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This study was conducted to investigate the effects of several herbal extracts (obtusifolia, cinnamon,
chinese pepper, licorice root) on the characteristics of rumen fermentation in vitro. Soybean meal was
used as a substrate for fermentation in vitro. Herbal extracts were supplemented to media by 10% of
the substrate. The substrates supplemented to Dehority artificial media with herbal extracts were fer-
mented in 30ml serum bottles for 0, 3, 6, 9, 12 and 24 hr at 39℃. Cumulative gas production was
significantly (p<0.05) greater in the herbal extract supplements than in the control, in the order of lico-
rice root, chinese pepper, cinnamon and obtusifolia. Methane proportions of the herbal extracts were
significantly (p<0.05) higher than that of the control. Licorice root extract supplementation resulted in
the lowest methane proportion at 3 hr fermentation. Proportion of hydrogen was significantly (p<0.05)
higher in the herbal extract supplements than in the control at 12 hr fermentation. Compared to the
control, ammonia concentration in the licorice root was significantly higher at 3 hr fermentation, but
lower at 12 hr fermentation (p<0.05). Based on these results, supplementation of the herbal extracts
used in this experiment resulted in increased cumulative gas production and stimulating methane pro-
duction in vitro rumen fermentation.
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서 론

사료 중 영양성분은 반추위 미생물에 의해 분해되어 휘발성

지방산, 수소, 이산화탄소, 암모니아 등으로 전환된다. 휘발성

지방산과 암모니아는 동물과 반추위 미생물에 의해 이용되지

만, 이산화탄소와 수소는 반추위내 박테리아에 의해 메탄으로

전환되는데 메탄은 체내에서 흡수되지 못하고 대기로 방출되

어 대기 오염의 원인이 되고 있다[20]. 메탄은 이산화탄소에

비해 그 양은 적지만 에너지를 흡수하는 능력은 이산화탄소의

21배이고, 지구온난화에 15% 정도 관여하는 것으로 알려져

있다[47]. 반추위에서 생산되는 메탄은 총 가스의 25~30%를

차지하며, 사양조건에 따라 섭취된 에너지의 2~15% 정도가

메탄가스로 손실되고 있다[17,21]. 반추동물에 있어서 사료에

너지의 약 8% 이상이 반추위 발효과정에서 생성된 메탄으로

손실되기 때문에 메탄 생성을 억제 시키는 것은 사료의 이용

효율 향상에도 중요하다[14].

반추위내 메탄생성 억제를 위한 방법으로 사료섭취량 조절

[22], 조사료와 농후사료의 비율 조절[40], 탄수화물 종류의 조

절[30], 조사료의 가공[3], monensin과 같은 프로토조아 제어

제[32], 불포화 지방산이나[50] 할로겐 화합물들의 첨가[13], 대

사제어를 위한 fumaric 산의 첨가[27] 그리고 yucca extracts와

같은 천연물질을 이용한 반추위 발효성상을 조절하려는 방법

[15,37]들이 연구되어 왔다. 메탄생성 박테리아는 프로토조아

의 표면에 주로 서식하는 것[32]으로 알려져 있는데, Shin 등

[41]은 in vitro 반추위 미생물 발효시험에서 생강이 프로토조

아를 크게 억제하여 메탄생성 억제제로서 개발이 가능하다고

하였다. 본 연구에서 사용된 천연물질로서 한약재인 결명자에

는 약리성분으로 항균작용을 하는 aloe emodin 등이 함유되어

있고, 계피에는 식이섬유가 54.3%, 지질 3.5%, 단백질 3.6%,

칼슘 1.2%가 함유되어 있는 다이어트식품이며 방부효과도 있

다[19]. 산초는 종자를 제외한 주정추출물에 함유되어 있는 es-

tragole이 항균활성을 나타내는 주성분으로서 Vibrio para-

haemolyticus에 대한 천연항균제로서 가능성이 있고[24], 감초

는 추출물을 탁주[23]나 불고기 소스로 이용[42]하면, 항균활

성과 저장안정성이 있는 것으로 보고되고 있다.

본 연구는 한약재로 많이 사용되고 있는 천연물질로서 항균

혹은 방부기능이 있는 것으로 알려져 있는 결명자

(obtusifolia), 계피(cinnamon), 산초(chinese pepper) 및 감초

(licorice root) 추출물을 in vitro 반추위 발효에 첨가하였을 때,

총 가스 생성량, 메탄과 수소생성 및 발효 성상을 조사해 보고

자 실시되었다.
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Table 1. Chemical compositions of soybean meal and herbs used in this experiment

Chemical composition
Soybean

meal

Treatments

Obtusifolia Cinnamon Chinese pepper Licorice root

Moisture, % 11.16 11.88 16.56 16.21 10.83

Crude protein, DM% 17.71 19.14 3.43 9.42 7.66

Crude fat, DM% 1.50 4.94 3.22 8.28 4.69

Crude fiber, DM% 30.25 13.31 29.37 19.19 27.85

Crude ash, DM% 4.09 4.83 2.74 5.73 5.92

NDF1, DM% 57.22 33.94 54.89 39.77 52.65

ADF2, DM% 38.81 17.91 48.55 10.42 39.55
1
Neutral detergent fiber.

2Acid detergent fiber.

재료 및 방법

공시재료

In vitro 발효를 위한 기질은 대두박(미국산)을 사용하였고,

한약재 추출물은 한약재로 널리 사용되는 결명자, 계피, 산초

및 감초 10 g을 ethanol (95%) 300 ml에 침지시켜 50℃의 항온

수조에서 1시간 동안 정치시켰다. Filter paper (Whatman

No.1)로 2회에 걸쳐 거른 다음, rotary evaporator에서 45℃를

유지하면서 농축시켰다[16].

발효기질인 대두박과 공시 한약재의 화학적 조성은 Table

1에서 보는 바와 같다.

공시축 및 사양관리

반추위 누관이 장착된 체중 약 600 kg의 홀스타인 착유우로

부터 in vitro 시험에 사용될 반추위액을 채취하였다. 위액 채

취를 위한 공시축의 사양관리는 농후사료와 조사료(볏짚+티

모시)의 비율을 풍건물 기준으로 4:6으로 하여 체중의 3%되는

양을 1일 2회(06:00와 16:00)로 분할하여 급여하였고, 물과 미

네랄 블록은 자유 섭취토록 하였다.

시험설계 및 in vitro 발효방법

시험구는 무처리 대조구와 4종의 한약재 추출물 처리구를

두었으며, 발효시간은 0, 3, 6, 9, 12, 및 24시간으로 설정하여

각 처리당 3반복으로 총 90개의 serum bottle이 사용되었다.

In vitro 발효를 위한 배양액은 Dehority artificial medium

[9]을 사용하였고, 첨가하는 영양물질의 배합비율은 Table 2에

서 보는 바와 같다.

반추위 혼합 미생물로 사용될 위액은 in vitro 발효를 위한

미생물 접종 개시 2시간 전에 반추위 cannula를 통하여 채취

하였다. 채취한 위액은 oxygen free-CO2 gas가 충전된 보온용

기에 담아 온도를 유지시킨 채로 실험실로 운반한 다음, 사료

입자에 부착되어 있는 미생물을 분리하기 위하여 homoge-

nizer에 넣고, oxygen free-CO2 gas를 충전하여 강하게 교반한

다음, 2겹의 cheese cloth로 여과하였다. 여과된 위액은 30분~1

시간 정도 정치시켜 비중이 낮은 사료입자를 부유시킨 다음,

Table 2. The composition of Dehority's artificial medium

Components per 100 ml medium

Mineral solution Ⅰ1 20.0 ml

Mineral solution Ⅱ2 20.0 ml

Resazurin 0.1 ml

Vitamin mixture3 1.0 ml

V.F.A. solution4 6.7 ml

8% Na2CO3 5.0 ml

Hemin solution
5

0.1 ml

2.5% Cystein-HCl 0.1 ml

Casein (acid hydrolyzed) 2.0 g

Carbohydrate (C-source) 0.5 g
1
Mineral solution I: K2HPO4 6.0 g in 1,000 ml distilled water.

2
Mineral solution II: CaCl2 (anhydrous), 0.25 g; MgSO4

(anhydrous), 0.25 g; NaCl, 4.5 g; (NH4)2SO4, 4.5 g; MnSO4 ·

H2O, 0.10 g; FeSO4 · 7H2, 0.01 g in 1,000 ml distilled water.
3
Vitamin mixture: pyridoxine HCl, 0.20 g; nicotinic acid amide,

0.20 g; Ca-d-pantothenate, 0.20 g; para-aminobenzoic acid, 0.01

g; stock solution 1.0 ml in 1,000ml distilled water.
4V.F.A. solution: acetic acid 17 ml (2.9×10-2M); propionic acid,

6 ml (8.0x10
-3

M), DL-α-methylbutyric acid, n-valeric acid, and

iso-valeric acid 1 ml each (9×10
-4

M).
5
Hemin solution: dissolve 50 mg hemin in 1 ml of 1 N NaOH;

make to 100 ml with distilled water.

진공펌프로 완전히 제거하고, 중간층의 투명한 위액을 채취하

였다. 채취한 위액과 혐기 희석액[5]을 동일한 양으로 혼합하

여 in vitro 발효실험을 위한 반추위 혼합 미생물 용액으로 사

용하였다.

발효기질은 입자도 1 mm의 대두박 0.1 g을 30 ml의 serum

bottle에 넣고, 10 ml의 Dehority artificial medium을 분주하

고, 위액 5 ml을 혐기 가스주입장치를 이용하여 접종한 다음,

Gel상의 한약 추출물을 기질의 10% 수준(10 mg)으로 첨가하

여 39℃로 유지되는 shaking incubator (120 rpm)에서 설정된

시간 동안 발효시켰다.

조사항목 및 조사방법

공시재료의 일반성분 중, 건물(AOAC 930.15), 조회분
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Table 3. The effect of herbal extracts on the pH of media during rumen fermentation in vitro

Incubation

Time (hr)

Treatments

Control Obtusifolia Cinnamon Chinese pepper Licorice root

0 6.64±0.02 6.89±0.15 6.49±0.24 6.58±0.01 6.59±0.02

3 6.58±0.03b 6.57±0.01bc 6.71±0.01a 6.53±0.00cd 6.52±0.00d

6 6.72±0.14 6.56±0.01 6.69±0.05 6.58±0.01 6.57±0.03

9 6.56±0.03 6.53±0.03 6.64±0.06 6.54±0.02 6.54±0.02

12 6.51±0.01
ab

6.48±0.01
ab

6.54±0.04
a

6.46±0.01
b

6.46±0.00
b

24 6.54±0.03 6.52±0.01 6.55±0.07 6.51±0.01 6.50±0.01

Mean 6.59±0.03 6.59±0.06 6.60±0.03 6.53±0.02 6.53±0.02

Mean±SE.

Mean with different superscripts in the same row differ significantly(p<0.05).

(AOAC 942.05), 조단백질(AOAC 984.13, Model Tecator

Kjeltec 1030 Analyzer), 조섬유(Model Tecator Fibertec

System M6)의 분석은 AOAC [1] 방법에 준하였으며, neutral

detergent fiber (NDF)와 acid detergent fiber (ADF) 함량은

Van Soest 등[48]의 방법에 따라 분석하였다.

발효 용액의 pH는 각 발효시간대별 gas 시료를 채취한

다음, pH meter (Mettler Toledo, MP230)를 이용하여 측정

하였다.

총 Gas 발생량은 각 발효시간대별로 시험관을 shaking in-

cubator에서 꺼낸 후, 온도에 따른 변화를 감안하여 상온에서

20분간 방치시킨 다음, water displacement apparatus를 이용

하여 gas 발생량을 측정하였다[12].

메탄과 수소가스의 농도는 각 시간대별 가스발생량 측정

후, 30 ml serum bottle의 알루미늄 캡을 제거하고 주사기를

이용하여 10 ml vaccutainer에 가스를 포집하여 Molecular

sieve 13×45-60 MESH (2.0M×1/8"×2.0 mm SS, VARIAN) col-

umn이 장착된 gas-chromatography (VARIAN CP-3800,

USA)를 이용하여 분석하였다. Gas-tight syringe를 이용하여

gas 시료를 1.0 ml씩 주입하였으며 0%, 5%, 10%, 15%, 20%

methane (balance nitrogen)을 standard gas 농도로 사용하였

다. GC의 분석조건은 oven temperature는 60℃, injector tem-

perature 120℃, TCD (Thermal conductivity) temperature

120℃, FID (Flameionization) temperature 200℃로 하였으며,

total run time 2:30분이었고 carrier gas는 nitrogen을 이용하

였다.

암모니아 농도는 10 ml 원심분리관에 발효액 6.2 ml을 넣

고, 미생물의 활성을 중지시키기 위하여 포화 HgCl2 0.06 ml을

첨가하여 3,000 rpm에서 15분 동안 원심 분리하였다. 원심분

리한 상층액을 Chaney와 Marbach [6]의 방법에 따라 처리하

여 spectrophotometer (UVIKON 923 Double beam UV/VIS)

로 파장 630 nm에서 측정하였다.

통계처리

시험 결과는 SAS program [39]의 General Linear Model

(GLM) procedure에 따라 처리되었으며, 각 처리구간에 유의

성 검증을 위해 분산분석을 실시한 후, Duncan's multiple

range test [10]를 실시하였다.

결과 및 고찰

pH 변화

한약재 추출물 첨가에 따른 in vitro 반추위 미생물 발효시간

별 pH 변화는 Table 3에서 보는 바와 같다.

반추위 혼합 미생물 배양액의 pH는 6.46~6.89 수준으로서

발효 전인 0시간대 대조구의 pH수준과 비교할 때, 계피, 산초,

감초 추출물을 첨가하면 pH가 떨어진 반면, 결명자 추출물

첨가 시에는 증가하였다. 또한, 발효 전(0시간대)과 발효 3시간

대를 비교하였을 때, 계피 추출물 첨가구에서는 증가하였으나

타 처리구에서는 감소하는 경향이었다. 발효 3시간과 12시간

대에 계피 추출물 첨가구에서 가장 높았고, 산초 추출물 첨가

구와 감초 추출물 첨가구에서 가장 낮았다(p<0.05). 발효시간

에 따라서는 12시간대까지 떨어지다가 24시간대에 증가하는

경향이었다.

일반적으로 반추위는 사료의 미생물 발효로 생성되는 휘발

성지방산과 완충력이 높은 타액 및 암모니아에 의해 pH가

6.0~7.0 수준으로 유지되지만, 농후사료를 지나치게 많이 급여

하면 다량의 유산생성과 타액분비 저하로 pH가 5 이하까지

떨어질 수도 있다[26]. 반추위 pH는 쉽게 발효되는 탄수화물

급여 시에 낮아지고[45], pH 6.0 이하일 때 in vitro시험에서

섬유소 분해가 저해를 받으며[44], in vivo시험에서도 같은 결

과[35]를 나타내는데, pH 6.8부근에서 섬유소 분해균의 활성

이 가장 높은[46] 것으로 보고되고 있다. 본 시험에서 pH의

수준은 일반적인 범위 내에 있었고, 처리와 발효시간과 경과

에 따른 변화폭은 크지 않았다.

Gas 생성량

한약재 추출물 첨가에 따른 in vitro 반추위 미생물 발효시간

별 총 가스 생성량은 Table 4에서 보는 바와 같다.

총 가스발생량은 감초, 산초, 계피, 결명자 추출물 첨가구와

대조구 순으로 감초 추출물 첨가구에서 가장 많았고, 대조구
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Table 4. The effect of herbal extracts on the cumulative gas production during rumen fermentation in vitro1

Incubation

Time (hr)

Treatments

Control Obtusifolia Cinnamon Chinese pepper Licorice root

3 4.23±0.07
e

7.73±0.24
d

10.77±0.52
c

12.80±0.20
b

16.80±0.25
a

6 4.43±0.19e 8.37±0.07d 11.60±0.06c 13.10±0.15b 17.33±0.09a

9 4.60±0.17
e

8.40±0.56
d

11.37±0.27
c

14.23±0.22
b

18.87±0.15
a

12 4.60±0.10e 8.57±0.07d 11.80±0.50c 14.83±0.19b 19.57±0.18a

24 5.07±0.09
c

8.63±0.13
c

15.53±1.52
b

14.77±0.42
b

20.43±0.17
a

Mean 4.59±0.13d 8.34±0.15c 12.21±0.77b 13.95±0.39b 18.60±0.62a

Mean±SE.

Mean with different superscripts in the same row differ significantly (p<0.05).
1Gas production per fermentation substrate (soybean meal), ml/g.

Table 5. The effects of herbal extracts on the proportions of methane, hydrogen and calculated carbon dioxide during rumen fermenta-

tion in vitro

Incubation

time (hr)

Treatments

Control Obtusifolia Cinnamon Chinese pepper Licorice root

-------------------CH4, %------------------

3 2.77±0.11
a

2.91±0.17
a

3.06±0.08
a

2.44±0.25
a

1.04±0.24
b

6 3.76±0.16bc 3.49±0.02c 3.10±0.23c 4.59±0.56ab 5.17±0.31a

12 6.46±0.32
b

8.98±0.08
a

9.57±0.20
a

10.44±0.37
a

10.00±0.11
a

Mean 4.33±1.10 5.13±1.93 5.24±2.16 5.82±2.39 5.40±2.59

------------------- H2, %------------------

3 0.21±0.005 0.22±0.018 0.21±0.012 0.19±0.005 0.21±0.005

6 0.18±0.006 0.19±0.002 0.18±0.006 0.19±0.002 0.18±0.002

12 0.13±0.012
b

0.17±0.009
a

0.16±0.010
ab

0.15±0.011
ab

0.17±0.010
a

Mean 0.17±0.023 0.19±0.014 0.18±0.014 0.18±0.013 0.19±0.012

-------------------CO2
1, %-----------------

3 90.02±3.08 89.87±6.79 89.73±4.03 90.37±6.27 91.75±12.56

6 89.06±3.64 89.32±0.78 89.72±5.20 87.22±6.31 87.65± 3.36

12 86.41±6.62
a

83.85±2.81
b

83.27±3.20
b

82.41±3.67
b

82.83± 2.34
b

Mean 88.50±0.62 87.68±1.11 87.57±1.24 87.00±1.37 87.41± 1.49

Mean±SE.

Mean with different superscripts in the same row differ significantly (p<0.05).
1Calculated values; CO2=93-CH4-H2 (Dehority, 2003).

에서 가장 적었다(p<0.05). 한약재 추출물의 첨가는 반추위 혼

합미생물의 발효에 의한 가스 생성량을 촉진시켜 모든 시간대

에서 무처리 대조구에 비해 1.8~4.1배 높게(p<0.05) 나타나, 결

명자, 계피, 산초 및 감초 추출물은 반추위내 가스 생성량을

줄이는 목적에는 부적합하였다. 제 1위의 미생물 발효과정에

서 1일 560~1,000 l의 가스가 생성되며, 이산화탄소와 메탄의

생성비율은 서식하는 미생물의 상태와 섭취사료의 발효균형

에 따라 다르다[26]. 본 시험에서 대조구에 비해 한약재 추출물

첨가구에서 가스 생성량이 크게 높다는 것은 항균활성이 있는

한약재라고 하더라도 혐기 미생물에 대해서는 활성 억제기능

보다는 혐기 발효를 촉진시켜 가스 생성을 증가시키는 물질로

작용하였기 때문으로 사료된다. 본 시험에서는 감초 추출물

첨가구에서 총 가스발생량이 타 처리구에 비해 유의적

(p<0.05)으로 많았는데, 동일한 조건의 Moon [31]의 결과에

의하면 감초 추출물 첨가구에서 in vitro 건물소화율이 낮아졌

다고 보고하여, 가스 발생량과 in vitro 건물소화율과는 부(-)의

관계에 있는 것으로 사료된다.

메탄, 수소 및 이산화탄소 생성비율

한약재 추출물 첨가에 따른 in vitro 반추위 미생물 발효시간

별 메탄, 수소 및 이산화탄소 생성비율은 Table 5에서 보는

바와 같다.

메탄 생성비율은 3시간 발효 시, 감초 추출물 첨가구가 타

처리구에 비해 유의적으로 낮았으나, 6시간 발효 시에는 가장

높았고, 12시간 발효 시에는 대조구에서 가장 낮았다(p<0.05).

발효시간이 경과함에 따라 메탄생성 비율이 높아졌는데, 이러

한 결과는 면양에 있어서 반추위 메탄가스 발생량은 사료급여

후, 시간이 경과함에 따라 직선적으로 증가하였다고 한,
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Table 6. The effect of herbal extracts on NH3-N production during rumen fermentation in vitro1

Incubation

time (hr)

Treatments

Control Obtusifolia Cinnamon Chinese pepper Licorice root

0 3.64±0.15 3.69±0.16 3.89±0.12 3.98±0.08 3.84±0.10

3 4.28±0.11
b

4.45±0.11
ab

4.43±0.03
ab

4.67±0.06
a

4.65±0.06
a

6 5.92±0.37a 5.20±0.18b 6.03±0.20a 5.99±0.24a 6.33±0.18a

12 7.41±0.31
a

7.64±0.21
a

7.19±0.23
ab

7.30±0.30
ab

6.57±0.24
b

Mean 5.31±0.85 5.25±0.86 5.39±0.75 5.49±0.73 5.35±0.66

Mean±SE.

Mean with different superscripts in the same row differ significantly (p<0.05).
1mg/100 ml of media.

Ortigues 등[36]의 결과와 일치하였다. 메탄생성 비율은 처리

별 평균값에서 유의적인 차이는 없었으나 가스발생량이 많았

던 한약재 추출물 첨가구(Table 4)가 대조구에 비해 높은 편이

었다. Shin 등[41]은 in vitro 반추위 미생물 발효시험에서 생강

첨가구에서 메탄생성 박테리아가 주로 서식하고 있는 프로토

조아를 크게 억제하여 메탄생성 억제제로서 개발이 가능하다

고 하였다.

수소가스의 생성비율은 6시간 발효 시까지는 처리구간에

차이가 없었으나, 12시간 발효 시에는 결명자나 감초 추출물

첨가구가 대조구에 비해 유의적(p<0.05)으로 높았고, 발효시

간이 경과함에 따라 메탄생성 비율과는 반대로 수소생성 비율

이 낮아졌다.

일반적으로 반추위 미생물 발효의 최종 발효산물로서 이산

화탄소(65%)와 메탄(27%)이 주요 가스이며[7], 이외에도 수소

(0.2%) 그리고 황화수소, 일산화탄소 및 미량의 산소 혼합가스

가 약 7%를 구성하고 있으므로[8], 혼합가스의 비율을 제외한

나머지에서 메탄과 수소비율을 제외하면 이산화탄소의 비율

을 구할 수 있다. 본 시험에서 CO2=93-CH4-H2의 공식으로 계

산된 이산화탄소의 비율은 12시간 발효 시에는 대조구가 한약

재 첨가구에 비해 유의적(p<0.05)으로 높았으나, 처리별 평균

값에는 유의차가 없었으며, 이산화탄소가 총 가스발생량의 약

87%를 차지하고 있었다. 이렇게 이산화탄소의 비율이 in vivo

시험에서 일반적인 수준인 65% [8]보다 현저히 높게 나타난

것은 본 시험에서 메탄 생성비율이 낮았기 때문인데(27%:

5.2%), 반추위에서 메탄을 생성하는 메탄생성 박테리아

(methanogenic bacteria)는 극도의 혐기성으로서 in vitro 실험

환경이 이들 미생물의 활성을 충분히 발휘하기에는 힘든 조건

이었기 때문인 것으로 사료된다.

이산화탄소와 수소는 반추위 내 박테리아에 의한 메탄 생성

의 원료가 되므로[8] 총 가스 중, 이산화탄소 비율이 감소한다

는 것은 수소와 함께 메탄생성의 원료로 사용되었기 때문이

며, 이로 인해 메탄의 비율은 증가하게 된다. 본 시험에서도

메탄생성 비율이 높았던 한약재 추출물 첨가구에서 원료인

이산화탄소 생성비율이 낮았다(Table 5). 또한, 반추위 메탄생

성 박테리아는 이산화탄소와 수소를 이용하여 메탄가스를 발

생시키며, 메탄생성 박테리아의 성장률은 수소의 공급수준에

따라 다른데[14], 본 시험의 발효 12시간대 결과에서 메탄생성

비율이 높았던 한약재 추출물 첨가구가 대조구에 비해 수소의

비율이 높아 그 결과를 뒷받침하고 있다. Ok 등[33]은 본 시험

과 유사한 결과로 saponin 함유 식물 추출물 중 비누풀 추출물

에서 가스발생량, 메탄생성량 등이 높았다고 하였다.

암모니아 생성량

한약재 추출물 첨가에 따른 in vitro 반추위 미생물 발효시간

별 암모니아 생성은 Table 6에서 보는 바와 같다.

발효 3시간대의 암모니아 농도는 산초구와 감초추출물 첨

가구가 대조구에 비해 유의적으로 높았으며, 발효 6시간대에

는 결명자 추출물 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 낮았

고, 12시간대에서는 감초 추출물 첨가구에서 암모니아 생성량

이 가장 낮았다(p<0.05). 일반적으로 in vivo 시험에서 반추위

암모니아 농도는 사료 급여 후 1~3시간 경과 시에 peak를 이

룬 이후로 감소되는데[25], 본 시험에서는 발효시간이 경과될

수록 암모니아 농도가 증가하였다. 이러한 결과는 암모니아의

흡수 및 이동 등에 의한 희석이 in vitro 시험에서는 일어나지

않았고, 시험관내 환경에서 미생물의 정착에 필요한 시간과

활성에 있어서 한계가 있었기 때문으로 사료된다.

암모니아는 반추위미생물 성장에 있어서 필수적인 질소원

[4]으로서 미생물 질소의 50~80%가 암모니아로부터 합성되며

[29], 과잉의 암모니아는 간에서 요소로 전환되어 타액 등으로

재순환 되거나, 뇨로써 배설된다. 최대의 반추위 미생물단백

질 합성효율을 위한 적정 암모니아 수준[43]은 in vitro 시험에

서 위액 100 ml 당 5~8 mg 수준[2,38]이며, Okorie 등[34]은

in vivo 시험에서 위액 100 ml 당 5 mg이라고 요약하여, 본

시험의 결과와 비슷한 수준이었다. 반추위액의 적정 암모니아

농도는 반추위에서 발효를 최대로 하고, 발효된 기질 단위당

미생물단백질 합성을 최대로 할 수 있으나, 발효와 미생물 단

백질 합성간의 관계가 항상 일정하지는 않다[28]. Windschitl

과 Stern [49]은 반추위 in vitro 연속배양법으로 수행한 시험에

서 최대의 미생물 단백질합성과 cellulose 소화는 암모니아 수

준이 동일한 농도에서 일어났으나, 유기물은 암모니아 농도가
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약간 낮을 때 소화율이 가장 높았다고 하였다. Erdman 등[11]

은 반추위 내에서 최대의 미생물합성을 위한 암모니아 수준과

발효나 소화율을 최대로 하는 수준은 다르다고 하였으며,

Hoover [18]는 섬유소나 건물소화에 필요한 암모니아농도는

적절한 미생물성장에 요구되는 것보다 높다고 하였다. 일반적

으로 반추위내 발효정도는 휘발성지방산과 암모니아 농도와

밀접한 관계[8]를 가지는데, 본 시험의 결과에서 발효시간별

암모니아 농도변화를 메탄 생성비율과 비교해보면, 감초 추출

물 첨가구가 대조구에 비해 메탄 생성비율이 낮았던(Table 5)

3시간 발효 시에 암모니아 농도는 오히려 높았으며(Table 6),

메탄생성 비율이 가장 높았던 12시간 발효 시에는 암모니아

농도가 낮아 서로 상반되는 관계를 나타내고 있다.

이상의 결과에서 본 시험에 사용된 한약재를 반추가축에게

급여하면, 가스 및 메탄 생성을 촉진시킬 수 있으므로 반추위

메탄가스 저감제제로서는 부적합하나 감초 추출물의 경우는

발효초기(3시간대)에 저감효과가 나타나 추가 연구가 필요할

것을 사료된다.
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초록：한약재 추출물 첨가가 in vitro 반추위 발효 시 메탄생성 및 발효성상에 미치는 영향
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본 연구는 반추동물에 있어서 결명자, 계피, 산초 및 감초 등의 한약재 추출물의 첨가가 메탄생성에 미치는

영향을 구명하고자 수행되었다. In vitro 반추위 발효기질로는 대두박을 사용하였으며, 한약재 추출물 첨가수준은

기질의 10%로 하여 시간대별(0, 3, 6, 9, 12, 24 hr)로 39℃에서 발효시켰다. In vitro 반추위 배양액의 pH는

6.46~6.89 수준으로서 시간이 경과함에 따라 감소하는 경향이었다. 총 가스발생량은 감초, 산초, 계피, 결명자 처

리구 순으로 감초 추출물 첨가구에서 가장 많았으며, 모든 한약재 추출물 첨가구가 대조구에 비해 유의적(p<0.05)

으로 많았다. 메탄생성 비율은 3시간 발효 시, 감초 추출물 처리구가 타 처리구에 비해 낮았으나 시간이 경과함에

따라 비율이 오히려 높아졌으며, 한약재 추출물 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로 높았다(p<0.05). 수소가스의

생성비율은 6시간 발효 시까지는 처리구간에 차이가 없었으나 12시간 발효 시에는 한약재 추출물 첨가구가 대조

구에 비해 유의적(p<0.05)으로 높게 나타났다. 암모니아 생성량은 발효 3시간대에는 산초 추출물 첨가구와 감초

추출물 첨가구가 대조구에 비해 높았으나, 발효 12시간대에는 감초 추출물 첨가구가 대조구에 비해 유의적으로

낮았다(p<0.05). 이상의 결과에서 본 시험에 사용된 한약재 추출물은 가스 생성량을 비롯한 메탄 생성량을 증가시

키고, 메탄 발효를 촉진시키는 것으로 나타났다.


