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명세서

[발명의 명칭]

반추동물 사료용 효소 보충재, 이를 함유한 사료 혼합체 및 이 사료 혼합체의 생산 방법

[기술분야]

본 발명은 크실라나제와 셀룰라제를 포함하고 있는 반추동물 사료구성에 관한 것이다.

[배경기술]

콩과류마초와 곡물사료는 반추동물을 위한 통상적인 사료이다. 비록 콩과 류마초 및 곡물사료가 
모두 목초 사료보다도 더 높이 소화되는 물질의 구성을 포함하고 있지만 콩과류마초와 곡물사료는 모두 
부분적으로 소화가 되던가 아니면 어떤 조각들은 소화가 되지 않는 그러한 요소들을 포함하고 있는데 특
히 식물세포벽으로 만들어진 그러한 부분들이 그러하다. 사료의 세포벽요소는 가끔 전체 섬유부분으로 묘
사되기도 한다.

콩과류마초는 약 40% 정도의 섬유를 포함하고 있다. 곡물사료의 전체섬유요소는 일반적으로 사료
의 전체 건조사료물질의 20% 정도를 점유하고 있다(Van Soest, 1982). 사료의 건조물질의 나머지는 비구
조적 탄수화물로 이루어져 있는데 이는 반추동물에 의하여 쉽게 소화된다.

콩과류마초와 곡물사료 양자에 있어서 사료의 비구조적인 탄수화물요소는 90-100% 정도 소화가 
되며 동물성장에 필요한 에너지로 변환된다. 곡물사료에 있어서 전체섬유요소는 오직 25% 정도가 소화가 
되며 이에 반하여 콩과류마초는 전체 섬유요소중 약 40%가 소화가 된다(Van Soest, 1982).
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콩과류마초 또는 곡물사료의 세포벽 또는 전체섬유부분은 기본적으로 분해되기 어려운 셀룰로스, 
헤미셀룰로스 그리고 리그닌으로 이루어져 있다.

비록 반추동물이 이러한 물질들을 소화할 수 있는 효소를 분비하지 아니함에도 불구하고 반추동
물의 제1반추위(胃)의 박테리아와 균류는 세포벽을 분해할 수 있는 효소를 생산하고 있다.

반추의 섬유소화의 범위는 매우 다양한데 이는 사료의 종류와 그리고 반추위의 미세조직의 섬유
세포를 용해하는 활동에 의존하고 있다.

콩과류마초와 곡물사료의 전체섬유의 셀룰로스와 헤미셀룰로스요소는 반추의 박테리아에 의하여 
생산된 셀룰라제와 크실라나제에 의하여 소화된다.

헤미셀룰로스와 셀룰로스의 소화는 다른것들 가운데에서도 특히 소화되지 않는 리그닌과의 헤미
셀룰로스와 셀룰로스의 연관성과 연관성의 정도 및 성격에 의하여 좌우되고 있다.

셀룰라제와 크실라니제는 셀룰로스와 헤미셀룰로스를 당으로 용해시키는데 이것은 순차적으로 반
추의 박테리아에 의하여 여러 가지의 지방산으로 신진대사화되며 반추동물은 이를 직접적으로 에너지원으
로 사용할 수 있게 된다. 고섬유 마초의 경우 마초의 절반보다 적은 양이 소화될 수 있으며 소화되지 아
니한 부분은 배설된다. 이것은 결과적으로 많은 양의 비료생산의 결과를 낳는다.

사료소화에 있어서의 개선은 그들이 결과적으로 빠른 동물의 성장과 감소된 비료산출물의 결과를 
가져다주기 때문에 바람직하다. 콩과류마초와 곡물사료의 비구조적 탄수화물부분이 이미 높은 소화능력을 
가짐에 따라서 진보의 여지는 매우 적어졌다.

그러므로 사료소화를 개선시키는 데 있어서 가장 큰 진보의 기회는 잘 소화가 되지 않는 전체섬
유부분의 소화능력을 향상시킴으로서 얻어질 수 있는 것이다.

현재 반추동물을 위한 섬유질 사료의 소화능력을 향상시키는데 라이센스된 사료첨가제는 없는 실
정이다.

식물세포벽을 분해할 수 있는 효소의 반추위로의 전달은 반추위의 높은 단백질 가수분해의 반추
환경 때문에 난해한 문제라고 할 수 있다.

만약 섬유질을 용해할 수 있는 효소 이를 테면 셀루라제나 크실라나제같이 그 자체가 단백질인 
효소를 단순하게 사료에 첨가하기만 한다면 섬유질을 용해하는 효소는 그들이 섭취된 사료의 섬유질 소화
를 증가시키기 이전에 벌써 반추위에서 급속하게 소화되어 버릴 것이다(Chesson,  1994,  McAllister  et 
al., 1994).

반추위 환경에로의 섬유를 용해하는 효소의 직접적인 투입은 반추위에 어떤 환경에서도 존재하는 
것으로 알려진 가장 활동적으로 셀룰로즈와 크실라나제를 생산하는 박테리아 및 균류 또는 원생동물이 포
함되어 있기 때문에 별로 바람직한 것 같지 않다(Gilbert, 1992).

그러므로 반추동물에게 섬유질을 용해하는 효소를 주입하는 잇점은 거의 고도 수준의 효소가 사
용되었을 때만 그 실현을 기대해 볼 수가 있을 것이다.

오직 고도 수준의 효소정도일 때만이 반추에서 일어나는 자연적인 섬유질을 용해하는 활동을 증
가시키는 데 충분할 정도로 급속히 가수분해되지 않는 것은 첨가된 효소의 약간의 비율만이 될 것이다.

이러한 접근방법은 그러나 비 실제적이며 비경제적이다.

효소로서 마초를 사전소화하는 것은 마초사일로에 저장되어 있는 동안 사료의 영양가를 높이고 
보존하는 기술로 이용되어 왔다.

PCT 출원 번호 PCT/F191/00118(SSV-Development OY, 1991년 4월 18일에 출원된)는 사일로에 저장
할 때 펙티나제(pectinase),  셀룰라제(cellulase),  크실라나제(xylanase),  아 라제(amylase), 아라비노
시다제(arabinosidase),  큐티나제(cutinase),  리파제(lipase)  그리고  에스테라제(esterase)로  이루어진 
그룹중에서 선택한 하나 또는 그 이상의 섬유질을 용해하는 효소를 목초(수분함량 50%-75%)에 첨가하는 
것에 대해 설명하고 있다.

이것은 세포벽의 사전소화와 그리고 더불어 락틱산박테리아의 생산성능력을 높이는 결과를 가져
온다. 마초의 PH는 불필요한 박테리아 중의 번식을 배제하면서 4이하에서 4.5까지의 범위를 유지하게 된
다.

이와 유사한 것으로 독일 특허출원 제 DD296407 A5는 사일로에 저장할 때 신선한 목초에 대하여 
섬유질을 용해하는 효소 혼합체를 적용시키는 것을 설명하고 있다.

일본특허출원 제6,075,238호는 미생물번식을 하도록 진공패키징안에 저장된 고습도를 가진 사료
에 효소 또는 미생물의 접종물을 투여하는 방법을 묘사하고 있다.

사료의 사전소화는 효소의 활동을 가능케하도록 요구되는 사료의 고습도(30% 보다 큰) 때문에 바
람직하지 않다.

습한 사료는 원래 오염의 경향이 있고 곰팡이 성장에 의한 부패에 민감하기 때문에 늘 불안정하
다. 나아가 고습도 내용물 때문에 사료의 증가된 중량은 또 이송을 불편하게 하며 과도한 습도는 가공이
전에 추가적인 건조공정을 요구하게 된다. 이러한 한계는 사료의 사전소화를 사료의 소화능력을 증가시키
는 데 있어서 바람직하지 않은 접근방법이 되게 만든다. 그러므로 사료를 낮은 습도로 유지시키면서 사료
의 소화능력을 증대시키는 것이 바람직하다.

위 또는 반추의 무기력으로 효소를 보호하는 기술이 또한 알려져 있다.

캐나다 특허출원 제1322159호(Ying, 1993년 9월 14일 등록사정)은 반추위 통해서 효소의 이동을 
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보장할 수 있도록 산 비용해 중합체로 효소를 감싸거나 코팅하는 방법을 설명하고 있다. 또 이와 유사하
게 아미노폴리아미드수지코팅방법은 미국 특허 제3492398호에 의하여 잘 알려져 있다(Macro et al., 1970
년 1월 27일 특허사정). 선택된 균류의 스트레인으로 부터 추출된 셀룰라제/크실라나제 사료첨가제는 가
금에  대하여  흡수불량증후군을  치료하기  위해서  사용되어  왔다(PCT  출원  번호  PCT/DK90/00256(Novo 
Nordisk A/S 1990년 10월 5일 출원).

반추동물의 사료 소화능력을 증가시키기 위한 시도는 사료에 직접적으로 섬유질을 용해하는 효소
를 첨가하거나 혹은 사료에 효소보충제를 투여하는 방법으로 제한된 성공을 거두며 시도되어 왔다.

종래기술에서 설명된 대부분의 보충재는 여러단계의 가공을 요하는 데 이를 테면 사료에 습기를 
부여하고 열처리를 행하고 건조하고 또 다른 첨가제나 혹은 안정제를 투여하는 방법같은 것이다.

유럽특허출원 제88105409.2호(Suomen Sokeri, 1988년 4월 4일 출원)는 100℃이하의 온도에서 열
작용과 효소가공이 적절하게 가해진 15%-60%사이의 수분함량을 가진 가축사료에 비공개의 효소 보충재를 
첨가하는 것에 대해 언급하고 있다.

미국  특허출원  제5,314,692호(Haarasilta  et  al.,  1994년  5월  24일  특허사정)는 아 라제
(amylases),  셀룰라제(cellulase),  헤미셀룰라제(hemicellulase),  글루카나제(glucanases), 리파제

(lipases), 프로티나제(proteinases) 또는 이와 유사한 것들의 집단으로부터 선택된 1-60%의 전체 효소와 
소맥분 또는 전분 40%-99%를 포함하고 있는 사전혼합된 열안정효소를 설명하고 있다.

효소 사전혼합물은 작은 알로 만들어지고 0.01-0.05%의 농도로 다른 사료와 혼합되도록 하였다. 
효소 사전혼합물은 열에 안정적이고 사료가공온도에서 효소의 심각한 분해현상을 보이지 않는다.

영국특허출원 제2261877호(kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd 1992년 11월 18일자 출원)은 결체조직 파
괴효소 및 적어도 크일드를 증가시키고 크질을 개선하며 성장을 촉진시키고 고기질을 향상시키고 양
육효율을 증가시키는 하나의 필수아미노산을 포함하는 농축된 동물사료첨가제를 설명하고 있다.

독일특허출원 제 DD296407호 A5는 라이 곡물의 기질에 균류의 푸른곰팡이의 성장하는 특수 스트
레인 과정을 묘사하고 있다. 이 과정은 25% 이상의 습도 그리고 15˚와 60˚사이의 온도에서의 사전가수
분해를 포함한다.

결과로서 나타나는 효소복합체는 셀룰라제(cellulase), 헤미셀룰라제(hemicellulase), 아 라제
(amylase), 펙티나제(pectinase), 프로티아제(protease), 그리고 β-1, 4글루카나제(glucanase)를 포함된
다. 이 물질은 사료 보충재로 제공하기 위해 빻아진다.

Feng  et  al(1992,  No.1)은  셀룰라제(cellulase),  크실라나제(xylanase)  그리고 헤미셀룰라제
(hemicellulase)를 포함하는 특정되지 아니한 고도수준의 효소 혼합체를 건조한 성숙 목초 적용한 것이 
시험관 건조물질(DM)과 중성세정섬유(NDF) 소화능력을 각각 12와 20퍼센트 증가시킨다는 것을 
시사하였다.

낮은 수준의 셀룰라제와 헤미셀룰라제는 시험관에서의 DM 소화능력을 8%증가시켰다. 원래의 DM 
그리고 NDF 소화능력은 측정되었으나 결과는 보고되지 않았는데 아무것도 아무런 효과가 관찰되지 않았기 
때문일 것이다.

참조는 효소는 3개의 분류의 조합이 성숙한 마른 목초더미의 소화능력을 개선시키기 위하여서는 
고도 수준에서일 것이 요구된다는 것을 보여주고 있다. 효소는 즉시 시험관에서 그리고 본래의 장소에서
의 소화연구 바로 이전에 첨가되었다.

Feng et al.(1992, No.2)은 사료로 먹이기 바로 이전에 즉시 셀룰라제(cellulase), 헤미셀룰라제
(hemicellulase)  그리고 크실라나제(xylanase)를 포함하는 상업적인 효소를 성숙한 건 목초에 적용하는 
것을 설명하고 있다.

저자와의 개인적인 통신을 통하여 발명자는 사용된 효소 혼합체가 Grass-Zyme라는 불리우는 상업
적인 상품이며 이것을 셀룰라제, 헤미셀룰라제 그리고 크실라나제에 더하여 클루코스 옥시다제(glucose 
oxidase)나 아 라제(amylase)같은 다른 종류의 효소를 포함하고 있다고 생각하게 되었다. 사전처리는 처
리되지 아니한 건초와 관련하여 DM 섭취량을 12% 증가시켰다.

DM 그리고 NDF의 소화능력은 또한 효소 사전처리에 의하여 진보되었다. 원래의 NDF 소화률은 사
료로 먹이기 바로이전에 직접적으로 효소 혼합체를 가진 사전처리건초에 의하여 증가되었다.

처리되지 아니한 건초가 사전처리된 건초를 소비하는 거세 숫송아지의 반추위인 원래의 장소에서 
인큐베이트될 때에 아무런 이점이 없는 것으로 나타났다.

이러한 결과는 효소처리가 부분적으로 반추에서의 효소활동의 증가라기 보다는 섭취 이전에 목초
의 부분적인 소화라는 결과를 가져다 준다는 것을 시사하고 있다.

종래의 기술에 비추어 볼 때, 반추동물을 위한 곡물 그리고 콩과류 사료의 소화능력을 향상시키
는 데 있어 효소 보충재의 필요성이 남아 있음이 명백하다. 그러한 보충재는 사료에 쉽게 적용할 수가 있
어야 하며 복잡하거나 비용이 비싸거나 가공단계를 거치는 데 있어서 시간이 들지 않아야 한다. 이상적으
로 말하면 그러한 첨가제는 사료의 가공을 상업적으로 받아들일 수 있는 형식으로 될 수 있도록 사료의 
투여시간 가까이나 혹은 그보다 일찍이 사료에 첨가될 수 있어야 할 것이다.

그러한 보충재는 그러므로 사전소화되거나 혹은 사료를 가수분해하여서는 안될 것이며 오히려 사
료 혼합체의 저장이나 보존이 잘 될 수 있도록 하면서 사료와 함께 안정된 혼합체로 존립되어야 한다.

보충재는 실제적이면서 동시에 경제적이기 위하여 낮은 또는 현대적인 효소수준에서 마초의 소화
능력을 최적화하여야 할 것이다.
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[발명의 상세한 설명]

발명자는 섬유분해효소가 특별한 비율과 활동수준일때, 즉 셀룰라제와 크실라나제 효소가 콩과류
마초와 곡물사료(사료물질)를 발명자가 발견한 방법에 의하여 처리될 때 놀랍게도 사료물질 소화능력과 
동물성장 결과에 있어서 상당한 증대를 가져온다는 사실을 발견하였다.

바람직한 결과는 초과된 효소의 량이 적용되었을 때보다 오히려 특정의 바람직한 범위내에서 효
소의 량이 이용될 때 달성된다.

사료물질소화능력과 동물의 성장을 개선하는 데에 크실라나제와 셀룰라제의 활동사이의 기대하지 
못했던 시너지효과는 본 발명의 효소 혼합체의 적용으로 부터 결과로서 나타나는 사료물질소화능력과 동
물성장에 있어서의 개선이 단순한 크실라나제와 셀룰라제의 첨가가 별개로 적용되었을 때 보다도 커짐에 
따라 시사되어져 왔다.

우수한 시너지 결과는 본 발명의 효소 혼합물이 발명자에 의하여 발견된 것과 다른 방법에 의하
여 곡물에 적용되었을 때는 발견되지 아니하였다.

본 발명은 반추동물에 투여될 안정된 사료혼합체를 생산하기 위하여 섬유분해효소의 혼합체를 건
조의 가공된 또는 미가공된 사료물질에 통합하는 방법을 제공하고 있다.

이러한 방법은 반추동물에게 투여될 사료의 소화능력을 제고시킨다. 본 발명은 섬유질분해효소의 
특정한 혼합체를 포함하고 있는 효소 보충재와 그리고 본 발명의 방법에 따라 효소 보충재로서 사료를 가
공함에 의하여 생산되는 사료 구성까지 연장되고 있다.

여기서 사용되는 반추동물은 소와 양, 염소, 사슴, 들소, 물소 그리고 낙타를 포함하고 있다.

사료물질의 증가된 소화능력은 수율과 크의 진보율, 좀더 효과적인 곡물 에너지의 고기와 우유
로의 전환, 같은 생산량을 얻는데 드는 적은 곡물량으로 달성되는 향상된 동물 퍼포먼스, 높은 에너지 섭
취를 요구하는 동물에 의하여 이루어지는 높은 곡물 섭취, 곡물 그리고 지방과 같은 보충 에너지의 필요
성 감소 그리고 감소된 비료 생산과 같은 것으로 특징지워지는 증가된 동물퍼포먼스의 결과를 가져온다.

하나의 바람직한 구체적 실시예에서, 본 발명의 효소는 수용액에 용해되어 사료가공시에 건조 사
료물질에 적용된다. 효소는 별개의 용액으로서 적용될 수도 있고 또는 효소 혼합체를 포함하는 단일용액
으로 적용될 수도 있다. 바람직하게는 수용액은 4.5-7.0사이의 PH를 가진 약한 완충용액이다. 효소 수용
액은 사료물질을 코팅하도록 그리고 사료물질위에 수용액을 평균적으로 배분하도록 사료물질에 적용된다.

통상적으로 효소용액은 사료물질이 효소용액의 배분을 북돋아주기 위하여 혼합되는 동안에 사료
물질 위에 뿌려질 것이다.

효소는 사료물질을 미리 소화하거나 가수분해하지 아니하며 오히려 안정된 효소/사료 혼합체(사
료구성)를 형성하면서 사료물질에 부착된다.

효소는 사료물질이 사료물질에의 비용해된 효소를 포함하는 수용액의 실질적인 흡수를 허용하도
록 충분히 건조하기만 한다면 사료물질에만 부착할 것이다.

사료물질은 더나은 흡수가 일어나도록 바람직하게는 15%(w/w)이하의 습기 내용물(수분 함량)을 
가져야 할 것으로 결정되어져 있다.

습기가 증발하면, 동공들이 사료에서 형성되며 이 안으로 본 발명의 효소 보충재가 흡수되며 그
로서 보충재는 습기자리를 차지하게 된다.

만약 사료의 습기 내용물(수분 함량)이 실질적으로 15% 위라면, 효소 보충재는 사료에 흡수되지 
아니할 것이다. 나아가, 만약 사료의 수분 함량이 대략 18%-20%를 상회한다면, 그것은 곰팡이 상해를 입
게 되기가 쉬울 것이다.

들판에서 건조된 콩류사료 또는 곡물사료는 전통적으로 대략 12%의 수분 함량을 가지고 있다.

효소 수용액의 흡수 그리고 안정된 효소/사료혼합체의 형성은 5℃와 80℃ 사이의 온도에서 적어
도 3시간 더욱 바람직하게는 적어도 8시간 동안 효소 수용액으로 사료를 숙성시키는 것이 요구된다. 결과
로서 나타나는 효소/사료 혼합체는 적어도 1년간 안정하다.

이러한 사료물질은 가공후나 전에 롤링(rolling), 초핑(chopping), 템퍼링(tempering), 그라인딩
(grinding),  그랙킹(cracking),  포핑(popping),  익스트루딩(extruding),  마이크로나이징(micronizing), 
로스팅(roasting),  플레이킹(flaking),  쿠킹(cooking)  또는 익스플로딩(exploding)에 의하여 가공되거나 
가공후에 페리팅(pelleting), 큐빙(cubing) 그리고 베링(baling)에 의하여 가공된다. 사료물질은 콩과류, 
건초, 곡식 잔류물 그리고 곡물을 포함한다.

효소 보충재는 특정한 바람직한 비율과 농도의 셀룰라제와 크실라나제를 포함하고 있다. 그것은 
또 펙티나제(pectinases),  에스터라제(esterases),  아라비노시다제(arabinosidases)  그리고 β-1, 3글루
카나제(glucanases)를  포함할  수  있으나  프로티아제(proteases),  리파제(lipases)  또는 아 라제

(amylases)를 요구하지 않는다. 셀룰라제와 크실라나제는 넓게 질량순으로 정렬된 셀룰라제와 크실라나제
들로서 구성되어 있으며 바람직하게는 미생물 원천으로부터 표준화된 활동도 수준에서 적용된 것들로 구
성되어 있다.

셀룰라제의 활동은 여과지 분해의 기초로 표준화되었으며 여과지 단위(FPU)활동(분당 단위효소당 
여과지부터 생산된 μ moles 글루코스)으로 표시된다.

크실라나제 활동은 오트 스펠트 크실란의 크실로스로의 가수분해에 기초하고 있으며 국제단위
(IU)(분당 ml 당 단위효소당 생산된 μ mole 분해당)으로 표시된다. 셀룰라제와 크실라나제 활동을 결정
하는 분석은 실시예 6, 7 그리고 8에서 설명되어 있다.
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위에서 논한 바와 같이 셀룰라제의 활동은 외향 셀룰라제를 언급하고 있으며 그리고 FPU들로 측
정된다. 본 발명에 따른 셀룰라제로서 역시 적절히 사용되는 내향 셀룰라제는 실시예 7에서 설명된 바와 
같이 IU들로 측정된다. 내향 셀룰라제 25 IU의 활동은 1 FPU 외향 셀룰라제 활동과 동일하다.

사료 혼합체를 생산하는 묘사된 방법은 셀룰라제와 크실라나제가 사료의 소화능력과 동물 퍼포먼
스를 최대화시킬 수 있도록 100 IU 크실라나제당 대략 2 그리고 5 FPU 셀룰라제 사이의 크실라나제 활동
에 대한 셀룰라제 활동의 비율을 제공하기에 충분한 양으로 사료 혼합체에 제공되어 있을때 가장 효과적
이다.

발명자는 섬유질소화와 동물퍼포먼스의 증가는 사료물질에 첨가되는 효소의 전체량(사료건조물질 
매Kg마다 전체효소활동으로서 표현됨)과 그리고 크실라나제에 대한 셀룰라제의 관련비율에 의존하고 있음
을 발견하였다.

효소농도와 동물반응사이의 관계는 비선형이며 콩류마초사료와 곡물사료에서 서로 다르다는 것이 
발견되었다.

자주개자리와 같은 콩과류마초인 경우 매 건초 Kg당 16-120 보다 바람직하게는 18-72 FPU 셀룰라
제 그리고 800-6000 사이 보다 바람직하게는 900-3600 IU 크실라나제의 효소농도가 퍼포먼스를 최대화하
고 있다.

곡물사료의 경우는 동물의 최대 퍼포먼스는 사료건조물질 Kg당 10-200에서 보다 바람직하게는 
40-160 FPU 셀룰라제 그리고 500-10,000 사이에서 보다 바람직하게는 2000-8000 IU 크실라나제의 효소농
도에서 얻어진다.

또 다른 넓은 면에서 본 발명은 특수한 반추동물의 사료 혼합체까지 연장된다. 광범위하게는 사
료 혼합체는 안정한 사료/효소혼합체를 제공하기 위하여 셀룰라제와 크실라나제의 혼합체와 접한 관계
에 있는 저습도 내용물(저수분 함량) 사료로 이루어져 있다.

사료 혼합체에서 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활동의 비율은 바람직하게는 100 IU 크실라나
제 당 2-5 FPU 셀룰라제이다.

하나의 구체적 실시예에서 사료 혼합체는 안정된 효소/사료 혼합체인데 여기에서 효소는 바람직
하게는 매 사료 Kg당 60-120 보다 바람직하게는 18-72의 FPU 셀룰라제 활동과 800-6000 보다 바람직하게
는 900-3600 IU 크실라나제 활동을 제공하며 그리고 여기에서 사료물질은 건조의 콩과류마초이다.

또다른 바람직한 실시예에서는 사료 혼합체는 안정한 효소/사료인데 여기에서 효소는 바람직하게
는 매 사료물질 Kg당 10-200 그리고 보다 바람직하게는 40-160 FPU 셀룰라제 활동과 500-10,000 그리고 
보다 바람직하게는 2000-8000 IU 크실라나제 활동을 제공하며 여기서 사료물질은 건조한 곡물사료이다.

이러한 사료 혼합체는 숙성되고 알갱이로 형성되고 초프(chopped), 베일(baled), 롤(rolled), 템
퍼드(tempered),  그라운드(ground)  크랙(cracked),  폽(propped),  익스트루드(extruded), 마이크로나이즈
(micronized), 로스트(roasted), 플레이크드(flaked) 쿡(cooked) 또는 익스플로드(exploded)의 형체가 된
다.

또 다른 구체적 실시예에서 본 발명은 전술한 방법에서 사용될 수 있는 효소 보충재와 사료 혼합
체를 공급한다. 효소 보충재는 셀룰라제와 크실라나제의 혼합체인데 여기서 효소는 크실라나제 활동에 대
한 셀룰라제의 비율이 100 IU 크실라나제당 2-5 FPU 셀룰라제이도록 하는 양안에 포함되어 있다. 효소 보
충재는 사료물질에로의 적용을 위하여 수용액에 용해될 것이다. 바람직하게는 수용액은 4.5-7.0사이의 PH
를 가진 약한 완충용액이 될 것이다.

위에 구속됨이 없이 발명자는 효소 보충재에 제공된 크실라나제와 셀룰라제사이의 시너지스틱 관
계를 일으키는 본 발명에 의한 메카니즘이 이러한 효소의 단순한 섬유질을 용해하는 활동의 결과로서 생
겨나는 것이 아님을 믿는다.

여기 실시예에서 시사된 사료변환비율(건조물질섭취(DMI)/평균 매일 얻음(ADG))에서의 개선은 콩
과류마초와 곡물사료안에 포함된 전체섬유질의 비율적으로 적은 양에 너무나 큰 관련상이 있어서 적용된 
낮은 수준의 효소활동에 그 원인이 있다고는 할 수 없다.

어떤 사람은 만약 고도 효소수준이 목초에 적용된다면 사료 소화능력에서의 진보가 가능하다고 
기대할 지도 모른다(Feng et al., 참조에서 보는 바와 같이). Feng et al.에 의하여 테스트된 것과 같은 
목초는 콩과류마초와 곡물사료보다도 전체 섬유에서 더 높았다.  대략 건초더미에서의 전체섬유질의 약 
50%는 헤미셀룰로스(예를들면 크실란)였다. 건초더미의 전체섬유질 중 남아 있는 50%는 리그닌과 셀룰로
스(Van Soest, 1982)이다.

예를 들어 태양 건조한 티모시건초(국제 참조 번호 1-04-885)같은 것은 29%의 헤미셀룰로스와 
34%의 셀룰로스(National Research council, 1982)로 구성된 전체 섬유 70%를 포함하고 있다.

위에서 설명한 바와 같이, 콩과류마초와 곡물사료는 건초더미는 그것과는 다르다. 자주개자리와 
같은 콩과류마초(국제 참조 No. 1-00-068)는 11%의 헤미셀룰로즈와 28%의 셀룰로스로 이루어진 50% 전체 
섬유질을 포함하고 있다. 콩과 류마초가 건초더미보다 비율적으로 낮은 헤미셀룰로스를 포함하고 있으므
로 콩과류마초를 셀룰라제와 크실라나제로 보충하는 것은 반추동물에서의 성장률 또는 사료소화능력을 상
당한 정도로 진보시킬 것이라는 것은 기대할 수 없다.

이와 유사하게 보리(국제 참조 No. 4-00-549)같은 곡물사료는 상대적으로 작은 양의 섬유질(19%
의 전체 섬유질 중 5%는 헤미셀룰로스)를 포함하고 있는데 그것들은 반추에서 급속하게 소화된다.

곡물사료에서 높은 규정식을 소화하는 반추동물은 효소 보충재로부터 상당한 정도의 잇점을 얻는
다고 기대할 수는 없을 것이다.
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목초마초는 콩과류마초와 형태적 구조로나 혹은 화학적 구성에 있어서 서로 다르다.(Nelson et 
al., 1994). 목초의 잎은 구조적기능 그리고 신진대사기능을 제공하는 반면에 콩과류에서의 잎은 오직 신
진대사의 기능만을 제공한다.

곡물사료의 형태학상의 구조는 곡물에서의 상대적으로 작은 섬유량이 껍데기에 위치하고 있으며 
딱딱한 배젓을 둘러싸고 있다는 점에서 목초더미와는 매우 다르다.

목초의 영양가를 높이는 사전소화의 방법은 콩과류마초의 영양가를 높이는 데에는 결코 효율적이
지 않다. 예를 들면 단자엽곡물잔류물로 실시한 24h 연구에서 DM 섭취량은 수산화 나트륨 가공의 결과로 
22% 증가되었는데 이에 대해 쌍떡잎식물 곡물잔류물의 두 연구에서 DM 섭취량은 단지 6%만 증가하는 것으
로 나타났다(Berger et al., 1994).

목초와 콩과류마초의 셀룰로스 구성은 일반적으로 유사하다. 그러나 콩과류마초와 관련하여 목초
의 셀룰로스는 크실란-리그닌 연대의 높은 농도를 가지고 있다. 콩과류마초에서는 폴리사카라이드(크실란
과 셀룰로스) 그리고 리그닌들은 더욱 엄격하게 구획되어 있다.

결과적으로 리그닌은 목초에서 보다도 콩과류마초에 있어서 섬유질소화에 커다른 장애로서 기능
하게 된다. 섬유질화학에 있어서의 상기와 같은 차이점은 목초로 하여금 콩류사료보다도 더 화학가공에 
더욱 반응하게 한다.

건초더미의 영양가를 증가시키는 효소의 가공은 콩류사료나 혹은 곡물사료에 있어서 효과적인 것
으로 기대되지 않는다. 통상의 목초에서 헤미셀루스 : 셀룰로스의 비율은 콩과류에서 0.57-0.70 대 0.32-
0.40 이다.

콩과류마초에서 주요한 헤미셀룰로스의 폴리사카라이드는 아라비노크실란, 크실로글리칸, 아라비
난 그리고 갈락탄인데 대해 목초에서의 주요한 헤미셀룰로스의 폴리사카라이드는 크실로글루칸과 아라비
노크실란이다.

크실로스는 목초헤미셀룰로스에서는 30%의 당으로 구성되며 콩과류마초헤미셀룰로스에서는 20%의 
당으로 구성된다. 콩과류사료의 헤미셀룰로스가 목초의 헤미셀룰로스보다도 더욱 복잡한 당복합체로 구성
되어 있기 때문에 섬유질을 용해하는 효소의 좀더 복잡한 구조가 콩류사료의 헤미셀룰로스의 분해를 위하
여 요구된다.

전술한 바와 같이 종래기술의 노력에 기초하여서 반추가 높은 단백질가수분해의 환경이기 때문에 
그리고 이미 고활동 섬유질효소를 생산하는 미생물의 높게 진화된 것을 가지고 있기 때문에 특히 낮은 전
체 섬유질내용물을 가지고 콩과류마초와 곡물사료에 있어서 매우 높은 고수준의 섬유질을 용해하는 효소
가 사료물질의 소화능력을 실질적으로 증가시키도록 하는 것이 요구된다.

상대적으로 전체 섬유질의 작은 비율을 제공하는 콩과류마초와 곡물사료는 목초보다도 소화능력
에 있어서 진보를 나타내 보이는 것 같지 않다.

앞에서 언급한 것에도 불구하고 발명자는 상대적으로 낮은 효소첨가수준에서 콩과류마초와 곡물
사료소화능력의 실질적인 진보를 시사하여 왔다.

보리사료곡물에 있어서 관찰된 사료전환비율은 곡물의 전체 섬유요소의 소화능력에서 2배를 암시
하면서 12%(보기에서 표3)로 증가하였다. 자주개자리(콩과류마초)에 있어서 관찰된 사료전환비율은 전체
섬유소화능력의 실질적인 증가를 가리키면서 17%(가공되지 아니한 케이의 경우 9.92 Kg 사료/Kg, 건초 매 
Kg당 3600IU 크실라제 와 148 FPU 셀룰라제로서 처리된 자주개자리의 경우 8.48Kg 피드/Kg)로 
증가하였다.

소화능력에서의 이러한 놀라운 진보는 첨가된 셀룰라제와 크실라나제의 단순한 첨가 효소효과로
부터 결과되어진 것은 아닐 것이다. 위에 구속됨이 없이, 발명자는 본 발명의 효소 보충재는 처리된 사료
입자위의 반추의 박테리아를 위한 부착장소를 창출하고 그로서 고유의 반추위 박테리아에 의한 사료입자
의 연속적인 소화와 콜로니를 향상시킨다고 믿는다.

사료로서 유용하게 쓰이기 위하여 식물은 들에서 성장하는 동안 박테리아의 공격에 저항하지 아
니하면 안되며 그러나 침투나 콜로니 형성 그리고 반추내에서 미생물에 의한 소화에는 약하여야만 한다고 
알려져 왔다.

들에서 박테리아의 공격에 대하여 방어를 하는 물질 그리고 보호장애물(예를  들면 큐티클이나 
혹은 페놀산)은 반추위내에서 식물물질의 소화를 방해하게 된다. 반추의 미세조직은 이러한 방어를 예를
들면 기공같이 비교적 방어가 낮은 식물의 조직을 통하거나 혹은 씹거나 혹은 기계적 과정을 통한 보호장
애물의 파열을 통해서 이러한 방어를 우회하게 된다.

한번 접근이 성공하면 반추 박테리아는 내부조직에 부착하고 생물학적 막을 형성하며 소화를 개
시하게 된다. 최초의 콜로나이저는 소화상품을 방출하는 데 이것은 차례로 추가의 박테리아를 소화의 장
소로 유인하여 내부의 식물조직를 소화할 수 있는 박테리아의 복잡한 콘소시엄을 구성한다.

그래서, 반추위에서의 사료의 소화가 내부로부터 진행되는데 사료물질의 소화의 비율과 정도는 
가끔 반추의 미세조직이 내부조직을 액세스할수 있는 범위에 의하여 말해진다(McAllister et al., 1994).

본 발명의 효소 보충재는 사료물질에 흡수되는데 여기서 그들은 단백질 가수분해의 반추 환경에
서 용해될 가능성으로부터 보호된다. 발명자는 사료물질의 내부에서 효소가 반추의 미생물에 의한 최초의 
콜로니를 위한 부착장소를 창조한다고 믿는다.

그것은 또한 더 높은 효소처리수준은 비효율적이라는 가설을 세울 수 있는데 왜냐하면 형성된 부
착장소는 섬유질 효소의 과도한 량 때문에 깨지게 된다. 초과 효소미립자는 부착장소의 위에서 묶어서 미
생물의 부착과 활동에 장애물을 생성하게 된다.
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발명자의 놀라운 발견은 매우 유용한 것으로 그것은 사료물질에 전체 섬유질 소화능력에 진보를 
가져다 준다는 것인데 이것은 그렇치 않으면 상대적으로 단순하고 편리한 방법으로 적용된 매우 특정한 
비율과 활동에서 비용대비 효과적인 효소의 양을 사용한 효소처리에 대해 상대적으로 무반응할 것이기 때
문이다.

본 발명은 건콩류사료와 건곡물사료가 반추동물에 투여될 때 이의 소화능력을 향상시키기 위한 
효소 보충재를 제공하며 또한 안정된 효소/사료 복합체를 형성하도록 하기 위하여 효소 보충재로서 콩류
사료와 곡물사료를 처리하는 방법을 제공하고 있다.

여기서, "건조한"이라는 단어는 사료에 적용되는 것으로 15%(W/W)이하의 습도내용을 가진 사료물
질을 말하는 것이다.

여기서 콩과류마초라는 것은 잘라진 그리고 저장된 동물의 사료로서 사용되는 식물의 공기지점을 
뜻하는 것으로 이것은 식물의 분류학상 Leguminosae에 속하는 쌍떡잎 식물종이다. 예를 들어 제한없이 자
주개자리, 사인포인, 클로버, 베치등을 포함하고 있다. 콩과류마초는 Leguminosae에 속하는 식물물질 50% 
이상과 그리고 49% 이하의 다른 종의 식물물질로 구성되는 마초를 포함한다.

여기서 사용되는 곡물사료는 종자의 껍질을 포함하거나 혹은 포함하지 아니한 것으로 통상적으로 
반추동물에게 투여되는 식물의 씨앗을 뜻한다. 곡물사료의 예로서는 제한없이 보리, , 옥수수, 사탕수
수, 라이 , 호 , 카노라, 소야콩을 포함한다.

여기서 사용되는 셀룰라제는 셀룰로스로부터 당을 용해하는 효소이며 크실라나제는 헤미셀룰로스
부터 당을 용해하는 효소를 말한다.

여기서 사용되는 사료물질은 콩과류마초와 곡물사료를 뜻한다.

여기서 사용되는 "안정한"이라는 것은 본 발명의 사료구성에서 적용되고 있는데 크실라나제와 셀
룰라제가 활동상태로 남아 있으며 사료물질은 곰팡이 슬거나 썩거나 사전 삭임이 진행되거나 그렇치 않으
면 처리후 최소한 대략 1년동안 부패하지 않는 것을 말한다.

여기서 사용되는 "코팅"이라는 것은 사료물질에 적용되는 효소용액에 적용되고 있는데 효소용액
이 실질적으로 공평하게 사료물질에 배분되는 것을 뜻한다.

효소용액의 사료물질에의 적용범위는 비연속적이다. 그러나 평균적으로 효소용액의 배분은 실질
적으로 일정하다.

효소 보충재는 특정한 비율과 농도에 있는 셀룰라제와 크실라나제를 포함한다. 그것은 또한 펙티
나제(pectinases), 에스테라제(esterases), 아라비노시다제(arabinosidases) 그리고 β 1-3 굴루카나제를 
포함하고 있다. 프로테아제(proteases), 리파제(lipases) 또는 아 라제(amylases)는 요구되지 않는다.

효소 보충재는 크실라나제와 셀룰라제가 효소활동과 농도의 바람직한 비율로 제공되었을 때 사료
소화능력을 향상시키는 데 매우 효과적인 것으로 결정되어져 왔다. 여기서 사용되는 농도는 사료물질에 
첨가되는 효소의 농도를 언급한것으로 이는 효소 보충재로 처리된 사료물질로 구성된 사료 혼합체의 건조
물질 매 Kg당 효소의 활동수준을 뜻한다.

셀룰라제의 활동은 여과지 분해에 근거하여 표준화되며 여과지단위(FPU) 활동(분당 단위효소당 
여과지부터 생산된 μ mole 글루코스)으로 표시된다. 크실라나제 활동은 오트스펠트 크실란이 크실로스로
의 가수분해에 기초하며 국제단위(IU)(분당 ml 당 생산된 μ mole 분해당)로 표시된다.

셀룰라제와 크실라나제활동의 분석은 실시예에서 설명된다.

셀룰라제와 크실라나제가 바람직한 비율과 농도 범위내에서 효소 보충재에 실재하고 있을 때 효
소 보충재로 처리된 사료물질의 소화능력에 대한 셀룰라제와 크실라나제의 활동사이의 시너지 효과가 관
찰된다. 소화능력에 있어서 결과로서 나타나는 개선점은 개별적으로 셀룰라제와 크실라나제로 사료를 처
리함에 의하여 기대되는 소화능력의 진보에 의하여 예견되는 것보다 크다. 시너지효과는 셀룰라제와 크시
라나제가 본 발명에서 제공하는 것보다 위나 또는 아래의 범위에서의 비율과 농도에서의 효소 보충재에 
제공된 셀룰라제와 크실라나제인 경우에는 발견되지 아니하였다.

자주개자리건초와 같은 콩과류마초의 경우, 처리된 사료물질의 소화능력에 있어서의 최대개선은 
셀룰라제와 크실라나제가 효소 보충재가 100 IU 크실라나제 당 2-5 FPU 셀룰라제의 비율에 현재할 때 관
찰되었다.

효소 보충재에서의 셀룰라제와 크실라나제 활동의 바람직한 양은 본 발명의 방법에 따라 건조한 
콩과류마초에 적용될 때 건조물질 Kg당 16에서 120 보다 바람직하게는 18-72, FPU 셀룰라제 활동 그리고 
800에서 6000 보다 바람직하게는 900에서 3600 IU 크실라나제 활동이다.

곡물사료의 경우 크실라나제에 대한 최적의 셀룰라제는 100 크실라나제 당 2에서 5까지의 FPU 셀
룰라제이다. 효소 보충재는 바람직하게는 100-200 그리고 바람직하게는 40-60 FPU 셀룰라제 활동 그리고 
500-10000 보다 바람직하게는 매 사료 건물질 Kg당 2000-8000 IU 크실라나제를 제공하기 위한 충분한 양
의 셀룰라제와 크실라나제를 포함하고 있다.

사료물질의 원하는 시너지 효과의 개선을 달성하기 위하여 셀룰라제와 크실라나제 효소는 특정한 
절차와 파라미터로서 사료물질에 적용되어야 한다.

그러므로 본 발명은 사료물질의 소화능력을 향상시키기 위하여 효소로서 사료물질을 처리하는 방
법까지 연장된다.

크실라나제와 셀룰라제의 개선된 소화능력과 시너지 효과는 효소가 pH 4.0과 그리고 7.0 사이에 
있는 수용 완충용액에서 용해될 때 최대화된다. 효소는 별개의 용액이 될 수 있는데 바람직하게는 혼합물
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로 그리고 또 하나의 수용액이 될 수 있다.

수용액은 5℃ 및 80℃ 사이의 공기온도에서 약 15% 이하의 습기 내용물(수분함량)을 가진 건조사
료물질에게 평균적으로 적용된다. 습기를 가진 사료물질은 그런다음 최소 3시간동안 인큐베이트되며 보다 
바람직하게는 결과로서 생기는 사료/효소 혼합체(사료혼합체)를 안정화 하기 위한 목적으로 최소 8시간 
동안 인큐베이트된다.

본 발명에 따른 콩과류마초와 곡물사료의 처리는 효소처리 이전과 이후에 발생할 수 있는 여러 
가지 전통적인 사료처리단계와 조화될 수 있다. 그러한 공정단계는 제한없이 사료를 템퍼링, 프롭핑, 로
스팅, 쿠킹, 익스플로링 하는 것을 포함한다. 만약 가공단계가 사료를 효소 보충재가 사료물질에 흡수되
도록 하는 것을 금지시키는 사료의 압  또는 조 의 과정이라면 바람직하게는 효소처리는 가공이전에 수
행된다.

그러한 가공단계는 제한없이 사료를 펠리팅, 큐빙 그리고 베링하는 것을 포함한다. 가공단계가 
높은 온도를 포함하고 있을 때 효소는 바람직하게는 가공후에 적용된다.

본 발명의 방법에 따라 사용된 셀룰라제와 크실라나제는 분말 형태건 수용형태건 모두 바람직하
다. 만약 수용형태라면 4.5-7.0 사이의 pH에서의 수용완충용액에 녹아있는 것과 같이 바람직하게는 효소
는 수용액으로 제공될 것이다.

본 발명의 방법에 따르면, 콩과류마초와 곡물사료는 바람직하게는 15%보다 적은 습도 내용을 가
지는 건조한 상태로 제공된다.

황야의 건조법이 건조의 그러한 수준을 달성할 수 있지만 추가의 곡물건조기나 그밖의 건조기에
서의 건조도 필요할 것이다. 콩과류마초 또는 곡물사료의 집단과 관련하여 충분한 분말의 또는 액체의 크
실라나제 그리고 셀룰라제는 매 Kg의 사료물질당 셀룰라제와 크실라나제의 원하는 활동수준과 크실라나제
에 대한 셀룰라제의 원하는 비율을 제공하기 위하여 물이나 완충용액에서 희석될 수 있다.

효소는 별개로 추가될 수도 있으며 또는 특정한 형태의 비율에서 미리 혼합된 형태로 제공될 수 
있다. 효소를 희석시키기 위해 사용될 물이나 완충용액의 부피는 사료의 습기 내용물(수분함량)을 대략 
15-18%를 상회하도록 그렇게 많은 부피를 사용하지 않는 한 그다지 그렇케 중요한 것은 아니다.

희석된 효소용액은 사료물질위에 배분(예를들면 스프레이)되게 공평하게 적용된다. 처리된 사료 
혼합체는 그런다음 바람직하게는 5℃ 그리고 80℃사이의 온도에서 최소 3시간 동안 인큐베이트 되며, 더
욱 바람직하게는 효소가 사료물질에 흡수되고 고착하도록 또 초과의 습기가 증발되도록 그리고 또 안정된 
사료/효소혼합체가 형성되도록 최소한 8시간동안 인큐베이트한다. 결과로서 나타나는 사료 혼합체는 최소 
1년간 안정하게 유지된다.

나아가 본 발명의 특정한 형태의 구체적 실시예와 용도는 아래의 제한없는 실시예에 의하여 나타
난다.

[도면에 관한 간단한 설명]

도 1은 매 Kg 사료물질당 효소활동 수준의 기능으로서 건조한 자주개자리 마초의 규정식이 제공
되는 거세한 소의 매일당 Kg에서의 평균 매일얻음(ADG)을 그린 그래프이다. 오직 크실라나제 수준만이 보
이고 있다. 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동당 4 FPU 셀룰라제 활
동에서 일정하다.

도 2는 매 Kg 사료물질당 효소활동수준의 기능으로서 건조한 티모시마초의 규정식이 투여된 거세
한 숫소의 매일당 Kg에서의 평균 매일 얻음(ADG)을 그린 그래프이다. 오직 크실라나제 수준만이 보이고 
있다. 크실라나제활동에 대한 셀룰라제의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동당 4 FPU 셀룰라제 활동에서 
일정하다.

도 3은 매 Kg 사료물질당 효소활동수준의 기능으로서 건조한 보리 저장사료의 규정식이 제공된 
거세한 숫소의 매일당 Kg에서의 평균매일얻음(ADG)을 그린 그래프이다. 오직 크실라나제 수준만이 보이고 
있다. 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동에 대한 4 FPU 셀룰라제 활
동에서 일정하다.

도 4은 효소비율 2세트에서 효소 보충재의 셀룰라제 : 크실라나제 활동 비율의 기능으로서 반추
위 용액에서 인큐베이트 되는 건조한 자주개자리 건초의 중성제제섬유질(NDF)의 사라짐을 그린 그래프이
다.

도 5는 IU 크실라나제 : 1 FPU 셀룰라제로서 표현된 효소 보충재의 셀룰라제 : 크실라나제활동비
율과 건조사료 Kg당 IU 크실라나제 활동으로서 표현된 첨가된 효소 수준의 기능으로서 반추위용액에서 인
큐베이트된 건조한 자주개자리 더미의 3부분의 NDF 사라짐을 그린 그래프이다.

도 6은 효소처리후 효소처리된 자주개자리의 부화시간의 기능으로서 반추위용액에서 인큐베이트
된 건조한 자주개자리건초의 건조물질소화능력(NDF 사라짐)을 그린 그래프이다.

[실시예]

[실시예 1]

건조 콩과류마초에 대한 크실라나제 그리고 셀룰라제의 특정비율의 적용은 개선된 동물퍼포먼스
의 결과를 가져온다.

무게가 300 Kg(235Kg-367Kg 범위 사이)이 나가는 72마리의 성장 거세소를 각각의 축사에 가두어 
두고 3개의 마초를 배정하였다(24마리씩/각 규정식당).

1. 자주개자리 건초
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2. 티모시 건초

3. 보리저장사료

이 3개의 마초는 3가지 마초 규정식을 대표하도록 선택되었는데 각각 콩류건초(자주개자리), 목
초건초(티모시) 그리고 목초저장사료(보리 사료)이다. 각각의 규정식에는 상업적인 엑소셀룰라제(Spezyme 
CP, Genencor, Rochester, NY) 그리고 크실라나제(Xylanase B, 효소발전회사, New York, NY)의 수성혼합
체의 등급된 수준이 3 X 6 팩토리얼 배열 (3 규정식 X 6 효소농도)로 첨가되었다. 각 규정식에는 4마리의 
동물의 각 효소수준(n=4)에 배정되었다. 효소는 여러 가지 수준(표1)으로 큐빙과정동안에 자주개자리와 
티모시건초에 첨가되었다. 효소는 먹이주입전 최소 7일동안에 사료에 적용되었다. 보리사료에는 효소가 
적당한 농도로 투여되어 먹이투입에 앞서서 혼합되었다.

단백질/미네랄 보충재는 최소 12%의 원 단백질, 적당한 반추비분해 프로틴, Ca, P 그리고 미세 
미네랄(NRC, 1984)을 제공하기 위하여 각 다이어트에 첨가되었다. 왜냐하면 자주개자리의 큐브의 원 단백
질 내용물은 실질적으로 티모시큐브 또는 보리사료의 그것보다 크기 때문에 또 이러한 동물의 단백질 섭
취는 더 크나 반추의 분해되지 아니한 단백질은 거의 유사하기 때문이다.

동물들은 1000 h에 매 일일당 사료가 주입된다. 사료허용은 자발적인 섭취를 초과하여 5%-10%이
다.

동물은 7 또는 14-d 주기로 0800 h에 무게가 재어진다. 개별적인 자발적인 사료섭취는 실험을 통
하여 결정된다. 건초큐브를 받은 동물은 손으로 먹여진다. 보리사료를 받은 동물은 자동 사료믹서를 사용
하여 먹여진다. 사료거부는 수거되어 매 월, 수, 금에 투여되기에 앞서서 무게가 재어진다. 매주의 거부
혼합물은 건조물질(DM)을 결정하기 위하여 72h 동안 55℃에서 건조된다.

평균 매일의 얻음(ADG)는 선형의 후퇴에 의하여 생체중으로부터 계산된다. 데이터는 주요소로서 
규정식과 효소첨가라는 것으로 변수의 두가지 분석을 하게 된다. 일관적인 규정식 x 효소 상호작용 때문
에 효소효과는 각 사료안에서 주요소로서 효소첨가라는 변수로서 그리고 이에 협력하는 변수로서 최초의 
중량으로 일방분석을 하게 된다.

다음의 비직각대조가 테스트되었다. 즉 낮은 효소 수준(수준 1, 2 그리고 3) 대 조절과 높은 효
소수준(수준 5) 대 모든 다른 효소수준(조절-제로 효소).

마초의 화학적구성은 표2에서 요약된다. 섬유를 용해하는 효소의 첨가는 콩과류사료는 해당되지 
아니하지만 목초의 섭취이전에 부분적인 섬유질 가수분해를 가리키면서 자주개자리에 해당되지는 않고 티
모시  큐브에서  NDF  그리고  ADF를  약간  감소시킨다.  평균매일얻음은  자주개자리(P=.15)와 티모스큐브
(P=.0.65)의 경우 효소의 첨가에 의하여 증가되었으나 보리저장사료(표 1)의 경우는 해당되지 아니하였다
(P=.67). 그런데 효소첨가에 대한 반응은 비선형이었다(도 1, 2 그리고 3 참조).

콩과류사료인 자주개자리의 경우, ADG는 낮은 수준의 섬유를 용해하는 효소로 증가하였다. 고수
준의 섬유질을 용해하는 효소는 비효율적이다. ADG에서의 최대의 반응은 kg DM(도 1) 당 3600 IU에서 관
찰되었다. 이 수준에서 ADG는 조절(1.34  대 1.03  kg/d)보다 상당히 더 높았으나(P=.021)  고수준에서는 
ADG와 유사(P=.57)하였다. 조절에 대해서 상호 대비되었을 때 3개의 낮은 효소농도는 ADG를 증가(P=.01
5)시켰다.

목초인 티모시의 경우, ADG에서의 최대반응은 가장 높은 효소농도(12,000 IU 크실라나제/kg DM)
(도 2)에서 얻어졌다. 이 수준(1.66 kg/d)에서의 ADG는 조절(1.22 kg/d) 그리고 모든 낮은 효소수준보다
도 더 높았다(P<.01). 티모시건초의 결과는 종래기술에서 관찰된 것과 일관성을 가진다.

기대된대로 마초(표 1)중에서 현저하게 서로 다른 (P<.001) DM 섭취("DMI")는 보리저장사료에서 
가장 낮았으며 자주개자리에서 가장 높았다. 효소 첨가제는 자주개자리(P=.60)  또는 보리저장사료(P=.2
3)의 DMI에 영향을 주지 않았다. 티모시의 경우 효쇠의 가장 높은 농도를 받은 동물을 조절이나 모든 다
른 효소수준의 그것들보다도 높은(P=.043) DMI를 가진다. 반대로 보리저장사료를 투여받은 동물은 먹이투
여이전에 막 첨가된 섬유를 용해하는 효소로부터 아무런 이점을 얻지 못하였다(도 3).

[표 1]

각각  다른  마초를  소비하는  거세  숫소에서  평균매일얻음(ADG  ;  kg/d)과  건조물질섭취(DMI  ; 
kg/d)에서의 효소 수준의 효과
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*IU = kg건조물질당 크실라나제의 국제단위

**FPU = kg DM 당 셀룰라제의 여과지 단위

[표 2]

각각 다른 효소수준으로 처리된 자주개자리와 티모시와 티모시에 있어서 산세정섬유(ADF) 및 중
성세정섬유(NDF)

[실시예 2]

건곡물사료에 대한 크실라나제와 셀룰라제의 특정한 비율의 적용은 개선된 동물 퍼포먼스 결과를 
가져온다.

410Kg 나가는 19마리 거세황소가 각각의 우리에 저장되어 있고 각각 3개의 가축사육장 규정식이 
배정되었다.

1. 보리곡물 - - - 효소없음

2. 6000 IU 크실라나제와 Kg/DM 당 200 FPU셀룰라제를 가진 보리곡물

3. 2400 IU 크실라나제와 Kg/DM 당 420 FPU셀룰라제를 가진 보리곡물

규정식은 93%의 보리농축과 7%의 보리사료(DM 베이스)로 이루어져 있다. 상업적인 엑소셀룰라제
(Spezyme CP, Genecor, Rochester, NY)와 크실라나제(Xylanase B, Enzyme Development Corporation, New 
York, NY)의 수성혼합체가 사료투입에 앞서서 최소 24시간에 건 보리곡물에 첨가되었다. 보리곡물은 투입
에 앞서서 증기에 롤링된 다음 이어서 보리사료에 혼합되었다.

프로틴/미네랄 보충재는 최소한 12%의 날 프로틴, 수성의 반추의 화학적으로 분해할 수 없는 프
로틴, Ca, P 그리고 미세미네랄(NRC, 1984)을 제공하기 위하여 각 규정식에 첨가되었다.

동물은 1000h에 일일당 한번 규정식이 제공되었다. 사료허용은 자발적인 섭취량을 초과하여 5%-
10%였다.
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동물은 7 또는 14-d 간격으로 0800 h에 무게가 재어졌다. 개개의 자발적인 사료섭취량은 실험을 
통하여 결정되었다. 건초큐브를 받는 동물은 손으로 먹여졌고 보리사료를 받는 동물은 자동 사료믹서를 
사용하여 먹여졌다. 사료거부는 수거되었고 매 월, 수, 금에 투입에 앞서서 중량되어 졌다. 거부 혼합체
는 DM을 결정하기 위하여 72h 동안 55℃에서 건조된다.

평균의 매일 얻음(ADG)은 주입 98일 후에 선형 후퇴에 의하여 생중량으로 부터 계산되었다. 데이
터는 주요소로서 효소 첨가제로서 일방 변수분석을 하였다. 결과(표 3)는 곡물사료에 보충된 효소가 6.3%
로 평균매일얻음과 그리고 12.3%(P<0.05)로 곡물변환효율을 증가시킨다는 것을 보여준다.

가장 우수한 결과는 17.5 FPU 셀룰라제 : 100IU 크실라나제 보충재라기 보다는 3.3 FPU 셀룰라제 
: 100 IU 크실라나제 보충재로서 달성된다.

[표 3]

섬유를 용해하는 효소로 처리된 93% 보리곡물(DM 베이스)를 포함하는 규정식을 소비하는 가축사
육장 거세숫소에서의 평균매일 얻음

*IU = kg/DM 당 크실라나제 국제단위

**FPU = kg DM 당 셀룰라제 여과지 단위

[실시예 3]

크실라나제와 셀룰라제의 특징한 비율은 진보된 사료소화의 결과를 가져온다. 이와 다른 비율의 
사용은 소화에 있어서 부정적 효과를 가져오거나 개선효과를 가져다 주지 않는다.

3번의 실험중 처음 두 실험에서 실험관에서의 건조 자주개자리건초의 중성세제섬유질(NDF)의 사
라짐은 인큐베이션의 24h  후에 결정되었다. 오븐 건조된 자주개자리 건초, 샘플은 완충된 반추의 액체
(20% 반추위액, 80% 완충용액)에서 인큐베이트되었는데 여기에 섬유질을 용해하는 효소가 위와 같이 첨가
되었다.  전체효소(엔도셀룰라제+크실라나제)농도는  여러  가지  엔도셀룰라제  :  크실라나제비율(0:100, 
25:75, 50:50, 75:25, 그리고 100:0)로 하여 6000 IU/Kg였다.

두번째 실험에서,  다른  엔도셀룰라제 :  크실라나제 비율이 사용(0:100,  5:95,  10:90,  15:85, 
20:80, 25:75 그리고 100:0)되었다는 것을 제외하고는 같은 프로토콜이 사용되었다.

세번째 실험에서 CEP 엔도셀룰라제 대신에 Spezyme CP 엑소셀룰라제가 사용되었다는 것을 제외하
고는 같은 프로토톨이 사용되었다. 이 실험을 위해 효소수준이 표 5와 같이 제공되었다.

모든 실험에서 반추위의 완충용액은 Goering과 Van Soest(1970)의 인산염/중탄산염완충용액이었
다. 매크로 미네랄, 마이크로미네랄, 펩톤 그리고 환원제가 완충용액에 투여되었고 완충용액은 반추용액
과 혼합되기전에 완전히 환원될 때까지 CO₂의 거품이 만들어졌다. 39℃에서 24시간 인큐베이션 후에, 튜
브내용물은 끊는 중성세제용액에서 1시간 동안 추출되었으며 잔류물은 105℃에서 밤새껏 건조되거나 혹은 
39℃에서 24시간 인큐베이션후에 튜브내용물은 미리 중량된 도가니를 통해서 여과하고 DM소화를 측정하기 
위하여 105℃에서 밤새껏 건조하였다.

실험실에서의 결과는 통계적으로 주요소로서 마초와 효소처리라는 2방향 ANOVA를 사용하여 검사
하였다. 효소효과는 조절(효소없음)대 효소(비율에 관계없이)의 대비로서 분리되었다.

[실험 1 과 2]

섬유질을 용해하는 효소의 첨가는 상당한 정도로 NDF 사라짐(P< .01)을 증가시켰다. 섬유사라짐
은 감소되는 셀룰라제 : 크실라나제의 비율과 함께 증가하였는데 다른 효소비율보다도 25:75 셀룰라제 : 
크실라나제 혼합체에 대한 반응이 더 크면서 증가하였다. 크실라나제 효소 단독의 적용은 100% 더욱 효과
적인 셀룰라제와 함께 NDF 사라짐을 향상시키는데 효과적이었다. 그러나 셀룰라제와 크실라나제 적용사이
에는 관련 시너지 효과가 있었다. 셀룰라제 단독이 크실라나제 단독보다 효과적인 반면에 적은 량의 셀룰
라제(전체 효소활동의 5%-25%)는 NDF소화(도 4)에서 커다란 진보결과를 보여주었다.

전체적으로 전체활동의 75%를 구성하는 크실라나제 그리고 25%를 구성하는 엔도셀룰라제를 구비
한 섬유를 용해하는 효소 혼합체는 실험 1과 2에서 각각 26% 그리고 8.2%의 진보라는 결과를 가져왔다.

[표 4]
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자주개자리의 실험실 NDF소화(24시간)에 대한 크실라나제와 셀룰라제의 효과

[실험 3]

이러한 실험에서의 결과는 크실라나제와 셀룰라제의 연관효과를 시사하고 있다(표 5와 도 5). 방
법론은 엑소셀룰라제(Spezyme CP)가 사용된 것을 제외하고는 실험 1과 2를 위해서 사용된 것과 같다.

야생 자주개자리는 크실라나제 그리고 셀룰라제의 다른 수준과 조합을 가지고 실험실에서 인큐베
이트되었다.

칼럼 4는 크실라나제가 단독으로 사용되었을 때 관찰된 DM소화를 위한 값을 포함하고 있다. 칼럼 
5는 셀룰라제가 단독으로 사용되었을 때 관찰된 값을 포함하고 있다. 칼럼 6은 크실라나제와 셀룰라제가 
자주개자리(셀룰라제 단독 플러스 크실라나제 단독으로부터 관찰되는 소화에 있어서의 총합)의 DM소화에 
있어서 그들의 효과에 첨가제인 경우에 예상되는 기대되는 DM소화를 포함하고 있다.

칼럼 7은 관찰된 실제적인 DM 소화를 포함하고 있다. 퍼센트로 표시되는 관찰된 그리고 기대되는 
DM소화(칼럼 8)사이의 차이점은 연관 그리고 시너지의 방법에서 활동하는 셀룰라제와 크실라나제의 활동
에 기인한 변화이다.

[표 5]

자주개자리의 실험실 DM소화에 대한 개별적인 효소의 첨가와 비교하여 크실라나제와 셀룰라제의 
조합을 첨가하는 연관효과
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크실라나제 그리고 셀룰라제의수준이 증가함(도 5는 오직 크실라나제의 활동의 수준을 보여주고 
있다)에 따라 효소의 연관효과는 증가하게 된다.

최대의 연관효과는 크실라나제가 2,000 IU/Kg의 수준에서 첨가되었을 때 발생한다. 연관효과는 
크실라나제 : 셀룰라제의 비율에 의하여 역시 영향을 받는다. 최대의 연관효과는 크실라나제 : 셀룰라제
(IU:FPU)의 비율이 30:1 과 40:1(100 IU 크실라나제 마다 2.5-3.3 FPU 셀룰라제)사이에서 발생한다.

예를 들어, 매 Kg DM마다에 1,500 IU 크실라나제 그리고 50 FPU 셀룰라제를 적용하는 것은 처리
되지 아니한 자주개자리의 경우 40.1%에 비하여 53.4%의 DM소화능력의 진보결과를 보여주고 있으며 8000 
IU/O FPU 셀룰라제로 처리된 자주개자리는 44.5% 그리고 O IU 크실라나제/400 FPU 셀룰라제로 처리된 자
주개자리는 54.3%의 소화능력진보결과를 보여주고 있다.

이러한 발견은 자주개자리의 소화를 개선하기 위해서는 크실라나제와 셀룰라제의 최적의 수준과 
비율이 존재하고 있음을 시사해준다.

특정한 비율을 벗어난 비적당한 비율과 수준은 아무런 반응을 나타내지 아니함은 물론 심지어 부
정적 효과를 나타내게 된다.

[실시예 4]

효소는 건초에 적용되어야 하며 그안에 흡수되어 섭취이전에 사료물질에 부착되어야 한다. 효소
사료 혼합체를 안정화시키는데 최소길이의 시간이 요구된다.

실험은 건초의 섭취량과 소화상에서 섬유질효소혼합체를 자주개자리 저장사료에 첨가하는 효과를 
결정하기 위하여 그리고 효소혼합물이 건조한 사료 대젖은 사료에 동일하게 효과적인가를 결정하기 위하
여 실시되었다.

두개로 자른 자주개자리는 잘라지고 대략 저장사료 700Kg을 가지고 있는 각각의 실험용 직립사료
저장고 3개를 저장고로 사용하여 보존되었다. 저장사료의 위치에서 Lethbridge에 있는 앨버타 농기계 연
구소(Alberta Farm Machinery Research Institute)에 의하여 실험용 목적으로 구축된 작은 규모의 회전 
드럼건조기를 사용하여 건조되었다.

대략 젖은 사료의 850Kg(대략 33%의 젖은 내용물)이 대략 6-8시간동안 60℃-70℃사이에서 건조되
어 각각 3개의 다른 더미에서 15% 보다 낮은 습도를 갖게 되었다.

다섯마리의 거세한 숫양이 5개의 14-d 실험기간과 함께 5X5 변형된 라틴사각형으로 설계된 실험
에 사용되었다. 규정식은 실험의 마지막에 모든 규정식을 받을 수 있도록 배분되었다.

5개의 규정식은

1). 자주개자리 저장사료

2). 섬유질을 용해할 수 있는 효소를 가진 자주개자리 저장사료

3). 건조한 자주개자리 저장사료

4). 섬유질을 용해할 수 있는 효소를 가진 건조한 자주개자리 저장사료

5). 자주개자리 저장사료 큐브

본 연구에서 사용된 섬유질 효소 혼합체는 건조 사료물질의 매 그램마다 크실라나제 3.75 국제 
단위(IU) 그리고 셀룰라제 0.25 여과지 단위(FPU : Filter Paper Unit)로 적용된 크실라나제(Xylanase B, 
Enzyme Development Corporation, New York, NY)와 셀룰라제(Spezyme CP, Genencor, Rochester, NY)의 혼
합체이다. 효소혼합체는 사료투여시에 적용되었다.

습한 자주개자리 규정식은 부패 변질을 방지하기 위하여 처음 2주기동안 제공되었다. 사료는 자
발적인 섭취량의 110%로 매일 2회 제공되었다. 사료거부는 매일 수거되었으며 자발적인 섭취량을 결정하
기 위한 화학적 분석을 위하여 보존되었다.

양은 전체 매일 수거를 용이하게 하기 위하여 매 주기 10-d 동안 대바구니 상자에 가두어 졌다.

매일의 건초섭취량과 마초의 전체 건초소화를 위한 데이터는 양과 모델에서의 규정식으로 일반적
인 선형모델을 사용하여 분석되었다.

주기효과는 모델에 포함되어 있지 아니한데 이는 왜냐하면 규정식은 라틴장방향설계에 따라 진실
로 무작위화되지 않았기 때문이다.

첨가된 효소는 효과성은 저장사료가 젖었나 아니면 건조하냐에 따라 좌우된다. 건조한 저장사료
의 경우 효소의 첨가는 건조사료소화능력은 2.9%(63.1 대 61.3% ; P<.04 ; 표 6) 증가시켰지만 젖은 저장
사료의 효과성에는 아무런 효과가 없었다.

건조한 저장사료가 투여된 동물은 젖은 사료가 투여된 것보다도 더많이 소비하였다. 그런데 효소
첨가는 건초섭취량에서는 아무런 효과(P<.05)도 얻지 못했다. 소화되는 건초의 섭취량은 효소첨가에 기초
하여 한계적으로 증가하였다.

이러한 결과는 효소첨가제는 효소가 기질에 부착하는 방법으로만 적용될 때 사료소화능력을 증가
시킨다는 것을 가르킨다. 건조한 저장사료의 경우 액체효소혼합체는 사료에 적용될 때 즉시 흡수되는데 
이에 반하여 젖은 저장사료의 고습도 내용은 효소의 흡수를 방해하게 된다.

효소는 반추액과의 접촉으로 또는 동물에 의한 침섞음으로 쉽게 젖은 사료로부터 용해될 것이다.

실시예 1에서 소에 보리저장사료가 투여되었는데 투입에 앞서서 적용된 효소는 동물퍼포먼스에게 
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아무런 효과도 가져다 주지 못하였다. 그러한 연구에서, 가공시 건조 사료(예를들면 티모시와 자주개자리 
큐브)에 적용된 효소는 효과적이었다.

실시예 1과 실시예 4는 효소는 반드시 건조 사료에 적용되어야 함을 가르키고 있다.

[표 6]

자주개자리저장사료건조물질의 소화능력에 대한 섬유질을 용해하는 효소의 효과

―――――――――――――――――――――――――――――――――――

자주개자리                          섭취

저장사료         효소       ――――――――――――――     소화능력

                              DM         소화의 DM              (%)

―――――――――――――――――――――――――――――――――――

습한              -           1.50          .93                61.8

                  +           1.58          .97                61.8

건조한            -           1.75           1.07              61.3 a

                  +           1.73           1.09              63.1 b

건조한 저장사료에 첨가된 사료의 a, b 효과는 중요하다.(P<.04).

[실시예 5]

효소/사료혼합체가 안정화되기 위해서는 최소한의 인큐베이션 주기가 요구된다.

실험은 자주개자리 건초의 소화능력에 섬유질 효소혼합체를 위한 안정화 시간의 효과를 결정하기 
위하여 실시되었다.

자주개자리 건초의 혼합물 샘플은 2mm의 스크린을 지나가도록 빻아졌다. 크실라나제(Xylanase B, 
Enzyme Development Corporation, New York, NY), 셀룰라제(Spezyme, Genencor, Rochester, NY) 그리고 
10mM 아세테이트 완충용액(pH8)로 이루어진 섬유질 효소용액이 각각의 사료에 뿌려졌다. 용액은 사료의 
0.09mL/g의 비율(as-is 베이스)로 적용되었다. 자주개자리의 경우 크실라나제의 2000 IU 그리고 셀룰라제
의 67 FPU가 건초의 Kg 마다에 첨가되었다.

효소는 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 그리고 32 h 동안에 사료에서 안정화되었다. 처리된사료
는 Georing과 Van Soest(1970)의 방법에 따라서 완충된(pH6.8) 반추용액(20% 반추용액, 80% 완충용액)에
서 인큐베이트되었다. 완충된 반추용액은 효소용액에 적용의 5분내에 0h 처리로 첨가되었다.

마지막 처리는 반추용액의 사료에의 첨가후에 효소용액의 첨가로 이루어진다. 각각의 안정화시간
에, 효소가 없는 사료의 샘플은 인큐베이트되었으며 안정화시간을 위한 조절로서 사용되었다.

이러한 조절은 복제들사이에 반추용액접종물의 변수성격을 제거하는데에 필요하다.

모든 인큐베이션은 39℃에서 24h 3차례에 실시되었다. 인큐베이트 후에 샘플은 건초소화능력을 
결정하기 위해서 여과되었다.

잔류물은 섬유소화능력을 결정하기 위한 중성세제섬유(NDF)를 위해 분석되었다. 소화능력의 결과
는 각각의 조절인큐베이션의 퍼센티지로서 보고되었다.

연구의 결과는 도 6에 나타나 있다. 건조물질 사라짐은 24시간이 될 때까지 인큐베이션의 각각의 
증가에 상기 미처리된 조절을 넘어서 증가한다.

이러한 결과는 명백히 한 주기의 필요성을 시사하고 있으며 그래서 효소/사료혼합체는 안정화시
킬 수 있다. 2시간 까지의 주기동안 거기에는 DM소화능력의 근소한 증가가 있었다. 만족스런 안정화는 3
시간 안에 달성되었다. 안정화효과의 대부분은 최대안정으로 8시간 안에 달성되었으며 DM소화는 안정화의 
24시간과 함께 일어났다. 자주개자리는 건조한 것이므로 아무런 사전 소화는 포함되어 있지 않다. 관찰된 
반응은 효소의 사료에의 결합에 기초하고 있으며 시간은 이러한 안정된 혼합체를 형성하는데 필요하다.

[실시예 6]

여과지 단위(FPU : Filter Paper Unit)로 표현된 엑소-셀룰라제활동의 분석

[원리]

샘플에서의 셀룰라제는 기질, 여과지, 분해당을 가수분해하며 그렇게 방출된 것을 살리실이질소
산(dinitrosalicylic acid)을 사용하여 측광(測光)으로 분석되었다.

[활동의 단위]

여과지 활동의 단위는 FPU이다(계산을 참조).

[분석조건]
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기질                        여과지

pH                          4.8

인큐베이션 온도             50℃

인큐베이션시간              60분

[장비]

물용기                      50℃

물용기                      100℃

테스트 튜브믹서(와류)

측광기

[시약]

모든 용액은 이온이 제거된 물, Milli-Q 또는 이와 균등물로 준비되었다.

1. 구연산 완충용액(0.05M, pH 4.8)

물에 구연산(C6H8O7·H2 O·10.51g/l)  그리고  구연산나트륨(C 6H5Na3O 7 2H2 O  14.71g/l)의  수용액 

0.05 M을 준비한다. 0.05M 구연산용액의 pH를 0.05M 구연산용액으로 4.8로 조절한다(구연산나트륨용액 1
리터마다 약 667ml의 구연산 용액이 요구된다).

2. 기질

Whatman No.1 여과지 스트립, 5mm x 120mm L(49.6-50.5 mg).

주의 : 이 무게는 달성되어야 하며 그것은 스트립의 코너를 잘라내어 무게를 달성하여야 한다.

3. DNS 시약

약 4리터의 물에 2-히드록시-3, 5-이질소벤조산(또는 3,5 디니트로살리시릭산-Merck 800141로도 
알려져 있음)의 5.0g을 용해한다. 끊임없는 자석의 휘저음과 함께, 서서히 NaOH 8.0g을 첨가하면서 그것
이 용해되도록 한다.

끊임없는  휘저음과  함께  작은  부분에  Rochelle  소금(Kna-tartrate,  Merck  8087)  150g을 
추가한다.

이 용액은 조심스럽게 최대온도 45℃까지 가열된다. 실내온도까지 차거워지면 물로 500ml로 용량 
플라스크에서 희석된다.

용액이 깨끗하지 않으면 Whatman 1 여과지로 여과한다. 실내온도에서 검은병에 저장한다.

4. 글루코스 표준

구연산완충용액에 글루코스 1.00g을 용해하며 용량 플라스크에서 부피를 250ml까지로 만든다. 이 
용액은 0.5ml에서 글루코스 2.0mg을 포함하고 있다.

[샘플]

이  샘플은  구연산완충용액에서  희석된다.  최소한  2개의  희석이  조사된  각  효소샘플에 
만들어진다. 반응조건에서 하나의 희석은 2.0mg의 글루코스(글루코스와 같이 분해당과 동등)보다 약간 많
게 그리고 하나는 약간 적게(절대 량) 방출한다.

[분석]

여과지를 긴 하게 감아서 말고 건조검사튜브(25ml)에 놓인 다음 여과지에 스며들도록 유지하기 
위해 피펫을 사용하여 구연산 완충용액 1.0ml를 첨가한다. 5분간 50℃에서 균형을 유지하게 한다. 제로의 
시간에 샘플 0.5ml를 검사튜브에 첨가하고 혼합한다(스트립은 용액표면 아래에 머물러야 한다. 정확하게 
60분 인큐베이트 후에 3.0ml의 시약을 첨가하고 혼합한다. 모든 튜브(모든샘플, 효소블랭크, 글루코스표
준 그리고 시약블랜드)를 끊는물용기에 한번 넣는다. 정확하게 5분간 끊인후에 튜브를 제거하고 실내온도
로 냉각한다. 20ml의 물을 첨가한다. 서너번에 걸쳐서 튜브를 완전히 거꾸로 하여 혼합한다. 펄프가 잘 
정착되었을 때 예를 들면 최소 20분후에 용액은 피펫으로 큐베트에 옮겨지고 형성된 색깔은 540nm에서 시
약블랭크에 대하여 측정된다.

효소 블랭크      1.0ml 완충용액       시약블랭크        1.5 ml 완충용액

                 0.5ml 샘플                             3.0 ml DNS

                 3.0ml DNS

                 글루코스 표준        1.0 ml 완충용액

                                      0.5 ml 표준

                                      3.0 ml DNS

5분간 끊이고 20ml 물을 첨가한다. 시약 540nm에서 샘플, 효소블랭크 그리고 글루코스 표준의 흡
수를 측정한다.
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[계산]

FPU 단위는 국제 단위에 기초하고 있다(주의 : FPU분석은 선형이 아니며 국제단위 per se의 사용
은 부정확하다).

1 IU = 변화된 기질의 1 μ mol min
-1

= 형성된 1 μ mol min
-1
 제품(글루코스 같은 분해당, 블루코스분자량은 180g mol

-1
)

임계희석에서의 FPU 분석에서 방출된 글루코스의 절대량은 2.0mg이다. 이 글루코스의 양은 가수
분해반응에서 0.5ml에 의해 60분에 얻어지며 다음과 동등하다.

                 2.0mg                   = 0.37 μ mol 분
-1
 ml

-1

          0.18mg μ mol
-1
·0.5ml·60분

준대수그래프용지에 효소희석(희석의 효소부피로 나눈 희석의 전체부피)에 대한 샘플흡수율(효소
블랭크의 서브스트랙션후)을 그린다. 표준흡수에 해당하는 각 샘플의 희석을 읽는다.

FPU/ml = 임계희석 0.37

[실시예 7]

국제단위로 표시된 엔도-셀룰라제(카르복실-메틸셀룰로스)의 분석

[원리]

샘플에서 CMCase는 기질, 카르복실메틸셀룰로스(CMC)를 가수분해하며 그렇게 방출된 분해당은 디
니트로살릭시릭산을 사용하여 측광으로 분석된다.

[활동의 단위]

단위는 국제단위(IU)로 표시된다. 활동의 1 IU는 분석조건에서 1분에 1μ mole의 분해당을 유리
시킨다.

[분석조건]

기질                   카르복실메틸셀룰로스

pH                     4.8

인큐베이션온도         50℃

인큐베이션시간         60분

[장비]

물용기                 50℃

물용기                 100℃

테스트 튜브믹서(와류)

측광기

[시약]

모든 용액은 이온이 제거된 물, Milli-Q 또는 이와 균등물로 준비되었다.

1. 구연산 완충용액(0.05M, pH 4.8)

물에 구연산(C6H8O7·H2 O·10.51g/l)  그리고 구연산나트륨(C 6H5Na3O7·2H2 O,  14.71g/l)의  수용액 

0.05을 준비한다. 0.05M 구연산용액의 pH를 0.05M 구연산용액으로 4.8로 조절한다(구연산나트륨용액 1리
터마다 약 667ml의 구연산용액이 요구된다).

2. 기질-1% 카르목실메틸셀룰로스

중간의 점도(Sigma No. C-4888) CMC 1.0g을 바람직하게는 가열 자성휘젓기를 사용하여 0.05M 구
연산  80ml에  용해한다.  끊는점까지  가열하고  난후  계속  휘저으면서  식힌다.  밤새껏  천천히  휘저도록 
한다. 구연산으로 부피를 100ml가 되게한다. 최대 1주일간 동안 4℃에서 저장된다.

3. DNS 반응력

약 4리터의 물에 2-히드록시-3, 5-이질소벤조산(또는 3, 5 디니트로살리시릭산-Merck 800141로도 
알려져 있음)의 5.0g을 용해한다. 끊임없는 자석의 휘저음과 함께, 서서히 NaOH 8.0g을 첨가하면서 그것
이 용해되도록 한다.

끊임없는  휘저음과  함께  작은  부분에  Rochelle  소금(Kna-tartrate,  Merck  8087)  150g을 
추가한다.

이 용액은 조심스럽게 최대온도 45℃까지 가열된다. 실내온도까지 차거워지면 물로 500ml로 용량 
플라스크에서 희석된다.

용액이 깨끗하지 않으면 Whatman 1 여과지로 여과한다. 실내온도에서 검은병에 저장한다.
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[샘플]

이 샘플은 0.05 M의 구연산나트륨 완충용액에서 희석된다. 적당한 희석은 흡수율 0.3-0.5의 흡수
율을 한다.

[분석]

두개의 튜브에 1.8ml 기질용액을 첨가하고 5분간 50℃에서 균형을 유지하게 한다. 적당하게 희석
된 200 μl의 효소용액을 하나의 튜브에 첨가하고 와류 혼합기로 혼합한다. 50℃에서 정확하게 5분후에 
양 튜브에 3.0ml DNS 시약을 첨가하고 혼합한다. 샘플(효소블랭크)이 없는 인큐베이트된 튜브에 샘플용액 
200 μl을 첨가한다. 두개의 튜브를 한번 끊는 물에 넣는다. 정확하게 5분간 끊인 후에 튜브를 제거하고 
냉각수에서 실내온도로 식힌다. 540nm에서 효소블랭크의 그것에 대한 샘플흡수를 측정한다. 표준라인으로
부터 활동을 읽어 희석요소로 승한다.

[표준]

100ml의 완충용액에 글루코스의 0.180g(Merck 8337 ; store in dessicator)를 용해시킨 0.01M 스
톡용액을 준비한다. 스톡용액은 영하 -20℃의 작은 약수에서 결빙된다. 녹인후 튜브는 조심스럽게 혼합된
다. 구연산 완충용액에서 스톡용액으로부터 아래기재의 희석을 만든다.

희석                                 글루코스(μ mol/ml)

1:1                                  10.0

1:2                                   5.0

1:4                                   2.5

1:5                                   2.0

효소블랭크로서 같은 방법으로 각 표준희석의 3개의 분석을 실시한다. 테스트 튜브에 1.8ml 기질
을 피펫으로 옮기고 50℃에서 5분간 인큐베이트하며 3.0ml DNS를 첨가하고 200 μl 표준희석을 한다. 표
준의 희석대신에 200 μl 구연산 버퍼를 첨가하여 시약블랭크를 준비한다. 튜브를 딱 5분간 끊이고 냉각
시킨다음 540nm에서 시약블랭크에 대한 흡수를 측정한다. 모든 분석의 연속을 위하여 기준선을 구성한다.

[실시예 8]

국제단위로 표시된 크실라나제 활동의 분석

[원리]

샘플에서 크실라나제는 기질을 가수분해한다. 귀리 방출된 감소탄수화물의 양은 오디니트로살릭
릭산을 사용하여 측광으로 결정된다.

[활동의 단위]

하나의 크실라나제단위(국제단위; IU)는 분석조건에서 오트스펠트 크실란으로부터 μ mole 크실
로스에 해당하는 반응력을 가진 반응 탄수화물을 생산하는 효소의 량으로 정의된다.

[분석조건]

기질                                       귀리 스펠트 크실란

pH                                         5.3

온도                                       50℃±0.5℃

인큐베이션시간                             5분

[장비]

물용기                                     50℃

물용기                                     100℃

테스트 튜브믹서(와류)

광도계

[시약]

1. 0.05M 구연산나트륨 완충용액, pH 5.3 구연산(C6H8O7 X H2O) 10.5g을 이온을 제거한 물 1 리터

에 넣고 또 구연산나트륨(C6H5O7Na3 X 2H 2O) 14.7g을 이온을 제거한 물 1리터에 넣어 0.05M 용액을 준비한

다. 구연산용액은 혼합체의 pH가 5.3이 될 때 까지 구연산나트륨용액에 첨가된다.

2. 기질-1% 귀리 스펠트 크실란

바람직하게는 크실란 1.0g(Sigma No. X-0627)을 가열 마크네틱 휘젓는 기기를 사용하여 약 0.05M 
구연산 완충용액 80ml에 용해한다. 끊는점까지 가열하고 계속 휘저음과 함께 냉각하며 덮고나서 밤새껏 
휘젓는다. 구연산 버퍼로 100ml까지 부피를 올리도록 한다. 그리고 일주일의 최대로 4℃에서 저장될 수 
있다.

3. DNS 시약
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20.0g 2-히드록시-3, 5-디니트로벤조익산(Merck 800141)을 약 400ml 이온을 제거한 물에 부유하
게 한다. 끊임없는 자석의 휘저음과 함께 서서히 이 부유 수산화나트륨용액(300ml의 이온을 제거한 물에 
32.0g 수산화나트륨)에 첨가한다. 용액은 물용기에서 완전히 투명해질 때까지 최대 45℃의 온도까지 가열
된다.

끊임없는  휘저음과  함께  작은  위치에  Rochelle  소금(Kna-tartrate,  Merck  8087)  600g을 
첨가한다. 마지막으로 용액을 이온을 제거한 물로 2000ml이 될 때까지 희석한다. 만약 용액이 맑지 않으
면, 여과지(Whatman NO.1)로 여과한다. 실내온도로 검은병에 저장한다.

[샘플]

이 샘플은 0.05 구연산나트륨 완충용액에서 희석된다. 적당한 희석은 0.3-0.5의 흡수율이다.

[분석]

1.8ml의 기질용액을 두개의 테스트 튜브에 첨가하고 5분간 50℃로 평균화한다. 200 μl의 적당하
게 희석한 효소용액을 튜브의 하나에 첨가하고 와류믹서기로 혼합한다. 50℃에서 딱 5분후에 3.0ml DNS시
약을 양 튜브에 첨가하고 혼합한다. 샘플(효소블랭크)없이 인큐베이트된 튜브에 200μl의 용액을 첨가한
다. 양튜브를 한번 끊는 물 용기에 집어놓는다. 딱 5분간 끊인 후에 튜브를 제거하고 차거운 물에서 냉각
하여 실내온도가 유지되게 한다. 540nm에서 효소블랭크의 그것에 대한 샘플흡수를 측정한다. 기준선에서 
활동을 읽어서 희석요소로 승한다.

[표준]

100ml의 완충용액에 크실로스 0.150g을 용해한 크실로스 0.01M 스톡용액을 준비한다. 스톡용액은 
작게 나누어 영하 -20℃에서 냉동될 수 있다. 녹인후 튜브는 조심스럽게 혼합된다. 구연산 완충용액에서 
스톡용액으로부터 아래의 희석을 한다.

희석                                 크실로스(μ mol/ml)

1:1                                  10.0

1:2                                   5.0

1:4                                   2.5

1:5                                   2.0

효소블랭크로서 같은 방법으로 각 표준희석의 3개의 분석을 행한다. 테스트 튜브에 1.8ml 기질을 
피펫하고 50℃에서 5분간 인큐베이트하고 3.0ml DNS 그리고 200μl 표준희석을 첨가한다. 기준 희석대신
에 200μl 구연산 버퍼를 첨가함으로서 시약블랭크를 준비한다. 튜브를 딱 5분간 끊이고 냉각하여 540nm
에서 시약블랭크에 대한 흡수를 측정한다.

[실시예 9]

ml 당 90 FPU 셀룰라제 활동과 4300 IU 크실라나제 활동을 제공하는 효소용액이 습기 내용물(수
분함량) 10%를 가지는 자주개자리건초 1000Kg을 가공하는데 사용된다. 250ml의 효소 혼합체는 물 50 I 에
서 희석되며 괸물에 앞서서 자주개자리위에 뿌려진다. 마지막 사료구성은 15%의 수분함량을 가질 것이고 
kga사료 DM 당 25 FPU 셀룰라제 활동과 1194 크실라나제 활동을 제공하기 위한 충분한 셀룰라제와 크실라
나제를 포함한다.

[실시예 10]

아세테이트 완충용액(100mM 소디움 아세테이트 ; pH 5.0)에서 ml당 8000 IU 크실라나제와 200 
FPU  셀룰라제를 포함하는 200ml  효소용액이 아세테이트 버퍼로 1.0  I  까지 만들어졌다. 최종의 용액은 
1600 IU 크실라나제/ml과 40 FPU 셀룰라제/ml를 포함하고 있다. 용액은 톤당 1.0 I의 비율로 전체 보리곡
물에 뿌려졌다. 가공된 곡물사료는 Kg 곡물사료당 40 FPU 셀룰라제 그리고 Kg곡물사료당 1600 IU 크실라
나제를 제공하기 위하여 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함할 것이다. 곡물은 이어서 상업 롤러 에
서 롤링에 의하여 가공될 것이다.

[실시예 11]

g당 10000 IU 크실라나제 활동을 가지는 분말의 4개의 부분은 g당 1000 FPU 셀룰라제 활동을 가
지는 분말 1부분과 혼합된다. 최종혼합물은 8000 IU 크실라나제/g 그리고 200 FPU 셀룰라제/g을 포함하고 
있다. 400g의 분말은 5.0 I의 구연산 완충용액(50nM 구연산나트륨 : pH 4.5)에 용해되었다. 요소용액은 
자주개자리 건초더미 위에 톤당 5.0의 비율로 뿌려진다(8% 수분함량).

결과의 사료혼합물은 자주개자리 사료 Kg당 80 FPU 셀룰라제/g 그리고 3200 IU 크실라나제/Kg을 
제공하기 위한 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함할 것이다. 결과의 사료 혼합체는 그런다음 큐브를 
형성하기 위하여 상업적인 큐빙 에서 다이를 통해 강제적으로 형성된다.

이 명세서에서 언급한 모든 공개된 것은 본 발명이 속한 분야의 일반 기술자의 기술수준을 가리
키고 있다. 모든 공개된 것은 참조에 의하여 만약 각각의 개별적인 공개들이 특별하게 그리고 개별적으로 
참조에 의하여 통합되도록 가리켜지는 것과 같은 범위로 통합될 것이다.

비록 본 발명이 이해의 명확을 위한 목적으로 보기와 예시로 자세한 설명을 한 것이지만 특정한 
변화 그리고 변형이 부속되는 청구범위의 범위안에서 실시될 수 있다는 것은 명약관화한 것일 것이다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1 

셀룰라제와 크실라나제 효소의 혼합물로 구성되되, 크실라나제활동에 대한 셀룰라제활동의 비율
이 매 100 국제단위(IU) 크실라나제 활동에 대하여 2에서 5 여과지 단위(FPU : filter paper unit) 셀룰
라제 활동이 되게 하는 양으로 셀룰라제와 크실라나제가 포함된, 반추동물을 위한 건조한 콩과류마초 또
는 곡물사료용 효소 보충재.

청구항 2 

제1항에 있어서, 건조콩과류마초의 관리를 위해 적용되는 투여단위 효소 보충재는 매 Kg 건조 콩
과류마초당 16에서 120 FPU 셀룰라제 활동과 800에서 6000 IU 크실라나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰
라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 
활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 효소 보충재.

청구항 3 

제1항에 있어서, 건조콩과류마초의 관리를 위해 적용되는 투여단위 효소 보충재는 매 Kg 건조 콩
과류마초당 18에서 72 FPU 셀룰라제 활동과 900에서 3600 IU 크실라나제 활동을 제공하기에 충분하 셀룰
라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 
활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 효소 보충재.

청구항 4 

제1항에 있어서, 곡물사료의 관리를 위해 적용되는 투여단위 효소 보충재는 매 Kg당 10에서 200 
FPU 셀룰라제 활동과 500에서 10000 IU 크실라나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 
포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까
지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 효소 보충재.

청구항 5 

제1항에 있어서, 곡물사료의 관리를 위해 적용되는 투여단위 효소 보충재는 매Kg 곡물사료당 40
에서 160 FPU 셀룰라제 활동과 2000에서 8000 IU 크실라나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실
라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 
2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 효소 보충재.

청구항 6 
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a) 콩과류마초, 곡물사료, 또는 상기 콩과류마초와 곡물사료의 혼합물 중 하나로 구성되고, 수용
액 상태의 셀룰라제와 크실라나제가 잘 흡수되고 부착되도록 15%(중량/중량)이하의 수분 함량을 갖는 사
료물질과;

b) 안정된 반추동물용 사료혼합체를 형성하기 위해 사료물질에 흡수되며 부착되고, 크실라나제 
활동에 대한 셀룰라제활동의 비율이 매 100 국제단위(IU:international units) 크실라나제활동에 대해 약 
2에서 5까지의 여과지단위(FPU:filter paper units) 셀룰라제 활동이 되게 하는 양으로 구성되는 셀룰라
제와 크실라나제의 혼합물;

로 이루어진 사료 혼합체.

청구항 7 

제6항에 있어서, 사료물질은 콩과류마초인 것을 특징으로 하는 사료 혼합체.

청구항 8 

제7항에 있어서, 매 Kg 건조콩과류마초에 16에서 120 FPU 셀룰라제 활동과 800에서 6000 IU 크실
라나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 
활동의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하
는 사료 혼합체.

청구항 9 

제7항에 있어서, 매 Kg 콩과류마초에 약 18에서 72 FPU 셀룰라제 활동과 900에서 3600 IU 크실라
나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활
동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 
사료 혼합체.

청구항 10 

제9항에 있어서, 콩과류마초는 자주개자리인 것을 특징으로 하는 사료 혼합체.

청구항 11 

제6항에 있어서, 사료물질은 곡물사료인 것을 특징으로 하는 사료 혼합체.

청구항 12 

제11항에 있어서, 매 Kg 콩과류마초에 약 10에서 200FPU 셀룰라제 활동과 약 500에서 10000 IU 
크실라나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰
라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으
로 하는 사료 혼합체.

청구항 13 

제11항에 있어서, 매 Kg 곡물사료에서 40에서 160 FPU 셀룰라제 활동과 2000에서 8000IU 크실라
나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제를 포함하되, 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제 활
동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동인 것을 특징으로 하는 
사료 혼합체.

청구항 14 

제13항에 있어서, 곡물사료는 보리인 것을 특징으로 하는 사료 혼합체.

청구항 15 

a) 별개로 또는 혼합물로 셀룰라제와 크실라나제 효소를 포함하는 하나 이상의 수용액을 준비하
는 단계와;

b) 콩과류마초, 곡물사료, 또는 콩과류마초와 곡물사료의 혼합물 중 어느 하나로 구성되고, 셀룰
라제와  크실라나제를  함유하는  수용액이  첨가할  때  셀룰라제와  크실라나제가  잘  흡수되고  부착되도록 
15%(중량/중량) 이하의 수분 함량을 갖는 사료물질을 준비하는 단계와;

c) 크실라나제 활동에 대한 셀룰라제활동의 비율이 매 100 국제단위(IU:international units) 크
실라나제활동에 대해 약 2에서 5까지의 여과지단위(FPU:filter paper units) 셀룰라제 활동이 되게 하는 
양으로 셀룰라제와 크실라나제를 함유하는 하나 또는 그 이상의 수용액을, 사료물질을 코팅하기 위해 사
료물질에 첨가하는 단계와;

d) 안정한 반추동물용 사료혼합체를 제공하기 위해 크실라나제와 셀룰라제가 사료물질에 흡수되
고 부착될 때까지 상기 수용액으로 코팅된 사료물질을 인큐베이트하는 단계;

로 이루어지는 사료혼합체 생산 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 (c) 단계에서 사료물질의 수분 함량이 18% 이상으로 증대되지 않도록 적
은 양의 수용액이 사료물질에 첨가되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17 
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제16항에 있어서, 상기 (d) 단계에서 사료물질은 최소한 3시간동안 인큐베이트되는 것을 특징으
로 하는 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 (d) 단계에서 사료물질은 최소한 8시간동안 인큐베이트되는 것을 특징으
로 하는 방법.

청구항 19 

제17항에 있어서, 사료물질은 콩과류마초인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 매 Kg 콩과류마초에서 16에서 120 FPU 셀룰라제 활동과 800에서 6000 IU 크실
라나제활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제가 사료물질에 첨가되되, 크실라나제 활동에 대한 
셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동이도록 하는 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 21 

제19항에 있어서, 매 Kg 콩과류마초에서 18에서 72 FPU 셀룰라제 활동과 900에서 3600 IU 크실라
나제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제가 사료물질에 첨가되되, 크실라나제 활동에 대한 
셀룰라제 활동의 비율이 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동이도록 하는 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 22 

제21항에 있어서, 콩과류마초는 자주개자리인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 23 

제17항에 있어서, 사료물질은 곡물사료인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 매 Kg 곡물사료당 10에서 200 FPU 셀룰라제 활동과 500에서 10000 IU 크실라나
제 활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제가 사료물질에 첨가되되, 크실라나제 활동에 대한 셀
룰라제 활동의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동이도록 하는 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 25 

제23항에 있어서, 매 Kg 곡물사료에서 40에서 160 FPU 셀룰라제 활동과 2000에서 8000 IU 크실라
나제활동을 제공하기에 충분한 셀룰라제와 크실라나제가 사료물질에 첨가되되, 크실라나제 활동에 대한 
셀룰라제 활동의 비율은 매 100 IU 크실라나제 활동에 대해 2에서 5까지의 FPU 셀룰라제 활동이도록 하는 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 26 

제25항에 있어서, 곡물사료는 보리인 것을 특징으로 하는 방법.

요약

반추동물을 위한 콩과류마초와 곡물사료의 소화능력을 증가시키기 위한 섬유를 용해하는 효소 보
충재와 섬유질을 용해하는 효소로서 콩과류마초와 곡물사료를 처리하는 방법, 그리고 섬유를 용해하는 효
소의 혼합체로 처리된 사료물질로 구성된 사료구성이 제공되어 있다. 섬유를 용해하는 효소 보충재는 섬
유를 용해는 효소 보충재 처리될 사료물질에 의존하는 특정한 비율과 수준에서의 셀룰라제와 크실라나제
의 혼합체로 이루어진다. 셀룰라제와 크실라나제는 완충용액에 용해되고 건조한 콩과류마초나 곡물사료 
위에 뿌려진다. 그런다음 사료물질은 효소가 사료물질에 흡수되고 부착되도록 최소한 3시간동안 인큐베이
트된다. 결과로서 생기는 사료구성은 사전소화에 대하여 최소한 1년간 안정하다. 셀룰라제와 크실라나제
가 본 발명에서 제공하는 특정한 비율과 수준으로 콩과류마초와 곡물사료에 적용될 때 낮은 효소수준에서 
사료물질의 소화능력을 크게 개선하면서 효소사이의 시너지 효과가 발생한다.
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