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혐기성 박테리아, 효모 및 곰팡이로 제조된 synbiotics의 첨가가 축우용 완전혼합사료의 호기적 
안전성에 미치는 영향
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Effects of Supplemental Synbiotics Composed of Anaerobic Bacteria, Yeast and Mold on the 
Aerobic Stability of Total Mixed Ration for Cattle. Shin Ja Lee*, Nyeon Hak Shin, Ho Sik Jung1, Jong 
Hwan Hyun, Yea Hwang Moon2, Sang Suk Lee3 and Sung Sill Lee. Division of Applied Life Science(BK 
21 Program), Graduate School Gyeongsang National University, 1Hanyang Feed Industrial Company limited, 
2Department of Animal Science & Biotechnology, Jinju National University, 3Department of Animal Science & 
Biotechnology, Sunchon National University - This study was conducted to investigate the effects of sup-
plementation of synbiotics manufactured with anaerobic bacteria, yeast and mold on preservation of 
total mixed ration (TMR) by exposing days. Eight treatments were composed of untreated synbiotics 
(US), bacterial synbiotics (BS), yeasty synbiotics (YS), moldy synbiotics (MS), bacterial and mouldy 
synbiotics (BMS), yeasty and moldy synbiotics (YMS), bacterial and yeasty synbiotics (BYS), and bacte-
rial, yeasty and moldy synbiotics (BYMS). After 7 days of anaerobic fermentation, fermented-TMRs 
were exposed to the air during 1, 3, 5, 7, 14 and 21 days. One hundred forty four (8 treatments×6 
days×3 replications) fermented-TMRs were manufactured by vinyl bag (43 cm×58 cm). Although no 
significant differences in the activities of carboxymethylcellulase, xylanase and amylase were observed 
among treatments, theirs acivities were seemed to increase by treatment of BYS or YMS containing 
yeast. Total bacterial and mold counts also decreased in the treatments containing yeast. Potential 
pathogenic bacteria were less detected in BYS and BMYS for E. coli, BMYS and YS for Salmonella, and 
BMS and BMYS for Shigella than those of the other treatments, MS was, however, contaminated easier 
than US by pathogenic bacteria. From above results, synbiotics containing facultative anaerobic yeast 
have effects for preservation of TMR fermented anaerobically. Particularly, BMYS treatment having 
good results in nutrient contents, dry matter loss and pathogenic bacteria amounts was a resonable 
synbiotics for preservation of the fermented-TMR.
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서   론

축우사료와 관련하여 지난 10년간 가장 두드러진 현상의 

하나는 완전혼합사료(TMR)의 이용이 현저히 증가되었다는 

것이다. TMR은 우리나라에 1990년에 집단적으로 보급되면

서 생수분 상태로 밀봉하여 haylage로 만들어 사용하였다. 

그러나 보관 과정에서 영양적 손실이 많아 고수분의 silage 

형태로 발효시켜 사용하여 왔다[21]. 이러한 관점에서 발효

를 시킴으로써 고수분의 유기물 사료를 활용할 수 있는 TMF 

(total mixed fermentation)는 사료자원이 부족하여 조사료 

수입에 의존하고 있는 우리나라 실정에 적합한 사료형태라

고 볼 수 있다. 일반적으로 발효 조건이 좋을 경우는 별도로 

미생물을 첨가할 필요가 없으나 그렇지 않을 경우는 발효를 

신속하게 일어나게 하고 변패를 방지하기 위하여 미생물을 

추가 접종할 필요가 있다. silage의 변패 과정은 통상적으로 

효모에 의해서 최초로 일어나며 이로 인해 많은 효모를 포함

하는 silage는 공기 노출에 대해 불안정하다고 보고되고 있

다[14,47]. 현재 Aspergillus oryzae와 Saccharomyces cerevisiae가 

주로 착유우의 사료 첨가제로서 이용되고 있으며 A. oryzae

는 cellulases, hemicllulases, esterases와 같이 다양한 다당류 

분해효소를 생산[39]하고 S. cerevisiae는 낮은 지방 함량과 높

은 단백질, 비타민 함량을 가지고 있기 때문에 single cell 

protein로서의 산업적 이용에 대한 연구가 활발히 진행되고 

있고[20], 산소와의 친화력이 높기 때문에 반추위내의 잔존 

산소 제거에 효과가 있다[40]고 하였다. 옥 등[33]은 볏짚 si-

lage에 효모를 첨가한 연구에서 효모의 첨가가 silage의 pH

를 낮추고, 조단백질의 함량을 높일 수 있다고 보고하였다. 

지금까지의 연구에서는 A. oryzae가 건물 소화율[11,45]과 우

유 또는 FCM 생산량을 증가 시킨다[15,18,25]고 보고하였다. 

그러나 LAB (lactic acid bacterium)의 사료첨가 효과에 대해

서는 많은 연구가 이루어지고 있지만 곰팡이나 효모의 첨가 

효과에 대한 연구가 미흡한 실정이고, TMR을 이용한 TMF 

(total mixed fermentation)의 제조에 관한 연구도 잘 이루어
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지고 있지 않은 실정이다. 또한, probiotics 제품의 주종을 이

루고 있는 미생물중 박테리아는 Lactobacillus spp, 효모는 

Saccharomyces cerevisiae, 곰팡이는 Aspergillers oryzae로서 호

기성 미생물로 구성되어 있다. 그러나 silage나 TMR의 발효

는 혐기상태에서 이루어지기 때문에 혐기성유래 미생물을 

이용하여 probiotics를 만들고 여기에 몇 가지의 prebiotics를 

혼합한 synbiotics를 개발하였다. Probiotics란 항생물질

(antibiotics)에 상대되는 개념으로 생균제라고도 하며 장내

의 미생물의 균형을 개선함으로써 숮구인 동물에게 유익한 

효과를 발휘하는 살아있는 미생물 제제로서[9,19] 장관내에

서 병원균의 집락 형성을 막아주는 효과를 발휘하는 것이다

[30]. Prebiotics란 장내의 유용균을 증식시키는 인자로 장내

환경 개선과 숙주의 건강개선에 유의적인 작용을 하는 것으

로[10] 올리고당, 식이섬유, 글루콘산 등이 있다. Probiotics와 

prebiotics을 포함시킨 것을 synbiotics라고 한다.

본 시험에서는 이러한 기능을 가지고 있는 미생물 중에서도 

혐기성 박테리아, 효모 및 곰팡이를 조합한 synbiotic 제제를 

TMR에 접종하였을 때, 개봉 후 기간의 경과에 따른 효소의 

활성, 부패균의 증식 및 전자현미경을 통한 미생물 군집현황 

등을 조사함으로써 혐기발효사료의 호기적 변패를 줄일 수 

있는 균주나 균주 조합을 밝혀 보고자 수행되었다.

재료 및 방법

시험 설계

기초 TMR에 7 종류의 혐기미생물을 이용한 synbiotic 제제

를 첨가, 발효시켜 대조구를 포함하여 총 8 처리구를 두었다. 

처리구는 기본 TMR사료에 synbiotic 제제를 첨가하지 않은 

US구(un-treated synbiotics), 혐기성 박테리아와 prebiotics로 

만든 BS구(bacterial synbiotics; bacterial probiotics+pre-

biotics), 혐기성 효모와 prebiotics로 구성된 YS구(yeasty syn-

biotics; yeasty probiotics+prebiotics), 혐기성 곰팡이와 pre-

biotics로 구성된 MS구(mouldy synbiotics; moldy pro-

biotics+prebiotics), 혐기성 박테리아와 효모 복합물 및 pre-

biotics로 구성된 BYS구(bacterial+yeasty synbiotics; bacterial 

and yeasty probiotics+prebiotics), 혐기성 박테리아 및 곰팡이 

복합물과 prebiotics로 구성된 BMS구(bacterial+mouldy syn-

biotics; bacterial and mouldy probiotics+prebiotics), 혐기성 

효모 및 곰팡이 복합물과 prebiotics로 구성된 YMS구

(yeasty+moldy synbiotics; yeasty and moldy probiotics+pre-

biotics), 혐기성 박테리아, 효모 및 곰팡이 복합물과 prebiotics

로 구성된 BYMS구(bacterial+yeasty+moldy synbiotics; bac-

terial, yeasty and moldy probiotics+prebiotics)로 나누었다. 

Prebiotics는 mannan oligosaccharide, lactose, sodium ace-

tate 및 ammonium citrate로 구성되어 있다. 각각의 구체적인 

미생물명과 Prebiotics의 종류와 함량 및 delivery system은 

특허 관련 상의 문제로 본 논문에서 생략하고자 한다. 발효 

TMR 사료의 제조에 사용된 probiotis 균주는 TMF 사료의 물

리적․화학적 특성과 최종 TMF 사료의 온도 및 산소 그리고 

성장률 등을 고려하여 선발하였다. 선발된 곰팡이는 DifcoTM 

Potato Dextrose Broth 배지에 30oC에서 배양하였고, 박테리

아는 DifcoTM Lactobacilli MRS Broth 배지에 37oC에서 배양하

였으며, 효모는 DifcoTM YM Broth 배지를 이용하여 30oC에서 

배양하였다. 곰팡이와 효모는 3일에 1회씩 계대 배양 하였고 

박테리아는 2일에 1회씩 계대 배양하였다. 모든 배양은 혐기

상태에서 이루어 졌으며 혐기 배양장치는 Holdman 등[16], 

Ogimoto와 Imai [32] 및 Mitsuoka [27]의 방법에 준하여 제작

하였다.

8 처리구 각각에 대해 개봉 후 노출 기간(1, 3, 5, 7, 14, 및 

21일)별 3 반복으로 총 144(8 처리×6 노출 시간×3 반복)개의 

발효 bag을 제조하였다.

시험 사료의 제조 및 시료 채취

기본 사료는 옥수수 flake, 맥주박, 대두피, 파쇄보리, 전지

면실, 볏짚, 페레니얼라이그라스 등 총 18종류의 단미사료 및 

첨가제로 구성되어 있는 비육후기용 습식 TMR을 이용하였

다. 시험사료는 기본사료인 TMR을 vinyl bag (가로 43 cm×세

로 58 cm)에 약 1.5 kg을 다져 넣은 후, 공시된 균주액(무처리

구에는 증류수) 100 ml을 고르게 접종하고, 상부에 1.5 kg을 

채워 넣고, 잘 섞은 다음, 진공 포장기[AZ-450, (주)인트라즈, 

Korea]를 이용하여 공기를 배제한 후, heat sealing하여 실온

에서 7일 동안 발효시켜 제조하였다. 일반 발효사료의 유통 

기간을 감안하여 발효기간을 7일로 정하였다. 공시균주의 접

종액은 각 미생물이 최대 성장률을 나타내는 시간대를 감안하

여 박테리아와 효모는 24시간대, 곰팡이는 36시간 계대배양액

을 사용하였다.

시료 채취는 synbiotic제제 첨가 7일 후에 bag의 가로 상단

부를 개봉하여 1, 3, 5, 7, 14 및 21일 동안 실내에서 노출시켰다. 

사료 내 효소 활력 및 균수 측정을 위한 시료채취는 bag의 

개봉 표면 5 cm까지 부분을 제외한 중심부위에서 약 200 g 

씩 3반복으로 채취하여 대표시료로 하였다. 전자현미경 관찰

을 위한 시료는 개봉 14일된 사료의 중심부위에서 비슷한 크

기와 모양의 볏짚을 채취하였다.

조사 항목 및 조사 방법

건물 감량 변화는 60oC의 건조기에서 72시간 건조 시킨 후 

무게를 측량하여 감소한 량을 측정하였다.

Carboxymethylcellulase (CMCase)의 활력 측정은 환원당

의 양을 DNS (dinitrosalicylic acid)법으로 측정하여 구하였다

[26]. Cellulase 1 unit는 1 분당 1 μmol의 glucose를 생성하는 

효소의 양으로 하였다. Xylanase 활력은 기질 용액을 0.1M 

acetate buffer에 2% (w/v) oat spelt xylan 현탁액이 되게 하여 
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Table 1. Effects of exposing periods on the dry matter contents of TMRs fermented by anaerobic synbiotics (%) 

Exposing 

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

72.53
a

70.90ab

70.44ab

67.38ab

66.82ab

65.16b

68.87 

71.95

71.65

68.40

67.79

67.66

65.94

68.90 

73.01

72.79

69.97

69.47

69.45

67.64

70.39 

73.20

70.87

70.43

66.66

66.60

66.30

69.01 

71.54
a

70.73ab

70.48ab

70.05ab

69.25ab

64.54b

69.43 

71.69

71.39

70.83

69.60

67.36

66.26

69.52 

75.25
a

74.11ab

72.81ab

70.51ab

69.54ab

68.62b

71.81 

71.42

69.96

69.96

69.12

67.79

67.66

69.32

5.03

4.03

3.29

3.47

2.69

2.99

0.35
a,bMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.

cellulase 활력과 동일한 방법으로 측정하였다. Xylanase 1 

unit는 1분당 1 μmol의 xylose를 생성하는 효소의 양으로 하였

다. Amylase의 활력은 기질용액을 0.1 M acetate buffer에 1% 

(w/v) starch용액이 되게 하여 55oC에서 2시간 동안 반응시킨 

후, cellulase활력과 동일한 방법으로 측정하였다. Amylase의 

1 unit는 1분당 1 μmol의 glucose를 생성하는 효소의 양으로 

하였다.

사료 내 균수 측정은 개봉 후, 노출 기간별(1, 3, 5, 7, 14, 

21일)로 혐기발효 TMR 시료 10 g에 멸균 증류수 90 ml을 넣어 

homogenizer로 균질화시켜 멸균 증류수로 10-11까지 십진희석 

한 다음, 균수 측정을 위하여 평판배지에 분주․접종하여 도

말하였다. 

LAB, 곰팡이 및 효모의 수를 측정하기 위하여 사용한 배지

는 각각 MRS (de Man-Rogosa-Sharpe, Lactobacilli MRS agar 

Medium, Lot No. 247940, Difco, USA)[4], PDB (Potato 

Dextrous agar Medium; Lot No. 254920, Difco, USA) [1] 및 

YM (YM Broth Medium; Lot No. 6361447, Difco, USA)이다.

사료 중에 존재하는 total microbes, coli forms, Salmonella 

spp. 그리고 Shigella spp. 균수를 측정하기 위하여 총 세균에

는 Plate count agar (Lot No. 234000, Difco, USA)를 coli 

forms bacteria에는 MacConkey agar (Lot No. 7177448, 

Dfco, USA)를, 살모넬라와 이질균에는 Salmonella-Shigella 

agar (Lot No. 6352273, Difco, USA)를 사용하였고, 37oC 에

서 24시간 혹은 48시간 배양 후 균수 측정을 하였다. 각각의 

평판배지에 생성된 colony 수(30~300개)는 colony counter를 

이용하여 계수하였다. 미생물의 수는 각 plate의 col-

ony-forming unit (cfu)과 thallus forming unit (tfu)로 계산 

후 10진법으로 환산하였다.

통계 처리

시험 결과는 SAS program의 General Linear Model (GLM) 

procedure [41]에 따라 처리되었으며, 각 처리구간에 유의성 

검증을 위해 분산분석을 실시한 후, Duncan's multiple range 

test [7]로 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

건물 함량 변화

혐기 발효사료의 개봉 후 노출 시간 경과에 따른 건물 감량

은 Table 1에서 보는 바와 같다. 무처리 대조구와 효모와 곰팡

이를 조합한 YMS처리구 그리고 박테리아와 효모 조합구인 

BYS 처리구에서 개봉 후 시간이 경과할수록 건물 함량이 줄어

들었다. 타 처리구에서도 통계적 유의차는 없었으나 건물 함

량은 노출 시간이 증가될 수록 낮아졌다. 개봉 후 1일부터 21

일까지의 건물 감량은 대조구에서 10.2%였으며, 혐기 미생물

을 첨가하여 발효시킨 처리구에서는 5.3%에서 9.8% 범위로서 

BMYS구에서 건물 감량이 가장 적어 호기적으로 노출 시 안정

성이 대조구나 타 처리구에 비해 높은 것으로 나타났다. 

Silage 제조 시, 발효 과정 동안 원료사료의 건물 함량이 감

소되는데[3,43], 이때는 수용성 탄수화물이 감소[29]하고, 유기

산이 생성[17]되는 등, 다양한 변화가 일어난다. 유산균을 si-

lage에 첨가하면 건물 recovery가 향상되는데[44], 유산균을 첨

가한 silage는 발효가 향상되고[43], 저장기간 동안이나 산소에 

노출되었을 때, 효모의 성장을 억제함으로써 30일까지 silage 

내에 열 발생을 줄여 호기적 안전성이 증가된다[6]. Nishino 

등[31]은 Lactobacillus casei를 접종하였을 때, 이상 발효는 억제

시켰지만 호기적 안정성에 대한 효과는 없었고, Lactobacillus 

buchneri 첨가 시에는 호기적 안정성은 향상되었지만 건물 감

량과 NH3-N 생산량이 증가되어 우점균주에 따라서도 발효 시 

건물 감량에 차이가 있는 것으로 보고하였다. 본 시험에서 호

기적 노출 시 나타나는 건물 감소율(1～21일)으로 평가해 볼 

때, 대조구에 비해 YS, BMS 및 BMYS구에서 평균 34% 줄어들

었는데, 특히 BNYS구에서는 거의 50%에 이르러 사료의 저장

성 향상에 크게 영향을 미칠 것으로 사료된다.

효소 활력 측정

7일 동안 발효시킨 후, 개봉한 TMR 사료의 노출 기간별 

carboxymethylcellulase (CMCase) 활성은 Table 2에서 보는 

바와 같다.
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Table 2. Effects of exposing periods on the CMCase activity of TMRs fermented by anaerobic synbiotics (IU; µmol glucose min-1ml-1)

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

3.54
a

3.01d

3.32bc

3.00c

2.91c

3.04d

3.14 

3.46
a

4.14a

3.43abc

3.64ab

3.16bc

3.88abc

3.62 

3.21
a

3.46cd

3.26bc

3.15c

3.00bc

3.36cd

3.24

3.45
a

3.50cd

3.50abc

3.54b

3.06bc

3.40cd

3.41 

3.33
a

4.38a

3.86a

3.86a

3.23bc

4.03ab

3.78 

3.24
a

3.65bc

3.08c

3.45b

3.25b

4.27a

3.49 

3.28
a

3.48cd

3.67ab

3.83a

3.71a

3.48bcd

3.58 

3.46
a

4.07ab

3.74ab

3.87a

3.30b

3.76abc

3.70 

0.26

0.32

0.30

0.19

0.21

0.35

0.08
a,b,c,dMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.

Table 3. Effects of exposing periods on the xylanase activity of TMRs fermented by anaerobic synbiotics (IU; μmol xylosmin-1ml-1)

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

3.43
a

2.31b

1.75c

1.94d

1.83d

1.78c

2.17 

2.81
b

2.62ab

2.15ab

2.33bcd

1.92cd

2.05bc

2.31 

2.36
bc

2.32bc

1.98bc

1.98cd

1.92cd

1.98c

2.09 

2.33
bc

2.19bc

1.99bc

2.05cd

2.04cd

2.31ab

2.15 

2.50
bc

2.92a

2.42a

2.78ab

2.38ab

2.60a

2.60 

2.17
c

2.38b

1.94bc

2.02cd

1.98cd

2.58a

2.18 

2.60
bc

2.72ab

2.04bc

2.84ab

2.62ab

2.30ab

2.52 

2.49
bc

2.45ab

2.24ab

2.47abc

2.24bc

2.01bc

2.32 

0.38

0.33

0.22

0.32

0.20

0.20

0.06
a,b,c,dMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.

대조구와 MS구를 제외하고 개봉 3일째와 마지막 21일째에 

크게 증가 하였는데, BYS와 BMYS구에서 타 처리구에 비해 

유의적(P<0.05)으로 높았다. BMS구의 경우는 발효 21일째에 

CMCase 활성이 크게(P<0.05) 높아졌는데, 활성에 영향을 끼

친 synbiotics구에서는 노출 기간 중 대체로 두 번(3일, 21일)의 

peak를 가지는 것으로 나타났다. 전 노출 기간 동안 CMCase 

활성은 박테리아와 효모가 공히 조합되어 있는 BYS구와 

BMYS구에서 높게 나타나, 혐기미생물에 의한 섬유소 분해활

성은 박테리아와 효모가 공존할 때 서로 상승작용을 하는 것

으로 추정된다. 일반적으로 cellulase의 활성은 곰팡이에서 주

로 유래되는 것으로 알려져 있으나[36], 본 시험에서는 혐기성 

곰팡이를 단일 균주로 한 MS구에서는 cellulase활성이 낮았던 

반면, 혐기성 박테리아와 효모의 조합구에서 활성이 증가한 

것으로 나타났다. 이러한 결과는 발효 TMR이 공기에 노출됨

으로써 자연적 오염 등으로 인하여 혐기미생물들의 효소역가

가 다양하게 변할 수 있다는 것을 의미한다.

Xylanase 활성은 Table 3에서 보는 바와 같이 대조구에서는 

개봉 1일째에 처리구 중에서 가장 높았으나(P<0.05) 21일째에

는 약 1/2 수준까지 지속적으로 낮아졌다. 전 노출 기간 동안 

xylanase 활성을 높게 유지한 처리구는 효모(yeast) 첨가구인 

BYS구와 YMS구로 나타났는데, 이는 반추동물이 효모사료를 

섭취할 경우, 반추위내 혐기성 미생물과 섬유소 분해 미생물

의 수를 증가시킨다는 결과[8,22]를 뒷받침하고 있다. 즉, 효모

가 잔류산소를 제거하여 혐기상태를 제공[40]해 주고, 아미노

산과 vitamin B군 등의 영양소를 공급함으로써 혐기성 미생물 

군을 증식[42]시킬 수 있기 때문이다. 따라서 효모의 첨가가 

혐기성 세균과 곰팡이의 성장을 촉진시켜 xylanase activity가 

높게 나온 것으로 사료된다. 그러나 효모 단독 처리구(YS)나 

박테리아 단독 처리구(BS)에서는 대조구와 마찬가지로 노출 

시간이 경과함에 따라 점차 감소하였다. 

Amylase 활성은 Table 4에서 보는 바와 같이 개봉 1일째 

YMS에서 높게 나타나고, 3일째는 유의적인 차이가 없었으나 

개봉 5일째에는 BMYS구에서 타 처리구에 비해 유의적

(P<0.05)으로 높았다. 개봉 7일째에는 전 처리구에서 대조구보

다 높은 활력을 나타내었고, 개봉 14일째에는 YMS와 BYS에서 

타 처리구에 비해 유의적(P<0.05)으로 높았다. 전 노출 기간 

동안 amylase의 활성은 xylanase와 마찬가지로 효모와 혐기

성 미생물(곰팡이, 세균) 조합구인 YMS 및 BYS 첨가구에서 

높게 나타났다. Cellulase와 xylanase와 마찬가지로 amylase 

역시, 반추위 곰팡이에 의해 많이 생성되는데[28,35,37,46], 일

부는 상시적으로 존재하며 또한, 일부는 기질에 의해 유도되

어지는 것을 알려져 있다. Cellulose, xylan 그리고 여러 종류
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Table 4. Effects of exposing periods on the amylase activity of TMRs fermented by anaerobic synbiotics (IU; μmol glucose min-1ml-1)

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

3.57
a

3.58a

3.13c

3.14c

3.09c

3.26ab

3.30

3.50
a

3.95a

3.89b

3.64bc

3.57b

3.54ab

3.68 

3.66
a

3.29a

3.18c

4.29a

3.25bc

3.23ab

3.48 

3.47
a

3.69a

3.02c

3.97ab

3.38bc

3.79a

3.55 

3.85
a

3.89a

3.68b

4.12ab

4.12a

3.44ab

3.85 

3.69
a

3.59a

3.08c

4.01ab

3.14c

3.52ab

3.51 

4.04
a

3.83a

3.70b

4.11ab

4.39a

3.47ab

3.92 

3.78
a

3.86a

4.28a

3.79ab

3.61b

3.09b

3.74 

0.45

0.52

0.23

0.39

0.25

0.35

0.07
a,b,cMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.

Table 5. Effects of exposing periods on the total bacterial counts (cfu2)×108) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics  

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

  0.33
a

 12.67ab 

148.00a

149.67a

 70.33a

  0.33a

 63.56 

  0.33
a

  0.67b

148.00a

 20.00b

  7.33c

153.67a

 55.00 

 4.67
a

 3.00b

 1.67b

34.67b

 5.00c

77.33a

21.06 

 0.67
a

25.338a

42.33ab

58.00b

46.67b

65.67a

39.78 

 1.67
a

 1.33b

56.67ab

 3.00b

 9.33c

25.00a

16.17 

 0.33
a

 1.00b

50.00ab

18.00b

 4.00c

42.00a

19.22 

 5.00
a

 2.67b

34.33b

51.33b

 0.67c

 0.00a

15.67 

 5.67
a

12.00ab

98.00ab

 5.00b

12.00c

52.33a

30.83 

 4.28

11.58

54.98

31.38

 8.99

92.94

 6.52
a,b,cMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)cfu: Cell forming unit.

의 당을 기질로 한, 배지에서 배양한 곰팡이에 의해서도 amy-

lase의 활력이 나타나지만, 전분을 기질로 사용한 배지에서 훨

씬 높다[28,46]고 알려져 있다.

미생물 수 측정 

혐기 발효시킨 TMR을 개봉한 후 노출 시기별 희석액의 총 

세균수는 Table 5에서 보는 바와 같다. 개봉 후 3일 째부터 

곰팡이 단독 처리구인 MS구에서 타 처리구에 비해 유의적으

로(P<0.05) 증가하였으며, 개봉 후 5일째에는 무처리 대조구인 

US구와 박테리아 단독처리구인 BS구에서 급격하게 증가하여 

전 처리구의 평균으로 볼 때 이 시기에 총 미생물 수가 가장 

왕성하게 번식한 것으로 나타났다. 개봉 7일째에는 US구가 

다른 처리구에 비해 총 미생물 수가 현저히(P<0.05) 많았으며, 

대조구인 US구와 효모와 곰팡이 조합구인 YMS구의 노출 시

기별 총 미생물 균총의 변화는 개봉 후 5일과 7일을 정점으로 

정규분포 곡선의 형태를 유지하고 있었다. 그러나 박테리아가 

포함되어 있는 BS구, BYS구, BMS구, 및 BMYS구에서는 개봉 

후 5일째와 21일째에 두 번의 peak를 나타내었으며, 노출 시기

별 균총의 변화도 경향이 일정하지 않은 편이었다. 전체적으

로 처리구중 효모(YMS, BYS)를 첨가하였을 때, 총 미생물의 

수가 적고, 노출 시간 경과에 따라서도 대체로 일정하여 부패

가 지연되고 있다는 것을 의미하고 있다.

혐기 발효시킨 TMR을 개봉한 후 노출 시기별 곰팡이

(mold)의 수는 Table 6에 나타낸 바와 같다. 개봉 후 3일째까지

는 곰팡이가 거의 발견되지 않았으나, 곰팡이 처리구인 MS구

에서 발견되어, 개봉 5일째부터 MS구에서부터 곰팡이가 크게 

증식되기 시작하였다. 개봉 3일째에 MS구에서 곰팡이가 증식

된 것은 곰팡이의 생활주기 특성상 약 24～32시간이 소요되는 

것으로 설명할 수 있다[12]. 무처리 대조구의 경우, 개봉 7일째

부터 급격하게 증가되어 14일째에 peak에 도달한 후 감소하는 

경향이었으며, 평균 곰팡이의 수도 타 처리구에 비해 많았는

데, 이는 호기성 곰팡이에 의해 부패가 가장 빨리 진행되고 

있다는 것을 의미한다. 효모와 곰팡이 조합구인 YMS구에서는 

전 노출 기간 동안 거의 발견되지 않은 것으로 조사되어 호기

성 곰팡이에 대한 증식 억제력이 가장 강한 것으로 나타났다. 

본 시험에서 효모(yeast) 역시 10-7～10-9까지 희석하여 측정

해 보았으나, 너무 많은 수가 자라서 측정이 거의 불가능하여 

data로 나타내지 못하였다. 

혐기 발효시킨 TMR을 개봉한 후, 노출 시기별 유산균

(LAB)의 수는 Table 7에 나타내었다. 유산균 수는 개봉 후 7

일까지는 노출 시간에 따라 증감되면서 처리 간에 유의차

(P<0.05)를 나타내었으나, 14일 이후는 거의 관찰되지 않아 
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Table 6. Effects of exposing periods on the fungal count (tfu2)×105) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

 0.67

nd

 6.00
b

68.67a

81.33a

41.67a

39.67

 nd
3)

nd

 1.00
c

 6.33cd

 9.33c

23.67b

10.08 

 0.33

nd

 0.33
c

54.00b

 5.33cd

39.00a

19.80 

 0.33

 3.67

24.00
a

 8.67cd

19.00b

26.33b

13.67 

 1.67

nd

 0.33
c

12.33c

 7.33c

 3.33d

 5.00 

nd

nd

 1.33
c

 1.00d

 5.33cd

16.33c

 6.00 

nd

nd

0.33
c

0.33d

1.00d

0.33d

0.50

nd

nd

0.67
c

1.33d

7.00c

6.67d

3.92 

1.14

0.41

1.56

4.65

2.82

3.76

4.46
a,b,c,dMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)tfu: Thallus forming unit.
3)nd: Not detected.

Table 7. Effects of exposing periods on the lactic acid bacterial count (cfu2)×106) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics 

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

135.00
bc

 16.00c

194.00a

 32.33b

nd3)

nd

 94.33

249.33
a

120.67ab

177.00a

103.00a

nd

nd

162.50

234.67
a

 80.67bc

212.00a

 99.67a

nd

nd

156.75

100.67
c

 30.33c

270.67a

 37.00b

nd

nd

109.67

214.00
ab

119.00ab

 32.33b

  3.67c

nd

nd

 92.25

153.33
bc

 65.67bc

174.00a

115.67a

nd

nd

127.17

256.67
a

 31.67c

174.67a

 53.33b

nd

nd

129.09

118.33
c

177.67a

 56.67b

 41.00b

nd

nd

 98.42

43.75

34.62

60.40

13.87

-

-

9.71
a,b,cMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)cfu: Cell forming unit.
3)nd: Not detected.

혐기상태가 완전히 해제된 것으로 사료된다. Yeast는 mold

와 같이 호기적 변패에 가장 큰 원인균으로서 호기적 안전성

을 높이기 위한 방법으로 유산균을 첨가하면 yeast의 활력을 

감소시킨다는 보고가 있다. Driehuis 등[6]은 혐기 상태일 때, 

yeast의 생존율은 감소하고, 결과적으로 유산균의 silage 첨

가는 효모(yeast)의 활력을 떨어뜨렸다고 하였다. 그리고 다

시 호기 발효일 때, 유산균의 첨가는 효모의 성장을 억제시

켰다[5,23,34,38]. Silage의 호기적 변패는 여러 가지 미생물 

작용에 의해 발생되는데, 주로 yeast에 의해 일어나며[2], 기

타 세균들에 의해서도 일어나는데[41], silage의 제조에 영향

을 미치는 미생물 중에서 유산균만이 유익균으로 작용하며, 

그 이외의 미생물은 유해균으로 작용한다[21]고 하였다. 호

기성균이나 yeast는 mold와 같이 호기적 변패에 가장 큰 원

인균으로써, 유산균을 첨가하므로 인해 yeast가 감소될 것으

로 기대를 했으나, 본 시험에서는 그러한 결과를 얻지 못하

였다.

혐기 발효시킨 TMR을 개봉한 후, 노출 시기에 따른 대장균

(E. coli)의 수는 Table 8에 나타낸 바와 같이 무처리구인 US구

와 박테리아 단독 처리구인 BS구에서는 전 노출 시기 동안 

지속적으로 관찰되었으며, MS구에서는 개봉 21일째를 제외

하고, 개봉 3일째 되는 시기부터 가장 많이 관찰되어 대장균에 

가장 취약한 것으로 조사되었다. 효모 첨가구인 BYS구, YMS

구 및 BMYS구에서는 노출 기간 중 두 번 이상 관찰되지 않아 

대장균에 대체로 강한 것으로 나타났다.

Salmonella균은 Table 9에서 보는 바와 같이 무처리구(US), 

YS구, YMS구, 그리고 BMYS구에서는 전 노출 기간 동안 전혀 

발견되지 않았으나, 곰팡이 단독처리구인 MS구에서는 개봉 

후 5일, 14일, 21일째에도 발견되어 salmonella균에 가장 많이 

노출되는 것으로 나타났다.

Shigella균은 Table 10에서 보는 바와 같이 BMS구와 BMYS

구에서는 전혀 발견되지 않았으나, Salmonella균에 가장 오염

이 많이 되었던 MS구에서는 개봉 후 5일째 되는 시기부터 

계속해서 Shigella균이 많이 발견되어 가장 취약한 처리구인 

것으로 나타났다. 

Han 등[13]은 곰팡이인 Aspergillus oryzae를 산란계에 급여 

했을 때 E. coli와 호기성 박테리아는 감소하고 유산균은 증가
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Table 8. Effects of exposing periods on  the E. coli count (cfu2)×103) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics 

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

 0.33
a

 3.67b

25.00b

 0.33b

22.67a

10.33a

10.39 

 0.67
a

 8.33b

15.00c

 3.67b

 5.00b

23.00a

 9.28 

 0.33
a

 0.33b

 0.33d

nd

 0.67b

21.33a

 3.83 

 0.33
a

86.33a

44.00a

12.67a

17.67a

nd

26.83 

nd3)

nd

0.33
d

nd

1.67b

2.67a

0.78 

0.33
a

1.33b

0.33d

nd

0.33b

4.33a

1.11 

0.33
a

nd

1.00
d

nd

0.33b

5.33a

1.17 

nd

1.33
b

nd

nd

1.00b

2.67a

0.83 

 0.50

 4.34

 2.91

 3.06

 3.72

12.08

 3.18
a,b,c,dMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)cfu: Cell forming unit.
3)nd: Not detected.

Table 9. Effects of exposing periods on the Salmonella count (cfu
2)×101) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics 

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

 nd
3)

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

 6.67
b

53.33a

30

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

 24.67
a

nd

147.67
a

 42.00a

71.45 

nd

nd

nd

nd

nd

 0.67
b

0.67

nd

nd

nd

nd

nd

 0.33
b

0.33

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

-

-

 5.46

-

24.99

18.48

 9.16
a,bMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)cfu: Cell forming unit.
3)nd: Not detected.

Table 10. Effects of exposing periods on the Shigella count (cfu
2)×101) of TMRs fermented by anaerobic synbiotics 

Exposing

periods (day)

Treatments
SEM1)

US BS YS MS BYS BMS YMS BMYS

1

3

5

7

14

21

Mean

nd
3)

nd

 0.33b

nd

 3.33
b

34.33b

12.66

0.67
a

nd

nd

nd

1.33
b

 7.67cd

3.22

nd

nd

nd

0.33
b

nd

 6.33cd

3.33

nd

nd

14.00
a

15.33a

70.00a

71.33a

42.67  

nd

nd

0.67
b

nd

nd

2.33
cd

1.50

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

0.33
b

nd

nd

9.00
c

4.67

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

0.67

-

1.45

1.79

9.72

4.23

5.08
a,b,c,dMeans with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05).
1)SEM: Pooled standard error of the mean.
2)cfu: Cell forming unit.
3)nd: Not detected.

하는 경향을 나타내어 살모넬라를 감소시킨다고 보고 하였다. 

또한, Line 등[24]은 생효모를 육용종계에 급여하였을 때, 맹장

에서 살모넬라 균체가 감소하였다고 보고하였다. 

본 시험에서는 병원성균(E. Coli, Salmonella, Shigella)의 오

염에 가장 강한 처리구는 본 시험에 사용된 모든 미생물 혼합

구인 BMYS구였으며, BMS와 YMS구도 대장균과 Salmonella균

의 오염에 강해, Bacteria와 mold 그리고 yeast와 mold가 혼합

된 첨가구가 대체로 병원균에 강한 면모를 보였다. 
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요   약

본 시험은 혐기성 박테리아, 효모 및 곰팡이로 제조한 

Synbiotics를 TMR에 첨가하여 발효시킨 후, 개봉하여 공기에 

노출시킨 기간에 따른 보존성에 미치는 영향을 알아보기 위하

여 수행되었다. 처리구는 무처리 대조구인 US구, 혐기성 박테

리아와 prebiotic으로 만든 BS구, 혐기성 효모와 prebiotic로 

구성된 YS구, 혐기성 곰팡이와 prebiotic으로 구성된 MS구, 

혐기성 박테리아와 혐기성 곰팡이 그리고 prebiotic로 만든 

BMS구, 혐기성 효모와 혐기성 곰팡이 그리고 prebiotics 로 

만든 YMS구, 혐기성 박테리아와 혐기성 효모 그리고 pre-

biotics로 만든 BYS구, 마지막으로 혐기성 박테리아, 효모 그리

고 곰팡이 복합물과 prebiotics로 구성된 BMYS구로서 총 8 

처리구로 나누었다. 개봉 후 노출 기간(1, 3, 5, 7, 14 및 21일)별 

3반복으로 총 144개의 bag을 공시사료로 제조하였다. 

CMCase, xylanase 및 amylase의 평균 활성은 통계적 유의차

는 없었으나 효모가 첨가된 BYS구 및 YMS구에서 좋은 편이었

고, 총 세균수에서도 효모가 첨가된 구(YMS, BYS)에서, 곰팡

이 수에서도 효모 첨가구(YMS, BMYS, BYS)에서 낮은 경향이

었다. 병원성 균인 E. coli는 BYS구와 BMYS구, Salmonella균

은 BMYS구와 YS구, 그리고 Shigella 균은 BMS와 BMYS구에

서 대체로 낮았으나, MS구에서는 대조구보다도 모든 병원균

에 더 많이 오염된 것으로 나타났다. 이상의 결과들을 살펴볼 

때, 혐기성 효모 첨가구(BYS, YMS, BMYS)가 저장성에서 효과

가 있는 것으로 나타났으며, 특히 모든 미생물을 혼합한 

BMYS구에서 영양소 함량과 건물 감량 및 병원성균 수 등에서 

좋은 결과를 나타내어 혐기발효 TMR의 보존에 유리할 것으

로 판단된다.
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