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서   언

메탄(CH4)은 지구온난화의 주범인 온실가스 중 하나로 지구 대기에 존재하는 

이산화탄소(CO2) 다음으로 많이 존재하고 있다[1]. 메탄은 CO2에 비해 대기에 존

재하는 비율은 낮지만, 지구온난화에 미치는 영향을 지수화한 지구온난화지수(glo-

bal warming potential, GWP)는 이산화탄소 대비 20년 기준 28배, 100년 기준으로는 

86배 강력한 물질이다[2]. 인위적인 메탄은 주로 공업 부문에서 화석 연료의 사용으

로, 그리고 농업 부문에서 생물학적 반응으로 발생한다[3]. 농업에서의 메탄 배출은 
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Abstract: Methane emissions in paddy soils occur through the decomposition of organic 
matter by anaerobic bacteria, including methanogenic bacteria, under anaerobic con-
ditions maintained by waterlogged soil environments. These methanogenic bacteria 
produce methane via the acetoclastic pathway or the hydrogenotrophic pathway, making 
it challenging to determine the primary pathway for methane production. In this study,
we supplied potassium acetate (KOAc) instead of additional hydrogen supplements 
to limit methane production through the hydrogenotrophic pathway, thereby analyzing 
the conversion of acetate to methane in paddy soils. We investigated the effect of 
acetate ions on methane production at various concentrations and confirmed methane 
production upon acetate addition. Furthermore, genetic cluster analysis revealed that 
Archaea clusters likely respond to acetate ions to produce methane. Soil reaction analysis
based on regional soil characteristics revealed significant variations in methane production
in response to acetate ions, indicating that methane production pathways in paddy 
soils may vary regionally.
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주로 반추동물의 장내 발효, 쓰레기 매립지, 수도작 방식의 논 농사, 폐수의 혐기성 처리 등에서 비롯된다[4]. 농업에서 메탄 

배출량이 가장 많은 분야는 축산 분야이며 다음으로는 논 농사가 메탄의 가장 큰 배출원인 것으로 분석된다[1]. 농업 부문 발생 

메탄 중 벼를 재배하는 논에서 발생하는 부분은 전세계적으로 8% 수준으로 관측되나 농경지 면적의 50% 이상이 논인 우리나라

의 경우 국내 총 메탄 발생량의 약 22%가 벼 재배 과정에서 발생하고 있다[1,5].
메탄이 발생하기에 적합한 혐기성 조건이 갖춰진 벼 재배지는 밀 재배지보다 두 배나 많은 메탄을 배출한다[4,6]. 담수된 

논 토양은 산소 공급을 제한하고 혐기성 조건을 유발하여 토양 유기물의 혐기성 발효를 일으켜 메탄을 대기로 방출한다[7]. 

논에서 배출되는 메탄의 약 90%는 벼의 특수 조직인 arenchymatous tissue를 통해 대기로 방출되며 벼를 통과하지 못한 경우 

폭발성 방출을 일으키거나 물에 녹은 후 확산 과정을 통해 대기로 유입된다[8,9].

생물학적 메탄 발생 과정은 가수분해, 산 생성, 아세트산 생성, 그리고 메탄 생성으로 4단계로 구분하는데[10], 아세트산은 

유기물의 혐기성 분해 과정에서 중요한 중간체 및 메탄 생성 전구체로 기여한다[11]. 이 과정에는 가수분해 박테리아, 발효 박테

리아, 아세트산 생성 박테리아, 메탄 생성 고세균 4가지 그룹의 미생물이 관여한다[12]. 메탄 생성 고세균이 관여하는 메탄 생성 

경로로 아세트산 경로(acetoclastic methanogenesis)와 수소/이산화탄소 경로(hydrogenotrophic methanogenesis)가 주요한 메탄 

생산 경로로 알려져 있다[13]. Acetoclastic 경로의 경우 Methanosarcina와 Methanosaeta 두 속이 주요한 acetoclastic 경로 이용 

메탄 생성균으로 알려져 있으며[12,14] 이 미생물들은 acetyl-CoA enzyme을 통해 아세트산을 acetyl-CoA (Acetyl-Coenzyme A, 

CH3-CO-S-CoA)로 활성화한 이후 methyl group은 테트라하이드로메타노프테린(teterahydromethanopterin, H4MPT)로 전이하고 

carbonyl group은 이산화탄소와 수소로 분리하여 방출한다[11,12]. Hydrogenotrophic 경로에서는 CO2가 H4MPT, 메타노퓨란

(methanofuran, MFR), 그리고 2-메르캅토에탄설포네이트(2-mercaptoethanesulfonate, coenzyme M, CoM-SH)과 같은 운반체에 

탄소를 결합하여 수소와 coenzyme F420 (F420H2)이 전자공여체로 작용하여 CH4로 환원시킨다[15,16]. 따라서 아세트산을 토양에 

공급하면 아세트산은 methyl group과 carbonyl group이 각각 acetoclastic 경로와 hydrogenotrophic 경로를 통해 메탄으로 전환된

다[17].

본 논문에서는 아세트산 칼륨을 논 토양에 공급하여 토양 내 아세트산을 활용한 메탄 발생 형태를 관측하였다. 아세트산 

칼륨을 사용함으로써 추가적인 수소이온의 공급을 제한하고자 하였으며 이를 통해 토양의 acetoclastic 경로를 통한 메탄 생성 

능력을 관측하고자 하였으며 또한 acetoclastic 경로에 주로 관여하는 메탄 발생균의 증감도 살펴보고자 하였다.

재료 및 방법

토양 채집

실험을 진행하기 위해 전남대학교에 위치한 논 토양(35°10'24.1"N 126°53'53.3"E) 외에 추가로 전북과 전남지역으로 크게 분류

하고 전북지역에서는 완주군(35°54'14.4"N 127°09'10.9"E), 익산시(35°54'36.9"N 127°00'49.2"E), 김제시(35°49'32.2"N 126°53'31.0"E)
에서, 그리고 전남지역에서는 해남군의 두 지점(34°36'47.6"N 126°18'48.9"E, 34°30'58.2"N 126°32'42.9"E)과 강진군 한 지점(34° 

37'23.9"N 126°46'13.8"E)을 선정하였다. 두 지역 모두 10년 이상 매년 벼 농사가 실시된 토양으로 혐기적 토양조건이 잘 형성되어 

있고, 특히 전북지역 세 지점의 토양은 우리나라의 곡창지대로 벼농사가 이뤄지는 토양을 대표하며, 전남 해남군의 토양은 적갈색 

풍화잔류토(황토)를 기반으로 하는 산화철을 다량 포함하는 점토광물 위주의 토질을 가지는 것으로 알려져 있어 비교군으로 

선정하였다[18]. 일반적으로 전북 김제 토양은 중성의 pH를 그리고 황토는 산성의 pH를 가지는 것으로 조사되었다(한국암석학

회 발표논문집, 2001). 전남대학교와 지리적으로 가까운 지역으로 담양군의 논 토양(35°20'05.1"N 126°57'44.2"E)도 선정하였다. 
각 지점의 논에서 5 m 간격으로 다섯 곳의 논 토양에서 10 cm 깊이의 표토를 주로 채집하였다. 이후 채취한 토양은 -70°C 

냉동실에 보관하였다.

논 토양 유래 메탄 포집 및 검출

전남대학교 시험포장에서 채취한 논 토양 20 g을 160 mL의 serum bottle에 넣은 후 증류수로 완전히 포화시켜 담수상태로 

만들고 아세트산 칼륨을 0.086 g (20 mM) 또는 0.43 g (100 mM)을 첨가하였다. 이후 메탄 발생의 최적온도인 35°C 인큐베이터에 
보관한 뒤 7일 간격으로 3회 serum bottle 공기층 내 메탄 함량을 측정하였다[19]. 또한 전남, 전북지역 간의 메탄 발생량 비교 
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실험에서는 위와 동일한 방법으로 160 mL의 serum bottle에 20 g의 토양을 넣은 후 아세트산 칼륨을 20 mM 농도로 혼합하고 

7일 간격으로 2회 총 14일간 메탄 발생량을 측정 비교하였다. Serum bottle에 포집된 메탄가스는 20 mL 주사기를 사용하여 

채취하였고, 감압된 20 mL vial에 주입하여 보관 후 가스 분석을 실시하였다. 메탄가스는 GC-FID (Clarus 680 GC, PerkinElmer, 

Waltham, MA, USA)로 정량 분석하였다. GC 검출 조건으로는 HayeSep Q 컬럼을 설치하고 주입구, 컬럼, 검출기 온도를 각각 

150°C, 50°C, 300°C로 설정하였다. 기체 이동상으로 수소를, 연소가스로는 에어를 사용하였다.

AS 토양을 사용한 메탄 발생 촉진 실험

전남대학교 시험포장에서 채취한 논 토양에 20 mM의 아세트산 칼륨을 첨가(+KOAc)한 후 3주 동안 배양하여 AS (Activated 

Soil) 토양을 준비하였다. AS 토양은 아세트산 칼륨의 첨가로 메탄 생성균의 군집이 강화된 토양이다.

박테리아 군집분석

박테리아 군집분석을 위해 아세트산 칼륨을 첨가하고 1주간 배양한 논 토양(+KOAc) 또는 3주간 배양한 serum bottle 내의 

토양(AS)을 채취한 뒤, NucleoSpinⓇ 19 soil kit (740780.50, Macherey-Nagel, Düren, Nordrhein-Westfalen, Germany)를 사용하여 

gDNA를 추출하였다. 추출한 DNA를 주형으로 하여 mcrA 유전자 검출을 위해 primer set, mcrA-F (YGGTGTMGGDTTCACMCA 
RTA)와 mcrA-R (CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT)를 사용하여 1st PCR을 진행하였고 NexteraOverhang_mcrA_F (TCG 

TCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA), NexteraOverhang_mcrA_R (GTCTCGTGG 

GCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT)를 사용하여 2nd PCR을 진행하여 NGS 시퀀싱을 

의뢰하였다(마크로젠, 서울, 대한민국)[20].

결과 및 고찰

아세트산 칼륨의 메탄 발생 효과

아세트산은 일부 혐기성 메탄 발생 고세균의 메탄 생합성 원료로 사용된다[12,14]. 아세트산은 Methanosarcina와 Methano-
saeta 등에 의해 methyl group이 acetoclastic 경로로 메탄으로 전환되고 carbonyl group은 이산화탄소와 수소 형태로 방출되어 

hydrogenotrophic 경로를 활용하는 세균들에 의해 메탄으로 전환된다. 많은 종류의 다당류들은 토양 미생물에 의해 최종 유기산

으로 아세트산을 생성한다. 본 연구에서는 논 토양에서 최종 유기산인 아세트산으로부터 메탄 생성을 관찰하되 아세트산에서 

공급되는 수소이온의 양을 제한하고자 아세트산 칼륨을 사용하였고 이를 통해 논 토양에서 Acetoclastic 경로를 통한 메탄 발생 

활성을 관측하였다. 아세트산과 아세트산 칼륨은 pKa 값이 4.756(20°C)으로 동일하여 같은 농도의 아세트산 또는 아세트산 칼륨

을 공급할 때 같은 농도의 아세트산 음이온이 제공된다. 이러한 가정에 따라 아세트산과 아세트산 칼륨을 각각 20 mM씩 논 

토양에 처리하였고 메탄 발생량을 측정한 결과 아세트산(HOAc)을 처리한 토양에서는 처리 후 7일에 7,500 ppm, 14일에 10,600 

ppm에 도달하는 반면 아세트산 칼륨(KOAc)를 처리한 토양에서는 처리 후 7일에 1,260 ppm(아세트산 대비 16.8%), 14일에 7,410 

ppm(아세트산 대비 70%)이 발생하여 아세트산 대비 메탄 생성량이 낮게 관측되었다(Fig. 1A). 이는 앞서 가정한 수소이온이 

추가적으로 공급되지 않아 hydrogenotrophic 경로를 통한 메탄 발생량이 제한되어 감소한 결과로 생각된다. 논 토양에서 아세트

산 칼륨 공급으로 생산되는 메탄 발생량을 시간에 따라 측정하면 20 mM의 아세트산 칼륨을 첨가 후 7일, 14일, 21일, 28일이 

경과했을 때 메탄이 각각 230 ppm, 450 ppm, 1,310 ppm, 1,790 ppm 측정됐고, 100 mM의 아세트산 칼륨을 첨가했을 때 같은 

시점에서 각각 10,170 ppm, 26,400 ppm, 21,700 ppm, 11,000 ppm 발생한 것으로 관측되었다(Fig. 1B). 결과에서 아세트산 칼륨이 

20 mM 공급되었을 때 메탄은 28일이 경과할 때까지 비교적 낮은 발생량을 유지하면서 지속적으로 증가하는 것으로 관찰되었지

만 아세트산 칼륨을 5배 증가시켜 100 mM이 공급되었을 때는 14일이 경과했을 때 최대 발생량을 보이고, 이후 지속적으로 

메탄 발생량이 감소하는 것으로 나타났다. 100 mM의 아세트산 칼륨이 첨가됐을 때에는 메탄 발생량이 20 mM 첨가 대비 14일 

기준 60배 이상, 21일 기준에도 15배 이상이 발생하였는데, 이는 공급되는 아세트산이온이 증가함에 따라 메탄 발생량이 증폭되

는 효과가 있는 것으로 보인다. 또한 메탄 발생량이 급속히 가속화하는 반면 기질인 아세트산 칼륨이 빠르게 소모되면서 14일 

이후 메탄 발생량이 급격히 감소하는 경향을 보인다[21,22].
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아세트산염에 의한 메탄 생성 촉진 유도

앞선 실험에서 아세트산 칼륨을 첨가한 토양에서 메탄 발생량은 증가하였고 특히 아세트산 칼륨의 양을 증가시켰을 때는 

메탄 발생량이 크게 증폭되는 결과를 확인하였다. 이러한 결과가 acetoclastic 경로를 활용하는 혐기성 고세균의 증가로 인한 

것인지 확인하기 위하여 아세트산 칼륨을 첨가하여 3주간 배양한 토양(activation soil, AS)을 제작하고 고세균이 배양된 AS 토양을 
10% 포함한 실험구에서 메탄 생성량이 빠르게 촉진될 수 있는지 확인하였다(Fig. 2). 이는 아세트산 칼륨을 첨가한 토양에서 

메탄 발생 관련 혐기성 박테리아가 증식되었다면 AS 토양을 배합했을 때 초기의 논 토양보다 더 빠르게 메탄을 생성시킬 수 

있을 것이란 가정으로 실험을 설계하였다. 초기 논 토양인 Fresh soil(FS)에 아세트산 칼륨을 첨가 후 4일, 7일, 14일이 경과했을 

때 190 ppm, 447 ppm, 1,312 ppm의 메탄이 발생한 데 비해 AS 토양을 10% 첨가했을 경우에는 같은 기간이 경과한 후 781 ppm, 

1,496 ppm, 2,641 ppm 수준의 메탄이 발생하여 AS 토양의 메탄 발생 촉진 효과가 확인되었다(Fig. 2). 이러한 결과는 acetoclastic 

경로 활용 메탄 생성 박테리아가 증식된 토양을 이용하여 메탄 생성을 촉진시킬 수 있음을 보여준다[23]. 이와 같은 AS 토양을 

Fig. 1. Trend of methane production in paddy soil by adding potassium acetate.

(A) The methane produced by adding acetic acid (HOAc) or potassium acetate (KOAc) was compared 7 and 14 days after treatment 
in the paddy soil. (B) Methane was measured every 7 days after the addition of 1% or 5% potassium acetate. All measurements were 
repeated four times, and the average values are displayed. Error bars indicate the standard deviation.

Fig. 2. Comparison of methane production from the soil activated with potassium acetate.

Non-treated paddy soil (FS), the activation soil (AS) treated with potassium acetate (KOAc), and the soil treated solely with KOAc 
were subjected to assessment for methane production activity. The activation soil was prepared by adding 1% of KOAc into the 
paddy soil and incubate for 3 weeks. Each measurement was conducted in four times, and the mean value was displayed in the 
chart. Error bars indicate the standard deviation (SD) of the measurements.

(A) (B)
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이용한 메탄 발생 촉진 방법은 메탄을 바이오가스로 활용하는 혐기 발효 산업에서 유기물들을 빠르게 메탄으로 전환하기 위한 

방법으로 활용될 수 있다. 또한 acetoclastic 경로를 통한 메탄 생성은 혐기성 환경에서 발생하는 메탄의 80%를 차지할 만큼 

큰 영향력이 있는 메탄 발생 경로로써 이를 특이적으로 제어하기 위한 방법 개발을 위해 아세트산 칼륨을 적용해 볼 수 있다.

아세트산 칼륨에 의한 메탄 발생 고세균 군집 변화 분석

아세트산 칼륨을 첨가한 전남대학교 내 시험포장 논 토양에서 고세균의 군집 변화를 확인하기 위하여 아세트산 칼륨 첨가 

토양과 AS 토양에서 메탄 발생 고세균의 군집을 분석하였다. 메탄 발생 박테리아 분석을 위하여 mcrA 유전자의 염기서열 분석 
결과 아세트산 칼륨 첨가 후 분류되지 않는 Archaeon이 주로 증가한 것으로 분석되었다(Fig. 3A). Archaeon 군은 아세트산 칼륨을 

첨가하지 않은 토양에 비해 약 1.7배 증가하였고 AS 토양에서도 약 30% 증가한 것으로 나타났다. 반면 Methanogenic 균과 soil 

bacteria 군은 아세트산 칼륨 첨가 후 50% 수준으로 감소한 것으로 나타났으며 AS 토양에서는 대체로 균체 수가 회복되었다(Fig. 
3A). 이러한 결과는 Archaeon 군집에는 acetoclastic 경로를 이용해 메탄을 발생시킬 수 있는 고세균이 포함되어 있는 것으로 

해당 논 토양에서 아세트산 칼륨 첨가로 발생하는 메탄의 생성에 Archaeon이 역할하고 있음을 의미한다. 한편 acetoclastic 경로를 

이용하는 것으로 알려진 메탄 생성 군집인 Methanosarcinaceae와 Methanosaetaceae의 경우 실험 토양에서는 매우 적은 균체 

수를 나타내어 유의미한 분석이 어려웠다. 이러한 결과는 기존에 알려진 acetoclastic 경로 활용 메탄 생성균 외에 다른 종류의 

고세균이 분석된 논 토양의 주요 메탄 발생균으로 역할하고 있음을 보여준다[24,25]. 군집분석에 사용된 시료의 유사성을 분석하

기 위해 Bray-Curtis 방법으로 PCoA 분석을 실시하였고 무처리 논 토양과 아세트산 칼륨 처리 토양은 서로 다른 집단으로 명확히 
구별되었으며 AS 토양은 무처리군과 아세트산 칼륨 처리 토양의 중간적 성질에 위치하여 유의한 군집분석이 이뤄졌음을 보여주

었다(Fig. 3B).

전라도 지역 논 토양의 아세트산 활용 메탄 발생 활성 확인

아세트산 칼륨을 활용한 수소이온 공급이 제한된 조건에서 메탄 발생량의 차이를 지역별로 확인하기 위하여 전북과 전남의 

논 토양을 채집하여 토양의 메탄 발생균 군집을 분석하고 메탄 발생량을 측정하였다(Fig. 4). 메탄 발생균 군집분석에서 전남지역 
세 곳 해남군1, 해남군2, 강진군은 전북지역 세 곳 김제시, 익산시, 완주군에 비해 매우 높은 균체 수의 Archaeon이 검출되었다

Fig. 3. Methanogen analysis activated by potassium acetate.

(A) To predict the methane generation pathway, the distribution of methanogen archaea in soil treated with potassium acetate 
(KOAc) and activated soil (AS) was compared with non-treated paddy soil (Soil). The population of methanogens, including various
Archaea, was indicated by the count numbers detected through NGS sequencing of the mcrA gene. The error bar represents the 
standard deviation of duplicate sequencing results. (B) The similarity between samples in the metagenome analysis results was 
calculated using PCoA analysis and visualized as a distance matrix.
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(Fig. 4B). 해남군 두 지역은 methanogenic 군집에서도 상대적으로 높은 균체수를 나타내었고 해남군2와 강진군에서 Methano-
sarcinaceae와 Bacterium 군집의 균체 수가 상대적으로 높게 측정되었다. 전북지역 김제시는 methanogenic 군에서 익산시는 

Methanomassilicoccales 군에서 다소 높은 균체 수를 가지는 것으로 분석되었다. 한편 해당 지역에서 메탄 발생량을 측정한 결과 

전북지역 세 곳 김제시(0.6 ppm), 익산시(0.8 ppm), 완주군(3.0 ppm)은 대체로 전남지역인 해남군(7.0 ppm, 3.0 ppm), 강진군(1.7 

ppm)에 비해 상대적으로 낮은 메탄 발생량을 나타냈으며(Fig. 4C), 아세트산 칼륨을 첨가했을 때 메탄 발생량은 더욱 큰 차이를 

나타내어 완주군(12 ppm), 익산시(67 ppm), 김제시(34 ppm)에 비해 해남군1(2100 ppm), 해남군2(130 ppm), 강진군(140 ppm) 
등 전남지역 논 토양에서 아세트산 칼륨에 대한 높은 메탄 발생 반응성을 관찰할 수 있었다(Fig. 4D). 전남지역 토양에서 대체로 

높은 Archaeon 균체 수가 발견되고 이 지역의 토양에서 아세트산 칼륨에 대한 높은 메탄 전환 활성이 관찰되는 결과는 전남대학

교 시험포장 토양을 이용한 아세트산 칼륨 첨가로 증가하는 Archaeon 균체 수 결과와 일치하는 것으로 생각된다(Figs. 3A, 4B∼

4D). 추가적으로 해남군1 지점의 경우 아세트산 칼륨 첨가 후 메탄 발생량이 폭발적으로 증가한 것을 볼 수 있는데 이는 해당 

지점의 토양이 Archaeon 군과 methanogenic 군 모두에서 가장 높은 수준의 균체 수를 나타내기 때문으로 생각된다. 단지 해남군2

Fig. 4. Comparison of methane production in the various region of paddy soils.

(A) The paddy soil sampling area is indicated on the map of the southern region of South Korea, which is a major rice cropping area. 
(B) The distribution and abundance of methanogenic archaea in the sampling area were compared. (C) The amount of methane 
generated from the paddy soils sampled regionally was compared. (D) The comparison of methane production was conducted after 
adding 1% of potassium acetate to the regional paddy soils. The collected soils were incubated for 14 days in gas-tight serum 
bottles, and the methane concentration in the headspace of the bottles was measured. All measurements were repeated five times, 
and the average values are reported. The error bars represent the standard deviation of the measurements.
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와 강진군의 토양은 비슷한 수준의 아세트산 칼륨에 대한 메탄 전환 활성을 나타내지만(Fig. 4D) Archaeon 균체 수에서 해남군2 
지점이 강진군 지점에 비해 낮게 측정되는데(Fig. 4B) 이러한 결과는 Archaeon 군집 내의 고세균 종에 따라 메탄 생성 효율이 

다소 상이하게 나타날 수 있음을 예측케 하며 이를 확인하기 위한 추가 연구가 요구된다.

본 연구에서는 아세트산 칼륨의 논 토양에서의 메탄 발생 촉진 효과를 검증하였다. 아세트산 칼륨은 아세트산과 유사하게 

메탄 발생을 촉진시킬 수 있으나 메탄 발생 활성 면에서 다소 느린 전환 활성을 보이는데 이는 아세트산과 달리 아세트산 칼륨이 

수소이온의 공급이 제한되기 때문으로 해석하였다. 아세트산 칼륨은 아세트산과 마찬가지로 acetoclastic 경로를 통한 메탄 기질

로 사용될 수 있으므로 아세트산 칼륨을 활용해 토양 내에서 주로 acetoclastic 경로를 이용해 메탄을 발생시키는 박테리아 군집을 
예측하였다. 아세트산 칼륨은 메탄 생성 고세균 중에서도 Archaeon 군집을 특히 발달시켰고, 한국 전라도 지역의 논 토양에서 

Archaeon 군집이 특히 발달한 전남지역의 세 지점의 토양에서 아세트산 칼륨에 대한 높은 메탄 생산율을 확인하였다. 이와 

같은 결과는 지역 토양의 미생물 환경에 대한 이해를 높일 수 있는 데이터를 제공한다.
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