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요  약  본 연구에서는 phenol compounds와 flavonoid가 풍부한 대나무 잎 추출물이 반추위 발효 특성, 소화율, 메탄
발생량 및 미생물 조성에 미치는 영향을 규명함으로써 메탄 저감제로써의 가능성을 조사하였다. In vitro 실험으로 각각
의 배양액에 대나무 잎 추출물 0, 21, 42 및 63 mg/L의 농도로 첨가 하여 12, 24 및 48 시간 동안 발효시켰다. 총
가스와 메탄 발생량은 발효시간 24시간에서 모든 대나무 잎 추출물의 첨가수준이 증가함에 따라 하게 감소하였으며,
특히 발효시간 48시간 PHN의 첨가수준 42 mg/L에서 메탄 생성량이 약 50% 감소하였다. 발효시간 48시간에서 총
VFA 생산량은 모든 대나무 잎 추출물의 첨가 수준에 따라 증가하였다. Methanogenic archaea 와 Methanobrevibacter 
sp. AbM4 의 개체수는 PHB와 PHN의 첨가 수준이 증가함에 따라 감소하였다. 결과적으로 PHB와 PHN의 첨가로 VFA
생산량이 감소하지 않았으며, 첨가량이 증가함에 따라 메탄 생성량이 감소하였다. 따라서 대나무잎 추출물은 메탄 저감
제로써 이용가능성이 있으며, 추후 in vivo 실험을 통해 첨가제로써 안전성을 평가할 가치가 있다. 

Abstract  This study examined the potential of bamboo leaf extract, rich in phenol compounds and 
flavonoids, as a methane-reducing agent by determining its effects on the rumen fermentation 
characteristics, digestibility, methane production, and microbial community. In vitro experiments were
conducted in which bamboo leaf extract was added at concentrations of 0, 21, 42, and 63 mg/L to the
respective cultures and fermented for 12, 24, and 48 hours. The total gas and methane production at
24 h of fermentation decreased as the levels of all bamboo leaf extracts increased. In particular, the 
methane production at 48 h of fermentation decreased by approximately 50% at 42 mg/L of PHN. The
total VFA production at 48 h of fermentation time increased with the addition of bamboo leaf extracts. 
The population of Methanogenic archaea and Methanobrevibacter sp. AbM4 decreased as the addition 
levels of PHB and PHN increased. As a result, VFA production did not decrease with the addition of PHB
and PHN, and methane production decreased as the levels of addition increased. Therefore, bamboo leaf
extract is a potential methane abatement agent, but further in vivo experiments will be needed to 
evaluate its safety as an additive. 
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1. 서론

온실가스 중 메탄(CH4)은 지구 온난화의 원인 중 하나
이며 온난화 지수로 볼 때, 이산화탄소(CO2) 보다 약 26
배나 높기 때문에 온난화에 큰 영향력을 끼친다[1]. 반추
동물의 장내에서 발생하는 메탄은 탄수화물의 혐기성 발
효의 최종산물 중 하나이며[2], 메탄 생성으로 인해 반추
동물이 섭취하는 사료의 총 에너지 중 약 2~12%가 손실
된다[3]. 그러므로 반추동물의 장내에서 메탄이 발생하는 
것은 온난화로 인한 기후 상승과 사료 이용효율 저하와 
같은 부정적인 영향을 미치기 때문에 이를 개선하기 위
한 메탄 저감 연구가 지속적으로 진행 중이다[4,5].

현재까지 반추동물의 메탄 저감제로 화학 첨가물, 항
생제, 미생물제제 등 많은 연구가 진행 되었지만[6,7], 낮
은 효능, 항생제 내성, 화학 첨가제의 동물 체내 부작용 
그리고 사료효율 감소 등을 고려하여 천연 식물 첨가제 
개발에 관심이 집중되고 있다[8].

식물이 환경에 적응하기 위해 생산하는 물질을 식물의 
2차 대사산물 이라하며[9], alkaloids, terpenes 및 
phenols로 구분할 수 있다. Alkaloids 는 질소(N) 함유 
화합물로 일부 약리적물질로 사용되어지며, 대부분 다른 
유기체에 작용하는 독성이 있다[10]. Phenols과 terpenes
은 각각 flavonoid, tannins및 saponins등이 있으며, 
천연 항균제로 반추위 내 bacteria, fungi 및 protozoa
에 작용하여 최종적으로 메탄저감 효과를 얻을 수 있다[8]. 
천연 항균제로 essential oil 의 주요 물질인 monoterpene 
hydrocarbons보다 phenol 화합물이 강한 항균효과를 
갖는 가장 풍부한 식물의 2차 대사산물이다[11,12]. 그
러므로 강한 항균작용으로 메탄 저감 효과를 얻을 수 있
는 phenol 화합물을 활용하는 연구가 필요하다.

식물은 잎, 꽃, 열매, 씨앗, 나무껍질 및 뿌리에 Phenol 
화합물을 함유하고 있다[13-15]. 대나무는 벼과에 속하
는 식물로 대나무 잎에는 phenol 화합물인 flavonoid, 
phenol acid가 함유 되어 있다[16,17].  

국내에서 자생 중인 대나무의 종류는 대표적으로 왕대
(Phyllostachys bambusoides(PHB)), 솜대(Phyllostachys 
nigra var.henonis(PHN)), 조릿대(Sasa boreailis(SAB))등
이 있으며, flavone glycosides, phenolic acids등을 
함유하고 있다[18-20]. 그러므로 이와 같은 대나무 잎들
은 반추동물의 메탄 저감에 효과가 있을 것으로 생각된다.

따라서 이번 연구는 국내에서 자생 중인 대나무 왕대, 
솜대 및 조릿대 잎 추출물의 첨가수준에 따른 in vitro 
반추위 발효, 메탄 발생과 미생물 조성에 미치는 영향을 

조사하여, 기후변화와 사료 이용율을 저해하는 장내발효 
메탄을 저감하는 첨가제로써 활용 가능성을 평가하기 위
해 수행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 공시축 및 반추위액 채취
공시축의 사양관리 및 연구절차는 경상국립대학교 동

물실험윤리위원회 심의를 거쳐 사전 승인을 획득하였다
(승인번호: GNU-180130-A0007). 

경상국립대학교 부설동물사육장(경남 진주시)에서 반
추위에 cannula가 장착된 한우 암소 2두(체중 450 ± 
30 kg)로부터 in vitro 반추위 발효시험을 위한 시험용 
반추위액을 채취하였다. 선행연구 Jo 등[19]에서 동일한 
방법으로 공시축의 사료 급여는 timothy와 corn grain
비율을 60:40 (w/w)로 하여 체중의 2%를 1일 2회
(09:00 및 17:30) 분할 급여하였고, 물과 미네랄 블록은 
자유섭취토록 하였다.

시험용 반추위액은 오전 사료 급여 전에 채취하였고, 
4겹의 cheese cloth에 걸러서 보온 용기에 담아 실험실
로 운반하였다. 잔여 사료 입자 제거를 위해 cheese 
cloth로 다시 걸러낸 반추위액과 McDougall’s buffer
를 1:2의 비율로 혼합한 배양액을 39℃에서 혐기상태
(O2-free N2)로 유지시켜 실험을 위한 배양액으로 사용
하였다.

2.2 공시재료 및 In vitro 시험
In vitro 실험을 위한 기질은 65℃ dry oven에서 24

시간 건조시킨 timothy와 corn grain을 2 mm screen
이 장착된 wiley mill로 분쇄하여 기질로 이용하였다. 기
질은 nylon bag에 기질 timothy 0.2 g과 corn grain 
0.1 g을 담아 sealing하여 사용하였다. 3가지 대나무 잎 
추출물 PHB, PHN, 및 SAB는 한국식물출출물은행에서 
분양받았다 (Table 1). 추출 방법을 채집된 대나무 잎을 
그늘에서 건조하고 분말화 시킨 후, 1L의 methyl alchohol 
(99.9 % purity, HPLC grade)에 첨가되어 상온에서 초
음파 추출기 (SDN-900H, SD-ULTRASONIC CO., 
LTD)를 이용하여 상온에서 추출되었다. 추출물은 이후 
품질 필터 No. 100 (HYUNDAI MICRO CO., LTD)를 
통해 여과되고 저압 하에서 건조되어 사용되었다. In 
vitro 시험은 50 mL serum bottle에 기질이 담긴 
nylon bag과 대나무 잎 추출물의 첨가수준별(기질의 
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21, 42 및 63 mg/L)로 담아 준비하였고, 준비된 혼합배
양액을 분주하고 혐기 유지를 위해 O2-free N2 가스를 
이용하였다. 대나무 잎 추출물의 첨가수준은 선행연구
[21,22]를 참고하여 결정하였다. 배양은 39℃ shaking 
incubator에서 발효시간을 12, 24 및 48시간으로 하여 
샘플링을 진행하였다. 또한 각 처리 당 4반복으로 총 
120개의 serum bottle이 사용되었다(Fig. 1.).

2.3 조사항목 및 분석방법
2.3.1 화학성분 분석
Timothy hay와 corn grain의 일반성분 분석은 

AOAC (2012)[23] 방법에 따라서 수행하였고, neutral 
detergent fiber 및 acid detergent fiber는 Van 
Soest등[24]의 방법에 따라 분석하였으며, 결과는 
Table 2와 같다.

2.3.2 pH 및 건물소화율
pH 측정은 각 발효 시간대별 배양액을 pH meter 

(S210 SevenCompact, Mettler-Toledo, Greifensee, 
Switzerlant)를 이용하여 측정하였다. 건물 소화율은 nylon 
bag을 수거하여 물을 채운 수조에 넣고 Heidolphs 
Rotamax 120 (Hei- dolph Instrument, Germany)
를 이용하여 100 rpm에서 20분간 3회 세척하여 65℃의 
dry oven에서 48시간 건조 후 건물 잔량을 측정하였다. 
기질의 건조 전과 건조 후의 차를 구하고 백분 율로 환산
하여 계산하였다.

2.3.3 총 가스, 메탄 발생량
총 가스 발생량은 Theodorou 등[32]의 방법으로 serum 

bottle의 head space에 있는 가스 발생량을 detachable 
pressure transducer 및 digital read-out voltmeter 
(Laurel Electronics, Inc., CA, USA)를 사용하여 측정
하고, 그 후 6 mL vacutainer에 가스를 포집하여 gas 
chromatography (GC; HP 5890 Gas Chromatography, 
USA)를 사용하여 메탄 발생량을 측정하였다.

2.3.4 휘발성지방산
배양액을 1.5 mL eppendorf tube에 1 mL 채취하

여 원심분리기(VS-15000 N, Vision, Korea) 를 이용
하여 12,000 rpm에서 3분간 원심 분리하여 사료 입자
를 제거하고, 상층액을 0.20 µM syringe filter를 이용
하여 2 mL serum bottle에 여과 후, 분석은 high 

performance liquid chromatography (Agilent-1200, 
Germany)를 이용하였다. 시료의 주입량은 20 µL였고, 
이동상용액은 0.0085N H2SO4를 사용하였으며, 유속은 
0.6 mL/min이었다. Column은 300 mm×7.8 mm 
I.d MetaCarb 87H (Varian, USA)를 사용하였으며, 온
도는 35℃에서 사용하였다.

2.3.5 Real-time PCR
48시간 반추위액 샘플(1.8mL)에서 genomic DNA를 

추출하기 위해 bead-beating 방법으로 물리적으로 파
괴하고 상용 DNA 추출 키트 (QIAamp Fast DNA 
stool Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA)를 제조
업체의 권장 사항에 따라 사용하였다. 총 bacteria, 
methanogenic archaea, ciliate protozoa, fungi, 
hydrogen 및 formate 생성 박테리아 (Ruminococcus 
albus, Ruminococcus flavefaciens), Butyrate 생성 
박테리아(Butyrivibrio fibrisolvens, Burtyrivibrio 
proteaclasticus), succinate 및 propionate 생성 박테
리아 (Fibrobacter succinogenses, Prevotella ruminicola) 
는 Real-time PCR 기계(CFX96 Real-Time system, 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하였다. 표적 반
추위 미생물의 염기서열, 크기, 효율 및 PCR 조건에 대
한 정보는 Table 3에 나와 있다. Real-time PCR 분석
은 총 reaction mixture에는 2 µL 10 × buffer 
(BioFACT, Daejeon, Korea), 0.5 µL 10 mM dNTP 
Mix (BioFACT, Daejeon, Korea), 1 µL 10 × 
forward primer (10 µM), 1µL reverse primer (10 
µM), 1 µL genomic DNA diluted 10-fold, 1 µL 
Evagreen (SolGent, Daejeon, Korea), 0.1 µL taq 
polymerase (BioFACT, Daejeon, Korea), and 13.4 
µL PCR-grade water로 구성되었다. 각 미생물의 
absolute quantification을 위해 각 target gene 
sequence를 포함하는 plasmids를 10배 희석하여 
standard curve을 구한다. 각 미생물 plasmids의 모든 
세부 제조 공정은 Kim 등[33] 및 Hamid 등[34] 에 따
라 수행하였다. 이 실험은 3반복으로 수행하였다.

2.4 통계처리
통계처리는 SAS package program (Statistical 

Analysis System software version 9.2, 2011)[35]의 
일반선형모형(General linear model)의 절차를 이용하여 
분산분석을 하였고, 각 처리구 간의 유의성 검증을 위하
여 Tukey의 다중검정방법으로 실시하였다. 또한 Polynomial 
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Table 1. The general information regarding extracts used in the experiment

Botanical name Scientific name Korea name Family name Part Solvent Before plant After extracts

Giant timber 
bamboo

Phyllostachys 
bambusoides

왕대
(Wangdae)

Gramineae Leaf Methyl 
alchohol 99.9%

49 g 4.06 g

Henon bamboo Phyllostachys nigra 
var.henonis

솜대
(Somdae) 80 g 4.71 g

Northern bamboo Sasa borealis 조릿대
(Joritsdae) 70 g 4.76 g

Table 2. Chemical composition of ingredient used in in vitro experiment

Items1 Timothy hay Corn grain

Dry matter (g/kg as feed basis) 910 950
Chemical compositon DM (g/kg of DM)

Crude protein 60.0 82.0
Ether extract 14.8 51.5
Crude ash 50.5 17.1
Neutral detergent fiber 780.0 148.0
Acid detergent fiber 443.0 44.0

Neutral detergent insoluble protein 18.4 5.10
Acid detergent insoluble protein 10.4 4.10
Lignin 79.5 6.50
TDN (% DM) 49.9 88.2
1DM, Dry matter; TDN, Total digestible nutrients.

Fig. 1. In vitro batch culture experiments



왕대, 솜대 및 조릿대 잎 추출물의 첨가 수준이 반추위 in vitro 발효성상, 메탄 발생량 및 미생물 조성에 미치는 영향

557

Table 3. Primer sets used for relative quantification of bacterial species in the rumen using real-time PCR
Target species Primer sequence (5’→3’)1 Size(bp) Reference

General bacteria
F: CGGCAACGAGCGCAACCC

130 [25]
R: CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC

Fungi
F: GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC

120 [25]
R: CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT

Ciliate protozoa
F: GCTTTCGWTGGTAGTGTATT

223 [26]
R: CTTGCCCTCYAATCGTWCT

Methanogenic archaea
F: GAGGAAGGAGTGGACGACGGTA

232 [26]
R: ACGGGCGGTGTGTGCAAG

Methanobrevibacter sp. AbM4
F: TTTAATAAGTCTCTGGTGAAATC

~160 [27]
R: AGATTCGTTCTAGTTAGACGC

Fibrobacter succinogenes
F: GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

121 [25]
R: CGCCTGCCCCTGAACTATC

Ruminococcus albus
F: CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG

176 [28]
R: CCTCCTTGCGGTTAGAACA

Ruminococcus flavefaciens
F: CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG

132 [25]
R: CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC

Prevotella ruminocola
F: GCGAAAGTCGGATTAATGCTCTATG

185 [26]
R: CCCATCCTATAGCGGTAAACCTTTG

Butyrivibrio fibrisolvens
F: ACCGCATAAGCGCACGGA

78 [29]
R: CGGGTCCATCTTGTACCGATAAAT

Butyrivibrio proteoclasticus
F: TCCGGTGGTATGAGATGGGC

65 [30]
R: GTCGCTGCATCAGAGTTTCCT

Anaerovibrio lipolytica
F: TGGGTGTTAGAAATGGATTC

597 [31]
R: CTCTCCTGCACTCAAGAATT

1 F=forward; R=reverse; bp=base pair.

contrasts를 이용하여 왕대, 솜대 및 조릿대가 반추위 
발효 성상 및 가스 발생량에 미치는 효과(Linear, 
Quadratic)를 분석하였다. 또한, p<.05는 유의한 차이
가 있는 것으로 간주하였다.

3. 결과

3.1 반추위 pH 및 건물소화율
대나무 잎 첨가 수준에 따른 pH 및 건물소화율은 

Table 4와 같다. 발효시간이 증가 할수록 pH는 감소하
였고, IVDMD(In vitro Dry Matter Digestibility)는 
증가하였다. 발효 12시간에서 pH는 PHB와 PHN의 첨가 
수준에 따라 Linear하게 증가하였다(p<0.05). 발효시간 
12시간에서 IVDMD는 PHB의 첨가 수준에 따라 대조구
에 비해 Quadratic하게(p<0.05), PHB의 첨가수준 21 
mg/L에서 유의적으로(p<0.05) 감소하였다. 발효 12시
간에서 pH는 PHN 63 mg/L 첨가수준에서 대조구에 비해 
유의적으로 증가하였다(p<0.05). 발효 24시간에서 pH는 

PHN과 SAB의 첨가수준에 따라 Linear하게 증가하였다
(p<0.05). 발효 24시간과 48시간에서 IVDMD는 PHN 
추출물의 첨가수준에 따라 Linear하게 감소하였다(p<0.05).

3.2 Gas 발생량
대나무 잎 첨가 수준에 따른 gas 발생량은 Table 5와 

같다. 발효 24시간에서 총 gas 발생량은 모든 대나무잎 
추출물의 첨가수준에 따라 Linear하게 감소하였으며
(p<0.05), PHN과 SAB의 42, 63 mg/L 첨가구에서 대
조구에 비해 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 그러나 발
효 48시간에서는 PHN의 첨가수준에 따라 Linear하게 
증가하였다. 발효 24시간에서 메탄 발생량은 모든 대나
무잎 추출물의 첨가수준에 따라 Linear 또는 Quadratic
하게 감소하였으며(p<0.05), 그 중 PHB의 42 mg/L 와 
PHN의 42, 63 mg/L 첨가수준에서 대조구에 비해 유의
적으로 감소하였다 (p<0.05). 발효 24시간에서 메탄 발
생비율은 PHB와 PHN 추출물의 첨가수준에 따라 
Linear 또는 Quadratic하게 감소하였으며(p<0.05), 그 
중 PHN의 모든 첨가수준에서 대조구에 비해 유의적으
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Table 4. Additional effects of bamboo leave extracts on in vitro pH and IVDMD

Items Incubation
 time (h) Dose (mg/L) Control

Treatment2

SEM3 p-value
PHB PHN SAB

pH

12

0 6.565

0.036 0.0715
21 6.650 6.647 6.603
42 6.657 6.650 6.653
63 6.647 6.757† 6.650

Contrast4 L* L*** -

24

0 6.174

0.044 0.1233
21 6.183 6.263 6.167
42 6.300 6.240 6.333
63 6.263 6.295 6.273

Contrast - L** L*

48

0 5.888

0.038 0.6129
21 5.803 5.840 5.863
42 5.800 5.823 5.895
63 5.840 5.885 5.870

Contrast - - -

IVDMD1

12

0 33.72

1.350 0.0017
21 28.00† 31.11 35.00
42 29.78 28.56 36.00
63 30.67 29.33 33.33

Contrast Q* - -

24

0 48.66

1.777 0.0543
21 46.33 45.44 49.11
42 41.89 42.33 42.67
63 44.78 42.89 46.22

Contrast - L** -

48

0 59.53

1.106 0.0238
21 59.67 60.56 60.22
42 59.50 54.67 59.50
63 58.00 56.33 60.89

Contrast - L** -

1IVDMD, in vitro dry matter digestibility.
2Treatment : PHB, Phyllostachys bambusoides; PHN, Phyllostachys nigra var.henonis; SAB, Sasa borealis. 
3SEM, standard error of the mean
4Contrast : Orthogonal contrasts for L, linear and Q, quadratic effects. The levels of significance were assigned as 
follow : -, non-significant; *, p<0.050; **, p < 0.010; ***, p < 0.001. 
† Means(n = 10) with different superscripts in the same column differ significantly (p < 0.05).

로 감소하였다(p<0.05). 발효 48시간에서 메탄 발생량과 
발생비율은 PHB와 PHN의 추출물 첨가수준에 따라 
Linear 또는 Quadratic하게 감소하였고(p<0.05), 메탄
발생량과 발생비율은 대조구에 비해 유의적으로 감소하
였으며(p<0.05), 또한 SAB는 63 mg/L 첨가수준에서 유
의적으로 감소하였다(p<0.05).

3.3 휘발성지방산
대나무 잎 첨가 수준에 따른 휘발성지방산 생산량은 

Fig. 2과 같다. 발효 12시간에서 PHB의 첨가수준에 따
라 총 VFA(Voltatile Fatty Acid)와 butyrate의 생산량
은 Linear하게 증가하였으며(p<0.05), acetate 생산량
과 AP ratio(Acetate : Propionate Ratio)는 Linear하
게 감소하였다(p<0.05). 발효 12시간에서 PHB의 63 
mg/L첨가구에서 대조구에 비해 acetate는 감소하였고, 
butyrate는 증가하였다(P<0.05). 발효 12시간에서 PHN의 
첨가수준에 따라 총 VFA와 butyrate의 생산량은 Linear
하게 증가하였으며(P<0.05), acetate와 propionate생산량
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Table 5. Additional effects of bamboo leave extracts on in vitro gas production

Items Incubation 
time (h) Dose (mg/L) Control

Treatment1

SEM2 p-value
PHB PHN SAB

Total gas 
(mL/g DM)

12

0 92.54

1.806 0.0029
21 93.53 89.98 96.21
42 89.98 88.37 98.10
63 90.17 86.50 92.43

Contrast3 - L* Q*

24

0 136.6

2.377 <.0001
21 140.6 136.2 136.3
42 127.0 124.1 † 122.9 †
63 128.8 123.5 † 117.6 †

Contrast L** L*** L***

48

0 173.5

2.668 0.0003
21 179.2 186.3 169.6
42 181.9 173.9 168.7
63 183.9 175.4 172.9

Contrast L* - -

Methane
(mL/g DM)

12

0 15.84

1.172 0.4474
21 13.93 14.31 16.25
42 13.18 14.84 14.48
63 12.93 13.37 13.02

Contrast - - -

24

0 27.94

2.155 0.0004
21 21.78 18.24 25.79
42 14.89 † 16.63 † 25.29
63 25.65 15.84 † 20.56

Contrast Q* L***Q* L*

48

0 30.48

0.884 <.0001
21 17.01 † 15.61 † 25.63
42 17.62 † 15.09 † 29.24
63 15.83 † 15.26 † 24.82 †

Contrast L***Q** L***Q*** -

Proportion of
methane (%)

12

0 17.01 

1.167 0.2792
21 14.81 15.86 16.88 
42 14.64 16.82 13.20 
63 14.33 15.41 14.11 

Contrast - - L*

24

0 20.46 

1.192 <.0001
21 15.48 13.40 † 18.87 
42 15.44 13.39 † 20.59 
63 19.92 12.83 † 17.58 

Contrast Q** L***Q* -

48

0 17.61 

0.562 <.0001
21 9.48  † 8.39  † 15.12 
42 9.69  † 8.68  † 17.35 
63 7.99  † 9.49  † 14.35 † 

Contrast L***Q** L***Q*** -

1Treatment : PHB, Phyllostachys bambusoides; PHN, Phyllostachys nigra var.henonis; SAB, Sasa borealis.
2SEM, standard error of the mean.
3Contrast : Orthogonal contrasts for L, linear and Q, quadratic effects. The levels of significance were assigned as follow,- 
,non-significant; *, p < 0.050; **, p < 0.010; ***, p < 0.001. † Means(n = 10) with different superscripts in the same column differ 
significantly (p < 0.05).
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Fig. 2. Effects of bamboo leave extracts addition on in vitro volatile fatty acids profiles. 
         Error bars are standard error of the mean (n=4). 
         Othogonal contrasts for L, linear and Q, quadratic effects. 
         The levels of significance were assigned as follow; *, p < 0.050; **, p < 0.010; ***, p < 0.001.
         + Means(n = 10) with different superscripts in the same column differ significantly (p < 0.05).

과 AP ratio는 첨가수준에 따라 Linear또는 Quadratic
한 영향을 받았다(p<0.05). 또한 PHN의 첨가수준 63 
mg/L 에서 대조구에 비해 총 VFA와 butyrate 생산량은 
유의적으로 증가하였지만 (p<0.05), propionate 생산량
은 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 발효 12시간에서 
acetate 생산량은 PHN의 모든 첨가수준에서 대조구에 
비해 유의적(p<0.05)으로 감소하였다. SAB의 첨가수준
에 따른 acetate와 propionate 생산량과, AP ratio는 
Quadratic한 효과를 보였다(p<0.05). 

발효 24시간에서 PHB의 첨가수준에 따라 총 VFA와 
propionate 생산량이 Linear하게 증가하였으며(p<0.05), 
acetate와 AP ratio의 생산량은 Linear하게 감소하였
다.(p<0.05) 그 중 AP ratio는 PHB의 63 mg/L 첨가구
에서 대조구에 비해 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 
PHN의 첨가수준에 따라 acetate와 propionate의 생산
량은 Linear 또는 Quadratic하게 감소하였고(p<0.05), 
butyrate 생산량과 AP ratio는 Linear 또는 Quadratic
하게 증가 하였다(p<0.05). 그 중 butyrate 생산량은 63 
mg/L 첨가구에서 대조구에 비해 유의적(p<0.05)으로 증
가하였다. SAB의 첨가수준에 따른 butyrate 생산량은 
Linear하게 증가하였고(p<0.05), 총 VFA 생산량은 21 
mg/L 첨가구에서 대조구에 비해 유의적으로(p<0.05) 증
가하였다.

발효 48시간에서 추출물 PHB의 첨가수준에 따라 총 
VFA, acetate 및 butyrate의 생산량이 Qudratic한 영
향을 받았다.(p<0.05) 그 중 21 mg/L 첨가구의 총 

VFA, acetate 및 butyrate의 생산량은 대조구에 비해 
유의적(p<0.05)인 영향을 받았다. PHN의 첨가수준에 
따라 총 VFA, acetate 및 butyrate 생산량은 Linear 또는 
Quadratic한 효과를 받았다(p<0.05). 그 중 butyrate 
생산량은 63 mg/L 첨가구에서 대조구에 비해 유의적으
로 증가하였다(p<0.05). SAB의 첨가수준에 따른 총 
VFA와 propionate 생산량은 Linear하게 증가하였고
(p<0.05), acetate 생산량과 AP ratio는 Linear하게 감
소하였다(p<0.05).

3.4 미생물 조성 변화
대나무 잎 첨가 수준에 따른 미생물 조성 변화는 

Table 6과 7과 같다. 발효 48시간에서 PHB와 PHN의 
첨가수준에 따른 General bacteria의 DNA양은 Linear또
는 Quadratic하게 감소하였다(p<0.05). 발효 48시간에
서 PHN의 21 mg/L 첨가구에서 General bacteria 의 
DNA양이 대조구에 비해 증가하였다(p<0.05).

Fungi의 DNA양은 모든 대나무 잎 추출물의 첨가수
준에 따라 Linear 또는 Quadratic하게 증가하였다 
(p<0.05). 그 중 PHN과 SAB의 모든 첨가구에서 대조구
에 비해 유의적으로 증가하였다(p<0.05). Fungid의 
DNA양은 PHB의 21 mg/L 첨가구에서 대조구에 비해 
감소하였고(p<0.05), 63 mg/L 첨가구에서 대조구에 비
해 증가하였다(p<0.05).

Ciliate protozoa의 DNA양은 모든 대나무 잎 추출
물의 첨가수준에 따른 Linear 또는 Quadratic 한 영향
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Table 6. Effects of bamboo leave extracts addition on microbial abundance (Log copy number of DNA/mL of 
rumen fluid) of general bacteria, fungi, ciliate protozoa, and methanogenic archaea at 48 h 
incubation time

Items Dose 
(mg/L) Control

Treatment1

SEM2 p-value
PHB PHN SAB

General bacteria

0 11.27

0.054 <.0001
21 11.32 11.57† 11.40
42 11.15 11.37 11.33
63 11.06 11.33 11.09

Contrast3 L***Q** Q* -

Fungi

0 7.745

0.022 <.0001
21 7.575† 7.898† 7.998†
42 7.662 7.932† 8.071†
63 7.925† 7.980† 8.078†

Contrast L***Q*** L***Q* L***Q***

Ciliate protozoa

0 7.185

0.064 <.0001
21 7.559† 7.715† 8.063†
42 7.329 7.161 8.066†
63 7.476 7.286 8.211†

Contrast L*Q* Q* L***Q***

Methanogenic archaea

0 8.131

0.039 <.0001
21 8.104 8.008 7.866†
42 7.926† 7.896† 8.023
63 7.855† 7.687† 8.155

Contrast L*** L*** Q***

1Treatment : PHB, Phyllostachys bambusoides; PHN, Phyllostachys nigra var.henonis; SAB, Sasa borealis; 
2SEM, standard error of the mean
3Contrast : Orthogonal contrasts for L, linear and Q, quadratic effects. The levels of significance were assigned as follow,- 
,non-significant; *, p < 0.050; **, p < 0.010; ***, p < 0.001. † Means(n = 10) with different superscripts in the same column differ 
significantly (p < 0.05).

을 받았으며(p<0.05), 그 중 PHB와 PHN의 21 mg/L 
첨가구에서 대조구에 비해 유의적으로 증가하였다
(p<0.05). 또한 SAB의 모든 첨가수준에서는 대조구에 
비해 유의적으로 증가하였다(p<0.05).
Methanogenic archaea의 DNA양은 PHB와 PHN 첨
가수준에 따라 Linear하게 감소하였으며(p<0.05), 그 중 
42와 63 ml/L 첨가구에서 대조구에 비해 유의적으로 감
소하였다(p<0.05). 또한 SAB에서는 첨가수준에 따라 
Qudratic하게 영향을 받았고(p<0.05), 그 중 21 mg/L
에서 대조구에 비해 유의적으로 감소하는 효과를 보였다
(p<0.05).

PHB의 첨가수준에 따른 Methanobrevibacter sp. 
AbM4, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, 
Butyrivibrio proteoclasticus, Anaerovibrio lipolytica
의 DNA 양은 Linear하게 감소하였다(p<0.05).

PHN의 첨가수준에 따른 Methanobrevibacter sp. 
AbM4 의 DNA 양은 Linear하게 감소하였으며(p<0.05), 
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus, 
Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens, 
Anaerovibrio lipolytica의 DNA양은 PHN의 첨가수준
에 따라 Linear 또는 Quadratic한 효과를 보였다
(p<0.05).

SAB의 첨가수준에 따른 Butyrivibrio fibrisolvens, 
Butyrivibrio proteoclasticus, Anaerovibrio lipolytica 
의 DNA양은 Linear 또는 Quadratic한 효과를 보였으
며(p<0.05), Methanobrevibacter sp. AbM4, Fibrobacter 
succinogenes의 DNA의 양은 Quadratic한 효과를 보
였다(p<0.05). 그 중  Prevotella ruminocola의 DNA 
양은 모든 대나무 잎 추출물의 첨가수준에 따라 Linear 
또는 Quadratic한 효과를 보였다(p<0.05).
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Table 7. Effects of bamboo leave extracts addition on microbial abundance (Log copy number of DNA/mL of
rumen fluid) of selected bacteria species at 48 h incubation time

Items Dose (mg/L) Control
Treatment1

SEM2 P-value
PHB PHN SAB

Methanobrevibacter sp. AbM4

0 7.270

0.044 <.0001
21 7.299 7.074 7.480
42 7.149 7.029 7.598
63 7.081 6.821 7.222

Contrast3 L*** L*** Q***

Fibrobacter succinogenes

0 10.06

0.058 <.0001
21 10.26 10.28 10.48
42 10.04 9.976 10.14
63 10.19 10.61 10.25

Contrast - L***Q*** Q*

Ruminococcus albus

0 8.809

0.066 <.0001
21 8.790 8.596 8.843
42 8.342 8.340 8.959
63 8.384 9.025 8.775

Contrast L*** Q*** -

Ruminococcus flavefaciens

0 8.712

0.041 <.0001
21 8.737 8.279 8.596
42 8.351 8.360 8.777
63 8.351 8.821 8.672

Contrast L*** Q*** -

Prevotella ruminocola

0 10.50

0.029 <.0001
21 10.59 10.53 10.74
42 10.46 10.54 10.78
63 10.42 10.85 10.62

Contrast L***Q*** L***Q** L**Q***

Butyrivibrio fibrisolvens

0 8.298

0.056 <.0001
21 8.217 7.913 8.177
42 8.266 7.924 8.270
63 8.253 8.376 8.114

Contrast - Q*** L***

Butyrivibrio proteoclasticus

0 10.87

0.026 <.0001
21 10.76 10.88 10.68
42 10.81 10.77 10.72
63 10.78 10.86 10.72

Contrast L* - L**Q**

Anaerovibrio lipolytica

0 8.769

0.057 <.0001
21 8.410 8.248 8.553
42 8.531 8.245 8.510
63 8.195 8.601 8.389

Contrast L*** Q*** L***

1Treatment : PHB, Phyllostachys bambusoides; PHN, Phyllostachys nigra var.henonis; SAB, Sasa borealis. 
2SEM, standard error of the mean
3Contrast : Orthogonal contrasts for L, linear and Q, quadratic effects. The levels of significance were assigned as follow,- 
,non-significant; *, p < 0.050; **, p < 0.010; ***, p < 0.001. † Means(n = 10) with different superscripts in the same column differ 
significantly (p < 0.05).
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4. 고찰

대나무 잎 추출물의 첨가수준이 증가함에 따라 대조구
에 비해 IVDMD는 감소하였고, pH는 증가하였다
(Table 4). 이는 대조구에 비해 첨가구의 소화율이 낮다
는 것인데, 소화율이 감소하는 것은 phenol 화합물과 
flavonoid가 건물소화율에 영향을 미치는 bacteria의 
수를 감소시켰기 때문이다[36].

본 연구 결과에서는 PHB 첨가수준이 증가함에 따라 general 
bacteria의 개체수가 감소하였지만, 건물 소화율에는 유
의적인 영향을 미치지 않았다. Cushine 등[37]에 따르
면 phenol 화합물이 메탄 생성 박테리아를 감소 시켰기 
때문에 총 박테리아 수가 감소 했을 수 있다고 하였다. 
반추위 pH는 5이하에서 반추위 미생물에 부정적인 영향
을 준다고 알려져 있다[38]. 하지만 본 연구에서는 
5.800~7.757 사이를 유지하였기 때문에 pH변화에 의
한 미생물 활동에 부정적인 영향을 미치지 않았다.

대나무 잎 추출물의 첨가수준이 증가함에 따라 총 
VFA의 발생량이 감소하지는 않았으며(Fig. 2), acetate
는 감소하였고 butyrate는 증가하였다. 이러한 결과는 
첫 번째, Moss 등[39]에 따르면, acetate 생성 과정 중 
수소가 생성되는데, 대나무잎 추출물의 첨가에 의해 
acetate 생성량을 감소시켰고 이로인해 메탄의 전구물
질인 수소가 감소되어 결과적으로 메탄이 감소되었을 수 
있다. 두 번째, Goel[40] 등에 따르면 메탄이 생성될 때 
사용하고 남은 전자는 NADH를 환원시키고, acetoacetyl 
CoA는 환원된 NADH에 의해 butyl CoA로 전환되어 
butyrate의 생성량을 증가 시킨다고 하였다. 따라서 대
나무잎 추출물의 첨가에 의해 butyrate 생성량 증가로 
인해 메탄이 감소되었을 수 있다. 

총 가스 발생량과 메탄 생성량은 대나무 잎 추출물의 
첨가수준이 증가함에 따라 감소하였다(Table 4). 대나무 
잎 추출물에는 항균, 항산화 물질인 phenol 화합물과 
flavonoid가 함유 되어 있다[16]. PHB에는 catechin, 
chlorogenic acid, caffeic acid, 3-hydroxy benzoic 
acid, ferulic acid, homoorientin 등[18,41], PHN에는 
isoorientin, vitexin, cis-coumaric acid, p-coumaric 
acid, luteolin 6-C-(6″-O-trans-caffeoylglucoside), 
vittariflavone, tricin 등[42], 그리고 SAB에는 syringaresinol, 
tricin, tricin 7-p-β-D-glucopyranoside, luteolin 
6-C-α-L-rhamnoside, apigenin 6-C-β-D-xylopyranosyl 
-8-C-D-glucopyranoside 등이 있다[43-45]. 본 연구 
결과는 PHB와 PHN의 첨가로 메탄생성 박테리아를 감

소시켰으며, caffeic acid 와 chlorogenic acid의 메탄 
생성 박테리아를 감소시킨다는 결과와 동일하다[46,47]. 
Phenol 화합물과 flavonoid는 bacteria의 세포벽 합성 
또는 핵산 합성의 억제를 통해 미생물의 수를 감소시킨
다고 한다[29]. 기질이 분해 되면 미생물이 VFA와 수소
를 생성하고 methanogen에 의해 메탄이 생성되기 때
문에[48], 미생물의 수가 감소되어 총 가스 발생량과 메
탄 생성량이 감소하였을 거라 생각한다.

또한 PHB 와 PHN의 첨가구에서 methanogen archaea의 
개체수가 감소하였다(Table 5). SAB 첨가구는 methanogen 
archaea의 개체수가 증가 하였지만 메탄 생성량은 감소
하였다. SAB 첨가가 methanogen archaea의 대사 저
하이거나 미생물의 조성 구성이 변형되어[49], 메탄 생성
량이 감소한 것으로 생각된다.  Flavonoid는 그람 양성 
bacteria에 대한 항균효과를 가지고 있다[29]. 대나무 
잎 추출물의 첨가 수준이 증가함에 따라 그람 양성균인 
Methanobrevibacter sp. AbM4의 개체수는 감소 하였
고, VFA 생산량은 증가하였다(Table 6). M. sp. AbM4
는 총 VFA 농도와 음의 상관관계로, M. sp. AbM4의 개
체수가 감소하고, VFA 생산량이 증가한다라는 결과와 
동일하다[50]. Cato 등[51]에 따르면 섬유소 분해 미생
물인 Fibrobacter succinogenes는 수소를 발생하지 
않는다고 하였다. PHN의 첨가구에서 섬유소 분해 bacteria
인 F. succinogenes 가 증가 하였지만, 메탄 생성의 전구
물질인 수소가 발생하지 않았기 때문에 메탄 생성이 저감 된 
것으로 생각된다. 섬유소 분해 박테리아인 Ruminococcus 
albus, Ruminococcus flavefaciens는 섬유소 분해시 
수소를 발생하는데, PHB의 첨가구에서 섬유소 분해 
bacteria 인 R. albus, R. flavefaciens가 감소하였기 
때문에 메탄 생성이 저감 된 것으로 생각 된다.

5. 결론

왕대, 솜대, 조릿대 잎 추출물에는 phenol 화합물과 
flavonoid가 풍부하여 항균기능을 가지고 있다. 본 연구 
결과에서 대나무 잎 추출물은 총 VFA생산량은 감소하지 
않았지만 methanogens 조성과 메탄 생성량이 감소했
다. 대나무 잎 추출물을 첨가하는 것은 메탄 저감에 유용
한 첨가제가 될 수 있음을 확인 하였다. 하지만 실제 반
추위와 in vitro 실험 환경과는 결과가 다르게 나타날 수 
있으므로 대나무 잎 추출물을 활용하여 반추동물의 In 
vivo 실험을 하는 추가 연구가 필요 할것이다.
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