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서   론

비타민C (L-ascorbic acid, AA)는 어류를 포함한 대부분의 동
물 성장에 매우 중요한 역할을 한다(Lin and Shiau, 2005). 비
타민C는 온도, 산소, 빛과 같은 환경조건에 매우 불안정하여 사
료 압출과정 동안 상당량이 파괴되기 때문에(Soliman et al., 
1987), 인산염이나 황산염과 결합된 안정적인 형태의 비타민
C 원료에 대한 연구가 오랫동안 진행되어 오고 있다(Lim et al., 
2000).
감귤착즙박(Citrus byproduct, CBP)이란 감귤 가공과정에서 
생겨나는 부산물로, 감귤과피나 내피 등의 찌꺼기로 구성된다. 
국내에서의 감귤은 연간 75만 톤이 생산되고 15만 톤이 음료가
공용으로 가공되며, 그 중 50%가 부산물로 발생되어 폐기처분 

됨에 따라 경제적, 환경적 측면에서 문제점이 야기되고 있다. 
CBP는 비타민 C (>50 mg AA/100 g), carotenoids (500 mg 
carotenoid/kg), bioflavonoids 및 pectin이 풍부하게 함유되어 
있어 면역증강 및 항산화제로써의 이용가치가 높다고 보고되었
으며(Rural development administration, 2012), 심장 질환 및 
항염증에 대한 개선효과 등 다양한 생리적 작용이 보고되고 있
다(Kim et al., 1999). 따라서 CBP를 이용하여 배합사료 내 값
비싼 원료인 비타민 C를 부분 혹은 완전 대체함으로써 양식생
산 비용의 60%에 이르는 양어사료 비용을 절감할 수 있을 것으
로 기대할 수 있다. 
병원성 미생물에 의한 어류 질병의 발병은 국내 전체 양식 산
업에 막대한 피해와 손실을 가져오는 요인이 되고 있어, 최근에
는 병원생물에 대한 자체방어능력을 향상시키기 위해 비특이

저수온기(13-15℃) 치어기 참돔(Pagrus major) 사료 내  
비타민 C 대체제로써의 감귤착즙박 및 발효감귤착즙박의 이용 가능성

이초롱·김유정·이경준*

제주대학교 해양생명과학과

Dietary Supplementation of Citrus and Fermented Citrus By-product 
for Juvenile Red Seabream Pagrus major at Low Water Temperature

Chorong Lee, Youjeong Kim and Kyeong-Jun Lee*
Department of Marine Life Sciences, Jeju National University, Jeju 63243, Korea 

This study compared the effects of dietary supplementation of citrus by-product (CBP) and CBP fermented with 
Bacillus subtilis (F-CBP) on growth performance, feed utilization, intestinal histology and innate immunity of red 
seabream Pagrus major  with three commercial immune-boosting products. The six experimental diets were supple-
mented with L-ascorbyl-2-polyphosphate (LAPP; the control diet), CBP or F-CBP at a concentration of 100 mg 
vitamin C equivalent/kg diet or one of three commercial immune boosters. The Experimental diets were fed to trip-
licate groups of 17 fish (initial body weight, 116 g) for 8 weeks. The water temperature during the feeding trial was 
maintained at 13-15℃. Growth and feed utilization did not differ significantly among the six dietary treatments, nor 
did the phagocytic activity, superoxide dismutase or total immunoglobulin concentrations. However, myeloperoxi-
dase activity was significantly higher in the CBP groups. For the intestinal histology, the intestine diameter, villi and 
enterocyte heights and number of goblet cells did not differ significantly among groups. Therefore, CBP or F-CBP 
can be used as a valuable eco-friendly byproduct in diets for fishes including red seabream to maintain their normal 
growth and health.

Key words: Citrus byproduct, Fermented citrus byproduct, Immunity, Red seabream, Vitamin C

This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution Non-Commercial Licens 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits   

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium,  
provided the original work is properly cited.

http://dx.doi.org/10.5657/KFAS.2015.0454 Korean J Fish Aquat Sci 48(4) 454-458, August 2015

Received 8 June 2015; Revised  13 August 2015; Accepted  17 August 2015

*Corresponding author: Tel: +82. 64. 754. 3423   Fax: +82. 64. 756. 3493

E-mail address: kjlee@jejunu.ac.kr



참돔 사료 내 감귤착즙박 및 발효감귤착즙박의 이용 가능성 455

적 면역증강을 위한 사료첨가제에 관한 연구가 활발히 진행되
고 있다(Khosravi et al., 2015). 양어사료에서는 면역증강용으
로 CBP 를 사용한 연구결과가 겨우 몇 편 보고되었을 뿐(Lee 
et al., 2013) 비타민 C 대체제로써의 CBP에 대한 연구는 전무
한 실정이다.
최근 양어사료 내 식물성단백질 원료의 발효효과에 관한 연구
가 활발히 진행되고 있다(Ding et al., 2015). 발효물질에서는 분
해작용으로 생산된 폴리페놀계 화합물인 isoflavone이 높은 함
량으로 존재하게 되는데, 이는 미생물의 분해 작용으로 isofla-
vone이 다당체로부터 유리되어 그 이용 흡수가 용이하기 때문
이라고 보고되었다(Lee et al., 2005). 이러한 장점으로 일반 감
귤착즙박을 여러 유용균주로 발효시켜 사용한다면 항산화 및 
비특이적 면역력과 같은 생리활성을 촉진시키는 기능성 첨가
제로써의 이용효과가 더욱 클 것으로 추측된다(Lim and Lee, 
2011). 따라서 이 연구는 사료섭이가 떨어지는 저수온기에서의 
참돔을 대상으로 사료 내 감귤착즙박과 발효감귤착즙박의 비
타민 C 대체제로서의 첨가 가능성과 그 효능을 알아보고자 실
시되었다. 양어사료에 일반적으로 사용되는 비타민 C 및 시판
용 면역증강 사료첨가제들과의 직접적인 비교를 위해 성장률, 
사료효율, 비특이적 면역력 및 조직학적 분석을 실시 하였다. 

재료 및 방법

감귤착즙박 및 실험사료

실험사료의 동물성 단백질원으로는 Brown Fish meal (Prime 
grade, Chile)을, 식물성 단백질원으로는 콘글루텐밀과 탈지대
두박을 사용하였으며, 지질원으로 오징어간유를 사용하였다. 
본 실험에 사용된 감귤착즙박 시료는 ㈜일해공장(제주도 조천
읍 와흘리)에서 주스 착즙 후 배출되는 감귤부산물을 제공받아 
제주대학교 양어사료영양학연구실로 가져와 동결건조 후 분쇄
하여 사용하였다. 감귤착즙박의 발효에는 Bacillus subtilis 균
주가 사용되었다. B. subtilis 균주를 Nutrient borth (NB, Difco, 
USA) 에 30℃에서 3일간 호기적 조건으로 교반 배양한 후 감
귤배지에 접종하고 균 농도가 1.0×103 CFU/mL가 되도록 멸
균 생리식염수를 이용하여 단계희석 하였다. 그 후 감귤배지에 
2.5%가 되게 접종하여 B. subtilis의 최적 생육온도인 30℃에
서 72시간 동안 발효시켜 발효감귤착즙박(fermented CBP, F-
CBP)을 제조 하였다. 이렇게 발효된 발효감귤착즙박을 24시간 
동안 동결건조 한 후 분쇄하여 실험에 사용하였다. 사양실험에 
사용된 감귤착즙박 및 발효감귤착즙박의 비타민 C 함량은 각각 
3,400과 3,000 μg AA/g diet으로 나타났으며, 실험사료 내 비타
민 C 함량은 100 μg AA/g diet 이 되도록 설계하였다. 세가지 시
판용 면역증강 첨가제품들의 첨가함량은 제품회사의 제안 첨가
량에 맞추어 첨가하였다.
사양실험을 위한 실험사료(Table 1)는 비타민 C, CBP, F-

CBP, 시판제품 A, 시판제품 B 및 시판제품 C를 적정량 첨가하

Table 1. Formulation and proximate composition of experimental 
diets for red seabream Pagrus major (% dry matter)

Ingredient
Experiment diets

LAPP CBP F-CBP COM-A COM-B COM-C

Brown fish 
meal 45.0 45.0 45.0 45.0 45.0 45.0

Corn gluten 
meal 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00

Soybean 
meal 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00

Wheat flour 26.0 23.1 22.7 25.9 25.5 25.7

Squid liver 
oil 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0

Vitamin Mix1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Mineral Mix2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
LAPP3 0.0285 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CBP4 0.00 2.90 0.00 0.00 0.00 0.00
F-CBP5 0.00 0.00 3.30 0.00 0.00 0.00
COM-A6 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00
COM-B7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00
COM-C8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30

Dietary nutrient composition (%)

Protein 46.9 46.8 46.5 46.9 46.8 46.9
Lipid 14.7 14.8 14.7 14.7 14.7 14.7
Ash 9.60 9.80 9.30 9.60 9.60 9.60

Energy, 
MJ/kg diet 17.9 17.9 18.0 17.9 17.9 17.9

Total  
ascorbic acid 
(mg/kg)9

115 105 112 21.4 20.9 123

1Vitamin Premix (g/kg of mixture): DL-tocopheryl acetate, 20.0; 
thiamin hydrochloride, 4.0; riboflavin, 4.4; pyridoxine hydrochlo-
ride, 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.
2Mineral 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.
3L-ascorbic acid: Sigma Chemicals (350,000 ppm)
4Citrus by-product: ILHAE Corporation 
5Fermented CBP with Bacillus subtilis
6CTCbio corporation
7Samjo life science corporation
8Changjobio corporation
9Total ascorbic acid (TAA) was determined by dinitrophenylhydra-
zine spectrophotometric method described Dabrowski and Hinter-
leitner (1989). 
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면서 총 6 개를 제작하였다(각각 LAPP, CBP, FCBP, COM-A, 
COM-B and COM-C로 명명). 

실험어 및 사육관리

참돔 치어는 경상남도 고성군에 위치한 종묘장에서 구입하여 
제주대학교 소속 해양과학연구소로 운송되었다. 3주 동안 동
일한 양의 시판 배합사료를 공급하면서 실험환경에 적응 할 수 
있도록 순치시킨 후 실험에 사용하였다. 실험어류(초기평균무
게: 116±2.28 g)는 총 18개의 150 L원형 폴리프로필렌 수조에 
각 수조당 17마리씩 무작위로 배치하였다. 사육수는 모래여과
해수를 사용하여 2-3 L/min의 유수량이 공급 되도록 조절하였
고 모든 실험수조에 충분한 용존산소 유지를 위하여 에어스톤
을 설치하였다. 사육수온은 저수온기 자연수온(13-15℃)에 의
존하였으며, 실험사료공급은 1일 2회(08:00와 17:00)에 나누어
서 8주 동안 매일 만복공급을 하였다.

어체측정 및 분석

실험어의 무게는 3 주마다 측정하였고, 측정 24 시간 전에 실
험어류의 스트레스를 줄이기 위해 절식시켰다. 실험종료 후 어
류의 최종무게와 사료공급량을 측정하여 증체율, 일간성장률, 
사료전환효율, 사료섭이량, 단백질이용효율 및 생존율을 계산
하였다. 최종 무게측정 후, 각 수조당 8 마리의 실험어를 무작
위로 선별하여 2-phenoxyethanol 용액(200 ppm)으로 마취시
킨 후 6 마리 중 3 마리는 헤파린이 처리된 주사기로 꼬리 미
병부에서 채혈하였다. 채혈된 전혈은 대식세포활성(nitroblue-
tetrazolium, NBT) 분석에 이용하였다. 남은 3마리의 혈액은 
헤파린이 처리되지 않은 주사기로 채혈하였고, 채혈된 전혈
은 상온에서 60분간 방치시킨 후 원심분리기로(5,000 g) 혈청
을 분리하여 비특이적 면역력 분석을 실시하였다. 실험사료의 
일반성분분석은 AOAC (1995) 방법으로 분석하였으며, 실험
사료의 비타민 C 분석은 Dabrowsik and Hinterleitner (1989)

의 분석방법을 이용하였다. 혈액 내 대식세포활성(Nitro-blue 
tetrazoium, NBT)과 혈청 내 myeloperoxidase (MPO) 활성은 
Kumari and Sahoo (2005)의 분석방법으로 측정하였다. 혈청 
내 superoxide dismutase  (SOD)활성은 SOD assay kit (Sigma, 
19160)로 분석하였다. 혈청 내 total immunoglobulin 함량분석
은 Siwicki and Anderson (1993)의 방법을 토대로 분석하였다.  
 실험사료의 배치는 완전확률계획법(Completely randomized 
design)을 실시하였으며, 분석결과는 SPSS (Version 12.0) 프
로그램을 이용하여 One-way ANOVA로 통계 분석하였다. 데
이터 값의 유의차는 Tukey (HSD)로 비교하였다. 데이터는 평
균값±표준편차(mean±SD)로 나타내었다. 백분율데이터는 
arcsine 변형 값으로 통계분석 하였다.

결과 및 고찰

8주간의 사육실험 종료 후 최종무게, 증체율, 일간성장률, 사
료전환효율, 사료섭이량, 단백질이용효율, 생존율 결과에서는 
모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다(Table 2). 이러한 성장
결과는 감귤착즙박이 양어 사료에 기존의 비타민 C의 대체재로 
사용 가능함을 간접적으로 보여주는 결과라 하겠다. 참돔을 대
상으로 한 9주간의 연구(Song et al., 2013)에서도 감귤착즙박
과 발효감귤착즙박의 이용가능성이 제기된 바 있었다. 본 연구
에서의 낮은 성장률은 저수온기(13-15℃) 환경에서 사육실험
이 이루어졌기 때문으로 적수온 및 고수온기에서의 사료공급 
실험이 요구된다고 할 수 있겠다. 
면역분석 결과, MPO를 제외한 모든 실험구에서 유의적인 차
이는 없었다(Table 3). MPO 는 호중구와 호중구 전구세포, 호
염기구와 전구세포, 호산구와 전구세포에 존재하는 골수세포
형 과산화효소로서 특히 호중구에 가장 풍부하게 존재하며, 항
균작용을 지닌 효소이다. MPO는 산소소비의 일시적인 증가 과
정에서 생성되는 hydrogen peroxide (H2O2)와 chloride anion 

Table 2. Growth performance of red seabream (Pagrus major, initial BW: 116 g) fed experimental diets for 8 weeks

FBW1 (g) SGR2 (%) FCR3 FI4 PER5 Survival (%)
LAPP 148±2.10 0.49±0.01 1.14±0.02 39.9±2.45 1.87±0.04 98.0±3.40
CBP 152±6.99 0.49±0.08 1.17±0.18 41.7±2.87 1.86±0.30 88.2±20.9
F-CBP 152±8.16 0.48±0.08 1.30±0.30 44.2±1.73 1.71±0.35 96.1±6.79
COM-A 159±6.88 0.54±0.04 1.06±0.06 45.4±1.02 2.01±0.11 92.2±6.79
COM-B 158±0.98 0.51±0.05 1.16±0.15 45.1±1.05 1.87±0.24 98.0±3.40
COM-C 160±3.23 0.54±0.03 1.02±0.05 43.4±3.30 2.09±0.11 100±0.00
Values are mean of triplicate groups and presented as mean±SD. Values in the same column having different superscript letters are signifi-
cantly different (P<0.05).
1FBW=Final body weight
2Specific growth rate = [(loge final body weight - loge initial body weight)/days]× 100
3Feed conversion ratio = dry feed fed/wet weight gain
4Feed intake (g/fish) = dry feed consumed (g)/ fish
5Protein efficiency ratio = fish weight gain (g)/ protein



참돔 사료 내 감귤착즙박 및 발효감귤착즙박의 이용 가능성 457

(Cl-)에서부터 hypochlorous acid를 생산하며, hydrogen perox-
ide를 이용하여 tyrosine을 tyrosyl radical로 산화시킨다. 이렇
게 생산된 hyprochlorous acid와 tyrosyl radical은 세포독성을 
가지고 있어, 과립백혈구들은 이러한 물질들을 이용하여 병원
체 균들을 사멸시키게 된다(Kumari and Sahoo, 2005). 그러므
로 생체 내 높은 함량의 MPO는 hypochlorous acid 과 tyrosyl 
radical 생산을 통해 병원체에 대한 항균효과를 증폭시켜 비특
이적 면역반응을 증가시키게 된다. 분석결과, CBP 실험구에서 
COM-A 실험구와 비교하여 유의적으로 높은 MPO 활성을 보
였고, CBP, F-CBP 실험구에서 COM-A 실험구보다 경향적으
로 높은 SOD 활성을 보였다. 이는 CBP, F-CBP에 함유되어있
는 비타민C가 참돔의 면역반응을 향상시킨 것으로 사료된다. 
따라서 감귤착즙박은 양어사료 면역증강용 첨가제로도 사용 가
능할 것으로 판단된다. 하지만 감귤착즙박을 발효 처리한 효과
는 본 연구에서 나타나지 않았다. 

8주간의 사육실험 종료 후의 장 상피조직상의 배상세포(gob-
let cell)의 수 변화를 관찰한 결과(Fig. 1), 유의적인 차이가 없
었으며, CBP 및 F-CBP 실험구에서 LAPP 실험구와 비교하
여 경향적으로 많은 수의 배상세포 수가 발견되었다(data not 
provided). 배상세포는 소화기관의 점막주름에 분포하여 점액
물질을 분비하고, 분비된 점액은 소화관 표면에 윤활작용을 하
여 음식물을 식도에서 위, 장으로의 이동을 용이하게 하며, 외
막과 소화시에 일어날 수 있는 화학적인 손상과 소화효소에 의
한 장관벽의 손상을 보호하는 역할을 한다(Allen et al., 1986). 
따라서 감귤착즙박을 발효할 때 사용된 대표적인 probiotics인 
B. subtilis에 의해 장내 유익균의 증식과, 유해세균에 대한 항균
력이 활발해 져 경향적이지만 높은 수의 배상세포가 발견된 것
으로 추측된다. 
결론적으로 일반적으로 양어사료에 사용되는 비타민C및 시
판용 세가지 면역증강용 사료첨가제품들과 비교해 보았을 때, 
성장률, 사료효율, 생존율 및 비특이적 면역력과 조직적 변화에
서 감귤착즙박과 발효감귤착즙박 사용상의 아무런 문제점이 발

견되지 않았다. 따라서 감귤착즙박은 사료 내 합성 비타민C의 
대체품으로 사용가능 할 뿐만 아니라 기능적 천연 면역증강 사
료첨가제로 개발될 수 있는 충분한 가능성이 있다고 판단된다. 
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