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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   혐기 미생물을 이용한 볏짚의 사료가치 증진 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   1.  연구개발의 목적 

      볏짚의 사료가치 증진을 위한 볏짚 사일리지용 미생물 첨가제의 개발

   2.  연구의 필요성

      가. 볏짚은 물리적으로 각질화가 완료되어 사료로 이용하기에는 소화율이 너

무 떨어지므로 이를 극복하기 위한 방안이 필요함

      나. 볏짚은 화학적으로 리그닌과 결합하고 있는 영양소의 함량이 너무 높으며 

이들과 결합되어 있는 영양소는 이용이 불가능하므로 이 결합을 끊어줄 

수 있는 기술 개발이 필요함

      다. 볏짚은 영양학적으로 동물에게 필요한 단백질과 비타민 등의 함량은 매우 

낮고 불필요한 섬유소의 함량은 너무 높기 때문에 영양학적 문제점을 극

복하기 위한 방안이 필요함

      라. 볏짚은 계절 생산성 때문에 운반성과 보존성의 확보가 필요하며 이를 위

해 볏짚 사일리지의 개발이 필요하며 볏짚의 물리적, 화학적 영양학적 문

제점을 극복하기 위한 사일리지용 첨가제의 개발이 절실히 요구됨

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   1. 볏짚의 물리적 문제점 극복을 위한

      섬유소 분해 혐기․내산성 곰팡이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

      가. 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기 내산성 곰팡이의 분리․동정 및 선발

      나. 연속 발효조 실험을 통한 최적 첨가량과 최적 사용조건 구명 등을 통한   

 곰팡이 발효제 개발
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      다. 곰팡이(제1세부), 효모(제2세부) 및 transgenic 미생물(제3세부)을 종합한 

최종 발효제의 개발

   2. 볏짚의 영양학적 문제점 극복을 위한 

     유기산 이용 단백질 합성 혐기․내산성 SCP 생산 효모를 이용한 미생물첨가제의 개발

      가. 단백질을 합성하는 혐기 내산성 SCP 생산용 효모의 탐색과 선발

      나. 선발 효모의 특성 구명 및 이를 이용한 효모 발효제의 개발

      다. In vitro  시험을 통한 개발품의 효과 검증시험

   3. 볏짚의 화학적 문제점 극복을 위한

      Esterase 분비 transgenic 미생물을 이용한 미생물 첨가제의 개발

      가. 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소(esterase) 분비 미생물의 분리․동정 및 선발

      나. 해당 유전자 sequencing, 유전자특성 분석 및 유전자 cloning

      다. Esterase 분비 transgenic 미생물을 개발과 이를 이용한 미생물 첨가제의 

개발

   4. 볏짚의 보존성과 운반성 확보를 위한

      볏짚 사료가치 증진용 미생물제재의 실증시험 및 산업화 연구

      가. 발효제의 효과 구명을 위한 볏짚 곤포 사일리지 제조 시험

      나. 대사․사양시험을 통한 개발품의 효과 검증 시험과 농가 실증시험 및 

최종 개발품의 산업화 연구

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

   1. 섬유소 분해 혐기․내산성 곰팡이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

      가. 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기 내산성 곰팡이의 분리․동정 및 선발

        1) 혐기생태계로부터 내산․섬유소 분해 곰팡이 분리

          가) 반추동물의 십이지장 및 흰개미의 장내에서 혐기성 곰팡이 분리

            (1) 한우 십이지장으로부터 40종의 혐기성 곰팡이 분리

            (2) 흰개미의 장액으로부터 15종의 혐기성 곰팡이 분리

          나) 분리 곰팡이의 screening

            (1) 효소역가 및 소화율의 측정

            (2) 오염도 조사 및 발효산물 측정
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            (3) 최종적으로 한우 십이지장으로부터 18종 그리고 흰개미의 장액으로 

9종 등 총 27종을 screening

          다) 동정 균주의 특성조사 및 균주 동정

            (1) SEM 촬영에 의한 미세구조의 관찰

            (2) 27종에 대한 동정작업 완료

      나. 연속 발효조 실험을 통한 최적 첨가량과 최적 사용조건 구명 등을 통한   

곰팡이 발효제 개발

        1) 섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명

          가) 공시미생물 : 8종의 혐기성 곰팡이

            (1) 한우 십이지장으로부터 분리한 혐기성 곰팡이 4종

            (2) 흰개미의 장액으로부터 분리한 혐기성 곰팡이 4종

          나) 조사항목

            (1) 볏짚의 소화율

            (2) 섬유소분해효소(cellulase, avicelase 그리고 xylanase)의 역가

          다) 결과요약

            (1) 혐기성 곰팡이 GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10를 배양 하였을 때, 

extracellular cellulase, xylanase 및 avicelase activities가 가장 높았음

            (2) 혐기성 곰팡이에 의한 볏짚의 소화율 역시 GSRI-13, GSMI-01 및 

GSMI-10를 배양 하였을 때 8종의 곰팡이중에서 가장 높았음

        2) 간이 사일리지 제조 시험 (미생물 성장률 조사)

          가) 공시미생물 : 3종의 혐기성 곰팡이 GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10

          나) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(10, 30, 60, 90 및 120일)로 조사

            (1) 사일리지내 pH 및 NH3-N의 변화

            (2) 볏짚의 화학적 함량(단백질, NDF 및 ADF) 변화

            (3) 접종한 곰팡이 수의 변화

          다) 결과요약

            (1) 혐기성 곰팡이를 접종하였을 때, 사일리지의 저장기간이 길어질수록 

사일리지내의 단백질 함량이 증가됨

            (2) 접종한 혐기성 곰팡이는 저장 30일간은 사일리지 내에서 많이 발견

되었으나 그 이후에는 급격히 감소됨

            (3) 볏짚 사일리지내에 혐기성 곰팡이를 접종하므로서 사일리지의 질이 

크게 향상됨

        3) 볏짚 사료가치 증진에 미치는 영향 조사
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          가) 공시재료 : 30일 동안 발효된 볏짚 사일리지 4종

            (1) 무처리 볏짚 사일리지 1종

            (2) 곰팡이 GSRI-13 처리 볏짚 사일리지

            (3) 곰팡이 GSMI-01 처리 볏짚 사일리지

            (4) 곰팡이 GSMI-10 처리 볏짚 사일리지

          나) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(10, 30, 60, 90 및 120일)로 조사

            (1) In situ (Nylon bag) 소화율

          다) 결과요약

            (1) 무처리, GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 처리 사일리지의 반추위 

발효시간을 평균한 소화율은 각각 34.30, 38.93, 38.31 및 41.20%로

서 곰팡이 처리구의 소화율이 높았음

            (2) 볏짚 사일리지에 혐기성 섬유소분해 곰팡이 GSRI-13, GSMI-01 및 

GSMI-10를 처리하므로서 볏짚의 소화율이 각각 12%, 10% 및  

17% 정도 개선되었음

      다. 곰팡이(제1세부), 효모(제2세부) 및 transgenic 미생물(제3세부)을 종합한 

최종 발효제의 개발

        1) In vitro  시험을 통한 미생물간 상호작용 구명

          가) 공시미생물 : 3종의 혐기성 미생물

            (1) 곰팡이 : 제 1세부과제에서 확보한 GSMI-10

            (2) 효모 : 제 2세부과제에서 확보한 KCTC-6694

            (3) 박테리아 : 제 3세부과제에서 확보한 ATCC-19169  

          나) 조사항목

            (1) 혼합배양한 후 미생물 수의 측정

            (2) 12, 24, 48 그리고 72시간 후에 각각의 미생물 수를 측정

          다) 결과요약

            (1) 공시한 곰팡이, 효모 그리고 박테리아를 혐기적으로 혼합 배양하였

을 경우 박테리아만 우점하여 생존함

            (2) 혐기성 곰팡이는 혼합배지에서 전혀 성장이 이루어지지 않음

            (3) 미생물제재의 산업화를 위하여 delivery system 개발이 요구됨 

        2) 적정 부형제 및 delivery system의 개발

          가) 보조첨가제

            (1) 글루코만난올리고 당(Bio-Mos)과벤토나이트 보조 첨가제로 선정

            (2) 첨가수준은 부형제의 0.05% 수준으로 결정
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          나) 부형제

            (1) 밀기울을 선정

            (2) 첨가수준은 부형제의 0.45% 수준으로 혼합 미생물첨가

          다) Delivery system

            (1) Delivery system은 각각의 미생물을 대량으로 액상 배양한 다음, 

            (2) 동결 건조하여 동결 건조한 미생물을 적정수준의 부형제와 보조첨가

제로 혼합하여 분말화하여 유통이 가능케 함.

        3) 최종 발효제의 보존성 및 효과 검증 시험

          가) 공시 발효제의 제조 

              2)항에 따라 제조한 다음 진공포장되어 20일간 보존된 최종발효제 

          나) 최종 발효제의 보존성 시험과 효과 검증 시험

          다) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(10, 30, 60, 90일)

            (1) pH와 발효온도

            (2) 볏짚 사일리지중의 단백질 함량변화

            (3) 볏짚 사일리지의 in vitro  72시간 소화율

            (4) 접종한 미생물 수의 변화

          라) 결과 요약

            (1) 최종발효제의 저장 기간이 20, 40, 60 그리고 80일이 경과하여도 개

발제품내의 미생물 수는 줄어들지 않는 것으로 조사되어 보존성이 

매우 높았음

            (2) 첨가제를 투여시켜 발효된 볏짚 사일리지의 in vitro 소화율이 무첨

가 볏짚 사일리지 보다 증가됨

   2. 유기산 이용 단백질 합성 혐기․내산성 SCP 생산 효모를 이용한 미생물첨가제의 개발

      가. 유기산 이용 단백질을 합성하는 혐기 내산성 SCP 생산용 효모의 탐색과

          선발

        1) SCP 생산을 위한 효모균의 Web과 문헌을 통한 탐색 

           : NRRL, ATCC, BCCM, CBS, KCTC, DSMZ, IMI, JCM 및 WDC 

        2) 혐기조건에서의 성장능력, 생육 적온, optimum pH, 성장률 등을 고려하

여 최종적으로 효모균을 선발

        3) 선발된 미생물의 구입

           : 5 strains(2 strains of bacteria and 3 strains of yeast)
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        4) 구입 미생물의 특성조사 및 원종균주 선발

           : 산성 배지와 중성배지에서의 구입 미생물의 성장률 조사

           : 산성 배지와 중성배지에서의 구입 미생물의 효소 분비 능력 조사

           : 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는 능력 조사

           : 1년차에서 Bacillus circulanse,  Lactobacillus plantarum,  Candida utilis 

그리고 Candida sp.을 발효제 개발의 원종균주로 선발함

      나. 선발 효모의 특성 구명 및 이를 이용한 효모 발효제의 개발

        1) 유기산 이용성과 단백질 합성량에 미치는 영향

          가) 공시미생물

            (1) KCTC 7219 : Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694 : Candida glabrata var thermoidea

            (3) KCTC 7137 : Pichia jadinii

            (4) KCTC 7120 : Candida robusta

            (5) ATCC 9950 : Candida utilis  (Henneberg)

            (6) ATCC 18790 : Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph

          나) 조사항목

            (1) 질소원으로 요소와 암모니아가 첨가된 배양액중에서 pH 변화

            (2) 질소원으로 요소와 암모니아가 첨가된 배양액중에서 점종 미생물의 

성장율

            (3) 미생물 체(효모 체) 단백질의 합성량

          다) 주요결과

            (1) 질소원으로 암모니아가 첨가되었을 때가 요소가 첨가된 경우보다 

효모들의 성장률이 빠르고 높았음

            (2) 효모 체단백질의 합성량은 공시한 6종의 효모중에서 KTCT 6694가 

가장 높게 나타났음

            (3) 공시한 효모들중에서 KCTC 7219(Candida glabrata/Torulopsis 

glabrata), KTCT 6694 (Candida glabrata) 그리고 ATCC 18790 

(Saccharomyces cerevisiae)가 미생물의 성장률과 단백질 합성량이 

대체적으로 높은 경향이었음

        2) 최적 첨가량 및 사용조건의 구명

          가) 공시미생물

            (1) KCTC 7219(A):  Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694(B):  Candida glabrata var thermoidea

            (3) ATCC 18790(C): Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph
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          나) 조사항목

            (1) 단독 배양시 미생물의 성장율

            (2) 혼합배양시(A+B, A+C, B+C 및 A+B+C) 미생물의 성장율

          다) 결과 요약

            (1) 공시한 효모들의 단독 배양시 성장률을 측정한 결과, OD 값으로 측

정한 성장률은 KTCT 6694 종이 생균수(cell-forming unit)를 측정

하였을 경우에는 KCTC 7219종의 성장률이 가장 높게 측정되었음

            (2) 혼합 배양에 있어서 KCTC 7219종의 효모는 혼합배양 균주의 성장

을 저해시키는 것으로 조사되었음

            (3) 따라서 KTCT 6694종이 미생물 발효제(첨가제) 개발을 위한 원종 

균주로 선발되었음

        3) 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향

          가) 공시 미생물

            (1) KCTC 7219(A):  Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694(B):  Candida glabrata var thermoidea

            (3) ATCC 18790(C): Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph

          나) 조사항목

            (1) 효모의 접종이 볏짚 사일리지의 저장 기간별 pH 변화에 미치는 영향

            (2) 효모의 접종이 볏짚 사일리지의 저장 기간별 조단백질 함량(%) 변

화에 미치는 영향

            (3) 15일간 저장된 볏짚 사일리지 1g중에 분포하는 미생물 수(박테리아

와 효모의 수)의 측정

          다) 결과요약

            (1) 미생물을 접종한 볏짚 사일리지의 pH가 미생물을 접종하지 않은 볏

짚 사일리지의 pH보다 낮았음

            (2) KTCT 6694, 효모를 접종한 볏짚 사일리지의 조단백질 함량이 다른 

처리구 보다 유의적으로 높았음

            (3) 따라서 KTCT 6694종이 미생물 발효제(첨가제) 개발을 위한 원종 

균주로 가장 적합하였음

      다. In vitro  시험을 통한 개발품의 효과 검증시험

        1) 공시미생물: 3종의 혐기성 미생물

          가) 곰팡이 : 제 1세부과제 확보된 GSMI-10

          나) 효모 : 제 2세부과제 확보된 KCTC-6694
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          다) 박테리아 : 제 3세부과제에서 확보된 ATCC-19169

        2) 배양조건

          가) 단독배양 : 박테리아,  효모 그리고 곰팡이

          나) 혼합배양 : 박테리아+효모, 박테리아+곰팡이, 효모+곰팡이

          다) 연속배양

            (1) 곰팡이(1d) +  효모(1d) + 박테리아 접종(2d 후)

            (2) 곰팡이(2d) +  효모(1d) + 박테리아 접종(3d 후)

            (3) 곰팡이(3d) +  효모(1d) + 박테리아 접종(4d 후)

        3) 조사항목

          가) 혐기 배양액 중에서의 pH 변화

          나) 혐기 배양액 중에서의 접종 미생물 수(곰팡이,  효모, 그리고  박테리

아의 수)의 변화

          다) 혐기 배양액 중에서의 CMCase와 xylanase의 활력변화

          라) 혐기 배양액 중에서의 질소 농도(μmol/mL)의 변화

        4) 결과요약

          가) 단독 배양시, 곰팡이가 접종된 혐기 배양액 중에서의 pH가 가장 높았

으며 효모가 접종된 혐기 배양액 중에서의 pH가 가장 낮았음

          나) 곰팡이, 효모 그리고 박테리아 단독 배양시 미생물 상호간의 교차 오염이 

발생하지 않았으며, 박테리아(ATCC 19169)와 효모 (KCTC-6694) 또

는 곰팡이(GSMI-10)를 혼합 배양하였을 경우에는 박테리아만 성장이 

가능하였음

          다) 혐기성 곰팡이는 박테리아나 효모와 혹은 이를 혼합하여 혼합 배양하

였을 경우에 전혀 성장하지 않는 것으로 조사되었음

          라) 배양액중의 효소 CMCase와 xylanase의 활력은 혐기성 곰팡이를 1일

(initial stage of growth, lag phase), 2일 혹은 3일(late stage of 

growth, stationary phase)간 배양한 다음, 연속하여 효모를 재접종한 

다음 24시간 뒤 박테리아를 다시 접종한 배양액, 즉 연속 배양하였을 

경우에 단독배양이나 혼합배양시 보다 아주 높았음

   3. Esterase 분비 transgenic 미생물을 이용한 미생물 첨가제의 개발

        가. 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소(esterase) 분비 미생물의 분리․동정 및 선발

          1) 한우의 반추위에서 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소(esterase)를 분비하는 곰
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팡이 8종(GSRR-1, GSRR-2, GSRR-3, GSRR-4, GSRR-5, GSRR-6, 

GSRR-7 and  GSRR-8)을 분리함.

          2) 분리된 8종의 곰팡이; GSRR-1, GSRR-2, GSRR-3, GSRR-4, GSRR-5, 

GSRR-6, GSRR-7 그리고 GSRR-8은 곰팡이의 미세구조와 성장형태에 

근거하여 각각 Neocallimastix, Anaeromyces, Piromyces, Piromyces, 

Neocallimastix, Neocallimastix, Piromyces 및 Orpinomyces로 동정됨

          3) 분리한 곰팡이 GSRR-1(Neocallimastix)와 GSRR-4(Piromyces)가 xylan 

esterase의 분비능력이 가장 높아 delignification의 능력이 가장 우수한 

것으로 조사됨

      나. 해당 유전자 sequencing, 유전자특성 분석 및 유전자 cloning

        1) Fibrobacter succinogenes  S85 박테리아 코로모좀내에 근접하게 연속적

으로 위치하고 있는 acetyl화된 xylan을 분해하는 esterase axe6A와 

axe6B를 분리하고 cloning 하였음

        2) Cloning된 두 유전자는 똑같은 구조를 가지고 있고, N-terminal 쪽에의 

1-30번 아미노산 부분은 signal peptide이고 그 뒤쪽에 이어서 

carbohydrate esterase family 6의 catalytic domain이 위치하고 있으며, 

마지막으로 C-terminal 부분에 섬유소 결합 domain이 존재하며 효소활

성부위와 섬유소 결합부위 사이에 proline-rich linker로 예상되는 염기서

열이 존재(family 6 carbohydrate binding module) 하는 전형적이고도 완

벽한 유전자의 모습을 갖추고 있었음

        3) CDs와 CBMs의 아미노산 염기서열 각각 52%와 40%의 유전적 유사성이 

있었다. CDs는 반추위 혐기성 곰팡이 Orpinomyces  sp.와 Neocallimastix 

patriciarum에서 각각 분리된 acetylxylan esterases AxeA와 acetylxylan 

esterases BnaA와 아주 유사하였음

        4) Axe6A와 Axe6B는 중성 pH에서 최적활성을 나타내었고 Km치가 각각 

0.084와 0.056 mM로 매우 낮았으며 Vmax값은 각각 105.3와 31.2 였음

      다. Esterase 분비 transgenic 미생물을 개발과 이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

        1) Axe6A와 Axe6B는 불용성 섬유소와 xylan 그리고 가용성 arabinoxylan

과 결합하는 것으로 조사됨

        2) F. succinogenes로 분리한 xylan 분해효소 XynE를 첨가하던 첨가하지 

않던 초기에는 Axe6A가 acetylated xylan으로부터 deacetylation 반응을 

독립적으로 나타내지만  acetylated xylan에 작용하는 xylanase의 작용은 
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Axe6A의 초기작용과는 종속적으로 일어났음

        3) 효소 xylanase 단독에 의한 acetylated xylan의 가수분해산물은 주로 

xylotriose이거나 이것 보다 조금 더 긴 xylooligosaccharides였지만 

acetyl xylan esterase 효소가 존재하면 주요 가수분해 산물은 

xylotriose, xylobiose 그리고 xylose였음

        4) 효소 acetyl xylan esterases가 식물세포벽에 부착하는 능력과 섬유소에 

F. succinogenes  부착하는 능력 등은 독립적으로 일어남

   4.  볏짚 사료가치 증진용 미생물제재의 실증시험 및 산업화 연구

      가. 발효제의 효과 구명을 위한 볏짚 곤포 사일리지 제조 시험

        1) 발효제가 사일리지의 품질에 미치는 영향

          가) 발효제가 사일리지의 화학성분과 발효특성에 미치는 영향

            (1) 실험재료: 본 연구에서 개발된 발효제

            (2) 첨가수준: 사일리지 건물량의 0.0, 0.1 및 0.5% 수준으로 발효제 첨가

            (3) 조사항목

              (가) 발효제의 첨가 수준이 볏짚 사일리지의 저장 기간별 pH, NH3-N, 

lactate acid, acetate 함량에 미치는 영향

             (나) 발효제의 첨가 수준이 볏짚 사일리지의 저장 기간별 영양소의 함량

변화에 미치는 영향

             (다) 발효제의 첨가 수준이 볏짚 사일리지의 저장 기간별 buffering 

capacity (meq of NaOH/100g DM) 변화에 미치는 영향

           (4) 결과요약

              (가) 발효제의 첨가로 인하여 사일리지내의 pH는 감소하는 경향을 보였

으며 첨가수준이 증가할수록 이러한 경향은 더욱 뚜렷이 나타남

             (나) 볏짚 사일리지중의 조단백질 함량은 발효제의 첨가로 인하여 빠

르게 증가하였고 첨가제의 첨가 수준이 증가할수록 사일리지내의 

조단백질 함량도 함께 증가하였음

             (다) 볏짚 사일리지의 완충력(buffering capacity, meq of NaOH/ 100g 

DM)은 발효 30일을 기준으로 첨가제 0.1% 첨가구에서 가장 낮았

고 0.5% 첨가구에서 가장 높았음
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        2) 발효제가 볏짚 사일리지 in vitro 및 in situ 소화율에 미치는 영향 

         가) 실험재료: 본 연구에서 개발된 발효제

         나) 첨가수준: 사일리지 건물량의 0.0, 0.1 및 0.5% 수준으로 발효제 첨가

         다) 공시동물 : 반추위 누관이 설치된 Holstein 착유우

         라) 조사항목

          (1) 볏짚 사일리지의 in situ  건물소화율

          (2) 볏짚 사일리지의 in vitro 건물소화율

         마) 결과요약

          (1) 발효제를 처리수준별로 0.0, 0.1 그리고 0.5% 처리하여 제조한 볏짚 사일

리지의 in situ 건물 소화율중에서 반추위내에서 소화가능한 부분인 

a+b fraction의 값이 각각  30.1%, 33.8% 그리고 48.5%로서 미생물 발

효제의 첨가 수준이 높아 질수록 a+b fraction 증가하였음

          (2) 발효제 0.0, 0.1 그리고 0.5% 처리수준별 in vitro 48시간 건물 소실율은 

각각 42.36, 43.06 그리고 47.79%로서 미생물 발효제의 첨가 수준이 증

가할 수록 소화율이 함께 증가하였음

      나. 대사․사양시험을 통한 개발품의 효과 검증 시험과 농가 실증시험 및 

최종 개발품의 산업화 연구

        1) 개발 발효제가 한우의 in vivo 대사반응에 미치는 영향 구명

          가) 공시재료 : 발효제 처리 볏짚 사일리지

          나) 공시동물: 반추위 누관이 설치된 한우 4두 (체중 450kg)

          다) 조사항목

            (1) 볏짚과 발효제가 첨가된 볏짚 사일리지를 급여한 한우의 반추위내 pH, 

NH3-N, Total VFA, 그리고 개별 지방산(acetic acid, propionic acid, 

butyric acid, valeric acid, isobutyric acid, isovaleric acid) 함량의 

측정

           (2) 볏짚 사일리지의 in vitro 건물 소화율

           (3) 볏짚과 발효제가 첨가된 볏짚 사일리지를 급여한 한우의 건물 섭취량

(kg/d) 및 영양소 소화율(%, DM basis) 조사

          라) 결과요약

            (1) 반추위내의 pH와 암모니아(NH3-N) 농도는 발효제가 처리된 볏짚 사

일리지의 급여에 영향을 받지 않았음

           (2) 한우의 반추위내 총 휘발성지방산(total VFA)과 개별지방산 중에서 

acetic acid 농도는 발효제가 처리된 볏짚 사일리지의 급여로 크게 

증가하는 경향이었음

           (3) 볏짚의 in vitro 72시간 건물 분해율 볏짚 급여구와 발효제처리 볏짚 
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사일리지구에서 각각 37.7%와 43.5%로 측정됨

           (4) 발효제가 처리된 볏짚 사일리지의 건물섭취량(kg/일)이 볏짚 처리구

에 비해 크게 증가됨

           (5) 조단백질과 조섬유 소화율 역시 발효제가 처리된 볏짚 사일리지의 

급여구가 볏짚 급여구 보다 매우 높았음

        2) 개발 발효제가 한우의 in vivo 사양성적에 미치는 영향 구명

          가) 공시동물 : 한우 거세우 24두, 개시시 평균체중 489.9±24.5kg

           나)  조사항목

            (1) 한우의 증체량

            (2) 사료효율

            (3) 도체성적

          다) 결과요약

            (1) 볏짚 급여 한우군과 발효제 처리 볏짚 사일리지 급여군에서의 일당 증

체량은 각각 759.8g/d 와 778.8g/d 으로 계산되어, 발효제 처리 볏짚 사

일리지 급여로 인하여 증체량이 향상됨

            (2) 볏짚 급여 한우군과 발효제 처리 볏짚 사일리지 급여군에서의 건물 섭

취량은 각각 8.98kg/d와 9.52kg/d로서 유의적인 차이는 없었지만 발효제 

처리 볏짚 사일리지 급여로 인하여 건물섭취량이 증가하는 경향이었음

            (3) 사료효율(feed conversion rate) 역시 발효제 처리 볏짚 사일리지 급여로 

인하여 개선되었음

        3) 발효제에 대한 산업화 방안
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SUMMARY

Ⅰ. Project Title

   Studies on the Improvement of Feed Values of Rice Straw using Anaerobic Microbes

Ⅱ. Objectives and Necessities of the Research and Development

   1. Objectives of the project

      A. Development of microbial additives (composed with the mixtures of 

anaerobic acid-tolerant bacteria, yeast and fungi) for improving feed 

values of rice straw

   2. Necessities of the project

      A. Improvement digestibility of rice straw to overcome physical problems 

of rice straw (cutin and silica in the out layer of rice straw as a 

barrier to microbial attachment)

      B. Improvement digestibility and increasing nutrients with use in rice 

straw to overcome chemical problems of rice straw (most of nutrients 

linked with lignin complex)

      C. Improvement nutrients such as crude protein and vitamin in rice straw 

to overcome nutritional problems of rice straw (lower protein and 

vitamin, but higher CWC such as cellulose and hemicellulose)

      D. Improvement preservation ability and packing system for industrializing  

to overcome logistical problems of rice straw (produced seasonal and 

regional with high cost)
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Ⅲ. The Contents and Scope of the Project

   1. The development of fungal additives using anaerobic acid-tolerant fungi had 

      highly cellulolysis activity(to overcome physical problems of rice straw) 

      A. Isolation and identification of anaero-cellulolytic acid-tolerant fungi

      B. Development of fungal additives 

      C. Development of microbial additives for rice straw silage using fungus  

(from first sub-project), yeast(from second sub-project) and trans- 

genic bacteria (from third sub-project)

   2. The development of microbial additives using anaerobic acid-tolerant yeast 

produced microbial single cell protein using organic acid (to overcome 

chemical problems of rice straw)

      A. Searching and selection of anaerobic acid-tolerant yeast produced microbial 

single cell protein using organic acid  

      B. Characterization of selected yeast and development of yeast additives 

using characterized yeast

      C. In vitro test to verify yeast additives developed in the project

    

   3. The development of microbial additives using transgenic bacteria produced 

      esterase had delignification activity(to overcome nutritional problems of rice straw)

      A. Isolation and identification of microbes produced esterase had delignifi- 

cation activity.

      B. Sequencing, Cloning and characterization of esterase genes

      C. Development of microbial(bacterial) additives using esterase gene trans- 

genic bacteria

   4. Industrialization study and in vivo trial using developed microbial additives for 

      improving feed values of rice straw(to overcome logistical problems of rice straw)

      A. Making of rice straw silage to verify effects of microbial additives 

developed in the projects

      B. Verification study of developed additives in the project using in vivo 

metabolic and feeding trials and their industrial applications 
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Ⅳ. Suggestion on Application of the Results

   1. The development of microbial(fungal) additives using anaerobic acid- 

tolerant fungi had highly cellulolysis activity

      A. Isolation and identification of anaerobic cellulolytic acid-tolerant fungi

        1) Isolation of cellulolytic acid-tolerant fungi from anaerobic ecosystems

          A) Isolation of cellulolytic fungi from ruminant animals and termites

            (1) 40 fungal species were isolated from the duodenum segment in the 

digestive tracts of Korean native bulls(Hanwoo)

           (2) 15 fungal species were isolated from the digesta fluids of termites

          B) Screening of isolated fungi

            (1) Enzyme activities and DM digestibilities

           (2) Check of contamination and fermentation products

            (3) Finally, 27 fungal species were screened; 18 species of them from the 

duodenum segment in the digestive tracts of Hanwoo, Others (9 

species) were from termites.

          C) Characteristics and identification of screened fungi

            (1) Identificated by fine structure of fungi through SEM imagination 

            (2) Finished identification of 27 fungal species

      B. Development of fungal additives using anaerobic fungi

        1) Effects of fungi additions on DM digestibility and enzymes activities

          A) Microorganism : 8 species of anaerobic fungi

            (1) 4 fungal species were from Hanwoo

           (2) 4 fungal species were from termites

          B) Investigated items

            (1) Digestibility of rice straw

           (2) Enzymes(cellulase, xylanase and avicelase) activities

          C) Obtained results

            (1) DM digestibilities of RS were increased by the addition of GS RI-13, 

GSMI-01 and GSMI-10 fungi compared to other fungi.

           (2) Enzymes (cellulase, xylanase and avicelase) activities were also 

higher in the the group of GSRI-13, GSMI-01 and GSMI-10 fungi 
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than others

        2) Silage manufacture test of rice straw using Lab-scaled wrapping technique

          A) Microorganism : 3 species of anaerobic fungi

            (1) GSRI-13, GSMI-01 and GSMI-10

          B) Investigated items

            (1) pH and NH3-N concentrations in rice straw silage

           (2) Changes in chemical contents(protein, NDF and ADF) of rice 

straw silage

           (3) Changes in inoculated fungal populations in  rice straw silage

          C) Results obtained

            (1) The protein contents(%) in rice straw silage was increased by 

the addition of fungal inoculation. 

           (2) The population of fungus inoculated in the rice straw silage was 

very highly colonized within 30days ensiled.

           (3) The quality of rice straw silage was improved by the inoculation 

of fungi.

        3) The effects of fungal additives on the quality of rice straw silage

          A) Materials : Rice straw silage fermented for 30days

            (1) Rice straw silage (untreated)

            (2) Rice straw silage added fungal(GSRI-13) additives

            (3) Rice straw silage added fungal(GSMI-01) additives

            (4) Rice straw silage added fungal(GSMI-10) additives

          B) Investigated items

            (1) In situ(Nylon bag) digestibility

          C) Results obtained

            (1) In situ DM digestibility of un-treated, GSRI-13, GSMI-01 or 

GSMI-10 treated rice straw silage was 34.30, 38.93, 38.31 or 

41.20%, respectively.

            (2) In situ  DM digestibility was improved with the value of 12, 10 

or 17% by the addition of fungal additives manufactured with 

GSRI-13, GSMI-01 or GSMI-10, respectively
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      C. Development of microbial additives for rice straw silage using fungus  

(from first sub-project), yeast(from second sub-project) and trans- 

genic bacteria (from third sub-project)

        1) Studies on the interactions between fungus, yeast and bacteria in in 

vitro  trials

          A) Microorganism : 3 species of anaerobic microbes

            (1) Fungus : GSMI-10 obtained from first sub-project

            (2) Yeast : KCTC-6694 obtained from second sub-project

            (3) Bacteria : ATCC-19169 obtained from third sub-project   

          B) Investigated items

            (1) Microbial populations in the medium of co-cultured test-tube 

after 12, 24, 48 and 72h incubation. 

          C) Result obtained

            (1) Only bacterial specie(Fibrobacter succinogense S85) can grow 

vigorously in co-cultured medium with bacterial specie (F. 

succinogense S85), yeast strain (KCTC-6694) and fungal strain 

(GSMI-10 isolated from the digesta juices of termites).

            (2) Anaerobic fungi can not grow in co-cultured medium with 

bacteria and/or yeast.

            (3) Delivery system was required for industrial application of 

microbial(bacteria1, yeast and fungal mixture) additives

        2) Selection of micro-additives and development of delivery system

          A) Selection of micro-additives

            (1) Selected glucomannan-oligosaccharide(Bio-Mos) and bentonite for 

as a micro-additive

            (2) Addition level of micro-additives (the mixture of Bio-Mos and 

bentonite as a same volume) to adjuvants (carrier materials) 

was decided as a level of 0.05%.

          B) Adjuvants (carrier materials)

            (1) Selected weat bran as a adjuvant

            (2) Addition level of microbial additives to adjuvants was 0.45%

          C) Delivery system
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            (1) Large-scale cultures of individual microbe for harvesting of microbes

            (2) cultured materials were centrifuged and then freezer dried

            (3) freezer dried microbes(bacterium, yeast and fungus) were mixed with 

same volume

            (4) Mixed microbes were remixed with micro-additives & adjuvants as 

a carrier.

        3) Preservation ability and real effect of microbial additives developed in 

the research

          A) Microbial additives: 

             Microbial additives were manufactured according to the "delivery 

system" described above.

          B) Preservation ability of microbial additives were checked by the 

counting of microbes inoculated (bacteria, yeast and fungi) in the 

20-days old microbial additives manufactured as the same manner 

of "delivery system" according to the preservation days; 20, 40, 60 

and 80days.    

          C) Investigated items

            - Preservation periods of RS silage: 10, 30, 60 and 90days

            (1) pH and fermentation temperature(℃)

            (2) Changes of protein contents(%) in RS silage

            (3) In vitro 72h digestibility of RS silage

            (4) Changes of microbial populations inoculated in RS silage

          D) Results obtained

            (1) Microbial populations(bacterium, yeast and fungus) inoculated  in 

the microbial additives manufactured as the same manner of 

"delivery system". The result means the preservation ability was 

high and enough to industrialize.

            (2) pH and fermentation temperature(℃) in the silages did not 

affected by the addition of microbial additives developed in the 

project.

            (3) Protein contents(%) and microbial populations were quiet higher 

compared to untreated RS silage in early fermentative stage 

(before 30days).
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            (4) In vitro 72h digestibility of RS silage was increased by the  

addition of microbial additives developed.

   2. The development of microbial additives using anaerobic acid-tolerant  

yeast produced microbial single cell protein using organic acid

      A. Searching and selection of anaerobic acid-tolerant yeast produced 

microbial single cell protein using organic acid

        1) Searching yeast species utilizing SCP production process on the web 

and literature

            : NRRL, ATCC, BCCM, CBS, KCTC, DSMZ, IMI, JCM and WDCM

        2) Selecting of yeast species by growth ability in anaerobic conditions, 

optimum temperature, optimum pH growth rate, etc. 

         3) Purchased 5 strains(2 strains of bacteria and 3 strains of yeast) selected

         4) Selection and characterization of microbes purchased

            : Growth rate of microbes purchased in acidic or neutral medium

            : Enzymes activity of microbes purchased in acidic or neutral medium

            : Protein conversion rate using organic acid

            : Bacillus circulanse, lactobacillus plantarum, candida utilis and candida 

sp. were finally selected as seed microbes for developing probiotcs.

      B. Characterization of selected yeast and development of yeast additives 

using characterized yeast

        1) Protein synthesis rate of yeast by using organic acid

          A) Microorganisms

            (1) KCTC 7219 : Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694 : Candida glabrata var thermoidea

            (3) KCTC 7137 : Pichia jadinii

            (4) KCTC 7120 : Candida robusta

            (5) ATCC 9950 : Candida utilis  (Henneberg)

            (6) ATCC 18790 : Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph

          B) Investigated items

            (1) pH value in the supernatant of medium containing urea or 

ammonia as nitrogen sources

            (2) Growth rate in the medium containing urea or ammonia as 

nitrogen sources
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            (3) Protein concetration derived from yeast.

          C) Result obtained

            (1) Growth rate of yeast strains used was higher in the medium 

containing ammonia than in the medium containing urea  as 

nitrogen sources.

            (2) Protein concetration derived from yeast, KTCT 6694 was the 

highest in all strains tested.

            (3) Growth rate and protein concetration derived from yeast were 

generally higher in strains of KCTC 7219(Candida 

glabrata/Torulopsis glabrata), KTCT 6694 (Candida glabrata) 

ATCC 18790(Saccharomyces cerevisiae).

 

        2) Establishment of optimal additive level

          A) Microorganisms

            (1) KCTC 7219(A):  Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694(B):  Candida glabrata var thermoidea

            (3) ATCC 18790(C): Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph

          B) Investigated items

            (1) Growth rate in mono-cultures

            (2) Growth rate in co-cultures with A+B, A+C, B+C and A+B+C.

          C) Result obtained

            (1) Growth rate of yeast strains, KTCT 6694 and KCTC 7219 was 

the highest in the OD value evaluation and cell-forming unit, 

respectively when mono-cultured.

            (2) Growth rate of yeast strains was depressed by the co- culture 

with KCTC 7219.

            (3) Therefore,  yeast strains, KTCT 6694 was evaluated as the best 

strain for developing microbial probiotics.

        3) The effect of yeast additives on the quality of rice straw silage

          A) Microorganisms

            (1) KCTC 7219(A):  Candida glabrata/Torulopsis glabrata

            (2) KTCT 6694(B):  Candida glabrata var thermoidea

            (3) ATCC 18790(C): Saccharomyces cerevisiae  Hansen, teleomorph
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          B) Investigated items

            (1) Effect of yeast inoculants on pH values during the ensiling 

procedure of rice straw silage

            (2) Effect of yeast inoculants on crude protin levels(%) during the 

ensiling procedure of rice straw silage

            (3) Microbial populations (bacterial and yeast) in the 1g of rice 

straw ensiled for 15 days. 

          C) Result obtained

            (1) pH value in RS silage inoculated yeast strains was lower than 

the RS silage un-inoculated yeast strains.

            (2) Crude protein levels(%) was the highest in RS silage inoculated 

yeast strain, KTCT 6694. 

            (3) Therefore, yeast KTCT 6694 strain was evaluated as the best 

strain for developing microbial probiotics.

      C. In vitro test to verify yeast additives developed in the project

        1) Microorganism : 3 species of anaerobic microbes

           A) Fungus : GSMI-10 obtained from first sub-project

           B) Yeast : KCTC-6694 obtained from second sub-project

           C) Bacteria : ATCC-19169 obtained from third sub-project   

        2) Culture type

           A) Mono- culture:  Bacterium,  Yeast and Fungus

           B) Co- culture: Bacterium+Yeast,  Bacterium+Fungus, Yeast+Fungus

           C) Sequential- culture:

              (1)  Fungus(1d) + yeast(1d) and then bacteria inoculation 

              (2) Fungus(2d) + yeast(1d) and then bacteria inoculation 

              (3) Fungus(3d) + yeast(1d) and then bacteria inoculation 

        3) Investigated items

           A) pH value in the supernatant of anaerobic medium

           B) Microbial(bacterial, yeast & fungal) populations in the supernatant 

of anaerobic medium

           C) CMCase and xylanase activity(IU) in the supernatants of medium

           D) Nitrogen concentration(μmol/mL) in the supernatant of medium

        4) Result obtained
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           A) pH value in the supernatant of anaerobic medium was the highest 

in fungal culture and the lowest in yeast culture, when mono- 

cultured.

           B) There was no contamination in mono- cultured medium, only 

bacterial species(ATCC 19169) can grow vigorously in co-cultured 

medium with yeast strain (KCTC-6694) or fungal strain 

(GSMI-10).

           C) Anaerobic fungi can not grow in co-cultured medium with bacteria 

and/or yeast.

           D) CMCase and xylanase activity(IU) in the supernatants of medium 

were significantly increased when sequentially inoculate fungal 

cultures that had been grown in rice straw for 1d  (initial stage 

of growth, lag phase), 2d and 3d (late stage of growth, stationary 

phase) with mixed yeast for 1d and then finally inoculated 

bacteria. 

   3. The development of microbial additives using transgenic bacteria    

produced esterase had delignification activity.

      A. Isolation and identification of microbes produced esterase had 

delignification activity.

        1) Isolated 8 strains (GSRR-1, GSRR-2, GSRR-3, GSRR-4, GSRR-5, 

GSRR-6, GSRR-7 and  GSRR-8) of rumen anaerobic fungi produced 

esterase had delignification activity.

        2) Isolated 8 strains; GSRR-1, GSRR-2, GSRR-3, GSRR-4, GSRR-5, 

GSRR-6, GSRR-7 and GSRR-8 were identified as a Neocallimastix, 

Anaeromyces, Piromyces, Piromyces, Neocallimastix, Neocallimastix, 

Piromyces and Orpinomyces, respectively.

        3) GSRR-1(Neocallimastix) & GSRR-4(Piromyces) had higher activity for 

delignification among 8 strains isolated.

      B. Sequencing, Cloning and characterization of esterase genes

        1) Acetyl xylan esterases axe6A and axe6B located adjacent to one 

another on the Fibrobacter  succinogenes chromosome have been 

separately cloned and their properties characterized.
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        2) Both esterases contain an N-terminal carbohydrate esterase family six 

catalytic domain (CD) and a C-terminal family six carbohydrate 

binding module (CBM). 

        3) The amino acid sequences of the respective CDs and CBMs exhibited 

52 and 40% amino acid similarity. The CDs  of the two esterases 

exhibited the highest similarity to acetyl xylan esterases AxeA and 

BnaA from the ruminal fungi Orpinomyces sp. and Neocallimastix 

patriciarum, respectively.

        4) Axe6A and Axe6B were optimally active at neutral pH and had low 

Km values of 0.084 and 0.056 mM, respectively.

      C. Development of microbial (bacterial) additives using esterase gene- 

transgenic bacteria

        1) Axe6A and Axe6B were shown to bind to insoluble cellulose and 

xylan and to soluble arabinoxylan. 

        2) Axe6A deacetylated acetylated xylan at the same initial rate in the 

presence and absence of added XynE xylanase from F. succinogenes, 

but action of the xylanase on acetylated xylan was dependent upon 

the initial activity of Axe6A. 

        3) The products of hydrolysis of acetylated xylan by xylanase alone was 

primarily xylotriose and longer chain xylooligosaccharides, however, in 

the presence of acetyl xylan esterase the major hydrolysis products 

were xylotriose, xylobiose and xylose. 

        4) The capacity of the acetyl xylan esterases to bind to plant cell wall 

polymers and independent deacetylate xylan enable xylanase to release 

hydrolysis products documents the central role acetyl xylan esterases 

to improve access of F. succinogenes to cellulose

   4. Industrialization study and In vivo trials using developed microbial 

additives for improving feed values of rice straw

      A. Making of rice straw silage to verify effects of microbial additives    

developed in the projects

        1) Effects of microbial additives on the quality of rice straw silage

          A) Effects of microbial additives on the chemical contents and fermentation 
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characteristics of rice straw silage

            (1) Expeimental materials : Microbial additives developed in the project.

            (2) Addition levels of microbial additives : 0.0, 0.1 and 0.5% of rice 

straw silage (as DM basis)

            (3) Investigated items

              (A) Effects of different levels of microbial additives on pH, NH3-N, 

lactate acid acetate composition of rice straw silage during 

different ensiling period

             (B) Effects of different levels of microbial additives on chemical 

composition of rice straw silage during different ensiling period

             (C) Effects of different levels of additives on buffering capacity 

(meq of NaOH/100g DM) of rice straw silage during different 

ensiling period

           (4) Results obtained

              (A) pH was decreased by the addition of microbial additives 

developed, and the trend was more noticed as the level of 

addition was increased

             (B) Crude protein content(%) DM in the rice straw silage during 

different ensiling period was quickly increased by the addition 

of microbial additives, and the trend was more noticed as the 

level of addition was increased 

             (C) Buffering capacity (meq of NaOH/100g DM) of rice straw 

silage during different ensiling period was lowest in 0.1% 

supplementation level of additives, and highest in 0.5% 

supplementation levels, when observed in 30 days of ensiling.

        2) Effects of microbial additives on the in vitro and in situ digestibility of 

rice straw silage

          A) Expeimental materials : Microbial additives developed in the project.

          B) Addition levels of microbial additives : 0.0, 0.1 and 0.5% of rice straw 

silage (as DM basis)

          C) Animal : Rumen fistulated Holstein dairy cows

          D) Investigated items

            (1) In situ  dry matter(DM) disappearance rate of rice straw silage

           (2) In vitro  dry matter degradation(DMD) rate of rice straw silage
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          E) Results obtained

            (1) a+b fraction derived from In situ  DMD rate(%) of rice straw silage 

was 30.1%, 33.8% and 48.5% when supplemented microbial 

additives with the levels of 0.0, 0.1 and 0.5%, respectively

            (2) In vitro  48h dry matter degradation rate(%) of rice straw silage 

was 42.36, 43.06 and 47.79%, when supplemented microbial 

additives with the levels of 0.0, 0.1 and 0.5%, respectively. 

      B. Verification study of developed additives in the project using in vivo 

metabolic and feeding trials and their industrial applications 

        1) The effects of microbial additives developed in the project on the in vivo 

metabolic response of Hanwoo steer

          A) Expeimental materials : Microbial additives developed in the project.

          B) Animal : 4 heads of rumen cannulated Korean native steers(BW, 450kg)

          C) Investigated items

            (1) pH, NH3-N, Total VFA, and individual VFA (acetic acid, 

propionic acid, butyric acid, valeric acid, isobutyric acid, 

isovaleric acid in the rumen fluids obtained from Hanwoo steers 

fed diets containing concentrate and rice straw or rice straw 

silage treated with an additive.

           (2) In vitro  dry matter degradation(DMD) rate of rice straw silage

           (3) Dry matter intake(kg/d) and the nutrient digestibility(%, DM 

basis) of Hanwoo steers fed diets containing rice straw or rice 

straw silage treated with microbial additives developed in the 

project.

          E) Results obtained

            (1) pH values and NH3-N concentrations (mg/100mL) in the rumen 

fluids obtained from Hanwoo steers were not affected by diets 

containing concentrate and rice straw or rice straw silage treated 

with an additive.

            (2) Total VFA, and individual acetic acid concentrations were 

increased by the feeding of rice straw silage treated with an 

additive.

            (3) In vitro  72h DM degradation rate of rice straw and rice straw 



- 27 -

silage was 37.7 and 43.5%, respectively.

            (4) Dry matter intake(kg/d) was increased by the addition of 

microbial additives to rice straw silage.

            (5) Crude protein and crude fiber digestibilities were also increased 

by the addition of microbial additives to rice straw silage.

        2) The effects of microbial additives on the in vivo feeding response of 

Hanwoo steer

          A) Animals : 24 heads of Korean native steers(initial BW, 489.9±24.5kg)

           B) Investigated items

             (1) Growth response of Hanwoo steer

             (2) Feed conversion rate

             (3) Carcass traits of Hanwoo steer

          C) Results obtained

             (1) Average daily gain of Hanwoo steer fed rice straw and rice straw 

silage was recored as a 759.8 and 778.8g/d, respectively.

             (2) Dry matter intake was also increased from 8.98kg/d to 9.52kg/d, 

without statistical differences.

             (3) Feed conversion rate also improved by the feeding of rice straw 

silage. 

        3) Industrial application of microbial additives developed in the project 
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제 1 장  연구개발과제의 개요

  제 1 절   연구개발의 필요성

 1. 기술적 측면

         가. 우리나라는 사료의 해외 의존도가 96%에 이르고 있을 뿐만 아니라 축산 경

영에서 사료비가 차지하는 비중은 80% 이상으로 매우 높은 실정이다. 또한, 

소 사육 농가들의 사료이용 형태는 전체 사료중 조사료의 급여비율이 38% 

수준에 불과하며 농후사료 즉, 배합사료의 공급비율이 지나치게 높아 반추

동물의 영양․생리적 그리고 경영적 측면에서 매우 비정상적인 사육형태를 

취하고 있다. 이의 근본적인 원인은 조사료 생산기반이 부실하거나 거의 없

다는데 기인하고 있음은 잘 알고 있는 사실이다.

         나. 이러한 문제점을 해결하고자 정부는 조사료 수급계획을 수립(1998년도)하고 

현재 30% 정도의 수급율을 보이고 있는 양질 조사료의 생산 비율을 점차 

확대하여 2004년까지는 56%로 증가시킬 계획으로 있었으나 단기적인 대책

으로서는 볏짚과 같은 부존 조사료의 개발에 의한 조사료 수급계획이 주요 

방안으로 수립되어 있다 (총 수급 조사료에 대한 볏짚, 산야초 등의 조사료

의 공급비율은 2001년 49.4%, 2004년 36.6%). 

         다. 조사료 수급 대책의 근본적 방향은 목초나 사료작물과 같은 양질 조사료의 

생산기반 확충이 중요하다는 데는 이론의 여지가 없다. 그러나 정부의 강력

한 의지에도 불구하고 현재 한․육우 낙농가의 어려운 재정적 여건을 감안

하면 집약적 생산 초지 조성이나 사료포를 신규 조성하는데 새로운 투자의 

여력이 없고 기반이 정립되기 위해서는 기술적․재정적 투자가 뒷받침이 되

어야 하기 때문에 장기적으로 꾸준히 일관성 있게 진행되어야 할 과제라고 

생각된다. 축산 경영에서 사료비가 차지하는 비중을 줄이기 위해서는 중․단

기적 수급대책으로 부존 조사료 자원의 적극 개발이 요구된다.

         라. 국내에서 생산되는 부존사료자원의 종류는 다양하고 많으나 실제 이용

할 수 있는 부산물은 극히 한정되어 있으며 또한 년중 계속 공급되는 

종류는 제한되어 있고 내용물의 성분함량도 편차가 심하여 사용에 많은 

애로 사항이 있으며 대표적인 부존사료자원인 볏짚은 에너지와 단백질

의 함량이 낮을 뿐만 아니라 소화율도 낮아 사료로서의 질이 떨어지기 

때문에 이를 해결할 수 있는 이용기술 개발이 요구되고 있다.
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         마. 부존사료자원으로서 대표적으로 이용되는 볏짚은 암모니아처리, 발효처리 

등과 같은 화학 및 생물학적 처리를 통하여 이용성을 높여 왔지만, 볏짚

은 목질화가 완성된 상태이기 때문에 위에서 언급된 처리를 통한 이용성

을 획기적으로 증대시키기에는 많은 한계가 있었다. 그러나 최근에 활발

하게 연구되고 있는 생물공학적 처리 방법은 지금의 연구에서와는 달리 

획기적으로 저질조사료 자원의 이용성을 향상시킬 수 있을 뿐만 아니라 

기술적․산업적․경제적 파급효과는 매우 높을 것으로 생각되므로 이 분

야에 대한 기술개발이 시급한 실정이다. 

  2. 경제 ․산업적 측면

         가. 정부는 우리나라의 소 사육두수를 현재보다 약간 감소한 3,050 천두 내

외로 유지하고 이때의 조사료 소요량 7,100 천톤 전량을 자급생산 이용

한다는 목표를 세우고 있다. 이를 조사료 공급원별로 보면 양질 조사료 

생산 4,000 천톤, 부존 사료자원 이용 2,600 천톤, 조사료 수입 500 천톤

으로 되어 있으며, 이 계획이 차질없이 이루어질 경우 소에 대한 조사

료와 농후사료의 급여비율은 현재의 33:67%(1997 년)에서 60:40(2004 

년)으로 높아져 선진국 수준으로 개선될 전망이다.

         나. 이상과 같은 조사료생산 목표를 조기에 달성하기 위해서는 볏짚 및 산

야초와 같은 부존사료 자원을 최우선으로 개발 이용하는데 두고 있다. 

이와 관련하여 부족되는 조사료의 완전 자급생산을 위해서는 사료작물 

재배면적을 360 천 ha 이상 확보하고 볏짚을 포함한 농업 부산물의 사

료화 이용율도 지금의 30%에서 60% 이상으로 높여야 한다. 또한, 우리

나라에는 이용 가능한 농업 부산물이 년간 약 6,300 천톤정도 생산되고 

있으며 이중 50%를 수거하여 사료화 이용시 이는 가소화 양분(TDN)기

준으로 1,240 천톤에 해당되는데 이는 배합사료 1,700 천톤을 대체할 수 

있는 엄청난 양이다. 

         다. 지금까지 문제가 되어온 부존 사료자원의 이용성을 본 연구자들이 구상

하는 방향으로 획기적으로 증가시킬 수 있다면(보존성, 소화율 및 영양

소 함량의 증가로 볏짚의 사료가치를 알팔파 수준으로) 외국에서 수입

되는 사료원료의 많은 부분을 국내 생산 부존 사료자원으로 대체할 수 

있기 때문에 축산농가의 사료비 절감은 물론 축산업의 국제 경쟁력을 

높일 수 있을 것이다. 
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 3. 사회 ․문화적 측면

         가. 현재 부존사료자원으로 활용 가능한 농산가공부산물은 산업폐기물로 분

류되어 처리되고 있는 실정이나 이를 가축사료자원으로 활용한다면 폐

기물 처리비용과 사료비를 절감하고 환경오염을 방지할 수 있다.

         나. 현재 한국의 축산은 초유의 어려운 상황에 놓여 있다. 이러한 때에 대

상그룹이 라이신 생산 및 판매권을 독일의 기업에게 팔아 넘김으로서 

한국의 사료첨가제로서 필수적인 라이신의 가격조절 능력은 상실되어 

버렸다. 또한 많은 양의 사료첨가제들과 원료사료는 물론 조사료까지 

수입에 의존하고 있어 우리 축산업은 해외 의존도가 너무 높은 실정이

다. 안밖으로 어려운 이때에 본 연구과제는 사료원가의 부담을 줄여 축

산농가의 소득증대와 사료원료의 수입을 줄여 한국의 경제에 이바지 할 

뿐만 아니라 사회적인 안정도 꾀하고자 한다.
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 제 2 절   연구개발의 목표 및 내용

 1 .  연구개발의 목표와 내용

        본 연구과제의 궁극적인 목표는 생물 공학적 처리 방법을 통하여 우리나라의 

대표적인 부존 사료자원인 볏짚의 사료가치를 양질조사료의 대명사인 알팔파 수준으로 향

상시키는 기술을 개발하고 저장성과 운반성을 확보하여 산업화시키는데 있다.

구  분 연구 개발 목표 (과제명) 연구 개발의 주요 내용

제 1세부 

과제

볏짚의 물리적 문제점 해결을 위한

섬유소 분해 혐기․내산성 곰팡이를 

이용한 미생물 첨가제의 개발 

- 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기․내산성 

곰팡이의 분리․동정 및 선발

- 연속 발효조 실험을 통한 최적 첨가

  량과 최적 사용조건 구명 등을 통한

  곰팡이 발효제의 개발

- 곰팡이(제1 세부), 효모(제2 세부) 및 trans- 

genic미생물(제3 세부)을 이용한 최종 

발효제의 개발

제 2세부 

과제

 볏짚의 영양적 문제점 해결을 위한

유기산 이용 단백질 합성 혐기․내산성 

SCP생산 효모를 이용한 미생물첨가제

의 개발

- 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는

  혐기․내산성 효모의 탐색 및 선발

- 선발 효모의 특성구명 및 이를 이용한

  효모 발효제의 개발

- 대사시험을 통한 개발품의 효과

   검증시험

제 3세부 

과제

 볏짚의 화학적 문제점 해결을 위한 

Esterase 분비 transgenic 미생물을 

이용한 미생물 첨가제의 개발

- 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소 분비

(esterase) 미생물의 분리․동정 및 선발

- 해당 유전자 sequencing, 특성 분석 및 유

전자 cloning

- Esterase분비 transgenic미생물을 개발과

  이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

협동연구 

과제

 볏짚의 보존성과 운반성 확보를 위한

 볏짚 사료가치 증진용 미생물제제의

 실증시험 및 산업화 연구

- 최종발효제 검증을 위한 볏짚 곤포 사일

리지의 제조 시험

- 대사․사양시험을 통한 개발품의

  효과 검증시험 및 농가 실증시험

- 최종 개발품의 산업화 연구
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2. 연차별 연구개발 목표와 내용

   가. 제 1차 년도 (2002. 10 ~ 2003. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위

(제 1 세부과제)

섬유소 성분을 분해할 수 

있는 혐기 내산성 곰팡이의 

분리․동정 및 선발

① 혐기생태계로부터 내산․섬유소분해 곰팡이 분리

    : 반추동물의 십이지장 및 흰개미의 장내

    : 목표 - 20종 이상 분리

    : 반추위내 효모의 생존 유무 확인

② 분리 곰팡이의 screening 

    : 효소역가 및 소화율의 측정

    : 내산성 test, 생육적온 test

    : 가근의 길이 측정

③ 동정 균주의 특성조사 및 균주등록

    : SEM 촬영에 의한 미세구조의 관찰

    : 미생물자원보존센타에 특허균주 등록 (5종 이상)

(제 2 세부과제)

유기산을 이용하여 단백질을 

합성하는 혐기 내산성 SCP 생

산 효모의 탐색 및 선발

① SCP 생산을 위한 효모균의 문헌적 탐색 

  : NRRL, ATCC, BCCM, CBS, KCTC, DSMZ, IMI, JCM 및 

WDC 

② 탐색 균주의 구입

  : 5종 이상 구입 

③ 구입 균주의 특성조사 및 선발

  : 성장률, acid-tolerance test, 효소역가 측정

  : Doubling time 및 생육적온 조사

  : 유기산 이용 단백질 합성율 측정

(제 3 세부과제)

리그닌 matrix를 분해할 수 

있는 효소(esterase) 분비 미생

물의 분리․동정 및 선발

① 반추위 미생물들의 esterase 활력 측정

  : 재래산양 반추위에 존재하는 미생물중 곰팡이의 esterase

    활력 측정

② Esterase 활력 우수균의 선발 및 동정

③ 동정 균주의 특성조사 및 균주등록

    : SEM 촬영에 의한 미세구조의 관찰

    : 미생물자원보존센타에 특허균주 등록 (2종 이상)
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   나. 제 2차 년도 (2003. 10 ~ 2004. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위

(제1 세부과제)

연속 발효조 실험을 통

한 최적 첨가량과 최적 

사용조건 구명 등을 통

한 곰팡이 발효제 개발

① 섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명

② 간이 사일리지 제조 시험 (미생물 성장률 조사)

③ 볏짚 사료가치 증진에 미치는 영향 조사

(제2 세부과제)

선발 효모의 특성 구명 

및 이를 이용한 효모  

발효제의 개발

① 유기산 이용성과 단백질 합성량에 미치는 영향

② 최적 첨가량 및 사용조건의 구명

③ 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향

(제3 세부과제)

해당 유전자 sequencing, 

유전자특성 분석 및 유

전자 cloning

① Genomic DNA Library 구축

② 유전자 screening

③ 해당 유전자 sequencing 및 cloning

(협동연구과제)

발효제 효과 구명을 위

한 볏짚 곤포 사일리지

의 제조 시험

① 발효제가 곤포사일리지 성분에 미치는 영향

② 발효제가 곤포사일리지 발효특성에 미치는 영향 

③ 발효제가 사일리지 품질 및 소화율에 미치는 영향 
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  다. 제 3차 년도 (2004. 10 ~  2005. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위

(제1 세부과제)

곰팡이(제1세부), 효모(제2세

부) 및 transgenic 미생물 

(제1협동)을 종합한 최종 

발효제의 개발

① in vitro  시험을 통한 미생물간 상호작용 구명

② 적정 부형제 및 delivery system의 개발

③ 최종 발효제의 효과 검증 시험

(제2 세부과제)

In vitro  시험을 통한 개발

품의 효과 검증시험

① 발효제 구성 미생물의 생존성과 성장률 구명

② 소화율 및 효소분비량에 미치는 영향 구명 

③ 단백질 합성량 및 사료가치에 미치는 영향 구명

(제3 세부과제)

Esterase 분비 transgenic 미

생물을 개발과 이를 이용한 

미생물 첨가제의 개발

① Transgenic 미생물의 생산

② Transgenic 미생물의 특성 구명

③ Transgenic 미생물을 이용한 미생물 첨가제 개발

(협동연구과제)

대사․사양시험을 통한 개발

품의 효과 검증시험과 농가 

실증시험 및 최종 개발품의 

산업화 연구

① 발효제가 동물의 생산 반응에 미치는 영향 구명

② 발효제 사용에 대한 경제성 분석

③ 발효제에 대한 산업화 방안
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제 2 장  국내․외 관련기술의 현황과 문제점

  제 1 절   국내외 관련기술 현황

  1. 국내 ․ 외 관련 기술

         가. 부존사료자원의 이용성에 대한 중요성은 일찍부터 인식되어, 대학이나 

산업체 및 연구소 등에서 이에 대한 많은 관심을 갖고 오래 전부터 연

구를 수행해 왔으며 과거 20여년 동안 이러한 분야의 연구가 반추동물

영양학의 근간을 이루어 왔다. 그러나 실제로 부존 사료자원의 종류, 

생산 현황, 재배, 유통경로, 사료화 가능성 등에 대한 종합적인 자료가 

충분치 못한 형편이며 화학적․물리적 처리 가공 방법에 관한 매우 초

보적이고 단발적인 연구에 불과했다. 

         나. 우리나라에서 부존사료자원으로서 대표적으로 이용되는 볏짚은 암모니

아처리, 발효처리 등과 같은 화학 및 생물학적 처리를 통하여 이용성을 

높여 왔지만, 본질적으로 볏짚은 목질화(lignification)가 완성된 상태이

기 때문에 위에서 언급된 처리를 통한 이용성을 획기적으로 증대시키

기에는 많은 한계가 있었다. 그러나 최근에 활발하게 연구되고 있는 생

물공학적 처리 방법은 지금의 연구와는 달리 획기적으로 저질조사료 

자원의 이용성을 향상시킬 수 있을 뿐만 아니라 개발된 발효제의 기술

적․산업적․경제적 파급효과는 매우 높을 것으로 생각되나 관련기술

은 거의 정립되어 있지 않은 실정이다.

         다. 섬유소 함량이 높은 부존사료자원들의 사료가치 증진 방안으로 수행된 

사일리지 제조에 관한 연구들은 주로 계분, 전분, 암모니아 가스, 물, 

밀기울, 포도당 등의 첨가에 따른 사료적 가치평가의 수준이거나 사일

리지의 품질과 호기적 변패 방지를 위한 유기산 첨가 또는 예건의 효

과 등과 같이 화학적․물리적 처리 가공이 대부분을 이루고 있다. 반면 

부존사료자원이 갖는 영양적 측면과 목질화가 완성되어 나타나는 물리

적․화학적 측면을 고려한 근본적 문제 해결에 대한 접근이 매우 부족

한 실정이다. 

         라. 우리나라의 생태환경에서 탐색하여 섬유소 분해 미생물을 분리․동정

하여 그의 역가 및 cellulose 분해능력, 검증, 생명공학 기법 (Site 

directed mutagenesis)을 이용한 cellulase 역가의 향상 등에 관한 연구

는 매우 미미할 뿐만 아니라 제제화를 위한 기초이론 및 기술이 정립

되어 있지 않다. 
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         마. 국외에서도 70년대부터 개도국을 중심으로 간헐적으로 부존사료자원의 

이용에 대한 연구가 실시된 바 있으나 아직 초보적 단계를 벗어나지 

못하고 있다. 인도네시아의 경우 70년대 자국에서 생산되는 부존사료자

원을 이용하여 닭, 돼지 및 소에서 이용성 시험을 실시한 바 있고 중국

의 경우도 93년부터 옥수수대와 콩대를 펠렛화 하여 사양시험을 실시

한 바 있다. 이 밖에도 여러 종류의 부존사료자원에 대한 이용성 및 경

제성에 대한 시험이 세계 여러나라에서 이루어지고 있지만 부존사료자

원들이 갖는 근본적인 문제점을 해결하려는 연구는 아직 체계적으로 

수행되지 못하고 있는 실정이다.

제 2 절   현 기술상태의 문제점

         가. 야초와 같은 부존조사료자원은 수확 및 이용시 투여되는 노동력 등의 

노력에 비해 가축생산성이 낮은 것으로 인식되어 왔으며, 원료의 물리

화학적 성상, 이를 효율적으로 이용방안에 대한 검토뿐만 아니라 가공

기술개발 (보존성, 발효제 및 첨가제 개발 포함)에 인식과 필요성이 매

우 결여되어 있었다.

         나. 미생물 발효 첨가제의 시장규모는 날로 증가하고 있으며 시판되고 있

는 사일레지 발효제(H/MF inoculant, 제조원 Medipharm, 미국; KEM 

LAC 제조원 Kemin Co, 미국; Silo Guard II 제조원 International 

Stock Food Corp. 등)들은 대부분 외국에서 수입되어 사용되어 지고 

있는 실정이며, 문제는 이들 제품들이 사일레지제조에 사용되어 지는 

재료초가 연질의 목초 또는 옥수수이기 때문에 이러한 재료의 발효에 

적합한 조건을 가지고 있음에도 불구하고 우리 나라에서 재료초의 화

학적 물리적 성상을 고려하지 않고 무작위로 사용되고 있어 그 발효효

율이 매우 낮다.

         다. 볏짚으로 대표되는 부존사료자원의 본질적인 문제점은 (1) 영양소의 함

량(에너지, 단백질, 비타민 등의 함량)이 너무 낮고(단백질 함량 : 

4-5%), (2) 볏짚은 물리적으로는 각질화가 완성된 상태이고 (3) 화학적

으로도 섬유소, 리그닌 및 실리카 등의 함량이 높기 때문에 소화율이 

너무 낮으며(반추위 소화율: 40% 미만), (4) 또한, 대부분의 부존 사료

자원들은 지역적․계절적으로 생산되므로 지속적 급여를 위한 보존성

이 결여되어 있다는 점이다.
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제 3 절    문제점의 해결방안

      1. 영양학적 문제점의 해결방안 (제 2세부과제에서 해결) 

         앞에서 언급하였듯이 대표적

인 부존사료자원인 볏짚은 영양학적으

로 필요한 에너지, 단백질, 비타민 및 

미지성장 인자들의 함량은 너무 낮고 

필요 없는 리그닌, 큐틴 및 실리카 등

의 함량이 높아 사료로서의 가치가 매

우 낮은 실정이다. 이러한 문제점을 해

결하기 위해서 본 연구진들은 유기산을 

이용해서 단백질을 합성하는 효모군을 

동원할 예정이다. SCP(single cell protein) 생산공정에서 주로 사용하는 효모들 중에

는 혐기․내산성 미생물로서 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는 효모들이 문헌적

으로 많이 발견되고 있다. 예를들어 Candida utilis  Heenneberg(ATCC Number 

9550)라는 효모는 혐기성 미생물로서 생육 최적 pH 4.3이고 SCP로서 기호성이 매우 

높으며 GRAS(generally reconized as Safe) 균으로서 폐 목초자원의 유기산을 이용

하여 단백질을 합성해 내는 능력을 갖고 있다. 따라서 이러한 효모들을 첨가제로 개

발하여 보존성 문제를 해결하기 위하여 동원한 “부존 사료자원의 곤포사일리지화”에 

적용한다면 사일리지 발효시에 이 효모군들이 유기산을 이용하여 성장하므로서 단백

질을 합성해낼 뿐만 아니라 효모에 많은 양으로 함유되어 있는 비타민이나 미지성장

인자들이 자연스레 사료자원에 포함될 수 있을 것이다. 따라서 낮은 영양소 문제는 

자연스레 해결될 수 있을 것이다(목표치: 볏짚의 단백질 함량 4%를 12%로).   

      2. 물리적 문제점의 해결방안 (제 1 세부과제에서 해결)

         볏짚은 물리적으로는 각질화가 완성된 상태로서 그림에서 보듯이 볏짚의 

각질층(표피층)에는 미생물이 붙어 살지 못하므로 반추위 미생물 소화에서 장벽

(barrier)의 역할을 하므로서 소화율을 급격히 감소시킨다. 이러한 문제점을 해결하기 

위해서 본 연구진들은 가근을 이용해서 물리적으로 각질층을 파괴시키는 능력을 갖

고 있는 혐기․내산성 곰팡이군을 동원할 예정이다. 비교적 최근에 반추위내에서 발

견된 혐기성 곰팡이들은 식물상으로서 뿌리(가근)를 갖고 있다. 따라서 이들은 성장

을 위해서 기질(사료)에 뿌리를 내려 영양소를 흡수해야 한다. 혐기성 곰팡이가 사료

에 뿌리를 내리면 각질층은 파괴된다(아래 SEM 사진의 좌측상단과 우측하단의 흰 

뿌리 참조).
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본 연구진 들이 filter paper(100% cellulose로 구성)를 기질로 곰팡이를 순수 in 

vitro 배양한 사진(아래사진 좌측)에서 보듯이 곰팡이의 긴 뿌리의 작용으로 filter 

paper가 길게 분해되어 있는 모습을 볼 수 있다. 또한 반추위 곰팡이가 분비하는 가

수 분해 효소(CMCase)는 상업적으로 시판되고 있는 효소의 활성보다 수 십배 강하

다(아래사진 우측).

 

또한, 비교적 연구가 많이 수행되지 못하고 있는 혐기성 곰팡이 자원의 탐색을 위해

서는 반추동물의 장은 물론이거니와 목재를 갉아먹고 사는 흰개미의 장내에서도 혐

기성 곰팡이를 분리해 낼 것이다. 아직까지 흰개미의 장내에서 혐기성 곰팡이를 분

리하였다는 보고는 없지만 우리 연구진들은 흰개미의 장내에 곰팡이의 가근(뿌리)이 

있음을 확인 하였다(그림 중간부분). 따라서 흰개미의 장내에서도 섬유소의 분해력과 
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가근의 발달이 매우 왕성한 혐기성 곰팡이들을 다량으로 확보할 수 있을 것으로 기

대된다. 따라서 이렇게 확보한 곰팡이들을 첨가제로 개발하여 곤포사일리지 제조시 

적용한다면 사일리지 발효기간 중 충분히 성장하므로서 물리적으로는 각질층을 파괴

시키고 화학적으로는 강력한 효소를 분비하므로서 부존사료자원의 소화율을 획기적

으로 증가시킬 수 있을 것이다(목표 소화율 : 볏짚 40%을 65% 이상으로).

  3. 화학적 문제점의 해결방안 (제 3 세부과제에서 해결) 

    볏짚은 화학적으로는 각

질화 단계에서 침착된 리그닌

이나 실리카의 함량이 너무 

높으며 이들과 결합된 섬유소

나 단백질은 미생물이 분해시

키지 못하기 때문에 소화율이

나 에너지의 이용효율이 너무 

낮다는 것이다. 리그닌이란 오

른쪽 그림에서 보듯이 3개의 

xylose에 arabinose가 붙고 그 

위에 ferulic acid, qumalic 

acid 혹은 synapic acid 등이 

붙어 있는 구조를 lignin unit
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라고 하는데 이 구조와 연결되어 있는 모든 영양소들은 미생물의 작용을 받지 못한

다. 따라서 arabinose와 여러 acids들을 끊어 주는 효소(peroxidase, esterase)에 많은 관

심이 집중되었는데 아주 최근에 반추위 곰팡이가 이 효소를 분비한다고 알려지고 있

다. 그러나 그 양이 많지 않은 단점이 있다. 따라서 이러한 문제점들을 해결하기 위

해서 본 연구진들은 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소 esterase를 분비하는 미생

물의 분리․동정하고 Genomic DNA Library를 구축한 다음, 유전자를 screening하고 

해당 유전자 sequencing한 다음 transgenic 미생물(유산균에 transfer)을 만들어 첨가

제를 개발해 내고자 한다. 따라서 이렇게 확보된 transgenic 미생물들을 곤포사일리지 

제조시 적용한다면 부존사료자원의 소화율을 획기적으로 증가시킬 수 있을 것이다(목

표 소화율: 볏짚 40%을 65% 이상으로).

  4. 보존성 및 운반성 문제점의 해결방안 (협동연구과제에서 해결)

    대부분의 부존 사료자원들은 지

역적․계절적으로 생산되므로 효율적

인 사료자원화를 위해서 지속적 급여

가 가능한 보존성을 확보하여야 하며 

운반성 등이 용이하여야 한다. 따라

서 이러한 문제점들을 해결하기 위해

서 본 연구진들이 동원한 방법은 일

차적으로 “부존 사료자원의 곤포 사

일리지화”이다. 곤포 사일리지 제조

시에 위에서 개발된 미생물제제들(부

존사료자원의 영양학적․물리적․화

학적 문제점들을 해결하기 위한 미생

물 첨가제들)을 투입한다면 부존사료자원의 사료가치도 획기적으로 증가시키고 보존

성과 운반성도 확보될 것으로 희망한다. 따라서 본 연구과제의 궁극적인 목표는 생

물 공학적 처리 방법을 통하여 우리나라의 주요 부존 사료자원인 볏짚의 사료가치를 

양질조사료의 대명사인 알팔파 수준으로 향상시키는 것이다. 
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제 4 절   앞으로의 전망

       1. 2000년 기준으로 약 25억불 상당이 사료자원도입 비용으로 막대한 외화가 

지출되었다. 이의 대부분이 배합사료원료 수입에 사용되고 있으며, 조사료

생산기반이 지극히 낮은 현 실정에서 국내의 부존자원을 조사료원으로 활

용하려는 노력은 가속화 될 것이다.

       2. 원료사료의 가격 상승, 각 국가의 환경에 대한 규제 심화, 수입자유화 이

후 자국자원의 보존 추세 등이 겹쳐 전체적인 사료가격의 앙등 및 품귀현

상이 우려됨으로 대체 사료원의 개발이 시급하며 지역별․계절별 부존사

료자원에 대한 정보 및 이용기술개발이 매우 필요할 것으로 전망된다. 

       3. BT (Biotechnology) 산업의 중요성이 강조되어지는 현 산업의 추세와 더

불어 우리 생태환경에서 고부가가치의 생물자원의 개발에 대한 연구가 활

발히 전개될 것이다.

       4. 앞에서 언급한 본 연구과제의 기술개발이 완료되었을 때 사일리지 발효제, 

사료첨가제의 개발, TMR 사료에의 응용 등 동물산업 뿐만 아니라, 섬유

소가 많은 폐기성 부산물자원의 재활용 등 환경적 제반 분야에 활용 가능

성이 넓혀 질 것으로 기대된다.
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제 3 장  연구개발 수행 내용 및 결과

 제 1 절  섬유소 분해 혐기․내산성 곰팡이를 이용한 미생물 

첨가제의 개발 (제 1 세부과제)

1. 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기 내산성 곰팡이의 분리 ․ 동정 및 선발 

  가. 연구수행 내용

   1) 공시재료

      혐기 내산성 생태계로부터 혐기성 곰팡이를 분리하고자 반추동물 십이지장액

과 흰개미의 장액을 공시재료로 이용하였다. 십이장액은 도살장(대화도축장: 

진주시 상평동 소재)에서 채취하였고 흰개미는 밀양대학교 흰개미방제연구팀

으로부터 분양 받아 사육하며 장액을 채취하였다.

   2) 공시재료로부터 곰팡이의 분리

     가) 섬유소 분해 곰팡이 분리를 위한 Enrichment : 공시재료로부터 섬유소분해 

곰팡이를 분리하기 위하여 배지중의 탄수화물원을 ball-milled filter paper

로 대체하고 항생제를 투여하여 배양액 속에서 일정기간 혐기 배양 시켜 

섬유소 분해 곰팡이의 enrichment를 유도하였다.

  나) 공시재료의 희석 : Enrichment 시킨 공시재료는 혐기희석액(Bryant와 

Burkey, 1953) 십진희석법으로 100∼10-5까지 희석하여 순수분리를 위한 접

종액으로 이용하였다(Table 1-1).

Table 1-1.  Anaerobic dilution solution (Bryant & Burkey, 1953) 

Component Unit     Amount

  Mineral solution Ⅰa ml 7.50

  Mineral solution Ⅱb ml 7.50
  Cystein․HCl․H2O g 0.05
  Na2CO3 g 0.30
  Resazurin, 0.1% solution ml 0.10
  D-H2O ml 100.00

a K2HPO4. 6g in 100.0ml of distilled water.
b NaCl, 1.2g; (NH4)2SO4, 1.2g; KH2PO4, 0.6g;  CaCl2, 0.12g; MgSO4․7H2O,
  0.25g in 100.0ml of distilled water.
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     다) 곰팡이의 접종 및 배양 : 탄수화물원이 750mg(절단 볏짚 6∼8개)의 공시기

질로 대체된 LAMF(Lowe's artificial medium for ruminal fungi, Lowe 

등, 1985, Table 1-2)를 이용하였다. 접종과 배양의 전 과정은 Hungate 

(1966)의 방법을 응용한 anaerobic gassing system으로 혐기상태를 유지하

였다.

Table 1-2. Medium compositions per 100mL of Lowe's medium for anaerobic 
culture of ruminal fungi

Component Unit Amount 

Mineral solution I  mL 7.50

Macro B solution mL 5.40

Trace B solution mL 1.00

VFA mixture solution mL 1.00

Hemin 0.1% solution  mL 1.00

Vitamin mixture solution mL 1.00

Resazurine 0.1% solution mL 1.00

Trypticase peptone g 0.10

Yeast extracts g 0.05

NaCO3 8% solution mL 15.00

Cystein-HCl․H2O  g 0.05

Distilled water mL 78.00

Mineral I solituon: KH2PO4, 1.8g; (NH4)2SO4, 1.8g; NaCl, 3.6g; MgSO4-7H2O, 0.73g; 
and CaCl2-2H2O, 0.77g

Macro B solution: KCl, 2.7g; NaCl, 2.7g; MgSO4-7H2O, 2.25g; CaCl2, 0.9g; and 
NH4Cl, 2.4g in  300.0ml of distilled water.

VFA mixture solution: Acetic acid, 2.05g; Propionic acid, 0.9g; butyrate, 0.54g; 
2-methyl butyrate, 0.015g; Isovalerate,  0.165g; Isobutyrate, 0.14g; n-Valerate, 
0.165g; and 0.2M NaOH, 210ml

Vitamin mixture solution: Pytidoxine HCl, 0.06g; Riboflavin, 0.06g; Thiamine HCl, 
0.06g;Nicotinamide, 0.06g; Ca-D-Pantothenate, 0.06g; PARA, 0.003g; and Stock 
Solution, 0.3ml in 300mL in distilled water.

 Vitamin Stock Solution: Folic acid, 0.125g; Biotin, 0.125g; and Covalamine, 0.0125g 
 in 25mL of dH2O.
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     라) Roll-tube법에 의한 섬유소 분해 곰팡이의 분리 : 희석된 공시재료 1ml을 

agar가 함유된 9ml의 배지에 접종한 후, 시험관을 얼음물에서 spinning시

켜 agar를 굳힌 다음 37℃에서 5∼14일간 배양하며 colony를 분리하였다. 

이 때 박테리아나 효모등과 같은 미생물의 성장을 방지하기 위하여 아래 

Table 1-3의 항생제를 혼합하여 투여하였다.

Table 1-3.  Antibacterial agent used in the experiment preventing to grow of 
bacteria and yeast

Component Unit Amount

  Penicillin-G, sulfate g 0.606

  Streptomycin g 0.132
  Chloramphenicol g 0.030
  Distilled water mL 50.00

     마) Colony의 분리 및 보존 : roll tube상에 형성된 colony를 anaerobic gassing 

system을 이용한 Hungate (1966)와 Holdman (1977)의 방법에 의해 혐기적

으로 순수분리하였다. 분리와 계대 과정중에는 박테리아의 오염을 방지하

기 위하여 두종류의 항생제 (①AB1 : benzyl penicillin, 1.7×105 IU; 

streptomycin sulfate, 0.170 μg․mL
-1
혼합액과 ② AB2 : AB1 ＋ 

chloraphenicol 30μg․mL-1혼합액)를 사용하였다.  분리된 곰팡이들 중에서 

섬유소 분해 곰팡이를 screening하기 위하여 배양액중에 탄수화물원이 

filter paper strip (whatman No.1, 20×10mm)으로 대체된 배지를 이용하였

는데, 배양액에 turbidity가 나타나는 culture tube는 박테리아가 오염된 것

으로 간주하였다. 순수성을 확보하기 위해 AB2 항생제를 사용하여 위와 같

은 과정을 반복하며 곰팡이를 순수 분리하였다.  분리된 곰팡이는 순수성

과 시험의 일관성을 유지하기 위하여 장기보존 배지에 보존하였는데 100ml

의 증류수에 50%의 glucose와 0.001%의 resazurine을 혼합하여 환원시키고 

Na2CO3 0.64%와 L-cystein 0.1%를 첨가하여 혐기적으로 보존용 tube에 분

주하여 멸균한 후, 곰팡이를 접종시켜 5∼7일간 배양하고 나서 대부분의 

배양액을 무균․혐기적으로 처리하여 다시 1ml의 신선한 배양액과 1ml의 

glycerol을 첨가하여 냉동 (-29℃) 보존하며 3개월에 1번씩 계대․보존하였

다.
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    바) 분리된 곰팡이의 섬유소 분해력 Screening

        분리된 균주들의 섬유소 분해력을 신속․간편하게 screening하여 실험에 공

시하고자 Congo-red법에 의한 CMCase test 등을 수행하였다.

Diluted rumen
contents filtrate

Roll tubes
containing 
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Liquid medium
Nouturbid

culture
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Figure 1-1. Isolation procedures of anaerobic fungi from the anaerobic ecosystems such as 
the duodenum segment of ruminants' digestive tract or the digesta juices 
from termites etc.
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      Figure 1-1에서와 같이 일반적인 곰팡이의 분리, 검사 및 배양법은 아래와 같

은 순서로 진행되었다. 

       (1) 반추동물의 십이지장액이나 흰개미의 장액을 채취하여

       (2) 2겹의 cheese cloth로 여과하였다.

       (3) 10-2에서 10-5까지 희석하였다.

       (4) 1ml의 시료를 roll tube에 접종하였다.

       (5) 박테리아 오염을 방지하기 위해서 benzyl penicillin, streptomycin sulfate 

그리고 chrolampenicol등을 혼합한 항생제를 곰팡이 접종 전에 첨가하여 

다른 박테리아나 효모 등의 오염을 방지하였다.

       (6) 39℃에서 3에서 5일간 배양하였다.

       (7) fungal colony를 취한다. Colony를 취하기 직전에 agar 배지상에 형성된 

colony의 물리적 형태를 관찰하였다.

       (8) Filter paper (7×7㎜)를 함유하는 Lowe's liquid fungal medium에 접종한

다. 이때,  filter paper는 펀치를 이용하여 천공해서 사용하면 편리하고 

반드시 멸균 시켜 사용하였다. 

       (9) 39℃에서 5에서 7일간 배양하였다.

      (10) glucose, cellobiose 그리고 starch가 0.15% 첨가된 liquid fungi medium

에 접종하였다.

      (11) turbidity를 관찰하여 turbidity가 양성 (＋)이면 bacteria가 성장한 것이므

로 실험에 사용하지 않았고 즉시 멸균처리한 다음 폐기하였다. 

      (12) glucose, cellobiose 그리고 starch가 0.15%씩 첨가된 roll tube에 접종하

였다. 

      (13) fungi colony를 취한 다음, glucose, cellobiose 그리고 starch가 0.15%씩 

첨가된 liquid fungi medium에 접종하였다.

      (14) turbidity가 0이거나 수치가 적은 tube만 실험에 이용하였다.

      (15) 2겹의 cheesecloth로 여과하였다.

      (16) UV spectrophotometer를 이용하여 420nm에서 흡광도를 측정하고 현미경 

하에서 관찰하였다. 

      (17) 흡광도가 0이거나 수치가 매우 낮을 때의 fungi만 분리하였다.

    사) Screening된 곰팡이의 동정

    균체구조가 흐트러지지 않도록 lactophenol액으로 곰팡이를 고정하여 영양기

의 반추위 곰팡이 형태를 현미경으로 관찰하여 Barr(1980)의 방법에 따라 동

정을 실시하였다. 동정을 위하여 filter paper disc 2개씩을 test tube에 넣고, 
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10ml의 Lowe's artificial medium을 anaerobic gass system을 이용하여 혐기

적으로 분주한 후, 121℃에서 20분간 멸균시켰다.  멸균이 완료된 test tube에 

7일간 배양한 공시균주를 1ml씩 각각 혐기적으로 접종한 다음, 72시간 동안 

37℃의  incubator에서 배양하였다. 배양이 완료된 시료는 전자현미경을 이용

하여 미세구조를 관찰하였다. 

        곰팡이 속의 동정은 광학 현미경과 전자 현미경 관찰에 의하여 나타난 thallus의 

형태 (monocentric형 혹은 polycentric형), 가근의 형태 (filamentous형 혹은 

bulbous형) 그리고 유주자에 부착된 편모의 수 (uniflagella형 혹은 multiflagella

형) 등에 근거하여 동정하였다.

    아) 전자현미경 (SEM)의 관찰

        전자현미경 관찰을 위한 전 처리는 Ho 등 (1988)의 방법을 응용하였다. 진공상

태에서 시료의 변형을 방지하기 위하여 0.5%와 5% glutaraldehyde 용액으로 고

정한 후, cacodylic buffer로 세척하고, 유기용매 치환법으로 10, 20, 30, 50, 70, 90 

및 100%의 ethyl alcohol을 차례로 30분간 통과시켜 탈수시켰다. 탈수가 끝난 시

료는 임계점 건조법(critical point drying method)을 이용하여 시료를 내압 용기

중에서 액화 CO2에 담근 다음 임계점온도(31℃, 72.8atm) 이상으로 가열하여 

gas화 시켜 건조하였다. 건조된 시료를 액체 silver를 이용하여 주사형 현미경의 

stub에 mounting 시킨 후, 진공증착장치에서 금(gold)을 시료표면에 분사 증착시

켜 주사형 현미경(SEM: Scanning Electron Microscopy)을 이용하여 관찰하였다.
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 나. 연구수행 결과

   1) 혐기성 곰팡이의 분리

      공시한 반추동물 한우의 십이지장액과 흰개미의 장액으로부터 각각 40종과 15

종의 곰팡이를 무작위로 순수 분리하였다. 무작위로 선발된 곰팡이들을 5차례에 걸

쳐 계대배양하며 높은 섬유소 분해력과 오염도를 나타내지 않는 곰팡이를 순수 분리

하여 한우 십이지장으로부터 18종 그리고 흰개미로부터 9종 등 총 27종을 screening

하였다. 한우와 흰개미의 장으로부터 섬유소 분해 곰팡이를 분리하는 과정 중에 나

타난 군락의 특성과 성장특성은 Table 1-4와 Table 1-5에 각각 나타내었다.

Table 1-4. 한우 십이지장으로부터 분리한 혐기성 곰팡이 군락의 색상, 모양 및 생장특성

분리번호 분리원
분리

승수

군락의 색 군락의 모양 호기

생장내부 중간 외부 형태 크기

GSRI-2 한우 10-2 황색 황색 흰색 구형 중 -

GSRI-3 한우 10-2 황색 / 흰색 난형 소 -

GSRI-5 한우 10-3 흰색 / 흰색 난형 소 -

GSRI-6 한우 10-3 흰색 황색 흰색 부정형 대 -

GSRI-7 한우 10-3 황색 황색 황색 구형 중 -

GSRI-9 한우 10-3 흰색 흰색 황색 구형 중 -

GSRI-11 한우 10-3 황색 황색 흰색 난형 대 -

GSRI-13 한우 10-4 흰색 / 흰색 부정형 소 -

GSRI-15 한우 10-4 황색 황색 흰색 난형 중 -

GSRI-16 한우 10-4 황색 황색 흰색 부정형 중 -

GSRI-21 한우 10-4 황색 황색 흰색 구형 대 -

GSRI-25 한우 10-4 흰색 흰색 황색 구형 대 -

GSRI-27 한우 10-4 황색 황색 황색 구형 중 -

GSRI-28 한우 10-4 황색 / 황색 구형 소 -

GSRI-29 한우 10-5 황색 / 흰색 난형 소 -

GSRI-31 한우 10-5 흰색 흰색 흰색 부정형 대 -

GSRI-34 한우 10-5 흰색 / 흰색 부정형 대 -

GSRI-37 한우 10-5 황색 황색 흰색 구형 대 -
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섬유소 분해 곰팡이를 분리하는 과정중에 7일 동안 성장시킨 colony의 색은 주로 황

색, 노란색 및 흰색이었는데, colony의 중앙에는 진한 황색 가운데 부분은 노란색 그

리고 가장자리로 갈수록 옅어져 흰색을 띄는 colony가 가장 많이 형성되었다.

그러나 성장 시기에 따라 colony의 색은 많은 변화를 보여 초기에는 흰색의 점으로 

성장을 시작하여 배양 3-4일경부터 중앙부분이 황색으로 변하며 5∼6일 이후 부터는 

급속히 성장하여 가장자리에 흰색의 환을 형성하는데 이는 곰팡이의 가근 때문에 나

타난 현상이라 생각된다. 흰개미의 경우는 한우에서와는 달리 흰색이 많이 형성되는 

것 같았다.

Table 1-5. 흰개미의 장으로부터 분리한 혐기성 곰팡이 군락의 색상, 모양 및 생장특성

분리번호 분리원
분리

승수

군락의 색 군락의 모양
호기

생장
내부 중간 외부 형태 크기

GSMI-1 흰개미 10-2 황색 황색 흰색 구형 중 -

GSMI-4 흰개미 10-2 흰색 / 흰색 부정형 소 -

GSMI-5 흰개미 10-2 흰색 흰색 황색 구형 중 -

GSMI-7 흰개미 10
-2

흰색 / 흰색 난형 소 -

GSMI-8 흰개미 10
-2

황색 황색 흰색 난형 중 -

GSMI-10 흰개미 10-2 흰색 흰색 황색 구형 대 -

GSMI-13 흰개미 10-3 황색 황색 황색 부정형 중 -

GSMI-14 흰개미 10-3 황색 / 흰색 난형 소 -

GSMI-17 흰개미 10-3 흰색 흰색 흰색 부정형 대 -

Colony의 형태는 circular 형태에서 irregular 형태에 이르기까지 다양하였으나 거의 

대부분이 둥근 형태였다. Colony의 크기는 직경 20mm이상(대)의 것부터 5mm 이하

(소)의 것까지 다양하였으나 대부분이 l0~20mm 범위의 크기를 가졌다. 호기 상태에

서 성장하는 미생물은 하나도 분리되지 않았다. 또한, 한우의 십이지장에서는 10
-3
∼

10-5 희석 배수에서 곰팡이가 주로 분리되었으나, 흰개미의 소화장기에서는 10-2 희석 

배수에서 주로 분리되었다.
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   2)  분리 곰팡이의 발효특성과 섬유소 분해력 측정

      한우의 십이지장과 흰개미의 소화장기에서 분리한 곰팡이의 발효특성과 섬유

소 분해력은 다음의 Table 1-6과 Table 1-7에서 보는 바와 같다.

분리한 곰팡이들의 섬유소 분해율을 구체척으로 확인하여 섬유소 분해균주를 선발하

고자 0.l%의 CMC(carboxymethylcellulose) 기질로 congo-red법에 의한 cellulase 

activity를 측정한 결과를 빈도수로 표시하였다. 한우에서 분리한 분리번호 GSRI-9

번과 GSRI-25번의 곰팡이는 clear zone을 형성하지 못하였지만 나머지는 대부분 상

당한 섬유소 분해력이 있었다. 특히 흰개미에서 분리된 곰팡이들이 한우에서 분리된 

곰팡이들 보다 clear zone을 넓게 형성하여 섬유소 분해율이 더 높은 것으로 평가되

었다.

Table 1-6. 한우에서 분리한 혐기성 곰팡이의 발효특성과 섬유소 분해력

분리번호 pH
지방산과 젖산 생성량 배지중 성장양상 탁

색

도

섬유소

분해력Acetate Butyrate Lactate 색깔 점도 거품

GSRI-2 5.83 3.49 0.76 2.49 ⊙ - ++

GSRI-3 5.45 2.35 - 0.92 ⊙ ⊙ ⊙ - +

GSRI-5 6.02 3.68 - - ⊙ - +++

GSRI-6 5.88 0.99 0.54 0.43 ⊙ ⊙ ⊙ - ++

GSRI-7 6.17 5.02 0.32 0.18 ⊙ - +

GSRI-9 6.25 4.56 - - ⊙ - +/-

GSRI-11 6.41 3.80 - - ⊙ ⊙ - ++

GSRI-13 6.19 5.42 0.97 0.32 ⊙ - +++

GSRI-15 6.23 3.48 0.29 0.19 ⊙ ⊙ - ++

GSRI-16 5.98 3.97 0.43 0.23 ⊙ - ++

GSRI-21 6.43 5.42 0.54 3.42 ⊙ - +++

GSRI-25 6.29 3.86 0.87 2.17 ⊙ + -

GSRI-27 5.57 2.87 0.28 3.85 ⊙ - ++

GSRI-28 5.32 4.83 - 0.89 ⊙ ⊙ ⊙ - +

GSRI-29 6.07 3.97 0.51 2.17 ⊙ - +++

GSRI-31 6.29 2.45 0.18 4.78 ⊙ ⊙ - ++

GSRI-34 6.17 4.67 0.39 6.23 ⊙ + +

GSRI-37 6.01 3.23 0.53 3.79 ⊙ ⊙ - ++
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Kudo 등(1990), Telmissen 등 (1991) 및 Davies 등(1993)은 혐기성 곰팡이들은 사양

체계뿐만 아니라 축종과 분리지역에 따라 서로 다른 분포를 보이며 같은 종으로 분

류된 것이라 할지라도 숙주동물의 종류와 분리 부위에 따라서도 섬유소 분해력에는 

상당한 차이를 나타낸다고 하였다. 또한, 한우에서 분리된 곰팡이 분리번호 GSRI-5, 

GSRI-13, GSRI-21 및 GSRI-29, 그리고 흰개미의 소화장기에서 분리된 곰팡이 분리

번호 GSMI-1, GSMI-7 및 GSMI-10는 clear zone의 지름이 25mm 이상으로 상당히 

넓게 형성되어 ce1lulase 역가가 상당히 높은 균주일 것으로 생각되었다.

Table 1-7. 흰개미에서 분리한 혐기성 곰팡이의 발효특성과 섬유소 분해력

분리번호 pH
지방산과 젖산 생성량 배지중 성장양상 탁

색
도

섬유소
분해력Acetate Butyrate Lactate 색깔 점도 거품

GSMI-1 5.34 2.54 0.17 1.68 ⊙ - +++

GSMI-4 5.82 3.43 0.25 2.43 ⊙ ⊙ + ++

GSMI-5 5.23 2.97 0.19 3.64 ⊙ ⊙ - ++

GSMI-7 5.86 3.15 - 4.92 ⊙ - +++

GSMI-8 6.07 4.87 0.36 3.12 ⊙ - ++

GSMI-10 5.36 2.14 0.42 2.35 ⊙ ⊙ - +++

GSMI-13 5.91 2.75 0.52 3.14 ⊙ ⊙ + ++

GSMI-14 6.02 3.18 0.39 4.07 ⊙ - ++

GSMI-17 5.57 2.05 0.27 2.19 ⊙ ⊙ - ++

   실제로 분리번호 GSRI-5, GSRI-13, GSRI-21, GSRI-29, GSMI-1, GSMI-7 및 

GSMI-10를 볏짚을 기질로 5일간 배양하였을 경우, 볏짚의 건물 분해율이 각각 

41.59, 46.54, 42.43, 55.39, 60.91, 59.43 및 61.10%로 나타났다. 이러한 볏짚의 소화율

은 단일 미생물을 이용한 실험결과를 고려할 때, 매우 높은 수치였다.

Table 1-8. 한우와 흰개미에서 분리한 혐기성 곰팡이에 의한 볏짚의 건물 분해율(%) 

분리번호
배양 시간 (일)

평균
표준

오차1 2 3 4 5

GSRI-5 5.31 11.41 31.34 33.43 41.59 24.62 1.32

GSRI-13 9.23 19.21 30.32 37.31 46.54 28.52 1.08

GSRI-21 11.39 25.27 36.43 39.65 42.43 31.03 2.23

GSRI-29 9.21 21.32 36.21 48.29 55.39 34.08 1.87

GSMI-1 12.93 18.15 41.43 48.19 60.91 36.32 1.34

GSMI-7 15.02 19.45 45.32 48.98 59.43 37.64 0.89

GSMI-10 13.21 18.97 39.25 47.21 61.10 35.95 0.97
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   3) 분리 곰팡이의 형태적 특성과 분류학적 위치(동정)

분리한 곰팡이들에 대하여 광학현미경과 전자 현미경을 동원하여 형태적 특성을 관

찰한 결과는 Table 1-9와 1-10에 각각 요약하였다. 

Table 1-9.  한우의 십이지장으로부터 분리한 혐기성 곰팡이의 형태적 특성과 분류학적 

위치

분리번호
성장

양상

포자낭 유주자 가근

모양
동정

모양 크기 stalk 모양 flagella

GSRI-2 mono oval 35 + oval multi filament Neocallimastix

GSRI-3 mono globes 70 + oval multi filament Neocallimastix

GSRI-5 poly fusiform 115 + globes uni filament Anaeromyces

GSRI-6 poly globes 60 +/- globes multi filament Orpinomyces

GSRI-7 mono variable 30 + oval uni filament Piromyces

GSRI-9 mono spherical 65 - globes uni bulbous Caecomyces

GSRI-11 mono variable 45 +/- oval uni/bi filament Piromyces

GSRI-13 mono globes 40 + globes multi filament Neocallimastix

GSRI-15 mono globes 35 + oval multi filament Neocallimastix

GSRI-16 mono globes 55 + globes multi filament Neocallimastix

GSRI-21 mono ellipsoidal 70 +/- oval uni filament Piromyces

GSRI-25 mono oval 80 + oval multi filament Neocallimastix

GSRI-27 poly spherical 25 - globes multi filament Orpinomyces

GSRI-28 mono spherical 40 - oval uni bulbous Caecomyces

GSRI-29 poly globes 55 - globes multi filament Orpinomyces

GSRI-31 mono spherical 40 - globes uni filament Piromyces

GSRI-34 mono ellipsoidal 60 - spheric uni filament Piromyces

GSRI-37 mono variable 80 + oval multi filament Neocallimastix

   혐기성 곰팡이는 유주자(zoospore), 포자낭(sporangia) 및 가근(rhizoid)의 3가지 

주요 부위로 구성되어져 있으며, 이러한 구성요인들의 미세구조와 형태 및 크기는 

속과 종을 분류하는데 기초자료가 된다. 또한, 성장 형태에 따라서 monocentric과 

polycentric 곰팡이로 크게 구별하는데, 전자는 엽상체(Stalk)당 1개의 포자낭

(sporangia)을 갖는데 반하여 후자는 다수의 포자낭을 가지며(Barr, l988), 

polycentric 곰팡이는 rhizoidal system에 핵(nuclei)의 존재 여부에 따라서도 

monocentric 곰팡이와 분류된다. 이와 같은 동정법에 의하여 한우의 십이지장에서 

분리한 18종의 곰팡이는 Table 1-9에서와 같이 동정되었다.
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 Table 1-10. 흰개미의 소화장기로부터 분리한 혐기성 곰팡이의 형태적 특성

분리번호
성장

양상

포자낭 유주자 가근

모양
동정

모양 크기 stalk 모양 flagella

GSMI-1 mono variable 45 + oval multi/bi filament Unknown

GSMI-4 unknown globes 60 + oval bi filament Unknown

GSMI-5 poly globes 80 + globes multi filament Unknown

GSMI-7 unknown fusiform 75 + globes uni filament Unknown

GSMI-8 mono variable 55 + oval uni/bi filament Unknown

GSMI-10 unknown spherical 70 + globes multi unknown Unknown

GSMI-13 poly variable 70 + oval uni/bi filament Unknown

GSMI-14 unknown Fusiform 55 + globes uni filament Unknown

GSMI-17 unknown variable 40 + variable multi filament Unknown

그러나 흰개미의 장내에서 분리한 곰팡이는 지금까지 문헌적으로 밝혀지고 있는 것

과 매우 다른 모습을 보여 동정이 불가능하였고, 새로운 종들로 명명되어야 할 것으

로 평가되었다. Cheng과 Selinger(1993)는 light microscope에 의한 속의 동정은 아

주 손쉬운 방법이긴 하지만 많은 혼돈을 야기시킬 수 있기 때문에 정확한 동정을 위

해서는 전자현미경적 관찰이 필수적으로 요구된다고 하였다. 따라서 전자 현미경을 

동원하여 분리된 곰팡이들을 관찰하여 보았으나 광학 현미경에서와 마찬가지로 특이

한 모습으로 나타났다. 성장형태가 특이하거나 사슴 뿔과 같은 모습을 하고 있는 포

자낭의 모습, 고리를 연상케 하는 stalk(sporangiopore)의 괴이한 모습, stalk와 구별

되지 않는 가근의 형태 등 문헌상으로 나타나지 않는 것들이 대부분이었다. 또한 지

금까지는 흰개미의 장내에서 곰팡이가 분리되었다는 연구결과는 보고된 바 없다. 따

라서 본 연구를 통하여 흰개미의 장내에서 분리된 모든 혐기성 곰팡이들은 새로운 

분류학적 위치에 포함시켜야 할 것으로 평가되었다.
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Figure 1-2. 흰개미의 장에서 분리한 혐기성 곰팡이 GSMI-7의 전자현미경(앞부분)  

및 광학 현미경 (뒷부분) 사진. (주)성장형태와 사슴뿔과 같은 모습을 하고 

있는 포자낭의 모습이 현재까지 밝혀진 혐기성 곰팡이와 많은 차이를 보임.

 

Figure 1-3. 흰개미의 장에서 분리한 혐기성 곰팡이 GSMI-10의 전자현미경(앞부분) 

및 광학현미경(뒷부분) 사진. (주)성장형태와 stalk(sporangiopore)의 모습 그

리고 가근의 형태가 현재까지 밝혀진 혐기성 곰팡이와 많은 차이를 보임.
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Figure 1-4. 흰개미의 장에서 분리한 혐기성 곰팡이 GSMI-14의 전자현미경(앞부

분) 및 광학현미경(뒷부분) 사진. (주)성장형태와 stalk(sporangiopore)의 모

습 그리고 가근의 형태가 현재까지 밝혀진 혐기성 곰팡이와 많은 차이를 보

임.

 

Figure 1-5. 흰개미의 장에서 분리한 혐기성 곰팡이 GSMI-17의 전자현미경(앞부

분) 및 광학 현미경(뒷부분) 사진. (주)성장형태와 고리를 연상케 하는 stalk 

(sporangiopore)의  괴이한 모습 그리고 stalk와 구별이되지 않는 가근의 형태

가 현재까지 밝혀진 혐기성 곰팡이와 많은 차이를 보임.
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2. 연속 발효조 실험을 통한 최적 첨가량과 최적 사용조건 구명 등을 통한 곰팡이 

발효제 개발

  가. 연구 수행내용

    1)  섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명

       가) 공시미생물: 1년차의 실험결과를 바탕으로 아래의 Table 1-11에 열거된 8

종의 곰팡이를 사용하였다.

Table 1-11. 공시 미생물의 종류와 특성

분리번호 분리원
분리

승수
pH

지방산과 젖산 생성량 배지중 성장양상 탁
색
도

섬유소

분해력acetate butyrate lactate 색깔 점도 거품

GSRI-05 한우 10-3 6.02 3.68 - - ⊙ - +++

GSRI-13 한우 10-4 6.19 5.42 0.97 0.32 ⊙ - +++

GSRI-21 한우 10-4 6.43 5.42 0.54 3.42 ⊙ - +++

GSRI-29 한우 10-5 6.07 3.97 0.51 2.17 ⊙ - +++

GSMI-01 흰개미 10-2 5.34 2.54 0.17 1.68 ⊙ - +++

GSMI-07 흰개미 10-2 5.86 3.15 - 4.92 ⊙ - +++

GSMI-10 흰개미 10-2 5.36 2.14 0.42 2.35 ⊙ ⊙ - +++

GSMI-14 흰개미 10-3 6.02 3.18 0.39 4.07 ⊙ - ++

       나) 조사내용 : 공시한 8종의 곰팡이를 볏짚을 기질로한 발효조(in vitro)에 

inoculation시킨 다음 발효시간의 경과에 따라 볏짚의 소화율과 발효조내

의 섬유소 분해효소(cellulase, avicelase 그리고 xylanase)의 역가를 측정

하였다. 

       다) 조사방법 : 효소역가를 측정하기 위하여 효소액(원심분리후 상층액) 0.5

㎖와 0.05M citrate buffer(pH 5.5)에서 1% CMC의 0.5㎖과 혼합하였다. 

1시간 동안 55℃에서 반응시켰으며 5분 동안 boiling하여 반응을 중지시

켰다. Boiling 된 sample은 5분 동안 7,000rpm에서 원심분리 하였으며 상
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층액에서 생성된 환원당은 Miller 등(1960)의 DNS(dinitrosalicylic acid)

방법을 이용하여 비색법으로 550nm에서 측정하였다.  효소활성의 one 

unit는 생성된 1mmol glucose을 분당 생성된 환원당과 똑같이 계산하여 

효소의 양을 계산하였다. Xylanase 활성은 0.5M potassium phosphate 

buffer(pH 6.5)의 2% oat spelt xylan(w/v) 1㎖을 이용하여 분석하였다. 

구체적인 측정방법은 실험실 관행법(반추동물영양실험법, 2003, 서울대 

출판부; 하종규, 이성실, 고종열 저)에 따랐다. 

    2)  간이 사일리지 제조 시험 (미생물 성장률 조사)

       가) 공시미생물 : “섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명” 실험결

과를 바탕으로 3종의 곰팡이를 공시하였다.

       나) 볏짚 사일리지의 제조 : 볏짚을 약 1cm 정도로 잘게 절단한 다음 수분 

함량이 50% 정도 되게 멸균 증류수를 spray 하여 사일리지를 제조하였

다. 세절된 볏짚은 20×50cm 크기의 비닐로 제작한 사일리지 bag에 500g

씩 넣은 후 곰팡이 배양액 50mL를 접종하고 다시 500g의 볏짚을 첨가한 

다음 vaccum 으로 가능한 모든 잔존 공기를 제거한 다음 heat sealing 

하였다. 이 때의 접종량은 곰팡이가 최대 성장률을 나타낸 5일차 계대 

배양액을 사용하였다. 또한 사일리지의 안전성을 위하여 비닐 bag을 3중

으로 처리하였다.

       다) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(10, 30, 60, 90 및 120일) pH 및 NH3-N

의 변화, 볏짚의 화학적 함량(단백질, NDF 및 ADF) 변화 그리고 접종한 

곰팡이 수의 변화 등을 조사하였다. 조사 방법은 실험실 관행법에 따랐

다.

           (1) 볏짚 사일리지내의 pH는 pH meter로 조사하였다.

           (2) NH3-N(암모니아태 질소) 분석: Chaney와 Marbach (1962)의 방법에 

따라 phenol 용액으로 위액중의 암모니아를 발색시킨 후 spectro- 

photometer(Spectronics)를 이용하여 630nm에서 흡광도를 측정하여 

계산하였다.

           (3) 단백질, NDF 및 ADF 함량의 변화: 볏짚 사일리지중에 함유된 조단

백질의 함량은 AOAC법(1990)에 준하여 분석하였고 NDF(neutral 

detergent fiber)와 ADF(acid detergent fiber) 함량은 Van Soest와 

Goering(1984)의 방법에 준하여 분석하였다.
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    3)  볏짚 사료가치 증진에 미치는 영향 조사

       가) 공시재료 : 30일 동안 발효된 볏짚 사일리지 4종 {무처리 볏짚 사일리지 

1종, 곰팡이처리 (GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 곰팡이) 볏짚 사일리

지 3종}을 공시하였다.

       나) 조사항목 : 반추위 Fistula가 설치된 한우 2두 (진주산업대학교 부속사육

장)를 이용하여 공시한 볏짚 사일리지의 in situ 건물 소화율을 측정하였

다. 

           (1) Nylon bag의 규격 및 제작 방법 

               Nylon bag 제작용 천은 pore size 가 45 μm인 NYTAL 25T (Swiss 

scree P/L Co. Ltd) 천을 사용하여 internal dimension 이 9 x 5 cm 

크기로 제작 하였다. 

           (2) 반추위내에서의 건물 소실율의 측정

               Nylon bag(NB)을 105℃에서 3시간 건조후 칭량한 후 분쇄한 볏짚 

사일리지 시료를 약 5-6 g을 칭량하여 NB에 투입한다. NB를 

Linnen 망에 넣어 39-40℃ 온수에 약 30분간 침지시킨 후 반추위에 

주입한다. 그 후 배양 시간별(1, 3, 5 및 7일)로 NB를 반추위에서 회

수한 다음 즉시 미생물 성장을 억제하기 위하여 얼음물에 침지한다. 

NB를 washing machine을 이용하여 30분간 세척하고 60℃의 환류 

건조기에서 105℃에서 3시간 건조하여 칭량한 후 건물소실율을 측정

하였다.

  {배양전 영양소 무게(A) - 배양후 영양소 무게(B)}
     ① 영양소 소실율(%)= -----------------------------------------×100

          배양전 영양소 무게(A)
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  나. 연구 수행 결과

    1)  섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명

       한우의 십이지장과 흰개미의 장내에서 분리한 8종의 곰팡이(GSRI-05, 

GSRI-13, GSRI-21, GSRI-29, GSMI-01, GSMI-07, GSMI-10 및 GSMI-14)를 볏짚

을 기질로 한 발효조(in vitro)에 inoculation시킨 다음 발효시간의 경과에 따라 발효

조내의 cellulase 역가를 측정한 결과는 다음 Table 1-12에서와 같다.

Table 1-12. Extracellular cellulase activities(U/mL․h-1) of the supernatant of medium 
containing rice straw as a carbon source incubated with anaerobic fungi isolated 
from the gut of ruminant and mites

Isolates No.
Incubation time (days)

mean SEM
1 3 5 7

GSRI-05 3.70±0.27 5.47±0.54 6.73±0.49 6.84±0.33 5.69 0.42 

GSRI-13 3.24±0.62 5.36±0.51 9.29±0.72 10.81±0.68 7.18 0.95 

GSRI-21 3.61±0.55 6.67±0.37 8.68±0.71 8.70±0.76 6.92 0.68 

GSRI-29 4.05±0.42 6.54±0.41 7.80±0.44 7.99±0.08 6.60 0.50 

GSMI-01 4.31±0.31 8.21±0.49 9.73±0.29 12.52±0.60 8.69 0.91 

GSMI-07 3.66±0.29 6.36±0.23 7.42±0.29 9.02±1.47 6.62 0.67 

GSMI-10 4.10±0.19 6.80±0.71 10.12±0.13 14.04±1.23 8.76 1.16 

GSMI-14 3.04±0.13 5.82±0.26 6.86±0.08 7.54±0.37 5.82 0.53 

mean 3.71 6.41 8.33 9.68 

SEM 0.14 0.22 0.29 0.55 

배양기간중 평균 cellulase 활력이 7.0 U/mL․h-1 이상이 된 곰팡이는 GSRI-13, 

GSMI-01 및 GSMI-10 이었다. 또한, 공시한 곰팡이 GSRI-05, GSRI-13, GSRI-21, 

GSRI-29, GSMI-01, GSMI-07, GSMI-10 및 GSMI-14의 배양 7일째 xylanase 효소 

역가는  각각 12.18, 33.38, 17.84, 23.40, 31.33, 18.53, 32.60 및 15.99 U/mL․h-1 로서 

GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 곰팡이가 다소 높아 cellulase 활력에서와 비슷한 

경향을 보였다(Table 1-13).
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Table 1-13. Extracellular xylanase activities(U/mL․h-1) of the supernatant of medium 
containing rice straw as a carbon source incubated with anaerobic fungi 
isolated from the gut of ruminant and mites

Isolates No.
Incubation time (days)

mean SEM
1 3 5 7

GSRI-05 3.92±0.64 8.43±0.83 12.11±0.88 12.18±0.59 9.16 1.07

GSRI-13 7.13±0.44 28.15±0.94 35.93±8.25 33.38±2.55 26.15 3.49

GSRI-21 4.44±0.68 10.28±0.57 14.09±0.52 17.84±0.81 11.66 1.52

GSRI-29 4.98±0.52 13.43±3.95 14.04±0.80 23.40±1.44 13.96 2.17

GSMI-01 5.31±0.39 28.87±2.17 29.86±1.48 31.33±0.89 23.84 3.29

GSMI-07 4.50±0.36 9.80±0.36 13.36±0.52 18.53±4.18 11.55 1.79

GSMI-10 5.04±0.23 29.55±1.85 34.66±2.01 32.60±2.50 25.46 3.68

GSMI-14 3.74±0.16 13.45±1.60 15.66±1.86 15.99±1.18 12.21 1.61
mean 4.88 17.74 21.21 23.16
SEM 0.25 1.91 2.06 1.73

그러나 avicelase의 역가는 곰팡이 상호간에 뚜렷한 차이점이 없었지만 배양기간에 

따라서는 배양 3일후부터 avicelase 효소 활력이 크게 증가하기 시작하였다.  배양 7

일째를 기준으로 보면, 공시한 8종의 곰팡이, GSRI-05, GSRI-13, GSRI-21, GSRI-29, 

GSMI-01, GSMI-07, GSMI-10, 그리고 GSMI-14가 분비하는 avicelase의 역가{extracellular 

avicelase activities(U/mL․h-1)}는  각각 4.29±0.31, 4.51±0.23, 4.99±0.18, 4.98±0.28, 5.92±0.27, 

4.73±0.18, 5.36±0.31 그리고 4.41±0.07U/mL로서 흰개미의 장내에서 분리한 분리번호 

GSMI-01와 GSMI-10의 avicelase 활성이 다른 곰팡이보다 다소 높은 경향이었다(Table 1-14). 

또한 반추위에서 분리한 곰팡이의 효소 활성보다 흰개미에서 분리한 곰팡이들이 분

비하는 효소의 활력이 더욱 높은 경향이었다.

공시한 8종의 곰팡이, GSRI-05, GSRI-13, GSRI-21, GSRI-29, GSMI-01, GSMI-07, GSMI-10, 

그리고 GSMI-14에 의한 볏짚(기질)의 소화율 각각 37.58±1.90, 60.74±0.71, 41.97±1.33, 

42.37±1.35, 61.03±4.47, 42.00±1.11, 64.12±2.60, 그리고 37.85±2.06%로서 조사되었다. 곰팡이에 

의한 볏짚(기질)의 소화율 역시 효소활력에서와 마찬가지로 GSRI-13, GSMI-01 및 

GSMI-10를 접종하였을 때 월등히 높게 나타났다(Table 1-15).
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Table 1-14. Extracellular avicelase activities(U/mL․h-1) of the supernatant of medium 
containing rice straw as a carbon source incubated with anaerobic fungi 
isolated from the gut of ruminant and mites

Isolates 
No.

Incubation time (days)
mean SEM

1 3 5 7

GSRI-05 2.52±0.19 3.53±0.35 4.10±0.20 4.29±0.31 3.61 0.24

GSRI-13 2.24±0.42 3.66±0.33 4.19±0.14 4.51±0.23 3.65 0.29

GSRI-21 2.47±0.38 4.31±0.24 4.65±0.17 4.99±0.18 4.10 0.31

GSRI-29 2.76±0.29 4.26±0.30 4.79±0.05 4.98±0.28 4.20 0.28

GSMI-01 2.94±0.21 5.46±0.33 5.51±0.09 5.92±0.27 4.96 0.37

GSMI-07 2.50±0.20 4.11±0.15 4.50±0.43 4.73±0.18 3.96 0.29

GSMI-10 2.80±0.13 4.58±0.46 4.64±0.16 5.36±0.31 4.35 0.31

GSMI-14 2.07±0.09 3.80±0.15 4.53±0.22 4.41±0.07 3.70 0.30

mean 2.54 4.21 4.61 4.90
SEM 0.10 0.15 0.10 0.13

Table 1-15. Dry matter digestibility (%) of rice straw incubated with anaerobic fungi 
isolated from the gut of ruminant and mites

Isolates No.
Incubation time (days)

mean SEM
1 3 5 7

GSRI-05 15.68±2.57 23.88±2.02 33.30±0.63 37.58±1.90 27.61 2.68

GSRI-13 28.51±1.75 40.16±1.21 53.90±7.67 60.74±0.71 45.83 3.84

GSRI-21 17.78±2.71 24.99±1.37 25.47±2.21 41.97±1.33 27.55 2.80

GSRI-29 19.93±2.07 26.56±2.13 31.77±1.14 42.37±1.35 30.15 2.58

GSMI-01 21.22±1.55 37.53±2.81 54.92±0.96 61.03±4.47 43.68 4.84

GSMI-07 18.01±1.44 24.34±1.67 33.92±2.74 42.00±1.11 29.57 2.87

GSMI-10 20.17±0.94 38.42±2.41 57.45±0.98 64.12±2.60 45.04 5.24

GSMI-14 14.96±0.63 25.68±2.19 28.52±1.94 37.85±2.06 26.75 2.58
mean 19.53 30.19 39.90 48.46
SEM 0.99 1.51 2.63 2.31
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    2)  간이 사일리지 제조 시험 (미생물 성장률 조사)

       상기한 “섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명”의 실험결과를 바

탕으로 3종의 곰팡이(GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10)를 접종하여 간이 볏짚 사일

리지를 제조한 다음, 사일리지 보존 기간에 따라서 사일리지의 pH를 측정한 결과는 

Table 1-16에서와 같다. 곰팡이의 첨가로 인해 30일째 시료에서 pH가 급격히 떨어

지는 현상을 관찰 하였으나 그 외의 기간에서는 pH의 변화를 관찰하지 못했다.

Table 1-16. Effects of fungal inoculations on pH values during the ensiling procedure of 
rice straw silage

Isolates No.
Days of ensiling

mean SEM
10 30 60 90 120

Control 5.63±0.22 5.40±0.12 4.53±0.12 4.20±0.06 4.22±0.08 4.94 0.19 

GSRI-13 5.57±0.18 5.10±0.12 4.37±0.12 4.13±0.12 4.21±0.07 4.79 0.18 

GSMI-01 5.53±0.12 4.97±0.12 4.20±0.06 4.17±0.09 4.13±0.12 4.72 0.18 

GSMI-10 5.53±0.12 4.70±0.12 4.33±0.15 4.17±0.03 4.07±0.13 4.68 0.17 
mean 5.57 5.04 4.36 4.17 
SEM 0.07 0.09 0.06 0.04 

일정 기간 저장이 완료된 볏짚 사일리지를 수거하여 볏짚중의 조단백질 함량을 측정

한 결과는 Table 1-17에서와 같다. 무처리 사일리지에 비하여 곰팡이를 처리한 사일

리지중의 조단백질 함량이 배양 10일째 시료부터 급격히 증가하는 경향을 보였으나 

그 이후의 시료에서는 무처리 볏짚에 비해 곰팡이 처리 볏짚이 다소 높은 경향이었다.

Table 1-17. Effects of fungal inoculations on crude protein levels(%) during the ensiling 
procedure of rice straw silage

Isolates No.
Days of ensiling

mean SEM
10 30 60 90 120

Control 4.80±0.21 5.13±0.22 5.10±0.21 5.23±0.09 5.47±0.09 5.15 0.10 

GSRI-13 5.20±0.06 5.37±0.18 5.87±0.18 5.07±0.09 5.47±0.15 5.39 0.11 

GSMI-01 5.27±0.09 5.23±0.03 5.47±0.09 5.23±0.30 5.57±0.20 5.35 0.08 

GSMI-10 5.10±0.21 5.30±0.21 5.40±0.17 5.57±0.19 5.50±0.12 5.37 0.09 

mean 5.09 5.26 5.46 5.28 5.50
SEM 0.09 0.08 0.12 0.10 0.06



- 67 -

NH3-N 농도 역시 조단백질 함량에서와 마찬가지로 배양 10일째 시료에서 다소 증

가하는 경향을 보였으나 그 이후의 시료에서는 처리에 관계 없이 유사하였다(Table 

1-18).

Table 1-18. Effects of fungal inoculations on NH3-N levels(mg/100mL) during the 
ensiling procedure of rice straw silage

Isolates No.
Days of ensiling

mean SEM
10 30 60 90 120

Control 0.96±0.04 1.13±0.05 1.02±0.04 1.10±0.06 1.24±0.05 1.09 0.03 

GSRI-13 1.04±0.01 1.11±0.05 1.17±0.04 1.01±0.02 1.13±0.04 1.09 0.02 

GSMI-01 1.05±0.02 1.19±0.01 1.09±0.02 1.05±0.06 1.45±0.27 1.17 0.07 

GSMI-10 1.02±0.04 1.26±0.03 1.08±0.03 1.11±0.04 1.18±0.06 1.13 0.03 
mean 1.02 1.17 1.09 1.07 1.25
SEM 0.02 0.02 0.02 0.02 0.07

사일리지중의 NDF 함량(Table 1-19)과 ADF 함량(Table 1-20) 역시 배양 10일째 

시료에서 다소 감소하기 시작하였으나 그 이후 시간대에서는 10일째의 NDF 수준을 

그대로 유지하는 경향이었다. 볏짚 사일리지 90일간의 저장기간중 평균 ADF 함량은 

Control, GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 처리구에서 각각 50.41, 47.84, 46.61 및 

47.59% 이었다. 볏짚 사일리지에 곰팡이를 처리하여 감소된 ADF 함량의 대부분은 

곰팡이 접종후로부터 발효 10일째 까지 감소된 것이었다.

Table 1-19. Effects of fungal inoculations on NDF(neutral detergent fiber) levels(%) 
during the ensiling procedure of rice straw silage

Isolates No.
Days of ensiling

mean SEM
10 30 60 90 120

Control 75.77±0.82 74.33±1.48 75.63±1.00 73.98±0.86 74.70±0.86 74.88 0.49

GSRI-13 72.60±1.57 72.48±1.68 72.62±1.55 72.40±0.60 72.06±0.62 72.43 0.48

GSMI-01 71.67±0.34 71.66±0.82 70.69±0.90 70.39±0.42 69.52±0.52 70.79 0.36 

GSMI-10 74.33±1.28 73.01±0.78 72.55±0.39 71.61±2.26 70.99±1.22 72.50 0.66 

mean 73.59 72.87 72.87 72.10 71.82
SEM 0.67 0.61 0.62 0.67 0.68
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Table 1-20. Effects of fungal inoculations on ADF(acid detergent fiber) levels(%) during 
the ensiling procedure of rice straw silage

Isolates No.
Days of ensiling

mean SEM
10 30 60 90 120

Control 50.77±0.82 49.71±0.26 50.81±1.02 50.33±0.62 51.26±0.67 50.58 0.34 

GSRI-13 48.49±0.65 47.51±0.85 47.53±1.62 47.84±0.20 49.37±0.53 48.15 0.33

GSMI-01 47.99±0.19 46.18±0.39 45.50±0.72 46.87±0.91 48.62±1.45 47.04 0.50

GSMI-10 48.97±0.87 46.67±0.87 46.72±0.23 48.01±0.85 47.84±0.80 47.64 0.41 

mean 49.05 47.52 47.64 48.39 49.27
SEM 0.43 0.49 0.66 0.47 0.55

저장 기간별 볏짚 사일리지중의 혐기성 곰팡이의 수를 측정한 결과는 다음 Table 

1-21에서와 같다. 사일리지 발효 10일후의 미생물 수는 무처리(control), GSRI-13, 

GSMI-01 및 GSMI-10 처리(접종) 사일리지에서 사일리지 1g당 각각 0.3, 52.33, 

89.33 및 140.33×102tfu의 곰팡이가 발견되었다. 발효 30일까지는 무처리 사일리지에 

비해 곰팡이 첨가사일리지에서 많은 수의 곰팡이가 관찰되었으나 발효 60일 이후부

터는 처리간 곰팡이의 수에 큰 차이가 없었다. 이 결과는 접종한 곰팡이들이 발효 

전 기간동안 성장하지 못하고 발효 초기에 생존을 유지하다가 30일 이후부터는 접종 

곰팡이가 사멸하기 때문인 것으로 생각된다. 곰팡이 수를 관찰한 결과는 앞에서 조

사하였던 pH, 조단백질 함량, 암모니아 농도 및 섬유소 물질의 변화에 대한 결과치

들을 매우 잘 반영하였다.

Table 1-21. Effects of microbial inoculations on fungal populations(tfu: thallus forming 
unit) during the ensiling procedure of rice straw silage

Isolates 
No.

Days of ensiling

10 30 60 90 120

Control 3.00±0.58×101 3.67±0.67×101 5.33±0.88×101 2.67±0.88×101 1.25±0.76×101

GSRI-13 52.33±13.02×102 9.00±1.15×102 7.33±1.20×101 2.33±0.33×101 089±0.65×101

GSMI-01 89.33±17.13×102 14.33±1.86×102 4.00±1.53×101 3.00±0.58×101 1.07±0.52×101

GSMI-10 140.33±32.75×102 37.33±9.96×102 5.00±1.15×101 2.00±0.58×101 0.18±0.07×101
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    3)  볏짚 사료가치 증진에 미치는 영향 조사

30일 동안 발효된 볏짚 사일리지 4종 {무처리 볏짚 사일리지 1종, 곰팡이처리 

(GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 곰팡이) 볏짚 사일리지 3종}을 공시하여 반추위 

fistula가 설치된 한우의 반추위에서 nylon bag 실험을 수행하여 볏짚 사일리지의 건

물 소화율을 측정한 결과는 다음 Table 1-22에서와 같다. 반추위 배양 48시간 후의 

건물 소화율은 Control, GSRI-13, GSMI-01 및 GSMI-10 처리구에서 각각 42.48, 

48.51, 47.03 및 52.33%로서 곰팡이 처리에 의해 소화율이 많이 개선되었다. 반추위 

발효시간을 평균한 소화율은 각각 34.30, 38.93, 38.31 및 41.20%로서 GSRI-13, 

GSMI-01 및 GSMI-10 처리에 의해 소화율이 각각 12%, 10% 그리고 17% 정도 개

선되는 효과가 있었다. 따라서 혐기성 곰팡이를 볏짚 사일리지에 접종하여 사일리지

의 품질을 높이기 위해서는 접종후 빠른 시간내에 곰팡이 균이 성장할 수 있는 조건

을 확보하는 것과 접종된 곰팡이균이 사일리지내에서 생존할 수 있는 기간을 연장시

키는 방법을 모색하는 것이 실험의 목적을 달성하기 위한 관건이라고 생각되었다. 

앞으로 남은 연구기간동안 이러한 문제점을 해결하는데 최선을 다할 생각이다.

Table 1-22. Effects of fungal inoculations on in situ dry matter degradability(%) of rice 
straw ensiled for 30 days in the rumen of Korean native cattle

Isolates No.
Fermentation time (hours)

mean SEM
12 24 48 72

Control 15.33±0.48 33.33±0.67 42.48±0.61 46.06±0.85 34.30 3.60 

GSRI-13 18.13±0.75 36.51±0.49 48.51±1.87 52.55±2.00 38.93 4.06 

GSMI-01 18.39±0.48 38.66±2.31 47.03±0.65 49.17±1.63 38.31 3.72 

GSMI-10 17.36±0.68 38.22±0.87 52.33±0.90 56.88±0.29 41.20 4.65 

mean 17.30 36.68 47.59 51.17 

SEM 0.45 0.84 1.11 1.34 
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3. 곰팡이(제1세부), 효모(제2세부) 및 transgenic 미생물(제3세부)을 종합한 최종 

발효제의 개발

  가. 연구 수행내용

    1) In vitro  시험을 통한 미생물간 상호작용 구명

       가) 공시미생물: 제 1세부과제에서 선발된 곰팡이균 와 제 2세부과제에서 선

발된 효모균, 그리고 제 3 세부과제에서 사용된 Fibrobacter 

succinogenes 세균 등 총 3종의 미생물을 공시하였다.  

           (1) 곰팡이 : 제 1세부과제에서 확보한 GSMI-10

                

           (2) 효모 : 제 2세부과제에서 확보한 KCTC-6694

           (3) 박테리아 : 제 3세부과제에서 확보한 ATCC-19169

       나) 공시미생물을 혼합 배양한 다음, 배양 12, 24, 48 그리고 72시간 후에 각

각의 미생물 수를 측정하여 미생물 상호작용을 구명하였다.

       다) 배양배지는 상업용 혐기배양배지(anaerobic medium)를 이용하였고, 미생

물 조작의 전체 과정들은 Hungate의 anaerobic gassing system을 이용

하여 혐기상태에서 수행되었다.    

       라) 박테리아의 수, 효모의 수 그리고 곰팡이의 수는 이 등(1995)이 이용한 

방법과 동일한 방법을 이용하여 혐기상태를 유지하며 Roll-tube법으로 

측정하였다.

    2)  적정 부형제 및 delivery system의 개발

     - 선발 동정된 미생물의 delivery system은 각각 대량으로 액상 배양한 다음 동

결건조하여 동결 건조된 미생물을 적정수준의 부형제와 보조 첨가제로 혼합

한다.

     - Prebiotics(보조첨가제) : 미생물 복합체가 볏짚 사일리지내에서 우점율과 부

착율이 증가될 수 있고 미생물의 성장률을 최대화 할 수 있는 prebiotics를 

선발한다.

     - 부형제의 선발하여 이를 이용한 Delivery system을 개발한다. 
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    3)  최종 발효제의 보존성 및 효과 검증 시험

       가) 발효제의 제조

           각각의 세부과제에서 선발된 미생물 3종, 박테리아, 효모 및 곰팡이를 각

각 Dehority, LB 및 Lowe 배지에서 대량으로 액상 배양한 다음, 동결건조

하였다. 동결 건조된 미생물들을 동량으로 혼합한 다음, 완전히 건조된 

보조첨가제, 글루코만난올리고 당(Bio-Mos)과 벤토나이트(혼합수준은 부

형제의 0.05%) 그리고 부형제, 밀기울(건조된 미생물을 부형제의 0.45% 

수준)을 비율에 따라 혼합하여 진공포장 하였다.

       나) 최종 발효제의 보존성 시험

           미생물 복합제제의 보존 안정성 조사는 저장기간별(20, 40, 60 그리고  

80일간)로 진공포장된 발효제속의 미생물의 수를 조사하여 보존성을 측정

하였다. 미생물 수의 측정은 “1) In vitro  시험을 통한 미생물간 상호작용 

구명”에서와 동일한 방법으로 수행되었다.

       다) 최종 발효제의 효과 검증 시험

           (1) 공시발효제 : 진공포장되어 20일간 보존된 최종발효제{위 가)항 참

고}를 공시하였다.

           (2) 처리구 : 무처리구와 최종발효제 첨가구를 두어, 무처리구에는 동결 

건조된 미생물 혼합물이 제외된 보조첨가제와 부형제만을  볏짚 사

일리지내에 첨가하였고 최종발효제 첨가구에는 진공포장되어 20일간 

보존된 최종발효제를 첨가하였다.  

           (3) 볏짚 사일리지의 제조 : 볏짚을 약 1cm 정도로 잘게 절단한 다음 수

분 함량이 50% 정도 되게 멸균 증류수를 spray 하여 사일리지를 제

조하였다. 세절된 볏짚 1,000g과 최종발효제 100g을 20×50cm 크기의 

비닐로 제작한 사일리지 bag에 혼합하여 넣은 다음, vaccum으로 가

능한 모든 잔존 공기를 제거한 다음 heat sealing 하였다. 또한 사일

리지의 안전성을 위하여 비닐 bag을 3중으로 처리하였다.

           (4) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(10, 30, 60, 90일) pH, 발효온도, 볏

짚 사일리지중의 단백질 함량변화, 사일리지의 in vitro 소화율(72시

간), 그리고 접종한 미생물 수의 변화 등을 조사하였다. 예정된 저장

기간이 완료되면 사일리지를 개봉하여 pH meter로 pH를 측정하고, 

탐침 온도계를 이용하여 사일리지 중앙부의 온도를 측정하였다. 사일

리지를 혐기글로브박스에서 멸균 증류수로 세척한 다음 세척액중의 

미생물을 계수하였다. 사일리지 볏짚은 건조한 다음 AOAC(1990) 방

법으로 단백질을 측정하였고, 이 시료를 기질로하여 in vitro 건물 소

화율을 측정하였다. 구체적인 실험방법은 실험실 관행법(반추동물영

양학실험법, 2002)에 따랐다.
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  나. 연구 수행결과

    1) In vitro  시험을 통한 미생물간 상호작용 구명

       제 1세부과제에서 흰개미의 장내로부터 분리․선발된 곰팡이균(GSMI-10), 

제 2세부과제에서 선발된 효모균(ATCC-19169) 그리고 제 3 세부과제에서 확보한 

박테리아(ATCC-19169), Fibrobacter succinogenes 등 총 3종의 미생물을 혼합 배양

한 다음 배양시간의 경과에 따라 배양액중의 미생물 수를 측정한 결과는 다음 Table 

1-23에서와 같다.

Table 1-23. Populations of bacteria, yeast and fungi in the supernatant of co-cultured 
test-tube

Microbial populations
Incubation times (h)

12 24 48 72
Bacteria
  cell count, cfu1)×109 4.98±0.35A 4.14±0.48 5.85±0.09 9.13±0.09
Yeast
 live cell, cell×103 12.12±4.21 nd3) 0.67±1.31 nd
Fungi
 zoospore, tfu2)×102 nd nd nd nd
AMean±standard error.
1)cfu:cell forming unit. 2)tfu:thallus forming unit. 3)nd:not detected.

Table 1-23에서 보는 바와 같이, 박테리아, 효모 그리고 곰팡이를 혼합하여 혐기적

으로 접종․배양한 다음, 12시간이 경과하면 박테리아만 우점하게 되고 나머지 미생

물들은 액체 배지 속에서 성장하지 못한다는 사실을 알게 되었다. 따라서, 볏짚 사일

리지용 미생물 복합 첨가제의 개발을 위해서는 각각의 미생물을 단독으로 대량 배양

한 다음, 부형제 등을 이용하여 delivery system이 개발되어야 하는 필요성이 대두되

었다.

    2)  적정 부형제 및 delivery system의 개발

       각각의 세부과제에서 선발된 미생물 3종에 대한 delivery system은 각각의 미

생물을 대량으로 액상 배양한 다음, 동결건조하여 동결 건조한 미생물을 적정수준의 

부형제와 보조첨가제로 혼합하여 분말화하여 유통이 가능하게 하였다.
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보조첨가제의 선발은 미생물 복합체가 볏짚 사일리지내에서 우점율과 부착율이 증가

될 수 있고 첨가 미생물의 성장률이 최대화가 될 수 있도록 현재 상업적으로 많이 

이용되고 있는 글루코만난올리고 당(Bio-Mos)과 부착율을 보조하기 위한 수단으로 

다공성물질인 벤토나이트를 보조 첨가제로 선정하였고 첨가수준은 부형제의 0.05% 

수준으로 결정하였다. 선발된 3종 미생물의 희석비율은 미생물의 성장속도와 성장률 

및 배가시간 등을 고려하여 균종 등량 혼합 희석법을 적용하였다. 

   미생물의 delivery system은 각각 대량으로 액상 배양한 다음, 동결건조하여 건조

된 미생물을 부형제의 0.50% 수준이 되게 혼합하여 사용하였다. 

   부형제는 부형제의 가격, 부형제의 확보 용이성, 부형제의 흡습력, 미생물과의 희

석 용이성 및 미생물의 보존성 등을 조사․분석하여 옥수수 가루, 밀기울, 쌀겨 중에

서 최종적으로 밀기울을 선정하였고 첨가수준은 부형제의 0.45% 수준으로 결정하여 

볏짚 사일리지용 미생물 첨가제를 개발하였다.

    3)  최종 발효제의 효과 검증 시험

       가) 미생물 복합제제의 보존 안정성 조사는 저장기간별로 첨가한  미생물의 

생존성을 조사하여 보존성을 측정하였다. 환언하면 동결 건조된 미생물과 보조첨가

제 및 부형제를 혼합한 개발 제품의 유통기한을 알아보고자 저장기간별로 개발품 내

의 미생물 수를 조사하였다(Table 1-24).  저장 기간이 20, 40, 60 그리고 80일이 경

과하여도 개발제품내의 미생물 수는 줄어들지 않는 것으로 조사되어 보존성이 매우 

높은 것으로 생각되었다.

Table 1-24. Populations of bacteria, yeast and fungi in the microbial additives for rice 
straw silage

Microbial populations
Preservation days (d)

20 40 60 80

Bacteria
  cell count, cfu1)×109 5.62±0.76A 6.41±0.54 4.21±0.94 7.29±0.18
Yeast
 live cell, cell×105 3.12±0.09 2.55±0.72 3.69±0.78 1.59±0.54
Fungi
 zoospore, tfu2)×104 2.43±0.17 2.47±0.98 2.95±0.45 1.93±0.29

AMean±standard error.
1)cfu:cell forming unit. 2)tfu:thallus forming unit. 3)nd:not detected.
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       나) 최종 개발된 발효제를 첨가하여 볏짚 사일리지를 제조한 다음, 사일리지

의 저장기간별(10, 30, 60, 90일)로 pH, 발효온도, 볏짚 사일리지중의 단백질 함량변

화, 암모니아태 질소 함량, 볏짚 사일리지의 in vitro 72시간 소화율, 그리고 접종한 

미생물 수(박테리아, 효모 그리고 곰팡이)의 변화 등을 조사함으로서 최종 발효제의 

효과 검증시험을 수행한 결과는 Table 1-25에서 보는 바와 같다. 

        

Table1-25. Effects of microbial additives on fermentation parameters during the ensiling 
procedure of rice straw silage

Microbial populations
Days of ensiling (d)

10 30 60 90

pH
  Control 5.72±0.39A 5.47±0.72 4.63±0.31 4.21±0.14
  Microbial 5.56±0.46 4.82±0.06 4.33±0.09 4.17±0.18
Temperature (℃)
  Control 33.12±0.03 34.27±0.04 35.21±0.12 36.25±0.04
  Microbial 34.25±0.05 35.47±0.05 33.69±0.31 37.32±0.07
Protein contents (%)
  Control 4.83±0.47 4.87±0.59 5.13±0.41 4.96±1.37
  Microbial 5.13±0.76 5.32±0.73 5.42±0.23 4.96±0.68
NH3-N levels (mg/100mL)
  Control 1.16±0.02 1.64±0.07 1.03±0.04 1.87±0.13
  Microbial 1.03±0.06 1.26±0.72 1.72±0.09 1.38±0.03
Bacterial population
  Control, cfu×108 4.36±0.37 13.67±0.49 9.68±0.71 16.32±0.44
  Microbial, cfu×108 12.42±6.25 25.46±8.24 17.23±6.03 12.64±0.72
Yeast population
  Control, cfu×102 nd nd nd nd
  Microbial, cfu×102 0.25±0.76 nd nd nd
Fungal population
  Control, tfu×102 nd nd nd nd
  Microbial, tfu×102 0.04±0.01 nd nd nd
In vitro 72h digestibility (%)
  Control 43.22±0.37 44.56±0.64 47.21±0.59 46.17±0.43
  Microbial 44.14±0.29 47.72±0.17 49.97±1.37 48.26±1.25
AMean±standard error.
1)cfu:cell forming unit. 2)tfu:thallus forming unit. 3)nd:not detected.
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Table 1-25에서와 같이, 최종 개발된 발효제를 첨가한 볏짚 사일리지의 pH는 무첨

가 볏짚 사일리지의 pH에 비해 낮았으며 발효온도는 다소 높은 경향을 보였다. 이는 

발효제의 첨가로 인해 사일리지 발효가 다소 높게 일어났다는 것을 의미하는 것이

다. 이와 더불어 사일리지 초기 발효시, 사일리지내의 단백질 함량 역시 발효제의 첨

가로 증가하였다. 그러나 사일리지 후기 발효(사일리지 발효 60일 이후)에서는 사일

리지내의 단백질 함량에 처리구간 차이가 나타나지 않았다.

   한편, 최종 개발된 발효제의 첨가로 인하여 볏짚사일리지내의 박테리아 수는 증

가하는 경향이었으나, 접종한 효모나 곰팡이는 발효 10일간을 제외하고는 전혀 검출

(detection)되지 않았다. 이는 볏짚 사일리지가 발효되면서 단일 미생물군(homo 

fermentation)이 우점하였기 때문으로 생각된다. 첨가제를 투여시켜 발효된 볏짚 사

일리지의 in vitro 소화율이 무첨가 볏짚 사일리지 보다 증가되는 경향이었다.
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제 2 절  유기산 이용 단백질 합성 혐기․내산성 SCP 생산  효모를 

이용한 미생물첨가제의 개발 (제 2세부과제)

1. 단백질을 합성하는 혐기 내산성 SCP 생산용 효모의 탐색과 선발

   가. 연구 수행 내용

     1) SCP 생산을 위한 효모균의 문헌적 탐색: NRRL, ATCC, BCCM, CBS, KCTC, 

DSMZ, IMI, JCM 및 WDCM 등의 자료와 Internet 정보 검색을 통하여 유기산을 

이용하여 단백질을 합성하고, 내산성이며, 혐기성이고, 성장률이 높은 효모들을 탐색하

였다.

     2) 위의 자료들을 토대로 검색된 약 5종정도의 효모균이나 변종을 관련 기관으로부

터 분양 받거나 구입하였다.

     3) 확보된 미생물을 볏짚 기질로 산성과 중성의 환경에서 배양시킨 다음 발효특성을 

조사하여 최종적으로 볏짚 발효제로 이용될 효모나 박테리아를 선발하였다.

  나. 연구 수행 결과

    1)  혐기 내산성 SCP 생산용 미생물(효모)의 탐색과 선발

      볏짚 곤포사일리지 제조시의 볏짚 기질의 물리적․화학적 특성과 최종 볏짚 

발효제의 환경을 고려하여 온도, 수소이온 농도, 산소 및 성장률 등을 고려하여 

mesophile(20∼45℃), acidophile(pH 3.5∼5.0), 편성혐기성(facutative aerobes) 및 성

장률(growth rates)이 매우 빠른 미생물들을 아래의 Table 2-1에 나타난 문헌들을 

탐색하고 인터넷 정보 검색망을 통하여 선발하였다. 

Table 2-1. 혐기 내산성 SCP 생산용 미생물을 선발하기 위하여 탐색한 문헌

    탐색문헌

   : ARS Culture Collection(NRRL), 

   : American Type Culture Collection(ATCC), 

   : Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM)

   : Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)

   : Korean Collection for Type Culture(KCTC), 

   : Deutsche Smmlung von Microorganismen und Zellkulturen GembH(DSMZ)

   : International Mycological Institute Fungi Catalogue(IMI)

   : Japan Collection of Microorganisms(JCM)

   : World Data Center for Microorganisms(WDCM)
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    2)  탐색 효모의 구입

       문헌과 미생물자원 data base 검색작업을 통하여 선발된 미생물들은 미국의 

미생물자원 보존 센타(ATCC; American Type Culture Collection)와 우리나라의 유

전자은행(KCTC: Korean Collection for Type Cultures)에서 구입하였다. 그 종류는  

 ATCC 18790(Saccharomyces cerevisiae  Hansen), KCTC 6994(Humicola grisea 

var. thermoidea) 및 KCTC 7219(Candida glabrata)로 3종의 효모이다(Table 2-2).

이 효모는 YPD(Barto
® 

YPD., Yeast extract-Peptone-Dextrose) broth 배지를 사용

하여 37℃에서 3일에 1회씩 계대 배양시켰다.

Table 2-2. Yeast strains used in the experiment

Strain No. Scientific Name
Isolation 

Sources

Optimum 

Temp.(℃)

ATCC1) 18790 Saccharomyces cerevisiae Hansen, 
teleomorph, budding yeast Grape 30

KCTC2) 6994 Candida glabrata var. thermoidea Mushroom 45

KCTC2) 7219 Candida glabrata / Torulopsis 
glabrata Faeces 25

 1) ATCC : American Type Culture Collection.
 2) KCTC : Korean Collection for Type Cultures.

    3) 미생물의 성장률과 발효특성 조사

       문헌과 미생물자원 data base 검색작업을 통하여 선발된 박테리아 2종과 효

모 3종에 대하여  배지 (박테리아는 total plate count agar 배지, 효모는 YPD agar 

배지 사용)에서의 성장률을 측정하였다. 일반 배지{pH가 중성(≒ 6.5)}와 산성에서의 

성장률을 측정하기 위하여 산성배지는  염산을 이용하여 pH를 5.0으로 낮췄다. 일반 

배지와 산성 배지에서 미생물의 성장률을 측정한 결과는 Figure 2-1과 Figure 2-2에

서 각각 보는 바와 같다. 

그림에서 보듯이 일반배지에서는 YEA-3의 성장률이 가장 낮았으나 산성배지에서는 

성장률이 확연히 회복되었다. 일반 배지에서는 12시간 후부터 성장이 진행되었지만 

산성배지에서는 3시간 후부터 급격히 성장하는 것으로 나타났다.
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Figure 2-1. 선발된 미생물에 대한 일반 배지에서의 배양시간에 따른 성장률의 측정.
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Figure 2-2. 선발된 미생물에 대한 산성 배지에서의 배양시간에 따른 성장률의 측정.



- 79 -

     일반 배지와 산성 배지에서 구입 미생물들을 배양하였을 경우 pH의 변화는 

Figure 2-3과 Figure  2-4에 각각 나타내었다.  미생물의 성장률에서와 마찬가지로 

일반 배지에서는 9∼12시간 후부터 pH가 급격히 감소하였으나 산성배지에서는 3시

간 후부터 급격히 감소하는 것으로 나타났다. 배양 2일 후의 최종 pH는 4 이하로서 

산성조건하에서도 구입한 미생물들은 성장이 왕성히 이루어졌으며 이는 내산 혐기성 

발효제 개발에 가능성을 충분히 보여준 결과였다. 특히, 박테리아보다 효모의 내산성

이 더 강했으나 YEA-3은 pH의 감소가 거의 일어나지 않았는데 이는 이 미생물이 

성장률이 매우 낮았기 때문이라고 생각된다. 따라서 YEA-3 효모는 발효제 개발의 

원종 미생물로 적합하지 않다고 평가되었다.
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Figure  2-3. 선발된 미생물에 대한 일반 배지에서의 배양시간에 따른 pH의 변화.
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Figure 2-4. 선발된 미생물에 대한 산성 배지에서의 배양시간에 따른 pH의 변화.

   일반 배지와 산성 배지에서 구입 미생물들 배양한 다음 배양시간에 따라 배양액

중의 생균수를 측정한 결과는 Table 2-3과 Table 2-4에 각각 나타내었다. 초기 생균

수는 박테리아가 높았으나 배양 24시간 후부터는 효모의 생균수가 높은 것으로 조사

되었다. 배양 배지별로는 산성배지에서 배양했을 때보다 중성배지에 배양했을 때 높

은 생균수를 보였다.

Table 2-3. 혐기 내산성 SCP 생산용 미생물에 대한 일반배지에서의 흡광도와 생균

수의 측정

Isolation

No.

Microbial Growth
OD values (650nm) cfu/mL culture solution

6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h
BAC-1 0.246 0.567 0.978 0.945 1.2×106 6.7×107 7.5×1011 5.4×1011

BAC-2 0.356 0.469 1.037 1.345 2.5×106 5.4×108 2.3×101/ 7.2×1011

YEA-3 0.980 0.126 0.305 0.298 0.6×105 0.3×109 4.6×1011 7.8×1011

YEA-4 0.312 0.876 1.897 1.976 2.8×106 3.7×109 7.1×1011 8.3×101/

YEA-5 0.124 0.987 2.003 2.098 0.1×106 8.4×109 5.4×1011 6.2×101/
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Table 2-4. 혐기 내산성 SCP 생산용 미생물에 대한 산성배지에서의 흡광도와 생균

수의 측정

 일반 배지와 산성 배지에서 구입 미생물들을 24시간 배양한 다음 배양액중에 존재

하는 cellulase, xylanase, pectinase 및 amylase의 활력을 측정한 결과는 Table 2-5

와 Table 2-6에 각각 나타내었다. cellulase 효소의 활력은 박테리아에서 높았고 

amylase효소의 활력은 효모에서 높게 나타났다. 배양 배지별로 효소의 활력에는 뚜

렷한 경향이 나타나지 않았다.

 Table 2-5.  혐기 내산성 SCP 생산용 미생물에 대한 중성 배지에서의 효소 활력

Isolation

No.

Microbial Growth

OD values (650nm) cfu/mL culture solution

6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h

BAC-1 0.329 0.987 1.543 1.876 7.5×106 32.7×107 32.4×1011 62.9×1011

BAC-2 0.654 0.975 1.454 1.321 12.3×106 44.3×108 63.8×101/ 54.2×1011

YEA-3 0.498 0.654 1.457 1.654 26.6×105 9.1×109 7.6×1011 37.8×1011

YEA-4 1.088 1.876 2.226 2.657 63.8×106 75.2×109 45.7×1011 8.3×101/

YEA-5 1.324 1.669 2.679 2.698 72.1×106 98.4×109 69.2×1011 21.9×101/

중성 배양액중의 효소활력 (IU)

cellulase xylanase pectinase amylase

BAC-1 596.7 1182.7 426.9 327.9

BAC-2 423.5 987.5 345.7 435.6

YEA-3 104.2 78.2 56.54 87.7

YEA-4 214.7 198.4 103.7 867.8

YEA-5 179.1 234.7 91.2 789.2
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Table 2-6. 혐기 내산성 SCP 생산용 미생물에 대한 산성 배지에서의 효소 활력

또한, 구입한 미생물중에서 성장률과 pH에서와 마찬가지로 YEA-3의 효소활력이 가

장 낮게 나타났다. 미생물 발효제 개발의 원종 균주로서의 가치가 전혀 없었던 관리

번호(Maintenance number) YEA-3을 제외한 나머지 미생물들을 전자현미경으로 관

찰한 모습은 다음 Figure 2-5와 2-6에 각각 나타내었다.

  

MS number BAC-1                 MS number BAC-2

Figure 2-5. 내산성 혐기성 미생물(박테리아)의 전자현미경 사진.

산성 배양액중의 효소활력 (IU)

cellulase xylanase pectinase amylase

BAC-1 345.7 789.3 325.3 298.1

BAC-2 398.1 678.5 287.5 324.9

YEA-3 278.9 136.8 198.9 776.5

YEA-4 187.5 167.3 87.2 678.2

YEA-5 155.4 179.2 78.6 598.4
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MS number YEA-4               MS number YEA-5

Figure 2-6. 내산성 혐기성 미생물(효모)의 전자현미경 사진.

  4) 효모균의 선발

      문헌과 미생물자원 data base 검색작업을 통하여 선발된 박테리아 2종과 효모 

3종을 구입하여 각각의 생육특성과 발효 특성 및 효소의 역가 등을 측정한 결과, 관

리번호(Maintenance number) YEA-3을 제외한 나머지 미생물들(BAC-1, BAC-2, 

YEA-4 및 YEA-5)은 볏짚 발효제 개발의 좋은 원종 균주들로 사용 가능할 것으로 

평가되었다. 2년차 연구에서는 박테리아군과 효모군의 직접 비교와 볏짚 사일리지 

제조 실험을 통하여 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는 능력과 볏짚사일리지에서

는 생존성 등을 확인한 다음 최종적으로 2종의 미생물을 선발할 예정이다.

Table 2-7. 최종 혐기 내산성 SCP 생산용 미생물의 선발

관리번호
최종 선발 미생물

박테리아 효모(yeast)

BAC-1 Bacillus circulanse -

BAC-2 Lactobacillus plantarum -

YEA-4 - Candida utilis

YEA-5 - Candida sp.
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2. 선발 효모의 특성 구명 및 이를 이용한 효모 발효제의 개발

  가. 연구 수행내용

    1)  효모의 유기산 이용성과 단백질 합성량에 미치는 영향

문헌과 미생물자원 data base 검색작업을 통하여 1년차에서 선발된 박테리아 2종

(BAC-1와 BAC-2)과 효모 3종(YEA-3, YEA-4 및 YEA-5)에 대하여 배지(박테리

아는 total plate count agar 배지, 효모는 YPD agar 배지 사용)에서의 성장률을 측

정하였었다. 그러나 1년차 실험에서 사용된 3종의 효모 수가 최적의 효모를 선발하

기에는 적다고 판단되었고 1년차의 시험결과에서 보고 하였듯이 YEA-3은 성장률이 

매우 떨어져 이용가치가 없는 것이었다. 이런 문제점을 보완하기 위해서  

KCTC(Korean Collection for Type Cultures)로부터 KCTC7219(Candida glabrata), 

KTCT6994(Humicola grisea var. thermoidea), KCTC 7137(Pichia jadinii) 그리고 

KCTC7120(Candida robusta)를 추가로 구매하여 총 6종의 효모를 동원하여 제 2차 

선발실험을 추가 수행하였다(Table 2-8).

Table 2-8. Yeast strains obtained from KCTC(Korean Collection for Type Cultures) and 
ATCC (American Type for Cultures Collection) for the experiment

Strain No.  Strain Name
KCTC 7219  Candida glabrata / Torulopsis glabrata
KTCT 6994  Candida glabrata var thermoidea
KCTC 7137  Pichia jadinii
KCTC 7120  Candida robusta
ATCC 9950  Candida utilis (Henneberg) 
ATCC 18790  Saccharomyces cerevisiae Hansen, teleomorph (budding yeast)

      가) 유기산 이용성과 단백질 합성량 조사 : 혐기배양배지(Dehority's artificial 

medium)에서 탄소원을 제거시키고 휘발성지방산만 첨가한 배지에다 단백질원으로는 

pepton을 요소수와 암모니아수로 대체시키므로서(동일 질소량으로 대체) 이 배지에서의 

효모의 성장률과 효모 유래 단백질 함량을 측정하여 효모가 유기산(휘발성 지방산으로 대

체)을 이용하여 단백질을 합성하는 능력을 간접적으로 조사하였다.

      나) 조사항목 및 방법 : 효모 유래 단백질 함량은 배양 후 배양액을 멸균 증류수를 

이용하여 4차례 원심분리하여 효모 cell을 수거 한 다음, sonication하여 효모 cell을 파괴

한 후, Bio-rad protein assay kit를 이용하여 분석하였다. 이외의 측정방법은 실험실 관

행법(반추동물영양실험법, 2003, 서울대 출판부; 하종규, 이성실, 고종열 저)에 따랐

다. 구체적인 실험방법은 지면관계로 생략한다.
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    2)  효모 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향

       가) 공시미생물: “효모의 유기산 이용성과 성장률 및 단백질 합성량” 실험의 

결과를 바탕으로 3종의 효모를 공시하였다.  효모 첨가가 볏짚 silage의 품

질에 미치는 영향을 구명하고자, control(효모-무처리), ATCC 18790(Saccharo- 

myces cerevisiae Hansen), KCTC 6994(Humicola grisea var. thermoidea) 및 

KCTC 7219(Candida glabrata)로 4개의 처리구를 두었고, 저장기간(1, 3, 6, 9, 

15 및 20일)별 3반복으로 총 72개의 silage를 제조하였다. 

       나) 볏짚 사일리지의 제조 : 볏짚을 약 1cm 정도로 세절한 후 수분 함량이 

50% 정도 되도록 하였으며, 증류수에 암모니아수를 0.2% 용해시켜 

spray하여 silage를 제조하였다. 세절된 볏짚은 20×50cm 크기의 비닐로 

제작한 silage bag에 500g씩 넣은 후 다시 공시 효모 배양물 50㎖를 접

종하였다. 그리고 다시 500g의 볏짚을 첨가한 다음 vaccum으로 가능한 

모든 잔존 공기를 제거한 다음 heat sealing 하였다. 이 때의 접종량은 

효모가 최대 성장률을 나타낸 24시간 계대 배양액을 사용하였다. 제조된 

실험용 silage bag은 실내에서 약 지상 1m의 실험대 위해 보관하였으며, 

실험기간 동안 온도를 20∼24℃로 유지하였다.

       다) 조사항목 : 사일리지 저장기간별(1, 3, 6, 9, 15 및 20일) pH 및 NH3-N의 

변화, 볏짚의  화학적(단백질, NDF 및 ADF) 함량의 변화 그리고 접종한 

효모 수의 변화 등을 조사하였다. 조사 방법은 실험실 관행법에 따랐다.

            (1) pH 측정 : pH의 측정은 저장 기간별로 수거하여 50g의 silage 시료를 

450㎖의 증류수(pH 7.0)를 부어서 1분간 homogenizer를 이용하여 분쇄시

킨 후 4겹의 cheese cloth로 여과하여 pH meter(Mettler toledo, MP- 

230)를 통해 측정하였다.

            (2) Silage의 영양소 함량 측정 : 저장 기간별로 수거한 볏짚 silage의 조단

백질 함량은 A.O.A.C.방법(1995)으로 측정하였으며, 105℃의 drying oven

에서 시료를 24시간 건조한 후 잘게 분쇄하여 시료 1g에 산화 촉진제

(K2SO4 : CuSO4 = 7 : 1) 5g과 95% H2SO4 15ml을 첨가하여 420℃에서 

완전 분해한 후 Auto Kjeldahl System(Tecator Co., Kjeltec auto 1030, 

Sweden)으로 증류 및 적정하였다. 볏짚 silage의 조단백질 함량은 아래

의 식으로 계산하였다.

        조단백질 함량(%) =  
1.401 × (M - B ) ×F × 6.25시료의 무게(mg) × 100

              (M : Sample의 질소 함량,  B : Blank의 질소 함량  F : 0.1N HCl의 factor)
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              NDF(neutral detergent fiber)와 ADF(acid detergent fiber) 함량은 

Van Soest와 Goering(1984)의 방법에 준하여 분석하였다.

           (3) Silage내 미생물 수 측정 : 저장 15일 후 silage를 개봉하여 1g의 볏짚을 

증류수에 희석하여 YPD agar 배지에 1㎖을 접종하여 24시간 후에 생성된 

효모 군락(colony)을 계수하여 생균수를 측정하였다.

           (4) 전자 현미경 관찰 : SEM 관찰을 위한 전 처리는 Ho 등 (1988)의 방법을 

응용하였다. 진공상태에서 시료의 변형을 방지하기 위하여 0.5%와 5% 

glutaraldehyde 용액으로 고정한 후, cacodylic  buffer로 세척하고, 유기용

매 치환법으로 10, 20, 30, 50, 70, 90 및 100%의 ethyl alcohol을 차례로 

30분간 통과시켜 탈수시켰다. 탈수가 끝난 시료는 임계점 건조법(critical 

point drying method)을 이용하여 시료를 내압 용기중에서 액화 CO2에 담

근 다음 임계점 온도(31℃, 72.8atm) 이상으로 가열하여 gas화 시켜 건조

하였다. 건조된 시료를 액체 silver를 이용하여 주사형 현미경의 stub에 

mounting 시킨 후, 진공증착장치에서 금(gold)을 시료표면에 분사 증착시

켜 주사형 현미경(SEM: Scanning Electron Microscopy)을 이용하여 관찰

하였다.

    3)  효모의 최적 첨가량 및 사용조건의 구명

       가) 공시미생물 : “효모의 유기산 이용성과 효모의 성장률 및 단백질 합성량” 

실험 결과를 바탕으로 3종의 효모를 공시하였다.

       나) 공시한 미생물을 3종(A, B 및 C)을 단독(A, B 및 C) 배양 그리고 혼합

(A+B, B+C, A+C 그리고 ABC) 배양하여 효모의 성장률과 단백질 합성

량을 측정하므로서 효모 상호간의 positive 반응과 negative 반응을 조사

하므로서 최종 효모 발효제를 개발한다. 유기산의 최적 첨가량과 암모니

아수의 최적 첨가량도 함께 결정하였다.

       다) 조사방법 : 단독 및 혼합배양시의 효모의 성장률과 단백질 합성량, 그리

고 각 배양 조건에서의 효소 역가(polysaccharide-degrading enzyme, 

hexoside-degrading enzyme 그리고 protease)를 실험실 관행법으로 분석

하였다.
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  나. 연구 수행결과

    1) 효모의 유기산 이용성과 단백질 합성량에 미치는 영향

Dehority's medium에서 탄소원을 결핍시키고 휘발성지방산만 첨가한 배지에 단백질원으

로는 pepton을 요소수와 암모니아수로 대체시킨 다음 배지내의 pH를 측정한 결과는 다음 

Figure 2-7에서와 같다.
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Figure 2-7. pH value in the supernatant of medium containing urea (the upside) and 
ammonia(the bottom) as nitrogen sources incubated with yeast, KCTC 7219(○―
○), KTCT 6994(□―□), KCTC 7137(◇―◇), KCTC 7120(◆―◆), ATCC 9950 (■―
■) and ATCC 18790 (●―●).

KCTC 7219 (Candida glabrata), KTCT 6994(Candida glabrata), KCTC 7137(Pichia 

jadinii), KCTC 7120(Candida robusta), ATCC 9950(Candida utilis  Henneberg) 및 

ATCC 18790 (Saccharomyces cerevisiae  Hansen) 총 6종의 효모 모두 배양 9-12시

간까지 pH가 급격히 떨어졌으나 그 이 후의 시간대에서는 효모들 간에 큰 차이가 

없었다.
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 그러나 단백질원으로 urea를 첨가한 배지에서는 배양 12시간 후에 pH가 오히려 올

라가는 현상이 발견되었다. 각 배양배지에서 효모들이 보인 pH를 평균한 수치를 보

면 다음 Figure 2-8에서와 같다. 
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Figure 2-8. Average pH value in the supernatant of medium containing urea and ammonia as 
nitrogen sources incubated with yeast, KCTC 7219, KTCT 6994, KCTC 7137, 
KCTC 7120, ATCC 9950 and ATCC 18790.

배양배지에 탄소원으로 휘발성지방산만 첨가하여 pH가 상당히 낮았다. 따라서 모든 

발효조에 0.1N NaOH를 사용하여 초기 pH를 5.0으로 보정한 다음 효모를 접종하였

다. 접종후 3, 6, 9 그리고 12시간이 경과할 때까지 pH는 직선적으로 떨어지기 시작

하다가 12시간 이후에는 큰 변화를 나타내지 않았다.  혐기배양배지에서 탄소원을 결

핍시키고 휘발성지방산만 첨가한 배지에 단백질원으로는 pepton을 요소수와 암모니아

수로 대체시키므로서(동일 질소량으로 대체) 이 배지에서의 효모의 성장률과 효모 유래 

단백질 함량을 측정하므로서 효모가 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는 능력을 간

접적으로 조사하여 얻은 성장률의 결과를 Figure 2-9에 나타내었다.

단백질원으로 urea를 사용한 배지에서는 ATCC 18790의 성장률이 가장 높았고 

ATCC 9950의 성장률이 가장 낮았으며 나머지 4종의 효모들은 큰 차이가 없었다. 

또한 단백질원으로 NH3-N을 사용한 배지에서는 배양 18시간을 기준으로 

ATCC18790,  KCTC6994 및 KCTC7219의 성장률이 높은 경향이었고 ATCC 9950의 

성장률이 가장 낮았다. 효모의 성장률은 NH3-N을 사용한 배지에서 높았다(Figure 

2-10).
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Figure 2-9. Growth rate of yeast, KCTC 7219(○―○), KTCT 6994(□―□), KCTC 7137(◇―
◇), KCTC 7120(◆―◆), ATCC 9950 (■―■) and ATCC 18790 (●―●) in the 
medium containing urea(the upside) and ammonia(the bottom) as nitrogen sources.
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Figure 2-10. Average growth rate of yeast, KCTC 7219, KTCT 6994, KCTC 7137, KCTC 
7120, ATCC 9950 and ATCC 18790, in the medium containing urea and 
ammonia as nitrogen sources.
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  효모 유래 단백질 함량을 측정하고자 배양 후 배양액을 멸균 증류수로 원심분리하여 효

모 cell을 수거 한 다음, sonication시켜 효모 cell을 파괴한 다음 단백질 함량을 측정한 결

과는 Figure 2-11에서와 같다. 배양 12∼18시간까지 단백질의 농도가 급격히 증가하

다가 그 이후 시간대에서는 단백질의 함량이 급격히 감소하는 경향을 보였다.

18시간대 이후에 단백질의 농도가 급격히 감소한 이유는 효모가 사멸기로 접어들어 

lysis가 일어났기 때문이라고 판단된다. 단백질원으로 NH3-N을 사용한 배지에서의 

단백질 함량이 urea를 사용한 배지에서 보다 대체적으로 높았다(Figure 2-12).
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Figure 2-11. Protein concentration derived from yeast, KCTC 7219(○―○), KTCT 6994(□
―□), KCTC 7137(◇―◇), KCTC 7120(◆―◆), ATCC 9950 (■―■) and 
ATCC 18790 (●―●), in the medium containing urea(the upside) and 
ammonia(the bottom) as nitrogen sources.
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Figure 2-12. Average protein concentration derived from yeast, KCTC 7219, KTCT 6994, 
KCTC 7137, KCTC 7120, ATCC 9950 and ATCC 18790, in the medium 
containing urea and ammonia as  nitrogen sources.

배양액 중의 pH, 효모의 성장률 그리고 미생물 단백질 합성량을 기준으로 공시한 6

종의 효모중에서 KCTC6694, KCTC7219 및 ATCC18790이 “유기산 이용 단백질 합

성 혐기․내산성 SCP생산 효모를 이용한 미생물첨가제의 개발”을 가장 효과적인 효

모로 판정되었다.

    2)  효모 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향

“효모의 유기산 이용성과 효모의 성장률 및 단백질 합성량” 실험의 결과를 바탕으로 

3종의 효모, KCTC 7219(Candida glabrata/Torulopsis glabrata), KTCT 6994 

(Candida glabrata var thermoidea) 및ATCC 18790(Saccharomyces cerevisiae  

Hansen, teleomorph, budding yeast)를 접종하여 볏짚 사일리지를 제조한 다음, 사일

리지의 pH 변화를 관찰한 결과는 Table 2-9에서와 같다. 효모를 첨가한 사일리지는  

발효 3일째부터 pH가 내려가기 시작하였으나 무처리 사일리지는 발효 전기간 동안 

pH의 변화가 없이 일정하였다.

  처리구별로는 효모를 첨가한 silage는 발효 3일째부터 pH가 내려가기 시작하였고, 

저장기간에 따른 pH는 무처리 silage의 경우 발효 전 기간 동안 변화 없이 일정하였

다. 효모 S. cerevisiae의 생육 최적 pH가 4.5정도인데, pH에 적응하는 능력이 없기 

때문에 pH가 높아지면 성장 속도가 늦어지고, 이에 따라 성장에 쓰여질 여러 가지 

성분과 효소들이 세포 밖으로 유출되어 다른 미생물이나 가축의 영양소로 이용될 수

도 있지만(박 등, 1996), S. cerevisiae는 유기산이나 산소와의 친화력이 강하기 때문

에 pH를 상승시켜 주는 buffer제로 작용할 수 있다(Cartwright 등, 1986; Dawson, 

1987; Hoyos 등, 1987)고 하였다.
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 송 과 손(1997)에 의하면 반추 가축의 사료 첨가제로서 이용되는 효모배양물은 농

후사료의 과다급여 시 발생될 수 있는 반추위내 pH 저하와 섬유소분해 미생물의 활

력 억제 등으로 인한 생산성 감소 현상을 방지할 수 있다 하였고, 이러한 연구는 효

모들이 성장하기에 적당한 pH를 가지고 있으므로 해서 반추위 혐기성 세균의 증식

을 활성화하여(Wiedmeier 등, 1987; Harrison 등, 1988) pH를 상승시킬 수 있으며

(Williams 등, 1991), 또한 반추가축용 사료첨가제로 사용한 효모가 반추위내의 잔류 

산소 제거와 pH 상승을 통하여 발효 환경을 개선시킬 수 있다(Rose, 1980)는 결과를 

뒷받침할 수 있겠다. 

발효 6일째부터 3종의 효모들은 control에 비하여 성장하기에 적당한 pH를 가지고 

있다고 할 수 있으며, 연구 결과들에 비추어볼 때 시험에서 사용된 효모들은 반추위 

혐기성 세균 증식을 활성화하여 반추위내의 pH를 상승시키고 반추위 발효 환경을 

개선할 수 있을 것으로 기대된다.  

Table 2-9. Effects of yeast inoculations on pH values during the ensiling procedure of rice 
straw silage

Maintenance
No.

Days of ensiling
mean SEM

1 3 6 9 15 20

Control 5.50±0.15 5.60±0.06 5.67±0.03 5.47±0.12 5.67±0.19 5.60±0.15 5.58 0.06 

ATCC18790 5.67±0.03 5.37±0.18 4.37±0.48 4.13±0.12 4.10±0.12 4.13±0.12 4.63 0.20 

KCTC6694 5.67±0.03 5.40±0.12 4.30±0.15 4.30±0.06 4.50±0.06 4.30±0.06 4.74 0.17 

KCTC7219 5.43±0.09 5.43±0.09 4.37±0.12 4.17±0.03 4.10±0.12 4.17±0.03 4.61 0.18 

mean 5.57 5.45 4.68 4.52 4.59 4.55 
SEM 0.05 0.06 0.18 0.17 0.20 0.19 

Table 2-10은 사일리지 저장기간별로 수거한 볏짚의 단백질 함량을 조사한 결과인

데, 무처리 볏짚에서는 단백질의 함량이 발효 전 기간동안 5.3∼5.6의 범위로 일정하

였으나 효모를 처리한 볏짚의 단백질 함량은 높게는 9% 단위까지 증가하는 것으로 

나타났다. 이는 접종한 미생물이 왕성하게 성장했기 때문이라 생각된다. 발효 15일째

를 기준으로 하면 Control, ATCC18790, KCTC6694 및 KCTC7219 처리구의 볏짚중 

단백질 함량은 각각 5.33, 8.63, 9.07 및 8.77%로서 대조구에 비해 단백질의 함량이 

각각 38%, 41% 및 39% 증가한 결과이다. 이러한 결과는 본 연구 과제의 목적을 충

족시킬 수 있는 아주 고무적인 결과로 받아들여지고 있다. 측정한 NH3-N의 농도 

역시 단백질에서와 유사한 경향을 보였다(결과 생략).  이는 효모가 포함된 사료에서 
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조단백질 함량이 다소 높은 경향이었다는 보고(송과 손, 1997)와 거세우에서 효모배

양물은 반추위의 단백질 분해작용을 증가시켜 조단백질의 이용성을 높여 증체가 개

선된다(Wiedmeier 등, 1987; Martin과 Nisbet, 1992)는 보고와도 유사하다고 할 수 

있겠다.

 조단백질 함량에 있어 처리구는 발효 6일째부터 control에 비해 높은 경향을 보이고 

있으며, 발효 15일째부터는 뚜렷한 경향을 보이고 있으므로 효모의 첨가가 증체를 

개선함은 물론 사료효율도 개선할 수 있을 것으로 사료된다. 

 

Table 2-10. Effects of yeast inoculations on crude protein levels(%) of rice straw during the 
ensiling procedure of rice straw silage

Maintenance
No.

Days of ensiling
mean SEM

1 3 6 9 15 20

Control 5.30±0.06 5.30±0.06 5.57±0.20 5.37±0.09 5.33±0.19 5.40±0.12 5.38 0.06 

ATCC18790 5.37±0.12 5.37±0.18 6.53±0.19 7.40±0.06 8.63±0.07 8.37±0.09 6.94 0.39 

KCTC6694 5.20±0.06 5.40±0.12 6.93±0.15 7.37±0.26 9.07±0.09 8.43±0.15 7.07 0.43 

KCTC7219 5.23±0.09 5.53±0.12 7.30±0.06 7.57±0.09 8.77±0.09 8.43±0.15 7.14 0.40 

mean 5.28 5.40 6.58 6.93 7.95 7.66 
SEM 0.04 0.06 0.20 0.28 0.46 0.40 

볏짚에 효모를 처리하여 약 40%의 단백질 증가 효과를 가져올 수 있다는 믿기지 않

는 결과는 ① 사일리지에 접종한 효모가 사일리지 발효기간 중 많은 양으로 성장할 

수 있다는 결과(Figure 2-13)와 발효 15일후의 볏짚에는 아주 많은 효모가 붙어 있

다는 SEM 사진의 결과(Figure 2-14)가 이를 뒷 받침해 주고 있다. SEM 시험의 결

과는 제 3 세부과제에 상세히 설명되어 있다. 기타 측정한 ADF 및 NDF 함량의 변

화는 뚜렷한 경향이 없었다(결과 생략).

 Figure 2-13에서와 같이, 효모 처리구의 미생물 군집이 control에 비해 유의적(P

＜0.01)으로 높았으며, 특히 ATCC 18790과 KCTC 7219에서 뚜렷한 결과를 보였다.

 효모배양물 첨가로 인해 증가된 박테리아의 수는 통성미생물인 S. cerevisiae의 잔

류산소 제거로 혐기적 조건을 제공함은(Rose, 1980) 물론 아미노산과 vitamin B군 

등의 영양소를 공급하여 혐기성 미생물군을 증식시키기 때문인 것으로(Sniffen, 

1986)보이며, 이는 반추동물이 효모사료를 섭취할 경우 반추위의 발효환경을 개선시
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킴으로서 박테리아의 성장이 촉진된다(Wiedmeier 등, 1987; Harrison 등, 1988)는 결

과를 뒷받침한다. 

 또한 반추가축용 사료첨가제로서 효모는 섬유소 이용성 개선, 사료섭취량, 증체량 

및 사료효율을 개선하는 효과가 있으며(Wang 등, 2001; Newbold 등, 1998, Wohlt 

등, 1998 Williams 등, 1991; Fallon과 Harte, 1987; Panchal 등, 1984), 반추위내 혐기

성 미생물의 수와 섬유소 분해 미생물의 수를 증가시킨다(Kumar 등, 1997; El 

Hassan 등, 1996)는 보고와도 유사하였다.
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Figure 2-13. Microbial populations, total bacterial counts(■×106cfu) and yeast count(□
×104cfu), in the 1g of rice straw ensiled for 15 days.

3종의 효모 ATCC 18790, KCTC 6994 및 KCTC 7219를 첨가하여 볏짚 silage를 제

조한 다음, 15일이 경과한 silage 볏짚 표면을 전자 현미경으로 관찰한 결과를 

Figure 2-14에 나타내었다. 이 그림을 통하여 수많은 효모들이 볏짚 silage에 군락을 

형성하고 있음을 볼 수 있다. silage 제조 시에 첨가한 효모들이 볏짚에 부착하는 정

도는 볏짚의 부위에 따라 매우 다양한 양상을 보였다. 다음 절의 Figure(4-11, 12 및 

13 참고)에서 효모들이 많이 부착되어 있는 볏짚 부위(1)와 중간정도로 부착되어 있

는 부위(2), 그리고 군락을 형성하고 있지 않거나 미미하게 형성하고 있는 부위(3)를 

확인 할 수 있었다. 따라서 볏짚 부위와 효모의 군락의 상호 관계, 즉 효모가 선호하

는 볏짚 부위를 찾아내는 추가적인 실험이 필요한 것으로 사료된다.

 볏짚에 효모를 처리하여 15일간 저장할 경우에 ATCC 18790, KCTC 6994 및 KCTC 

7219의 처리로 무처리 볏짚에 비하여 단백질 함량이 각각 38%, 41% 및 39% 증가한 결

과는 전자 현미경을 촬영한 사진으로 보아 그 원인이 뚜렷하게 효모 때문이라는 것

을 알 수 있었다. 
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Figure 2-14. SEM observations for the rice straw ensiled for 15 days with the yeast.
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    3)  효모의 최적 첨가량 및 사용조건의 구명

       상기의 실험 “효모 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향”에서 이용한 효모 

3종을 단독배양(ATCC18790, KCTC6694 및 KCTC7219) 그리고 혼합배양

(ATCC18790+KCTC6694, KCTC6694+KCTC7219, ATCC18790+KCTC7219 그리고 

ATCC18790+KCTC6694+KCTC7219)하여 효모의 성장률과 단백질 합성량을 측정하

므로서 효모 상호간의 positive 반응과 negative 반응을 조사하였다. 

단독배양한 A(ATCC18790), B(KCTC6694) 그리고 C(KCTC7219)의 배양 24시간 후

의 효모수는 각각 12.23, 23.18 그리고  41.54 cfu ×105로서 효모 상호간 생존율에 많

은 차이를 보였다. 또한, 혼합배양한 A+B,   A+C,  B+C 그리고  A+B+C의 배양 24

시간 후의 효모수는 각각 24.59, 11.03,  32.39 그리고 38.46 cfu ×105로서 단독배양시

보다 혼합배양시 시험관내에서의 효모의 수가 증가하는 것으로 조사되었다. 세 종류

의 효모를 모두 혼합 배양하였을 경우에 배양액중에 효모의 농도가 가장 높은 것으

로 조사되었다. 이와 매우 유사한 경향들이 배양액중의 단백질 농도(단백질 합성량) 

조사에서도 동일하게 나타났다(Table 2-11 참조).

Table 2-11.  The growth rate of yeast in the supernatant of LB medium for yeast  mono- and 
co- cultures with other yeasts after 24h incubation

Growth rate     Protein
    concentrationsOD value cfu × 105

Mono-culture
   A (ATCC18790) 1.18±0.01 12.23±2.35 22.35±3.19

   B (KCTC6694) 1.32±0.04 23.18±3.73 25.75±2.48

   C (KCTC7219) 1.03±0.03 41.54±5.07 23.81±4.27

Co-culture
   A  +   B 1.26±0.03 24.59±6.27 24.15±1.43

   A  +   C 1.08±0.04 11.03±4.11 25.17±2.66

   B  +   C 1.21±0.06 32.39±2.85 28.44±3.13

   A  +   B   +   C 1.49±0.03 38.46±6.32 27.22±2.78

 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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단독 및 혼합배양시의 효모의 성장률과 단백질 합성량, 그리고 각 배양 조건에서의 

효소 역가(polysaccharide-degrading enzyme, hexoside-degrading enzyme 그리고 

protease)를 실험실 관행법으로 분석한다.

단독 배양한 A(ATCC18790), B(KCTC6694) 그리고 C(KCTC7219)의 배양 24시간 후

의 CMCase 활력은 각각 124.6, 152.1 그리고 142.5 IU로 측정되어 효모 상호간 

CMCase 활력에는 다소의 차이를 보였다. 전분분해효소(amylase)와 단백질분해효소

(protease)의 활력은 각각 357.8, 412.5 그리고 277.1IU;  45.5, 75.2 그리고 65.5IU로 

각각 측정되어 CMCase 활력에서와 마찬가지로 공시한 효모 상호간에 CMCase 활

력에는 많은 차이를 보였다. 또한, 혼합배양한 A+B,   A+C,  B+C 그리고  A+B+C

의 배양 24시간 후의 CMCase 활력은 각각 132.1, 112.7, 151.5 그리고 132.3IU로서 

단독배양시와 비교하여 뚜렷한 차이점이 발견되지 않았다(Table 2-12). 

Table 2-12.  Enzyme activities (CMCase, xylanase, amylase and protease) in the supernatant of 
LB medium for yeast  mono- and  co- cultures with other yeasts after 24h 
incubation.

Enzyme activity (IU)

CMCase Xylanase Amylase Protease

Mono-culture

   A (ATCC18790) 124.6±17.9 13.8±2.7 357.8±45.3 45.5±11.3

   B (KCTC6694) 152.1±22.4 21.5±8.2 412.5±31.2 75.2±14.7

   C (KCTC7219) 142.5±35.5 17.9±5.7 277.1±25.5 65.5±21.9

Co-culture

   A  +   B 132.1±27.8 16.4±3.5 421.5±56.4 37.6±22.9

   A  +   C 112.7±17.6 19.2±6.2 396.7±27.8 68.4±31.2

   B  +   C 151.5±21.2 13.5±4.5 349.6±44.9 49.9±20.4

   A  +   B   +   C 132.3±11.9 17.9±7.3 476.2±46.1 55.7±35.8
 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures
Enzyme activities (IU) are expressed as mol reducing sugars released by 1mL of crude enzymes 
in min, except protease activity. 

 Protease activity are expressed as g azocasein hydrolyzed h -1·mL of crude enzymes-1.
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3. In vitro 시험을 통한 개발품의 효과 검증시험

  가. 연구 수행 내용

     1) 공시미생물: 제 1세부과제에서 선발된 곰팡이(GSMI-10)와 제 2세부과제에

서 선발된 효모(KCTC-6694), 그리고 제 3세부과제에서 사용된 세균

(ATCC-19169) 등 총 3종의 미생물을 공시하였다.  

     2) 상기의 미생물 3종을 배양하기 위한 배양배지는 상업용 혐기배양배지

(anaerobic medium)를 이용하였다. 미생물 조작의 전체 과정들은 Hungate

의 anaerobic gassing system을 이용하여 혐기상태에서 수행되었다.  

     3) 공시기질 : 분쇄(0.1mm screen으로 분쇄함) 볏짚   

     4) 공시미생물들을 각각 단독 배양(mono-culture), 혼합 배양(co-cultures) 그리

고 연속 배양(sequential-cultures)한 다음, 1, 2, 3, 5 그리고 7일간 배양한 

다음 상등액과 잔존물을 조사하였다. 연속배양 방법은 곰팡이를 1, 2 그리고 

3일간 배양한 다음 효모를 접종하고 다시 1일이 경과한 다음 박테리아를 접

종하였다. 

     5) 조사 항목 및 방법

        가) pH 변화

        나) 발효제 구성 미생물의 수 측정을 통한 생존성 구명

            박테리아의 수, 효모의 수 그리고 곰팡이의 수는 이 등(1995)이 이용한 

방법과 동일한 방법을 이용하여 혐기상태를 유지하며 Roll-tube법으로 측정하였다.

        다) 소화율 및 효소분비량에 미치는 영향 구명

            - 소화율은 in vitro test tube내에서 공시기질인 분쇄 볏짚의 잔존량을 

환산하여 측정하였다.

            - 효소분비량 측정은 다음과 같이 수행하였다. 조효소액(원심분리후 상

층액) 0.5㎖와 0.05M citrate buffer(pH 5.5)에서 1% CMC의 0.5㎖과 혼합하여 1시간 

동안 55℃에서 반응시킨 다음, 5분 동안 boiling하여 반응을 중지시켰다. Boiling 된 

sample은 5분 동안 7,000rpm에서 원심분리 하였으며 상층액에서 생성된 환원당은 

Miller 등(1960)의 DNS(dinitrosalicylic acid)방법을 이용하여 비색법으로 550nm에서 

측정하였다. 효소활성의 one unit는 생성된 1mmol glucose을 분당 생성된 환원당과 

똑같이 계산하여 효소의 양을 계산하였다. Xylanase 활성은 0.5M potassium 

phosphate buffer(pH 6.5)의 2% oat spelt xylan(w/v) 1㎖을 이용하여 분석하였다.

        라) 단백질 합성량 및 사료가치에 미치는 영향 구명

            상층액중의 단백질 함량은 Bio-Rad kit를 이용하여 흡광도를 측정하여 

산출하였다. 
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  나. 연구 수행 결과

      제 1세부과제에서 선발된 곰팡이(GSMI-10)와 제 2세부과제에서 선발된 효모

(KCTC-6694), 그리고 제 3세부과제에서 사용된 세균(ATCC-19169) 등 총 3종의 미

생물을 공시하여 공시미생물들을 각각 단독 배양(mono-culture), 혼합 배양

(co-cultures) 그리고 연속 배양(sequential-cultures)한 다음, 1, 2, 3, 5 그리고 7일간 

배양한 다음 상등액과 잔존물을 조사하여 얻어진 결과를 Table 2-13에서 Table  

2-19에 나타내었다.  Table 2-13에서와 같이 배양액중의 pH는 미생물의 종류와 배

양시간에 관계없이 최소 5.73에서 최대 6.72의 범위로서 pH의 변화가 심하게 일어나

지 않았다. 이러한 결과는 배지중에 함유된 여러 가지 염들이 완충제의 역할을 하였

기 때문으로 생각된다.

Table 2-13.  The pH value in the supernatant of medium for anaerobic bacterim, yeast and 
fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7

Mono-culture
   Bacterium 6.63±0.01 6.61±0.01 6.44±0.01 5.96±0.00 5.97±0.01

   Yeast 6.68±0.02 6.57±0.02 5.86±0.01 5.79±0.01 5.92±0.02

   Fungus 6.72±0.04 6.59±0.01 6.21±0.02 6.04±0.01 6.03±0.03

Co-culture
   Bacterium + Yeast 6.61±0.04 6.67±0.07 6.58±0.04 6.12±0.05 6.13±0.05

   Bacterium + Fungus 6.52±0.03 5.97±0.02 6.21±0.05 5.95±0.07 6.11±0.03

   Yeast + Fungus 6.62±0.06 6.22±0.03 6.47±0.02 6.51±0.03 6.08±0.04

Sequential-culture
   Fungus (1d) +  yeast(1d) - - 6.12±0.04 6.03±0.06 5.73±0.04

   Fungus (2d) + yeast(1d) - - - 5.91±0.03 5.87±0.05

   Fungus (3d) + yeast (1d) - - - 5.92±0.02 5.96±0.06

 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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공시미생물들을 각각 단독 배양(mono-culture), 혼합 배양(co-cultures) 그리고 연속 

배양(sequential-cultures)한 다음, 배양배지내의 미생물 수, 즉 박테리아의 수, 효모

의 수 그리고 곰팡이의 수를 측정한 결과를 각각 Table 2-14, 2-15 그리고 2-16에 

나타내었다. 미생물 각각의 단독배양에서는 교차오염이 전혀 발생하지 않았다. 혼합

배양 Bacterium + Yeast,  Bacterium + Fungus에서는 박테리아만 detection되어 박테리아와 

효모나 곰팡이를 혼합내양하면 박테리아만 우점하여 성장하는 것으로 조사되었고 Yeast + 
Fungus에서도 역시 효모만 성장하는 것으로 조사되었다.  따라서 미생물 복합제의 제조는 

혼합배양으로는 불가능한 것으로 판단되었다.  곰팡이를 24시간(1d), 48시간(2d) 그리고 72
시간(3d) 동안 우선 배양한 다음, 효모를 추가 접종하여 하루(1d)가 지난 후 박테리아를 각

각 재 접종한  Fungus(1d)+yeast(1d),  Fungus(2d)+yeast(1d)  그리고  Fungus(3d)+yeast(1d) 
연속 배양구에서는 박테리아가 잠시 동안 (약 1일 정도) 생존하는 것으로 조사되었다. 결
론적으로 확보한 3종의 서로 다른 미생물을 이용하여 볏짚 사일리지 발효용미생물 복합제

의 개발을 위해서는 미생물 단독 배양후 부형제를 이용하여 희석하는  방법밖에 없는 것으

로 최종 판단되었다. 비록 연속배양방법에서 가능성이 조금 보였으나  이를 산업적으로 응

용하는 데는  많은 문제점이 있을 것으로  판단되었다. 

Table 2-14.  Bacterial populations in the supernatant of medium for anaerobic bacterium, yeast 
and fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7
Mono-culture
   Bacterium 6.5±5.7 42.7±6.8 12.9±15.2 34.8±9.40 55.9±11.2
   Yeast nd nd nd nd nd
   Fungus nd nd nd nd nd
Co-culture
   Bacterium + Yeast 12.3±6.9 37.2±19.7 17.8±9.1 42.6±19.1 36.6±17.8
   Bacterium + Fungus 18.2±8.1 9.5±2.1 33.2±8.2 36.7±4.7 47.21±8.36
   Yeast + Fungus nd nd nd nd nd
Sequential-culture*

   Fungus (1d) +  yeast(1d) - - 13.2±5.32 0.2±0.0 nd
   Fungus (2d) + yeast(1d) - - - 8.9±5.5 0.5±0.3
   Fungus (3d) + yeast (1d) - - - - 9.1±0.2

 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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Table 2-15.  Yeast populations in the supernatant of medium for anaerobic bacterim, yeast and 
fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7
Mono-culture
   Bacterium nd nd nd nd nd
   Yeast 11.3±3.2 22.6±2.3 12.1±8.7 14.2±0.8 10.8±4.4
   Fungus nd nd nd nd nd
Co-culture
   Bacterium + Yeast 9.4±2.7 nd nd nd nd
   Bacterium + Fungus nd nd nd nd nd
   Yeast + Fungus 8.4±0.7 36.2±7.2 44.9±12.7 36.5±6.8 22.7±8.5
Sequential-culture*

   Fungus (1d) +  yeast(1d) - - 5.8±0.6 11.5±1.5 7.8±0.9
   Fungus (2d) + yeast(1d) - - - 8.3±0.4 5.9±0.7
   Fungus (3d) + yeast (1d) - - - - 13.7±1.7
 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.

Table 2-16.  Fungal populations in the supernatant of medium for anaerobic bacterim, yeast and 
fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7
Mono-culture
   Bacterium nd nd nd nd nd
   Yeast nd nd nd nd nd
   Fungus 13.7±6.5 9.7±5.4 35.6±18.2 98.7±9.4 112.8±34.9
Co-culture
   Bacterium + Yeast nd nd nd nd nd
   Bacterium + Fungus nd nd nd nd nd
   Yeast + Fungus nd nd nd nd nd
Sequential-culture*

   Fungus (1d) +  yeast(1d) - - 32.2±2.9 79.6±1.5 212.4±4.8
   Fungus (2d) + yeast(1d) - - - 111.5±3.7 96.3±0.9
   Fungus (3d) + yeast (1d) - - - - 75.7±0.7

 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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공시미생물들을 각각 단독 배양, 혼합 배양 그리고 연속 배양한 다음, 배양배지내의 

효소역가 즉, CMCase와 xylanase 그리고 배양배지 내의 단백질 농도를 측정한 결과는 각

각  Table 2-17, 2-18 그리고 2-19에서와 같다. 미생물 각각의 단독배양에서는 

CMCase와 xylanase 공히 곰팡이 배양구에서 가장 높았으나 효모 단독 배양구에서 가장 낮

았다. 혼합배양 Bacterium+Yeast, Bacterium+Fungus 그리고 Yeast+Fungus구에서의 

CMCase 역가는 11.17IU~32.79IU의 범위로 상대적으로 낮게 측정되었고 이러한 경향은 

xylanase의 경우에서도 13.58IU~37.74IU의 범위로 관찰되었다. 이러한 이유는 박테리아와 

효모나 곰팡이를 혼합배양하면 박테리아만 우점하여 성장하고 효모와 곰팡이를 혼합배양

하면 역시 효모만 성장하기 때문에 상대적으로 CMCase와 xylanase를 많은 양으로 분비하

는 곰팡이의 성장이 불가능했기 때문에 나타난 현상이라 생각된다. 
   Table 2-19에서와 같이, 배양액중의 단백질 농도는  단독 배양, 혼합 배양 그리고 연

속 배양시에 각각 10.3~29.0μmol/mL, 7.7~30.3μmol/mL 그리고 25.7~36.3μmol/mL로 측

정되어 연속배양배지에서의 단백질 농도가 가장 높게 나타났으며 단독배양시와 혼합

배양시의 배양액중의 단백질 농도는 아주 유사한 것으로 조사되었다.

Table 2-17.  The CMCase activity(IU) in the supernatants of medium for anaerobic bacterim, 
yeast and fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7

Mono-culture

   Bacterium 21.01±1.78 26.08±2.79 28.58±1.76 30.03±1.03 32.97±6.01

   Yeast 15.69±0.19 16.17±0.67 15.27±0.36 14.24±0.53 13.85±0.74

   Fungus 35.25±8.18 36.76±7.83 45.35±9.53 121.71±25.83 83.78±13.77

Co-culture

   Bacterium + Yeast 18.36±0.24 15.40±0.22 15.10±0.57 17.10±0.43 16.13±0.19

   Bacterium + Fungus 12.17±1.19 14.12±1.73 18.25±6.56 11.17±3.82 32.79±4.12

   Yeast + Fungus 14.41±2.17 23.74±0.89 23.33±2.89 26.78±5.82 18.67±3.19

Sequential-culture*

   Fungus (1d)+ yeast(1d) - - 121.78±33.19 147.01±42.18 126.92±22.65

   Fungus (2d)+yeast(1d) - - - 135.56±36.66 98.85±21.89

   Fungus (3d)+yeast (1d) - - - - 123.17±29.54
 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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Table 2-18.  The Xylanase activity(IU) in the supernatants of medium for anaerobic bacterim, 
yeast and fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7
Mono-culture
   Bacterium 8.23±0.24 9.18±1.32 11.48±3.65 15.39±3.67 13.14±3.22
   Yeast 7.16±2.16 8.31±2.62 9.23±3.44 7.33±0.59 11.34±4.72
   Fungus 722.44±27.56 839.98±44.73 675.93±33.64 789.56±32.67 949.45±43.69
Co-culture
   Bacterium + Yeast 21.38±5.65 19.39±4.66 13.58±4.77 14.39±2.56 19.63±3.57
   Bacterium + Fungus 32.33±9.54 37.74±13.39 22.26±16.49 17.97±12.87 21.08±6.94
   Yeast + Fungus 17.22±4.23 19.98±7.49 29.64±5.99 19.18±7.79 21.56±4.27
Sequential-culture*

   Fungus(1d)+ yeast(1d) - - 657.26±54.17 776.34±32.97 888.68±47.99
   Fungus(2d)+yeast(1d) - - - 435.77±39.69 597.27±44.25
   Fungus(3d)+yeast (1d) - - - - 729.57±57.35
  Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.

Table 2-19. Nitrogen concentration(μmol/mL) in the supernatant of medium for anaerobic 
bacterim, yeast and fungus  mono-, co- and sequential- cultures

Treatments
Incubation time (day)

1 2 3 5 7

Mono-culture
   Bacterium 11.40±1.57 19.32±2.21 25.05±2.11 26.30±2.02 26.47±0.99
   Yeast 10.27±1.03 23.89±2.81 28.56±1.81 26.41±1.63 23.22±1.41
   Fungus 11.01±1.60 12.99±1.13 17.16±2.53 21.15±1.97 28.95±0.11
Co-culture
   Bacterium + Yeast  8.23±0.63 10.97±2.36 23.21±1.34 25.33±4.11 26.23±1.72
   Bacterium + Fungus  7.72±0.63 12.11±2.56 19.97±2.11 27.27±2.38 28.22±3.56
   Yeast + Fungus 10.21±2.36 18.23±2.69 21.32±9.25 26.44±3.45 29.56±2.37
Sequential-culture*

   Fungus (1d) +  yeast(1d) - - 27.15±3.08 25.70±6.06 31.17±4.69
   Fungus (2d) + yeast(1d) - - - 31.45±4.73 36.25±1.96
   Fungus (3d) + yeast (1d) - - - - 29.18±1.66
 Each value represents the mean±standard error of triplicate cultures.
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제 3 절  Esterase 분비 transgenic 미생물을 이용한 미생물 

첨가제의 개발 (제 3 세부 과제)

1. 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소(esterase) 분비 미생물의 분리 ․ 동정 및 선발

  가. 연구 수행 내용

    1) 공시동물로 fistula가 장착된 한우를 공시하여 반추위액을 채취한 다음,  “제 

1세부과제의 볏짚 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기 내산성 미생물(곰팡이)의 탐

색 (시험 1-1)”에서와 동일한 방법으로 곰팡이를 분리․동정한다. Esterase 효소분

비 능력을 기준으로 분리된 곰팡이를 screening하였으며 screening된 곰팡이는 혐

기 발효조를 이용하여 대량 배양하였다.

   2) 공시재료로부터 esterase 분비 곰팡이의 분리

     가) Esterase 분비 곰팡이 분리를 위한 Enrichment : 한우의 반추위액으로부터 

esterase 분비 곰팡이를 분리하기 위하여 배지중의 탄수화물원을 NDF 용

액으로 1차 처리한 볏짚(볏짚을 NDF solution으로 1시간 가열한 다음 세

척․건조하여 사용함)으로 대체하고 항생제를 투여하여 배양액 속에서 일

정기간 혐기 배양 시켜 esterase 분비 곰팡이의 enrichment를 유도하였다.

  나) 공시재료의 희석 : Enrichment시킨 공시재료는 혐기희석액(Bryant와 

Burkey, 1953) 십진희석법으로 100∼10-3까지 희석하여 순수분리를 위한 접

종액으로 이용하였다(Table 3-1).

Table 3-1.  Anaerobic dilution solution (Bryant & Burkey, 1953) 

Component Unit     Amount

  Mineral solution Ⅰa ml 7.50
  Mineral solution Ⅱb ml 7.50
  Cystein․HCl․H2O g 0.05
  Na2CO3 g 0.30
  Resazurin, 0.1% solution ml 0.10
  D-H2O ml 100.00

a K2HPO4. 6g in 100.0ml of distilled water.
b NaCl, 1.2g; (NH4)2SO4, 1.2g; KH2PO4, 0.6g;  CaCl2, 0.12g; MgSO4․7H2O,
  0.25g in 100.0ml of distilled water.
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     다) 곰팡이의 접종 및 배양 : 탄수화물원이 750mg(절단 볏짚 6∼8개)의 NDF 

용액을 1차 처리한 볏짚으로 대체된 LAMF(Lowe's artificial medium for 

ruminal fungi, Lowe 등, 1985, Table 3-2)를 이용하였다. 접종과 배양의 

전 과정은 Hungate (1966)의 방법을 응용한 anaerobic gassing system으

로 혐기상태를 유지하였다.

Table 3-2. Medium compositions per 100mL of Lowe's medium for anaerobic 
culture of ruminal fungi

Component Unit Amount 

Mineral solution I  mL 7.50

Macro B solution mL 5.40

Trace B solution mL 1.00

VFA mixture solution mL 1.00

Hemin 0.1% solution  mL 1.00

Vitamin mixture solution mL 1.00

Resazurin 0.1% solution mL 1.00

Trypticase peptone g 0.10

Yeast extracts g 0.05

NaCO3 8% solution mL 15.00

Cystein-HCl․H2O  g 0.05

Distilled water mL 78.00

Mineral I solituon: KH2PO4, 1.8g; (NH4)2SO4, 1.8g; NaCl, 3.6g; MgSO4-7H2O, 0.73g; 
and CaCl2-2H2O, 0.77g

Macro B solution: KCl, 2.7g; NaCl, 2.7g; MgSO4-7H2O, 2.25g; CaCl2, 0.9g; and 
NH4Cl, 2.4g in  300.0ml of distilled water.

VFA mixture solution: Acetic acid, 2.05g; Propionic acid, 0.9g; butyrate, 0.54g; 
2-methyl butyrate, 0.015g; Isovalerate,  0.165g; Isobutyrate, 0.14g; n-Valerate, 
0.165g; and 0.2M NaOH, 210ml

Vitamin mixture solution: Pytidoxine HCl, 0.06g; Riboflavin, 0.06g; Thiamine HCl, 
0.06g;Nicotinamide, 0.06g; Ca-D-Pantothenate, 0.06g; PARA, 0.003g; and Stock 
Solution, 0.3ml in 300mL in distilled water.

 Vitamin Stock Solution: Folic acid, 0.125g; Biotin, 0.125g; and Covalamine, 0.0125g 
 in 25mL of dH2O.
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     라) Roll-tube법에 의한 섬유소 분해 곰팡이의 분리 : 희석된 공시재료 1ml를 

agar가 함유된 9ml의 배지에 접종한 후, 시험관을 얼음물에서 spinning시

켜 agar를 굳힌 다음 37℃에서 5∼14일간 배양하며 colony를 분리하였다. 

이 때 박테리아나 효모 등과 같은 미생물의 성장을 방지하기 위하여 아래 

Table 3-3의 항생제를 혼합하여 투여하였다.

Table 3-3.  Antibacterial agent used in the experiment preventing to grow of 
bacteria and yeast

Component Unit Amount

  Penicillin-G, sulfate g 0.606

  Streptomycin g 0.132

  Chloramphenicol g 0.030

  Distilled water mL 50.00

     마) 이 후의 구체적인  곰팡이 분리과정이나 보존 및 계대 등의 방법들은 제 1

세부과제에서와 동일하였다.

  나. 연구 수행 결과

     1)  Delignified esterase(branching 효소)를 분비하는 미생물의 문헌적 연구

      볏짚은 화학적으로 각질화 단계에서 침착된 리그닌이나 실리카의 함량이 너무 

높으며 이들과 결합된 섬유소나 단백질은 미생물이 분해시키지 못하기 때문에 소화

율이나 에너지의 이용효율이 너무 낮다는 것이다.

    리그닌이란 3개의 xylose에 아라비노즈가 붙고 그 위에 ferulic acid, qumalic 

acid 혹은 synapic acid 등이 붙어 있는 모든 구조들을 의미하는데 이 구조와 연결되

어 있는 모든 영양소들은 미생물의 작용을 받지 못한다. 따라서 아라비노즈와 여러 

가지 acids들을 끊어 주는 효소(peroxidase, esterase)에 많은 관심이 집중되었는데 

아주 최근에 반추위 곰팡이가 이 효소를 분비한다고 알려지고 있다. 따라서 문헌적 

고찰을 통하여 탈 리그닌 효소를 분비하는 미생물들을 찾아보았다. 탈 리그닌 효소인 

acetyl xylan esterase를 분비하는 검색된 미생물들(Table 3-4 참조) 중에서 반추위 
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미생물은 Neocallimastix patriciarum, Orpinomyces sp. PC-2, Ruminococcus 

flavefaciens 17 및 Fibrobacter succinogenes S85 등이다.

   탈 리그닌 효소인 feruloyl esterase와 cinnamoyl ester hydrolase를 분비하는 검색

된 미생물(Table 3-5와 Table 3-6 참조) 중에서 반추위 미생물은 Neocallimastix 

MC-2, Clostridium stercorarium 및 Orpinomyces  sp. PC-2 등이며 탈 리그닌 효소 

cinnamoyl ester hydrolase를 분비하는 유일하게 검색된 Piromyces equi는 말의 분

에서 분리한 혐기성 곰팡이이다. 따라서 탈 리그닌 효소를 분비하는 반추위 혐기성 곰

팡이로는 Neocallimastix patriciarum, Orpinomyces sp. PC-2,  Neocallimastix 

MC-2, 및 Orpinomyces  sp. PC-2 등 4종이었다.

Table 3-4. 탈 리그닌 효소인 acetyl xylan esterase를 분비하는 반추 미생물의 종류

미생물명 연구자 유전자
단백질
크기
(kDa)

연구
년도

Bacillus pumilus G.Degrassi 등 AXE;516bp 40
1998/
2000

Thermoanaerobacterium sp. 
JW/SL-Y485

W.Shao 등
I-195
II-106

1995

W.W.Lorenz 등 AXE I; 963bp 32 1997

Neocallimastix patriciarum B.P.Dalrymple 등 BnaA,B(U66252),C 1997

Orpinomyces sp. PC-2 D.L.Blum 등 AxeA939bp(AF001178) 34.845 1999

Ruminococcus flavefaciens 17 V.Aurilia CesA2306bp(AJ238716) 2000

Fibrobacter succinogenes S85 J.K.Ha AxeA1619(AF180369) 2000

Aspergillus niger
F.J.M.Kormelink
A.G.J.Voragen

30.480 1993

Table 3-5. 탈 리그닌 효소인 feruloyl esterase를 분비하는 반추 미생물의 종류

미생물명 연구자 유전자
단백질
크기
(kDa)

연구
년도

Neocallimastix MC-2 W.S. Borneman 등 FAE I/II 69/24 1992

Clostridium stercorarium J.A.Donaghy 등 33 2000

Clostridium thermocellum D.L.Blum 등 FAE(XynZ) 2000

Orpinomyces  sp. PC-2 D.L.Blum 등 FaeA1645bp(AF164351) 2000

Aspergillus niger C.B.Faulds 등 FAE-Ⅲ 1997
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Table 3-6. 탈 리그닌 효소인 cinnamoyl ester hydrolase를 분비하는 반추위 미생물의 

종류

미생물명 연구자 유전자
단백질
크기
(kDa)

연구
년도

Piromyces equi L.J.Fillingham 등 EstA(AR164516) 33.34 1999

2) 반추위로부터 Delignified esterase(branching 효소)를 분비하는 미생물의 분리

      반추동물의 반추위로부터 delignified esterase(branching 효소)를 분비하는 미

생물을 손쉽고 빨리 분리해 내기 위하여 NDF용액과 ADF용액으로 처리하고 남은 

볏짚을 기질로 사용하였다. 즉, 화학처리(NDF 및 ADF 용액 처리)로 추출된 볏짚 

리그닌을 기질로 하여 무작위로 분리한 반추위 곰팡이들이 성장률을 나타낸다면 

delignified esterase를 분비하는 것으로 간주하였다. 반추위로부터 70개 이상의 곰팡

이를 순수 분리하여 볏짚 리그닌 기질에서 성장이 이루어진 곰팡이는 아래의 Table 

3-7에서 보는 바와 같이 8종에 불과하였다. 뿐만아니라, 분리번호 GSRR-1과 

GSRR-4번을 제외하고는 성장정도 역시 상당히 미미하였다(Table 3-8 참조). 탈 리

그닌 효소를 분비하는 반추위 혐기성 곰팡이 군락의 색상과 모양 및 생장특성에는 

일반적인 반추위 곰팡이와 특별한 차이점이 발견되지 않았다. 분리하는 과정중에 7

일 동안 성장시킨 colony의 색은 주로 황색, 노란색 및 흰색이었는데, colony의 중앙

에는 진한 황색 가운데 부분은 노란색 그리고 가장자리로 갈수록 옅어져 흰색을 띄

는 colony가 가장 많이 형성되었다.  그러나 성장 시기에 따라 colony의 색은 많은 

변화를 보여 초기에는 흰색의 점으로 성장을 시작하여 배양 3-4일경부터 중앙부분이 

황색으로 변하며 5∼6일 이후 부터는 급속히 성장하여 가장자리에 흰색의 환을 형성

하는데 이는 곰팡이의 가근 때문에 나타난 현상이라 생각된다. 흰개미의 경우는 한

우에서와는 달리 흰색이 많이 형성되는 것 같았다.
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Table 3-7. 탈 리그닌 효소를 분비하는 반추위 혐기성 곰팡이 군락의 색상과 모양 

및 생장 특성

분리번호 분리원
분리

승수

군락의 색 군락의 모양 호기

생장내부 중간 외부 형태 크기

GSRR-1 한우반추위 10
-3

흰색 황색 흰색 구형 소 -

GSRR-2 한우반추위 10
-3

황색 / 흰색 부정형 중 -

GSRR-3 한우반추위 10
-3

흰색 흰색 흰색 구형 소 -

GSRR-4 한우반추위 10
-3

흰색 노랑 흰색 난형 중 -

GSRR-5 한우반추위 10
-4

황색 황색 황색 구형 대 -

GSRR-6 한우반추위 10
-4

흰색 / 흰색 구형 대 -

GSRR-7 한우반추위 10
-4

황색 황색 흰색 부정형 대 -

GSRR-8 한우반추위 10
-5

황색 황색 흰색 구형 소 -

Table 3-8. 한우 반추위에서 분리한 esterase 분비 곰팡이의 발효특성과 리그닌   

분해력

분리번호 pH
지방산과 젖산 생성량 배지중 성장양상 탁

색

도

리그닌

분해력Acetate Butyrate Lactate 색깔 점도 거품

GSRR-1 6.63 4.21 1.21 3.13 ⊙ ⊙ ⊙ - +++

GSRR-2 6.65 5.21 0.98 1.37 ⊙ - +

GSRR-3 6.32 4.56 0.63 2.45 ⊙ ⊙ - ++

GSRR-4 6.04 3.19 - 1.67 ⊙ ⊙ - +++

GSRR-5 6.32 5.75 0.61 2.59 ⊙ ⊙ ⊙ - +

GSRR-6 6.54 4.15 0.87 - ⊙ ⊙ - +

GSRR-7 6.49 4.35 0.76 1.98 ⊙ ⊙ - +

GSRR-8 6.78 4.78 0.29 0.19 ⊙ ⊙ ⊙ - ++
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Colony의 형태는 구형에서 부정형에 이르기까지 다양하였으나 거의 대부분이 둥근 형

태였다. Colony의 크기는 직경 20mm 이상(대형)의 것부터 5mm 이하(소형)의 것까지 

다양하였으나 대부분이 l0~20mm 범위의 크기를 가졌다. 호기 상태에서 성장하는 미

생물은 하나도 분리되지 않았다. 또한, 한우의 반추위액을 10
-3
∼10

-5 
희석하였을 경우 

분리가 용이하였다.

 한편, 분리한 곰팡이들에 대하여 전자현미경으로 형태적 특성을 관찰한 결과는 

Table 3-9에 요약하였다. 혐기성 곰팡이는 유주자(zoospore), 포자낭(sporangia) 및 

가근(rhizoid)의 3가지 주요 부위로 구성되어져 있으며, 이러한 구성요인들의 미세구조

와 형태 및 크기는 속과 종을 분류하는데 기초자료가 된다. 이 구조들과 크기를 근거로  

분리번호 GSRR-1, GSRR-2, GSRR-3, GSRR-4, GSRR-5, GSRR-6, GSRR-7 및 

GSRR-8는 각각 Neocallimastix, Anaeromyces, Piromyces, Piromyces, Neocallimastix, 

Neocallimastix, Piromyces 및 Orpinomyces로 동정되었다.

Table 3-9. 한우의 반추위에서 분리한 esterase 분비 곰팡이의 형태적 특성과 분류  

학적 위치

분리번호
성장

양상

포자낭 유주자
가근

모양
동정

모양
크

기
stalk 모양 flagella

GSRR-1 mono oval 75 + globes multi filament Neocallimastix

GSRR-2 poly fusiform 60 + oval uni filament Anaeromyces

GSRR-3 mono variable 85 + oval uni filament Piromyces

GSRR-4 mono oval 45 +/- oval uni/bi filament Piromyces

GSRR-5 mono globes 40 + globes multi filament Neocallimastix

GSRR-6 mono globes 55 + globes multi filament Neocallimastix

GSRR-7 mono ellipsoidal 65 + oval uni filament Piromyces

GSRR-8 poly globes 70 - oval multi filament Orpinomyces

한편, 분리한 곰팡이들에 대한 전자 현미경사진은 Figure 3-1과 Figure 3-2에 각각 

나타내었으며 특징점은 곰팡이들이 상당한 점성을 갖고 있다는 것과 배지 중에서 성

장할 때 많은 거품을 생성하는 특이한 현상들이 관찰되었다. 
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    3)  대량 배양 시스템의 구축

       반추위로부터 분리한 delignified esterase를 분비하는 미생물을 대량 배양하

기 위하여 경상대학교 종합 실험관에 보유중인 혐기 미생물 대량 배양기 (3L 용량)

을 관리전환 받았으며, 혐기 미생물을 대량 배양시키기 위한 적정 배양배지의 선발, 

온도, pH, 적정 배양 시간 등을 조사하므로서 혐기성 미생물 대량 배양 시스템을 구

축하였다. Figure 3-1과 3-2는 lignin-matrix 기질에서 성장하는 곰팡이를 전자현미

경으로 촬영한 것이다.

  

IS number GSRR-1                 IS number GSRR-2

  

IS number GSRR-3              IS number GSRR-4

 Figure 3-1. 반추동물 한우의 반추위로부터 분리한 lignin-matrix 기질에서 성장이

             가능한 혐기성 곰팡이의 전자현미경 사진.  
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IS number GSRR-5                   IS number GSRR-6

  

IS number GSRR-7                  IS number GSRR-8

 Figure 3-2. 반추동물 한우의 반추위로부터 분리한 lignin-matrix 기질에서 성장이

             가능한 혐기성 곰팡이의 전자현미경 사진.  
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2. 해당 유전자 sequencing, 유전자특성 분석 및 유전자 cloning

  가. 연구 수행 내용

    1) 제 1년차 연구에서 도출된 결과(리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소(esterase)를 분

비 하는 미생물을  분리․동정 및 선발)에 따라  분리번호 GSRR-1(filamentous, Neocallimastix) 

와 분리번호 GSRR-4(filamentous,  Piromyces)를 공시하여 esterase 효소에 대한 

유전자를 cloning하기 위하여 약 7개월간 각고의 노력을 하였음에도 불구하고 진핵

세포인 곰팡이에 대한 경험이 없었던 관계로 유전자 cloning에 실패하였다.

    2) 따라서 Esterase를 다량으로 분비하는 반추위 박테리아를 대체하여 본 연구

를 진행하였다. 

      가) 공시균주

          (1) 반추위 혐기성 박테리아 Fibrobacter succinogenes subsp. succinogenes 

strain S85 (ATCC19169; Montgomery 등, 1988). 

          (2) Escherichia coli DH5a 그리고 BL21(DE3)

      나) 배양배지 

          (1) Fibrobacter succinogenes: Glucose Sloppy Agar(GSA) 배지 (Table 

3-10)와 Dehority(1965) 배지 (Table 3-11) 및 rice straw 배지 (Table 

3-12) 사용

          (2) Escherichia coli  : Luria-Bertani(LB) 배지

Table 3-10. Medium compositions Glucose Sloppy Agar(GSA) medium

Component Unit        Amount 

Rumen Fluid mL 51.0
Mineral ⅠSol. mL 49.5
Mineral ⅡSol. mL 49.5
Resazurin mL 0.30
Yeast Extract g 0.30
Peptone g 0.30
Glucose g 0.45
Agar g 0.30
dH2O mL 150.0
NaHCO3 g 1.5
Cys-HCl g 0.3
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      다) 효소활력의 측정 

          효소의 활력, 즉 acetyl esterase의 활력을 측정하는데 이용되는 alpha- 

naphthyl acetate를 기질로 이용한 assay 방법을 주로 이용하였으며, 분해된 

초산을 검출하기 위해 Aminex HPX-87H 컬럼을 장착한 HPLC를 이용하였

고, xylanase 활력은 Lever 방법에 의거해 분석하였다.

Table 3-11. Medium compositions per 100mL of Modified Dehority medium 
for incubation of rumen bacteria 

Component Unit Amount 

Mineral soln. Ⅰ1 mL 7.50

Mineral soln. Ⅱ2 mL   7.50

Cystein-HCl․H2O g    0.05

Na2CO3 g  0.30

0.1% resazurin mL  0.10

Vitamin mixture solution3 mL   1.00

VFA solution4 mL  6.70

Hemin solution5 mL  0.10

Glucose g 0.50

Cellobiose g   0.50

Soluble starch g   0.50

NaCO3 8% solution mL 15.00

Cystein-HCl․H2O  g 0.05

Distilled water mL 78.00

1 Mineral soln Ⅰ : K2HPO4 0.6 (/100 ml).
2 Mineral soln Ⅱ : KH2PO4, 0.6g; (NH4)2SO4, 1.2g; NaCl, 1.2g; MgSO4․7H2O, 

0.25g; CaCl2, 0.12g (/100ml).
3 Vitamin mixture : pyridoxine HCl, 0.20g; riboflavin, 0.20g; thiamine HCl, 0.20g; 

nicotic acid amide, 0.20g; Ca-d-pantothenate, 0.20g; para-amino benzoic acid, 0.01g; 
folic acid, 0.125g; biotin, 0.125g; cobalamine, 0.0125g in 1,000ml distilled water.

4 VFA (volatile fatty acid) solution : acetic acid, 17ml (2.9×10-2M); propionic acid, 
6ml (8.0×10-3M); n-valeric acid, isovaleric acid, and DL-αmethylbutyric acid, 1ml 
each (9×10-4M), then make to 1,000ml with distillled water.

5 Hemin solution : dissolve 50mg hemin with 1ml 1N NaOH, then make to 100ml 
with distillled water.
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    3) Fibrobacter succinogenes 지놈에서 유전자를 cloning하기 위해서 Table 3-13

에서와 같은 primer를 제작하여 이용하였다. 유전자들은 지놈 DNA로 부터 PCR을 

통해 직접 증폭되었으며, Axe6A의 경우 pET30a벡터에, Axe6B의 경우에는 

pET22b+벡터에 클로닝되었다. 

Table 3-12. Medium compositions of rice straw medium for incubation of 
rumen bacteria with esterase activity

Component Unit Amount 

Rumen Fluid mL 51.0

Mineral ⅠSol. mL 49.5

Mineral ⅡSol. mL 49.5

Resazurin mL 0.30

Yeast Extract g 0.30

Peptone g 0.30

Rice straw (Boiled 1h with NDF solution) g 0.45

Agar g 0.30
dH2O mL 150.0
NaHCO3 g 1.5
Cys-HCl g 0.3

Table 3-13. Oligonucleotide primers used for amplifying Fibrobacter succinogenes subsp. 
succinogenes strain S85 genes axe6A and axe6B

 

No Amplified DNA Primer set

1 axe6A 3724-N-F; BglII

3724-N-R; XhoI

tta ata aga tct agg cct ctc tat gtt tgc g

tat ata ctc gag ttc gaa aac gac aac ctt

2 axe6B 3723-G-F; SmaI

3723-G-R; XhoI

tat taa ccc ggg agc tgg gct ttc tat gtt t

tat ata ctc gag atg tat cac cac ctt ttt t 
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나. 연구 수행 결과

    Figure 3-3은 본 연구에 이용한 유전자들에 대한 개략도이다. 그림의 위 A 도

표는 같은 크로모좀내에 근접하게 연속적으로 위치하고 두 효소의 DNA를 보여주고 

있다. B는 두 효소의 아미노산염기서열을 기반으로 분석한 분석도이다. 두 유전자는 

똑같은 구조를 가지고 있고, N-terminal 쪽에의 1-30번 아미노산 부분은 signal 

peptide이고 그 뒤쪽에 이어서 carbohydrate esterase family 6의 catalytic domain이 

위치하고 있으며, 마지막으로 C-terminal 부분에 섬유소 결합 domain이 존재하며 효

소활성부위와 섬유소 결합부위 사이에 proline-rich linker로 예상되는 염기서열이 존

재(family 6 carbohydrate binding module)하는 전형적이고도 완벽한 유전자의 모습

을 갖추고 있다. 얻어진 유전자를 E. coli에 발현시켜 Axe6A와 Axe6B의 효소 유전

자의 특성을 조사한 결과는 Table 3-14에서와 같다. Axe6A의 분자량은 약 59, 61 

kDa이며, Axe6B는 60.5kDa 이었다. 이들 효소가 최대활력을 나타내는 pH와 온도대

는 각각 중성과 40℃로써 반추위의 조건과 매우 유사하였다. Axe6A와 Axe6B의 pI 

값은 각각 5.5와 5.4였고, Km값은 0.084, 0.056 이었으며, Vmax값은 105.3, 31.2로 나

타났다.

(A )

(B ) 
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C atalytic  d o m ain  C E 6

C arb o h yd rate b in d in g  m o d u le  (C B M 6)L in k er
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A x e6A A x e6B  

axe6A  (304 -1923)

Fig. 3-3. Organization of the acetyl xylan esterase axe6A and axe6B in genomic DNA of F. 
succinogens. (A) Gene structures and (B) domain organization of the enzymes. The 
vertical bar with a circle in (A) indicates an inverted repeat region.
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그리고 acetylxylan esterase의 섬유소 결합 domain의 아미노산 서열을 3D PSSM이

라는 computer programme을 이용하여 단백질의 3차 구조 모형을 조사해본 결과

(Figure 3-4), Celvibrio lichenase의 섬유소 결합 domain과 유사하다는 것을 관찰 할 

수 있었다.

Fig. 3-4. The analysis of family 6 carbohydrate binding module (CBM) of Axe6A using the 
program 3D PSSM.

 Table 3-14. Characteristics of Axe6A와 Axe6B

Enzymes
Mol. Wt.

(kDa)

Maximum activity
pI* Km (mM)

Vmax

(U mg-1)pH Temp. (°C) 

Axe6A 58.6 6.5 ~ 8.5 40 5.52 0.084 105.3

Axe6B 60.5 7.5 40 5.43 0.056 31.2

Note: a-Naphthyl acetate was used as a substrate. Assay results are the mean values of 
triplicate determinations. *Molecular masses and pI values were computed from the 
amino acid sequences of the mature enzymes.
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또한, Fibrobacter succinogense 6A와 6B의 catalytic domain의 아미노산 alignment

를 조사해본 결과(Figure 3-5), 아직까지 이러한 군 효소들의 conserved amino acid

나 catalytic site 등은 자세히 밝혀지지 않았으나, 같은 carbohydrate esterase family

에 속하는 Orpinomyces와 Neocallimastix patriciarum이 분비하는 AxeA와 BnaA와 

아주 높은 연관을 나타내었다. 

Axe6A_Fs        MSVEMSFKKLMGIAGVAAGLSMFAVMGANAAPDPNFHIYIAYGQSNMEGNARNFTDVDKK 60
Axe6B_Fs        MSVERNLKKFMALAGVAAGLSMFAVG-ANAAPNPNFHIYIAYGQSNMAGNGDIVPSEDQA 59
AxeA_Orp ------MRTSVVITFLAAALTVMAKP--HAKPDPNFHIYLALGQSNMEGQG-NVEAQDRV 51
BnaA_Npat ------MRTFAIAAFVATTLSAVSQT--FAAPDPNFHIYLAFGQSNMEGQG-PIGSQDRT 51

::.    : :*: *: .:     * *:******:* ***** *:.  .   *: 
Axe6A_Fsuc      EHPR-VKMFATTSCPSLGRP-------TVGEMYPAVPPMFKCGEGLSVADWFGRHMADSL 112
Axe6B_Fsuc      EAPKNFIMLASHNANASQRSGKTNQSIKTGEWYPAIPPMFHPFENLSPADYFGRAMADSL 119
AxeA_Orp EDKR-FKLISTADE-CMGRE--------LGEWYPALPPIVNCYGNLGPVDYFGRTLTKKL 101
BnaA_Npat VDKR-FQMISTVSG-CNGRQ--------MGNWYDAVPPLANCDGKLGPVDYFGRTLVKKL 101

: . :::: .  .  *          *: * *:**: :    *. .*:*** :...*
Axe6A_Fsuc      P-NVTIGIIPVAQGGTSIRLFDPDDYKNYLNSAESWLKNGAKAYGDDGNAMGRIIEVAKK 171
Axe6B_Fsuc      P-GVTVGIIPVAIGAVSIRAFDKDQYEAYFRGDGKDIMNWGWPKDYDNNPPGRILELAKK 178
AxeA_Orp PKEVKVGVCAVAVAGCDIQLFEEENYKSYEIPD----WMQGRIDHYGGNPFRRLVNIAKK 157
BnaA_Npat PQEIKVGVAVVAVAGCDIQLFEKNNYRNYRLES----YMQGRVNAYGGNPYGRLIEVAKK 157

*  :.:*:  ** .. .*: *: ::*. *           .     ..*.  *::::***
Axe6A_Fsuc      AQEKGVIKGIIFHQGETDGGMSNWEQIVKKTYEYMLKQLGLNAEETPFVAGEMVDGGS– 229
Axe6B_Fsuc      AKEVGVIKGFIFHQGESDGTDANWRKTVYKTYKDVIDALGLDENEVPFVAGELLQEGQN- 237
AxeA_Orp AQKAGVIKGILLHQGETNNGQEDWPKRIKVVYERLLKELNLKAEEVPLLAGEVVREEYEG 217
BnaA_Npat AQQVGVIKGILLHQGETNTGQQNWPNRVKAVYEDMLKDLGLNAKDVPLLAGEVVQSNQGG 217

*:: *****:::****::    :* : :  .*: ::. *.*. ::.*::***::      
Axe6A_Fsuc      -CAGFSSRVRGLSKYIANFGVASSKGYGSKG-DGLHFTVEGYRGMGLRYAQQMLKLINVA 287
Axe6B_Fsuc      CCSSKNGGIAQLKQNFKKFGLASSKGLQGNGKDPYHFGRAGVIELGKRYCSEMLKLID– 295
AxeA_Orp MCSLHNTVIKKLPEVIPTAHVISAEGLDDGG-DDLHFSSASYRILGERYADKMLELL--- 273
BnaA_Npat QCGSMNSIIQKLPSVIPTAHVISSQGLGQQG-DGLHFSSQAYRTFGERYADEMLKIL--- 273

*.  .  :  * . : .  : *::*    * *  **   .   :* **..:**:::   

 

Fig. 3-5. Alignment of the amino acid sequences of the CDs of F. succinogense AXe6A and 
Axe6B with carbohydrate esterase family 6 enzymes AXe6A_Fs, Fibrobacter 
succinogense S85(Accession #AF180369); AxeA_Orp, Orpinomyces sp. Strain 
PC-2(AF001178); BanA_Npat Neocallimastix patriciarum(U66251). Asterisks indicate 
conserved amino acids among sequences. Putative signal peptide sequences are 
underlined.

Figure 3-6은 family 6 carbohydrate binding module들과 얼라이먼트를 실시한 것이

다. Axe6A와 B는 약 40%의 유사도를 나타내었고, 다른 CBM들과 적게는 6%에서 

많게는 25%의 유사도를 보였다. Figure 3-6에서 두꺼운 글자는 conserved 사이트들

을 표시하고 있다.

또한, carbohydrate binding domain은 Fibrobacter succinogens가 분비하는 xylan 

10D, 10E 등과 Cellvibrio mixtus가 분비하는 Cel5a, Xyn11A 그리고  Cellvibrio  

thermocellum가 분비하는 xylanase 11A와 높은 homology를 보였다.
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Axe6A_Fs        ---------DSD---YRKDTG----------VDLYKAGDGVALGYTQTGEWLEYT---VD 37
4Axe6B_Fs       VEAENYNKGGADKAYYDLSKGNEGGKLRKNDVDIYQPNMGIVVGHCQKSEWLKYT---VN 392
Xyn10D_Fs       --------GDSD---YRKDTG----------VDLYKKATGVIVGYNSEGDWLEWT---VN 455
Xyn10E_Fs       --------GDSD---YRKDTG----------ADLYKKATGVALGYNTTGDWYEYT---IN 446
yn10B_Fs        --------GDSD---YRKSDAS--------DVDIYKKATGNIVGYNTTGDWLEYS---VD 433
CmCBM6-1        ---------QAES--WCQMSG-------VKTETTSDAGDGLNVGYIDGGDWMTYS---VN 39
CmCBM6-2        ----VIATIQAED--HSQQSG-------TQQETTTDTGGGKNVGYIDAGDWLSYAGTPVN 48
Xyn11A_Ct       --RSAFSKIESEE--YNSLKSS-------TIQTIGTSDGGSGIGYIESGDYLVFN--KIN 47

::        .                  *  :*:   .::  :    ::
Axe6A_Fs        VKADGEYNIDASVAAGNSTSAFKLYIDEKA--ITDDVSVPQT--ADNSWDTYKTISVKEK 430
Axe6B_Fs        VKADGDYGITANVAGDNATGSIVLYMDDKR--IGDEMVNE-----GKGFDTFS-IVDGGK 444
Xyn10D_Fs       VKEAGDYTMFAAVAAAGSTSSFQLSLDGKA--LTEKITVPAAKEGEENYDHYN--KVKGN 511
Xyn10E_Fs       IAEAGDYTAIASVATEG-TGAFTLSLDGKS--LAE-FEVT-----GTSYDDFS--DVKKK 495
Xyn10B_Fs       IAEAGDYTATASVAADG-SGSFKLSIDGKS--VGE-FDVTWT---GSSWDNFI--DVKKK 484
CmCBM6-1        IPTTGTYKVSYRVAAQAGGGQLQLEKAGGSP-VYSNINVPAT----GGWQNWQ--TISHN 92
CmCBM6-2        IPSSGSYLIEYRVASQNGGGSLTFEEAGGAP-VHGTIAIPAT----GGWQTWT--TIQHT 100
Xyn11A_Ct       FGNGANSFKARVASGADTPTNIQLRLGSPTGTLIGTLTVAST----GGWNNYE--EKSCS 101

.   .       .:       : :        :   .          .:: :       .
Axe6A_Fs        VTLKAGKHVLKLEITANYVNIDWIQFSEPKK– 461
Axe6B_Fs        VSLKAGEHELKIEIANDWIDIDYIEFK------ 471
Xyn10D_Fs       VTLPAGKHVLRMDVTGAWFDVDYFTFVK----- 539
Xyn10E_Fs       VTLPAGKHVLRLDVTQQYFDIDYINFVK----- 523
Xyn10B_Fs       VTLPAGKHTLRMDVTAQYFDIDYINFTK----- 512
CmCBM6-1        VVLPAGEQLIALSAITGGFNINWLKVES----- 120
CmCBM6-2        VNLSAGSHQFGIKANAGGWNLNWIRINKTH--- 130
Xyn11A_Ct       ITNTTGQHDLYLVFSG-PVNIDYFIFDSNGVNP 133

:   :*.: : :       ::::: . 

Fig. 3-6. Alignment of the amino acid sequences of the CBMs of F. succinogense AXe6A and 
Axe6B with CBM 6 enzymes. Xyn10D, E, and B_Fs, AF180368; CmCelB_CMB6-1, 
Cellvibrio mixtus Cel5a, Xyn11A_Ct, C. thermocellum xylanase 11A. The bold letters 
indicate the conserved  residues that have been shown to be involved in ligand biding.
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3. Esterase 분비 transgenic 미생물 개발과 이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

제 2년차에서 확보․분석된 두 유전자는 대장균 E. coli에 transgenic시킨 다음, 대량 

배양한 후 배양액으로 분비된 lignin 분해효소인 Axe6A와 Axe6B를 여러 가지 컬럼 

등을 이용하여 순수 정제하였다. 정제된 효소의 특징들은 Table 3-15에서 보는 바와 

같다. 

Table 3-15. Axe6A and Axe6B purified from the cytoplasmic fraction of E. coli.

Purification
Total

protein(mg)
Total

 Units(U)
Specific

activity(U/mg)

Yield

(%)

Axe6A
Cell extract 1678.7 14553.7 8.7 100
Sephadex G-75 N.D. 1258.09 N.D. 8.6
DEAE-Sepharose 0.76 85.9 113 0.59

Axe6B
Cell extract 1194.4 3463.6 2.9 100
GST-Elution 16.6 284 17.1 8.2
Sephadex G-75 0.77 45.1 58.6 1.3

*Not determined.

다음 Figure 3-7은 최종적으로 정제된 후의 Axe6A와 Axe6B 그리고 Xyn10E의 

SDS-PAGE 분석 결과이다. 
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70
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kDa

Fig. 3-7. SDS-PAGE analysis of the purified Axe6A, Axe6B and Xyn10E. Molecular weight 
marker(M); Axe6A(~58.6kDa), Axe6B(~60.5kDa), and Xyn10E(~66.7kDa).
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Xyn10E는 시너지 효과와 여러 가지 비교 실험을 위해 정제된 효소로써, 실험실에서 

이미 분리되고 분석되어 논문이 발표된 효소이다. Axe6A,  Axe6B 그리고  Xyn10E

의 분자량은 각각 58.6kDa, 60.5kDa 그리고 66.7kDa 정도 되는 것으로 조사되었다.

Axe6A와 Axe6B의 기질 특이성을 조사하고자 α-naphthyl acetate, α-naphthyl 

propionate, α-naphthyl butyrate, α-naphthyl caprylate, α-naphthyl laurate, 

r-nitrophenyl xylopyranoside, r-nitrophenyl arabinofuranoside, acetylated birch 

wood xylan, xylose-tetraacetate 그리고 glucose-pentaacetate 등을 기질로 이용하

여, 효소역가를 측정한 결과(Table 3-16), Axe6A와 Axe6B 효소 공히 a-naphthyl 

acetate 기질에 기질 특이성을 나타내었다. Table 3-17은 Avicel, IF-OSX 그리고 

berch wood xylan 과 같은 불용성 탄수화물 기질에 대한 기질 특이성을 조사한 결

과이다.

Table 3-16. Substrate specificities of Axe6A and Axe6B

Substrates
Axe6A Axe6B

Activity % Activity %

a-Naphthyl acetate 110.3±7.3* 100.0 26.0±2.5* 100.0

a-Naphthyl propionate 16.8±1.9 15.2 3.8±0.1 14.6

a-Naphthyl butyrate 0.6±0.1 0.6 0.5±0.1 1.9

a-Naphthyl caprylate 1.4±0.3 1.3 0.4±0.2 0.2

a-Naphthyl laurate 0.1±0.1 0.1 0.02±0.1 0.1

r-Nitrophenyl xylopyranoside 1.4±0.4 1.3 0.04±0.04 0.2

r-Nitrophenyl arabinofuranoside 0.3±0.02 0.3 0.0±0.01 0.0

Acetylated birchwood xylan 6.2±0.1 5.6 1.5±0.1 5.8

Xylose-tetraacetate 11.4±0.2 10.3 1.3±0.03 5.0

Glucose-pentaacetate 11.4±0.3 10.3 2.6±0.1 10.0

*Activity expressed in U/mg protein±standard error(n=3).
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Table 3-17. Test for binding of Axe6A to insoluble polysaccharides.

Substrates
Activity

(nmol/min mL-1)
% of

activity bound

None 23.1 ± 0.9 -

Avicel   1.5 ± 0.2 93.5

IF-OSX* 11.4 ± 0.9 49.4

Beech wood xylan   1.3 ± 0.2 94.4

*IF-OSX, Insoluble fraction of Oat Spelt Xylan.

Table 3-18. Effects of various additives on binding of the Axe6A to Avicel microcrystalline 
cellulose

Additives
Activity (nmol min-1 mL-1)

Activity bound (%)
Control Non-binding

None 22.2 ± 0.8 0.61 ± 0.01 97.3

Glucose (0.6%) 26.1 ± 1.2 5.8 ± 0.3 77.7

Xylose (0.6%) 27.4 ± 2 5.9 ± 0.5 78.5

Cellobiose (0.6%) 31.9 ± 2.2 6.3 ± 0.1 80.3

Methylcellulose (0.8%) 52.2 ± 3 11.0 ± 1 78.9

Carboxymethylcellulose (0.8%) 23.9 ± 1.4 2.0 ± 0.1 91.6

아래의 Figure 3-8은 Axe6A가 가용성 기질, hydroxyethyl cellulose; rye arabinoxylan; 
starch; hydroxyethyl cellulose; arabinogalactan 그리고 barley b-glucan에 부착정도를 

non-denaturing eletrophoresis 기법으로 관찰하였다. 전기영동은  50V에서   3.5 시간동안 수

행하였으며 이 때의 온도는 22℃ 였다. 그리고 Coomassie blue G250로 염색하여  관찰하였

다. Bovine serum albumin 단백질을 reference로 이용하였다.  
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Fig. 3-8.  Non-denaturing eletrophoresis of bovine serum albumin  and Axe6A in polyacrylamide 
gel containing 0.1%(w/v) of soluble polysaccharide. Polysaccharide included: No 
polysaccharide; Hydroxyethyl cellulose; Rye arabinoxylan; Starch; Hydroxyethyl 
cellulose; Arabinogalactan; Barley B-glucan. Electrophoresis at 50V for 3.5h at 22℃ 
and staining with Coomassie blue G250. The binding study of CBM6 of Axe6A using 
affinity eletrophoresis gel analysis (AEG) 
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Fig. 3-9.  HPLC analysis of products of hydrolysis of acetylated birchwood xylan by Xyn10E. 
Column A, Activity of Xyn10E on 1% (w/v) acetylated birchwood xylan; Column B, The 
combination of action of Xyn10E and Axe6A on acetylated birchwood xylan; Column C, Action of 
Xyn10E on an acetylated birchwood xylan preincubated in buffer for 10 h; Column D, Action of 
Xyn10E on acetylated birchwood xylan pretreated for 10 h with Axe6A. Xylose, xylobiose, 
xylotriose, xylotetraose, xylopentaose, and xylohexaose were designed as X1. X2. X3. X4, X5 and 
X6, respectively.

   마지막으로 Figure 3-10과와 3-11은 Axe6A와 XynE의 시너지 효과를 보기 위해 

간단한 시험을 수행한 결과를 나타내었다. 시간별로 acetyl xylan esterase가 

xylanase의 효소 활력에 어떠한 영향을 미칠 수 있는지를 Lever의 환원당 측정법을 

통해 조사하였다.
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    Reducing sugars (ug)

Incubation time (h)
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Fig. 3-10. The effect of pretreatment of acetylated birchwood xylan with acetyl xylan esterase on 
hydrolysis by xyn 10E. Treatment: Pretreatment with XynE for 10h prior to addition of 
XynE(●); XynE alone(○). 
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Fig. 3-11. The Effect of pretreatment of acetylated xylan with xylanase on the release of acetate 
by the treatment with acetyl xylan esterase. Treatment: Pretreatment with XynE for 
10h followed by addition of AxeA(●); Axe6A alone(○); XynE alone(▼). 

  Figure 3-10과 Figure 3-11에서와 같이 xylanase만 처리한 대조구보다 Axe가 동

시에 처리된 xylanase 처리구에서 환원당의 함량이 배양 12시간 후에 약 10배가량 

증가하는 것을 볼 수 있었다. Acetyl xylan esterase는 xylan 구조의 곁가지를 잘라

내는 역할을 함으로써, xylanase의 역가를 향상시키는 기능을 가지고 있다. 반추위 

미생물이 분비하는 이 효소는 1980년도 후반부터 여러 균에서 발견되어 연구되고 있

다. 하지만, 반추위 미생물에서 이러한 효소를 클로닝하고 정제하여 특성을 규명하는 

실험은 많이 보고되어 있지 않다. 지금까지 반추위 곰팡이 종류는 Orpinomyces 종

에서 분리된 AxeA와 Neocallimastix patriciarum에서 분리한 BnaA가 보고 되고 있



- 127 -

을 뿐이다. 최근 지놈연구에 의해 chromosome 단위의 연구가 진행되면서 이제는 단

순한 한 개의 유전자만을 살피는 것이 아니라, 한 균이 지닌 비슷한 기능의 유전자

군을 동시에 관찰함으로써 효소의 진화 과정과 미생물의 특성 등을 동시에 살펴보는 

방향으로 연구가 진행되고 있다. 반추위 미생물의 Axe의 경우 올해 Ruminococcus 

flavefaciens에서 멀티도메인에 있는 것이 발견되어 보고 된 적이 있다. 우리 연구진

이 분리한 Axe들의 경우에도 멀티도메인에 존재하는 연속적으로 위치한 2개의 효소

들이며, 반추위 박테리아에서는 처음으로 클로닝하여 분리, 구명한 경우가 되겠다.
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   4. SEM(scanning electron microscopy)을 이용한 발효제용 효모와 곰팡이의 관찰

     (※ 본 결과는 제 3세부과제의 2년차 추가 시험분임, 결과의 흐름상 새 번호를 

두어 따로 정리함) 

      가. 볏짚 사일리지의 제조후 발효 15일째 사일리지에 대한 전자현미경 관찰

3종의 효모, KCTC 7219(Candida glabrata/Torulopsis glabrata), KTCT 6994(Candida 
glabrata var thermoidea) 및 ATCC 18790(Saccharomyces cerevisiae Hansen, teleomorph, 
budding yeast)를 첨가하여 볏짚 사일리지를 제조한 다음, 15일이 경과한 사일리지 볏
짚 표면을 전자 현미경으로 관찰한 결과를 Figure 3-12에 나타내었다. 그림에서 보듯
이 수많은 효모들이 볏짚 사일리지에 군락을 형성하고 있음을 볼 수 있다.

Figure 3-12. SEM observations for the rice straw ensiled for 15 days with the yeast, 
KCTC 7219.

사일리지 제조시에 첨가한 효모들이 볏짚에 부착하는 정도는 볏짚의 부위에 

따라 매우 다양한 양상을 보였다. 
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Figure 3-13. SEM observations for the highly colonized spots of the rice straw ensiled 
for 15 days with the yeast, KCTC 7219. KCTC 6994 and ATCC 18790.

Figure 3-13에는 효모들이 많이 부착되어 있는 부위를 나타내고 있다. Figure 3-14

에는 효모들이 중간정도로 부착되어 있는 볏짚 부위이며, Figure 3-15에는 효모들이 

군락을 형성하고 있지 않거나 미미하게 군락을 형성하고 있는 볏짚 부위를 나타낸

다. 볏짚 부위와 효모의 군락의 상호 관계, 즉 효모가 선호하는 볏짚 부위를 찾아내

는 추가적인 실험이 필요한 것으로 사료된다.

  

Figure 3-14. SEM observations for the moderately colonized spots of the rice straw 
ensiled for 15 days with the yeast, KCTC 7219. KCTC 6994 and ATCC 
18790.
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Figure 3-15. SEM observations for the poorly colonized spots of the rice straw ensiled 
for 15 days with the yeast, KCTC 7219. KCTC 6994 and ATCC 18790.

제 2세부과에서 볏짚에 효모를 처리하여 15일간 저장할 경우에 KCTC 7219. KCTC 

6994 및 ATCC 18790 처리로 무처리 볏짚에 비하여 단백질 함량이 각각 38%, 41% 및 

39% 증가한 놀랍고도 고무적인 결과는 전자 현미경을 촬영한 사진으로 보아 그 원

인이 뚜렷이 효모 때문이라는 것을 알 수 있었다. 따라서 본 연구진 들이 목표로 한 

2번째의 목표는 달성한 것으로 생각된다.

     나. 제 1세부과제의 곰팡이(GSMI-01)와 제 2세부과제의 효모(KTCT 6994)의 혼합
배양시 SEM관찰

         아래의 Figure 3-16은 제 1세부과제에서의 흰개미의 장내로부터 분리한 혐

기성 곰팡이(GSMI-01)와 제 2세부과제에서 선발된 효모(KTCT 6994)를 in vitro 혼

합 배양한 다음  전자현미경을 관찰한 결과들이다. 

Figure 3-16에서 보듯이 혼합 배양한 곰팡이와 효모들이 일정한 군락을 형성하고 있

음을 알 수 있다. 이 결과들은 본 연구진들이 추구하고 있는 연구의 목표를 달성할 

수 있다는 아주 고무적인 것이었다. 즉, 볏짚의 물리적인 문제점을 해결하고자 가근

을 이용해서 물리적으로 각질층을 파괴시키는 능력을 갖고 있는 혐기․내산성 곰팡

이군을 동원하고, 볏짚의 영양적인 문제점을 해결하고자 SCP 생산공정에서 주로 사

용하는 효모들을 이용하므로서 효모에 많은 양으로 함유되어 있는 단백질, 비타민 

그리고 미지성장인자들이 자연스레 볏짚자원에 포함될 수 있도록 효모를 동원하는 
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것이었다. 이러한 목적을 달성하기 위한 사료 첨가제의 개발에 동원된 두 미생물 즉, 

곰팡이와 효모가 상호 공존할 수 있어야 하는데 본 실험의 결과는 이러한 문제점을 

완전히 해결 해주는 것이었다.

   

   

Figure 3-16. SEM observations of co-culture aspect between anaerobic fungus, GSMI-01 
and yeast strain, KTCT 6994.
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제 4 절   볏짚 사료가치 증진용 미생물제재의 실증시험 및 

산업화 연구 (협동연구과제)

1. 발효제의 효과 구명을 위한 볏짚 곤포 사일리지 제조 시험

  가. 연구 수행내용

    1)  발효제가 볏짚 곤포사일리지 성분 및 발효특성에 미치는 영향

       가) 실험설계 : 발효제가 볏짚 사일리지의 성분에 미치는 효과를 구명하기 위

하여 발효제를 사일리지의 0, 0.1 및 0.5%의 수준으로 3 반복씩 1, 2, 4, 8, 15 및 30일

차로 각 사일리지 백을 수거하여 분석하였다. ※ 본 협동과제에서 사용한 발효제는 제 

1세부과제와 제 2세부과제의 결과물로서 사용한 미생물의 종류 그리고 배합비율 등은 

지적재산권 문제로 상술하지 않고 그냥 “발효제”라 칭한다.

       나) 사일리지의 제조 : 벼를 수확한 후 수분함량이 60%이하가 되지 않도록 하

기 위하여 바로 생볏짚을 수거하여 볏짚을 3~4 cm로 절단하고 실험용 비닐 silo bag

에 500g 첨가후 발효제를 처리하고 다시 500 g을 넣어서 담압의 과정을 거쳤다. 용기

내 산소의 잔존을 배제시키기 위해 silo bag을 3겹으로 하였으며 상층부위를 봉합하기 

전 진공펌프로 내부를 진공이 되도록 하여 혐기상태를 유지하였다. 제조된 실험용 사

일리지 백은 실내에서 약 지상 1m의 실험대 위해 보관하였으며 실험기간 동안 온도를 

20 ~ 24℃로 유지하였다.

       다) 조사항목

          (1) 건물 및 화학분석 : 건물함량은 forced-air oven에서 55℃로 맞춘 후 72

시간 경과후 측정하였고, 세포벽구성물질은 Goering과 Van Soest(1970)의 방법에 의

해 분석하였다.

          (2) pH : 50g의 시료를 450ml의 증류수를 넣어 1분간 교반시킨 후 4겹의 

거즈를 통해 거른 후 pH meter를 이용하여 측정하였다.

          (3) Buffering capacity : pH 측정시 사용한 추출액을 이용하여 추출액 

100ml를 pH 3.0까지 0.1N HCl용액으로 낮춘 후, 다시 0.1N NaOH로 pH 4.0으로 조

정하였다. pH 4.0으로 맞춰진 추출액에 0.1N NaOH 용액으로 pH 7.0까지 증가시키는

데 필요한 0.1N NaOH용액의 양으로 계산하였다 (Bolsen 등, 1992).

          (4) Lactic acid 와 VFA: 사일리지 추출액 30ml에 HPO3 5ml을 첨가하여 

10,000×g에서 30분간 원심분리한 후 상층액 1.5ml을 취하였다. 이렇게 취한 상층액을 

다시 microcentrifuge에서 14,000 rpm으로 원심분리하여 상층액 1ml을 취하여 -20℃

에서 보관후 분석시 GC를 이용하여 분석하였다. VFA도 lactic acid 분석법과 동일한 

방법으로 분석하였다.
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          (5) 암모니아태 질소: Chaney와 Marbach (1962)에 의한 분석방법에 준하

여 분석하였다.

          (6) 통계처리: 통계처리는 SAS package program으로 분산분석을 실시하

였고 유의성 검정은 Duncan's multiple test를 이용하였다. 

    2)  발효제가 볏짚 곤포사일리지의 in vitro 및 in situ  소화율에 미치는 영향

      가) 공시재료 : 사일리지의 품질을 평가하기 위해 30일까지 발효가 완료된 사

일리지에서 시료를 채취하였다. In situ와  in vitro 소화율을 측정하기 전에 55℃에서 

72시간 건조 후 시료를 분쇄하여 사용하였다. 

      나) In situ  소화율 : 반추위 누관이 장착된 건유기 Holstein 젖소 3두(평균체

중 550 kg, 혼합건초와 농후사료를 7:3으로 섭취)를 공시동물로하여 각 처리구의 반

추위에 사일리지가 충진된 나일론백을 현수시켜 0, 6, 12, 24 및 48시간 배양하였다. 

      다) In vitro  소화율 : 사료섭취 전 Holstein  젖소의 반추위에서 채취한 위액

을 4겹의 거즈로 여과시킨 후 30분 동안 정치후 부유한 사료입자를 제거하고 소화율 

측정용 위액으로 사용하였다. 소화율은 Tilley와 Terry(1963)의 방법을 변형하여 24 

및 48시간 배양후 건물 분해율을 측정하였다.

  나. 연구 수행 결과

     1) 발효제가 볏짚 사일리지 성분 및 발효특성에 미치는 영향

Table 4-1에서 발효제를 수준별로 처리하여 일정기간 동안 볏짚 사일리지의 pH, 

NH3-N, lactate 그리고 acid acetate의 변화를 나타내었다.

볏짚 사일리지의 pH는 0시간대에 평균 6.4이었으며 Table 4-1에서처럼 모든 처리구

에서 발효 1일째부터 사일리지내 미생물에 의해 pH가 감소되었다. 모든 처리구에서 

발효시간이 경과할수록 pH가 감소하는 경향이었으며 특히 발효 8일째에 0.5% 첨가

구에서 다른 처리구보다 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 최종 30일째 사일리지의 

pH는 4.68∼5.11 사이로 목초나 옥수수 사일리지에 비하여 pH가 조금 높았다. 일반 

사일리지로 제조할 경우 초기 몇 시간 동안은 pH는 보통 6.5∼6.0이다가 24∼72시간

째가 되면 5.0으로 낮아져서 약 20일 후면 4.0 수준으로 감소한다 (고, 1999). 그러나 

본 시험의 결과 pH가 조금 높았으며 특히 0.5% 첨가구가 조금 더 높은 pH로 제조

되었다. 이것은 일반사일리지가 주로 젖산발효에 의해 pH감소가 빠르게 일어난 반면 

발효제가 첨가된 사일리지는 젖산 발효도 일어났지만 첨가제내의 효소와 미생물에 

의한 발효가 일어났음을 암시한다. 

Table 4-2에서 발효제를 수준별로 처리하여 일정기간 동안 화학 성분의 변화를 나



- 134 -

타내었다. 전체적인 볏짚 사일리지의 건물함량이 시간의 변화에 관계없이 32% 수준

이었으며 이것은 수확시 수분함량이 60%이하가 되지 않도록 빨리 사일리지를 만들

었기 때문에 수분함량이 많이 낮아지지 않았던 것 같다. 볏짚 사일리지의 시험 전 

기간 동안 모든 처리구에서 건물함량의 변화가 크게 변하지 않았다. 다만 0.5%의 발

효제 첨가구에서 다른 처리구와 비교하여 건물함량이 약간 감소하였다. 일반적으로 

사일리지 제조시 적당한 건물함량은 30∼35%로 알려져 있는데(김, 1991), 본 시험에

서 제조된 사일리지도 적정수준의 건물함량을 유지하였다. 

Table 4-1. Effects of different levels of additives on pH, NH3-N, lactate acid acetate composition 
of  rice straw silage during different ensiling period

Items Days of ensiling
1 2 4 8 15 30

pH
  0.0% 6.06 6.18 5.88 5.64c 5.20 4.87
  0.1% 6.12 5.97 5.81 5.32b 5.11 4.68
  0.5% 6.04 5.92 5.65 5.15a 4.94 5.11
NH3-N (mg/100ml)
  0.0% 1.53 1.07 0.99a 1.14 1.08 1.11
  0.1% 1.48 1.06 1.43b 1.09 1.08 1.29
  0.5% 1.58 1.16 1.19a 1.21 0.97 1.19
Lactic acid (% DM)
  0.0% 4.13 3.24 3.15 5.43 9.06 11.42
  0.1% 4.96 3.22 4.28 5.31 7.17 12.06
  0.5% 5.72 3.73 3.39 4.52 8.83 10.79
Acetic acid (% DM)
  0.0% 1.06 0.78 0.45 0.96ab 1.01a 1.39a

  0.1% 1.24 0.98 0.43 0.67a 0.84a 1.49a

  0.5% 1.11 1.14 0.76 1.64b 1.57b 2.78b

a,b means in the same column with different superscript are different (p<0.05).

0.5% 발효제 첨가구에서 건물함량이 낮았던 것은 발효제에 포함된 효소와 미생물들에 

의한 세포벽 물질의 분해에 의한 것으로 생각된다. 유산균을 첨가한 볏짚 사일리지의 

경우 효율적인 발효에 의해 건물함량의 손실을 줄여준다고 하나 본 시험에서는 발효제
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의 첨가에 의해 건물함량이 크게 영향을 받지는 않아 일반 목초나 옥수수 사일리지와

는 다른 볏짚의 특성이 있음을 알 수 있다. 볏짚은 사일리지 조제 전부터 건물함량이 

높고 젖산 발효에 적합한 재료가 되지 못하기 때문에 볏짚에 지금까지 사용되어온 유

산균 제제 보다는 본 시험에서 사용되는 세포벽물질을 쉽게 이용할 수 있는 혐기성 곰

팡이를 주원료로 한 발효제가 오히려 더욱 효과가 있음을 암시하고 있다. 

Table 4-2. Effects of different levels of additives on chemical composition of rice straw 
silage during different ensiling period

Items
Days of ensiling

1 2 4 8 15 30

Dry matter (%)
  0.0% 32.41 32.15 31.54 33.46 32.02 32.38
  0.1% 32.27 34.31 32.33 33.97 32.01 32.78
  0.5% 31.18 30.67 31.07 32.59 31.51 31.86
Crude protein (% DM)
  0.0% 4.95 4.65 5.53a 5.21a 5.84a 5.61a

  0.1% 4.91 4.96 5.33a 5.22a 5.48a 5.54a

  0.5% 5.04 5.32 6.41b 7.33b 7.60b 7.53b

NDF (% DM)
  0.0% 64.21 65.10 62.38 61.83b 60.02 60.66b

  0.1% 65.03 65.42 62.13 59.57ab 58.81 59.03ab

  0.5% 64.19 63.23 60.32 58.21a 57.63 57.83a

ADF (% DM)
  0.0% 38.75 39.43 36.85 36.59 37.78b 36.95
  0.1% 39.43 37.53 35.06 34.22 35.22b 34.34
  0.5% 39.18 40.35 33.76 34.31 32.28a 31.76
a,bmeans in the same column with different superscript are different (p<0.05).

본 과제의 가장 큰 목적중의 하나가 볏짚의 단백질 함량을 증가시키는 것이다. 다소 

기대치에 비하여 높은 편은 아니지만 0.5% 첨가구에서 무첨가구에 비하여 31%의 조

단백질 함량의 증가가 있었다. 비록 많은 증가가 있지는 않았지만 당밀+요소처리 볏

짚 사일리지도 조단백질 함량이 7.22%로 높게 증가하지만 실제 50%이상이 암모니아

태 질소이기 때문에 (고, 1999) 본 시험에서 증가된 조단백질은 발효제에 첨가된 효
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모균에 의한 single cell protein(순단백질)이 더욱 증가되었기 때문에 사료영양적인 

측면에서 더욱 의미가 있다고 생각된다.

사일리지내 NDF와 ADF의 함량도 발효시간이 경과할 수록 모든 처리구에서 감소하

였다. 발효제 처리구 모두 무첨가구에 비하여 세포벽물질을 더 많이 감소시키는 경

향이었다. 특히 8일 및 30일째에 0.5% 첨가구에서 대조구보다 유의적으로 NDF함량

이 감소하였고 발효 15일째 ADF의 함량이 유의적으로 낮았다(p<0.05). 발효제의 처

리에 의해 효소에 의한 볏짚의 분해가 초기에 많이 일어날 것으로 생각하였지만 처

리간 유의적인 차이는 없었고 발효시간이 길어질수록 발효제 내 미생물에 의한 분해

가 증가되었기 때문으로 생각된다. 또한 이러한 미생물들의 작용은 pH의 저하가 급

속하게 이루어지지 않았기 때문에 더욱 미생물의 활성을 증가시켰다고 생각된다. 

사일리지의 발효기간 동안 lactic acid의 농도변화를 보면 1일째 발효시 높은 함량을 

보이고 그 이후 약간 줄어든후 발효후반부에서 다시 증가하는 경향이었다. 일반 사

일리지의 경우 1일∼3일째 젖산의 생산이 가장 많이 일어나는데 본 시험에서는 1일

째보다는 발효시간이 경과할수록 증가하는 경향이었다. 이러한 것은 pH의 변화에서

와 같이 젖산의 생성도 급속히 일어나지 않고 천천히 일어났음을 지시한다. Acetic 

acid의 양은 시험 전 기간 동안 lactic acid의 양보다 상대적으로 낮은 수준을 보였

다. Acetic acid 또한 발효시간이 경과하면서 증가하였으며, 특히 8일째부터 0.5% 첨

가구에서 유의적으로 증가하였다(p<0.05). 이러한 결과는 lactic acid의 발생량은 뚜

렷한 변화가 없던 것과 대조적으로 발효제내 혐기성 미생물에 의한 acetic acid 생성

량이 증가되었기 때문이다. 

Table 4-3은 볏짚 사일리지 발효기간 동안 나타난 buffering capacity를 나타내었다. 

사일리지에 있어서 buffering capacity는 사일리지가 pH에 견디어 낼 수 있는 정도

를 의미한다. Buffering capacity가 높은 목초로 사일리지를 제조하면 사일리지의 pH

가 적정한 정도까지 저하되는 데는 더 많은 lactic acid가 생산되어야 한다는 것을 

의미하기 때문에 중요한 참고사항이다.

Table 4-3. Effects of different levels of additives on buffering capacity (meq of 
NaOH/100g DM) of rice straw silage during different ensiling period

Supplementation
 levels of additives

Days of ensiling
1 2 4 8 15 30

0.0% 18.01 10.88 11.65 16.49 26.29b 24.11b

0.1% 20.53 11.37 14.68 17.03 18.72a 31.28a

0.5% 18.32 11.24 14.00 15.73 21.21b 31.53a

a,b means in the same column with different superscript are different (p<0.05).
 



- 137 -

따라서 buffering capacity가 높은 목초로 사일리지를 제조시에는 pH 저하가 느려지

며, 충분한 양의 당이 함유되어 있지 않으면 사일리지의 안정되는 수준까지 pH가 떨

어지지 않게 된다. 본 시험결과 볏짚 사일리지의 buffering capacity가 일반 사일리지

에 비하여 낮게 측정되어 pH가 더 빨리 감소할 것으로 생각되나 일반 목초가 아닌 

볏짚내 가용성 당의 함량이 적은 반면 세포벽물질이 많은 특성으로 발효속도가 늦고 

lactic acid의 생산에 급격한 변화가 없었기 때문에 낮은 buffering capacity에서도 

pH의 변화에는 큰 영향을 받지 않은 것으로 생각된다. 2일째 발효에서 모든 처리구

에서 buffering capacity가 감소하였으며 4일 이후 증가하는 경향이었다. 4일 이후 시

간이 경과함에 따라 buffering capacity가 증가하였으며 30일째 발효제 첨가구에서 

대조구에 비하여 buffering capacity가 유의적으로 높았다(p<0.05). 

    2)  발효제가 볏짚 곤포사일리지의 in vitro 및 in situ  소화율에 미치는 영향

사일리지의 품질을 평가하기 위해 30일까지 발효가 완료된 사일리지에서 시료를 채

취하여 in situ 소화율을 측정한 결과는 Table 4-4에서와 같다.

Table 4-4. In situ dry matter disappearance rate of rice straw silage treated with 
different levels of additives incubated in the rumen of Holstein cows

Supplementation
levels of additives A a B b (a+b) c ED

(k=0.08)

0.0% 17.5 17.5 12.7a 12.7a 30.1a 0.0784b 24.4a

0.1% 17.3 17.5 16.5a 16.3a 33.8a 0.0437a 24.2a

0.5% 20.1 20.1 28.4b 28.4b 48.5b 0.0285a 27.4b

a,bmeans in the same column with different superscript are different (p<0.05).

본 실험에서 반추위내 건물은 초기에 빠르게 분해되는 부분(a)이 처리구간에서 유의

차가 인정되지 않았다(Table 4-4). 천천히 분해되는 부분(b)과 유효분해도에서 0.5% 

발효제가 첨가되었을 때 무처리나 0.1%로 첨가구보다 유의하게 높았다(p<0.05).   
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이는 발효제의 첨가로 사일리지의 반추위 미생물에 의한 가용성 부분이 서서히 증가

하여 시간이 갈수록 효과적으로 볏짚을 이용할 수 있었기 때문으로 생각된다. 또한 

Table 4-1에서의 0.5% 첨가구의 acetic acid의 사일리지내 함량이 높았고 그와 함께 

in situ 결과에서처럼 가용성 섬유소 함량 증가는 결과적으로 반추동물의 반추위 내 

미생물의 발효성상을 변화시키고 반추위 내 미생물에 의한 acetic acid 생성량을 증

가시킬 것으로 기대된다.  

Table 4-5는 최종 30일째 발효된 사일리지를 채취하여 반추위액내에서  in vitro  배

양하여 건물 분해율을 측정한 결과이다. 24시간 배양에서는 0.5% 첨가구가 가장 높

았지만 유의적인 차이는 없었다. 그러나 48시간 배양시간에서는 첨가구에서 모두 건

물분해율이 증가하는 경향이었고, 특히 0.5% 첨가구는 유의적으로 다른 처리구에 비

해 분해율이 높았다 (p<0.05). 건물분해율의 결과는 in situ 시험결과와 유사한 경향

을 나타내었고, 발효제 처리에 의해 볏짚의 분해되기 어려운 세포벽물질들이 노출이 

되고 분해되어 반추위 혼합 미생물들이 이용하기 쉽도록 생물공학적으로 제조된 첨

가제가 분해율을 증가시키는 데에 효과가 있음을 나타내었다. 결국 본 연구의 결과 

반추동물을 통한 대사 시험이나 사양시험에서 발효제가 첨가된 볏짚 곤포사일리지 

급여시 볏짚을 먹이거나 처리되지 않은 볏짚사일리지를 급여하였을 때보다 우수한 

결과를 얻을 것으로 예측되며, 또한 일반 화본과 건초를 급여하는 것보다 우수한 결

과가 기대된다.

Table 4-5. In vitro dry matter degradation rate of rice straw silage treated with different 
levels of additives incubated in the rumen of Holstein cows

Incubation time
Supplementation levels of additives (%)

0 0.1 0.5

24 33.48 30.20 34.51

48 42.36a 43.06a 47.79b

a,b means in the same row with different superscript are different (p<0.05).
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2.  대사 ․ 사양시험을 통한 개발품의 효과 검증시험과 농가 실증시험 및 최종 

개발품의 산업화 연구

  가. 연구 수행내용

    1)  한우 대사시험을 통한 최종 개발품의 효과 검증 시험

       가) 공시동물 및 시험설계

           반추위 cannulae가 장착된 평균체중 470 kg인 거세한우 4두를 가지고 

실험을 수행하였다. 사료급여량을 가축 체중의 1.75%(풍건물기준)로 고정하여 급여

하였고 농후사료와 조사료의 비율을 6:4로 하여 조사료원으로 볏짚(대조구) 또는 볏

짚 발효제 첨가 사일리지(볏짚사일리지첨가구: 제 1세부과제의 결과로 제공됨)를 

급여하여 2처리 2반복의 2x2 라틴방각법(turn over design)으로 수행하였다.

       나) 공시동물의 사양관리

           사료의 급여는 1일 2회(9:00 과 17:00)에 나누어 급여하였으며 물은 자유

음수시켰다.

       다) 공시사료

           한우 거세우에 대한 in vivo 소화시험은 자체 배합한 배합사료를 이용했

으며 배합비율은 Table 4-6에서 보는 바와 같다.

Table 4-6. The formula (%) of compound feed  for Hanwoo steers

 Ingredients

  Yellow corn, ground 35.12
  Wheat bran  28.00
  Soybean meal 12.60
  Fish meal   1.00
  Corn gluten feed  10.00
  Soybean hull  8.00
  Molasses  3.00
  Limestone  1.76
  Salt  0.50
  Lasalocid sodium  0.02
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배합사료와 볏짚 및 볏짚사일리지의 일반성분 함량은 Table 4-7과 같다. 볏짚 발효

제 첨가 사일리지는 벼 수확 후 건물함량이 60%이하가 되지 않도록 하기위하여 수

확 직후 수거하여 약 3~4cm 정도로 잘게 절단하여 사용하였다. 세절된 볏짚 20 kg

에 100g (0.5%)의 발효제를 첨가한 후 비닐 silo bag에 담아 담압의 과정을 거쳤다.  

용기내의 산소의 잔존을 배제시키기 위해 실험용 비닐 silo bag을 4겹으로 하였으며 

상층부위를 봉하기 전에 진공펌프로 내부의 공기를 빼는 과정을 거쳐서 혐기상태를 

유지하도록 하였다. 30일 이상을 발효시킨 후 사료로 공급하기 위해 이용하였다.  

Table 4-7. Chemical composition of compound feed for Hanwoo steers
                                                      (%, DM basis)

Compound feed Rice straw Straw silage

 Dry matter 87.78 87.07 34.86

 Crude protein 16.68 5.31  7.53
 Ether extract   2.95 1.24  1.10
 Crude fiber 6.62 27.72  30.32
 Crude ash 5.95  13.16  10.31
 NDF  65.15  62.83
 ADF  38.25  36.76
 pH   4.80
 NH3-N (mg/100ml)   1.19
 lactic acid   2.79
 Acetic acid   1.78
 

       라) 조사항목 및 방법

           (1) 조성분 분석

               시료의 조성분은 AOAC(1984)법에 의하여 일반성분을 분석하였다. 

세포벽 구성물질은 Goering과 Van Soest(1970)의 방법에 의해 분석하였다.

           (2) 사일리지와 반추위 발효성상

               반추위액의 발효성상을 측정하기 위하여 각 시험사료 급여전(0시간)

과 급여후 1, 3, 6 및 9시간에 위액을 채취하였다. 위액은 채취 즉시 4겹의 cheese 

cloth로 여과한 후 pH를 측정하고 암모니아태 질소(NH3-N) 및 휘발성 지방산 

(VFA)의 농도를 측정하였다. 채취한 위액의 pH는 Digital pH-meter(Wheaton 120)
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를 이용하여 측정하며 NH3-N의 농도는 반추위액을 원심분리(6,000 xg, 15분)한후, 

상층액을 이용하여 Chany와 Marbach(1962)의 방법에 따라 전처리한 후, gas 

chromatography(GC)를 이용하여 분석하였다. 볏짚사일리지는 개봉후 시료를 채취하

여 50g의 sample을 450ml의 증류수(pH 7.0)를 넣어 1분간 homogenization 시킨 후 

4겹의 cheese cloth를 통해 거른 후 반추위액과 동일한 방법으로 pH를 측정하였다. 

Lactic acid, VFA 및 암모니아태 질소 또한 반추위액 조사방법과 동일하였다. 

        (3) 사료의 in vitro소화율

           처리구별로 채취한 위액을 4겹의 cheese cloth로 거른 후 동일량의 위

내 고형물을 혼합하여 blender로 세게 교반하고 이를 다시 걸러 소화율 측정용 위

액으로 사용한다. 소화율은 modify된 Tilley와 Terry(1963)의 방법에 따라 기질로 

볏짚이 충진된 fermentation tube에 소화율 측정용 위액을 넣고 밀봉한 다음 24, 

48 및 72시간 배양 후 줄어든 기질의 무게로 측정하였다.

        (4) In vivo  소화율

           공시동물을 대사실험실에 수용하여 전분 채취법으로 소화시험을 하였

다. 본 시험 수행 전에 15일간의 예비기간을 두고, 5일간의 본 시험 기간 중에 분

과 뇨를 채취하여 사료섭취량과 소화율(건물, 조단백질, 조섬유 및 세포벽 구성물

질의 소화율)을 측정하였다. 단백질과 조섬유의 분석은 AOAC(1990)의 방법에 준

하여 분석하고, ADF 및 NDF의 측정은 Van Soest와 Goering(1973)의 방법에 준하

여 분석하였다.

    마) 통계처리

        통계처리는 SAS package program을 이용하여 분산분석을 실시하였고 유의

성 검정은 t-test를 이용하였다. 

   2) 한우 사양시험을 통한 개발품의 농가 실증시험 및 최종 개발품의 산업화 연구

      가) 공시재료

          볏짚 곤포 사일리지와 제 1세부과제에서 개발된 최종 발효제를 첨가한 곤

포 사일리지를 공시하였다.

      나) 공시동물

          한우 사육 농가에서 6개월간 한우 거세우 24두 (평균개시 체중 489.9±24.5)

를 공시하여 수행하였다.
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      다) 시험설계

          시험1과 같이 대조구와 볏짚사일리지 급여구에 각각 공시축 24두를 우군당 

4두씩 총 6군을 두고 처리당 3군을 완전임의 배치하였다.

      라) 사양관리

          시험동물은 개방식 우사에서 4두씩 군사를 시켰으며, 배합사료는 체중의 

2.5%, 조사료는 체중의 0.6%를 1일 2회 급여하였고, 물과 미네랄블록은 전 사양기간 

동안 자유채식시켰다(Table 4-8과 4-9).

Table 4-8. Chemical composition of compound feed for Hanwoo steers
                                                                (%, DM basis)

Compound feed Rice straw Straw silage

 Dry matter 86.71 85.70 31.86
 Crude protein 10.51 3.31  5.22
 Ether extract  3.71 1.27  1.78
 Crude fiber  5.00 27.46  32.12
 Crude ash  6.21  8.85  12.31
 NDF 20.58  70.45  64.92
 ADF  8.99  42.50  40.08
 pH   4.70
 NH3-N (mg/100ml)   2.38
 lactic acid   3.59
 Acetic acid   1.58

      마) 사일리지제조

          콤바인으로 벼를 수확한 직후의 볏짚을 집초기를 이용하여 집초한 후 

다음날 원형 베일러로 베일링 한 후 즉시 비닐랩으로 포장하여 보관하였다. 사용된 

비닐은 폭 50cm, 두께 25μm, 길이 1800m인 것을 이용하였다. 라운드베일러로 베일

링시 제 1세부과제에서 개발된 발효제를 골고루 살포하여 사일리지를 조제하였다.

      바) 조사항목 및 방법

          건물, 조단백질, 조지방, ADF, NDF, 조회분 등은 AOAC(1990) 방법에 

의하여 분석하였다. 주당 3일간 매일 잔량을 측정하여 급여량에서 잔량을 뺀 값으

로 사료섭취량을 측정하였다. 매월 1회 체중을 측정하여 사료섭취량과 일당증체량
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으로 사료요구율을 계산하였다. 시험종료 후 출하된 시험동물의 도체 등급표를 분

석하여 육량 및 육질 평가, 그리고 등급출현율을 조사하였다. 도체중은 도축 후, 

0~5℃ 냉장실에서 12시간 이상 냉장되어 측정시 측정부위의 중심온도가 10℃이하인 

도체를 측정하였으며, 도체등급판정 기준에 의거하여 축산물 등급판정사가 도체등

급을 판정하였다.

 Table 4-9. The formula (%) of compound feed  for Hanwoo steers

 Ingredients

  Corn grain 46.50
  Wheat ground  10.00
  Cane molasses  6.80
  Wheat flour   5.00
  Wheat bran  5.00
  Corn gluten feed  1.50
  Coconut meal (20.5%)  10.00
  Palm meal   8.00
  Mixed fiber   3.00
  Capok seed (26%)   1.00
  Salt    0.60
  Tricalcium phosphate    0.20
  Limestone    2.20
  Vitamin premix1    0.10
  Mineral premix2    0.10
  Total   100.00

1 Vitamin premix contains following nutrients per kg: Vit. A, 6000 IU; Vit. D3, 1200IU.
2 Mineral premix: K, 0.08%: S, 0.05%; Fe, 30ppm; Zn, 50ppm, Mn, 40ppm; Cu, 10ppm; Co, 
  0.5ppm; I, 0.53ppm; Se, 0.13ppm; Mg, 0.03% per kg.    

     사) 통계처리

         통계처리는 SAS package program을 이용하여 분산분석을 실시하였고 유

의성 검정은 t-test를 이용하였다. 
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  나. 연구 수행결과

    1)  한우 대사시험을 통한 최종 개발품의 효과 검증 시험

       볏짚과 볏짚사일리지를 급여한 한우의 반추위 발효특성에 대하여 Table 

4-10에 나타내었다. 본 실험에서 반추위 발효는 전반적으로 볏짚사일리지 급여에 의

해 개선되었다. 비록 통계적으로 유의성은 없지만 반추위내 pH는 볏짚사일리지 급여

구가 낮아지는 경향이었다. 반추위 암모니아 발생량은  8.05~8.77 mg/100ml로 Satter

와 Slyter(1974)가 보고한 반추위 미생물 단백질 합성에 요구되는 5 mg/100ml의 수

준보다는 높았다. Total VFA는 사일리지 급여구에서 볏짚 급여구에 비해 23.3% 유

의적으로 증가하여(p<0.05) 반추위 미생물의 발효가 증가되었음을 나타내었다. 특히 

이러한 Total VFA의 증가는 개별 VFA들 중 acetic acid의 발생량이 볏짚급여구에 

비해 볏짚사일리지 급여구에서 유의적으로 증가한 것이(p<0.05) 원인인 듯하였다. 이

러한 현상은 in vitro 배양시험에서 발효제를 0.5% 첨가한 볏짚 사일리지가 대조구

에 비하여 acetic acid 생성량이 증가한 것과 유사한 결과를 나타내었다. 이러한 

acetic acid의 발생량의 증가는 발효제를 첨가하여 볏짚의 가용성 섬유소 함량 증가

시켜 반추위내 미생물에 의한 acetic acid의 생성량이 증가 되었던 것으로 생각된다. 

비록 다른 개별 VFA들도 볏짚 급여구보다는 볏짚 사일리지 급여구가 높은 경향을 

보였다. 

Table 4-10. Daily mean values for ruminal fermentation variables of Hanwoo steers fed 
diets containing concentrate and rice straw or rice straw silage treated with 
an additive

Treatment SEM1

Rice straw Rice straw silage
pH 6.72 6.65 0.027
NH3-N (mg/100ml) 8.05 8.77 0.712
Total VFA(mmol) 72.64a 89.56b 2.102
Acetic acid(mmol) 51.36a 57.49b 1.792
Propionic acid(mmol) 11.50 10.91 0.527
Butyric acid(mmol) 6.58 7.54 1.232
Valeric acid(mmol) 1.11 1.14 0.067
Isobutyric acid(mmol) 0.75 0.87 0.025
Isovaleric acid(mmol) 1.23 1.52 0.049
1 SEM, standard error of means. 
a,b Means in the same row with unlkie superscripts differ significantly (p<0.05).
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Figure 4-1은 하루 동안의 반추위 발효변화를 나타내었다. 농후사료를 다량 섭취함

으로인해 가용성 탄수화물이 급속히 반추위내에서 이용되어 반추위 pH가 현재의 결

과이하로 급속히 낮아지리라 예상되었지만 본 시험에서는 높은 수준을 유지하여 pH 

6.5로 낮아진 경우는 볏짚 사일리지 급여구에서 3시간대를 제외하고는 모든 시간대

에서 높은 pH를 유지하였다. 이러한 이유는 아마 볏짚 및 볏짚 사일리지를 섭취함으

로써 높은 타액분비량에 의한 완충작용으로 pH를 높게 유지하였다고 생각된다. 
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Figure 4-1. Daily pattern of variation in ruminal pH, ammonia-N and individual VFA of 
Hanwoo steers fed diets with rice straw (◆--◆) or rice straw silage treated 
with an additive (■--■). The letters indicate statistical significance; means 
with different letters are significantly different (p<0.05) 
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Nolan과 Leng (1972)의 보고에 의하면 사료내 조사료의 비율이 증가함으로 타액의 

생산량이 증가한다고 하여 즉 사료의 물리적 구조가 주요 타액생산의 영향요인이라

고 하였다. 그러므로 발효제가 첨가되어 사일리지로 처리된 볏짚이 세포벽 물질이 

가용성 탄수화물로 많이 변화되어 볏짚 보다 발효속도가 증가되고 더 많은 양의 휘

발성 지방산을 생산하여 모든 조사시간대에서 pH가 낮게 측정되었다고 생각된다.

일변화 동안 사료급여 후 1시간대에 볏짚과 볏짚 사일리지 처리구의 각 암모니아 농

도는 10.93과 11.59mg/100ml로 볏짚 사일리지 급여구에서 유의적으로 높았다

(p<0.05). 그러나 나머지 시간대에도 볏짚 사일리지 급여구가 높은 경향을 보였지만 

통계적으로 유의하지 않았다. 이러한 암모니아 농도가 볏짚 사일리지 급여구에서 비

교적 높았던 이유는 사일리지 특성상 암모니아의 발생량이 높았기 때문으로 생각되

었다. 하지만 발효가 가장 왕성한 1시간대를 제외하고 나머지 시간대에서 유의적인 

차이가 없었던 것은 사일리지 급여구에서 생산된 암모니아를 반추위 미생물들이 단

백질 합성을 위해 활발히 이용하여 큰 차이를 보이지 않았던 것으로 생각되었다. 

개별 VFA의 일변화를 조사한 결과 propionic acid를 제외한 모든 VFA에서 시간대

별로 사일리지 급여구가 높은 경향을 보였다. 특히 acetic acid의 생성량이 볏짚 급

여구와 큰 차이가 있었지만 사료급여 후 3시간대에서만 유의적으로 볏짚 급여구에 

비해 사일리지 급여구에서 높은 생성량을 나타내었다(p<0.05). 

Table 4-11은 한우 거세우에 볏짚과 볏짚 사일리지를 급여시 반추위액내 in vitro  

기질 분해율을 조사한 결과이다. 

Table 4-11. In vitro dry matter digestion rates (%) of Hanwoo steers fed diets containing 
rice straw or rice straw silage treated with an additive

Incubation Treatment
SEM1

time (h) Rice straw Rice straw silage

24 22.18b 25.05a 0.591

48 33.14 35.51 0.513

72 37.66b 43.48a 1.013

1 SEM, standard error of means. 
a,b Means in the same row with unlkie superscripts differ significantly (p<0.05).
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Table 4-10의 반추위 발효특성에서 보았듯 볏짚 사일리지 급여구에서 in vitro 건물 

분해율 또한 높음을 알 수 있었다. 24시간 및 72시간 동안 반추위 혼합 미생물을 이

용하여 배양한 경우 12.9 와 15.6% 사일리지 급여구에서 유의적으로 증가하였다 

(p<0.05). 그러나 48시간 배양시는 볏짚 급여구에 비해 볏짚 사일리지 급여구에서 높

은 경향을 나타내었다. 전체적으로 72시간 동안 발효를 시켜도 최대로 43.5%이상 분

해되지 않은 것이 일반적인 볏짚을 기질로 이용시 분해율에 비해 낮았다는 것이다. 

이러한 이유는 이용된 볏짚 기질의 lignification이 많이 되어있어서 미생물들이 가용

할 수 있는 볏짚내 세포벽 물질이 적었기 때문이라고 생각되었다.

볏짚과 볏짚 사일리지를 급여시 한우 거세우의 외관상 영양소 소화율(apparent 

digestibility)을 Table 4-12에 나타내었다. 건물 섭취량은 사일리지 급여구에서 일일 

0.31kg 높았지만 제한급여로 인해 처리간에 차이는 없었다. 건물 소화율은 볏짚 급

여구에 비해 볏짚 사일리지 급여구에서 5.19%가 증가되었고 (p<0.05), 조단백질 소

화율도 4.37%가 증가되었다. 또한 조섬유이 소화율도 증가하였으나, NDF와 ADF 소

화율은 볏짚사일리지가 볏짚 급여구에 비해 높은 경향을 나타내었다. 이러한 영양소 

소화율의 증가는 반추위 발효가 볏짚 사일리지를 급여함으로써 개선되어 섬유소분해

효소, 단백질 분해효소, 전분 분해효소 등의 효소활력이 증가되었기 때문으로 생각되

었다. 

Table 4-12. Dry matter intake (kg/d) and the nutrient digestibility (%, DM basis) of 
Hanwoo steers fed diets containing rice straw or rice straw silage treated 
with an additive

Treatment SEM1

Rice straw Rice straw silage
Dry matter intake 7.67 7.98 0.256
Digestibilities
  Dry matter 58.36a 63.55b 0.548
  Crude protein 57.78a 62.15b 0.491
  Ether extract 77.25 78.31 2.612
  Crude fiber 45.57a 51.01b 0.625
  Crude ash 11.24 11.65 1.241
  NDF 48.59 52.68 1.670
  ADF 69.85 70.47 0.563
  NFE 68.29 69.07 0.384
1 SEM, standard error of means. 
a,b Means in the same row with unlike superscripts differ significantly (p<0.05).
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   2)  한우 사양시험을 개발품의 농가 실증시험 및 최종개발품의 산업화연구

      비육후기에 발효제가 첨가된 볏짚사일리지의 급여효과를 Table 4-13에서 나

타내었다. 최종 한우 거세우의 체중은 볏짚 사일리지 급여구에서 약 9.7 kg으로 증

가하였지만 유의적인 차이가 없었다. 사일리지 급여구의 건물 사료섭취량은 1일 

9.52kg으로 볏짚급여구보다 높은 경향이지만 유의적 차이가 없었다. 일당 증체량에

서는 볏짚 사일리지 급여구가 볏짚 급여구에 비해 19 g/d로 높았지만 통계적 유의차

가 없었다. 1kg 증체에 필요한 사료 요구량에서 볏짚 사일리지 급여구가 볏짚급여구

과 비교하여 높았지만 이러한 차이는 사일리지 급여구에서 초기 체중이 높았던 것으

로 유의적 차이가 없었다. 

Table 4-13. Effect of rice straw silage on Hanwoo steer growth and feed conversion

Treatment
SEM1

Rice straw Rice straw silage

 Initial body weight (kg) 465.2 482.3 25.62

 Final body weight (kg) 605.0 625.3 11.34

 Average daily gain (g/d) 759.8 778.8 38.54

 DM intake (kg/d)
  Concentrate 7.07 7.47
  Rice straw 1.91 -
  Straw silage - 2.05
  Total 8.98 9.52 0.270

 Feed conversion 8.35 8.17 0.455

 1SEM, standard error of means. 

볏짚 사일리지 급여시 육량 및 육질 평가에 미친 영향을 Table 4-14에 나타내었다. 

A 및 B 등급 출현율은 볏짚 급여구가 각각 50 및 41.6% 이었으나, 볏짚 사일리지 급

여구에서는 각각 66.6 및 25%로서 볏짚 사일리지 급여구에 A등급 출현율이 월등히 

높았다. 육질등급에서도 1등급 이상 출현율이 58.3%로 동일하였지만 볏짚 사일리지 

급여구에서는 1
++
의 등급이 1마리 출현하였고 2등급에서도 볏짚 급여구가 33.3%에 비

하여 볏짚 사일리지 급여구는 50%로 높아 볏짚 사일리지 급여시 육질이 개선되었다. 

이러한 육질이 높은 것은 볏짚 사일리지 급여시 근내지방도와 육색이 개선되었기 때

문이다. 



- 149 -

결론적으로, 발효제가 첨가된 볏짚 사일리지 급여시 한우에 있어서 반추위의 발효개

선의 효과와 일부 영양소의 소화율을 개선시켰고 이것은 발효제에 의한 볏짚의 영양

소 이용효율이 증가하였기 때문이다. 그러나 비육시험에서 뚜렷한 사료의 효과는 없

었지만 육량 및 육질이 개선되어 볏짚 사일리지 급여에 의한 반추위 발효의 개선효과

가 높았던 것으로 생각되었다.

Table 4-14. Effect of rice straw silage on carcass traits of Hanwoo steers

Treatment
SEM1

Rice straw Rice straw silage
 Fasting weight (kg) 750.00 769.21 44.301
 Dressing percentage (%)  62.74 63.12 1.592
 Quality characteristics
   Marbling score 3.21 3.57 1.166
   Meat color 4.67 4.77 0.501
   Fat color 2.67 2.46 0.643
   Grade (1++:1+:1:2:3) (0:1:6:4:1) (1:1:5:6:0) -
 Quantity characteristics
   Rib-eye area (cm2) 87.62 87.96 8.089
   Back fat thickness (cm) 3.42 3.68 0.385
   Grade (A:B:C) (6:5:1) (8:3:1) -
 1SEM, standard error of means. 
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  제 1 절  목표달성도

 1. 연구개발 목표 달성도

구  분 연구 개발 목표 (과제명) 연구 개발의 주요 내용 달성도

제 1세부 

과제

볏짚의 물리적 문제점 해결을 위한

섬유소 분해 혐기․내산성 곰팡이

를 이용한 미생물 첨가제의 개발 

- 섬유소 성분을 분해할 수 있는 혐기․

내산성 곰팡이의 분리․동정 및 선발

- 연속 발효조 실험을 통한 최적 첨가

  량과 최적 사용조건 구명 등을 통한

  곰팡이 발효제의 개발

- 곰팡이(제1 세부), 효모(제2 세부) 및 

transgenic미생물(제3 세부)을 이용한 

최종 발효제의 개발

100

제 2세부 

과제

 볏짚의 영양적 문제점 해결을 위한

유기산 이용 단백질 합성 혐기․

내산성 SCP생산 효모를 이용한 

미생물첨가제의 개발

- 유기산을 이용하여 단백질을 합성하는

  혐기․내산성 효모의 탐색 및 선발

- 선발 효모의 특성구명 및 이를 이용한

  효모 발효제의 개발

- 대사시험을 통한 개발품의 효과

   검증시험

100

제 3세부 

과제

 볏짚의 화학적 문제점 해결을 위한 

Esterase 분비 transgenic 미생물

을 이용한 미생물 첨가제의 개발

- 리그닌 matrix를 분해할 수 있는 효소 

분비(esterase) 미생물의 분리․동정 

및 선발

- 해당 유전자 sequencing, 특성 분석 및 

유전자 cloning

- Esterase분비 transgenic미생물 개발과

  이를 이용한 미생물 첨가제의 개발

100

협동연구 

과제

볏짚의 보존성과 운반성 확보를 위한

 볏짚 사료가치 증진용 미생물제재의

 실증시험 및 산업화 연구

- 최종발효제 검증을 위한 볏짚 곤포 사

일리지의 제조 시험

- 대사․사양시험을 통한 개발품의

  효과 검증시험 및 농가 실증시험

- 최종 개발품의 산업화 연구

100
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2. 연차별 연구개발 목표 달성도

   가. 제 1차 년도 (2002. 10 ~ 2003. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위 달성도

(제 1 세부과제)

섬유소 성분을 분해할 수 

있는 혐기 내산성 곰팡이의 

분리․동정 및 선발

① 혐기생태계로부터 내산․섬유소분해 곰팡이 분리

    : 반추동물의 십이지장 및 흰개미의 장내

    : 목표 - 20종 이상 분리

    : 반추위내 효모의 생존 유무 확인

② 분리 곰팡이의 screening 

    : 효소역가 및 소화율의 측정

    : 내산성 test, 생육적온 test

    : 가근의 길이 측정

③ 동정 균주의 특성조사 및 균주등록

    : SEM 촬영에 의한 미세구조의 관찰

    : 미생물자원보존센타에 특허균주 등록 (5종 이상)

100

(제 2 세부과제)

유기산을 이용하여 단백질을 

합성하는 혐기 내산성 SCP 생

산 효모의 탐색 및 선발

① SCP 생산을 위한 효모균의 문헌적 탐색 

  : NRRL, ATCC, BCCM, CBS, KCTC, DSMZ, IMI, 

JCM 및 WDC 

② 탐색 균주의 구입

  : 5종 이상 구입 

③ 구입 균주의 특성조사 및 선발

  : 성장률, acid-tolerance test, 효소역가 측정

  : Doubling time 및 생육적온 조사

  : 유기산 이용 단백질 합성율 측정

100

(제 3 세부과제)

리그닌 matrix를 분해할 수 

있는 효소(esterase) 분비 미생

물의 분리․동정 및 선발

① 반추위 미생물들의 esterase 활력 측정

  : 재래산양 반추위에 존재하는 미생물중 곰팡이의 

    esterase 활력 측정

② Esterase 활력 우수균의 선발 및 동정

③ 동정 균주의 특성조사 및 균주등록

    : SEM 촬영에 의한 미세구조의 관찰

    : 미생물자원보존센타에 특허균주 등록 (2종 이상)

100
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   나. 제 2차 년도 (2003. 10 ~ 2004. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위 달성도

(제1 세부과제)

연속 발효조 실험을 통

한 최적 첨가량과 최적 

사용조건 구명 등을 통

한 곰팡이 발효제 개발

① 섬유소 소화율과 효소 분비량에 미치는 영향 구명

② 간이 사일리지 제조 시험 (미생물 성장률 조사)

③ 볏짚 사료가치 증진에 미치는 영향 조사

100

(제2 세부과제)

선발 효모의 특성 구명 

및 이를 이용한 효모  

발효제의 개발

① 유기산 이용성과 단백질 합성량에 미치는 영향

② 최적 첨가량 및 사용조건의 구명

③ 발효제가 사일리지 품질에 미치는 영향

100

(제3 세부과제)

해당 유전자 sequencing, 

유전자특성 분석 및 유

전자 cloning

① Genomic DNA Library 구축

② 유전자 screening

③ 해당 유전자 sequencing 및 cloning

100

(협동연구과제)

발효제 효과구명을 위

한 볏짚 곤포 사일리지

의 제조 시험

① 발효제가 곤포사일리지 성분에 미치는 영향

② 발효제가 곤포사일리지 발효특성에 미치는 영향 

③ 발효제가 사일리지 품질 및 소화율에 미치는 영향 

100
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  다. 제 3차 년도 (2004. 10 ~  2005. 10) 

연구 개발 목표 연구 개발 내용과 범위 달성도

(제1 세부과제)

곰팡이(제1세부), 효모(제2세

부) 및 transgenic 미생물 

(제1협동)을 종합한 최종 

발효제의 개발

① In vitro 시험을 통한 미생물간 상호작용 구명

② 적정 부형제 및 delivery system의 개발

③ 최종 발효제의 효과 검증 시험

100

(제2 세부과제)

In vitro  시험을 통한 개발

품의 효과 검증시험

① 발효제 구성 미생물의 생존성과 성장률 구명

② 소화율 및 효소분비량에 미치는 영향 구명 

③ 단백질 합성량 및 사료가치에 미치는 영향 구명

100

(제3 세부과제)

Esterase 분비 transgenic 미

생물을 개발과 이를 이용한 

미생물 첨가제의 개발

① Transgenic 미생물의 생산

② Transgenic 미생물의 특성 구명

③ Transgenic 미생물을 이용한 미생물 첨가제 개발

100

(협동연구과제)

대사․사양시험을 통한 개발

품의 효과 검증시험과 농가 

실증시험 및 최종 개발품의 

산업화 연구

① 발효제가 동물의 생산 반응에 미치는 영향 구명

② 발효제 사용에 대한 경제성 분석

③ 발효제에 대한 산업화 방안

100

   * 연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도 및 관련분야

의 기술발전에의 기여도 등을 기술
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3. 연구평가의 착안점에 기초한 목표 달성도

구  분 연구평가의 착안점 달성도

1차년도

(2000)

○ 연구사업의 수행을 위하여 추진계획이 잘 수립되었는가?

○ 볏짚의 이용기술개발을 위한 접근방법이 타당한가?

○ 볏짚 발효제 개발을 위한 미생물과 효소제들은 잘 선발되었는가?

○ 선발 미생물들은 잘 동정되었고 특허균 등록은 가능한가?

○ 선발 미생물들의  maintenance 방법은 잘 정립되었는가?

100

2차년도

(2001)

○ 볏짚 사료가치 증진을 위한 발효제의 개발은 잘 이루어졌는가?

○ 선발 미생물의 투여로 볏짚의 사료가치가 획기적으로 증진 되었는가?

○ 개발발효제의 실험실내 투여 실험이 성공적으로 진행되었는가?

○ 볏짚 발효제 개발을 위한 미생물과 효소제들은 잘 선발되었는가?

○ 연구과정중에 발생할 문제점에 대한 해결방안이 잘 제시되었는가?

100

3차년도

(2002)

○ 동물실험(대사시험과 사양시험)의 결과가 양호한가?

○ 개발된 볏짚 발효제의 사용에 대한 경제성이 충분한가?

○ 볏짚의 곤포 사일리지화는 가능한가?

○ 볏짚이 갖는 물리적, 화학적 및 영양학점 문제점이 해결되었는가?

○ 볏짚의 보존성과 운반성 등이 확보되었는가?

100

최종

평가 

○ 볏짚의 사료가치를 획기적으로 증가시킬 발효제가 개발이 성공적으로 

이루어 졌으며 산업화 시켰는가?   
100
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  제 2 절  관련분야에의 기여도

    1) 본 연구가 성공적으로 수행되어 우리나라의 대표적인 부존 사료 자원인 

볏짚을 이용하는데 있어서 본 과제에서 개발된 첨가제를 사용하면 볏짚의  

단백질 함량이 크게 증가할 뿐만아니라 40% 밑도는 반추위 소화율도  상

당히 개선되어 양질의 목초자원과 유사한 수준의 사료가치를 갖게될 수  

있을 것으로 기대한다.

    2) 본 연구를 수행하는 과정 중에 부존사료자원의 물리적 문제점 해결을 

위한 혐기․내산성 곰팡이를 이용한 발효제, 화학적 문제점 해결을 

위하여 접근한 esterase를 분비하는 transgenic 미생물을 이용한 발효

제, 영양학적 문제점을 극복하기 위해 동원된 혐기․내산성 효모를 

이용한 발효제 등 다양한 종류의 미생물제재들과 이들 조합한 저질조

사료 자원의 사료 가치 향상을 위한 사료가치 증진제 등 아주 많은 

기술들과 특허들이 양산되어 반추동물 영양학 발전에 상당한 기여를 

한 것으로 평가된다.

    3) 또한 이 연구를 위하여 여러 생태계에서 탐색․선발되고 또한 분리․동

정된 많은 종류의 미생물들이 특허균으로 기탁될 것이 기대되며 또한 유

용한 혐기 미생물 자원이 대량 확보되므로써 아직 국내에서는 운영되지 

않고 있지 않지만 우리 연구진이 꿈 꾸는 혐기 미생물자원 뱅크화사업

(KTACC)의 모태가 될 수 있을 것으로 기대된다.

    4) 이용률이 저조한 볏짚을 생산현장에서 발효사료로 제조시킴으로써 부

존자원의 조사료용 수거율을 최대화시키고 그 품질을 높이기 위한 방

법을 개발하므로서 다른 부존 조사료 자원(산야초, 갈대, 억새 등)의 

활용방안을 위한 기초적 자료를 마련한 것으로 평가된다.

    5) 곤포로 조사료를 양적 단위로 규격화시킴으로서 매매 유통이 가능하

게 되어 수급 배분상의 효율화를 기할 수 있을 것으로 기대될 뿐만아

니라 부존사료자원의 문제점인 운반성과 보존성 등을 동시에 해결할 

수 있는 충분한 가능성을 모색한 것으로 평가된다.
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    6) 부존 조사료원을 이용한 발효사료 (미생물제 첨가 사일리지)의 제조원리 및 

기술을 농가에 이전함으로서 농가 자가조사료 가공기술의 확보를 도모하고 

농가의 소득 증대에 상당히 기여할 수 있을 것으로 평가된다.

    7) 1997년 기준으로 26억불 상당이 사료자원도입 비용으로 막대한 외화가 지

출되었다. 이의 대부분이 배합사료원료 수입에 사용되는 현 실정에서 부

존사료자원의 이용효율 증대에 의한 수입 원료사료의 대체효과

로 사료비 절감 뿐만 아니라 2000년 현재 약 290만톤에 이르는 조사

료 부족분을 보충시키는데 크게 기여할 수 있을 것이다. 

    8) 정부가 수립하고 있는 조사료 수립계획이 차질없이 진행된다 하더라도 올

해 수입예정인 외국 조사료 38만 5천 톤을 포함하더라도 153만1천 톤의 

조사료가 수요량에 비해 부족한 실정이다. 이와 같은 여건을 고려할 때 

풍부한 부존자원을 조사료화 함으로써 사료자원의 도입에 소요되는 막대

한 외화를 절감할 수 있을 것으로 기대된다.

    9) 이 기술의 개발로 저질조사료 자원의 사료이용효율이 획기적으로 증

가하므로서 조사료의 급여비율이 상대적으로 증가(조사료 급여수준 

20∼30%에서 30∼40%수준으로 개선) 하고  배합사료비가 크게 절감

될 뿐만아니라 수입사료의 대체효과로 외화가 절약되며 농가소득이 

크게 증대될 것으로 기대된다.  

   10) 시판되고 있는 발효제나 사료첨가제들의 대부분은 외국에서 수입 또는 기

술도입에 많은 로얄티를 지불하므로 가격이 비쌀 뿐만 아니라 생물자원의 

특성이 처리하려는 재료의 물리화학적 특성에 부합되지 않아 효율이 기대

보다 낮았다. 따라서  고유기술과 능력으로 개발될 제품은 수입대체 효과 

및 활용효율의 극대화에 크게 기여할 것으로 기대된다. 
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제 5 장   연구개발 결과의 활용계획

  1. 관련 기술 및 특허와 관련되지 않는 연구결과들의 논문화 (5편 이상)

  2. 발효제 및 사료첨가제의 특허등록(4건 이상)

  3. 도출된 기술의 산업체 기술이전 및 농가 보급

  4. 우수 미생물 자원과 효소들에 대한 특허균 등록(5건 이상)

  5. 확보된 미생물자원 및 유전자 자원의 Bank system 구축 

  6. 미생물은 동물용 소화제, 단위동물인 양돈, 양계 사료효율개선을 위한 사

료첨가제로, 효소는 식품가공산업에서 식품첨가제 개발에 관한 연구로 

확대한다.

  7. 미생물 복합체 개발과 관련된 기술은 미생물 생산관련 기술을 산업체에 

이관하여 생물산업의 발전을 도모한다.

  8. 본 연구를 통하여 얻어진 결과를 바탕으로 학술발표회나 세미나 농가교

육 등을 통하여 양축농가에 보급한다.

  9. 양축농가로 하여금 볏짚과 야초를 적극 활용하도록 함으로써 자급 조사

료의 확보를 통한 낙농 육우산업의 경영비 절감과 경쟁력 제고에도 역

점을 둔다. 

 10. 산업화 계획: 본 과제에서 개발된 볏짚 사일리지 발효용 미생물복합제재

는 미생물의 대량 배양 및 생산 설비를 갖춘 기업에 기술 이전하여 산업

화할 계획이다.
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