13에 나타내었다. 모든 항목에서 

사료공급 실험에 따른 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 

조직학적 분석 결과는 Figure 13에 나타내었다. 모든 실험구에서 실험사료 

공급에 따른 조직 형태학적인 변화가 관찰 되지 않았다. 

소화율 분석 결과는 Figure 14에 나타내었다. 건물 소화율과 단백질 

소화율에서 FM0을 제외한 모든 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 건물 

소화율은 FM0 실험구가 FM70, FM45, FM40 실험구에 비해 유의적으로 낮았다. 

단백질 소화율은 FM0 실험구가 FM70, FM45, FM40, FM35 실험구에 비해 

유의적으로 낮았다.  
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Table 11. Growth performance and morphological indexes of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the experimental diets for trial 5 (20 

weeks). 

Dietary  

treatment 
FBW

2
 WG

3
 SGR

4
 FI

5
 FCR

6
 PER

7
 Survival CF

8
 HSI

9
 VSI

10
 

Trial 4    

FM70 782±27
ab

 417±21
ab

 0.96±0.04
a
 599±9 0.95±0.03

ab
 1.81±0.06

ab
 92.7±5.0 1.16±0.03 1.68±0.23 3.57±0.11 

FM45 830±39
a
 450±30

a
 0.99±0.03

a
 618±19 0.91±0.03

a
 1.96±0.05

a
 82.7±4.2 1.24±0.01 2.25±0.24 4.18±0.29 

FM40 754±4
b
 405±2

ab
 0.95±0.01

a
 584±13 0.97±0.02

ab
 1.83±0.04

ab
 84.0±7.2 1.18±0.01 1.94±0.24 4.15±0.44 

FM35 764±27
ab

 409±14
ab

 0.95±0.00
a
 566±58 0.92±0.06

a
 1.91±0.13

a
 89.3±6.4 1.19±0.07 1.82±0.15 3.89±0.22 

FM20 728±2
bc

 384±2
bc

 0.93±0.00
ab

 597±18 1.03±0.04
bc

 1.69±0.06
bc

 80.0±25.5 1.23±0.04 1.90±0.35 4.14±0.33 

FM0 657±19
c
 337±12

c
 0.87±0.02

b
 561±21 1.11±0.04

c
 1.60±0.06

c
 98.0±2.0 1.17±0.11 1.93±0.48 4.16±0.40 
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1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. Values with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). The 

lack of superscript letter indicates no significant differences among treatments.  

2
Final body weight (g) 

3
Weight gain (%) 

4
Specific growth rate (%) 

5
Feed intake (g/fish) 

6
Feed conversion ratio 

7
Protein efficiency ratio 

8
Condition factor 

9
Hepatosomatic index (%) 

10
Viscerosomatic index (%)  
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Figure 12. Changes in mean body weight of olive flounder Paralichthys olivaceus (initial body weight: 150±3g) fed the experimental diets for 

trial 4 (5 months). 
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Table 12. Hematological parameters of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets for trial 4 (5 months)
1
. 

Dietary  

treatment 
Hb

2
 Ht

3
 AST

4
 ALT

5
 TP

6
 Glucose

7
 

Trial 4       

FM70 5.45±0.48 33.8±5.0 11.8±0.4 4.17±1.70 4.71±0.53 26.7±6.4 

FM45 6.24±0.35 36.2±3.7 9.70±1.07 2.71±0.71 4.64±0.79 26.5±2.5 

FM40 5.54±0.86 31.9±7.2 10.7±1.3 3.15±0.96 5.00±0.22 30.5±9.1 

FM35 5.96±0.65 34.7±5.8 10.6±1.6 3.48±0.76 4.89±0.33 23.9±5.6 

FM20 5.70±0.36 34.7±3.0 10.2±1.0 3.85±1.38 5.49±0.35 30.8±13.5 

FM0 5.60±0.10 35.0±5.3 11.7±2.6 3.71±1.62 4.63±0.59 35.1±11.5 

1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter 

indicates no significant differences among treatments. 

2
Hemoglobin (g/dL). 

3
Hematocrit (%).  

4
Aspartate aminotransferase (U/L). 

5
Alanine aminotransferase (U/L). 

6
Total protein (g/dL). 

7
Glucose (mg/dL). 
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Table 13. Muscle composition (% of wet basis) of olive flounder Paralichthys olivaceus 

fed the experimental diets for trial 4 (5 months)
1
. 

Dietary  

treatment 
Moisture Crude protein Crude lipid Crude ash 

Trial 4     

FM70 75.2±1.8 21.6±1.4 0.88±0.20 1.05±0.33 

FM45 74.8±0.5 22.7±0.8 0.82±0.28 1.13±0.10 

FM40 74.7±0.9 23.1±0.6 0.78±0.24 1.21±0.06 

FM35 74.4±0.6 21.9±1.1 0.86±0.09 1.28±0.13 

FM20 74.4±1.7 22.7±0.2 0.88±0.15 1.04±0.19 

FM0 75.2±0.2 22.4±1.7 0.80±0.42 1.11±0.22 

1
Values are mean of triplicates and presented as mean ± SD. The lack of superscript letter 

indicates no significant differences among treatments. 
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Figure 13. Histological change of the anterior intestine of olive flounder Paralichthys olivaceus fed the experimental diets (trial 4).
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Figure 14. Apparent digestibility coefficient of dry matter and protein in the 

experimental diet (trial 4). 
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4.3. 고찰 

 

본 연구에서 실험사료는 extruder 를 이용하여 부상사료(EP, extruded pellet)로 

제작되었다. 사료 제조과정에서 적절한 성형 효과를 얻는 것은 사료의 품질향상 

측면에서 매우 중요하다(Kim et al., 1995). 양어사료 제조에서 원료의 조성은 

사료의 물성에 영향을 미친다(Ryu, 1994). 밀글루텐은 단백질 함량이 매우 높고, 

항영양인자가 거의 없으며, 소화율이 높아 좋은 단백질원으로 여겨진다 

(Storebakken et al., 2010; Tusche et al., 2012). 하지만 강한 점결력을 지니고 있어 

사료의 압출성형에 문제를 야기시킨다(Gaylord et al., 2010). 대두박, 대두농축단백 

등 식물성 단백질 원료 내 포함되어 있는 전분 또한 사료성형에 영향을 줄 수 

있다. 본 연구에서는 밀글루텐을 비롯한 식물성 단백질 원료의 함량이 

증가할수록 전분의 함량을 줄여 밀글루텐 점결력에 의한 사료성형문제를 

예방하였다. 결론적으로 상업적 이용을 위해 본 연구에서 제시된 배합비를 

사용하더라도 사료 성형에 전혀 문제가 없을 것으로 판단된다. 

넙치를 대상으로 한 대부분의 연구는 단일 원료를 이용하여 어분을 

대체하였으며, 사료 내 어분함량이 35% 이하인 경우 성장률 및 사료효율이 

감소하였다(Kim et al., 2000; Kim et al., 2011; Kader et al., 2012; Kim et al., 2014). Sato 

and Kikuchi, (1997)는 육분을 이용하여 사료 내 어분을 16%까지 감소시킬 수 

있다고 보고하였지만 실험 기간이 8주에 불과하여 저어분 사료 장기간 공급에 

따른 영향을 판단하기에는 부족하였다. 실험 4에서는 FM20 실험사료를 5개월 

동안 공급하여도 성장률, 사료효율, 소화율에서 FM70과 유의적인 차이가 없었다. 

또한 FM0 실험사료를 3개월 동안 공급한 경우에도 FM70과 유의적인 차이가 

없었다. Cabral et al, (2011)은 필수아미노산의 균형을 맞추고 추가적인 아미노산 

보충을 최소화하기 위해 다른 단백질 공급원의 합리적인 혼합이 필요하다고 
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보고하였다. Nile tilapia 사료 내 어분을 옥수수 주정박, 대두박, 가금부산물분과 

유리아미노산을 혼합하여 어분을 100% 대체할 수 있다고 보고되었다(Herath et al., 

2016). Red seabream 사료에서는 발효대두박+오징어간분 혼합물, 

발효대두박+가리비분말 혼합물, 어즙, 크릴밀, 대두박을 혼합하여 어분을 

80%까지 대체하더라도 성장률과 사료효율에 영향이 없었다(Kader and Koshio, 

2012). 본 연구에서도 단백질 원료 혼합을 통해 필수아미노산의 균형을 맞추었기 

때문에 어분함량을 20%까지 감소시켜도 성장률과 사료효율의 유의적인 감소가 

없는 것으로 판단된다. 

단백질 함량이 낮은 대체원료를 사용하여 어분을 대체하려면 사료의 단백질 

함량을 맞추어 주기 위해 많은 양을 사용해야 한다. 반면, 단백질 함량이 높은 

대체원료를 사용하여 어분을 대체할 경우 적은 양을 사용하더라도 사료의 

단백질 함량을 맞추어 줄 수 있다. 사료의 어분을 대체하기 위해 사용되는 

단백질 원료의 함량의 비율을 어분대체량:단백질 원료 사용량으로 나타낸다면, 

이전 연구에서 단백질 함량이 낮은 대두박과 발효대두박을 사용할 경우 사용 

비율은 각각 1:1.67, 1:1.24 이었다(Kim et al., 2000; Kim et al., 2013). 단백질 함량이 

높은 감자농축단백과 밀글루텐을 사용한 경우 1:0.96 이었다(Tusche et al., 2012). 

본 연구에서도 어분대체량 대비 단백질 원료 사용량의 비율은 1:0.93으로 

어분대체량 보다 어분대체에 사용되는 단백질 원료의 사용량이 적었다. 식물성 

단백질 원료를 적게 사용한 만큼 사료 내 항영양인자의 양이 감소하게 된다. 

하지만 단백질 함량이 높은 식물성 단백질 원료의 경우 별도의 가공과정을 

거치기 때문에 가격이 기존 식물성 원료에 비해 비싸다(Oliva-Teles et al., 2015). 

원료를 적절히 혼합하여 사용한다면 항영양인자 감소에 따른 어분대체율 증가와 

사료 가격의 절감을 기대할 수 있을 것이라 판단된다. 



74 

 

대두박 또는 대두농축단백에는 protease inhibitor, haemaglutinin, saponin, phytase, 

glucosinolate, lectin, phytoestrogen 과 같은 항영양인자가 있어 다량 사용시 어체의 

성장률과 사료효율 감소를 야기시킬 수 있다고 보고되었다(Oliva-Teles et al., 2015). 

이전 연구에서 대두박 또는 대두농축단백의 함량이 각각 20%, 15.9% 이상일 때 

성장률 감소가 나타났다(Kim et al., 2000; Deng et al., 2006). Turbot 사료에서 

대두박을 26% 이상 사용한 경우 성장률, 사료기호성, 사료효율, 소화효소 활성이 

감소되었으며, 염증반응에 의한 장조직의 변화가 관찰되었다(Gu et al., 2016). 실험 

4에서 FM20과 FM0 사료 내 대두박과 대두농축단백의 총 함량은 각각 23.5%, 

26.5% 이다. 실험 4에서 FM20과, FM0의 성장률, 사료효율, 소화율이 감소한 

이유는 대두박과 대두농축단백 내 항영양인자에 의한 것으로 판단된다. 반면, 

조직학적 분석결과 장조직 내 염증반응에 의한 변화는 관찰되지 않았다. Sun et al. 

(2020)은 베테인이 어류의 장 내에 발생하는 염증에 대한 저항성을 증가시킨다고 

보고하였다. FM20과 FM0 실험사료 내 항영양인자는 어체의 성장, 사료효율, 

소화율에는 영향을 미치지만 염증반응과 장조직의 변화를 일으킬 정도의 양은 

아니거나, 베테인에 의해 장 내 염증반응이 완화되었기 때문으로 판단된다. 

하지만 실험 4에서는 사료 내 항영양인자의 함량을 조사하지 못하였기 때문에 

추가적인 연구를 통해 정확한 항영양인자의 양을 조사해야 할 것으로 판단된다. 

혈액학적 분석은 어류의 생리활성과 건강상태를 조사하는데 이용된다(Song 

and Lee, 2013). 이전 연구에서 넙치 사료 내 어분을 대체할 때 Ht, AST, ALT 

등에서 혈액성상의 변화가 발생되었다고 보고되었다(Kim et al., 2008; Kim et al., 

2009). Ht는 영양소 결핍에 따라 수치가 감소된다(Song and Lee, 2013). AST와 

ALT는 어류의 간 또는 신장이 손상되는 경우 혈액으로 방출되게 되는데, 

필수아미노산이 결핍될 때에도 AST와 ALT의 수치가 증가되는 것으로 
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보고되었다(Cheng et al., 2010; Biswas et al., 2019). 실험 4에서는 혈액성상의 차이가 

없었다. 따라서 어분대체에 따른 영양소 결핍에 의한 부작용이나 어류의 

건강상태에 이상이 없는 것으로 판단된다. 

타우린은 어류에서 필수아미노산이 아니라 여겨졌지만 몇몇 연구에서는 

타우린이 조건부 필수아미노산이라고 보고되었다(Kim et al., 2005; Lim et al., 2013). 

타우린의 첨가는 어류의 생리조절에 도움을 주며 성장, 사료효율, 소화율, 

사료기호성을 향상시킬 수 있다(Kim et al., 2005; Biswas et al., 2019; de Moura et al., 

2019; Dehghani et al., 2020). 특히, 식물성 원료를 이용하여 어분을 대체할 경우 

경우 타우린을 반드시 첨가해야 한다고 보고되었다(Velasquez et al., 2015). Takagi et 

al, (2008)는 무어분 사료의 경우 타우린은 필수영양소의 하나라고 보고하기도 

하였다. 이전 연구에서는 어분대체 사료 내 타우린을 첨가할 경우 성장률, 

사료효율, 소화율이 증가된다고 보고되었다(Koven et al., 2016). 어분대체 사료 내 

베테인의 첨가는 사료 기호성 저하를 보완할 수 있다고 보고되었다(Xue and Cui, 

2001). 또한 베테인 또는 베테인이 포함된 첨가제를 첨가할 경우 넙치의 성장, 

사료효율, 소화율을 향상시킬 수 있다고 보고되었다(Choi et al., 2004; Gosh et al., 

2019). 실험 4에서는 모든 어분대체 실험구에 1%의 베테인을 첨가하였으며, 

어분함량이 감소함에 따라 타우린의 함량을 증가시켰다. 실험 4에서 어분의 

함량을 20%까지 줄이더라도 성장률, 사료효율, 소화율이 감소하지 않은 이유는 

타우린과 베테인의 첨가가 어분대체에 따른 부작용을 보완해 주었기 때문으로 

판단된다. 

실험 4의 연구결과, 넙치사료 내 타우린, 베테인, methionine 을 첨가하고, 

5종의 단백질 원료(밀글루텐, 대두농축단백, 수지박, 가금부산물분, 

참치부산물분)혼합물을 사용할 경우 사료 내 어분을 20%까지 감소시킬 수 있을 



76 

 

것이라 판단된다. 또한 무어분 사료를 공급했음에도 불구하고 3개월 간 성장 

차이가 없다는 결과를 바탕으로 다양한 사료공급 방법을 모색하여 무어분 

사료의 활용방안을 마련할 수 있을 것으로 판단된다.  
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요 약 문 

 

 

어분은 높은 단백질 함량과 어류에 필요한 필수 영양소를 고루 갖추고 있어 

양어사료에서 주 단백질 원료로 사용되고 있다. 하지만 환경적, 경제적인 

측면에서 어분을 대체해야 한다는 목소리가 높아지고 있다. 이전까지 많은 

연구들을 통해 어분을 대체하기 위해 노력해왔으나 단일 원료만을 이용하여 

어분을 대체하였기 때문에 그 한계가 명확하였다. 따라서 본 연구에서는 다양한 

단백질 원료를 혼합하여 어분을 대체한 저어분 넙치 사료를 개발하고자 총 

7번의 사육실험이 수행되었다.  

실험 2-1과 실험 2-2는 식물성 원료 3종(대두박, 밀글루텐, 대두농축단백) 

혼합물과 아미노산 3종(lysine, threonine, methionine)을 첨가하여 저어분 사료의 

가능성을 평가하였다. 실험 2-1은 7주간 수행되었으며, 대조사료의 어분함량이 

65%로 설정되었다. 실험사료의 어분 함량은 59%, 55%, 52%, 49%, 46%로 

설정되었다(FM65, FM59, FM55, FM52, FM49, FM46). 실험 2-2는 9주간 

수행되었으며, 대조사료의 어분함량이 60%로 설정되었다. 실험사료의 어분함량은 

54%, 51%, 48%, 45%, 42%로 설정되었다(FM60, FM54, FM51, FM48, FM45, FM42). 

실험 2-1과 2-2 결과에서 어분을 대체하였음에도 성장률, 사료효율, 생존율, 

혈액학적분석 모두 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 이 결과는 단일 

식물성 단백질 원료를 이용하여 어분을 대체하였을 때 넙치의 성장 및 사료효율 

저하가 나타난 이전 연구와는 상반된 결과이다. 결론적으로 식물성원료 혼합물과 

아미노산 첨가를 통해 넙치 사료 내 어분을 42-46%까지 감소시킬 수 있을 

것이라 판단된다. 
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실험 3-1과 3-2는 식물성 원료 2종(밀글루텐, 대두농축단백), 동물성 원료 

2종(수지박, 가금부산물분) 혼합물과 타우린, 베테인을 첨가하여 어분대체가 

이루어진 저어분 사료가 평가되었다. 실험 3-1은 치어기 넙치를 대상으로 15주간 

수행되었다. 실험 3-2는 육성기 넙치를 대상으로 6개월 동안 수행되었다. 

대조사료의 어분함량은 65%로 설정되었고, 실험사료의 어분함량은 각각 52%, 

46%, 39%, 33%로 설정되었다(FM65, FM52, FM46, FM39, FM33). 사육실험결과 

성장률, 사료효율, 생존율, 혈액학적분석, 전어체 일반성분, 조직학적분석에서 

실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 특히, 실험 3-2의 경우 semi-pilot 

규모에서 200g 내외의 넙치를 6개월 동안 저어분 EP 사료를 공급하며 약 

1kg까지 성장 시켰다. 이 결과는 저어분 사료의 상업적 이용가능성을 

확인시켜주었다. 하지만 실험 3-2에서 FM33 실험사료를 장기간 공급한 경우 

소화율이 유의적으로 감소하는 모습을 보였다. 결론적으로 FM39까지 저어분 

사료로 사용이 가능할 것이라 판단된다.  

실험 3-3과 3-4는 실험 3-1과 실험 3-2에서 사용된 저어분 사료의 비용절감을 

위해 수행되었다. 가격이 비싼 밀글루텐, 베테인, vitamin C, vitamin E의 함량을 

낮추고, 가격이 저렴한 수지박의 함량을 늘린 저어분 사료가 평가되었다. 실험 3-

3은 치어기 넙치를 대상으로 5개월 동안 수행되었다. 실험 3-4는 육성기 넙치를 

대상으로 6개월 동안 수행되었다. 대조사료의 어분함량은 65%로 설정되었고, 

실험사료의 어분함량은 각각 46%, 39%로 설정되었다(FM65, FM46, FM39). FM39의 

사료가격 절감을 위해 배합비를 조정한 실험사료 1종이 설정되었다(FM39_2). 

실험 3-3과 실험 3-4의 결과, 성장률, 사료효율, 생존율, 혈액학적분석, 전어체 

일반성분에서 모든 실험구 사이에 유의적인 차이가 없었다. 특히, 실험 3-4는 

6개월 동안 공급하여 250g의 넙치를 1.2kg까지 성장시켜 저어분 사료를 장기간 
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공급하여도 문제가 없음을 확인하였다. 또한, FM46과 FM39 실험구는 FM65 

실험구에 비해 유의적으로 소화율이 증가하였다. 이와 같은 결과를 바탕으로 

FM39까지 저어분 사료로 사용가능 할 것이라 판단되며, 가격을 절감한 FM39_2 

또한 저어분 사료로 사용이 가능할 것이라 판단된다.  

실험 4는 식물성 원료 2종(밀글루텐, 대두농축단백), 동물성 원료 3종(수지박, 

가금부산물분, 참치부산물분) 혼합물과 타우린, 베테인, methionine을 첨가하여 

어분대체가 이루어진 저어분 사료가 평가되었다. 실험 4는 육성기 넙치를 

대상으로 5개월 동안 수행되었다. 대조사료의 어분함량은 70%로 설정되었고, 

실험사료의 어분함량은 각각 45%, 40%, 35%, 20%, 0%로 설정되었다(FM70, FM45, 

FM40, FM35, FM20, FM0). 실험 4의 결과, FM70 실험구와 비교하여 FM0 실험구를 

제외한 모든 실험구 사이에 성장률, 사료효율, 생존율, 혈액학적분석, 근육 

일반성분 결과에서 유의적인 차이가 없었다. 또한 FM0 실험구의 경우 3개월 

까지는 성장률에서 모든 실험구와 유의적인 차이가 없었으며, 4개월 차부터 

FM70 실험구에 비해 유의적으로 성장률과 사료효율이 감소하였다. 이러한 

결과를 바탕으로 FM20까지 저어분 사료로 사용가능 할 것으로 판단된다. 또한, 

FM0 공급했음에도 불구하고 3개월 간 성장 차이가 없다는 결과를 바탕으로 

다양한 사료공급 방법을 모색하여 무어분 사료의 활용방안을 마련할 수 있을 

것으로 판단된다. 

위 결과들을 종합해 볼 때, 넙치 사료 내 타우린, 베테인, 아미노산을 

첨가하고, 단백질 원료를 혼합하여 사용할 경우 사료 내 어분을 대폭 감소시킬 

수 있을 것이라 판단된다. 또한, 본 연구 중 실험 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 4는 EP 사료를 

사용하여 실험을 진행하였으며, 제작 및 사용에 있어 문제가 없었기 때문에 

상업적으로 저어분 사료를 생산하는데 있어 문제가 없을 것으로 판단된다. 
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마지막으로, 사료 배합비를 보완하고, 활용방안을 마련한다면 넙치에서 무어분 

사료의 사용도 가능할 것이라 판단된다. 
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양식사료영양학연구실원들의 도움 덕분에 제가 박사과정을 무사히 마칠 수 

있었다고 생각합니다. 함께한 시간은 짧았지만 사회에 나가서도 많은 도움을 

주신 임세진 박사님과 김성삼 박사님, 항상 웃음으로 반겨준 차지훈 박사님, 

점잖고 잘 챙겨주시는 오대한 박사님, 속마음이 누구보다 따뜻한 송진우 박사님, 

항상 고맙고 미안한 초롱이, 누구보다 자신감 넘치고 부지런한 재형이, 언제나 
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궂은일도 마다 하지 않고 도움을 주었던 재범, 현운, 종호, 대현, 세희, 건호 

그리고 연구실 생활을 함께 한 모든 이들 덕분에 제가 포기하지 않고, 여기까지 

올 수 있었습니다.  

지금까지 제가 학업에 전념할 수 있도록 항상 믿고 응원해주시며, 저를 

사랑해주신 아버지, 어머니 너무나 감사하고 사랑합니다. 막냇동생을 챙겨준다고 

아낌없이 지원해주신 영옥이 누나, 영주 누나, 민경이 누나 그리고 매형들께도 

감사 드립니다. 그리고 제가 힘들어 할 때 마다 옆에서 토닥여주고 투정을 

받아주며 이해해준 친구들에게도 고맙다는 말을 전하고 싶습니다. 

마지막으로 저의 옆에서 함께해 준 모든 이들에게 다시 한번 감사의 말을 

전하며 이 글을 마칩니다. 
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