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ABSTRACT

Characterizationoflacticacidbacteriaisolatedfrom

KimchiandtheirapplicationforMukeunji

Moon,JeongSun

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

DepartmentofFoodandNutrition,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Fourhomofermentativelacticacidbacteria(LAB)wereisolatedfrom Kimchi.

Based on morphologicaland biochemicalproperties and 16s rRNA gene

sequencedetermination,they wereidentifiedasLactobacillusplantarum AF1,

LactobacillussakeiWJ1,LactobacillussakeiSC1,andLactobacillussakeiYY1.

Beforeapplyingthestrainsasastarterforkimchi,generalcharacteristicsof

LABwereinvestigated.ThegrowthoftheLABwasmeasured;Lb.plantarum

AF1reachedstationaryphaseat36handLb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1and

Lb.sakeiYY1reachedstationaryphaseat24h.TheeffectofinitialpH (pH 4,

5,6,6.5,7,10)andNaClconcentration(0,1,3,5,7%)ofthegrowthmedium

onthegrowthwasalsoobserved. Theycangrow wellat3∼5% ofNaCl

concentrationandpH 5∼pH 7.Lb.plantarum AF1andLb.sakeiWJ1was

identifiedasD/L-lacticacidproducingstrains,respectively.BothLb.sakeiSC1

andLb.sakeiYY1wereidentifiedasL(+)-lacticacidproducer.Lb.plantarum

AF1showedabout69% ofcholesterolassimilationabilityin24hand62% in

48h at30℃.Whereas,Lb.plantarum AF1showed much highercholesterol

assimilationabilityat37℃;about82% in24hand97% in48h.Lb.sakeiWJ1

showed52% ofcholesterolreduction in 24h and56% in 48hat30℃.It

showed 43% in 24h and 48% in 48h at37℃ and itshowed thelowest

cholesterolassimilationabilityamongthefourLAB.Lb.sakeiSC1andYY1
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strainsshowedupto57% ofcholesterolreductionin24hand59% in48hat

30℃.However,theircholesterolassimilatonwaslowerat37℃ as50∼55% in

24hand44∼52% in48h.Antibacterialactivitywasfoundtobeactivefor

fourLAB againstBacillussubtilisATCC 6633anditsactivitywasstableat

pH4.0andunstableoverpH5.0.

ThesefourLABwereusedasastarterforkimchi(AF1,WJ1,SC1,andYY1

kimchi).Kimchiwasfermentedat15℃ andstoredfor240daysat-1℃.The

pH ofkimchidecreased up to pH 4.0drastically in fermentation timeand

showedlittlechangeduringthestoragetime.Theacidityofkimchiwentup

rapidlyalongthelow pH.andall4strainstarterkimchihadloweraciditythan

generalacidityofMukeunjiattheendofthestorage.Thedominancerateof

theusedstarterinAF1andWJ1kimchiwasover90% in210daysandover

80% in240daysofstorageat-1℃.Thedominancerateoftheusedstarterin

SC1andYY1kimchikeptover90% in120daysofstorage.But,itsdominance

ratestartedtofalldownfrom 180daysandendedwith43∼60%.Inspiteof

their lower dominance rate,SC1 and YY1 kimchishowed more positive

evaluationonsensoryevaluationthantheothers.Especially,SC1kimchishowed

softsweetnessanditmaskedstrongsourtasteofkimchi.Also,thesmellof

SC1kimchiwassimilartoMukeunjiover60daysofstorage.ThecolorofSC1

kimchiwasdarkredbasedyellowishandthetexturewascrispenough as

Mukeunji.

Thepreparedkimchiwith3% salinitywastaken5morefermenteddaysto

reachpH 4.0thanthestarterkimchi.Thestarterdominancerateofthekimchi

wasover90% 120daysofstoragebut,itstartedtofalldownfrom 180days

andendedwith43∼51%.SC1kimchihadmorepositiveassessmentonsensory

evaluationandshowedthesimilarflavorandtasteofMukeunjiwhenits60

days of storage.Moreover,the texture ofthe kimchiwas more crispy.

However,controlkimchiwasverysourandshowedbadsmellwhenitstored

longertime(morethan4months).Moreover,thecontrolkimchishowedsoftenity

oftextureuponlong-term storage.Theaboveresults,itisconsideredthatLb.

sakeiSC1isthemostsuitableasastarterforMukeunji.
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제 1장 서 론

김치는 우리나라 고유의 전통발효식품으로 채소절임과 발효의 특성을 동시에 지

니며 배추나 무와 같은 재료 외에도 갓,열무,고들빼기,오이,파,얼갈이 등을 김

치의 주재료로 사용하며 다양한 부재료 특히,향신료,곡물류,젓갈 등의 동물성 식

품재료를 사용하고 이들 재료에서 유래된 미생물에 의하여 발효된 식품이다.1995

년에 김치 종류가 190여종 이상이라 밝혀진 이후(6)최근 농촌진흥청의 자료에 따

르면 김치의 종류는 무려 300여종 이상으로 밝혀진바 김치의 종류는 점점 늘어나

고 있다.

최근 경제가 발전함에 따라 식생활 패턴이 변화되어 소비자의 요구가 다양해지

며,식생활 문화의 서구화로 인하여 각종 성인병에 위협받는 현대인들에게 김치는

단순한 전통식품의 개념을 넘어서 영양학적 우수성뿐만 아니라 다양한 건강 증진

효과를 가진 식품으로 알려지고 있다.Kim 등의(25)보고에 의하면 김치는 세계적

인 건강식품으로 주목받고 있으며 김치의 영양 생리적 특성인 항암효과,항산화효

과,면역증강효과,변비예방 효과,동맥경화증 억제효과,에너지 소비촉진,피로억제

효과,혈전억제효과,철분흡수 촉진과 장내세균 억제 효과 그리고 김치가 갖는 기

타 영양성분에 대하여 소개하였다.또한 묵은지에 함유된 유산균은 일반 숙성 김치

에 비해 그 생균의 수가 작다고 알려져 있지만 사멸한 유산균이 장내에 있는 살아

있는 유산균의 성장인자를 촉진하여 증식을 돕고 각종 아미노산,젖산,생리활성

물질들이 일반 김치에 비해 더 많이 함유되어 있고,맛과 영양이 배가 되어 비타

민,무기질 등을 많이 함유한 건강식품으로도 알려져 있다(24).이러한 김치의 유익

한 점이 소개되어지면서 김치에 대한 연구들과 함께 이를 이용한 여러 가지 요리

들이 인기를 얻고 있는데 적당히 발효시켜 상쾌한 신맛을 내는 숙성 김치를 즐겨

먹던 것에서 벗어나 갓 담근 김치,숙성 김치,묵은 김치 등 소비자의 기호가 다양

하게 차별화 되고 있다.

일찍부터 김치에 관해서는 많은 연구가 행해졌고 현재도 여러 분야로 세분하여

더욱 정밀한 연구가 수행되고 있다.김치 제조 단계별로 화학적,물리적 연구가 이

루어졌으며 숙성중의 여러 성분 변화에 대한 연구 그리고 저장성을 증대하기 위한

연구,김치발효에 관여하는 미생물의 연구 등으로 구분지어서 생각할 수 있다(74).
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김치는 채소절임과 발효의 특성을 동시에 지니는데 그 중 김치에서의 발효가 진행

됨에 따라 미생물의 균 총에도 변화가 오게 되는데,김치 발효 초기에는 호기성 세

균인 Achromobacter속과 Bacillus속 등이 우점하며 이어 이종젖산 발효균

(heterofermentativelacticacidbacteria)속이 우세하게 증식하여 젖산 이외에 초산

등의 유기산들과 ethanol,탄산가스를 생산하여 산의 생성이 점점 많아지고 이후

발효 후기에는 혐기성 세균인 Lactobacillus속 등이 동종젖산발효균

(homofermentativelacticacidbacteria)이 증식하며 젖산이 더욱 왕성하게 생성된

다(63).이러한 미생물의 균 총의 변화와 김치의 숙성 온도,저장 용기,저장 방법

등에 따라 김치의 발효는 달라지는데,일반적인 김치의 발효조건으로 김치를 제조

하고 장기 저장할 경우,김치 발효 후기에 관여하는 동종젖산발효균의 과도한 생성

으로 산패를 유도하며 그 외 생성되는 미생물과 효소작용에 의해 불쾌한 휘발성

유기화합물의 생성으로 인하여 맛과 냄새가 나빠지고 산막효모가 번식하고 펙틴의

분해로 배추조직의 연부현상이 나타나 김치 품질이 떨어지게 된다(69).김치의 산

패 현상으로 젖산균의 과도한 생성으로 인한 신맛,효모 등에 의한 이취(군덕내),

그리고 polygalacturonase라는 미생물의 효소작용으로 인한 배추의 연부현상을 들

수 있는데 김치의 숙성기간 연장에 대한 연구는 물리 화학적인 방법,항생물질과

합성 보존료의 첨가 등의 특정 물질을 첨가하여 그 물질이 산패를 일으키는 균을

억제하는 방법,유산균을 이용한 천연 보존제를 사용하는 방법까지 끊임없이 연구

되어지고 있는 실정이다.그 중 이 문제를 해결하기 위해 김치에 유산균과 효모 등

을 starter를 첨가하는 시도가 있었다.Kim 등(36)은 Saccharomycessp.등을 스타

터로 사용하였고,이 밖에도 Lee와 Kim(49)은 Lactobacillusplantarum 등의 4가지

복합 균을,Kang등(23)과 Kim 등(35)은 Leuconostocmesenteroides변이 주를,

Ha와 Cha(16)그리고 Moon등(56)은 bacteriocin을 생산하는 Enterococcussp.등

을,Choi등(11)은 호염성 Lactobacillussp.를,Park등(61)은 L.msenteroides와

Bifidobacterium bifidum을,So등(67)은 Leuconostoc과 Lactobacillus속 스타터를,

Cho와 Rhee(8,9)는 L.plantarum,L.mesenteroides,Pediococcus acidilactici,

Lactobacillusbrevis등의 젖산균을,Kim 등(34)은 L.mesenteroides의 내산성 변

이주와 Saccharomyces fermentati 등을, Chae와 Jhon(3)은 Bifidobacterium

animalis를 사용하여 숙성제품의 미생물 조성과 맛 또는 저장성을 조절하고자 하였

다.이러한 시도들은 원료를 열처리하는 등으로 김치의 제조방법을 변형하거나,스

타터가 지배균으로 성장하는지에 대한 자료가 부족하였고,맛과 미생물 조성에 미
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치는 스타터의 영향에 대해 보고하지 않았다(19).그 외 Chang(5)의 bacterion생성

능이 있는 유산균 Leuconostocciterum GJ7을 김치의 starter로 이용함으로서 김치

의 저장 기간을 연장하는 연구까지 현재 이어져 오고 있다.

그러나 이러한 김치의 숙성기간에 연장에 관계없이 숙성과 저장 조건이 최적으

로 유지되면 수개월 또는 그 이상 경과하여도 묵은 김치로서의 독특한 풍미와 조

직감을 유지시킬 수 있는데 이러한 최적 조건에서 생성되는 김치를 우리는 묵은지

라 한다.

묵은지의 정의는 정확히 밝혀진 바 없으나 묵은지는 김장철 속이 단단한 겨울

배추를 이용하고 묵은지와 일반 김치의 차이점은 김치를 담글 때 일반 김치는 배

추 속에 들어갈 야채를 많이 쓰는 편이지만 묵은지의 경우,배추 이외의 야채는 거

의 쓰지 않는다.또한 일반 김치의 경우 양념을 풍부하게 사용하는 반면,묵은지

제조 시에는 양념을 최소화하며 배추의 단단한 조직감을 장기간 유지하기 위하여

염 농도를 일반 김치에 비하여 1∼1.5% 이상 높여 담는다.묵은지는 지난 해 겨울

에 담갔다가 6개월에서 1년 이상 저온에서 숙성 저장시켜 따뜻한 계절에 김장김치

의 맛을 느끼게 하는 별미김치를 말하기도 한다(73).또한 묵은지의 발효 및 저장

방법을 보면 단순 저장법과 복합 저장법으로 나뉘게 되는데,단순 저장법은 처음부

터 한 조건에서 저장하는 방법이고 복합 저장법은 15℃ 정도의 실온에서 일정기간

발효시킨 후 -1℃ 김치냉장고나 땅에 독을 묻어 숙성 저장하는 방법이다.

한국농촌경제연구원의 2011년 김장시장 분석과 전망 보고(75)에 의하면,소비자

들의 김치에 대한 소비가 가장 많은 종류는 배추김치(61.5%),무김치(22.0%),기타

김치(16.5%)순으로 배추김치가 가장 많은 부분을 차지하였고,또한 배추김치 숙성

상태별 맛에 대한 선호도 조사 결과,잘 익은 김치(36%),생김치와 조금 덜익은 김

치(27%),묵은지(9%),그리고 신김치(7%)순으로 나타났고,묵은지에 대한 선호도

는 점점 높아지는 현황이라고 밝혔다.이는 묵은지가 최근 웰빙 음식을 선호하는

추세에 따라 묵은지를 이용한 요리에 대한 관심과 선호도가 높아졌고(21)묵은지를

이용한 응용요리와 이의 이화학적 특성에 관한 연구가 이루지고 있기 때문이다

(39).이에 따라 묵은 김치에 관한 연구 및 상품화에 많은 기업들의 관심이 활발해

지고 있으며 한류열풍과 함께 외국에서 우리음식인 김치와 장류 등의 발효음식과

다양한 응용요리 개발 및 김치 등 발효음식 관련 첨가연구가 지속되고 있는 실정

이다(21).묵은지를 이용한 응용요리에 관한 연구로는 묵은지를 첨가한 만두(44),

묵은지를 첨가한 떡갈비(43),허브를 첨가한 묵은지 볶음밥과 묵은지 찌개(21)등이
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있으며,그 외에도 묵은지는 전,찜,말이,볶음,국수,감자탕,조림,탕,구이,전골,

비빔밥 등에 아주 다양하게 응용되어 판매되고 있다.또한,묵은지로부터 분리한

유산균의 기능성 조사에 대한 연구(32)도 발표되었다.상품 묵은지는 2000년부터

소개되어,2003년부터 본격적으로 생산 판매하게 되었다.묵은지 시장규모는 2005

년부터 급격하게 증가한 것으로 나타났고,업체 생산규모는 전문 업체와 소규모 업

체로 분리되어 생산하는 것으로 알려졌다.묵은지는 일반적으로 11월 중순에서 익

년 5월까지 생산 가능하나,1월과 2월에 집중 생산하며,묵은지의 제조방법은 일반

김치에 비해 많은 양의 소금을 사용하고 젓갈의 종류와 량이 다르며 각 지역별,업

체별,가정에 따라 그 차이가 크다고 볼 수 있다.일부 업체에서 절임 및 탈수공정

과 양념 배합비를 차별화 하고 있지만,이는 업체마다 다르며 자세한 정보도 알기

어려운 실정이다.묵은지의 상품화에 대한 기업들의 관심은 높아지고 있으나 묵은

지에 대한 국가적인 품질규격은 적립되어 있지 않고 또한 품질규격의 확립에 있어

묵은지의 발효현상이나 영양학적 우수성에 대한 과학적 자료 확충이 우선 필요할

것으로 보인다.

묵은지에 대한 관심과 선호도가 높아지고 이를 응용한 음식이 늘어남에 따라 묵

은지에 대한 수요가 급격히 상승하여 단기간에 묵은지를 제조할 수 있는 방법에

대한 연구가 현재 무엇보다도 필요한 실정이다.현재까지 속성 묵은지 제조와 묵은

지 품질 향상을 위한 제조 방법에 대한 연구로는 폐 터널이나 동굴에서 3개월 이

상 1년간 묵은 김치를 제조,숙성발효 및 보관하는 방법(72),고추씨와 분쇄된 고추

를 포함하는 양념을 절인 배추에 첨가하여 3∼6개월 동안 숙성하는 방법(20),김치

발효시 유산균의 일종인 Lactobacillusplatarum KCTC3928을 접종하여 발효시킨

후 건조 분말 김치를 제조하는 방법(13),김치에서 분리한 Leuconostoc속 유산균과

내염성 Saccaromyces속 효모를 무즙 배지에서 배양하여 각각의 미생물 스타터를

김치에 첨가하여 숙성시키는 방법(7),해양심층수가 주원료인 염수에 절인 배추에

열처리 마늘을 포함하는 부재료를 배합하여 김치를 제조하고 발효와 숙성과정을

거침으로써 묵은 김치를 속성으로 제조하는 방법(50),미네랄이 첨가된 증류수에

유산균을 배양하여 함수포도당과 돼지 사골육수추출액을 혼합하여 이를 김치에 적

용하여 2차적으로 숙성하여 묵은지를 속성으로 제조하는 방법(51)등이 있다.그러

나 현재까지 밝혀진 속성 묵은지 제조 방법들은 묵은지라 판단할 수 있는 관능적

특성에 대한 근거가 부족하였고 기간 숙성에 의한 비용의 증가와 대량 숙성 저장

을 위해서 관리의 어려움과 대용량의 저장시설이 필요로 하는 문제점이 있었다.또
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한,단 기간 내 제조한 속성 묵은지는 맛과 풍미를 향상시키는 방법에 중점을 둔

연구가 전적으로 많았고 또한 속성 묵은지 내 존재하는 유산균의 수가 일반 숙성

김치의 유산균 수보다 현저히 적은 결과를 보고 하는 등 실질적으로 묵은지 산업

에서 이용하기에는 어려움이 있는 것으로 보였다.

따라서,본 연구는 최근 높아진 묵은지에 대한 관심과 이를 응용한 요리에 대한

선호도가 증가함에 따라 생겨난 문제점인 수요량 급증과 그에 대한 공급 부족 현

상에 대한 방안으로서,우리나라 전통발효 식품인 김치로부터 유산균을 분리하고

분리유산균주의 특성을 규명하여 이를 김치액에 1차적으로 적용하여 맛에 대한 선

호도가 높은 균주를 선별하여 2차적으로 선별된 균주를 김치에 적용하여 제조함으

로써 맛이 우수하고 단기간에 일반 묵은지와 같은 맛과 풍미 그리고 질감을 갖는

속성 묵은지 제조의 가능성을 제시하고자 하였다.또한 유산균을 김치의 starter로

적용하고 발효 최적화를 통하여 묵은지 제조기간을 단축하고 김치의 맛에 대한 일

관성을 부여하며 동시에 김치발효를 인위적으로 조절하여 품질이 균일한 속성 묵

은지 제조의 실현 가능성을 제시하고자 하였다.
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제 2장 실험재료 및 방법

제 1절 starter균주의 분리 ·동정 및 특성규명

1.속성 묵은지 starter균주의 분리

속성 묵은지 starter균주를 분리하기 위하여 다양한 김치로부터 분리한 김치 유

산균 중 김치 후기 발효에 관여하는 김치 간균 유산균 (Lactobacillus속)총 29종

을 김치 여과액에 적용하여 그 발효취를 조사하였다.분리 균주는 MRS액체배지에

접종하여 30℃에서 24시간 동안 배양한 후에 25%(w/v)glycerolstock으로 -70℃

에서 보관되어 있었고,실험에 사용할 경우에는 5mLMRS액체배지에 접종하여

30℃에서 24시간 동안 배양한 후에 본 배양할 배지에 계대하여 사용하였다.김치

여과액을 얻기 위하여 담금 직후의 김치 내용물 전체를 마쇄한 후에 멸균거즈로

여과하였다.김치 여과액을 얻은 후 멸균된 삼각 플라스크에 100mL씩 담았다.

준비된 플라스크에 각각의 균주를 1% (v/v)접종하고 15℃에서 24∼48시간 배양

후,김치 액의 향과 맛에 대하여 관능평가를 실시하였다.또한,그 김치 여과액을

멸균수를 이용하여 적정배율로 단계적으로 희석하여,CaCO3(AmerscoInc.,USA)

이 2%(w/v)첨가된 DeManRogosaSharpe(MRS;DifcoLaboratories,Detroit,

MI.,USA)한천배지(1.5% agar,w/v)에 도말한 후 30℃에서 평판배양한 후,투명

환을 형성하는 colony를 관찰하여 우점 여부를 확인하였다.
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2.균주의 동정

분리된 유산균의 동정을 위하여 일차적으로 형태학적,생화학적 특성을 조사하였

다.그람염색(Gram stain kit,DB Co.,USA)및 현미경 관찰과 API50CHL

system (BioMerieux,MarcyIEtiole,France)을 이용하여 당 발효 능을 조사한 후

에 균주동정 프로그램 (http://apiweb.biomerieux.com)을 이용하여 균주를 동정하였

다.최종적인 동정을 위하여 분리균주의 16srDNA 염기서열을 결정하여 알려진

균주들과 비교하였다.16srDNA 염기서열을 분석하기 위하여,분리 균으로부터의

genomicDNA 추출은 GenomeDNA kit(Q-Biogene,USA)을 사용하였다.
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3.균주의 특성

1)배양시간에 따른 생육도

분리균주의 배양시간에 따른 생육도를 조사하기 위하여 MRS액체배지에 분리균

주를 1%(v/v)접종하여 30℃에서 48시간 동안 정치배양 하면서 매 6시간마다

A600(Ultrospec2100pro,Amersham BiosciencesCo.England)에서 흡광도를 측정

하여 변화를 조사하였다.흡광도는 3회 반복하여 측정하였다.

2)배지의 초기 pH에 따른 생육도

배지의 초기 pH가 분리유산균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,1N

NaOH 또는 1N HCl로 pH 3.0,3.5,4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0그리고 10.0으로 보정

한 100mL MRS액체배지에 분리균주를 1%(v/v)접종하여 30℃에서 24시간 정

치배양한 후 A600(Amersham BiosciencesCo.England)에서 흡광도를 측정하여 생

육도를 확인하였다.흡광도는 3회 반복하여 측정하였다.

3)배지의 NaCl농도에 따른 생육도

배지의 초기 NaCl농도가 균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,NaCl

을 0,1,3,5및 7%(v/v)첨가한 100mLMRS액체배지에 분리균주를 1%(v/v)접종

하여 30℃에서 24시간 정치배양한 후 A600(Amersham BiosciencesCo.England)에

서 흡광도를 측정하여 생육도를 확인하였다.흡광도는 3회 반복하여 측정하였다.

4)내산성 측정

균주의 내산성을 측정하기 위하여,균주를 MRS액체배지에 1%(v/v)접종하여

30℃에서 24시간 배양한 후 원심분리(9,950×g,5min)하여 상징액을 제거하고 균

체를 회수한 다음,pH 3.0,4.0,5.0,6.0,7.0으로 조정한 MRS배지에 첨가하여 3

0℃에서 24시간 배양한 후 생균수를 측정하였다.
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5)균주의 D/L-lacticacid의 농도측정

균주의 lactic acid form을 알아보기 위하여 lactic acid 정량 Kit(Roche,

r-biopharm,D-lacticacid/L-lacticacid)(46)을 이용하였다.시료는 각 균주에 맞는

희석배수를 정하여 멸균 수에 희석하여 준비하였다.최종 값에 희석배수 값을 곱하

여 계산하였다.

6)콜레스테롤 저하능

균주의 콜레스테롤 저하능을 측정하기 위하여,O-phthalaldehydemethod(52)를

사용하였다.5mLMRS액체배지에 균주를 1% 접종하여 혐기 적으로 정치 배양

하고 원심분리(9,950×g,5min,4℃)하여 상등 액을 얻었다.30℃와 37℃에서 균을

배양하였으며 24시간,48시간 배양액을 각각 사용하여 실험하고 그에 따른 수치를

측정하였다.각 균에 대하여 3회 반복 수행하였다.1mL의 상등 액에 2 mL

KOH(50% wt/wol)용액과 3mLabsoluteethanol(95%)을 취하고 1분 동안 vortex

한 후 60℃ waterbath에 10분 동안 반응시켰다.반응이 끝난 후 흐르는 물에 충분

히 식히고 hexane을 5mL를 취한 후 5∼20초간 vortex하였다.1mL의 3차 증류수

를 취하고 다시 같은 시간동안 vortex를 하였다.층이 분리되도록 10분간 상온에

방치하면서 층이 분리되는 것을 확인하고 상층에 생기는 hexane층에서 3mL를 취

하여 깨끗한 testtube에 옮겨 담았다.60℃ waterbath에 testtube를 반쯤 담근

상태에서 질소가스를 이용하여 hexane층을 증발시켜 농축하였다.농축한 hexane이

담긴 testtube에 4mL의 O-phthalaldehyde용액(0.5mg/mlO-phthalaldehydein

glacialaceticacid)을 취하고 충분히 vortex하였다.O-phthalaldehyde용액은 실험

에 사용하기 바로 직전에 만들어 사용하였다.10분간 상온에 방치한 후 2mL의 황

산을 넣고 5∼20초간 vortex하고 10분간 다시 상온에 방치하였다.1mL의 액을

Y-cell에 취하여 A550(Amersham BiosciencesCo.England)에서 흡광도를 측정하였

다.각 균주에 대하여 3회씩 반복 수행한 값을 측정하고 이를 standardcurve와 비

교하였다.

Computer와 Spectrophotometer(Amersham BiosciencesCo.England)를 연결하

여 SwiftⅡ -Quantification을 이용하여 standardcurve를 작성하고 균주의 콜레

스테롤 저하능 수치를 측정하였다.
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30℃,24hranaerobicincubation

↓

Cellremove,centrifugationfor5minat10,000rpm

↓

Aliquot1mL+2mLKOH(50% wt/wol)+3mLabsoluteethanol(95%)

↓

vortexingfor1min

↓

heatingat60℃ waterbathfor10min

↓

coolingwithcoldrunningwater

↓

Hexane5mL→ vortexingfor5∼20sec

↓

1mLdistilledwater→ vortexingfor5∼20sec

↓

10minincubationatroom temp.topermitphaseseparation

↓

3mLhexanelayertocleantesttube

↓

evaporationundernitrogengasin60℃ waterbath

↓

4mLO-phthalaldehyde〔※0.5mg/mLO-phthalaldehydeinglacialacetic

acid〕

↓

vortexingforcompletemixing

↓

10minincubationatroom temp.

↓

2mLconcentratedsulfuricacid→ vortexingfor5∼20sec

↓

10minincubationatroom temp.

↓

1mLofaliquot→ Y-cell

↓

Readingabsorbanceat550nm

Figure1.O-phthalaldehydeMethod(52)
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7)항균 활성 조사

조항균 물질의 준비는 Directmethod(31)의 경우,분리균주를 5mLMRS액체

배지에 접종하여 30℃에서 24시간 동안 정치하면서 전 배양하였다.배양액 1mL를

원심분리(9,950×g,15min)하여 상징 액은 제거하고 균체에 100μLMRS액체배

지로 희석한 액을 900㎕ softagar에 함유시켜 사용하였다.Paperdiskassay(66)

의 경우,분리균주를 5mLMRS액체 배지에 접종하여 30℃에서 24시간 동안 정

치하면서 전 배양하였다.100mLMRS액체 배지에 1%의 전배양액을 접종하고,

다시 30℃에서 24시간 동안 본 배양하였다.본 배양액을 4℃에서 원심분리(9,950

×g,15min)하여 얻은 상징액을 0.45μm membranefilter(AdvantecMFS,Inc.,

Japan)로 제균하였다.제균된 상징액을 동결건조(freezedry system,SFDSM12,

SamwonCo.,Korea)한 후에 20mM sodium acetate(pH4.0)완충액 또는 3차 증

류수에 녹여 5배 농축 배율로 준비하여 항균 활성 실험에 사용하였다.분리 유산

균주의 항균물질 생산여부를 조사하기 위하여 Directmethod와 Paperdiskmethod

를 병행하였다.Directmethod는 유해 균주를 지시균으로 사용한 경우에 LB고체

배지에 지시균을 105∼106CFU/mL농도로 도말한 후 직경 5.00mm로 구멍을 내

고 그 구멍에 분리 유산 균주를 soft-agar에 함유시켜 넣었다.37℃에서 24시간 배

양하며 유산균주의 환의 크기를 측정하였다.Paperdiskmethod는 상기의 방법으

로 제조한 조항균 물질을 LB고체배지에 지시균을 10
5
∼10

6
CFU/mL농도로 도말

한 후 8mm의 직경의 paperdisk(diameter8.00mm,AdvantecCo.,Japan)에 100

μL일정하게 가하여 지시균에 대한 생육 저해 활성을 측정하였다.생육 저지환은

digimaticcaliper(CD-15CPX,MitutoyoCo.,Japan)를 사용하여 지름을 측정하였다.

분리된 유산균의 항균물질 생산능 검증용 지시균으로 유해균주 Bacillussubtilis

ATCC6633을 사용하였다.

항균 활성을 나타내는 원인이 균주가 생성하는 젖산에 의한 것인지 균주가 생산

하는 항균 물질에 의한 것인지 확인하기 위하여 pH를 조정하여 항균 활성을 측정

하였다.pH는 균주의 배양액의 pH인 4.0을 기준으로 하여 pH 5.0,5.5,6.0으로 조

정한 조항균 물질을 이용하여 Paperdiskmethod와 같은 방법으로 시행하였다.



- 12 -

제 2절 분리 균주를 이용한 속성 묵은지 제조와 발효특성

1.속성 묵은지의 제조

김치 후기 발효에 관여하는 정상(homo형)젖산균을 김치의 starter로 이용하여 김

치발효 시스템(비살균 개방형 발효시스템)에 적용함으로써 김치발효를 인위적으로

조절하여 품질이 균일하며 맛이 좋은 속성 묵은지 제조가 가능한지,오랜 저장기간

에도 김치 내에 유산균이 존재할 수 있는지 또한 유산균이 갖는 항균활성으로 김

치의 보존성을 향상시킬 수 있는지를 조사하였다.

1)김치의 제조

김치 제조에는 김치로부터 분리한 정상(homo형)젖산균 균주인 Lactobacillus

plantarum AF1,Lactobacillus sakeiWJ1,Lactobacillus sakeiSC1,그리고

LactobacillussakeiYY1을 사용하였다.김치 제조 시 사용된 절임배추는 광주 지

역 김치 제조 공장으로부터 제공받았고,양념과 배합하기 전 4∼5시간 탈수하였다.

김치 양념 배합비는 탈수된 절임배추 100g에 대하여 1)고춧가루 2.7g,마늘

1.33g,생강 0.5g,까나리 젓 4.06g,무채 1.2g,쪽파 1.33g,배 1.22g,당근

0.66g,설탕 0.86g,찹쌀 풀 6.1g로 일반 김치와 같은 재료를 사용하여 김치를 제

조하였고,2)의 경우,김치의 최종 염도가 일반 묵은지와 같이 3.0%(w/v)가 되도록

하고,액젓과 찹쌀의 비율은 낮추고 고춧가루의 비율은 높여 제조하였다.

균주 배양액은 원심분리 (9,950×g,15min,4℃)후 멸균수로 2회 세척하여 김치

양념에 혼합하였으며,균 첨가량은 총 김치 무게의 1%(w/v)가 되도록 준비하였다.

제조한 김치는 폴리에틸렌수지 또는 나일론+PE1kg용 포장지에 담아 진공 포장

하였다. 포장한 김치는 15℃에서 발효시킨 후 -1℃ 김치냉장고 (Dimchae

DD-1827DFB,Winiamando,Asan,Korea)에서 보관하여 시료로 사용하였다.김치

제조는 3회 반복 수행하였다.
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총산(%)=a×f×F×10

a:0.1N NaOH 용액의 소비 mL수

f:0.1N NaOH 용액의 factor(0.001)

F:0.1N NaOH 용액의 1mL에 상당하는 유기산 계수 (젖산인 경우 0.009)

2)발효 온도 설정

속성 묵은지 제조에 있어 김치의 발효 온도를 설정하기 위하여 100mL MRS

액체배지에 분리 유산 균주를 1%(v/v)접종하였고,10℃,12℃,15℃,18℃,20℃에

서 60시간 정치배양하며 매 12시간마다 A600(Ultro spec 2100 pro,Amersham

BiosciencesCo,,England)에서 흡광도를 측정하여 생육도를 확인하였다.흡광도는

3회 반복하여 측정하였다.

2.일반분석

1)pH및 산도의 측정

김치는 handblender(HHM-620,Hanil,Seoul,Korea)로 마쇄하여 멸균거즈를 이

용하여 여과한 김치액을 실험에 사용하였다.pH는 pH meter(545 pH meter,

Denver,Arvada,Co.,USA)를 사용하여 실온에서 측정하였으며,산도는 AOAC

(Associationofofficialanalyticalchemists)방법(2)에 의하여 김치액 10mL를 0.1

N NaOH용액으로 pH 8.3이 될 때까지 적정하여 소비된 0.1N NaOH용액을 아래

식에 의하여 환산하여 총산함량(%,w/w)으로 표시하였다.

2)염도 및 당도 측정

김치를 마쇄하여 멸균거즈를 이용하여 여과한 김치액을 염도계(SekisuiCo.

SS-21A,Japan)을 사용하여 김치의 염도를 측정하였고,당도계(AtagoCo.,Ltd.

Japan)를 사용하여 김치의 당도를 측정하였다.
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3.미생물균수의 측정

김치를 마쇄하여 멸균거즈로 여과한 김치액을 멸균수를 이용하여 적정배율로 단

계적으로 희석하여,MRS,CaCO3가 2% 함유된 MRS,LB,그리고 YPD 고체배지

에 100μL도말하여 30℃에서 48시간 배양한 후 형성된 colony를 그람염색 및 현

미경으로 관찰하였다.

4.색도 및 물성 측정

김치를 마쇄하여 멸균거즈를 이용하여 여과한 김치액을 색차계(CM-3500d,

Konica minolta, Tokyo, Japan)를 이용하여 측정한 후 Hunter's scale L

(lightness),a(redness),b(yellowness)값으로 표시하였다.또한,김치의 물성은

TextureAnalyzer(TA-XT Plus,StableMicrosystems,Godalming,UK)를 사용

하였다.배추하단으로부터 9cm 부위의 두께가 4∼5mm인 김치를 2×2cm 로 절단

한 후 측정하였다.측정조건은 2×2cm 로 절단하여 준비한 김치 시료를 36mm

DiaAluminium probe로 시료 두께의 60%까지 관통하면서 받는 최대 힘으로 표시

하였다.이 때 pre-testspeed는 5.0mm/s,testspeed는 1.0mm/s,post-test

speed는 10.0mm/s였고,triggertype은 auto-5g조건으로 측정하였다.각 실험군

당 5개의 시료를 측정하여 측정치가 가장 높거나 가장 낮은 것을 제외한 3개를 평

균 내어 그 값을 나타내었다.

5.속성 묵은지의 관능조사

균주 Lactobacillusplantarum AF1,LactobacillussakeiWJ1,Lactobacillus

sakeiSC1,그리고 LactobacillussakeiYY14종을 김치에 적용한 속성 묵은지에

대하여 관능적인 특징 및 기호도를 조사하기 위하여 조선대학교 식품영양학과 대

학원생 15명을 대상으로 일정 기간마다 김치에 대하여 관능평가를 실시하였다.관

능검사는 blindtest방식을 이용하였고,맛,냄새,조직감,색깔 및 전반적인 기호도

에 대하여 구술하였다.
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제 3장 결과 및 고찰

제 1절 starter균주의 분리 ·동정 및 특성규명

1.속성 묵은지 starter균주의 분리

다양한 김치로부터 분리하여 실험실에서 보유중인 김치 유산균 중 김치 후기 발

효에 관여하는 김치 간균 유산균 (Lactobacillus속)총 29종을 김치 여과액에 적용

하여 그 발효취를 조사하였다.담금 직후의 김치를 마쇄하여 김치 여과액을 얻은

후 멸균된 삼각 플라스크에 100mL씩 담았다.준비된 플라스크에 각각의 균주를

1% (v/v)접종하고 15℃에서 24∼48시간 배양 후,김치 액의 향과 맛에 대하여 관

능평가를 실시하였다.접종 균주에 따라 김치발효액은 각기 다른 향과 맛을 나타내

었으며(Table1), 시험된 총 29종의 김치 발효액 중 가장 묵은지 향과 유사하며

기호도가 좋은 균주 4종을 최종적으로 선별하였다(Lactobacillusplantarum AF1,

WJ1,SC1,YY1).4종의 균주가 적용된 김치액을 CaCO3가 2% (w/v)첨가된 MRS

고체배지에 도말하여 30℃에서 48시간 동안 평판배양하며 균의 우점을 확인하였다.

이미 동정이 되어 있는 균주 Lactobacillusplantarum AF1(65)을 제외한 나머지 3

종의 분리균주를 동정하기 전까지 편의상 WJ1,SC1,그리고 YY1이라 명명하였다.
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Table 1.Changes of pH and sensory evaluation on 29 selected

Lactobacillus spp.strain applied to kimchijuice at30℃ for 48h

균주 학명

48시간

배양

후 pH

관능결과

BU1 Lactobacilluscurvatus 3.9 향에 대한 긍정적 평가

봉운사1 Lactobacillussp 3.9
깔끔하며 시원한 맛이 있지만 신맛

강함

곡성4 Lactobacillussp. 3.9 발효취가 풍부,군덕내가 약간 남

전복1 Lactobacillussp. 3.9 신맛과 단맛이 조금씩 남

NJ1 Lactobacillussakei 3.8 특유의 단맛을 지님

SI3 Lactobacillussakei 3.9 쓴맛이 약간 있음

AF1
Lactobacillus

plantarum
3.5

깊은 맛이 나며 끝맛이 달고

발효취가 많음

HD1
Lactobacillus

plantarum
3.5

향이 좋으며 깊은 맛이 나지만 신맛

강함

고서2 Lactobacillussp 3.9 연한 단맛이 있고 후 향이 긍정적

NO1
Lactobacillus

plantarum
3.5

신맛이 약간 있지만 달고 깊은 맛

지님

SC1 Lactobacillussp 4.1
달고 깔끔하며 풍부한 향

청량감 조금 느껴짐

SC4 Lactobacillussp. 4.1
깔끔하고 발효취가 약간 있지만 풋

냄새 남

굴1 Lactobacillussp 4.0 후 향에 대한 긍정적인 평

증심사6 Lactobacillussp 4.1 깔끔하고 청량감 약간 느껴짐

WJ1 Lactobacillussp 4.2 달고 맛이 깔끔하며 향이 좋음

GR4 Lactobacillussp. 4.0 끝에 나는 특이한 향이 있음

중흥2 Lactobacillussp. 4.0 향이 풍부하며 맛이 좋음

석C4-1 Lactobacillussp 4.1 시원한 맛에 약간 쓴맛

MS1 Lactobacillusbuchneri 4.0 깊은 맛이 느껴지나 이취가 남

배추C Lactobacillussakei 4.1 청량감이 약간 있음

불C1 Lactobacillussakei 3.9 약한 단맛을 지님

달성사1 Lactobacillussp 3.9 깔끔하며 개운한 맛

주월1 Lactobacillussp. 3.9 단맛이 약간 있음

주월3 Lactobacillussp 3.9 약간 시고 새콤한 맛

HA1 Lactobacillussp 3.9 끝맛이 달고 후 향이 풍부함

HA2 Lactobacillussp. 3.9 끝에 단맛이 있음

YY1 Lactobacillussp 3.9 단맛이 있으며 시원하고 깔끔한 맛

진도C1 Lactobacillussp 3.9 끝에 약한 군덕내

대C3 Lactobacillussakei 3.9 발효취가 많음
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2.분리균주의 분류 및 동정

Lactobacillusplantarum AF1(67)을 제외한 나머지 3종 WJ1,SC1,그리고 YY1

의 생태학적,배양학적 특성 및 당 대사능을 통한 생화학적 특성,그리고 16s

rDNA 염기서열 분석을 통한 분자생물학적 특성을 살펴보았다.

(1)형태 및 배양학적 특성

분리균주 3종을 MRS액체배지에 접종하여 24시간 혐기 배양하고 gram staining

을 하여 광학현미경으로 관찰한 결과 (Table1,Figure2)분리 균주 3종은 그람양

성의 간균이었고 colony는 3종 모두 둥근 형이었다.균주 AF1의 colony색은 불투

명한 연한 노란 빛을 나타내었고,WJ1은 불투명 하얀색 그리고 SC1과 YY1은 불

투명한 아이보리 빛을 나타내었다.4종 균주 모두 colony표면은 윤기가 흐르고 매

끈하였다.

(2)당 대사능

생화학적 특성으로 Biolog에 의한 유산균(Lactobacillussp.)동정 kit에 해당하는

API50CHL을 통한 분리균주의 당 대사능을 검토한 결과는 Table2에 나타내었

다.당 대사능의 결과로 간이동정해본 결과,Lactobacillussakei는 아직 API에 등

록되어 있지 않아 Lactobacillussakei가 아닌 Lactobacillus속의 다른 종으로 나타

났다.따라서 본 Biologdata는 균주의 C-화합물의 대사능을 알아보는 자료로 삼았

다.일반적으로 Lactobacillus sakei가 대사하는 당 화합물로는 L-Arabinose,

Galactose,Maltose,Melibiose,Sucrose등이 있고 분리균주 3종 모두 위 당 화합물

에 대하여 대사반응을 일으키는 것을 확인하였다.
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(3)16srDNA 염기서열 분석

이미 동정이 된 균주 Lactobacillusplantarum AF1(67)을 제외한 나머지 분리균

주의 16srDNA 염기서열 분석을 통한 균주동정을 위하여 분리 균주 3종으로부터

chromosomalDNA를 분리하였다.Figure3∼5에서와 같이 WJ1은 총 1503bp를,

SC1는 총 1507bp,그리고 YY1은 총 1492bp를 결정한 후 읽어진 16srDNA 서열

분석은 Blastprogram을 사용하여 상동성을 검색하였다.분리균주 WJ1,SC1,그리

고 YY1은 모두 LactobacillussakeiDSM 20017과 99%의 높은 상동성을 나타내었

으며,Figure6에 16srDNA 염기서열을 기초로 한 다른 bacteria와의 계통 발생론

적 관계를 나타내었다.

분리유산균주 WJ1,SC1,그리고 YY1의 당대사능을 포함한 일반적인 특성과 16s

rDNA 염기서열을 분석한 결과 3종 모두 Lactobacillus sakei의 표준균주인

DSM20017과 비교하여 99.9%의 상등성을 갖는 결과로서,LactobacillussakeiWJ1,

LactobacillussakeiSC1,그리고 LactobacillussakeiYY1으로 명명하였다.
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Table 2.Morphologicaland culturalcharacteristics ofthe isolated

strainsLb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1and Lb.

sakeiYY1

Characteristics AF1 WJ1 SC1 YY1

Gram-stain + + + +

Morphology rod rod rod rod

Colony circular circular circular circular

Colonysurface smooth smooth smooth smooth

Colonycolor yellow white ivory ivory

Colonyopacity opaque opaque opaque opaque
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Figure2.Gram stainingoftheisolatedstrain

1.IsolatedstrainLb.plantarum AF1,2.IsolatedstrainWJ1

3.IsolatedstrainSC1,4.IsolatedstrainYY1
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Table3.Sugarutilization characteristicsoftheisolatedstrainsLb.

plantarum AF1,WJ1,SC1,andYY1

Characteristics AF1 WJ1 SC1 YY1 Characteristics AF1 WJ1 SC1 YY1

Glycerol - - - - Salicine + + + -

Erythritol - - - - Cellobiose + - + +

D-Arabinose - - - - Maltose + - + -

L-Arabinose + - - - Lactose + - + -

Ribose + + + + Melibiose + - - -

D-Xylose - + + + Sucrose + + + +

L-Xylose - - - - Trehalose + + + +

Adonitol - - - - Inuline + - + +

β-Methyl-xyloside - - - - Melezitose + - - -

Galactose + - - - D-Raffinose + - - -

D-Glucose + + + + Amidon - - - -

D-Fructose + + + + Glycodene - - - -

D-Mannose + + + + Xylitol - - - -

L-Sorbose - + + + β-Gentiobiose + - - -

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-Acetylglucosamine + - + + Gluconate + + - +

Amygdaline + + + + 2-ceto-gluconate - - - -

Arbutine - - - - 5-ceto-gluconate - - - -

Esculine + - - -

Icubationat30℃ for48hours

+:positivereaction,-:negativereaction
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1 AGGACGAACG CTGGCGGCGT GCCTAATACA TGCAAGTCGA ACGCACTCTC GTTTAGATTG 60

61 AAGGAGCTTG CTCCTGATTG ATAAACATTT GAGTGAGTGG CGGACGGGTG AGTAACACGT 120

121 GGGTAACCTG CCCTAAAGTG GGGGATAACA TTTGGAAACA GATGCTAATA CCGCATAAAA 180

181 CCTAGCACCG CATGGTGCAG GGTTGAAAGA TGGTTTCGGC TATCACTTTA GGATGGACCC 240

241 GCGGTGCATT AGTTAGTTGG TGAGGTAAAG GCTCACCAAG ACCGTGATGC ATAGCCGACC 300

301 TGAGAGGGTA ATCGGCCACA CTGGGACTGA GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC 360

361 AGTAGGGAAT CTTCCACAAT GGACGAAAGT CTGATGGAGC AACGCCGCGT GAGTGAAGAA 420

421 GGTTTTCGGA TCGTAAAACT CTGTTGTTGG AGAAGAATGT ATCTGATAGT AACTGATCAG 480

481 GTAGTGACGG TATCCAACCA GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA 540

541 CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC CGGATTTATT GGGCGTAAAG CGAGCGCAGG CGGTTTCTTA 600

601 AGTCTGATGT GAAAGCCTTC GGCTCAACCG AAGAAGTGCA TCGGAAACTG GGAAACTTGA 660

661 GTGCAGAAGA GGACAGTGGA ACTCCATGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAT ATATGGAAGA 720

721 ACACCAGTGG CGAAGGCGGC TGTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGCTCG AAAGCATGGG 780

781 TAGCAAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CATGCCGTAA ACGATGAGTG CTAGGTGTTG 840

841 GAGGGTTTCC GCCCTTCAGT GCCGCAGCTA ACGCATTAAG CACTCCGCCT GGGGAGTACG 900

901 ACCGCAAGGT TGAAACTCAA AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG 960

961 TTTAATTCGA AGCAACGCGA AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATCCTTTGA CCACTCTAGA 1020

1021 TCCCTTCGGG TCCCTTCGGG GACAAAGTGA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG 1080

1081 TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTATTACTAG TTGCCAGCAT 1140

1141 TAAGTTGGGC ACTCTAGTGA GACTGCCGGT GACAAACCGG AGGAAGGTGG GGACGACGTC 1200

1201 AAATCATCAT GCCCCTTATG ACCTGGGCTA  CACACGTGCT  ACAATGGATG GTACAACGAG  1260

1261 TTGCGAGACC GCGAGGTTTA  GCTAATCTCT  TAAAACCATT CTCAGTTCGG  ATTGTAGGCT  1320

1321 GCAACTCGCC  TACATGAAGC  CGGAATCGCT  AGTAATCGCG  GATCAGCATG  CCGCGGTGAA  1380

1381 TACGTTCCCG  GGCCTTGTAC  ACACCGCCCG TCACACCATG  AGAGTTTGTA  ACACCCAAAG  1440

1441 CCGGTGAGGT  AACCCTTCGG  GGAGCCAGCC GTCTAAGGTG GGACAGATGA TTAGGGTGAA 1500

1501 GTC 1503

Figure3.DNAsequenceofthe16srDNAfrom theisolatedstrainLb.sakei

WJ1
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1 GGCTCAGGAC GAACGCTGGC GGCGTGCCTA ATACATGCAA GTCGAACGCA CTCTCGTTTA 60

61 GATTGAAGGA GCTTGCTCCT GATTGATAAA CATTTGAGTG AGTGGCGGAC GGGTGAGTAA 120

121 CACGTGGGTA ACCTGCCCTA AAGTGGGGGA TAACATTTGG AAACAGATGC TAATACCGCA 180

181 TAAAACCTAA CACCGCATGG TGTAGGGTTG AAAGATGGTT TCGGCTATCA CTTTAGGATG 240

241 GACCCGCGGT GCATTAGTTA GTTGGTGAGG TAAAGGCTCA CCAAGACCGT GATGCATAGC 300

301 CGACCTGAGA GGGTAATCGG CCACACTGGG ACTGAGACAC GGCCCAGACT CCTACGGGAG 360

361 GCAGCAGTAG GGAATCTTCC ACAATGGACG AAAGTCTGAT GGAGCAACGC CGCGTGAGTG 420

421 AAGAAGGTTT TCGGATCGTA AAACTCTGTT GTTGGAGAAG AATGTATCTG ATAGTAACTG 480

481 ATCAGGTAGT GACGGTATCC AACCAGAAAG CCACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG 540

541 TAATACGTAG GTGGCAAGCG TTGTCCGGAT TTATTGGGCG TAAAGCGAGC GCAGGCGGTT 600

601 TCTTAAGTCT GATGTGAAAG CCTTCGGCTC AACCGAAGAA GTGCATCGGA AACTGGGAAA 660

661 CTTGAGTGCA GAAGAGGACA GTGGAACTCC ATGTGTAGCG GTGAAATGCG TAGATATATG 720

721 GAAGAACACC AGTGGCGAAG GCGGCTGTCT GGTCTGTAAC TGACGCTGAG GCTCGAAAGC 780

781 ATGGGTAGCA AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCATGC CGTAAACGAT GAGTGCTAGG 840

841 TGTTGGAGGG TTTCCGCCCT TCAGTGCCGC AGCTAACGCA TTAAGCACTC CGCCTGGGGA 900

901 GTACGACCGC AAGGTTGAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGG CCCGCACAAG CGGTGGAGCA 960

961 TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA CGCGAAGAAC CTTACCAGGT CTTGACATCC TTTGACCACT 1020

1021 CTAGAGATAG AGCTTTCCCT TCGGGGACAA AGTGACAGGT GGTGCATGGT TGTCGTCAGC 1080

1081 TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC AACCCTTATT ACTAGTTGCC 1140

1141 AGCATTTAGT TGGGCACTCT AGTGAGACTG CCGGTGACAA ACCGGAGGAA GGTGGGGACG 1200

1201 ACGTCAAATC ATCATGCCCC TTATGACCTG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGATGGTACA 1260

1261 ACGAGTTGCG AGACCGCGAG GTTTAGCTAA TCTCTTAAAA CCATTCTCAG TTCGGATTGT 1320

1321 AGGCTGCAAC TCGCCTACAT GAAGCCGGAA TCGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG 1380

1381 GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA CCATGAGAGT TTGTAACACC 1440

1441 CAAAGCCGGT GAGGTAACCC TTCGGGGAGC CAGCCGTCTA AGGTGGGACA GATGATTAGG 1500

1501 GTGAAGT 1507

Figure4.DNAsequenceofthe16srDNAfrom theisolatedstrainLb.sakei

SC1
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1 CGCACTCTCG TTTAGATTGA AGGAGCTTGC TCCTGATTGA TAAACATTTG AGTGAGTGGC 60

61 GGACGGGTGA GTAACACGTG GGTAACCTGC CCTAAAGTGG GGGATAACAT TTGGAAACAG 120

121 ATGCTAATAC CGCATAAAAC CTAACACCGC ATGGTGTAGG GTTGAAAGAT GGTTTCGGCT 180

181 ATCACTTTAG GATGGACCCG CGGTGCATTA GTTAGTTGGT GAGGTAAAGG CTCACCAAGA 240

241 CCGTGATGCA TAGCCGACCT GAGAGGGTAA TCGGCCACAC TGGGACTGAG ACACGGCCCA 300

301 GACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC TTCCACAATG GACGAAAGTC TGATGGAGCA 360

361 ACGCCGCGTG AGTGAAGAAG GTTTTCGGAT CGTAAAACTC TGTTGTTGGA GAAGAATGTA 420

421 TCTGATAGTA ACTGATCAGG TAGTGACGGT ATCCAACCAG AAAGCCACGG CTAACTACGT 480

481 GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GTAGGTGGCA AGCGTTGTCC GGATTTATTG GGCGTAAAGC 540

541 GAGCGCAGGC GGTTTCTTAA GTCTGATGTG AAAGCCTTCG GCTCAACCGA AGAAGTGCAT 600

601 CGGAAACTGG GAAACTTGAG TGCAGAAGAG GACAGTGGAA CTCCATGTGT AGCGGTGAAA 660

661 TGCGTAGATA TATGGAAGAA CACCAGTGGC GAAGGCGGCT GTCTGGTCTG TAACTGACGC 720

721 TGAGGCTCGA AAGCATGGGT AGCAAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC ATGCCGTAAA 780

781 CGATGAGTGC TAGGTGTTGG AGGGTTTCCG CCCTTCAGTG CCGCAGCTAA CGCATTAAGC 840

841 ACTCCGCCTG GGGAGTACGA CCGCAAGGTT GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA 900

901 CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA GCAACGCGAA GAACCTTACC AGGTCTTGAC 960

961 ATCCTTTGAC CACTCTAGAG ATAGAGCTTT CCCTTCGGGG ACAAAGTGAC AGGTGGTGCA 1020

1021 TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT 1080

1081 TATTACTAGT TGCCAGCATT TAGTTGGGCA CTCTAGTGAG ACTGCCGGTG ACAAACCGGA 1140

1141 GGAAGGTGGG GACGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA CCTGGGCTAC ACACGTGCTA 1200

1201 CAATGGATGG TACAACGAGT TGCGAGACCG CGAGGTTTAG CTAATCTCTT AAAACCATTC 1260

1261 TCAGTTCGGA TTGTAGGCTG CAACTCGCCT ACATGAAGCC GGAATCGCTA GTAATCGCGG 1320

1321 ATCAGCATGC CGCGGTGAAT ACGTTCCCGG GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCATGA 1380

1381 GAGTTTGTAA CACCCAAAGC CGGTGAGGTA ACCCTTCGGG GAGCCAGCCG TCTAAGGTGG 1440

1441 GACAGATGAT TAGGGTGAAG TCGTAACAAG GTAACCA 1477

Figure5.DNAsequenceofthe16srDNAfrom theisolatedstrainLb.sakei

YY1
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Figure6.Phylogeneticrelationshipbetween Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1andLb.

sakeiYY1andotherrelatedbacteriabasedon16srDNA sequence
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3.분리균주의 일반적 특성

(1)배양시간에 따른 생육도

분리균주 Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,Lb.sakeiYY1을

30℃에서 48시간 동안 정치배양 하면서 매 6시간마다 흡광도를 측정하여 배양시간

에 따른 생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여 평균치로

나타내었다.측정결과 Figure7과 같이 분리균주 4종 모두 6시간부터 12시간까지

대수적으로 증가하였고 Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,Lb.sakeiYY1는 18∼24시

간에서 생육도가 최대가 되었으며 그 이후에는 정지기로 접어드는 것을 관찰할 수

있었다.Lb.plantarum AF1는 30∼36시간에서 생육도가 최대가 되었고 그 이후에

정지기로 들어가는 것을 관찰하였다.

(2)배지의 초기 pH에 따른 생육도

pH 3.0,3.5,4.0,5.0,6.0,,7.0,8.0,9.0그리고 10.0으로 보정한 MRS액체배지에

30℃에서 24시간 정치 배양하여 Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakei

SC1,그리고 Lb.sakeiYY1의 생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주

를 측정하여 평균치로 나타내었다.보통 pH 4..0까지의 균의 생육도를 관찰하는 것

이 일반적이나 pH 3.0과 3.5는 장기간 저장된 일반적인 묵은지의 pH범위로서 본

실험 범위에 추가하여 생육도를 관찰하였다.결과 Figure8과 같이 Lb.plantarum

AF1는 pH 5.0에서부터 pH9.0까지의 범위에서 잘 생육하였으나 pH 5.0이하 그

리고 pH 10.0이상에서 생육도는 감소하였다.Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,Lb.

sakeiYY1는 pH 6.0에서부터 pH 10.0까지의 범위에서 잘 생육하였으나 pH 6.0

이하에서 생육도는 조금씩 감소하였다.분리균주의 최적 pH는 Lb.plantarum AF1,

Lb.sakeiSC1,Lb.sakeiYY1는 pH7.0으로 나타났고,Lb.sakeiWJ1은 pH6.0으

로 나타났다.pH 3.0에서는 4균주 모두 거의 생육하지 못하였고,pH 3.5에서 Lb.

plantarum AF1경우 어느 정도 생육하였으나 높은 pH 범위에서와는 확연히 차이

가 나는 것을 관찰하였다.
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Figure7.GrowthCurvesofLb.plantarumAF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.

sakeiYY1
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Figure8.EffectsofNaClofthegrowthmediaonthegrowthofLb.

plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1
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(3)배지의 NaCl농도에 따른 생육도

NaCl이 균주의 성장에 미치는 영향을 검토하기 위하여 MRS액체배지에 NaCl을

0,1,3,5 및 7%(v/v)되게 첨가하여 30℃에서 24시간 정치 배양하여 Lb.

plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,그리고 Lb.sakeiYY1의 생육도

를 조사하였다.흡광도는 3번씩 측정하여 평균치로 나타내었다.측정결과,Figure9

와 같이 4균주 모두 NaCl농도 0∼3%에서 비교적 안정적인 생육도를 보였다.Lb.

plantarum AF1은 NaCl농도 1%에서 최대의 생육도를 보였고 5%에서 최대 생육

도의 약 80%정도를 나타내었으며 7%에서는 약 30%정도의 생육도를 나타내었다.

Lb.sakeiWJ1은 NaCl농도 0%에서 최대 생육도를 나타내었고 NaCl농도가 높아

질수록 생육도가 점차 감소하는 것을 관찰할 수 있었다.Lb.sakeiSC1와 Lb.

sakeiYY1은 NaCl농도 1%에서 최대의 생육도를 보였고 Lb.sakeiWJ1와 같이

1%이상의 농도에서는 점차적으로 생육도의 감소를 보였다.
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Figure9.EffectsofinitialpH ofthegrowthmediaonthegrowthof

Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1
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(4)내산성 측정

일반적으로 행해진 유산균의 내산성 실험은 프로바이오틱으로서 역할을 수행하

기 위한 기본 특성으로서 pH 3.0이하의 강한 산성조건의 위장관을 통과하여 도달

하여 생존해야하므로 그에 대한 단순 산성 pH에 대한 내성(60)과 체내 소화관 조

건과 유사한 환경에서 측정하기 위해 인공위액 하에서의 저항성(40)을 실시한다.

그러나 본 실험 균주의 내산성 실험은 묵은지와 같은 낮은 pH에서 균주의 생존율

을 확인하기 위하여 실시하였다.

균주의 내산성을 측정하기 위하여,균주를 MRS액체배지에 1%(v/v)접종하여

30℃에서 24시간 배양한 후 원심분리(9,950×g,5min)하여 상징액을 제거하고 균

체를 회수한 다음,pH 3.0,4.0,5.0,6.0,7.0으로 조정한 MRS 배지(균주를 키운

MRS와 같은 중량)에 첨가하여 30℃에서 24시간 배양한 후 생균수를 측정하였다.

Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,그리고 Lb.sakeiYY1의 생

균수는 처리 전과 처리 후를 3번씩 반복 측정하여 평균치로 나타내었으며,이를 통

하여 pH별 균주의 생존율을 계산하였다.Lb.plantarum AF1는 처리 전과 처리 후

의 생균수 비교 결과,pH 3.0에서 약 10%의 생존율을 보였고,pH 4.0에서 그보다

높은 약 11%를 나타내었다.pH 5.0에서는 약 87%의 높은 생존율을 보였다.pH

6.0이상에서는 처리 전보다 더 높은 생균수를 나타내었는데,적게는 10
1
배에서 10

2

배 이상의 생균수를 나타내었고 이는 생존한 균 외에 균이 더 증식하였음을 확인

하였다..Lb.sakeiWJ1의 경우,pH3.0에서 약 1%,pH 4.0구간에서 약 7%의 생존

율을 보이며 Lb.plantarum AF1보다는 낮은 생존율을 나타내었다.pH 5.0에서는

약 67%의 생존율을 나타내었고,pH 6.0구간에서는 처리전과 같은 생균수를 유지

하였고 pH 7.0에서는 처리전보다 약 2배 이상의 생균수를 보이며 높은 생존율과

더불어 균이 더 생육함을 확인하였다.Lb.sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1의 생존율

확인 결과,pH 3.0구간에서는 균이 거의 생존하지 못함을 확인하였고,pH 4.0에서

약 1∼2%의 아주 낮은 생존율을 나타내었다.pH 5.0에서는 약간 높아진 약 26∼

36%의 생존율을 보이며,Lb.plantarum AF1과 Lb.sakeiWJ1에 비하여 현저히

낮은 생존율을 나타냄을 확인하였다.그러나 pH 6.0구간에서는 처리 전에 비하여

적게는 2배에서 많게는 7배 정도의 높은 생균수를 나타내었고,pH 7.0구간에서는

처리 전보다 10
2
배 내외의 높은 생균수를 나타내며 균이 더 증식함을 확인하였다.

위 결과와 같이 pH가 낮아질수록 균의 생존율은 점점 낮아지며,유산균을 배양
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하는 MRS 배지의 pH인 6.5 부근에서는 균이 더 생육함을 확인하였다.Lb.

plantarum AF1과 Lb.sakeiWJ1을 제외한 나머지 균주의 경우,pH 4.0이하의 구

간에서는 현저히 낮은 생존율을 나타내었으며,이는 균주를 김치에 적용하였을 시

저장 기간이 오래됨에 따라 낮아진 pH에서 높은 우점률을 유지하지 못하는 원인에

대한 근거가 되었다.
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Figure10.AcidtoleranceofLb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1

Valuesaremeans±SDfrom triplicatedeterminations.
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(5)균주의 D/L-lacticacid의 농도 측정

분리균주 4종의 D/L-lacticacid의 농도를 측정한 결과,Table3에 나타내었다.

균주 L.plantarum AF1과 Lb.sakeiWJ1는 D(-)-lacticacid와 L(+)-lacticacid를

모두 생산하는 D(-)/L(+)-lacticacid로 확인되었으며 균주 Lb.sakeiSC1과 Lb.

sakeiYY1는 L(+)-lacticacid를 주로 생산하여 L(+)-lacticacid로 확인되었다.

Okada(57)는 Lactobacillus속,Pediococcus속 Leuconostoc속,Enterococcus

속,Sporolactobacillus속 등의 유산균으로부터 생산되는 D(-)/L(+)-lacticacid를

정량한 결과에 대하여 보고하였는데, Lactobacillus plantarum은 보통

D(-)/L(+)-lacticacid 모두 생산하는 균주로서 분류가 되며,Lb.sakei의 경우

D/L-form과 L-form을 모두 지닌다고 보고하였다.또한,Yoon(70)의 보고를 보면

김치로부터 분리한 균주 Lactobacillusplantarum의 lacticacid를 정량한 결과,

D(-)-lacticacid와 L(+)-lacticacid의 생산량의 비가 58:42로 D/L-lacticacid로 나

타냄으로서 Lactobacillusplantarum이 D(-)-lacticacid와 L(+)-lacticacid모두

생산하는 균주임을 확인하였고, Lee(45)의 보고에서도 김치로부터 분리한

Lactobacillusplantarum NR74균주가 D(-)-lacticacid와 L(+)-lacticacid모두 생

산하는 균주임을 나타내어 본 실험 결과와 일치함을 확인하였다.

Lee(46)등에 의하면,L(+)-lacticacid를 생산하는 Lb.sakeistrain의 섭취 시 부

드럽고 어려보이는 피부를 증진하고 GItract에 긍정적인 영향을 미친다는 몇 가지

유용한 기능들을 보고함으로써 L(+)-lacticacid가 갖는 이점에 대해 설명하였고,

Lb.sakeistrain의 경우 대부분 L(+)form을 많이 나타낸다는 보고에 따라 균주

Lb.sakeiSC1과 Lb.sakeiYY1이 L(+)form 을 나타냄으로서 본 실험결과와 일치

함을 확인할 수 있었다.또한 FAO/WHO가 공동 발표한 FoodAddictives내용 중

특히 유아들에게 있어 L(+)-lactic acid으로 바꾸는 효소의 결핍을 일으키는

D(-)-lacticacid의 섭취를 제한할 것을 제안하였는데,4종 균주의 D/L-lacticacid

를 정량한 결과,제한되어져야 D(-)-lacticacid를 생산하는 균주는 확인되지 않았

다.
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Table4.QuantitativeanalysisofLb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,

Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1

Lacticacid

isomer

D(-)-lactic
acid

L(+)-lactic
acid

Total

lacticacid

L.plantarum AF1 D/L 10.75g/L 5.01g/L 15.76g/L

L.sakeiWJ1 D/L 5.702g/L 5.662g/L 11.364g/L

L.sakeiSC1 L 0.026g/L 13.483g/L 13.509g/L

L.sakeiYY1 L 0.705g/L 12.429g/L 13.134g/L



- 36 -

(6)콜레스테롤 저하능

Gilliland(15)에 의하면 많은 유산균은 프로바이오틱스(probiotics)로서 소화 흡수

를 돕고 장내부패를 억제하고,설사 변비의 치료 효과,장내 유해균의 억제,비타민

의 생성,혈중 콜레스테롤 저하 능,항암 효과,인체의 면역 능력 증강 등에 대한

다양한 기능성이 보고되고 있다.본 연구에서는 분리균주의 콜레스테롤 저하 능을

측정하여 유산균의 기능성 여부를 확인하였다.

균주의 콜레스테롤 저하 능은 invitro에서 콜레스테롤 저하 능을 측정하는데 이

용되어 지고 있는 o-phthalaldehydemethod(52)로 측정하였다.균주의 최적 온도인

30℃와 인체 온도인 37℃에서 균을 혐기배양하고 24시간,48시간 후 각각 콜레스테

롤 저하 능을 측정하였다.Table4에서와 같이,Lb.plantarum AF1은 30℃에서

24시간 후 약 70%의 콜레스테롤 저하 능을 나타내었고,48시간 후 약 66%정도의

콜레스테롤 저하 능을 수치를 보이며 24시간 후보다 더 낮은 수치를 보였다.37℃

에서는 24시간 후 약 85%,48시간 후 약 97% 정도의 수치를 보이며 30℃와 비교

시 훨씬 높은 콜레스테롤 저하 능을 나타내었다.Lb.sakeiWJ1와 Lb.sakeiSC1

의 경우 30℃에서 24시간 후 약 53∼58%의 콜레스테롤 저하 능을 나타내었고 48

시간 후 약간 더 높은 약 58∼61%의 수치를 나타내었다.그러나 37℃에서 24시간

후의 수치는 30℃에 비하여 낮은 약 50∼52% 정도의 저하 능을 보였고 48시간 후

약간 높은 약 50∼51% 정도의 수치를 나타내었다.Lb.sakeiYY1은 30℃에서 24

시간 후 약 60%,48시간 후 약 59%의 저하 능을 나타내었고,37℃에서 24시간 후

약 47%,48시간 후 약 44%의 저하 능을 보였다.

김치의 콜레스테롤 저하에 대한 연구들은 Kim(30,41,48)등에 의하여 보고되었

으며 김치의 섭취로 콜레스테롤 수치가 낮아진다는 점에서 모두 공통점을 보이고

있다.Kim(30,33)과 Lee(46)등의 보고에서 사용된 균주 Lactobacillusplantarum

의 콜레스테롤 저하 능은 각각 55.91%,60%,그리고 48%의 콜레스테롤 저하 능을

나타내었고,본 실험에서 사용한 균주 Lb.plantarum AF1의 콜레스테롤 저하능은

82∼97%로 그보다 훨씬 높은 수치를 나타내었다.또한,Lee(46)의 보고에서 사용한

Lactobacillussakei균주는 50∼60% 이상의 콜레스테롤 저하 능을 나타내며 대조

구 균주에 비하여 훨씬 높은 수치를 나타내었고,이는 본 실험 균주 Lb.sakei

WJ1,SC1,그리고 YY1의 콜레스테롤 저하능과 비슷한 수치를 나타내는 것을 확인

함으로서 본 실험 Lb.sakei균주 또한 높은 콜레스테롤 저하능이 있는 것으로 확인
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되었다.

Ahn(1)은 Lactobacillusspp.은 복합 담즙산 분해 효소와 관련되어 혈중 콜레스

테롤의 저하 효과를 나타내며 콜레스테롤의 흡착 능력이 다른 젖산균에 비해 높아

심각한 콜레스테롤 혈증에도 생물학적 대체 치료가 가능하다고 주장하는 젖산균으

로 과숙기 김치를 섭취함으로 기대해 볼 수 있는 효과라고 밝혔다.콜레스테롤 저

하 능 실험은 invitro에서 더 나아가 invivo실험을 통하여 실질적으로 콜레스테롤

저하의 실현 가능성을 부여할 수 있는지 검증되어야 할 것으로 사료된다.
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Table5.Absorbanceat580nm and cholesterolassimilation ofLb.

plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1in

30℃ and37℃ for24hrand48h

30℃

24h
Cholesterol

assimilation(%)
48h

Cholesterol

assimilation(%)

Lb.plantarum AF1 11.3 68.795±0.868 11.3 65.893±0.765

Lb.sakeiWJ1 6.62 53.375±0.702 6.90 61.244±0.388

Lb.sakeiSC1 5.75 58.676±0.528 6.13 58.415±0.209

Lb.sakeiYY1 5.36 60.575±0.314 5.52 59.763±0.110

37℃

24h
Cholesterol

assimilation(%)
48h

Cholesterol

assimilation(%)

Lb.plantarum AF1 8.08 85.397±0.133 8.61 97.511±0.471

Lb.sakeiWJ1 5.21 50.392±0.599 5.76 50.412±0.793

Lb.sakeiSC1 5.09 52.099±0.970 5.14 51.930±0.827

Lb.sakeiYY1 3.90 47.370±0.899 3.44 43.867±0.406

Valuesaremeans±SDfrom triplicatedeterminations.
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(7)항균 활성

분리 유산 균주의 항균물질 생산여부를 조사하기 위하여 균체를 직접가하는

Directmethod(31)와 조항균 물질을 paperdisk에 가하여 생육 저지환을 관찰하는

Paperdisk method(66)를 병행하여 실험하였다.지시균으로는 Bacillussubtilis

ATCC 6633를 사용하였다.Directmethod를 사용하여 항균활성을 측정한 결과

(Figure10-A), Lb.plantarum AF1이 가장 큰 생육 저지환을 나타내었고,그 외 3

종의 균주인 Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1과 Lb.sakeiYY1은 거의 비슷한 크기

의 생육 저지환을 나타내었다.Paperdiskmethod를 이용한 항균 활성 측정 시 조

항균 물질은 5배 농축하여 실험에 이용하였다.Figure10-B와 같이,Lb.plantarum

AF1(67)은 이미 보고된 바와 같이 높은 항균활성을 나타내므로 4종의 균주 중 가

장 큰 생육 저지환을 나타내었고,나머지 3종 균주의 생육 저지환은 비슷한 크기를

나타내었다.

위와 같은 결과로부터 지시균에 대한 항균 활성이 균주가 생성하는 강한 젖산에

의한 것인지 균주의 bacteriocin생성으로 인한 항균활성인지 확인하기 위하여 pH

를 조정하여 항균 활성을 측정하였다.Figure11에서와 같이,균이 자란 배양액의

pH인 pH 4.0대에서는 4종의 균주 모두 높은 항균활성을 나타내었다.그러나 pH

5.0이상에서는 Lb.plantarum AF1만 약간 활성을 나타내었고 나머지 3종의 균주

는 활성을 급격히 상실함을 관찰하였다.

Kim(32)은 항균활성에 관여하는 요인으로는 유기산(organicacid),과산화수소

(hydrogenperoxide),디아세틸(diacetyl),박테리오신(bacteriocin)등이 알려져 있으

며,특히 많은 Lactobacillus종에서 생산되는 박테리오신은 그람양성과 그람음성세

균에 대하여 넓은 항균스펙트럼을 가지는 것으로 보고하였다.본 연구에서는 pH

조절을 통하여 분석된 항균활성에 관여하는 물질로는 lacticacid와 aceticacid의

유기산의 활성임을 확인하였다.

선행된 Lb.plantarum AF1(67)의 항균활성은 pH 3.0에서 6400AU/mL,pH 4.0

에서 3200AU/mL,pH 5.0에서 200AU/mL,pH 6.0에서 100AU/mL으로 측정되

었고,pH 7.0이상에서는 항균 활성이 전혀 관찰되지 않았다고 보고하였다.Lb.

sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1과 Lb.sakeiYY1의 경우,pH 4.0에서 1600AU/mL,그

리고 pH5.0이상에서는 항균 활성이 전혀 나타나지 않았다.또한 모든 균주 pH 5.0

이상에서는 활성이 감소되고 pH4.0에서 최적의 활성을 나타냄을 알 수 있었다.
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Figure11.AntibacterialactivityofLb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,

Lb.sakeiSC1,and Lb.sakeiYY1againstBacillussubtilisATCC

6633

A,Directassay;B,Paperdiskassay.

1,Lb.plantarum AF1;2.Lb.sakeiWJ1;3,Lb.sakeiSC1;4.Lb.sakeiYY1



- 41 -

Figure12.EffectofpH 4.0treatmentontheantibacterialactivityof

Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1

againstBacillussubtilisATCC6633

1.MRS(Ref.);2,Lb.plantarum AF1;3.Lb.sakeiWJ1;4,Lb.sakeiSC1; 5.

Lb.sakeiYY1
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제 2절 분리 균주를 이용한 김치의 발효특성

김치 후기 발효에 관여하는 김치 간균 유산균 (Lactobacillus속)을 적용한 김치

발효액 중 가장 묵은지 향과 유사하며 기호도가 좋아 최종적으로 선별된 균주 4종

Lb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,Lb.sakeiYY1을 김치에 적

용하여 제조하였다.김치는 15℃에서 발효하고

-1℃에서 저장하며 pH,산도,균총 (총 균수 및 종균점유율)의 변화를 분석하였다.

또한 색도와 물성을 측정하고 관능평가를 실시하여 김치의 특성을 조사하였다.

1.발효 온도 설정

속성 묵은지 제조에 앞서 발효 온도 설정하기 위하여 100mLMRS액체배지에

분리균주를 1%(v/v)접종하고,10℃,12℃,15℃,18℃,20℃에서 60시간 정치배양

하며 매 12시간마다 흡광도를 측정하여 생육도를 관찰하였다.발효조건에 따라 김

치 발효를 관여하는 젖산균에는 차이가 있는데,Kim(74)에 의하면 20∼30℃에서

숙성을 시킨 김치의 유산균을 보게 되면 Leuconostocmesenteroides,Leuconostoc

cremoris,Lactobacillusleichimanni,Lactobacillussakei등이 초기,중기에 성장을

하고 말기에 나면 Lactobacillusplantarum,Lactobacillusbrevis,Lactobacillus

homohiochii 등이 성장을 하고 14℃내외에서 숙성된 김치는 Leuconostoc

mesenteroides,Lactobacillussakei,Lactobacillusfructosus등이 초기,중기에 성

장을 하고 Lactobacillusplantarum,Lactobacillusmaltaromicus등이 말기에 성장

을 하며,5℃ 내외에서 숙성된 김치는 Leuconostocmesenteroides,Leuconostoc

dextranicum, Leuconostoc paramesenteroides 등 성장을 하고 말기에는

Lactobacillusmaltaromicus,Lactobacillussakei,Lactobacillusbayaricus등 성장

한다고 보고하고 있으며,저온과 고온에서 숙성을 시킨 김치에서 우점이 되는 유산

균의 차이를 보이는데,저온에서는 Leuconostoc속이 많이 존재하고 고온에서는

Lactobacillus속이 많이 존재한다고 밝혔다.측정결과,18℃,20℃에서 24시간 배양

한 균의 생육도는 30℃에서 배양한 균의 생육도와 비슷한 수치를 나타내었다.그러
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나,균주 분리를 하기 위한 선행 단계에서 29종의 균주를 김치액에 적용하여 20℃

에서 발효시킨 결과,군덕내가 심하게 올라오는 것을 확인하였다.10℃이하 그리고

12℃에서 균의 생육도를 관찰한 결과,Kim(74)의 보고와 같이 본 실험에서 사용하

는 균주인 Lactobacillus속 모두 잘 생육하지 못함을 관찰하였다.15℃에서 균의 생

육은 조금 늦었으나 일정 시간 후 30℃에서 배양한 균의 생육와 비슷한 수치로 자

라는 것을 관찰하였다.위와 같은 결과로 최종 속성 묵은지 제조의 발효온도를 1

5℃로 설정하였다.

기존의 여러 연구문헌들은 김치의 숙성단계에서부터 온도 개념을 다루고 있다.

Choi등(10,45,54)에 의하면 김치의 제조에서부터 숙성 및 저장에 이르기까지 온도

와의 상관관계는 매우 크고 온도에 따라서 김치의 숙성진행속도가 달라질 뿐만 아

니라 저장성과도 바로 연결되고 나아가서는 김치의 관능적 특성에도 큰 영향을 미

친다고 보고하였다.

또한 본 실험을 통하여 정한 발효 온도는 Yoo(68,69)의 보고에서와 같이 김치가

발효되면서 다양한 유산균이 생성되는데 김치 유산균의 DNA 분석 결과 15℃에서

생성되는 유산균에서 분비되는 영양학적 가치가 가장 높아 이를 묵은 김치에 적용

하여 김치 제조 후 15±1℃에서 발효하여 -1℃에 30주간 저장하며 묵은지를 제조하

는 방법에서 적용한 발효 온도와 일치함을 확인할 수 있었다.
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Figure13.GrowthofLb.plantarum AF1,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1,andLb.sakeiYY1on10,12,15,

18,and20℃ forsettingthefermentationtemperatureonkimchi
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2.김치의 발효특성

1)일반 양념 배합비를 이용하여 제조한 김치의 발효특성

일반 양념 배합비를 이용하여 제조한 김치의 발효 특성을 관찰하기 위하여,15℃

에서 발효하며 일반적 묵은지가 갖는 pH 3.9∼4.0초반 때와 산도 0.6∼0.8% 범위

때 김치를 -1℃로 옮겨 약 8달간 저장하며 발효 특성을 관찰하였다. Figure12∼

15에서와 같이,15℃에서 발효 5일째 일반적 묵은지가 갖는 적정 pH와 산도에 도

달하여 -1℃인 김치냉장고로 옮겼다.pH는 김치 담금 직후부터 발효기간을 거쳐

김치 냉장고로 이동하기 직전 가장 급속히 떨어졌고 -1℃에 저장하는 동안 거의

비슷한 수치를 유지하였다.김치의 산도는 pH와 마찬가지로 발효 후 급속히 상승

하는 것으로 관찰되었고 그 값은 저장하면서 약간 올랐지만 그 변화는 미미했다.

Codex의 김치 규격 기준에 따르면 산도는 1.0%이내여야 한다고 명시되어 있는데

시중에 판매되고 있는 묵은지의 pH는 pH 3.0이상부터 pH 4.0이상의 값을 포함

하며 다양한 값을 보이고 있으며 산도는 대부분 1.0% 이상으로 보고되고 있다.그

러나 여전히 묵은지에 대한 정확한 규격이 정해져 있지 않아 일반적 묵은지의 pH

와 산도의 기준을 내세워 보고할 수 없는 실정이다.

김치 내 총균수는 김치 4종 모두 109CFU/mL이상으로 저장 직후에 최고치를

나타내었다. Lactobacillus plantarum AF1, Lactobacillus sakei WJ1,

LactobacillussakeiSC1,그리고LactobacillussakeiYY1을 적용한 김치 4종 모두

종균 점유율은 저장기간 120일 이상 총균수의 90%이상을 차지하며 높은 우점률을

나타내었다.특히,Lb.plantarum AF1을 적용한 김치는 저장 180일까지 95∼96%의

높은 우점률을 나타내었고 210일차에 87∼92%의 우점률을 유지하였으나 240일차

에 80∼87%으로 우점률이 약간 낮아짐을 보였다. Lb.sakeiWJ1을 적용한 김치

의 경우,저장 210일까지도 총 균수의 90%이상을 차지하였고 240일 저장에서 86∼

90%의 높은 우점률을 보였다. Lb.sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1을 적용한 김치의

경우,120일까지는 높은 우점률을 보였으나 저장 180일부터 78∼84% 정도의 우점

률을 보이며 우점률이 점점 감소하는 경향을 보였고 240일에는 57∼67%의 우점률

을 나타내었다.이때 유산균수는 감소하고 유산균 외 세균의 증가를 관찰할 수 있

었다.Lb.plantarum AF1과 Lb.sakeiWJ1을 적용한 김치에서는 발효 5일째,즉

저장 직후부터 효모가 관찰되기 시작하여 저장 기간 내내 효모가 관찰되었다.Lb.
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sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1을 적용한 김치에서는 저장 60일째부터 효모가 관찰

되기 시작하여 저장 기간 내내 존재하였다.김치 내 효모의 총균수는 10
2
∼10

3

CFU/mL범위로 유지되었다.유산균 외 G(+)균의 수는 발효부터 저장 기간 내내

105CFU/mL범위로 거의 일정하게 유지되었으며 저장 기간이 길어짐에 따라 약간

감소하는 경향을 나타내었다.염도는 발효와 저장 전반에 걸쳐 2.0이상을 나타내었

고 당도는 10∼11brix% 범위 안의 값으로 측정되었다.
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Figure 14.TotalpH and acidity changes of AF1 starter kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃.
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Figure 15.TotalpH and acidity changes ofWJ1 starter kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃.
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Figure 16.TotalpH and acidity changes of SC1 starter kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃.
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Figure 17.TotalpH and acidity changes ofYY1 starter kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃.
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Table6.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicrofloraintheAF1starterkimchiduring

fermentationat15℃ andstorageat-1℃

AF1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 0 60 120 180 210 240

pH 5.812 5.219 3.992 3.992 3.975 3.917 3.886 3.837 3.826

Acidity(%) 0.218 0.332 0.724 0.724 0.789 0.81 0.931 1.009 1.073

Salinity(%) 2.8 2.69 2.67 2.67 2.91 2.72 2.96 2.0 3.0

Sweetness(brix%) 10.5 10.6 10.4 10.4 10.5 10.4 10.5 10.3 10.8

Microbial

population

(log

CFU/mL)

Total

viablecell
8.18±0.13 9.23±0.11 9.28±0.06 9.28±0.06 8.93±0.01 7.92±0.03 7.41±0.03 6.97±0.02 6.83±0.07

Lactic

acid

bacteria

8.18±0.10 9.20±0.12 9.26±0.07 9.26±0.07 8.92±0.01 7.91±0.03 7.40±0.03 6.92±0.03 6.75±0.05

Gram (+)

bacteria
6.00±0.01 5.56±0.01 5.18±0.13 5.18±0.13 4.43±0.09 5.70±0.08 4.66±0.29 4.73±0.05 5.3±0.06

Yeast 2.00±0.01 - 2.60±0.01 2.60±0.01 3.84±0.01 2.84±0.01 3.00±0.01 3.30±0.01 3.23±0.01

Dominance

(%)
99.3 94.12 94.74 94.74 97.67 97.62 96.15 89.36 83.58

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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Table7.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicrofloraintheWJ1starterkimchiduring

fermentationat15℃ andstorageat-1℃

WJ1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 0 60 120 180 210 240

pH 5.873 4.654 4.222 4.222 4.25 4.186 4.156 4.018 3.994

Acidity(%) 0.211 0.450 0.616 0.616 0.695 0.72 0.867 0.89 0.91

Salinity(%) 2.52 3.1 3.06 3.06 2.95 2.95 2.00 2.02 2.07

Sweetness(brix%) 10.8 11.0 10.4 10.4 11.1 11.2 10.1 10.5 10.1

Microbial

population

(log

CFU/mL)

Total

viablecell
7.84±0.05 9.04±0.07 9.20±0.01 9.20±0.01 8.48±0.13 7.71±0.02 7.14±0.01 7.04±0.02 6.40±0.06

Lactic

acid

bacteria

7.82±0.06 9.04±0.07 9.18±0.01 9.18±0.01 8.46±0.13 7.70±0.03 7.11±0.02 7.00±0.02 6.32±0.08

Gram (+)

bacteria
5.60±0.18 5.40±0.08 5.18±0.13 5.18±0.13 5.18±0.13 5.32±0.02 5.46±0.02 4.66±0.29 5.04±0.04

Yeast - - 2.70±0.01 2.70±0.01 4.53±0.01 3.00±0.01 3.11±0.01 3.30±0.01 3.30±0.01

Dominance

(%)
95.65 99.98 93.75 93.75 96.67 96.08 92.86 90.91 84

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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Table8.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicrofloraintheSC1starterkimchiduring

fermentationat15℃ andstorageat-1℃

SC1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 0 60 120 180 210 240

pH 5.748 4.244 4.019 4.019 4.064 4.049 3.903 3.887 3.867

Acidity(%) 0.237 0.533 0.703 0.703 0.741 0.770 0.835 0.886 0.914

Salinity(%) 2.57 2.47 2.68 2.68 2.39 2.54 2.02 2.04 2.15

Sweetness(brix%) 11.3 10.2 10.3 10.3 10.4 10.2 10.8 10.2 11.0

Microbial

population

(log

CFU/mL)

Total

viablecell
7.66±0.29 9.00±0.05 9.64±0.01 9.64±0.01 8.60±0.12 7.89±0.03 6.11±0.03 5.30±0.08 4.56±0.01

Lactic

acid

bacteria

7.63±0.31 9.00±0.05 9.63±0.01 9.63±0.01 8.59±0.13 7.88±0.04 6.04±0.04 5.08±0.09 4.30±0.02

Gram (+)

bacteria
5.30±0.18 5.00±0.10 5.04±0.04 5.04±0.04 5.40±0.08 5.28±0.08 4.54±0.06 4.51±0.07 4.49±0.04

Yeast 2.30±0.01 2.30±0.01 - - 3.60±0.01 3.70±0.01 3.30±0.01 3.00±0.01 3.18±0.01

Dominance

(%)
93.48 99.9 97.73 97.73 97.5 97.4 84.62 63.16 55.56

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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Table9.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicrofloraintheYY1starterkimchiduring

fermentationat15℃ andstorageat-1℃

YY1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 0 60 120 180 210 240

pH 5.882 4.234 4.101 4.101 4.028 4.025 3.967 3.948 3.884

Acidity(%) 0.211 0.535 0.664 0.664 0.649 0.750 0.745 0.843 0.927

Salinity(%) 2.28 2.66 2.75 2.75 2.29 2.72 2.43 2.09 2.3

Sweetness(brix%) 10.1 10.4 11.1 11.1 10.8 11.3 10.5 10.8 11.2

Microbial

population

(log

CFU/mL)

Total

viablecell
7.45±0.11 9.36±0.02 9.23±0.09 9.23±0.09 8.87±0.02 7.94±0.02 6.43±0.10 6.34±0.06 5.40±0.08

Lactic

acid

bacteria

7.43±0.11 9.36±0.02 9.20±0.10 9.20±0.10 8.85±0.03 7.93±0.03 6.36±0.09 6.20±0.07 5.20±0.05

Gram (+)

bacteria
5.54±0.06 5.32±0.14 5.30±0.01 5.30±0.01 5.59±0.01 5.46±0.10 5.64±0.04 5.26±0.14 5.20±0.10

Yeast - - - - 3.30±0.01 2.00±0.01 2.48±0.01 3.15±0.01 3.30±0.01

Dominance

(%)
96.43 99.99 94.12 94.12 94.59 96.59 85.19 72.73 64

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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2)염도 3% 양념 배합비를 이용하여 제조한 김치의 발효특성

Yoo(69)에 의하면 묵은지의 제조 시 일반적인 김치의 발효조건으로 김치를 제조

하고 장기 저장할 경우,김치 발효 후기에 관여하는 동종젖산발효균의 과도한 생성

으로 산패를 유도하며 그 외 생성되는 미생물과 효소작용에 의해 불쾌한 휘발성

유기화합물의 생성으로 인하여 맛과 냄새가 나빠지고 산막효모가 번식하고 펙틴의

분해로 배추조직의 연부현상이 나타나 김치 품질이 떨어지게 된다는 보고하였다.

또한,Choi(10)등은 염 농도를 3%로 제조한 김치는 120일 이상의 오랜 저장 기간

에도 김치의 품질이 유지되어 이는 김치 저장성 향상에 효과적이라 보고하였다.이

에 따라 본 실험에서는 연부현상을 늦춰 배추조직의 단단함을 오래 유지하며 김치

의 저장성 향상을 도모하고 시판되는 공장김치와 같은 염도 3%의 양념 배합비를

고안하여 김치 제조에 적용하였다.

염도 3% 양념 배합비를 이용하여 제조한 김치의 발효 특성을 관찰하기 위하여,

15℃에서 발효하며 일반적 묵은지가 갖는 pH 3.9∼4.0초반 때와 산도 0.6∼0.8%

범위 때 김치를 -1℃로 옮겨 약 8달간 저장하며 발효 특성을 관찰하였다.염도 3%

김치는 균주를 첨가하지 않은 대조구 김치를 포함시켜 균주를 첨가한 김치와 비교

하여 관찰하였다.Figure16∼18에서와 같이 일반 양념비로 제조한 김치에 비하여

적정 pH와 산도에 이르기까지 5일이 더 걸린 10일째 pH 4.1∼4.2에 도달하였고 이

때 산도는 0.6%로 일반 양념비를 이용하여 제조한 김치에 비하여 약간 높은 pH와

낮은 산도를 나타내었다.일반 양념비를 이용하여 제조한 김치와 같이 -1℃ 김치냉

장고에 저장하는 동안 pH는 거의 비슷한 수치를 유지하였지만 오랜 저장 기간에

따라 조금씩 떨어지는 것을 관찰하였고 이에 따라 산도도 조금씩 상승하는 것을

관찰하였다.

김치 내 총 균수는 일반 양념비를 이용하여 제조한 김치와 같이 108∼109

CFU/mL로 발효가 끝난 저장 직후에 최고치를 나타내었다.Lb.sakeiSC1와 Lb.

sakeiYY1을 적용한 김치 모두 종균 점유율은 발효초기 5일 이후부터 저장기간

150일까지 90%이상의 높은 우점률을 나타내었고 그 이후 점차적으로 감소하기 시

작하였다.Lb.sakeiSC1을 적용한 김치는 저장 180일에는 약 80%의 우점률을 나

타내었고 저장 240일에 약 50%의 우점률을 나타내었다..Lb.sakeiYY1을 적용한

김치는 저장 180일에는 약 80%,210일에는 약 50% 그리고 저장 240일에는 약

45%의 우점률을 나타내었다.균주를 적용한 김치와 대조구 김치 모두 발효 10일째
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부터 효모가 관찰되기 시작하였고 저장 180일까지 관찰되다가 그 이후부터 저장

240일까지 관찰되지 않았다.Lb.sakeiSC1을 적용한 김치의 효모 총균수는 10
2
∼

10
3
CFU/mL범위로 유지되었고,Lb.sakeiYY1김치는 초기에 10

4
CFU/mL을 보이

다가 102∼103 CFU/mL 범위로 유지되었고 대조구 김치의 경우도 102∼103

CFU/mL범위로 유지되었다.

염도는 초기에 3%에 맞춰 김치를 제조하여 발효부터 저장 기간 내내 비슷한 수

치를 나타내었고 당도의 경우 김치 시료에 따라 약간 오차를 보였으나 큰 차이는

없었다.

Yoo(68)의 경우,염 농도를 3%보다 더 높은 3.67%에 맞춰 묵은 김치를 제조하였

고,숙성시키며 관능적 특성 변화를 조사하였는데,기호도가 가장 높은 시기는 숙

성 14주와 18주째로 나타났고,이는 본 실험에서 유산균 starter를 이용하여 관능적

으로 묵은지의 특성을 나타내는 시기가 숙성 10주라는 것에 대하여 그 기간을 짧

게는 4주,길게는 8주 앞당긴 것으로 확인되었다.
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Figure18.TotalpH andaciditychangesof3% ofsalinitySC1kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃
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Figure19.TotalpH andaciditychangesof3% ofsalinityYY1kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃
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Figure20.TotalpH and acidity changesof3% ofsalinity Control

kimchi duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃
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Table10.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicroflorainthe3% ofsalinitySC1kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃

SC1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 5 10 0 60 120 180 210 240

pH 5.654 4.971 4.189 4.189 3.957 3.933 3.825 3.732 3.704

Acidity(%) 0.213 0.344 0.672 0.672 0.813 0.935 0.884 0.982 0.904

Salinity(%) 2.92 2.85 2.88 2.88 2.91 2.97 2.8 2.73 3.1

Sweetness(brix%) 11.0 10.5 11.1 11.1 9.84 11.2 10.6 10.9 12.8

Microbial

population

(CFU/mL)

Total

viablecell
6.74±0.11 8.93±0.03 9.23±0.03 9.23±0.03 8.61±0.01 7.54±0.15 5.48±0.03 5.32±0.08 5.38±0.05

Lacticacid

bacteria
6.69±0.14 8.88±0.01 9.20±0.03 9.20±0.03 8.59±0.01 7.51±0.18 5.36±0.02 5.04±0.07 5.08±0.11

Gram (+)

bacteria
5.48±0.22 4.18±0.12 4.85±0.11 4.85±0.11 4.43±0.10 4.74±0.11 4.54±0.06 4.54±0.06 4.54±0.07

Yeast - - 2.60±0.01 2.60±0.01 2.85±0.01 3.48±0.01 3.00±0.01 - -

Dominance

(%)
89.09 91.57 94.12 94.12 95.12 91.43 76.67 52.38 50

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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Table11.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicroflorainthe3% ofsalinityYY1kimchiduring

fermentationat15℃ andstorageat-1℃

YY1
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 5 10 0 60 120 180 210 240

pH 5.591 5.067 4.294 4.294 3.960 3.941 3.933 3.822 3.686

Acidity(%) 0.227 0.328 0.649 0.649 0.966 0.923 0.915 0.95 0.912

Salinity(%) 2.98 2.91 2.92 2.92 3.52 2.59 2.77 2.57 2.68

Sweetness(brix%) 12.1 10.5 11.3 11.3 11.48 10.2 10.9 11.1 10.6

Microbial

population

(CFU/mL)

Total

viablecell
6.74±0.04 7.54±0.01 8.82±0.03 8.82±0.03 8.42±0.15 7.47±0.13 5.54±0.06 5.15±0.08 5.18±0.13

Lacticacid

bacteria
6.72±0.03 7.52±0.03 8.81±0.03 8.81±0.03 8.38±0.16 7.47±0.11 5.45±0.07 4.85±0.01 4.82±0.13

Gram (+)

bacteria
5.18±0.13 4.30±0.01 4.90±0.05 4.90±0.05 4.57±0.03 4.04±0.04 4.81±0.03 4.00±0.01 4.18±0.13

Yeast - - 4.04±0.01 4.04±0.01 2.95±0.01 2.00±0.01 3.30±0.01 - -

Dominance

(%)
96.36 94.29 98.48 98.48 96.15 93.33 84.85 50.71 44.17

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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Table12.ChangesofpH,acidity(%),salinity,sweetnessandmicroflorainthe3% ofsalinitycontrolkimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃

Control
Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 5 10 0 60 120 180 210 240

pH 5.624 5.114 4.181 4.181 4.092 4.021 3.936 3.887 3.847

Acidity(%) 0.218 0.272 0.686 0.686 0.953 1.089 1.091 1.100 1.106

Salinity(%) 2.81 2.82 2.81 2.81 2.64 2.29 3.4 2.17 2.53

Sweetness(brix%) 10.6 10.0 10.2 10.2 11.04 9.7 10.0 9.1 11.3

Microbial

population

(CFU/mL)

Total

viablecell
5.81±0.03 8.71±0.25 8.79±0.11 8.79±0.11 8.40±0.08 7.79±0.01 6.32±0.06 6.11±0.03 5.89±0.01

Lacticacid

bacteria
5.67±0.01 8.95±0.05 8.78±0.11 8.78±0.11 8.38±0.08 7.76±0.01 6.26±0.07 6.04±0.04 5.60±0.01

Gram (+)

bacteria
4.65±0.13 4.11±0.06 4.40±0.08 4.40±0.08 4.60±0.18 4.32±0.16 4.88±0.03 4.54±0.06 4.48±0.05

Yeast - - 3.04±0.01 3.04±0.01 2.00±0.01 2.90±0.01 3.48±0.01 - -

Allvaluesweremean±SD.(n=3)
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3.색도 및 물성의 변화

1)색도의 변화

제조된 starter김치의 발효 기간에 따른 색도의 변화를 Hunter'sscale에 의한

L(명도),a(적색도),b(황색도)값으로 표시한 결과를 Table5에 나타내었다.일반

김치의 숙성 과정 중의 색도 변화를 보면 명도는 점점 낮아지고 연부 현상이 심해

짐에 따라 황색도(b)가 저장 기간이 길어짐에 따라 급격히 상승하는 것을 관찰할

수 있다.김치의 적색도(a)는 배추의 백색부가 숙성이 진행되어감에 따라 고춧가루

의 붉은색이 용출되어 조직으로 스며들어 붉은색이 점점 진해져 적색도의 값이 증

가하게 된다.숙성의 진행에 따른 녹색부 잎 조직의 적색화 정도는 육안으로 김치

의 미숙기,적숙기 및 과숙기를 식별할 수 있는 기준이 될 수 있는데,숙성초기의

미숙기는 밝은 연두 빛을 띄는 녹색에서 적숙기에 적색도가 증가하며 과숙기에는

적색과 갈색을 품은 어두운 녹색을 나타내어 이를 통하여 김치의 숙성 정도를 알

수 있다(29). 김치의 황색도(b)는 배추의 엽록소가 pheophytin으로 변화되어 황녹

색을 띠게 되어 증가하게 된다(62).Chlorophyll은 산에 불안정한 화합물이기 때문

에 산성에서 쉽게 분해되어 Mg
++
이 이탈되어 pheophytin으로 변화되어 녹갈색화

되는데,김치의 숙성말기에 b값이 증가하는 것은 김치내 생성된 젖산에 의하여 배

추의 chlorophyll을 분해하여 pheophytin을 생성하기 때문이다(62).

본 실험에서 제조한 김치의 경우 숙성 기간에 비하여 연부현상이 많이 진행되지

않았고 김치의 붉은 기가 점점 어두워지며 주황색에 가까운 색으로 관찰되었으며

황색도(b)측정 시 일반 김치의 오랜 숙성 과정 중에서 보이는 황색도(b)도의 변화

가 크지 않고 김치 담금 직후와 비교 시 거의 일정하게 유지되는 것으로 나타났다.

염도 3% 양념 배합비로 제조한 김치의 경우,부식재료가 줄고 고춧가루의 양을 많

이 넣어 제조하여 일반 양념 배합 비 김치에 비하여 붉은색이 강하였고 이는 묵은

지의 색과 유사하게 보였다.색도 측정 결과,일반 숙성 김치와는 달리 연부현상이

적어 황색도(b)값의 변화는 크지 않았으며 일반 묵은지와 같이 적색이 검붉은 빛으

로 변화되는 것으로서 명도의 수치가 낮아지는 것을 관찰하였다.Yoo(68)등에 의

하면 pH가 감소함에 따라 L,a,b값은 전반적으로 증가하는 경향을 나타낸다는 보

고와는 달리 본 실험에서는 저장 기간 중 pH의 감소에 색도의 변화는 그리 크지

않은 것으로 나타났다.또한 Shin(64)등은 김치를 온도별로 저장하면서 색도를 관
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찰한 결과 온도가 높을수록 변화의 정도가 심하다고 보고하였는데 본 실험에서는

15℃라는 비교적 높은 온도에서 발효하였으나 담금 직후와 저장 240일 차의 색도

의 변화는 그리 크지 않음을 확인하였다.
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Table13.ChangesofHunter'scolorvaluesofstarterkimchiduringfermentationat15℃ andstorageat-

1℃

Hunter's

Value
1) Samples

Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 60 120 180 210 240

L

AF1 35.94±0.02 35.84±0.01 35.74±0.01 35.56±0.04 35.45±0.08 35.11±0.03 34.45±0.03 34.27±0.04

WJ1 35.37±0.04 35.24±0.03 35.22±0.01 35.12±0.02 34.85±0.01 34.16±0.01 34.11±0.02 33.62±0.05

SC1 36.08±0.01 35.89±0.07 35.74±0.01 35.25±0.08 34.91±0.05 34.82±0.01 34.74±0.02 34.65±0.15

YY1 34.97±0.05 34.88±0.01 34.56±0.01 34.51±0.03 34.50±0.05 34.40±0.02 33.70±0.02 32.96±0.28

a

AF1 34.50±0.07 35.34±0.10 35.43±0.10 36.10±0.04 36.25±0.06 36.29±0.12 36.32±0.08 36.48±0.06

WJ1 33.00±0.11 33.11±0.18 34.75±0.18 35.01±0.12 35.21±0.15 35.45±0.11 35.68±0.07 35.78±0.09

SC1 33.29±0.10 34.60±0.12 35.44±0.21 35.56±0.10 35.78±0.21 35.86±0.09 35.90±0.10 35.96±0.08

YY1 31.29±0.08 32.57±0.16 33.68±0.22 34.68±0.11 35.21±0.14 35.45±0.06 35.86±0.12 35.89±0.10

b

AF1 49.00±0.32 49.25±0.28 49.32±0.14 49.35±0.39 50.21±0.26 50.41±0.51 50.61±0.42 50.82±0.54

WJ1 45.49±0.25 45.66±0.22 45.76±0.23 45.89±0.25 46.98±0.74 48.00±0.87 48.79±0.33 49.70±0.23

SC1 48.55±0.28 49.91±0.32 50.09±0.89 52.02±0.12 52.02±0.35 52.32±0.21 52.48±0.66 52.80±0.36

YY1 46.78±0.83 47.29±0.54 48.44±0.21 48.85±0.14 48.92±0.55 49.17±0.22 50.40±0.32 50.60±0.71

Allvaluesweremean±SD.(n=3)

1)
L:lightness(+white∼-black),a:redness(+red∼-green),b:yellowness(+yellow∼-blue).
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Table14.ChangesofHunter'scolorvaluesof3% salinitykimchiduringfermentationat15℃ andstorage

at-1℃

Hunter's

Value
1) Samples

Fermentationperiod(days) Storagetime(days)

0 5 10 60 120 180 210 240

L

SC1 37.05±0.02 37.11±0.05 36.98±0.02 36.67±0.02 36.29±0.02 35.64±0.02 35.40±0.01 35.04±0.01

YY1 37.12±0.05 37.20±0.02 36.61±0.01 36.37±0.05 35.22±0.03 35.04±0.02 35.01±0.01 34.89±0.01

Control 37.16±0.01 37.03±0.10 36.99±0.21 36.57±0.08 36.27±0.02 35.30±0.03 34.70±0.03 34.57±0.01

a

SC1 33.81±0.01 34.13±0.01 34.00±0.07 34.27±0.11 34.58±0.05 35.21±0.07 35.77±0.12 36.14±0.11

YY1 33.79±0.12 34.28±0.10 34.60±0.05 34.75±0.20 34.85±0.02 35.05±0.10 35.57±0.14 37.43±0.04

Control 33.08±0.09 33.07±0.12 33.14±0.12 34.53±0.11 34.73±0.01 35.29±0.15 35.48±0.08 36.26±0.08

b

SC1 48.03±0.03 48.77±0.23 49.02±0.15 51.55±0.15 51.63±0.25 51.70±0.25 51.83±0.24 51.99±0.35

YY1 48.14±0.29 48.45±0.42 49.65±0.23 50.78±0.25 50.82±0.37 51.00±0.12 51.39±0.32 51.63±0.41

Control 48.12±0.01 48.27±0.21 49.73±0.30 50.35±0.33 50.80±0.22 51.29±0.34 52.65±0.36 54.65±0.52

Allvaluesweremean±SD.(n=3)

1)
L:lightness(+white∼-black),a:redness(+red∼-green),b:yellowness(+yellow∼-blue).
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2)물성의 변화

제조된 starter김치의 발효 기간에 따른 물성 측정 결과,Figure19∼20과 같

이 일반 양념 배합비 김치와 염도 3% 양념 배합비 김치의 배추의 단단함을 비교

하였다.염도 3% 양념 배합비 김치의 배추 조직감이 일반 양념 배합비 김치의 배

추 조직감보다 더 단단함을 관찰하였다.담금 직후에서부터 저장 240일차까지의 변

화를 보면,일반 양념 배합비 김치의 배추의 단단함은 저장 120일째부터 점점 감소

하는 것을 관찰할 수 있으며 그 중 균주 WJ1과 SC1을 starter로 제조한 김치의 배

추 조직감이 가장 낮은 수치를 나타내며 담금직후와 큰 차이를 보였다.이에 비하

여,염도 3% 양념 배합비에 따라 제조한 김치의 경우,저장 210일차부터 단단함이

점차적으로 감소하기 시작하였으며 균주가 첨가되지 않은 대조구 김치의 배추 조

직감이 가장 낮은 수치를 나타냄을 확인하였다.대조구 김치의 물성은 저장 기간이

오래될수록 더 큰 차이를 나타내었다.염도 3% 양념 배합비로 제조한 김치의 배추

조직감은 담금 직후와 저장 240일째 차이를 보였으나 그 변화는 일반 양념 배합비

의 물성의 차이에 비하여 작았고 그 단단함은 오래 유지 되었다.

Yoo(69)의 묵은 김치의 텍스쳐 특성 변화에 대한 연구 중,배추김치는 숙성 중에

도 계속해서 소금의 탈수 작용이 일어나 세포벽이 쭈그러져 포개지게 되므로 절단

면에 걸리는 섬유소의 수가 증가하게 되고 유연하게 밀리면서 섬유소의 밀도가 높

아짐으로써 절단력은 증가하게 되나 탈수 작용으로 초기에는 배추조직에 함유된

효소들이 활성화되면서 세포벽 다당류와 단백질 등의 거대분자를 분해시켜 물성의

변화를 초래할 수 있으며,숙성이 진행되면서 미생물이 번식하고 이들이 생성하는

효소작용에 의해서 더욱 다양한 물성변화가 진행되는데 경도는 담금이나 숙성조건

에 따라서 상이한 양상을 보인다고 보고하였다.또한,염도가 높은 묵은 김치의 텍

스쳐 변화는 일반 김치에 비하여 그 변화의 폭이 작고 연부현상이 지연되어 오랜

저장 기간에도 배추 조직의 단단함을 관찰할 수 있다고 밝혔다.본 실험에서의 균

주 첨가 김치는 저장 기간이 길어짐에 따라 각 균주를 첨가한 김치는 일반 묵은지

와 비슷한 질감을 갖는 것을 관찰하였다.
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Figure21.ChangesintexturepropertiesofAF1,WJ1,SC1,andYY1

starterkimchiduringfermentationat15℃ andstorageat-1℃
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Figure 22.changes ofcompression force of3% ofsalinity kimchi

duringfermentationat15℃ andstorageat-1℃
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3)관능평가

일반 양념 배합비로 제조한 김치의 관능적 특성을 관찰한 결과를 Table15∼16에

나타내었다.Lactobacillusplantarum AF1을 적용한 김치는 숙성 초기에 발효취가

풍부하였으나 숙성 기간이 길어짐에 따라 신맛이 강하여 김치의 본래의 깊은 맛이

사라지게 되고 군덕 내가 나기 시작하였고,LactobacillussakeiWJ1을 적용한 김

치는 부드러운 단맛과 풍부한 발효취와 특유한 향을 지니고 있었으나 시간이 지남

에 따라 이취와 쓴맛으로 변하였다.LactobacillussakeiYY1을 적용한 김치는 숙

성 초기 새콤한 맛을 내고 숙성 기간이 길어짐에 따라 시원하고 깔끔한 맛을 유지

하였으나 이는 묵은지의 고유의 향취와는 다소 다른 맛이었으며 숙성 기간이 길어

짐에 따라 이취가 생성되었다.LactobacillussakeiSC1를 적용한 김치는 신맛이 강

하지 않고 강한 단맛을 내며 숙성 80일째부터 묵은지 특유의 깊은 감칠맛과 향을

가지기 시작하였고 숙성 기간에 따른 깊은 맛과 풍부한 발효 취를 내었다.

염도3% 양념비를 이용한 김치는 일반 양념 배합비로 제조한 김치보다 맛에 대

한 전반적인 선호도가 높았다.LactobacillussakeiSC1와 LactobacillussakeiYY1

를 적용한 김치는 발효취가 풍부하고 단맛과 깊은 맛이 강하며 오랜 저장 기간에

도 군덕내가 나지 않는 특징을 보였다.또한 높은 염도로 김치를 제조하여 배추의

아삭아삭한 맛이 오래 유지되었고 이는 맛에 대한 선호도를 더 높였다.또한,균주

의 적용으로 낮은 pH에 비하여 신맛이 강하지 않았다.

균주가 첨가되지 않은 대조구 김치의 경우,저장기간이 길어질수록 군덕내가 심

하였고 신맛이 아주 강하였다.
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Table 15.Sensory evaluation on L.plantarum AF1,L.sakeiWJ1,L.sakeiSC1,and L.sakei YY1

Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 3 5 60 120 180 210 240

L.plantarum

AF1

생 김치맛

(배추의 단맛)

약한 발효취가

있으나 배추의

단단함은 담금

직후와 거의

같음

신맛이 강하나

발효취가 풍부

배추 조직 변화

없음

깊은 맛과

신맛이

적절하게 섞임

생 배추와 같은

풋냄새 사라짐

신맛이 강하여

깊은 맛이

약해짐

배추가 약간

물러졌으나

거의 변화 없음

연부현상이

눈에 띄기

시작하여

군덕내가 나기

시작하고 신맛

강함

연부현상이

현저히 눈에

띄며 군덕내와

신맛이 강하고

이취 심함

연부현상이

가장 심하며

군덕내와 신맛

강함

L.sakeiWJ1
생 김치맛

(배추의 단맛)

배추의 풋 냄새

강하며 조직의

단단함 유지

발효취가 나기

시작함

배추의 조직감

거의 변화 없음

부드러운

단맛과

발효취가 풍부

조직의 단단함

감소

특이한 향과

맛을 가지기

시작했으며

배추는 약간

물러졌으나

아삭함 지님

단맛이 있으나

약한 쓴맛 남

아삭한 맛을

내지만 부위별

연부현상이

관찰됨

단맛이 나고

쓴맛이 조금

강해짐

연부현상이

시작되는

것으로 보임

쓴맛이

강해졌으며

연부현상이

심해지고

군덕내 남

L.sakeiSC1
생 김치맛

(배추의 단맛)

발효취가 나기

시작하며

조직은 단단함

발효취가

강하고 단맛 남

배추의 조직감

변화 없음

발효취가 풍부

부드러운 단맛

신맛 없음

배추의 단단함

약간 감소

묵은지 특유의

향과 감칠맛 남

단맛 강함

생배추의 맛은

사라졌으나

아삭함 유지

깊은 맛이 더

강해지고

풍부한

발효취가 남

아삭한 맛보다

약간 질긴

단단함 느껴짐

묵은지 풍미와

향취가 느껴짐

단맛 강함

연부현상이

관찰되며

아삭한 맛이

약간 감소

배추의 식감과

색,향과 맛

모두 묵은지와

흡사

연부현상이

약간 진행됨

L.sakeiYY1
생 김치맛

(배추의 단맛)

풋향이 강하고

약간 발효취 남

발효취와 함께

새콤한 맛이 남

배추의 조직

변화 없음

깊은 맛은 없고

시원,깔끔한 맛

단단함 감소

배추의 아삭한

맛이 유지되어

시원하고

깔끔한 맛 유지

단맛이 있고

시원한 맛

이취가 있음

아삭하나

부위별

연부현상 보임

연한 단맛이

있으나

연부현상과

더불어 이취가

점점 심해짐

새콤달콤한

맛이 나며

심해진

연부현상이

보이며 이취

강함
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Table16.Sensoryevaluationon3% salinityL.sakeiSC1,L.sakeiYY1starterkimchiandcontrolkimchi

Fermentationtime(days) Storagetime(days)

0 5 10 60 120 180 210 240

L.sakei

SC1

생 김치맛

(배추의 단맛)

배추의 풋

냄새가 강하며

조직이 담금

직후와 차이

없음

발효취가 약간

나며 특유의

단맛이 나기

시작함 배추의

물성 변화는

거의 없음

단맛이 강하며

높은 염도에

비하여 짠맛이

강하게

느껴지지 않고

묵은지와

비슷한 식감의

아삭한 맛

지님

묵은지 특유의

향과 감칠맛이

있고 단맛과

깊은맛을 지님

배추 조직이

아삭하고 약간

질겨 묵은지의

식감과 비슷

단맛이 강하고

저장 기간에

따른 발효취가

김치와 잘

어울러지고

향이 풍부하여

묵은지 맛과

유사

묵은지 풍미와

향취가 느껴짐

단맛 강함

약한

연부현상은

느껴지나

강하지 않음

배추의 식감과

색,향과 맛

모두 저장

기간에 따른

묵은지의

풍미와 흡사

L.sakei

YY1

생 김치맛

(배추의 단맛)

배추의 풋

냄새 심하며

조직 단단함

배추의 풋

냄새가 완전히

사라지고

발효취가 나기

시작함

시원하며 높은

염도에 비해

짠맛이 강하지

않고 물성의

변화가 저장

전과 비교시

약간 있음

연한 단맛을

내며 시원한

맛 유지

물성의 변화와

더불어 발효취

풍부하게 지님

새콤달콤한

맛이 있으나

김치 본래에서

나지 않는

특유의 이취가

나기 시작

단맛이 있으나

이취가 더욱

강하게 나고

약간 씁쓸한

맛도 생겨남

연부현상

관찰됨

연한 단맛에

비하여 이취가

강하여 김치

본래의 맛을

느끼기 어려움

Control
생 김치맛

(배추의 단맛)

배추의 풋

냄새 강하며

물성은 담금

직후와 같음

배추의 풋향은

전혀 느끼지지

않으며

발효취가 조금

나지만 물성

변화 거의

없음

단맛은 없으나

시원하고 향과

맛에 대한

평이 좋고

배추의

단단함이 약간

감소

맛에 대한 평

좋으나 단맛과

깊은 맛은

없으며 물성의

변화를 가장

크게 보임

starter김치에

비해

연부현상이

관찰되었고

신맛이

강하였으나

맛은 대한

선호도 높음

신맛이 더욱

강해지고 심한

연부현상의

진행으로

군덕내가

심하게 남

연부현상이

아주 심하며

이로 인한

군덕내가

강하고 신맛이

최고조에 이름
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제 4장 결 론

많은 유산균은 프로바이오틱스(probiotics)로서 소화 흡수를 돕고 장내부패를 억

제하고,설사 변비의 치료 효과,장내 유해균의 억제,비타민의 생성,혈중 콜레스

테롤 저하능,항암 효과,인체의 면역 능력 증강 등 다양한 기능성이 보고되고 있

다(15).그 중 Lactobacillusstrain의 경우 immunoglobulin의 생산 자극,대식세포

에 interferon유도,신체 부분적 산성화,hypocholesteroleaemic효과,mutagenic물

질과의 반응,항균물질인 박테리오신의 생성,그리고 Salmonellaentericaserovar

Typhimurium과 Neisseriagonorrhaea와 같은 병원성 세균의 흡착 저해 등의 기능

이 밝혀진 바 있으며,이와 같이 유산균의 숙주에 대하여 이로운 작용을 하는

probiotics로서의 기능이 밝혀져 한때 영양적 측면에서 가치 없는 식품으로 오인 받

았던 발효 식품들은 오늘날에 이르러서는 가장 과학적인 식품으로 인정받고 있다

(14,17,37,38,59,71).

이러한 몸에 이로운 기능을 전달하고 영양적 측면에서 가치가 높은 유산균을 우

리나라 전통적인 식품인 김치에 적용하고 이를 적정 온도에서 발효하고 숙성시켜

최근 급증하는 묵은지에 대한 관심과 수요에 대처할 수 있도록 속성 묵은지 제조

에 응용하는 것은 반드시 필요하다.

현재,묵은지에 관련한 여러 가지 과제들이 진행되고 있는 가운데,묵은지 미생

물상의 정성적·정량적 분석 및 분리 젖산균의 기능적 특성 분석,묵은지의 속성제

조를 위한 미생물학적 공정개발 및 품질기준의 확립,고품질 묵은 김치의 산업적

생산기술 개발 등이 있으며 이러한 과제의 궁극적인 목적은 묵은지에 대한 품질기

준 확립 그리고 묵은 김치의 속성제조 개발이다.이와 같은 목적을 달성하기 위한

첫 번째 단계는 묵은지에 적용할 수 있는 종균의 분리가 우선이 될 것이며,묵은지

의 제조가 적어도 6개월 이상 소요되는 것과 비교하여 제조기간을 현저하게 단축

한다는 것은 묵은지의 안정적이고 신속한 공급히 가능하다는 점에서 산업적으로

의미가 크다.

따라서 본 연구에서는 김치로부터 분리된 김치유산균을 속성 묵은지 제조의

starter로 이용하기에 앞서,균주 4종의 생육도,내염성,D/L-lacticacid의 농도측

정,콜레스테롤 저하능,항균 활성 등의 일반적인 특성을 규명하고 이를 김치의
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starter로 적용,제조하여 김치의 일반 분석과 발효 패턴을 관찰하고 숙성 기간에

따른 관능평가,색도와 물성의 변화를 통하여 균주의 속성 묵은지 starter로서의 가

능성을 제고하고자 실시하였다.

선별된 유산균은 Gram staining을 비롯한 형태학적 특성과 생화학적 특성 및

16SrRNA 염기서열을 통하여 동정한 결과,이미 동정된 Lactobacillusplantarum

AF1외 나머지 3종 모두 Lactobacillus sakei로 동정되었으며 이들을 각각

LactobacillussakeiWJ1,LactobacillussakeiSC1,그리고 Lactobacillussakei

YY1이라 명명하였다.선별된 균주의 배양시간에 따른 균의 생육도를 관찰한 결과,

Lb.plantarum AF1은 36시간 째 정지기에 접어들었고 그 외 나머지 Lb.sakei

WJ1,Lb.sakeiSC1,그리고 Lb.sakeiYY1는 24시간에 접어들어 정지기에 도달하

였다.선별된 균주의 초기 배지의 pH (pH 4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0,10.0)와 NaCl

(0,1,3,5,7%)농도에 따른 생육도를 관찰한 결과,4균주 모두 pH 7.0에서 최대

생육도를 나타내었으며 pH6.0이상의 범위에서 최대 생육도의 90%이상을,pH 5.0

이하에서 생육도가 점점 감소하는 것으로 관찰되었다.NaCl농도에 따른 생육도를

관찰한 결과 4균주 모두 NaCl의 함량이 높아질수록 생육도가 감소하는 경향을 보

였으며 NaCl농도 3%에서부터 생육의 현저한 감소를 관찰하였다.

선별된 균주의 콜레스테롤 저하능과 관련하여 균주의 D/L-lacticacid농도를 측

정하였다.그 결과,Lb.plantarum AF1은 D(-)-lacticacid,Lb.sakeiWJ1은

D/L-lacticacid,Lb.sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1은 L(+)-lacticacid를 생산하는

균주로 확인되었다.

균주의 기능적인 특성을 조사하기 위하여 O-phthalaldehyde방법을 이용하여 3

0℃와 37℃에서 균을 배양하고 24시간,48시간 후 콜레스테롤 저하능을 측정한 결

과,Lb.plantarum AF1은 30℃에서 약 62∼69%,37℃에서 약 82∼97%의 높은 콜

레스테롤 저하능을 나타내었다.그 외,Lb.sakeiWJ1,Lb.sakeiSC1와 Lb.sakei

YY1는 30℃에서 약 52∼59%,37℃에서 약 42∼55%의 콜레스테롤 저하능을 보였

다.L-form의 유산균의 콜레스테롤 저하능이 높다는 보고에 따라 Lb.sakeiSC1와

Lb.sakeiYY1모두 각 온도에서 50%이상의 콜레스테롤 저하능을 나타내는 것으

로 관찰되었으나 본 실험에서는 D-form인 Lb.plantarum AF1이 가장 높은 콜레

스테롤 저하능을 나타내는 것으로 나타났다.

균주를 김치에 적용하였을 시 균의 우점이 되는 근거로서 균의 항균 활성을 측

정하였다.균체를 직접 가하는 directmethod와 조항균 물질을 paperdisk에 가하
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여 생육 저지환을 관찰하는 paperdi나 method를 병행하여 실험하였다.Direct

method를 사용하여 항균활성을 측정한 결과,Lb.plantarum AF1이 가장 큰 생육

저지환을 나타내었고 그 외 3종의 균주는 거의 비슷한 크기의 저지환을 나타내었

다.Paperdisk method를 이용한 항균 활성 측정은 지시균인 Bacillussubtilis

ATCC6633에 대하여 균주의 5배 농축된 상징액을 이용하여 실험하였고,모두 활

성을 나타내었다.그러나,이 항균 활성의 원인 물질에 대하여 정확히 알좌 pH를

조정하여 항균 활성을 측정한 결과,pH 4.0이상에서는 활성을 나타내지 않는 것으

로 관찰되었다.결과적으로 균주의 강한 산 생성능력으로 항균 활성을 나타내는 것

을 알 수 있었다.

위와 같은 균주의 일반적인 특성을 규명하고 이를 속성 묵은지 제조에 이용하기

위하여 김치의 starter로서 적용하였다.1차적으로 일반 양념비를 이용한 김치를 제

조하였고 2차적으로 일반 묵은지의 염도에 맞춰 염도3% 양념비를 이용한 김치를

제조하였다.일반 양념비에 균주를 적용한 김치 4종 모두 저장 120일까지도 90%이

상의 높은 우점률을 나타내었다.특히,Lb.plantarum AF1과 Lb.sakeiWJ1의

starter김치는 저장 210일까지도 90%정도의 높은 우점률을 나타내었으나,Lb.

sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1의 srater김치는 우점률이 저장 180일부터 조금씩 감

소하여 저장 240일에 약 50%정도의 우점률을 나타내었다.그러나 관능평가를 통한

맛,향,그리고 배추의 조직감에 대하여 Lb.sakeiSC1starter김치에 대한 선호도

가 가장 높았으며 저장 60일 이후부터 묵은지와 비슷한 맛과 향을 나타내기 시작

하였으며 저장 기간이 오래될수록 그 특성을 더 뚜렷해졌다.염도 3% 양념비를

사용한 김치는 Lb.sakeiSC1와 Lb.sakeiYY1를 적용하였고 그 외 균주를 첨가

하지 않은 대조구 김치를 제조하여 균주첨가 김치와 비교하였다.균주 적용 김치 2

종 모두 저장 150일까지 90% 이상의 높은 우점률을 나타내었으나 그 이후부터 우

점률이 점차적으로 떨어져 저장 240일까지 약 50%의 우점률을 나타내었다.관능평

가의 특징으로는 높은 염도에도 불구하고 그 짠맛은 잘 느껴지지 않았고 이로 인

하여 높은 산도에 비하여 그 신맛이 강하게 느껴지지 않았다.또한 높은 염도로 인

하여 발효는 늦게 진행되었으나 배추 조직의 단단함이 오래 유지되어 오랜 저장

기간에도 묵은지와 같은 아삭아삭한 맛을 느낄 수 있었다.일반 양념비를 이용한

김치를 제조하였을 경우와 같이,Lb.sakeiSC1를 적용한 김치에서 풍부한 발효취

와 더불어 강한 단맛을 느낄 수 있었고 묵은지 특유의 향과 색을 관찰할 수 있었

다.
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본 실험은 김치로부터 우수한 유산균을 분리하고 분리된 유산균의 일반적인 특

성을 관찰하고 이를 토대로 김치에 적용하여 선별된 유산균이 속성 묵은지의

starter로서의 가능성을 확인하고자 실시하였다.속성 묵은지를 제조하는 것은 현재

묵은지 수요량 급증과 그에 대한 공급 부족 현상으로 인해 문제가 되고 있는 묵은

지 산업에서 반드시 필요할 것이며 또한 문제점에 대한 해결방안이 될 것이다.

많은 연구들에서 묵은 김치의 표준화된 품질규격을 마련하는 기초자료를 제공하

기 위하여 묵은지의 이화학적 및 미생물학적 특성 변화를 관찰하고 제조과정에서

의 텍스쳐 및 관능적 특성 변화에 대해서도 연구하였고(68,69),묵은 김치의 휘발

성 성분 및 향기활성성분에 관한 연구도 이루어진 바 있다(26).또한,속성 묵은지

를 제조하기 위한 여러 가지 방법들이 연구,개발되어 지고 있다(7,13,20,50,51,

72).그러나 이러한 연구들이 실질적으로 묵은지 산업에 적용하기에 앞서 묵은지에

대한 품질 기준의 확립이 필요하다.묵은지 산업 측면에서 현재 묵은지에 대한 국

내 품질기준이 없으며,대부분 자세한 묵은지 품질관리지침을 가지고 있지 않아 묵

은지에 대한 품질관리가 잘 이루어 지지 않고 있는 실정이다.묵은지의 품질기준은

일반김치와는 차별화하여 저장기간,산도,염도 등 묵은지만 갖는 특성을 기준으로

설정되어야 할 것으로 보인다.이러한 문제점이 해결된다면 묵은지와 같이 경쟁력

을 가진 김치의 상품화를 위하여 기존 김치 제품의 품질 개선 및 공정의 표준화를

이루게 될 것이며 또한 높은 수요에 대한 공급이 가능할 것이고 묵은지 맛과 품질

에 대한 균일화를 이룰 것이다.
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시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 출판을 허락을 하였을 경우에는 1

개월 이내에 대학에 이를 통보함

6. 조선대학교는 저작물 이용의 허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 

의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속 대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 저작

물의 전송ㆍ출력을 허락함

동의여부 : 동의(  ○  )    반대(     ) 

       2013 년 8 월   

저작자 :     문정선    (인)

조선대학교 총장 귀하
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