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This study was conducted to evaluate effects of halogenated compounds on in vitro rumen fermenta-
tion characteristics and methane emissions. A fistulated Holstein cow of 650 kg body weight was used
as a donor of rumen fluid. Five kinds of halogenated compounds (bromochloromethane (BCM), 2-bro-
moethane sulfonic acid (BES), 3-bromopropanesulfonic acid (BPS), chloroform (CLF), and pyromellitic
diimide (PMDI) known to inhibit methyl-coenzyme M reductase activity were added to an in vitro
fermentation incubated with rumen fluid. The microbial population including bacteria, protozoa, and
fungi were enumerated, and gas production including methane and fermentation characteristics were
observed in vitro. The pH values ranged from 6.25 to 6.72 in all the treatments, and these showed
a similar level at 48 hr. The total gas production in the treatments showed a similar pattern with C
at 48 hr, whereas methane production in the treatments was lower (p <0.05) than C. Concentrations
of total volatile fatty acids (VFAs) and propionic acid were higher (p <0.05) in the treatments than
in C at 12 hr. Therefore, halogenated compounds (BCM, BES, BPS, CLF, and PMDI) inhibited in vitro
methane emissions by inhibiting methanogens in the rumen. Further studies on safety are needed.
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서 론

반추동물이 방출하는 메탄의 양은 지구에서 발생되는 메탄

의 약 23~27%를 차지하며, 연간 발생량은 약 81~92만 톤으로

추정하고 있다. 메탄이 지구온난화에 미치는 영향은 이산화탄

소보다 약 21배 높아 지구온난화를 일으키는 가장 중요한 원

인이다[17,34]. 메탄은 섭취한 사료 중의 영양소가 반추위 내

미생물 발효에 의해 대사에너지로 전환되면서 발생하는데, 이

는 2~15% 정도의 사료 이용 에너지 손실을 가져온다[24]. 현재

까지 반추동물에서 발생되는 메탄의 양을 줄이기 위해 유기산

류[22], 불포화지방산[35], 식물추출물[15] 및 할로겐 화합물

[14] 등을 이용한 연구가 활발히 진행되고 있다.

특히 할로겐 화합물 중 2-bromoethane sulfonic acid (BES)

를 이용하여 methanogen과 공생하는 반추위 내의 protozoa를

억제 하고자 하였는데, 반추위 내의 bacteria 나 protozoa에는

영향을 미치지 않았다[3,26,27,28,36]. 반면, BES는 metha-

nogen에 존재하는 coenzyme M의 구조적 유사체로 메탄 생성

에 관여하는 methyl-coenzyme M reductase의 활력을 억제시

켜 메탄 발생량을 감소시키고[4], 또한 chloroform (CLF)이 반

추위 내 메탄생성을 억제한다는 연구 결과를 통해[2,5,8,

19,20,31] methyl-coenzyme M reductase를 억제함으로써 반

추위 내 메탄 발생량을 저감할 수 있다고 보고 되었다[28].

본 연구는 bromochloromethane (BCM), 2-bromoethane

sulfonic acid (BES), 3-bromopropanesulfonic acid (BPS),

chloroform (CLF) 및 pyromellitic diimide (PMDI)의 할로겐

화합물이 반추위 내 발효와 메탄가스 발생에 미치는 영향을

알아보고자 하였다.

재료 및 방법

공시동물 및 반추위액

반추위액은 순천대학교 부속농장(순천시 서면 지본리 375

번지)의 반추위 cannula가 시술된 24개월령 체중 650 kg의 홀

스타인으로부터 채취하였다. 공시동물에 Italian rye grass와

배합사료를 6:4의 비율로 체중의 3% 수준으로 1일 2회 분할
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(06:00 시, 16:00 시) 급여하였고, 물과 미네랄은 자유 섭취토록

하였다. 반추위액은 09:00 시에 반추위 cannula를 통하여 반추

위액을 채취한 후 4겹의 cheese cloth로 여과하였고, 채취한

위액은 혐기상태로 유지 된 2 l의 유리병에 담아 실험실로 이

동하여 in vitro 시험에 사용하였다.

공시시료 및 in vitro 배양

공시시료는 70℃의 건조기에서 24시간 건조시킨 timothy를

2 mm 스크린으로 분쇄하여 기질로 이용하였고, timothy의

화학조성은 10.77% 수분, 6.35% 조단백질, 2.00% 조지방,

25.83% 조섬유 및 6.68% 조회분을 함유하였다. 본 실험에서는

BCM, BES, BPS, CLF 및 PMDI 할로겐 화합물(Sigma

Chemical Co., St. Louis, Mo, USA)을 사용하였다. 혐기상태로

0.3 g timothy가 기질로 들어 있는 60 ml serum bottle에 10

ml McDougall buffer와 5 ml 위액을 분주하고(대조구; C),

BCM (BCM구), BES (BES구), BPS (BPS구), CLF (CLF구) 및

PMDI (PMDI구) 5종의 할로겐 화합물 처리구에 각각 1 ppm

씩 첨가한 후, 고무마개로 막고 알루미늄으로 sealing 하였다.

기질은 39℃의 shaking incubator (120 rpm; SI-900R, Jeio

Tech, Korea)에서 3, 6, 12, 24, 36 및 48 시간 배양 후 시료를

채취하여 분석하였다. 실험은 6처리 3반복으로 시험을 수행하

였다.

조사항목 및 방법

pH는 pH meter (MP230, Mettler Toledo, Switzerland)를

이용하여 측정하였다. 건물 소화율은 Moore [19]의 방법을 이

용하였고, Filter paper (Watman. No. 1, GE Healthcare com-

panies, UK)를 이용하여 배양물 내 기질만을 거른 후 70℃ 

dry oven에서 24시간 건조시킨 후 측정하였다. 혐기성 bac-

teria와 fungi 수 측정은 Chu 등[6]의 방법에 따라 실시 하였으

며, bacteria 수는 Dehority's artificial medium [9]를 이용하였

으며, roll tube 방법[16]으로 혐기배양 후 colony 수를 측정하

였다. Fungi는 Lowe's media [21]에 배양시킨 후, thallus 생성

수를 측정하였다. 혐기성 protozoa의 living cell과 dead cell을

측정하기 위해 900 ml 증류수, 100 ml 35% formaldehyde, 2

g trypan blue, 8 g NaCl으로 구성된 TBFS (trypan blue- for-

malin-salin) 용액으로 living cell의 핵을 염색한 후 Abe 등[1]

의 방법에 따라 plankton counter glass를 이용하여 현미경으

로 측정하였다. 총 가스발생량은 Fedorah와 Hrudey [12]의

방법에 따라 water displacement apparatus를 이용하여 측정

하였다.

메탄가스 분석은 총 가스 발생량 측정 후 4 ml의 가스를

vaccutainer에 채취하여 Porapak NQ column (Q 80-100

mesh)이 장착된 Gas Chromatography (GC; GC-2010;

Shimadzu, Japan)를 이용하여 분석하였다. GC의 조건은 oven

temperature 80℃, injector temperature 100℃, FID (Flame

ionization detector) temperature 110℃로 하였으며, total run-

ning time은 3분이었고, carrier gas는 헬륨과 수소가스를 함께

이용하였다.

휘발성 지방산은 pH 및 총 가스발생량을 측정 한 후의 반추

위 배양물의 상층액을 취하여 high performance liquid chro-

matography (HPLC; Agilent Technolgies 1200 series,

Agilent, Germany)를 이용하여 분석하였다. Lactic acid 분석

의 detector는 UV/Visible detector (Agilent Technolgies 1200

series, Germany)를 사용하고, 210 nm 및 220 nm의 파장에서

분석을 하였다. MetaCard 87H (300 mm × 7.8 mm; Varian,

Germany) 칼럼을 사용하였고, 칼럼의 사용온도는 35℃, total

running time은 30분이었다.

통계처리

본 시험에서 얻은 결과들은 SAS program [29]의 General

Linear Model (GLM) procedure를 이용하여 분산분석을 하였

고, Duncan’s multiple range test [11]을 이용하여 p<0.05의

수준으로 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

pH의 변화

할로겐 화합물의 첨가가 in vitro 상의 pH 변화에 미치는

영향은 Table 1과 같다. 모든 처리구의 pH 값은 6.25에서

6.72 정도의 범위로 배양시간이 경과함에 따라 낮아지는 경

향을 보였고, 배양 48시간 후에서의 pH는 대조구와 처리구

간 유의적인 차이는 나타나지 않았지만, 배양 36시간까지의

pH는 다른구에 비해 BCM구에서 유의적(p<0.05)으로 낮았으

며, 또한 배양 5시간까지의 pH는 대조구에 비해 처리구에서

낮았다. in vitro 상에서의 pH 변화는 반추위 내 배양 기간이

길어짐에 따라 미생물의 성장 및 탄수화물 분해 작용에 의해

휘발성지방산의 발생량 증가 및 당의 생성량이 증가되기 때

문이며, 본 연구의 결과도 할로겐 화합물이 미생물의 성장에

영향을 주지 않아 배양 기간이 길어짐에 따라 pH가 감소한

것으로 생각된다.

건물 소화율

할로겐 화합물의 첨가가 in vitro 상의 건물 소화율에 미치는

영향을 Table 2에 나타내었다. 배양 12시간 후부터는 할로겐

화합물의 첨가가 건물 소화율에는 영향을 주지 않았다. 이러

한 결과는 BES가 기질의 소화율에는 영향을 주지 않았고, 메

탄 발생량을 감소시켰다는 Dong 등[10]의 보고와 일치하였고,

Goel 등[14]은 BCM 첨가가 기질의 소화율에 영향을 미치지

않았지만, Sawyer 등[30]은 양에게 BCM을 급여하여 건물 소

화율이 증가하였다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는 할로

겐 화합물이 미생물의 성장 억제에 영향을 주지 않았기 때문
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Table 1. Effects of halogenated compounds on in vitro pH value

Incubation (hr)
Treatment

SEM
1

C BCM BES BPS CLF PMDI

3 6.71
ab

6.67
b

6.68
ab

6.72
a

6.69
ab

6.70
ab

0.02

6 6.70a 6.66b 6.68ab 6.68ab 6.66b 6.66b 0.01

12 6.65ab 6.63b 6.66a 6.67a 6.64ab 6.64ab 0.01

24 6.55
ab

6.49
b

6.53
abc

6.51
bc

6.51
bc

6.57
bc

0.02

36 6.38bc 6.34c 6.45a 6.37bc 6.36c 6.44ab 0.11

48 6.26
a

6.28
a

6.25
a

6.28
a

6.28
a

6.34
a

0.12

C, control; BCM, bromochloromethane; BES, 2-bromoethanesulfonic acid; BPS,

3-bromopropanesulfonic acid; CLF, chloroform; PMDI, pyromellitic diimide
1

Standard error of the mean
a,b,c

Means in the same row with different superscripts differ at p<0.05.

Table 2. Effects of halogenated compounds on the in vitro dry matter disappearance (%)

Incubation (hr)
Treatment

SEM1

C BCM BES BPS CLF PMDI

3 11.30
ab

6.17
ab

1.70
ab

7.52
ab

13.20
a

9.01
ab

4.01

6 11.58a 8.74ab 3.45b 11.84a 7.02ab 13.84a 3.51

12 14.35
a

11.71
a

12.33
a

13.07
a

11.49
a

11.74
a

3.10

24 22.94a 24.25a 22.82a 21.99a 27.65a 14.55b 2.97

36 37.50
a

35.74
a

36.30
a

37.81
a

37.09
a

33.84
a

2.59

48 37.85
a

34.91
a

40.42
a

41.05
a

40.70
a

34.98
a

6.22

C, control; BCM, bromochloromethane; BES, 2-bromoethanesulfonic acid; BPS, 3-bromopropanesulfonic acid; CLF, chloroform; PMDI,

pyromellitic diimide
1

Standard error of the mean
a,b Means in the same row with different superscripts differ at p<0.05.

Table 3. Effects of halogenated compounds on the in vitro ruminal microbe diversity after 12 hr incubation

Population of anaerobic microflora
Treatment

C BCM BES BPS CLF PMDI

Bacteria, cfu
1)
× 10

7
6.33±1.20

b
9.33±1.76

b
15.33±1.86

a
6.33±0.67

b
17.33±2.96

a
7.33±1.20

b

Protozoa, cell × 103

Live cell 15.75±2.50
a

10.50±1.76
a

14.50±2.47
a

11.00±1.83
a

13.25±2.14
a

9.75±1.11
a

Dead cell 2.00±0.71b 2.50±0.65ab 4.75±1.49a 1.75±0.63b 1.75±0.25b 1.75±0.63b

Fungi, cfu × 102 12.00±2.89b 22.66±1.76ab 17.00±5.51ab 33.67±6.74a 17.33±7.54ab 23.33±7.36ab

C, control; BCM, bromochloromethane; BES, 2-bromoethanesulfonic acid; BPS, 3-bromopropanesulfonic acid; CLF, chloroform; PMDI,

pyromellitic diimide

Mean±standard error
a,b

Means in the same row with different superscripts differ at p<0.05.

에 영양소 소화율에는 영향 미치지 않는 것으로 생각된다.

혐기성 미생물 수 변화

할로겐 화합물의 첨가가 in vitro 상에서의 혐기성 미생물

수의 변화에 미치는 영향은 Table 3과 같다. 혐기성 bacteria의

수는 대조구에 비해 BPS구를 제외한 처리구에서 많은 경향을

보였고, 특히 BES구 및 CLF구가 다른구에 비해 유의적

(p<0.05)으로 많았다. Methanogen과 밀접한 연관이 있는 생존

하고 있는(live) protozoa의 수는 대조구에 비해 처리구에서

감소되었으며, 혐기성 fungi의 수는 대조구에 비해 처리구에

서 유의적(p<0.05)으로 증가하였다.

반추위 내의 protozoa는 Methanobrevibacter ruminantium,

Methanobacterium formicicum 그리고 Methanomicrobium mobile

등과 같은 methanogens와 공생관계에 있고, 반추위 내에서

생성되는 메탄 중 37%를 차지하고[6], 할로겐 화합물은

methanogen에 직접적인 독성을 가하여 메탄생성을 억제시키

는 물질로서, 이는 methanogen에 의해 메탄 생성의 최종단계

에서 이용되는 Methyl-coenzyme M reductase의 활동을 억제

함으로써 메탄생성을 감소시키는 것으로 알려져 있다[4].

Goel 등[14]은 BCM의 첨가가 methanogens를 감소시켜 메탄
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Table 4. Effects of halogenated compounds on total gas and methane emission in in vitro

Incubation (hr)
Treatment

SEM
1

C BCM BES BPS CLF PMDI

Total gas, ml/g

3 5.23b 6.13a 6.07a 4.17c 5.63ab 4.17c 0.41

6 6.83
a

6.97
a

7.10
a

7.23
a

6.77
a

6.03
b 0.34

12 10.57a 10.30a 10.07a 9.63a 9.40a 9.70a 0.98

24 16.73
abc

17.17
ab

16.30
bc

18.00
a

16.60
abc

15.27
c 0.84

36 20.97
bc

22.23
a

17.70
e

21.50
ab

20.50
c

19.40
d 0.97

48 24.30a 22.70a 24.10a 24.30a 22.17a 23.20a 3.35

Methane, mMol/g

3 1.63a 0.60b 1.87a 1.67a 0.85b 0.50b 0.37

6 2.95
b

0.44
c

2.49
b

4.17
a

0.44
c

0.43
c 0.46

12 3.73a 0.27d 0.69c 2.47b 0.33d 0.27d 0.19

24 5.98b 0.2d 0.75c 7.08a 0.31d 0.23d 0.24

36 7.87
a

0.16
c

2.99
b

8.74
a

0.21
c

0.19
c 0.88

48 9.94a 0.19b 1.56b 9.43a 0.19b 0.20b 2.28

C, control; BCM, bromochloromethane; BES, 2-bromoethanesulfonic acid; BPS, 3-bromopropanesulfonic acid; CLF, chloroform; PMDI,

pyromellitic diimide
1 Standard error of the mean
a,b,c,d Means in the same row with different superscripts differ at p<0.05.

생성을 억제 하지만, 혐기성 bacteria 및 protozoa의 수에는

영향을 미치지 않으며, fungi의 수는 증가하였다고 하였다.

본 연구의 결과 할로겐 화합물의 첨가는 반추위 내 메탄생

성을 억제 시키지만, 혐기성 protozoa 수에는 영향을 미치지

않는 것으로 보여 혐기성 protozoa 수와 메탄 발생량 간에는

상관관계가 없었다는 Goel 등[14]의 결과와 일치하였으며, 본

연구의 결과, 할로겐 화합물이 반추위 내의 혐기성 미생물의

수에는 영향을 미치지 않았다.

총 가스 및 메탄 발생량

할로겐 화합물이 총 가스 발생량 및 메탄 발생량에 미치는

영향은 Table 4와 같다. 배양 48시간까지 총 가스 발생량은

처리구간 차이는 없었다. 배양 6시간부터의 메탄 발생량은

BPS구를 제외한 모든 처리구가 대조구에 비해 유의적(p<0.05)

으로 감소하였고, 특히 배양 48시간의 메탄 발생량은 CLF구

및 BCM구가 다른구에 비해 유의적(p<0.05)으로 낮았다.

본 연구에서 보여진 할로겐 화합물이 메탄 발생량을 감

소시킨다는 결과는 BPS 첨가가 메탄 발생량에는 영향을 미

치지 않는다는 Ungerfeld 등[33]의 보고와 일치하였고, 본

실험에 사용한 BPS 이외의 할로겐 화합물은 반추위 내의 메

탄 발생량을 감소시켰다[7,18,32]. 본 실험의 결과, BCM 첨

가는 반추위 내의 메탄 발생량을 감소시켰고, 이는 면양에

게 BCM을 급여하였을 때 메탄 발생량이 감소한다는

Sawyer 등[30]의 보고 및 소에서 cyclodextrin과 BCM을 혼

합 급여하면 메탄 발생량이 감소한다는 McCrabb 등[23]의

보고와 유사하였다. 배양 12시간에서의 메탄 발생량은 BES

구가 대조구에 비해 유의적(p<0.05)으로 낮았는데, Balch와

Wolfe [4]는 BES가 coenzyme M의 유사체로서, 메탄생성

과정에서 methyl-coenzyme M reductase 활동을 억제하여

메탄 발생량을 감소시킨다고 하였다.

본 연구의 결과 총 가스 발생량은 대조구와 유의적인 차이

가 없지만, 메탄 발생량은 대조구에 비해 배양 12시간부터

BPS구를 제외한 모든 처리구에서 유의적(p<0.05)으로 낮았다.

따라서 할로겐 화합물의 첨가는 in vitro 상에서의 반추위 발효

성상에는 큰 영향을 미치지 않아 총 가스 발생량에는 영향을

주지 않으며 메탄 발생량을 감소시켰다.

휘발성 지방산 및 젖산 생성량

할로겐 화합물의 첨가가 배양 3시간 및 12시간의 휘발성지

방산 및 젖산생성에 미치는 영향은 Table 5와 같다. 할로겐

화합물의 첨가는 대조구에 비해 총 휘발성 지방산 및 pro-

pionic acid의 발생량을 유의적으로 증가시켰다(p<0.05). 또한,

butyric acid의 발생량은 처리구간 유의적인 차이는 없지만,

BCM구 및 BPS구에서 높았으며, lactic acid의 발생량 또한

BPS구가 다른구에 비해 유의적(p<0.05)으로 높았다. Goel 등

[14]은 BCM을 첨가는 in vitro 상에서 총 휘발성 지방산의 생성

에 영향을 주지 않으면서 메탄 발생량을 감소시킨다고 하였

고, Dong 등[10] 또한 BES의 첨가가 총 휘발성 지방산 발생량

에는 영향을 주지 않으면서 메탄 발생량을 71% 정도 감소시킨

다고 하였다. 본 실험의 결과에서도 할로겐 화합물의 첨가는

반추위 발효성상에는 영향을 미치지 않으면서 메탄생성을 억

제시켰다. BPS 첨가는 메탄 발생량에는 영향을 주지 않았지만

가스 발생량, 혐기성 미생물의 수 및 건물 소화율을 증가시키

는 것으로 보아 사료의 소화율이 가장 높게 나타나 in vitro
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Table 5. Effects of halogenated compounds on ruminal fermentation characteristics after 3 hr and 12 hr incubation (ppm)

Incubation (hr)
Treatment

SEM1

C BCM BES BPS CLF PMDI

3

Total VFA 2,119
a

3,848
a

5,094
a

1,888
a

2,313
a

2,744
a

1242.88

Acetic acid 525a 1,379a 542a 763a 873a 1,095a 379.32

Propionic acid 884ac 1,238a 1,166a 615a 772a 936a 353.48

Butyric acid 710
b

1,231
b

4,196
a

510
b

668
b

713
b

1121.39

Lactic acid 2,551a 3,521a 2,526a 2,268a 2,955a 3,100a 781.38

12

Total VFA 1,403
c

3,330
abc

2,007
bc

5,148
a

2,681 3,228
ab

859.20

Propionic acid 927c 1,265bc 1,283bc 3,104a 1,687bc 2,025b 357.57

Butyric acid 476
a

2,067
a

724
a

2,044
a

994
a

1,203
a

710.01

Lactic acid 3,127
b

3,738
ab

3,891
ab

5,826
a

4,150
ab

5,747
a

944.88

C, control; BCM, bromochloromethane; BES, 2-bromoethanesulfonic acid; BPS, 3-bromopropanesulfonic acid; CLF, chloroform; PMDI,

pyromellitic diimide
1
Standard error of the mean

a,b,c Means in the same row with different superscripts differ at p<0.05.

상의 propionic acid의 발생량을 높이는 것으로 생각된다.

이상의 실험 결과를 종합해 보면, 할로겐 화합물 첨가는 반

추위 내 pH, 가스 발생량, 반추위 미생물 성장량 및 propionic

acid 모두 증가하였으며, 반추위내 메탄생성을 억제하였다. 앞

으로 할로겐화합물과 다른 메탄억제 물질과 혼합하여 반추위

내 메탄생성 억제에 관한 구체적인 연구가 필요한 것으로 생

각된다.
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초록：할로겐 화합물의 첨가가 반추위 발효성상과 메탄생성에 미치는 영향
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본 연구는 할로겐 화합물의 첨가가 in vitro 상의 반추위 발효성상과 메탄생성에 미치는 영향에 대한 효과를

규명하고자 실시하였다. Italian rye grass 및 배합사료를 6:4의 비율로 급여한 반추위 cannula가 시술된 홀스타인

에서 반추위액을 채취하여 사용하였고, 채취된 반추위액은 분쇄된 timothy (대조구; C)에 bromochloromethane

(BCM구), 2-Bromoethanesulfonic acid (BES구), 3-Bromopropanesulfonic acid (BPS구), chloroform (CLF구) 및

Pyromellitic diimide (PMDI구)의 5가지 할로겐 화합물을 각각 1 ppm씩 첨가하여 in vitro 배양하였다. pH는 6.72

에서 6.25 정도로 배양시간이 경과함에 따라 낮아지는 경향을 나타내었고, 배양 48시간에는 처리구간 차이가 없

었다. 배양 48시간 후의 총 가스 발생량은 처리구간 유의적인(p<0.05) 차이는 없었고, BPS구를 제외한 모든 처리

구 에서의 메탄 발생량은 대조구에 비해 유의적으로(p<0.05) 감소하였다. 배양 12시간에서의 총 휘발성 지방산

및 propionic acid의 발생량은 처리구가 대조구에 비해 유의적으로(p<0.05) 높았다. 본 실험의 결과, 할로겐 화합

물의 첨가는 반추위 내의 pH, 건물 소화율, 미생물 수 및 총 가스 발생량의 발효 성상에는 영향을 주지 않으면서

메탄의 발생량이 감소 되었다. 실험 결과를 종합해 보면, 할로겐 화합물 첨가는 반추위 내 pH, 가스 발생량, 반추

위 미생물 성장량 및 propionic acid 모두 증가하였으며, 반추위내 메탄생성을 억제하였다. 앞으로 할로겐화합물

과 다른 메탄억제 물질과 혼합하여 반추위 내 메탄생성 억제에 관한 구체적인 연구가 필요한 것으로 생각된다.


