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ABSTRACT

Change of lactic acid bacteria profile and identification of

responsible microorganism for bitter taste during kimchi

storage

Kim Cho Rong

Advisor : Prof. Chang Hae Choon, Ph. D.

Department of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun University

To investigate effect of temperature on growth of lactic acid bacteria (LAB),

mixture of LAB (Weissella spp., Leuconostoc spp., and Lactobacillus spp.) was

cultivated at -2℃ for 12 weeks, -1℃ for 12 weeks, 4℃ for 4 weeks, 6.5℃ for 12

weeks 15℃ for 1 week, and 30℃ for 48 hr in MRS broth as well as kimchi

filtrate. The LAB analysis was monitored by cell counting and PCR-DGGE. When

mixture of LAB was cultivated in MRS broth, W. koreensis predominated at –2℃

from 4 weeks, at -1℃ from 2 weeks, at 4℃ from 4 weeks and at 6.5℃ from 5

days, and then reached its counts upto 7.5∼8.6 log CFU/mL. Lb. sakei was the

second dominance with 6.0∼7.7 log CFU/mL of cell counts from 2 weeks at –2∼

6.5℃. At 6.5℃, Leu. mesenteroides reached its counts upto 6.3 log CFU/mL on 3

days of storage and was maintained for up to 4 weeks. Lactobaillus spp.

predominated at 15℃ from 3 days. Leuconostoc spp. predominated from 12 hr and

then Lactobacillus spp. became predominance after 24 hr. In cultivation of LAB

mixture in kimchi filtrate, W. koreensis grew most rapidly from 1∼2 weeks at -1

∼-2℃ and 4℃. Cell counts of Weissella spp. and Leuconostoc spp. were reached

to 8 log CFU/mL at 15℃ for 24 hr, thereafter Weissella spp. were not detected

anymore in the kimchi filtrate. However, counts of Lactobacillus spp. were reached
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to 8 log CFU/mL at 15℃ for 72 hr cultivation. By using PCR-DGGE, W. koreensis

and Lb. sakei were detected throughout the storage period in MRS broth and

kimchi filtrate. Leuconostoc spp. were detected at –2∼15℃ in initial fermentation.

Major lactic acid bacteria in MRS broth at 30℃ were appeared W. cibaria, Lb.

sakei and Lb. plantarum. In kimchi filtrate, Leu. gelium or Leu. inhae was detected

at all temperature. Lactobacillus spp. showed more rapid growth at high

temperature than low temperature. W. koreensis and Lb. sakei were dominant at

low temperture and were presumed to be a cause of bitter taste in kimchi storage.

When these strains were respectively applied to kimchi, W. koreensis was dominant

when it reached 8.2∼8.7 log CFU/mL. Sensory evaluation showed that kimchi

filtrate inoculated with W. koreensis was the largest. The aboce results suggested

that W. koreensis has the most psychrophilic property among the tested 6 specise

of LAB and was a cause of bitter taste in kimchi storage at low temperature.
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제 1 장 서 론

김치는 여러 가지 재료와 양념을 혼합하여 발효 및 숙성시키는 우리나라 전통 발효

식품이다. 다양한 재료들을 사용함으로써 김치 안의 미생물은 유산균과 호기성 세균,

효모 등으로 다양하게 존재한다[2, 28]. 김치에 존재하는 미생물은 김치의 재료[38]와,

발효 온도[4, 8, 10, 19, 33, 36, 43], 소금의 농도[40], 미생물의 존재에 따라 김치의 맛

과 생산하는 산의 종류에 영향을 미친다. 보통 김치의 발효에 관여하는 유산균은

Lactobacillus 속, Leuconostoc 속, Pediococcus 속, Weissella 속 등으로 나뉘고, 대표

적으로 Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,

Leucosnostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum,

Leuconostoc inhae, Pediococcus inopinatus, Pediococcus pentosaceus, Weissella

confusa, Weissella cibaria, Weissella koreensis 등으로 보고되었다[5, 8, 20, 22, 27,

29, 32].

김치의 저장 기간 동안 유산균들의 분포는 달라진다[24]. 김치 발효 초기에 관여하는

hetero-type의 Leuconostoc 속은 homo-type과는 달리 유기산과 이산화탄소를 생성하

여 김치를 혐기적인 상태로 만들고, 김치에 톡 쏘는 시원한 맛을 부여하고 신 맛이 적

당하여 부드러운 관능적 특성을 가진다. 이러한 특성을 이용하여 김치의 starter로써

연구가 되어진 바 있다[3, 26]. Hetero-type의 균은 김치 발효 초기에 우점을 하지만

발효 후기에는 pH가 낮아져 내산성과 산생성력이 약한 Leuconostoc 속은 감소하고,

내산성이 강한 homo-type의 Lactobacillus 속이 증가한다. Lactobacillus 속은 다량의

유기산을 생성하여 김치를 시어지게 하고 김치의 산패에 관여한다고 알려져 있다[7, 36].

김치의 맛은 사용하는 재료 및 재료의 양, 소금의 농도, 발효 조건에 영향을 받는다.

이 중 발효 조건에 중요한 인자 중 하나는 온도로, 유산균의 생육이 온도에 민감하기

때문이다. 각 유산균마다 생육 온도가 다르므로 온도에 따라 김치 발효에 관여하는 유

산균들의 다양성에 차이가 있으며 발효양상을 달라지게 함으로써 김치의 맛에 영향을

미친다[8, 36]. Lactobacillus 속은 중·고온에서 생육이 활발하며, Leuconostoc 속와

Weissella 속은 주로 저온에서 생육이 활발한 것으로 보고되었다[9, 39, 44].

또한, 김치의 맛을 좌우하는 조건 중 하나인 배추는 배추에 함유되어 있는 독특한

생리활성 물질인 glucosinolate에 의해 김치의 품질에 영향을 미친다. 황을 함유하는

glucosinolate는 양배추, 무, 브로콜리, 배추 등의 십자화과 채소들에 포함되어 있다. 이
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십자화과 채소들은 자연적으로나 인위적인 조작으로 인해 조직의 파괴를 주면 조직에

들어있는 가수분해효소인 myrosinase에 의해 glucosinoalte가 isothiocyanate, nitrile,

thiocyanate 등으로 분해된다[16, 21]. 이 분해산물들은 항균이나 항암 효과[11, 14, 17]

등의 긍정적인 측면도 있으나, 자극적인 냄새와 쓴 맛이 나는 부정적 측면도 있는 것

으로 보고되고 있다[13, 45]. 특히 배추 수확기간이나 절임 조건 등에 따라 품질 변화

가 발생하는데, 여름철 배추가 다른 시기의 배추에 비해 총 glucosinolates 함량이 높

은 것으로 나타났고, 절임에 사용한 소금의 농도와 절임시간이 감소함에 따라 배추의

총 glucosinolates 함량이 증가하는 것으로 연구되었다. 김치를 저온으로 오랜 기간 저

장하였을 때 지속적으로 쓴 맛이 나는 현상이 일어나는데, 이러한 현상으로부터 김치

쓴 맛의 원인을 배추의 glucosinolates의 함량에 따른 것이라고 보기보다는 김치가 발

효함에 따라 달라지는 유산균총에 의한 요인이 보다 강하다고 추측할 수 있다.

김치 발효 미생물의 연구가 지속됨에 따라 배지를 이용하여 미생물의 형태를 동정하

는 방법인 배양학적 방법 (culture dependent method) 이외에 미생물 군집의 구조와

다양성을 밝히기 위해 비배양학적 방법 (culture independent method)이 이용되고 있

다. 이는 생태학 연구뿐만 아니라 김치[2, 15], 막걸리[31], 누룩[30], 치즈[12] 등과 같

은 발효식품에도 많이 사용되고 있으며, 배양학적 방법이 배지 상에서 모든 미생물들

을 배양하지 못하며, 형태에 따라 동정하는데 한계가 있어 이를 해결하고자 사용되고

있다. 비배양학적인 방법의 종류로는 연구로 염색체 상의 유전자를 검색할 수 있는

FISH (fluorescence in situ hybridization), DNA를 유전자 절단 제한 효소로 절단하여

유전자 길이에 따라 패턴을 분석하는 T-RFLP (terminal-restriction fragment length

polymorphism)와 ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) 분석, 분자

량에 따라 단백질을 밴드로 분리해 패턴을 분석하는 SDS-PAGE (sodium dodecyl

sulfate-poly acrylamide gel eletrophoresis), PCR-DGGE (polymerase chain reaction-

denaturing gradient gel electrophoresis) 등 다양한 방법이 있다[41]. PCR-DGGE는

16s rRNA 부분의 DNA를 추출하여 PCR법으로 증폭을 시키고 핵산의 이중나선구조와

변성구조가 변성제 농도와 Tm 값의 차이에 따라 핵산의 이동속도가 달라지는 점을

이용하여 미생물의 분포와 변화를 분석하는데 사용한다[28, 30, 47]. 본 연구에서는 김

치 미생물의 분포를 분석하는데 있어서 배양학적 방법이 미생물 동정에 한계가 존재하

므로 비배양학적 방법을 동시에 사용하여 부족한 부분을 보완하고자 실시하였다.

지금까지 김치 발효 기간 동안에 걸쳐 김치 내에 존재하는 다양한 유산균을 분석하

는 방법이 도입되어 연구한 결과는 많이 보고되었으나[23, 24] 유산균의 발효 패턴을
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조절하는 기술에 대한 연구 보고는 미비한 실정이다. 최근 김치의 보관기간에 따라 산

패현상[7, 36]이나 쓴 맛이 나타나는 문제가 발생하고 있다. 이 때 발생하는 김치의 쓴

맛은 배추에 함유되어 있는 glucosinolate가 분해되어 나오는 분해산물에 의한 것으로 보

고되었으나[13, 45] 일반 가정집에서 발효시키지 않은 김치를 저온 보관 시 쓴 맛이 발생

하는 현상이 지속적으로 나타나고, 발효 후 김치를 저온에 보관하였을 때 일정 기간 동

안 쓴 맛이 나타나는 것으로 보아 김치의 쓴 맛의 원인은 배추의 glucosinolate에 의한

것이 아닌 특정 유산균의 생육으로 추측하였다.

본 연구에서는 김치의 보관 및 발효 온도에 따른 유산균의 패턴이 어떻게 변화하는지

배양학적 방법으로 관찰하였고, 배양학적 방법에 의한 한계를 해결하고자 비배양학적 방

법을 동시에 사용하여 관찰하였다. 이를 통해 각 온도에 따라 우점하는 유산균을 찾고

그 유산균들의 관능적 특성을 조사하여 김치 쓴 맛의 원인균을 규명하여 쓴 맛을 감소

시키고자 하였다.
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제 2 장 실험 재료 및 방법

제 1 절 사용 균주 선정

1. 사용균주 및 배지

본 실험에서는 여러 지역의 배추김치에서부터 분리, 동정되어 본 실험실에서 보유하

고 있는 유산균 9종 (Lactobacillus 속 3종, Weissella 속 3종, Leuconostoc 속 3종)을

사용하였다 (Table 1). 모든 균주는 MRS (De Man Rogosa Sharpe, Difco, Sparks,

MD, USA) broth 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 정치배양한 후 계대하

여 사용하였다.

2. Genomic DNA의 추출 및 PCR (polymerase chain reaction)

증폭

유산균 9종의 배양 후 배양액을 원심분리 (13,475 ×g, 5 min)하여 얻어진 균체를 사

용하였고, DNeasy blood & tissue kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)을 이용하여 16s

rRNA gene을 추출하였다. 이렇게 추출한 genomic DNA들은 0.8% agarose gel에 전

기 영동한 다음 UV transilluminator를 사용하여 확인하였다.

각 균주의 추출된 16s rRNA gene들은 증폭시키기 위해 PCR template로 이용되었

다. Primer는 universal primer 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)를

forward primer로 사용하였고, universal primer 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT

ACG ACT T-3’)는 reverse primer로 사용하였다. 반응 조건으로는, 95℃에서 4분간

초기로 열을 가한 후, 95℃에서 1분 동안 denaturation, 45℃에서 1분 동안 annealing,

72℃에서 2분 동안 extension 하는 과정을 30회 반복한 다음, 마지막으로 72℃에서 10

분간 처리하였다[15]. 증폭된 DNA는 0.8% agarose gel을 이용해 전기영동하여 확인하

였다.
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Table 1. Pre-screening (PCR-DGGE) on 9 strains lactic acid bacteria

Genus Specise & Strain

Lactobacillus spp.

Lactobacillus sakei SC1

Lactobacillus sakei YY1

Lactobacillus plantarum HD1

Weissella spp.

Weissella koreensis SK

Weissella confusa GJ6

Weissella cibaria 37

Leuconostoc spp.

Leuconostoc citreum GR1

Leuconostoc kimchii GJ2

Leuconostoc mesenteroides TA

Reference : [46]
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3. DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)를 이용한 미

생물 분석

증폭된 16s rRNA gene들은 nested-PCR을 수행하기 위해 PCR template로 사용되

었다. 사용된 primer는 16s rRNA 중 변이가 가장 잘 일어나는 V3 region을 증폭시키

기 위해 GC-clamp가 포함된 GC-Lac 2 (5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC

GGC CCG GGG GCA CCG GGG GAT TYC ACC GCT ACA CAT G-3’)를 reverse

primer로, Lac 1 (5’-AGC AGT AGG GAA TCT TCC A-3’)은 forward primer로 하

여 코스모진텍 (Cosmogenetech, Seoul, Korea)에 주문 제작하여 사용하였다[35]. PCR

반응은 50 ng DNA와 10 pmol primer (F/R), dNTP mixture (2.5 mM each), 10 X

PCR buffer, 25 mM MgCl2, 그리고 마지막으로 0.5 U Taq polymerase를 첨가하여 최

종 부피가 50 μL이 되게 하였다.

PCR 반응 조건으로는 Lee 등[35]의 연구 방법을 이용하여 실험하였다. 94℃에서 2

분간 초기로 열을 가한 후, 94℃에서 30초 동안 denaturation, 61℃에서 1분 동안

annealing, 68℃에서 1분 동안 extension 하는 과정을 40회 반복하고, 마지막으로 68℃

에서 10분간 처리하였다. 증폭된 산물은 2% agarose gel에 전기영동하여 확인하였다.

Nested-PCR을 수행하여 얻은 PCR 증폭 산물은 BIORAD DCode Universal

Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, USA)으로 DGGE를 수행하여 분석하

였다. Denaturing gradient gel은 8% polyacrylamide gels (acrylamide/bis-37.5:1)을 사

용하였고, 변성제의 농도 구배는 7 M Urea와 40% formamide를 이용하여 30%에서

60%로 연속되게 제작하였다.

PCR 증폭산물을 loading 한 후, 1 X TAE buffer (40 mM Tris, 20 mM acetic

acid, 1 mM EDTA, pH 8.0) 에서 60℃, 50 V, 20시간 동안 전기영동하였다. 전기영동

이 끝난 gel은 EtBr (ethidium bromide)을 사용하여 5분간 염색시켜 관찰하였다.
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제 2 절 배양 온도에 따른 배지 내에서의 유산균 공동배양

1. 시료 준비

김치를 마쇄하여 멸균거즈로 2번 여과시킨 김치여액에 적용하기 전 유산균이 생육하

기 적합한 환경에서 공동배양 하였을 때 각 유산균들의 변화를 관찰하기 위해 먼저 배

지 내에서 실험을 진행하였다. DGGE를 통해 선발된 유산균 6종 Lb. plantarum HD1,

Lb. sakei SC1, W. koreensis SK, W. cibaria 37, Leu. mesenteroides TA, Leu.

citreum GR1을 대상으로 하여 5 mL MRS broth에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시

간 정치 배양한 후 계대하여 본 배양에 사용하였다. 본 배양액은 각 균주를 초기균수

가 약 5.0 log CFU/mL가 되게 30 mL MRS broth에 접종하여 각각의 보관 및 발효

온도에 공동 배양한 뒤 변화를 관찰하였다[46]. 이 때 담금 직후 김치의 유산균 초기균

수가 약 5.0 log CFU/mL인 것을 근거로 하였다.

2. 보관 온도에 따른 유산균 공동배양

보관 온도에 따른 유산균의 변화를 관찰하기 위하여 일반 김치냉장고의 보관온도인

-2℃와 –1℃에서는 12주까지 관찰하였고, 일반 냉장고 보관온도인 4℃에서는 4주까지

관찰하였다 (Table 2).
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가. 생균수 측정

시료는 멸균수로 단계희석법을 사용하여 10배 희석한 후 MRS (Difco), 0.002% bro-

mophenol blue를 첨가한 MRS, PES (Phenyl Ethyl alcohol Sucrose), LBS

(modified-Lactobacillus selection), LB (Luria Bertani; 1% Bacto tryptone, 0.5%

yeast extract, 1% NaCl) 배지에 100 μL씩 도말하여 30℃에 24∼48시간 배양하였고,

colony forming unit 계수 후 CFU/mL로 표기하였다. MRS와 MRS에 0.002% bromo-

phenol blue를 첨가한 배지에서는 균의 colony 모양과 크기를 이용하여 Lactobacillus

속과 Weissella 속, Leuconostoc 속을 구별하였다[35]. An[1]의 연구 방법에 따라,

PES 배지는 dextran 생성하여 점질물을 형성하는 Leuconostoc 속의 선택배지로 사용

되었으며, Lactobacillus 속의 선별 배지로는 LBS 배지를 사용하였다.

나. Genomic DNA 추출 및 PCR-DGGE 분석

각 온도에서 보관되었던 유산균 배양액 (200 μL)에서 균체를 추출하기 위해 원심분

리 (13,475 ×g, 5 min)하여 water pump를 사용하여 상징액을 제거한 후, 균체를 사용

하였고, DNeasy blood & tissue kit에 명시된 method를 참고하여 실험을 진행하였다.

균체에 enzymatic lysis buffer를 180 μL 분주하여 잘 풀어준 후 37℃에서 40분간 처

리하여 세포벽을 분해하였고, 25 μL proteinase K를 분주하여 56℃에서 40분간 효소

처리하여 대사산물을 불활성화 시켰다. 그리고 ethanol을 이용하여 DNA끼리 응축시킨

후, Mini spin column을 사용하여 DNA 추출하였고, 추출된 DNA는 spectropho-

tometer (Amersham biocsiences)를 이용하여 농도를 확인한 후, 0.8% agarose gel을

이용해 전기영동하여 확인하였다.

상기된 방법과 동일한 조건으로 nested-PCR을 진행하였고, GC-clamp가 붙은

GC-Lac 2와 Lac 1 primer를 사용하여 16s rRNA의 V3 부분을 증폭시켰다. 증폭된 산

물은 DCode Universal Mutation Detection system를 이용하여 상기된 동일한 조건으

로 DGGE를 수행하여 분석하였다.
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3. 발효 온도에 따른 유산균 공동배양

발효 온도에 따른 유산균의 변화를 관찰하기 위하여 김치 발효 온도인 6.5℃와 유산

균의 적정 생육 온도인 30℃에서 실험을 진행하였고, 보관 기간은 Table 2에 나타내었

다.

가. 생균수 측정

시료는 멸균수로 단계희석법을 사용하여 10배 희석한 후 MRS (Difco), 0.002% bro-

mophenol blue를 첨가한 MRS, PES, LBS, LB 배지에 100 μL씩 도말하여 30℃에 24

∼48시간 배양하여 colony forming unit 계수 후 CFU/mL로 표기하였다.

나. Genomic DNA 추출 및 PCR-DGGE 분석

각 온도에서 보관되었던 배양액에서 균체를 추출하기 위해 원심분리 (13,475 ×g, 5

min)하여 상징액을 제거한 후 사용하였고, DNeasy blood & tissue kit (Qiagen)에 명

시된 method를 참고하여 실험을 진행하였다. 균체에 enzymatic lysis buffer를 분주 후

37℃에서 40분간 처리하였고, proteinase K를 56℃에서 40분간 효소 처리하였다. Mini

spin column을 사용하여 DNA 추출하였다. 추출된 DNA는 spectrophotometer를 이용

하여 농도를 확인하였고, 0.8% agarose gel을 이용해 전기영동하여 확인하였다.

상기된 방법과 동일한 조건으로 nested-PCR을 진행하였고, GC-clamp가 붙은

GC-Lac 2와 Lac 1 primer를 사용하여 16s rRNA의 V3 부분을 증폭시켰다. 증폭된 산

물은 DCode Universal Mutation Detection system를 이용하여 상기된 동일한 조건으

로 DGGE를 수행하여 분석하였다.
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Table 2. Temperature and period of lactic acid bacteria co-culture

Temperature Period

Storage temperature

-2℃ 1, 2, 4, 8, 12 weeks

-1℃ 1, 2, 4, 8, 12 weeks

4℃ 1, 2, 3, 4 weeks

Fermentation temperature

6.5℃ 3, 5, 14, 28, 56, 84 days

15℃ 1, 3, 5, 7 days

30℃ 6, 12, 18, 24, 36, 48 hours
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제 3 절 배양 온도에 따른 김치여액 내에서의 유산균 공동배양

1. 시료 준비

본 실험에서는 시중에 시판되고 있는 S사 김치를 시료로 사용하였다. 김치는 당일

제조된 것을 사용하였고, 마쇄하여 멸균거즈로 2번 여과시킨 김치여액을 30 mL씩 소

분하여 실험에 사용하였다. 김치 내의 다양한 유산균이 재료와 저장온도 등의 조건에

따라 다양하게 변화하는데 유산균의 변화를 극대화하여 보기 위해 대표적으로 김치에

서 많이 발견되는 유산균을 선정하여 김치여액에 첨가해주었다. 이 후 배양 온도에 따

른 유산균들의 변화를 관찰하고, 대조구로 유산균을 첨가하지 않은 김치의 유산균 변

화를 관찰하여 비교 분석하였다. 유산균은 앞선 실험을 통해 선정된 6종을 사용하였고,

각 균주들의 초기균수가 약 5.0 log CFU/mL가 되게 접종하였다.

2. 보관 온도에 따른 유산균 공동배양

김[45]의 연구 방법에서 명시된 김치 냉장고의 보관 온도에 따라 실험을 진행하였다.

준비된 시료를 시중에 판매되고 있는 김치 냉장고 3사의 보관온도인 –2℃와 –1℃에

서 12주까지 유산균의 변화를 관찰하였다 (Table 2). 또 현재까지 김치 미생물의 천이

에서 주로 사용되었던 일반 냉장고 온도인 4℃에서 1주 간격으로 4주 동안 보관하여

유산균의 패턴을 관찰하였다[15, 27, 34, 35, 47]. 유산균 패턴은 상기된 실험 방법과 동

일하게 배양학적 방법인 미생물 생균수 측정, 비배양학적 방법인 PCR-DGGE를 통해

분석하였다.
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3. 발효 온도에 따른 유산균 공동배양

김[45]의 논문에 조사된 김치 냉장고의 발효 온도에 따라 김치냉장고의 3사 발효 온

도인 6.5℃와 15℃에서 실험을 진행하였다 (Table 2). 유산균 패턴 분석은 상기된 실험

방법과 동일하게 배양학적 방법인 미생물 생균수 측정과 비배양학적 방법인 PCR-DGGE를

통해 분석하였다.

제 4 절 김치 보관 중 쓴 맛 원인균 규명

1. 잠정적인 쓴 맛 원인균 접종 김치여액의 특성 비교

가. 시료 준비

보관 온도에 따른 김치여액 내에서의 유산균 변화를 관찰하여 김치 보관 온도인 저

온에서 우점하는 유산균 2종을 선정하여 쓴 맛의 원인균을 규명하기로 하였다. 김치는

시중에 판매되고 있는 H사의 당일 제조된 김치를 사용하였고, 마쇄하여 멸균 거즈로 2

번 거른 후 30 mL씩 소분하여 사용하였다. 유산균 2종은 5 mL MRS broth에 1%

(v/v) 접종하여 30℃에 24시간 정치 배양하였고, 계대 후 30 mL 김치여액에 1% (v/v)

접종하여 –1℃에 정치 배양하였다.

나. 쓴 맛 원인균 접종 김치여액의 유산균 변화

유산균 패턴은 상기된 실험 방법과 동일하게 생균수 측정으로 관찰하였고, PCR-DGGE

를 수행하여 분석하였다.
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다. 관능평가

훈련된 연구원 10명을 대상으로 관능을 실시하였다. 관능에는 유산균 6종을 약 5.0

log CFU/mL가 되게 접종한 김치여액을 배양기간과 보관 온도에 따라 시료로 사용하

였다. 관능은 쓴 맛의 항목을 5점 척도로 평가하여 1점은 매우 씀, 3점은 보통 그리고

5점은 쓰지 않음으로 나타내었다. 관능 시 물을 제공하여 앞서 평가한 김치여액의 맛

이 뒤에 평가하는 김치여액의 맛에 영향을 미치지 않도록 하였다.

라. 통계처리

통계처리는 SPSS program 23 version을 사용하여 일원분산분석 (one-way

ANOVA)으로 분석을 실시하였으며, Duncan의 다중범위검정법 (Duncan's multiple

range test)을 통해 유의성을 검정하였다 (p<0.05). 값은 mean±standard deviation

(SD)으로 표기하여 나타냈다.
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제 3 장 결과 및 고찰

제 1 절 사용 균주 선정

김치로부터 분리된 균주 중 김[45]의 연구 방법에 따라 다른 유산균 속에 대해 항균

활성이 강하지 않으며 김치 내에서 주로 검출되는 유산균 9종을 사용하였고, 비배양학

적 방법으로 관찰하기 위해 유산균 9종에 대해 DGGE를 실시하여 균주를 확인하였다.

선정된 9종의 유산균들은 공동 배양하여 결과를 분석 시 각각의 유산균의 확인이 요구

되는데, W. confusa GJ6와 W. cibaria 37, Leu. kimchii GJ2와 Leu. mesenteroides

TA, Lb. sakei SC1과 Lb. sakei YY1이 동일한 위치에 band가 나타나 본 분석법에 의

해 구분이 확실하지 않았다 (Fig. 1). 이에 따라 DGGE 분석에 의해 분류가 가능한 유

산균 6종 (Lb. plantarum HD1, Lb. sakei SC1, W. koreensis SK, W. cibaria 37, Leu.

mesenteroides TA, Leu. citreum GR1)을 공동 배양 실험 대상 균주로 선정하였다.
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Figure 1. DGGE profile of 9 strains lactic acid bacteria

1, Lb. sakei SC1; 2, Lb. sakei YY1; 3, Lb. plantarum HD1; 4, W. koreensis SK; 5,

W. confusa GJ6; 6, W. cibaria 37; 7, Leu. citreum GR1; 8, Leu. kimchii GJ2; 9,

Leu. mesenteroides TA
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제 2 절 배양 온도에 따른 배지 내에서의 유산균 공동배양

1. 보관 온도에 따른 유산균 공동배양

온도에 따른 김치 내 유산균들의 변화를 극대화하여 관찰하기 위해 김치에서 주로

관찰되는 유산균 6종을 담금 직후 김치 유산균의 초기균수인 약 5.0 log CFU/mL를

배지 내에 공동배양하여 관찰하였다. 보관 온도로는 김치 냉장고의 보관온도인 –2℃,

-1℃와 일반 냉장고의 보관 온도인 4℃에서 실험을 진행하였다. 패턴 분석은 유산균의

생균수를 측정하였고 동시에 DGGE 분석으로 확인하였다.

가. 보관 온도 -2℃에서의 유산균 변화

유산균 6종 모두 -2℃에서 보관 2주까지 초기균수 약 5.0 log CFU/mL로 유지하였

으며, 총균수는 보관 8주에 7.7 log CFU/mL로 최대에 도달하여 보관 12주까지 유지하

였다 보관 2주부터 W. koreensis SK가 점차 증가하기 시작하여 보관 4주부터 보관

12주까지 7.5∼7.7 log CFU/mL로 우점하였고, Lb. sakei SC1이 보관 4주 이후 6.0 log

CFU/mL를 유지하며 우점하였다. 나머지 유산균들은 4.8∼5.3 CFU/mL로 초기 접종해

준 상태를 거의 유지하였다 (Fig. 2).

DGGE 분석 결과에서도 마찬가지로 2주 이후부터는 W. koreensis SK (band c)와

Lb. sakei SC1 (band b)가 우점하는 균으로 관찰되었다. W. cibaria 37 (band d)과

Lb. plantarum HD1 (band a)의 band는 보관 2주 이후 관찰되지 않았고, Leuconostoc

속 2종은 2주∼4주까지 band가 관찰되다가, 보관 6주부터 관찰되지 않았다 (Fig. 5).
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나. 보관 온도 -1℃에서의 유산균 변화

보관 온도 -1℃에서는 W. koreensis SK가 보관 1주부터 서서히 증가하여 보관 4주

에 약 8.4 log CFU/mL에 도달하였고, Lb. sakei SC1은 보관 2주에 6.2 log CFU/mL

에 도달하여 보관 4주 이후 7.7∼8.0 log CFU/mL까지 증가하는 것으로 관찰되었다.

나머지 유산균들은 접종해 준 초기균수를 거의 유지하였다 (Fig. 3).

DGGE 분석 결과는 보관 1주부터 W. koreensis SK (band a)와 Lb. sakei SC1

(band b)의 band가 우점으로 관찰되었고, W. cibaria 37 (band d)과 Lb. plantarum

HD1 (band a)의 band는 보관 2주 이후 관찰되지 않았다 (Fig. 5).

다. 보관 온도 4℃에서의 유산균 변화

일반 냉장고의 보관 온도인 4℃에서 보관된 시료는 보관 2주에 총균수가 9.0 log

CFU/mL로 –2∼-1℃보다 매우 증가하는 것으로 관찰되었다. Fig. 4에서 W. kore-

ensis SK는 보관 1주에 8.3 log CFU/mL에 도달하여 보관 4주까지 조금씩 증가하였

고, Lb. sakei SC1은 보관 2주에 8.6 log CFU/mL에 도달한 이후 조금 감소하였다.

Leuconostoc 속은 보관 1주에 관찰되었으나 점차 감소하였다. W. cibaria 37과 Lb.

plantarum HD1은 초기균수인 약 5.0 log CFU/mL를 일정하게 유지하였다.

DGGE 분석 결과 또한 보관 1주 이후 Leuconostoc 속의 band가 관찰되지 않았으며,

W. koreensis SK (band c)와 Lb. sakei SC1 (band b)이 1주부터 우점하는 균으로 관

찰되었다 (Fig. 5).
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Figure 2. Growth of mixed LAB 6 strains at -2℃ for 12 weeks in MRS

broth (initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 3. Growth of mixed LAB 6 strains at -1℃ for 12 weeks in MRS

broth (initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 4. Growth of mixed LAB 6 strains at 4℃ for 4 weeks in MRS broth

(initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 5. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from MRS

broth at –2℃, -1℃ and 4℃

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1
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2. 발효 온도에 따른 유산균 공동배양

김치의 발효 온도를 다르게 하여 보관하였을 때, 김치에 존재하는 유산균의 변화를

관찰하기 위하여 위의 방법과 마찬가지로 유산균 6종을 초기균수가 약 5.0 log

CFU/mL가 되어 접종하여 배양하였다. 발효 온도로는 6.5℃와 15℃를 사용하였다.

가. 발효 온도 6.5℃에서의 유산균 변화

발효 온도 6.5℃에서의 유산균 변화를 관찰한 결과는 Fig. 6과 Fig. 9에 나타내었다.

총균수는 보관 14일에 최대 8.3 log CFU/mL로 보관 84일까지 유지하였고, W.

koreensis SK는 보관 5일 이후 약 8.0 log CFU/mL까지 증가하였으며, Leu.

mesenteroides TA는 보관 3일부터 증가하여 보관 4주까지 약 6.3∼7.3 log CFU/mL

로 유지되었다. Lb. sakei SC1도 보관 3일부터 증가하여 보관 84일까지 7.7 log

CFU/mL로 유지되었으며, Lb. plantarum HD1은 보관온도에서 배양하였을 때보다 증

가하여 6.2 log CFU/mL에 도달하였다.

DGGE 분석 결과 W. koreensis SK (band c)와 Lb. sakei SC1 (band b)는 보관 3일

이후 보관 84일까지 우점하였고, Leu. mesenteroides TA (band e)는 보관 84일까지

희미하게 관찰되었다 (Fig. 9).
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나. 발효 온도 15℃에서의 유산균 변화

발효 온도 15℃에서는 유산균 6종 모두 약 7.9∼9.3 log CFU/mL에 도달하여 다른

보관온도에 비해 잘 자라는 것으로 관찰되었다 (Fig. 7). 그 중 Lb. sakei SC1이 보관

3일에 9.3 log CFU/mL에 도달하면서 보관 7일까지 우점하였고, 다른 온도에서 균수가

증가하지 않았던 Leuconostoc 속인 Leu. citreum GR1이 보관 5일에 8.8 log CFU/mL

에 도달하였다. 반면 저온에서 우점을 했던 W. koreensis SK는 보관 3일에 7.9 log

CFU/mL에 도달하였다가 점차 감소하였다.

DGGE 분석 결과에서도 Lb. sakei SC1 (band b)이 가장 우점하는 것으로 나타났고,

Leu. citreum GR1 (band f)과 W. koreensis SK (band c)가 7일까지 관찰되었다 (Fig.

9).

다. 발효 온도 30℃에서의 유산균 변화

30℃에서의 유산균 변화 관찰 결과를 Fig. 8과 Fig. 9에 나타내었다. 총균수가 보관

12시간 이후에 9.6 log CFU/mL로 최대에 도달한 후 보관 48시간에 조금 감소하였고,

저온에서 우점하는 W. koreensis SK는 보관 18시간까지 7.6 log CFU/mL 도달하였지

만, 그 이후 생육이 증가하지 못하였다. 다른 보관 온도에서 자라지 못하였던 W.

cibaria 37이 점차 증가하여 보관 12시간에 최대치인 9.6 log CFU/mL에 도달하여 보

관 48시간까지 유지하였다. Leuconostoc 속은 보관 6시간부터 7.9∼9.1 log CFU/mL에

이르다 24시간 이후 감소하였다. Lb. plantarum HD1은 점차 증가하다가 보관 36시간

에 9.4 log CFU/mL에 최대치에 이르고 이후 유지하였다.

DGGE 분석 결과 역시 배양학적 방법과 마찬가지로 W. cibaria 37 (band d)와 Lb.

sakei SC1 (band b)가 보관 48시간까지 우점하는 균으로 관찰되었고, Lb. plantarum

HD1 (band a)는 보관 12시간까지 희미하게 관찰되다가 보관 18시간 이후 뚜렷하게 관

찰되었다 (Fig. 9).
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Figure 6. Growth of mixed LAB 6 strains at 6.5℃ for 84 days in MRS broth

(initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 7. Growth of mixed LAB 6 strains at 15℃ for 7 days in MRS broth

(initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 8. Growth of mixed LAB 6 strains at 30℃ for 48 hours in MRS broth

(initial about 5 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 9. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from MRS

broth at 6.5℃, 15℃ and 30℃

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1
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제 3 절 배양 온도에 따른 김치여액에서의 유산균 공동배양

1. 보관온도에 따른 유산균 공동배양

배지 내에서의 유산균 공동배양과 동일한 방법을 사용하여 실험하였다. 김치를 마쇄

하여 멸균거즈로 여과 후 김치여액만을 사용하여 실험을 하였는데 이는 김치 자체에서

의 유산균 변화보다 김치여액에서의 유산균 변화가 더 빠르게 나타나므로 김치여액을

사용하였다. 김치여액에서 유산균의 변화를 더 극적으로 관찰하기 위해 선발된 유산균

6종 Lb. plantarum HD1, Lb. sakei SC1, W. koreensis SK, W. cibaria 37, Leu.

mesenteroides TA, Leu. citreum GR1을 담금 직후 김치 유산균의 초기 균수인 약

5.0 log CFU/mL가 되게 김치여액에 접종을 하여 유산균의 패턴을 확인하고, 김치여액

자체에 존재하는 유산균 패턴과 비교하였다. 배양 온도로는 김치 냉장고의 보관온도인

–2℃, -1℃와 일반 냉장고의 보관 온도인 4℃에서 배양하였고, 패턴 분석은 유산균의

생균수를 측정하였고 동시에 DGGE를 수행하여 분석하였다.
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가. 보관 온도 -2℃에서의 유산균 변화

보관 온도 -2℃에서의 결과는 Fig. 10와 Fig. 11에 나타내었다. 유산균 비첨가 김치

여액에서는 보관 4주까지 유산균 균총의 변화가 거의 없었다 (Fig. 10-A). 유산균수는

보관 8주에 6.8 log CFU/mL에 도달하여 보관 12주에 7.7 log CFU/mL에 도달하였다.

W. koreensis로 추정되는 균주는 보관 8주 이후 6.7 log CFU/mL로 우점하는 균으로

나타났다. DGGE 분석 결과 역시 W. koreensis 위치의 band c가 보관 8주 이후 가장

우점하였고 Lb. sakei 위치의 band b가 그 다음으로 우점하였다 (Fig. 11-A). Leu.

citreum 위치의 band f가 0일부터 보관 4주까지 관찰되었고 접종해준 유산균 이외의

균이 관찰되어 (band g) 분석한 결과, Leu. gelidum 또는 Leu. inhae와 100% 상동성

을 보였다.

유산균 6종을 첨가한 김치여액에서 총균수는 보관 4주에 6.4 log CFU/mL에 도달

후, 보관 12주에 8.4 log CFU/mL까지 도달하였고, W. koreensis SK는 보관 4주에 6.1

log CFU/mL에 도달하여 보관 12주에 8.3 log CFU/mL으로 우점하였다 (Fig. 10-B).

DGGE 분석 결과로는 보관 2주까지 Leu. citreum GR1 (band f)이 가장 진하게 나타

났고, 보관 4주부터 보관 12주까지 W. koreensis SK (band c)가 가장 우점하였으며

Lb. sakei SC1 (band b)가 두 번째로 우점하는 균주로 나타났다 (Fig. 10-B).
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Figure 10. Growth of lactic acid bacteria at –2℃ for 12 weeks in kimchi

filtrate (initial about 5 log CFU/mL)

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria expect LAB; ◯, LAB counts; ▲, W. koreensis;

●, Leuconostoc spp.; ■, Lactobacillus spp.

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 11. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at –2℃

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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나. 보관 온도 -1℃에서의 유산균 변화

보관 온도 -1℃에서의 유산균 공동배양 결과를 Fig. 12와 Fig. 13에 나타내었다. 유

산균 비첨가 김치여액에서는 보관 4주까지는 미생물 균총이 변화가 거의 없었고, 유산

균 첨가한 김치여액보다는 생육이 느렸지만 보관 8주에 유산균수가 동일하게 8.2 log

CFU/mL에 도달하였고, 그 중 W. koreensis로 추정되는 균주가 8.1 log CFU/mL로 대

부분을 차지하여 우점하는 것으로 나타났다 (Fig. 12-A). DGGE 분석 결과, Leu.

citreum 위치의 band f는 0일부터 보관 4주까지 관찰되었고, 유산균 첨가 김치액과 마

찬가지로 보관 4주부터 보관 12주까지 W. koreensis 위치의 band c와 Lb. sakei 위치

의 band b가 우점하는 균으로 나타났다 (Fig. 13-B). 그리고 접종해준 유산균 이외의

균이 0일부터 보관 12주까지 꾸준히 관찰되어 (band g) 분석한 결과, Leu. gelidum 또

는 Leu. inhae와 100% 상동성을 보였다.

유산균 6종을 첨가한 김치여액에서는 총균수가 보관 2주에 6.2 log CFU/mL에 도달

하고, 보관 8주에 8.5 log CFU/mL에 도달하였다. 마찬가지로 W. koreensis SK가 보

관 2주에 5.9 log CFU/mL에 도달 후 보관 8주에 8.5 log CFU/mL에 도달하여 우점하

는 균으로 나타났다 (Fig. 12-B). DGGE 분석 결과, Leuconostoc 속은 0일차부터 보관

2주까지 관찰되었고, W. koreensis SK (band c)는 보관 1주부터 보관 12주까지 우점

하는 균으로 관찰되었으며 Lb. sakei SC1 (band b)는 보관 4주부터 보관 12주까지 관

찰되었다. Leu. gelidum 또는 Leu. inhae (band g)은 0일부터 보관 4주까지 관찰되었

다 (Fig. 13-B).
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Figure 12. Growth of lactic acid bacteria at –1℃ for 12 weeks in kimchi

filtrate (initial about 5 log CFU/mL)

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria expect LAB; ◯, LAB counts; ▲, W. koreensis;

●, Leuconostoc spp.; ■, Lactobacillus spp.

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 13. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at –1℃

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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다. 보관 온도 4℃에서의 유산균 변화

보관 온도 4℃에서의 유산균 공동배양 결과를 Fig. 14와 Fig. 15에서 나타내었다. -2

∼-1℃에서 보관한 김치여액보다 높은 온도인 4℃에서 보관한 김치여액에서는 유산균

수가 빠르게 증가하여 보관 2주에 약 7.0∼8.0 log CFU/mL에 도달하였다. 생균수 측

정 결과, 유산균 비첨가 김치여액은 유산균수가 보관 1주부터 점차 증가하여 보관 3주

에 최대 8.9 log CFU/mL에 도달하였다가 보관 4주에 8.3 log CFU/mL로 감소하였다.

W. koreensis로 추정되는 균주는 보관 1주 이후 보관 4주까지 6.1∼8.3 log CFU/mL까

지 도달하며 가장 우점하는 균으로 관찰되었다 (Fig. 14-A). DGGE 분석 결과, Leu.

citreum 위치의 band f가 보관 1주까지 우점하였고, 보관 2주부터 보관 4주까지 W.

koreensis 위치 band c와 Lb. sakei 위치의 band b가 우점하는 것으로 관찰되었다.

Leu. gelidum 또는 Leu. inhae 위치의 band g는 0일부터 보관 4주까지 꾸준히 관찰되

었다 (Fig. 15-A).

유산균 6종을 첨가한 김치여액에서 W. koreensis SK는 보관 2주부터 8.4 log

CFU/mL에 도달하여 보관 4주까지 가장 우점하는 균으로 관찰되었다. Leu. mesen-

teroides TA가 보관 2주에 7.3 log CFU/mL에 도달하여 유지하였고, Lb. sakei SC1이

보관 4주에 7.3 log CFU/mL에 도달하였다 (Fig. 14-B). DGGE 분석 결과 보관 1주부

터 보관 4주까지 W. koreensis SK (band c)와 Lb. sakei SC1 (band b)가 관찰되었다

(Fig. 15-B).
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Figure 14. Growth of lactic acid bacteria at 4℃ for 4 weeks in kimchi

filtrate (initial about 5 log CFU/mL)

(A), Single of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria expect LAB; ◯, LAB counts; ▲, W. koreensis;

●, Leuconostoc spp.; ■, Lactobacillus spp.

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 15. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at –4℃

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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2. 발효 온도에 따른 유산균 공동배양

김치여액에서 유산균의 변화를 더 극적으로 관찰하기 위해 선발된 유산균 6종 Lb.

plantarum HD1, Lb. sakei SC1, W. koreensis SK, W. cibaria 37, Leu. mesenter-

oides TA, Leu. citreum GR1을 담금 직후 김치 유산균의 초기 균수인 약 5.0 log

CFU/mL가 되게 김치여액에 접종하여 유산균의 패턴을 확인하고, 김치여액 자체에 존

재하는 유산균 패턴과 비교하였다.

가. 발효 온도 6.5℃에서의 유산균 변화

발효 온도 6.5℃에서 발효를 시킨, 유산균 비첨가 김치여액은 유산균 첨가 김치여액

보다 유산균수가 14일 늦은 보관 28일에 7.5 log CFU/mL에 도달한 후, 보관 56일에

8.3 log CFU/mL에 도달하였다. W. koreensis로 추정되는 균주는 보관 56일에 8.2 log

CFU/mL에 도달하여 우점하였다 (Fig. 16-A). DGGE 결과 역시, Leu. citreum 위치의

band f는 0일부터 보관 28일까지 관찰되었고, W. koreensis 위치의 band c와 Lb.

sakei 위치의 band b는 보관 28일 이후 관찰되어 우점하였다. Leu. gelidum 또는 Leu.

inhae 위치의 band g는 0일부터 보관 84일까지 꾸준히 관찰되었다 (Fig. 17-A).

유산균 6종을 첨가한 김치여액의 결과는 Fig. 16-B와 Fig. 17-B에 나타내었다. 총균

수는 보관 5일에 7.2 log CFU/mL로 증가하기 시작하고, 보관 14∼28일에 8.2∼8.4 log

CFU/mL까지 도달하였다. W. koreensis SK는 보관 14일에 8.1 log CFU/mL에 도달하

여 보관 84일까지 우점을 유지하였고, Leu. mesenteroides TA는 보관 14일에 7.4 log

CFU/mL에 도달하여 보관 84일까지 유지하였다. 이 때, DGGE의 결과는 0일부터 보관

3일까지 Leuconostoc 속 (band e, f)가 관찰되었고, W. koreensis SK (band c)는 보관

3일부터 보관 84일까지 우점하였다. Lb. sakei SC1 (band b) 역시 보관 3일부터 보관

84일까지 우점하는 균으로 나타났다.
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Figure 16. Growth of lactic acid bacteria at 6.5℃ for 84 days in kimchi

filtrate (initial about 5 log CFU/mL)

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria expect LAB; ◯, LAB counts; ▲, W. koreensis;

●, Leuconostoc spp.; ■, Lactobacillus spp.

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1
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Figure 17. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at 6.5℃

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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나. 발효 온도 15℃에서의 유산균 변화

발효 온도 15℃에서 유산균 비첨가 김치여액의 결과는 Fig. 18-A와 Fig. 19-A에 나

타내었다. 유산균수는 보관 1일 만에 8.7 log CFU/mL에 도달하여 일정하게 유지되었

다. W. koreensis로 추정되는 균주 역시 보관 1일에 8.6 log CFU/mL에 도달하였고,

Leuconostoc 속은 보관 3일에 8.1 log CFU/mL에 도달하였다. DGGE 분석 결과, 보관

3일 이후 보관 7일까지 W. koreensis 위치의 band c가 우점하는 균으로 관찰되었고,

W. cibaria 위치의 band d가 보관 5일까지 희미하게 관찰되었다. Leu. citreum 위치의

band f가 보관 7일까지 관찰되었으며, Leu. gelidum 또는 Leu. inhae 위치의 band g

역시 0일부터 보관 7일까지 우점하는 균으로 관찰되었다 (Fig. 19-A).

유산균 6종을 접종한 김치여액의 결과는 Fig. 18-B와 Fig. 19-B에 나타내었다. 총균

수는 1일 만에 9.3 log CFU/mL까지 도달하였다. 보관 1일에서 보관 3일에는

Leuconostoc 속이 8.4∼8.7 log CFU/mL에 도달하였고, Lactobacillus 속은 점차 증가

하여 보관 3일에서 보관 5일에 7.4∼8.3 log CFU/mL에 도달하여 우점하였다. DGGE

분석 결과, W. koreensis SK가 보관 1일부터 보관 7일까지 우점하였고, 그 외의 균주

변화는 유산균 비첨가 김치여액과 같은 패턴을 보였다.
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Figure 18. Growth of lactic acid bacteria at 15℃ for 7 days in kimchi

filtrate (initial about 5 log CFU/mL)

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria expect LAB ◯, LAB counts; ▲, W. koreensis;

●, Leuconostoc spp.; ■, Lactobacillus spp.

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

◆, Total cell counts; ■, W. koreensis SK; □, W. cibaria 37; ▲, Leu. citreum

GR1; △, Leu. mesenteroides TA; ●, Lb. sakei SC1; ◯, Lb. plantarum HD1



- 43 -

Figure 19. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at 15℃

(A), Single culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

(B), Co-culture of 6 strains of LAB in kimchi filtrate

a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; d, W. cibaria 37; e,

Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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제 4 절 김치 보관 중 쓴 맛 원인균 규명

1. 잠정적인 쓴 맛 원인균 접종 김치여액의 특성 비교

김치 보관 시 나타나는 쓴 맛의 원인균을 잠정적으로 파악하는데 위의 결과를 토대

로 보면 김치는 저온에서 보관되므로 저온에서 우점하는 균인 W. koreensis SK와 Lb.

sakei SC1을 잠정적인 쓴 맛 원인균으로 추정할 수 있었다. 쓴 맛 원인균으로 추정된

두 균주를 김치여액에 1% (약 6.0∼7.0 log CFU/mL) 접종하여 보관 온도인 –1℃에

서 보관하여 미생물 변화를 관찰하였고, 쓴 맛의 원인균임을 파악하기 위해 관능검사

를 실시하였다.

가. 쓴 맛 원인균 접종 김치여액의 유산균 변화

유산균 비첨가 김치여액에서의 유산균 변화는 유산균수가 보관 4주에 8.2 log

CFU/mL로 최고치에 도달하였다. W. koreensis로 추정되는 균주 또한, 보관 4주에 7.9

log CFU/mL에 도달하여 보관 12주까지 유지하며, 가장 우점하는 균으로 관찰되었다.

W. koreensis로 추정되는 균주를 제외한 유산균은 보관 4주 이후 점차 감소하는 것으

로 관찰되었다 (Fig. 20).

W. koreensis SK를 1% 접종한 김치여액은 유산균수가 보관 2주 이후 점차 증가하

여 보관 8주에 8.8 log CFU/mL에 도달하였고, W. koreensis SK는 8.7 log CFU/mL

에 도달하여 가장 우점하는 균으로 관찰되었다. 이 외의 유산균은 8.1 log CFU/mL에

도달하는 것으로 관찰되었다 (Fig. 21).

Lb. sakei SC1을 1% 접종한 김치여액의 결과는 Fig. 22에 나타냈다. 유산균수는 보

관 12주까지 7.3∼7.6 log CFU/mL로 크게 변화하지 않은 것으로 관찰되었다. 김치여

액에 접종한 Lb. sakei SC1는 6.8∼7.2 log CFU/mL로 관찰되었고, 이를 제외한 유산

균이 보관 12주까지 6.8∼7.5 log CFU/mL로 Lb. sakei SC1에 비해 더 많이 관찰되었

다.
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DGGE 분석 결과, W. koreensis SK를 접종한 김치여액과 Lb. sakei SC1을 접종한

김치여액, 유산균 비첨가 김치여액 모두 W. koreensis 위치의 band c가 가장 우점하는

것으로 관찰되었고, 전 구간에서 Leuconostoc 속이 관찰되었다 (Fig. 23). Lb. sakei

SC1을 접종한 김치여액에서는 W. koreensis 이외에 Lb. sakei가 주로 관찰되었다

(Fig. 23-C).

나. 관능평가

김치 보관 시 나타나는 쓴 맛의 원인균으로 예측되는 원인균을 앞선 결과를 토대로

선발하였다. 선발된 W. koreensis SK와 Lb. sakei SC1을 1% (약 6.0∼7.0 log

CFU/mL) 접종한 김치여액과 균주를 접종하지 않은 김치여액을 저장기간 동안 쓴 맛

원인균 선발을 위해 관능검사를 실시하였다. 관능평가는 6주 동안 매주 총 6회 실시하

였고, 결과는 Table 3에 나타내었다. W. koreensis SK를 접종한 김치여액이 다른 김

치여액에 비해 4주차에는 2.33±1.22a, 6주차에 2.60±1.26a로 쓴 맛에 대한 점수가 가장

높게 측정되었다.
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Figure 20. Growth of lactic acid bacteria at –1℃ for 12 weeks in kimchi

filtrate

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria except LAB; ◯, LAB counts; ■, W. koreensis;

□, LAB except W. koreensis
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Figure 21. Growth of lactic acid bacteria at –1℃ for 12 weeks in kimchi

filtrate inoculated W. koreensis SK (initial about 6∼7 log

CFU/mL)

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria except LAB; ◯, LAB counts; ■, W. koreensis

SK; □, LAB except W. koreensis SK
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Figure 22. Growth of lactic acid bacteria at –1℃ for 12 weeks in kimchi

filtrate inoculated Lb. sakei SC1 (initial about 6∼7 log CFU/mL)

◆, Total cell counts; ◇, Bacteria except LAB; ◯, LAB counts; ▲, Lb. sakei SC1;

△, LAB except Lb. sakei SC1
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Figure 23. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from kimchi

filtrate at -1℃

(A), Kimchi filtrate

(B), Kimchi filtrate inoculated W. koreensis SK (initial about 6∼7 log CFU/mL)

(C), Kimchi filtrate inoculated Lb. sakei SC1 (initial about 6∼7 log CFU/mL)

b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK; e, Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum

GR1; g, Leu. gelidum or Leu. inhae
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Table 3. Sensory evaluation of kimchi filtrate inoculated temporary respon-

sible microorganism for bitter taste

Weeks W. koreensis SK1) Lb. sakei SC11) Control2)

1 2.78±1.20
a

3.33±1.66
a

2.67±1.00
a

2 3.25±0.71a 3.50±1.07a 2.62±0.92a

3 2.89±1.17
a

3.44±1.24
a

3.44±0.73
a

4 2.33±1.22a 3.89±0.78b 2.89±1.05ab

6 2.60±1.26
a

3.80±1.03
b

2.80±0.79
a

1) Kimchi filtrate inoculated W. koreensis SK or Lb. sakei SC1 (initial about 6∼7

log CFU/mL)
2) Non-inoculated kimchi filtrate

* Values are mean ± standard deviation (SD)

** Different superscripts indicate significant difference at p<0.05 by Duncan'

multiple comparison.
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제 4 장 결 론

과거에는 김치 발효에 관여하는 유산균들의 다양성과 천이를 형태학적 특성과 생화

학적 특성만으로 관찰하여 보고되었으나[2, 8, 22, 33], 2000년 이후 분자생물학적 방법

들이 적용이 되면서 기존에 보고되었던 결과와 상이하거나 보고되지 않았던 유산균들

이 발견되면서 다양한 유산균들이 김치발효에 관여하는 것으로 나타났다[18]. Chin 등

[6]의 연구 결과에 따르면, 김치 발효초기에 Leu. mesenteroides가 주로 발효에 관여

하는 유일한 균이라고 밝혀졌던 기존 연구와는 달리, 발효에 관여하는 균이 Lb.

brevis, W. cibaria, Leu. mesenteroides, Leu. citreum로 다양하게 존재한다고 보고되

었다. 이처럼 분자생물학적 기법의 발달로 인해 보다 많은 정보를 바탕으로 실제와 가

까운 미생물 군집 조성과 기능적 능력을 표현할 수 있게 되었다.

김치발효에 관여하는 유산균의 종류 및 분포양상은 재료, 소금의 농도, 온도 등에 상

당한 영향을 받는데, 이 중 온도의 영향을 받아 김치 발효에 관여하는 유산균의 천이

를 관찰하는 연구가 많이 진행되고 있다[4, 8, 10, 34, 36]. 이러한 연구결과를 통해, 저

온에서 Leuconostoc 속과 Weissella 속의 생육이 활발하며, Lactobacillus 속은 중, 고

온에 생육이 활발한 것으로 확인되었다. 이와 같이 온도에 따라 유산균이 변화하면서

김치의 맛에 관여하는 것으로 나타나는데, 김치를 저온에서 보관하였을 때 나타나는

김치의 쓴 맛이 특정 유산균의 생육으로 인한 특성으로 추측되었고, 이를 토대로 배양

학적 방법과 비배양학적 방법을 통해 발효온도에 따라 우점하는 유산균을 규명하고 그

유산균을 첨가한 김치의 특성을 관찰하여 쓴 맛의 원인균을 찾을 수 있을 것이라고 생

각하였다.

본 연구에서는 보관하는 온도와 발효하는 온도에 따라 유산균총의 변화를 배지와 김

치여액에서 관찰하였다. 김치에서 주로 존재하는 대표적인 유산균 9종 중 PCR-DGGE

를 통해 선정된 6종을 김치담금 직후의 초기균수인 약 5.0 log CFU/mL로 접종해 공

동 배양하여 실험하였을 때, 배지 내에서의 배양학적 방법으로는 –2℃에서 총 유산균

의 최대 생균수가 7.7 log CFU/mL로 가장 낮게 관찰되었고, 유산균의 생육 적정 온도

인 30℃에서는 가장 잘 생육하여 9.6 log CFU/mL로 관찰되었다. 그리고 -2℃∼6.5℃

까지 W. koreensis SK가 지속적으로 생균수가 높게 유지되어 저온에서 우점하는 균

임을 확인하였고, 또한 Lb. sakei SC1은 W. koreensis SK 다음으로 높게 유지되는 것

을 확인하였다. 반면 W. cibaria 37과 Lb. plantarum HD1은 초기균수를 그대로 유지
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하는 것으로 보아 저온에서 생육이 어려운 것으로 확인되었고, 이 균주들은 15℃와 3

0℃에서 생육이 활발한 것으로 확인되었다. 이 결과는 15℃에서 Lb. plantarum이 발효

시작에서부터 종결까지 유지하면서 나타나고, Leu. mesenteroides가 발효 초기에 균수

가 증가하였다가 후기에 급격하게 감소하는 연구 결과와 유사하게 나타났다[43].

비배양학적 방법인 PCR-DGGE 분석 결과, 저온인 Fig. 5와 Fig. 9에서 0일에 유산

균 6종 모두 관찰이 되고 초기에는 Leu. mesenteroides TA (band e)가 관찰되었다.

보관기간이 길어질수록 W. koreensis SK (band c)와 Lb. sakei SC1 (band b)의 band

가 주로 관찰되고 그 외의 유산균들은 관찰되지 않아 생균수와 같은 패턴을 보였다.

15℃와 30℃에서는 저온에 비해 균주가 다양하게 나타났고, Lb. sakei SC1과 Lb.

plantarum HD1, W. cibaria 37, Leu. citreum GR1이 주로 관찰되었다.

김치여액 중 유산균 6종을 첨가한 김치여액의 경우, 배지 내에서의 결과와 패턴이

비슷하게 관찰되었다. 보관 초기부터 W. koreensis SK가 우점종으로 나타났고, 이어

Lb. sakei SC1이 증가하는 패턴을 보여, 두 균주 모두 저온에서 잘 자라는 균임을 확

인하였다. 또한 초반에는 Leuconostoc 속이 관찰되다가, 보관 기간이 길어질수록 감소

하는 것으로 나타났다. 마찬가지로 유산균 비첨가 김치여액에서도 W. koreensis로 추

정되는 균이 모든 온도에서 유산균의 대부분을 차지하였다. 이와 같은 결과는 10℃ 또

는 15℃에서 발효 후 –1℃에서 보관한 김치에서 Leu. citreum이 초기에 우점을 하다

가 후기에 W. koreensis 가 우점하는 연구 결과와 유사하게 나타났다[9].

DGGE 분석 결과, -2∼-1℃에서는 초반 보관 4∼6주까지는 Leuconostoc 속의 균주

들이 관찰이 되다가 보관 6∼8주 이후 W. koreensis와 Lb. sakei가 관찰되어 후기에

우점하는 것으로 관찰되었다 (Fig. 11-A, 13-A). 유산균 6종을 첨가한 김치여액은 4∼

15℃에서 초반부터 W. koreensis와 Lb. sakei가 진하게 관찰되어 우점하는 것으로 관

찰되었고, 유산균 비첨가 김치여액은 4℃와 6.5℃에서 1∼2주까지는 Leuconostoc 속이

진하게 관찰되다가 이후 W. koreensis와 Lb. sakei가 우점하는 것으로 관찰되었다. 이

와 같은 결과는 4℃에서 W. koreensis가 발효 전 과정 동안, Lb. sakei는 발효 10일부

터 진하게 나타나 김치 발효 과정 동안에 우점종이라는 연구 결과와 동일하게 나타났

다[46]. 10∼20℃에서 W. confusa와 Leu. citreum이 진하게 관찰되어 우점종으로 나타

난 연구 결과[15]와는 달리, 본 실험 결과 15℃에서 발효하였을 때 Leu. citreum이 전

구간에서 관찰되었고, W. cibaria가 희미하게 관찰되었으며, Lb. sakei가 가장 우점하

는 것으로 관찰되었다 .

또한 김치여액에서 접종해주었던 유산균 6종 이외의 유산균 (band g)이 확인되었는
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데, 이 유산균은 모든 온도에서 보관 기간 동안 지속적으로 관찰되었다 (Fig. 11, 13,

15, 17, 19). 관찰된 유산균을 확인하고자 동정한 결과, 동정된 길이가 짧아 두 균주로

확인되었는데 Leu. gelidum 또는 Leu. inhae와 100% 일치하였다. 이 결과는 이 균주

가 1℃ 이하에서 생장 가능한 저온성 균주이며, 저온에서 발효한 김치에서 우점한다는

연구 결과와 유사하게 나타났다[25, 42].

배지와 김치여액 내에서 온도에 따른 유산균의 변화를 확인한 결과, 김치를 보관하

는 저온에서 W. koreensis와 Lb. sakei가 우점하는 것으로 확인되어 이 균주들에 의해

김치의 쓴 맛이 나타난다고 추측하였다. 이를 토대로 W. koreensis SK와 Lb. sakei

SC1을 각각 김치여액에 접종하여 유산균의 변화와 관능을 통해 쓴 맛의 원인균을 규

명하고자 하였다.

각 균주를 김치여액에 1% 접종하여 -1℃에서 보관 후 관찰한 결과, 모든 김치여액

에서 W. koreensis가 우점하는 것으로 나타났고, 그 다음으로 Lb. sakei가 관찰되었으

며, Leuconostoc 속이 희미하게 관찰되었다. 관능 결과에서는 W. koreensis SK를 접

종한 김치여액이 보관 3∼6주에 가장 쓴 맛이 강하게 나타났고, Lb. sakei SC1를 접종

한 김치여액은 W. koreensis가 우점하게 관찰되었지만, 나머지 김치여액에 비해 가장

덜 쓰다고 평가되었다. Moon 등[37]의 연구 결과에서 Lb. sakei는 묵은지의 맛과 향을

부여하는 균으로 보고되어, W. koreensis의 쓴 맛이 묵은지의 맛과 향에 의해 가려지

는 것으로 추측되었다.

본 연구에서는 김치 보관 시 전체 유산균의 프로파일이 어떻게 변화하는지 배양학적

방법과 비배양학적 방법을 동시에 사용하여 규명하였고, 저온에서 김치 보관 시 우점

하는 유산균이 W. koreensis와 Lb. sakei임을 규명하였다. 김치에 쓴 맛의 원인균으로

추정되는 각 균주를 적용하여 쓴 맛의 원인균을 확인하였고, W. koreensis의 생육에

의한 현상임을 규명하였다. 향후 W. koreensis가 쓴 맛을 내는 기전과 김치의 쓴 맛을

감소시키기 위해 W. koreensis의 생육을 억제할 수 있는 조건 또는 방법에 대한 연구

가 필요할 것으로 사료된다.
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