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            초록
          
        

        
          This study was conducted to evaluate the optimum dietary eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) levels for growth of juvenile flounder, Paralichthys olivaceus. A basal diet without EPA and DHA supplementation was used as the control, and nine diets were prepared by six different dietary levels of EPA0.5, EPA0.75, EPA1, EPA1.25, EPA1.5, EPA2 and three different dietary levels of EPA0.5+DHA0.5, EPA0.75+DHA0.75, EPA1.0+DHA1.0. Triplicate groups of fish averaging 3.5±0.10 g(mean ±SD) were fed one of ten experimental diets for 8 weeks. Survival and hepatosomatic index of fish were not affected by dietary EPA and EPA+DHA levels. The highest growth rate and feed efficiency were observed in fish fed diets containing EPA0.75+DHA0.75. Weight gain and feed efficiency increased significantly with dietary EPA level up to 1.25%; however, those of fish fed EPA1.5 or EPA2.0 high level were decreased. WG and FE increased significantly with dietary EPA+DHA level up to 1.5%; however, high level of those of fish fed EPA1.0+DHA1.0 were decreased. The result of broken line analysis showed that the maximum weight gain of 3.5-11.6g flounder could be attained at 1.10% EPA level in diet. Therefore, these results may suggest that the optimum dietary EPA level could be greater than 1.1% but less than or equal to 1.25% without DHA, and it could be 0.75%, with DHA at 0.75% in juvenile olive flounder.
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      Ⅰ. 서 론
      Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) 및docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) 는 20개 이상의 탄소로 구성되어 있으며, 탄소 사이에 cis 이중결합을 갖고 있는 n-3 고도불포화지방산(highly unsaturated fatty acid, HUFA)으로 해산어의 정상적인 성장을 위해 사료에 첨가되어야 하는 필수 영양소이다(NRC 2011).

      EPA는 해산어 자어(larva)의 성장 및 친어의 산란력에 중요한 역할을 한다(Watanabe et al., 1989; Fernández-Palacios et al., 1995). DHA는 어류의 신경 조직과 망막에 존재하는 인지질의 구성 성분이며, 어류의 성장에 중요한 역할을 하는 지방산이다(Bell et al., 1995; Koven, 2003; Mourente and Tocher, 2009).

      사료 내 이러한 n-3 HUFA의 결핍은 해산어의 성장 및 면역력을 감소시키는 것으로 보고되었다(Kiron et al., 1995; Kim and Lee, 2004; Skalli and Robin, 2004). 그러나 이러한 필수 지방산의 과잉 공급 또한 양식어의 성장과 번식력을 저하시킬 수 있는 것으로 보고되었다(Takeuchi et al., 1990; Furuita et al., 2000). 넙치의 필수 지방산 요구에 관한 기존 연구에서 넙치 자어의 사료 내 n-3 HUFA 요구량은 3.5%로 보고되었으며(Izquierdo et al., 1992), 넙치 치어의 n-3 HUFA 요구량은 0.8-1.1%로 보고되었다(Kim and Lee, 2004; Choi et al., 2014). 그러나 어류의 필수 지방산 요구량은 어체 크기 및 사육환경과 같은 조건의 차이에 따라서 달라질 수 있는 것으로 알려져 있다(Olsson et al., 2003; Sharma et al., 2010). 그래서 본 연구는 사료 내 EPA의 단독 첨가 및 EPA 와 DHA 의 혼합 첨가량이 넙치 치어의 성장 및 사료효율에 미치는 영향을 조사하여, 사료 내 적정 EPA와 DHA 함량을 구명하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험 사료
        실험 사료의 원료 조성 및 영양 성분 분석 결과는 <Table 1>에 나타내었다. 단백질원으로는 카제인과 어분을 사용하였으며, 사용된 어분은 클로로포름 및 메탄올 혼합액(2:1)으로 지질을 제거하였다. 실험 사료의 지질원으로 사용한 EPA (95%) 및 DHA (89%) 정제품과 코코넛 오일의 지방산 조성을 <Table 2>에 나타내었다. 지질원으로 EPA (95%)와 DHA (89%)의 첨가량을 조절하여 사료 내 EPA 함량이 0%, 0.5%, 0.75%, 1.0%, 1.25%, 1.5% 및 2.0%가 되도록 하였으며, 사료 내 EPA 와 DHA 를 1:1의 비율로 혼합 첨가하여 n-3 HUFA 함량이 1.0%, 1.5% 및 2.0%가 되도록 조절한 총 10종의 실험사료를 설계하였다(<Table 1>).

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Ingredients and proximate composition of the experimental diets
          
          

        

        
          
            
              	　
              	Diets
            

            
              	Con
              	EPA
0.5
              	EPA
0.75
              	EPA
1.0
              	EPA
1.25
              	EPA
1.5
              	EPA
2.0
              	EPA0.5
+DHA0.5
              	EPA0.75
+DHA0.75
              	EPA1.0
+DHA1.0
            

          
          
            	　Ingredients (%)
          

          
            	Defatted fish meall
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
            	38
          

          
            	Casein2
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
            	21.5
          

          
            	Dextrin2
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
            	7.5
          

          
            	Wheat meal3
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
            	17
          

          
            	Coconut oil4
            	9.8
            	9.27
            	9.01
            	8.74
            	8.48
            	8.21
            	7.68
            	8.75
            	8.22
            	7.69
          

          
            	EPA5
            	　
            	0.53
            	0.79
            	1.06
            	1.32
            	1.59
            	2.12
            	0.53
            	0.79
            	1.06
          

          
            	DHA5
            	　
            	　
            	　
            	　
            	　
            	　
            	　
            	0.56
            	0.84
            	1.12
          

          
            	Others6
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
            	6.2
          

          
            	　Proximate composition (%, dry matter basis)
          

          
            	Moisture
            	17.8
            	16.9
            	14.4
            	17.6
            	17.9
            	17.9
            	19.1
            	16
            	15.5
            	18.6
          

          
            	Crude protein
            	50.3
            	50.2
            	49.5
            	50.3
            	50.9
            	50.9
            	51.6
            	50.8
            	50.9
            	51.6
          

          
            	Crude lipid
            	11.1
            	11.9
            	11.2
            	11.4
            	11.3
            	11.1
            	10.7
            	11.2
            	10.8
            	12.3
          

          
            	Crude ash
            	8.1
            	8.5
            	8.8
            	8.9
            	9
            	8.9
            	9.1
            	8.6
            	8.8
            	8.7
          

        

        
          
            1Fish meal (Kodika Co., Alaska, USA) was defatted with chloroform-methanol mixture (2:1, v/v).
          

          
            2United State Biochmical, Cleveland, OH44122, USA.
          

          
            3Young Nam Flour Mills Co., Busan, Korea.
          

          
            4G-Cube E.P.R. Co. Ltd., Seoul, Korea.
          

          
            5Chemport Inc., Seoul, Korea.
          

          
            6Others : Vitamin mix., Mineral mix., а-Cellulose, Choline Cl.　
          

        

        

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Fatty acids composition (% of total fatty acids) of dietary lipid sources
          
          

        

        
          
            
              	Fatty acids
              	Lipid sources
            

            
              	Coconut oil1
              	DHA2
(89%)
              	EPA3
(95%)
            

          
          
            	  C8:0
            	6.6
            	
            	
          

          
            	  C10:0
            	5.8
            	
            	
          

          
            	  C12:0
            	48.3
            	
            	
          

          
            	  C13:0
            	〈0.1
            	
            	
          

          
            	  C14:0
            	18.9
            	
            	
          

          
            	  C16:0
            	9.3
            	
            	
          

          
            	  C18:0
            	2.7
            	
            	
          

          
            	  C24:0
            	
            	3.1
            	
          

          
            	  ∑Saturated
            	91.6
            	3.1
            	
          

          
            	  C16:1
            	〈0.1
            	
            	
          

          
            	  C18:1
            	6.7
            	
            	
          

          
            	  ∑Monounsaturated
            	6.8
            	
            	
          

          
            	  C18:2
            	1.6
            	
            	0.5
          

          
            	  C20:4
            	
            	1.6
            	5.0
          

          
            	  C20:5
            	
            	5.9
            	94.5
          

          
            	  C22:6
            	
            	89.4
            	
          

          
            	  ∑Polyunsaturated
            	1.6
            	96.9
            	100.0
          

        

        
          
            1G-Cube E.P.R. Co. Ltd., Seoul, Korea.
          

          
            2Chemport Inc., Seoul, Korea.
          

          
            3Chemport Inc., Seoul, Korea.
          

        

        

        탄수화물원으로는 덱스트린과 소맥분을 사용하였다. 모든 실험 사료는 원료를 혼합한 후, 펠렛제조기로 압출 성형하였으며, 냉동(-20℃) 보관하면서 사용하였다.

      

      
        2. 실험어 사육관리 및 어체 측정
        사육 실험에 사용된 넙치 치어는 전라남도 고흥 소재의 양식장에서 구입하였으며, 사육 실험 시작 전 2주 동안 EPA 및 DHA를 첨가하지 않은 대조 사료를 공급하며 예비 사육하였다. 사육 실험은 실험구별 3반복으로 실시하였다. 최초 체중 3.5±0.10 g의 넙치 치어를 총 30개의 40 L 사각수조에 수조당 15마리씩 무작위로 배치하였다. 사육 실험은 반순환 여과식 시스템을 사용하였으며, 유수량은 1.0 L/분로 조절 하였다. 각 수조에 air를 공급하였으며 실험기간 동안 평균 수온은 21±1℃였다. 사육수의 염분은 32±1 ppt, 용존 산소량은 6.3-6.7 mg/L였다. 실험 사료는 어체중의 3-5%(건물기준)를 1일 2회로 나누어(오전 10시, 오후 4시) 공급하였으며, 8주간 사육 실험을 실시하였다. 사육 실험 시작 시와 종료 시 각 수조에 수용된 실험어를 MS-222 (200ppm)로 마취시킨 후 전체 무게를 측정하였다.

      

      
        3. 성분 분석
        실험사료의 일반성분 분석은 AOAC (Association ciation of Official Analytical Chemists, 2000)방법에 따라 수분은 상압가열건조법(135℃, 2시간), 조단백질은 kjeldahl 질소정량법(N×6.25), 조회분은 직접 회화법으로 분석하였다. 조지방은 샘플을 12시간 동결 건조한 후, soxtec system 1046 (Tacator AB, Sweden)을 사용하여 soxhlet 추출법으로 분석하였다.

        지질원의 지방산 분석은 Metclfe 등 (Metcalfe et al., 1966)의 방법에 따라 지질을 methyl ester화 시킨 후, gas chromatography (Trace GC, ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA)로 분석하였으며, column은 quadrex (30 m × 0.25 mm i.d. film thickness 0.25 μm)를 사용하였다. 각 지방산은 동일한 조건에서 표준 지방산 FAME mix-37 (Supelco, Bellefonte, PA, USA)와 retention time을 비교하여 동정하였으며 함량은 각 peak의 면적을 상대적인 백분율로 나타내었다.

      

      
        4. 통계 분석
        결과의 통계처리는 Computer Program Statistix 3.1 (Analytical Software, St. PaulMN. USA)로 분산분석(ANOVA test)을 실시하여 최소유의차검정(LSD: Least Significant Difference)으로 평균간의 유의성(p<0.05)을 검정하였다. EPA 요구량은 증체율을 지표로 broken-line model (Robbins et al., 1979) 분석법을 이용하여 측정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결 과
      EPA 및 DHA 함량을 다르게 첨가한 사료로 넙치 치어를 8주간 사육한 결과를 <Table 3>에 나타내었다. 생존율은 모든 실험구에서 91.1-97.8% 이었으며 실험구간에 유의한 차이는 없었다. 증체율, 일간 성장률, 사료효율 및 단백질 효율은 EPA와 DHA를 혼합(1:1)하여 1.5% 첨가한 실험구에서 유의하게 높았다(p<0.05). 사료 내 n-3 HUFA로 EPA만을 첨가한 실험구의 증체율, 일간 성장률, 사료효율 및 단백질효율은 사료 내 EPA 함량이 증가함에 따라서 증가하여 1.25%에서 유의하게 높게 나타났으나(p<0.05), EPA 1.5 및 2.0% 실험구는 EPA 1.25% 실험구에 비하여 유의하게 낮았다(p<0.05).

      
        <Table 3> 
				
        

        
          Growth performance of juvenile olive flounder fed the experimental diets for 8 weeks1
        
        

      

      
        
          
            	　
            	Diets2
            	Pooled
SEM3
          

          
            	Con
            	EPA
0.5
            	EPA
0.75
            	EPA
1.0
            	EPA
1.25
            	EPA
1.5
            	EPA
2.0
            	EPA0.5
+DHA0.5
            	EPA0.75
+DHA0.75
            	EPA1.0
+DHA1.0
          

        
        
          	  WG (%)4
          	191g
          	217f
          	242e
          	257de
          	306b
          	271cd
          	266cd
          	283c
          	332a
          	307b
          	7.78
        

        
          	  SGR5
          	1.73g
          	1.97f
          	2.20e
          	2.33de
          	2.77b
          	2.46cd
          	2.41cd
          	2.56c
          	3.00a
          	2.78b
          	0.07
        

        
          	  FE (%)6
          	78.4f
          	88.1ef
          	98.0de
          	103.7cd
          	124.0ab
          	109.3cd
          	108.2cd
          	114.0bc
          	134.3a
          	123.5ab
          	3.18
        

        
          	  PER7
          	1.89f
          	2.13ef
          	2.37de
          	2.51cd
          	3.00ab
          	2.64cd
          	2.61cd
          	2.75bc
          	3.24a
          	2.98ab
          	0.08
        

        
          	  Survival rate (%)
          	95.6
          	93.3
          	95.6
          	97.8
          	95.6
          	95.6
          	93.3
          	97.8
          	93.3
          	91.1
          	1.04
        

        
          	  HSI8
          	1.02
          	1.13
          	1.11
          	1.31
          	1.19
          	1.27
          	1.39
          	0.95
          	1.31
          	1.06
          	0.05
        

      

      
        
          1Values are means of triplicate groups, and values in the same row with different superscripts are significantly different(P<0.05)
        

        
          2Control; Coconut oil 100%, EPA 0.5; Coconut oil 99.5% + EPA 0.5%, EPA 0.75; Coconut oil 99.25% + EPA 0.75%, EPA 1.0; Coconut oil 99.0% + EPA 1%, EPA 1.25; Coconut oil 98.75% + EPA 1.25%, EPA 1.5; Coconut oil 98.5% + EPA 1.5%, EPA 2.0; Coconut oil 98% + EPA 2%, EPA0.5+DHA0.5; Coconut oil 99.0% + EPA 0.5% + DHA 0.5%, E, EPA0.75+DHA0.75; Coconut oil 98.5% + EPA 0.75% + DHA 0.75%, EPA1.0+DHA1.0; Coconut oil 98.0% + EPA 1.0% + DHA 1.0%.
        

        
          3Pooled standard error of mean : SD/ √n.
        

        
          4Weight gain (WG, %) = [(final weight - initial weight) ×100] / initial weight
        

        
          5Specific growth rate (SGR, %) = [loge final weight – loge initial weight × 100] / days
        

        
          6Feed efficiency ratio (FE, %) = (wet weight gain / dry feed intake) × 100
        

        
          7Protein efficiency ratio (PER) = wet weight gain / protein intake
        

        
          8Hematosomatic index (HSI) = (liver weight / body weight) × 100　
        

      

      

      EPA 및 DHA 혼합 첨가 실험구의 증체율 및 일간 성장율은 EPA0.75 + DHA0.75 실험구가 유의하게 높았으며, EPA1.0 + DHA1.0 실험구 및 EPA0.5 + DHA0.5 실험구 순으로 나타났다(p<0.05). EPA 및 DHA 혼합 첨가 실험구의 사료효율 및 단백질효율은 EPA0.75 + DHA0.75 실험구가 유의하게 높았으며(p<0.05), EPA1.0 + DHA1.0 실험구와는 유의한 차이가 없었다.

      간중량 지수는 모든 실험구에서 0.95-1.39였으며, 실험구간에 유의한 차이가 없었다. 증체율을 기초로 하여 넙치 치어의 최대 성장을 위한 EPA 요구량은 broken line 분석 결과 1.10%로 나타났다 ([Fig. 1]).

      
        
        

        [Fig. 1] 
				
        

        
          Broken line analysis for weight gain (WG, %) base on the different dietary EPA levels.
        
        

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      8주간 사료 내 EPA 함량을 다르게 공급한 실험어의 증체율을 기초로 한 broken-line model 의 EPA 요구량을 도출한 결과 치어기 넙치 사료 내 적정 EPA 요구량은 1.1%로 나타났다. 이러한 결과로 볼 때, 3.5-11.6g 넙치 치어의 최대 성장을 위한 사료 내 EPA 요구량은 1.1%보다는 크고 1.25%보다는 동일하거나 적을 것으로 추정된다. DHA 첨가수준이 0.75%인 경우는 사료내 적정 EPA 첨가량은 0.75%로 낮아지는 것으로 추정된다. 그러나 n-3 HUFA 함량을 다르게 한 artemia로 자어기 넙치를 사육한 Izquierdo et al.(1992)의 연구에서 넙치 자어 먹이의 n-3 HUFA 요구량은 3.5-4.0%로 보고되었다(Izquierdo et al., 1992). 또한 최초 체중 8.5g 및 9.7g의 넙치 치어를 대상으로 사료 내 n-3 HUFA 요구량을 조사한 기존의 연구(Kim and Lee, 2004; Choi et al., 2014)에서 사료 내 n-3 HUFA 요구량은 0.8-1.0% 및 1.06%로 보고되어 본 연구 결과의 사료 내 n-3 HUFA인 EPA 요구량 1.1%와 다소 차이를 보였다. 이처럼 어류의 사료 내 필수지방산 요구량은 어류의 성장 단계에 따라 달라질 수 있는 것으로 알려져 있다(Sargent et al., 1989). Turbot의 경우 rotifer를 섭취하는 자어기의 n-3 HUFA 요구량은 1.3% 이상이지만(Le Milnaire et al., 1983), 치어기 및 육성어기의 n-3 HUFA 요구량은 각각 0.8% 및 0.6%인 것으로 보고되었다(Gatesoupe et al., 1977; Leger et al., 1979). 이러한 결과들로 볼 때, 어류가 성장함에 따라 사료 내 필수지방산 요구량은 감소할 수 있는 것으로 판단된다.

      본 연구에서 사료 내 필수지방산으로 EPA0.5 + DHA0.5, EPA0.75 + DHA0.75 및 EPA1.0 + DHA1.0를 혼합하여 첨가한 실험구는 EPA만을 각각 EPA1.0, EPA1.5 및 EPA2.0 단독 첨가한 실험구에 비하여 유의하게 높은 성장을 보였다. 이러한 결과는 사료 내 n-3 HUFA로 EPA만을 1.2% 첨가한 실험구가 EPA와 DHA를 혼합하여 1.2% 첨가한 실험구에 비하여 넙치 치어의 증체량이 유의하게 낮은 결과를 보인 Kim and Lee (2004)의 연구 결과와 유사하였다. 사료 내 n-3 HUFA 공급원으로 EPA와 DHA를 각각 동일한 함량으로 제조한 사료로 조피볼락 치어를 사육한 Lee et al. (1994)의 연구에서 DHA를 공급한 실험구가 EPA를 공급한 실험구에 비하여 높은 성장과 사료효율을 보였다. 이러한 결과로 볼 때 넙치 및 조피볼락과 같은 해산어 치어 사료 내 필수지방산 공급원으로는 EPA를 단독으로 사용하는 것보다는 DHA를 공급하거나 EPA와 DHA를 혼합하여 사용하는 것이 더 효율적일 것으로 판단된다.

      본 연구에서 필수 지방산으로 사료 내 EPA만을 첨가한 실험구의 경우, 사료 내 EPA1.5 및 EPA2.0 실험구는 EPA1.25 첨가구에 비하여 오히려 실험어의 증체율 및 사료효율이 감소하는 결과를 보였으며, EPA와 DHA를 혼합 첨가한 실험구에서도 EPA1.0 + DHA1.0실험구는 EPA0.75 + DHA0.75 첨가구에 비하여 성장이 감소하는 결과를 보였다. 이와 같이 사료 내 n-3 HUFA 요구량을 초과하였을 경우 실험어의 성장 및 사료효율이 오히려 감소하는 결과를 보였는데, Kim and Lee (2004)의 연구에서도 사료 내 n-3 HUFA를 0.8-2.4% 첨가한 사료로 넙치 치어를 사육한 결과 n-3 HUFA 함량 0.8% 까지는 유의하게 증가하다가 1.6% 이상 첨가하였을 경우 넙치 치어의 성장 및 사료효율이 감소하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. 그러나 Choi et al. (2014)은 사료 내 n-3 HUFA를 1.06-3.88% 첨가한 사료로 넙치 치어를 사육한 결과 증체량 및 사료효율은 모든 실험구에서 유의한 차이를 보이지 않아 본 연구와 차이를 보였다. 또한, 사료의 지질원으로 우지(beef tallow)와 정제 EPA 및 DHA를 사용하여 사료 내 n-HUFA 함량이 0-4.0%인 사료를 사용하여 조피볼락 치어를 사육한 결과, 성장을 위한 사료 내 n-3 HUFA 요구량은 0.9% 이상이었으며, n-3 HUFA 4% 첨가 실험구에서도 우수한 성장 및 사료효율을 보여 필수지방산 과잉 공급에 따른 성장 저하 및 사료효율 감소는 나타나지 않았다(Lee et al., 1993). 그리고 EPA (0.05-4.1%) 및 DHA (0.1-4.1%) 함량을 다르게 첨가한 사료로 돌돔 치어를 사육한 Hong et al. (2017)의 연구에서 사료 내 EPA 및 DHA 요구량은 각각 1.67% 및 1.19%였으며, 4.1% 이상의 EPA와 DHA를 함유한 사료 공급구에서도 성장 및 사료효율 감소는 나타나지 않아 어종에 따른 차이를 보였다. 사료 내 n-3 HUFA 요구량 초과에 따른 이러한 성장 차이는 실험 사료에 사용된 기초사료의 원료 조성비(어분, 탈지어분, 대두유, 코코넛오일 및 ethyl laurate), 수온 등의 사육 환경의 차이에 의한 것으로 판단된다. Lee et al. (1993)의 연구에서 n-3 HUFA가 0.6-1.5%인 사료로 수온 12℃와 20℃에서 조피볼락 치어를 사육한 결과, 수온 12℃에서 실험어의 성장은 사료 내 n-3 HUFA 함량에 따른 차이를 보이지 않았다. 그러나 수온 20℃의 경우 n-3 HUFA 0.9%-1.2% 실험구가 0.6% 실험구에 비하여 높은 성장을 보여, 수온에 따른 사료 내 적정 n-3 HUFA 함량에 차이를 보였으며, 수온 12℃에서 조피볼락 사료 내 적정 n-3 HUFA는 20℃에 비하여 낮게 나타났다.

      따라서 수온 21℃에서 성장기 넙치의 사료내 적정 EPA 수준은 사료내 DHA 첨가수준이 없을 때 1.1% 보다는 크고 1.25%보다는 동일하거나 적을 것으로 추정되며, DHA 첨가수준이 0.75%인 경우는 사료내 적정 EPA 첨가량은 0.75%로 낮아 지는 것으로 추정된다.
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