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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate effects of feeding methods on in vitro ruminal fermentation, total gas and methane 

production in Hanwoo steers. Six Hanwoo steers fitted with rumen cannula (430 ± 21 kg of body weight) were randomly assigned 

to one of three feeding systems: 1) feeding forage 1 hour after concentrate, 2) feeding concentrate 1 hour after forage, 3) feeding 

mixed ration. Rumen fluid sampled from each animals was incubated 24 hours with maize or timothy substrates in in vitro. Ruminal 

pH was increased in feeding method 2 or maize substrate than that of other methods or timothy substrate (P < 0.001). The production 

of total volatile fatty acid, acetate, propionate, butyrate, and valerate were increased when steers fed diets using feeding method 1 or 

rumen fluid was incubated with maize substrate (P < 0.001). Increased production of total gas and methane was observed in feeding 

method 1 and maize substrate compared to those of other methods or timothy substrate (P < 0.001). Due to the inconsistent results 

between ruminal fermentation and gas production in this study, further research is required to estimate effects of feeding method on 

enteric fermentation and gas production in in vivo.

(Key words: Total mixed ration, Separate feeding, Enteric fermentation, Methane emission, Hanwoo)

Ⅰ. 서론

지난 100년간 지구온난화로 인해 지구 표면 온도가 상승함에 

따라 (IPCC, 2014), IPCC (Intergovernmental Panel on Climate 

Change)는 인간의 활동이 기후변화에 미치는 영향을 평가하고 

국가적 대책을 마련하기 위해 노력하고 있다. 메탄 (CH4)은 반추

가축의 장내발효로 생성되어 공기 중으로 배출되며, 지구온난화

에 미치는 영향이 이산화탄소의 21배에 달한다 (IPCC, 2014). 또

한 반추가축의 경우 사료로 섭취한 에너지의 2-12%가 메탄에너

지로 손실되는 것으로 보고된 바 있어 (Johnson and Johnson, 

1995), 반추가축에 의한 메탄저감 연구는 온실가스 감축뿐만 아

니라 사료이용효율 증가라는 측면에서도 중요하다.

반추위 발효로 생산되는 메탄감축 연구는 전 세계적으로 진행

되고 있다. 조사료의 종류 (Waghorn et al., 2002; Archimede et 

al., 2011) 및 품질 (Boadi and Wittenberg, 2002; Pinares-Patino 

et al., 2003), 사료 내 농후사료 비율 (Agle et al., 2010) 등 저 

메탄발생 사료에 대한 연구가 이루어졌다. 또한 반추가축 사료에 

식물성 추출물과 오일 (Beauchemin and McGinn, 2006; Bayat 

et al., 2018; Garcia et al., 2020), 해조류 (Roque et al., 2019), 

nitrate (Van Zijderveld et al., 2011; Granja-Salcedo et al., 

2019) 등을 첨가하면 메탄 감소에 효과적인 것으로 보고되고 있

다. 하지만 실제 농가에서 가장 빠르고 쉽게 접근할 수 있는 방법
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이 될 수 있는 농후사료와 조사료를 혼합 급여하는 섬유질배합사

료 (TMR: Total mixed ration)와 분리급여 방식이 메탄 발생량에 

미치는 효과에 관한 연구는 미비한 실정이다.

Holter et al. (1977)에 따르면, TMR 급여 또는 분리급여는 비

유초기 홀스타인 초산우의 메탄에너지에 영향을 미치지 않았다. 

Bharanidharan et al. (2018a)은 홀스타인 거세우에서 TMR 급여

보다 분리급여가 일일 메탄 발생량을 20.3 L/day 감소시킨다고 

보고하였으나, 급여방식에 따른 차이가 없다는 결과 또한 보고된 

바 있다 (Lee et al., 2016; Bharanidharan et al., 2018b). 하지만 

사료 급여방식이 국내 고유종인 한우의 메탄 발생량에 미치는 영

향은 아직까지 보고된 바 없다.

따라서 본 연구는 한우 거세우가 혼합급여 또는 분리급여 형태

로 사료를 섭취했을 때, 반추가축의 대표 사료원인 옥수수와 티모

시 조건 하에서 반추위 발효성상과 총 가스 및 메탄 발생량에 미

치는 영향을 in vitro로 평가하기 위해 수행되었다. 연구 가설은 

다음과 같았다: 1) 한우 거세우에서 사료 급여 형태에 따라 반추

위 환경이 변화하고, 2) 따라서 채취한 위액에 국내 대표 농후사

료원인 옥수수와 조사료원인 티모시를 기질로 하여 배양하면 반

추위 발효 성상에 다른 결과를 보일 것이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 공시축과 사양관리

본 연구는 국립축산과학원 동물실험윤리위원회의 승인 하에 

수행되었다 (승인번호 NIAS20181289). 공시축으로 농촌진흥청 

국립축산과학원의 반추위 캐뉼라가 시술된 거세한우 6마리 (평균

체중: 430 ± 21 kg)를 사용하였다. 조사료 1.2 kg (볏짚 0.6 kg 

Table 1. Ingredients and chemical composition of experimental diets

Ingredient composition % of Dry matter 

Roughage

  Rice straw 12.50

  Timothy 12.50

Concentrate

Maize 30.49

Corn gluten feed 15.56

Wheat gluten 10.01

Soybean meal 7.37

Rapeseed meal 3.12

Coconut kernel meal 3.11

Palm kernel meal 3.11

Limestone 1.33

Salt 0.35

Sodium hydrogen carbonate 0.35

Vitamin & mineral mixture1 0.20

Chemical   composition Concentrate Roughage

Dry matter (DM), % 87.63 91.41

Crude protein, % of DM 18.37 6.85

Ether extract, % of DM 2.78 1.05

Neutral detergent fiber, % of DM 21.65 59.07

Acid detergent fiber, % of DM 9.49 38.42

Crude ash, % of DM 8.25 9.12

Gross energy, kcal/g 3.78 3.80

1
 Provided the following nutrients per kg of complete diet: vitamin A, 2,650,000 IU; vitamin D3, 530,000 IU; vitamin E, 1,050 IU; nicotinic

acid, 10,000 ㎎; iron, 13,200 ㎎; manganese, 4,400 ㎎; zinc, 4,400 ㎎; copper, 2,200 ㎎; iodine, 440 ㎎; cobalt, 440 ㎎.
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+ 티모시 0.6 kg)과 농후사료 3.0 kg을 하루에 두 번 (9:00 및 

18:00) 나누어 급여하였고 (As-fed basis), 시험사료의 영양성분

은 Table 1과 같다. 물과 미네랄 블록은 실험 기간 동안 자유 섭

취토록 하였다. 실험설계는 사료 급여방법에 따라 다음의 3개로 

구성되었다: 1) 농후사료 급여 1시간 후 조사료 급여, 2) 조사료 

급여 1시간 후 농후사료 급여, 3) 농후사료와 조사료 동시 혼합급

여 (TMR). 3×3 duplicated 라틴방각법으로 설계하여 실험을 수

행하였으며, 전이효과를 피하기 위한 순서를 사용했다. 각 period

는 21일 동안 수행되었고, 사료 및 대사틀 적응기 20일과 샘플 

채취 1일로 구성되었다.

2. 반추위액 채취 및 in vitro 배양

반추위액은 시험사료 적응 21일째 오전 사료급여 1시간 후에 

공시축으로부터 채취하였다. 채취 후 4겹의 cheese cloth로 여과

하여 사료입자를 제거하고, 즉시 CO2 gas가 충진된 병에 담아 실

험실로 운반하였다.

반추위액과 멸균한 McDougall buffer (Table 2)를 1 : 2 비율

로 혼합한 후 39℃로 가열 교반하면서 CO2 gas를 지속적으로 주

입하여 혐기상태를 유지하였다. Cyclotec 1093 meal (FOSS, 

Suzhou, China)를 이용하여 1 mm 크기로 분쇄한 옥수수 (M: 

maize)와 티모시 (T: timothy)를 기질로 이용하였으며, 기질의 영

양소 성분은 Table 3과 같다. 기질 중 옥수수의 영양소 성분 분석

치가 소실되어 한국가축사양표준 한우편 (RDA, 2018)의 농후사

료 성분표를 참고하여 제시하였다. 배양액은 기질 0.5 g이 들어있

는 125 mL serum bottle에 50 mL씩 분주한 후 39℃ 배양기에서 

24시간 동안 배양하였다. In vitro 배양실험은 배양 기질 2가지

(M 및 T)에 사료 급여방식 3가지 (1, 2, 및 3)를 포함한 2 × 3 

factorial arrangement로 진행하였다: M1, M2, M3, T1, T2, T3. 

각 처리는 5회 반복 수행하였으며, 실험 단위는 각 serum bottle

이었다.

3. 반추위 in vitro 발효성상 분석

24시간 배양이 끝난 후 100 mL glass syringe (top syringe 

compound, TRÜTH, India)를 이용하여 가스를 포집했다. 포집된 

가스는 실리콘 마개 (9∅∼11∅, 18 mm)로 밀봉하여 공기를 제거

한 알루미늄 치어백 (85 mm × 135 mm, 9∅, 200 mL)에 옮겨 

담아 GC (gas chromatograph; NL/450 GC, Bruker, USA)로 분

석하였다. 가스 포집 후 serum bottle을 개봉하고 pH meter 

(pinnacle pH meter M540. Corning, NY, USA)를 이용하여 배

양액의 pH를 측정하였다. 휘발성 지방산과 암모니아태 질소 분석

을 위해 배양액을 50 mL tube에 분주하여 2,600 × g, 4℃에서 

20분간 원심 분리한 후 상층액을 분리하였다.

Table 2. Composition of McDogall’s buffer solution for the in vitro gas production

Items g/L of distilled water

NaHCO3 9.80

NaHPO4·12H2O 9.30

NaCl 0.47

KCl 0.57

CaCl2 anhydrous 0.04

MgCl2 anhydrous 0.06

Table 3. Chemical composition of substrates for incubation of ruminal fluid

Chemical   composition Maize1 Timothy

Dry matter (DM), % 85.57 91.80

Crude protein, % of DM 8.46 7.68

Ether extract, % of DM 4.00 2.42

Neutral detergent fiber, % of DM 2.35 64.44

Acid detergent fiber, % of DM 0.01 40.55

Crude ash, % of DM - 5.82

Gross energy, kcal/g - 4.09

1 
Book-value from Korean feeding standards for Hanwoo (RDA, 2018)
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휘발성 지방산 생성량은 Erwin et al. (1961)의 방법을 응용하여 

분석하였다. 배양액을 원심분리한 후 얻은 상층액 5 mL과 50% 

metaphosphoric acid (Wako, Japan) 500 μL를 15 mL tube에 분주하

고 vortex하여 분석 전까지 -80℃에 냉동 보관하였다. 샘플은 분석 

전 4℃에서 해동한 후, 미량원심분리기 (Cyro1730MR, Labogene, 

Korea)를 이용하여 14,000 × g, 4℃에서 10분간 원심 분리하였다. 

상층액 1 mL을 취하여 2-ethyl butyrate 100 mL를 첨가한 후 GC 

(gas chromatograph; 6890N, Agilent Technologies, USA) 분석용 

유리병에 분주하여 분석하였다. 분석을 위한 표준용액은 volatile 

fatty acid standard solution (Catalog number. 46975-U; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)을 이용하였다.

암모니아태 질소의 분석은 Chaney and Marbach (1962)의 방법을 

응용하여 분석하였다. 배양액을 원심분리한 후 얻은 상층액 5 mL과 

25% metaphosphoric acid 500 μL를 15 mL tube에 분주하고 vortex

하여 분석 전까지 -80℃에 냉동 보관하였다. 분석 시 샘플을 상온에서 

충분히 용해시킨 후 14,000 × g, 4℃에서 5분간 원심 분리하여 

상층액을 얻었다. 상층액, 암모니아 표준용액 (25, 50, 100, 200 

및 400 ppm), 그리고 증류수를 각각 3개의 시험관에 20 μL씩 분주한 

후 phenol color reagent (Phenol 50 g/L와 sodium nitroferricyanide 

0.25 g/L)와 alkali-hypochlorite reagent (sodium hydroxide 25 g/L

와 4-6% sodium hypochlorite 16.8 mL/L)를 각각 1 mL 첨가하여 

혼합하였다. 혼합액은 37℃ 항온수조에서 15분간 발색하였다. 충분히 

발색이 끝난 후 증류수 8 mL을 첨가하고 UV spectrophotometer 

(Catalog number. 168-1150; Bio-Rad Laboratories, Inc, California, 

USA)를 이용하여 630 nm에서 흡광도를 측정하였다. 샘플 내 암모니

아태 질소의 함량은 암모니아 표준용액의 검량선과 비교하여 산정하

였다.  

4. 통계분석

본 연구에서 얻은 모든 결과는 SAS 프로그램 (version 9.4, 

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)의 general linear model 

(GLM) procedure를 이용하여 분산분석을 실시하였다. 처리에 의

한 평균간 비교는 Duncan’s multiple range test를 이용해 분석하

였다. P < 0.05에서 유의하다고 판단하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

본 연구는 국내 고유종인 한우에서 혼합급여 또는 분리급여 형

태로 사료를 섭취했을 때, 반추가축의 대표 사료원인 옥수수와 티

모시 조건 하에서 반추위 발효성상과 총 가스 및 메탄 발생량에 

미치는 영향을 in vitro로 평가하기 위해 수행되었다. 연구 목적 

구현을 위해 반추위 캐뉼라가 장착된 한우 거세우에게 3가지 방

법으로 사료를 급여했고, 이후 채취한 위액을 2가지 기질을 사용

하여 24시간 배양하였다.

사료 급여순서와 기질 조건에 따른 in vitro 반추위 발효성상

은 Table 4에 나타내었다. 반추위액 pH는 6.22-6.91로 나타났으

Table 4. Effects of feeding method on in vitro ruminal pH, volatile fatty acids and NH3-N production for 24 hour incubation

Item1
Treatment2

SEM3

P-value

M1 M2 M3 T1 T2 T3 Feeding Substrate Interaction4

pH 6.22D 6.46C 6.25D 6.71B 6.91A 6.76B 0.02 <0.001 <0.001 0.479

Total VFA, mM 156.44A 114.63B 145.34A 122.67B 82.96C 110.45B 2.92 <0.001 <0.001 0.955

Acetate, mM 72.07A 54.77B 66.62A 59.70B 42.49C 53.68B 1.24 <0.001 <0.001 0.989

Propionate, mM 26.10A 17.97C 25.62A 20.57B 12.64D 17.45C 0.52 <0.001 <0.001 0.990

Butyrate, mM 21.51A 13.16B 19.20A 15.21B 7.78C 12.56B 0.53 <0.001 <0.001 0.793

Valerate, mM 2.03A 1.05B 2.06A 1.93A 1.04B 1.83A 0.07 <0.001 0.347 0.750

A:P ratio 2.77B 2.75B 2.60B 3.32A 3.36A 3.20A 0.04 0.116 <0.001 0.934

NH3-N, mg/L 210.29B 110.07C 134.21C 275.81A 200.35B 198.79B 6.60 <0.001 <0.001 0.496

A-D
 Means with a common superscript letter in the same row are significantly different (P < 0.05).

1 
Total VFA = total volatile fatty acids; A:P ratio = acetate:propionate ratio; NH3-N = ammonia nitrogen.

2 
M1 = maize substrate (M) incubated with rumen fluid of steers fed forage 1 hour after concentrate (diet 1); M2 = M incubated with rumen 

fluid of steers fed concentrate 1 hour after forage (diet 2); M3 = M incubated with rumen fluid of steers fed mixed ration (diet 3); T1 =

timothy substrate (T) incubated with rumen fluid of steers fed diet 1; T2 = T incubated with rumen fluid of steers fed diet 2; T3 = T incubated

with rumen fluid of steers fed diet 3.
3 

Standard error of the mean.
4 

Interaction of feeding and substrate.
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며, 그룹 간 유의성 차이를 보였다. 처리구 M1과 M3가 가장 낮

은 pH를 보였으며 (6.22 및 6.25), 이후 M2 (6.46), T1과 T3 

(6.71 및 6.76) 순으로 증가하여 T2 (6.91)에서 가장 높았다 (P 

< 0.001). 티모시 기질이 옥수수보다 높은 pH를 나타냈으며 (P 

< 0.001), 사료 급여방식 2가 다른 급여방식 처리구보다 높은 pH

를 나타냈다 (P < 0.001). 급여되는 사료의 종류나 입자도, 가공

Fig. 1. Effects of feeding method on in vitro total gas production. Rumen fluids 

were sampled from Hanwoo steers fed forage 1 hour after concentrate

(1), concentrate 1 hour after forage (2), or mixed ration (3), and incubated

with maize (M) or timothy (T) substrates for 24 hour (n = 5). Values are

presented as means ± SEM. Means with a common superscript letter 

are significantly different, P < 0.05.

Fig. 2. Effects of feeding method on in vitro methane gas production. Rumen fluids

were sampled from Hanwoo steers fed forage 1 hour after concentrate 

(1), concentrate 1 hour after forage (2), or mixed ration (3), and incubated

with maize (M) or timothy (T) substrates for 24 hour (n = 5). Values are 

presented as means ± SEM. Means with a common superscript letter 

are significantly different, P < 0.05.
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형태 등에 따라 다양한 반추위 발효성상과 대사산물이 나타난다. 

일반적으로 농후사료의 급여는 반추위 pH를 낮추는 것으로 알려

져 있다 (Lana et al., 1998; Agle et al., 2010; Hook et al., 

2011). 따라서 본 연구에서 옥수수 기질 처리구가 티모시 기질 처

리구보다 낮은 pH를 보인 것은 이와 일치하는 결과로 보인다. 사

료 급여방식에 따른 반추위 pH 변화는 다양하게 보고되고 있다. 

Li et al. (2003)은 한우 거세우에게 분리급여 또는 TMR 급여를 

했을 때 반추위 pH에 차이가 없었다고 보고하였으나, Kim et al. 

(2003)은 분리급여 처리구의 낮은 pH를 보고한 바 있다. 

Limousin 거세우에게 조사료 섭취 후 농후사료, 농후사료 섭취 

후 조사료, TMR의 세 가지 방식으로 사료를 급여하였을 때 반추

위 pH에 차이가 없었다 (Liu et al., 2016). Bharanidharan et al. 

(2018a)는 홀스타인 거세우의 농후사료 선택채식 행동을 방지하

기 위해 분리급여 처리구에 조사료 급여 40분 후 농후사료를 급

여했으나, TMR 처리구와 비교하여 반추위 pH에 차이를 보이지 

않았다. 사료 급여방식이 반추위 pH에 미치는 영향에 대해서는 

더 많은 자료 축적이 필요할 것으로 판단된다.

총 휘발성 지방산 (Total VFA: total volatile fatty acid), 

acetate, butyrate 결과는 비슷한 통계적 패턴을 보였다. 처리구 

M1과 M3이 가장 높은 값을 나타냈으며, 이후 T1, M2, T3 순으

로 감소하여 T2에서 가장 낮은 값을 보였다 (P < 0.001). Total 

VFA, acetate, butyrate에서 사료 급여방식 1이 가장 높은 수치를 

보였고, 사료 급여방식 2에서 가장 낮았다 (P < 0.001). 또한 옥

수수 처리구가 티모시 처리구보다 높은 농도를 보였다 (P < 

0.001). In vitro 발효 후 propionate 함량은 M1 (26.1 mM)과 

M3 (25.62 mM)에서 가장 높았으며, 이후 T1 (20.57 mM) > M2 

(17.97 mM) 및 T3 (17.45 mM) > T2 (12.64 mM) 순으로 감소

했다 (P < 0.001). 사료 급여방식 2는 급여방식 1과 3보다 낮은 

propionate 함량을 보였으며 (P < 0.001), 옥수수 처리구에서 티

모시 처리구보다 높은 propionate 농도를 보였다 (P < 0.001). 반

추위액 내 valerate 함량은 M3, M1, T1, T3 처리구 (2.06, 2.03, 

1.93, 1.83 mM)가 M2와 T2 처리구 (1.05 및 1.04 mM)보다 높

았다 (P < 0.001). 사료 급여방식 2는 방식 1 및 3과 비교하여 

낮은 valerate 함량을 보였고 (P < 0.001), 기질에 의한 효과는 나

타나지 않았다 (P = 0.347).

반추위에서 생성되는 VFA는 농후사료 급여로 다량 생성되며, 

pH와 부 (Negative)의 상관관계를 가진다. 따라서 본 연구에서도 

각 VFA 항목과 Total VFA는 pH와 반대되는 결과를 보였다. 

Van Kessel and Russell (1996)은 pH가 다른 반추위액을 얻기 

위해 Holstein 젖소에게 조사료 또는 농후사료를 각각 급여했다. 

반추위액 채취 결과, 위액 중 Total VFA, propionate, butyrate는 

농후사료 급여구에서 증가했다. 이는 본 연구에서 옥수수 기질 처

리구가 티모시 기질 처리구보다 VFA를 더 많이 생산한 결과와 

일치한다. Lascano and Heinrichs (2009)는 Holstein dairy heifer

에게 조사료와 농후사료 비율을 80:20, 60:40, 40:60 세 가지로 

나누어 사료를 급여한 결과, 40:60 사료를 급여한 처리구에서 다

른 처리구보다 유의적으로 낮은 acetate 생성량을 보였다고 보고

했다. 이처럼 반추위 acetate는 섬유소 분해로 인해 생성되는 것

으로 알려져 있으나, 본 연구에서는 옥수수 기질 처리구에서 

acetate가 더 많이 생성되었다. 반추위 미생물에 의한 분해속도가 

농후사료보다 조사료에서 상대적으로 느리고, 본 연구에서 사용

한 24시간 배양시간이 충분한 조사료 발효를 관찰하기에 짧은 시

간이었기 때문에 이러한 결과가 나타난 것으로 추측된다. 사료 급

여방식에 따른 반추위 VFA 생성에 대해 보고한 선행 연구들이 

있지만, 일관된 결과는 보고되지 않고 있다 (Bargo et al., 2002; 

Li et al., 2003; Schroeder et al., 2003; Liu et al., 2016; 

Bharanidharan et al., 2018a). 본 연구에서 발효 후 VFA 생성량

은 급여방식 2 < 3 < 1 순으로 증가했다. 이것은 pH 측정값과 

반대되는 결과로, 농후사료의 급여가 가장 큰 영향을 미친 것으로 

판단된다.

세 가지 사료 급여방식은 24시간 발효 후 반추위액의 A:P 

ratio (acetate:propionate ratio)에 영향을 미치지 않았다 (P = 

0.116). 티모시 처리구는 옥수수 처리구보다 유의적으로 높은 

A:P ratio를 보였다 (P < 0.001). 농후사료 급여로 인한 전분 분

해는 반추위에서 propionate를 더 생산하고, 이는 A:P ratio를 낮

춘다 (Lascano and Heinrichs, 2009; Agle et al., 2010). 따라서 

본 연구의 옥수수 처리구에서 낮은 A:P ratio를 보였던 것으로 판

단된다. Li et al. (2003)과 Liu et al. (2016)은 분리급여보다 

TMR 급여 시에 더 낮은 A:P ratio를 나타냈다고 보고했다. 본 

연구에서 급여방식이 A:P ratio에 통계적 유의차를 나타내지 않

았지만, 선행 보고된 연구들과 비슷하게 TMR 처리구에서 A:P 

ratio의 수치적 감소를 보였다.

암모니아태 질소 (NH3-N) 함량은 T1 처리구 (275.81 mg/L)에

서 가장 높았으며, M3 (134.21 mg/L) 및 M2 (110.07 mg/L)에서 

가장 낮았다 (P < 0.001). 사료 급여방식 1이 그 외 처리구들보다 

NH3-N 수치가 높았으며 (P < 0.001), 티모시 처리구가 옥수수 

처리구보다 높은 NH3-N을 보였다 (P < 0.001). 반추위 NH3-N 

함량은 사료로 섭취한 단백질의 반추위 내 박테리아의 소화과정

을 통해 생성되며, 발효 탄수화물 (Fermentable carbohydrates)의 

증가는 반추위 내 암모니아 생성을 감소시킨다 (Hristov et al., 

2005; Agle et al., 2010). 따라서 옥수수 기질을 사용한 처리구에

서 더 낮은 NH3-N 결과가 나온 것으로 판단된다. Kim et al. 

(2003)과 Li et al. (2003)은 TMR을 급여한 소들에게서 분리된 

사료를 먹은 소들보다 더 높은 NH3-N가 관측되었다고 보고했지

만, Liu et al. (2016)은 TMR 급여구가 오히려 낮은 NH3-N를 보

였다고 보고했다. 사료 급여형태에 따른 NH3-N 생성량 결과는 
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본 연구와 선행연구들 사이에 일관된 결과를 나타내지 않으며, 관

련된 추후 연구가 더 필요할 것으로 생각된다.

사료 급여순서와 기질 조건에 따른 in vitro 반추위 발효 후 총 

가스 발생량은 Figure 1에 나타내었다. 총 가스 발생량은 M1과 

M3 (117.0 및 114.0 mL) 처리구에서 가장 높았으며, 이후 M2 

(103.5 mL) > T1 (84.0 mL) > T3 (72.0 mL) > T2 (62.0 mL) 

순으로 감소했다 (P < 0.001). 사료 급여방식 1에서 총 가스 발생

량이 가장 높았고, 이후 급여방식 3, 급여방식 2 순으로 감소했다 

(P < 0.001). 또한 옥수수 기질이 티모시 기질보다 더 많은 가스

를 생산했다 (P < 0.001). 24시간 in vitro 발효 후 메탄가스 발생

량은 Figure 2에 나타내었다. 메탄 발생량은 처리구 M1 (123.2 

mM)에서 가장 높게 관측되었고, 총 가스 발생량과 비슷한 패턴

으로 감소하여 처리구 T2 (33.6 mM)에서 가장 낮았다 (P < 

0.001). 사료 급여방식 1에서 메탄가스 발생량이 가장 높게 측정

되었고, 급여방식 2와 3에서 비슷하게 감소했다 (P < 0.001). 총 

가스 발생량과 마찬가지로 옥수수 처리구에서 티모시 보다 높은 

메탄 발생량이 측정되었다.

Theodorou et al. (1994)와 Beuvink et al. (1992)은 in vitro 

반추위 배양 시 가스발생량은 사료 영양가치 평가에 사용할 수 

있는 지표 중 하나이며, 건물 소화율을 간접적으로 나타내는 지표

라고 하였고, Sallam et al. (2007)은 가스발생량을 평가하는 것은 

반추위에서 분해되는 영양소의 소화동역학적인 결과의 해석에 활

용할 수 있다고 보고하였다. 농후사료 급여로 인한 propionate의 

증가는 메탄의 전구물질이 되는 수소 이용을 증가시켜서 결과적

으로 메탄 생성을 감소시킨다 (Grobner et al., 1982; Irmgard, 

1996; Van Kessel and Russell, 1996; Lana et al., 1998). 또한 

Williams et al. (2019)는 메탄 생성이 acetate와 butyrate와는 비

례하고, propionate와는 반비례함을 예측했다. 본 연구에서 반추

위 Total VFA, acetate, propionate, butyrate 생성량은 모두 옥수

수 기질에서 더 높았고, 총 가스 발생량과 메탄 발생량 또한 옥수

수 기질에서 높았다. 따라서 VFA 생성과 마찬가지로, 티모시 기

질보다 상대적으로 빠른 옥수수 기질의 발효가 가스 발생량을 증

가시킨 것으로 생각된다. TMR 급여 또는 분리급여에 따른 메탄 

발생량은 처리구간 변화가 없거나 (Holter et al., 1977; Lee et 

al., 2016; Bharanidharan et al., 2018b), TMR 급여구에서 높게 

측정되었다 (Bharanidharan et al., 2018a). Bharanidharan et al. 

(2018a)는 Holstein 거세우의 선택채식을 막기 위해 조사료 급여 

40분 후 농후사료를 급여한 분리급여구와 TMR 급여구를 비교한 

후 TMR 급여구의 높은 메탄 발생량을 보고하였는데, 이는 유의

적 차이는 없지만 수치적 차이를 보인 본 연구 결과와 일치한다. 

반추가축의 장내발효로 인한 메탄 생성은 반추위 pH와 비례하는 

것으로 알려져 있다 (Van Kessel and and Russell, 1996; 

Hünerberg et al., 2015). 하지만 본 연구에서 사료 급여방식 2가 

1보다 높은 pH와 낮은 VFA 생성량을 보였음에도 불구하고 메탄 

발생량은 감소했다. 이는 예기치 못한 기질에 의한 결과와 마찬가

지로 in vitro 발효라는 특수한 상황에서 생간 결과로 생각된다. 

또한 반추위 발효에 의한 메탄 발생량은 개체 간 큰 차이를 보이

기 때문에 본 연구에서의 적은 실험두수로 인한 오류일 가능성 

또한 존재한다. 사료 급여방식이 메탄 발생량에 미치는 영향을 평

가하기 위해 보다 장기간의 연구를 통해 비교 가능한 더 많은 자

료의 축적이 필요할 것으로 예상된다.

한우 거세우에게 세 가지 방식 (농후사료 급여 1시간 후 조사

료 급여, 조사료 급여 1시간 후 농후사료 급여, TMR 급여)으로 

사료 급여 후 채취한 반추위액을 옥수수 및 티모시 기질과 함께 

24시간 배양한 결과, 농후사료를 먼저 급여한 사료 급여방식과 

옥수수 기질에서 낮은 pH, 높은 VFA, 높은 메탄가스 발생량이 

관측되었다. 반추가축에서 메탄저감 연구는 지구 온난화를 야기

하는 온실가스 감축뿐만 아니라 가축의 사료이용효율 증가라는 

측면에서도 중요하며, 사료 급여방식이 메탄 발생량에 미치는 영

향에 대한 결론을 얻기 위해서는 보다 다각적인 형태의 연구가 

필요할 것으로 사료된다. 

Ⅳ. 요 약

본 연구는 국내 고유종인 한우에서 1) 농후사료 급여 후 조사

료 급여, 2) 조사료 급여 후 농후사료 급여, 3) TMR 급여의 총 

세 가지 형태의 사료급여가 반추위 발효성상, 총 가스 및 메탄 발

생량에 미치는 영향을 in vitro로 평가하기 위해 수행되었다. 사

료 급여 형태에 따라 반추위 환경이 변화할 것으로 가설을 세우

고, 옥수수 (M)와 티모시 (T)를 기질로 하여 반추위액의 24시간 

in vitro 배양을 실시하였다. 따라서 시험 처리구는 총 6개로 구

성되었다: M1, M2, M3, T1, T2, T3. 반추위 pH는 사료 급여방

식 2에서 다른 처리구보다 높았고 (P < 0.001), 티모시 기질에서 

옥수수 기질보다 높았다 (P < 0.001). 휘발성 지방산 (VFA; 

volatile fatty acid) 조사항목들 (Total VFA, acetate, propionate, 

butyrate, valerate)은 사료 급여방식 1에서 가장 높았고 급여방식 

2에서 가장 낮았으며 (P < 0.001), 옥수수 기질에서 더 많이 생산

되었다 (P < 0.001). 반추위액 내 acetate:propionate 비율은 사료 

급여방식에 따른 효과는 없었으나 (P = 0.116), 티모시 기질이 옥

수수 기질보다 더 높은 값을 나타냈다 (P < 0.001). 암모니아태 

질소 (NH3-N)는 사료 급여방식 1에서 다른 처리구보다 높았으며 

(P < 0.001), 티모시 기질에서 높은 수치를 보였다 (P < 0.001). 

총 가스 및 메탄가스 발생량은 사료 급여방식 1에서 가장 높았고 

(P < 0.001), 옥수수 기질에서 더 많이 생산되었다 (P < 0.001). 

메탄은 이산화탄소의 20배 이상의 지구온난화효과를 갖는 것으
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로 알려져 있고, 반추가축이 섭취한 에너지의 손실로 작용하고 있

어 장내발효 메탄 발생량을 저감하는 것은 매우 중요한 과제라 

할 수 있다. 반추가축에서 사료급여 방식에 따른 메탄 발생량 차

이에 대한 결론을 얻기 위해서는 보다 다각적인 형태의 연구가 

필요할 것으로 사료된다. 
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