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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   반추위 발효 조절 기술 개발에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

반추동물이 섭취한 사료는 반추위에서 반추 미생물에 의해 분해되어 휘발성 

지방산, 수소, 이산화탄소, 암모니아 등이 생산되며, 최종적으로 이산화탄소와 

수소가 메탄생성박테리아에 의해 메탄으로 생성되는데 생성된 메탄은 체내에서 

전혀 흡수되지 못하고 대기로 방출되어 이산화탄소와 함께 주요 지구온난화에 

크게 영향을 미친다. 메탄은 반추위에서 생산되는 총 가스의 25∼30%를 차지하

며 사양조건에 따라 섭취된 에너지의 2∼15%정도가 메탄가스로 손실되고 있다. 

그 동안 반추동물의 에너지 이용효율을 높이기 위한 연구가 여러 측면에서 

방대하게 수행되어져 왔지만 주로 사양체계의 조절에 의한 방법에 의존되어 왔

으며 그 효과 또한 뚜렷하지 못하였다. 따라서 반추위내 발효를 최대한 유지하면

서 메탄의 생성량을 감소시켜 에너지 이용효율을 높일 수 있는 뚜렷한 메탄생성 억

제 방법이 개발되어야 할 것이다. 

또 다른 하나는 반추위내에 존재하는 섬유소 물질 분해에 관여하는 효소의  

70% 이상이 미생물체에 부착되어 있거나 미생물체내에 존재하기 때문에 사료

의 분해에 직접 이용되지 못하고 허실되고 있다. 한편 non-ionic 

surfactants(surface active agents)와 acrylic acid polymers가 세포내 효소나 세

포벽 효소를 방출시키는 효과가 매우 높다고 알려져 있어 이들 물질을 사용하여 

효소의 분비를 촉진시킴으로서 에너지의 이용효율을 획기적으로 증가시킬 수 있

다는 가능성을 보이고 있다. 

따라서 본 연구의 목표는 메탄 생성 억제기술 개발과 효소분비 촉진제의 
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delivery system 개발을 통하여 반추위 발효 조절기술을 개발하여 사료 이용효

율의 획기적인 향상과 배설량 및 메탄 생산량의 획기적인 감소를 통한 가축 생

산성의 향상과 친환경 축산의 기틀을 마련하는데 있다. 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

가. 반추위 메탄생성 억제기술 개발

1. 반추위 미생물군 (박테리아, 프로토조아 및 곰팡이)의 분리 및 메탄생성 

박테리아와의 혼합배양에 의한 잠재적 가스 발생량과 조성변화 구명

가. 반추위 미생물군의 분리 및 이들에 의한 가스 생성과 가스 조성 조사

나. 반추위 메탄생성 박테리아의 메탄생성량 조사

다. 반추위 미생물군과 메탄생성 박테리아의 혼합배양에 따른 가스량과 가스 

조성 변화 조사

2. 수소가스제어를 통한 메탄생성 억제기술 개발

가. 불포화지방산, 항생제, 유기산, 금속산화물, 할로겐화합물의 메탄생성 억제

능력 비교

나. 메탄생성 억제제의 혼합사용에 의한 메탄생성 억제기술 개발

3. 연속발효조 실험을 통한 메탄생성 억제제의 메탄발생량 및 발효성상에 미

치는 영향 구명

4. In vivo 실험을 통한 메탄생성 억제기술 검증시험 

나. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발
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1. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

가. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

나. 개발 delivery system의 검증 실험

2. 효소분비 촉진제의 delivery system이 인공반추위 및 반추위 발효에 미치

는 영향

가. 연속발효 시험을 통한 최적 첨가량과 사용조건 구명 및 최종 delivery 

system의 개발

나. 캐뉼라 장착 한우를 공시한 delivery system의 검증 시험

3. 효소분비 촉진제 첨가가 한우 육성우의 생산성 및 사료 이용성에 미치는 

영향

 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

가. 반추위 메탄생성 억제기술 개발

1. 반추위 미생물군 (박테리아, 프로토조아 및 곰팡이)의 분리 및 메탄생성 

박테리아와의 혼합배양에 의한 잠재적 가스 발생량과 조성변화 구명

가. 반추위 미생물군의 분리 및 이들에 의한 가스 생성과 가스 조성 조사

1) 반추위액으로부터 박테리아, protozoa 및 fungi를 분리하였고, 박테리아가 

protozoa와 fungi 보다 pH, total VFA, acetate 그리고 propionate 농도가 

높았다.  

2) 가스발생량과 메탄 발생량도 박테리아가 다른 미생물군보다 높았으며 옥수

수를 기질로 하였을 때가 볏짚보다 가스발생량이 높았다.
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나. 반추위 메탄생성 박테리아의 메탄생성량 조사

1) BES 처리에 의해 CH4생성량이 감소하였고 H2의 생성량은 증가하였다. 

2) 농후사료의 수준이 높을수록 가스발생량과 CH4 발생량이 증가하였다. 

3) 기질 조성에 따라 기질 건물 g당 20∼30mM의 CH4이 발생하였다.  

다. 반추위 미생물군과 메탄생성 박테리아의 혼합배양에 따른 가스량과 가스 조

성 변화 조사

1) fungi+methanogen(Fm)의 혼합배양이 bacteria+methanogen(Bm), 

protozoa+methanogen(Pm) 혼합배양보다 가스발생량과 CH4생성량이 높았

다.  

2) Fm은 배양초기 Bm보다 가스발생량이 높았다. 배양시간이 지남에 따라 

Fm의 가스발생량 증가폭은 감소하고, Bm은 증가하여 48시간 이후에는 

Bm의 가스발생량이 Fm보다 높을 것이다. 

3) Fm에서 CH4 발생량이 높았으며, 농후사료의 수준이 높을수록 CH4 발생량

이 높았다. 

4) VFA 생성량도 Fm이 다른 미생물군보다 높았으며 농후사료의 수준이 높

을수록 증가하였다. 

2.  수소가스제어를 통한 메탄생성 억제기술 개발

가. 불포화지방산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) 불포화지방산 첨가는 건물소화율을 감소시켰으며, 첨가수준이 높을수록 소

화율이 감소하였다. 

2) VFA는 불포화지방산 첨가에 의해 증가하였다. 

3) 불포화지방산은 가스발생량과 메탄생성량을 감소시켰으며, 첨가수준이 높

을수록 감소하였다.
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나. 항생제가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) monensin 첨가는 건물소화율을 감소시켰다.

2) monensin 첨가는 propionate를 제외한 VFA의 생성을 감소시켰다. 

3) 가스발생량과 메탄생성량도 마찬가지로 monensin 첨가에 의해 감소하였으

며, 첨가수준이 높을수록 감소폭이 더 컸다. 

 

다. 금속산화물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) MnO2와 Fe2O3는 건물소화율을 감소시켰다.

2) 금속산화물은 VFA의 생성량에 영향을 주지 않았다. 

3) MnO2와 KMnO4는 가스발생량과 메탄발생량을 감소시켰다. 

라. 유기산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) fumarate와 malate는 건물소화율을 감소시키지 않았다. 

2) fumarate와 malate는 pH와 propionate 농도를 증가시켰으며, 

acetate:propionate 비율은 감소시켰다.

3) fumarate와 malate는 가스발생량을 증가시켰으며, 처리수준이 10mM 처리

일 때 메탄발생량이 감소하였다. 

마. Essential oil이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) Essential oil은 pH를 증가시켰고, NH3-N의 농도는 essential oil의 첨가수

준이 증가할수록 감소하였다. 

2) acetate, propionate, isobutyate, isovalerate, valerate 그리고 total VFA의 

농도도 essential oil의 첨가수준이 증가할수록 감소하였다.

3) 전체 가스발생량과 메탄발생량은 essential oil 10% 첨가시 감소하였으나 

H2 발생량은 essential oil의 첨가수준에 따라 차이가 없었다. 

바. Lignosulfonate가 메탄생성과 발효에 미치는 영향
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1) 배양 0시간에는 lignosulfonate의 첨가수준이 증가함에 따라 pH가 감소하

였으나 그 이후에는 lignosulfonate 1% 첨가구만 pH를 유의적으로 감소시

켰다. 

2) Lignosulfonate의 첨가는 대체로 가스발생량에 영향을 주지 않았다. 

3) 전반적으로 lignosulfonate 1% 첨가시 메탄발생량이 유의적으로 감소하였

고, 첨가수준이 증가함에 따라 메탄발생량이 감소하는 경향이 있었다. 반대

로 H2 발생량은 전반적으로 lignosulfonate 1% 첨가시 H2 발생량이 가장 

높았으며, 첨가수준이 증가할수록 H2 발생량이 증가하는 경향이 있었다.  

사. 한약재가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) pH는 계피 첨가구가 가장 높았으며, 감초 첨가구가 가장 낮았다. NH3-N

의 농도는 한약재에 의해 영향을 받지 않았다.

2) acetate, propionate 그리고 total VFA의 농도는 정향 (clove) 첨가시에만 

감소하였다. butyrate는 감초, 산초 그리고 정향 첨가시 감소하였다. 

3) 전체 가스발생량은 정향 첨가시 감소하였고, 메탄발생량은 결명자 첨가구

가 가장 낮았지만 유의적인 차이가 없었다. H2 발생량은 대조구와 처리구

간에 차이가 없었다.  

아. 할로겐화합물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

1) BES와 PMDI는 건물소화율에 영향을 주지 않았다. 

2) BES와 PMDI는 total VFA, propionate, butyrate 그리고 valerate의 농도를 

증가시켰으며, acetate:propionate 비율은 감소시켰다. 

3) BES 첨가는 처리수준이 증가함에 따라 가스발생량을 감소시켰다. 

4) BES와 PMDI는 메탄발생량을 현저하게 감소시켰으나, H2 가스 발생량은 

증가시켰다. 

자. 할로겐화합물과 유기산 또는 불포화지방산과의 복합처리가 메탄생성과 발효

에 미치는 영향
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1) BES 복합처리시 PMDI 복합처리시에 비해 소화율과 total VFA의 농도가 

높게 나타났다. 유기산 처리시 불포화지방산 처리시에 비해 소화율과 total 

VFA의 농도가 높았다. 

2) BES 복합처리구가 PMDI 복합처리구보다 acetate의 molar proportion이 높

았고, propionate의 molar proportion과 acetate:propionate의 비율은 유기산 

처리구가 불포화지방산 처리구 보다 높았다.

  

3.  연속발효조 실험을 통한 메탄생성 억제제의 메탄발생량 및 발효성상에 미

치는 영향 구명

가. pH, total VFA, acetate 그리고 propionate는 대조구와 BES처리구간에 유

의적인 차이가 없었다. 

나. Butyrate의 농도는 BES처리구가 높았고, acetate:propionate 비율은 BES 

처리구가 낮았다. 

다. 24시간 배양하는 동안 발생한 가스발생량은 대조구와 처리구간에 차이가 

없었으나, BES 처리에 의해 메탄가스의 생성량은 감소하고, H2 가스의 생

성량은 증가하였다. 

라. 메탄생성박테리아의 16S rDNA band intensity는 BES 처리구가 낮았다.

4.  In vivo 실험을 통한 메탄생성 억제기술 검증시험 

가. 사료섭취량과 영양소 소화율은 BES, malate 또는 혼합제에 의해 영향이 

없었다. 

나. 메탄과 H2 가스의 생성비율도 처리구간에 차이가 없었다. 

다. 메탄가스의 생성비율은 사료급여후 증가하다 감소하는 경향을 보이면서 

8∼16%가 메탄 가스로 생성되었다.
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나. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

1. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

가. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

1) 효소분비 촉진제는 filter paper의 분해율과 가스발생량을 증가시켰다. 

2) 효소분비 촉진제는 CMCase와 xylanase의 활력을 증가시켰다. 

나. 개발 delivery system의 검증 실험

1) 액화법에 의한 효소분비 촉진제의 첨가는 섬유소 분해 미생물의 성장률을 

증가시켰다. 

2) 액화법에 의한 효소분비 촉진제의 첨가는 반추위 혐기성의 곰팡이의 성장

률을 증가시켰다. 

3) 액화법에 의한 효소분비 촉진제의 첨가는 세포벽에 붙어 있거나 세포내에 

함유되어 있던 효소의 대부분이 위액 중으로 분비되었다. 

4) 액화법에 의한 효소분비 촉진제는 볏짚의 in vitro 소화율을 45%이상 증가

시켰다. 

5) 액화법에 의한 효소분비 촉진제를 반추위에 투여한 결과 미생물 성장률, 

총휘발성지방산의 농도, CMCase 그리고 xylanase의 역가를 증가시켰다. 

6) 액화법에 의한 효소분비 촉진제의 첨가는 in situ 건물 소화율을 증가시켰

다.  

2.  효소분비 촉진제의 delivery system이 인공반추위 및 반추위 발효에 미치

는 영향

가. 연속발효 시험을 통한 최적 첨가량과 사용조건 구명 및 최종 delivery 

system의 개발
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1) 효소분비 촉진제의 첨가는 가스발생량을 증가시켰으며, 첨가수준이 높을수

록 가스발생량을 증가시켰다. 

2) 효소분비 촉진제의 첨가는 미생물 성장률을 증가시켰지만, 처리수준간 차

이는 없었다. 

3) 효소분비 촉진제의 첨가는 CMCase의 역가와 섬유소분해율을 증가시켰으

며, 0.005%의 첨가수준에서 가장 효과가 있었다. 

나. 캐뉼라 장착 한우를 공시한 delivery system의 검증 시험

1) premix법에 의한 효소분비촉진제의 첨가는 pH를 감소시켰으며, VFA 농도

를 증가시켰고, 암모니아 농도는 감소시켰다. 

3.  효소분비 촉진제 첨가가 한우 육성우의 생산성 및 사료 이용성에 미치는 

영향

1) 효소분비 촉진제 첨가는 한우 육성우의 일당증체량를 증가시켰지만 유의성

은 없었다. 

2) 효소분비 촉진제 첨가는 한우 육성우의 혈중 대사물질의 함량에 영향을 주

지 않았다. 

4.  연구개발결과 활용에 대한 건의 

가. 반추위 미생물군집별 (박테리아, 프로토조아 및 곰팡이군) 가스 발생량과 

조성에 관한 연구결과는 반추위 발효를 연구하는 데 있어서 중요한 기초자

료로 활용

나. 메탄생성억제제 첨가시 나타난 메탄억제 및 발효성상에 관한 결과는 첨가

제를 개발하는 데 있어 중요한 자료로 활용

다. 효소분비촉진제 특허 출원: 반추위 발효조절제 사료첨가용 Delivery 
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system의 발명

라. Delivery system의 산업체 기술 이전 및 산업화 추진 

마. 반추위 발효의 인위적 조절에 관한 기초 자료 제공
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SUMMARY

Ⅰ. Title 

The Study for Development of  Ruminal Fermentation-Manipulating 

Technique

Ⅱ. Objectives and Importance of the Study

   Feeds ingested by ruminants are fermented to volatile fatty acids, H2, CO2 

and NH3. Then terminally CO2 and H2 are produced to methane by 

methanogens. Methane then become one of factors for global warming. The 

production of methane is 25∼30% of total gases produced in the rumen and 

this causes a loss of 2∼15% of total ingested energy. 

   There have been many attempts to reduce energy loss of ruminant. 

However, the research have been done mainly by controlling feeding system, 

but results were not significant. Therefore there is a need for methods to 

reduce methane production with maintaining maximum rumen fermentation.

   Fibrolytic enzymes are not used completely and some are lost, because 

above 70% of them in the rumen exist in the microbial cell and cell wall. It 

was reported that non-ionic surfactant (surface active agents) and acrylic 

acids polymers release enzymes which exist in the cell or cell wall. Therefore 

it is highly possible that energy efficiency may be increased by promoting 

secretion of enzymes using these material.

 The objectives of this study was to develope methods to reduce methane 

production and delivery system of enzyme inducer. The development will 

improve animal performance by reducing methane production and increasing 

feed efficiency.  
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Ⅲ. Contents and Scope of the Study

A. Development of methan-inhibiting technique in the rumen

 

1.  Isolation of major ruminal microbial population (bacteria, protozoa 

and fungi) and investigation of their role on gas production and 

composition change by culturing individual microbial populaton or 

coculturing microbial populations with methanogens

a. Isolation of major ruminal microbials and investigation of their role on 

gas production and composition

b. Estimation of methane production by methanogens 

c. Investigation of gas production and composition change by coculturing 

microbial population with methanogens

2. Development of technique to reduce methane production through H2 

gas control

a. Comparison of methane inhibitors such as unsaturated fatty acids, 

antibiotics, organic acids, metal compounds and halogen compounds

b. Development of technique to reduce methane production by using 

combinations of methane inhibitors

3. Effects of methane-inhibitors on methane production and 

fermentation characteristics in a  continuous culture system 

4. Verification of developed methane inhibitors with in vivo  experiment
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B. Development of delivery system of enzyme inducer

1. Development of delivery system of enzyme inducer

a. Development of delivery system of enzyme inducer

b. Experiment verifying developed delivery system

2. Effects of delivery system of enzyme inducer in artificial rumen 

fermenter on ruminal fermentation 

a. Investigation of optimal level of supplementation through continuous 

culture and development of final delivery system  

b. Verification of delivery system using cannulated Hanwoo

3. Effects of  enzyme inducer supplementation on production and feed 

efficiency of Hanwoo (Korean Native Cattle)

Ⅳ. Results

A. Development of methan-inhibiting technique in the rumen

1. Isolation of major ruminal microbial population (bacteria, protozoa 

and fungi) and investigation of their role on gas production and 

composition change by culturing individual microbial populaton or 

coculturing microbial populations with methanogens

a. Isolation of  major ruminal microbial population and investigation 

of their role on gas production and composition

1) Bacteria, protozoa and fungi were isolated from ruminal fluid. pH, total 
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VFA, acetate and propionate concentration in bacteria population were 

higher compared to protozoa and fungi

2) Gas and methane production of bacteria population were higher than 

other microbials and gas production with corn substrate was higher 

compared to rice straw substrate

b.  Estimation of  methane production

1) Methane production was increased, and H2 was decreased by BES 

treatment.

2) As the level of concentrate was increased, the amount of gas and 

methane were increased.

3) 20∼30mM/g substrate of methane was produced with slight variation 

by substrate composition. 

c.  Investigation of gas production and composition change by 

coculturing microbial population with methanogens

1) Gas and methane production were higher in fungi+methanogen (Fm) 

coculture compared to bacterial+methanogen (Bm) and 

protozoa+methanogen (Pm) coculture

2) Gas production of Fm was higher than Bm in early fermentation stage. 

As the culture time was increased,  the rate of gas production in Fm 

was decreased and that of Bm was increased, and consequently after 48 

hr incubation, the amount of gas production in Bm was higher than in 

Fm.

3) As the level of concentrate was increased, the amount of methane gas 

production was increased.
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4) VFA production in Fm was higher compared to other microbial 

cocultures and was increased as the level of concentrate was increased.

2. Development of technique to reduce methane production through H2 

gas control

a.  Effects of unsaturated fatty acids on in vitro methane production 

and fermentation 

1) DM digestibility was decreased by unsaturated fatty acids and the trend 

was more noticed as the level of supplementation was increased.  

2) VFA was increased by unsaturated fatty acids

3) Gas and methane production were depressed by unsaturated fatty acids 

and the effect was more noticed as the level of supplementation was 

increased. 

b.  Effect of antibiotics on in vitro  methane production and 

fermentation

1) Addition of monensin decreased DM digestibility.

2) Addition of monensin decreased VFA concentration except for 

propionate.

3) Gas and methane production were decreased by monensin with higher 

effect at higher level of supplementation. 

c.  Effect of metal compounds on in vitro  methane production and 

fermentation

1) MnO2 and Fe2O3 decreased DM digestibility.

2) Metal oxides did not affect VFA concentration.
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3) MnO2 and KMnO4 decreased gas and methane production.

d. Effect of organic acids on in vitro methane production and 

fermentation

1) Fumarate and malate did not affect DM digestibility.

2) Fumarate and malate increased pH and propionate concentration, but 

decreased acetate:propionate ratio.

3) Fumarate and malate increased gas production and decreased methane 

production when the level of supplementation was 10mM. 

e.  Effect of  essential oil  on in vitro methane production and 

fermentation

1) Essential oil increased pH, but decreased NH3-N concentration with 

higher effect at higher level of supplementation. 

2) acetate, propionate, isobutyate, isovalerate, valerate and total VFA 

concentration were decreased by essential oil and the effect was more 

noticed as the level of supplementation was increased.

3) Essential oil decreased total gas production and methane production 

when the level of supplementation was 1%. 

f.  Effect of lignosulfonate on in vitro methane production and 

fermentation

1) At incubation 배양 0시간에는 lignosulfonate의 첨가수준이 증가함에 따라 

pH가 감소하였으나 그 이후에는 lignosulfonate 1% 첨가구만 pH를 유의적

으로 감소시켰다. 

2) Lignosulfonate did not affect gas production after 24h incubation.

3) Generally, 1% supplementation of lignosulfonate decreased methane 

production, and lignosulfonate tended to decrease with increasing levels 
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of supplementation. 

4) 1% supplementation of lignosulfonate increased H2 production, and 

lignosulfonate tended to decrease with increasing levels of 

supplementation.  

g.  Effect of  Chinese herbs on in vitro  methane production and 

fermentation

1) Cinnamon increased pH, but licorice root decreased. Chinese herbs did 

not affect NH3-N concentration.

2) acetate, propionate and total VFA were decreased by supplementation of 

clove, and butyrate concentration was decreased by licrorice root, 

Chinese pepper and clove. 

3) Addition of clove decreased also total gas production, and Cassia tora 

decreased methane production without statistical significance. 

h.  Effect of  halogenated compounds on in vitro methane production 

and fermentation

1) BES and PMDI did not affect DM digestibility.

2) BES and PMDI increased total VFA, propionate, butyrate and valerate 

concentration, but decreased acetate:propionate ratio.

3) Gas production was decreased as the supplementation level of BES was 

increased.

4) BES and PMDI decreased methane production remarkably, but increased 

H2 production.

i.  Effect of  halogenated compounds and organic acids or unsaturated 

fatty acids on in vitro methane production and fermentation

1) Digestibility and total VFA concentration in treatments containing BES 
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were higher compared to treatments containing with PMDI. 

2) Digestibility and total VFA concentration in treatments with organic 

acids were higher compared to those with unsaturated fatty acids. 

3) Molar proportion of acetate in treatment compounded with  BES were 

higher compared to treatment compounded with PMDI.  

3.  Effects of methane-inhibitors on methane production and 

fermentation characteristics in continuous culture system 

a. Treatment of BES did not affect pH, total VFA, acetate and propionate 

concentration.

b. BES increased butyrate concentration, but decreased acetate:propionate 

ratio.

c. BES did not affect gas production, and decreased methane production 

with increased H2 production.

d. BES decreased 16S rDNA band intensity of methanogens.

4. Verification of developed methane inhibitors in a in vivo  experiment

a. Feed intake and nutrient digestibility were not significantly influenced 

by BES, malate or their mixture.

b. Proportion of methane and H2 production were not affected by BES, 

malate or their mixture.

c. Proportion of methane production was increased after feeding ranging 

from 8 to 16%.     

B.  Development of delivery system of enzyme inducer

1. Development of delivery system of enzyme inducer
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a. Development of  delivery system of enzyme inducer

1) Enzyme inducer increased degradability of filter paper and gas 

production.

2) Enzyme inducer increased activity of CMCase and xylanase.

b.  Experiment verifying developed delivery system

1) Liquidization of enzyme inducer increased the growth rate of cellulolytic 

bacteria.

2) Liquidization of enzyme inducer increased the growth rate of rumen 

anaerobic fungi.

3) Liquidization of enzyme inducer released enzyme from the cell or cell 

wall into rumen fluid. 

4) Liquidization of enzyme inducer increased in vitro digestibility of rice 

straw to more than 45%.

5) Microbial growth rate, total VFA concentration, CMCase and xylanase 

activity were increased in Hanwoo when liquid enzyme inducer was 

infused into the rumen. 

6) Enzyme inducer increased in situ DM digestibility.

2. Effects of delivery system of enzyme inducer in artificial rumen 

fermenter on ruminal fermentation 

a.  Investigation of optimal level of supplementation through 

continuous culture and development of final delivery system

1) Gas production was increased by the supplementation of enzyme inducer 

and the effect was more noticed as the level of supplementation was 

increased.
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2) Enzyme inducer increased microbial growth rate without statistical 

significance.

3) Enzyme inducer increased CMCase activity and degradation rate of 

fiber.

   

b.  Verification of  delivery system using cannulated Hanwoo

1) Enzyme inducer decreased ruminal pH and NH3-N and increased VFA 

concentration. 

3.  Effects of  enzyme inducer supplementation on growth performance 

and feed efficiency of  Hanwoo

a. Enzyme inducer increased daily gain of growing Hanwoo without 

statistical significance. 

b. Enzyme inducer did not affect blood metabolites in growing Hanwoo. 
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제 1 장   연구개발과제의 개요

지구상에서 가장 풍부한 에너지원은 섬유소인데, 이는 사람을 위시한 단위

동물은 이용하지 못하고 반추동물만이 이용할 수 있다. 따라서 에너지 자원 활

용차원에서 반추동물은 매우 중요한 동물이라고 할 수 있으며 이와 같이 반추

동물이 섬유소를 이용할 수 있는 것은 반추위내에 서식하는 다양한 종류의 혐

기성 미생물 (박테리아, 곰팡이, 프로토조아)에 의해 가능하다. 반추위내 미생물

에 의해 생산되는 생산물의 종류와 양에 따라 반추동물의 생산능력에 영향을 

미치게 된다. 반추 미생물에 의해 사료내 영양성분이 분해되어 최종 분해산물

로써 휘발성 지방산, 수소, 이산화탄소, 암모니아 등이 생산된다. 이와 같은 발

효산물들 중 휘발성지방산이나 암모니아 등은 반추가축이나 반추미생물에 의해 

이용되어 결국 가축의 생산성에 중요하게 작용하지만, 반추위에서 일어나는 발

효의 가장 마지막 단계는 메탄 생성 박테리아에 의해서 이산화탄소와 수소를 

이용하여 메탄이 생성되는 단계인데, 생성된 메탄은 체내에서 전혀 흡수되지 

못하고 대기로 방출되어 대기 오염의 원인이 되고 있다. 메탄은 반추위에서 생

산되는 총 가스의 25∼30%를 차지하며, 사양조건에 따라 섭취된 에너지의 2∼

15%정도가 메탄가스로 손실되고 있으며(Johnson 등, 1991; Holter & Young, 

1992), 세계적으로는 연간 가축에 의한 메탄 배출량이 80Tg정도로 추산되며 이

중 85% 정도가 반추가축의 장내발효에 의해 생성되는 것으로 알려지고 있다. 지

구온난화 방지를 위한 국제기구인 정부간 협의회(IPCC)의 설립과 함께 온실 가

스 배출 감축에 대한 구체적 협의가 진행되고 있는 중이다. 메탄은 이산화탄소와 

함께 지구온난화에 영향을 미치는 가장 큰 요인이며, 특히 메탄은 이산화탄소

에 비해 온실효과 능력이 약 30배나 더 높아 지구 온난화에 미치는 영향이 매

우 크다고 보고되고 있다. 

따라서 반추동물의 에너지 이용효율을 높이기 위한 연구가 반추 동물영양학

의 근간을 이루어 왔으며 여러 측면에서 방대하게 수행되어져 왔지만 주로 사양

체계의 조절에 의한  방법에 의존되어 왔으며 그 효과 또한 뚜렷하지 못하였다. 

그러나, 최근에 반추 미생물학과 효소공학, Biotechnology 및 유전자공학 등의 눈

부신 발전으로 반추위내 발효를 인위적으로 조절하여 에너지의 이용효율을 높이고 
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메탄의 생성량을 감소시킬 수 있는 또 다른 가능성을 보이고 있으며 이들의 산업

화가 여러 측면에서 모색되고 있다. 

또 다른 하나는 반추위내에 존재하는 섬유소 물질 분해에 관여하는 효소의  

70% 이상이 미생물체에 부착되어 있거나 미생물체내에 존재하기 때문에 사료

의 분해에 직접 이용되지 못하고 허실되고 있다. 한편 효소공학에서 호기성 미

생물을 대상으로 효소의 분비를 촉진시킬 목적으로 오래전부터 연구가 수행되

어 온 물질인 non-ionic surfactants(surface active agents)는 세포내 효소와 세

포벽 부착효소를 분비시키는 효과가 매우 높고(Reese와 Maguire, 1969), acrylic 

acid polymers는 세포내 효소를 방출시키는 효과가 매우 높다고 알려져 온 물질

이다 (Reese 등, 1969). 그러나 이러한 물질은 점도가 매우 높아 미생물의 세포벽

에 피막을 형성하여 산소공급을 차단함으로서 미생물을 사멸시키기 때문에 호기

성 미생물을 연구하는 대상에서 사장되어온 물질이지만 이러한 물질 중 몇 가지

는 혐기성 미생물인 반추위 미생물의 성장률을 오히려 크게 높인다는 사실을 알

게 되었다. 따라서 이러한 물질의 사용은 반추위내에서 효소의 분비를 촉진시킴

으로서 에너지의 이용효율을 획기적으로 증가시킬 수 있을 것이다. 

따라서 본 연구의 목표는 1) 메탄 생성 억제기술 개발과 2) 효소분비 촉진

제의 delivery system 개발을 통하여 반추위 발효 조절기술을 개발하여 사료 이

용효율의 획기적인 향상과 배설량 및 메탄 생산량의 획기적인 감소를 통한 가

축 생산성의 향상과 친환경 축산의 기틀을 마련하는데 있다. 
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제1절  반추위  메탄생성 억제기술 개발 

1. 국내 기술 현황

 가. 현재 국내에서는 메탄생성 억제에 관한 연구가 활발히 이루어지지 않은 편

이며, 아직까지는 사료섭취량, 사료의 종류 및 문헌상에서 발견되는 몇 종류

의 억제제를 이용하여 실험을 수행한 것이 대부분이다(축산연, 1990).

 나. 최근에 in vitro gas test를 통해 사료 성분들의 잠재적인 메탄생성량을 알

아보는 연구가 수행되었는데, 이 연구에서는 각 사료성분들의 메탄생성량 

data를 이용하여 메탄생성을  감소시키는 방향으로 사료를 배합할 때 적용할 

수 있을 것으로 기대하고 있다 (Lee 등, 2003). 

2.  국외 기술 현황

 가. 최근 10년간 대기중 메탄의 농도는 매년 1% 이상의 증가추세에 있으며, 50

년후 지구온난화 현상에 있어서 메탄이 차지하는 비율은 15∼17%로 예측되

었다(IPCC, 1992). 

 나. IPCC(1996)에 의하면 지구상에서 메탄가스 배출량은 총 500Tg (Teragram, 

1Tg=10
12
g)이며 이중 동물의 장내 발효에 의해서는 65∼100Tg이고 분뇨에 

의해서는 20∼30Tg가 배출되는 것으로 추정하였다.

 다. 반추가축에 의해 방출되는 메탄가스는 년간 78Tg으로 추정되며 이것은 지

구상의 전체 methane가스 발생량의 약 15%를 차지한다(Moss, 1993).

 라. 메탄 가스는 논, 습지, 반추위와 같이 산소가 유입되지 않는 혐기성 생태계

에서만 발생되며 반추 가축의 반추위는 총 메탄 발생량의 15%를 차지하지

만 가장 제어하기 쉬운 부분이기 때문에 앞으로도 계속 많은 연구가 수행될 

것으로 기대되고 있다.

 마. 가축에 의해 생산되는 메탄생성량의 97% 정도는 반추가축에 의해 생성되며 
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그 중에서도 유우가 75%를 차지하는데(Crutzen, 1995), 유우는 약 200∼

400, 육우는 70∼100, 산양은 10∼30g/일의 메탄을 방출한다(Geschssner, 

1994).

 바. Methane은 g당 약 13.15Kcal의 에너지를 갖고 있으므로 사료 총 에너지의 

3∼12%가 methane으로 손실된다. 발생된 methane은 가축의 유지나 생산에 

이용될 수 없어 결국 중요한 에너지의 손실을 초래하는 결과를 나타내기 때

문에 methane 발생을 최소화함으로써 생산성을 높이고 지구환경을 보존하기 

위한 연구가 오래 전부터 진행되어 왔다.

 사. Thomas와 Clapperton(1972)는 장내발효에 의한 메탄생성을 줄이기 위한 가장 

자연스러운 방법은 반추위내 사료의 발효율과 통과속도를 높여 프로피온산을 

증가시키는 것이며 이는 에너지 이용효율을 개선할 수 있다고 하였다.

 아. 메탄 발생억제를 위하여 사료급여체계에 대한 많은 연구가 진행되어 왔는데, 

Blaxter와 Clapperton (1965)이 면양을 이용하여 사료 섭취량 및 소화율로부터 

최초로 메탄발생량을 추정한 이후, 가축의 종류(Shibata 등, 1992), 사료섭취

량(Johnson 등, 1993), 조사료와 농후사료의 비율(Shibata 등, 1992), 탄수화

물의 종류(Moe와 Tyrrell, 1979) 및 조사료의 가공(Blaxter, 1989) 등 많은 

요인에 의하여 영향을 받는다고 보고되고 있다.

 자. 반추동물의 메탄 발생억제를 위한 여러 첨가제에 대해 많은 연구가 진행되

어 왔는데 불포화지방산(Czerkawski 등, 1966), 지방(Van der Horning 등, 

1981; Haaland, 1987), 질산(Jones, 1972) 등 메탄생성의 전구 물질인 수소를 

이용할 수 있는 화합물군과 메탄생성박테리아가 대부분 붙어 기생하는 프로

토조아의 억제제로서 ionophore계 항생제(Joyner 등, 1979; O'Kelly와 

Spiers, 1992), 할로겐화합물(Bauchop, 1967; Wood 등, 1968)과 같이 메탄생

성박테리아에 독성을 갖고 있는 화합물 등의 연구가 있었다.

 차. Nollet 등(1996)은 2-bromoethanesulfonic acid와 ruminococcus productus 

첨가에 의해 총에너지가 36.6%나 증가하였다고 보고하였다. 

3.  문제점

가. 일부 메탄생성 억제제는 동물이나 반추미생물에게 독성을 가지고 있다. 대표

적으로 질산의 첨가는 반추위내에서 nitrite로 전환되어 동물의 체내로 흡수
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될 경우 세포에 필요한 산소의 공급이 부족될 수 있으며(Son 등, 1995), 

ionophore 계통의 항생제를 장기간 투여하게 되면 프로토조아가 항생제 내

성을 나타내 메탄생성 억제효과가 감소되는 등(Johnson, 1974; Rumpler 등, 

1986; Carmean, 1991)의 문제점이 있으며 아직까지 이렇다할 획기적인 첨가

제가 개발되지 못하고 있는 실정이다(MaAllister, 1997).

 나. 현재까지 개발된 반추위 메탄발생 저감 첨가제는 효과가 일시적이고 일부첨

가제는 반추위 미생물의 성장을 저하시켜 생산성을 저해하는 것으로 나타나

는 등 메탄 저감 연구 실적이 국내․외적으로 상당히 미흡한 실정이다.

제2절 효소분비 촉진제의 Delivery system의 개발

1. 국내기술 현황

     국내에서 본 연구자들은 ‘91년부터 현재까지 약 40 여편의 연구 논문을 

통하여 반추 곰팡이와 박테리아 그리고 효소에 관한 많은 결과를 도출하

였는데 그 중에서 본 연구(효소분비 촉진제)와 관련된 결과를 요약하면 다

음과 같다.

  가.  반추위내 섬유소 분해효소를 위액중 총 효소, 위액부유효소, 사료부착효소 

및 미생물부착효소로 분리하였을 경우, endoglucanase는 각각 1183.6, 362.7, 

424.0 및 596.3IU, Glucosidase는 각각 27.7, 17.0, 12.1 및 6.8IU, Xylanase는 

각각 1751.381, 528.6, 765.8 및 1572.6IU, xylosidase는 각각 55.2, 37.5, 22.9 

및 22.5IU 측정되었다.

  나.  가수분해효소의 위액부유, 사료 부착 및 미생물 부착에 대한 분포비율은 

CMCase의 경우 각각 15, 24 및 61%, Xylanase는 각각 8, 13 및 75%의 비

율이었으며 glucosidase의 경우 각각 34, 39, 27%, furanosidase는 각각 43, 

33 및 23%였다.

  다.  Polysaccharide-degrading enzymes은 주로 미생물체에 부착되어 있었으

며 monosaccharide- degrading enzymes은 주로 위액 중에 부유되어 있었

다. 따라서 반추위내 가수 분해효소의 대부분(약 75% 이상)이 사료 분해에 
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이용되지 못하고 있는 실정이다.

  라.  한우, 유우, 재래산양 및 면양 반추위의 CMCase는 사료급여 3시간 후 각

각 255, 650, 988 및 548IU로서 축종별로 가수분해효소의 활력에는 많은 차

이가 있었다.

  마.  한우의 경우 사료급여 후 경과 시간 0, 3, 6 및 9시간에 따른 CMCase는 

563, 255, 968 및 735IU로서 6시간대에 가장 높았으나 Xylanase는 각각 

2,261, 2,309, 2,267 및 2,266IU로서 급여시간에 영향을 받지 않았다.

  바.  Surfactant와 acrylic acid polymers의 혼합물을 반추위액중에 투여하였을 

경우 세포벽에 붙어있거나 세포내에 함유되어 있던 효소의 대부분이 위액

중으로 부유된다는 사실을 발견하였다.

  사.  Surfactant는 점성이 높아 호기성 미생물의 세포벽을 점막을 형성하여 산

소의 공급을 차단하여 호기성 미생물의 성장률을 억제시킨다고 알려져 왔

으나 본 연구자들은 이 물질들이 반추위 혐기성 미생물의 성장률을 오히려 

증가시킨다는 사실을 발견하였는데 이는 산소의 공급은 차단하지만 영양물

질의 이동에는 크게 영향을 미치지 않기 때문으로 생각되며, 이러한 결과는 

amylolytic bacteria와 곰팡이에서 두드러진 효과가 나타났다.

  아.  반추 미생물의 세포막 투과성을 증가시킬 수 있는 물질은 세포내 효소

들을 세포외로 분비시키는 효과가 매우 높아 볏짚과 같은 저질 조사료의 in 

vitro 소화율을 45% 이상 획기적으로 증가시키는 효과가 있었다(이 등, 

1999).

  자.  이러한 물질은 앞에서 언급한 바와 같이 점도가 상당히 높은 액상 물질이

기 때문에 사료 첨가제로서 개발하기 위해서는 Delivery system의 개발이 

절실히 요구되고 있다.

2. 국외 기술 현황

  가.  Non-ionic surfactants(surface active agents)는 세포막의 투과성을 증진

시킴으로서 세포내 효소를 세포밖으로 분비시키며 또한 계면의 활성을 증

진시켜 세포벽에 부착되어 있는 효소를 탈락시키는 효과가 매우 높고

(Reese와 Maguire, 1969), acrylic acid polymers 역시 세포내 효소를 방출

시키는 효과가 있다(Reese 등, 1969).
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  나.  Non-ionic surfactant와 acrylic acid polymer는 점도가 상당히 높아 세포

벽에 피막을 형성하기 때문에 호기성 미생물의 경우 산소의 공급을 차단하

여 성장률을 급격히 떨어뜨리는 경향이 있다.

               

3.  문제점

  가.  현재까지는 반추 가축에 대한 에너지 이용효율의 개선 방법은 주로 사양

과 사료 급여 체계의 조절이라는 다소 진부한 방법에 의존해 오고 있다.

  나.  접근 방법을 달리한 효소분비 촉진제의 개발은 in vitro 상에서 획기적인 

조사료의 소화율 증가를 보였으나 실제 동물의 생산반응에는 어떠한 영향을 

미칠 것인가에 관한 실험이 수행되어져야 한다.

  다.  Non-ionic surfactants와 acrylic acid polymers는 점도가 상당히 높아 동

결 건조가 불가능하므로 적절한 delivery system의 개발이 필요하다.

  라.  Non-ionic surfactants와 acrylic acid polymers의 delivery system의 개발

로 실험실내의 실험들이 산업적으로 응용될 수 있도록 하는 system 개발이 

필요하다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제1절 반추위 메탄생성 억제기술 개발

1. 반추위내 미생물군 (박테리아, 프로토조아 및 곰팡이)의 분리 및 이들

에 의한 가스 생성과 가스 조성 조사 

가. 연구의 세부목표

    반추동물의 반추위내에 서식하고 있는 미생물은 크게 박테리아, 프로토조

아 그리고 곰팡이로 나뉘는데 위액으로부터 이들 각각의 미생물 군집을 분

리하고 이들이 생산하는 가스생성량과 가스 조성을 배양시간에 따라 조사

하고자 한다.

나. 연구 방법

  1) 공시축 

     볏짚과 농후사료를 6:4의 비율로 체중의 2%(풍건물 기준)를 섭취시킨 반

추위 fistula가 장착된 홀스타인 수소를 공시했다.

  2) 반추위 미생물군의 분리 및 배양 (Figure 1)

    ① 위액 채취: 위액은 각 공시축들의 반추위 fistula를 통하여 위액과 반추

위 고형물을 채취하여 미리 보온되고 이산화탄소가 충진된 용기에 보관

하여 실험실로 운반하였다. 

    ② 균질화(homogenization) : 채취한 위액을 electric mixer를 이용하여 균질

화 시킨 다음 혐기상태에서 약 1시간 정도 정치시킨 후 vacuum pump를 

이용하여 부유된 사료입자를 제거했다. 

    ③ 원심분리 : 사료입자가 제거된 위액을 혐기상태에서 1차 원심분리(500×g, 

5분)한 다음 상층액과 침전물을 분리하였다. 박테리아, 곰팡이 및 
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microbes free fraction(MFF)을 분리하기 위하여 상층액을 혐기상태에서 

2차 원심분리(12,000×g, 30분)한 다음 상층액은 수거하여 멸균(121

1)

   Filtering(500um)←

Centrifuge(500g/15min)

Removing of feed particles by vacuum pump ←
→ Standing for1hour in anaerobic conditions
→ Squeezing through 2 layers of cheesecloth

Centrifuge (12,000g/20min)

Filtering(20㎛)

RUMEN FLUIDS

Homogenization

Resuspension

Resuspension

Residues

Resuspension

Supernatants

Residues

WRF2)

Residues

Supernatants
Centrifuge (1,000g/15min)

Autoclaving

Bacteria WRF2) MFF3)Fungi Protozoa

M

Anti-bacterial agents Anti-protozoan agents Anti-bacterial agents Anti-bacterial agents

Anti-protozoan agents Anti-fungal agents Anti-fungal agents

Anti-protozoan agents

Anti-fungal agents

Bacteria WRF2) MFF3)Fungi Protozoa

Supernatants

Figure 1. Fractionation of microbial population (bacteria, protozoa and 

fungi) from rumen fluid using physical and chemical treatment 
1)
M, 

materials form autoclaved ruminal fluid(MMF); 
2)
WRF, whole rumen 

fluid; 
3)
MFF, microbial free fraction (Lee 등, 2000).
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15분간)하여 MFF로 이용하였고 침전물은 MFF로 resuspension시킨 다음 

fungal fraction과 bacterial fraction으로 이용하였다. 프로토조아를 분리하

기 위하여 1차 원심분리후의 침전물을 MFF로 resuspension시키고 2차 

원심분리(500×g, 15분)하였으며, residues 부분을 resuspension 시키고 

protozoal fraction으로 이용하였다. 

    ④ 항미생물제제 처리 : 항박테리아제(antibacterial agents)로는 

streptomycin sulfate, penicillin G potassium 및 chloramphenicol을 가지

고 100mL당 10mg의 농도로 첨가하였고, 항프로토조아제(antiprotozoan 

agents)로는 copper sulfate, sodium lauryl sulfate 및 dioctyl 

sulfossucinate sodium salts를 100mL 위액당 15mg, 1.0mg 및 20mg의 

농도로 각각 첨가하였으며 항곰팡이제(antifungal agent)로는 

cychloheximide(0.05㎎/㎖)와 nystatin(200U/㎖)을 위액 100mL당 각각 

5mg과 20,000unit의 농도로 첨가하였다.

   ⑤ 미생물군의 배양 : 분리한 각각의 미생물 fraction을 기질은 각각 옥수수

와 볏짚이, 그리고 배지는 Lowe's medium (Lowe 등, 1985; Table 1)이 

담아져 있는 serum bottle에 접종하고 39℃ incubator에 4, 8, 12, 24, 그

리고 48시간동안 배양하였다.

  

  3) 조사항목 및 분석방법

   ① 가스 발생량 측정: 전체 가스발생량은 serum bottle내의 head space에 축

적된 가스를 water displacement apparatus에 부착된 주사기로 흡입하여 

burrett내의 물을 밀어 올리는 양을 가스발생량으로 하였다. 그런 다음 가

스를 다시 포집하고 GC(Varian)를 이용하여 가스 조성을 조사하였다.  

   ② pH : 배양액의 pH는 pH meter로 측정하였다. 

   ③ 휘발성지방산 함량 측정은 Erwin (1961)의 방법을 따라 배양액을 

3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액 1ml을 eppendorf tube에 옮기

고 25% metaphosphoric acid를 0.2ml씩 넣고 30분간 정치시켰다. 그 다음

에  분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 GC(HP 6890)로 분석하였다.

 

  4) 통계분석: 시험결과에 대한 통계분석은 SAS package(1999)의 일반선형모

델(GLM)을 이용하였다. 
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Table 1. The composition of Lowe's medium

Component Amount(/L)

 KCl

 NaCl

 MgSO4․7H2O

 CaCl2․2H2O

 NH4Cl

 KH2PO4 

 Na2CO3

 Yeast extract 

 Trypticase peptone

 PIPES 

 Coenzyme M sol'n1)

 Fatty acid sol'n
2)

 Trace elements sol'n3)

 Haemin sol'n4)

 Resazurin sol'n (0.1%)
5)

 Vitamin sol'n6)

 Reducing agent sol'n7) 

0.6g

0.6g

0.5g

0.2g

0.54g

0.68g

4g

0.5g

1g

1.5g

10ml

10ml

10ml

10ml

1ml

10ml

10ml

1)Coenzyme M sol'n : 2-mercaptoethane sulphonic acid, 0.4g(/100ml d.w.)
2)Fatty acid sol'n : acetic acid, 6.85ml; propionic acid, 3.0ml; butyric acid, 1.84ml; 

2-methylbutyric acid, 0.55ml; isobutyric acid, 0.47ml; valeric acid, 0.55ml; 

isovaleric acid, 0.55ml; 0.2M NaOH, 700ml (/L d.w.). The pH was adjusted to 

7.5 with 1M NaOH.
3)Trace elements sol'n : MnCl2․4H2O, 0.25g; NiCl2․6H2O, 0.25g; NaMoOL4․2H2O, 

0.25; H3BO4, 0.25g; FeSO4․7H2O, 0.2g; CoCl2․6H2O, 0.05g; SeO2, 0.05g; NaVO

3․4H2O, 0.05g; ZnCl2, 0.025g; CuCl2․2H2O, 0.025g (/L d.w.). 
4)Haemin sol'n : haemin 0.1g (/10ml ethanol), adjusting the volume to l L with 0.05M 

NaOH.
5)Vitamin sol'n : 1,4-naphthoquinone, 0.25g; calcium D-pantothenate, 0.2g; 

nicotinamide, 0.2g; riboflavin, 0.2g; thiamin․HCl, 0.2g; pyridoxine․HCl, 0.2g; 

biotin, 0.025g; folic acid, 0.025g; cyanocobalamin, 0.025g; p-aminobenzoic acid, 

0.025g (/L 5mM HEPES) 
6)Reducing sol'n : Na2S․9H2O, 2.5g; L-Cysteine․HCl, 2.5g (/100ml d.w.)
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다. 연구결과

   48시간 배양후 pH를 살펴보면 각각의 미생물군 모두 옥수수를 기질로 하였을 

때가 볏짚보다 더 낮았으며 박테리아가 프로토조아와 곰팡이보다 pH가 낮았다

(Figure 2). 

Corn

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Incubation time, h

p
H

Bacteria

Protozoa

Fungi

R ice  st raw

6.4

6.6

6.8

7.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Incubation time, h

p
H

Bacteria

Protozoa

Fungi

Figure 2. Change in the pH by rumen microbial fraction (bacteria, protozoa, 

fungi) as affected by substrates. 



- 37 -

  휘발성지방산(VFA)의 농도를 살펴보면 미생물 군집 모두 비교적 쉽게 분해되

는 기질인 옥수수를 기질로 하였을 때가 볏짚을 기질로 하였을 때보다 높았다. 

(Table 2). 박테리아는 대부분의 VFA 농도가 protzoa나 fungi보다 높았으며 

protozoa와 fungi간에는 비슷하였다. TVFA, acetate, propionate, butyrate, 

valerate의 농도에서는 기질과 미생물 군집에 따른 유의적 차이가 나타났다. 

  반추위내에서 박테리아는 종류와 수가 가장 많기 때문에 동일 조건에서 배양

하였을 때 protozoa나 fungi 보다 더 많은 대사활동을 하게 되고, 그 결과 대사산

물인 VFA의 농도가 더 높게 나타났을 것이다. 

Table 2. Change in the VFA concentration (mM) by rumen microbial fraction 

(bacteria, protozoa, fungi) as affected by substrates

1SEM, standard error of means
2S, substrate; M, microbes; S×M, interaction of substrate and microbes
3*, p<0.05; **, p<0.01; ns, not significant

  휘발성지방산과 마찬가지로 가스발생량에서도 미생물 군집과 기질에 따른 유

의적 차이가 나타났다 (Table 3). 박테리아가 다른 미생물군보다 가스발생량이 

높았으며 옥수수를 기질로 하였을 때가 볏짚보다 가스발생량이 훨씬 더 많았다.  

발생한 가스를 분석한 결과, 메탄생성박테리아를 포함한 박테리아 군집에서 CH4

Corn Rice straw

SEM
1

Significance
2,3

Bacteria Protozoa Fungi Bacteria Protozoa Fungi S M S×M

TVFA 86.0 22.3 26.8 52.4 20.0 19.4 4.34 ** ** **

acetate 39.3 16.3 20.6 36.0 12.0 13.2 3.09 ** ** ns

propionate 28.3 2.3 4.4 10.2 2.5 4.3 0.83 ** ** **

isobutyrate 0.6 0.1 0.03 0.5 0.1 0.1 0.07 ns ** ns

butyrate 15.3 3.2 1.5 3.6 4.8 1.5 0.56 ** ** **

isovalerate 0.8 0.2 0.1 1.0 0.2 0.2 0.09 ns ** ns

valerate 1.6 0.2 0.1 1.0 0.3 0.2 0.10 * ** **

A:P 1.4 7.1 4.7 3.5 4.8 3.1 0.87 ns ** **
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발생량이 높게 나타났고, protozoa와 fungi 군집에서도 농도는 낮지만 CH4이 생

성되었다. 여기서 사용한 항박테리아제(antibacterial agents)인 streptomycin 

sulfate, penicillin G potassium 및 chloramphenicol이 archaea인 메탄생성박테리

아를 완전히 억제하지 못하였을 것으로 추측된다. 그렇지만 기본적으로 protozoa

와 fungi 군집은 기질이 분해되어 생성된 H2를 CH4으로 합성할 수 없으므로 생

성된 H2가 축적되어 CH4보다 농도가 높은 것을 볼 수 있다.   

Table 3. Change in the gas production and proportion by rumen microbial 

fraction (bacteria, protozoa, fungi) as affected by substrates

1ND, not detected
2SEM, standard error of means
3S, substrate; M, microbes; S×M, interaction of substrate and microbes
4**, p<0.01; ns, not significant

2. 반추위내 메탄생성박테리아의 메탄생성량 조사 및 반추위 미생물군과

의 혼합배양에 따른 가스량과 가스 조성 변화 조사

 

가. 연구의 세부목표

    반추위내 메탄생성박테리아의 메탄생성량을 조사하고 메탄생성박테리아와 

각각의 미생물군을 coculture 하였을 경우에 발생하는 가스생성량 및 가스

의 조성(CH4, H2)을 배양시간에 따라 조사하고자 한다.

나. 연구 방법

Corn Rice straw

SEM2
Significance

3,4

Bacteria Protozoa Fungi Bacteria Protozoa Fungi S M S×M

Total gas, ml 27.7 12.2 6.7 10.1 0.6 ND
1

0.24 ** ** **

CH4, mM 5.76 0.9 0.47 2.09 0.05 ND 0.11 ** ** **

H2, mM 0.59 2.07 0.55 0.23 0.01 ND 0.02 ** ** **
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1) 메탄생성박테리아의 배양

  ① 균주 : Methanobrevibacter ruminantium (ATCC 35063)

  ② 배지 : ATCC medium 1471 sludge medium

Table 4. ATCC medium 1471 sludge medium for Methanobrevibacter 

ruminantium.

1)
Trace elements solution : ZnSO4․7H2O, 0.1g; MnCl2․4H2O, 0.03g; H3BO3, 

0.3g; CoCl2․6H2O, 0.2g; CuCl2․2H2O, 0.01g; NiCl2․6H2O, 0.02g; 

Na2MoO4․H2O, 0.03g (/L distilled water)
2)
Fatty acid mixture : Valeric acid, 0.5g; Isovaleric acid, 0.5g; 

alpha-methylbutyric acid, 0.5g; Isobutyric acid, 0.5g; Distilled water, 

20ml. Adjust pH to 7.5 with concentrated NaOH

 

Ingredients Amount (/L)

KH2PO4 0.5g

MgSO4․7H2O 0.4g

NaCl 0.4g

NH4Cl 0.4g

CaCl2․2H2O 0.05g

FeSO4․7H2O 2.0mg

Trace elements solution1) 1.0ml

Yeast extract 1.0g

Sodium acetate 1.0g

Sodium formate 2.0g

Rumen fluid 50.0ml

NaHCO3 4.0g

Fatty acid mixture2) 20.0ml

Resazurin 1.0mg

Cyteine HCl 0.5g

Na2S․9H2O 0.5g

Distilled water 940.0ml
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  ③ 배양 방법 

   ATCC medium 1471 sludge medium 60ml가 든 serum bottle에 M. 

ruminantium을 syringe로 접종하였고, bottle의 상층부를 H2 80%/ CO2 

20%의 혼합가스로 충진한 후 bottle을 봉하고 37℃ shaking incubator에서 

배양하였다. 배지가 부옇게 되는 turbidity가 나타나면 계대배양 하였다. 

 2)  메탄생성박테리아의 메탄생성량 조사

   ① 기질 : alfalfa와 배합사료를 8:2 그리고 2:8의 비율로 하여 기질 200mg을 

60ml serum bottle에 담았다. 

   ② 배지 : McDougall buffer (Table 5)

Table 5. The composition of McDougall buffer

Ingredients Amount (/L)

NaHCO3 9.80g

Na2HPO4․2H2O 4.62g

KCl 0.57g

NaCl 0.47g

MgSO4․7H2O 0.12g

4% CaCl2 solution
1) 1ml

1)4% CaCl2 solution : CaCl2 4g (/100ml d.w.)

   ③ 20mM BES(bromoethanesulfonic acid) solution 준비 : 메탄생성균을 선택

적으로 억제하는 것으로 밝혀진 BES를 20mM solution으로 만들고 배지에 넣기 

전까지 O2-free CO2로 bubbling하였다.  

   ④ 위액채취: 볏짚과 농후사료를 6:4의 비율로 하여 급여시킨 반추위 fistula

가 장착된 홀스타인 수소로부터 아침 사료 급여 전에 위액을 채취하였다. 

   ⑤ 접종 및 배양 : 위액과 McDougall buffer를 1:2(v/v)의 비율로 섞은 후 한

시간동안 O2-free CO2 가스로 bubbling 하였다. 이 위액과 buffer mixture를 기

질이 담겨진 60ml serum bottle에 30ml씩 분주하고 butyl rubber stopper와 

aluminium cap으로 봉하였다. 그 다음에 bottle을 39℃ shaking incubator에서 4, 
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8, 12, 24, 48시간 배양하였다. 

   ⑥ 일정시간 배양이 되면 가스발생량을 측정하고 발생된 가스를 

vacutainer(Becton Dickinson
Ⓡ
)에 보관하였다. 그리고 다시 bottle을 incubator에 

넣고 48시간까지 배양하였다. 

   ⑦ 48시간 배양후 가스발생량을 측정하고 pH를 측정하며 배양액을 원심분리

하고 상층액은 VFA 분석을 위해 -20℃에 보관하였다. 

   ⑧ In vitro 소화율을 구하기 위하여 배양액과 원심분리하고 남은 것을 

suspension시킨 다음 filter paper(Whatman 541)로 거른다. 

   ⑨ 조사항목 및 분석방법

    ㉮ 가스 발생량 측정: 전체 가스발생량은 serum bottle내의 head space에 축

적된 가스를 water displacement apparatus에 부착된 주사기로 흡입하여 

burrett내의 물을 밀어 올리는 양을 가스발생량으로 하였다. 그런 다음 가

스를 다시 포집하고 GC를 이용하여 가스 조성을 조사하였다.  

    ㉯ pH : 배양액의 pH는 pH meter로 측정하였다. 

    ㉰ 휘발성지방산 함량 측정 : Erwin (1961)의 방법을 따라 배양액을 

3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액 1ml을 eppendorf tube에 옮기

고 25% metaphosphoric acid를 0.2ml씩 넣고 30분간 정치시켰다. 그 다음

에  분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 GC(HP 6890)로 분석하였다.

    ㉱ 소화율 : 배양액을 filter paper(Whatman 541)로 거른 다음 filter paper를 

60℃ drying oven에 48시간 이상 건조시켰다. 그 다음 무게를 측정하여 기

질의 배양 전과 후의 무게차이를 배양전의 기질 무게로 나누어 소화율을 

구하였다.   

3)  메탄생성박테리아와 반추위 미생물군과의 혼합배양에 따른 가스량과 가스 조

성 변화 조사

 가) Methanogen (Methanobrevibacter ruminantium), protozoa 그리고 fungi 배

양 

  혼합배양하기 위해 Methanogen을 ATCC medium 1471 sludge medium 

(Table 4)에 배양하였으며 protozoa는 앞에서 설명한 물리화학적 방법으로 분리
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하고 glucose를 넣은 Lowe's medium (Table 1)에 24시간 배양한 후 혼합배양시 

접종하였고 fungi의 경우 Piromyces  속으로 밝혀진 균주를 Lowe's medium에 

24시간 배양한 후 혼합배양시 접종하였다.

 

 나) 공시축 

   공시축으로 반추위 fistula가 장착된 홀스타인 수소를 공시하였으며 볏짚과 

농후사료를 6:4의 비율로 체중의 2%(풍건물 기준)를 급여하였다. 

 다) 혼합배양

  ① 기질 : alfalfa와 배합사료를 8:2 그리고 2:8의 비율로 하여 400mg을 120ml 

serum bottle에 담았다. 

  ② 배지 : Lowe's medium (Table 1)을 사용하였으며 serum bottle에 50ml씩 

분주하였다.

  ③ 위액채취 : 공시한 홀스타인 수소로부터 아침 사료 급여 전에 위액을 채취

하였다. 

  ④ 박테리아 fraction 분리 : 앞에서 설명한 물리화학적 방법을 통해 채취한 위

액에서 박테리아 fraction을 분리하였으며 혼합배양시 접종하였다.

  ⑤ 혼합배양(co-culture) : 위에서 기질과 배지를 넣은 serum bottle에 박테리

아, 프로토조아 그리고 곰팡이를 각각 5ml씩 접종하고 메탄생성균도 5ml씩 

접종하였다. 그 다음 박테리아와 메탄생성균을 배양하는 bottle에는 

anti-protozoan agent와 anti-fungal agent를 넣어 프로토조아와 곰팡이의 성

장을 억제시켰다. 접종한 후 bottle은 butyl rubber stopper와 aluminium cap

으로 봉한 후 39℃ shaking incubator에서 4, 8, 12, 24, 48시간 배양하였다. 

  ⑥ 일정시간 배양한 후 가스 발생량을 측정하고 발생된 가스를 

vacutainer(Becton Dickinson
Ⓡ
)에 보관하였다. 그리고 다시 bottle을 

incubator에 넣고 48시간까지 배양하였다. 

  ⑦ 48시간 배양후 가스발생량을 측정하고 pH를 측정하며 배양액을 원심분리하

고 상층액은 VFA 분석을 위해 -20℃에 보관하였다. 

 3) 조사항목 및 조사방법 

   ① 가스 발생량 측정: 전체 가스발생량은 serum bottle내의 head space에 축
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적된 가스를 water displacement apparatus에 부착된 주사기로 흡입하여 

burrett내의 물을 밀어 올리는 양을 가스발생량으로 하였다. 그런 다음 가

스를 다시 포집하고 GC를 이용하여 가스 조성을 조사하였다.  

   ② pH : 배양액의 pH는 pH meter로 측정하였다. 

   ③ 휘발성지방산 함량 측정 : Erwin (1961)의 방법을 따라 배양액을 

3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액 1ml을 eppendorf tube에 옮기

고 25% metaphosphoric acid를 0.2ml씩 넣고 30분간 정치시켰다. 그 다음

에  분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 GC(HP 6890)로 분석하였다.

   ④ 소화율 : 배양액을 filter paper(Whatman 541)로 거른 다음 filter paper를 

60℃ drying oven에 48시간 이상 건조시켰다. 그 다음 무게를 측정하여 기

질의 배양 전과 후의 무게차이를 배양전의 기질 무게로 나누어 소화율을 

구하였다.   

다. 연구 결과 

1) 메탄생성박테리아의 메탄생성량 조사

   반추위내 메탄생성박테리아의 메탄생성량을 조사하기 위해 

BES(bromoethanesulfonic acid)라는 메탄생성박테리아를 선택적으로 억제하는 

물질을 이용하여 메탄생성량을 추정하였다. 

  가스발생량을 살펴보면 BES 처리구는 메탄이 거의 발생하지 않았으며 전체 

가스발생량도 적었다 (Table 6). 그리고 BES 처리에 의해 메탄생성이 억제되면

서 H2가 이용되지 못하고 축적되어 BES 처리구는 대조구보다 H2의 농도가 높은 

것을 볼 수 있다. 농후사료의 수준에 따른 차이를 보면 농후사료의 수준이 높아

질수록 전체가스발생량과 CH4 발생량이 높았다. 이는 미생물에 의해 쉽게 이용

할 수 있는 기질의 양이 많기 때문에 그 대사산물로 가스와 CH4의 양도 많을 것

이다. 메탄생성박테리아의 메탄생성량은 배양 조건에 따라 다양하지만 여기서 기

질의 조성을 달리하여 조사한 결과 기질 건물 g당 20∼30mM의 메탄이 발생되었

다. 
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Table 6. Effect of BES and concentrate level on in vitro gas production

BES

SEM
1

Significance
2,3

No addition Addition

High 

concentrate

Low 

concentrate

High 

concentrate

Low 

concentrate
B L B×L

Total gas, ml 44.0 36.6 37.6 28.5 1.08 ** **  ns

CH4, mM 5.6 3.8 0.2 0.1 0.66 ** * *

H2, mM 0.07 0.10 2.86 1.02 0.10 ** ** **

1SEM, standard error of means
2B, BES; L, level of concentrate; B×L, interaction of BES and level of concentrate
3*, P<0.05; **, P<0.01; ns, not significant  

   

2)  메탄생성박테리아와 반추위 미생물군과의 혼합배양에 따른 가스량과 가스 조

성 변화 조사

   앞에서 반추위액으로부터 미생물군을 분리한 후 각각 단독 배양하여 가스량

을 조사하였는데 이번에는 각 미생물군과 메탄생성박테리아를 혼합배양함으로써 

나타나는 가스발생과 발효성상의 변화를 살펴보았다. 

   먼저, 전체 가스발생량을 보았을 때 (Table 7), fungi와 methanogen의 혼합배

양(Fm)에서 가장 많이 발생하였고 그 다음으로 박테리아(Bm)가, 마지막으로 프

로토조아(Pm)와 메탄생성박테리아를 혼합배양한 순서로 발생하였다. 비록 미생

물 군집간에 차이는 없지만 CH4 생성량도 Fm이 Bm보다 높았다. 

  Bm 혼합배양에서 가장 많이 가스를 발생할 것으로 예상했지만 Figure 3에서 

보는 것처럼 박테리아와 메탄생성박테리아 혼합배양은 배양 초기 가스발생량이 

적었다. 이는 박테리아가 접종후 새로운 배지에 적응하는 lag time이 길었던 것

으로 보인다. 그래서 배양초기 가스발생량이 적었고 전체적으로 가스발생량이 적

었다. 반면에 곰팡이는 lag time이 박테리아보다 짧아 배양초기 가스발생량이 높

았고 배양 전체적으로 가스발생량이 다른 곳보다 높았다. 배양시간을 늘린다면 

박테리아와 곰팡이에서의 가스발생량이 비슷하거나 박테리아의 양이 더 높을 것

으로 예상된다. 그 이유는 박테리아는 시간이 지남에 따라 가스발생량이 증가하
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여 48시간에 가장 높았고 곰팡이는 24시간에 가장 높았다가 48시간에는 발생량

이 줄었기 때문이다. Pm의 경우는 12시간 배양할 때까지 가스발생량이 증가하다

가 그 이후에는 거의 일정하였다.

Table 7. Effect of coculture of methanoges with bacteria, protozoa or fungi on 

gas production at two different levels of concentrate

High concentrate1 Low concentrate

SEM
2

Significance3,4

Bm Pm Fm Bm Pm Fm L M L×M

Total gas, ml 40.3 8.3 54.7 31.8 6.4 48.4 4.3 ** * ns

CH4, mM 1.2 0.3 1.8 1.0 0.2 1.7 0.19 ** ns ns

H2, mM 0.9 0.03 0.2 0.5 0.03 1.4 0.26 ** * **

1BM, coculture of bacteria and methanogen; Pm, coculture of protozoa and 

methantogen; Fm, coculture of fungi and methanogen
2SEM, standard error of means
3L, level of concentrate; M, microbes; L×M, interaction of level of concentrate and 

microbes
4*, P<0.05; **, P<0.01; ns, not significant  
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Figure 3. Effect of coculture between bacteria, protozoa, fungi and 

methanogen and concentrate level on gas production. BmH, 

coculture of bacteria and methanogen in the high concentrate level; 

BmL, coculture of  bacteria and methanogen in the low concentrate 

level; PmH, coculture of protozoa and methanogen in the high 

concentrate level; PmL, coculture of protozoa and methanogen in 

the low concentrate level; FmH, coculture of fungi and methanogen 

in the high concentrate level; FmL, coculture of fungi and 

methanogen coculture in the low concentrate level.

   Figure 4는 각 미생물군과 메탄생성박테리아의 혼합배양과 농후사료 수준에 

따른 H2와 CH4 가스발생 양상을 보여주고 있다. H2의 농도는 농후사료 비율이 

낮으면서 fungi와 methanogen을 coculture 하였을 때 높게 나타났다. 그리고 12

시간까지는 다른 것과 비슷하게 발생하다가 12시간 이후 갑자기 증가하기 시작

하였다. 이는 fungi가 조사료에 부착한 후 조사료의 이용성이 크게 증가하였을 

것으로 생각된다. CH4도 H2와 비슷한 경향을 보였는데 Fm에서 CH4 발생량이 

가장 높았고 그 다음으로 박테리아, 프로토조아의 순서였으며, Fm은 배양 12시

간 이후 CH4의 발생량이 크게 증가하였으며 농후사료의 수준이 높은 곳에서 

CH4의 발생량이 높았다. 
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Figure 4. Effect of coculture between bacteria, protozoa, fungi and 

methanogen and concentrate level on H2 and CH4 production. BmH, 

coculture of bacteria and methanogen in the high concentrate level; 

BmL, coculture of  bacteria and methanogen in the low concentrate 

level; PmH, coculture of protozoa and methanogen in the high 

concentrate level; PmL, coculture of protozoa and methanogen in 

the low concentrate level; FmH, coculture of fungi and methanogen 

in the high concentrate level; FmL, coculture of fungi and 

methanogen coculture in the low concentrate level.

   Table 8은 혼합배양에 따른 발효성상을 보여주는 것으로, pH는 고농후사료에

서의 Bm과 Fm이 가장 낮았고 Pm이 가장 높았다. VFA 생성량을 보면 미생물

군 모두 농후사료 수준이 높은 곳이 VFA 생성량이 높았고, Fm이 다른 미생물

군보다 높았다. 프로토조아는 가스발생량과 마찬가지로 전체적으로 VFA 생성량

은 적지만 acetate:propionate 비율은 높게 나타났다. 반대로 Fm이 

acetate:propionate 비율이 가장 낮았는데, 이는 Fm이 다른 미생물군보다 

propionate 생성 비율이 높음을 보여주는 것이다. 
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Table 8. Effect of coculture of methanogens with bacteria, protozoa or fungi 

on pH and VFA concentration

High concentrate1 Low concentrate

SEM2
Significance3,4

Bm Pm Fm Bm Pm Fm L M L×M

pH 6.5 6.8 6.5 6.7 6.7 6.6 0.03 ** ** **

Total VFA, mM 35.1 12.8 36.7 21.8 13.3 26.6 2.12 ** ** **

acetate, mM 17.0 8.5 18.3 13.6 8.5 15.3 1.21 ** * ns

propionate, mM 10.9 2.5 14.5 5.0 2.1 5.8 0.86 ** ** **

isobutyrate, mM 0.5 0.2 0.8 0.4 0.5 1.0 0.03 ** ** **

butyrate, mM 4.2 1.3 2.1 1.9 1.2 3.3 0.45 ** ns **

isovalerate, mM 1.0 0.2 0.8 0.5 0.5 0.8 0.06 ** ns **

valerate, mM 1.4 0.2 0.3 3 0.3 0.5 0.4 0.02 ** ** **

A:P 1.6 3.5 1.3 2.8 4.0 2.6 0.19 ** ** **

1BM, coculture of bacteria and methanogen; Pm, coculture of protozoa and 

methantogen; Fm, coculture of fungi and methanogen
2SEM, standard error of means
3L, level of concentrate; M, microbes; L×M, interaction of level of concentrate and 

microbes
4*, P<0.05; **, P<0.01; ns, not significant  
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3. 수소가스제어를 통한 메탄 생성 억제 기술 개발 

가. 연구의 세부목표

    발효산물로 발생되는 수소가스를 메탄생성박테리아와 경합하여 이용할 수 

있는 물질을 사용하여 효과적으로 메탄생성을 억제할 수 있는 기술을 개발

하고자 한다. 

나. 연구 방법

1) 불포화지방산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 불포화지방산의 종류 

  : oleic acid, linoleic acid, linolenic acid 

나) 첨가수준 : 기질의 5, 10% 

다) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

라) 배지 : McDougall buffer (Table 5)

마) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

바) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

사) 배양방법

① 160ml serum bottle에 기질 0.5g을 담았다. 이 때 분쇄한 tall fescue와 농후

사료를 6:4의 비율로 하였다. 

② McDougall buffer 제조 

③ 위액 채취 : 아침 사료 급여 전에 채취하고 4겹의 cheese cloth로 걸렀다.

④ 채취한 위액과 McDougall buffer를 1:4의 비율로 섞고 30분간 O2-free CO2

로 bubbling 하였다. 

⑤ 위액과 buffer mixture를 60ml씩 bottle에 넣고, oleic acid, linoleic acid, 

linolenic acid를 각각 기질의 5, 10%씩 bottle에 넣었다.

⑥ butyl rubber stopper와 aluminium seal로 bottle을 닫고 39℃ incubator에 48

시간 배양하였다. 배양 시작 후 6, 12, 24, 48시간에 incubator에서 bottle을 꺼

내 gas production을 측정하고 계속해서 incubator에 배양하였다.
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아) 분석방법

① gas production : 전체 가스발생량은 serum bottle내의 head space에 축적된 

가스를 water displacement apparatus에 부착된 주사기로 흡입하여 burrett내

의 물을 밀어 올리는 양으로 구하였다. 

② CH4 and H2 : 가스발생량을 측정한 다음 7ml vacutainer에 보관하였다가 

gas chromatography(Varian)를 이용해 CH4과 H2를 분석하였다. 

③ pH : pH meter (Mettler Delta 340)로 측정하였다. 

④ VFA : pH를 측정한 후 배양액을 3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액 

1ml을 eppendorf tube에 옮기고 25% metaphosphoric acid를 0.2ml씩 넣고 30

분간 정치시켰다. 그 다음에  분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 GC(HP 

6890)로 분석하였다. 

⑤ DM digestibility : 배양액을 원심분리(3,000rpm, 10분)하여 상층액을 먼저 

filter paper(Whatman 541)로 거른 다음 pellet을 약수저로 filter paper에 옮겼

다. 증류수로 tube안을 깨끗이 하고 다시 filter paper에 걸렀다. 그 다음 filter 

paper를 60℃ drying oven에 48시간 이상 건조시키고 무게를 측정하여 기질

의 배양전과 배양후의 무게 차이로 소화율을 구하였다.  

2) 항생제가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 항생제의 종류 : monensin, nisin

나) 첨가수준 : 0, 5, 10ppm

다) 첨가방법 : monensin과 nisin을 각각 95% ethanol에 녹인 후 배양액의 5, 

10ppm 되도록 첨가

라) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

마) 배지 : McDougall buffer

바) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

사) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

아) 배양방법 : 실험 1)과 동일

자) 분석방법 : 실험 1)과 동일



- 51 -

3) 금속산화물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 금속산화물의 종류 : MnO2, KMnO4, Fe2O3

나) 첨가수준 : 0, 500, 1000ppm

다) 첨가방법 : MnO2, KMnO4, Fe2O3을 각각 배양액에 500, 1000ppm 첨가

라) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

마) 배지 : McDougall buffer

바) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

사) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

아) 배양방법 : 실험 1)과 동일

자) 분석방법 : 실험 1)과 동일

4) 유기산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 유기산의 종류 : fumarate, malate

나) 첨가수준 : 0, 5, 10mM

다) 첨가방법 : bottle에 위액과 buffer를 넣은 다음 fumarate와 malate의 농도가 

각각 5, 10mM이 되도록 무게를 재어 bottle에 넣었다. 

라) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

마) 배지 : McDougall buffer

바) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

사) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

아) 배양방법 : 실험 1)과 동일

자) 분석방법 : 실험 1)과 동일

5) Essential oil이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 첨가수준 : 기질의 0, 1 그리고 10%를 첨가하였다.

나) 기질 : 기질은 tall fescue와 시판 농후사료를 분쇄하여 사용하였으며, 이들의 

비율을 2:8과 8:2롤 하여 0.5g을 배양에 사용하였다. 

다) 배지 : McDougall buffer
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라) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

마) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, NH3-N, VFA

바) 배양방법 : 실험 1)과 동일

사) 분석방법 : 나머지는 실험 1)과 동일하며 NH3-N 분석은 배양액을 원심분리

한 후 상층액을 eppendorf tube에 1ml씩 옮기고 분석하기 전까지 -20℃에 보관

하였다가 Chaney와 Marbach (1962)의 방법에 따라 분석하였다. 

6) Lignosulfonate가 메탄생성과 발효에 미치는 영향 

가) 첨가수준 : 기질의 0, 0.25, 0.5 그리고 1%를 첨가하였다.

나) 기질 : 기질은 시판 농후사료를 분쇄하여 0.25g을 배양에 사용하였다. 

다) 배지 : McDougall buffer

라) 배양시간 : 0, 3, 6, 12, 24시간

마) 분석항목 : pH, gas production, CH4, H2

바) 배양방법 : 60ml serum bottle을 사용하였으며, 1:4(V/V)로 섞은 위액과 

buffer mixture를 30ml 접종하여 실험하였으며, 나머지는 실험 1)과 동일하다. 

사) 분석방법 : 실험 1)과 동일

7) 한약재가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 한약재의 종류 : 결명자, 계피, 감초, 산초, 정향

나) 첨가수준 : 기질의 0 그리고 5%를 첨가하였다.

다) 기질 : 분쇄한 alfalfa 200mg을 배양에 사용하였다. 

라) 배지 : McDougall buffer

마) 배양시간 : 24시간

바) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, NH3-N, VFA

사) 배양방법 : 60ml serum bottle을 사용하였으며, 1:4(V/V)로 섞은 위액과 

buffer mixture를 30ml 접종하여 실험하였으며, 나머지는 실험 1)과 동일하다. 

아) 분석방법 : 나머지는 실험 1)과 동일하며 NH3-N 분석은 배양액을 원심분리

한 후 상층액을 eppendorf tube에 1ml씩 옮기고 분석하기 전까지 -20℃에 보관

하였다가 Chaney와 Marbach (1962)의 방법에 따라 분석하였다. 
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8) 할로겐화합물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

가) 할로겐화합물의 종류 : BES(bromoethanesulfonic acid), PMDI(pyromellitic 

diimide)

나) 첨가수준 : 0, 15, 30μM (BES) and 0, 5, 10ppm (diimide) 

다) 첨가방법 : bottle에 위액과 buffer를 넣은 다음 fumarate와 malate의 농도가 

각각 5, 10mM이 되도록 무게를 재어 bottle에 넣었다. 

라) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

마) 배지 : McDougall buffer

바) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

사) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

아) 배양방법 : 실험 1)과 동일

자) 분석방법 : 실험 1)과 동일

9) 할로겐 화합물과 불포화지방산 또는 유기산과의 복합처리가 메탄생성과 

발효에 미치는 영향

가) 할로겐화합물의 종류 : BES, PMDI

나) 불포화지방산의 종류 : oleic acid, linoleic acid, linolenic acid 

다) 유기산의 종류: fumarate, malate

라) 첨가수준 : 5% (oleic acid, linoleic acid, linolenic acid), 10mM (fumarate 

and malate), 30μM (BES) and 10ppm (PMDI) 

마) 기질 : 0.5g (Tall fescue : concentrate = 6:4)

바) 배지 : McDougall buffer

사) 배양시간 : 0, 6, 12, 24, 48시간

아) 분석항목 : gas production, CH4, H2, pH, VFA and DM digestibility

자) 배양방법 : 실험 1)과 동일

차) 분석방법 : 실험 1)과 동일
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다. 연구 결과

1) 불포화지방산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  불포화지방산 첨가는 건물소화율을 감소시켰으며(P<0.05), oleic acid는 제외한 

linoleic acid, linolenic acid는 첨가수준이 높을수록 소화율이 감소하였다 (Table 

9). pH는 linolenic acid 첨가구에서 가장 높게 나타났으나, 처리구간 유의적인 차

이는 없었다. 휘발성지방산(VFA)을 살펴보면 불포화지방산 처리에 의해 대체로 

증가하였다. acetate 농도는 지방산 처리에 의해 증가하였지만 유의적인 차이는 

없었고, propionate 농도는 지방산 처리에 의해 증가하였으며 10% 지방산 처리구

는 유의적으로 높았다 (P<0.05). 5% oleic acid 첨가는 VFA 농도에 거의 영향을 

주지 않았으나 10% oleic acid 첨가는 propionate, butyrate를 유의적으로 증가시

켰다 (P<0.05).  Linoleic acid 처리구에서는 첨가수준간에 VFA 함량의 차이가 

없었다. Linolenic acid는 10% 첨가구가 5% 첨가구보다 대체로 높았으며 특히 

propionate와 A/P 비율은 첨가수준간에 차이가 나타났다 (P<0.05).  

   가스발생량을 살펴보면 불포화지방산 처리에 의해 대체로 가스발생량이 줄었

으며, 불포화지방산 처리수준이 높을수록 더욱 감소하였다 (P<0.05). Linolenic 

acid 첨가구가 다른 불포화지방산에 비해 가스발생량이 적었으며 linolenic acid를 

10% 첨가하였을 때가 가스발생량이 가장 적었다 (P<0.05). 불포화지방산 처리구 

모두 메탄생성량이 감소하였으며 oleic acid를 제외한 지방산 처리구에서는 첨가

수준이 높을수록 메탄생성량이 감소하여, linolenic acid 10% 첨가구가 메탄생성

량이 가장 낮았다 (P<0.05). H2 가스는 대조구와 지방산 처리구 사이에 차이가 

없이 비슷하였다. 

지방에 의한 메탄의 감소는 여러 기작에 의한 것이다. 여기에는 불포화지방산

의 가수소반응(biohydrogenation), propionate 생성 증가 그리고 프로토조아

(protozoa)의 억제 등이 있다. 반추위내에서 H2는 주로 CO2의 CH4으로의 환원

(48%), VFA 합성(33%), 그리고 박테리아 세포 합성(12%)에 이용되며 불포화지

방산의 가수소반응에 이용되는 H2의 양은 전체 H2의 1% 밖에 되지 않기 때문에 

지방의 가수소반응에 의한 메탄생성 감소는 충분히 설명되지 못한다(Czerkawski, 

1986). Henderson(1973)에 따르면 지방은 propionate 생성에 기여하는 그람음성균

에 영향을 끼치지 않는다고 보고하였는데, 이는 지방첨가에 의한 propionate 생
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성 증가가 미생물의 작용이 아닌 다른 요인에 의한 것임을 설명하는 것으로 보

인다. 또한 지방은 반추위내 ciliate protozoa의 수를 감소시킨다. ciliate protozoa

에는 methanogens이 부착되어 있는 것을 볼 수 있는데, 이들 ciliate protozoa에 

부착하여 살고 있는 methanogens은 전체 반추위 메탄발생량의 37%를 차지한다

고 한다 (Hegarty, 1999). Galbraith 등(1971)은 지방산이 미생물 세포벽에 흡착되

어 필수 영양소의 통과를 방해하기 때문에 유해하다고 보고하였다. 

지방은 또한 유기물과 조섬유의 소화를 떨어뜨리는데(Zinn, 1989), 이것은 발

효될 수 있는 기질의 양이 줄어 메탄생성의 기질도 감소하는 것이므로 결국 메

탄이 감소하게 된다.

Table 9. Effects of unsaturated fatty acids on in vitro CH4 production and 

fermentation

Control

Oleic acid Linoleic acid Linolenic acid

SEM1
5% 10% 5% 10% 5% 10%

Digestibility, % 54.9a 49.6ab 51.0ab 45.2bc 42.0c 46.9bc 40.7c 2.04

pH 6.40 6.41 6.42 6.40 6.42 6.48 6.52 0.03

VFA, mM

  acetate 33.4 40.2 45.0 45.3 45.3 38.5 45.5 3.10

  propionate 10.8
c 13.0bc 14.6ab 14.4abc 15.2ab 13.0bc 17.5a 1.12

  isobutyrate 0.7 0.8 0.9 1.1 0.9 0.8 0.9 0.09

  butyrate 6.9b 8.7ab 9.6a 10.4a 10.2a 8.3ab 10.5a 0.76

  isovalerate 1.3
b 1.5ab 1.7ab 1.9a 1.8a 1.5ab 1.8a 0.13

  valerate 1.0 1.3 1.4 1.5 1.5 1.2 1.5 0.11

  Total VFA 54.1 65.4 73.3 74.6 74.9 63.2 77.7 5.27

  A/P 3.1
ab 3.1ab 3.1ab 3.1a 3.0bc 3.0c 1.5d 0.04

Total gas, ml 98.1ab 96.3ab 95.5cd 98.6a 93.9d 93.5d 90.0e 0.68

  CH4, mM 6.4a 6.0b 5.8b 6.1b 5.4c 5.1d 4.7e 0.08

  H2, mM 0.15 0.16 0.16 0.16 0.15 0.15 0.15 0.003

1SEM, standard error of means
a,b,c,d,eMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)



- 56 -

   Figure 5는 배양시간에 따른 메탄생성량을 나타낸 것이다. 배양후 6시간에는 

대조구와 처리구간에 차이가 없다가 12시간부터 linolenic acid가 메탄생성이 줄

면서 메탄생성이 가장 낮았고, 24시간부터는 대조구와 oleic acid 처리구, linoleic 

acid 5% 처리구간에 비슷하였으며 linoleic 10% 처리구와 linolenic 처리구에서 

메탄생성량이 줄어들었다. 
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Figure 5. Effects of unsaturated fatty acids on CH4 production. O, oleic acid; 

Li, linoleic acid; Ln, linolenic acid; 5, 10, supplementation level of 

fatty acids(%)

2) 항생제가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  48시간 배양후 건물소화율을 보면, monensin과 nisin 10ppm 처리는 대조구에 

비해 건물소화율을 감소시켰으며, pH는 증가시켰다 (P<0.05) (Table 10). 

  휘발성지방산을 보면, nisin 처리는 VFA 생성에 영향을 주지 않았지만, 

monensin 처리는 propionate를 제외한 VFA의 생성을 감소시켰으며 (P<0.05) 유

의적인 차이는 없지만 첨가수준이 높을수록 감소하였다. monensin 처리는 
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acetate는 감소시키고 propionate는 증가시켜 A/P 비율이 3.8∼4.4로 대조구보다 

낮았다. 전체 가스발생량도 마찬가지로 monensin 처리는 가스발생량을 유의적으

로 감소시켰으며, 첨가수준이 높을수록 가스발생량을 감소시켰으나 (P<0.05), 

nisin은 대조구와 차이가 없었다. CH4 가스도 가스발생량과 마찬가지로 

monensin 처리에 의해 감소하였고, 첨가수준이 높을수록 감소하였으나 nisin은 

영향을 주지 않았다. H2 가스의 생성량도 monensin 처리에 의해 감소하였으나 

nisin은 영향을 주지 않았다. 

Table 10. Effects of monensin and nisin on in vitro CH4 production and 

fermentation

Control

Monensin Nisin

SEM1
5ppm 10ppm 5ppm 10ppm

Digestibility, % 44.3a 34.3c 33.3c 42.0ab 40.8b 1.02

pH 6.5
d 6.7b 6.7a 6.5d 6.6c 0.004

VFA, mM

  acetate 49.4a 37.5bc 31.4c 47.9a 44.6ab 2.39

  propionate 7.9 8.8 8.2 7.5 7.0 0.52

  isobutyrate 0.4a 0.1b 0.1b 0.3a 0.3a 0.04

  butyrate 7.5
a 4.6b 4.1b 6.5a 6.7a 0.51

  isovalerate 0.6
a 0.3c 0.3c 0.5ab 0.5b 0.02

  valerate 0.5a 0.2b 0.2b 0.5a 0.4a 0.06

  Total VFA 66.3
a 51.6bc 44.3c 63.2a 59.5ab 3.38

  A/P 6.2
a 4.2b 3.8c 6.4a 6.4a 0.06

Total gas, ml 79.4b  56.4c  54.4d 80.1ab 81.1a 0.41

  CH4, mM 6.0a 2.5b 2.2c 6.0a 5.9a 0.05

  H2, mM 0.13a 0.10b 0.09b 0.13a 0.13a 0.003

1SEM, standard error of means
a,b,c,dMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)
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  Figure 6에서 보는 바와 같이 배양 초기부터 monensin 처리구가 뚜렷하게 메

탄생성량이 적었으며 nisin 처리에 의해서는 메탄생성이 억제되지 않고 대조구와 

비슷하였다. 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Incubation time, h

CH
4,

 m
M

Control M5
M10 N5
N10

Figure 6. Effects of monensin and nisin on CH4 production. [M, monensin; 

N, nisin; 5, 10, supplementation level of monensin and nisin(ppm)].

 성장촉진제로써 또는 산중독증을 막기 위해 반추동물 사료에 사용되는 항생

제와 ionophores 중 상당수가 메탄 발생에 영향을 미쳤다 (Van Nevel과 

Demeyer, 1992). 이들의 메탄발생에 미치는 영향은 일정하지 않아, 감소시키거나  

증가시켰다. 그러나, 그램양성균에 작용하는 것으로 알려진 avoparcin 그리고 

ionophores는 메탄발생 억제효과가 분명하였으며 동시에 VFA 생성 형태가 

acetate와 butyrate는 줄고 propionate는 증가하는 방향으로 변화되었다. 

비육우에 널리 사용되고 있는 ionophore계 항생제 monensin은 메탄발생량을 

약 25%까지 감소시켰다(Wedegaertner과 Johnson, 1983). Van Nevel과 

Demeyer(1977)는 in vitro 연구를 통해 monensin이 반추위 메탄생성균에 직접적

으로 독성이 있는 것이 아니고 formate lyase에 의해 formate가 CO2와 H2으로 

전변시키는 미생물을 억제하는 것이라고 보고하였다. 

Ionophore계 항생제에 대한 미생물들의 반응은 종에 따라 다르다. 따라서 

ionophore계 항생제에 의한 반추위 발효 변화는 미생물 군집이 ionophore에 대해 
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저항성이 있는 미생물 군집으로 바뀌기 때문일 것이고 이들 군집은 propionate를 

더 생산하는 경향이 있는 것이다 (Henderson 등, 1981). 그러나 불행하게도 

monensin과 lasalocid에 의한 메탄생성 억제효과가 오래 지속되지 못했다. 

Johnson 등(1991)은 monensin을 처리한지 약 2주후에 대조구와 메탄발생량이 비

슷하게 되었다고 보고하였다. 그렇지만 ionophore에 의해 바뀐 VFA 생성비율은 

사양시험이 끝날 때까지 지속되었다고 보고되었다 (Richardson 등, 1976). 비육우

에서 ionophore계 항생제에 의해 항상 체중이 증가하지는 않지만 대개 사료섭취

량이 감소하여 사료효율은 향상된다.    

3)  금속산화물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

   MnO2와 Fe2O3는 대조구보다 건물소화율을 감소시켰으며 (P<0.05) 첨가수준

이 높을수록 건물소화율이 감소하였다 (Table 11). pH는 대조구와 처리구간에 

유의적인 차이가 없었다. VFA의 생성량을 보면 금속산화물의 종류와 첨가수준

이 VFA 생성량에는 영향을 주지 않았다 (P>0.05). A/P 비율은 KMnO4 처리에 

의해 감소하였고 (P<0.05), MnO2 500ppm 처리에 의해서는 증가하였다 (P<0.05).

   전체 가스발생량은 Fe2O3 500ppm 처리구를 제외한 나머지 금속산화물 처리

구에서 가스발생량이 감소하였으며(P<0.05), MnO2와 KMnO4는 처리수준이 높을

수록 감소하였다 (P<0.05). 메탄발생량을 보면 대조구와 Fe2O3 처리구는 비슷하

였고 MnO2와 KMnO4 처리구는 메탄가스 발생량을 감소시켰으며 처리수준이 높

을수록 감소하였다 (P<0.05). H2가스의 발생량도 MnO2와 KMnO4 처리에 의해 

감소하였다 (P<0.05). 
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Table 11. Effect of metalic oxides on in vitro ruminal fermentation and CH4 

production

Control

MnO2 

(ppm)

KMnO4 

(ppm)

Fe2O3 

(ppm) SEM1

500 1000 500 1000 500 1000

Digestibility, % 62.1b 50.0e 43.4f 68.6a 59.3bc 56.1cd 53.0de 1.79

pH 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 0.05

VFA, mM

  acetate 39.2 41.5 40.8 39.7 35.9 41.8 38.9 1.35

  propionate 11.3 11.7 11.9 12.2 13.4 12.0 11.1 0.45

  isobutyrate 0.5 0.6 0.6 0.6 0.5 0.5 0.5 0.01

  butyrate 5.7 6.0 5.8 5.6 5.3 6.0 5.6 0.19

  isovalerate 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 0.9 0.9 0.03

  valerate 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 30.03

  Total VFA 58.3 61.4 60.7 59.6 56.9 62.0 57.7 2.04

  A/P 3.5
bc 3.6a 3.4c 3.3d 2.7e 3.5bc 3.5ab 0.02

Total gas, ml 89.1
a 82.8c 76.8d 83.2c 73.4e 88.9a 87.0b 0.44

  CH4, mM  5.0a 4.5c 3.8d 4.6c 3.6e 5.0ab 4.9b 0.04

  H2, mM  0.13a 0.11b 0.11b 0.11b
bb
0.10c 0.13a 0.13a 0.003

1SEM, standard error of means
a,b,c,d,e,fMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

4) 유기산이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  Fumarate와 malate 처리는 건물소화율을 감소시키는 경향이 보이긴 하였지

만 유의적인 차이는 없었다 (Table 12). pH는 fumarate와 malate 처리에 의해 

증가하였으며, 첨가수준이 높을수록 증가하였다 (P<0.05). 

  휘발성지방산을 살펴보면, total VFA, acetate, butyrate, isobutyrate 그리고 

isovalerate 농도는 fumarate와 malate 처리에 의해 영향을 받지 않았다. 그러나 
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propionate 농도는 유기산 처리에 의해 증가하였으며 처리수준간에는 차이가 

없었다. propionate 농도의 증가와 함께 A/P 비율은 fumarate와 malate 처리에 

의해 감소하였고 처리수준이 높을수록 A/P 비율은 더 감소하였다 (P<0.05). 

Table 12. Effects of organic acids on in vitro CH4 production and 

fermentation

Control
Fumarate Malate

SEM1

5mM 10mM 5mM 10mM

Digestibility, % 46.1 44.8 43.3 42.8 42.8 1.15

pH 6.63d 6.66c 6.69b 6.66c 6.70a 0.002

VFA, mM

  acetate 38.2 38.9 36.6 39.0 39.2 1.77

  propionate 7.8
b 10.7a 11.6a 10.4a 12.1a 0.76

  isobutyrate 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.01

  butyrate 6.6 6.1 5.6 6.5 6.6 0.28

  isovalerate 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.03

  valerate 0.5
b 0.5ab 0.5b 0.6ab 0.6a 0.03

  Total VFA 53.9 57.0 55.0 57.2 59.2 2.81

  A/P 4.9a 3.7b 3.2c 3.8b 3.3c 0.10

Total gas, ml 73.3
d 78.1bc 78.9ab 76.7c 80.1a 0.51

  CH4, mM 3.0a 3.0a 2.8b 2.9ab 2.6c 0.06

  H2, mM 0.11 0.12 0.11 0.11 0.11 0.002

1SEM, standard error of means
a,b,c,dMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

  전체 가스발생량은 유기산 처리에 의해 증가하였으며 (P<0.05), malate 처리

구는 처리수준이 높을수록 증가하였다 (P<0.05). 메탄발생량을 살펴보면 

fumarate와 malate의 처리수준이 5mM일 때에는 메탄발생량이 대조구와 차이

나지 않았지만 처리수준이 10mM일 때에는 메탄발생량이 감소하였다 (P<0.05). 

Malate 10mM 처리구에서 메탄발생량이 가장 낮았다. H2 가스의 발생량은 유

기산 처리에 의한 차이가 없었다. Figure 7에서 보는 바와 같이 배양후 12시간
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까지 대조구와 처리구간에 메탄발생량이 비슷하였으나, 12시간 이후로  

fumarate와 malate 10mM 처리구에서 점차 메탄생성이 줄어들었다. 

유기산 제제는 최근에 항생제를 대체하기 위한 물질로써 부각되기 시작했다. 

항생제는 반추위 미생물과 동물이 내성을 갖게 되고, 축산물에 잔류할 수 있는 

문제점이 있어 항생제 대체물질 탐색 연구가 활발히 진행되고 있다. 유기산 제제

는 ionophore계 항생제처럼 lactate와 메탄의 감소, propionate 생성의 증가 그리

고 이로 인한 사료효율 향상 등의 효과가 있어 항생제를 대체할 수 있을 것이다 

(Russell과 Strobel, 1989).

앞에서 메탄 발생의 억제는 보통 propionate 생성의 증가가 동반되는 것을 볼 

수 있었다. 이런 메탄과 propionate간의 역의 관계를 이용하여 propionate의 전구

물질인, fumarate나 malate를 이용하여 propionate 생성을 증가시켜 메탄을 억제

하고자 하였다.
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Figure 7. Effects of organic acids on CH4 production. [F, fumarate; Ma, 

malate; 5, 10, supplementation level of organic acids(mM)].
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6) Essential  oil이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  Essential oil 첨가는 pH를 증가시켰으며, 기질 조성에 상관없이 essential oil

의 첨가수준이 증가할수록 pH가 증가하였다 (P<0.01) (Table 13). NH3-N의 농

도는 농후사료 수준이 높은 곳이 높았으며, essential oil의 첨가수준이 증가할

수록 감소하였다 (P<0.01). acetate, propionate, isobutyate, isovalerate, valerate 

그리고 total VFA의 농도도 NH3-N의 농도와 비슷한 경향을 보였으나, 

butyrate와 acetate:propionate ratio는 essential oil의 처리수준에 따른 차이는 

없었다.    

 

Table 13. Effect of essential oil and level of concentrate on in vitro methane 

production and fermentation

1SEM, standard error of means
2E, level of essential oil; C, level of concentrate; E×C, interaction of essential oil and 

concentrate; *, P<0.05; **, P<0.01; ns, not significant 

High concentrate Low concentrate
SEM1

Significance2

0 1% 10% 0 1% 10% E C E×C

pH 6.61 6.63 6.66 6.68 6.70 6.75 0.01 ** ** ns

NH3-N, mg/dl 32.6 33.1 29.0 30.2 29.8 25.3 0.86 ** ** ns

VFA, mM  

  acetate 54.6 53.3 50.4 50.1 51.4 47.3 1.39 ** ** ns

  propionate 14.5 14.1 14.2 13.8 14.1 12.0 0.41 ** ** **

  isobutyrate 1.2 1.2 1.0 1.1 1.1 0.9 0.04 ** ** ns

  butyrate 12.0 11.7 11.4 8.5 8.7 8.3 0.32 ns ** ns

  isovalerate 2.3 2.3 2.0 2.0 2.1 1.7 0.07 ** ** ns

  valerate 1.4 1.4 1.3 1.2 1.2 1.1 0.03 ** ** *

  TVFA 86.0 84.0 80.3 76.7 78.6 71.4 2.19 ** ** ns

  A/P 3.78 3.77 3.56 3.64 3.66 3.94 0.05 ns ns **

Total gas, ml 124.3 125.5 117.6 105.4 100.6 94.6 2.82 ** ** ns

CH4, mM 13.7 13.8 12.3 11.0 10.5 9.5 0.25 ** ** ns

H2, mM 0.22 0.22 0.23 0.19 0.19 0.18 0.01 ns ** ns
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   전체 가스발생량과 메탄발생량도 마찬가지로 농후사료의 수준이 높을수록 

높았으며, essential oil의 첨가수준이 높은 10%에서 감소하였다. 그러나, H2 발

생량은 essential oil의 첨가수준에 따라 차이가 없었다. 

   배양시간에 따른 메탄발생량을 살펴보면, 배양초기부터 농후사료 수준이 높

은 처리구가 메탄발생량이 높았으며, essential oil의 첨가수준간 차이는 배양후 

12시간부터 나타나기 시작해서 배양시간이 길어질수록 그 차이가 점점 커졌다 

(Figure 8). 배양시간에 따른 H2 발생량도 농후사료 수준이 높은 처리구에서 높

았으며, 고농후사료에서 essential oil 10% 첨가구가 H2 발생량이 높았으나, 저

농후사료에서는 essential oil 10% 첨가구가 H2 발생량이 낮아서 일정한 경향을 

보이지 않았다. 
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Figure 8. Effect of essential oil and level of concentrate on in vitro methane 

and H2 production during 48h incubation. H, high level of concentrate; L, 

low level of concentrate; 0, 1 and 10, level of essential oil (%)

7) Lignosulfonate가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  배양 0시간에는 lignosulfonate의 첨가수준이 증가할수록 pH가 감소하였다 

(P<0.05) (Table 14). 그 이후에는 lignosulfonate 1% 첨가구가 유의적으로 감소

하였고 0.25%와 0.5% 첨가구는 대조구와 거의 차이가 없었다. 

  Lignosulfonate의 첨가는 배양초기 가스발생량을 증가시켰지만 배양시간이 길

어질수록 처리구와 대조구 사이에 차이가 없었다 (Table 15).  

  3시간 배양후 메탄발생량은 lignosulfonate의 첨가수준에 따라 달랐다 (Table 

16). Lignosulfonate 0.25% 첨가구는 메탄발생량이 대조구보다 높았으나, 1% 첨

가구는 대조구보다 낮았고 (P<0.05), 첨가수준이 증가할수록 메탄발생량이 감소

하였다 (P<0.05). 배양 6시간과 12시간후 lignosulfonate 1% 첨가구만 유의적으로 

감소하였으나 (P<0.05), 첨가수준이 증가함에 따라 메탄발생량이 감소하는 경향

이 있었다. 그리고 배양 24시간후에는 0.5%와 1% 첨가구에서 메탄발생량이 감소

였으며 (P<0.05), 역시 첨가수준이 증가함에 따라 메탄발생량이 감소하였다 
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(P<0.05). 메탄발생량과는 반대로 H2 발생량은 lignosulfonate 첨가에 의해 증가

하였다 (Table 17). 배양 전반적으로 lignosulfonate 1% 첨가구에서 H2 발생량이 

가장 높았으며 (P<0.05), 첨가수준이 증가할수록 H2 발생량이 증가하는 경향이 

있었다.  

 

Table 14. pH as influenced by lignosulfonate 

Incubation time 

(h)
Control

Lignosulfonate
SEM1

0.25% 0.5% 1%

0 6.83a 6.77b 6.75c 6.71d 0.005

3 6.62
a
 6.62

a
6.60

ab
 6.59

b
 0.010

6 6.53a 6.52a 6.52a 6.49b 0.008

12 6.42a 6.42ab 6.40b 6.40b 0.010

24 6.52
a
 6.51

a
 6.50

a
 6.46

b
 0.012

1SEM, standard error of means
a,b,c,dMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

Table 15. Gas production as influenced by lignosulfonate (ml)

Incubation time 

(h)
Control

Lignosulfate
SEM

1

0.25% 0.5% 1%

3 18.2b 19.6a 19.5a 18.9ab 0.43

6 31.4
b

33.4
a
 32.5

ab
 31.0

b
 0.68

12 40.1b 42.5ab 43.8a 43.2ab 1.21

24 51.4 53.62 53.39 53.34 0.92

1SEM, standard error of means
a,bMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)
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Table 16. CH4 production as affected by lignosulfonate (mM) 

Incubation time 

(h)
Control

Lignosulfate
SEM1

0.25% 0.5% 1%

3 1.1
b
 1.4

a
 1.0

b
 0.5

c
 0.08

6 3.1a 3.1a 2.7a 1.2b 0.26

12 5.5a 5.8a 5.3a 3.2b 0.22

24 8.6
a
 8.7

a
 7.7

b
 5.5

c
 0.29

1SEM, standard error of means
a,b,cMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

Table 17. H2 production as affected by lignosulfonate (mM) 

Incubation time 

(h)
Control

Lignosulfate
SEM

0.25% 0.5% 1%

3 0.05c 0.06bc 0.07b 0.19a 0.008

6 0.07
b
 0.09

b
 0.14

b
 0.8

a
 0.069

12 0.09b 0.08b 0.13b 1.03a 0.081

24 0.08b 0.07b 0.10b 0.41a 0.056

1
SEM, standard error of means
a,b,cMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)
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8) 한약재가 메탄생성과 발효에 미치는 영향

   pH는 계피(cinnamon) 첨가구가 6.47로 가장 높았으며, 감초 (licorice root) 

첨가구가 6.45로 가장 낮았다 (P<0.05) (Table 18). NH3-N의 농도는 처리구간에 

차이가 없었다.

   acetate와 propionate의 농도는 정향 (clove) 첨가구만 각각 56.3mM, 17mM로 

가장 낮았으며 (P<0.05), 다른 처리구간에는 대조구와 차이가 없었다. 

isobutyrate는 계피 첨가구가 가장 높았으며 (P<0.05), 감초 첨가구가 가장 낮았

고 (P<0.05), 그 이외의 처리구간에는 차이가 없었다. butyrate는 감초, 산초 

(Chinese pepper) 그리고 정향 첨가구에서 대조구보다 낮게 나타났다 (P<0.05). 

Total VFA의 농도는 정향 첨가구만 유의적으로 낮았고 (P<0.05), 나머지 처리구

간에는 차이가 없었다. 반대로 acetate:propionate ratio는 정향 첨가구만 대조구

보다 높았다 (P<0.05). 전체 가스발생량은 정향 첨가구만 대조구보다 낮았고 

(P<0.05), 나머지 처리구는 대조구와 차이가 없었다. 메탄발생량은 결명자 

(Cassia tora) 첨가구가 가장 낮았지만 대조구와 유의적인 차이가 없었다. H2 발

생량은 대조구와 처리구간에 차이가 없었다.       
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Table 18. Effect of Chinese herb on in vitro methane production and 

fermentation

1Ct, Cassia tora; Ci, cinnamon; Lr, licorice root; Cp, Chinese pepper; Cl, clove
2SEM, standard error of means
a,b,cMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

Control
Chinese herb1

SEM2

Ct Ci Lr Cp Cl

pH 6.45ab 6.47ab 6.47a 6.45b 6.45ab 6.46ab 0.01

NH3-N, mg/100ml 19.28 19.28 19.20 18.87 19.27 19.50 0.30

VFA, mM

  acetate 61.6a 61.8a 62.0a 59.1ab 58.3ab 56.3b 1.88

  propionate 19.0a 19.5a 19.0a 18.1ab 17.8ab 17.0b 0.65

  isobutyrate 1.4b 1.3bc 1.5a 1.2c 1.3bc 1.2bc 0.05

  butyrate 8.6ab 8.7a 8.8a 7.9bc 7.9bc 7.6c 0.27

  isovalerate 2.5b 2.6ab 2.8a 2.3b 2.4b 2.4b 0.13

  valerate 1.7ab 1.7ab 1.9a 1.6b 1.6b 1.6b 0.06

  TVFA 94.7a 95.6a 96.0a 90.1ab 89.2ab 86.0b 2.97

  A/P 3.2bc 3.2c 3.3ab 3.3ab 3.3ab 3.3a 0.02

Total gas, ml 36.4ab 35.7abc 36.8a 35.0abc 34.5bc 34.2c 0.74

CH4, mM 4.5ab 4.2b 5.0a 4.5ab 4.5ab 4.4ab 0.23

H2, mM 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.04 0.005
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8) 할로겐 화합물이 메탄생성과 발효에 미치는 영향

  할로겐 화합물 BES가 건물소화율을 감소시키는 경향을 보였지만 대조구와 

유의적인 차이는 없었고, PMDI도 건물소화율에 영향을 주지 않았다 (Table 

19). pH는 처리구간에 크게 차이는 없지만 할로겐 화합물 처리에 의해 증가하

였다 (P<0.05). 

  휘발성지방산을 살펴보면, total VFA의 양은 BES와 PMDI 처리에 의해 증가

하였다(P<0.05). 할로겐화합물이 acetate의 농도에는 영향을 주지 않았으나, 

propionate, butyrate 그리고 valerate의 농도는 증가시켰으며, A/P 비율은 감소

시켰다 (P<0.05). 휘발성지방산에서 할로겐화합물의 종류와 첨가수준에 따른 차

이는 없었다. 

Table 19. Effects of halogen compounds on in vitro CH4 production and 

fermentation

Control
BES PMDI

SEM1

15μM 30μM 5ppm 10ppm

Digestibility, % 54.9 49.6 50.7 53.7 53.4 1.34

pH 6.40c 6.42ab 6.42ab 6.44a 6.41bc 0.01

VFA, mM

  acetate 33.4 39.6 44.1 40.6 40.4 3.00

  propionate 10.8
b 17.9a 18.1a 18.7a 19.6a 1.26

  isobutyrate 0.7 0.8 0.9 0.8 0.8 0.07

  butyrate 6.9
b 10.5a 10.7a 12.2a 12.7a 0.80

  isovalerate 1.3 1.5 1.6 1.5 1.5 0.13

  valerate 1.0
b 1.5a 1.5a 1.6a 1.6a 0.10

  Total VFA 54.1
b 71.7a 76.9a 75.4a 76.7a 4.99

  A/P 3.1a 2.2b 2.4b 2.2b 2.1b 0.15

Total gas, ml 98.1
a 93.0c 91.1d 96.3b 99.3a 0.45

  CH4, mM 6.4a 0.2c 0.1c 0.6b 0.2c 0.05

  H2, mM 0.15d 2.70c 2.54c 3.06b 3.69a 0.10

1SEM, standard error of means
a,b,c,dMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)
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  전체 가스발생량을 살펴보면, BES 처리구는 처리수준이 증가함에 따라 감소

하였지만 (P<0.05), PMDI의 경우 5ppm 처리구는 가스발생량이 감소하였으나, 

10ppm 처리구는 증가하여 처리수준에 따른 경향이 나타나지 않았다. 메탄발생

량을 살펴보면 BES와 PMDI 처리에 의해 메탄발생량이 현저하게 감소하였고 

(P<0.05), PMDI는 첨가수준이 높을수록 메탄발생량이 감소하였다 (P<0.05). 

   반면에 H2 가스는 BES와 PMDI 처리에 의해 증가하였다. PMDI 처리구가 

BES 처리구보다 H2 가스의 발생량이 높으며, 첨가수준이 높을수록 H2의 발생

량이 증가하였다. Figure 9는 배양시간에 따른 메탄과 H2 가스의 생성을 나타

낸 것으로, 배양 초기부터 할로겐화합물에 의해 뚜렷하게 메탄생성이 억제되고 

H2 가스의 발생량도 증가하는 것을 볼 수 있다. 

   Bauchop(1967)은 chloroform(CHCl3), carbon tetrachloride(CCl4) 및 methylene 

chloride(CH2Cl2)가 메탄생성을 억제하는 물질임을 발견하였다. 그 후에 진행된 

연구들에 의하면 chloral hydrate, methylene bromide, di- 와 trichloroacetamide, 

bromochloromethane, hemi-acetal of chloral and starch (HCS),  trichloroethyl 

adipate 와 -pivalate 등의 할로겐 화합물도 메탄억제 효과가 있었다. 

또한 coenzyme-M의 Br 유사체인 2-bromoethanesulfonic acid(BES)도 

methyl coenzyme-M reductase를 억제함으로써 메탄생성을 억제한다고 보고된 

바 있다(Balch와 Wolfe, 1979). 그러나 위의 할로겐화 화합물 중에는 실제 동물

에게 급여할 수 없는 것도 있으며, 장기간 동물에게 급여하였을 때, 반추위 미생

물이 이들 화합물에 적응하거나 분해를 하여 메탄억제효과가 점차 감소되었다 

(Cole과 McCroskey, 1975). 이 외에도 할로겐화 화합물에 의한 메탄생성 억제는 

반추위내 수소 축적 (Table 15), 기질의 이용성과 미생물체 단백질 합성의 감소, 

사료섭취량 감소의 문제를 갖고 있음을 고려해야 한다. 
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Figure 9. Effecs of halogen compounds on CH4 and H2 production. [B, BES; 

D, PMDI; 15, 30, supplementation level of BES(μM); 5, 10, 

supplementation level of PMDI(ppm)].

   본 실험을 통해 할로겐 화합물이 가장 메탄생성을 억제하였음을 알 수 있었

다. 그러나 메탄생성이 억제되면서 H2가 축적되었는데, 이는 반추위내 미생물 

대사의 진행을 막아 동물의 소화율과 생산성을 감소시킬 수 있다. 따라서 할로
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겐 화합물로 메탄생성을 억제하려면 축적될 수 있는 H2를 줄일 수 있는 물질이 

함께 사용되어야 할 것이다. 

9) 할로겐 화합물과 불포화지방산 또는 유기산과의 복합처리가 메탄생성에 

미치는 영향

  건물소화율을 살펴보면, BES 복합처리구가 PMDI 복합처리구보다 소화율이 

높게 나타났다 (P<0.01) (Table 20). 그리고, 유기산 처리구가 지방산 처리구보

다 소화율이 높고 (P<0.01), linolenic acid 처리구보다는 linoleic 처리구의 소화

율이 더 높다 (P<0.01). pH는 fumarate와 malate 처리구간 비교에서 fumarate 

처리구의 pH가 유의적으로 높게 나타났고 (P<0.01), 그 외의 처리구간 비교에

서는 유의성이 없었다. PMDI+fumarate 처리구가 6.58로 pH가 가장 높았고, 

PMDI+malate 처리구가 6.36으로 가장 낮았다. 

   휘발성지방산을 살펴보면, BES와 유기산, 불포화지방산 복합처리구가 PMDI 

복합처리구보다 total VFA의 농도가 높으며 (P<0.01), 유기산 처리구가 지방산 

처리구보다 total VFA의 농도가 높게 나타났다 (P<0.01). BES+fumarate 처리

구가 71.9mM로 가장 높고, BES+linolenic acid 처리구가 53mM로 가장 낮았다. 

   acetate의 molar proportion을 보면, BES 복합처리구가 PMDI 복합처리구보

다 높으며 (P<0.01), 불포화지방산 처리구가 유기산 처리구보다 그리고 

fumarate 처리구가 malate 처리구보다 acetate molar proportion이 높다 

(P<0.01). propionate의 molar proportion은 유기산과 불포화지방산 처리구 사이

에서 차이가 나타났는데, 유기산 처리구에서 propionate의 molar proportion이 

높았다. butyrate의 molar proportion도 acetate와는 달리, PMDI 복합처리구가 

BES 복합처리구보다 높으며 (P<0.01), fumarate 처리구보다 malate 처리구에서 

높았다. 그리고 유기산 처리구보다 불포화지방산 처리구의 butyrate molar 

proportion이 높았다. A/P 비율은 propionate의 비율이 높은 유기산 처리구가 

불포화지방산 처리구보다 낮았다. 
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   지금까지 메탄생성억제물질들의 메탄생성억제능력을 비교한 결과, 메탄생성

을 억제하면서 건물소화율의 감소가 크지 않고 발효가 안정적으로 일어났던 메

탄생성억제물질로는 할로겐화합물 BES, 유기산 fumarate와 malate 그리고 불

포화지방산 linoleic acid가 있는데 그 중에서도 BES가 메탄생성억제능력이 가

장 뛰어나다고 할 수 있다. 

4. 연속 발효조 실험을 통한 메탄생성억제제의 메탄발생량 및 기질 소화율, 

발효성상에 미치는 영향

가. 연구의 세부목표

   선발된 메탄 생성 억제기술을 공시하여 연속발효조에서의 메탄 발생량 및 

발효성상에 미치는 영향을 조사하였다.

나. 연구 방법

   1) 공시재료: 선발된 메탄 생성 억제제를 공시하여 발효조 (Figure 10) 2대를 

동원하여 첨가구와 무첨가구로 나누어 실험을 수행하였다.

Figure 10. continuous culture
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    2) 연속발효조 조건 

① 기질 : 12g/d (alfalfa : concentrate = 6 : 4)

② buffer : McDougall buffer (Table 5)

③ buffer flow rate : 50ml/h

④ 배양온도 : 39℃ 

⑤ 교반속도 : 25rpm

3) 배양방법 

① 위액 채취 : 아침 사료 급여전에 캐뉼라가 장착된 Holstein으로부터 채

취하였고, 2겹의 cheese cloth로 걸렀으며 위액이 든 bottle을 39℃ 

water bath에 30분간 정치시켰다. 그러면 사료입자가 위로 뜨게 되는데 

이들 사료입자를 제외한 나머지 부분을 배양할 때 사용하였다.   

② 2L culture flask에 McDougall buffer 500ml와 위액 500ml를 넣고 

O2-free CO2 gas로 bubbling 하였다.  

③ 기질 12g을 culture flask에 넣었다. 이 때 분쇄한 알팔파와 농후사료를 

6:4의 비율로 하였으며 기질은 배양시작 후 하루에 한번 24시간 간격으

로 주었다.  

④ Rubber stopper로 flask를 막고 가열교반기에 의해 39℃로 온도가 맞춰

진 water bath에 넣고 25rpm 정도로 교반하면서 배양하였다.

⑤ buffer는 peristaltic pump에 의해 buffer bottle에서 flask로 시간당 

50ml씩 들어가도록 하였다. 또한 peristaltic pump로 flask로부터 배양액

을 시간당 50ml씩 나오도록 하였다.  

⑥ 배양 후 2시간 간격으로 가스압력을 측정하고 가스를 vaccum 

container에 담아서 가스분석할 때까지 보관하였다.

⑦ 배양 후 4시간 간격으로 배양액의 pH를 측정하고 배양액을 원심분리하

여 VFA 분석에 이용하였다. 또한 배양액을 가지고 methanogen의 군집 

변화도 조사하였다.    

4) 조사항목 및 분석방법 

① gas production : 가스발생량은 발효조 상부에 설치되어 있는 gas 배출
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구를 통해서 2시간 간격으로 측정하였다. 발효조 내부의 head space에 

축적된 가스에 의해 생긴 가스압을 압력센서를 이용하여 측정하고 이를 

부피로 환산하여 가스발생량을 구하였다.

 

② CH4 and H2 : 가스 압력을 측정한 다음 7ml vacuum container에 보관

하였다가 gas chromatography(Varian)를 이용해 CH4과 H2를 분석하였

다. 

③ pH : pH meter (Mettler Delta 340)로 측정하였다. 

④ VFA : 배양액을 3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액 1ml을 

eppendorf tube에 옮기고 25% metaphosphoric acid를 0.2ml씩 넣고 30

분간 정치시켰다. 그 다음에  분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 

GC(HP 6890)로 분석하였다. 

⑤ methanogen 군집 변화 측정

   메탄생성박테리아는 세포의 구조와 기관은 원핵생물과 비슷하나 세포벽

에 peptidoglycan이 없는 특징을 가지고 있다. 또한 DNA 복제, 전사, 단백

질합성에 관여하는 유전자들은 진핵생물의 유전자와 유사성을 지니고 있

다. 반추위내 메탄 생성박테리아는 16S rDNA분석방법을 이용한 분류에 

의하면 고세균(archaea bacteria)에 속한다. 16S rRNAs 분석방법에 따르면 

메탄생성균주, 호열성균주(thermophiles) 및 호염성균주(halophiles)가 고세

균에 포함된다. 16S rDNA 염기서열정보에 의하면 메탄생성 박테리아는 

진핵생물과 Eubacteria와는 전혀 다른 염기서열을 지니고 있다. 따라서

PCR(polymerase chain reaction)과 RFLP(restriction fraction length 

polymorphism) 기법을 이용한 유전정보를 활용함으로써 반추위내 메탄생

성박테리아의 양과 메탄생성억제제의 메탄생성 박테리아의 억제효과 및 사

멸여부를 조사할 수 있다. 

ㄱ. 반추위액 채취 및 DNA  추출방법

  시험에 사용할 반추위액은 연속배양장치에서 3일간 적응기간을 지난 
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후 4일째부터 분리하였다. 배양 4일 후 나일론필터를 사용하여 여과하

고 남은 반추위액을 사용하였다. 반추위액내 포함되어 있는 고세균의 

DNA는 Genomic DNA extraction kit(iNTRON)를 사용하여 추출하였

다. 

 ㄴ. DNA 정량 분석

  연속배양장치에서 3일간 적응기간을 마친 후 배양 후 12시간마다 배

양액을 얻었다. 회수한 배양액은 Genomic DNA extraction 

kit(iNTRON)를 사용하여 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 고세균특

이 primer를 사용하여  PCR증폭을 마친 후, 1.5% agarose gel를 사용

하여 전기영동을 실시하였다. 젤상의 DNA를 정량하기 위하여 image 

analyzer(Biorad)을 이용하여 농도를 계산하였다.

ㄷ. PCR amplification

  고세균의 16s rDNA 분석에 알맞은 두개의 universal primer를 제작

하였다. 이들 primer의 염기서열은 1Af 

(5'-TCYGKTTGATCCYGSCRGAG-3')와 1100Ar 

(5'-TGGGTCTCGCTGGTTG-3') 로서 고세균의 16S rDNA에 이용되

는 primer이다 (Whitford 등, 2001). PCR 증폭조건은 총 30cycle로 9

5℃에서 40초, 55℃에서 1분, 72℃에서 2분으로 반응시켰다. 반응 후 증

폭된 DNA는 두개의 제한효소(HhaⅠ/Hae Ⅲ)로 절단후 절단부위의 길

이에 따른 변이를 확인하기 위하여 3% metaphore agarose gel를 사용

하여 DNA유형을 검사하였다. 

다. 연구 결과

   여러 가지 메탄생성억제제의 메탄생성억제 능력을 비교하여 가장 뛰어나다

고 판단되는 BES를 연속발효조 실험에 공시하였으며 연속발효조 실험을 통해 

batch culture보다 더욱 반추위 발효와 유사한 조건에서 BES의 메탄생성억제능

력을 살펴보고자 하였다. 또한 BES 처리에 의한 메탄생성박테리아의 군집변화



- 79 -

도 살펴보았다. 

   pH는 대조구와 BES 처리구가 비슷하였다 (Table 21). 연속발효조는 계속적

으로 pH 8인 McDougall buffer가 투입되므로 pH가 정상적인 반추위에서의 pH

보다 높게 나타났을 것이다. 

   Total VFA와 acetate, propionate는 대조구와 BES 처리구간에 유의적인 차

이가 없이 대조구가 높았으며, butyrate는 BES 처리구가 유의적으로 높았다 

(P<0.05). 또한, A/P 비율은 BES 처리구가 낮게 나타났다 (P<0.05). 

Table 21. Effect of BES (30μM/d) on 24h CH4 production and fermentation in 

the continuous culture

Control BES SEM1

pH 7.3 7.3 0.02

VFA, mM

  acetate 49.6 41.9 5.43

  propionate 14.7 14.4 1.51

  isobutyrate 1.1 1.0 0.11

  butyrate 7.1b 9.4a 1.00

  isovalerate 2.53 3.08 0.33

  valerate 1.7 1.7 0.18

  Total VFA 76.7 71.4 8.31

  A/P 3.4
a

2.9
b

0.18

Total gas, ml/d 3499 3056 226.2

  CH4, mM/d 24.7
a

17.6
b

1.88

  H2, mM/d 0.2b 2.8a 1.02

1SEM, standard error of means
a,bMeans with differerent superscripts in the same row differ significantly (P<0.05)

  가스발생량은 대조구가 하루에 3499ml, BES 처리구가 3056ml로 BES 처리구

가 가스발생량이 적지만 유의적인 차이는 없었다. 그러나, 메탄가스의 생성량은 

BES 처리에 의해 감소하였으며 (P<0.05), H2 가스의 생성량은 증가시켜 

(P<0.05) 할로겐화합물의 in vitro 실험결과와 일치하였다.
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  Figure 11은 24시간동안 발생하는 메탄과 수소의 발생량과 축적량을 나타낸 

것이다. 배양시작시간(0h)에 기질을 넣어 주고 배양을 하여 배양초기 메탄생성

이 높았다가 10h 이후로 점차 감소하는 경향을 보였다. BES 처리에 의해서 메

탄가스의 생성이 억제되면서 배양 8h이후로 메탄가스의 축적량이 점점 차이가 

나기 시작했다. 반면에 H2 가스의 농도를 살펴보면 대조구는 H2 가스의 농도가 

0.1mM이하로 계속 유지되었지만 BES 처리구는 배양초기부터 H2 가스가 축적

되면서 점점 증가하는 모습을 보였다. 
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Figure 11. Effect of BES(30μM/d) on 24h CH4 production and H2 production 

in the continuous culture
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○ 메탄생성박테리아의 DNA 정량분석

배양후 4일째부터 추출한 DNA을 고세균 primer로 증폭한 후 분석한 메탄생성

균의 DNA양은 대조구와 처리구에서 많은 차이를 보였다(Figure 12). 배양 4일후 

Image analyzer로 분석한 대조구의 16S rDNA 단편 강도(band intensity)는 1664

였으나 메탄억제제를 넣은 후 DNA 단편 강도는 1200에서 867로 시간이 지날수

록 감소하였다. 

              M       a   b   c   d   e   f   g   h   i   M

Figure 12. 16S rDNA fragment with universal archaea primer. DNA ladder 

was 1.0kb.M, Marker; a, control 0h; b, control 12h; c, control 24h; d, 

control 36h; e, control 48h; f, BES-treatment for 12h; g, 

BES-treatment for 24h; h, BES-treatment for 36h; i, BES-treatment 

for 48h.  

○ 메탄생성박테리아의 제한효소 처리후 단편 변화

두개의 제한효소 HhaI/Hae III로 처리후 제한효소길이다형성분석방법 (RFLP: 

restriction fraction length polymorphism)에 의한 DNA절편의 유형변화는 

Figure 13과 같다. 

1.0 kb

0.7 kb
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제한효소 처리후 메탄생성억제제를 처리한 DNA 유형은 대조구에 비하여 단편

의 수가 현저히 감소하였으며 DNA 농도 또한 감소하였음을 볼 수 있다. 

따라서, 메탄생성억제제를 이용하였을 때 반추위내 메탄생성박테리아의 군집변

화를 예측할 수 있다. 

               M       a   b   c   d   e   f   g   h   i   M

        

Figure 13. 16S rDNA that was digested with  HhaI and HaeIII 

        Marker; a, control 0h; b, control 12h; c, control 24h; d, control 36h; e, 

control 48h; f, BES-treatment for 12h; g, BES-treatment for 24h; h, 

BES-treatment for 36h; i, BES-treatment for 48h.  

5. in vivo 실험을 통한 메탄 생성 억제 기술 검증

가. 연구의 세부목표

   in vitro와 continuous culture를 통해 결정된 메탄 생성 억제제를 공시하여 

발효성상과 메탄 발생에 미치는 영향을 in vivo 실험으로 그 효과를 검증하

고자 한다.
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나. 연구 방법

1) 공시동물 : cannula가 장착된 Holstein 수소 4두를 공시하였다. 

2) 처리 : 

① Control

② BES : 30μM (0.3g/d)

③ Malate : 10mM (67g/d)

④ BES + Malate : BES 30μM+Malate 10mM

⑤ 첨가수준 계산은 Martin 등(1999)의 방법을 따라 평균체중 485kg steer의 

반추위 볼륨을 50L로 추정하고 계산하였으며, 처리는 오전 사료 사료급여시 사

료에 top-dressing 하여 처리하였다. 

       

3) 실험디자인 : 4×4 Latin square design  

4) 공시사료 :  timothy와 농후사료를 공시사료로 사용하였으며 급여할 때에는 6 

: 4 의 비율로 체중의 2%를 하루에 2회 (0900, 1800)로 나누어 급여하였다. 

5) 사료 적응기간 : 10일

6) 본시험기간(시료채취) : 3일(11 ∼13일째날)

① 분 채취 : 11, 12일째날 오전 사료 급여전

② 가스 채취 : 

11일째날 오전 사료 급여직전 (0시간)과 급여후 1, 3, 5, 7, 9, 10, 12시간 

12일째날 오전 사료 급여직전 (0시간)과 급여후 1, 3, 5, 7, 9, 10, 12시간

③ 위액 채취 : 

13일째날 오전 사료 급여직전 (0시간)과 급여후 1, 3, 5, 7, 9, 10, 12시간

7) 분석항목 및 분석방법

① 사료섭취량 (feed intake) : 본시험기간동안에 급여한 사료의 잔량을 그 다

음날 오전 사료 급여전에 수거하여 105℃ drying oven에서 12시간 이상 

건조시킨 후 무게를 측정하여 사료 건물섭취량을 계산하였다.   
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② 건물소화율 (DM digestibility) : 동물이 배설한 분의 양을 측정하고 분을 

골고루 섞은 다음 분을 채취하였다. 채취한 분을 60℃ drying oven 에 48

시간 이상 건조시킨 후 무게를 측정하여 분의 건물함량을 구하였다. 그리

고 건조된 분을 Wiley mill (1mm screen)로 분쇄하여 분의 CP, EE, CF, 

ash, NDF, ADF를 분석하였다.  

③ CH4 & H2 농도 : 오전 사료급여전과 급여후 1, 3, 5, 7, 9, 10, 12시간에 

10ml syringe를 이용하여 캐뉼라 뚜껑으로부터 가스를 채취한 다음 7ml 

vacutainer에 보관하였다가 GC (Varian 3800)로 분석하였다. 

④ pH : 오전 사료급여전과 급여후 1, 3, 5, 7, 9, 10, 12시간에 4겹의 cheese 

cloth로 걸러 위액을 채취하여 바로 pH meter로 pH를 측정하였다. 

⑤ VFA : pH를 측정한 후 위액을 50ml corning tube에 옮긴후 3,000rpm에서 

15분간 원심분리하고 상층액을 eppendorf tube에 1ml씩 옮기고 25% 

metaphosphoric acid(HPO3)를 0.2ml씩 넣고 30분간 정치시킨다. 그 다음에  

분석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 GC(HP 6890)로 분석하였다. 

⑥ NH3-N : ⑤에서 원심분리한 상층액을 eppendorf tube에 1ml씩 옮기고 분

석하기 전까지 -20℃에 보관하였다가 Chaney와 Marbach (1962)의 방법에 

따라 분석하였다. 

8) 통계분석: 시험결과에 대한 통계분석은 SAS package(1999)의 분산분석 

(ANOVA)을 이용하고, 각 처리구별 유의성 검정은 Tukey‘s test를 이용하였다.

다 .  연구  결과 

  BES와 malate의 처리효과가 in vivo에서는 in vitro와는 달리 차이가 
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나타나지 않았다 (Table 22). 사료섭취량, 영양소 소화율, VFA의 농도와 

조성 그리고 CH4과 H2의 생성비율 모두 대조구와 처리구 사이에 유의적

인 차이가 없이 비슷하게 나타났다 (Table 23). 현재까지 발표된 메탄생성억

제제가 동물생산성에 미치는 영향에 관한 연구결과는 많다. 할로겐화 화합물인 

BCM, HCS의 처리는 사료섭취량을 감소시켰으며, 일당증체량은 증가시켜 사료

효율이 12∼13% 증가하였다. 그러나 유사한 할로겐화 화합물인 amicloral도 유의

적인 차이는 없었지만, 경향은 BCM과 HCS와 비슷하였다. Malate 처리는 사료

섭취량에 영향이 없었으며, 일당증체량과 사료효율을 각각 4%, 8%씩 증가시켰

다. 

   Figure 14는 오전 사료급여부터 오후 사료급여후 3시간까지 CH4과 H2

의 생성비율을 보여주는 것이다. CH4 가스는 사료급여후 증가하다 감소하

는 경향을 보이면서 8∼16%가 CH4 가스로 생성되었다. 오전 사료 급여하

고 9시간후에 사료를 급여하면 다시 CH4 가스가 증가하는 경향이 보이지

만 시간대별로 처리간 유의적인 차이는 나타나지 않았다. H2 가스의 생성

비율을 살펴보면, H2 가스도 사료급여 1시간 후 급격히 증가하였다가 3시

간 이후 0.1∼0.2%의 생성비율을 유지하게 된다. 다시 오후 사료를 급여

하게 되면 0.4∼0.5%까지 생성된다. 그러나 H2 가스도 시간대별로 유의적

인 차이가 나타나지 않았다. 

Table 22. Effect of BES and malate on in vivo  nutrient digestibility

Control BES Malate BES+Malate SEM1

DM intake, kg 8.1 8.5 8.0 8.2 0.42

Digestibility, %

  DM 65.0 67.4 67.6 66.9 2.10

  CP 60.9 62.2 63.4 61.6 1.65

  EE 57.0 59.9 60.6 60.6 5.15

  CF 58.4 60.2 60.1 61.7 6.71

  Ash 31.4 37.9 34.4 35.7 6.35

  NDF 50.8 55.9 54.9 55.9 5.52

  ADF 43.4 49.8 47.3 48.7 6.30

1SEM, standard error of means
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Table 23. Effect of BES and malate on in vivo fermentation 

characteristics and gas proportion

1SEM, standard error of means

Control BES Malate BES+Malate SEM
1

pH 6.60 6.64 6.39 6.71 0.186

NH3-N, mg/dl 7.2 6.2 7.2 6.5 0.89

VFA, mM

  acetate 90.3 86.1 86.1 86.1 8.01

  propionate 25.2 22.4 22.9 24.4 3.36

  isobutyrate 1.4 1.2 1.4 1.2 0.16

  butyrate 16.3 14.8 16.0 16.0 2.31

  isovalerate 2.1 1.7 2.1 1.9 0.42

  valerate 1.6 1.5 1.6 1.5 0.22

  TVFA 136.9 127.7 130.0 131.0 14.02

  A/P 3.6 3.9 3.8 3.6 0.21

CH4, % 11.7 13.1 12.4 12.7 1.46

H2, % 0.2 0.2 0.2 0.2 0.04
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Figure 14. Effect of BES and malate on CH4 and H2 proportion in 

Holstein steer. 
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제2절 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발 

1. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발 및 in vitro 발효에 미

치는 영향

가. 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발

1) 시험의 세부목표

   효소분비촉진제 개발을 위하여 사용한 물질, non-ionic surfactants와 acrylic 

acid polymers는 점도가 상당히 높은 물질이기 때문에 사료 첨가제로 이용하기 

위해서는 delivery system의 개발이 필요하다. 가장 간편하고 효율적으로 이용할 

수 있는 방법을 선택하기 위하여 delivery system들이 반추미생물에 의한 섬유소

분해력, 발효성상, 미생물의 성장률, 가수분해효소의 활력에 미치는 영향을 구명

한다. 

2) 공시동물

   반추위 캐뉼라가 장착된 한우 2두를 공시하여 in vitro 실험을 위한 위액 채

취의 donor로 이용하였다. 공시동물은 조사료와 농후사료를 7:4의 비율로 하여 

체중의 2% 수준으로 급여하였다.  

3) Delivery system(운반체 형태)의 공시: 3가지 종류의 운반체 형태를 공시하였

다. 

가) Delivery system(운반체 형태)의 공시: 3가지 종류의 운반체 형태를 공시

(1) 액화부형법: 효소분비촉진제를 액상부형제인 증류수와 함께 혐기상태에서 

4℃를 유지하며 1분간 sonication시켜 제조

(2) 유화제결착법: 효소분비촉진제와 sodium caseinate를 증류수와 1:3:5로 혼
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합하여 homogenizer로 유화시킨 후 동결건조기로 건조

(3) Premix법: 밀기울을 이용하여 단계적으로 혼합시켜 제조

나) 시험처리구

 

(1) 대조구: 반추위 미생물 + 0.5g 밀기울 

(2) 액화부형법: 반추위 미생물 + 0.5g 밀기울 + 액화시킨 0.005% 효소분비촉

진제

(3) 유화제결착법: 반추위 미생물 + 0.5g 밀기울 + 유화제로 유화시킨 0.005% 

효소분비촉진제

(4) Premix법: 반추위 미생물 + 0.5g 밀기울 + 밀기울에 premix된 0.005% 효

소분비촉진제

4) 조사항목

   공시재료를 배앵액 중에 농도별로 투여한 다음 시간의 경과 (0, 3, 6, 9, 12, 

18, 24 및 48 시간)에 따라 in vitro 발효성상, in vitro 섬유소 소화율, 가수분해

효소 활력 및 Gas 생성량 및 미생물의 성장률을 조사하였다.

가) In vitro 발효성상 

   In vitro 상에서 각 시간대별로 배양액을 채취하여 암모니아태 질소 

(NH3-N) 및 휘발성 지방산 (VFA)의 농도를 측정하기 위해 시료로 사용하였

다. 암모니아태 질소의 농도는 배양액을 원심분리 (6,000 x g, 15분) 한 후, 상

층액을 이용하여 Chany와 Marbach (1962)의 방법으로 분석하였다. VFA함량

은 Erwin 등 (1961)의 방법에 따라 전처리한 후, gas chromatography (GC)를 

이용하여 분석한다. 

나) In vitro 섬유소 소화율

   원심분리 후 잔량을 Wheaton filtering apparatus를 이용하여 여과시켰다. 

여과시킬 때 먼저 60℃의 알코올로 3번 세척한 후 증류수로 두 번 세척하였

다. 남은 잔량은 78℃에서 12시간 수분을 제거한 후 실온에서 2시간 건조시키

고 중량을 측정하여 투입 시료량과 차이를 구하였으며 이 차이량을 투입 시료
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량에 대한 백분율로 환산하여 섬유소 분해율을 측정하였다. 

다) 가수분해효소 활력측정

   배양액을 1,500 x g, 4℃에서 15분 동안 원심분리한 후 상등액을 회수하여 

조효소액으로 사용하였다. CMCase의 활성은 기질용액을 0.1M acetate buffer 

(pH 5.0)에 1%(W/V) CMC용액이 되게 하여, 조효소액 0.5ml과 CMC 기질 

용액 0.5ml을 섞고, 55℃에서 1시간 반응시키고, 원심분리한 후, 상층액 0.2ml

에 DNS 0.6ml을 더하고 100℃에서 5분간 진탕반응시켜 상등액내의 환원당의 

양을 DNS (Dinitrosalicylic acid)법을 이용하여 550nm에서 흡광도를 측정하는 

방법을 하였다. CMCase의 1 unit는 1분 동안 1 μ mol의 glucose를 생성하는 

효소의 양으로 하였다. Xylanase도 CMCase의 측정법과 동일한 방법으로 수

행하였으며, 분석방법은 Miller 등 (1960)의 CMCase측정방법과 동일하였다. 

라) Gas 생성량 및 미생물의 성장률

   생성되는 가스량을 측정하기 위하여 각 시간대별로 배양된 배지에 paraffin 

처리를 한 후, 개봉하여 gas production을 측정하고 다시 paraffin 처리를 하

였다. 배양된 serum bottle은 gas production 측정 전에 온도에 의한 가스 측

정의 오류를 방지하기 위하여 상온에서 20분간 방치되었으며, gas production

의 측정은 William 등 (1996)과 Beuvink (1993)을 방법을 혼합.수정하여 사용

하였다. 각 시간대별로 배양한 후 시료 3mL을 채취, 원심분리(6,300×g, 15분, 

4℃)하여 bacterial fraction을 취하여 cell pellet을 0.1M potassium phosphate 

buffer(pH 6.8)로 세척하였다. 그리고 나서 spectrophotometer를 이용하여 파

장 600nm에서 optical density를 측정하여 미생물의 성장률을 측정하였다. 

5) 연구결과

   Table 24에서 delivery system 개발을 위하여 3가지 delivery system을 이용

하여 반추위액내 미생물들을 in vitro 배양시 filter paper의 분해율을 측정하였다. 

효소분비촉진제 투여시 delivery system에 따라 차이가 없이 대조구에 비하여 

filter paper 분해율이 증가되었으며 이와 상관적으로 가스생성량도 같은 경향을 
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보였다 (Table 25). 배양후 18시간대에 모든 처리구의 미생물성장율이 최대에 도

달하였으며 모든 처리구간에는 큰 차이가 없었다 (Table 26). 모든 delivery 

system들이 대조구에 비하여 배양액내 암모니아 발생량이 2.8에서 8.0%정도 높

았으며 총 휘발성지방산 생성량은 처리구간 큰 차이가 없었다 (Table 27). 

Acetic acid는 모든 처리구에서 배양시간이 경과함에 따라 감소하였으며, 반대로 

propionic acid는 배양시간이 경과함에 증가하는 경향을 보였음. 각 휘발성지방산

들도 처리구간에 생성량에는 크게 차이가 없었다. 효소분비촉진제를 투여함으로

써 CMCase나 xylanase 활력이 증가하였으며 CMCase의 활력은 delivery 

system간에는 크게 차이가 없었으나 xylanase 활력의 경우 유화제결착법이 가장 

높게 측정이 되었다 (Table 24). 

Table 24. The effects of delivery systems of the enzyme inducer (Tween 80) 

on in vitro dry matter degradabilities (%) of filter paper in mixed rumen 

microorganism cultures

Incubation 

time(h)
Control Liquidization Emulsification Premix

0 12.76 10.22 15.79 10.87

3 13.62 14.14 17.17 17.62

6 16.22 17.75 19.46 20.69

9 19.89 24.43 26.43 23.38

12 22.38 30.16 28.46 28.96

18 32.87 41.29 38.26 36.93

24 35.06 42.66 43.30 40.68

48 42.77 50.10 48.10 48.10
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Table 25. The effects of delivery systems of the enzyme inducer (Tween 80) 

on in vitro gas production (ml) in mixed rumen microorganism cultures

Incubation 

time(h)
Control Liqidization Emulsification Premix

3 5.87 5.07 5.60 4.93

6 16.10 18.33 17.07 18.07

9 21.64 25.80 25.00 25.40

12 26.78 32.93 32.33 31.60

18 34.45 40.93 44.10 40.57

24 40.54 46.43 46.53 45.33

48 45.33 49.00 51.27 50.20

Table 26. The effects of delivery systems of the enzyme inducer (Tween 80) 

on cell growth (OD value) in mixed rumen microorganism cultures 

Incubation 

time(h)
Control Liqidization Emulsification Premix

0 0.48 0.46 0.44 0.48

3 0.75 0.76 0.83 0.80

6 1.11 1.14 0.99 1.03

9 1.15 1.31 1.11 1.10

12 1.43 1.59 1.53 1.47

18 1.50 1.71 1.71 1.69

24 1.08 1.23 1.14 1.09

48 1.18 1.28 1.31 1.29
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Table 27. The effects of delivery systems of the enzyme inducer (Tween 80) 

on the concentrations of ammonia-N, total VFA and the molar proportions of 

individual VFA in in mixed rumen microorganism cultures 

Control Liqidization Emulsification Premix

NH3-N (mg/liter) 133.7 137.4 144.3 140.7

Total VFA(mmol/liter) 41.2 41.1 42.4 42.2

Acetic acid (mmole/mole) 596.7 600.4 601.3 603.7

Propionic acid (mmole/mole) 281.2 281.3 278.2 279.4

Iso-butyric acid (mmole/mole) 9.2 8.8 7.4 7.7

Butyric acid (mmole/mole) 103.0 102.1 102.2 99.5

Iso-valeric acid (mmole/mole) 4.7 4.2 4.3 4.9

Valeric acid (mmole/mole) 6.2 6.0 5.6 4.8
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Table 28. The effects of delivery systems of the enzyme inducer (Tween 80) 

on CMCase and xylanase activities (μmole/min/ml) of the supernatant of the 

medium incubated with mixed rumen microorganisms

Incubation time(h) Control Liqidization Emulsification Premix

 CMCase

3 142.29 161.20 146.05 162.44

6 50.30 59.66 56.21 58.34

9 30.76 37.71 41.27 37.33

12 37.63 47.52 49.41 45.08

18 30.84 43.44 44.12 42.01

24 27.47 34.27 33.32 38.87

48 22.39 29.58 26.88 27.82

mean 48.81 59.05 56.75 58.84

 Xylanase

3 216.61 206.56 226.26 210.25

6 210.94 233.46 251.51 213.66

9 192.95 198.81 232.02 199.95

12 116.34 111.48 120.72 99.36

18 70.09 74.83 59.61 76.45

mean 161.39 165.03 178.02 159.93

 

   이상의 결과로 보아 각 delivery system간에 큰 차이가 없었지만 유화제결착

법이 전반적으로 우수한 경향을 보이며 또한 본 방법을 이용시 효소분비촉진제

를 동결건조시켜 사료에 직접 첨가하거나 다른 첨가제와 함께 사용하는 것이 이

점이 있는 방법인 것으로 사료된다. 
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나. 개발 delivery system의 검증 실험

1) 시험의 세부목표 

   효소분비촉진제를 산업화시키기 위한 delivery system을 위해 실시된 시험1 

(효소분비 촉진제의 delivery system의 개발)의 연구결과를 토대로 선발된 방법이  

in vitro 상에서 효소분포체계에 미치는 영향을 구명하고 in vitro 및 in vivo실험

을 통하여 소화율에 미치는 영향과 반추 미생물의 효소분비 촉진율에 미치는 영

향을 조사하는 것이다.

  

가) 선발된 효소분비촉진제 delivery system이 반추 미생물의 성장률에 미

치는 영향

  (1) 공시동물: 반추위 캐뉼라가 장착된 한우 1두를 공시하여 in vitro 실험을 

위한 위액 채취의 doner로 이용한다.

  (2) 공시미생물: 섬유소 분해 미생물 4 종 (cellulolytics: F. succinogenes, R. 

albus, R. flavefaciens 및 B. fibrisolvens), 비 섬유소 분해 미생물 4 종(non- 

cellulolytics: B. amylophilus, M. elsdenii, P. ruminicola and S. ruminantium), 그리

고 polycentric 반추위 혐기성 곰팡이 2종과 monocentric 반추위 혐기성 곰팡이 

2종 등 총 12종의 순수 미생물(pure strains)을 공시하였다.

  (3) 공시재료 및 농도 : Tween 80을  시험1에서의 액화부형법을 선발 공시하

였고 투여 농도는 총 배지 중에 0.000(무첨가), 0.001, 0.005%로 3 수준이었으며 

무첨가구는 증류수로 대체하였다.

  (4) 미생물의 배양 : 박테리아는 다음의 Table 29에서와 같이 modified 

Dehority medium (Scott and Dehority, 1965; modified by Weimer et al., 1990)

에서 배양하였고 곰팡이는 Table 30에서와 같이 Lowe 등 (1985)이 이용한 배지 

B(medium B)에서 배양하였다. 미생물의 분주와 접종 및 배양의 전 과정은 

anaerobic gassing system하에서 혐기적으로 수행되었다. 박테리아는 38.5℃에서 
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4, 8, 12, 16 및 20시간동안, 곰팡이는 1, 2, 3, 4 및 5일간 각각 배양하였다.

Table 29. Modified Dehority medium for incubation of rumen bacteria

Components
Amount 

contained
   Components

Amount 

contained

 Mineral soln. Ⅰ
1

 Mineral soln. Ⅱ2

 Cystein-HCl․H2O

 Na2CO3

 0.1% resazurin

 Vitamin mixture3

7.5 ml

7.5 ml

0.05 g

0.3 g

0.1 ml

1.0 ml  

   VFA solution
4

   Hemin solution5

   Glucose

   Cellobiose

   Soluble starch

   Distilled water 

    6.7 ml

    0.1 ml

    0.5 g

    0.5 g

    0.7 g

  100.0 ml

  (5) 배양액의 희석 및 미생물 군집 측정: 배양액은 Bryant와 Burkey (1953)가 

사용한 혐기희석액(anaerobic dilution solution)을 사용하여 십진희석법으로 10

0∼10-9까지 희석하는데, 총균수는 10-7∼10-9희석액, 곰팡이는 10-3∼10-5 희석액

을 접종액으로 이용하였다.

Table 30. Components of medium B for enumeration of anaerobic rumen 
fungi

Components Medium B Components Medium B

Trypticase Peptone     0.10 g Trace mineral soln B    1.00 ml

Yeast extract     0.05 g VFA B    1.00 ml

Glucose     0.25 g 0.1% Hemin soln.    1.00 ml

Cellobiose     0.25 g 0.1%Resazurin    0.10 ml

Agar     0.20 g dH2O(distilled water)    100 ml

Mineral Ⅰ     7.50 ml NaHCO3    0.30 g

Macro mineral soln B     5.40 ml Cystein-HCl․H2O    0.05 g
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나) 액화 효소분비촉진제의 효과 검증시험 (in vitro  시험)

(1) 공시동물

   반추위 캐뉼라가 장착된 한우 2두를 공시하여 in vitro 실험을 위한 위액 채

취의 donor로 이용하였다. 공시동물은 조사료와 농후사료를 7:4의 비율로하여 체

중의 2% 수준으로 급여하였다.  

(2) 조사항목

   공시재료를 배앵액 중에 농도별로 투여한 다음 각 공시 기질별로 시간의 경

과에 따라 in vitro 건물 섬유소 소화율, 가수분해효소 활력 및 Gas 생성량을 조

사하였고 배양액내의 효소분포체계 또한 조사하였다.

(가) In vitro 건물 소화율 : 시험 1과 동일

(나) 가수분해효소 활력측정 : 시험 1과 동일

(다) Gas 생성량  : 시험 1과 동일

(3) 효소분포체계 

  (가) 조효소액의 준비: 채취된 배양액을 물리 및 화학적 방법을 통하여 배양

액중 부유효소 (C-free)와 미생물세포벽 부착효소 (C-bound)로 분리하

여 조효소액중에 분포하는 각종 가수분해효소의 종류와 역가를 비교하

는 대상 효소는 다음과 같았다.

  (나) 효소의 분석방법

    ① Polysaccharide-degrading enzyme: 시험 1의 CMCase와 xylanase의 역가 

분석법과 동일하였다.

    ② Hexoside-degrading enzyme: α-arabinofuranosidase, β-glucosidase, β

-glucosidase, β-xylosidase 등과 같은 hexoside-degrading enzyme들의 역
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가측정은 Kohchi와 Tohe (1986)의 방법에 따라 각각 p-nitrophenyl 

(p-NP) α-L-arabinofuranosidase, p-NP glycopyranoside 및 p-NP 

xylopyranoside 등과 같은 기질로 50 mM의 acetate buffer (pH 5.0)에 

1mg/ml이 되게한 다음 기질용액에 효소액 0.5ml이나 0.2ml를 혼합하여 

1ml이 되게하여 55℃에서 30분간 반응시키고 2ml의 1M Na2CO3로 반응을 

정지시킨 다음, 400nm에서 흡광도를 측정한다. 효소활력 단위 (1 unit)는 1

분 동안 1μmol의 p-NP의 생성량을 환산하여 표시하였다.

   ③ Protease: Hazen (1974)의 방법에 따라서 azocasein을 25mM potassium 

phosphate buffer (pH 7.5)에 1.25mg/ml(w/v)이 되게 용해한 다음 

azocasein solution 4ml와 효소액 1 ml를 혼합하여 39℃에서 2시간 동안 

반응시키고 30%의 trichloroacetate (w/v) 1ml를 첨가하여 반응을 정지시

킨 다음 6,500xg(4℃)에서 5분간 원심 분리한 후 상층액 2ml에 0.25N 

NaOH 2ml를 첨가하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다. Standard curve

는 0.25N NaOH에 azocasein 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 및 0.0 mg/ml의 농

도로 하여 측정하였다.

다) 반추위 효소분비촉진제의 효과 검증 시험 (대사시험)

  (1) 공시동물 및 시험설계

    반추위 fistula가 장착된 한우 6두에게 농후사료의 급여량은 고정하고 조사

료원인 볏짚, 목건초 및 옥수수사일리지는 무제한 급여하였다. 공시동물은 무처

리구 (효소 분비 촉진제를 첨가하지 않은 구)와 처리구(효소 분비촉진제를 반추

위내로 투여한 구)로 나누어 처리구 당 3 반복으로 실험을 수행하였다.

  (2) 공시동물의 사양 관리: 공시동물의 일반적인 사양관리는 축산기술연구소

의 관행법에 따랐다.

  (3) 조사항목 및 방법

    (가) 반추위 발효성상 : 반추위액의 발효성상을 측정하기 위하여 각 시험사
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료 급여전 (0시간)과 급여후 3, 6 및 9시간에 위액을 채취한다.  위액

은 채취 즉시 4겹의 cheese cloth로 여과한후 pH를 측정하고 암모니

아태 질소 (NH3-N) 및 휘발성 지방산 (VFA)의 농도를 측정하였다.  

채취한 위액의 pH는 Digital pH-meter (Wheaton 120)를 이용하여 측

정하였으며 NH3-N의 농도는 반추위액을 원심분리 (6,000×g, 15분)한

후, 상층액을 이용하여 Chany와 Marbach (1962)의 방법으로 분석하

였다. VFA의 함량은 cheese cloth로 여과한 위액 5ml를 취하여 

Erwin 등 (1961)의 방법에 따라 전처리한 후, gas chromatography 

(GC)를 이용하여 분석하였다. 

    (나) 반추위내 미생물 성장률 : 시험 1과 동일

    (다) 반추위내 가수분해효소의 역가 비교 : 시험 1과 동일

(라) 사료의 in situ  소화율: 각 처리구의 반추위에 급여 조사료와 동일한 

종류의 조사료원이 충진된 나일론 백 (Mononylon 천, 기공크기 : 25μ

m)을 0, 3, 9, 12, 24, 48 및 72시간 현수시켜 배양시간에 따른 반추위

내에서 섬유소의 disappearance rate를 Mehrez와 ∅rskov (1977)의 방

법으로 측정하며, 배양 0시간에서의 건물 소실율은 시료를 반추위내에

서 배양시키지 않고 단지 세척에 의한 건물 손실만을 측정하여 계산

하였다.

2) 연구 결과 

   (1) 선발된 효소분비촉진제 delivery system이 반추 미생물의 성장률에 

미치는 영향

       섬유소 분해 미생물 4 종 (cellulolytics: F. succinogenes, R. albus, R. 

flavefaciens 및 B. fibrisolvens), 비 섬유소 분해 미생물 4 종(noncellulolytics: B. 

amylophilus, M. elsdenii, P. ruminicola and S. ruminantium), 그리고 polycentric 
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반추위 혐기성 곰팡이 2종과 monocentric 반추위 혐기성 곰팡이 2종 등 총 12종

의 순수 미생물(pure strains)을 공시하여 Non-ionic surfactants중 Tween 80을 

증류수에 액화부형시켜 순수 배양배지에 0.000%(무첨가), 0.001% 및 0.005%의 3 

수준으로 첨가하였을 경우 미생물의 성장률에 미치는 영향을 Figure 15, Figure 

16 및 Figure 17에 각각 나타내었다.

   Figure 15는 섬유소 분해 미생물 4 종(cellulolytics: F. succinogenes, R. albus, 

R. flavefaciens 및 B. fibrisolvens)의 성장률을 나타낸 것인데, Tween 80의 첨가에 

의해 공시한 4종의 미생물의 성장률이 모두 다 증가하는 것으로 나타났다.  

Figure 16은 섬유소 분해 미생물이 아닌 전분이나 단백질류를 주로 분해하는 미

생물 군 4 종(noncellulolytics: B. amylophilus, M. elsdenii, P. ruminicola and S. 

ruminantium)에 대한 성장률을 나타낸 것으로 섬유소 분해 박테리아에서와는 달리 

Tween 80의 첨가가 공시한 4종의 모두의 성장률에 큰 영향을 나타내지 않았다. 
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Figure 15. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) 

administrations on the growth rate of rumen cellulolytic bacteria
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Figure 16. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) 

administrations on the growth rate of rumen amylolytic and proteolytic 

bacteria
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Figure 17. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) 

administrations on the growth rate of rumen anaerobic fungi

   지금까지 반추위에서 분리․동정된 혐기성 곰팡이에는 5속(genera)(Neocallimastix, 

Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces 및 Ruminomyces 속)에 16종(species)의 곰팡이

가 있고 비반추 초식동물의 분에서도 2속(Piromyces 와 Caecomyces 속)에 4종의 곰

팡이가 분리․동정되었다. 이들은 크게 zoospore, sporangium 및 rhizoid의 3개 부위

로 구성되어져 있는데 이러한 구성요인들의 미세구조와 형태 및 크기는 속과 종을 분

류․동정하는 지표가 되고 있으며 stalk 당 하나의 sporangium이 있는 곰팡이를 

monocentric 곰팡이 두 개 이상의 sporangia가 있으면 polycentric 곰팡이라고 한다. 

Figure 17에서 보는 바와 같이 반추위 혐기성 곰팡이 역시  섬유소 분해 박테리

아에서와 마찬가지로 Tween 80을 첨가하면 곰팡이의 성장률이 급격히 증가하는 

것으로 나타났다. 이러한 경향은 monocentric 곰팡이인 Neocallimastix와 Piromyces 속 뿐
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만 아니라 polycentric 곰팡이인 Orpinomyces 및 Ruminomyces(Anaeronyces) 속에서도 

동일한 경향을 보였다. 

   (2) 액화 효소분비촉진제의 효과 검증시험 (in vitro  시험)

      효소분비 촉진제를 반추위액중에 투여하였을 경우 세포벽에 붙어있거나 

세포내에 함유되어 있던 효소의 대부분이 위액 중으로 부유된다는 사실을 발견

하였으며(Table 31) 요약하면 Figure 18과 같다.

Table 31. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) administrations 

on the distribution of enzymes in rumen fluids of Korean native cattle

Enzymes

Enzyme activity (μmol/min/ml) distributed in

TWN80   0.000% TWN80   0.005% TWN80   0.010%

C-bound C-free C-bound C-free C-bound C-free

Cellulase 846.61a 352.69e 626.18c 456.76d 744.70b 473.54d

Xylanase 1,691.88b 463.42e 1427.47c 874.72d 1924.39a 1023.61d

Pectinase 460.36a 586.96a 531.14a 607.24a 565.29a 471.10a

Protease 45.49cd 90.69b 40.09d 141.85a 64.38c 147.72a

Amylase 114.43d 377.63c 52.32d 584.14b 67.57d 706.14a

Glucanase 1279.53a 501.73c 1124.81b 1115.34b 1211.15ab 1101.47b

      또한, 이 물질들은 점성이 높아 미생물세포벽에 점막을 형성하여 산소의 

공급을 차단하여 호기성 미생물의 성장률을 억제시킨다고 알려져 왔으나 본 연

구에서는 이 물질들이 반추위 혐기성 미생물의 성장률을 오히려 증가시킨다는 

사실을 발견하였는데 이는 산소의 공급은 차단하지만 영양물질의 이동에는 크게 

영향을 미치지 않기 때문으로 생각된다. 또한, 반추 미생물의 세포막 투과성을 

증가시킬 수 있는 물질은 세포내 효소들을 세포외로 분비시키는 효과가 매우 높

아 볏짚과 같은 저질 조사료의 in vitro 소화율을 45% 이상 획기적으로 증가시
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키는 효과가 있었다(Figure 19).
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Figure 18. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) administrations 

on the distribution of enzymes in rumen fluids

���������
���������
���������
���������
���������

����������
����������
����������
����������
����������
����������

2 5

3 6

���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������

����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������

4 5

5 2

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

2 4  h 7 2  h

���
��� R ic e  s t ra w���
���

A lfa lfa  h a y

����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������

���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������

3 9

5 3

���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������

����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������

7 4
7 9

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

2 4  h 7 2  h

����
���� R ic e  s t ra w����
����

A lfa lfa  h a y

TW N 8 0
(0 .0 0 5% )

Figure 19. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) administrations 

on the distribution of enzymes  in rumen fluids
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Figure 20. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) 

administrations on cumulative gas production (ml/g substrate) in the 

head space of culture test tubes grown on rumen anaerobic mixed 

microorganisms
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Figure 21. The effects of the liquidized enzyme inducer (Tween 80) 

administrations on CMCase activity (mmol/min/ml) in the culture 

supernatants of mixed rumen anaerobic microorganisms
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Figure 22. The effects of the liquidized the enzyme inducer (Tween 80) 

administration on xylanse activity (mmol/min/ml) in the culture 

supernatants of mixed rumen anaerobic microorganisms
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   이러한 결과는 옥수수, 볏짚 및 오챠드 그라스를 기질로 이용한  in vitro 실

험에서도 동일한 경향을 보였다. Figure 20에서 보는 바와 같이 효소분비 촉진제를 

액화시켜 실험을 수행하였을 때 배양조내의 가스 생성량 (cumalative gas production, 

ml/g substrate) 이 급격히 증가하였다. 또한 배양액중의 CMCase 효소 역가

(mmol/min/ml) 역시 반추위 미생물 효소분비 촉진제에 의하여 증가하였을 뿐만 아나라

(Figure 21) xylanase의 역가 역시 증가하였다(Figure 22). 따라서 본 연구에서 개발된 

액화법으로 효소분비촉진제를 반추동물의 사료내에 첨가 이용하게 된다면 생산성을 크게 

향상시킬 수 있어 산업화의 가능성이 충분히 검증되었다.

   (3) 효소분비촉진제의 delivery system(액화법)의 효과 검증시험 (대사시

험)

      효소분비 촉진제를 반추위액중에 투여하였을 경우 세포벽에 붙어있거나 

세포내에 함유되어 있던 효소의 대부분이 위액중으로 부유된다는 사실을 발견하

였으며 또한, 이 물질들은 점성이 높아 미생물세포벽에 점막을 형성하여 산소의 

공급을 차단하여 호기성 미생물의 성장률을 억제시킨다고 알려져 왔으나 본 연

구에서는 이 물질들이 반추위 혐기성 미생물의 성장률을 오히려 증가시킨다는 

사실을 발견하였고 볏짚과 같은 저질 조사료의 in vitro 소화율을 45% 이상 획

기적으로 증가시키는 효과가 있었다. 한편, 기질에다 직접 점성의 촉진제를 

premix하여 배양조내의 가스 생성량이 급격히 증가하고 효소 역가가 증가하는 등 고무

적인 결과들을 도출하였다.

   따라서 본 연구에서 개발된 효소 분비 촉진제는 반추동물의 생산성을 크게 향상시킬 

수 있는 물질로 산업화의 가능성이 충분히 검증되었다. 이러한 현상들이 실제 동물에

게도 나타나는 지를 검증하기 위해서 한우의 반추위에 효소분비 촉진제를 액화

시킨 후 투여하여 반추위 발효성상과 대사산물 및 in situ  소화율 시험을 수행하

였다. Figure 23에서 보는 바와 같이 효소분비촉진제를 직접 0.001% 수준으로 반

추위내로 투여하였을 경우에도 반추위내 혐기성 미생물들의 성장률이 급격히 증

가하였다. 또한 발효가 촉진되어 pH value가 감소하였으며(Figure 24) 반추위내 

총 휘발성 지방산의 농도 역시 급격히 증가하였다(Figure 25).
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Figure 23. Influence of the emulsified enzyme inducer (Tween 80) 

administration to the rumen of Korean native cows on microbial cell 

growth rate. 
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Figure 24. Influence of the emulsified enzyme inducer (Tween 80) 

administration to the rumen of Korean native cows on ruminal pH 

value.
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Figure 25. Influence of the emulsified enzyme inducer administration to the 

rumen of Korean native cows on rumen total VFA production

   또한, Figure 26에서 보는 바와 같이 효소분비촉진제를 한우의 반추위내로 투

여하였을 경우, 반추위액중의 CMCase 효소 역가 (mmol/min/ml)가 급격히 증가하였

을 뿐만 아니라 xylanase의 역가 역시 크게 증가하였다. 이러한 경향은 CMCase의 경우

는 사료 급여후 6시간 이후 시간에서, xylanase는 사료급여후 3시간대에서 많은 차이가 

있었다.

 효소분비촉진제의 투여로 한우의 반추위내 혐기성 미생물들이 급격히 증가하였

고 효소의 활성이 증가하였을 뿐만 아니라 VFA의 생성량을 증가된 반추위내에

서 in situ 건물 소화율을 측정한 결과 역시, 위에서 조사된 모든 항목에서와 마

찬가지로 상당히 의미 있는 결과를 보였다(Figure 27).
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Figure 26. Influence of the emulsified enzyme inducer(Tween 80) administrations to the 

rumen of Korean native cows on CMCase and xylanase 

activities(mmol/min/ml) in the rumen
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Figure 27. Influence of the emulsified enzyme inducer administration to the 

rumen of Korean native cows on in situ degradation rate (%) 
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2. 효소분비촉진제의 Delivery system이 인공반추위 및 반추위 발효

에 미치는 영향

가. 연속 발효시험을 통한 최적 첨가량과 사용조건 구명 및 최종 Delivery 

system의 개발

    1)  시험의 세부목표

        선발된 premix 법에 의한 delivery system을 공시하여 첨가수준별로 인

공반추위(연속 발효조)내에서의 발효성상 및 가스 발생량, 기질의 소화율, 

효소의 역가 및 미생물 성장률 등에 미치는 영향을 구명한 다음 최적 첨가

량을 결정하고 사용방법 등의 조건을 구명함으로서 최종 delivery system

을 개발한다. 

    2)  공시동물

        반추위 캐뉼라가 장착된 한우 2두를 공시하여 in vitro 실험을 위한 위

액 채취의 donor로 이용하였다. 공시동물은 조사료와 농후사료를 7:3의 

비율로 하여 체중의 2% 수준으로 급여하였다.  

    3)  공시재료 : 반추위액과 볏짚을 기질로 공시하고 발효기를 이용 첨가구와 

무첨가구로 나누어 수행하였다. 
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Figure 28. Bioflo III artificial rumen fermenter

     가) 효소분비촉진제 처리수준: 전체 배양액의 0.001, 0.005, 0.01% 수준으로 

효소분비촉진제 첨가

  

     나) 인공반추위 배양조건 : 인공 반추위는 Bioflo III Laboratory-scale 

fermenter (New Brunswick Scientifics, USA; Figure 12)를 개량하여 

반추위 미생물의 성장에 적합하도록 CO2 gas를 사용하여 혐기적 조건을 

유지시키고, 교반속도는 25rpm, 배양온도는 39℃로 맞추어 사용하고 반

추위액은 2ℓ정도를 채취하여 이용하였다.

     다) 조사항목 : 가스농도, 소화율, 효소역가 및 미생물 성장율 등

       (1) 반추위액 발효성상 및 가스농도 측정 : 인공 반추위로부터 시료는 

peristaltic pump를 이용하여 반추위액을 채취였고 반추위액의 채취는 

배양 시작 전(0)과 배양 후에는 6, 12, 24, 48, 72시간에 걸쳐 채취하였

다. pH meter를 이용하여 채취즉시 pH를 측정하고 가스발생량을 측정

하였다. 인공반추위에서 가스발생량은 infra-red gas analyzer를 사용하

여 측정하였다.
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       (2) 기질 소화율

          발효조에 최초 투입 기질량과 72시간 발효후의 기질량의 차이로 환산

하였다. 원심분리 후 잔량을 Wheaton filtering apparatus를 이용하여 여

과시켰다. 여과시킬 때 먼저 60℃의 알코올로 3번 세척한 후 증류수로 

두 번 세척하였다. 남은 잔량은 78℃에서 12시간 수분을 제거한 후 실온

에서 2시간 건조시키고 중량을 측정하여 최초 투입 시료량과 차이를 구

하였으며 이 차이량을 투입 시료량에 대한 백분율로 환산하여 소화율을 

측정하였다. 

       (3) 가수분해효소 활력측정

         배양액을 1,500 x g, 4℃에서 15분 동안 원심분리한 후 상등액을 회수

하여 조효소액으로 사용하였다. CMCase의 활성은 기질용액을 0.1M 

acetate buffer (pH 5.0)에 1%(W/V) CMC용액이 되게 하여, 조효소액 

0.5ml과 CMC 기질 용액 0.5ml을 섞고, 55℃에서 1시간 반응시키고, 원심

분리한 후, 상층액 0.2ml에 DNS 0.6ml을 더하고 100℃에서 5분간 진탕반

응시켜 상등액내의 환원당의 양을 DNS (Dinitrosalicylic acid)법을 이용

하여 550nm에서 흡광도를 측정하는 방법을 하였다. CMCase의 1 unit는 

1분 동안 1 μ mol의 glucose를 생성하는 효소의 양으로 하였다. 

      (4) 미생물의 성장률

         각 시간대별로 시료 3mL을 채취, 원심분리(6,300×g, 15분, 4℃)하여 

bacterial fraction을 취하여 cell pellet을 0.1M potassium phosphate 

buffer(pH 6.8)로 세척하였다. 그리고 나서 spectrophotometer를 이용하여 

파장 600nm에서 optical density를 측정하여 미생물의 성장률을 측정하였

다. 

    4)  연구 결과

     무첨가구와 각 수준별 효소분비촉진제 투여구와의 가스발생량을 비교한 결과 전
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반적으로 효소분비 촉진제의 가스발생량이 무첨가구에 비해 증가하였으며, 특히 0.001%

와 0.005% 첨가구에서 가장 높은 현상을 나타내었다 (Figure. 29).
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Figure. 29.  Gas production as influenced by enzyme inducer
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    무첨가구와 각 수준별 효소분비촉진제 투여구와 건물소화율을 비교시 모든 처리

구에서 배양시간이 증가함에 따라 건물분해율이 증가하였다. 볏짚의 건물분해율이 효소

분비촉진제를 첨가함에 따라 약 60%까지 증가하여 소화율이 낮은 볏짚이더라도 촉진제

의 이용시 분해량이 증가된다는 것을 알수 있었으며 첨가수준별 소화율의 비교시 

0.001%와 0.005% 첨가구에서 대조구와 0.01%첨가구보다 높았다 (Figure. 30).

     효소분비촉진제의 첨가수준별 미생물성장율을 측정한 결과는 Table 31에 

나타내었다. 미생물성장율은 처리간 큰 차이는 없었지만 효소분비촉진제를 투여

함으로써 대조구에 비해 증가하였으며, 특히 0.005%첨가구에서 높은 증가량을 보

였다. CMCase 활력에 대한 첨가수준별 효과는 Table 32에 나타나 있는데, 대조

구와 비교하여 전반적으로 효소분비촉진제를 투여한 경우 50%이상의 효소활력이 

증가되었고 이것은 미생물 세포내 존재하던 섬유소 분해 효소들이 세포밖으로 

방출되었으며 또한 미생물의 성장과 활력이 증가되었기 때문으로 사료된다. 특

히, 0.005% 첨가구가 가장 활력이 높았으며 0.01%첨가구도 비슷한 경향을 보여

주었다. 
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Figure. 30.  Dry matter digestibility as influenced by enzyme inducer

    결론적으로 연속배양조의 인공반추위에서 사용한 premix법 효소분비촉진제

의 첨가는 모든 첨가구에서 섬유소분해율을 증가시켰으며, 특히 0.005%의 첨가수

준에서 가장 효과가 있었지만 0.001% 첨가수준시에도 비슷한 효과를 보여주었다.
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Table 31. Cell growth as affected by the levels of enzyme inducer

Incubation 

time(h)

Supplementation levels of the enzyme inducer

0% 0.001% 0.005% 0.01%

0 0.49 0.46 0.44 0.48

6 1.11 1.16 0.99 1.03

12 1.43b 1.49ab 1.53a 1.46ab

24 1.08
b

1.23
a

1.26
a

1.10
b

48 1.18b 1.26ab 1.31a 1.29a

72 1.22 1.31 1.33 1.25

Table 32. CMCase activity (μmole/min/ml) as influenced by the levels of 

enzyme inducer  

Incubation 

time(h)

Supplementation levels of the enzyme inducer

0% 0.001% 0.005% 0.01%

6 234.5
b

331.4
a

356.7
a

306.8
ab

12 423.5 446.5 457.4 387.7

24 678.4
c

896.1
ab

967.7
a

799.2
b

48 326.5
c

620.7
ab

653.4
a

563.3
b

72 301.7 420.9 469.8 475.9

나. 캐뉼라 장착 한우를 공시한 Delivery system의 검증 시험

   1)  시험의 세부목표

        반추위 캐뉼라가 설치된 한우를 공시하여 최종 개발된 반추위 효소분비 

촉진제를 직접 가축에 급여한 다음 대사시험을 수행하여 그 효과를 검증하

였다. 반추위 발효성상, 반추위내 미생물 생성량, 반추위내 효소의 역가 비

교, 사료의 in vitro, in situ 및 in vivo 소화율 등을 측정하였다.
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   2)  연구 방법

     가) 공시동물 및 시험설계

        사료급여량은 가축 체중의 1.75%(풍건물기준)로 고정하였고 농후사료와 

조사료의 비율은 6:4로 하여 조사료원으로 볏짚을 급여하는 3개의 처리구

를 두고 반추위 fistula가 장착된 한우 거세우 9두를 공시하여 3(효소분비

촉진제 첨가제 3수준) X 3(동물반복)의 Latin square design으로 실험을 

수행하였다.

     나) 공시동물의 사양관리: 사료의 급여는 1일 2회 (9:00 과 17:00)에 나누어 

급여하였으며 효소분비촉진제는 급여되는 농후사료에 premix하여 급여하

였다. 물은 자유채식 시켰다.

     다) 공시사료

        한우 거세우에 대한 in vivo 소화시험은 자체 배합한 배합사료를 이용했

으며 배합비율은 Table 33에서 보는 바와 같으며, 배합사료와 볏짚의 일반

성분 함량은 Table 34와 같다.

     라) 조사항목 및 방법

        (1) 조성분 분석

           시료의 조성분은 AOAC(1984)법에 의하여 분석하였다.

 

        (2) 반추위 발효성상

           반추위액의 발효성상을 측정하기 위하여 각 시험사료 급여전 (0시간)

과 급여후 1, 3, 6 및 9시간에 위액을 채취하였다. 위액은 채취 즉시 4

겹의 cheese cloth로 여과한 후 pH를 측정하고 암모니아태 질소 

(NH3-N) 및 휘발성 지방산 (VFA)의 농도를 측정하였다. 채취한 위액

의 pH는 Digital pH-meter (Wheaton 120)를 이용하여 측정하였으며 

NH3-N의 농도는 반추위액을 원심분리 (6,000xg, 15분)한후, 상층액을 

이용하여 Chaney와 Marbach (1962)의 방법에 따라 전처리한 후, gas 

chromatography (GC)를 이용하여 분석하였다.
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Table 33. The formula (%) of compound feed  for Hanwoo steers

 Ingredients

  Yellow corn, ground 35.12

  Wheat bran  28.00

  Soybean meal 12.60

  Fish meal   1.00

  Corn gluten feed  10.00

  Soybean hull  8.00

  Molasses  3.00

  Limestone  1.76

  Salt  0.50

  Lasalocid sodium  0.02

Table 34. Chemical composition of compound feed and rice straw for Hanwoo 

steers

Compound feed Rice straw

 Dry matter 87.78 87.07

 Crude protein 16.68 5.31

 Ether extract   2.95 1.24

 Crude fiber 6.62 27.72 

 Crude ash 5.95  13.16

        (3) 효소 활력측정

          시험(1)과 동일한 방법으로 가수분해 효소의 활력을 측정하였고 

protease는 Hazen(1974)의 방법에 따라서 azocasein을 25mM potassium 

phophate buffer (pH 7.5)에 1.25mg/ml(w/v)이 되게 용해한 다음 

azocasein solution 4ml와 효소액 1ml를 혼합하여 39℃에서 2시간 동안 

반응시키고 30%의 trichloroacetate(w/v) 1ml를 첨가하여 반응을 정지시

킨 다음, 6,600xg(4℃)에서 5분간 원심분리한 후 상층액 2ml에 0.25N 
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NaOH 2ml를 첨가하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다. Standard 

curve는 0.25 N NaOH에 azocasein 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 및 0.0 

mg/ml의 농도로 하여 측정하였다.

 

       (4) In vitro, in situ 및 in vivo소화율

          In vivo 소화시험은 첨가제를 급여한 후 10일 동안 적응시키고 5일 동

안 분을 채취하였으며 실험 마지막날 반추위액을 채취하였다. In situ 소

화율은 각 처리구의 반추위에 급여 조사료와 동일한 종류의 조사료원

이 충진된 나일론 백 (Mononylon 천, 기공크기 : 25μm)을 0, 3, 9, 12, 

24, 48 및 72시간 현수시켜 배양시간에 따른 반추위내에서 섬유소의 

disappearance rate를 Mehrez와 ∅rskov (1977)의 방법으로 측정하며, 

배양 0시간에서의 건물 소실율은 시료를 반추위내에서 배양시키지 않

고 단지 세척에 의한 건물 손실만을 측정하여 계산하였다.

  3)  연구 결과

     효소분비 촉진제를 반추위액 중에 투여하였을 경우 세포벽에 붙어 있거나 

세포내에 함유되어 있던 효소의 대부분이 위액 중으로 부유된다는 사실이 1차년 

시험결과 밝혀졌으며, 이 물질들은 점성이 높아 미생물 세포벽에 점막을 형성하

여 산소의 공급을 차단하여 호기성 미생물의성장률을 억제시킨다고 알려져 왔으

나 본 연구의 결과 반추위 혐기성 미생물의 성장율을 오히려 증가시킨다는 사실

을 발견하였고 앞의 연구결과 in vitro소화율을 획기적으로 증가시키는 효과가 

있었다.  그러므로 반추동물의 생산성을 크게 향상시킬 수 있는 물질로 산업화의 

가능성을 검증하기 위하여 기질에다 직접 점성의 효소분비촉진제를 Premix법에 

의해 가축사료에 첨가하여 급여하였을때 반추위내 발효성상, 미생물 성장률, 효

소활력 및 소화율 시험을 수행하였다. 효소분비촉진제 첨가시 모든 첨가구에서 

반추위액의 pH가 대조구에 비하여 낮았으며 이러한 것은 반추위내 발효 정도가 

향상되었음을 나타내었다 (Table 35).
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Table 35. Ruminal pH as influenced by enzyme inducer

Incubation 

time(h)

Supplementation levels of the enzyme inducer

0% 0.001% 0.005%

0 7.02 6.86 6.93

1 6.68 6.64 6.70

3 6.69 6.51 6.41

6 6.65 6.48 6.47

9 6.89 6.76 6.71

 Daily mean 6.79 6.65 6.65

    Premix법에 의한 효소분비촉진제 급여시 반추위내의 개개 휘발성 지방산

(VFA)의 사료급여후 시간에 따른 변화를 Figure 30에서 나타내었다. 모든 VFA

들이 사료급여 3시간 후에 최고치에 도달하였으며 반추위 pH의 변화에서 보았듯

이 무첨가구가 첨가구에 비해 모든 시간대에서 낮은 경향을 나타내어 효소분비

촉진제에 의해 많은 휘발성 지방산이 생산되었다. 
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Figure 30.  VFA concentration as influenced by enzyme inducer

   Premix법에 의한 효소분비촉진제 첨가급여시 거세한우의 반추위내 암모니아 

발생량을 Table 36에서 나타내었다. 모든 시간대에서 무첨가구가 효소분비촉진제

에 비하여 높은 암모니아 농도를 나타내었다. 이러한 것은 대조구에 비하여 효소

분비촉진제를 급여하였을 때 두 첨가수준 모두에서 효소분비촉진제에 의한 미생

물 합성량의 증가에 필요한 질소 이용성이 높아졌기 때문에 암모니아 농도가 감

소한 것으로 사료된다.

   Figure 31에서 보는 바와 같이 Premix법으로 제조한 효소분비촉진제를 급여

하였을 때 0.001% 첨가수준은 반추미생물의 성장에 크게 영향을 미치지는 않았

지만 0.005%로 첨가수준을 증가시켰을 때는 특히 사료급여 후 3시간에 가장 큰 

증가를 보여주었다. Table 37은 Premix법에 의한 효소분비촉진제 첨가수준에 따

른 거세 한우 반추위내 발효성상의 변화에 미치는 영향을 종합적으로 나타내었

다. 
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Table 36. NH3-N concentration as influenced by enzyme inducer (mg/100ml)

Incubation 

time(h)

Supplementation levels of the enzyme inducer

0% 0.001% 0.005%

0  8.49 4.68 6.22

1 11.98 9.71 8.56

3  8.49 4.35 6.02

6 12.29 9.82 8.56

9  4.08 3.54 3.10

 Daily mean  9.07 6.42 6.49
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Figure 31.  Microbial growth as influenced by enzyme inducer



- 127 -

Table 37. Rumen fermentation characteristics as affected by enzyme inducer

Incubation time(h)
Supplementation levels of the enzyme inducer

0% 0.001% 0.005%

pH 6.79 6.65 6.65

NH3-N (mg litre
-1) 90.7 64.2 64.9

Total VFA (mmol litre-1) 69.2 78.6 84.3

Acetic acid (mmol mol-1) 771.1 755.2 752.2

Propionic acid (mmol mol-1) 150.6 160.9 157.6

Isobutyric acid (mmol mol-1) 10.8 10.7 10.8

Butyric acid (mmol mol-1) 36.0 42.8 45.8

Isovaleric acid (mmol mol-1) 19.0 17.0 18.6

Valeric acid (mmol mol-1) 12.5 13.4 15.0

3. 효소분비촉진제 첨가가 한우 육성우의 생산성 및 사료 이용성에 미

치는 영향 

가. 연구수행방법

  1) 시험동물 및 시험설계

   효소분비촉진제의 사료내 첨가가 한우 육성우의 생산성에 미치는 효과를 조

사하기 위하여 평균 체중 139kg 정도의 한우 육성우 30두를 공시하여 효소분비

촉진제 무투여구와 투여구로 구분하여 221일간 사양시험을 수행하였다. 

  2) 사양관리

   시험축은 왕겨가 깔린 콘크리트 바닥의 개방우사에서 사육되었으며, 조사료는 

볏짚을 자유채식 시켰고, 농후사료는 자체 배합한 육성우용 사료를 자유채식 시

켰다. 시험축의 발육조사는 매 15일 간격으로 수행하였다. 체중측정은 오전 9 ∼ 
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10시경 공복시에 우형기를 이용하여 계측하였다. 사료 잔량 조사는 매일 아침 사

료급여 전에 하였으며, 급수는 급수탱크를 이용하여 급여하였다. 

  3) 시험사료의 분석

   시험사료의 샘플은 사료가 배합될 때마다 채취하여 냉장보관 후 분석에 이용

하였으며, 시험사료의 화학적 조성은 AOAC 방법 (1990)에 의하여 분석되었다. 

나. 연구결과

   1) 시험사료의 영양소 함량

   시험사료의 조성은 Table 38에서 보는 바와 같고, 배합사료의 영양소 함량은 

조단백질 16%, TDN 70%로 하여 축산기술연구소 사료공장에서 제조하여 시험에 

사용하였다.  

Table 38. Formula and nutrient composition             (Unit : %)

Ingredients %

Flaked corn

Wheat bran

Soybean meal

Fish meal

Corn gluten

Soybean hull

Molasses

Limestone

Salt

Lasalocid

CP(%)

TDN(%)

35.00

28.00

12.60

1.00

10.00

8.00

3.00

1.68

0.50

0.02

16.00

71.00
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   전 시험기간 동안 (221일) 한우 육성우의 체중변화를 보면 (Table 39), 개시시 

체중은 동일하게 139kg으로 시작하였으며, 종료시 체중은 대조구가 321.0kg 인 

반면에 효소분비촉진제 투여구는 329.0kg으로, 총증체량이 무투여구 182.0kg이었

고, 투여구 190.0kg으로 평균 일당증체량 무투여구 0.82kg인 반면, 투여구는 

0.86kg으로 평균 일당증체가 대조구에 비교하여 5%정도 증가하였으나 처리에 따

른 효과는 적었다.

   효소분비촉진제를 사료에 첨가시 한우 육성우의 사료섭취량과 사료이용성에 

미치는 효과를 Table 40에 나타내었다. 사료섭취량과 사료이용성에 있어서는 효

소분비촉진제의 첨가에 의한 영향은 없었다. 

Table 39. Growth performance as influenced by enzyme inducer 

r

Items Control Enzyme inducer

Intial weight (kg)

Final weight (kg)

Total weight gain (kg)

Average Daily gain (kg)

139.0

321.0

182.0

0.82

139.0

329.0

190.0

0.86

Table 40. Feed intake and feed conversion as influenced by enzyme inducer

  

Items Control Enzyme inducer

Feed intake (kg/d)

   Concentrate

   Roughage

Feed conversion (intake/gain) 

   Concentrate

   Roughage

4.04

2.64

4.93

3.22

4.04

2.58

4.70

3.00
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Table 41. Blood constituents as influenced by enzyme inducer

Items Control Enzyme inducer

Glucose(mg/dl)                

Total cholesterol(mg/dl)

BUN(mg/dl)

Albumin(g/dl)

Calcium(mg/dl)

Phosphorus(mg/dl)

LDH(U/l)

GOT(U/l)

GPT(U/l)

Alk. Phosphate(U/l)

80.5

144.5

14.1

4.3

10.2

7.5

940.5

70.3

23.5

176.3

83.1

141.0

14.1

4.3

10.3

7.2

891.8

69.4

22.1

186.8   

 Table 41은 효소분비촉진제의 투여 유무에 따른 한우 육성우의 혈액중 영양대

사물질의 함량을 조사한 결과를 나타내었으나, 처리에 의하여서는 혈액대사물질

의 함량에 영향을 미치지는 않았다. 본 연구에서 조사된 glucose 함량은 권 등

(1997)이 홀스타인 수소와 거세우에서 조사하여 보고한 수소 75.7∼96.5, 거세우 

70.0∼102.3와 유사한 결과를 보여주고 있다.  
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제1절 반추위 메탄생성 억제기술 개발

   1년차 연구목표는 반추위 미생물군(박테리아, 프로토조아 및 곰팡이군)의 분

리, 이들이 메탄생성에 미치는 영향 조사 그리고 반추위 미생물군과 메탄생성박

테리아와의 혼합 배양이 가스 발생량과 조성에 미치는 영향을 구명하는 것이었

다. 위 연구목표를 달성하기 위해 반추위액으로부터 박테리아, protozoa 그리고 

fungi를 분리하였으며, 이들 미생물군을 기질의 조성을 달리하여 배양하여 가스

발생량과 조성을 조사하였다. 또한 분리한 미생물군과 메탄생성박테리아를 혼합

배양하여 가스발생량 및 조성 변화를 조사하여 1년차 연구 목표를 달성하였다. 

본 연구의 결과에 의하면 반추위에서 메탄생성을 억제하는 데 있어 미생물군집

별 미치는 영향이 상이하며 메탄생성박테리아와의 상호작용도 각기 다름을 알았

다. 이러한 결과는 반추위 발효를 연구하는 데 있어서 중요한 기초자료로 활용할 

수 있을 것으로 보인다. 

   2년차 연구목표는 수소가스 제어를 통한 메탄생성 억제기술 개발과 연속 발

효조 실험을 통한 메탄생성억제제의 메탄발생량 및 발효성상에 미치는 영향을 

구명하는 것이었다. 위 연구목표를 달성하기 위해 메탄억제능력이 있는 것으로 

알려져 있는 물질들 (불포화지방산, 항생제, 유기산 그리고 할로겐화합물 등)을 

찾아 이들을 in vitro 상에서 단독 그리고 혼합처리하여 메탄생성 억제능력이 가

장 뛰어나면서 반추위 발효에는 역효과가 없는 방법을 찾고자 하였다. 실험결과, 

할로겐화합물이 메탄생성 억제능력이 가장 우수하였으나, H2 가스가 축적되어 이

를 줄이기 위해 불포화지방산이나 유기산을 혼합처리 하였다. 연속배양실험에서

는 메탄생성억제능력이 가장 우수한 BES를 공시하여 메탄생성억제능력을 살펴

보았고, 이에 더하여 가스발생량과 발효 뿐만 아니라 PCR 기법을 이용하여 메

탄생성박테리아의 군집변화도 살펴보아 2년차 목표 달성에도 무리가 없었다. 2

년차 연구결과는 반추위 발효에 영향을 주지 않으면서 메탄생성 억제를 달성하

기란, 역시, 이론과 마찬가지로, 어렵다는 기존의 학설을 재확인하였으며 단일 

물질을 이용한 일정 단계의 조절로는 메탄생성 억제가 어렵다는 점도 확인시켜 
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주었다. 그러나 본 연구결과 일부의 물질 특히 BES와 같은 물질이 메탄생성 

억제능력이 매우 높다는 점과 비록 그 효과는 낮으나 메탄생성에 영향을 줄 수 

있는 물질들도 있어 금후 연구가 계속되면 새로운 메탄생성 억제물질의 발견 

가능성도 시사해 주고 있다. 본 연구에서 사용한 각종 물질들의 작용기작이 좀 

더 명확히 밝혀지면 반추위내 메탄가스 억제방안 개발이 좀 더 쉬워질 것으로 

보이며, 이러한 연구의 기초자료로 본 연구결과가 유용하게 이용될 것으로 기

대한다.  

   3년차 연구목표는 메탄생성 억제기술을 동물을 이용한 in vivo 상태에서 검

증하는 것이었다. model 제제로써 2년차 연구를 통해 메탄생성 억제제로 비교

적 효과가 우수했던 BES와 malate를 첨가하여 반추위 발효와 가스 발생에 미

치는 영향을 측정하였다. 동물을 직접 이용한 in vivo 실험에서는 in vitro 실험

에서처럼 메탄억제제의 효과가 나타나지 않았다. 이는 반추위 미생물 특히 

methanogen들이 이들 물질에 적응하여 나타난 결과일 수도 있으나 첨가량이나  

첨가방법을 달리하여 연구한다면 차후 효과가 있는 메탄억제제를 개발할 수 있

는 가능성도 있다.

제2절 효소분비촉진제의 Delivery system 개발 

  협동연구과제인 “효소분비촉진제의 delivery system 개발과 산업화 연구”의 1

년차 연구목표는 효소분비촉진제의 delivery system의 개발과 개발된 delivery 

system의 실험실내 검증실험을 하는 것이었다. 개발하려는 효소분비촉진제가 점

도가 상당히 높은 물질이기 때문에 사료 첨가제로 이용하기 위해서는 delivery 

system의 개발이 필요하다. 가장 간편하고 효율적으로 이용할 수 있는 방법을 

선택하기 위하여 delivery system들이 반추미생물에 의한 섬유소분해력, 발효성

상, 미생물의 성장률, 가수분해효소의 활력에 미치는 영향을 구명하였다. In 

vitro 실험과 in situ  실험을 통해, 사용한 3가지 delivery system이 효소의 분

비를 촉진시키고 소화율과 효소역가를 향상시킴을 검증하여 목표를 100% 달성

하였다. 

   2년차 연구목표는 1년차에서 선발된 delivery system으로 제조된 효소분비촉

진제의 최적 첨가량과 사용조건을 연속 발효시험을 통해 구명하고 최종적으로 캐
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뉼라가 장착된 한우를 공시하여 최종 delivery system을 검증하는 것이었다. 연속 

발효시험에서 premix법에 의해 제조된 효소분비촉진제를 첨가시 0.005%첨가수준에

서 가스발생량, 건물분해율, 섬유소 분해효소의 활력 등이 가장 우수하였다. 한우 

대사시험에서도 0.005% 수준에서 반추위 발효성상 및 건물 소화율이 가장 향상되

는 결과를 얻으면서 목표를 100% 달성하였다.  

   3년차 연구목표는 효소분비촉진제 첨가가 한우 육성우의 생산성 및 사료 이

용성에 미치는 영향을 조사하는 것이었다. 본 연구목표를 달성하기 위하여 한우 

육성우 30두를 공시하여 효소분비촉진제 무투여구와 투여구로 구분하여 221일간 

사양시험을 수행하였다. 그러나, 효소분비 촉진제의 첨가가 사료섭취량과 사료이

용성 그리고 혈액대사물질의 함량에 영향을 미치지 않았다. 비록 사양시험에서는 

효소분비 촉진제의 첨가효과가 나타나지 않았지만, 대사시험에서는 효과가 입증

되어 만약 첨가수준을 달리하여 사양시험을 실시한다면 또다른 결과를 얻을 수 

있을 것으로 기대된다. 본 연구결과는 효소분비 촉진제의 사용으로 사료 이용성 

향상 및 분 배설량 감소를 기대할 수 있으며 이를 통해 가축생산성 향상 뿐만 아

니라 환경문제 해결에도 효과를 기대할 수 있으며, 볏짚과 같은 부존사료자원이

나 소화율이 낮은 조사료들의 에너지 이용성과 소화율 향상에 효과가 있음을 입

증해 주는 결과이다. 
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

제1절 반추위 메탄생성 억제기술 개발

1. 기초자료 제공 :반추미생물 분리, 배양, methanogen과의 coculture, 메탄생성 

과정 및 기전

2. 산업계 자료 및 기술 제공 : 각종 메탄생성 억제제의 사용수준, 방법

3. 논문 발표 : 

1) 학술지 발표 : 

① Effects of various methane inhibitors on in vitro methane production 

and fermentation (게재 예정)

② Inhibition of in vitro methane production by halogenated compounds, 

organic acids and unsaturated fatty acids (게재 예정)

2) 학회 발표 : 

① “Effects of essential oil on in vitro gas production and fermentation" 

   (The 4th Joint Symposium of Korea and Japan on Rumen Metabolism 

and Physiology, 2002) 

② “Effects of essential oil on in vitro gas production and fermentation" 

   (The 2nd Joint Colloquium on Agricultural Genomics, 2002)

③ “Effects of various methane-inhibitors on methane production and 
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fermentation in vitro" (한국동물자원과학회, 2003)

3) 대농민/산업체 발표 : “메탄가스 생성조절과 반추동물의 생산성” 

                       (제10회 사료가공단기과정)

제2절 효소분비 촉진제의 delivery system의 개발 

1. 기초자료 제공 : 효소분비 system, 효소분비 촉진제의 작용기전

2. 특허출원 : 출원 완료 (첨부 참조) 

3.  산업체 기술이전 : 이전 완료 (첨부 실시계약서 참조)

4. 논문 발표 

1) 학술지 발표

① Effects of surfactants and acrylic acid polymers on the distribution of 

ruminal enzymes and the growth of ruminal microoranisms (게재)

② Effects of Non-ionic Surfactants on Enzyme Distributions of Rumen 

Contents, Anaerobic Growth of Rumen Microbes, Rumen Fermentation 

Characteristics and Performances of Lactating Cows (게재)

③ Influences of Surfactant Tween 80 on the Gas Production, Cellulose 

Digestion and Enzyme Activities by Mixed Rumen Microorganisms (게

재)

④ The effects of non-ionic surfactant on the fermentation characteristics, 
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microbial growth, enzyme activity and digestibility in the rumen of 

korean native cows. (게재 예정)

2) 학회 발표

① “Influences of surfactants on the enzyme distributions in the rumen 

compartments and the growth of pure cultures of rumen microbes” 

(The 3th Joint Symposium of Korea and Japan on Rumen Metabolism 

and Physiology, 2000)

② “Effects of Non-ionic Surfactants on Enzyme Distributions of Rumen 

Contents, Anaerobic Growth of Rumen Microbes, Rumen Fermentation 

Characteristics and Performances of Lactating Cows” (International 

Symposium on Recent Advances in Animal Nutrition, 2002)

③ “효소분비 촉진제의 delivery system이 거세한우의 반추위 발효특성 및 영

양소 소화율에 미치는 영향” (한국동물자원과학회, 2003)
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술

정보

   사료이용율을 높이고 반추동물의 생산 효율을 향상시키기 위해 반추위 환경

을 조절하려는 노력들이 상당히 있어 왔다. 이러한 노력의 결과 많은 종류의 첨

가제가 개발되었고 반추위 대사에 영향을 줄 수 있었다. 지난 10년동안 시도되었

던 반추위 조절방법에는 메탄 억제제, 항생제, 단백질 분해 억제제나 

deamination inhibitor, defaunation agents, 미생물 효소, 지방산 또는 지질 급여, 

버퍼제, artificial saliva, propionate 생성 촉진, yeast culture나 mold 발효추출물

을 포함한 non-bacterial direct-fed microbials(DFM) 등이 있다. 

   surfactant Tween 80은 여러 호기성 곰팡이에서 효소의 분비를 촉진시키는 

데 효과적인 surfactant로 잘 알려져 있다 (Reese and Macquire, 1969; Schewale 

and Sadana, 1978; Deshpande et al., 1987; Hung et al., 1988; Long and Knapp, 

1991). Yazdi 등 (1990)도 호기성 ascomycetes fungus Neurospora crassa의 

cellulase complex에 관한 연구를 통해 surfactant Tween 80이 효소의 유도와 분

비를 자극하는데 효과적이라는 것을 증명하였다. Yazdi 등 (1990)은 N. crassa의 

여러 cellullolytic enzymes 분비는 세포막의 지방 조성과 밀접하게 관련되어 있

다는 것을 증명하였다. 즉, 세포막 지질의 불포화도가 증가하면서 세포막의 유동

성이 바뀌고, 효소의 분비가 증가하였다. surfactant의 효과는 크게 세 가지를 들 

수 있다: 1)세포막에 작용하여 투과율 (permeability) 증가 (Reese and Macguire, 

1969), 2) 결합되어 있는 효소의 분비 촉진, 그리고 3) 산소 공급의 감소로 인한 

성장률 감소 (Hulme and Stranks, 1970). 

   Lee 등 (2003)은 예비실험에서 Tween 80이 고농후사료를 급여한 소에서 반

추미생물의succinate와 lactate 이용율을 촉진시키고, polysaccharide 분해 효소의 

활력을 향상시키는 것을 발견하였다. 그리고 배지내 Tween 80의 농도가 0.05% 

(v/v)일 때 반추위 박테리아와 fungi의 성장률, 곡물 소화율, succinate와 lactate 

dehydrogenase 활력 그리고 polysaccharide 분해 효소의 활력이 증가하였다.   

   NIS가 여러 호기성 곰팡이의 cellulase complexes로부터 효소의 분비를 촉진
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시키는데 가장 효과적인 surfactant로 알려져 있지만 (Deshande et al., 1987; 

Wittenberger et al., 1987), 반추위 혐기성 미생물에 대한 효과는 아직 뚜렷하게 

보고 되지 않았다. 그렇지만, 호기성 미생물을 이용한 여러 연구들을 통해 

Tween 80의 사료첨가제로써의 가능성을 보여주었고, 이는 항생제나 ionophore에 

대한 의존도를 경감시키는 주는 것이다. 

메탄가스는 이산화탄소 다음으로 지구온난화에 영향을 미치는 요인이다. 대기

로 방출되는 메탄의 양이 매년 1%씩 증가하고 있는 추세이며, 양적으로는 연간 

400∼600 Tg으로 전체 지구온난화의 15%를 기여한다. 메탄은 이산화탄소보다 적

외선을 흡수하는 능력이 21배 높기 때문에 (Tyler, 1991), 적은 양이더라도 지구온

난화에 미치는 영향을 무시해서는 안된다.

메탄가스의 주요 발생원을 살펴보면 습지대, 바다 등의 자연환경,  석유․가

스․석탄 등의 연료 사용, 쓰레기 매립지와 폐수로부터 발생하며, 농업과 관련해

서는 논과 가축으로부터 주로 발생한다. 가축으로부터 발생되는 메탄가스의 양은 

연간 80 Tg으로 이는 전체 지구온난화의 약 2%를 차지한다(Johnson et al., 

1991). 가축에서 발생되는 메탄가스는 대부분 반추동물에서 발생되는 것으로 그 

중에서 소가 75%를 차지하며 나머지는 면양, 산양 등에서 발생된다. 

자연계에서 발생되는 메탄가스는 H2, foramate, acetate, methanol 그리고 

mono-, di-, tri-methylamine과 같은 다양한 기질들이 이용되어 발생된다(Wolin과 

Miller, 1987). 수중 침전층, 하수 처리장과 같은 혐기환경에서는 모든 유기물의 탄

소가 CO2와 CH4으로 전환된다. 이런 환경에서는 유기물이 몇 주 또는 몇 달 동안 

머물러 있기 때문에 syntrophic hydrogen-producing acetogens, acetotrophic 

methanogen과 같은 성장속도가 느린 박테리아 군집(doubling time > 3일)이 유지

될 수 있어 이들 박테리아에 의해 acetate, propionate 그리고 butyrate가 CO2와 

CH4으로 완전히 전환된다. 그러나 반추위에서는 유기물의 이전시간이 1∼2일이기 

때문에 유기물의 탄소가 CO2와 CH4으로 완전 전환하기에는 너무 빠르다(Hobson

과 Wallace, 1982). 그러므로 반추위에서는 주로 H2/CO2, formate를 기질로 하여 

메탄이 생성되며, acetate, propionate 그리고 butyrate는 반추위에서 축적되었다가 

동물의 소화관에서 흡수되고 이용된다. 

메탄생성균에 의해 CO2가 CH4으로 전환될 때 4개의 중간대사물질을 거치는데, 

여기에는 formyl, methenyl, methylenyl 그리고 methyl이 있다. 지금까지 CO2가 
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CH4으로 환원되는 과정에 6개의 조효소(coenzyme)가 관여하는 것으로 확인되었

으며, 그 환원과정은 7단계로 나뉜다 (DiMarco 등, 1990). MFR, H4MPT 그리고 

HS-CoM에 의해 탄소가 운반되며 마지막으로 CH3-S-CoM이 methyl-coenzyme 

reductase에 의해 CH4으로 환원되면서 끝나지만, 이 반응은 CO2가 MFR과 결합

하여 formyl-MFR을 형성하는 반응을 활성화시키면서 다음 CH4 생성반응과 연

결되어 있다(Romesser과 Wolfe, 1982).

메탄생성균은 독특한 보조인자(coenzyme M, HS-HTP, F420)와 지질

(isopranyl glycerol ethers)을 가지고 있어 구별이 분명한 미생물이다. 메탄생성

균의 세포벽은 pseudomurein, 단백질, 당단백질(glycoprotein) 또는 

heteropolysaccharides로 이루어져 있다. 메탄생성균은 배양조건이 까다로운 혐기

성 박테리아로, 산화환원전위가 -300mV이하의 환경에서만 자란다(Stewart와 

Bryant, 1988). 메탄생성균은 여러 혐기 서식지에서 분리되었는데 현재까지 66종

이 분리되었다(Mackie 등, 1992). 이 중에서 5종만이 반추위로부터 분리되었으며( 

McAllister 등, 1996), Methanobrevibacter ruminantium과 Methanosarcina sp.는 

반추위에서 mL당 1×10
6 
으로 존재한다(Miller 등, 1986). 메탄생성균은 반추위에

서 그 수가 많지 않지만 반추위에 일찍 정착하면서(예를들어, 어린 양에서 생후 

30시간 이내) 반추위 미생물군의 기본적인 구성요소가 된다(Morvan 등, 1994). 

에너지원을 살펴보면 반추위의 메탄생성균은 주로 H2(80%)와 formate(18%)를 

기질로 이용하여 메탄을 생성한다. 그러나, Methanosarcina는 예외적으로 

methylamines, methanol, 또는 acetate로부터 메탄을 생성한다(Patterson과 

Hespell, 1979).  

동물이 섭취한 사료가 반추위에서 발효되어 최종산물인 휘발성지방산(VFA), 

CO2, 그리고 CH4를 생성하는 과정에서 메탄이 생성되기까지 많은 미생물들이 관

여한다는 것을 볼 수 있는데, 우선 박테리아, 프로토조아 그리고 곰팡이를 포함

한 1차 발효미생물이 단백질, 전분 그리고 식물 세포벽 물질을 가수분해하여 단

순당과 아미노산을 생성한다. 이들 단순 물질들은 다시 1차와 2차 발효미생물들

에 의해 발효되어 VFA, H2 그리고 CO2가 생성되며, H2와 CO2는 methanogens에 

의해 메탄생성에 이용된다. Methanogens은 다른 반추미생물에 의해 생성된 H2를 

빠르게 메탄생성에 이용함으로써, 반추위내 H2 농도를 1μM 미만으로 낮게 유지

시켜 주는데, 이를 종간수소전이(interspecies hydrogen transfer)라고 한다. 

methanogens으로의 종간수소전이는 섬유소분해박테리아(Ruminococcus albus, 
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Ruminococcus flavefaciens) 뿐만 아니라 비섬유소분해박테리아(Selenomonas 

ruminantium), 곰팡이 그리고 프로토조아 모두로부터 일어난다. methanognes은 

종간수소전이를 통하여 NADH와 같은 환원된 nucleotide의 축적을 막음으로써 

다른 반추미생물에 의한 소화를 촉진시킨다(Williams, 1994). 

반추위에서 메탄을 감소시키기 위해서는 크게 methanogens을 직접적으로 억

제하는 방법과 메탄생성의 기질인 H2를 methanogens이 아닌 다른 방향으로 이

용되도록 하여 메탄을 줄이는 방법이 있을 것이다. 무엇보다도 반추위에서 메탄

을 억제하는데 있어 중요한 것은 상당한 메탄 감소 뿐만 아니라 소화율 감소와 

같은 역효과가 없어야 하며, 그 방법이 동물에게 안전해야 하고, 메탄억제효과가 

지속적이어야 한다는 것이다. 

메탄발생은 사료섭취량과 역의 관계가 있다. 즉, 사료섭취량이 증가할수록 섭취

한 사료당 메탄발생량이 감소하였다고 보고하였다 (Johnson 등, 1993). 그리고 유

지수준으로 급여하였을 때 소화율이 증가하면 메탄발생량도 증가하였다고 보고하

였다 (Blaxter과 Clapperton, 1965). 소화율이 증가할수록 메탄의 기질이 많이 발

생하기 때문에 메탄발생량은 증가하게 된다. 

발효되는 탄수화물의 형태도 메탄발생량에 영향을 주는데, 이는 주로 반추위내 

pH와 미생물군집에 영향을 주기 때문일 것이다. 구조탄수화물(cellulose, 

hemicellulose, pectin)이 비구조탄수화물(soluble sugars, fructosan, starch)보다 메

탄을 더 발생하며 (Moe와 Tyrrell, 1979), 비구조탄수화물도 더욱 나누면 수용성 

당이 전분보다 메탄을 더 발생시킨다고 보고하였다. Ørskov 등(1968)도 농후사료

의 양이 증가할수록 메탄발생량은 점차 감소하여 조농비율이 20：80일 때의 메탄

발생량은 100% 건초 급여했을 때의 절반정도였다고 보고하였다. 농후사료를 급여

할수록 메탄발생량이 줄어드는 것은 반추위내에서 농후사료가 빠르게 발효되어 

lactate, VFA와 같은 발효산물이 축적되면서 반추위 pH가 떨어진다. 

Methanogens은 낮은 pH에서 억제되기 때문에 메탄발생이 줄어드는 것이다 

(Demeyer과 Henderickx, 1967). 농후사료가 증가함에 따라 propionate 비율이 

17%에서 31%로 증가하였는데, 이는 메탄과 propionate 생성사이에 서로 역의 관

계에 있음을 보여주는 것이다 (Van Nevel 등, 1974). 이 관계를 근거로 하여, 사

료의 조성과 양을 조절하여 반추위내에서 VFA 조성을 변화시키면 메탄의 생성을 

변화시킬 수 있게 된다. 즉, acetate:propionate(A/P) 비율의 감소는 메탄발생을 줄

어들게 할 것이다.
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본 연구에서 조사한 불포화지방산, 항생제, 유기산 그리고 할로겐 화합물외의 

메탄억제방법으로는 다음과 같다. 

  1) 프로토조아 제거 (Defaunation)

반추위의 프로토조아(protozoa)는 숙주동물에게 필수적이지는 않지만 전반적인 

반추위 소화과정에서 중요한 역할을 하는 것은 분명하다. 프로토조아는 박테리아

를 포식하고 반추위내에서 선택적으로 남아 있으면서 미생물체 단백질 합성의 효

율과 양을 감소시키며, 앞에서 언급한 바와 같이 프로토조아에는 메탄생성박테리

아가 부착되어 살고 있기 때문에 프로토조아는 메탄발생에 중요한 역할을 한다. 

이 외에도 프로토조아가 반추위내의 소화, 발효양상 등에 미치는 영향을 살펴보기 

위해 반추위에서 프로토조아를 제거하는데 이것을 defaunation이라 한다. 

소, 면양, 산양의 경우 defaunation시키면 정상적인 동물에 비해 메탄발생량이 

20-50%정도 감소되었으며 (Kreuzer 등, 1986), Kreuzer(1986)는 defaunation을 

통해 총섭취에너지중 메탄으로의 에너지 손실이 7.87%에서 5.49%로 줄어들었다

고 보고하였다. 하지만 in vivo 실험을 통해 볼 때, defaunation에 의한 메탄의 

감소는 사료 조성에 의해 결정되었다. 조사료만을 급여했을 때는 defaunation에 

의한 메탄 감소가 없었지만, 농후사료를 함께 급여하였더니 메탄이 감소되었다 

(Itabashi 등, 1984). 

Defaunation에 의한 메탄생성 감소는 프로토조아에 부착된 메탄생성박테리아

의 감소, 조섬유 소화율의 감소, 그리고 프로토조아에 의해 발생되던 H2와 

formate의 감소로 설명된다(Van Nevel과 Demeyer, 1995). 

반추위에서 프로토조아를 제거하기 위해서는 그 방법이 선택적, 효과적, 지속

적이어야 하고, 적용이 용이해야 하며, 동물에게 무해하여야 하지만, 아직까지는 

이를 만족시키는 방법이 없다 (Van Nevel과 Demeyer, 1995). 프로토조아를 제거

하기 위한 화학적 제제로는 copper sulfate, dioctylsodium sulfosuccinate, sodium 

lauryldietoxysulfate, calcium peroxide 등이 있다. defaunation된 동물을 유지하기 

위해서는 재접종을 막기 위해 다른 동물과 격리하여야 하는 어려움도 있을 것이

다.  
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2) Acetate 생성(acetogenesis)의 유도

포유동물과 흰개미의 대장에서는 acetate 생성박테리아(acetogens)가 CO2와 H2

를 이용하여 acetate를 생성한다.

2CO2 + 4H2 → CH3COOH + 2H2O

이 과정을 reductive acetogenesis라고 부르며, 대장 발효에서 중요한 H2 처리 

역할을 하고 있다. 반추위에서도 acetogens가 분리되었는데, 이들은 CO2를 

acetate로의 환원시키는 능력도 가지지만, formate, glucose, cellobiose, 그리고 

fructose를 포함한 다른 기질들로부터 acetate를 생산하기도 하며 (Greening와  

Leedle, 1989), 반추위에서 수적으로도 methanogens와 비슷하게 존재한다 

(Leedle와 Greening, 1988). 반추위에서 이 반응을 촉진시킬 수 있다면 

methanogens와 기질경쟁을 하여 메탄발생량을 줄일 수 있을 뿐만 아니라 동물

에 의해 쉽게 에너지원으로 이용될 수 있는 acetate가 생성되므로 에너지 효율을 

높일 수 있을 것이다 (Weimer, 1998). 하지만, acetogens는 H2에 대한 친화도가 

methanogens보다 상당히 낮기 때문에 반추위에서 acetogenesis는 잘 일어나지 

않는다 (Mackie와 Bryant, 1994). 

Weimer(1998)는 acetogens의 다양한 기질 이용능력 때문에 H2에 대한 친화도

가 낮은 것이라고 보고, 정상적인 반추위의 methanogens와 효과적으로 기질경쟁

을 하려면 H2에 대한 친화도가 높은 전문적인 acetogens를 발견하거나 생명공학

적 접근방법을 제시하면서 화학적 억제방법과 병행하면 더욱 효과가 있을 것이

라 하였다. Nollet 등(1997)은 BES를 처리하여 메탄생성박테리아를 억제하고 

acetate생성 박테리아를 첨가하여 메탄의 감소 뿐만 아니라 VFA 생성을 촉진시켜 

약 13∼15%의 에너지 이용효율 증가효과를 얻었다고 보고하였다. 

현재까지 발표된 메탄생성억제제가 동물생산성에 미치는 영향에 관한 연구결

과는 많지 않다. 할로겐화 화합물인 BCM, HCS의 처리는 사료섭취량을 감소시켰

으며, 일당증체량은 증가시켜 사료효율이 12∼13% 증가하였다. 그러나 유사한 할

로겐화 화합물인 amicloral도 유의적인 차이는 없었지만, 경향은 BCM과 HCS와 

비슷하였다. Malate 처리는 사료섭취량에 영향이 없었으며, 일당증체량과 사료효

율을 각각 4%, 8%씩 증가시켰다. 
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Sauer 등(1998)은 유우에서 대두유 처리에 의한 메탄억제와 유량, 유성분 변화

를 살펴보았다. 대두유 처리는 메탄발생량을 감소시키지 않았지만, CO2:CH4의 비

율은 유의적으로 높아 전체 가스발생량에서 메탄의 비율이 감소하였음을 의미한

다. 사료섭취량은 감소시켰으나 유지방과 유단백질의 함량에는 영향을 끼치지 않

았다. 그리고 우유의 지방산 조성에서는 필수지방산인 linoleic acid의 함량을 증

가시켰다. 그러나, Casper와 Schingoethe(1989)는 유우에 지방을 첨가하면 유선에

서의 아미노산 흡수가 감소하여 유단백질 함량이 감소한다고 하였으며, Sutton과 

Morant(1989)는 장쇄불포화지방산을 첨가하면 유지방 함량이 급격하게 감소한다

고 보고하였다. 따라서 유우에게 있어 지방 첨가는 유성분에 크게 영향을 줄 수 

있으므로 메탄억제를 위한 지방 첨가는 신중해야 할 것이다. 

지금까지 많은 물질들이 반추위의 메탄생성에 직접적으로 또는 간접적으로 영

향을 줌으로써 메탄생성이 억제되는 기전을 살펴보았다. 그러나, 대부분 만족스러

운 효과를 보여주지는 못했다. 사료의 조성에 따라 메탄 억제 효과가 변하였으며, 

장시간 처리하였을 때 반추미생물이 그 물질에 대해 적응하거나 분해하여 그 효

과가 지속적이지 못하였다. 반추위에서 acetate 생성반응을 유도하기 위해 제시했

듯이 다른 억제제와의 병행하여야 그 효과가 나타나기도 하였다. 유기산은 

propionate 생성을 촉진시키면서 메탄생성을 억제하여 안전하고 에너지 효율적으

로 바람직하지만 다른 물질에 비해 메탄억제효과가 크지 않았다. 

이상적인 메탄생성억제제는 그 작용이 특이적, 지속적이어야 하고, 동물에게는 

독성이 없어야 하며, 축산물에 잔류되지 않고 안전해야 할 것이다. 이것을 만족하

기 위해서는 하나의 방법으로는 힘들지만, 할로겐화 화합물과 acetogenesis를 동

시에 처리하는 방법과 같이 여러 방법을 병행한다면 더 효율적인 메탄억제 방법

이 될 것으로 본다. 최근에는 식물추출물 중에서 메탄생성 억제 물질을 찾거나, 

생명공학 기법을 이용해 메탄생성 과정에 관여하는 효소의 발현을 억제하는 연구 

등이 진행되고 있다. 

지구온난화의 규제 및 방지를 위한 국제협약인 교토의정서(1997)는 선진국들의 

온실가스 배출량을 2008년부터 2012년까지 지난 90년 수준보다 5.2% 줄이자는 게 

주요 요지로써, 여러 선진국에서는 메탄가스의 감소 연구가 활발하다. 우리나라도 

앞으로 감축의무에 참여하는 것이 불가피할 것이다. 따라서, 아직까지는 메탄억제

에 대한 구체적인 성과는 미흡하지만 환경친화적인 축산을 위해 노력해야 할 것

이다. 
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