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ABSTRACT 23 

This study aimed to estimate the effects of Lactiplantibacillus plantarum LM1001 24 

culture (LPC) on fermentation characteristics and greenhouse gas emissions in the 25 

rumen. Pure starch and cellulose were mixed at a 1:1 ratio, and used as the substrate 26 

for 12 h and 24 h of rumen incubations. Rumen fluid was collected from two cannulated 27 

Hanwoo cows just before morning feeding and mixed with Van Soest medium at a 1:2 28 

ratio for the rumen buffer. The substrate (0.3 g) and rumen buffer (30 mL) were placed 29 

into the incubation bottles (n=4) with the additions of 0, 10, and 20% of LPC based on 30 

the rumen buffer (v/v). After the incubation times, total gas was measured and sub-31 

sampled for CO2 and CH4 analyses. Then, the bottle content was centrifuged for in vitro 32 

digestibilities of dry matter (IVDMD) and organic matter (IVOMD), and rumen 33 

fermentation characteristics. By increases of LPC supplementation levels, acetate 34 

content decreased (Linear, p=0.027) at 12 h of incubation time and propionate content 35 

increased (Linear, p=0.015), resulting in a decrease of the acetate to propionate ratio 36 

(Linear, p=0.035). And, total gas emission (mL/g DM) in 20% LPC was higher (p<0.05) 37 

than that in the control at 12 h incubation time, whereas CH4 and CO2 (mL/g DM, DMD 38 

and OMD) emissions were lower (p<0.05) than those in the control. In contrast, both 39 

greenhouse gas emissions (mL/g DM, DMD, and OMD) in LPC supplemented treatments 40 

were higher (p<0.05) than those in the control at 24 h incubation time. Therefore, this 41 

study concluded that LPC supplementation has benefits on greenhouse gas mitigation in 42 

the rumen at 12 h incubation time without adverse effects on nutrient digestibility. 43 
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fermentation characteristic  45 



 

 

I. 서론 46 

Probiotics 는 적절한 양을 투여했을 때 숙주의 건강을 증진시키는 살아있는 미생물로 47 

정의되며[1], 최근에는 가축의 생산성과 건강을 개선하기 위한 사료 첨가제로 널리 48 

활용되고 있다[2]. 또한 probiotics 배양물(culture filtrate)은 단순한 미생물 세포뿐만 49 

아니라 펩타이드, 효소, 항균 물질 등의 발효 대사산물을 함유하고 있어 자원화 가능성이 50 

높은 소재로 간주되고 있다[3]. 특히, 반추가축을 위한 섬유질배합사료(Total mixed ration, 51 

TMR) 제조 시 수분 공급제로 사용되고 있지만, 대부분의 배양물은 산업 폐기물로 52 

버려지고 있는 실정이다. 따라서 이들 배양물의 활용 기술은 부산물의 upcycling 과 기업의 53 

ESG (Environment, Social, Governance) 경영 측면에서 큰 의미가 있다.  54 

발효 배양물은 yeast culture, mannan oligosaccharides, culture filtrate 등 배양하는 55 

균주에 따라 그 종류가 다양하며, 반추위 발효 촉진[4], 장 건강 개선[5], 항균 효과[3] 56 

등이 있는 것으로 보고되었다. 특히, Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum)은 사람의 57 

건강 증진을 목적으로 하는 대표적인 probiotics 제조 균주로 다양한 연구가 수행되었으며, 58 

강력한 내산성과 내담즙성, 항병원성, 항산화 및 면역조절 효과 등이 보고되었다[6]. 이 59 

종은 전통 발효식품 뿐만 아니라 사일리지 발효품질 개선을 위해서도 적용되고 있으며, 60 

유럽식품안전청(EFSA)에서는 이 종의 다양한 균주들(DSM 34271, DSM 26571 등)을 61 

사일리지 첨가제로 공식 승인하였다[2,7]. 이러한 L. plantarum 배양 부산물은 젖산, 3-62 

phenyllactic acid, 효소, 펩타이드, 항균 물질 등을 함유하고 있어서 발효 촉진과 유해균의 63 

성장 억제, 저장성 향상 등의 효과가 있어서 사료 첨가제로서의 가치가 있는 것으로 64 

보고되었다[8-10]. 특히, 사탕수수, 알팔파, 포도박 등의 사일리지 제조 시 L. plantarum 65 

발효 부산물을 처리했을 때, pH 감소, 유산균(Latic acid bacteria, LAB) 수 증가, 곰팡이 66 

성장 억제 효과가 확인되었다[11,12]. 또한, L. plantarum 은 발효품질 개선에 그치지 않고, 67 



 

 

반추위 내 CH4 발생 저감 효과도 보였을 뿐만 아니라 반추위 발효 환경 개선으로 68 

암모니아태 질소 발생을 감소시켰다[13,14,15]. 69 

따라서 본 연구는 L. plantarum LM1001 을 이용하여 건강기능식품용 원료로 사용되는 70 

생균을 제조하는 과정에서 발생하는 배양물이 반추위 내 발효특성과 온실가스 발생에 71 

미치는 영향을 조사하고자 수행하였다. 72 

 73 

II. 재료 및 방법 74 

 75 

1. 배양물과 반추위 내 발효 76 

경남 진주시 소재 (주)락토메이슨에서 생산된 유산균 배양물(L. plantarum LM1001 77 

culture, LPC)을 제공받아 실험에 이용하였다. 반추위 내 발효를 위해, 경상국립대학교 동78 

물생명윤리위원회의 승인(GNU-191011-E0050)을 받아 in vitro 반추위 내 발효시험을 79 

실시하였다[16]. 반추위액은 캐뉼라가 장착된 한우 암소 2두에게 조사료와 농후사료를 4:1 80 

비율로 혼합한 사료를 체중의 약 2%를 급여한 후 익일 아침 사료 급여 직전(08:00)에 채81 

취하였다. 채취한 위액은 4겹의 cheese cloth를 이용해 여과하였으며, 여과된 반추위액은 82 

밀폐된 보온용기에 담고 CO2 충진을 통해 혐기적 상태를 유지하여 실험실로 이동하였다. 83 

이동한 위액은 Van Soest medium과 1:2 비율로 혼합하여 rumen buffer를 제조하였다. 반84 

추위 내 발효특성 조사를 위한 기초사료는 전분(Sigma-Aldrich, S4180, MO, USA)과 셀룰85 

로오스(Sigma-Aldrich, C6413, MO, USA)를 1:1로 혼합하여 사용하였다. 제조된 기초사료 86 

0.3 g과 rumen buffer 30 mL을 125 mL serum bottle에 넣고(n=4), rumen buffer를 기준87 

으로 LPC를 0(대조구), 10 및 20% 첨가한 3처리구를 설정하여 39℃ CO2 incubator에서 88 

12시간과 24시간 동안 각각 배양하였다. 배양이 종료된 후에는 Digital manometer (06-89 



 

 

664-21 Fisher Scientific Pittsburgh, PA, USA)를 사용하여 total gas 발생량을 측정하였90 

으며[18], 약 10 mL의 가스를 CH4와 CO2 분석용으로 포집하였다. 또한 반추위 내용물은 91 

4℃에서 15분간 3,000 rpm으로 원심분리(1248R, Labogene, Gimpo, Korea) 하여 상층과 92 

하층을 분리하였다.  93 

2. 반추위 내 소화율, 발효특성 및 가스 발생량 94 

원심분리한 하층은 105oC 열풍건조기에서 48시간 건조하여 in vitro 건물 소화율(In 95 

vitro dry matter digestibility, IVDMD)을 측정한 후 550oC 회화로(Muffle furnace, 96 

Nabertherm, Liliental, Germany)에서 5시간 소화시켜 유기물 소화율(In vitro organic 97 

matter digestibility, IVOMD)을 분석하였다. 또한 원심분리한 상층은 pH, 휘발성지방산98 

(Volatile Fatty Acid, VFA) 및 암모니아태 질소(Ammonia-N) 분석에 이용하였다. pH는 99 

pH meter (SevenEasy, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland)를 이용하였으며, VFA100 

는 auto sampler (L-2200, Hitachi, Tokyo, Japan), UV detector (L-2400, Hitachi, 101 

Tokyo, Japan) 및 column (MetaCarb 87H, Varian, CA, USA)이 장착된 HPLC를 이용하102 

였으며[16], ammonia-N은 비색법에 준하여 분석하였다[17]. 한편, 포집된 가스는 TCD 103 

detector와 column (Supelco, Bellefonte, PA, USA)이 장착된 gas chromatography 104 

(Agilent Technologies HP 5890, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 CH4와 CO2 발생량105 

을 분석하였다[19]. 106 

 107 

3. 통계처리 108 

본 연구에서 얻어진 결과는 LPC 첨가수준에 의한 변화를 조사하기 위하여, PROC GLM 109 

(General linear model) SAS (Statistical analysis system) program (SAS Institute Inc., 110 

Cary, NC, USA)을 이용하여 polynomial contrasts (linear and quadratic effects)를 111 

분석하였다. 또한 처리구간의 유의성 검증은 Tukey’s test (p<0.05)을 통해 실시하였다.  112 



 

 

 113 

III. 결과 및 고찰 114 

 115 

1. 반추위 내 소화율과 발효특성(12 h) 116 

반추위 내 LPC 첨가수준을 달리하여 12시간 동안 발효시켰을 때, 영양소 소화율과 발효117 

특성에 미치는 영향을 조사한 결과는 Table 1과 같았다. LPC 첨가수준이 건물(IVDMD)과 118 

유기물(IVOMD) 소화율에는 영향을 미치지 않았다(p>005). 하지만, LPC 첨가수준이 증가119 

함에 따라 반추위 내 acetate 함량(linear, p=0.027)은 감소하고, propionate 함량(linear, 120 

p=0.015)은 증가하였으며, 이로 인해 A:P 비율(linear, p=0.035)은 감소하였다. 특히, 반121 

추위 내 acetate 함량(p<0.05, 67.2 vs. 65.6% of M)은 대조구가 LPC 20% 첨가구에 비해 122 

높았으며, propionate 함량(p<0.05, 21.3 and 21.2 vs. 19.8% of M)은 LPC를 첨가한 모든 123 

처리구가 대조구에 비해 높았다. 124 

반추가축에게 유익한 균주 또는 그 배양물을 급여했을 때, 유기산, 펩타이드, 효소 등과 125 

같은 유효성분으로 인해 반추위 내 소화율이 증가하는 것으로 보고되었다[11,12]. 특히, L. 126 

plantarum BX62를 적용하였을 때 건물 소화율이 증가하였으며[13], Ongole 품종의 교잡우127 

에 L. plantarum을 급여하였을 때, 반추위 안정화로 유기물 소화율이 증가하였다고 보고되128 

었다[20]. 하지만, 본 연구에서는 LPC 첨가수준이 건물과 유기물 소화율에 영향을 미치지 129 

않았는데, 이것은 반추위 내용물과 미생물, 발효시간, 기초사료 등의 차이에 기인한 것으로 130 

사료된다. 한편, 박테리오신 생성 L. plantarum을 알팔파 사일리지 제조 시 접종하였을 때, 131 

반추위 내 propionate 함량이 증가한다고 보고되었다[21]. 또한 동일한 균주를 옥수수 사132 

일리지 제조 시에 접종하였을 때, 반추위내 pH와 total VFA 농도에는 영향을 미치지 않았133 

으나, propionate 함량은 증가하고 acetate 함량은 감소한다고 보고하였는데[22], 본 연구134 



 

 

에서도 선행연구들과 유사한 연구결과가 확인되었다.  135 

 136 

2. 반추위 내 가스 발생량(12 h) 137 

반추위 내 LPC 첨가수준을 달리하여 12시간 동안 발효시켰을 때, total gas, CH4 및 CO2 138 

발생량에 미치는 영향을 조사한 결과는 Figure 1과 같았다. 건물기준 total gas 발생량139 

(mL/g DM)은 LPC 첨가수준이 증가할수록 증가하였으며(linear, p=0.014), 건물 소화율140 

(mL/g DMD)과 유기물 소화율(mL/g OMD) 기준에서는 감소하였다(quadratic, p<0.05). 한141 

편 LPC 첨가수준이 증가할수록 CH4 발생량은 건물(quadratic, p<0.001), 건물 소화율142 

(quadratic, p=0.025) 및 유기물 소화율(quadratic, p=0.009) 기준 모두에서 감소하였으며, 143 

CO2 발생량도 건물, 건물 소화율 및 유기물 소화율 기준 모두(quadratic, p<0.05)에서 감소144 

하였다. 특히, LPC 20% 첨가구에서 CH4와 CO2 발생량이 가장 낮았다(p<0.05).  145 

반추위 내 유기물 대사과정에서 발생하는 gas는 사료의 gross energy 손실을 유발하는 146 

대표적인 예이며, 특히 CH4 발생은 반추위에서 탄소 손실과 에너지 손실의 주요 경로이며, 147 

이에 관여하는 methanogens는 수소를 이용해 CH4를 생성함으로써 발효 중 환원균의 역할148 

을 한다[14,22]. 한편, 박테리오신 생성 L. plantarum을 반추가축에 적용하였을 때, CH4 발149 

생량은 감소하고, propionate 비율이 증가하였다는 선행연구들의 결과에서 와 같이150 

[13,14,21], 본 연구에서도 LPC 20% 첨가구에서 유사한 결과를 보였다. 이와 같이, 박테151 

리오신 생성 L. plantarum 적용 시, propionate 비율은 증가한 반면 acetate 비율이 감소한 152 

것은 탄소 흐름이 CH4 생성과 연관된 acetate 경로에서 수소를 소비하는 propionate 경로153 

로 이동했기 때문인 것으로 사료되며, 이는 반추위 내 CH4 발생량 저감과 사료의 gross 154 

energy 이용 효율 향상에 기여할 수 있을 것이다. 한편, 반추위 내 CO₂는 주로 발효 중 155 

탈탄산 반응이나 포도당 대사의 산물로 생성되며, 본 연구에서 20%의 CO₂ 발생량이 낮았156 



 

 

던 것은 L. plantarum 배양액의 산성 조건에 의해 탈탄산 반응이 억제되었거나, 유기산 축157 

적으로 인해 중간 대사산물의 생성 경로가 제한되었을 것으로 사료된다[12].  158 

 159 

3. 반추위 내 소화율 및 발효특성(24 h) 160 

반추위 내 LPC 첨가수준을 달리하여 24시간 동안 발효시켰을 때, 영양소 소화율과 발효161 

특성에 미치는 영향을 조사한 결과는 Table 2와 같았다. 반추위 LPC 첨가수준이 반추위 내 162 

pH(quadratic, p=0.015)와 A:P 비율(linear, p=0.007)을 제외한 영양소 소화율(IVDMD와 163 

IVOMD)과 반추위 내 발효특성에는 영향을 미치지 않았다(p>005). 반추위 내 164 

pH(quadratic, p=0.044)와 A:P 비율(linear, p=0.007)은 LPC 첨가수준이 증가함에 따라 165 

감소하였다. 특히, 반추위 내 pH는 LPC 10% 첨가구가 LPC 20% 첨가구에 비해 높았으며166 

(p<0.05, 6.47 vs. 6.37), A:P 비율은 대조구가 LPC 20% 첨가구에 비해 높았다(p<0.05, 167 

2.70 vs. 2.62).  168 

박테리오신과 같은 항균물질, 소화효소 등 다양한 유용물질을 생성하는 것으로 알려진 L. 169 

plantarum 균주를 반추위 내 또는 사일리지 제조 시 접종한 선행연구들에서 사일리지 발효170 

품질과 반추위 내 영양소 소화율 개선, 반추위 내 발효특성(ammonia-N과 VFAs) 향상 등171 

의 긍정적인 효과들이 보고되었다[9,12,13,20,21]. 하지만, 본 연구에서는 L. plantarum 배172 

양 부산물인 LPC를 반추위에 첨가하여 24시간 발효시켰을 때, pH와 A:P 비율을 제외한 모173 

든 분석값에서 유의적인 차이를 보이지 않았다. 이러한 결과는 균주를 직접 적용한 것이 아174 

니라 발효 배양물을 적용한 차이에서 기인하는 것으로 보인다. 또한, 선행연구들은 일반적175 

인 축우용 사료에 균주를 적용한 반면, 본 연구에서는 상대적으로 반추위 내 분해가 쉽고 176 

빠른 정제 전분과 셀룰로오스를 기질로 사용하였기 때문에 상이한 결과를 보이는 것으로 사177 

료된다[25]. 반면, 본 연구에서 LPC 첨가수준이 증가함에 따라 반추위 내 pH가 quadratic 178 



 

 

하게 감소하는 결과를 보인 것은 비록 유의적인 차이는 없었으나, in vitro 반추위 내 발효 179 

시 pH에 직접적으로 영향을 미치는 ammonia-N과 total VFA 함량의 quadratic한 변화에 180 

기인한 것으로 보인다. 또한 A:P 비율이 linear하게 감소한 결과도 유의적인 차이는 없었으181 

나, 반추위 내 acetate 함량 감소와 propionate 함량 증가에 기인한 것으로 보인다.  182 

 183 

4. 반추위 내 가스 발생량 (24 h) 184 

반추위 내 LPC 첨가수준을 달리하여 24시간 동안 발효시켰을 때, total gas, CH4 및 CO2 185 

발생량에 미치는 영향을 조사한 결과는 Figure 2와 같았다. 반추위 내 LPC 첨가수준이 증186 

가할수록 건물 기준 total gas 발생량(mL/g DM)은 감소하였으나(quadratic, p=0.007), 건187 

물 소화율(mL/g DMD)과 유기물 소화율(mL/g DMD) 기준으로는 증가하였다(linear, 188 

p<0.05). 하지만, 건물(mL/g DM), 건물 소화율(mL/g DMD) 및 유기물 소화율(mL/g OMD) 189 

기준 CH4와 CO2 발생량은 LPC 첨가수준이 증가할수록 증가하였다(linear, p<0.01). 특히, 190 

total gas 발생량(mL/g DM)은 LPC 10% 첨가구가 대조구와 LPC 20% 첨가구에 비해 낮은191 

(p<0.05) 반면, CH4와 CO2 발생량은 LPC를 첨가한 모든 처리구가 대조구에 비해 높았다192 

(p<0.05).  193 

LPC 첨가수준에 따른 반추위 내 온실가스 발생량은 발효 12시간과는 상이한 결과를 보194 

였다. 특히, LPC 첨가수준이 증가함에 따라, CH4와 CO2 발생량이 발효 12시간에는 감소한 195 

반면, 24시간 이후에는 증가하는 경향을 보였으며, 이는 발효시간이 경과함에 따라 반추위 196 

내 미생물 군집과 이들의 대사경로가 변화하였음을 시사한다[25]. L. plantarum을 적용한 197 

선행연구에서 반추위 내 발효 초기에는 methanogens의 성장을 억제할 수 있었지만, 발효198 

시간이 경과함에 따라 반추위 내 미생물 군집과 수소 이용 경로를 변화시켜 CH4 발생량을 199 

증가시킬 수 있다고 하였다[23]. 또한, L. paraplantarum을 옥수수 사일리지에 첨가하였을 때, 200 



 

 

발효초기에는 propionate 등의 유기산 함량을 증가시켰으나, 발효가 진행될수록 CH4 발생201 

량이 증가하였다고 보고하였는데[24], 이러한 연구결과들은 본 연구에서도 확인할 수 있었202 

다. 한편, CH4 생성은 반추위 내에서 수소의 주요 소비 경로 중 하나이며, 경쟁적으로 작용203 

하는 propionate 경로가 활성화되지 않을 경우 methanogens이 수소를 독점할 수 있다204 

[25]. L. plantarum을 첨가 시 초기 CH4 생성이 억제되었지만, 24시간 이후에는 유기산 축205 

적 및 환원반응 촉진으로 CH4 합성량이 다시 증가할 수 있다[20]. 본 연구에서 A:P 비율206 

이 감소하였으나, CH4와 CO₂ 발생량이 동시에 증가한 것은 수소 이용경로가 CH4 생성 경207 

로로 다시 전환되었을 가능성을 시사한다.  208 

 209 

IV. 결론 210 

본 연구는 L. plantarum LM1001 균주를 이용한 probiotics 제조과정에서 생산되는 211 

부산물인 발효 배양물(LPC)의 사료자원화 가능성을 조사하기 위해 수행하였다. 이를 위해, 212 

LPC 첨가수준을 달리하여 반추위액과 in vitro incubation 을 실시하였을 때, 발효 12 시간과 213 

24 시간에 영양소 소화율(건물, 유기물)은 처리구간 차이가 없었다. 한편, 발효 12 시간에는 214 

LPC 첨가수준이 증가함에 따라 반추위 내 acetate 함량은 감소하였고 propionate 함량은 215 

증가하였으며, 이로 인해 A:P 비율이 감소하였다. 특히 LPC 20% 첨가구에서는 CH4 와 216 

CO2 발생량이 감소하였다. 반면, 발효 24 시간에는 LPC 첨가수준이 증가함에 따라 217 

A:P 비율은 감소하였으나, CH4 와 CO2 발생량은 증가시켰다. 이상의 연구결과에서, 산업적 218 

폐기물인 LPC 가 반추위 내 CH4 저감 효과가 있는 것으로 확인되어 사료자원으로서 활용 219 

가능성이 있는 것으로 보이지만(12 시간), 장기간 발효 시(24 시간)에는 오히려 부정적인 220 

영향을 미쳤다. 따라서, 발효기간, 첨가수준, 사료종류 등에 따른 반추위 내 LPC 첨가 221 



 

 

효과를 추가적으로 구명한다면, 폐기되는 자원의 upcycling 기술개발과 기업의 ESG 경영에 222 

기여할 수 있을 것으로 사료된다. 223 
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Table 1. Effects of LPC supplement levels on digestibility and fermentation 318 

characteristics incubated with rumen buffer for 12 h  319 

 
LPC supplement levels, % 

SEM 
Contrasts 

0 10 20 Linear Quadratic

Digestibility, % DM       

IVDMD 54.3 53.3 54.9 7.492 0.913 0.840 

IVOMD 52.3 52.9 52.5 3.488 0.667 0.981 

Fermentation characteristics      

pH 6.79 6.76 6.72 0.046 0.112 0.890 

Ammonia-N, mg/dL 11.2 11.6 10.5 0.664 0.278 0.260 

Total VFA, mM/L 84.6 84.7 82.6 1.044 0.413 0.166 

Acetate, % of M 67.2a 66.7ab 65.6b 0.586 0.027 0.561 

Propionate, % of M 19.8b 21.3a 21.2a 0.382 0.015 0.072 

Butyrate, % of M 9.10 9.14 9.10 0.362 0.995 0.888 

A:P ratio 3.39 3.13 3.09 0.281 0.035 0.766 

LPC, L. plantarum LM1001 culture; A:P ratio, acetate to propionate ratio; SEM, standard 320 

error of the mean; a,bMeans in the same row with different superscripts differ 321 

significantly (p<0.05). 322 
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 324 

Figure 1. Effects of LPC supplement levels on total gas, CH4, and CO2 emissions incubated with rumen buffer for 12 h. 325 

LPC, L. plantarum LM1001 culture; L, linear effect; Q, quadratic effect; a~cMeans in the same row with different 326 

superscripts differ significantly (p<0.05).  327 



 

 

Table 2. Effects of LPC supplement levels on digestibility and fermentation 328 

characteristics incubated with rumen buffer for 24 h  329 

 
LPC supplement levels, % 

SEM 
Contrasts 

0% 10% 20% Linear Quadratic

Digestibility, % DM       

IVDMD 61.7 56.5 55.2 4.585 0.119 0.406 

IVOMD 56.3 56.0 54.0 2.124 0.122 0.757 

Fermentation characteristics      

pH 6.42ab 6.47a 6.37b 0.044 0.126 0.015 

Ammonia-N, mg/dL 14.9 11.2 11.9 2.151 0.135 0.195 

Total VFA, mM/L 91.9 92.9 89.8 5.454 0.122 0.190 

Acetate, % of M 63.7 62.9 63.3 0.814 0.437 0.235 

Propionate, % of M 23.7 23.7 24.1 0.405 0.191 0.335 

Butyrate, % of M 10.1 10.5 10.0 0.442 0.710 0.088 

A:P ratio 2.70a 2.65ab 2.62b 0.035 0.007 0.478 

LPC, L. plantarum LM1001 culture; A:P ratio, acetate to propionate ratio; SEM, standard 330 

error of the mean; a,bMeans in the same row with different superscripts differ 331 

significantly (p<0.05). 332 
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 334 

Figure 2. Effects of LPC supplement levels on total gas, CH4, and CO2 emissions incubated with rumen buffer for 24 h. 335 

LPC, L. plantarum LM1001 culture; L, linear effect; Q, quadratic effect; a~cMeans in the same row with different 336 

superscripts differ significantly (p<0.05). 337 


