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ABSTRACT

Cholesterol-loweringeffectoflacticacidbacteria

isolatedfrom Kimchi

Choi,EunA

Advisor:Prof.Chang,HaeChoon,Ph.D.

DepartmentofFoodandNutrition,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Probioticspotentialpropertiesoflacticacidbacteriaisolatedfrom kimchi.The

isolatedfourstrainswereidentifiedbyexamingtheirmorphologicalandmetabolic

propertiesand16S rRNA genesequences.They wereidentifiedasLactobacillus

plantarum EM,Lactobacillus plantarum HD1,Lactobacillus plantarum NO1,and

LeuconostockimchiiGJ2.Growthoftheisolatedstrainswasmeasuredat30℃ and

37℃ for48h.Theprobioticpotentialpropertiesoflacticacidbacteriainvestigated

include antibiotic resistance,acid and bile tolerance,enzymatic activities and

cholesterolassimilation ability.Antibiotic susceptibility tests indicated thatfour

isolates were sensitive to ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin,

streptomycin,erythromycin,clindamycin,tetracyclineand chloramphenichol,which

were included in the European Food Safety Authority.To obtain antibiotic

susceptibilitiesoflacticacidbacteria,minimum inhibitoryconcentration(MIC)of8

antibioticsfor4LAB isolatesfrom Kimchiweredetermined.Fourstrainswere

highlyresistanttoacid,simulatedgastricjuice,andbilesalt.Theenzymeprofiling

isanimportantfactorforselectionofstrains.WhenexaminedbyAPI-ZYM kit,β

-glucuronidasewasnotproducedbyLb.plantarum EM,HD1,Leu.kimchiiGJ2.

Theabilityofcholesterol-bindingappearedtobegrowthandstrainspecific.The

isolatedLAB strainswereabletoassimilatecholesterolatvaryinglevelsranging



- IX -

from 76.2to 96.4% at30℃ and from 72.4to95.1% at37℃ in MRS medium

supplemented with oxgall.Additionally,theisolated LAB showed thecholesterol

assimilationcapabilityfrom 50.3to98.4% at30℃ andfrom 23.8to97.9% at37℃ in

MRS medium supplementedwithtaurodeoxycholicacid.Thefourstrainsshowed

stillhighcholesterolassimilationabilitywithdeadcellstage.cholesterolassimilation

abilitywiththegrowingcellanddeadcellwereconfirmedbyscanningelectron

microscopyobservation.SEM showedthatcholesterolwasadheredtothecellular

surfaceofthelacticacidbacteriacells.Inconclusion,theseresultssuggestthatthe

Lactobacillusplantarum EM potentiallyprobioticfunctionalstrain.
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제 1 장 서 론

현대의 급속한 성장과 더불어 현대인들은 신체활동이 감소하고,식생활의 서구화에

따른 고지방,고당질 가공식품 및 동물성 식품 소비가 크게 증가하면서,고혈압,당뇨

병,비만,고지혈증,악성 종양,동맥경화증 등 각종 생활습관 질환의 발병률이 증가하

여 건강에 위협을 받고 있다.특히 과량의 지방과 콜레스테롤의 섭취는 혈관에 침착하

여 동맥이 막히거나,혈액이 공급되지 않는 심혈관계 질환을 일으키는 주요위험요인이

라고 잘 알려져 있다(28).물론 콜레스테롤은 고등동물의 세포 성분으로 인지질과 함께

세포의 막을 구성하는 주요성분으로 막 구조나 기능에 큰 역할을 하며,생체 내에서

출발물질로 하여 비타민 D,테스토스테론·프로게스테론과 같은 성호르몬,부신피질호

르몬,담즙산 합성 등에 작용하며 지질 대사에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다.그러나,WHO는 2030년,세계 23.3million이상의 인구가 죽음의 원인이 심혈관

질환일 것으로 예측하며,2008년 17.3million의 인구가 심혈관 질환으로 사망하였다고

발표하였다(3).또한 저소득 및 중산층의 나라에서 심혈관 질환으로 인한 죽음이 80%

이상으로 남성과 여성이 거의 동등한 비율로 발생하였으며,혈액 지질 특성을 가지고

있는 사람에 비해,고 콜레스테롤 혈증이 있는 사람에게서 심장발작이 세배 높다고 발

표하였다(3).

한국인을 위한 “바람직한(desirable)총 콜레스테롤”수치는 200mg/dL미만이며,200

∼239mg/dL은 “경계수준(borderline-high)”,그리고 240mg/dL이상은 “고 콜레스테롤

혈증(high)”이라고 정의한다.또한 미국 NCEP (National CholesterolEducation

Program)가 설정한 혈장 콜레스테롤 수준과 Coronaryheartdisease의 위험율은 LDL

콜레스테롤은 100mg/dL미만이면 “적절한 수준(optimal)”이며 100∼129mg/dL이면

“적정수준에 근접하였거나 조금 상위하는 수준(nearoptimal/aboveoptimal)”,130∼159

mg/dL이면 “경계위험수준(borderlinehigh)”,160∼189mg/dL이면 “고위험수준(high)”,

그리고 190mg/dL이상이면 “매우 고위험 수준(veryhigh)”으로 규정한다(9).

정상인의 1일 콜레스테롤의 섭취량이 약 400∼500mg일 경우 일반적으로 식이 콜레

스테롤은 약 60∼80%가 흡수된다.식이 콜레스테롤을 40∼2,000mg섭취하는 경우,평

균 30∼40%가 흡수된다고 보고된 바도 있다(52).한편,제한된 콜레스테롤의 흡수율에

따라 흡수되지 않은 식이 콜레스테롤은 콜레스테롤 형태 내지 대장과 직장의 박테리아

효소반응에 의한 대사산물로 배설된다.식이 지방의 소화흡수과정에 필수적인 담즙은
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하루 그 분비량이 800∼1,200mg이며,담즙을 구성하는 주요성분은 담즙산이 92%,

담즙산염이 6% 유리 콜레스테롤이 0.3%이며 그 외 소량의 인지질,유리지방산 및 빌

리루빈을 포함한다.

콜레스테롤 수치가 1mg/dL이 상승할 때 마다 심장병 발생위험이 2∼3% 증가되는

것으로 보고되었다(36).이러한 심혈관계 질환을 지닌 환자들은 혈중 콜레스테롤 수치

를 낮추기 위해 약물들을 복용하는데,약물의 콜레스테롤 조절 작용 유형으로는 소장

콜레스테롤 가수 분해 및 에스테르화 효소 활성도 저해를 이용한 장내 콜레스테롤 흡

수조절(1),장내 흡수 차단제(sequestrant)로 작용하여 스테롤 배설 촉진을 이용한 콜레

스테롤과 담즙산 배설 조절(40),HMG-CoA reductase저해로 인한 콜레스테롤 생합성

조절,간의 VLDL합성 관련 효소 저해(21),lipoproteinlipase활성화작용에 의한 혈중

VLDL합성/분해조절,기타 알려지지 않은 작용으로 항산화영양소(비타민 E)의 조절작

용으로 콜레스테롤 수치를 낮추는 유형의 약물이다(61).그러나 이러한 약물들을 장기

복용 시 심각한 간 손상 및 기능 저하,관절 근육통,변비 및 설사,오심 등의 부작용

을 초래한다.따라서 부작용이 없는 혈중 콜레스테롤수치를 낮추기 위한 목적으로 각

국에서 식이요법과 함께 사용될 각종 기능성 식품 및 고지혈증 개선용 식이보충제의

합성에 주력하고 있는 상황이다.

김치는 한국의 대표적인 채소 발효 식품으로 무,배추,오이,열무 등을 주원료로 하

여 이를 소금에 절인 후 고추,파,마늘,생강,젓갈 등의 양념을 혼합하여 발효시킨 식

품이며 원료와 미생물의 작용으로 유래되는 성분이 조화되어 고유한 풍미를 가진다(5,

23,45).김치 발효과정에 관여하는 유산균의 효능은 프로바이오틱(Probiotics)으로서

다양한 방면에서 연구되어 일차적인 기능으로 장내 균총의 균형 유지(13),세균성 식중

독의 억제(41,57),장내 상피 세포 보호(38),독성 물질의 흡수 저해(49),정장작용 외

에 변비 및 설사의 개선(25,60),혈압의 저하(62),혈중 콜레스테롤 저하,항암 ·항알

레르기(17,44)효과 Helicobacterpylori억제작용 등 그 효능이 입증되고 있다.

프로바이오틱이란 “장내 미생물 균형을 증진시킴으로써 숙주동물에 유익한 효과를

주는 살아 있는 미생물 제제”로 정의하였다(50).현재 프로바이오틱으로 이용되고 있는

미생물은 Lactobacillus spp.,Bifidobacterium spp.,Streptococcus thermophilus,

Pediococcus pentosaceus, Bacillus spp., Enterococcus faecalis, Enterococcus

faecium 등의 세균 및 Saccharomyces같은 효모가 있다(14).

유산균에 관한 유익한 건강효과 중 혈중 콜레스테롤 함량을 저하시키는 작용은 결

합 담즙산의 분해에 따른 담즙산 재흡수 억제,장내 콜레스테롤의 흡수 억제,콜레스테
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롤의 동화(assimilation)(48),콜레스테롤의 유산균 세포벽 흡착(32),탈결합 담즙산과

콜레스테롤의 침전(33)유산균의 성장과 세포막의 콜레스테롤 포합(35),coprostanol로

의 콜레스테롤 전환(34)등의 기작으로 설명된다.그러나,유산균에 의한 혈중 콜레스

테롤 저하 기작은 아직까지도 명확하게 밝혀지지 않고 있으며,이 중에서도 콜레스테

롤의 유산균 세포막 흡착 및 담즙산 분해효소(bilesalthydrolase,BSH)(27)에 따른 기

작에 의한 콜레스테롤 저하 가능성이 높은 비율을 차지하고 있다.세포막 흡착에 관한

기전은 배지 내에 존재하는 콜레스테롤 수준이 유산균의 성장과 함께 감소하고,이는

유산균이 콜레스테롤을 세포막에 부착시켜 배출됨에 의한다고 설명되어진다(15).또한,

콜레스테롤 배지 내 유산균의 세포막 탄성이 증가하는 것은 유산균의 콜레스테롤 세포

막 부착설(assimilation)에 의한다고 보고되어 유산균에 의한 콜레스테롤 저하효과 가

능성을 높여 주었다(42).콜레스테롤의 접합 능력은 세포벽의 아미노산을 함유한

peptidoglycans의 화학적,구조적 성질에 의해 영향을 받는다고 연구되었다(18).반면

담즙산 분해효소에 의한 저하기작은 유산균이 결합 담즙산의 분해를 도와 소장에서의

담즙산 재흡수 억제를 통해 담즙산 전구체인 콜레스테롤을 이용을 증가시켜 혈중 콜레

스테롤 농도가 낮아진다는 것이다.탈결합 담즙산은 지방의 가용성화와 흡수에 있어서

결합담즙산과 같은 기능을 하지 못하며,체내 일정 농도 유지를 위해 지속적으로 담즙

산으로 변환시킴으로서 콜레스테롤 합성을 조절하여 농도를 낮춘다고 설명하였다(37).

담즙염의 탈결합 활성은 균체 생육의 기하증식기 말기에 가장 높으며 이 때 콜레스테

롤 분해능력이 가장 높다고 발표하였다(7,8,19,56).

따라서,본 연구에서는 최근 식생활의 서구화에 따른 심혈관계 질환의 발병률 증가

로 콜레스테롤 수치를 낮추는 약물들을 복용하는데 장기복용 시 심각한 부작용을 초래

하므로 이 문제점을 극복하기위한 방안으로서,전통발효식품인 김치로부터 분리된 유

산균을 이용하여 기능성 식품 및 고지혈증 개선용 식이보충제로서의 가능성을 제시하

고자 하였다.김치로부터 분리된 4종의 유산균을 이용하여 probiotics제제로 사용되기

위해 항생제 내성특성을 통해 안전성을 확인하고,위산에 기인되는 산에 대한 내성 및

인공위액 저항성,담즙에 견뎌 장내에 도달할 수 있는 생존능력,유해효소 활성 보유

여부로 분리균주의 기능성을 탐색하였다.또한,invitro조건 하에서 BSH (bilesalt

hydrolase)의 활성 및 콜레스테롤 동화능(assimilation)측정,SEM (scanningelectron

microscopy)을 이용한 유산균 세포표면의 관찰을 통해 콜레스테롤 저하기작을 유추하

여 보고자 하였다.
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제 2장 실험재료 및 방법

제 1절 콜레스테롤 저하 균주의 분리 ·동정 및 특성규명

1.콜레스테롤 저하 균주의 분리

콜레스테롤 저하 균주를 분리하기 위하여 다양한 김치로부터 분리된 김치 유산균 50

종을 수집 한 후,선별 단계로 김치 유산균 50종을 0.5%(w/v)sodium saltof

taurodeoxycholicacid (TDCA,Sigma,Deisenhofen,Germany)과 0.1 g/L water-

solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배지에 분리균

주를 1%(v/v)접종하여 37℃에서 24시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,USA)한 후,원심

분리(9,950×g,5min,4℃)하여 얻어진 상등액 1mL에 2mL의 50% (w/v)KOH를

반응시켜 탁도 및 600nm (Ultrospec2100pro,Amersham Biosciences,Uppsala,

Sweden)에서 흡광도를 측정하여 대조구보다 낮은 수치를 가진 균주를 1차 선별하였

다.대조구로는 균주를 첨가하지 않은 0.5% (w/v)sodium saltoftaurodeoxycholic

acid (TDCA,Sigma Deisenhofen,Germany)와 0.1 g/L water-solublecholesterol

(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배지를 원심분리(9,950×g,5min)

하여 얻어진 상등액 1mL에 2mL의 50% (w/v)KOH를 반응시켜 측정하였다.

1차로 선별된 김치 유산균 13종 중 담즙산 분해효소를 생성하는 김치 유산균을 선별

하기 위해 0.5% (w/v) sodium salt of taurodeoxycholic acid (TDCA,Sigma

Deisenhofen,Germany)와 0.37g/LCaCl2(Sigma,USA)이 포함된 MRS고체배지 위

에 김치 유산균 13종 10μL를 떨어뜨린 후 37℃에서 48시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,

USA)하여 담즙산 분해효소를 생성하는 균주 4종을 2차 선별하였다(10).
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2.분리 균주의 동정 및 특성규명

가.사용균주 및 배지

실험에 사용한 균주는 본 실험실에서 분리된 4종의 균주와 AmericanTypeCulture

Collections(ATCC,Rockville,MD,USA)로부터 구입한 2종으로 Table1와 같다.모

든 균주는 DeManRogosaSharpe(MRS;Difco,Laboratories,USA)액체배지에 배

양한 후 대수기에 있는 배양액에 glycerol이 25% (v/v)가 되게 첨가하여 -70℃에서 저

장하였다.5종의 균주는 5mLMRS액체배지에 1% (v/v)접종하여 30℃에서 24시간

배양한 후 계대하여 사용하였고,LactobacillusacidophilusATCC 43121는 5 mL

MRS액체배지에 접종하여 37℃에서 24시간 배양한 후 계대하여 사용하였다.

나.분리 균주의 동정

콜레스테롤 저하능을 나타내는 분리균주의 동정을 위하여 일차적으로 형태학적,생

화학적 특성을 조사하였다.그람 염색 및 현미경 관찰과 API50 CHL system

(BioMerieux,MarcyIEtoile,France)을 이용하여 당 발효능을 조사한 후에 균주동정

프로그램 (http://apiweb.biomerieux.com)을 이용하여 균주를 동정하였다.최종적인 동

정을 위하여 분리균주의 16SrRNA 염기서열을 결정하여 알려진 균주들과 비교하였

다.분리균주의 16SribosomalRNA sequencing은 다음과 같은 방법으로 수행하였다.

분리균주의 ChromosomalDNA를 DNeasyQIAGEN blood& tissuekit를 이용하여

분리한 후, 16S rRNA sequencing은 27F(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′),

1492R(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) primer를 이용하여 PCR (DNA

EngineDyadDual-Baythermalcycyler,BIO-RAD)을 진행 한 후,inter-primer인

518F(5′-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3′),800R(5′-TACCAGGGTATCTAATCC-3′)

primer를 이용하여 염기서열을 분석하였다.염기서열의 상동성 검사는 GenBank

database에 등록된 정보를 대상으로 실행하였다.sequencealignment는 CLUSTERW

알고리즘으로 정렬한 후 MEGA 5.05program으로 neighbor-joiningtree에 의해 계통

도를 작성하여 유전적 유사성을 확인하였다.
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다.온도에 따른 일반 생육도

김치로부터 분리된 유산균 4종 Lactobacillus plantarum EM, Lactobacillus

plantarum HD1,Lactobacillus plantarum NO1,Leuconostoc.kimchii GJ2 및

LactobacillusacidophillusATCC 43121,LactobacillusrhamnosusGG ATCC 53103

총 6종의 온도에 따른 일반 생육도를 확인하였다.MRS액체배지 5mL에 유산균주를

1% (v/v)접종하여 30℃와 37℃에서 24시간 전배양한 후,MRS액체배지 5mL에 전

배양액을 1% (v/v)접종하여 4시간 간격으로 30℃와 37℃에서 0∼48시간 동안 정치배

양하면서 흡광도 (Ultrospec2100pro,Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)600

nm에서 측정하였다.



- 7 -

No. Strains Medium
Incubation

temp.(℃)
Reference

1 Lb.plantarum EM MRS 30℃ Thislab

2 Lb.plantarum HD1 MRS 30℃ Thislab

3 Lb.plantarum NO1 MRS 30℃ (30)

4 Lb.sakeiDC1 MRS 30℃ Thislab

5 Leu.kimchiiGJ2 MRS 30℃ (22)

6 Lb.acidophillusATCC43121 MRS 37℃ (15)

7 Lb.rhamnosusGGATCC53103 MRS 30℃ (55)

Table1.Listoflacticacidbacteria(LAB)usedintheexperiment
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제 2절 분리 균주의 안전성 확인

1.항생제 감수성

김치로부터 분리된 4종의 유산균 항생제 감수성 측정은 액체 배지 희석법(Broth

microdilutionmethod)을 이용하여 측정하였다(12).실험에 사용된 항생제는 총 8종으

로 ampicillin(Sigma,SaintLouis,USA),gentamicin(Sigma,SaintLouis,USA),

kanamycin(Sigma,SaintLouis,USA),streptomycin(Sigma,SaintLouis,USA),

erythromycin(Sigma,SaintLouis,USA),clindamycin(Sigma,SaintLouis,USA),

tetracycline(Sigma,SaintLouis,USA),chloramphenicol(Sigma,SaintLouis,USA)

이며,이들 항생제는 규정된 용매에 녹인 후 사용하였다.항생제 감수성을 측정하기 위

한 배지는 0.5% dextrose를 첨가한 Muller-Hinton(MH,BectonDickson,USA)액체

배지에 항생제를 각 농도별로 조정하여 첨가하였다.항생제의 최소 생육저해 농도

(minimum inhibitoryconcentration,MIC)를 측정하기 위해 4종의 유산균은 MRS액체

배지에 1% (v/v)접종하여 30℃에서 24시간 배양한 후 배양액을 원심분리(9,950×g,4

min)하여 균체를 회수한 후 0.5% Dextrose가 함유된 Muller-Hinton(MH)broth에 현

탁하여 OD600=0.4∼0.5가 되도록 한 후 현탁액을 MH 액체배지에 1:10희석하고,

항생제를 단계별로 희석하여 준비한 배지에 균주의 현탁액을 넣어준 후 혐기적인 조건

하에 30℃에서 12시간동안 배양하였다.감수성 여부는 탁도 및 600nm (Ultrospec

2100pro,Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)에서 흡광도를 측정하여 생육도를

확인하였다.탁도 및 생육도의 대조구로는 항생제를 첨가하지 않은 MH 액체배지에서

배양된 4종의 균주를 사용하였다.각각의 균주에 대한 감수성 해석은 EuropeanFood

safetyAuthority(EFSA,2008)(11)를 참고하여 각각의 항생제가 첨가된 배지에서 균

주가 증식하지 않는 최소 농도로 최소 생육저해 농도(minimum inhibitory

concentration,MIC)를 결정하였다.
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제 3절 분리 균주의 기능성 확인

1.내산성 및 인공위액 저항성 측정

분리균주의 산 저항성 실험으로 단순 산성 pH에 대한 내성 측정은 1.0N HCl을 사

용하여 pH 2.5으로 조정한 phosphate-bufferedsaline(PBS,pH 2.5;Hyclone,Logan,

UT,USA)에서 시행하였다.인공위액에서의 저항성은 체내 소화관 조건과 유사한 환

경에서 측정하기 위하여 인공위액을 조제하여 실시하였다.인공위액의 조제는 Santini

(53)과 Lian(29)의 방법을 일부 변형하여 1.0N HCl을 사용하여 pH 2.5으로 조정한

0.5% salinebuffer에 pepsin(Sigma,Co.,USA)이 3mg/mL가 되도록 첨가하여 조제

하였다.

김치로부터 분리된 4종의 균주 및 대조균주로 쓰인 Lb.rhamnosusGGATCC53103

을 MRS액체배지에 1% (v/v)접종하여 30℃에서 24시간 배양하였고,Lb.acidophilus

ATCC43121의 경우 MRS액체배지에 1%(v/v)접종하여 37℃에서 24시간 배양 한 후

원심분리(9,950×g,5min)하여 상등액을 제거하고 8.2∼9.6logCFU/mL의 균체를 회

수한 다음 pH 2.5으로 조정한 1mL의 phosphate-bufferedsaline용액과 인공위액을

첨가하여 37℃에서 1시간 배양하였다.1시간 배양 후 phosphate-bufferedsaline용액

과 인공위액으로 처리된 유산균을 MRS액체배지에 재 현탁 시킨 후 멸균수로 10배씩

순차적으로 희석하고,MRS고체 배지에 100μL도말하여 30℃에서 48시간 배양 하였

다.Lb.acidophilusATCC 43121의 경우는 37℃에서 48시간 배양 한 후 형성된

colony의 수를 측정하였고,내산성과 인공위액에 대한 저항성을 생균수를 계수하여 생

존율을 측정하였다.생균수는 3회 반복 실험 한 후 평균값을 사용하였다.내산성 및 인

공위액 처리 한 실험구와 대조구는 내산성과 인공위액을 처리하지 않은 것으로 하였

다.
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2.인공담즙 저항성

인공담즙 저항성 실험은 Santini(53)과 Lian(31)의 방법을 일부 변형하여 사용하였다.

인공담즙은 PBS(pH 8.0)에 oxgall(Sigma,Co.,USA)을 0.3% (w/v)가 되도록 첨가하

여 시행하였다.

김치로부터 분리된 4종의 균주 및 대조균주로 쓰인 Lb.rhamnosusGG ATCC

53103을 MRS 액체배지에 1%(v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 배양하였고,Lb.

acidophilusATCC43121의 경우 MRS액체배지에 1% (v/v)접종하여 37℃에서 24시

간 배양 한 후 원심분리(9,950 ×g,5 min)하여 상등액을 제거하고 8.2∼9.6 log

CFU/mL의 균체를 회수한 다음 pH 8.0으로 조정한 1mL의 0.3% oxgall용액에 첨가

하여 37℃에서 3시간 배양하였다.3시간 배양 후 pH 8.0의 0.3% oxgall용액에 처리된

유산균을 MRS액체배지에 재 현탁 시킨 후 멸균수로 10배씩 10
1
∼10

7
까지 순차적으로

희석하고 MRS 고체 배지에 100 μL 도말하여 30℃에서 48시간 배양 하였다.Lb.

acidophilusATCC43121의 경우는 37℃에서 48시간 배양 한 후 형성된 colony의 수를

측정하여 인공담즙에 대한 저항성을 확인 하였다.생균수는 3회 반복 실험 한 후 평균

값을 사용하였다.인공담즙 처리 한 실험구와 대조구는 인공담즙을 처리하지 않은 것

으로 하였다.

3.효소 활성 측정

분리균주의 효소 활성을 측정하기 위해 APIZYM kit(BioMerieux,France)를 사용

하였다.실험을 위해 먼저 김치로부터 분리된 4종의 유산균은 MRS 액체배지에

1%(v/v)접종하여 30℃에서 24시간 배양한 후 배양액을 원심분리 (9,950×g,4min,

4℃)하여 상징액을 제거하고 균체를 회수한 후,멸균수에 균을 풀어 현탁액을 준비하

였다.현탁액 500 μL를 5mL suspension medium에 풀어준 후 5∼6McFarland

(BioMerieux,France)로 탁도를 맞추었다.Incubationbox를 준비하고 멸균수를 tray에

부어 수분을 유지하도록 한 후 스트립을 tray에 올려 준비하고 희석한 유산균을 API

ZYM kit의 각 cupule에 65μL씩 분주한 뒤,접종된 스트립은 밝은 빛에 노출시키지

않고 37℃에서 4시간 동안 배양하였다.표면활성 증가와 용해를 돕기 위한 ZYM-A

(BioMerieux)와 ZYM-B (BioMerieux)시약을 각 각의 cupule에 한 방울씩 떨어뜨린
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후 밝은 곳에서 약 5분간 반응시킨 후 색의 변화정도를 관찰하여 효소활성을 측정하였

다.색의 변화 정도에 따라 0∼5까지의 값으로 표시할 수 있으며,0(=0namomoles)은

음성반응,5(≥40namomoles)는 최대 강도의 반응이고 4,3,2,1은 각각 30,20,10,5

nM의 중간 값을 나타내며,3이상이면 양성으로 판정하였다.

4.콜레스테롤 동화능 및 특성규명

가.균주 및 배지

콜레스테롤 동화능 및 콜레스테롤 배지 조성물에 따른 온도별 생육도와 Scanning

Electron Microscopy (SEM,주사전자현미경)에 사용된 배지는 De Man Rogosa

Sharpe(MRS;Difco,Laboratories,USA)와 0.5% (w/v)oxgall(Sigma,Germany)과

0.1g/L watersolublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 배지와

0.5% (w/v)sodium saltoftaurodeoxycholic acid (TDCA,Sigma,Deisenhofen,

Germany)와 0.1g/Lwatersolublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가

된 배지에 2차 계대배양 하여 실험하였다.

나.콜레스테롤 배지 조성물에 따른 온도별 생육도

배지의 조성물에 따른 온도별 유산균주의 성장과 콜레스테롤 저하능에 미치는 영향

을 조사하기 위하여,MRS액체배지 5mL에 유산균주를 1% (v/v)접종하여 30℃와

37℃에서 24시간 전 배양한 후 0.5% (w/v)oxgall(Sigma,Germany)과 0.1g/L

water-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS 액체배지에

분리 유산균 전 배양액을 1% (v/v)접종하여 24시간 간격으로 48시간까지 30℃ 및 3

7℃에서 정치배양하고,0.5% (w/v)sodium saltoftaurodeoxycholicacid(TDCA,

Sigma Deisenhofen, Germany)와 0.1 g/L water-soluble cholesterol (Sigma,

Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배지에 전 배양액을 1% (v/v)접종하여 24시

간 간격으로 48시간까지 30℃ 및 37℃에서 정치배양하면서 흡광도 (Ultrospec2100

pro,Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)600nm에서 측정하였다.
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다.콜레스테롤 동화능

(1)Standardcurvegraph

콜레스테롤 동화능 정도를 측정하기 위해 RudelandMorris(Figure1)의 방법을 일

부 변형한 O-phthalaldehyde정색반응을 이용하여 standardcurvegraph를 작성하였

다.SWIFTⅡ Quantificationprogram을 이용하여 콜레스테롤 동화능의 정색반응 최대 흡

수 파장인 550nm로 UV를 설정하고 0.5% oxgall(Sigma,Germany)및 0.5% sodium

saltoftaurodeoxycholicacid(TDCA,Sigma,Deisenhofen,Germany)와 각 각의 0.0,

0.1,0.2,0.3,0.5,0.7,0.9,1.0 g/L water-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,

Germany)에 해당하는 농도로 준비하여,최대 5지점의 농도를 설정한 후,cholesterol

assimilationassay를 진행한 농도별 sample을 연속적으로 흡광도(Ultrospec2100pro,

Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)550 nm에서 측정하여 standard curve

graph를 작성하였다.

(2)Growingcell의 콜레스테롤 동화능

콜레스테롤 동화능 실험은 RudelandMorris(51)의 방법을 일부 변형하여 사용하였

다.계대 배양한 김치 유산균 4종 및 대조균주 2종을 0.5% (w/v)oxgall(Sigma,

Germany)과 0.1g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가

된 MRS 액체배지와 0.5% (w/v)sodium saltoftaurodeoxycholic acid (TDCA,

Sigma Deisenhofen, Germany)와 0.1 g/L water soluble cholesterol (Sigma,

Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배지를 이용하여 30℃,37℃에서 24시간,48

시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,USA)한 후,원심분리(9,950×g,5min,4℃)하여 얻어

진 상등액 1mL에 2mL의 50% (w/v)KOH와 3mL의 95% (v/v)ethanol을 첨가한

후 1분간 잘 혼합하고 60℃의 수욕조에서 10분간 유지한다.이 것을 차가운 흐르는 물

에 냉각시킨 후 5mL의 hexane을 첨가하여 잘 혼합하고 1mL의 증류수를 첨가하여

재 현탁시킨 후,층 분리를 위해 상온에 10분간 방치한다.분리된 상층의 hexane층 3

mL를 깨끗한 시험관에 옮긴 후 60℃의 수욕조 상에서 질소가스로 농축시킨다.농축시

킨 시료에 4mLO-phthaladehydereagent(0.5mgO-phthalaldehyde/glacialacetic



- 13 -

acid1mL,Sigma-Aldrich)를 첨가하여 잘 혼합한 후,상온에서 10분 간 방치한 다음

2mL의 진한 황산을 천천히 첨가하여 잘 섞어주고 10분 후 흡광도(Ultrospec2100

pro,Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)550nm에서 측정한다.
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sampling(anaerobicincubation)

↓

cellremove,centrifugation

↓

1mLAliquot+2mL50% (w/v)KOH+3mL95% (v/v)absoluteethanol

↓ vortexing

heated60℃ 10min(waterbath)→ aftercooling(coldrunningwater)

↓

5mLhexane

↓ vortexing

1mLdistilledwater

↓ vortexing

forphaseseparation

(room temperature,10min)

↓

3mLhexanelayertocleantesttube

↓

evaporatedundernitrogengasin60℃ waterbath

↓

4mLfreshlypreparedO-phthalaldehyderegenttodissolve

(※ 0.5mgO-phthalaldehydepermLofglacialaceticacid)

(room temperature,10min)

↓ vortexing

2mLconcentratedsulfuricacid

(room temperature,10min)

↓ vortexing

SWIFTⅡ quantificationstandardcurve

↓

readingabsorbanceat550nm

Figure1.CholesterolassimilationmethodofRudelandMorris
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(3)Restingcell및 Deadcell의 콜레스테롤 동화능

Restingcell및 Deadcell의 콜레스테롤 동화능 실험은 김치 유산균 4종 및 대조균

주 2종을 MRS에 1% 접종하여 각 각의 생육적온(Table1)에 배양한 뒤 원심분리

(9,950 ×g,5 min,4℃)하여 얻어진 균체를 멸균수로 두 번 세척하여 준비한다.

Resting cell의 경우,pH 6.8으로 조정한 0.05M phosphatebuffer에 0.5% (w/v)

oxgall(Sigma,Germany)과 0.1g/L water-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,

Germany)을 첨가한 용액과 0.5% (w/v) sodium salt of taurodeoxycholic acid

(TDCA,SigmaDeisenhofen,Germany)와 0.1g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,

Steinheim,Germany)이 첨가된 용액에 균체를 현탁시킨 후,30℃,37℃에서 24시간,48

시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,USA)한다.Deadcell의 경우 멸균수로 두 번 세척하여

준비한 균체를 식염수에 현탁시킨 후 121℃에서 15분간 autoclave시킨다.얻어진 dead

cell을 원심분리(9,950×g,5min,4℃)하여 균체를 수확한 후 0.5% (w/v)oxgall

(Sigma,Germany)과 0.1g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)

이 첨가된 MRS 액체배지와 0.5% (w/v)sodium saltoftaurodeoxycholic acid

(TDCA,SigmaDeisenhofen,Germany)와 0.1g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,

Steinheim Germany)이 첨가된 MRS액체배지에 현탁시킨 후 30℃,37℃에서 24시간,

48시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,USA)한다.Restingcell및 deadcell의 콜레스테롤

동화능은 growing cell의 Rudel and Morris방법을 일부 변형한 cholesterol

assimilation과 동일한 실험 방법으로 확인한다.

(4)콜레스테롤 동화 활성 유산균의 세포벽 분리

유산균의 세포벽을 분리하기 위하여 De Man Rogosa Sharpe (MRS;Difco,

Laboratories)에 계대 배양한 김치 유산균 Lb.plantarum EM 및 대조균주 Lb.

acidophilusATCC43121를 원심분리(9,950×g,20min,4℃)하여 얻어진 균체를 PBS

로 2번 세척한 후 PBS 20mL를 가하여 sonication(Amp60,10min,Purse2sec,

SonicsVC 13D Newton,USA)를 2회 반복한다.얻어진 세포벽 파쇄물(cellwall

fraction)을 원심분리(9,950×g,30min,4℃)하여 5% SDS(Sodium dodecylsulfate,

Rochediagnostics,USA)를 첨가하여 30℃에서 18시간 반응시킨 후 원심분리(9,950

×g,20 min,4℃)하여 얻어진 균체를 PBS로 2번 세척하였다.3차 멸균수에
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ribonucleaseA(Sigma,USA)를 0.01g/mL제조하여 PBS와 함께 37℃에서 4시간 반응

시킨 후 세포파쇄물을 PBS로 세척하고 10mM Tris-HCl(pH 7.5)및 10mM MgCl2

에 현탁시킨 deoxyribonucleaseІ(Sigma,USA)0.01g/mL와 50mM Tris-HCl(pH

7.5)에 현탁시킨 trypsin(Sigma,USA)0.01g/mL을 PBS와 함께 첨가하여 37℃에서 4

시간 반응시킨다.PBS로 세포벽파쇄물을 세척한 후,PBS 20 mL를 가하여 2차

sonication(Amp60,10 min,Purse2sec,SonicsVC13DNewton,USA)를 2회 반

복하여 제조된 2차 세포파쇄물을 동결건조(Freeze dry,Samwon engineering.co,

Korea)하였다.제조된 2차 세포파쇄물을 0.5% (w/v)TDCA 와 0.1g/Lwater-soluble

cholesterol이 첨가된 MRS액체배지에 풀어 콜레스테롤 동화능 실험에 사용하였다.

(5)유산균의 세포벽을 이용한 콜레스테롤 동화능

Growingcell,restingcell및 deadcell의 콜레스테롤 동화능을 확인하여 콜레스테롤

동화 활성이 높은 수치를 나타내는 김치유산균 1종과 대조균주 1종의 세포벽을 분리

유산균을 제조하여 deadcell의 콜레스테롤 동화 활성 정도를 기준하여 적용시켰다.

Dead cell을 원심분리(9,950 ×g,5 min,4℃)하여 균체를 수확한 후 0.5% (w/v)

sodium saltoftaurodeoxycholicacid(TDCA,Sigma,Deisenhofen,Germany)와 0.1

g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배지

에 현탁시킨 흡광도 (Ultrospec2100pro,Amersham Biosciences,Uppsala,Sweden)

600 nm에서 측정한 값에 기준하여,세포파쇄물(cellwallfraction)을 0.5% (w/v)

sodium saltoftaurodeoxycholicacid(TDCA,SigmaDeisenhofen,Germany)와 0.1

g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS액체배

지에 현탁시키고,현탁액을 37℃에서 24시간,48시간 혐기 배양 (BD,Gas-pak,USA)

한다.혐기배양한 세포벽의 콜레스테롤 동화능은 growingcell의 RudelandMorris방

법을 일부 변형한 cholesterolassimilation과 동일한 실험 방법으로 확인한다.
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cultivation(MRS)

↓

centrifugation(9,950×g,20min,4℃)

↓

cellwashingwithPBS×2

↓

sonication(Amp60,10min,Purse2sec)×2

↓

centrifugetube에 옮겨 centrifuge(9,950×g,30min,4℃)

↓

add5% SDS(30℃,18h)

↓

centrifugation(9,950×g,20min,4℃)

↓

cellwashingwithPBS×2

↓

addribonucleaseA 250μL+PBS9,750μL(37℃,4h)

↓

cellwashingwithPBS

↓

adddeoxyribonucleaseІ 250μL+trypsin250μL+PBS9,500μL(37℃,4h)

↓

cellwashingwithPBS

↓

sonication(Amp60,10min,Purse2sec)×2

↓

freezedry

Figure2.Isolationoflacticacidbacteriacellwallfraction
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다.ScanningElectronMicroscopy(SEM)

(1)Growingcell의 ScanningElectronMicroscopy관찰

분리 균주 Lb.plantarum EM,Lb.acidophilusATCC43121,Lb.sakeiDC1의 세포

와 세포벽에 콜레스테롤이 흡착된 모습을 ScanningElectronMicroscopy(SEM)으로

확인하기 위해 Giorgio(16)의 방법을 변형하여 전처리 과정을 시행하였다(Figure3).

0.5%(w/v) sodium salt of taurodeoxycholic acid (TDCA,Sigma,Deisenhofen,

Germany)와 0.1g/Lwater-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가

된 MRS액체배지에,MRS에 배양된 전 배양액 1% (v/v)를 접종하여 24시간 혐기배

양하여 growingcell을 준비하고,growingcell의 대조구로는 MRS액체배지에 전 배

양액 1% 접종하여 24시간 혐기배양한 유산균을 사용한다.이 후 각 각 원심분리(9,950

×g,5min,4℃)하여 얻어진 균체를 PBS로 2번 세척한 후 0.1M sodium cacodylate

buffer(pH 7.4)에 희석된 2.5% (v/v)glutaraldehyde(pH 7.4,Sigma)로 4℃에서 2시

간 전 고정 시켰다.전 고정된 시료를 0.1M sodium cacodylatebuffer(pH 7.4)로 15

분씩 3번 세척하고 0.1M sodium cacodylatebuffer(pH 7.4)에 녹인 1% (w/v)

osmium teroxide(OsO4,Sigma,SaintLouis,USA)를 넣어 4℃에서 1∼2시간 동안 후

고정시킨 후 0.1M sodium cacodylatebuffer(pH 7.4)로 15분 씩 3번 세척한다.50%,

60%,70%,80%,90%,95% 100% (v/v)의 ethanol로 각 각 2분씩 처리하여 탈수과정

을 거친 후,최종 tert-butanol(Sigma,SaintLouis,USA)로 2번 치환하여 이온 코팅

기 (E-1030Ionsputter,Hitachi,Tokyo,Japan)를 이용하여 시료를 백금으로 코팅한

후,Fieldemissionscanningelectronmicroscope(FE-SEM;S-4700,Hitachi)로 관찰

하였다.

(2)Deadcell의 ScanningElectronMicroscopy관찰

Deadcell의 SEM 촬영은 MRS에 배양된 전 배양액을 원심분리(9,950×g,5min,

4℃)하여 얻어진 균체를 멸균수로 두 번 세척하고,식염수에 현탁시킨 후 121℃에서

15 min간 autoclave시켜 얻어진 dead cell을 0.5% (w/v) sodium salt of

taurodeoxycholic acid (TDCA, Sigma, Deisenhofen, Germany)와 0.1 g/L



- 19 -

water-solublecholesterol(Sigma,Steinheim,Germany)이 첨가된 MRS 액체배지에

현탁하여 24시간 혐기적으로 정치시키며,deadcell의 대조구로는 전 처리된 deadcell

을 MRS액체배지에 현탁하여 24시간 혐기적으로 정치시킨 것을 사용하였다.
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sampling

(MRS+TDCA+water-solublecholesterol)

↓

washedwithPBS×2

↓

pre-fixationwith2.5% glutaraldehyde(2h)

↓

washedwith0.1M sodium cacodylatebuffer×3

↓

post-fixationwith1% OsO4:(1∼2h)

↓

washedwith0.1M sodium cacodylatebuffer×3

↓

dehydarationwithethanol

Ethanol50% ×1(2min)

Ethanol60% ×1(2min)

Ethanol70% ×1(2min)

Ethanol80% ×1(2min)

Ethanol90% ×1(2min)

Ethanol95% ×1(2min)

Ethanol100% ×1(2min)

↓

intermediatewithbutanol

tert-Butanol×2

↓

platinum coating

↓

Fieldemissionscanningelectronmicroscope(FE-SEM)

Figure3.Scanningelectronmicroscopy(SEM)preparationprotocol
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제 3장 결과 및 고찰

제 1절 콜레스테롤 저하 균주의 분리 ·동정 및 특성규명

1.콜레스테롤 저하 균주의 분리

가정,명가,유명 식당 및 사찰에서 식용되는 김치 중 가장 맛이 좋은 최적 숙성기의

김치를 수집하여 실험실에 보유중인 김치 유산균 중 동정이 된 유산균과 동정되지 않

은 유산균 50종(Table2)을 무작위로 선별하여 1차 gram staining및 콜레스테롤 동화

능 적용배지에 유산균주 배양상등액 1mL를 넣어 KOH와 반응시켜 pre-screening단

계로 현탁도를 측정하였다.그 결과 현탁도의 수치가 유산균주 배양액을 넣지 않은 대

조구보다 낮은 수치를 보이는 김치 유산균 13종을 1차 선별하였다.

1차 선별된 13종 중 담즙산 분해효소를 생성하여 colony주변으로 담즙산의 침전으

로 인한 불투명한 환이 생기며,은색 빛과 함께 알갱이 모양을 형성하는 김치 유산균

4종을 최종적으로 선별하였다(Lactobacillusplantarum EM,HD1,NO1,Leuconostoc

kimchiiGJ2).이 분리 균주는 동정이 되어있는 균주 Lactobacillusplantarum HD1,

NO1,LeuconostockimchiiGJ2(22)를 제외한 1종의 분리균주를 EM이라 명명하였다.

2.분리 균주의 동정 및 특성규명

가.분리 균주의 동정

1차 및 2차를 통해 최종 선별된 김치 유산균 4종의 형태학적 특성 및 배양학적 특성

을 조사하고,동정되지 않은 EM의 API50CHL의 당 발효능을 통한 생화학적 특성과

16SrRNA sequencing을 통한 분자 생물학적 특성을 살펴보았다.
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(1)형태 및 배양학적 특성

선별된 김치 유산균 4종을 MRS액체배지에 접종하여 24시간 혐기 배양하고,gram

staining을 하여 광학 현미경으로 관찰한 결과(Figure 4) 분리 균주 3종 (Lb

plantarum EM,HD1,NO1)은 그람양성의 간균이며,colony는 3종 모두 둥글고 불투명

한 연한 노란 빛을 나타내었고,Leu.kimchiiGJ2는 그람양성의 구균으로 colony는 둥

글고,불투명한 아이보리 빛을 나타내었다.

(2)당 대사능

API50CHL은 biochemical특성을 이용한 동정법으로 분리 유산균주를 배양하여

배양 기간 동안 49가지의 탄수화물이 발효 유무에 따라 산의 생성으로 색의 변화를 일

으켜 양성,음성을 판독하는 방법이다.당 대사능의 결과로 간이 동정해 본 결과(Table

3)배양 24시간 후 Lactobacillusplantarum 83.0%으로 나타났으며,배양 시간 48시간

이 완료되었을 때 Lb.plantarum으로 99.9%의 상동성을 나타내었다.Biologdata는 균

주의 C-화합물의 대사능을 알아보는 자료로 삼았다.

(3)16SrRNA 염기서열 분석

동정된 유산균주 Lbplantarum HD1,NO1(30),Leu.kimchiiGJ2(22)를 제외한 1종

의 분리 유산균은 16S rRNA 염기서열 분석을 통한 균주 동정을 위하여 분리 균주

EM으로부터 chromosomalDNA를 추출하고 518F와 800R primer를 이용하여 16S

rRNA를 PCR에 의해 증폭하였다.그 결과 (Figure5)에서와 같이 EM은 총 1,881bp의

증폭 단편을 얻었다.16SrRNA sequence분석은 Blastprogram을 사용하여 상동성을

검색한 결과,Lactobacillusplantarum WCFS1의 completegenome과 99%의 높은 상

동성을 나타내었다.분리유산균주 EM의 16S rRNA 염기서열을 분석한 결과를

GeneBank에 등록된 다른 균주들과 염기서열을 비교한 결과 Lactobacillusplantarum

16SribosomalRNA,JCM 1149(1,519bp)Typestrain과 비교하여 99.9%의 상동성을

나타냈고,당 대사능을 포함한 일반적인 특성을 통해 Lactobacillusplantarum EM으로

명명하고,16SrRNA 염기서열은 GenBank에 등록하였다(KC422389.1).또한 콜레스테

롤 저하능을 갖지 않은 음성대조균주로 사용한 분리 유산균주를 16SrRNA 염기서열
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분석을 통한 균주 동정을 위하여 분리 균주 DC1으로부터 chromosomalDNA를 추출

하고 518F와 800Rprimer를 이용하여 16SrRNA를 PCR에 의해 증폭하였다.그 결과

(Figure6)에서와 같이 DC1은 총 1,471 bp의 증폭 단편을 얻었으며,읽어진 16S

rRNA sequence 분석은 Blast program을 사용하여 상동성을 검색한 결과

LactobacillussakeiDSM 20017과 99%의 높은 상동성을 나타내었다.Figure7에 16S

rRNA 염기서열을 기초로 한 다른 bacteria와의 계통 발생론적 관계를 나타내었다.

.

나.온도에 따른 일반 생육도

김치 분리 유산균 4종 Lb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lbplantarum NO1,

Leu.kimchii GJ2 및 양성대조균주인 Lb.acidophillus ATCC 43121(15),Lb.

rhamnosusGG ATCC53103(55)총 6종의 온도에 따른 일반 생육도를 3회 반복실험

하여 평균값을 나타내었다(Figure8,9).Lb.plantarum EM은 37℃보다 30℃에서 높은

흡광도 수치를 나타내었으며,배양 4시간에 대수기에 접어들어 생육 24시간에 최대 생

육도를 나타내었고,그 이후 사멸기에 접어들면서 흡광도의 수치는 서서히 감소하였다.

Lb.plantarum HD1의 균주의 경우,30℃와 37℃ 온도에서 생육 곡선이 같은 패턴으로

나타났으며,배양 28시간에 최대 생육도를 나타내었다.Lbplantarum NO1은 37℃보다

30℃에서 더욱 높은 생육을 나타냈으며,나머지 5종의 균주에 비교하여 제일 높은 생

육도를 나타내었다.Leu.kimchiiGJ2의 경우 30℃에서 배양 8∼12시간에 대수기에 접

어들었고 오랜 정지기에 머물며 배양 48시간에 흡광도의 수치가 감소하였다.반면

Leu.kimchiiGJ2는 37℃에서 배양시간이 지남에 흡광도의 수치가 오르지 않는 것으로

보아 균체의 증식이 37℃에서 이루어지지 않고 온도에 민감한 것으로 나타났다.Lb.

rhamnosusGGATCC53103의 경우는 37℃에서 배양 20시간에 최대 생육을 나타냈으

며,30℃에서는 배양 28시간까지 서서히 흡광도의 수치가 높아지는 것을 확인할 수 있

었다.Lb.acidophillusATCC43121의 균주는 37℃에서 배양 4시간에서 8시간까지 급

격한 생육이 이루어졌으며 12시간 이후로 완만한 곡선을 그리며 사멸기에서 접어드는

것을 확인하였다.이에 반해 30℃에서는 최대 생육에 도달하기까지 오랜 시간에 걸리

는 것으로 확인되었다.
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균주
Gram-

staining

Pre-

screening

Abs.

(600nm)

균주
Gram-

staining

Pre-

screening

Abs.

(600nm)

C12 rod 1.986 동C3 shortrod 2.065

C14 rod 1.876 동M1 coccus 2.106

DC1 rod 2.142 목포1 shortrod 1.837

DJ1 coccus 1.927 목C-A1 shortrod 2.004

EM rod 0.425 민속C-항1 shortrod 2.007

GJ2 coccus 1.025 민속C-A1 shortrod 2.017

GJ6 shortrod 1.925 백양사M-A1 rod 2.035

GJ7 rod 1.827 불C1 coccus 2.088

HA1 shortrod 2.025 석C2 coccus 2.135

HD1 rod 0.497 송M1 rod 1.974

MP1 coccus 2.069 심향사2 rod 2.005

NG1 coccus 1.880 운주사1 rod 1.988

NJ1 shortrod 2.111 유C2 shortrod 2.136

NO1 rod 0.486 유M1 shortrod 2.001

PH2 rod 1.954 장성1 shortrod 1.955

R1 coccus 2.012 전복1 rod 1.960

W1 coccus 2.036 정토사1 coccus 1.980

고서1 rod 2.063 주월1 shortrod 1.979

곡성1 shortrod 2.056 중흥1 shortrod 2.022

광운사1 coccus 1.988 증심사3 coccus 2.011

굴2 rod 1.854 진도C1 shortrod 1.996

나주6 shortrod 1.928 최C1 rod 2.035

나M1 shortrod 1.868 최M1 shortrod 2.022

남평6 coccus 1.912 최M3 shortrod 1.470

달성사1 rod 1.982 화정1 shortrod 1.982

동C1 rod 2.104 화C1 coccus 1.986

Table2.Gram stainingandpre-screeningon50selectedLacticacidbacteria
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Figure4.Gram stainingoftheisolatedstrain

1.IsolatedstrainLb.plantarum EM

2.IsolatedstrainLb.plantarum HD1

3.IsolatedstrainLb.plantarum NO1

4.IsolatedstrainLb.sakeiDC1

5.IsolatedstrainLeu.kimchiiGJ2
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Testitems Metabolism Testitems Metabolism

Control - Esculine +

Glycerol - Salicine +

Erythritol - Cellobiose +

D-Arabinose - Maltose +

L-Arabinose + Lactose +

Ribose + Melibiose -

D-Xylose - Saccharose +

L-Xylose - Trehalose +

Adonitol - Inulin -

β-Methyl-D-Xyloside - Melezitose +

Galactose + D-Raffinose -

D-Glucose + Amidon -

D-Fructose + Glycogen -

D-Mannose + Xylitol -

L-Sorbose - β-Gentibiose +

Rhamnose - D-Turanose +

Dulcitol - D-Lyxose -

Inositol - D-Tagatose -

Manitol + D-Fucose -

Sorbitol - L-Fucose -

α-Methyl-D-Mannoside + D-Arabitol -

α-Methyl-D-Glucoside - L-Arabitol -

N-Acetyl-Glucosamine + Gluconate +

Amygdaline + 2-Cetogluconate -

Arbutin + 5-Cetogluconate -

Table3.SugarutilizationcharacteristcsoftheisolateEM

Identification:Lactobacillusplantarum (99.9%)
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1TTATGCTAGCGTTGGTTTACTTTGAAAAACAGTCGTTGAAAATTAAAGGGAGATTTATTG60

61AACTTTTGCTTGCTATCTTAATAAAAACCCCGTAAAATATAGTCTATTGCGACATTAATC120

121GGTGTTTAAAACTTTTCTGAAATTAATTCATAAAAAGGGTTGACCCGGGTCGTTATTCTT180

181GGTATTATATTTCTTGTCGTTAAGAGCGATATGCAACATTACTCATTATTATGAATATTC240

241AAATTGATGTGAGCATTTACATTGAATAGTTATTCAAAATAATTTATAAAAAGATGTTGA300

301CAGCTTGTTCTGATGATGATAAACTTTAATAGTTGCGTTGAGGTAATCAACGAACGATTT360

361AGACCTTTGAAAACTGAACAAAGTTTCGACGAATCAAATGTGTAGGGTCTCTTGATTTTG420

421AATCAAGAGCAAAACATTTGCGAAGTCAATTCGCTAGCAAATAAATTTTAGTACAACATT480

481AAATGAGCTTTTTAGAACTCATCATTAATTTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACG540

541CTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCAT600

601CATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGA660

661AGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGT720

721CCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAG780

781ATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGC840

841CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA900

901CAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAA960

961AACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTA1020

1021ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT1080

1081TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGC1140

1141CTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAG1200

1201TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG1260

1261CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAG1320

1321ATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT1380

1381CAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC1440

1441TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTAC1500

1501GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTT1560

1561CGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT1620

1621TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTG1680

1681GTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT1740

1741TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGA1800

1801GTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATG1860

1861AAGTCGGAATCGCTAGTAATC

Figure5.16SrRNA sequencefrom theisolatedstrainLb.plantarum EM
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1CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCACTCTCGTTTAGATT60

61GAAGGAGCTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACG120

121TGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAA180

181ACCTAACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACC240

241CGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGAC300

301CTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG360

361CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA420

421AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGTATCTGATAGTAACTGATCA480

481GGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT540

541ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTT600

601AAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTG660

661AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG720

721AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGG780

781GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTT840

841GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC900

901GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG960

961GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAG1020

1021AGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT1080

1081GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCA1140

1141TTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT1200

1201CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGA1260

1261GTTGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGC1320

1321TGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA1380

1381ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAA1440

1441GCCGGTGAGGTAACCCTTCGGGGAGCCAGCC

Figure6.16SrRNA sequencefrom theisolatedstrainLb.sakeiDC1
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Figure7.PhylogenicrelationshipbetweenLeu,kimchiiGJ2andLb.plantarum EM,HD1,NO1andLb.sakei

DC1andotherrelatedbacteriabasedon16SrRNA sequence
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Figure 8.Growth curves ofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.

plantarum NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,and Lb.acidophilus

43121at37℃
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Figure 9.Growth curves ofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.

plantarum NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,and Lb.acidophilus

43121at30℃
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제 2절 분리 균주의 안전성 확인

1.항생제 감수성

본 실험에서는 김치로부터 분리된 4종의 유산균에 대하여 EuropeanFoodSafety

Autority(EFSA,2008)(11)에서 제시한 Lactobacillusplantarum,Leuconostocspp.에

대한 break point를 참고하여,여러 항생제 ampicillin,gentamicin,kanamycin

streptomycin,erythromycin,clindamycin,tetracycline,chloramphenicol을 포함한 8종

류의 항생제 감수성 또는 내성을 최소 생육 저해 농도(minimum inhibitory

concentration,MIC)로 측정하여 결정하였다.그 결과 김치로부터 분리된 4종의 김치

유산균은 모든 8종류의 항생제에 대하여 EFSA 2008항생제 감수성 기준에서 제시한

breakpoint보다 낮은 최소 생육 저해 농도를 보이면서 모두 감수성을 나타내었다

(Table4).Ampicillin의 경우 4종의 김치유산균에서 MIC가 2μg/mL농도의 감수성을

보였으며,gentamicin은 0.25∼0.5μg/mL농도 범위에서 나타났고,EFSA 2008에서 제

시한 breakpoint인 16μg/mL보다 낮은 농도에서 MIC를 나타냈다.Kanamycin은 4∼

16μg/mL농도 범위에서 MIC를 나타냈으며,streptomycin은 2∼32μg/mL농도로 감

수성을 나타내었다.Erythromycin에 대한 EM과 HD1의 유산균주 MIC는 0.125μg/mL

의 농도를 나타냄으로써 EFSA 2008에서 제시한 breakpoint보다 8배 낮은 최소 생육

저해 농도의 감수성을 보였다.Clindamycin은 EFSA 2008에서 제시한 breakpoint가 1

μg/mL으로 4종의 균주는 같거나 이보다 낮은 농도에서 감수성을 나타냈으며,

tetracycline의 경우 2∼16μg/mL범위의 감수성을 나타내었다.Chloramphenicol은 Lb.

plantarum EM,HD1,NO1균주에서 4μg/mL의 MIC를 나타냈으며,Leu.kimchiiGJ2

는 2μg/mL의 MIC수치를 나타내면서 감수성을 보였다.
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strains
MIC (μg/mL)

b

AMP VAN GEN KAN STR ERY CLI TET CHL

Break points for Lactobacillus plantaruma  2  n.r.
c

16 64 n.r.  1  1 32  8

Lactobacillus plantarum EM  2 >512  0.5 16  4  0.125  1 16  4

Lactobacillus plantarum HD1  2 >512  0.5 16  4  0.125  1 16  4

Lactobacillus plantarum NO1  2 >512  0.25  4  2  0.06  1  8  4

Break points for Leuconostocsa  2  n.r. 16 16 64  1  1  8  4

Leuconostoc kimchii GJ2  2 >512  0.5  8 32  0.03  0.015  2  2

Table4.Minimum inhibitoryconcentrations(MIC)ofantibioticsforLAB

aBreakpointswereaccordingtotheguidelinesoftheEFSA(EFSA2008)

bStrainswithMICslowerthanorequaltothebreakpointsareconsideredsusceptible.AMPampicillin;VAN vancomycin,;

GEN gentamycin;KAN kanamycin;STRstreptomycin,ERYerythromycin;CLIclindamycin;TETtetracycline;

CHLchloramphenicol

cn.r.Notrequired



- 34 -

제 3절 분리 균주의 기능성 확인

1.내산성 및 인공위액 저항성 측정

대부분의 미생물들이 위장관을 통과하면서 낮은 pH 견디지 못하기 때문에 프로바이

오틱 미생물의 선택기준으로 낮은 pH에 대한 저항성은 중요하며,좋은 효과를 수행하

기 위해서는 강한 산성조건의 위장관에서 장까지 도달하여 생존하여야 한다(2).김치로

부터 분리된 4종의 균주에 대하여 단순 내산성 측정을 위해,1.0N HCl을 이용하여

pH 2.5으로 조정한 PBS조건에서 1시간 처리 시,Lb.plantarum EM의 경우 82.7%의

생존율을 나타내었으며,Lb.plantarum HD1은 99.6%,Lb.plantarum NO1은 98.5%의

높은 저항성을 나타내었다.저항성의 정도를 비교하기 위해 대조구로 사용된 Lb.

rhamnosusGGATCC53103의 82.1%의 생존율보다 Lb.plantarum의 3종의 생존율은

더 높은 생균수를 유지하며 저항성을 나타내었다.Leu.kimchiiGJ2의 경우 24.6%으로

정상 젖산발효균인 Lb.plantarum 3종에 비해 낮은 생존율을 보였다(Figure10).

인공위액에 대한 저항성을 측정하기 위해,1.0N HCl을 사용하여 pH 2.5으로 조정

한 0.5% salinebuffer에 pepsin(3mg/mL)을 첨가하여 1시간 처리 시,Lb.plantarum

EM은 87.1%,Lb.plantarum HD1은 62.4.%,Lb.plantarum NO1은 99.7%의 생존율을

보였다.이상 젖산발효균인 Leu.kimchiiGJ2는 낮은 저항성을 나타내어 16.5%의 수치

를 보였다.따라서 본 인공위액 실험에서 Lb.plantarum NO1을 제외한 김치에서 분리

된 3종의 균주는 대조균주로 사용된 Lb.rhamnosusGGATCC53103의 88.2%의 인공

위액 저항성보다 낮은 수치를 나타내었다(Figure 11).Jamaly(20)보고에 의하면

Lactobacillusplantarum에 인공위액을 처리 했을 때,초기 균수 10
9
CFU/mL에서 1∼

1.35logcycle이 감소한 10
7
∼10

9
CFU/mL을 나타내며 비교적 낮은 생존율을 보였다.

또한 Mishra(39)등에 의하면 pH 1.0에서 균주는 생존하지 못하였으며,1h동안 pH

2에서 Lactobacillus.casei3개의 균주에서만 5.0∼7.3log범위의 생존을 보였다.대조

균주로 사용된 Lb.rhamnosusGGATCC53103의 생존율은 처리 1,90및 180분간 생

존율을 확인 하였을 때,0.36,1.3및 3logcycle이 감소하여,본 실험과 기존 보고와

동일한 저항성을 갖는 것으로 확인되었다(4).이러한 결과들을 통해서 김치로부터 분리

된 Lb.plantarum 균주 3종은 장내 환경에 대한 높은 생존성을 나타내어 probiotics로

섭취 시 위장관 내에 도달하여 다양한 기능성을 나타낼 수 있을 것으로 생각된다.
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2.인공담즙 저항성

김치유산균 4종에 대하여 인공담즙 저항성을 확인하기 위해 PBS(pH 8.0)에 oxgall

을 0.3%(w/v)가 되도록 첨가하여 3시간 처리 후 초기 균수에 비교하여 생존율 확인

시,Lb.plantarum EM의 경우 56.5%의 인공담즙에 대한 저항성을 나타내었다.Lb.

plantarum HD1은 56.9%의 생존율을 보이며,Lb.plantarum NO1의 경우 85.0%로 인

공담즙에 대한 저항성이 가장 높은 균주로 나타났다.Leu.kimchiiGJ2는 초기균수의

64.1%의 생균수를 유지하였고,이는 인공담즙 저항성 실험의 대조균주로 사용된 Lb.

rhamnosusGGATCC53103의 54.6% 생존율보다 높은 저항성을 나타낸 것으로 확인

되었다.따라서,김치로부터 분리된 4종의 실험균주는 대조균주로 쓰인 균주에 비해 인

공담즙 저항성이 높은 것으로 나타났다(Figure12).기존 보고된 Wang(59)실험에 의하

면,유아 분변 및 절임양배추에서 분리한 Lactobacillus의 경우 0.3%의 oxgall을 첨가

하여 인공담즙에 대한 저항성을 확인해 본 결과,초기균수에 대하여 1.0∼6.1log이 감

소하여 넓은 범위의 저항성을 보였다. 또한, Vinderola(58)보고에 의하면 Lb

acidophilus의 경우 1% oxgall을 첨가하였을 때 69% 이상의 생존율을 보였으며 Lb.

casei및 Lb.rhamnosus의 경우 3∼73%의 저항성을 보였다.또한 Bifidobacteria의 경

우,3∼43%의 범위의 저항성을 나타난 것으로 확인되었다.이러한 결과를 토대로 모든

probiotics균주가 인공담즙에 높은 저항성을 나타내는 것은 아니며,일부 균주에서는

낮은 저항성을 나타내어,본 실험에 사용된 균주 3종의 경우 57% 이상의 저항성을 나

타내는 것으로 보아 장내에 생존하여 다양한 좋은 영향을 끼칠 수 있을 것으로 생각된

다.
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Figure10.AcidtoleranceoftheLABinPhosphate-bufferedsaline(PBS,pH

2.5)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest
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Figure11.SurvivaloftheLABinthesimulatedgastricjuice(SGJ,pH 2.5)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest
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Figure12.SurvivaloftheLABinthebilesalt(0.3% oxgall,pH 8.0)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest



- 39 -

3.효소 활성 측정

김치로부터 분리된 유산균 4종의 효소 활성을 확인하기 위하여 API-ZYM kit를 사

용하였다.Table5와 같이 alkalinephosphatase는 Lb.plantarum HD1에서 아주 미약

한 활성을 나타내었으며,esterase(C4)의 경우는 Lb.plantarum NO1과 Leu.kimchii

GJ2에서 5nM의 활성을 나타냈다.Esteraselipase(C8)은 3종의 균주에서 미약한 활성

을 나타내었으며,lipase(C14)와 trypsin에서는 활성이 없는 것으로 나타났다.Leucine

arylamidase와 valinearylamidase는 분리 유산균주 4종 모두에 대하여 0∼30nM로

넓은 범위의 활성을 띄었으며,α-chymotrypsin은 김치분리 유산균주 4종에 대하여 활

성을 보이지 않았다.Acidphosphatase는 Lb.plantarum EM과 HD1및 NO1경우 5

nM로 미약한 활성을 보였으며,Leu.kimchiiGJ2에서는 20nM의 활성을 보였다.

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase의 경우 Lb.plantarum NO1에서 5nM의 활성을 확

인할 수 있었다.α-Galactosidase는 Leu.kimchiiGJ2에서 활성을 보이지 않았으며,3

종의 균주에서 5nM으로 약한 활성을 보였다.β-galactosidase의 경우 3종에서 35∼40

nM 이상의 높은 활성을 보였으며,발암효소로 알려진 β-glucuronidase는 benzopyrene

과 같은 독성물질이 인체에 들어왔을 때,간에서 gluculonicacid와 결합되어 그 독성

이 중화가 되지만,이 결합된 물질이 소장에서 담즙과 함께 장내에 배설되고 장내세균

의 β-glucuronidase에 의해 탈포합되면 다시 독성이 생길 수 있다(43,46).따라서 김

치 분리유산균주 4종은 0nM로 활성을 보이지 않아 probiotic균주로 인한 발암유발

의 잠재적 위험성이 없다는 것을 입증하였다.α-Glucosidase은 5∼20nM의 활성이 확

인되었으며,β-glucosidase와 N-acetyl-β-glucosiminidase는 Leu.kimchiiGJ2에서 활

성을 보이지 않았고,3종의 균주에서 10∼20nM의 활성을 보였다.α-mannosidase와 α

-fucosidase는 모든 균주가 활성이 없는 것으로 나타났다.
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Enzyme

LABstrain

Lb.

plantarum

EM

Lb.

plantarum

HD1

Lb.

plantarum

NO1

Leu.

kimchii

GJ2

Lb.

rhamnosus

GG

Lb

.acidophillus

43121

Alkalinephosphatase 0 5 0 0 5 0

Esterase(C4) 0 0 10 0 10 5

Esteraselipase(C8) 5 0 5 0 5 5

Lipase(C14) 0 0 0 0 0 5

Leucinearylamidase 25 25 30 0 25 25

Valinearylamidase 25 25 10 0 20 5
Cystinearylamidase 0 0 5 0 5 5

Trypsin 0 0 0 0 0 0
α-Chymotrypsin 0 0 0 0 0 0

Acidphosphatase 5 5 5 20 10 0

Naphtol-AS-BI-phophohydrolase 5 5 5 0 5 10

α-Galactosidase 5 5 5 0 5 5

β-Galactosidase ≥40 35 ≥40 0 10 0

β-Glucuronidase 0 0 0 0 0 0

α-Glucosidase 5 10 5 20 0 0

β-Glucosidase 20 20 10 0 15 0

N-Acetyl-β-glucosaminidase 15 20 20 0 0 0
α-Mannosidase 0 0 0 0 0 5

α-Fucosidase 0 0 0 0 5 0

Table5.APIZYM analysisoftheenzymeactivitiesoftheLAB

Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

0,Noenzymeactivity;5,10,20,30,≥40indicatesnM ofhydrolyzedsubstrateafter4hofincubationat37°C
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4.콜레스테롤 동화능 및 특성규명

가.콜레스테롤 배지 조성물에 따른 온도별 생육도

배지의 조성물에 따른 온도별 유산균주의 성장과 콜레스테롤 저하능에 미치는 영향

을 조사하기 위하여, 담즙염의 형태인 0.5% oxgall과 0.5% sodium salt of

taurodeoxycholicacid(TDCA)를 각 각 첨가한 0.1g/Lwater-solublecholesterol과

MRS조성물에 24시간 간격으로 48시간까지 배양 후 온도에 따른 균체의 증식을 확인

하였다.0.5% oxgall과 0.1g/Lwater-solublecholesterol및 MRS가 첨가된 배지에서

는 균체의 생육에 30℃와 37℃에서 큰 차이를 보이며 30℃에서 더욱 월등히 균체의 생

육이 높아짐을 확인할 수 있었다(Figure13,14).균체의 증식에 가장 큰 효과가 있는

콜레스테롤 배지 조성물은 0.5% TDCA와 0.1g/Lwater-solublecholesterol및 MRS

가 첨가된 배지였으며,Lb.acidophillusATCC43121를 제외한 5종의 균주는 37℃보다

30℃에서 균체의 생육에 영향을 끼치는 것으로 나타났다(Figure15,16).콜레스테롤

배지 조성물 및 온도에 따라 평균적으로 0.5% TDCA(30℃)〉0.5% TDCA(37℃)〉

0.5% oxgall(30℃)〉0.5% oxgall(37℃)순으로 균체의 생육정도가 이루어졌으며,이에

따라 콜레스테롤 배지 조성물 및 온도에 따라 균체의 생육이 영향을 미친다는 결과를

얻을 수 있었다.Shin(53)의 보고에 의하면 경시적으로 잔존 콜레스테롤 양을 측정하

여 콜레스테롤 동화능(%)을 산정하였으며 균주의 증식율을 조사하였을 때,

PediococcuspentosaceusBCNU 9070의 균주는 24시간째에 64.5%의 가장 높은 콜레

스테롤 동화능을 나타냈으며 균의 증식과 함께 동화능도 증가함을 확인하였다.또한

Kumar(26)에 의하면 담즙염 존재하에 37℃에서 6시간 간격으로 24시간 생육도를 확인

하였을 때,LactobacilluscaseiLA-1균주가 성장함에 따라 콜레스테롤 감소율이 높아

지는 것을 확인하였다.이러한 결과들을 통하여,담즙염의 종류에 따라 균주의 생육이

영향을 받으며,동화능에도 영향을 미칠 것으로 보인다.
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Figure13.GrowthofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.plantarum

NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,andLb.acidophilus43121at37℃

incholesterolandoxgallmedia
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Figure14.GrowthofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.plantarum

NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,andLb.acidophilus43121at30℃

incholesterolandoxgallmedia
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Figure15.GrowthofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.plantarum

NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,andLb.acidophilus43121at37℃

incholesterolandtaurodeoxycholicacidmedia
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Figure16.GrowthofLb.plantarum EM,Lb.plantarum HD1,Lb.plantarum

NO1,Leu.kimchiiGJ2,LbrhamnosusGG,andLb.acidophilus43121at30℃

incholesterolandtaurodeoxycholicacidmedia



- 46 -

나.콜레스테롤 동화능

(1)Standardcurvegraph

대조구와 비교하여 김치로부터 분리한 유산균 4종의 콜레스테롤 동화능 정도를 측정

하기 위하여 standardcurvegraph(Figure17)를 작성하였다.최대 5지점의 농도로

assay를 진행하여 wavelength 550 nm에서 연속적으로 SWIFT Ⅱ Quantification

program을 이용하여 측정하였다.실험 결과,linequality가 100%로 일직선의 형태로

나타났으며,standardcurve의 정확도를 확인할 수 있었다.이 결과를 통하여 다음 단

계의 콜레스테롤 동화능을 진행하여 standardcurve위에 sample의 흡광도를 측정하여

잔여의 콜레스테롤 농도를 간접적으로 확인할 수 있을 것으로 생각된다.

(2)Growingcell의 콜레스테롤 동화능

김치에서 분리된 4종의 균주에 대하여 콜레스테롤 동화능을 확인하기 위해 0.5%

(w/v)oxgall과 0.1g/Lwater-solublecholesterol이 첨가된 MRS액체배지 및 0.5%

(w/v)TDCA 와 0.1g/Lwater-solublecholesterol이 첨가된 MRS액체배지를 이용하

여 유산균을 각각 30℃ 및 37℃에서 24시간,48시간 혐기 배양한 후 O-phthalaldehyde

정색반응 정도에 따라 콜레스테롤 동화능을 확인하였다(Figure18,19).

0.5% (w/v)oxgall과 0.1g/Lwater-solublecholesterol이 첨가된 MRS액체배지에

서 균주 배양 최적온도인 30℃에서 24시간 혐기 배양 하였을 때,Lb.plantarum EM의

경우 94.64%,Lb.plantarum HD1은 93.88%,Lb.plantarum NO1은 95.32%,Leu.

kimchiiGJ2는 가장 낮은 동화능을 보여 76.19%의 수치를 나타냈다.콜레스테롤 동화

능 정도를 비교하기 위해 대조균주로 사용된 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103은

76.70%이며,Lb.acidophillusATCC43121은 57.65%으로 김치유산균 2종이 대조균주

에 비해 더욱 높은 동화능을 나타내는 것으로 확인되었고,48시간 혐기 배양 후 콜레

스테롤 동화정도는 Lb.plantarum EM이 94.39%,Lb.plantarum HD1은 95.58%,Lb.

plantarum NO1은 96.43%,Leu.kimchiiGJ2는 76.96%으로 나타났다.대조균주 2종에

대해서는 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103은 88.44%이며,Lb.acidophillusATCC

43121은 88.44%의 동화능을 보였다.본 실험 결과 시간이 지남에 따라 콜레스테롤 동
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화능 수치는 미미한 증가를 보이거나,많게는 30% 정도의 증가를 보이는 것으로 확인

되었다.또한 체내의 유사한 환경에서 콜레스테롤 동화능을 측정하기 위해 신체온도인

37℃에서 6종의 유산균을 24시간 혐기 배양하여 콜레스테롤 동화능을 비교하였을 때,

Lb.plantarum EM이 83.59%,Lb.plantarum HD1은 80.10%,Lb.plantarum NO1은

92.52%,Leu.kimchiiGJ2는 72.36%,Lb.rhamnosusGGATCC53103는 88.01%이며,

Lb.acidophillusATCC43121은 79.25%의 수치를 나타냈다.48시간 혐기배양 후 동화

능 수치를 확인 한 결과 Lb.plantarum EM이 95.07%,Lb.plantarum HD1은 94.30%,

Lb.plantarum NO1은 94.39%,Leu.kimchiiGJ2는 74.15%,Lb.rhamnosus GG

ATCC53103은 91.50%이며,Lb.acidophillus43121은 91.67%으로 나타났다.

결합담즙염 형태인 0.5% (w/v)TDCA와 0.1g/Lwater-solublecholesterol이 첨가

된 MRS 액체배지에 6종의 유산균을 30℃에서 24시간 혐기 배양 하였을 때,Lb.

plantarum EM의 경우 72.81%,Lb.plantarum HD1은 62.78%,Lb.plantarum NO1은

66.86%,Leu.kimchii는 50.31%의 콜레스테롤 동화능을 보였으며 대조균주 2종에 대해

서는 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103이 55.00% 동화능을 보였고,Lb.acidophillus

ATCC43121은 25.07%의 수치를 나타내었다.또한 30℃에서 48시간 배양하여 콜레스

테롤 동화능 정도를 비교해 본 결과 Lb.plantarum EM의 경우 97.77%,Lb.

plantarum HD1은 98.26%,Lb.plantarum NO1은 98.43%,Leu.kimchiiGJ2는 54.26%

의 콜레스테롤 동화능을 보였으며 대조균주 2종 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103및

Lb.acidophillusATCC43121의 경우 각각 57.82%,41.88%의 동화능을 보였다.체내

의 유사한 환경인 37℃에서 김치유산균 4종 및 대조균주 2종을 포함한 6종의 콜레스테

롤 동화능을 24시간,48시간 후의 동화정도를 비교하였다.Lb.plantarum EM의 경우

24시간 후는 61.16%를 나타냈고,48시간 후 측정한 결과 97.93%의 동화능이 확인되었

다.같은 정상 젖산 발효균인 Lb.plantarum HD1와 Lb.plantarum NO1은 각각 24시

간 후 60.34%,59.29%의 동화능을 나타냈고,48시간 배양 후에는 각각 88.34%,97.35%

의 수치를 보였다.Leu.kimchiiGJ2는 24시간 후 23.78%,48시간 후 28.24%로 가장

낮은 콜레스테롤 동화능을 보였으며,대조균주 2종 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103

및 Lb.acidophillusATCC43121에 대해서는 24시간 후 각각 59.07%,98.1% 48시간

후 68.57%,101.16%의 동화능을 보였다.Kimoto(24)에 따르면 Lactococcus lactis

subsp.lactis N7의 균주를 37℃에서 24시간 0.2% sodium taurocholic acid 및

cholesterol을 첨가한 배지에서 성장하는 동안 콜레스테롤 제거율을 확인한 결과 97.3%

의 높은 값을 나타내었다.또한 Liong(32)에 의하면 L.acidophilus와 L.casei의 균주
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를 20시간 0.3% oxgall및 water-solublecholesterol을 첨가한 배지에서 배양하였을

때,12.03∼32.25μg/mL범위의 콜레스테롤을 감소시켰으며,0.3% taurocholicacid가

첨가된 배지 내에서는 3,76∼20.80μg/mL의 감소를 보였다.이러한 결과들을 통해서

본 실험에 사용한 담즙염의 종류에 따라 콜레스테롤 동화능은 차이를 보였으며,결합

담즙염 형태인 sodium taurocholicacid를 첨가한 콜레스테롤 배지보다 oxgall을 첨가

한 콜레스테롤 배지에서 더욱 높은 콜레스테롤 동화능을 보이는 것으로 확인되었다.

(3)Restingcell및 Deadcell의 콜레스테롤 동화능

김치 유산균 4종 및 대조균주 2종에 대하여 restingcell과 deadcell의 콜레스테롤

동화능을 측정한 결과는 Figure20,21,22및 23과 같다.0.5% (w/v)oxgall과 0.1

g/Lwater-solublecholesterol을 첨가한 배지 상에서 restingcell의 콜레스테롤 동화능

은 균주마다 현저한 차이를 나타냈으며 30℃에서 24시간 처리 하였을 때,Lb.

plantarum NO1이 83.82%로 콜레스테롤 동화능이 가장 높은 반면 Leu.kimchiiGJ2는

64.87%으로 가장 낮은 콜레스테롤 동화능 수치를 나타내었다.또한 48시간 혐기적으로

처리 하였을 시,유산균 6종의 콜레스테롤 동화능은 24시간에 비교하여 (0.32∼4.46%)

의 미미한 증가율을 보였고,24시간과 마찬가지로 균주마다 유의적인 동화능 값을 나

타내었다.37℃에서 콜레스테롤 동화능을 측정해 본 결과,63.73∼84.49%으로 균주마다

현저한 차이를 보이며 30℃와 마찬가지로 균종에 따라 비슷한 콜레스테롤 동화능 양상

을 보였다.Deadcell의 경우,유산균 6종 중에서 콜레스테롤 동화능이 가장 높은 값을

나타낸 균주는 30℃에서 Lb.plantarum EM으로 76.91%의 수치를 보여주었으며,가장

낮은 동화능을 나타낸 균주는 Leu.kimchiiGJ2로 60.88%의 값을 보였다.37℃에서 처

리한 6종의 균주는 59.52∼78.74%의 범위의 콜레스테롤 동화능을 보였다.생균의 콜레

스테롤 동화능은 처리시간이 지남에 따라 점진적으로 증가하는 모습을 보인 반면,

deadcell의 동화능 값은 처리시간별 차이가 나타나지 않았다.

0.5% (w/v)TDCA와 0.1g/L water-soluble cholesterol을 첨가한 배지 상에서

restingcell의 콜레스테롤 동화능을 각각 30℃와 37℃에서 24시간 처리 하여 6종의 동

화능을 비교한 결과 48.91∼66.33%와 49.06∼66.83%로 나타났다.또한 48시간 처리 하

였을 시,Lb.plantarum의 경우 30℃와 37℃ 모두에서 63% 이상의 동화능이 확인 되

었으며,가장 낮은 동화능을 보인 균주는 30℃에서 처리한 Lb.acidophilusATCC

43121으로 48.91% 값을 나타냈다.Deadcell의 경우,30℃에서 높은 콜레스테롤 동화능
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을 가지는 균주 Lb.plantarum EM 과 가장 낮은 동화능을 가지는 균주 Lb.

acidophilusATCC43121은 크게 17.9%의 차이를 보였으며,37℃에서는 10.62%의 차

이를 가지는 것으로 나타났다.Liong(32)에 의하면,restingcell및 deadcell의 콜레스

테롤 감소 능력은 growing cell에 비교하여 작은 감소를 보이며,대부분의 균주는

deadcell에 반하여 restingcell일 때,더욱 높은 콜레스테롤의 감소를 보였고,resting

cell및 deadcell균주의 콜레스테롤 제거 능력은 콜레스테롤이 세포에 결합을 통해

제거 될 수 있다고 보고되었다.또한 Kimoto(24)등은 L.lactissubsp.lactis가 배지에

서 콜레스테롤을 동화하는데 deadcell이 생균의 25% 정도 제거하였고,restingcell상

태일 때에도 deadcell과 같은 결과를 얻었다고 보고하였으며,이 결과를 통해 균주의

콜레스테롤 제거능력은 세포벽에 콜레스테롤 결합 현상과 관련이 있을 것이라 제안하

였다.Lye(35)의 연구에 의하면 resting cell및 deadcell의 콜레스테롤 제거능력은

growingcell의 건조 중량 31.17∼94.61μg/g에 비하여 5.15∼38.44μg/g범위의 건조

중량으로 적은 콜레스테롤 감소를 나타냈다.따라서,본 실험은 기존에 보고된 resting

cell과 deadcell상태의 콜레스테롤 감소능력이 growingcell일 때 더욱 높은 범위의

감소를 보인다는 결과와 일치하는 것으로 보인다.또한 김치로부터 분리된 유산균이

살아있는 상태뿐 만 아니라 생육이 정지하거나 사멸한 상태에서도 콜레스테롤 감소능

력을 보여줄 수 있는 중요한 실험결과인 것으로 판단된다.

(4)유산균의 세포벽을 이용한 콜레스테롤 동화능

Growingcell,restingcell및 deadcell의 콜레스테롤 동화능을 확인하여 콜레스테롤

동화 활성이 높은 수치를 나타내는 김치유산균 1종 Lactobacillusplantarum EM과 대

조균주 1종 LactobacillusacidophilusATCC43121의 세포벽 분리 유산균의 콜레스테

롤 동화능을 측정한 결과, Figure 24와 같다. 0.5% (w/v) sodium salt of

taurodeoxycholicacid와 0.1g/L water-solublecholesterol이 첨가된 MRS 액체배지

상에서 37℃에서 24시간 혐기적으로 처리하였을 때,Lactobacillusplantarum EM의 세

포파쇄물의 경우 30.90%로 대조균주 LactobacillusacidophilusATCC43121에 비교하

여 16.26% 높은 수치를 나타내었다.또한 48시간 혐기적으로 처리 하였을 시,세포벽

분리 유산균 2종은 각 각 31.04%,14.16%으로 반응시간이 지남에 따라 콜레스테롤 동

화능 값이 증가하는 모습을 보이지 않는 것으로 보아 처리시간 별 차이가 나타나지 않

는 것으로 나타났다.
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Figure17.Standardcurvegraphforcholesteroldeterminationusing

O-phthalaldehyde.
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Figure18.Cholesterolassimilationofthegrowingcellinthecholesteroland

oxgallat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-DMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure19.Cholesterolassimilationofthegrowingcellinthecholesteroland

taurodeoxycholicacidat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-EMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure20.Cholesterolassimilationoftherestingcellinthecholesteroland

oxgallat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-DMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure21.Cholesterolassimilationoftherestingcellinthecholesteroland

taurodeoxycholicacidat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-CMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure22.Cholesterolassimilationofthedeadcellinthecholesteroland

oxgallat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-DMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-c
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure23.Cholesterolassimilationofthedeadcellinthecholesteroland

taurodeoxycholicacidat37℃(A)and30℃(B)Allvaluesweremean±S.D.(n=3)

A-BMeanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(24h)

a-b
Meanswiththesamelettersinthesamerow(differentstains)aresignificantly

differents(p<0.05)byTukey'smultiplerangetest(48h)
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Figure24.Cholesterolassimilationofthecellwallfractioninthecholesterol

andtaurodeoxycholicacidat37℃

Allvaluesweremean±S.D.(n=3)
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다.ScanningElectronMicroscopy(SEM)

분리 균주 Lb.plantarum EM,Lb.acidophilusATCC43121,Lb.sakeiDC1의 세포

와 세포벽에 콜레스테롤이 흡착된 모습을 ScanningElectronMicroscopy(SEM)으로

촬영하였다.대조구로는 담즙염과 콜레스테롤을 첨가하지 않은 배지 내에서 일반 영양

세포를 관찰하고,분리유산균에 담즙염과 콜레스테롤을 처리하여 결과를 확인하였다.

Growingcell의 상태에서는 콜레스테롤 동화능을 가지는 분리균주 Lb.plantarum EM

의 일반 영양세포와 담즙염과 콜레스테롤을 처리한 배지 내에서의 영양세포를 비교하

였을 때,콜레스테롤이 부착된 모습을 확인할 수 있었으며,대조균주로 사용된 Lb.

acidophilusATCC43121에서도 Lb.plantarum EM과 같은 결과로 세포의 표면에 콜

레스테롤이 부착된 모습을 확인할 수 있었다.그러나.분리균주 Lb.plantarum EM의

경우 (Figure25,“A”,“B”)모두에서 cell의 크기나 형태의 변함이 없었으나,Lb.

acidophilusATCC43121(Figure26,“A”,“B”)의 cell의 크기 및 형태를 비교하였을

때 cell이 신장된 것으로 보아 콜레스테롤 이 세포벽에 흡착하는 기전 외에 다른 영향

을 미치는 것으로 유추해 볼 수 있을 것이다.음성대조균주로 사용된 Lb.sakeiDC1의

경우,영양세포 뿐만 아니라 콜레스테롤을 처리한 실험구인 “B”에서도 콜레스테롤이

흡착된 모습을 확인할 수 없었으며,cell의 크기나 형태면에서도 변함이 없는 것으로

확인되었다(Figure27).Deadcell영양세포 상태에서도 담즙염과 콜레스테롤을 처리한

배지 내에서 콜레스테롤이 부착된 모습을 확인 할 수 있었다.세포의 형태는 growing

cell에 비교하여 많은 변화가 나타나.Cell이 쪼그라들거나,구멍이 생기는 현상이 나타

났으며,deadcell은 크기 면에서는 growingcell에 비해 큰 변화가 없는 것으로 나타

났다(Figure28,29,30).
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Figure25.SEM micrographofLb.plantarum EM growingcellstagein(A)

brothcontainingnocholesteroland(B)brothcontainingcholesterol

fermentedfor24h
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Figure26.SEM micrographofLb.acidophilusATCC43121growingcell

stagein(A)brothcontainingnocholesteroland(B)brothcontaining

cholesterolfermentedfor24h
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Figure27.SEM micrographofLb.sakeiDC1growingcellstagein(A)

brothcontainingnocholesteroland(B)brothcontainingcholesterol

fermentedfor24h
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Figure28.SEM micrographofLb.plantarum EM deadcellstagein(A)

brothcontainingnocholesteroland(B)brothcontainingcholesterol

fermentedfor24h
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Figure29.SEM micrographofLb.acidophilusATCC43121deadcellstage

in(A)brothcontainingnocholesteroland(B)brothcontainingcholesterol

fermentedfor24h
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Figure30.SEM micrographofLb.sakeiDC1deadcellstagein(A)broth

containingnocholesteroland(B)brothcontainingcholesterolfermentedfor

24h
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제 4장 결 론

김치는 한국의 대표적인 전통발효식품으로 발효과정에 관여하는 유산균의 경우 면역

활성 증진,비타민 생성,혈중 cholesterol저하,장내 균총의 균형 유지,정장작용 외에

변비 및 설사의 개선,항암 ·항알레르기 효과 등 다양한 기능성이 보고되고 있다(29).

그 중,본 연구를 통해 김치로부터 분리한 유산균의 cholesterol을 낮추는 기능적인 면

과 probiotics기준에 해당하는 선행조건인 내산성 및 인공위액 저항성,내담즙성 등을

통한 장내 생존성 여부,유해효소 활성 보유 여부,안전성 확인을 위한 항생제 내성 등

의 특성을 조사하였다.연구결과를 토대로 혈중 콜레스테롤 저하기작을 유추하여 심혈

관계 질환을 예방할 콜레스테롤 조절 관련 기능성 물질 및 식품,고지혈증 개선용 식

이보충제로서 식품시장의 기초기반 연구에 기여하리라 사료된다.

1차로 선별된 김치 유산균 13종 중 담즙산 분해효소를 생성하는 김치 유산균을 선별

하기 위해 결합담즙산과 CaCl2가 첨가된 MRS고체배지에 유산균 13종을 적용시켜 확

인한 결과 4종의 균주에서 담즙산 분해효소를 생성하여 colony주변으로 담즙산의 침

전으로 인한 불투명한 환을 가진 것으로 나타나 2차 선별하였다.선별된 유산균은

gram staining을 이용한 현미경 관찰과 API50CHLsystem으로 당 발효능을 확인하

여 형태학적 특성과 생화학적 특성을 조사하였고,16srRNA 염기서열을 통한 분자생

물학적 특성을 조사한 결과, 이미 동정된 Lactobacillus plantarum HD1,

Lactobacillus plantarum NO1,Leuconostoc kimchiiGJ2외 동정되지 않은 균주는

Lactobacillus plantarum 및 Lactobacillus sakei로 동정되었으며 이들을 각 각

Lactobacillusplantarum EM,LactobacillussakeiDC1이라 명명하였다.

선별된 균주의 온도에 따른 일반 생육도를 관찰한 결과,30℃와 37℃로 온도를 설정

하였을 때 생육에 미치는 정도가 선별유산균에서는 모두 30℃에서 최대생육을 하는 것

으로 관찰 되었으며,생육곡선의 패턴은 온도에 대한 차이가 크게 나타나지 않았고

Lb.plantarum EM은 16∼20시간,Lb.plantarum HD1및 Lb.plantarum NO1은 24∼

28시간 Leu.kimchiiGJ2는 8∼12시간에 대수기에 접어드는 것으로 확인되었다.안전

성 탐색으로 김치 유산균의 항생제 감수성을 8종류의 항생제 ampicillin,gentamicin,

kanamycin,streptomycin,erythromycin,clindamycin,tetracycline및 chloramphenicol

에 대하여 최소생육저해농도(MIC)방법으로 측정하였다.EFSA(2008)에서 제시한

breakpoint보다 낮은 MIC를 보이면서 감수성을 나타냈다.이는 항생제를 복용하는 환
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자에게 유산균 선택에 바른 정보를 제공하여 내성유전자의 확산방지에 도움이 될 것으

로 보여진다.4종의 김치유산균의 장내 생존성 여부 확인을 위하여 pH 2.5의 PBS로

조정한 내산성 및 pH2.5의 0.5% salinebuffer및 pepsin을 첨가한 인공위액에서 처리

한 결과 Lb.plantarum EM과 Lb.plantarum NO1이 108∼109(CFU/mL)를 유지하며

82∼99%로 높은 생존성을 보였다.또한 pH 8.0으로 조정한 PBS에 0.3% oxgall을 첨

가하여 인공담즙에 대한 내성을 확인한 결과 4종의 균주는 10
5
∼10

7
(CFU/mL)으로 초

기균수에 대하여 56∼85%에 해당하는 균수를 나타내었다.API-ZYM kit를 사용하여

효소 활성을 확인한 결과 발암효소로 알려진 β-glucuronidase는 선별된 김치 유산균 4

종에서 전혀 활성을 나타내지 않았으며, 바람직하지 않은 효소로 알려진 α

-chymotrypsin의 경우에도 0 nM로 활성을 보이지 않았다. N-acetyl-β

-glucosiminidase는 0∼20nM에 해당하는 활성을 나타내었다.이는 선별된 유산균이

유해효소에 대하여 대부분 활성이 없거나,미약한 것으로 확인되어 probiotics균주로

발암 유발의 위험이 없음을 입증하였다.콜레스테롤 조성물에 따른 온도별 생육곡선을

확인하였다.즉,각기 다른 두 종류의 담즙산을 첨가한 배지에서 유산균의 생육도는

oxgall보다 결합담즙산으로 이루어진 TDCA(taurodeoxycholicacid)에서 더욱 높은 생

육이 이루어지는 것으로 확인되었다.또한 대조균주로 사용된 Lb.acidophilusATCC

43121을 제외한 모든 균주는 30℃에서 잘 자라는 것으로 확인되었며,온도별 일반 생

육도와 비교하여,24시간 이후에도 균주는 정지기에 머무르지 않고 계속해서 생육하는

것으로 확인되었다.이를 바탕으로 콜레스테롤 assimilation을 RudelandMorris(51)방

법을 변형하여 두 종류의 각기 다른 담즙산과 콜레스테롤을 공급하고 30℃와 37℃에서

24시간,48시간 배양하여 O-phthalaldehyde정색반응 정도에 따른 흡광도를 확인하여

콜레스테롤 동화능력을 측정한 결과 Lb.plantarum EM의 경우 61∼98%,Lb.

plantarum HD1은 60∼98%,Lb.plantarum NO1은 59∼98%,Leu.kimchiiGJ2는 24∼

77%에 해당하는 콜레스테롤 동화능 수치를 보였다.대조균주로 사용한 Lactobacillus

rhamnosusGGATCC53103의 경우 55∼92%,LactobacillusacidophilusATCC43121

은 25∼101%의 동화능을 보였다.본 실험을 통해 콜레스테롤 동화능을 측정한 결과

온도 및 유산균의 배양온도에 따라 동화능에 영향을 미치는 것으로 유추해 볼 수 있

다.또한 growingcell뿐만 아니라 생육정지기의 restingcell과 가열살균한 deadcell

을 invitro상에서 growingcell과 같은 조건 하에 콜레스테롤 동화능을 확인한 결과,

각 각 Lb.plantarum EM의 경우 64∼84%,55∼79% Lb.plantarum HD1은 64∼85%,

54∼80% Lb.plantarum NO1은 66∼86%,52∼79% Leu.kimchiiGJ2는 50∼69%,51
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∼61%으로 나타났으며,대조균주로 사용한 Lb.rhamnosusGG ATCC 53103의 경우

53∼75%,54∼65% Lb.acidophilusATCC43121은 49∼76% 37∼75%의 동화능을 보

여 기존의 growingcell뿐만 아니라,restingcell및 deadcell에서도 혈중 콜레스테

롤을 저하 하는 것으로 확인되었다.세포벽 분리 유산균의 콜레스테롤 동화능은 37℃

에서 24시간 혐기적으로 처리하였을 때,Lactobacillusplantarum EM의 경우 30.90%,

대조균주 LactobacillusacidophilusATCC43121의 경우 14.65%을 나타내었고,48시간

혐기적으로 처리 하였을 시,세포벽 분리 유산균 2종은 각 각 31.04%,14.16%의 수치

를 보였다.이는 반복 실험의 평균 값으로,growingcell및 restingcell,deadcell의

콜레스테롤 동화능보다 낮은 수치를 보이나,세포벽파쇄물에서도 콜레스테롤을 저하하

는 것으로 유추해 볼 수 있다.또한 Lb.plantarum EM 및 양성대조균주로 사용된 Lb.

acidophilusATCC 43121과 콜레스테롤 동화능이 전혀 나타나지 않은 것으로 확인된

음성대조균주 LactobacillussakeiDC1에 대해서 영양세포 및 영양세포에 콜레스테롤

을 처리하여,영양세포에 콜레스테롤이 흡착된 growingcell및 deadcell의 모습을

SEM(주사전자현미경)을 이용하여 관찰하였다.즉,이 자료를 통해 명확하게 밝혀지지

않은 유산균에 의한 혈중 콜레스테롤 저하 기작을 간접적으로 유추해 볼 수 있는 중요

한 자료로 제시될 수 있을 것으로 사료된다.

본 논문 실험을 통해 김치로부터 분리한 유산균의 기능성 탐색으로 콜레스테롤 저하

효과를 확인하였다.Lb.plantarum EM은 김치유산균의 최적 배양 온도뿐만 아니라 신

체온도 모두에서 생육이 잘 이루어지므로 생균제제 및 기능성 식품으로 이용가능 할

것이라 생각되며,내산성 및 인공위액,내담즙성이 강한 균주로 장내생존이 뛰어난 것

으로 확인되었다.또한 유해효소 활성을 나타내지 않으며 항생제에 내성을 나타내지

않는 안전한 균주로 invitro에서 확인되었으나,Lb.plantarum EM이 산업적으로 이용

되기 위해서는 invivo상에서의 콜레스테롤 조절관련 기능성 평가를 위한 일반시험법

으로 동물시험,인체시험이 추가로 수행되어야 할 것으로 생각된다.
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제 삶에 힘이 되어주신 모든 분들에게 다시 한 번 진심으로 감사드리며,건강하고

항상 행복하시길 바랍니다.
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