
 

 

저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  

는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 

l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  

다 과 같  조건  라야 합니다: 

l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  

저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 

것  허락규약(Legal Code)  해하  쉽게 약한 것 니다.  

Disclaimer  

  

  

저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 

비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 

경 지. 하는  저 물  개 , 형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


2021年 2月

碩士學位 論文

묵은지로부터 분리된

Pediococcus inopinatus의 특성 규명

및 안전성 평가

朝 鮮 大 學 校 大 學 院

食 品 營 養 學 科

李 秀 榮

[UCI]I804:24011-200000359579[UCI]I804:24011-200000359579[UCI]I804:24011-200000359579[UCI]I804:24011-200000359579



묵은지로부터 분리된

Pediococcus inopinatus의 특성

규명 및 안전성 평가

Characterization and safety assessment of

Pediococcus inopinatus isolated from Mukeunji

2021年 2月 25日

朝 鮮 大 學 校 大 學 院

食 品 營 養 學 科

李 秀 榮



묵은지로부터 분리된

Pediococcus inopinatus의 특성

규명 및 안전성 평가

指導敎授 張 海 春

이 논문을 理學碩士學位申請 論文으로 提出함

2020年 10月

朝 鮮 大 學 校 大 學 院

食 品 營 養 學 科

李 秀 榮





- I -

목 차

LIST OF TABLES Ⅳ

LIST OF FIGURES Ⅴ

ABSTRACT Ⅵ

제 1장 서론 1

제 2장 실험 재료 및 방법 4

제 1절 시판 묵은지의 수집 및 분석 4

1. 묵은지 시료의 준비 4

2. 수집한 묵은지의 이화학적 특성 분석 4

3. 비배양학적 방법을 통한 묵은지의 미생물 분석 8

가. 사용 묵은지 및 균주 8

나. Genomic DNA 추출 및 PCR을 통한 증폭 8

다. PCR-DGGE를 통한 묵은지의 미생물 분석 11

제 2절 P . inopinatus 추정 균주의 분리 및 동정 13

1. P . inopinatus 추정 균주의 분리 13

2. 분리한 P . inopinatus 추정 균주의 동정 13

제 3절 묵은지로부터 분리한 P . inopinatus의 특성 14

1. P . inopinatus 배양액 pH 측정 14

2. P . inopinatus 당 대사능 확인 14

제 4절 선발 유산균의 배양 온도에 따른 생육 15



- II -

1. 사용 균주 및 배지 15

2. 배양 온도에 따른 생육도 15

제 5절 분리 유산균의 안전성 평가 16

1. 용혈성 검사 16

2. 유해 효소 활성 16

3. 항생제 내성 17

4. Biogenic amine 생성 17

제 3장 실험 결과 및 고찰 18

제 1절 시판 묵은지의 수집 및 분석 18

1. 수집한 묵은지의 저장 온도 및 저장 기간 분석 18

2. 수집한 묵은지의 이화학적 특성 분석 18

3. 비배양학적 방법을 통한 묵은지의 미생물 분석 18

제 2절 P . inopinatus 추정 균주의 분리 및 동정 25

1. P . inopinatus 추정 균주의 분리 25

2. 분리한 P . inopinatus 추정 균주의 동정 25

제 3절 묵은지로부터 분리한 P . inopinatus의 특성 31

1. P . inopinatus 배양액 pH 측정 31

2. P . inopinatus 당 대사능 확인 31

제 4절 선발 유산균의 배양 온도에 따른 생육 40

1. 배양 온도에 따른 흡광도 변화 40

2. 배양 온도에 따른 pH와 산도의 변화 44

제 5절 분리 유산균의 안전성 평가 48

1. 용혈성 검사 48



- III -

2. 유해 효소 활성 48

3. 항생제 내성 49

4. Biogenic amine 생성 49

제 4장 결론 55

제 5장 참고문헌 59



- IV -

LIST OF TABLES

Table 1. Product name of Mukeunji collected from 40 regions 6

Table 2. List of lactic acid bacteria(LAB) used PCR-DGGE 10

Table 3. Storage temperature and aging period of product mukeunji 19

Table 4. Chemical properties of products mukeunji 21

Table 5. Identification of strains isolated from mukeunji based on 16S rRNA gene

sequence 29

Table 6. Culture medium pH of P . inopinatus 33

Table 7. Carbohydrate metabolism of P . inopinatus isolated from mukeunji 35

Table 8. Identification of strains isolated from mukeunji based on carbohydrate

metabolism 39

Table 9. Enzymatic activities of P . inopinatus by API ZYM analysis 52

Table 10. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of antibiotics for P . inopinatus

53



- V -

LIST OF FIGURES

Figure 1. Mukeunji sampling locations 5

Figure 2. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from thirty-five

product mukeunji 23

Figure 3. Isolation of P . inopinatus from mukeunji 26

Figure 4. Gram staining and microscopic observation of isolated strains 27

Figure 5. Growth of lactic acid bacteria at different temperature 41

Figure 6. pH changes of lactic acid bacteria growth at different temperature 45

Figure 7. Hemolysis test of P . inopinatus and B. cereus KCTC 3624 51

Figure 8. The developed screening plate for biogenic amine production by P.

inopinatus 54



- VI -

ABSTRACT

Characterization and safety assessment of Pediococcus

inopinatus isolated from Mukeunji

Su Yeong Lee

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

Department of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun University

In this study, Pediococcus inopinatus strains, which were dominant

microorganism in mukeunji, were isolated and then analyzed their characteristics

and safeties. Forty samples of mukeunji were collected from 32 regions in Korea.

Storage temperatures and aging periods of product mukeunji samples were

investigated and their chemical properties were determined. Forty samples of

mukeunji were collected to isolate the dominant lactic acid bacteria (LAB). And

then identified the LAB isolated base on morphological characteristics,

gram-staining and determination of 16S rRNA gene sequence. As a result, 31

strains of P . inopinatus were isolated.

The result of measuring the pH of the culture medium after culturing the

isolated P . inopinatus and the type strain. It was confirmed that the pH was 4.14

± 0.10. As a result of analyzing sugar metabolism using the API 50 CHL kit, it

was confirmed that it can metabolize an average of 11 to 16 sugars. The effect of

culture temperature on the growth of P . inopinatus strains during cultivation was

confirmed. It was confirmed that it grows best at 30°C.

As a result of safety testing, none of the P . inopinatus strains showed α, β type

hemolysis, and no harmful enzyme activity. Also P . inopinatus strains showed low

antibiotic sensitivity to 6 antibiotics. As a result of observing whether or not p.

inopinatus produced biogenic amine, it was observed that it did not produce
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biogenic amine. Through this study, it can be proved that the P . inopinatus strain,

which dominates the mukeunji, is safe.
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제 1장 서 론

영국의 세계적 식음료 권위지 “Foodbev”에서는 향후 글로벌 슈퍼푸드 시장을 지배

할 식품으로 발효식품, 식물성 단백질 파우더, 식물성 단백질, 슈퍼오일, 슈퍼시드를 선

정하였다[58]. 그 중에서도 김치는 소금에 절인 각종 채소류를 젓갈을 비롯한 여러 부

재료들과 혼합한 뒤 발효, 숙성시킨 우리나라 고유의 전통 발효 식품이다[30]. 일반적

으로 김치의 발효는 주재료와 부재료에서 유래한 다양한 미생물(호기성·혐기성 세균,

효모)에 의해 이루어지는데, 김치를 담근 후 저장하는 동안 미생물들은 발효 과정을

거치면서 김치 특유의 독특한 향미와 식감, 향, 생리활성 물질 등을 생성한다[31,57].

특히 정장작용, 혈청콜레스테롤 저하, 면역 증강작용, 항암작용, 항산화 활성 등의 기능

이 있다고 알려진 유산균은 김치 발효에 관여하여 다양한 건강상의 이점을 부여한다

[9,18,46,55]. 그 중에서도 김치의 발효 초기에 우점하는 hetero-type의 Leuconostoc 속

은 이산화탄소를 생성하여 김치를 혐기적인 상태로 만들고, 유기산과 만니톨을 생성하

여 김치에 부드러운 신 맛과 톡 쏘는 시원한 맛을 부여하여 관능적 특성 향상에도 기

여한다고 알려져 있다[7]. 이러한 김치의 효능 때문에 미국의 건강 전문 월간지

“Health”는 한국의 김치를 일본의 낫토, 스페인의 올리브유, 그리스의 요구르트, 인도

의 렌즈콩과 함께 세계 5대 건강식품으로 선정한 바 있다[21].

묵은지는 일반 김치에 비해 배추를 더 짜게 절인 후 여러 부재료 및 양념을 덜 사용

하여 10℃ 이하에서 6개월∼3년간 저장하여 숙성하는 김치를 뜻한다[19,30]. 때문에 김

치 발효 및 저장 기간이 3개월 이하여서 단순 신맛만 강하고 풍미가 떨어지는 신김치

와 달리 묵은지는 강한 신맛, 짠맛과 더불어 특유의 묵은지 향미를 내는 별미김치이다

[43]. 일반 김치에 비하여 유산균의 수가 적다고 알려져 있지만, 묵은지 내의 사멸한

유산균이 장내의 살아있는 유산균의 성장인자를 촉진하여 증식을 도우며 각종 아미노

산, 젖산, 생리활성 물질들이 일반 김치보다 더 많이 함유되어 있다고 알려져 있다[21].

최근 국내 김치 업체들의 미국 내 대형유통업체 입점 확대로 인하여 김치 수출량이

큰 폭으로 증가하였고, 호주에서도 한국산 BBQ와 김치를 함께 먹는 K-식문화가 인기

를 끌면서 김치에 대한 수요가 꾸준히 증가하고 있다. 특히, 2020년 상반기에는 코로나

바이러스감염증-19의 여파로 인한 내식(內食)의 증가와 더불어 면역력 강화 식품에 대

한 선호도가 증가하면서 김치 수출액이 전년 동기 대비 44.3% 증가를 기록하였다[60].
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하지만 일반 김치가 아닌 파김치, 갓김치, 오이김치 등 세분화 된 별미김치를 찾는 소

비자들이 증가함에 따라 소비자들의 다양한 선호를 반영한 별미김치가 꾸준히 출시되

고 매출 또한 매년 증가하고 있으나, 국내 일반 김치의 시장 규모에 비해 별미김치의

시장 규모는 아직 상대적으로 부진한 편이며, 특히 묵은지는 특유의 향과 식감으로 인

하여 타 별미김치에 비하여 수요가 낮은 편이다[40]. 따라서 묵은지 수급에 관련된 통

계도 자료화되지 않고 있다[40]. 묵은지를 대상으로 한 연구도 묵은지 특성 분석, 묵은

지 발효 숙성, 묵은지 향미 성분, 묵은지 제조 기술, 묵은지를 활용한 제품 개발 등과

같은 일반적인 연구가 주를 이룰뿐더러 10종 미만의 묵은지 시료만이 연구에 사용되어

그 연구 결과가 보편적인 묵은지 특징인지 규정하기 어려운 점이 있다[25,26,27,32,41].

묵은지의 균총에 대하여 조사한 연구 역시 일반 김치에 비해 크게 미진한 실정이다.

Park 등(2010)은 비배양학적 방법인 16S rRNA gene sequence 분석법을 이용하여 4℃

에서 2년 이상 숙성한 묵은지 3종의 균총을 조사한 결과, 2년 이상 숙성한 묵은지 3종

에서 Leuconostoc gelidum는 각각 46.4%, 34.5%, 30.4%의 우점도를 나타내고,

Lactobacillus sakei subsp. sakei는 각각 14.3%, 20.7%, 34.8%의 우점도를 나타내어 2

년 이상 숙성한 묵은지에서 Leuconostoc gelidum과 Lactobacillus sakei subsp. sakei

가 우점함을 규명한 바 있다[47]. Hong 등(2015)은 1년 이상 숙성한 묵은지 1종과 2년

이상 숙성한 묵은지 1종의 균총을 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Poly

Acrylamide Gel Electrophoresis)를 통하여 분류하고, 16S rRNA gene sequence 분석

법을 통하여 묵은지의 균총을 조사하였다. 조사 결과 김치의 숙성 기간이 길어질수록

김치 내의 균총이 감소하며 1년 동안 숙성한 묵은지에서 Pediococcus damnosus가

93.3%의 우점도를 나타내고, 2년 동안 숙성한 묵은지에서는 P . damnosus와 P .

parvulus가 각각 75.0%, 25.0%로 우점함을 보고하였다. 이와 더불어 Pedioccoccus 속

이 낮은 온도와 pH에서 견딜 수 있고 pediocin과 biofilm을 형성하므로 저온에서 오랜

기간 숙성하는 묵은지에서 우점할 것이라고 예측하였으나, 이러한 생리적 특성을 지니

는 유산균은 Pedioccoccus 속 외에도 다양하게 존재하므로 묵은지에서 Pedioccoccus

속이 우점할 수 있는 다른 원인에 대한 연구가 필수적일 것이라고 제언하였다[20].

하지만 위와 같은 묵은지 균총 분석 연구에서도 3종 미만의 묵은지 시료만이 사용되

어 일반적인 묵은지의 균총 분석이 선행되어야 한다고 사료된다. 이에 본 연구에서는

전국으로부터 수집한 묵은지 40종을 분석함으로써 일반적인 묵은지 특성과 균총에 대

한 데이터를 수집하였고 묵은지에서 우점하는 유산균주 P . inopinatus를 분리 및 동정

후 묵은지 내의 우점도를 확인하였다.
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P . inopinatus는 맥주 효모에서 최초로 분리된 유산균주로 흔히 맥주의 부패균으로

알려져 있으며, 지금까지 보고된 P . inopinatus에 대한 연구 동향을 살펴보면 부패된

맥주에서 분리된 P . inopinatus가 맥주의 부패에 어떠한 관여를 하는지에 대한 연구가

주를 이룬다[3,22,56]. 이에 따라 P . inopinatus의 특성 분석에 대한 연구에서도 P .

inopinatus의 분리원이 부패된 맥주인 것을 확인할 수 있다[14,22]. Lim 등(2020)은 함

경도 지방의 전통 발효 음식인 가자미 식해의 발효 초기에 우세하게 관여하는 P .

inopinatus를 분리하여 프로바이오틱 균주로의 활용 가능성을 확인하기 위하여 특성

및 응집능, 표면 소수성, 항균 활성, 항산화 활성 등을 평가하여 P . inopinatus는 뛰어

난 응집능이 있음을 보고하였다[37]. 그러나 일반 가정집에서 제조한 1종의 가자미 식

해 시료만이 연구에 사용되었고 분리된 P . inopinatus 또한 1종이라는 점에서 연구 결

과를 토대로 P . inopinatus의 특성과 안전성을 규명하기에는 한계가 있다. 이러한 사실

을 통하여 묵은지에서 분리되는 P . inopinatus의 특성 분석이나 안전성 평가에 대한

데이터가 부족하다고 사료된다.

유산균은 여러 건강상의 이점으로 인하여 오래 전부터 발효 식품을 비롯한 다양한

식품에서 발효 종균으로 이용되고 있으며 보편적으로 안전하다고 인정되는 GRAS

(Generally Recognized As Safe) 미생물로 인식되어 왔다[15]. 그러나 P . inopinatus의

안전성 평가에 대한 자료 부족으로 인하여 P . inopinatus는 GRAS 미생물로 인정되지

않는다. 그러므로 우리나라 전통 발효 식품인 묵은지로부터 분리되는 새로운 유산균의

경우, 안전성 평가를 통한 안전성 규명은 더욱 필수적이다.

본 연구는 전국 묵은지 제조업체로부터 40종의 묵은지를 수집하여 묵은지의 이화학

적 특성 분석 및 비배양학적인 방법을 통한 미생물학적 특성 분석을 수행하였다. 그리

고 미생물학적 특성 분석 결과 P . inopinatus가 존재한다고 판단되는 묵은지로부터 P .

inopinatus 추정 균주를 분리·동정 후 우점도를 분석하였다. 또한 선발 기준에 따라 P .

inopinatus 6종을 선발하여 형태학 및 배양학적 특성 분석을 실시하고 용혈성 검사, 유

해 효소 활성 측정, 항생제 내성 및 biogenic amine 생성 여부 확인 등 안전성을 평가

함으로써 본 연구 결과에 기초하여 향후 진행될 묵은지를 대상으로 한 다양한 연구로

의 접근성을 높이며 P . inopinatus의 식품 적용 가능성을 확인하고자 하였다.
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제 2장 실험 재료 및 방법

제 1절 시판 묵은지의 수집 및 분석

1. 묵은지 시료의 준비

본 연구에서는 전국 32개 지역의 온라인 판매처에서 저장 5개월～1년 9개월 숙성된

묵은지 40종을 구입하여 실험에 사용하였다. 서울·경기도 지역에서 묵은지 7종, 강원도

지역에서 묵은지 6종, 충청도 지역에서 묵은지 6종, 대구·울산·경상도 지역에서 묵은지

9종, 광주·전라도 지역에서 묵은지 11종, 제주도 지역에서 묵은지 1종을 수집하였다

(Figure 1, Table 1).

2. 수집한 묵은지의 이화학적 특성 분석

수집한 묵은지를 마쇄 후 멸균 거즈로 여과하여 얻어진 묵은지 여액으로 이화학적

특성을 분석하였다. pH와 산도는 pH 510 (Fisher Science Education, Hanover Park,

IL, USA)를 사용하여 측정하였다. 산도는 A.O.A.C. (Association of Official Analytical

Chemists)법에 의하여 묵은지 여액 10 mL에 0.1 N NaOH 용액을 적정하여 pH 8.10이

되었을 때 0.1 N NaOH의 소비량을 측정하였고, 이를 아래 계산식에 대입하여 총산

함량(%)을 구하였다[2].

  총산(%) = a × f × F × 10

a: 0.1 N NaOH 용액의 소비량 (mL)

f: 0.1 N NaOH 용액의 factor (1.001)

F: 0.1 N NaOH 용액의 1 mL 상당 유기산 계수

묵은지의 염도는 ES-421 (ATAGO, Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였고, 당도는

Digital probe refractometer WM-7 (ATAGO)를 사용하여 측정하였다.
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Figure 1. Mukeunji sampling locations
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Table 1. Product name of mukeunji collected from 40 areas (continue)

Collected area Product name

Seoul · Gyeonggi

Bucheon UM mukeunji

Hwaseong GMN mukeunji

Icheon KL mukeunji

Paju
BMC mukeunji

AM mukeunji

Seoul JM mukeunji

Yeoncheon AR mukeunji

Gangwon

Gangneung AN mukeunji

Jeongseon GD mukeunji

Pyeongchang PC mukeunji

Sokcho SW mukeunji

Taebaek
TGM mukeunji

DM mukeunji

Chungcheong

Chungju YN mukeunji

Danyang SM mukeunji

Goesan EC mukeunji

Nonsan
SNK mukeunji

BCU mukeunji

Seosan NB mukeunji
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Table 1. (Continue)

Collected area Product name

Daegu · Ulsan ·

Gyeongsang

Andong PS mukeunji

Changwon UCM mukeunji

Cheongsong ME mukeunji

Daegu PG mukeunji

Gimhae CG mukeunji

Goryeong KR mukeunji

Miryang JO mukeunji

Ulsan NM mukeunji

Yeongyang TN mukeunji

Gwangju · Jeolla

Gurye RM mukeunji

Gwangju

KD mukeunji

MM mukeunji

BK mukeunji

RK mukeunji

KG mukeunji

AJ mukeunji

Haenam HAL mukeunji

Jeonju JJ mukeunji

Muan HK mukeunji

Muju BD mukeunji

Jeju Jeju MK mukeunji
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3. 비배양학적 방법을 통한 묵은지의 미생물 분석

가. 사용 묵은지 및 균주

수집한 묵은지 40종의 미생물 균총을 분석하기 위하여 Polymerase chain

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE)를 통해 band를

확인하였다[29,33]. 묵은지 시료는 마쇄 후 멸균 거즈로 여과한 여액을 사용하였다.

Standard로는 배추김치 발효시 우점하는 균주를 분리, 동정하여 본 실험실에서

보유하고 있는 유산균 6종과 국립농업과학원(Korean agricultural culture collection,

Wanju, Korea)에서 분양받은 표준 균주 Pediococcus inopinatus KACC 12308T을

사용하였다(Table 2). 모든 균주는 de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS, Difco,

Sparks, MD, USA) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 정치배양 후

계대하여 사용하였다.

나. Genomic DNA의 추출 및 PCR을 통한 증폭

묵은지 여액 40종과 유산균 7종의 배양액을 원심분리(13,475× g, 5 min, 4℃)하여

상징액을 제거하고 얻어진 균체를 멸균수로 세척한 다음 DNeasy blood & tissue kit

(Qiagen, Hilden, Germany)를 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. 추출한 genomic

DNA는 0.8% agarose gel에 전기 영동하여 genomic DNA의 분리 여부를 확인하였고,

Spectrophotometer (Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences, Little Chalfont,

England)으로 흡광도를 측정하여 농도와 순도를 확인하였다.

추출한 genomic DNA를 증폭하기 위해 Polymerase chain reaction (PCR)

template으로 사용하였다. DNA 증폭기는 CP2-03 (Corbett research, Sydney,

Australia)을 이용하였고, primer는 universal primer 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGG

CTCAG-3')를 forward primer로, universal primer 1492R (5'-GGTTACCTTGTT

ACGACTT-3')를 reverse primer로 사용하였다. PCR template은 멸균수, 10 × PCR

buffer (Mg2+ free), dNTP mixture (2.5 mM each), 25 mM MgCl2, 10 pmol primer

(27F, 1492R), 25 ng/mL genomic DNA, 5 U/µL Taq ploymerase를 각각 넣어 최종
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부피가 25 μL가 되게 하였다. PCR template 제조에 사용된 모든 시약들은 Takara

(Takara Korea Biomedical Incorporated, Takara, Kusatsu, Japan) 사에서 구매하였다.

DNA 증폭을 위한 반응 조건은 95℃에서 4분간 열을 가하여 initial denaturation

단계를 수행한 다음, 95℃에서 1분간 denaturation, 45℃에서 1분간 annealing,

72℃에서 2분간 extension하는 과정을 30회 반복하고, 마지막으로 72℃에서 10분간

처리하는 조건으로 진행하였다[19]. 증폭된 genomic DNA는 0.8% agarose gel에 전기

영동한 다음, 흡광도를 측정하여 농도와 순도를 확인하였다.
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Table 2. List of lactic acid bacteria (LAB) used for the PCR-DGGE

Genus Species & Strains Reference

LAB isolated

from kimchi

Lactobacillus plantarum HD1 [49]

Lactobacillus sakei SC1 [41]

Weissella koreensis SK [61]

Weissella cibaria EB1 [6]

Leuconostoc mesenteroides TA [35]

Leuconostoc citreum GR1 [39]

LAB isolated

from brewery yeast
Pediococcus inopinatus KACC 12308T [3]
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다. PCR-DGGE를 통한 묵은지의 미생물 분석

PCR을 통하여 증폭된 genomic DNA는 nested-PCR 과정에서 PCR template로

사용되었다. Lac1 (5'-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3')을 forward primer로, 16S

rRNA 유전자 중 변이가 가장 잘 일어나는 V3 region을 증폭시키기 위해 GC-clamp가

포함된 GC-Lac2 (5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGCCCGGGGGCACCGGGG

GATTYCACCGCTACACATG-3')를 reverse primer로 코스모진텍(Cosmogenetech,

Seoul, Korea)에서 주문 제작하여 사용하였다[34]. PCR template은 멸균수, 10 × PCR

buffer (Mg2+ free), dNTP mixture (2.5 mM each), 25 mM MgCl2, 10 pmol primer

(Lac1, GC-Lac2), 50 ng/mL genomic DNA, 5 U/µL Taq ploymerase (Takara)를

각각 넣어 총 부피가 50 µL가 되게 하였다.

Nested-PCR 반응은 94℃에서 2분간 열을 가하여 initial denaturation 단계를 수행한

다음, 94℃에서 30초간 denaturation, 61℃에서 1분간 annealing, 68℃에서 1분간

extension하는 단계를 40회 반복하고, 마지막으로 68℃에서 10분 동안 처리하는

조건으로 진행하였다[60]. 증폭된 산물은 2.0% agarose gel에 전기 영동한 다음,

흡광도를 측정하여 농도와 순도를 확인하였다.

Nested-PCR 과정을 통해 얻은 증폭 산물은 The DCode Universal Mutation

Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용한 PCR-DGGE에 의하여

분석되었다. Denaturing gradient gel은 8% polyacrylamide gel을 사용하였다.

Acrylamide와 bis-acrylamide (n,n'-methylenebisacryl-amide, for molecular biology,

minimum 98%), 멸균수를 혼합하여 제조한 40% acrylamide/bis (37.5:1)에 50 × TAE

buffer (2 M tris base, 1 M acetic acid, 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid, pH

8.0), 7 M urea, 40% formamide, 멸균수를 사용하여 0% denaturing solution과 100%

denaturing solution를 제조한 다음, 0%, 100% denaturing solution을 농도에 맞게

혼합하여 30%, 60% denaturing gradient gel을 제조하였다. 각각의 denaturing

gradient gel에 10% ammonium persulfate와 n,n,n',n'-tetramethylethylene diamine을

넣고 농도 구배가 30%에서 60%로 연속되도록 8% polyacrylamide gel을 제조하였다.

8% polyacrylamide gel의 제조에 사용된 모든 시약들은 Sigma (Sigma, St. Louis,

MO, USA) 사에서 구입하였다.

PCR 증폭 산물을 gel의 well에 loading 한 후, 1 × TAE buffer에서 60℃, 50 V,
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20시간 동안 전기영동 하였다. 전기영동이 끝난 gel은 10 mg/L Ethidium bromide

(EtBr)를 사용하여 10분간 염색 후 1 × TAE buffer에서 탈색하여 관찰하였다.
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제 2절 P . inopinatus 추정 균주의 분리 및 동정

1. P . inopinatus 추정 균주의 분리

PCR-DGGE를 통하여 P . inopinatus band가 확인된 31종의 묵은지를 마쇄 후 멸균

거즈로 여과하여 묵은지 여액을 제조하였다. 묵은지 여액은 serial dilution (10n)에

의하여 단계 희석한 후 MRS 평판 배지와 MRS+2% (w/v) CaCO3 (Amersco,

Cochran, GA, USA)평판 배지에 100 µL 도말하여 25℃, 30℃에서 5일간 배양하였다.

배양 후 형성된 colony들을 모양, 크기, 색, 광택 유무, 투명도, 환 생성능 등의

형태학적 기준으로 grouping을 하여 MRS, MRS+2% CaCO3 평판 배지에 그룹별로

toothpick 하였다. 각 그룹은 gram stain kit (BD, San Jose, CA, USA)를 사용하여

gram-staining을 시행하였다. toothpick 결과 본 실험실에서 기존에 보유 중이던 P .

inopinatus KACC 12308T와 형태가 비슷하면서 gram-staining 결과 그람 양성, 구균

형태인 균주를 대상으로 16S rRNA gene sequence 분석을 진행하였다. 묵은지로부터

분리된 모든 균주들은 25% glycerol stock 상태로 –70℃ deep freezer (Sanyo,

Moriguchi, Japan)에 보관하였다.

2. 분리한 P . inopinatus 추정 균주의 동정

묵은지로부터 분리된 P . inopinatus 추정 균주를 동정하기 위해 16S rRNA gene

sequence 분석을 시행하였다. Dneasy blood & tissue kit (Qiagen)를 이용하여

genomic DNA를 추출하고 GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에 등록된

균주와의 16S rRNA gene sequence을 비교하여 동정하였다. 또한 CLUSTAL W

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)에서 표준 균주(type strain)와의 상동성을

비교하였다.
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제 3절 묵은지로부터 분리한 P . inopinatus의 특성

1. P . inopinatus 배양액 pH 측정

묵은지로부터 분리된 P . inopinatus 31종과 표준 균주인 P . inopinatus KACC

12308T을 MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 정치배양 후 30 mL

MRS 액체 배지에 계대하여 배양액의 pH와 산도를 측정하였다. pH와 산도 측정값은

3회 측정하여 평균치로 나타내었다.

2. P . inopinatus 당 대사능 확인

묵은지로부터 분리된 P . inopinatus 31종 중 18종과 P . inopinatus KACC 12308T

의 당 대사능을 Biomerieux 사의 생화학 동정 kit (API 50 CHL)을 이용하여

조사하였다. P . inopinatus 19종을 MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종 후 계대하여

배양하였고, 배양액을 원심분리(13,475× g, 5 min, 4℃)하여 상징액을 제거한 후

균체를 회수하여 멸균수 500 μL에 풀어 균주 현탁액을 준비하였다. 현탁액을

suspension medium 5 mL에 넣어가며 Mcfarland standard 2와 동일한 탁도로

맞추었다. 탁도를 맞추기 위하여 사용된 균주 현탁액의 2배에 해당하는 양의 배양액을

API 50 CHL medium에 넣어준 뒤, 이를 각 strip의 tube에 분주하였다. strip 위에

mineral oil 한 방울을 떨어뜨려 혐기적 조건 하에 30℃에서 24시간, 48시간 배양하여

당 대사능을 확인하였다. 당 대사능 결과를 동정

프로그램(https://apiweb.biomerieux.com)에 입력하여 P . inopinatus 19종 간의 동정

결과를 비교하였다.
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제 4절 선발 유산균의 배양 온도에 따른 생육

1. 사용 균주 및 배지

P . inopinatus의 특성을 규명하기 위해 P . inopinatus 6종을 선발하였다. P .

inopinatus의 표준 균주인 P . inopinatus KACC 12308T과 분리 균주 31종 16S rRNA

gene sequence가 P . inopinatus KACC 12308T과 100% 상동성을 보이지 않는 P .

inopinatus JM1 (99.87%), P . inopinatus BD2 (99.60%), P . inopinatus PS1 (99.60%)을

선발하고, 서울에서 분리된 P . inopinatus JM1, 무주에서 분리된 P . inopinatus BD2,

안동에서 분리된 P . inopinatus PS1과 다른 지역에서 분리된 P . inopinatus TGM1

(태백), P . inopinatus BCU1 (논산)을 추가 선발하여 실험에 사용하였다. 25% glycerol

stock 상태로 보관 중이던 P . inopinatus 6종을 MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여

30℃에서 24시간 동안 정치배양 후, 계대 배양하여 사용하였다.

2. 배양 온도에 따른 생육도

MRS 액체 배지에 P . inopinatus 6종을 1% (v/v) 접종하고 이를 5, 10, 15, 25,

30℃에서 배양하여 배양 온도에 따른 생육도를 확인하였다. 5℃는 3일 간격 30일까지,

10℃와 15℃는 24시간 간격 168시간까지, 25℃와 30℃는 4시간/8시간/12시간 간격

72시간까지 생육도를 확인하였다. Spectrophotometer를 사용하여 600 nm에서

흡광도를 측정하였고, pH meter를 사용하여 pH를 측정하여 P . inopinatus의 배양

온도에 따른 생육 곡선을 확인하였다.
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제 5절 분리 유산균의 안전성 평가

1. 용혈성 검사

P . inopinatus의 용혈성 유·무를 조사하기 위해 용혈성 검사를 수행하였다. 멸균한

Blood agar base (Oxoid, Hampshire, England)에 7% horse blood (Oxoid)를 넣어

용혈성 배지를 제조하였고, MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 배양한 P .

inopinatus 6종을 용혈성 배지에 백금이로 획선 도말한 후 30℃에서 3일간 배양하여

적혈구 용혈에 의한 균체 주위의 녹색의 용혈대나 투명 환 생성 여부를 확인함으로써

용혈성 여부를 판정하였다[49]. 용혈을 일으키는 양성 반응 대조구로는

생물자원센터(Korean Collection for Type Cultures, Jeongeup, Korea)에서 분양받은

Bacillus cereus KCTC 3624를 사용하였다[48]. B. cereus KCTC 3624는 Luria

Bertani (LB; 1% NaCl, 1% Bacto-tryptone, 0.5% Yeast extract, Duchefa, Haarlem,

Netherlands) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 37℃에서 진탕배양 후 용혈성 배지에

획선 도말한 다음, 37℃에서 3일간 배양하여 결과를 관찰하였다.

2. 유해 효소 활성

P . inopinatus의 유해 효소 활성은 Biomerieux 사의 API ZYM kit를 사용하여

조사하였다. P . inopinatus 6종을 MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종 후 계대하여

사용하였고, 배양액 1.5 mL를 원심분리(13,475× g, 5 min, 4℃)하여 상징액을 제거하고

균체를 회수한 후 멸균수 500 μL에 풀어 균주 현탁액을 준비하였다. 균주 현탁액을

suspension medium 2 mL에 넣어가며 Mcfarland standard 5와 동일한 탁도로

맞추었다. 탁도를 맞추는데 사용된 균주 현탁액의 동량을 멸균수 2 mL와 혼합한 후,

strip의 cuple에 65 μL씩 접종하여 37℃의 암실에서 4시간 동안 배양하였다. 배양 후

ZYM A와 ZYM B를 한 방울씩 떨어뜨리고 밝은 곳에서 5분간 반응시킴으로써

반응하지 않고 남아있는 ZYM B의 fast Blue BB로 인해 발생할 수 있는 노란색을

제거한 다음 색의 변화를 관찰하였다. 결과는 0∼5까지의 값으로 표시하였으며 0인

경우 음성, 3 이상인 경우는 양성으로 판정하였다(0: 0 nM, 1: 5 nM, 2: 10 nM, 3: 20

nM, 4: 30 nM, 5: ≥ 40 nM).
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3. 항생제 내성

P . inopinatus 6종의 항생제 내성은 액체 배지 희석법(Broth microdilution

method)으로 측정하였다[50]. 본 실험에 사용된 항생제 8종 ampicillin, vancomycin,

gentamycin, kanamycin, streptomycin, erythromycin, tetracycline, chloramphenicol은

모두 Sigma 사에서 구입하였으며, 이들 항생제는 규정된 용매에 녹여 고농도 stock을

제조한 후 0.5% dextrose와 0.7% yeast extract를 첨가한 Mueller-Hinton (MH, Difco)

액체 배지와 혼합하여 단계별로 희석하였다. MRS 액체 배지에 배양한 균주 배양액을

원심분리(13,475× g, 5 min, 4℃)후 상징액을 제거하고 얻어진 균체를 MH 액체

배지에 현탁 후 희석하였다. 이 균주 희석액을 단계별로 희석하여 준비한 항생제와

1:1로 섞었을 때 초기 균수가 1.00 × 107 CFU/mL이 되게 접종한 후 30℃에서 24시간

동안 배양하였다.

배양 후 생육 정도를 spectrophotometer를 사용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하여

확인하였다. European Food Safety Authority (EFSA, 2012)의 규정을 참고하여

각각의 항생제가 첨가된 배지에서 균주가 증식하지 않는 최소 생육

저해농도(Minimum inhibitory concentration, MIC)를 판정하였다[16].

4. Biogenic amine 생성

Bover-cid 등의 decarboxylase plate method를 변형하여 P . inopinatus 6종의

Biogenic amine (BA) 생성 여부를 확인하였다[5]. MRS 액체 배지에 1% 접종하여

(v/v) 배양한 배양액 1 mL를 0.1%의 전구체 아미노산(precursor) histidine, tyrosine이

함유된 9 mL의 MRS 액체 배지에 접종하고 30℃에서 24시간 동안 배양하였다. 배양

후 균 양을 109 unit/mL로 맞추어 decarboxylase plate에 10 µL 점적한 후 30℃에서

3일간 배양한 다음 colony 주변의 색깔 변화를 관찰하였다. Histidine 양성 대조구로

국립농업과학원(KACC)에서 분양받은 Morganella morganii KACC 13822를

사용하였고[8], tyrosine 양성 대조구로 American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, VA, USA)에서 분양받은 Enterococcus faecalis ATCC 29212를

사용하였으며[24], Tryptic Soy Broth (TSB; Difco, Sparks, MD, USA)액체 배지에

1% (v/v) 접종하여 37℃에서 진탕배양 후 실험에 사용하였다.
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제 3장 실험 결과 및 고찰

제 1절 시판 묵은지의 수집 및 분석

1. 수집한 묵은지의 저장 온도 및 저장 기간 분석

전국 32개 지역의 온라인 판매처에서 구입한 묵은지 40종 중 25종의 저장 온도와

저장 기간을 조사한 결과, 모든 묵은지는 10℃ 이하에서 저장되었으며 0℃에서 저장한

묵은지가 5종으로 가장 많았다. 저장 기간은 2개월～1년 9개월로 다양하였으나, 6개월

동안 저장한 묵은지가 가장 많았다(Table 3).

2. 수집한 묵은지의 이화학적 특성 분석

수집한 묵은지 중 pH가 가장 낮은 묵은지는 BCU 묵은지로 pH 3.58, pH가 가장 높은

묵은지는 PS 묵은지로 pH 4.56으로 나타났으며, 묵은지의 평균 pH는 pH 3.96 ± 0.23으로

나타났다. 산도가 가장 낮은 묵은지는 PS 묵은지로 0.70%, 산도가 가장 높은 묵은지는 DM

묵은지로 1.88%로 나타났으며, 묵은지의 평균 산도는 1.21 ± 0.29%로 나타났다. 염도가

가장 낮은 묵은지는 GD 묵은지로 1.57%, 염도가 가장 높은 묵은지는 ME 묵은지로

2.94%로 나타났으며, 묵은지의 평균 염도는 2.12 ± 0.32%로 나타났다. 당도가 가장 낮은

묵은지는 SM 묵은지로 5.70 brix°, 당도가 가장 높은 묵은지는 PS 묵은지로 12.40 brix°로

나타났으며 묵은지의 평균 당도는 9.31 ± 1.36 brix°로 나타났다(Table 4).

3. 비배양학적 방법을 통한 묵은지의 미생물 분석

수집한 묵은지의 미생물 균총을 분석하기 위하여 PCR-DGGE (Polymerase chain

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis)를 실시하였다(Figure 2). standard의

band와 비교한 결과 40종의 묵은지 중 31종의 묵은지에서 P . inopinatus KACC

12308T 위치에 band가 확인되었다.
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Table 3. Storage temperature and aging period of product mukeunji

(continue)

Collected area Products Storage
temperature

Aging period

Hwaseong GMN mukeunji ～5℃ 1 Year

Icheon KL mukeunji 0℃ 1 Year

Paju AM mukeunji ～10℃ 6 Months

Taebaek TGM mukeunji ～10℃ 6 Months

Jeongseon GD mukeunji 0～10℃ 2 Months

Nonsan SNK mukeunji 0～2℃ 6 Months

Nonsan BCU mukeunji 0～3℃ 9 Months

Chungju YN mukeunji 4℃ 6 Months

Danyang SM mukeunji 0～2℃ 6 Months

Daegu PG mukeunji ～10℃ 6 Months

Andong PS mukeunji -2～-1℃ 5 Months

Miryang JO mukeunji 0～1℃ 11 Months

Changwon UCM mukeunji 0℃ 6 Months

Ulsan NM mukeunji 0℃ 1 Year

Cheongsong ME mukeunji -2℃ 1 Year

Goryeong KR mukeunji ～5℃ 7 Months
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Table 3. (Continue)

Collected area Products
Storage

temperature Aging period

Gwangju KG mukeunji 1.5℃ 7 Months

Gwangju MM mukeunji 2～4℃ 9 Months

Gwangju BK mukeunji 1℃ 6 Months

Gwangju RK mukeunji 1℃ 6 Months

Gwangju KD mukeunji 1℃ 8 Months

Haenam HAL mukeunji 1.5～4℃ 1 Year 7 Months

Gurye RM mukeunji 0℃ 1 Year 9 Months

Muan HK mukeunji 1.5℃ 7 Months

Jeju MK mukeunji 0℃ 6 Months
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Table 4. Chemical properties of products mukeunji (continue)

Products pH Acidity (%) Salinity (%)
Sugar
content
(brix°)

UM mukeunji 3.92 1.53 2.28 10.30

GMN mukeunji 3.64 1.49 2.30 10.86

KL mukeunji 4.11 0.95 1.66 7.50

AM mukeunji 4.01 0.81 1.71 7.60

BMC mukeunji 3.82 1.09 2.49 8.50

JM mukeunji 4.07 1.37 1.91 8.50

AR mukeunji 3.66 1.55 2.10 9.60

AN mukeunji 3.65 1.59 2.01 8.10

GD mukeunji 3.98 1.05 1.57 10.30

PC mukeunji 4.15 1.68 1.97 8.90

SW mukeunji 4.00 1.04 1.70 9.20

DM mukeunji 3.87 1.88 2.19 9.09

TGM mukeunji 4.06 1.06 2.17 8.20

YN mukeunji 3.72 1.71 1.81 8.80

SM mukeunji 4.01 0.72 1.71 5.70

EC mukeunji 4.33 1.02 1.95 9.30

BCU mukeunji 3.58 1.53 2.59 9.41

SNK mukeunji 4.25 0.97 2.33 12.37

NB mukeunji 3.91 1.44 1.85 9.00

PS mukeunji 4.56 0.70 2.19 12.40
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Table 4. (Continue)

Products pH Acidity (%) Salinity (%)
Sugar
content
(brix°)

UCM mukeunji 4.11 0.90 2.20 9.50

ME mukeunji 3.93 0.90 2.94 8.20

PG mukeunji 4.16 0.94 1.78 9.70

CG mukeunji 3.61 1.49 2.39 11.90

KR mukeunji 3.96 1.15 1.70 7.60

JO mukeunji 3.82 1.31 2.83 8.20

NM mukeunji 3.97 1.18 1.69 9.60

TN mukeunji 3.91 0.87 2.27 7.60

RM mukeunji 3.85 1.38 2.17 9.40

AJ mukeunji 4.32 0.92 2.24 11.00

BK mukeunji 4.17 1.08 2.24 11.00

KD mukeunji 3.73 1.52 2.58 10.20

KG mukeunji 3.73 1.27 1.92 9.50

MM mukeunji 3.71 1.50 2.05 8.80

RK mukeunji 4.23 0.97 1.93 10.10

HAL mukeunji 3.90 1.16 2.64 8.10

JJ mukeunji 4.23 1.16 2.11 10.90

HK mukeunji 4.27 0.87 2.15 8.89

BD mukeunji 3.96 1.45 2.07 9.30

MK mukeunji 3.71 1.26 2.31 9.30
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Figure 2. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rRNA fragment from forty

product mukeunji (continue)
a, Lb. plantarum HD1; b, Lb. sakei SC1; c, W. koreensis SK;

d, W. cibaria EB1; e, Leu. mesenteroides TA; f, Leu. citreum GR1;

g, P . inopinatus KACC 12308T
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Figure 2. (Continue)
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제 2절 P . inopinatus 추정 균주의 분리 및 동정

1. P . inopinatus 추정 균주의 분리

PCR-DGGE 결과 P . inopinatus KACC 12308T band와 동일한 위치에서 band가

확인된 31종의 묵은지로부터 제조한 묵은지 여액을 MRS 평판 배지와 MRS+2%

CaCO3 평판 배지에 도말하여 30℃에서 5일간 배양 후 관찰하였다. 관찰 결과 31종의

묵은지 전부에서 P . inopinatus KACC 12308T와 colony 형태가 동일한 원형에 ivory

색과 광택을 띠면서 gram-staining 결과 그람 양성, 구균 형태인 균주들이 확인되었다.

이러한 P . inopinatus 추정 균주 31종을 분리하여 16S rRNA gene sequence 분석을

진행하였다(Figure 3, Figure 4).

2. 분리한 P . inopinatus 추정 균주의 동정

묵은지로부터 분리된 P . inopinatus 추정 균주에서 genomic DNA를 추출하고 Gene

bank에 등록된 균주와의 16S rRNA gene sequence을 비교하여 동정한 결과 31종의

P . inopinatus 추정 균주 모두 P . inopinatus으로 동정되었다. 또한 CLUSTAL W에서

표준 균주(type strain)와의 상동성을 비교한 결과 P . inopinatus JM1 (1,516 bp)은 P .

inopinatus strain DSM 20285T와 99.87%의 상동성을 나타내었으며 P . inopinatus PS1

(1,513 bp)과 P . inopinatus BD2 (1,500 bp)은 99.60%의 상동성을 나타내었다. P .

inopinatus JM1, P . inopinatus PS1, P . inopinatus BD2를 제외한 28종의 균주들은 P .

inopinatus strain DSM 20285T와 100.00%의 상동성을 나타내었다(Table 5).

P . inopinatus으로 동정된 균주 31종 중 23종이 1우점 종이었으며 2우점 종, 3우점

종, 4우점 종은 각각 5종, 2종, 1종이었다. 이를 통하여 묵은지 내의 P . inopinatus의

우점도는 높다고 사료된다.
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Figure 3. Isolation of P . inopinatus from mukeunji



- 27 -

Figure 4. Gram staining and microscopic observation of isolated strains

(continue)
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Figure 4. (Continue)
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Table 5. Identification of strains isolated from mukeunji based on 16S

rRNA gene sequence (continue)

No. Strain Bi-direction NCBI blast results Identity

1 UM3 1,493 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

2 GMN1 1,512 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

3 KL1 1,546 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

4 BMC1 1,535 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

5 JM1 1,516 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 99.87%

6 AR1 1,499 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

7 AN1 1,519 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

8 TGM1 1,543 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

9 SM1 1,544 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

10 EC1 1,506 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

11 SNK3 1,515 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

12 BCU1 1,544 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

13 NB2 1,505 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

14 PS1 1,513 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 99.60%

15 UCM1 1,545 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%
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Table 5. (Continue)

No. Strain Bi-direction NCBI blast results Identity

16 ME2 1,541 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

17 PG4 1,540 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

18 CG1 1,504 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

19 JO2 1,511 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

20 NM1 1,496 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

21 TN2 1,546 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

22 RM1 1,546 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

23 KD1 1,537 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

24 MM1 1,499 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

25 BK1 1,507 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

26 RK1 1,508 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

27 KG1 1,511 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

28 HAL1 1,511 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

29 JJ1 1,501 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

30 HK1 1,511 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 100.00%

31 BD2 1,500 Pediococcus inopinatus strain DSM 20285T 99.60%
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제 3절 묵은지로부터 분리한 P . inopinatus의 특성

1. P . inopinatus 배양액 pH 측정

묵은지로부터 분리된 P . inopinatus 31종과 표준 균주인 P . inopinatus KACC

12308T을 MRS 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 정치배양 후 30 mL

MRS 액체 배지에 계대하여 배양액의 pH와 산도를 측정하였다. pH와 산도 측정값은

3회 측정하여 평균치로 나타내었다.

측정 결과 P . inopinatus 32종 중 가장 낮은 pH를 나타낸 균주는 P . inopinatus PG4로

pH 4.01, 가장 높은 pH를 나타낸 균주는 P . inopinatus UCM1으로 pH 4.34을 나타냈으며

P . inopinatus 32종의 평균 pH는 pH 4.14 ± 0.10으로 나타났다. 가장 낮은 산도를 나타낸

균주는 P . inopinatus BD2로 0.75%, 가장 높은 산도를 나타낸 균주는 P . inopinatus

BMC1으로 1.40%을 나타냈으며 P . inopinatus 32종의 평균 산도는 1.11 ± 0.18%으로

나타났다(Table 6).

2. P . inopinatus 당 대사능 확인

API 50 CHL kit을 이용하여 P . inopinatus KACC 12308T과 P . inopinatus 31종 중

19종에 대하여 당 대사능을 확인하였다. 실험 결과 P . inopinatus 19종이 양성 반응을

나타낸 탄수화물의 개수는 11∼16개였으며, 동일한 탄수화물 6종 D-Galactose,

D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, N-Acetyl glucosamine, Esculin에 대하여

양성을 나타내었다(Table 7).

판독 결과를 토대로 apiweb에서 동정한 결과 P . inopinatus JM1, P . inopinatus

TGM1, P . inopinatus BCU1, P . inopinatus UCM1, P . inopinatus PG4, P . inopinatus

RK1은 Pediococcus spp.으로 동정되었고, P . inopinatus JO2, P . inopinatus TN2는

Pediococcus damnosus 1으로 동정되었다. P . inopinatus KACC 12308T, P . inopinatus

GMN1, P . inopinatus KL1, P . inopinatus BMC1, P . inopinatus AN1, P . inopinatus

SM1, P . inopinatus RM1, P . inopinatus KD1, P . inopinatus MM1, P . inopinatus

BD2가 Pediococcus damnosus 2로 동정되었고, P . inopinatus PS1이 Lactobacillus
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acidophilus 1으로 동정되었으나, 실험에 사용된 API 50 CHL kit는 Lactobacillus 속의

동정을 위한 kit이고, apiweb 사이트에 P . inopinatus는 등록되어있지 않으므로 실험에

사용된 P . inopinatus는 위와 같은 당 대사능 판정 결과로 동정하기에는 적합하지

않다고 사료된다(Table 8).
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Table 6. Culture medium pH of P . inopinatus (continue)

Strain pH Acidity (%)

KACC 12308T 4.25 1.05

UM3 4.10 1.35

GMN1 4.13 1.24

KL1 4.15 1.23

BMC1 4.02 1.40

JM1 4.02 0.85

AR1 4.25 1.15

AN1 4.15 1.17

TGM1 4.31 1.05

SM1 4.19 1.18

EC1 4.07 1.32

SNK3 4.30 1.01

BCU1 4.14 0.99

NB2 4.14 1.19

PS1 4.07 0.88

UCM1 4.34 1.01
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Table 6. (Continue)

Strain pH Acidity (%)

ME2 4.25 1.11

PG4 4.01 1.28

CG1 4.32 1.00

JO2 4.06 0.86

NM1 4.24 1.11

TN2 4.05 1.39

RM1 4.17 1.16

KD1 4.05 0.93

MM1 4.03 1.38

BK1 4.09 1.25

RK1 4.07 0.92

KG1 4.06 1.28

HAL1 4.08 1.36

JJ1 4.15 0.83

HK1 4.04 0.88

BD2 4.14 0.75
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Table 7. Carbohydrate metabolism of P . inopinatus isolated from mukeunji (continue)

NO. Sugar
KACC
12308T

GMN1 KL1 BMC1 JM1 AN1 TGM1 SM1 BCU1

1 Glycerol - - - - - - - - -
2 Erythritol - - - - - - - - -
3 D-Arabinose - - - - - - - - -
4 L-Arabinose - - - - - - - - -
5 Ribose - - - - - - - - -
6 D-Xylose - - - - - - - - -
7 L-Xylose - - - - - - - - -
8 Adonitol - - - - - - - - -
9 Methyl-β-D-xylopyranoside - - - - - - - - -
10 D-Galactose + + + + + + + + +
11 D-Glucose + + + + + + + + +
12 D-Fructose + + + + + + + + +
13 D-Mannose + + + + + + + + +
14 L-Sorbose - - - - - - - - -
15 Rhamnose - - - - - - - - -
16 Dulcitol - - - - - - - - -
17 Inositol - - - - - - - - -
18 Mannitol - - - - - - - - -
19 Sorbitol - - - - - - - - -
20 α-Methyl-D-mannoside - - + - + + + + +
21 α-Methyl-D-Glucoside - - - - - - - - -
22 N-Acetyl glucosamine + + + + + + + + +
23 Amygdalin + + + - + - + - -
24 Arbutin + - - - + - + - -
25 Esculin + + + + + + + + +

 +: positive reaction, -: negative reaction
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Table 7. (Continue)

NO. Sugar
KACC
12308T

GMN1 KL1 BMC1 JM1 AN1 TGM1 SM1 BCU1

26 Salicin + + + + + + + + +
27 Celobiose + + + + + + + + +
28 Malotse - + + + + - + - +
29 Lactose - + - - + - + - +
30 Melibiose - - - - - - - - -
31 Sucrose - - - - - - + - -
32 Trehalose + + + + + + + + +
33 Inulin - - - - - - - - -
34 Melezitose - - - - - - - - -
35 Rafinose - - - - - - - - -
36 Starch - - - - - - - - -
37 Glycogen - - - - - - - - -
38 Xylitol - - - - - - - - -
39 β-Gentiobiose + + + + + + + + +
40 D-Turanose - + + - + + + + +
41 D-Lyxose - - - - - - - - -
42 D-Tagatose - - - - - - - - -
43 D-Fucose - - - - - - - - -
44 L-Fucose - - - - - - - - -
45 D-Arabitol - - - - - - - - -
46 L-Arabitol - - - - - - - - -
47 Gluconate - - - - - - - - -
48 2 Keto-gluconate - - - - - - - - -
49 5 keto-gluconate - - - - - - - - -

 +: positive reaction, -: negative reaction
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Table 7. (Continue)

NO. Sugar UCM1 PS1 PG4 JO2 TN2 RM1 KD1 MM1 RK1 BD2
1 Glycerol - - - - - - - - - -
2 Erythritol - - - - - - - - - -
3 D-Arabinose - - - - - - - - - -
4 L-Arabinose - - - - - - - - - -
5 Ribose - - - - - - - - - -
6 D-Xylose - - - - - - - - - -
7 L-Xylose - - - - - - - - - -
8 Adonitol - - - - - - - - - -
9 Methyl-BD-xylopyranosicle - - - - - - - - - -
10 D-Galactose + + + + + + + + + +
11 D-Glucose + + + + + + + + + +
12 D-Fructose + + + + + + + + + +
13 D-Mannose + + + + + + + + + +
14 L-Sorbose - - - - - - - - - -
15 Rhamnose - - - - - - - - - -
16 Dulcitol - - - - - - - - - -
17 Inositol - - - - - - - - - -
18 Mannitol - - - - - - - - - -
19 Sorbitol - - - - - - - - - -
20 α-Methyl-D-mannoside + - + + + - + + + +
21 α-Methyl-D-Glucoside - - - - - - - - - -
22 N-Acetyl glucosamine + + + + + + + + + +
23 Amygdaline + + + - - - + - + -
24 Arbutin + + + - - - - - + -
25 Esculin + + + + + + + + + +

 +: positive reaction, -: negative reaction
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Table 7. (Continue)

NO. Sugar UCM1 PS1 PG4 JO2 TN2 RM1 KD1 MM1 RK1 BD2
26 Salicine + - + - + + + + + +
27 Cellobiose + - + - - + + + + +
28 Malotse + - + - - + + + + -
29 Lactose - - + + - - - - + -
30 Melibiose - - - - - - - - - -
31 Sucrose - - - - - - - - - -
32 Trehalose + - + + + + + + + +
33 Inuline - - - - - - - - - -
34 Melezitose - - - - - - - - - -
35 Rafiinose - + - - - - - - - -
36 Starch - + - - - - - - - -
37 Glycogen - + - - - - - - - -
38 Xylitol - + - - - - - - - -
39 β-Gentiobiose + - + + - + + + + +
40 D-Turanose - - + - - - + + + -
41 D-Lyxose - - - - - - - - - -
42 D-Tagatose - - - - - - - - - -
43 D-Fucose - - - - - - - - - -
44 L-Fucose - - - - - - - - - -
45 D-Arabitol - - - - - - - - - -
46 L-Arabitol - - - - - - - - - -
47 Gluconate - + - - - - - - - -
48 2 Keto-gluconate - + - - - - - - - -
49 5 keto-gluconate - + - - - - - - - -

 +: positive reaction, -: negative reaction
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Table 8. Identification of strains isolated from mukeunji based on

carbohydrate metabolism

Strain Identification result Identity (%)

JM1

Pediococcus spp.

99.8

TGM1 82.0

BCU1 99.9

UCM1 96.7

PG4 99.8

RK1 99.8

JO2
Pediococcus damnosus 1

72.6

TGM1 96.5

KACC 12308T

Pediococcus damnosus 2

99.8

GMN1 33.9

KL1 81.7

BMC1 98.6

AN1 99.5

SM1 99.5

RM1 98.6

KD1 81.7

MM1 66.1

BD2 93.2

PS1 Lactobacillus acidophilus 1 93.0
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제 4절 선발 유산균의 배양 온도에 따른 생육

배양 온도에 따른 생육도는 MRS 액체 배지에 P . inopinatus 6종을 1% (v/v)

접종하고 이를 5, 10, 15, 25, 30℃에서 배양하여 확인하였다. Spectrophotometer를

사용하여 600nm에서 흡광도를 측정하였고, pH meter를 사용하여 pH를 측정하여 P .

inopinatus 6종의 배양 온도에 따른 생육 곡선을 확인하였다.

1. 배양 온도에 따른 흡광도 변화

배양 온도에 따른 생육도를 흡광도 측정을 통하여 확인하였다. 측정 결과, P .

inopinatus KACC 12308T은 5℃에서 648시간(A600 = 3.081), 10℃에서 144시간(A600 =

4.036), 15℃에서 96시간(A600 = 4.545), 25℃에서 48시간(A600 = 5.340), 30℃에서

32시간(A600 = 6.215)에 최대 생육에 도달하였고, P . inopinatus JM1은 5℃에서

504시간(A600 = 2.340), 10℃에서 144시간(A600 = 5.695), 15℃에서 144시간(A600 =

6.345), 25℃에서 40시간(A600 = 5.840), 30℃에서 32시간(A600 = 5.735)에 최대 생육에

도달하였다. P . inopinatus BD2는 5℃에서 504시간(A600 = 5.450), 10℃에서

96시간(A600 = 4.584), 15℃에서 64시간(A600 = 6.630), 25℃에서 40시간(A600 = 5.485),

30℃에서 24시간(A600 = 5.630)에 최대 생육에 도달하였으며 P . inopinatus PS1은

5℃에서 360시간(A600 = 4.725), 10℃에서 144시간(A600 = 4.880), 15℃에서 96시간(A600

= 5.811), 25℃에서 20시간(A600 = 5.790), 30℃에서 20시간(A600 = 6.225)에 최대 생육에

도달하였다. P . inopinatus TGM1은 5℃에서 576시간(A600 = 2.663), 10℃에서

120시간(A600 = 4.568), 15℃에서 120시간(A600 = 4.470), 25℃에서 32시간(A600 = 5.735),

30℃에서 20시간(A600 = 5.245)에 최대 생육에 도달하였고, P . inopinatus BCU1은

5℃에서 216시간(A600 = 2.997), 10℃에서 120시간(A600 = 4.568), 15℃에서 120시간(A600

= 4.470), 25℃에서 48시간(A600 = 6.300), 30℃에서 32시간(A600 = 6.530)에 최대 생육에

도달하였다. 이를 통하여 P . inopinatus는 배양 온도가 30℃일 때 가장 단시간에 최대

생육에 도달하는 것을 알 수 있었다(Figure 5).
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Figure 5. Growth of lactic acid bacteria at different temperature

5℃( ), 10℃(◆), 15℃(▲), 25℃(●), 30℃(■) (continue)

A, P . inopinatus KACC 12308T; B, P . inopinatus JM1; C, P . inopinatus BD2

D, P . inopinatus PS1; E, P . inopinatus TGM1; F, P . inopinatus BCU1
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Figure 5. (Continue)
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Figure 5. (Continue)
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2. 배양 온도에 따른 pH의 변화

배양 온도에 따른 생육도를 pH 측정을 통하여 확인하였다. P . inopinatus KACC

12308T의 pH는 배양하는 과정에서 꾸준히 감소하다가, 5℃에서 576시간(pH 4.51),

10℃에서 144시간(pH 4.10), 15℃에서 144시간(pH 3.88), 25℃에서 48시간(pH 3.98),

30℃에서 40시간(pH 3.91)에 이를 때 pH가 유지되었다. P . inopinatus JM1의 pH는

5℃에서 432시간(pH 4.56), 15℃에서 144시간(pH 3.88), 25℃에서 48시간(pH 3.82),

30℃에서 32시간(pH 4.01)에 이를 때 pH가 유지되었다. 10℃에서는 168시간 이후에도

pH가 감소하였다. P . inopinatus BD2의 pH는 5℃에서 576시간(pH 4.39), 15℃에서

120시간(pH 3.89), 25℃에서 40시간(pH 3.90), 30℃에서 40시간(pH 3.97)에 이를 때

pH가 유지되었다. 10℃에서는 168시간 이후에도 pH가 감소하였다. P . inopinatus

PS1의 pH는 15℃에서 72시간(pH 4.01), 25℃에서 48시간(pH 3.87), 30℃에서

32시간(pH 3.90)에 이를 때 pH가 유지되었다. 5℃와 10℃에서는 720시간, 168시간

이후에도 pH가 감소하였다. P . inopinatus TGM1의 pH는 10℃에서 144시간(pH 4.37),

15℃에서 144시간(pH 4.17), 25℃에서 60시간(pH 3.79), 30℃에서 40시간(pH 4.09)에

이를 때 pH가 유지되었다. 5℃에서는 720시간 이후에도 pH가 감소하였다. P .

inopinatus BCU1의 pH는 5℃에서 504시간(pH 4.14), 25℃에서 48시간(pH 3.77),

30℃에서 32시간(pH 3.89)에 이를 때 pH가 유지되었다. 10℃와 15℃에서는 168시간

이후에도 pH가 감소하였다(Figure 6).
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Figure 6. pH changes of lactic acid bacteria growth at different

temperature 5℃( ), 10℃(◆), 15℃(▲), 25℃(●), 30℃(■) (continue)

A, P . inopinatus KACC 12308T; B, P . inopinatus JM1; C, P . inopinatus BD2

D, P . inopinatus PS1; E, P . inopinatus TGM1; F, P . inopinatus BCU1
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Figure 6. (Continue)
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Figure 6. (Continue)
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제 5절 분리 유산균의 안전성 평가

1. 용혈성 검사

생체 내 용혈 현상은 주로 비장, 간장, 골세포 등에서 발생하며, 비정상적인 용혈 현

상이 발생할 경우 적혈구의 산소 운반 기능 장애로 인하여 생체 내에 치명적인 결과를

가져온다[23]. 특히 α-hemolysis와 β-hemolysis는 병원성 미생물에 의한 용혈성 현상

으로 알려지고 있어 균주의 안전성 확인을 위해서는 용혈성 검사가 필수적이다[50].

P . inopinatus 6종에 대하여 용혈성 검사를 수행한 결과, P . inopinatus 6종 모두 집

락 주변에 녹색의 환을 생성하는 α-hemolysis 반응 또는 투명한 환을 생성하는 β

-hemolysis 반응이 관찰되지 않았다. β-hemolysis 양성 반응을 보이는 양성 대조구

B. cereus KCTC 3624는 균체 주위에 투명한 환을 나타내는 것을 확인하였다(Figure

7).

2. 유해 효소 활성

API ZYM kit를 사용하여 P . inopinatus 6종의 효소 활성을 조사하고 유해 효소에

대한 활성 여부를 확인하였다. P . inopinatus BCU1을 제외한 P . inopinatus 5종은

펩타이드 가수분해효소인 leucine arylamidase, valine arylamidase에 대하여 활성을

나타내었고, P . inopinatus JM1, P . inopinatus BD2, P . inopinatus PS1은

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase에 대해서도 활성을 나타내었다(Table 9). 반면

유해효소인 α-chymotrypsin, β-glucuronidase, β-glucosidase에 대해서는 P .

inopinatus 6종 모두 활성을 나타내지 않았다. α-chymotrypsin은 감염성 심내막염 중

바이러스성 및 국소성 손상의 원인이 되는 것으로 알려져 있으며[45],

β-glucuronidase은 장내 세균의 대사 작용으로 분비되는 효소로, 유해 물질이 체내로

유입되면 간에서 glucuronic acid에 의해 포합되어 해독 작용이 이루어지나,

β-glucuronidase에 의해 담즙과 함께 장내로 배설된 glucuronic acid 포합체를

탈포합하여 다시 독성을 생성한다고 알려져 있다[44]. 또한 β-glucuronidase와

β-glucosidase의 활성이 높아지면 아민류와 독성물질, 변이원 등이 생성되고, 장관
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내로 흡수된 유독 물질들은 체내를 순환하면서 암 유발, 동맥경화, 간장 장해,

면역기능 저하 등을 일으킨다. 심한 경우 장 점막에 손상을 주어 대장암을 유발하는

것으로 알려져 있다[12,17].

3. 항생제 내성

EFSA에서 제시한 Pediococcus 속의 break point를 참고하여 P . inopinatus 6종의

항생제 8종 ampicillin, vancomycin, gentamycin, streptomycin, erythromycin,

tetracycline chloramphenicol에 대한 최소 생육 저해농도(Minimum inhibitory

concentration, MIC)를 확인하였다[16].

P . inopinatus 6종 모두 항생제 6종 ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin,

streptomycin, erythromycin에 대하여 EFSA에서 제시한 break point보다 낮거나 같은

농도에서 감수성을 보였다. 항생제 2종 tetracycline, chloramphenicol에 대해서는

EFSA에서 제시한 break point보다 높은 감수성을 보이는 것으로 보아 P .

inopinatus는 종 특이적인 항생제 내성 유전자를 가지고 있으며, 내성 유전자가

chromosomal DNA에 존재할 것으로 추정된다(Table 10). Bacteria의 항생물질 내성

인자는 내재형(intrinsic)과 획득형(acquired)으로 구분되며, 특히 획득형 내성 인자는

항생물질 노출 환경에서 내성 유전자를 보유한 다른 bacteria로부터

수평이동(horizontal transfer)에 의하여 전이되므로 위해성이 있는 것으로 평가되고

있다[38]. 그러므로 획득형 항생물질 내성 유전자를 보유하고 있는 미생물이

식품발효용 종균이나 프로바이오틱 균주로 사용될 경우, 식품이나 장관을 매개로

위해미생물에게 항생물질내성 인자를 전파할 수 있는 가능성이 높아지기 때문에,

식품용 미생물 선발과정에서 반드시 검증되어야 한다[1,16].

4. Biogenic amine 생성

발효식품에서 가장 대표적인 화학적 위해 요인인 BA는 단백질을 함유한 식품이

부패하거나 발효과정에서 유리아미노산이 미생물의 탈탄산 효소작용에 의해 생성되는

질소화합물로[51], Histidine으로부터 전환되는 histamine은 과량 섭취할 경우 피부에

발진, 두드러기, 부종 및 국소 염증 등을 일으키고[54], 메스꺼움, 구토, 설사 및 복부
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경련 등의 증상과 심한 경우 질식 및 호흡곤란이 나타난다고 알려져 있다[42,54].

Tyrosine으로부터 전환되는 tyramine은 과량 섭취할 경우 고혈압을 일으키며[4,36,52]

우울증 치료제인 MAOI (Monoamine oxidase inhibitor) 복용하는 중에 같이 섭취할

경우에는 효소 활성이 저해되어 ‘cheese reaction’과 같은 편두통, 뇌출혈, 심부전을

유발하기도 한다[53]. 한국인에게 BA의 섭취는 주로 김치, 장류 및 젓갈 등의

발효식품에서부터 기인되기 때문에 묵은지에서 우점하는 P . inopinatus의 경우 BA

생성 여부 확인이 필수적이다[10].

Decarboxylase plate method는 배지 내에 함유된 pH indicator에 의해 산 혹은

알칼리인 배지의 상태에 따라 알칼리성 BA가 검출되는 원리를 이용한 방법이다. 즉,

균주가 amino acid decarboxylase에 의해 amine을 생성하여 배지가 pH 5.0에서 pH

6.8 이상으로 알칼리화 되면 균주 주변의 배지가 보라색으로 발색되어 BA 생성

균주가 검출된다[5]. 유산균은 glucose 당 대사에 따라 젖산이 생성되므로 BA를

생성하지 않는 유산균은 배양 후 pH가 산성이고, BA를 생성하는 유산균은 생성된

BA의 알칼리성에 의하여 배양 후 pH가 중성∼약알칼리를 나타내게 된다.

이러한 decarboxylase plate method를 변형하여 P . inopinatus 6종의 BA 생성

여부를 확인한 결과, P . inopinatus 6종은 색깔 변화가 관찰되지 않았고, histidine 양성

대조구인 M . morganii KACC 13822는 진한 보라색으로 발색되고 tyrosine 양성

대조구인 E. faecalis ATCC 29212는 하얗게 변하여 BA 생성 균주로

추정되었다(Figure 8).



- 51 -

Bacillus cereus KCTC 3624

P ediococcus inopinatus

KACC 12308T JM1 BD2

PS1 TGM1 BCU1

Figure 7. Hemolysis test of P . inopinatus and B. cereus KCTC 3624
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Table 9. Enzymatic activities of P . inopinatus by API ZYM analysis

NO.
Strain

Enzyme
KACC
12308T JM1 BD2 PS1 TGM1 BCU1

1 Control 0 0 0 0 0 0
2 Alkaline phosphatase 0 0 0 0 0 0
3 Esterase 0 0 0 0 0 0
4 Esterase lipase 0 0 0 0 0 0
5 Lipase 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0
6 Leucine arylamidase 4 3 3 4 4 1
7 Valine arylamidase 3 3 3 4 4 0.5
8 Cystine arylamidase 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0
9 Trypsin 0 0 0 0 0 0
10 α-chymotrypsin 0 0 0 0 0 0
11 Acid phospatase 0 0 0.5 0 0.5 0

12
Naphtol-AS-BI-

phosphohydrolase
1 5 4 3 1 0.5

13 α-galactosidase 0 0 0 0 0 0
14 β-galactosidase 0 0 0 0 0 0
15 β-glucuronidase 0 0 0 0 0 0
16 α-glucosidase 0 1 0 1 0 0
17 β-glucosidase 0 0.5 0 1 0 0

18
N-acetyl-

β-glucosaminidase
0 0 0 0 0 0

19 α-mannosidase 0 0 0 0 0 0
20 α-fucosidase 0 0 0 0 0 0
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Table 10. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of antibiotics for P .

inopinatus

Unit: MIC (μg/mL)
Antibiotics1)

Strain
AMP VAN GEN KAN STR ERY TET CHL

Break point2)

for Pediococcus sp. 4 n.r. 16 64 64 1 8 4

KACC 12308T 4 512 4 32 8 0.25 16 4

JM1 4 512 4 64 16 0.25 16 8

BD2 1 512 4 16 16 0.5 16 8

PS1 4 512 4 64 64 0.25 16 8

TGM1 4 512 8 32 32 1 16 8

BCU1 4 512 4 32 16 0.5 32 8

1) AMP: ampicillin, VAN: vancomycin, GEN: gentamycin, KAN: kanamycin, STR: streptomycin,

ERY: erythromycin, TET: tetracycline, CHL: chloramphenicol.

2) Break point: Break point were according to the guidelines of European Food Safety Authority (2012).

3) n.r.: Not required.



- 54 -

Figure 8. The developed screening plate for biogenic amine production by

P . inopinatus 

(A) media with precursor histidine, (B) media with precursor tyrosine

1, Morganella morganii KACC 13822; 2, Enterococcus faecalis ATCC 29212;

3, P . inopinatus KACC 12308T; 4, P . inopinatus JM1; 5, P . inopinatus BD2;

6, P . inopinatus PS1; 7, P . inopinatus TGM1; 8, P . inopinatus BCU1
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제 4장 결 론

최근 국내 김치 업체들의 미국 내 대형유통업체 입점 확대로 인하여 김치 수출량이

증가하였고, K-식문화의 유행, 코로나바이러스감염증-19의 여파로 인한 내식(內食)의

증가, 그로 인한 면역력 강화 식품에 대한 선호도 증가 등의 이유로 김치에 대한 수요

가 꾸준히 증가하고 있다[60]. 그러나, 국내 일반 김치의 시장 규모에 비해 별미김치의

시장 규모는 아직 상대적으로 부진한 편이다[40]. 특히 묵은지는 특유의 향과 식감으로

인하여 타 별미김치에 비하여 수요가 낮은 편이며 묵은지 수급에 관련된 통계도 자료

화되지 않고 있다[40]. 묵은지의 특성이나 균총에 대하여 분석한 연구 역시 일반 김치

에 비해 크게 부진한 실정이다[40]. Hong 등의 연구를 통하여 1년 이상 숙성한 묵은지

에서 P . damnosus와 P . parvulus가 우점함이 규명되었지만, 3종 미만의 묵은지 시료

만이 사용되어 그 연구 결과가 보편적인 묵은지 균총 패턴인지 규정하기 어려운 점이

있다[20].

이에 따라 본 연구에서는 전국으로부터 수집한 묵은지 40종의 균총을 분석함으로써

일반적인 묵은지 특성과 균총에 대한 데이터를 수집하였다. 묵은지의 균총 분석 결과

묵은지에서 P . inopinatus가 우점함을 확인하였다. P . inopinatus는 맥주 효모에서 최

초로 분리된 유산균주로 흔히 맥주의 부패균으로 알려져 있다[3,22]. 따라서 P .

inopinatus에 대한 연구 동향을 살펴보면 맥주의 부패에 어떠한 관여를 하는지에 대한

연구가 주를 이루며 P . inopinatus의 특성 분석에 대한 연구에서도 P . inopinatus의 분

리원이 부패된 맥주인 것을 확인할 수 있다[56]. 이에 본 연구는 묵은지에서 우점하는

P . inopinatus의 특성을 분석하고 안전성을 평가하고자 하였다.

전국 32개 지역의 온라인 판매처에서 구입한 40종의 묵은지 중 25종의 저장 온도 및

저장 기간을 조사하였다. 조사 결과 25종의 묵은지는 10℃ 이하에서 저장되었고 0℃

이하에서 저장한 묵은지가 5종으로 가장 많았다. 저장 기간은 2개월∼1년 9개월로

다양하였으나, 6개월 저장한 묵은지가 가장 많은 것으로 조사되었다. 묵은지의

이화학적 특성 분석 결과 묵은지의 평균 pH는 pH 3.96 ± 0.23, 산도는 1.21 ± 0.29%,

염도는 2.12 ± 0.32%, 당도는 9.31 ± 1.36 brix°로 나타났다. 또한 비배양학적

방법(PCR-DGGE)을 통하여 묵은지 시료 40종의 DGGE 분석 결과 31종의 묵은지에서

P . inopinatus KACC 12308T의 밴드와 동일한 위치에서 band가 관찰되었다.
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PCR-DGGE 결과 P . inopinatus KACC 12308T band와 동일한 위치에서 band가

관찰된 묵은지 시료 31종의 여액을 제조하여 MRS, MRS+2% CaCO3 평판 배지에

도말하고 25℃, 30℃에 배양하였다. 배양 후 형성된 colony들의 형태를 관찰하고,

형태학적 특성을 기준으로 나뉘어진 그룹 별로 gram-staining을 진행하였다. 그 결과

31종의 묵은지 전부에서 P . inopinatus KACC 12308T와 colony 형태가 동일한 원형에

ivory 색과 광택을 띠면서 gram-staining 결과 그람 양성, 구균 형태인 균주들이

확인되었다. 이들을 분리하여 16S rRNA gene sequence 분석을 통한 동정을

진행하였다. 동정 결과 P . inopinatus 31종이 동정되었고, 그 중 23종이 1우점 종임을

확인할 수 있었다.

P . inopinatus 31종과 표준 균주인 P . inopinatus KACC 12308T 배양액의 pH를

측정한 결과 P . inopinatus 균주 32종의 평균 pH는 pH 4.14 ± 0.10이며, 평균 산도는

1.11 ± 0.18%으로 나타났다. P . inopinatus 균주 31종 중 18종과 P . inopinatus KACC

12308T의 당 대사능을 분석한 결과, 양성 반응을 나타낸 탄수화물의 개수는 11∼16개

였으며, 동일한 탄수화물 6종 D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose,

N-Acetyl glucosamine, Esculin에 대하여 양성을 나타내었다. 판독 결과를 토대로

apiweb에서 동정한 결과, Pediococcus spp., P . damnosus 1, P . damnosus 2 등으로

동정되었으나, 실험에 사용된 API 50 CHL kit는 Lactobacillus 속의 동정을 위한

kit이고, apiweb 사이트에 P . inopinatus는 등록되어있지 않으므로 위와 같은 당

대사능 판정 결과로 P . inopinatus를 동정하기에는 적합하지 않다고 사료된다.

P . inopinatus KACC 12308T과 선발 기준에 따라 선발한 P . inopinatus 5종의

배양학적 특성을 규명하였다. P . inopinatus 6종을 5, 10, 15, 25, 30℃에 배양하여

생육도를 확인한 결과 P . inopinatus 6종 모두 30℃에서 배양할 때 가장 단시간에

최대 흡광도 값과 최소 pH 값을 나타내었다. 따라서 P . inopinatus의 배양 최적 생육

온도는 30℃인 것으로 사료된다.

P . inopinatus 6종의 안전성을 검사를 수행하였다. 생체 내 용혈 현상은 주로 비장,

간장, 골세포 등에서 발생하며, 비정상적인 용혈 현상이 발생할 경우 적혈구의 산소

운반 기능 장애로 인하여 생체 내에 치명적인 결과를 가져온다[23]. 용혈성 검사 결과

P . inopinatus 6종 모두 α-hemolysis 반응 혹은 β-hemolysis 반응을 나타내지 않았고,

B. cereus KCTC 3624는 균체 주위에 투명한 환을 생성하는 β-hemolysis 양성

반응을 나타내었다.

API ZYM kit을 사용하여 P . inopinatus 6종의 유해 효소 활성을 조사한 결과, P .
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inopinatus BCU1을 제외한 5종은 leucine arylamidase, valine arylamidase에 대하여

활성을 나타내었고, P . inopinatus JM1, P . inopinatus BD2, P . inopinatus PS1은

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase에 대해서도 활성을 나타내었지만, P . inopinatus

6종 모두 유해 효소인 α-chymotrypsin, β-glucuronidase, β-glucosidase를 생성하지

않는 것으로 나타났다.

항생제 내성을 확인하기 위하여 항생제 8종 ampicillin, vancomycin, gentamicin,

kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol에

대하여 최소 생육 저해농도를 확인한 결과 P . inopinatus 6종 모두 항생제 6종

ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin, streptomycin, erythromycin에 대하여

EFSA에서 제시한 breakpoint보다 낮거나 같은 감수성을 보였으나, 항생제 2종

tetracycline, chloramphenicol에 대해서는 EFSA에서 제시한 break point보다 높은

감수성을 보였다. Bacteria의 항생물질 내성 인자는 내재형(intrinsic)과

획득형(acquired)으로 구분되는데, 이 중 획득형 내성 인자는 항생물질 노출 환경에서

내성 유전자를 보유한 다른 bacteria로부터 수평이동(horizontal transfer)에 의하여

전이되므로 위해성이 있는 것으로 평가된다[38]. 그러므로 획득형 항생물질 내성

유전자를 보유하고 있는 미생물이 식품발효용 종균이나 프로바이오틱 균주로 사용될

경우, 식품이나 장관을 매개로 위해미생물에게 항생물질내성 인자를 전파할 수 있는

가능성이 높아지기 때문에, 식품용 미생물 선발과정에서 반드시 검증되어야 하며[1,16],

추후 연구를 통해 획득형 항생물질 내성 유전자의 확인이 필요하다.

Histidine으로부터 전환되는 histamine은 과량 섭취할 경우 피부에 발진, 두드러기,

부종 및 국소 염증 등을 일으키고, 심한 경우 질식 및 호흡곤란이 나타난다고 알려져

있다[42,54]. Tyrosine으로부터 전환되는 tyramine은 우울증 치료제인 MAOI

(Monoamine oxidase inhibitor)를 복용하는 중에 같이 섭취할 경우 효소 활성이

저해되어 ‘cheese reaction’과 같은 편두통, 뇌출혈, 심부전을 유발하기도 한다고 알려져

있다[53]. 한국인에게 BA의 섭취는 주로 김치, 장류 및 젓갈 등의 발효식품에서부터

기인되기 때문에 묵은지에서 우점하는 P . inopinatus의 경우 BA 생성 여부 확인이

필수적이다[10]. Decarboxylase plate method를 변형하여 P . inopinatus 6종의 BA

생성 여부를 확인한 결과, P . inopinatus 6종은 색깔 변화가 관찰되지 않아 BA를

생성하지 않음이 확인되었고, histidine 양성 대조구인 M . morganii KACC 13822는

진한 보라색으로 발색되고 tyrosine 양성 대조구인 E. faecalis ATCC 29212는 하얗게

변하여 BA 생성 균주로 추정되었다.
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본 연구에서는 전국 묵은지 제조업체로부터 40종의 묵은지를 수집하여 묵은지의 이

화학적 특성 분석 및 비배양학적인 방법을 통한 미생물학적 특성 분석을 수행하였다.

그리고 미생물학적 특성 분석 결과 P . inopinatus가 존재한다고 판단되는 묵은지로부

터 P . inopinatus 추정 균주를 분리·동정 후 우점도를 분석하였다. 또한 선발 P .

inopinatus 6종의 형태학 및 배양학적 특성 분석 등을 실시하고 용혈성 검사, 유해 효

소 활성 측정, 항생제 내성 및 biogenic amine 생성 여부 확인 등 안전성을 평가함으

로써 묵은지로부터 분리된 P . inopinatus의 기초 자료를 마련하고자 하였다. 이러한 본

연구 결과에 기초하여 향후 진행될 묵은지를 대상으로 한 광범위한 연구로의 접근성을

높이며 P . inopinatus만의 다양한 기능에 대하여 연구됨으로써 묵은지 뿐만 아니라 여

러 식품에서도 종균으로서의 사용이 가능할 것으로 기대된다.
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