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1. 서론

고온스트레스환경은온·습도지수 (THI)가 평균약 72이

상을 말하며 [1], 이는 반추동물의 사료섭취량 감소, 직장 온

도 증가뿐 아니라 [2] 특히 착유우의 우유 생산량과 성분, 번

식능력 감퇴 및 대사성 질병 (ketosis, mastitis 등)을 유발시

켜 낙농업의 경제적 손실을 초래할 수 있다 [3].

첨가제, 미네랄, 무기질 등 첨가 급여를 통해 고온스트레스

를 완화 시키는 연구는 국외에서 활발히 수행되고 있다 [4].

국내에서도 관련 연구가 진행되고 있으나 [5] 상대적으로 미

비한 실정이므로 국내 착유우의 고온스트레스 완화 관련 첨

가제 연구가 필요하다.

미량 무기물 중 코발트는 vitamin B12 (cobalamin)의 구성

요소로, 반추동물에 있어 반추위 내 propionate 대사와

methionine 합성뿐아니라 [6] gluconeogenesis와 지방산화에

중요한 역할을 하고 [7] 반추위 미생물들의 B12 합성에 이용

되며, 착유우에게있어코발트필수요구량은 0.11mg/kg으로

알려져있다 [8]. 선행연구에따르면, 요구량이상의코발트와

저질조사료를급여시반추위내섬유소분해를촉진시키며

[9], 육성우의성장에도움을줄수있다 [10]. 또한 Casper 등

(2021)에 따르면 섬유질배합사료 (total mixed ration, TMR)

과 코발트와조사료함량이높은 TMR의급여비교결과, 유

량과 성분, 사료 섭취량 및 체중에는 차이가 없었고, 반추위

내 acetate 함량이 증가한다고하였으며 [11], Akin 등 (2013)

은 착유우의 유량에는 영향을 미치지 않으면서 우유 내

vitamin B12 함량이 증가한다고 하였다 [12].

이는 코발트첨가급여가반추동물의사료섭취효율을증

가시킬 수 있다는 가능성을 시사하며, 따라서 사료 섭취량이

감소하는 고온스트레스를 완화할 수 있는 무기물로 활용될

수있을것으로생각된다. 그러나코발트급여연구는반추동

물의 소화대사와 생산성 관련 등이 대부분이며, Park 등

(2023)의 연구에 따르면, 고온기의 착유우에게 코발트 첨가

급여는호흡수혈액성상및유성분에차이를보이지않았으

며, 반추위 내 체온과 직장 온도의 감소 효과를 보였다고 하

였으나[13] 반추위 내 발효와 미생물 군집 관련 연구는 매우

미비한 실정이다.

이번 연구에서는 필수 급여량 이상의 코발트 첨가에 따른

적온기와고온기의홀스타인착유우의반추위내 pH, 휘발성

지방산 및 암모니아태 분석을 통한 발효성상과 사료 소화에

직접 영향을 미치는 미생물 군집을 비교 분석하였다.

2. 재료 및 방법

코발트 첨가 급여가 착유우의 고온기
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요 약
본연구에서는열스트레스조건에서코발트첨가급여가홀스타인젖소의반추위발효특성과미생물군집변화에미치
는영향을평가하였다. 10두의홀스타인착유우를대상으로대조구는 NRC 권장코발트요구량(0.1 mg/kg)을, 처리구는
0.8 mg/kg를 각 2주간적온기(THI 67.17 ± 5.46)와 고온스트레스기간(THI 79.09 ± 3.85) 동안급여하였다. 연구결과,
고온기에 코발트를 보충 급여한 그룹의 반추위에서 총 휘발성 지방산(VFA) 농도가 대조군에 비해 유의하게 높았으며
(p<0.05), 아세트산이유의하게증가(p<0.05)하고프로피온산이증가하는경향을보였다. 또한처리구의암모니아질소
(NH3-N) 농도가 유의하게 증가하였다(p<0.05). 미생물 군집 분석에서는 주요 섬유 분해 세균인 Ruminococcus sp.
JE7A12의풍부도가처리구에서유의하게증가하였고(p<0.05), Acetinobacteria의 수준도더높게나타났다(p<0.05). 이
러한결과는코발트보충이반추위발효와미생물군집에긍정적인영향을미쳐젖소의열스트레스를완화하는데기여
할 수 있음을 시사한다.
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2.1 공시동물 및 시험사료

본 연구에서는 홀스타인종 착유우 10두 (85 ± 20개월령, 체

중 727.2 ± 79.0 kg)를 공시하여 실시하였다. 급여 사료는 한

국가축사양표준 (KFSD, 2017)의 영양소요구량에따라국립

축산과학원낙농과에서제조된 TMR을이용하였으며공시동

물에 급여한 사료의 화학성분 분석을 위하여 TMR 시료는 6

5℃ 송풍 건조기에서 48시간 건조시킨 후 입자도가 1 mm가

되도록분쇄하여분석용시료로이용하였다. 조단백질 (crude

protein, CP)과 조지방 (ether extract, EE)은 AOAC (1990)

[14] 방법에 따라 Kjeldahl와 Soxhlet를 분석법을이용하였으

며, Neutral Detergent Fiber (NDF)와 Acid Detergent Fiber

(ADF) 함량은 Ankom 200 fiber analyzer를 이용하여 Van

Soest 등(1991) [15]의 방법에 따라 분석하였다.

2.2 실험설계

본 연구에서는 사료 내 코발트 첨가가 젖소의 생리특성에

미치는 영향을 구명하기 위하여 2022년 5월(THI: 67.17 ±

5.46)과 7월(THI: 79.09 ± 3.85)에 각각 2주에 걸쳐 코발트의

급여 수준을 달리하여 시험을 수행하였다. 사료에 첨가한 코

발트는 선행 연구 결과 [16]에 따라 글루코헵톤산 코발트

(Co-glucoheptonate)를 활용하였고정량의코발트급여를위

하여매일 1회오전 9시에주사기를이용해경구투여하였고,

대조구는 0.1 mg/kg(NRC 기준코발트권장량), 처리구는 0.8

mg/kg를 급여하였다.

2.3 조사항목

2.3.1 pH

반추위내 pH와온도측정을위하여젖소의입을통해센서

(㈜한국IoT, Korea)를 반추위 내에 삽입하여 데이터를 취득

하였다. 데이터수집단위는 10분단위로취득하고분석에사

용된 데이터는 적온기(THI < 72)인 5월 17일 ∼ 5월 31일과

고온기(THI ≥72)인 7월 28일∼ 8월 11일까지총 39,338개의

데이터를 활용하였다.

2.3.2 암모니아태 질소

반추위액은 Shen 등 (2012) [17]의 방법에 따라 stomach

tube를 이용하여 적온기와 고온기 시험 종료 직전 채취하였

으며, 반추위액 내 암모니아태 질소 (NH3-N) 생성량은

Chaney와 Marbach (1962) [18]의 방법에 따라 분석하였다.

4000 rpm으로 15분간 원심분리하고, 상등액 10 μL을 tube에

옮긴 후 phenol color reagent 0.5 mL와 alkali-hypochlorite

reagent 0.5 mL를 동시에 혼합하는 전처리 과정 수행하였다.

전처리한 시료를 50°C의 heating block에서 7분간 반응시킨

후 분광광도계 (Optizen UV2120, Mecasis, Korea)를 이용하

여 630 nm에서 흡광도 (OD; Optical density) 값을 측정하였

다.

2.3.3 휘발성지방산

휘발성지방산 (VFA; Volatile fatty acid) 분석은 Erwin 등

(1961) [19]의 방법에따라수행하였다. 반추위액을 4,000 rpm

으로 원심 분리한 상등액 1 mL에 metaphosphoric acid 200

μL를첨가한후실온에서 30분 동안정치시켰다. 그후 13,000

rpm에서 재 원심 분리한 후, syringe filter를 이용해 미세입

자를 완전히 제거하였으며, NukolTM, fused silica capillary

column (0.25 mm I.d. ✕ 0.25 μm film ✕ 30 m length,
SUPELCO, USA)이 장착된 gas chromatography (HP7890,

Agilant, CA, USA)로 분석하였다. Gas chromatography의

oven, injector 및 detector 온도는 각각 180°C, 220°C 및

200°C로 설정하였다.

2.3.4 미생물 군집 변화

미생물 군집 분석은 차세대 염기 서열 분석법인 NGS를 이

용하였으며, The bioinformatix (Gyeonggi-do,

Gwangmyeong-si, Korea)에 의뢰하여분석하였다. 반추위액

의 라이브러리 구성을 위해 제조사의 프로토콜에 따라

QIAsymphony® PowerFecal® Pro DNA Kit (Qiagen,

Hilden, Germany)를 이용하여 DNA를 추출하였고, 각각의

sequencing 된 시료는 Illunima 16S metagenomic

sequencing library 프로토콜에 따라 준비하였다. 최종 PCR

산물은 차세대염기서열 분석인 Illumina MiseqTM platform

(San Diego, CA, USA)를 사용하여 제조사의 메뉴얼에 따라

The bioinformatix (Gyeonggi-do, Gwangmyeong-si, Korea)

에서 수행하였다. 염기 서열 분석이 완료된 후 품질 평가를

위해 FastQC (FastQC; ver. 0.11.8)를 통해 Q score가 20 이

상인 부분을 사용하였으며, 분석의 정확성 향상을 위해

KneadData (KneadData; The Huttenhower Lab)를 이용하여

host 서열 및 adapter 서열을 제거한 후 데이터 분석을 수행

하였다. 이렇게 얻어진 DNA 판독 값을 centrifuge 방법과

NCBI 데이터베이스를이용하여각시료의 DNA판독값들을

분류하였다. 이를 바탕으로 QIIME2 (Quatitative Insights

into Microbioal Ecology, version 2021.11)을 이용하여 미생

물 군집 분석을 실시하였다.

2.4.5 통계분석

본 연구에서 산출된 데이터는 SPSS (IBM Corp. Released

2020. Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp)로 분석을수행

하였다. 미생물 군집 데이터를 제외한 모든 데이터의 분석은

반복측정 MIXED 모델을 이용하여 이루어졌으며, 분석모델

은 처리구의 고정효과, 시간효과, 처리구와 시간효과를 포함

하였다. 결과에 대한 유의성 검정은 p < 0.05 수준으로 실시

하였다.

3. 결과 및 고찰
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3.1. 반추위 발효 성상 변화

적온기와고온기의코발트첨가급여에따른홀스타인착유

우의반추위 pH, VFA 및 NH3-N결과는 Table 1과같다. 고

온 스트레스환경의반추동물은사료섭취불균형에따라반

추위내 lactate 농도가 증가하여 pH가 감소할 수 있으며, 지

속될 경우 대사성 질병인 acidosis가 발병할 수 있다. Hall

(2009) [20]에 따르면, 반추위 온도상승으로인한 pH의범위

는 평균 5.73 ∼ 5.82로서 착유우의 경우 5.82 ∼ 6.03의 범위

를보였다고하였다. 이번연구의반추위 pH는 6.15 ∼ 6.60의

범위를 보였으며, 그중 고온기의 대조구와 코발트 첨가구간

유의적인 차이를 보이지 않았다.

착유우에게 VFA 농도는 생산성과 직접적인 관련이 있으

므로 중요하다. 고온 스트레스 환경의 반추동물은 반추위와

되새김활동이감소되어섭취한사료의소화에영향을미칠

수있으며이로인해에너지대사에부정적인영향을미쳐주

된 에너지원인 총 VFA 농도가 감소하게 된다. 이번 연구의

총 VFA와 acetate 농도는 적온기와고온기의코발트첨가구

에서 대조구에 비해 유의하게 높았으며(p<0.05), propionate
와 butyrate 농도는각각고온기의처리구에서대조구에비해

높았다 (p<0.05).

Table 1. Effects of heat stress and cobalt administration on 
fermentation characteristics in lactating Holstein cows.

Items1)

Period2)
SE
M3

)

p value4)

OTP HTP
CO
N

Trtt
CO
N

Trt Trt Per Int

pH 6.60 6.41 6.23 6.15 0.36 0.24 0.01 0.65
C2 (mM) 55.9 60.9 54.5 61.8 8.84 0.04 0.82 0.91
C3 (mM) 20.7 20.9 17.4 22.1 4.87 0.09 0.75 0.19
i s o - C 4 
(mM)

0.87 1.10 0.59 0.82 0.29 0.055 0.002 0.86

C4 (mM) 15.0 16.3 9.97 14.1 3.45 0.04 <0.001 0.12
Total 
VFA

95.7
102.

7
83.8 101 15.4 0.03 0.01 0.61

NH3-N 
(mg/dL)

11.5 13.4 7.19 9.30 3.45 0.02 <0.001 0.80

1)C2: acetate; C3: propionate; iso-C4: iso-butyrate; C4: butyrate; VFA: 
volatile fatty acid; NH3-N: ammonia nitrogen.
2)OTP: optimum temperature period; HTP: high temperature period; CON: 
control; Trt: treatment
3)SEM : Standard error of the mean
4)Trt: treatment; Per: period; Int: interation

위 연구결과 고온 스트레스에 노출된 착유우의 코발트 첨

가 급여는 반추위 pH에는 부정적인 영향을 주지 않으며

VFA 농도를 증가시키는 결과를 보였으며 이는 코발트 첨가

급여는착유우의고온스트레스를완화시킬수있다는가능

성을 시사하였다.

3.2. 미생물 군집 변화

반추위 미생물은 반추동물의 대사에서 중요한 역할을 하며,

균총조성과함량비율변화로반추위발효대사와숙주의건

강상태를예측할수있다. Phylum 수준의 Firmicutes는 사료

분해와 직접적인 관련이 있으며 [21], Tajima 등 (2007) [22]

에 따르면 온도 변화에 따른 반추위 내 미생물 비교 분석 결

과, 온도가 높아질수록 Bacteroidetes와 Firmicutes의 상대적

함량이 각각 증가하고 감소한다고 하였다. 이번 연구의 고온

기의 대조구와 코발트 첨가구의 반추위 내 plyum 수준의 미

생물 군집 변화 결과, Bacteroidetes, Firmicutes 및

Proteobacteria가 가장 높은 군집 비율을 보였으며, 그중

Bacteroidetes 비율은대조구에비해코발트첨가구에서증가

하였으나, Firmicutes는 코발트 첨가구에서 증가하는 결과를

보였다 (Figure 1).

이번 연구에서 genus 수준의 Ruminococcus와 species 수준

의 Ruminococcus sp. JE7A12 군집은코발트첨가구에서높은

비율을보였으며 (p<0.05), genus 수준의 Desulfovibrio 군집은
대조구에서 높은 비율을 보였다 (p<0.05). 또한 Acetate 생성
관련 미생물인 Anaeroplasma와 Shuttleworthia 군집은 두 그

룹간차이를보이지않았지만, phylum 수준의Acetinobacteria

군집은 코발트 첨가구에서 높은 비율을 보였다 (p<0.05).
Proteolytic 계열 bacteria는 반추위 내 NH3-N과 관련이 있으

며, 고온기에서 농도가 감소한다고 알려져 있다. 이번 연구의

NH3-N 농도는 고온기의 대조구에서 낮았으며 (p<0.05),
phylum 수준의 Proteobacteria, class 수준의 alpha-proteobacteria,

beta-proteobacteria, gamma-proteobacteria 및 delta-proteobacteria

의군집또한대조구에서 낮은 비율을 보였다 (p<0.05).

[Figure 1] Comparison between control and experiment group for
individual microbial composition analyses: top 10 phylum (left) and top 6
phylum (right).

고온기의 대조구와 코발트 첨가구의 반추위 내 유의적 차

이를 보인 미생물 군집 변화 결과는 Figure 2, 3과 같다.
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[Figure 2] LefSe analysis shows key features of each group.

[Figure 3] LefSe analysis to examine effects of control and experiment
group conditions.

이번 연구를 통해 코발트 첨가 급여군에서 섬유소 분해,

acetate 및NH3-N농도관련미생물들의군집비율이높은것을

확인할수있었으며, 이는본연구에서나타난반추위발효성상

결과를밑받침할수있는결과가될수있을것으로사료된다.
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