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서   론

비타민 C (Vitamin C, L-ascorbic acid)는 대부분의 동·식물에
서 정상적인 대사활동을 위한 필수 영양소 중 하나이다(Jaffe, 
1984). 사람을 포함한 영장류에서는 비타민 C 합성에 필요한 효
소인 L-gulonolactone oxidase가 존재하지 않아 체내 합성이 불
가능하며(Woodall and Ames, 1997), 경골어류에서도 합성이 
불가능한 것으로 보고되었다(Dabrowski, 1990; Moreau and 
Dabrowski, 2000). 또한 superoxide와 hydroperoxyl radicals, 
aqueous peroxyl radicals, singlet oxygen, ozone, peroxyni-
trite, nitrogen dioxide, nitroxide radicals 및 hypochlorous acid
와 같은 활성 산소와 질소 종을 소거하여 산화적 손상으로부
터 체내 기관을 보호한다(Halliwell, 1996). 어류사료 내 비타

민 C가 결핍될 경우, 성장(Lim and Lovell, 1978; Dabrowski 
et al., 1990)과 면역력(Verlhac and Gabaudan, 1994) 저하는 물
론 세균성질병에 대한 감수성이 증가(Durve and Lovell, 1982; 
Li and Lovell, 1985)된다고 보고되었다. 채널메기(Ictalurus 
punctatus) (Durve and Lovell, 1982; Li and Lovell, 1985), 
대서양연어(Salmo salar) (Hardie et al., 1991; WaagbØ et al., 
1993), 무지개송어(Onchorhynchus mykiss) (Navarre and 
Halver, 1989) 및 그루퍼(Epinephelus malabaricus) (Lin and 
Shiau, 2005)에서도 비타민 C의 사료 내 첨가는 선천성 면역력
과 질병저항성을 증가시킨다고 보고되었다. 비타민 C는 빛, 온
도와 같은 외부 환경에 매우 불안정하기 때문에 이를 보완하기 
위한 안정성 및 체내 이용률을 높일 수 있는 비타민 C 형태에 대
한 연구가 진행되었고, 그 결과 인산 유도체 비타민 C가 가장 적
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절하다고 보고되었다(Waagbo et al., 1991).
감귤은 가공과정을 거쳐 주스, 잼, 과자 등 다양한 식품 형
태로 생산된다(Chung et al., 2000). 최근, 국내 감귤 생산량
의 10-20% (연 60,000-15,000톤)를 가공처리하고 있으며, 이
에 따라 연간 30,000-80,000톤의 감귤가공부산물(감귤착즙박)
이 생산된다(Korean feed association, 2016). 감귤착즙박(Cit-
rus byproduct, CBP)은 불용성 탄수화물, flavonoids, 미네랄 
및 비타민 C를 다량 함유하는 것으로 알려져 있다(Bampidis 
and Robinson, 2006). 감귤에 들어있는 대표적 생리활성 물질 
중 하나인 flavonoids는 polyphenol계 화합물로써 항산화, 항
균, 함염증, 항알레르기, 항바이러스 등의 다양한 활성을 보이
며(Kawaguchi et al., 1997; Cha and Cho, 2001), T, B 림프구
를 포함한 면역반응 관련 세포의 활성에 영향을 끼친다고 보고
되었다(Manthey et al., 2001). 이처럼 CBP는 이용 잠재력이 높
음에도 불구하고 대부분 폐기물로 취급되어 매립되거나 소각 
처리되는데 이는 환경적, 경제적으로 많은 문제가 되고 있다. 
최근, CBP는 소, 양, 돼지 등과 같은 가축동물 사료원료로써의 
이용가능성이 보고되었다(Yang et al., 2006; Jung et al., 2008; 
Yang et al., 2008). 양식어류에서는 면역증강 및 항균력의 비교
를 위해 넙치(Lee et al., 2013)와 참돔(Pagrus major) (Song et 
al., 2013; Lee et al., 2015)을 대상으로 CBP의 이용가능성 연
구가 수행되었다.
넙치는 우리나라에서 가장 많이 생산되는 해산양식 어종이다. 
일반적으로 국내 넙치 양식은 고밀도 양식으로 행해지기 때문
에 이로 인한 질병에 매우 취약하다(MIFAFF, 2003). 따라서 
대부분의 넙치양식장에서는 질병치료와 예방을 위해 항생제를 
무분별하게 사용하고 있다. 무분별한 항생제 사용은 병원균의 
항생제에 대한 내성을 증가시키고, 어류의 면역력을 저하시키
는 결과를 초래한다(Smith et al., 1994). 이를 해결하기 위해 
probiotics와 식물을 기반으로 한 천연 면역증강제 개발연구가 
증가하고 있는 추세다(Kim et al., 2007; Aly et al., 2008; Kim 
et al., 2010). 국내 넙치양식에서는 VHSV(viral hemorrhagic 
septicemia virus)와 같은 저수온기 질병으로 인한 경제적인 손
해가 큰 것으로 보고되었다(Kim et al., 2003; Kim et al., 2009). 
본 연구는 양어 사료 내 감귤착즙박의 합성 비타민 C와 항생
제 대체제로써 이용 가능성을 조사하기 위해 저수온기의 넙치 
치어를 대상으로 성장률, 사료효율, 비특이적 면역력 및 아가미
와 장의 조직학적 분석을 실시하였다.

재료 및 방법

실험사료

실험사료의 조성은 Table 1에 나타내었다. 단백질원으로 탈지
어분(extracted fish meal)과 casein을 사용하였고 지질원으로 
오징어간유를 사용하였으며, 조단백질과 조지방이 각각 48%, 
13%가 되도록 조성하였다. 비타민 C를 첨가하지 않은 대조사

료와 합성 비타민 C 인 LAPP (L-ascorbyl-2-polyphosphate)
와 CBP를 각각 30 ppm (저농도), 300 ppm (고농도)으로 첨
가한 실험사료구, OTC를 0.5% 첨가한 실험사료구로 총 6개
의 실험사료를 제작하였다(Con, LAPP30, LAPP300, CBP30, 
CBP300 and OTC). 실험사료의 제조는 분쇄기를 이용하여 모
든 사료원을 일정하게 분쇄한 후, 각 사료원을 사료조성표에 따
라 혼합하였다. 혼합 후 사료원 총량의 약 30%에 해당하는 증류
수를 첨가하여 사료혼합기(NVM-14-2P, Gyeonggido, Korea)
로 혼합, 반죽하였다. 혼합반죽물은 소형 펠렛제조기(SMC-12, 
Korea)를 이용하여 직경 3 mm 크기로 펠렛 성형하였다. 제작
된 펠렛 실험사료는 동결건조기에서 건조시켜 적당한 크기로 
가공한 후 사료공급실험에 사용하였다.

실험어 및 사육관리

실험어(넙치 치어)는 제주도에 위치한 종묘배양장에서 구입
하여 제주대학교 소속 해양과학연구소로 이송하였다. 이송된 
치어는 약 3주 동안 시판 배합사료를 공급하면서 실험환경에 
적응할 수 있도록 순치시킨 후 실험에 사용하였다. 넙치 치어(
초기평균무게: 44.6±0.32 g)는 총 18개의 150 L 원형 폴리프
로필렌 수조에 각 수조당 30마리씩 무작위로 배치하였다. 사육
수는 모래여과해수를 사용하여 2 L/min의 유수량이 공급되도
록 조절하였고 모든 실험수조에 용존산소 유지를 위하여 에어
스톤을 설치하였다. 저수온기 실험기간 동안 사육수온은 자연
수온(13-15°C)에 의존하였다. 실험사료 공급은 1일 2회(08:00, 
17:00)에 나누어서 9주 동안 매일 만복공급을 실시하였다.

성분 분석 

실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (1995) 방법에 따라 수
분은 상압가열건조법(125°C, 3시간), 조회분은 직접회화법
(550°C, 6시간), 단백질은 자동조단백질 분석기로 분석하였으
며, 조지방은 Folch et al. (1957)의 방법에 따라 Soxhlet 추출장
치를 이용하여 분석하였다. 실험사료의 비타민 C 분석은 Lee 
and Dabrowski (2004)의 방법으로 분석하였다.

어체측정 및 혈액샘플 

실험종료 후 성장률, 사료전환효율, 일간성장률, 단백질전환
효율 및 생존율을 계산하였다: 성장률(WG, %)=100×(final 
mean body weight–initial mean body weight)/initial mean 
body weight; 사료전환효율(FCR)=dry feed fed/wet weight 
gain; 일간성장률(SGR, %)=[(loge final body weight–loge 
initial body weight)/days]×100; 단백질전환효율(PER)=wet 
weight gain/total protein given.
각 수조당 8마리의 어류를 무작위로 선별하여 2-phenoxy-

ethanol 용액(200 mg/L)으로 마취시킨 후, 일회용 주사기를 사
용하여 미부정맥에서 혈액을 채혈하였다. 8 마리 중 4 마리 어
류의 혈액은 헤파린을 처리하여 hematocrit, hemoglobin 및 대
식세포(nitroblue tetrazolium, NBT)를 측정하였다. 분석 후, 남
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은 혈액은 immunoglobulin (Ig) 분석을 위해 5,000 g로 10 분
간 원심분리하여 혈장(plasma)을 분리하였다. 나머지 4 마리 어
류의 혈액은 상온에서 30분 동안 응고시킨 후 비특이적 면역
분석 항목인 lysozyme activity, superoxide dismutase (SOD), 
myeloperoxidase (MPO) 분석을 위해 5,000 g로 10분간 원심
분리하여 혈청(serum)을 분리하였고, 분리된 혈장 및 혈청은 분
석시까지 -70°C 에서 보관되었다. 

혈액분석 및 비특이적 면역 분석

Hematocrit은 원심분리기(Micro hematocrit VS-12000, Ko-
rea)에서 10 분간 원심분리하여 측정하였고, hemoglobin 분석
은 생화학분석기(SLIM, SEAC Inc, Florence, Italy)를 이용하
여 분석하였다. Hematocrit과 hemoglobin은 일반적으로 어류 
사육실험에 있어서 건강지표를 측정하는 분석항목으로서 사료 
섭취에 따른 어류의 건강상태를 간접적으로 확인하기 위해 측
정하였다.  
혈청 내 lysozyme activity는 Hultmark et al. (1980)의 방법
으로, SOD 활성은 Superoxide dismutase kit (Cayman, Ann 

Arbor, USA)를 이용하여 분석하였다. 혈장 내 Ig 분석은 Si-
wicki and Anderson (1993)의 분석방법으로, 혈청 내 MPO 활
성은 Quade and Roth (1997)의 방법으로 분석하였다. NBT는 
Anderson and Siwicki (1995)의 방법을 기초로 분석하였다. 

조직형태학적 분석

조직형태학적 분석을 위해 각 수조당 실험어류 3 마리를 무작
위로 선별하여 2-phenoxyethanol (200 mg/L) 용액으로 마취 
시킨 후, 각 어류의 전장, 체중, 간중량 및 장 중량을 측정하여 
다음의 항목을 계산하였다: Hepatosomatic index=100×(liver 
weight/body weight); Relative intestine length=100×(intes-
tine length/total length); Viscerasomatic index=100×(viscera 
weight/body weight); Condition factor=100×fish weight (g)/
fish length3 (cm).
소화기관의 조직학적 관찰은 전장부의 점막주름에 나타나는 
배상세포(Goblet cell)의 수를 측정하였다. 먼저 마취가 된 어
류의 장을 적출한 후, bouin’s solution을 이용하여 고정하였고, 
70% ethanol로 탈수시킨 후, 파라핀으로 봉입시켜 5 µm로 절

Table 1. Formulation and proximate composition of six experimental diets for juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus (%, dry matter 
basis)

Experimental diets
Ingredients Con LAPP 30 LAPP 300 CBP 30 CBP 300 OTC
Extracted fish meal1 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
Casein2 31.00 31.00 31.00 31.00 31.00 31.00
Dextrin2 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00
Squid liver oil 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00
Vitamin Mix3 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Mineral Mix4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
LAPP5 0.0000 0.0086 0.0860 0.0000 0.0000 0.0000
CBP6 0.0000 0.0000 0.0000 0.8824 8.8824 0.0000
Antibiotic7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
Taurine 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Cellulose 11.0000 10.9914 10.9140 10.1176 2.1177 10.0000
Dietary nutrient composition (%)
Protein 47.7 47.7 47.7 47.7 48.2 47.7
Lipid 13.1 13.4 14.9 13.0 13.1 12.7
Ash 7.19 6.71 7.15 6.72 6.82 7.53
Total ascorbic acid8 10.9 28.6 302 29.8 310 9.40
1White fish meal (vitamin C free), Rukoss, Russia. Fish meal were extracted by 70% aqueous ethanol (water: ethanol=3: 7) for 48 h. 2United 
States Biochemical (USB), Cleveland, OH, USA. 3Vitamin premix (vitamin C free, 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. 4Mineral 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. 5L-ascorbyl-2-polyphosphate, DSM Nutrition Korea Ltd, Soul, South 
Korea. 6Citrus by-product: ILHAE Corporation, Jeju, South Korea. 7Aqua OTC 250, Ewha pharmtek, Kyeonggido, South Korea. 8Total 
ascorbic acid (TAA, mg/kg) was determined by dinitrophenyl hydrazine spectrophotometric method described Lee and Dabrowski (2004).
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편하여 슬라이드에 부착시켰다. 조직이 부착된 슬라이드는 일
반적인 조직학적 관찰을 위해 harris hematoxylin과 0.5% eosin
으로 염색하였고, 배상세포를 관찰하기 위하여 pH 2.5인 alcian 
blue (AB)와 periodic acid-Schiff (PAS)로 염색한 후 광학현
미경(Olympus CKX41, Tokyo, Japan)으로 표본을 관찰하였
다. 장의 직경(intestinal diameter), 융모 길이(villus length), en-
terocyte height의 형태학적 분석을 위해 Image J 1.44 software
를 이용하여 측정하였다.

통계학적 분석

실험사료의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized 
design)을 실시하였고, 결과는 SPSS (Version 12.0) 프로그램
을 이용하여 One-way ANOVA로 통계 분석되었다. 데이터 값
의 유의차는 Tukey's HSD (P<0.05)로 비교하였다. 데이터는 
평균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었다. 백분율데이터
는 arcsine 변형 값으로 통계분석 하였다.

결   과

9 주간의 사양실험 결과(최종무게, 성장률, 사료전환효율, 일

간성장률, 단백질전환효율, 생존율)는 Table 2에 나타내었다. 
성장률은 CBP30 실험구가 대조구, LAPP를 첨가한 실험구와 
비교하여 유의적으로 높았다. 사료전환효율은 CBP30 실험구
가 LAPP300 실험구와 비교하여 유의적으로 낮았다. 일간성장
률은 CBP30, CBP300 실험구가 대조구에 비해 유의적으로 높
았으며, LAPP와 OTC실험구를 비교할 경우 OTC 실험구가 높
은 경향을 보였다. CBP30 실험구가 나머지 모든 실험구와 비
교하여 유의적으로 높은 단백질전환효율을 보였다. 일일섭이
량은 유의적인 차이가 없었으며 0.7-0.8 g의 값을 보였다(결과
생략).
혈액분석과 비특이적 면역분석 결과(Table 3), lysozyme 활성
에서 CBP30을 첨가한 실험구가 LAPP300 실험구와 비교하여 
유의적으로 높은 값을 보였다. 그 외 혈액분석과 비특이적 면역
분석 결과에서는 유의적인 차이가 없었다. 조직학적 변화를 관
찰하기 위한 간중량지수, 장중량지수 및 비만도에서(Table 4) 
모든 실험구 간에 유의적인 차이가 없었다. 
비타민 C 결핍증상 중의 하나인 아가미 조직의 변성을 알아 
보기 위한 아가미 조직분석(Fig. 1)에서는 대조구에서 아가미 
새변의 탈락과 변형 현상이 보였다. 다른 실험구에서는 이상 현
상이 발견되지 않았다. 

Table 2. Growth performance of juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus (initial BW: 44.6 g) fed the six experimental diets for 9 weeks

FBW1 WG2 FCR3 SGR4 PER5 Survival (%)
Con 56.5±0.81a 25.6±3.52a 2.12±0.14ab 0.32±0.04a 0.99±0.06a 90.2±2.29
LAPP30 55.8±0.15a 25.4±3.05a 2.22±0.08ab 0.32±0.03a 0.95±0.04a 83.1±2.66
LAPP300 56.1±0.44a 25.6±1.66a 2.26±0.30a 0.32±0.02a 0.94±0.14a 85.0±13.2
CBP30 64.3±5.93b 42.6±12.8b 1.24±0.16b 0.50±0.12b 1.72±0.24b 86.5±12.6
CBP300 59.3±0.48ab 33.7±2.53ab 2.09±0.76ab 0.41±0.03b 1.09±0.36a 79.7±17.6
OTC 58.8±1.79ab 32.4±5.90ab 1.88±0.26ab 0.39±0.06ab 1.13±0.15a 93.3±11.5
Mean values of triplicate groups, values are presented as mean±SD. Values in the same column having different superscript letters are 
significantly different (P<0.05). 1Final body weight (g). 2Weight gain (%)=100×(final mean body weight–initial mean body weight)/initial 
mean body weight. 3Feed conversion ratio (%/day)=dry feed fed/wet weight gain. 4Specific growth rate (%)=[(loge final body weight–loge 
initial body weight)/days]×100. 5Protein efficiency ratio=wet weight gain/total protein given.

Table 3. Hematological and non-specific immune parameters of juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus (initial BW: 44.6 g) fed the 
six experimental diets for 9 weeks

Hematocrit (%) Hemoglobin (g/dL) Lysozyme (µg/mL) SOD1 Ig2 MPO3 NBT4

Con 22.8±3.53 5.11±1.07 44.5±8.73ab 75.2±3.93 12.0±8.88 1.91±0.17 0.23±0.05
LAPP30 24.5±1.39 5.07±1.71 38.0±16.3ab 71.3±7.76 13.9±1.75 1.84±0.24 0.21±0.02
LAPP300 22.9±2.13 4.04±0.41 29.8±4.20a 76.9±6.30 10.8±4.58 2.04±0.12 0.19±0.01
CBP30 22.6±3.91 4.32±0.95 62.2±9.46b 72.9±4.92 11.1±2.73 1.73±0.15 0.20±0.05
CBP300 23.4±3.61 4.50±0.98 55.5±10.4ab 74.1±16.0 11.1±2.59 1.86±0.17 0.23±0.10
OTC 24.5±4.82 4.27±1.03 47.1±10.6ab 70.1±3.38 11.0±3.03 1.68±0.20 0.23±0.04
Mean values of triplicate groups are presented as mean ± SD. Values in the same column having different superscript letters are significantly 
different (P<0.05). 1Superoxide dismutase (%, inhibition). 2Total immunoglobulin (mg/mL). 3Myeloperoxidase. 4Nitro blue tetrazolium 
activity.
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장의 직경, 융모길이, enterocyte height, 배상세포 수 측정 결
과는 Table 5에 나타내었다. 장 직경에서는 LAPP, CBP, OTC
를 첨가한 실험구가 대조구에 비해 높은 값을 나타내었지만 유
의적인 차이는 없었다. 장 내 융모길이는 LAPP300, CBP30 실
험구가 CBP300, OTC실험구와 비교하여 유의적으로 높은 값
을 보였다. Enterocyte height에서는 CBP30 실험구가 대조구
에 비해 유의적으로 높은 값을 보였다. 특히, 장 내 배상세포
(Fig. 2)의 수는 CBP300을 제외한 LAPP, CBP, OTC를 첨가
한 실험구가 대조구와 비교하여 유의적으로 높은 값을 보였다. 

고   찰 

저수온기에서의 사양실험 결과, 사료 내 LAPP, CBP, OTC의 
첨가는 넙치 치어의 성장률, 사료전환효율, 단백질전환효율에 

Table 5. Morphometric parameters of juvenile olive flounder Para-
lichthys olivaceus intestine fed the six experimental diets for 9 
weeks

ID1 VL2 EH3 GC4

Con 983±88.7 134±6.93abc 19.2±2.14a 402±57.7a

LAPP30 1157±174 137±7.40bc 23.3±2.67ab 636±69.8c

LAPP300 1214±170 146±9.77c 22.4±1.22ab 595±26.0c

CBP30 1077±199 140±2.97c 23.6±0.48b 641±26.4c

CBP300 1091±57.6 128±0.91ab 22.0±0.60ab 452±32.0ab

OTC 1175±33.5 123±2.33a 21.2±1.15ab 586±70.0bc

Mean values of triplicate groups, values are presented as mean±SD. 
Values in the same column having different superscript letters are 
significantly different (P<0.05). 1Intestinal diameter (µm). 2Villus 
length (µm). 3Enterocyte height (µm). 4Goblet cell.

Table 4. The morphological indices of juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus fed the six experimental diets for 9 weeks

Liver weight (g) HSI1 Intestine length (cm) RIL2 VSI3 CF4

Con 1.37±0.28 1.85±0.21 14.4±1.46 71.0±2.59 6.13±0.15 0.89±0.03
LAPP30 1.52±0.30 2.21±0.28 16.2±2.52 81.1±10.1 6.66±0.46 0.87±0.10
LAPP300 1.30±0.22 1.95±0.28 15.0±1.28 75.6±5.43 6.32±0.57 0.86±0.02
CBP30 1.67±0.10 2.11±0.21 14.7±0.81 72.3±4.70 6.09±0.17 0.93±0.04
CBP300 1.18±0.19 1.84±0.21 13.3±1.33 68.8±5.57 6.05±0.23 0.86±0.08
OTC 1.22±0.33 1.79±0.23 15.4±0.95 77.4±5.90 5.84±0.18 0.85±0.09
Mean values of triplicate groups, values are presented as mean±SD. Values in the same column having different superscript letters are 
significantly different (P<0.05). 1Hepatosomatic index (%)=100×(liver weight/body weight).  2Relative intestine length (%)=100×(intestine 
length/total length).  3Viscerosomatic index (%)=100×(visceral weight/body weight).  4Condition factor=100×(body weight/total length3).

Fig. 1. Gill histology of juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus fed the six experimental diets for 9 weeks; Con (A), LAPP30 (B), 
LAPP300 (C), CBP30 (D) , CBP300 (E) and OTC (F) ; Bar: 100 µm.
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유의적으로 영향을 끼쳤다. 본 연구에서의 대체적으로 낮은 성
장률 결과는 저수온기에 진행되었던 이전의 실험 결과들과 유
사 하였다(Kim et al., 2008; Lee et al., 2015). 수온은 어류의 성
장에 있어 가장 중요한 요인 중 하나이며, 수온에 따라 사료의 
섭식활동이 결정된다(Choi et al., 2002). Song et al. (2013)은 
저수온 환경에서는 전체적인 사료섭취량이 감소하여 감귤착즙
박의 첨가 효능이 참돔의 성장률에 영향을 미치지 못하였다고 
보고하였다. 하지만, 본 연구에서는 CBP30 사료를 섭취한 넙치
에서 대조구나 LAPP30, LAPP300 사료를 섭취한 넙치에 비해 
유의적으로 높은 성장률과 단백질전환효율을 보였다. 비록 낮
은 성장률이지만 CBP30 실험구에서 유의적으로 높은 성장률
을 보인 이유는 CBP 내에 다량 존재하는 생리활성 polyphenol
계 화합물 때문인 것으로 사료된다. Song et al. (2002)에 의하
면 감귤발효액을 첨가한 실험구에서 첨가하지 않은 대조구에 
비해 유의적으로 높은 성장률을 보였다. Lee et al. (2015)은 참
돔을 대상으로 한 실험에서 LAPP 혹은 CBP가 첨가된 실험구
가 대조구보다 유의적으로 높은 성장률을 보였다고 보고하였
다. 하지만, 본 연구 결과로는 알 수 없는 CBP 내 생리활성 물
질 효과의 메커니즘에 대해서는 추가적인 연구가 필요할 것으
로 사료된다. 사료전환효율에서는 CBP 실험구가 LAPP실험구
에 비해 높은 효율을 보였다. 이는 합성 비타민 C인 LAPP 첨가
에 비해 CBP에 다량 포함되어 있는 천연 비타민 C의 첨가가 어
류의 성장과 사료효율에 더 유리할 것이라는 가설을 증명한 결
과라 사료된다. 

Lysozyme은 어류의 선천면역에 있어 중요한 요소 중 하나이
다. Lysozyme은 세균 세포벽의 peptidoglycan의 가수 분해를 

촉매하는 효소로써 세포벽을 분해하여 살균 효과를 나타낸다
(Branen and Davidson, 2004). 참돔 치어를 대상으로 한 연구
(Song et al., 2013)에서는 감귤착즙박과 발효감귤착즙박을 사
료에 각각 4%, 8% 농도로 첨가하여 9주간 공급한 후 lysozyme 
활성을 측정하였다. 그 결과, 비타민 C 요구량을 충족시킨 대
조구에 비해 발효감귤착즙박을 4% 첨가한 실험구가 유의적으
로 높은 lysozyme 활성을 보였으며, 일반 감귤착즙박을 첨가
한 실험구에서는 유의적인 차이는 없었지만 대조구에 비해 높
은 경향을 보였다. 본 연구에서는 lysozyme 활성 결과, CBP30
이 LAPP300보다 유의적으로 높았으며, 대조구와 비교하여 높
은 경향을 보였다. 유자와 탱자의 과피추출물에 대한 쥐의 면
역활성 효과를 비교한 실험에서는 비장세포 자극을 통한 T 세
포와 B 세포의 증진이 촉진되었다(Park et al., 2008). 이처럼 
lysozyme 활성이 높았던 이유는 감귤박에 존재하는 flavonoids
의 항산화능에 의한 것으로 사료된다. 감귤박에 다량 함유된 
polyphenol의 항산화능과 면역증진 능력은 이전의 많은 연구를 
통해 이미 밝혀졌다(Kim et al., 2006; Choi et al., 2010; Khan 
and Dangles, 2014). 
비타민 C가 결핍된 연어와 무지개송어에서는 기형(측만증, 
전만증, 눈, 아가미, 지느러미의 지지연골에서 비정상), 식욕
부진과 무기력, 복수와 출혈성 안구돌출, 혈장 triglycerides와 
cholesterol수치 증가와 같은 증상들을 보였다(NRC, 2011). 
또한, 채널메기, 넙치, 돌돔(Oplegnathus fasciatus) 및 농어
(Lateolabrax japonicas)에서도 척추측만과 전만증이 보고되
었다(NRC, 2011). 본 연구에서는 실험기간이 9주로 짧았지만, 
대조구에서 아가미 새엽의 변형과 탈락이 관찰되었다(Fig. 1). 

Fig. 2. Changes in number of goblet cells in the intestine of juvenile olive flounder Paralichthys olivaceus fed the six experimental diets for 
9 weeks; Con (A), LAPP30 (B), LAPP300 (C), CBP30 (D), CBP300 (E) and OTC (F); Bar: 100 µm .
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아가미 새엽의 왜곡과 뒤틀림 현상은 비타민 C의 여러 결핍증
상 중 가장 먼저 나타나는 증상이다(Halver et al., 1975). Lim 
and Lovell (1978)은 채널메기를 대상으로 12주간 비타민 C 결
핍 실험을 실시한 결과, 비타민 C가 결핍된 사료를 섭취한 어
류의 아가미에서 새엽의 변형과 연골세포의 괴사로 인한 지지
연골의 변형이 관찰되었다고 보고하였다. 본 연구에서도 비타
민C가 결핍된 대조사료를 급이한 넙치의 아가미에서 비정상적
인 조직변화가 관찰되었고, LAPP와 CBP가 첨가된 실험사료
를 급이한 넙치에서는 아가미조직의 변형이 발견되지 않음으
로써 CBP 내에 다량 존재하는 비타민 C의 효능이 충분히 입증
되었다고 생각된다. 
어류는 영양과 에너지 변화에 따라 소화기관 형태에서 차이
를 보이며, 그 차이는 영양상태 변화의 지표로 사용된다(Ad-
ams et al., 1996). 흔히 사용되는 지표로 HSI와 VSI 등이 있다
(Odedeyi et al., 2014). Cobia를 대상으로 비타민 C의 첨가함
량에 따른 효과를 비교한 결과, HSI에서 유의적인 차이는 보이
지 않았지만 비타민 C 첨가함량이 증가할수록 낮은 값을 보였
는데(Zhou et al., 2012), 이러한 결과는 본 실험결과와 유사하
였다. 또한, Zhou et al. (2012)은 비만도와 VSI의 측정결과, 비
타민 C를 첨가한 실험구가 대조구에 비해 유의적으로 높은 값
을 보였다고 보고하였다. 
융모의 길이 증가는 장 내 표면적을 넓혀 소화와 영양소 흡수
를 용이하게 하며(Delashoub et al., 2010; El-Bakary and El- 
Gammal, 2010), enterocyte 길이와 수에 따라 그 흡수 능력이 
결정된다고 알려져 있다(Brandão, 1998). 본 연구에서의 장 직
경 측정 결과, 모든 실험구에서 유의적인 차이는 없었다. 하지
만, LAPP300과 CBP30을 첨가한 실험구가 OTC첨가 실험
구보다 유의적으로 높은 융모 길이를 보였다. 이는 OTC 보다 
LAPP와 CBP가 어류의 소화 흡수에서 더 용이하다고 해석할 
수 있겠다. 특히, 비타민 C와 같은 수용성 영양소의 경우 융모의 
상피세포로부터 가장 먼저 흡수 된다(Wilson, 2005). Entero-
cyte 길이를 측정한 결과, 대조구가 CBP30실험구에 비해 유의
적으로 낮은 결과를 보였는데, 이는 비타민 C의 결핍에 의한 결
과라 사료된다. 
배상세포는 장 상피세포에서 분비되는 점액을 생산하는 역할
을 하며, 분비된 점액은 병원균으로부터 장내를 보호해주는 역
할을 한다(Ellis, 2001). 또한 살균 효과 및 내강과 상피세포 사
이의 이동을 원활하게 하는 역할을 한다(Smirnov et al., 2005). 
배상세포의 수 변화를 관찰한 결과, 대조구가 다른 첨가 실험구
에 비해 유의적으로 낮은 수치를 보였다. 특히, LAPP 실험구와 
CBP30실험구에서 높은 수의 배상세포 수를 보였는데 이는 비
타민 C 첨가가 점액분비를 유도하여 병원균으로부터 장내를 보
호하는데 관여한 것으로 사료된다. 참돔을 대상으로 한 8주간의 
사양실험에서는 장 상피조직상의 배상세포의 수 변화에서 유의
적인 차이는 없었지만 감귤착즙박이나 발효감귤착즙박이 첨가
된 실험구에서 경향적으로 많은 배상세포 수가 관찰되었다고 

보고되었다(Lee et al., 2015). 따라서 사료 내 CBP의 첨가는 넙
치에서의 배상세포 수를 증가시켜 면역력 증진을 기대 할 수 있
고, 합성 비타민 C를 완전 대체하거나 부분 대체할 수 있을 것으
로 사료된다. 항생제와 CBP를 비교했을 때도 CBP가 넙치 치어
의 성장과 사료효율 및 비특이적 면역에서 비교적 높은 결과를 
보임으로서 양어 사료 내 항생제의 사용을 줄이거나 완전 대체
하는데 CBP가 사용될 수 있을 것으로 사료된다. 
결론적으로, 사료 내 감귤착즙박의 첨가는 성장률, 사료효율, 
생존율, 비특이적 면역력과 조직학적 변화에서 아무런 문제가 
없을 것으로 사료된다. 감귤착즙박의 다량 사용에 대한 추가적
인 연구가 필요하지만 비타민 C와 항생제 대체제로써 사료 내 
약 1% 내외의 소량 사용에는 전혀 문제가 없을 것으로 판단된
다. 감귤착즙박은 친환경 양식사료 소재가 될 수 있으며, 특히 
질병 발생이 빈번한 저수온기에서 넙치 사료 내 적정 첨가사용
은 합성 비타민 C를 대체할 수 있을 뿐만 아니라 항생제 사용을 
줄이고 넙치의 선천성 면역력을 높일 수 있을 것으로 사료된다.
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