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서 론.

반추위내 서식하는 혐기성 미생물들은 반추
동물과 상호 공생관계로서 매우 다양한 미생물
박테리아( , 109 11 프로토조아/mL; , 105 6 곰/mL;
팡이, 103 5 들이 생태계를 유지하고 있다/mL)

등 과 이들(Trinci , 1994; Russell Rychlik, 2001).
이 반추위 발효를 유지하기 위해서는 풍부한
섬유질 사료를 공급 받아야 한다 그러나 많은.
반추동물은 높은 생산성유 생산량 및 증체량을( )
유지하기 위하여 고 에너지 사료 즉 곡류 위주,
의 저 섬유질 사료가 급여되고 있는 실정이다.

반추동물용 활생제로서 Lactobacillus 이 생산한sp. FFy111-1
의 특성에 관한 연구Lactate Dehydrogenase
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ABSTRACT

The objective of this experiment is to study the possibility of lactate dehydrogenase(LDH) enzyme to prevent
lactate accumulation in the rumen. For understanding capacity of bacterial LDH in rumen environments, this
study was conducted to explore the effects of temperature, pH, VFAs and metal ions on Lactobacillus sp.
FFy111-1’s LDH activity, and the LDH activation in rumen fluid accumulated lactate. The optimum pH and
temperature of LDH were pH 7.5 and 40 , respectively. The LDH activity had a good thermostability at
range from 30 to 50 . The highest pH stability of the enzyme was at ranges from pH 7.0 to 8.0 and the
enzyme activities showed above 64% level of non-treated one at pH 6.0 and 6.5. The LDH was inactivated by
VFAs treatments but was enhanced by metal ion treatments without NaCl and CuSO4. Especially, the LDH
activity was increased to 127% and 124% of its original activity by 2 mM of BaCl2 and MnSO4 addition,
respectively. When the acidic rumen fluid was treated by LDH enzyme of Lactobacillus sp. FFy111-1, the
lactate concentration in the rumen fluid was lower compared with non-treated rumen fluid(P < 0.05). This
lactate reduction was resulted from an action of LDH. It was proved by result of purified D,L-LDH addition
that showed the lowest lactate concentration among the treatments(P < 0.05). Although further investigation of
microbial LDH and ruminal lactate is needed, these findings suggest that the bacterial LDH has the potential
capability to decrease the lactate accumulated in an acidic rumen fluid. Also, screening of super LDH
producing bacteria and technical development for improving enzyme activity in rumen environment are essential
keys for practical application
(Key words : Lactate dehydrogenase, Lactobacillus sp., Lactate accumulation)

Corresponding author : H. T. Shin, Dept. of Food and Biotechnology, Faculty of Life Science and Technology,
Sungkunkwan University, Suwon, 440-746, South Korea. Tel : 031-290-7804, Fax : 031-290-7904,
E-mail : htshin@skku.edu.



Sung et al. ; Lactate Dehydrogenase as a Ruminant Probiotic

－ －626

곡류사료는 Streptococcus bovis 또는 Lactobacillus
와 같은 반추위내 대표적 유산 생성균들이sp.

빨리 증식 할 수 있는 탄소원인 전분을 다량
제공한다 과 과(Russell Hino, 1985; Moore Martin,

따라서 곡류 위주의 농후사료 공급은 이1991).
들의 증식과 성장 촉진 유산 의 반, (lactic acid)
추위내 다량 축적 반추위내 저하 반추위, pH ,
섬유소 소화 장애 및 대사성 질병을 일으킨다

유산 은 휘발성지방산(Slyter, 1976). (pK 3.9)
(V 보다 산도가 매우 강하기 때문FA, pK 4.5)
에 반추위 급성 산중독증 반추위내( pH < 5.5)
의 주원인으로 알려져 있다 이러한 유산중독.
과 저하를 예방하기 위하여 미생물pH (Kung
과 항생제 등 및Hession, 1995), (Coe , 1999)
완충제 등 등을 이용하여 반추위(Aslan , 1995)
발효조작이 다각도로 시도되었으며 이러한,
노력은 반추위 기능을 다소 증진시킬 수 있었
지만 아직 해결하여야 할 문제점들이 많이 남
아있다.

는 반추위 미생물Lactate dehydrogenase(LDH)
이 탄수화물을 이용하는 대사에 있어 와lactate

사이에 가역반응을 일으키는 효소로써pyruvate
과 반추위내 를 생(Russell Rychlik, 2001), lactate

성하는 대표적 박테리아로 알려진 Streptococcus
bovis와 Lactobacillus 뿐만 아니라sp. lactate
를 이용하는 반추위 박테리아 Selenomonas
ruminantium과 Megaspera elsdenii도 를 생LDH
산하며 이들에 대한 연구가 등Scheifinger

그리고 와 에 의하여(1975) Hino Kuroda(1993)
수행되었다 그러나 반추위내 생성 및. lactate
이용과 관련하여 의 기능을 이해하고 반LDH
추위 산증독을 조절하기 위해서는 에 대한LDH
더 많은 연구가 요구된다.

는 미생물의 종류에 따라 다른 형태의LDH
효소 및 와(L-nLDH, D-nLDH, L-iLDH D-iLDH)
다양한 효소학적 특성이 있고 특히 이들은 반,
응환경에 따라 다른 반응역가를 나타낸다

일반적으로 박테리아가 생성한(Garvie, 1980).
는LDH pH 6.0 그리고8.0 25 에서 최적30℃

반응을 보이나 어떤 미생물들은 또는pH 5.3
그리고8.6 55 의 조건에서 최적 활성을60℃

갖는 를 분비한다고 보고 되었LDH 다(Weerkamp
와 등 그리고MacElroy, 1972, Wrba , 1990).

역가는 과 에 의해 억제되LDH oxamate oxalate
고 금속이온, (Cd2+, Hg2+, Mn2+, Co2+, Ca2+ 과 황)
화합물[CuSO4, (NH4)2SO4 에 의해 영향을 받는]
다고 보고 되었다 등(Hensel , 1977; Strasser de

등 그리고 반추위내에는 효소활성Saad , 1986).
에 영향을 줄 수 있는 많은 요인 즉 온도, pH,
외부로부터 유입된 사료와 그들의 구성 성분,
반추미생물의 대사산물 등이 있다.
따라서 반추위내 유산축적 방지용 활생제로

를 활용하기 위한 기초적lactate dehydrogenase
단계로써 본 생명공학 연구실에서 선별한, ,

효소활성이 가장 좋은 박테리아LDH Lactobacillus
이 생성하는 효소를 이용하여 반sp. FFy111-1 ,

추위내에서 효소작용에 영향을 줄 수 있는 대
표적 요소인 온도 금속이온들에 대pH, , VFA,
한 효소활성을 평가하고 반추위액내LDH ,

에 대한 반응역가를 평가하여 이들lactate LDH
의 활용 가능성을 검증하고자 본 연구를 수행
하였다.

재료 및 방법.

1.

본 연구는 다양한 샘플로부터 분리한 여240
종의 미생물중 역가lactate dehydrogenase(LDH)
가 가장 좋은 Lactobacillus 을 사sp. FFy111-1
용하였다 그리고 본 균주가 생산하는 효소의.
활성을 평가하기 위하여 여러 조건의 효소반응
환경을 조성하여 수행하였으며 효소의 반응 환
경 조성을 위한 요소로는 다양한 범위의 온도
와 의 영향 그리고 여러 농도의 다양한 휘pH
발성 지방산과 금속이온에 대한 효소 활성을
측정하였고 반추위액에서 에 대한 효소작lactate
용도 평가 하였다.

2. Lactate dehydrogenase

효소액 준비를 위하여 균주는 tryptic soy
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와broth(TSB, DIFCO) 0.03%(w/vol) yeast extract
를 함유하고 있는 배양액 를 의10 mL 40 mL
튜브에서 두 번 계대배양 후에 배양액에TSB
서 를 유지하면서 시간 배양하였다 그39 24 .℃
후 배양액은 에서 분간 원심분리4 10 (12,000℃ ×
g한 후 상등액은 버리고 수거된 박테리아를)

로 세척하고 효소0.05M Tris-HCl buffer(pH 7.0)
액을 추출하기 위하여 사용되었다 효소액은.
수거된 박테리아를 초음파분쇄기(VCX 400,

로 분쇄 후에 원심Sonic & Materials Inc., USA)
분리(20,00 × g 하여 상등액을 이용하였, 10 min)
다 초음파 분쇄하는 동안 분쇄된 박테리아는.

염색 후 현미경으로 계속 관찰하여 박테Gram
리아가 이상 분쇄 될 때까지 분쇄하였으80%
며 총 소요시간은 분10 (on: 3 sec; off: 5 sec; 20

이었다kHz, pulse 40%) .

3. LDH

역가는 가 사용한 측LDH Bergmeyer(1974) UV
정방법에 따라 다음과 같이 측정하였다 효소.
반응을 위한 총 혼합액은 로0.5 mL 50 mM
Tris-HCl(pH 7.0), 12.5 mM L-lactate(sodium salt),
1.5 mM nicotinamaid adenine dinucleotide(NAD)
와 조효소액샘플의 효소 역가에 따라( 1 2

의 단백질을 함유하였다 효소반응은mg/mL ) .
2 에서 조효소액을 넣은 시점부터 시작되었5℃
으며 분 후 효소반응으로 생성된 를, 20 NADH
UV spectrophotometer(Specord S100, Analytik

를 이용Jena, Carlzeiss Technology, Germany)
에서 흡광도를 측정하였다 의 효소340 nm . LDH

역가는 단백질량의 조효소액이 분간 효1 mg 1
소반응에 의해 생성된 의 량NADH µmole (µmole

으로 나타내었다 그리NADH/ mg protein/ min) .
고 의 상대비교 역가 는 최LDH (relative activity)
고또는 비처리 효소역가에 대한 상대비율( ) (%)
로 나타내었다 조효소액의 단백질 정량은.
Coomassie Protein Assay Reagent Kit(Pierce,

를 사용하여 에서 흡광도를 측정하USA) 595 nm
였으며, bo 을 표vine serum albumin(Sigma, USA)
준단백질로 사용하였다(Bradford, 1976).

4. pH LDH

반추위내 정상적 온도와 를 근거로 다양pH
한 범위의 온도와 가 의 효소 활성에pH LDH
미치는 영향을 구명하기 위하여 는pH 3.0

범위와 온도는11.0 10 에서 효소 활성을60℃
측정하였다 그리고 와 온도에 대한 효소의. pH
안정성을 평가하기 위해서 pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,

과 인 각각의 완충제와 조7.0, 8.0, 9.0, 10.0 11.0
효소액을 로 혼합하여 에 분간 방치1:1 39 30℃
한 후 남아 있는 효소의 역가를 측정하여 비교
하였다 그리고 온도는 과 에. 30, 40, 50, 60 70℃
조효소액을 분간 보관하면서 분마다 효소60 10
의 활성을 측정하여 남아있는 효소의 역가 변
화를 비교하였다 그리고 각각의 의 범위에. pH
적합한 완충제(50 mM citrate, pH 3.0 5.0; 50
mM acetate, pH 4.0 6.0; 50 mM MES sodium
salt, pH 5.0 8.0; 50 mM potassium phosphate,
pH 6.0 8.0; 50 mM sodium phosphate, pH 7.0
9.0; 50 mM borate, pH 7.0 10.0; 50 mM
glycine, pH 9.0 를 제조하여 사용하였다11.0) .

5. VFAs LDH

휘발성 지방산과 금속이온이 의 효소 활LDH
성에 미치는 영향을 구명하기 위하여 휘발성지
방산 으로는 반추위내 존재하는 대표적(VFAs)

인VFAs acetate, propionate, butyrate, valerate,
과 를 각각 과isobutyrate isovalerate 0.5 10, 20, 30
의 농도로 제조하였고 금속이온으로는40 mM

BaCl2, ZnCl2, CoCl2, CaCl2, NaCl, KCl, MgSO4,

MnSO4, CuSO4과 FeSO4를 각각 과2 mM 10
로 제조하여 사용하였다 그리고 제조된 각mM .

각의 용액과 효소액을 각각 씩 혼합하여0.5 mL
에 분간 방치한 후 남아 있는 의 역39 30 LDH℃

가를 평가하였다.

6. lactate LDH

반추위액내에서 에 대한 의 작용을lactate LDH
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평가하기 위하여 가 축적된 반추위액은lactate
실험관내 반추발효(in vitro rumen fermentation)
를 통하여 얻었다 반추발효는 실험관. (125 mL

내에서 반추위액 에serum bottle) (50 mL) 55%
soluble starch, 26% glucose, 6% cellulose, 7%

와 로 구성되어 있는 산cellobiose 6% trypticase
생성 혼합기질을 첨가하여 에서 시2.5% 39 20℃
간 배양하였다 이때 실험관 반추발효에 사용한.
반추위액은 반추위에 누관이 설치된 Holstein

으로부터 채취하여 사용하였으며 모든(550 kg)
과정은 혐기적 상태에서 진행되었다.
반추위액내 에 대한 의 작용을 평lactate LDH
가하기 위하여 효소액 과 상기 반추위(0.2 mL)
액 을 혼합하여 에서 분 반응한(1.8 mL) 39 30℃
후에 반추위액내 감소한 량을 측정하였lactate
으며 순수한 를, LDH(Sigma L2881 and L3936)
이용하여 반추위액내 의 효소작용을 비교LDH
검토하였다 정량은. Lactate carboxylic acid
column (25 c 이 장착된m, 4.6 mm, Supelco, USA)
HPLC (Varian 9012, Optimize Technologies Inc.,

를 이용하여USA) 200 mM phosphoric acid(0.8
mL/ 에서 분석하였다min) .

7.

시험을 통해 얻어진 연구 결과의 수치는 SAS
(199 의6) ANOVA(Analysis of Variance) Procedure
로 분석하였고 처리간 유의성을 위해, Duncan's

를 이용하였다multiple range test(Duncan, 1955) .

결과 및 고찰.

1. Lactate dehydrogenase

반추동물의 반추위내 정상적인 온도와 는pH
와 로 알려져 있으나 반추위내 는 여39 6.8 pH℃

러 요인에 의하여 영향을 많이 받는다 따라서.
온도와 가pH Lactobacillus 이 생산sp. FFy111-1
하는 효소활성에 미lactate dehydrogenase(LDH)
치는 영향은 에서 보는 바와Fig. 1, 2, 3, 4 같다.

효소활성의 최적 온도를 구명하기 위하LDH

여 효소액을 사용하여 10 까지의 각 온도60℃
별로 효소활성을 측정한 결과 40 (3.92 µmole℃

에서 최대 활성을 나타내었다NADH/min/mg)
그리고 와 에서는 각각 최고 효(Fig. 1). 35 45℃

소역가의 과 의 역가를 나타내었으며 비98 95% ,
교적 넓은 온도 범위(30 에서 좋은 효소50 )℃
활력( > 을 나타내었다 그리고 그 외의 온80%) .
도에서는 낮은 효소활력을 나타냈고 이상50℃
에서는 효소역가가 급속히 떨어지는 현상을 보
였다 효소의 온도 안정성은 에서와 같이. Fig. 2
30 까지의 각각의 온도에서 분 동안 효70 60℃
소역가를 측정한 결과 에서 가장 좋은 안30℃
정성을 나타내었다 는 에서 분 동. LDH 30 60℃
안 비처리 효소의 이상의 효소 활성을 유90%
지하였으며 에서도 의 효소 활성을 유, 40 80%℃
지하였다 그리고 과 에서는 분 동안. 50 60 10℃

이상의 효소활성을 유지하였으나 분 후60% 60
에는 이하의 효소 활성을 보였다 그러나40% .
에서는 가장 나쁜 안정성을 보였으며 분70 60℃

후 단지 의 효소활성을 나타내었다 본 실험6% .
에 사용한 것과 같은 종의 균주(Lactobacillus
acidiphilus, Lactobacillus plantarum 를 사용한)
다른 연구 와 등(Dennis Kaplan, 1960; Gasser ,

에서도 본 실험 결과와 유사한 온도 범위에1970)
서 효소 활성을 나타내는 것으로 보고 하였다.

Fig. 1. Comparisons of lactate dehydrogenase
(LDH) activity at different temperatures.
Relative activity(%) was based on the
highest enzyme activity of LDH.
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Fig. 2. Thermal stability of lactate dehydro-
genase(LDH) at different temperature
( ) based on untreated LDH activity.

효소활성에 미치는Lactate dehydrogenase pH
의 영향은 여러 연구들 등(Gasser , 1970; Hensel
등 에 의하여 보고 되었으, 1977; Garvie, 1980)
며, Lactobacillus 이 생산하는sp. FFy111-1 LDH
효소활성의 최적 를 알기 위하여pH pH 3.0

까지의 각 별 효소 활성을 측정한 결과10.0 pH
에서 최대 활pH 7.5(2.68 µmole NADH/min/mg)

성을 나타내었다 전반적으로 효소(Fig. 3). LDH
역가는 알칼리성 범위에서 산성 보다 높pH pH
은 경향을 나타내었다 는. LDH pH 7.0 의8.5
범위에서 최고 효소역가의 이상 활성을90%
보였으나 과 에서는 각각pH 6.0 6.5 와 의64 79%
효소활성을 나타냈다 본 실험과 유사한 결과.
로 와 과 등 은Dennis Kaplan(1960) Gasser (1970)
L. plantarum과 L. acidophilus가 각각 와pH 7.5

에서 활성이 가장 높은 것으로 보pH 7.8 LDH
고하였다 에서와 같이 사용한 완충제에. Fig. 3
따라 효소활성이 차이를 보였는데 이는 완충제의
화학적 특성에 의해 발생한 것으로 phosphate,

과 와 같은 완citrate, Tris-glycine sodium acetate
충제가 효소억제 작용이 있다고 다른 연구

등 과(Brown , 1975; Gordon Doelle, 1976; Garvie,
에서 보고한 바 있다1980) .

반추위내의 는 섭취하는 사료에 의해 영pH
향을 많이 받으며 특히 곡류사료의 과다급,
여는 반추위내 를 이하로 떨어뜨리고pH 6.0

Fig. 3. Effects of pH using different buffer so-
lution on lactate dehydrogenase (LDH)
activities.
CSC : Citrate-Sodium citrate.
ASA : Acetate-Sodium acetate.
MDPP : Mono-Dipotasium phosphate.
MDSP : Mono-Disodium phosphate.
THT : Tris HCl-Tis.
BSB : Borate-Sodium borate.
GLN : Glycine.
MES : 2-Morpholinoethanesulfonic acid

monohydrate.

급성 산중독증은 이하 일 때 발생한pH 5.0
다 등 따라서 효소의(Owens , 1998). LDH pH
안정성을 조사하기 위하여 pH 2.0 에서11.0
효소액을 분간 처리한 후 효소의 활성을30
비교한 결과 과 에서 가장 높은 안pH 7.0 8.0
정성을 보였다 는(Fig. 4). LDH pH 6.0 의9.0
범위에서는 가장 높은 안정성을 보인 효소역
가의 이상 효소활성을 유지하였으며93% ,

에서는 이상의 효소활성을 유지pH 5.5 75%
하였다.
따라서 Lactobacillus 이 생산하는sp. FFy111-1
효소활성을 위한 최적 는 로 정상의LDH pH 7.5

반추위 보다 다소 높았지만 에서pH 6.8 pH 5.5
이상의 안정성을 보이고75% 35 의 온도45℃

범위에서 최적 효소활성과 높은 안정성을 유지
하는 것을 고려할 때, Lactobacillus sp. FFy111-
이 생산한 를 반추위에 적용하였을 경우1 LDH
에 효소 활성을 나타낼 것이라고 사료된다.



Sung et al. ; Lactate Dehydrogenase as a Ruminant Probiotic

－ －630

Fig. 4. Stability of lactate dehydrogenase(LDH)
at different pH.
Relative activity(%) was based on the
highest activity of LDH.

2. VFAs LDH

는 반추위내 미생물의 대사산물로써 이VFAs
들의 농도는 사료의 형태 및 발효 시간에 따라
많은 영향을 받는다 등 따라서(Owens , 1998).

활성을 여러 농도의LHD VFAs(0.5, 10, 20, 30
및 로 분간 처리를 한 후 효소의 역40 mM) 30
가를 측정하여 처리하지 않은 효소 역가와 비
교한 결과는 와 같다Fig. 5 .

Fig. 5. Effects of different volatile fatty acid
addition on lactate dehydrogenase(LDH)
activities.
Relative activity(%) was based on enzyme
activity of untreated LDH activity.

의 효소활성은 본 실험에 사용한 모든LDH
들에 의하여 억제되는 예민한 반응을 보VFAs

였다 효소액을 의 로 처리하였을. 0.5 mM VFAs
때 활성은 와 에LDH acetate, propionate butyrate
서 각각 비처리 활성의 과 의LDH 88, 90 88%
효소활성을 나타내었으나 과, valerate, isobutyrate

은 각각 와 로 낮은 효소활isovalerate 59, 75 60%
성을 유지하였다 그리고 를 처리. 10mM VFAs
를 하였을 때 과 에서만butyrate isobutyrate 70%
이상의 효소활성을 유지하였으며 다른LDH

에서는 이보다 낮은 효소활성을 유지하였VFAs
다 전반적으로 모든 처리에서 는 처. LDH VFAs
리 농도가 증가할수록 효소활성이 감소하였으
며 로 처리하였을 때 모든 처리, 40 mM VFAs
구의 효소활성은 2 정도만 남아있었다7% .

효소활성과 의 관계에 대한 연구결LDH VFAs
과는 많지 않지만 등 은Brown (1975) sodium

에 대한 효소활성 억제현상을 보고한 바acetate
있다 그리고 는 아니지만 와. VFA Crow Prichard

는 이 효소활성에 영향을 주(1977) citrate LHD
었다고 보고하였으며 본 실험 의 반응 특, (LDH
성에서도 완충제로 사용한 각종 유기산들에)
따라 효소활성이 다르게 나타나는 것을LDH
알 수 있었다.

효소활성과 여러 금속이온의 관계는LDH
가 보고한 바 있으며 반추위액에는Garvie(1980) ,

사료와 함께 유입된 다양한 금속이온이 잔존한
다 따라서 다양한 금속이온과. Lactobacillus sp.

이 생산하는 효소활성과의 관계FFy111-1 LDH
는 과 같다Table 1 .
금속이온을 와 농도로 를 처리2 10 mM LDH
하였을 때 처리하지 않은 활성에 비하여LDH
전반적으로 효소활력이 향상되는 경향을 나타
내었으며 특히, 2 mM BaCl2와 MnSO4에서는
각각 비처리 효소활성의 과 으로 상당127 124%
히 증가된 효소활성을 나타내었다 그러나. NaCl

과(2 mM) CuSO4 와 에서는 효소활성(2 10 mM)
이 억제되는 경향이 나타났으며 특히, 10 mM
CuSO4에서는 활성이 크게 억제되어 의LDH 38%
효소활성만이 유지되었다. CuSO4가 Pediococcus
pentosaceus의 활성을 억제하였다는 결과LDH
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는 과 에 의하여 보고 되었으Gordon Doelle(1975)
며, Cu2+에 의해 Lactobacillus casei와 Leuconostoc
lactis의 활성이 억제되었다고 과LDH Gordon

이 발표한 바 있다Doelle(1974, 1976) .
이상의 결과와 같이 는 에 의하여LDH VFAs
효소 활성이 감소하는 경향을 보였으나 일부

에서는 이상의 효소활성을 유지하였VFAs 70%
고 금속이온에 의한 효소활성의 증진 효LDH
과를 고려할 때 Lactobacillus 이 생sp. FFy111-1
산하는 는 반추위에서도 효소 작용을 할LDH
수 있으리라 사료된다.

3. lactate LDH

본 실험에서 사용한 의 최종적 적용대상LDH
은 반추위에 축적된 이며 반추위액에는lactate ,
효소의 활성에 영향을 주는 많은 요인들이 복
잡한 상호관계를 형성하고 있다 과(Russell Hino,

따라서 산중독 상태1985; Weimer, 1992, 1996).
의 반추위액 내 에 대한 효소활성을lactate LDH
평가하기 위하여 실험관내 산중독 반추발효를

통하여 pH 4.70, 38.21 mM lactate, 144.67 mM
VFAs(51.08 molar % acetic acid, 19.68 molar %

를 갖propionic acid, 21.59 molar % butyric acid)
는 산중독 상태의 반추위액을 얻었으며 이에.
대한 의 효소작용은 과 같다LDH Fig. 6 .

이 축적된 상기의Lactate 반추위액에 두 가지
의 효소LDH (Lactobacillus 이 생산sp. FFy111-1
한 효소와 정제된 를 처리 하였LDH D,L-LDH)
을 때 반추위액내 농도가 감소되었으며lactate ,
반추위액내 농도는 각각 비처리lactate , LDH
효소처리 및 정제된 처리간의 차이는D,L-LDH
통계적으로도 인증되었다(P < 0.05). Lactobacillus
sp 의 효소를 본 반추위액에 처리하였. FFy111-1
을 때 반추위액 내 농도는 비처리 반추lactate
위액의 수준으로 감소하였다 이 같은 결78% .
과는 의 작용에 의한 것으lactate dehydrogenase
로 정제된 시판용 로 처리한 실험으로D,L-LDH
입증 할 수 있었다 정제된 시판용 로. D,L-LDH
처리한 반추위액의 농도는 비처리 반추lactate
위액의 수준을 나타내었다 이와 같은 상43% .
기 결과들은 미생물 가 반추위액내LDH lactate

Table 1. Effects of different metal ion addition on lactate dehydrogenase(LDH) activities

2 mM 10 mM

Enzyme activitya Relative activityb Enzyme activity Relative activity

Non 3.269 ± 0.134 100 3.269 ± 0.134 100

BaCl2 4.151 ± 0.204 127 3.922 ± 0.096 120

ZnCl2 3.334 ± 0.321 102 3.465 ± 0.132 106

CoCl2 3.301 ± 0.258 101 3.563 ± 0.239 109

CaCl2 3.661 ± 0.187 112 3.497 ± 0.398 107

NaCl 3.203 ± 0.098 98 3.595 ± 0.210 110

KCl 3.497 ± 0.165 107 3.367 ± 0.225 103

MgSO4 3.563 ± 0.078 109 3.791 ± 0.321 116

MnSO4 4.053 ± 0.321 124 3.759 ± 0.288 115

CuSO4 3.236 ± 0.105 99 1.242 ± 0.503 38

FeSO4 3.563 ± 0.095 109 3.628 ± 0.175 111
a Enzyme activity : µmole NADH per mg protein per min.
b Relative activity : % based on enzyme activity of non-treatment.
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축적을 줄일 수 있는 잠재적 가능성을 시사하
는 기초적 자료가 되리라 사료된다 하지만.

축적으로 인한 반추위 산중독을 해결하lactae
기 위해서는 앞으로 반추위의 복잡한 미생물대
사와 생산 생산된 와 미생물 유래lactate , lactate

그리고 이들 의 로 활용 기LDH, LDH probiotics
술에 대한 연구가 더 필요하다.

Fig. 6. Relative lactate concentrations in ru-
men fluid after treatments of lactate
dehydrobenase(LDH).
Relative lactate concentration(%) was based
on the lactate concentration in rumen flued
untreated LDH(control).
abc Different superscripts are significant
different(p < 0.05).
Control : Tris-HCl which using prepara-
tion of crude enzyme.
D,L-LDH : Mixture of L-LDH and D-LDH
(1 : 1).
L-LDH : Commercial enzyme purified
from porcine heart(Sigma L2881).
D-LDH : Commercial enzyme purified
from Staphylococcus epidermidis (Sigma
L9636).

요 약.

본 연구는 미생물 유래 lactate dehydrogenase
를 이용하여 반추위내에 축적을(LDH) lactate

예방하기 위한 가능성 검증을 목적으로 수행되
었다 미생물의 효소활성에 영향을 주는 많은.

반추위내 요인들 중 대표적인 것들 즉 온도, ,
휘발성지방산 그리고 금속이온들이pH, (VFAs)

Lactobacillus 의 효소활성에sp. FFy111-1 LDH
미치는 영향과 반추위액내 축적된 에 대, lactate
한 작용을 평가하였다LDH .

Lactobacillus 의 는 각각sp. FFy111-1 LDH pH
와 에서 가장 좋은 효소 활력을 보였다7.5 40 .℃

온도 안정성은 에서 가장 좋게 나타났으며30℃
30 의 온도 범위에서는 이상의 활성50 80%℃
을 유지하였다 그리고 안정성은 과. pH pH 7.0
에서 모두 가장 좋은 결과를 나타냈으며8.0 pH
과 에서 이상의 효소활성을 유지하6.0 6.5 64%

였다 와 금속이온이 에 미치는 영향. VFAs LDH
을 측정하였을 때 처리는 효소활성, VFAs LDH
을 억제하였으나 과, NaCl CuSO4를 제외한 금속
이온 처리에서는 효소활성이 증가되었다LDH .
특히 2 mM BaCl2와 MgSO4로 처리 하였을 때
각각 비처리 효소활성의 과 수준까지127 124%
효소활성이 증진되었다.
반추위액내 축적된 에 대한 작용lactate LDH
을 보기 위하여 Lactobacillus 의 효sp. FFy111-1
소를 산중독 반추위액에 처리하였을 때 lactate
의 농도가 무처리 반추위액내 농도의lactate

수준으로 감소하였다78% (P < 이와 같은0.05).
감소는 의 작용에 의해 나타난 현상lactate LDH

으로 정제된 를 첨가한 실험결과D,L-LDH (34%
에서 입증되었다lactate) (P < 0.05).

이상의 연구 결과들을 고려하여 볼 때 미생
물이 생성한 는 반추위내 축적된 를LDH lactate
감소시킬 수 있는 충분한 가능성을 갖고 있다
고 사료된다 또한 더 좋은 미생물의 발굴과.
반추위 환경에서 활성을 높이기 위한 기LDH
술개발이 효소의 실제적 응용을 위하여LDH
필수적이다.
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