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3. 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및 유전체

학적 특성 규명(3건 완료)과 유해균 제어 효과 분석 완료 

4. 기능성 미생물 소재의 유전체분석을 통한 잠재적 기능성 

및 안전성 평가 및 우수 균주 선별 완료 및 협동기관에서 

제품화

5. 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장

류 제품 개발 및 기능성 평가 (아토피치료에 도움을 주는 

고추장 등 기능성 발효제품 3건 완료)
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< 요 약 문 >

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

1. 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효

균총 분석

2. 기능성 미생물 소재의  NGS 및 MLST를 이용한 유전체 분석을 통한 잠재적 기능

성 및 안전성 평가 및 우수 균주 선별

3. 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및 유전체학적 특성 규명

4. 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장류 제품 개발 및 기능성 

평가

연구개발성과

¡ 전국 수준의 전통장류 발효식품의 수집 및 미생물의 분리, 동정을 통해 식품 내 

사용 가능한 발효 미생물 다수를 확보

¡ 분리 미생물의 기능성 물질, 세포외 효소활성, 항산화 등 특성분석을 통하여 선별 

기능성 미생물 소재의 DB 구축

¡ 전통 발효식품 고추장의 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효 균총 분석 및 규명

¡ 장류발효에 최적화된 우리나라 최초의 균주인 Bacillus licheniformis를 발굴하여 

유전체분석 및 발현실험을 통한 식품첨가물로서의 조건을 충족한 데이터를 완비 

(현재 식약처의 식품첨가물로서의 인증을 신청하여 등재 진행 중).

¡ 전통장류 제품의 유해미생물 오염정도를 확인 한 결과, B. cereus와 E. coli는 다

양한 장류제품에서 규정치 이상을 포함한 다양한 농도로 오염되어 있음을 확인함. 

이를 제어하기 위한 박테리오파지들(BCP12, BCP22, ECP7)을 분리하였고, 이들

이 유용균인 B. subtilis의 증식에는 영향을 끼치지 않으면서, 유해균들의 특이적·

효과적 제어 확인

¡ 유용균주로 제작된 장류개발제품(간장, 된장)의 시판제품(대조구)과 비교를 통한 

동물모델에서 면역활성도, 대장염 증상완화 효과의 우수성 검증

¡ 장류의 발효에 적합한 기능성 미생물 (항아토피, 항산화, 혈전용해능 등) 소재의 

분리, 동정 및 유전체적 특성을 규명하였으며 메주, 고추장 제조 방법 및 발효조건 

확립 등 균주의 기능성을 최대화하기 위한 공정 최적화 조건 확립하여 고부가가치 

장류제품을 개발하여 ‘15년 69백만원 ’16년 125백만원 매출 창출

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

¡ 유전적 생화학적 안전성과 기능성이 확인된 한국형 미생물종균을 생산기반이 미흡

한 신생기업 및 농가에 제공 가능. 기술이전과 공동개발을 추진하여 안전성 등의 

자료를 마련하고 기능성 인정 취득 후 다양한 기능성 미생물을 활용한 기능성 제품 

상품화 

   - 기능성발효소재 8건

   - 아토피치료에 도움을 주는 고추장 등 기능성 발효제품 3건

   - 특허출원 7건

   - 국제 SCI논문 10건 

   - 협동기관을 통한 신규 발굴 기능성미생물을 활용한 시제품개발 확대

¡ 전통발효식품의 제조공정의 위생적인 확립을 통해 HACCP인증을 통한 안전한 전통

발효식품의 개발 기대

¡ 한국형 균주를 보급하여 각종 기능성 균주를 이용한 전통과 기능이 융복합화된 신

규의 전통발효장류의 개발

¡ 발효식품제조업체의 이익 증대 및 우리의 전통발효식품의 세계화에 기여

중심어

(5개 이내)
전통장류 발효미생물 미생물소재 박테리오파지 기능성식품
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코드번호 D-02

Purpose&

Contents

1. Screening and isolation of functional microorganisms (lactic acid bacteria, 

bacillus strains and yeasts) from Korean traditional fermented foods and 

their whole microbial community analysis by using metagenomic analysis. 

2. Genomic analysis of the selected functional microorganisms for its 

potential enzyme functionality and safety aspects by NGS and MLST 

genomic analysis methods.

3. Isolation and identification of bacteriophage from traditional fermented 

soybean for pathogenic control and its genomic characterization.

4. Development of high value-added fermented products by adopting the 

selected functional microorganisms isolated from fermented foods and 

materials.

Results

¡ Screening, isolation and identification of food grade microorganisms from 

Korean fermented soybean products collected in nationwide scale.

¡ Establishment of database for the isolated functional strains by enzyme 

activity and functional activities.

¡ Metagenomics analysis of microbial community of traditional fermented 

soybean products, Kochujang. 

¡ Whole genome sequencing and mRNA expression analysis of Bacillus 

licheniformis which isolated as the most outstanding novel strain 

expecting for the application of soybean based fermentation products. 

(Approval process as food additive at Ministry of Food and Drug Safety 

are being progressed.)

¡ Isolation of pathogen-specific three bacteriophages (BCP12, BCP22, 

ECP7) for effective control of pathogens without affecting proliferation of 

B. subtilis from traditional fermented soybean products. 

¡ Establishment of optimal fermentation conditions and protocols for novel 

functional Meju and Kochujang by using selected strains based on 

anti-atopic, antioxidant and thrombolytic activities and their evaluation in 

aspects anti-obesity, anti-atopic, immune regulation functionality by in 

vitro and in vivo experiments using animal models. (Sales of those 

functional fermented products, Kochujang, soy sauce and Meju at 2015 

and 2016 were approximately 194 million won)

Expected

Contribution

¡ The genetically and physiologically safe indigenous starter culture can be 

provide to food industry.

¡ The hygienic traditional fermentation food process can be achieved by 

HACCP approval with safe indigenous starter culture. 

¡ Microbial collection for food grade for direct industrial application.

Keywords
Traditional 

fermented foods

Fermentative 

microorganisms

Microbial 

material
Bacteriophage Functional food

〈 SUMMARY 〉
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코드번호 D-03

1-1. 연구개발 목적

¡ 본 연구과제에서는 다음과 같은 연구를 통하여 기능성과 안전성이 확보된 우수한 기능성 미생물

소재를 활용한 고부가가치 기능성 상품개발을 최종목표로 함.

1. 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효균 총 분석

2. 전통장류 유래 미생물의 기능성 탐색을 통한 고부가가치 우수 유산균 및 효모 발굴

3. 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및 유전체학적 특성 규명

4. 기능성 미생물 소재의 유전체분석을 통한 잠재적 기능성 및 안전성 평가 및 우수 균주 선별

5. 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장류 제품 개발 및 기능성 평가

[전반적인 연구 내용 요약]

¡ 전통장류 발효식품으로부터 기능성 미생물 소재로 활용 가능한 유용 토종발효미생물 자원을 장류

로 특화 되어있는 순창지역의 관련 연구기관 및 전통장류 생산업체, 전통장류 유통망 및 산학연

인프라를 통하여 기능성 미생물 소재화/자원화를 통한 고부가가치 기능성 장류제품개발을 통한 산

업화를 목적으로 함.

제1장 연구개발과제의 개요
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1-2. 연구개발의 필요성

가. 연구개발의 추진 배경
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나. 국가적 차원

¡ 전통적인 발효식품에 타 기술이 융복합되어 가치가 증보된 고부가가치 식품이 식품안전, 건강 및

웰빙 중시에 대한 소비 트랜드의 변화와 식품관련 IT·BT·NT 연구가 활발하게 진행됨에 따라 새

로운 부가가치가 창출되는 신 성장 동력산업으로 인식되어 중요한 시장으로 주목받고 있음.

<세계 건강기능식품 규모 (2006~2010)>

¡ 최근, 건강기능식품, 편의 식품, 전통식품 등 세계 소비자의 욕구에 부합되는 상품이 새로운 가치

를 지닌 상품으로 부상하고 있어 이와 관련된 식품개발에 대하여 선진국들의 경우 국가적 차원의

정책지원과 연구를 수행하고 있음.

¡ 특히, 전통식품 역시 건강식품이라는 인식이 전 세계적으로 확산되면서 향후 시장규모가 지속적으

로 확대될 것으로 전망됨.

¡ 한국의 전통발효식품의 경우 국내 발효식품 미생물에 대한 연구가 미진하여 외국에서 개발된 종균

을 수입해 이를 개량하여 사용하고 있어. 종균에 대한 의존도가 높은 실정임.

¡ 국내 웰빙 전통식품의 발효 미생물의 우수성에 대한 과학적 근거가 부족한 실정으로 이와 관련된

전통발효식품용 종균의 개발과 관련 연구수행이 필요하며, 또한, 전 세계적으로 건강기능식품 시장

이 정체기로 들어서면서 새로운 기능성을 강화한 건강기능식품의 개발이 필요한 시점임.
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구분 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

세계 식품시장 4,758.8 4,888.3 5,057.2 5,237.0 5,430.2 5,636.8 5,856.4 6,077.3

유럽 1,976.0 2,001.8 2,045.3 2,090.8 2,140.1 2,192.6 2,248.3 2,305.0

아시아-태평양 1,340.3 1,404.8 1,483.0 1,567.8 1,659.9 1,759.5 1,866.8 1,972.6

북미 858.9 874.7 895.5 918.6 943.1 969.2 996.3 1,204.3

중남미 459.7 478.3 497.9 518.2 539.2 561.1 583.9 607.4

중동·아프리카 123.9 129.3 135.4 141.6 147.9 154.4 161.1 167.9

< 세계 식품시장 규모>

                                                        (단위 : 십억 달러)

[출처 : Datamonitor Interactiver Consumer Database 2011. Food, Alcoholic beverages, Non-alcoholic beverages, 

Tobacco 합계]

다. 경제적 및 산업적 측면

1)세계 시장 현황

¡ 전 세계적인 인구의 고령화, 식습관의 변화로 인하여 최근에는 “생활습관병”을 1차적으로 예방하

기 위한 식이요법에 대한 중요성이 부각되고 있으며, 의료비의 자가 부담이 증가함에 따라 Self

care의식의 증대와 웰빙의 확산으로 건강식 및 기능성 식품 시장, 건강기능성 전통식품 등 관련

산업이 빠르게 성장 하고 있음.

¡ 세계 식품시장 규모는 2012년 기준 약 5조 4000억 달러, 2013년 약 5조 6000억 달러에 달하며,

2014년에는 약 5조 8000억 달러, 2015년에는 약 6조 달러, 2020년 6조 4000억 달러 규모로 성장할

것으로 전망되고 있음.

¡ 특히, 중국의 경제발전으로 인해 선진국 중심의 세계 식품시장이 점차적으로 아시아- 태평양 중심

의 식품시장으로 이동하고 있어 아시아-태평양 식품시장이 2020년에는 세계 식품 시장의 40%를

차지하는 거대 식품시장으로 성장 할 것으로 전망됨
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구분 2004 2005 2006 2007 2008 ’04～’08
(CAGR)

USA 70,583
(35.9)

76,967
(36.1)

84,653
(36.7)

93,657
(37.5)

101,779
(37.7) 9.6

Western Europe 57,110
(29.0)

61,111
(28.6)

65,750
(28.5)

71,127
(28.5)

76,206
(28.2) 7.5

Japan 34,598
(17.6)

36,694
(17.2)

37,303
(16.2)

37,066
(14.8)

38,264
(14.2) 2.5

Canada 4,880
(2.5)

5,268
(2.5)

5,691
(2.5)

6,175
(2.5)

6,645
(2.5) 8.0

China 7,950
(4.0)

9,031
(4.2)

9,711
(4.2)

10,829
(4.3)

11,998
(4.4) 10.8

Rest Asia 8,465
(4.3)

9,281
(4.3)

10,330
(4.5)

11,182
(4.5)

11,182
(4.5) 9.2

Latin America 4,696
(2.4)

5,336
(2.5)

6,069
(2.6)

6,921
(2.8)

7,931
(2.9) 14.0

Australia/New Zealand 3,674
(1.9)

4,108
(1.9)

4,487
(1.9)

5,144
(2.1)

5,788
(2.1) 12.0

Eastern Europe/Russia 2,799
(1.4)

3,423
(1.6)

3,423
(1.6)

5,135
(2.1)

6,229
(2.3) 22.1

Middle East 989
(0.5)

1,125
(0.5)

1,268
(0.5)

1,432
(0.6)

1,601
(0.6) 12.8

Africa 935
(0.5)

1,016
(0.5)

1,107
(0.5)

1,218
(0.5)

1,326
(0.5) 9.1

Total 196,679
(100.0)

213,361
(100.0)

230,578
(100.0)

249,886
(100.0)

269,797
(100.0) 8.2

[출처: Nutriton Business Journal, NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report, USA (2010)]

<건강기능식품 국가별 매출액 현황>

(단위 : 백만 달러)

<아시아-태평양 중심으로 이동 중인 세계 식품시장>

       

[출처 :  International Data Group(2005)추정치, Datamonitor (2011)]

¡ 식품시장 중 건강기능성 식품 세계시장 규모는 2006년 2,332억 달러, 2008년 2,697억 달러 규모에

서 2010년 약 3,014억불, 2014년에는 3,973로 연평균 6.6%의 성장률을 기록하고 있음.
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¡ 또한, NBJ의 2008년 국가별 건강기능식품 매출액 현황 자료에 따르면 2008년 기준 미국의 매출액이 약

1,017억 달러(37.7%)로 가장 큰 시장규모 이었으며, 서유럽은 약 762억 달러(28.2%), 일본은 약382억 달

러(14.2%) 등 시장규모가 점차적으로 증가하고 있음.

¡ 세계의 건강기능성 식품 시장은 매년 10% 이상의 성장률을 보이고 있으며, 2008년 기준 미국이

세계시장의 약 35% 정도를 점유하고 있으며, 일본 21%, 한국의 경우 아직까지 건강기능성식품의

시장 발전이 이루어지지 못하여 약 28억 달러로 세계시장의 약 4%를 차지하고 있음.

¡ 미국의 건강기능성 식품의 시장규모는 2002년 기준으로 약 565억 달러, 2004년 약 733억 달러, 2005년

800억 달러 이상의 사장규모를 형성할 것으로 예상되며, 이중 Dietary Supplement로 표현되는 식이보조

제 즉 건강기능성식품의 시장규모는 전체의 약 33%에 해당하는 약 185억 달러로 추산 되고 있으며, 매

년 6% 이상의 성장률을 보이고 있어 향후 10년간 5% 이상의 성장이 예상되고 있음.

¡ 일본의 건강기능성 식품시장은 2003년도 기준 미화 약 100억불 규모로 성장하였고, 2005년 기준으로

전년 대비 4% 이상 성장한 1조 2,850억 엔으로 1조 3,000억 엔으로 성장하였고 2009년도에는 특정보건

용 식품을 포함한 건강기능성식품 시장이 약 2조 엔에 이르러 계속적으로 확대가 되고 있음. 또한 특정

보건용 식품의 허가품목수도 빠르게 증가하여 일본의 건강기능성 식품 기업들의 특정보건용 식품에 대

한 관심이 높음.

¡ 캐나다의 경우 대략 689개의 기업이 건강기능성 관련 시장에서 C$ 21.5 billion의 수입을 올리고 있으며

(Statistics Canada 2009), 주로 프로바이오틱스와 발효음료, 해양원료에서 제조한 오메가 3 지방산, 파

이토스테롤과 스타놀, 베타글루칸, 감마-리놀레닌산(GLA)을 포함한 필수 지방산과 conjugated linoleic

acid (CLA), phytochemicals 등을 NHP와 식이보충체의 원료로 하여 제품을 제조하고 있으며. 최근에는

prebiotics, 식물성 단백질 등 에 관하여 많은 연구를 진행 중임.

¡ 중국의 건강기능성 식품시장은 2006년도 기준 총 73.5조 원대에 이르는 것으로 평가되고 있으며, 2010

년에는 약 15조 원대로 증가할 것으로 예상되며, 최근에는 중국인의 생활수준이 향상됨에 따라 건강기

능성 식품시장이 40~45%의 속도로 성장하고 있어 시장 규모가 약 500억 위안에 달하는 것으로 추정하

고 있음

1)국내 시장 현황

¡ 식품의약품안전청의 자료에 의하면 국내 건강기능식품 생산액은 08년 8,031억 원(11%), 09년 9,598억 원

(19%), 10년 10,671억 원(11%), 11년 13,682억 원(28%), 12년에는 14,091억 원으로 ’11년 대비 3% 증가

하였음. 또한, 건강기능식품 수출액은 08년 514억 원 (49%), 09년 415억 원(-19%), 10년 460억 원(11%),

11년 556억 원(21%), 12년에는 584억 원으로 11년 556년 보다 5% 가량 소폭 증가 함.

¡ 국내 건강기능식품 시장은 2011년 기준 전체 생산액 중 국내 판매 금액이 13,126억 원(95.9%), 수출액은

556(4.1%)억 원으로 내수시장을 중심으로 빠르게 성장하고 있으며, 건강기능식품 중 홍삼이 가장 큰 시

장을 형성하고 있으며, 2011년 전체 건강기능식품 생산액의 52.6%를 차지하고 있음.

¡ 향후 국내 건강기능식품시장은 매년 15~23% 내에서 증가할 전망이며, 세계시장은 경우 이보다 낮

은 5~12% 의 성장률을 보일 것으로 예상되고 있음.
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<고부가가치 식품 중 건강기능 시장현황 및 전망>

(단위 : 억 원)

[출처 : smart cold chain management 기획보고서, 지식경제부, 2008]

¡ 국내 건강기능성식품의 경우 국산 소재 연구개발이 부진해 수입산 소재의존도가 88%로 매우

높으며, 이에 따라 선진국 유행제품의 복사제품의 생산이 많고, 내수위주로 산업구조가 형성되

어 있음.

¡ 최근에는 소비자 욕구에 따른 새로운 기능성 원료를 이용한 개별인정형 제품의 시장이 새롭게 부

각 되고 있음. 2011년도 개별인정형 제품은 전년 대비 27.1% 성장한 1,435억 원으로 이중 생산액

1위는 간 건강 제품(532억 원)이었으며, 그 다음으로 면역기능에 도움을 주는 제품(179억 원), 관절

/뼈건강 제품(153억 원) 순으로 나타남, 또한 기존에 존재하는 원료에서 벗어나 치료 효능을 가진

개별인정형 원료가 발견되면 신규시장을 창출할 수 있는 잠재적 가능성이 내재되어 있어 대기업들

이 개별인정형 원료를 찾는데 주력하고 있음.

<건강기능식품산업 동향 및 발전전략에 대한 SWOT 분석>
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¡ 국내의 경우 건강유지, 수명 연장, 삶의 질 향상을 추구하는 소비자의 의식 변화로 제품에 기능성을

강화한 질환의 예방, 개선, 치료 위주의 소재들을 제품화하기 위한 기술개발 연구개발이 주를 이루고

있으며, 또한 제품의 간편성, 유효성 및 기호성을 갖춘 고급화 제품에 대한 추가적 기술의 개발이 이

루어지고 있음.

¡ 국내 전통발효식품산업의 규모는 2010년 기준으로 약 4조원규모로 식품산업 전체의 4%에 해당하

나 성장가능성이 높은 산업으로 인식되고 있으며, 이중 전통발효식품은 발효식품 산업의 53%를

차지하고 있음.

¡ 이와 관련된 장류시장은 최근까지 지속적인 성장을 보이고 있으나 국내시장의 포화로 국외시장

개척이 필요한 상황임. 장류의 출하량은 2010년 기준으로 55만 톤, 출하액 9,114억 원으로

2000년부터 평균 6%의 성장을 보이고 있으며, 시장규모는 약 6조 원으로 추정 됨.

¡ 고부가 식품 중 전통발효식품의 경우 2011년 약 21,600억 원, 2012년 약 23,328억 원, 2013년 약

25,194억 원, 2014년 27,209억 원, 2015년 29,386억 원으로 연평균 8.0%의 성장률을 보일 것으로

전망되고 있음.

¡ 전통발효식품의 경우 대체로 큰 대기업 없이 소규모의 영세한 기업, 중소업체들이 시장을 형성하

고 있으며, 매출액 대비 R&D 투자비율이 선진국의 1/4 수준(09년 통계청 기준 한국 0.57%, 선진

국 1.6~2.6%)으로 기술개발에 대한 연구 개발의 투자와 개발 기술을 이용한 산업화 연구가 절실히

필요한 실정임.

¡ 최근 웰빙, 슬로우푸드 열풍과 한류의 영향으로 간강기능강화 전통식품이 신성장 동력사업으

로 분류되어 관련시장의 규모가 지속적으로 빠르게 성장하고 있음.

¡ 21세기 바이오 강국, 한식 세계화 목표달성을 위한 신규 기능성 미생물 소재의 확보, 관리 및

활용에 대한 방안이 필요하며, 이를 위하여 유용 기능성 물질을 생산하는 기능성 미생물 소재

의 대량 발굴 및 고부가가치 창출을 위한 관련 원천기술의 개발과 체계적인 산업화 방안이

필요함.

¡ 본 과제 연구팀의 경우 장류로 특화 되어있는 순창지역의 관련 연구기관 및 전통장류 생산업

체, 전통장류 유통망 및 산학연 인프라를 통하여 전통장류 발효식품으로부터 기능성 미생물

소재로 활용 가능한 유용 토종발효미생물 자원을 탐색 및 기능성 미생물 소재화/자원화를 통

한 고부가가치 기능성 장류제품개발을 통한 산업화의 가능성이 매우 높음.

라. 사회·문화적 측면

¡ 웰빙 트랜드와 고령화로 인한 건강에 대한 관심 증대 및 삶의 질 향상과 수명연장으로 인한 만성

또는 난치성 질환, 생활습관병의 증가로 인한 현대인의 인식변화로 치료의 개념이 아닌 건강 질병

예방의 개념으로 전 세계적으로 건강기능식품에 대한 수요가 증가하고 있으며 이로 인해 건강기능

성 식품의 중요한 핵심소재인 미생물 소재에 대한 관심의 증가와 미생물소재를 이용한 산업이 급

속히 증가하고 있는 추세임.
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< 생활습관병관련 : 사망원인 순위별 사망자수, 사망률>

                                                       (단위 : 명, %, 인구 10만 명당)

[출처 : 통계청 사회통계국 인구동향과, 2010]

¡ 건강기능식품, 편의식품, 전통식품 등 세계 소비자의 욕구에 부합되는 상품이 새로운 가치를 지닌

상품으로 부각되고 있음.

<고부가 식품산업의 분류>

¡ 또한 식품안전에 대한 소비자 인식의 증가 및 자국의 식품의 세계화 노력으로 전통식품이 빠르게

전 세계적으로 확산되고 있으며, 광우병이나 구제역 등 식품의 안전성을 위협하는 요소들이 빠르

게 확산되면서 로컬 푸드로써 전통식품에 대한 관심이 증대되고 있음.

¡ 노령화 사회의 진입 및 소비자의 건강에 대한 관심 증대 등에 따라 건강기능식품, 전통발효식품에

대한 수요가 지속적으로 증가하고 있으며, 맞춤형 기능성 식품에 개발에 대한 사회적 요구가 증대

되고 있음.
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¡ 전 세계적으로 건강에 대한 관심과 환경에 대한 인식이 높아지면서 로컬 푸드나 지역의 향토음식

(전통식품)에 대한 관심이 고조 되고 있으며, 소득수준이 향상되면서 건강한 삶에 대한 욕구와, 웰

빙(Well-being)으로 인해 인식의 변화로 식품은 식욕의 해소뿐만 아니라 건강을 지향하면서 빵,

햄버거 등의 패스트푸드 식품에서 슬로우푸드나 장수에 도움을 주는 전통발효식품으로 소비의 트

랜드가 변화하고 있음.

¡ 최근에는 친환경 안심식품의 컨셉을 바탕으로 고기능성 및 천연기능성 소재 활용, 기술융합 기반

기능성 식품 개발에 대한 요구가 증대되고 있으며, 첨단기술 융합을 통한 전통식품의 기능성 부

가 및 상품성제고를 통한 웰빙 전통발효식품에 대한 수요가 증대되고 있음.

¡ 전통식품의 우수성과 첨단기술 융합에 의한 고부가 가치 상품의 새로운 전략품목으로서 다양한 장

류 제품의 개발을 위해서는 핵심소재인 토종유용발효미생물 종균의 국산화가 반드시 필요하며, 관

련 연구 및 기술개발투자가 절실히 필요한 실정임.
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1-3. 연구개발 범위

○ 연차별 연구개발의 목표 및 내용

구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차년도 2013

전통장류 유래 기능성 미생

물 소재의 탐색 및

Microflora 분석을 통한 전

체 발효균 총 분석

Ÿ 전통장류발효식품으로부터 세균, 곰팡이 분리/ 동정

Ÿ 분리균주의 기능성 분석/ 특성 분석

Ÿ 전통장류 발효식품의 metagenomics를 이용하여 장류 내 존재

하는 거의 모든 종류의 균종을 분석(1건)

Ÿ 선별한 기능성 미생물 소재에 대한 특성 및 기능성에 대한 데

이터베이스 구축 및 분양 시스템 확립

전통장류로부터 유용 박테

리오파지의 분리·동정 및

유전체학적 특성 규명

Ÿ 전통장류 중 유해미생물 특이 박테리오파지의 prevalence 및

대량 생산 방법 확립

Ÿ 30여개의 전통장류로부터 Cl. perfringens, Staphylococcus

aureus, B. cereus 및 E. coli 를 사멸시키는 박테리오파지의

분리(5종 이상)

Ÿ Single Plaque을 2-3회 순수분리하고 대상균주에서 lysis 최적

조건을 확립 후 PEG precipitation과 CsCl gradient

ultracentrifuge를 이용하여 3종 이상의 박테리오파지 대량생산

방법 확립

전통장류 유래 미생물의 기

능성 탐색을 통한 고부가가

치 우수 유산균 및 효모 발

굴

¡ 전통장류로부터 GABA(뇌기능촉진/항비만)을 고생산 효모의

분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로 적용

Ÿ GABA 합성 효모 분리를 위한 스크리닝 방법 및 분석방법 정

립

Ÿ 장류 유래 효모균주를 대상으로 TLC 정성 분석을 통한

GABA 생성능 효모 1차 스크리닝

Ÿ HPLC 정량 분석을 통한 GABA 고생산 효모 균주 최종 선발

Ÿ 선발 효모의 분리 동정

¡ 전통장류로부터 c9,t11(항산화/항암) 및 t10,c12(항비만/면역증

강) 고생산 유산균 분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로

적용

Ÿ spectrophotometer법을 통한 CLA 생성 유산균의 1차 스크리

닝

Ÿ HPLC-PDA를 사용한 CLA 분석방법 설정

Ÿ 장류유래 CLA를 생성하는 유산균주를 대상으로 HPLC 분석

을 통한 그 생성량 비교 및 2차 선정

기능성 미생물 소재의 유전

체분석을 통한 잠재적 기능

성 및 안전성 평가 및 우수

균주 선별

Ÿ 전통장류로부터 혈전 용해 활성이 우수한 균주 선발(10종)

Ÿ B. lichenifirmis의 Multi-Locus Sequence Typing(MLST)에

의한 분석

Ÿ 선발 균주 2종의 NGS기법을 이용한 유전체 구조 분석 및 유전

체 비교

Ÿ In vitro translation에 의한 혈전 용해 효소의 발현 및 활성 비교

Ÿ 청국장제조를 통한 mRNA 발현 비교(표준균주 : 선발균주)

우수 기능성 미생물 소재를

이용한 고부가가치 기능성

장류 제품 개발 및 기능성

평가

¡ 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기

능성 장류 제품 개발

Ÿ 기능성 미생물 이용 단 발효 및 청국장 발효특성 연구

Ÿ 시제품 생산 및 마케팅

¡ 우수 기능성 미생물 소재 및 이를 이용한 고부가가치 장류제

품의 기능성 효능 검증

Ÿ 비만에 대한 전통장류 유래 기능성 미생물 소재 효능 검증을

위하여 동물 실험 실시

Ÿ 동물 실험에 대한 동물 영상장비 활용하여 지방 영상 분석
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

2차년도 2014

전통장류 유래 기능성 미생

물 소재의 탐색 및

Microflora 분석을 통한 전

체 발효균 총 분석

Ÿ 전통장류발효식품으로부터 세균, 곰팡이 분리/ 동정

Ÿ 분리균주의 기능성 분석/ 특성 분석

Ÿ 전통장류 발효식품의 Microflora 분석을 통한 전체 발효균총 분

석(1건)

Ÿ 선별한 기능성 미생물 소재에 대한 특성 및 기능성에 대한 데

이터베이스 구축 및 분양 시스템 확립

전통장류로부터 유용 박테

리오파지의 분리·동정 및

유전체학적 특성 규명

¡ 분리된 박테리오파지의 특성분석 및 whole genome

sequencing

Ÿ 순수 대량 생산된 박테리오파지를 투과전자현미경

(Transmission Electron Microcope)과 negative staining을 이

용하여 파지의 형태학적 분류

Ÿ SDS-PAGE와 제한효소 절단 패턴 분석

Ÿ One step growth curve 분석을 통한 박테리오파지의 host

lysis 분석

Ÿ host range 분석

Ÿ 선택된 유용 박테리오파지의 genome sequencing

전통장류 유래 미생물의 기

능성 탐색을 통한 고부가가

치 우수 유산균 및 효모 발

굴

¡ 전통장류로부터 GABA(뇌기능촉진/항비만)을 고생산 효모의

분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로 적용

Ÿ 선발된 장류 유래의 생육조건 확립

Ÿ 선발된 효모균주의 특성 분석

Ÿ GABA고합성을 위한 whole-cell 반응 최적화

¡ 전통장류로부터 c9,t11(항산화/항암) 및 t10,c12(항비만/면역증

강) 고생산 유산균 분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로

적용

Ÿ 선정 유산균주를 대상으로 target CLA isomer(c9,t11 CLA,

t10,c12 CLA) 생성 비율 검토 및 target CLA를 고생산하는

유산균주 최종 선발

Ÿ 선발된 유산균의 동정

Ÿ FE-SEM에 의한 형태학적 분석

Ÿ 선발된 유산균의 생육 가능 범위 설정

Ÿ 선발된 유산균의 probiotics로서의 특성

Ÿ CLA 생산 최적화 조건 설정

기능성 미생물 소재의 유전

체분석을 통한 잠재적 기능

성 및 안전성 평가 및 우수

균주 선별

Ÿ 우수발효균주의 선발 : 독소 유전자, 항생제 내성 저항성 유전

자 분석을 통한 균주 선별

Ÿ B. licheniformis 2종의 유전체 구조 분석 및 유전체 비교 분석

Ÿ 청국장제조를 통한 mRNA 발현 비교

Ÿ n vitro translation에 의한 proteases효소의 발현 및 기능성

확인

Ÿ 전통장류 유래 B. lichenoformis의 next generation

sequencing(NGS)를 이용한 유전자 분석

우수 기능성 미생물 소재를

이용한 고부가가치 기능성

장류 제품 개발 및 기능성

평가

¡ 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기

능성 장류 제품 개발

Ÿ 기능성 미생물 이용 단 발효 및 청국장 발효특성 연구

Ÿ 기능성 미생물 이용 고추장, 시제품 생산 및 마케팅

¡ 우수 기능성 미생물 소재 및 이를 이용한 고부가가치 장류제

품의 기능성 효능 검증

Ÿ 아토피 피부염에 대한 전통장류 유래 기능성 미생물 소재 효

능 검증을 위한 영상이미지 도출

Ÿ 실험동물모델에서 전통장류 유래 기능성 미생물 소재가 아토

피 피부염에 미치는 영향 실험
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

3차년도 2015

전통장류 유래 기능성 미생

물 소재의 탐색 및

Microflora 분석을 통한 전

체 발효균 총 분석

¡ 전통장류로부터 GABA(뇌기능촉진/항비만)을 고생산 효모의

분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로 적용

Ÿ 천연 식물 소재를 사용한 와인, 음료, 장류 등에 선발된

GABA 생성 유용 효모를 적용함.

Ÿ 발효식품 적용을 위한 GABA 고생산 효모의 적정 접종량, 최

적 발효 온도, 시간 설정

Ÿ 유용 효모 적용에 따른 발효식품의 GABA 생성량 확인

전통장류로부터 유용 박테

리오파지의 분리·동정 및

유전체학적 특성 규명

¡ 박테리오파지 genome의 bioinfor matics 분석과 식품에의 적

용 시험선택된 유용 박테리오파지의 sequence analysis

Ÿ 액체배지에서 유용 박테리오파지의 대상균주에 대한 증식 억

제 능력 확인

Ÿ 청국장에서 타겟 유해미생물에 대한 제어시험

전통장류 유래 미생물의 기

능성 탐색을 통한 고부가가

치 우수 유산균 및 효모 발

굴

¡ 전통장류로부터 c9,t11(항산화/항암) 및 t10,c12(항비만/면역증

강) 고 생산 유산균 분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로

적용

Ÿ 선발된 유산균으로부터 CLA를 생성하는 linoleic acid

isomerase 효소 정제 및 특성 분석

Ÿ 선발된 기능성 유용 CLA 고생산 유산균의 발효식품 적용

기능성 미생물 소재의 유전

체분석을 통한 잠재적 기능

성 및 안전성 평가 및 우수

균주 선별

Ÿ 우수 발효 균주 20종 선별

Ÿ 산업용 용도의 Bacillus subtilis 1종, B. licheniformis 1종의

유전체 구조 및 주요 유전자에 대한 염기 서열의 변이 비교.

Ÿ 3년간 얻어진 각 균주 유전체 지도의 비교

Ÿ 청국장제조를 통한 mRNA 발현 비교 (Transcriptome 분석).

Ÿ 산업체 사용을 위해 선발한 6종의 Bacillus 유전체의

transcriptome 결과를 바탕으로 장류 제조 조건에서 유전자

발현지도의 작성

우수 기능성 미생물 소재를

이용한 고부가가치 기능성

장류 제품 개발 및 기능성

평가

¡ 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기

능성 장류 제품 개발

Ÿ 기능성 미생물 소재(메주)이용 된장/간장 숙성 연구

Ÿ 기능성 미생물 소재(메주)를 이용한 된장/간장 시제품 생산

및 마켓팅

¡ 우수 기능성 미생물 소재 및 이를 이용한 고부가가치 장류제

품의 기능성 효능 검증

Ÿ 면역증진에 대한 전통장류 유래 기능성 미생물 소재 효능 검

증

Ÿ 실험동물모델에서 전통장류 유래 기능성 미생물 소재가 면역

증진에 미치는 영향 실험
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코드번호 D-04

가. 기능성 식품 관련 국내 기술수준

¡ 선진국 기술대비 국내 downstream 기술은 60% 이상의 수준을 보유하고 있으며 반면에 upstream 기술, 
핵심기술에서는 20~30% 수준에 머무르고 있어 건강기능식품 소재 산업의 국제경쟁력이 매우 취약함을 

나타내고 있음, 현재 건강기능식품 신소재 개발을 촉진하기 위해서  다양한 기반 기술 및 평가기술, 대량

생산공정 기술의 개발이 시도 되고 있음. 

¡ 2009년도 지식경제부의 보도 자료에 의하면 국내의 건강기능성 식품의 안전성 및 기능성 평가를 위한 동

물실험 및 인체 시험 관련 인프라가 매우 취약한 상태이며, 기능별 인체시험 항목개발 및 바이오마커 개

발 기술의 분야도 최고기술 보유국대비 기술이 비교적 취약한 것으로 보고 되어있음. 따라서 이러한 기반 

기술의 활발한 연구가 필요한 시점임.
< 2009년 기능성 식품 소재기술의 선진국대비 국내 현황>

핵심요소기술

최고기술 보유국 

대비 기술 수준 (%)

2009년 2017년

기능성 소재

l 식용자원유래 기능성분 신속 검출기술 60 90

l 기능성분 검출용 Biosensor 및 chip 기반기술 50 80

l 식품유래 기능성분 규명 및 분석 기술 70 100 (2015)

l 기능성 성분의 체내 전달 및 방출 조절기술 50 70

l 식품성분의 나노 입자화 제조기술 70 90 (2015)

개인 맞춤형 

식품

l 식품의 기능성 평가모델 개발 60 80 (2015)

l 평가기능별 바이오마커 개발 60 90 (2015)

l 유용성분의 안정성 및 생체이용률 증진기술 50 70

l Nutrigenomics 기반 기술 50 80 (2015)

l 맞춤형 식단 개발 및 영양서비스 모형 구축 60 80

천연 첨가물 

및 대체식품 

소재

l 발효 및 효소처리 기반 식품 신소재 제조기술 70 90

l 천연 식품첨가물 제조기술 60 80

l 식품소재용 분자구조 제조기술 50 70 (2015)

l 식품첨가물 대체물질 제조기술 40 60 (2015)

l 농축산 식품부산물 고부가가치화 기술 70 90 (2015)

[자료 : 2009 신성장동력 기술로드맵 , 지식경제부]

제2장 국내외 기술개발 현황
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<생명공학관련 국내 기술 현황 분석 1-1>

생명공학 

기술
주요 기술 사항 외국 기술 수준 국내 기술 수준

항산화/항 

염증소재 

기술

▸염증 관련 싸이토카

인 발현 및 라디컬 생

산 소거 반응 검사

▸세계적으로 항산화, 항염증 소

재에 대한 치열한 경쟁

▸일반 기술은 보유하고 있으나 스케일 및 자동

화에서 경쟁력 약함

독성 검사

▸기능성 식품으로서

의 안정성 검사

▸일반 독성 실험 및 

특수 독성 실험

▸Toxicogenomics 

및 microarray 활용 

기술 개발 활발

▸프로바이오틱스는 GRAS 균주이나 아급성 차

원의 독성 실험을 통하여 안정성 확보

균주활성 

소재 안전화 

기술

▸생균의 안정성 유지

▸유효성분의 안정화

▸유럽과 일본 등에서 제품관련 

안정화 기술이 우수함

▸유산균 캡슐화를 이용한 안정화 기술력이 선

진국 수준에 도달.

▸소재의 안정화 기술은 계속적인 연구가 필요

함

생물전환기술

▸Bio-생물전환기술

▸생체분자대사공학기

술

▸생물촉매응용기술

▸생물반응기기술

▸분리정제기술

▸효소고정화기술

▸효소활성 증대 및 안정성 증가

를 위해 무작위 변이기술, 방향성 

분자 진화기술, DNA shuffling 기

술 등을 이용한 효소 개량 원천 

기술을 개발 중.

▸선진국의 경우 자국의 생물 관

련 산업의 육성과 보호를 위하여 

미생물을 체계적으로 이용하고자 

하는 연구가 본격적으로 이루어

지고 있음.

▸경쟁력 강화와 차별화를 위하

여 신기술 개발과 현 공정의 혁

신으로 나누어 동시에 기술 발전

을 진행.

▸전 공정을 대상으로 체계적인 

장기 대형 프로젝트를 진행하고 

있음.

▸유럽, 특히 네덜란드의 경우 생

물전환기술을 이용하여 볏짚, 계

분과 같은 농축 부산물을  미생

물로 발효시켜 버섯 재배용 

compost를 제조 버섯의 생산량

을 증진 시킨 연구결과가 보고된 

바 있음

▸생물전환 기술을 이용한 기능성 증진 소재의 

개발 분야에 중점적으로 연구를 진행.

▸홍삼 발효를 이용한 혈당 저하와 감초의 글리

시리진, 인삼의 진세노사이드, 콩의 이소플라본, 

첨마의 게스트린 등과 같은 배당체들이 발효공

정을 통하여 비당체 형태로 전환되어 흡수력 증

진과 생리활성 증진효과 등을 나타낸다는 연구

결과가 일부 보고되어 있음.

▸최근에는 생리활성성분을 함유하고 있는 다양

한 농산물 원료를 발효 처리하여 생리활성성분

을 강화시키거나 새로운 신규대사물질을 얻고자 

하는 연구와 농산물 폐기물(농축산 부산물, 음식

물 쓰레기, 축산 분뇨 등)의 고부가가치화 관련 

연구가 활발히 진행되고 있음.

항당뇨관련 

소재화 기술

▸혈당 조절 기능성 

물질 탐색 기술

▸국내 자생 당뇨 소

재의 표준화 기술

▸당뇨 표적 유전자 

탐색 기술

▸기능 물질별 제형 

다양화 기술

▸당뇨 소재 

DB/library구축

▸오믹스 활용 기술

▸글로벌 식품 회사의 경우복합 

기능성 식품 개발이 할발.

▸당의 체내 흡수를 지연시키는 

수용성 식이섬유(해조류, 곡류, 

채소류 소재)에 대한 연구가 진

행.

▸당뇨 유발에 관여하는 여러 타

켓 유전자를 판별하는 연구가 진

행 중임.

▸SNP과 식이 요인과의 상관성

을 규명하여 개인 맞춤 식품 개

발 연구 진행 중.

▸만성질환 예방 및 관리에 관한 건강기능식품

개발에 주력.

▸혈당조절 기능성 원료에 대한 연구는 활발히 

이루어지고 있으나. 근본적으로 인슐린 저항성이

나 인슐린 민감도를 증진시킬 수 있는 소재 개

발은 미비한 실정으로 계속적인 연구가 필요함.

맞춤 영양을 위한 소재 개발 연구는 아직 미약

한 수준임.

▸항당뇨 관련 소재가 식물분야로 치중되어 있

어 다양한 소재에 대한 연구가 필요함.

▸해외에서는 당뇨 소재에 관한 활발한 시장을 

선점하고 있으며, 해외 소재보다 기능성이 뛰어

난 신규 원료의 개발이 필요함.
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<생명공학관련 국내 기술 현황 분석 1-2>

생명공학 

기술
주요 기술 사항 외국 기술 수준 국내 기술 수준

Nutrigenomic
s

▸지노믹스 기술의 
식품영양 및 식품 
기능성 발현의 적용 
응용기술.

▸개인별 맞춤식이 
조절용 미래 적용 
기술 발전 예상.

▸비타민과 무기질 등 영양 
물질에 의한 영양 생리 관련 
유전자 발현 연구.

▸국내의 관련 연구자들이 활용할 수 있는 
시스템 구출 필요함.

Biomarker

활용 기술

▸기능성 및 생리 
활성의 효능을 
간단하고 신속하게 
측정할 수 있는 마커.

▸Biomarker 의 원천 기술 개발에 
집중.

▸한국인에게 특이한 마커 개발이 이루어지고 
있으나 대부분 외국 키트 활용.

▸한국인 특유의 바이오마커 개발 연구가 필요함

염증성 장   
질환

▸염증성 장 질환의 
발병

기전.

▸염증성 장 질환의 
병태

생리.

▸염증성 장 질환의 
약물

치료.

▸염증성 장 질환의 
진단

기준. 

▸일본의 경우 대장암의 유전자 
표지자 탐지,   대장 점막 면역.

▸염증성 장 질환에서의 
대식세포의 역할.

▸염증성 장   질환의 진단기준, 
염증성 장 질환의 약물치료 등에 
대한 연구가 진행.

▸국내의 경우 국제백신연구소에서 염증성 장 
질환에 대한 진단기준 및 염증성   장 질환의 
치료 경향, 약물 치료 방법에 대한 연구 진행 중.

▸프로바이오틱스 유산균과 장내세균 및 
면역체계와의 상호 작용 연구 진행되고   있으나 
체계적인 연구가 현재 부족함.

▸염증성 장 질환 개선용 다양한 유산균주의 
선발과 그 효능의 검증에 대한 연구가   필요함.

▸염증성 장 질환의 생물학적 치료 방법에 대한 
연구와 염증성 장 질환에 대한   기초 연구 및 
임상연구의 계속적인 연구가 필요함 .

프로바이오틱
스   종균 
분석 기술

▸발효산물 

▸효소 

▸유전자 분석

▸국가별 종균이 특성화.

▸다양한 종균개발.

▸Real time on line 분석기술 
개발. 

▸버섯 균사체, 비피더스 등의 분야   성장.

▸다수의 균주를 신속히 검색 및 동정하는 기술 
발전 필요.

프로바이오틱
스에   의한 

스트레스 
호르몬 조절

▸프로바이오틱스의 
스트레스 호르몬 
부착능 및 분해능

▸스트레스 호르몬이 장내 
유해균의 활성화를 유도함을 
규명.

▸프로바이오틱스를 이용하여 스트레스 호르몬을 
제거와 관련된 연구가 주로 이루어   지고 있음.
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<생명공학관련 국내 기술 현황 분석 1-3>

생명공학 

기술
주요 기술 사항 외국 기술 수준 국내 기술 수준

프로바이오틱
스 효능 평가 

기술

▸장내 균총 분석

▸유해물 분석

▸염증분석

▸장내 면역 및 대장암 
분석

▸미국 등에서는   주로 유전적 
요인에 의한 장 관련 질환에 대한 
연구가 매우 활발

▸프로바이오틱스의 작용 기작 연구

▸장내 균총   및 장 세포 및 조직 분석 연구.

▸각종 면역반응   관련 연구.

▸프로바이오틱스   유산균을 이용한 과민성 장 증상 
저감화 연구진척.

▸전통발효식품으로부터 프로바이오틱스 소재의 탐색 
연구.

프로바이오틱
스 지노믹스

▸프 로 바 이 오 틱 스 에 
대한 전체 유전자 해석 
기술

▸미국과 유럽   등에서 대단위 
연구비 투입.

▸대부분 인터넷 상에 공개.

▸공개되는 정보를 신속히 활용하는 단계.

프로바이오틱
스   관련 
제품화 및 
제품 제조 

기술

▸소비자의   다양한 
요구에 맞추어 안정성 
과 기능성 관능성을 
만족시켜야 함

▸일본의 제품   제조 기술과 
기동력이 우월함.

▸바이러스에   대한 면역을 
높여준다는 Bacillus coagulant 
strain (Ganeden Biotech)으로   
피자 크러스트를 만들고“Naked 
Pizza"라고 명명.

▸셀 바이오텍(주), 비피도(주), 렉스진바이오텍(주), 
뉴팜(주) 등의 기업에서 생산라인 구축완료.

▸치즈유청의   생리활성 펩타이드와 
프로바이오틱스를 이용한 인스턴트 건강음료의 
개발연구.

▸수입품 선호   극복을 위한 브랜드 파워 제고가 
필요함.

▸다 기능성   프로바오틱스 소재 개발이 필요함.

제품제형연구
▸분말, 과립, 정제, 
페이스트   상 등

▸일반적 기술임

▸국내에서도   일반 기술임

▸수분 및   산소 내성 조절 향상이 필요.

고농도 배양   
및 발효기술

▸환경 영양인자   및 
발효 조건 조절 기술

▸덴마크와   독일 등 배양기술 기밀 
유지

▸발효 조절   기술력우수.

▸성공적 수입   대체.

▸수출 전환   필요.

나. 건강기능식품 관련 특허 및 산업동향 분석

1) 특허분석

¡ 건강기능식품 소재화 기술 관련 연구 및 이를 응용한 활용기술에 대한 해외특허는 1991년부터 최근

까지 총 4,456건이며 2000년대 초반 이후 300건 이상 출원되는 것으로 보아 꾸준하게 성장하고 있는

추세임.

< 건강기능식품 소재화 기술 분야 해외특허 연도별 출원 및 등록 현황>

[출▸처 : 건강기능식품 연구 및 기술개발 동향 보고서, 2012] 
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[출처 : 건강기능식품 연구 및 기술개발 동향 보고서, 2012]  

¡ 특허등고선을 통해 관련 주요 연구 분야 및 기술 분야를 살펴본 결과 건강기능식품의 포장 및 가공

과 관련한 특허와 소재 표준화기술과 관련된 특허가 큰 군집을 이루고 있으며, 또한, 유전적 차원에

서의 실험법 관련 특허가 비중을 차지하고 있음.

<건강기능식품 소재화기술 분야 해외 특허등고선>

2) 논문 분석

¡ 건강기능식품 관련 해외논문은 1991년대 초반부터 최근까지 꾸준한 성장추세를 유지하고 있으며, 현

재는 건강기능식품 활용 및 응용기술 개발 연구가 더욱 활발해지는 단계라는 것을 알 수 있음.

< 건강기능식품 관련 해외논문 연도별 발표 현황>

[출처 : 건강기능식품 연구 및 기술개발 동향 보고서, 2012]  
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<국외 건강기능식품 분야별 최다 연구 분야>

[출처 : 건강기능식품 연구 및 기술개발 동향 보고서, 2012] 

¡ 건강기능식품 관련 해외논문들은 주로 의학, 농학, 생물학 분야로 논물들이 발표되고 있으며, 주로

질병과 관련된 건강기능식품 섭취를 통한 질병의 예방과 관련된 연구를 주로 수행하고 있는 것으

로 예상됨.

¡ 국내의 건강기능식품 관련 연구 활동은 1992년대부터 본격적으로 시작되어 2006년 이후부터 급격히

증가하여 많은 관련논문이 발표되고 있음. 국내의 주요 대학교, 농촌진흥청, 한국식품연구원주도로

연구를 수행하고 있으며 관련논문 분야 또한 세계적인 연구 분야 동향과 유사한 농학, 의학, 생물학,

유전학, 분자생물학, 약리학, 독성학 분야를 주요하게 연구되고 있음.

< 건강기능식품 관련 국내논문 연도별 발표 현황>

[출처 : 건강기능식품 연구 및 기술개발 동향 보고서, 2012]
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[출처: Nutrition Business Journal, "NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report" (2010)]

[출처: Nutrition Business Journal, "NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report" (2010)]

3) 관련시장 및 산업동향 분석

¡ Nutrition Business Journal (NBJ, 2010)의 자료에 따르면 2000년 1,435억불 규모였던 세계기능성식

품시장은 높은 성장률로 2008년 2,697불 시장규모를 차지하였으며 지속적인 성장을 통해 2014년도에

는 3,973억불 시장을 형성할 것으로 전망됨

< 연도별 세계기능성 식품 시장 현황>

¡ Nutrition Business Journal의 국가별 건강기능식품 매출액 현황 자료에 따르면 2008년 기준으로 미

국의 매출액이 약 1,017억 달러로 가장 큰 시장규모였으며, 다음으로 서유럽 (약 762억 달러), 일본

(약 382억 달러) 등 선진국들 시장규모가 80% 이상임.

< 2010년 국가별 기능성식품 시장현황 (전체 2,697억불)>

¡ 식품의약품안전청의 자료에 의하면 국내 건강기능식품 생산액은 08년 8,031억 원(11%), 09년 9,598억 원

(19%), 10년 10,671억 원(11%), 11년 13,682억 원(28%), 12년에는 14,091억 원으로 ’11년 대비 3% 증가하
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[출처 : 식품의약품안전청]

였음. 또한, 건강기능식품 수출액은 08년 514억 원 (49%), 09년 415억 원(-19%), 10년 460억 원(11%), 11

년 556억 원(21%), 12년에는 584억 원으로 11년 556년 보다 5% 가량 소폭 증가 함.

< 연도별 건강기능식품 생산 및 수입실적 추이 (단위 : 백만 원)>

¡ 국내 건강기능식품 시장은 선진국에서 보다 소비가 활성화된 모습을 보이고 있어 선진국에서 높은

성장률을 지속하는 일종의 선진국형 시장으로 파악되며, 글로벌 의약 시장의 경우 5% 수준, 화장품

시장의 경우 4% 수준의 성장률을 보이는 것과 비교하여 건강기능식품 시장의 성장세는 상당히 높

은 것으로 판단됨. 또한, 소득 수준의 향상과 더불어 최근에는 중국과 인도, 브라질 등 신흥 개발국

에서도 건강기능식품에 대한 수요가 크게 높아지는 추세이기 때문에, 글로벌 차원에서 주목할 만한

잠재력을 지닌 시장으로 평가되고 있음.

다. 건강기능식품관련 연구 개발동향

가) 국외 개발 동향

¡ 미국, 유럽, 일본, 등의 선진국에서의 식품산업 관련기술은 단순한 식량 확보 차원이 아닌 노화억제,

장수, 안전, 건강수명 연장 관련 식품을 발전 가능성이 높은 분야로 보고 이들 식품개발을 위한 식

품생명공학 기술 개발에 연구역량을 집중하고 있음.

¡ 21세기 게놈 프로젝트 (genome project) 완성이후 이들 유전자 정보를 활용하는 genomics를 시작으

로 transcriptomics, proteomics, metabolomics까지 다양한 '오믹스' 기술들을 한 번에 분석할 수 있
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는 high-throughput data analysis 등의 생명공학 첨단기술을 식품분야와 연관시켜 식품

phytochemical 과 인간유전체간 관련성, 영양 관련 질병 제어 및 맞춤형 처방 분야로 응용하려는 연

구가 핵심 연구 분야로 부상 중임.

¡ 미국과 유럽을 중심으로 국제협력 컨소시엄들이 활발하게 구축되어 건강기능식품의 발전이 느린 나

라들과 공동연구를 통해 선진화된 기술의 공유 및 국가적 차원의 공동연구가 활발하게 이루어지고

있음.

¡ 세계 주요 선진 국가들은 자국의 식품산업을 육성하여 고부가가치와 고용을 창출하고, 국제 경쟁력

확보를 통한 수출확대를 적극 지원하는 등 식품산업의 새로운 가치에 주목하고 있음.

¡ 특히 건강기능식품, 편의식품, 전통식품(ethnic food) 등 세계 소비자의 욕구에 부합되는 상품이

새로운 가치를 지닌 상품으로 부상하고 있음.

¡ 미국의 경우 맞춤형 식품산업의 중요성을 인식하고 2002년부터 맞춤영양에 대하여 산업화를

시도하고 있음.

¡ 미국은 Genaissance 회사를 중심으로 사람의 SNP(Single Nucleotide Polymorphism)를 분석하여

맞춤형 비타민을 중심으로 환자 영양보충식이를 개발 연구를 수행하고 있음.

나) 국내 개발동향

¡ 미국과 일본 등 선진국은 매년 10% 전후의 성장 발전으로 세계 기능성식품시장은 제약 및 화장품

시장보다 급성장하고 있음에도 불구하고 국내 건강기능식품의 시장규모는 유사산업인 제약시장과

비교할 때 상대적으로 낮은 수준의 시장이 형성되어 있음

¡ 국내 기능성 식품산업은 90년대 시장 도입기에 진입, 2002년 건강기능식품법 제정으로 세계 속의 기

능성 식품 시장에 진입하는 제도적 장치를 마련하여 2006년 초기 성숙기에 진입하였으나 타 국가에

비해 연구개발이 미진한 실정임.

¡ 최근에는 전통발효식품의 고부가가치화 연구가 활발히 진행되고 있으며 연구개발을 통한 전통발효

식품의 우수성 규명, 기능성 증진기술, 제품의 표준화를 위한 지표물질 등의 설정 등에 관한 연구

진행 중임

라. 고부가가치 식품관련 기술/특허 동향

1) 세계 동향

¡ 고부가가치 식품분야의 대상 특허(2000.1~2012.6)는 전체 17,931건으로 그중 일본이 40%, 미국 23%

유럽 5%로 정도를 차지하고 있으며, 국가·연도별 출원은 전반적으로 감소하는 추세이며, 한국의

34%로 2007년 이후 다소 출원이 증가하는 것으로 나타남.
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<고부가가치 식품분야의 국가·연도별 출원동향>

[출처 : 2013년 중소기업 기술로드맵, 중소기업청]

2) 국내 동향

¡ 국내의 고부가가치 식품분야의 출원건수는 연도별로 증가, 감소, 증가 추이를 반복하면서 최근에는

증가추이를 보이고 있으며, 주로 개인이나, 대학, 연구소, 공공기관 중심으로 관련 기초 연구가 수행

되는 수준임.

< 연도별 국내 출원 동향 및 연도별 내국인/출원인 출원 비율>

[출처 : 2013년 중소기업 기술로드맵, 중소기업청]
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마. 건강기능강화 전통식품 관련 기술/특허/시장 동향

1) 세계동향

¡ 건강기능강화 전통식품 제품의 대상특허는 전체 627건으로 한국이 493건으로 가장 높은 점유율을

보이고 있으며, 일본 96건, 미국 34건, 유업 4건으로 주로 한국이 타국 가에 비해 특허출원 활동이

매우 활발하며, 2006년부터 계속적으로 관련특허가 증가하고 있음.

<건강기능강화 전통식품 제품의 국가별 연도별 특허출원동향>

[출처 : 2013년 중소기업 기술로드맵, 중소기업청]

¡ 세계 각국은 자국의 고유음식을 세계화하여 경쟁력을 증대하고자 많은 투자와 R&D 연구를 수행하

고 있음.

¡ 일본의 경우 연간 일본은 연간 1회 이상 日食을 먹는 사람을 6억 명(2005년 기준)에서 2010년까지

12억 명으로 증가시킨다는 일식인구 배증계획을 추진하고 있음.

¡ 태국은 2004년부터 태국음식 세계화 추진본부인 ‘키친 오브 더 월드’를 통해 태국음식 세계화를

강력하게 추진 중임.

¡ 세계 각국은 주요 장수지역에서 건강식품을 발굴하여 미래식품 개발의 핵심소재로 이용하고자

많은 연구를 수행하고 있으며, 특히 장수지역으로 알려진 불가리아, 안테스 산맥, 이탈리아의

사르데니아, 그리스의 산토리니, 일본의 오끼나와 등에서 전통식품에 대한 연구를 수행 하고

있음.

¡ 특히 일본의 경우 일정한 맛과 품질을 확보하기 위해서 오래 전부터 목적에 맞는 미생물을

식품으로부터 분리 하여 발효에 이용해 오고 있음.

¡ 세계적인 식품기업인 네슬레는 맞춤형 식품 등 미래 핵심 산업을 선점하기 위해 세계의 건강식품

연구에 막대한 자금을 투자하여 기술 및 상품에 대한 우위를 점하기 위해 노력 중임.
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2) 국내 동향

¡ 국내의 경우 2010년도 이후 건강기능성화 전통식품 특허가 큰 폭으로 증가하고 있으며, 대학/연구소

/공공기관이 중소기업과 대기업보다 활발한 특허출원 활동을 하고 있는 것으로 보이며, 주로 기초연

구분야에 중점적으로 연구를 진행하고 있어 대기업과 관련 산업계와의 공동연구를 통한 개발한 건

강기능강화 전통식품과련 특허의 산업화 연구가 필요한 실정임.

<연도별 국내 특허출원동향 및 연도별 내국인/출원인 출원비율>

[출처 : 2013년 중소기업 기술로드맵, 중소기업청]

¡ 국내의 경우 일본의 오끼나와, 이탈리아의 사르데니아 등과 구곡순담(전라남도의 구레, 곡성, 전라북

도 순창 및 담양)으로 대표되는 장수 벨트를 선정하여 전통발효식품 산업을 육성하고 있음. 또한 국

내의 장류, 김치류, 주류 등이 세계적인 건강식품으로 인식되면서 이들 분야에 대한 지자체간의 산

업화 경쟁이 본격화 되고 있음.

3)시장 동향

¡ 전통발효식품에 생명공학 기술접목을 통해 단일 기능성 성분 제품이 아닌 두 가지 이상의 기능성

역할을 할 수 있는 제품개발연구가 중점적으로 진행되고 있으며, 관련 시장 또한 과거 단일 기능성

성분 제품에서 복합 기기능성을 가진 제품이 개발되고 있음.

< 건강기능강화 전통식품 시장 현황 및 전망 (추정치)>

(단위 : 억 원/추정치)

[출처: 식약처, 2011 식품 및 식품첨가물 생산실적 분석결과(2012), Mintel, 에스닉푸드 시장현황(2011)]
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코드번호 D-05

○ 연구개발 추진전략 및 방법

가. 추진 전략

¡ 본 연구팀은 연구목표를 중심으로 4개의 핵심연구과제로 구분하였으며, 연구개발 목표 및 결과를

유기적으로 공유함으로써 기능성 미생물 소재 탐색 및 효능 평가 모델을 구축하고 이를 이용한 고

부가가치 기능성 상품(전통장류발효식품) 개발하고자 함.

[연구 개발 추진 전략]

¡ 제1세부과제 및 협동과제 간의 융합연구와 연구결과 연계 및 공유를 통하여 최종목표를 달성하기

위한 시너지 효과를 극대화함.

제3장 연구수행 내용 및 결과
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¡ 참여기관 간 세부과제 간 연계전략 : 전북대학교에서는 유용효모와 유산균, 곰팡이, 파지 관련 분야

를 특화하여 관리하고, 발효미생물관리센터에서는 유용세균에 대한 특화, 그리고 전북대에서 분리 동

정 한 유용효모와 유산균, 곰팡이, 파지를 통합관리하고, (농)순창장류(주)에서는 산업화가능성 균

주에 대한 실증연구를 통해 고부가 제품을 생산, 원광대학교에서는 고부가 제품 또는 유용미생물

자체에 대한 In vivo 기능성평가를 전담함으로서 초기 장류제품에서 미생물을 분리 동정 In vitro 평

가 ⇒ 균주실증 ⇒ in vivo 평가 ⇒ 산업적 적용(산업용 균주 DB 구축)까지 종합적 토착미생물 산업화

시스템 구축이 가능

나. 연구개발 추진 체계

¡ 전통장류발효식품으로부터 기능성 미생물을 탐색 및 분리하여 기능성 미생물을 소재화 및 자원화

하여 고부가가치 전통장류 발효식품개발 및 기능성 유용유전자를 발굴·활용하기 위해 세부적으로

6개의 연구 과제를 구성하여, 각 세부과제의 최종목표를 달성하기 위한 일련의 과정을 체계적으로

구축하여 우수한 연구성과를 도출함.
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¡ 본 연구과제는 기능성 미생물 소재의 탐색 및 효능 평가와 이를 이용한 고부가가치 전통장류제품

개발로 구분하여 연구개발을 추진하며, 1차년도는 기능성 미생물 소재의 탐색 및 전통장류의 발효

균총분석, 미생물 유전체 및 전통장류 유래 박테리오파지 연구의 기반기술 확립에 2차년도, 3차년

도에서는 기능성 미생물의 소재화 및 고부가가치 전통장류 발효식품의 산업화·실용화에 중점을

둠.

다. 사업추진팀 편성도

¡ 수행기관간 핵심역할과 업무 분장 및 연구원 배분 등이 명확하게 분장

¡ 본 과제의 목표달성을 위해 경험과 역량이 있는 책임급, 선임급 이상의 핵심연구 인력을 담당자로

연구개발팀이 구성되었으며, 과제간 연계협력 및 사업 진행 상황 점검을 위한 매월 정기모임과 필

요시 외부전문가 연계 회의 추진 예정

¡ 본 과제의 사업화, 제품개발, 디자인 마케팅 분야의 약점 보완을 위해 구축되어 있는 인프라 내의

‘외부 전문 연계기관‘에 제품개발과 산업화, 안전성, 제품디자인과 마케팅 전략 수립을 위한 전문기

관과 연계전략과 스토리텔링 등의 전략 수립 예정.

주 관 기 관 참여연구원 담당 기술개발 내용

전북대학교 산학협력단
총괄책임자(백상호)외

9명

- 전통장류 유래 유용미생물

  (유산균/효모) 분리·동정 

  및 그 특성(기능성/안정성)

- 우수미생물에 대한 

   DNA Work

참  여  기  관

(수행기간:13.11.20~16.11.19)

참  여  기  관

(수행기간:13.11.20~16.11.19)

참  여  기  관

(수행기간:13.11.20~16.11.19)

(재)순창군

발효미생물관리센터

원광대학교 산학협력단

(대사성질환연구소)
(농)순창장류(주)

참 여 연 구 원 참 여 연 구 원 참 여 연 구 원

개발책임자(정도연)외

9명

개발책임자(박성훈)외

3명

개발책임자(오병현)외

6명

담당 기술개발 내용 담당 기술개발 내용 담당 기술개발 내용

- 전통장류 유래 기능성 미생물 

소재 탐색(세균, 곰팡이)

- 전통장류의 미생물 균총 분석

- 미생물 분리/동정

- 미생물의 기능성분석

  (항비만, 혈전용해, 항산화)

- 확보된 우수균주의 종균화 

및 미생물 소재화

- 미생물 DB구축

- 박테리오파지 분리·동정 및 

그 특성(기능성/안정성)

- 선별 균주의 기능성 및 안전성 평

가

- 시제품의 in vivo/vitro 평가

  (면연증진, 아토피저감, 항비만 

효능)

- 기능성 장류 시제품 개발

(청국장, 된장, 고추장)

- 개발제품의 일반성분 분석

- 유통, 안정성 평가

- 시제품 포장디자인 및 

홍보

위 탁  기  관

(수행기간:13.11.20~16.11.19)
참여연구원 담당 기술개발 내용

전북대학교 산학협력단
개발책임자(김광표)외

2명

- 박테리오파지 분리·동정 및 

그 특성(기능성/안정성)
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○ 연구개발 추진일정

연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 추 진 일 정
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1차년도

(2013)

전통장류 유래 기능성

미생물 소재의 탐색

및 Microflora 분석을

통한 전체 발효균 총

분석

전통장류발효식품으로부터 세균, 곰

팡이 분리/ 동정

분리균주의 기능성 분석/ 특성 분석

전통장류 발효식품의 메타지노믹스

분석을 통한 전체 발효균총 분석(1

건)

선별한 기능성 미생물 소재에 대한

특성 및 기능성에 대한 데이터베이

스 구축 및 분양 시스템 확립

전통장류로부터 유용

박테리오파지의 분리·

동정 및 유전체학적

특성 규명

박테리오파지의 분리

박테리오파지 대량 생산 방법 확립

전통장류 유래 미생물

의 기능성 탐색을 통

한 고부가가치 우수

유산균 및 효모 발굴

수집된 전통장류로부터 분리된 효

모를 대상으로 GABA 생성 균주

스크리닝

선발된 GABA 고생산 효모의 동정

수집된 전통장류로부터

분리된 유산균을 대상으로 CLA

생산 유산균 1차 분리

CLA 생산 유산균의 그 함량 정량

적 비교 분석

기능성 미생물 소재의

유전체분석을 통한 잠

재적 기능성 및 안전

성 평가 및 우수 균주

선별

전통장류로부터 혈전 용해 활성이

우수한 균주 선발(10종)

선발 균주 2종의 NGS기법을 이용한

유전체 구조 분석 및 유전체 비교

In vitro translation에 의한 혈전 용

해 효소의 발현 및 활성 비교

B. lichenifirmis의 Multi-Locus

Sequence Typing(MLST)에 의한

분석

청국장제조를 통한 mRNA 발현 비

교(표준균주 : 선발균주)

우수 기능성 미생물

소재 및 이용한 고부

가가치 기능성 장류

제품 개발 및 기능성

평가

기능성 미생물 이용 단 발효 및

청국장 발효특성 연구

비만에 대한 전통장류 유래 기능성

미생물 소재 효능 검증을 위하여

동물 실험 실시

동물 실험에 대한 동물 영상장비

활용하여 지방 영상 분석
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연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 추 진 일 정
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2차년도

(2014)

전통장류 유래 기능

성 미생물 소재의 탐

색 및 Microflora 분

석을 통한 전체 발효

균 총 분석

전통장류발효식품으로부터 세균,

곰팡이 분리/ 동정

분리균주의 기능성 분석/ 특성 분

석

전통장류 발효식품의 메타지노믹스

분석을 통한 전체 발효균총 분석

(1건)

선별한 기능성 미생물 소재에 대

한 특성 및 기능성에 대한 데이

터베이스 구축 및 분양 시스템

확립

전통장류로부터 유용

박테리오파지의 분리·

동정 및 유전체학적

특성 규명

TEM, SDS-PAGE 및 제한효소

처리

One step growth curve

Host range 분석

Genome sequencing

전통장류 유래 미생

물의 기능성 탐색을

통한 고부가가치 우

수 유산균 및 효모

발굴

선발된 GABA 고생산 효모의 생

육조건, 특성분석

효모 GABA고합성 조건 확립

분리된 유산균을 대상 active

CLA 생성 비율 검토 및 선발

선발된 유산균 동정, 형태학적,

생리적, probiotics 특성 분석

기능성 미생물 소재

의 유전체분석을 통

한 잠재적 기능성 및

안전성 평가 및 우수

균주 선별

우수발효균주의 선발

B. licheniformis 2종의 유전체 구

조 분석 및 유전체 비교 분석

청국장제조를 통한 mRNA 발현 비

교

in vitro translation에 의한

proteases효소의 발현 및 기능성

확인

전통장류 유래 B. lichenoformis

의 next-generation sequencing

(NGS)를 이용한 유전자 분석

우수 기능성 미생물

소재를 이용한 고부

가가치 기능성 장류

제품 개발

기능성 미생물 이용 단발효

및 청국장 발효특성 연구

기능성 미생물 이용 고추장 시제

품 생산 및 마켓팅

우수 기능성 미생물

소재 및 이용한 고부

가가치 기능성 장류

제품의 기능성 평가

아토피 피부염에 대한 전통장류

유래 기능성 미생물 소재 효능

검증

실험동물모델에서 전통장류 유래

기능성 미생물 소재가 아토피 피

부염에 미치는 영향 분석
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연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 추 진 일 정
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3차년도

(2015)

전통장류 유래 기능성

미생물 소재의 탐색

및 Microflora 분석을

통한 전체 발효균 총

분석

전통장류발효식품으로부터 세균, 곰

팡이 분리/ 동정

분리균주의 기능성 분석/ 특성 분

석

전통장류 발효식품의 메타지노믹스

분석을 통한 전체 발효균총 분석

(1건)

선별한 기능성 미생물 소재에 대

한 특성 및 기능성에 대한 데이터

베이스 구축 및 분양 시스템 확립

전통장류로부터 유용

박테리오파지의 분리·

동정 및 유전체학적

특성 규명

Sequence analysis

액체배지에서 박테리오파지의 유해

균 증식억제 연구

식품에서 박테리오파지의 유해균

증식억제 연구

전통장류 유래 미생물

의 기능성 탐색을 통

한 고부가가치 우수

유산균 및 효모 발굴

GABA고생산 효모를 사용한 발효

식품 적용

유산균으로부터 CLA 생성 효모

정제 및 특성 분석

CLA고생산 유산균을 사용한 발

효식품 적용

기능성 미생물 소재

의 유전체분석을 통

한 잠재적 기능성 및

안전성 평가 및 우수

균주 선별

우수 발효 균주 20종 선별

유전체 구조 및 주요 유전자에 대

한 염기 서열의 변이 비교

청국장제조를 통한 mRNA 발현 비

교 (Transcriptome 분석)

산업체 사용을 위해 선발한 6종의

Bacillus 유전체의 transc riptome

결과를 바탕으로 장류 제조 조건

에서 유전자 발현지도의 작성

우수 기능성 미생물

소재를 이용한 고부

가가치 기능성 장류

제품 개발

기능성 미생물 소재(메주) 이

용 된장/간장 숙성 연구

기능성 미생물 소재(메주)를 이용

한 된장/간장 시제품 생산 및 마케

팅

우수 기능성 미생물

소재 및 이용한 고부

가가치 기능성 장류

제품의 기능성 평가

면역증진에 대한 전통장류 유래 기

능성 미생물 소재 효능 검증

실험동물모델에서 전통장류 유래

기능성 미생물 소재가 면역증진에

미치는 영향 분석
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1장 전통장류 유래 미생물의 기능성 탐색을 통한 고부가가치

우수 유산균 및 효모 발굴

제1절 전통장류로부터 GABA(뇌기능촉진/항비만)을 고생산 효모의

분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로 적용

가. 연구수행 내용 및 방법

1. 전통 장류 유래 효모 균주 분리

- 효모균주의 총체적인 분리 및 GABA를 고생성하는 효모 균주를 선발하기 위해 전통적인 방법으로

제조된 장류를 순창 고추장 마을의 오순이 대덕식품, 오복 전통고추장, 성가정 식품, 하늘마음 김성

숙 고추장을 포함한 4개 업체에서 제공받아 분석을 수행하였다. 수집된 시료 1 g을 멸균한 0.85%

NaCl 용액에 십진법으로 희석한 후, 희석된 현탁액은 세균의 증식을 억제하기 위해 항균제인

Penicillin-streptomycin solution (sigma)가 첨가된 YM agar (Difco) 배지에 도말하여 29oC에서

24-48시간동안 배양하였다. 이후 YM broth를 사용하여 계대배양 하였고, 순수 분리 배양(SCI,

single colony isolation)을 실시하여 각각의 효모 균주를 확보하였다. 균주의 보관을 위하여, 순수

분리된 효모 균주를 YM broth에 각각 배양한 후 40% (w/v) glycerol과 동량 혼합하여 –80oC에

보관하여 연구에 사용하였다.

2. GABA 생성 효모 분리를 위한 분석방법의 정립

2.1. GABA 정성분석을 위한 TLC 분석조건 확립

- GABA의 정성분석방법을 확립하기 위하여 TLC (thin-layer chromatography) 분석법을 검토하였

다. 표준물질로는 GABA (γ-aminobutyric acid)와 MSG (monosodium glutamate) (Sigma)를 사용

하였으며, 분석에 사용된 전개용매 조성은 N-Butanol:Acetic acid:Water (5:3:2, v/v)의 비율로 혼합

하여 사용하였다. 전개 용매의 경우, ninhydrin (0.4%, w/v)를 전개용매에 첨가함으로써 별도의 발

색반응 없이 건조만으로 발색을 유도하였다. 사용된 표준물질은 GABA와 MSG를 3차 증류수에 녹

여 2 mM의 농도로 제조하여 사용하였으며, 머크사에서 구입한 TLC Silica gel plate (20×20 cm,

Merck KGaA, Germany)에 0.7 mL씩 로딩하여 전개하였다. 전개가 완료된 TLC plate는 hot plate

위에서 5-10 분간 건조시킨 후, 전개용매 내 ninhydrin의 아미노산과 결합하여 발생되는 붉은색 계

열의 spot을 분석하였다.

2.2. GABA 정량분석을 위한 HPLC/ELSD 분석조건 확립

- ELSD (evaporative light scattering detector)는 증기화 광산란 검출기의 약자로서 HPLC (high

performance liquid chromatography) 분석시 사용하는 범용검출기이다. ELSD는 이동상은 증기화

시키고 증기화 되지 않은 분석물질 입자를 광 산란하여 검출하는 방법으로 이동상보다 비휘발성인

어떠한 화합물도 검출할 수 있어 매우 높은 감도를 제공하는 검출기이다. 특히, GABA의 HPLC 분

석의 경우 GABA 자체 발색단(chromophore)을 가지고 있지 않아 자체로 분석이 어렵기 때문에 반

드시 유도체화가 필요하나, 매우 번거롭고 정밀도가 떨어지기 때문에 사용이 어렵다. 그러나 ELSD

검출기의 경우에는 이러한 유도체화 같은 전처리 과정이 불필요하기 때문에 매우 유용한 방법이라

할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 GABA의 정밀한 정량 분석을 위하여 HPLC/ELSD (HPLC,
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Reaction mixture PCR condition

10×Taq reaction buffer 5 μL

dNTP mix(2.5 mM each) 4 μL 94oC, 5 min

Waters Co. US/ Waters 515 HPLC pump; ELSD, All tech ELSD 800) 분석방법을 검토하였다.

GABA 정량 분석에 사용된 칼럼은 Primesep 100 (SIELC) C18 역상칼럼을 사용하였으며 이동상은

acetonitrile (10%, v/v)에 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA)를 첨가한 등용매를 사용하였으며,

칼럼의 온도는 37oC를 유지하면서 1 mL/min의 유속으로 20 μL씩 주입하여 분석하였다.

2.3. Whole-cell 반응을 이용한 스크리닝법 확립

- GABA 합성 효모를 스크리닝하기 위하여 조효소액을 이용한 방법 및 GAD 효소활성을 이용한 방

법을 검토하였으나, GABA 합성반응을 확인하기 어려웠기 때문에 whole-cell 반응을 이용한 스크리

닝 방법을 검토하였다. Whole-cell reaction을 수행하기 위하여 분리균주를 전 배양 후 멸균된 YM

broth에 2% 접종하여 29oC에서 48시간 동안 배양하였다. 얻어진 배양액을 10,000 rpm에서 10분 동

안 원심분리하여 (1580 MGR, GYROZEN) 약 6 g/L의 효모 균체를 회수하였다. 회수된 효모 균체

를 멸균 3차 증류수로 3회 세척한 후, GABA 합성 활성 스크리닝을 위한 균체로 사용하였다. 사용

된 효모 균체의 수분함량을 측정한 결과, 약 76.7%로 나타났다. GABA 합성 활성을 측정하기 위한

whole-cell 활성 측정 반응은 기질액으로서 1% MSG를 첨가하였으며, 5% glucose를 첨가하였는데,

이는 이전의 연구에서 해양효모로부터 분리된 GABA 생산 효모의 경우 기질인 MSG 이외에도

glucose를 첨가하였을 경우 GABA 합성이 증가되는 경향을 보였기 때문에 본 연구의 whole-cell

활성 측정 시에도 5%의 glucose를 첨가하였다 (Masuda et al., 2008). MSG와 glucose가 함유된 기

질 반응액은 0.2 μm의 필터(Minisart RC4, Sartorius stedim)를 이용하여 여과 멸균하였다. 기질 반

응액은 균체 중량의 80% (w/v)로 계산하여 균체에 첨가하였다. 균질화된 혼합액은 37oC의 항온수

조에서 72시간동안 whole-cell 반응을 실시하였고, 80oC에서 15분 동안 가열하여 효모 균체의

whole-cell 반응을 정지시킨 후 10,000 rpm에서 10분간 원심분리를 하여 상등액을 회수하였다. 회수

된 상등액은 0.45 μm 필터 (Minisart NY 25, Sartorius stedim) 여과 후 분석 전까지 –20oC에 보

관하였다.

3. 선발된 GABA 고생산 효모의 동정

- 전통장류로부터 GABA 생성능이 확인된 103개 균주 중에서 52개 후보 균주에 대한 28S rDNA

region 염기서열 분석을 실시하였다. 구체적으로, colony PCR에 의하여 28S rDNA region을 증폭하

기 위하여 평판배지상에서 배양된 효모 균주를 TE buffer(10 mM Tris/1 mM EDTA, pH 8)에 현

탁 후 99oC에서 10분간 열변성에 의해 세포벽을 파괴시켰다. 원심분리 상등액을 각 균주의 genomic

DNA를 포함한 PCR 주형으로 사용하여 PCR을 수행하였다. 28S rDNA 염기서열 분석을 위해 사용

한 올리고뉴클레오티드 프라이머는 universal primer인 NL1(5'-GCATATCAATAAGCG

GAGGAAAAG-3')와 NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') 2가지의 primer를 사용하였으며,

PCR 반응은 PCR cycler Primus (Biorad)을 사용하여 수행하였다 (표 1). 염기서열분석은 ABI

PRISM 3730 DNA analyzer를 이용하였으며, 분석된 염기서열은 DDBJ/EMBL/Genbank

(http://www.ddbj.co.jp) 또는 NCBI (National Center for Biotechnology Information)의 GenBank

(http://ww.ncbi.nlm .nih.gov/Genbank)에 등록되어 있는 ribosomal DNA 유전자 염기서열과 비교

분석하였다. 또한, 각 균주의 계통분석을 위한 multi-alignment는 ClustalX program을 이용하였으

며 계통수 작성은 neighbor-joining method를 이용하여 작성하였다.

표 1. 전통장류 유래 GABA 합성 균주의 동정을 위한 colony PCR 반응액 조성 및 반응조건
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Primer NL1 (50 pmol) 0.25 μL 94oC, 1 min ━━━┑

Primer NL4 (50 pmol) 0.25 μL 52oC, 45 sec 35 cycle

Template 3 μL 72oC, 1 min ━━━┙

Taq polymerase (2.5 U/mL) 0.5 μL 72oC, 7 min

D.W. up to 50 μL

4. GABA 고생산 효모의 API kit을 이용한 생화학적 동정

- 분리된 GABA 고생산 효모 10개 균주의 생화학적인 분석을 위하여 API 20C AUX (bioMerieux)를

이용하여 각기 다른 19가지의 당이 들어있는 스트립을 사용하였다. 분석은 프로토콜에 따라 균체배

양액을 사용하였으며 29oC에서 48-72시간 동안 배양하여 균체의 성장여부를 확인하였다. 이후

apiweb에서 동정 결과를 확인하였다.

5. GABA 고생산 효모의 전자현미경(FE-SEM)을 이용한 형태학적 특성 분석

- GABA 고생산 효모의 형태학적 특성을 분석하기 위하여 광학현미경 분석 및 전자현미경 (SEM,

scanning electron microscopy) 분석을 실시하였다. SEM 관찰용 균체 시료의 전처리는 다음과 같

이 실시하였다. 균주 배양액을 4oC에서 원심분리 하여 균체를 회수한 다음 2.5% glutaraldehyde

(sigma)를 사용하여 30분 동안 1차 고정시킨 후, 10,000 rpm에서 5분 동안 원심 분리하여 균체를

회수하고 0.9% (w/v) NaCl 용액으로 3-5회 반복하여 세척하였다. 1% (w/v) osmium tetroxide

(sigma)를 사용하여 20분간 2차 고정 후, 0.9% (w/v) NaCl을 사용하여 3-5회 반복 세척하였다. 2차

고정이 끝난 후 회수된 균체는 2% uranyl acetate (EMS, w/v)를 첨가하여 30분 동안 염색 후, 회

수된 균체는 25, 50, 70, 90, 100% ethanol (v/v)을 순서대로 첨가하여 탈수시켰으며 탈수가 끝난 혼

합액을 slide glass에 분주하여 건조하였다. Slide glass 위에 건조된 시료는 Ion sputter를 이용하여

20분 동안 gold coating 한 후, FE-SEM (SUPRA 40VP)을 통해 상을 관찰하였다.

6. GABA 고합성 효모의 GABA 최적 발효 조건 확립

6.1. 최적 생육조건 확립

6.1.1. 최적성장 온도

- 전배양된 효모 배양액을 YM broth에 1% (v/v) 접종하여 4, 20, 26, 29oC에서 48시간동안 배양 후,

660 nm에서 흡광도를 측정하여 최적성장온도를 확인하였다.

6.1.2. 최적성장 pH

- 효모의 최적성장 pH를 확인하기 위하여 1N NaOH 와 1N HCl로 pH를 보정한 YM broth (pH

3-10)에 균주를 1% 접종하여 29oC 에서 48시간 동안 배양 후 660 nm에서 흡광도를 측정하였다.

6.2. GABA 고합성을 위한 whole-cell 반응 최적화

6.2.1. Whole-cell 반응 시 glucose 최적농도

- 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 GABA생성을 위한 최적 whole-cell 반응 조건을 확립하기 위

하여 0, 1, 3, 5, 7.5, 10% (w/v) glucose를 기질액인 MSG에 달리 첨가하여 GABA 최적 합성을 위

한 glucose의 최적 농도를 확인 하였다.
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6.2.2. Whole-cell 반응 시 MSG(monosodium glutamate) 최적농도

- 분리 효모의 GABA 합성을 위한 whole-cell 반응 조건의 최적 기질 농도를 0, 0.2, 0.4, 0.7, 1, 2,

3% MSG 농도범위에서 확인하였다.

6.2.3. Whole-cell 반응 최적온도

- 전통장류 유래 효모의 GABA 합성에 미치는 whole-cell 반응의 최적 온도를 확인하기 위하여 29,

37, 50, 60oC의 범위에서 whole-cell 반응을 실시하였다.

6.2.4. Whole-cell 반응 최적 균체 농도

- 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 GABA 합성에 미치는 whole-cell 반응의 최적 균체 농도를

확인하기 위하여, 효모 균체 농도를 2, 20, 50, 100% (w/v)로 달리하여 GABA whole-cell 반응을

실시하였다.

6.2.5. Whole-cell 반응에 미치는 배양 효모 균체 저장 온도의 영향

- 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 GABA 합성 시 whole-cell 반응에 영향을 주는 배양된 효모

균체를 저장하고자 할때 온도가 미치는 영향을 확인하기 위하여, 배양 후 회수한 효모 균체의 저장

온도를 4, -20oC로 달리하여 온도의 영향을 확인하였다.

6.2.6. Whole-cell 반응에 미치는 PLP 영향 및 최적 PLP 농도

- 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 GABA 합성 시 whole-cell 반응에 미치는 PLP의 첨가 효과

및 최적 첨가 농도를 확인하기 위하여, PLP 첨가농도를 1, 2 mM로 달리하여 GABA 생성을 위한

whole-cell 반응을 실시하였다.

6.2.7. Whole-cell 반응에 미치는 탄소원의 영향

- 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 GABA 합성 시 whole-cell 반응에 미치는 탄소원의 첨가 효

과를 확인하기 위하여, 탄소원의 종류를 glucose, maltose, sucrose, xylose, mannose, mannitol 로

달리하여 whole-cell 반응을 실시하였다.

7. 선발된 GABA 고 생성 유용효모의 천연 식물 소재를사용한 발효식품 적용

7.1 GABA 고 생성 효모를 이용한 와인의 제조

- 복분자를 이용한 와인제조 방법은 그림 3과 같다. 고창지역에서 수확된 복분자는 40% (w/v)의

설탕을 첨가하여 30일 동안 실온에서 당 침지를 실시한 후, 착즙 여과시킨 추출액을 사용하였다.

와인발효를 위하여 생수를 첨가하여 복분자 착즙액을 24°Brix로 희석하였다. 그림 3에 보여 지듯

주모제작을 위한 전배양은 두 가지방법으로 실시하여 검토하였다. 즉, 효모배양액을 직접적으로

복분자 착즙액에 접종하여 발효하는 방식과 주모 제조 시 배양된 효모 배양액을 이용하여 세척된

전세포를 제조하고 복분자 착즙액을 반응액으로 이용하여 전세포 반응을 수행함으로써 GABA

함량을 향상시키는 발효법의 두 가지를 사용하였다. 이를 통해 제작된 주모를 5% (v/v)씩

24°Brix로 보정된 복분자 착즙액에 접종 후 효모의 생육을 위해 25oC에서 3일 동안 180 rpm의

속도로 진탕배양 하였으며, 정치로 전환하여 17일 동안 발효하였다. 발효기간 중 0, 1, 3, 5, 10, 15,

20일 간격으로 샘플링 후, 와인발효 중 pH, Brix, 생균수, GABA 및 알코올 함량과 같은

발효특성을 분석하였다.
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나. 연구수행결과

1. GABA 생성 효모 스크리닝 분석 조건의 적합성

- HPLC/ELSD 분석 결과, 그림 1(A)에서 보여지는 것처럼 표준물질인 MSG와 GABA는 각기 5분과

7분대에 검출 가능했으며, 또한 그림 3(B)와 같이 GABA의 정량을 위한 표준곡선을 작성한 결과,

높은 신뢰도로 분석이 가능함을 확인 할 수 있었다 (R2 = 0.99).

그림 1. HPLC/ELSD 크로마토그램 및 GABA 표준곡선. 표준곡선 작성을 위하여 40 mM GABA

표준물질을 순차적으로 희석한 후 HPLC/ELSD 분석하여 정량을 위한 표준곡선을 작성하였다. (A)

표준물질 GABA와 MSG의 HPLC/ELSD 크로마토그램, (B) GABA 정량분석용 표준곡선.

- 이전 Masuda 등에 의해 GABA 생성능이 보고된 효모 균주와 동일한 Candida utilis KCCM 50667,

Pichia anomala KCCM 50147과 향미성분을 생산한다고 보고된 Debaryomyces tamarii KCCM

12068을 한국미생물보존센터 (KCCM, Korean Culture Collection of Microorganisms)에서 분양 받

아 GABA 생성 효모 스크리닝 분석조건의 적합성을 검토하였다 (표 2). 앞에서 확립된 GABA 정

성 및 정량분석방법을 이용하여, C. utilis, P . anomala, D. tamarii 3가지 균주의 whole-cell 반응을

실시한 결과, 그림 2의 TLC 결과에서 보여지는 것처럼 P . anomala와 D. tamarii의 경우 목적하는

GABA의 생성이 확인되었으나, C. utilis의 경우 GABA의 생성을 확인하는 spot이 나타나지 않았

다. 3가지 whole-cell 반응액의 HPLC/ELSD 분석을 실시한 결과, 그림 6에서 보여 지듯 3가지 반

응액에서 목적하는 GABA가 검출되었다. 생성된 GABA의 합성량은 P . anomala의 경우, 72.17

mg/mL 이었으며, D. tamarii의 경우 30.05 mg/mL 이었고 C. utilis는 18.89 mg/mL 였다. P .

anomala KCCM 50147 균주의 경우 현재까지 논문상에 보고된 GABA 합성량은 79.5 mg/mL 이었

으며 현재 분석한 분석조건의 결과 (72.17 mg/mL)와 일치한 결과를 보였다. 또한 향미성분을 생성

하나 현재까지 GABA 생산이 보고되지 않은 D. tamarii 에서도 GABA가 검출되었으므로 향후 전

통 장류에서 GABA 고생산 효모의 스크리닝 분석이 수행가능 할 것으로 판단하였다.



- 44 -

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

그림 2. 한국미생물보존센터 (KCCM) 분양 효모 균

주의 whole-cell 반응 TLC chromatogram. (A)

GABA and MSG standard mixture, (B) MSG

standard, (C) GABA standard, (D) Negative control:

증류수, (E) Pichia anomala KCCM 50147 (PA), (F)

Debaryomyces tamarii KCCM 12068 (DT), (G)

Candida utilis KCCM 50667 (CU).

그림 3. 한국미생물보존센터(KCCM) 분양 효모균주의 whole-cell 반응 HPLC/ELSD

chromatogram. (A) Pichia anomala KCCM 50147, (B) Debaryomyces tamarii KCCM 12068, (C)

Candida utilis KCCM 50667.

표 2. 한국미생물보존센터 분양 효모 균주의 HPLC-ELSD 분석을 통한 GABA 합성량

Strains
KCCM

No.
Source

ATCC

No.

GABA (mg/100 mL)

This study Masuda et al.,

Candida utilis 50667
(Henneberg) Lodderet

Kreger-van Rij
22023 18.8932 65.3

Pichia anomala 50147 (Hansen) Kurtzman 8168 72.17112 79.5

Debaryomyces tamarii 12068 Ohara &Nonomura 24173 30.05903 -
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종류 업체명 소재지 제품

A 하늘마음 김성숙
전북 순창군 순창읍 백산리

265-15번지 (민속마을내)

B 성가정 식품
전북 순창군 순창읍 백산리 265-22

(민속마을 내)

C 오복 전통고추장
전북 순창군 순창읍 백산리 265-33

(민속마을 내)

D 오순이 대덕식품
전북 순창군 순창읍 백산리 265-30

(민속마을 내)

2. TLC를 이용한 전통 장류 분리 효모의 GABA 생성 효모 균주의 스크리닝

- 전통적인 방법으로 제조된 전통 장류로부터 GABA 생성능이 우수한 효모 균주를 분리하기 위하여,

전라북도 순창 지역의 대표적인 고추장 마을 장류 제조 4개 업체에서 전통 메주를 제공받아 분석을

수행하였다(표 3). 전통 메주를 이용하여 효모 배지에서 분리한 결과 최종적으로 순수 분리된 효모

균주 244 균주를 확보하였으며, 이를 대상으로 상기 확립된 whole-cell 반응에 의한 스크리닝을 수

행하였다. Whole-cell 반응 후 GABA의 정성분석을 위한 예비 스크리닝으로서 TLC 분석을 실시한

결과 그림 7에 보이는 것처럼 표준물질인 GABA와 동일 Rf값에 해당하는 GABA spot을 103개

(42.2%)의 분리 효모 균주에서 확인할 수 있었다. 따라서, 103개의 분리 효모 균주를 대상으로

GABA의 정량분석을 위한 HPLC/ELSD분석을 수행하였다.

표 3. 전라북도 순창 고추장 마을 장류 제조 4개 업체정보 및 제공된 샘플.
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(A)

M1) G2) M.G3) C4) TS5) --------------------------------------Isolated strains-----------------------------------------

(B)

M1) G2) M.G3) C4) TS5) ------------------------------------------Isolated strains-----------------------------------------

(C)

M1) G2) M.G3) C4) TS5) ----------------------------------------Isolated strains----------------------------------------

그림 4. 전통 장류에서 분리한 효모 균주의 whole-cell 반응의 TLC chromatogram. (A) Strain

No. JBCC 401–426, (B) Strain No. JBCC 431–458, (C) Strain No. JBCC 459-480, M1) : MSG

(monosodium glutamate), G2) : GABA (γ-aminobutyric acid), M.G3) : MSG and GABA, C4) :

reaction solution and water TS5) : Candida utilis KCCM 50667 (CU).
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Strain number 409 440 540 541 544 555 564 578 585 588

Extracellular GABA 2.49 2.90 1.24 4.86 0.60 1.22 3.72 1.51 3.90 1.84

Intracellular GABA 1.12 1.27 1.53 0.03 1.13 0.79 0.03 0.24 0.02 0.43

Total GABA content 3.61 4.17 2.77 4.89 1.73 2.01 3.75 1.75 3.92 2.27

3. HPLC/ELSD를 이용한 전통 장류 유래 효모의 GABA 합성량의 정량 및 비교 분석

- TLC를 통해 정성분석이 완료된 분리 효모 103 균주의 whole-cell 반응액의 GABA 합성량을

HPLC/ELSD를 사용하여 분석하였다. TLC 분석 결과, 전통 메주로부터 분리된 효모 균주 244개 중

에서 GABA를 생산하는 것으로 확인된 균주는 103개 (42.2%)였으며 최종적으로 10개 균주를

GABA 고생산 균주로 선발하였고 선발된 10개의 GABA 고생성 균주를 대상으로 GABA 생성능

확인 실험을 수행하였다.

- 그림 5에 보여 지듯 10개 효모균주를 대상으로 세포 내, 외 GABA 생산량을 분석한 결과, 각 균주

의 생성량은 다음과 같다; JBCC 409 (2.49, 1.11 g/L), JBCC 440 (2.9, 1.26 g/L), JBCC 540 (1.23,

1.53 g/L), JBCC 541 (4.86, 0.02 g/L), JBCC 544 (0.6, 1.12 g/L), JBCC 555 (1.21, 0.79 g/L), JBCC

564 (3.72, 0.02 g/L), JBCC 578 (1.51, 0.24 g/L), JBCC 585 (3.9, 0.02 g/L), JBCC 588 (1.84, 0.42

g/L) (표 4).

- 분리된 고GABA 합성 균주들 중에서 3.15 g/L 이상의 GABA 합성능을 보인 GABA 고생산 균주는

409, 440, 541, 564와 585번 5개 균주 (4%)로 나타났다 (표 7). 따라서, GABA 고생산 10균주를 대

상으로 동정을 실시하였다.

그림 5. 장류유래 효모 10균주의 세포내 및 세포외 GABA의 HPLC/ELSD를 이용한 정량 및

비교 분석. GABA 생성은 37oC에서 72시간 배양한 20% 세포를 1% monosodium glutamate와 5%

glucose가 함유된 기질용액에서 분석되었다. 세포외 GABA 함량 (■), 세포내 GABA 함량 (□).

표 4. 분리된 10균주의 GABA 고생성 균주의 세포내/세포외 GABA 합성량 비교 (g/L).
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4. GABA 고생산 효모의 28S rDNA region Sequencing을 이용한 분자생물학적 동정

- 분석에 공여된 52개의 전통장류로부터 분리되어 GABA생성능을 보이는 균주는 Rhodotorula

mucilaginosa, Debaryomyces hansenii 및 Pichia guilliermondii의 3가지 균주와 99-100%의 높은

상동성을 나타냈으며, GABA활성 효모균주 중 R. mucilaginosa가 약 83.01%를, D. hansenii는 약

9.4%의 분포를 차지하였으며, P . guilliermondii가 5.6%로 가장 적은 분포를 보였다 (그림 6). 또

한 계통분석을 실시한 결과 분리된 균주 중 가장 많은 분포를 차지하였던 R. mucilaginosa는

100% 동일집단을 형성함을 알 수 있었으며, JBCC591, 543 및 605는 P . guilliermondii로 동일집

단을 형성함으로써 유사한 계통관계에 있음을 알 수 있었다. 그러나, JBCC 564 균주의 경우, 28S

rDNA 서열을 이용한 상동성 분석과 달리 C. satunus와 매우 계통학적으로 유사한 결과를 보였

다.

그림 6. 전통장류 유래 GABA생성 효모균주 28S rDNA region 계통수
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No. Tests Active ingredients
Rhodotorula mucilaginosa Debaryomyces hansenii

440 409 555 544 540 541 564 588 578 585

1 GLU D-Glucose + + + + + + + + + +

2 GLY Glycerol + + + + + + + + + +

3 2KG
calcium 2-keto-

gluconate
- - - - - + + + + +

4 ARA L-Arabinose + + + + + + + + + +

5 XYL D-Xylose + + + + + + + + + +

6 ADO ADonitol + + + + + + + + + +

7 XLT Xylitol + - - + + + + + + +

8 GAL D-Galactose + + + + + + + + + +

9 INO Inositol - - - - - - - - - -

10 SOR D-Sorbitol + + + + + + + + + +

11 MDG
Methyl-α-

D-Glucopyranoside
- - - - - + + - + +

12 NAG
N-Acetyl-

glucosamine
- - - - - + + + + +

13 CEL D-celiobiose - - - - - + + + + +

14 LAC
D-Lactose

(bovine origin)
- - - - - - - - - -

15 MAL D-maltose + + - + + + + + + +

16 SAC
D-saccharose

(sucrose)
+ + + + + + + + + +

17 TRE D-trehalose + + - + + + + + + +

18 MLZ D-melezitose + + - + + + + + + +

19 RAF D-raffinose + + + + + + + + + +

5. GABA 고생산 효모의 API kit을 이용한 생화학적 동정

- GABA 고생산 효모의 28S 분자생물학적 동정 결과, 10개의 효모균주가 D. hanseni 와 R.

musilaginosa로 분류 동정되었으나, GABA 생성량 및 형태학적인 차이점이 보이기 때문에 좀 더

구체적으로 분석하기 위하여 API kit을 이용한 생화학적 동정을 실시하였다. API kit 분석결과, R.

mucilaginosa JBCC 440균주는 전형적인 특징으로 calcium 2-keto-gluconate, Inositol, Methyl-α

-D-Glucopyranoside, N-Acetyl-glucosamine, D-celiobiose, D-Lactose (bovine origin)를 이용하지

못하는 것으로 나타났다. R. mucilaginosa JBCC 555 균주의 경우 다른 R. mucilaginosa와 달리

D-maltose, D-trehalose, D-melezitose를 이용하지 못하는 것을 확인할 수 있었다. 이것은 R.

mucilaginosa JBCC 555 균주가 다른 성질을 지닌 균주일 가능성을 제시하고 있다. 한편 D.

hansenii 균주는 R. mucilaginosa 균주에 비해 이용할 수 있는 당이 많았으나 Inositol, D-Lactose

(bovine origin)는 이용하지 못했으며 R. mucilaginosa 균주와 다르게 5개 균주 모두 패턴의 일치를

보였다 (표 5). 결론적으로 이러한 패턴의 일치도는 앞에서 언급한 28S rDNA region 염기서열의

상동성 결과와도 일치함을 확인할 수 있었다. 상동성이 100%에 가까우면 가까울수록 당의 이용패

턴이 유사하며 상동성이 일치하지 않을수록 당 이용 패턴이 변화하는 것을 확인 할 수 있었다.

표 5. 전통장류 유래 GABA 고생산 효모의 생화학 분석 결과
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6. GABA 고생산 효모의 전자현미경(FE-SEM)을 이용한 형태학적 특성 분석

- 그림 7에 보이는 것처럼 R. mucilaginosa JBCC 440의 세포형태는 평균 4 ㎛의 구형이었으며 출아

흔이 관찰되어 전형적인 Rhodotorula의 형태를 보였다. 또한 D. hansenii JBCC 541는 평균 2 ㎛의

구형이며 다극출아에 의해 생육하는 것을 확인 할 수 있었다.

그림 7. GABA 고합성 균주 FE-SEM 사진 (a). Rhodotorula muci laginosa JBCC 440 (b).

Debaryomyces hanseni i JBCC 541

7. GABA 고합성 효모의 GABA 최적 발효 조건 확립

7.1. 최적 생육조건 확립

7.1.1. 최적성장 온도

- R. mucilaginosa JBCC 440은 D. hansenii JBCC 541 보다 성장이 빨랐다. 이것은 FE-SEM 관찰에

서 R. mucilaginosa JBCC 440은 출아에 의한 성장이 완료되었고 D. hansenii JBCC 541는 다극출

아에 의한 성장이 진행되고 있는 결과와 일치한다. 또한 R. mucilaginosa JBCC 440는 4oC 흡광도
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가 증가한 것으로 보아 낮은 온도에서도 생육이 가능하다는 것을 확인하였다. 두 균주 모두 20oC를

기점으로 흡광도가 감소되는 경향을 보였다. 그러나 20, 26, 29oC 그룹 간 유의차는 없었다. 위의 결

과를 종합하여 최종적으로 선발된 두 균주의 최적성장온도는 29oC로 결정되었다. (그림 8)

그림 8. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 최적성장온도. Mean±SD (n=3) (P<0.05)

7.1.2. 최적성장 pH

- 그림 9에 보이는 것처럼, D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440의 최적 pH는 중성범

위인 6-7이었으며, R. mucilaginosa JBCC 440는 모든 pH 범위에서 성장이 가능한 것으로 보아 광

범위한 pH에 대한 생육 스펙트럼을 가진 것으로 생각된다.

그림 9. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula mucilaginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 최적 성장 pH. Mean±SD (n=3) (P<0.05)
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7.2. GABA 고합성을 위한 whole-cell 반응 최적화

7.2.1. Whole-cell 반응시 glucose 최적농도

- 그림 10에 보이는 것처럼 본 연구과제에서 선정한 전통장류 유래 GABA 고합성 균주인 D.

hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주 모두 glucose를 첨가하지 않은 실험군에

서는 0.5 g/L이하의 낮은 GABA생성을 보였으나, glucose를 첨가하였을 때 증가하는 경향을 보였

다. 그러나 1% 이상 첨가된 glucose 농도 간 GABA 생성에 관련된 유의적인 차이는 없었다. 이는

GABA 합성 시 균주의 차이에 의한 것으로 사료된다. 따라서, 본 연구에서는 전통장류 유래

GABA 고합성 균주인 D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주의 GABA 고합

성을 위한 최적의 glucose농도를 glucose 1%로 결정하였다.

-

그림 10. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성 whole-cell 반응에 미치는 glucose 농도의

영향. Mean±SD (n=3) (P<0.05)

7.2.2 Whole-cell 반응 시 MSG(monosodium glutamate) 최적농도

- 그림 11에서 보이는 것처럼, D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주 모두

MSG 농도가 높아질수록 GABA 생성량도 상대적으로 증가함을 확인할 수 있었다. D. hansenii

JBCC 541은 1%이상의 MSG농도에서 GABA생성량이 증가되었고, R. mucilaginosa JBCC 440은

2%이상의 MSG농도에서 GABA 생성량이 증가되었다. 최종적으로 D. hansenii JBCC 541의 경우

1% MSG, R.. mucilaginosa JBCC 440는 2% MSG에서 GABA 고합성을 위한 whole-cell 반응의

최적기질(MSG) 농도로 결정하였다.
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그림 11. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성에 미치는 whole-cell 반응의 기질 (MSG) 농

도의 영향. Mean±SD (n=3) (P<0.05)

7.2.3. Whole-cell 반응 최적온도

- D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주 모두 37oC에서 가장 많은 GABA를

생성하였으며, 특히 R. mucilaginosa JBCC 440의 경우 D. hansenii JBCC 541의 2배에 해당되는

약 10 g/L의 GABA 합성하였다. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 최적 배양 온도는 29oC이나,

동일 온도에서의 whole-cell 반응 결과 GABA 생성량은 37oC의 50% 정도였다. 50oC 에서 GABA

생성량은 D. hansenii JBCC 541은 1.268 g/L, R. mucilaginosa JBCC 440은 2.537 g/L로 29oC (각

각 2.92 g/L, 7.725 g/L)보다 낮았으며, 60oC의 경우에는 50oC와 유사한 GABA생성을 보였다. 따라

서, D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440의 GABA 합성에 미치는 whole-cell 반응

의 최적 온도는 모두 37oC로 결정되었다 (그림 12). 이러한 결과는 일반적인 GAD의 최적온도인

45oC와 상이한 결과를 보였다.
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그림 12. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성에 미치는 whole-cell 반응의 반응온도의 영

향. Mean±SD (n=3) (P<0.05)

7.2.4. Whole-cell 반응 최적 균체 농도

- 실험결과 그림 13에서 보이는 것처럼 D. hansenii JBCC 541는 균체 농도 20%에서 3.815 g/L로

가장 많은 양의 GABA를 생성하였으며 50-100%의 농도에서는 감소되는 경향을 보였다. 또한 R.

mucilaginosa JBCC 440의 경우 50%에서 10.868 mg/L로 가장 많은 양의 GABA를 생성하였으나

균체 농도 100%에서는 GABA 생성량의 감소가 보였다. 따라서, 최종적으로 전통장류 유래 GABA

고합성 효모 R. mucilaginosa JBCC 440와 D. hansenii JBCC 541의 GABA 합성에 미치는

whole-cell 반응의 최적 균체 농도는 D. hansenii JBCC 541의 경우 20%로, R. mucilaginosa JBCC

440의 경우에는 50%인 것으로 결정되었다. 일반적으로 물질전환 및 합성에 whole-cell 반응을 실시

할 경우, 반응효율에 미치는 주요한 요인이 여러 가지 있을 수 있으나, 그 중에서도 균체내 반응촉

매 (효소, GAD)와의 기질 접근성 (substrate transparancy)을 들 수 있는데 본 연구결과 균체 농도

가 증가 시 whole-cell 반응의 효율이 감소된 것은 과다한 기질로 인한 이러한 기질접근성이 감소

된 이유도 있을 것으로 사료된다. 두 균주간의 최적 균체 농도의 차이가 발생된 것은 각각의 균주

의 균체 특성 및 효소활성의 차이도 있을 것으로 사료된다. 향후 두 균주의 GAD 효소의 활성 및

균체 기질 접근성에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.

그림 13. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성 시 whole-cell 반응의 최적 균체 농도 영향.

Mean±SD (n=3) (P<0.05)
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7.2.5. Whole-cell 반응에 미치는 배양 효모 균체 저장 온도의 영향

- D. hansenii JBCC 541은 배양 후 바로 사용한 경우와 -20oC에 저장한 경우에 GABA 합성에 차이

가 없었으나, 4oC에 보관 후 whole-cell 반응에 사용하였을 경우 GABA 생성이 감소되어짐을 확인

하였다. 따라서, D. hansenii JBCC 541의 경우 -20oC에 저장하여 사용해도 GABA 활성에는 큰 영

향을 미치지 않을 것으로 사료된다. 더욱이 R. mucilaginosa JBCC 440의 경우, 모든 저장온도에서

차이가 없었다. 결론적으로 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 R. mucilaginosa JBCC 440와 D.

hansenii JBCC 541의 배양된 효모 균체의 저장 온도는 GABA 생성을 위한 whole-cell 반응에 영

향을 미치지 않는 것으로 사료된다 (그림 14).

그림 14. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성시 whole-cell 반응에 미치는 배양된 효모 균

체 저장 온도의 영향. Mean±SD (n=3)(P<0.05)

7.2.6. Whole-cell 반응에 미치는 PLP 영향 및 최적 PLP 농도

- 실험결과 D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주 모두 보조인자인 PLP를 첨

가하였을 경우 첨가되지 않은 실험군보다 GABA 생성량이 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (D.

hansenii JBCC 541은 6.5808 g/L, R. mucilaginosa JBCC 440은 8.413 g/L). 또한 D. hansenii

JBCC 541는 1 mM과 2 mM 그룹 간에 유의차가 없었고 R. mucilaginosa JBCC 440은 2 mM에서

유의적으로 GABA생성량이 높은 것을 확인할 수 있었다 (8.413 g/L). 따라서 위의 결과를 종합해

볼 때 PLP의 첨가농도는 D. hansenii JBCC 541는 1 mM의 PLP첨가, R. mucilaginosa JBCC 440

는 2 mM의 PLP를 첨가하는 것이 whloe-cell 반응을 향상시키는 최적 PLP 농도로 결정하였다. (그

림 15)
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그림 15. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성 시 whole-cell 반응에 미치는 PLP 첨가 효

과 및 PLP 최적 첨가 농도. Mean±SD (n=3)(P<0.05)

7.2.7. Whole-cell 반응에 미치는 탄소원의 영향

- D. hansenii JBCC 541과 R. mucilaginosa JBCC 440 두 균주 모두 glucose에서 가장 많은 GABA

를 생성하였다. 효모 세포막에 존재하는 당 투과효소는 당의 투과를 단당류, 이당류(sucrose), 삼당

류(maltotriose)와 같이 제한적으로 흡수된다고 알려져 있다. 따라서 글루코스의 첨가로 인하여 효모

균체의 외부로부터의 기질인 MSG의 투과성을 높이는 결과를 초래함으로써 whole-cell 반응시

GABA의 합성을 촉진시킨 것으로 사료된다. (그림 16)

그림 16. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 Rhodotorula muci laginosa JBCC 440와

Debaryomyces hanseni i JBCC 541의 GABA 합성시 whole-cell 반응에 미치는 탄소원의 영향.

Mean±SD (n=3)(P<0.05)
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Optimization parameter
Debaryomyces hansenii

JBCC 541

Rhodotorula mucilaginosa

JBCC 440

Glucose 1% 1%

Monosodium glutamate (MSG) 1% 2%

Cell concentration 20% 50%

Temperature 37oC 37oC

Storage state -20oC or Fresh -20oC or 4oC or Fresh

Cofactor 1 mM 2 mM

Optimal assimilation carbon source Glucose Glucose

8. 전통장류 유래 GABA 고합성 효모의 whole-cell 반응에 의한 GABA 합성

- 최종적으로 전통장류 유래 GABA 고합성 효모 R. mucilaginosa JBCC 440와 D. hansenii JBCC

541의 whole-cell 반응에 의한 GABA 합성을 검토한 결과, 선발된 GABA 고생산 효모인 D.

hansenii JBCC 541는 7.55 g/L를 합성하였으며, R. mucilaginosa JBCC 440는 11.89 g/L를 합성하

였다. (표 6)

표 6. 확립된 GABA 최적발효조건

9. 선발된 GABA 고 생성 유용효모의 천연 식물 소재를사용한 발효식품 적용

9.1. 유용효모의 천연 식물 소재를사용한 발효식품 적용을 위한 발효주 제조용 GABA 고 생성

효모 선별

- 전통발효식품유래의 GABA 고 생성 효모의 분리 및 분리된 토종발효 효모를 천연 식물 소재인 복

분자 와인 발효에 적용하여 발효 특성 및 와인의 GABA 함유량을 정량 분석하였다. 전통 복분자

와인으로부터 0.43-0.75 g/L 범위의 GABA 생성량을 보이는 7개의 GABA 고 생성 효모 균주를 분

리하였으며 (표 7), 생화학적, 분자생물학적 동정 방법을 이용하여 7개 균주 모두 S. cerevisiae와

높은 상동성을 나타내는 것을 확인하였다 (표 8).

표 7. 복분자 유래 GABA 고생성효모

No. JBCC number g/L

1 B58 0.20±0.05

2 B61 0.31±0.12

3 A74 0.21±0.04

4 A84 0.23±0.03

5 A86 0.69±0.35

6 A87 0.62±0.07

7 A88 0.70±0.17



- 58 -

No. Strains Identification Identities (%)

1 B58 Saccharomyces cerevisiae 100%

2 B61 Saccharomyces cerevisiae 100%

3 A74 Saccharomyces cerevisiae 100%

4 A84 Saccharomyces cerevisiae 100%

5 A86 Saccharomyces cerevisiae 100%

6 A87 Saccharomyces cerevisiae 100%

7 A88 Saccharomyces cerevisiae 100%

표 8. 26S rRNA 영역의 염기서열 분석을 통한 복분자 유래 GABA 고 생성 균주의 분자생물학

적 동정 결과

9.2. GABA 고 생성 유용효모의 알코올 생성

- 복분자 유래 GABA 고 생성 균주의 와인제조 적합성을 확인하기 위하여, 선발된 7개 효모균주의

알코올 생성능력을 확인하였다. 30%의 glucose의 존재 하에서 7균주가 생성한 알코올 함량은

1.6-10.24% (v/v) 범위였으며, JBCC A74 균주의 경우 알코올 생성량이 가장 높았다 (그림 17). 일

반적으로 레드, 화이트 와인 및 스파클링 와인의 경우 최소 10-14%의 알코올을 함유하며, 디저트

와인의 경우 14-20%의 알코올을 함유한다고 보고되어있다 (Lee et al., 2011). 와인 제조를 위한 효

모의 경우 10% 이상의 알코올을 생성하여야 하며, S. cerevisiae JBCC A74 균주는 10% 이상의 알

코올을 생성하였고, 나머지 6개 균주는 10%이하의 알코올을 생성하는 것으로 확인되었다. 따라서

GABA 고 생성 효모로 선발된 7개의 균주 중 와인발효를 위하여 S. cerevisiae JBCC A74를 최종

적으로 선발하였다.

그림 17. 복분자 유래 GABA 고 생성 효모의 알코올 생성능
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9.3. 선별된 발효주 제조용 유용 효모의 GABA 생성

- 복분자로부터 7개의 GABA 고 생성 효모를 분리하였고 분리된 효모들 중 복분자 와인의 발효를 위

한 GABA를 고 생성 균주를 선발하기 위하여 1%(w/v)의 MSG를 첨가한 12° Brix 복분자 착즙액

을 반응액으로 이용하여 전세포반응을 수행하였다. 복분자 착즙액을 반응액으로 사용하였을 때,

0.19-0.33 g/L 범위의 GABA가 생성되는 것이 확인되었으며 (그림 18), 1%의 MSG 및 5%의

glucose가 함유된 반응액을 이용하였을 때보다 GABA 생성량이 감소된 것이 확인되었다. 특히 S.

cerevisiae JBCC A74 균주의 경우 0.336 g/L의 GABA를 생성하였으며, 다른 균주에 비해 가장

높은 GABA 생성량을 보였다. 분리 선택된 GABA 고 생성 균주의 특성을 분석한 결과, 7개 균주

모두에게서 당내성 및 아황산 내성 등을 확인 가능하였으나, 기질로 사용하는 복분자 착즙액을 반

응액으로 이용하였을 경우 S. cerevisiae JBCC A74 균주를 제외한 모든 균주에서 예상외로 낮은

알코올 및 GABA 생성능을 보였다. 따라서, 특성을 살펴본 균주 중 유일하게 가장 높은 알코올 및

GABA 생성능력을 보인 S. cerevisiae JBCC A74 균주를 GABA를 함유한 복분자 와인의 제조를

위한 효모로서 최종 선발하였다.

그림 18. 복분자 유래 GABA 고 생성 효모의 GABA 생성능

10. S. cerevisiae JBCC A74 균주를 이용한 GABA 생성조건의 확립 및 와인발효 특성분석

10.1. 전배양 방법에 따른 복분자 와인의 GABA 함량 변화

- 복분자 유래 GABA 고 생성능력을 소유하는 S. cerevisiae JBCC A74 균주를 이용한 GABA 함유

와인의 제조를 위하여, GABA 및 알코올 최적생산 조건을 주모의 제작 방법 및 주모의 당 농도 및

MSG 첨가 효과를 중심으로 검토하였다. 우선, 재료 및 방법에 기술한 것처럼 주모의 제작을 위하

여 2가지 방법을 사용하였으며, 이를 각각 24°Brix의 복분자 착즙액에 5% (v/v)접종하여 25oC에서

3일 동안 진탕 배양하고 이후 17일 동안 정치 발효시킴으로써 알코올 발효를 수행하였다. 주모 제

작을 달리한 두 가지 복분자 와인의 GABA 함량은 전 발효주기 동안 분석한 결과, 그림 19에서 보
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여 지듯 전세포반응을 통해 제작된 주모를 이용하여 발효를 실시한 경우, 발효 초기부터 0.16 g/L

의 GABA가 검출되는 것이 확인되었고 발효 종료까지 약 0.2 g/L의 GABA가 일정하게 유지되는

것을 확인할 수 있었다. 발효초기 GABA가 관찰된 이유는 본 배양이 시작되기 전 주모의 제작 시

전세포반응을 통해 합성된 GABA가 유지된 것으로 사료된다. 그러나 주모 제작 시 전세포반응을

도입하지 않은 전 배양액으로 접종한 경우 발효주기 동안 GABA가 검출되지 않았는데 이는 효모가

대부분의 기질을 효모의 생육 및 알코올생산에 우선적으로 사용함으로써 GABA로의 전환효율이 매

우 낮아진 결과로 생각할 수 있다. 효모의 최적 성장온도 (18-28oC)와 GABA 생성 최적온도

(36-48oC)의 확연한 차이는 균주의 성장과 GABA 생성반응이 동시에 일어날 수 없으며, 각각의 반

응이 별개의 반응으로 진행되는 것을 의미한다. 또한 최적 성장온도에서의 GABA 생성량 또한 12.5

배 낮은 것으로 확인되었다. 따라서 효모의 성장이 완전히 이루어지지 않았을 경우, 첨가된 MSG를

α-ketoglutarate로 전환하여 TCA cycle의 에너지원으로 사용한 것으로 사료된다.

그림 19. 전배양 방법에 따른 복분자 와인의 GABA 함량 변화. (●): 효모배양액을 첨가하여 제조

한 주모 (◆): 전세포반응을 이용하여 제조한 주모

4.2. 전세포 반응 시 당 농도에 따른 GABA 생산량의 변화

- 일반적으로 효모 내에 존재하는 glutamate decarboxylase (GAD)는 L-glutamate를 기질로 이용하

여 GABA를 생성하게 되는데, 이러한 GAD의 활성은 TCA 회로와 매우 밀접하게 조절이 되고 있

다고 알려져 있다. 이를 확인하기 위하여, 전세포 반응에 사용되는 복분자 착즙액의 당 농도를 3, 9,

12°Brix로 달리하여 GABA의 함량을 확인한 결과, 당 농도가 낮을수록 GABA 생성량이 증가하였

으며, 가장 낮은 3°Brix의 경우 1.55 g/L의 GABA를 생성하는 것이 확인되었다 (그림 20). 특히

3°Brix에서 생성된 GABA의 농도는 9, 12°Brix에 비해 1.7배 더 높았다. 이러한 결과는, 복분자를

이용한 기능성 와인의 제조에 있어서 균주의 성장과 기질의 종류가 매우 밀접한 관계에 있음을 알

수 있었다. 이전 연구결과에 따르면, 전세포 반응액에 효모균체와 MSG를 넣어주었을 때보다 5%의

glucose를 함께 첨가해 주었을 때, 74배 이상의 GABA가 생성되었다고 보고하였다 (Masuda et al.,
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2008). 그러나 높은 당 농도 조건 하에서는 GABA 생성이 감소되었을 뿐만 아니라 의 10%의

glucose를 첨가하였을 때 GABA 생성 이외에도 알코올 생성량 (9.7%) 또한 증가되는 것을 확인하

였다. 이러한 결과는 높은 당 농도는 GABA 생성보다 알코올 생성을 촉진시킬 수 있다는 것을 의

미한다. 따라서, 3°Brix의 복분자 착즙액을 이용한 전세포반응을 수행한 주모 5%를 24°Brix의 복분

자 착즙액에 접종하여 20일 동안 와인발효를 실시하였다. 그 결과, 전세포반응을 통하여 생성된 초

기 GABA 농도는 0.1 g/L이었으나, 예상과 달리 발효 1일 후 0.037 g/L로 급격히 감소하였고 발효

3일 부터는 복분자 와인에서 GABA를 검출할 수 없었다. 이러한 결과는 효모배양액을 직접적으로

접종한 전 배양 방법의 결과와 매우 유사하였다. 효모유전자 중 하나인 UGA1과 UGA4는 GABA의

분해와 관련되어 있다. UGA1에 의해 코딩된 효소인 GABA transaminase (GABAT)는 생성된

GABA를 succinic semialdehyde (SSH)로 전환하고 SSA는 succinate로 전환되어 TCA cycle에 이

용되게 된다. 또한 GABA permease는 UGA4에 의해 코딩되며, 세포 외부에 있는 GABA를 내부로

유입하는 역할을 수행한다 (Levi et al., 2012; Uemura et al., 2004). 따라서 이러한 유전자의 활성

에 따라 GABA의 수준이 조절됨에 따라 GAD의 활성에 이용될 수 있는 MSG와 같은 기질이 부

족함으로써 역으로 GABA를 분해하는 결과를 초래한 것으로 여겨졌다.

그림 20. 전세포 반응 시 당 농도에 따른 GABA 생산량의 변화

4.3. MSG 첨가에 따른 복분자 와인의 GABA 함량 변화

- 24°Brix의 복분자 착즙액에 1% (w/v)의 MSG를 첨가하여 복분자 와인발효를 수행하였을 때, 1%의

MSG를 첨가함으로써 놀랍게도 초기 GABA농도가 발효 초기부터 후기까지 유지되는 결과를 보였

으며, 발효 5일째 가장 높은 GABA 농도를 보였다 (그림 21).
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(a)

(b)

그림 21. MSG 첨가에 따른 복분자 와인의 GABA 함량 변화. (a) MSG 무첨가구, (b) MSG 첨가

구.

4.4. 복분자 와인 발효 중 pH 및 생균수 변화

- 발효기간 중 pH의 변화는 그림 15와 같았다. 복분자 착즙액의 pH는 평균 4.0 이었으며, MSG 첨가

후 5.0으로 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 pH의 상승은 글루타민산이 산성아미노산임에

도 불구하고 MSG의 형태로 나트륨과 함께 첨가되었기 때문에 pH가 상승된 것으로 생각된다. 발효

된 복분자의 발효초기 생균수는 7.66 log CFU/mL이었으며, 발효기간이 경과할수록 증가하는 생균

수를 보였다. 최종발효일의 생균수는 8.14 log CFU/mL이었으며, 발효 초기에 비해 효모의 생육이

증가되었음을 확인하였다 (그림 22). 이러한 결과는 국산 포도로부터 분리된 내 당성 와인효모의 와

인발효 중 확인된 생균수와 비슷한 생육변화였으며 최종 발효일의 생균수 또한 8.0 으로 일치하였

다.
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(a)

(b)

그림 22. 복분자 와인 발효 중 pH 및 생균수 변화. (a) pH 변화, (b) 생균수 변화.

4.5. 복분자 와인 발효 중 당도 및 알코올 함량의 변화

- 발효된 복분자의 알코올 함량의 분석결과는 그림 23과 같다. GABA의 함유량과 관계없이 발효 3

일을 기점으로 당의 농도가 감소하면서 알코올 함량이 증가되어 발효 15일째 알코올 함량은 14%로

가장 높은 알코올 함량을 보였다.
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그림 23. 복분자 와인 발효 중 당도 및 알코올 함량의 변화

- 결론적으로, 높은 알코올 생성능력 (10%) 및 복분자 착즙액을 기질로 한 GABA 생성능력이 가장

높았던 S. cerevisiae JBCC A74 균주를 GABA 함유 복분자 와인의 제조를 위한 스타터 균주로 선

발하여 복분자 와인의 GABA 생성 최적화를 수행한 결과, 효모배양액을 직접적으로 첨가한 주모제

조의 경우 GABA가 검출되지 않았으며, 전세포 반응을 통한 주모 제조의 경우 0.16-0.25 g/L의

GABA가 생성되었다. 또한 GABA 생성은 3°Brix에서 최대로 생성되었으며 (1.5 g/L), 당 농도가

낮을수록 높은 GABA 생성 능력을 나타냈고, 1%의 MSG를 첨가하였을 때, GABA 수준은 0.1 g/L

로 유지되었다. 따라서 토종발효 효모를 이용하여 제조된 복분자 와인은 GABA와 같은 생리활성

물질로 인한 건강증진 및 복분자의 부가가치 상승에 기여할 것으로 사료된다.
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제2절 전통장류로부터 c9,t11(항산화/항암) 및 t10,c12(항비만/면역증

강) 고생산 유산균 분리, 특성 분석, 최적화 및 발효식품으로 적용

가. 연구수행 내용 및 방법

1. 유산균의 분리

- 전라북도 인근에서 수집된 전통발효식품을 수집하고 유산균을 분리하였다. 유산균을 분리하기 위하

여 MRS 배지를 이용하여 37°C에서 2-3 일간 MRS broth에서 배양 후 스크리닝에 이용하였다.

2. UV 분광법을 통한 Conjugated linoleic acid (CLA) 생성 유산균의 1차 스크리닝

2.1. Linoleic acid tolerancy를 통한 잠재적인 CLA 생산 균주의 선택

- Linoleic acid (LA)는 필수지방산임에도 불구하고, 자체의 항미생물 활성으로 인해 대부분의 유산균

에서 CLA 고생산 활성을 찾기 어려운 단점을 가지고 있다. 따라서, LA에 저항성을 가진 유산균의

1차적인 선별은 잠재적으로 기질로 이용되는 LA로부터 CLA를 고생산할 수 있을 것으로 사료된다.

따라서 본 연구에서는 1차적으로 LA의 존재 하에도 잘 생육할 수 있는 유산균을 선별하기 위해

0.2% LA 함유한 MRS agar를 이용하여 2회 계대배양 후 (2 μL, 37°C, 48 hr) 생육이 원활한 콜로

니를 형성하는 균주를 선별하였다.

2.2. UV 분광법을 이용한 CLA 생성균주의 정성적 판별

- 0.2% LA 함유 MRS agar plate에서 1차 선별한 균주를 광학적으로 CLA 생성 여부를 판단하기

위하여 0.5% LA를 함유한 MRS broth에 배양 후, 배양액 상등액(1 mL)에 포함된 지방산을 용매추

출하였다 (배약액 : isopropanol : hexane = 1 : 2 : 1.5 (v/v/v)). CLA의 생성여부를 확인하기 위하

여 spectrophotometer (DU 800, Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA)를 이용하여 200-300 nm의

파장대에서 용매추출액을 스캔하여 228-235 nm에서 특이적인 흡수 peak를 나타내는 균주를 정성

적으로 CLA생성 균주로 판단하였다.

그림 1. 리놀레산내성을 이용한 CLA 생성균주 스크리닝 절차
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그림 2. 리놀레산 함유 균주 배양액으로부터의 지방산추출 절차

3. Gas chromatography (GC)를 이용한 CLA 생성균주의 정량적 판별

3.1. Thin layer chromatography (TLC) 분석

- CLA의 정량적 분석을 GC를 이용하여 분석하기 위하여 목적하는 CLA의 methylation 최적조건을

TLC 분석을 통해 검증하였다. 산 촉매 methylation은 methanolic H2SO4 (0.05 and 1.0 N), HCl

(0.05 and 1.0 N) 및 14% BF3-methanol을 각각 이용하였으며, 분석 시 전개용매로 hexane:ethyl

acetate:acetic acid = 80:20:1 (v/v/v)를 사용하여 전개시킨 후 5% sulfuric acid를 사용하여 지방산

을 발색시켰다.

3.2. GC 분석

- 배약액의 hexane 추출액을 질소가스 존재 하에 건조시킨 후 internal standard인 heptadecanoic

acid를 1 mg/mL의 농도로 첨가하여 준비한 isooctane 1 mL에 현탁시켰다. 현탁액에 4 mL의 0.5

N sodium methoxide (NaOCH3, 2g NaOH in 100 mL methanol; w/v)를 첨가한 뒤 heating block

을 이용하여 80°C에서 5분간 가열한 후 상온에서 5 mL의 14% boron trifluoride-methanol

(BF3/CH3OH; w/v) 용액을 첨가하고 80°C에서 10분간 열처리를 실시하여 지방산의 메틸화를 실시

하였다. 메틸화된 지방산은 3 mL의 isooctane을 첨가한 뒤 30초동안 교반반응을 실시한 후, 5 mL

의 염화나트륨 포화용액을 첨가하였다. 정치 후 얻어진 상등액을 무수황산나트륨을 통해 여과한 뒤

이를 GC 분석의 시료로 사용하였다. GC-FID 분석은 supelco SP-2560 fused silica capillary

column (100 mm × 0.25 mm, i.d., 0.2 μm film thickness; Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA)을 장

착한 Hewlett-Packard 5890 system으로 표 1의 조건에서 분석을 실시하였다.
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표 1. CLA 분석을 위한 GC 분석 조건

Contents Condition

Inlet temperature 260°C

Column temperature 140 → 240 (4°C min-1)

Detector temperature 260°C

Carrier gas Helium

Flow rate 1.0 mL min-1

Split ratio 50 : 1

Injection volume 2 μL

4. 프로바이오틱 특성

4.1. 내산성 및 내담즙성

- 분리된 프로바이오틱스 균주의 위장에서의 생존능력을 평가하기 위해 내산성 및 내담증성을 검토하

였다. 분리된 유산균을 각각 약 108–109 CFU/mL이 되도록 MRS 액체배지에 접종 후, 37℃에서 배

양하였다. 내산성을 테스트하기 위하여 pH 1.5, 2.0, 2.5. 3.0으로 조정된 MRS 액체 배지에 각각 전

배양액 1% (w/v)를 접종한 후 37℃에서 2시간 배양하였다. 각각의 산성조건하에서 생존율을 확인

하기 위하여 본배양액을 펩톤수에 희석하여 MRS 평판배지에 도말한 후, 48시간 동안 배양한 후 생

성되는 생균수를 측정하였다. 분리된 프로바이오틱스 균주의 담즙산에 대한 내성을 평가하기 위해

서는 108–1010 CFU/mL이 되도록 배양된 유산균주의 1% (w/v)를 oxgall (0%, 0.3%, 1%, 3%,

w/v)이 함유된 MRS 평판배지에 도말하여 48시간동안 배양한 후 생균수를 측정하였다. 내산성과

내담즙성을 나타내는 각 균주의 생존률은 Log CFU/mL로 계산하였다.

4.2. 항균활성

- 분리한 프로바이오틱스 균주가 나타내는 항균력은 지시균으로는 Stapylococcus aureus KCTC

1916, Staphylococcus epidermidis KCTC 1917, Staphylococcus xylosus KACC 13239,

Pseudomonas aeruginosa KACC 10186, Pseudomonas putida KACC 10266, Bacillus cereus

KACC 10097, Bacillus subtilis subsp. spizizenii KACC 14741, Bacillus vallismortis KACC 12149,

Escherichia coli KACC 13821 과 P ropionibacteria acnes KCTC 3314을 사용하여 검증하였다. 모

든 균주의 배지로는 Nutrient broth (NB)를 이용하였고 37℃에서 24 시간 배양한 후 108 CFU/mL

으로 희석하여 100 μL씩 NB 평판배지에 도말하였다. 분리균주의 항균력은 37℃에서 24시간 배양한

후 균체를 제거한 뒤 0.22 μm membrane 필터 (Millipore, Membrane Filter, Ireland)로 여과한 상등

액을 시료로 사용하였다. 각각의 테스트 균주가 도말된 평판배지에 50 μL의 배양상등액이 흡수된

페이퍼디스크 (8 mm) 를 이용하여 37℃에서 24시간 배양 후 생육억제환을 측정해 항균력을 조사하

였다. Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103)는 양성대조군으로서 사용하였다.

4.3. 항생제 감수성

- 전통발효식품에서 분리한 잠재적 프로바이오틱 유산균의 항생제에 대한 저항성 및 민감성은 디스크

확산법 (disk diffusion method)을 사용하였다. L. rhamnosus GG (ATCC 53103)는 프로바이오틱스

로써 양성 대조군으로 사용하였다. 총 4종의 항생제인 ampicillin (10 μg/disk), chloramphenicol (30

μg/disk), vancomycin (30 μg/disk)과 kanamycin (30 μg/disk)을 실험에 사용하였다. 항생제 용액은

0.2 μm의 필터로 필터 멸균하였고 -20도에서 보관하였다. 실험에 사용할 항생제 용액은 멸균된
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paper disk (8 mm)에 분주하였다. 유산균들은 MRS broth에서 37℃, 48시간 배양 후 멸균수로

108CFU/mL까지 희석하였다. 실험 균주는 MRS agar에 도말하였으며 paper disk를 배지 표면에 고

정시킨 후 50 μl의 항생제 용액을 분주하였다. 배지를 37℃에서 24시간 배양 후 투명환이 생성된

지름(mm)을 측정하였다.

4.4. Caco-2 배양세포을 이용한 장내 부착능

- 분리된 유산균의 장내부착능을 검토하기 위하여 Caco-2 배양세포를 이용한 장 부착능을 검토하였

다. 실험에 사용된 Caco-2 배양세포는 열 비활성화된 10% 우태아혈청 (FBS), 1% L-glutamine,

penicillin G (100 IU/mL)과 streptomycin (100 mg/mL)이 첨가된 MEM (Hyclone, USA) 배지를 이

용하여 5% 이산화탄소를 포함한 37℃의 배양기에서 배양하였다. 세포수는 well당 1.0×105 cell/mL

의 수가 되도록 12-well tissue culture plate (Becton, Dichinson and Company, USA)에 접종하였

고, 격일로 배지를 교환하며 완전하게 단층막 (monolayer)를 형성할 때까지(약 14일) 배양하여 실험

에 사용하였다. 유산균의 배양세포 부착능력을 확인하기 위하여 완전 단층막을 형성한 Caco-2 배양

세포를 25℃의 PBS 버퍼 (pH 7.2)를 이용하여 3회 세척한 후, 항생제가 첨가되지 않은 1 mL

MEM 배지를 넣고 5% CO2존재 하에 37℃에서 30분간 배양하였다. 선발된 유산균주는 MRS 액체

배지에서 24시간 배양 후, 108–109 CFU/mL 범위의 농도가 되도록 MEM 배지에 현탁하였다. 얻어

진 현탁액 0.25 mL을 monolayer를 형성한 Caco-2 배양세포에 접종하고 37℃에서 2시간 배양하였

다 (5% CO2). 배양이 완료된 후 부착되지 않은 유산균의 제거와 세척에 따른 부착능력을 확인하기

위해 PBS buffer(pH 7.2)를 사용하여 2회 세척을 실시하였다. 세척이 완료된 후 150 μL의 0.05%

triton-100을 각 well에 분주하여 10분 동안 흔들어 주면서 부착된 세포를 때어낸 후, 펩톤수를 사

용하여 연속희석법으로 MRS 평판배지에 도말하고 37℃에서 48시간동안 배양하여 균수를 측정하였

다. 양성 대조군으로는 L. rhamnossus GG ATCC 53103를 사용하였으며, Caco-2 배양세포에 대한

부착율은 다음과 같이 계산하였다.

Caco-2 배양세포 부착율(%) = [부착 균수/ 초기 처리균수] ☓ 100

4.5. C. elegance, 항균 펩타이드와 면역 활성

- C. elegance의 면역관련 활성을 확인하기 위하여 pmk-1::GFP를 선택된 유산균에 24시간 노출시킨

후 qRT-PCR분석으로 4종의 유산균의 선충의 면역 반응에 관여하는 clec-60 유전자 발현을 평가하

였다. 전사 수준은 성체 fer-15;fem-1 worms를 사용하여 4종의 유산균과 반응시킨 후 분석하였다.

4.6. RAW 264.7세포의 생존 및 nitric oxide (NO)와 염증성 사이토카인 생성에 미치는 영향

- 유산균에 의한 염증성 사이토카인의 발현을 단백질과 mRNA 수준에서 확인하기 위하여 RAW

264.7 세포 (5×104 cells/well)를 96-well plate에 배양시킨 후 불활성화 시킨 유산균들을 최종 농도

1×108 cells/mL로 처리하여 24, 48시간 처리하였다. 면역세포성장에 유산균이 미치는 영향을 MTT

assay로 분석하였고 세포 배양 상등액의 nitric oxide (NO)는 griess reagent로 확인하였다. 면역 사

이토카인의 발현은 유산균을 처리하여 24시간 반응시킨 RAW 264.7 세포 (5×104 cells/well) 배양

상등액에서 IL-6와 TNF-α 발현량을 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit으로 분석

하였다. qRT-PCR분석으로 10종의 유산균의 면역 반응에 관여하는 8종의 유전자 (COX-2, iNOS,

IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10, IL-12, TGF-β) 발현을 평가하였으며 사용한 프라이머 서열은 표 2에

나타내었다. 배양 상등액으로부터 RNA의 추출은 RNA easy kit (NucleoSpin RNA, Macherey-Nagel)을
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Primers 　 Primer sequences Size (bp) Tm

COX-2 F 5′-CTCAGCCATACAGCAAATCCTT-3′ 101 54.8

　 R 5′-GTCCGGGTACAATCGCACTTAT-3′ 　 56.6

iNOS F 5′-CCAGCCTGCCCCTTCAAT-3′ 104 57

　 R 5′-ATCCTTCGGCCCACTTCCT-3′ 　 57

IL-1b F 5'-TGACGGACCCCAAAAGAT-3' 122 52.1

　 R 5'-GTGATACTGCCTGCCTGAAG-3' 　 52

IL-6 F 5′-CCGGAGAGGAGACTTCACAGAG-3′ 107 56.6

　 R 5′-TCATTTCCACGATTTCCCAGAG-3′ 　 57.5

TNF-α F 5′-AGGCACTCCCCCAAAAGATG-3′ 122 57.4

R 5′-CACCCCGAAGTTCAGTAGACAGA-3′ 　 56.9

IL-10 F 5′-GCTGGACAACATACTGCTAACCGACTC-3′ 141 62

　 R 5′-TCCTTGATTTCTGGGCCATGCTTCTCT-3′ 　 66.4

IL-12 F 5′-CGTGCTCATGGCTGGTGCAAAG-3′ 　 64.4

　 R 5′-CTTCATCTGCAAGTTCTTGGGC-3′ 　 57.5

TGF-β F 5′-GCTACCATGCCAACTTCTGTCTG-3′ 106 57.4

　 R 5′-GAAGCGCCCGGGTTGTGTTGGTTGTAG-3′ 　 70.7

GAPDH* F 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTAC-3' 122 57.9

　 R 5'-TCAGTGGGCCCTCAGATGC-3' 　 58

*GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

사용하였고 cDNA 합성은 Quick reverse transcription system (ReverTraAce qPCR RT Master Mix,

TOYOBO)을 사용하였다. 상대적인 mRNA의 발현은 GAPDH를 항존 유전자 (housekeeping gene)로

사용하여 상대정량 하였다.

표 2. qRT-PCR에 사용한 프라이머 서열

5. CLA 고생산 유산균을 사용한 발효식품 적용

- 선별된 10종의 유산균 중 원광대학교 대사성질환연구소에서 항아토피 활성이 뛰어난 것으로 분석된

3종의 유산균주인 L. plantarum JBCC105645, L. plantarum JBCC105683 및 Leu. mesenteroides

JBCC105686를 선정하여 항아토피 기능을 보유한 고기능성 고추장 시제품제작을 위해 (농)순창장류

(주)에 제공하였다.

6. 유산균으로부터 CLA를 생성하는 효소인 linoleate isomerase의 특성분석

6.1. 선별 유산균주의 배양

- 선별된 10종의 유산균주들은 5 mL MRS 액체배지에서 30oC, 160 rpm, 24시간동안 전배양 후 MRS

agar 배지에 SCI (single colony isolation)하여 얻은 단일 콜로니를 TE buffer 50 mL에 현탁한다.

95oC에서 10분간 열변성시켜 획득한 genomic DNA를 template로 PCR을 수행하였다.

6.2. 클로닝을 통한 linoleate isomerase 유전자의 증폭 및 서열분석

- 전통발효식품으로부터 분리한 CLA 고생성 유산균 10종의 CLA 생성 관련 linoleate isomerase 효소

유전자 서열분석을 위하여 PCR을 수행하였다. 프라이머는 NCBI의 Lactobacillus plantarum의

cla-hy gene for hydratase/dehydratase (accession number: AB671229.1), cla-dh gene for

oxidoreductase (accession number: AB671230.1)와 cla-dc gene for isomerase (accession number:

AB671231.1)의 염기서열을 기준으로 설계하였다 (표 3). PCR반응은 PCR cycler (Primus 25, MWG
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Biotech, UK)를 사용하여 94oC에서 4분간 초기 변성 후, 94oC 45초간 변성, 50-58oC 30초간 결합,

68oC 2분간 증폭과정을 30회 반복하고 68oC에서 1분간 반응 후 종료하였다. PCR 반응산물은

Megaquick Spin kit (Intron)으로 정제한 다음 TA cloning (RBC TA cloning kit)을 수행하였다.

재조합된 DNA는 JM109 competent cell에 transformation 후 ampicillin (100 mg/mL)이 함유된 LB

agar 배지에서 colony PCR로 유전자 삽입 유무를 확인하고, plasmid를 정제하여 universal M13 프

라이머로 서열분석을 수행하였다. 분석된 염기서열은 GenBank의 ribosomal DNA sequence date

base와 비교하였으며, sequence의 상동성은 ClustalX 2.0 software 프로그램을 이용하여

phylogenetic tree analysis을 수행하여 확인하였다.

표 3. Linoleate isomerase 효소의 유전자 서열분석을 위해 PCR에 사용한 프라이머

Primer

pair
Primer sequences(5’ to 3')

Target sequence

(GenBank accession no.)

Size

(bp)
Tm

a Ta
b GC

(%)

CLA-hy

　

ATGGTTAAAAGTAAAGCAATTATGATTGG L. plantarum cla-hy gene,

hydratase/dehydratase

(AB671229.1)

1692 57.5 55 27.6

TTAATCAAACATCTTCTTAGTTGCC 　 52.9 32

CLA-dh

　

GATGAAAGATTTTAAAGATAAAGTTATGTTTATCACGG L. plantarum cla-dh gene,

oxidoreductase (AB671230.1)

860 61.4 58 24.3

TTACATGATACCGTCCATGATGTGC 　 59.4 44

CLA-dc

　

ATGGCAAGTTTTATTGCAAGTG L. plantarum cla-dc gene,

isomerase (AB671231.1)

843 53.5 50 36.4

TTAAATAATATAAGTCGCTGCC 　 48.2 32

a Tm, melting temperature;
b Ta, annealing temperature

7. 유산균으로부터 CLA를 생성하는 효소인 linoleate isomerase의 qRT-PCR을 통한 RNA 발현

량 분석

7.1. qRT-PCR 분석을 위한 유산균주의 배양

- 선별된 10종의 유산균의 CLA 생성에 관여하는 3종의 유전자 (CLA-hy, CLA-dh, CLA-dc)를 대상

으로 기질인 linoleic acid (LA)의 유무에 따른 효소 유전자 발현 변화를 배양 시간별 균체로부터

total RNA를 분리하여 qRT-PCR로 분석하였다. CLA 고생산 유산균주들은 5 mL MRS 액체배지

에서 30oC, 160 rpm, 24시간동안 전배양 후 각각의 배양액을 멸균수로 OD600=1로 희석하여 본배양

배지에 1% (v/v) 접종하였다. LA 600 μg/mL가 함유된 MRS 액체배지에서 30oC, 160 rpm로 배양

하는 과정에서 RNA 추출을 위하여 6시간 (lag phase), 12시간 (exponential phase), 24시간

(stationary phase)째 배양액을 분리하였다.

7.2. RNA 추출 및 유전자 발현 상대정량 분석

- RNA 분리 시간은 각각 0, 100, 200, 600, 1000, 5000 μg/mL의 LA가 첨가된 배지조건에서의 균성장

곡선으로부터 각각 유도기, 대수기, 안정기에 이르는 시간대를 결정하였다. 원심분리를 통해 얻은

세포의 RNA는 NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel)를 이용하여 추출하였다. 추출된 RNA는

260 nm에서 농도를 측정한 후 2 μg을 ReverTraAce qPCR RT Master Mix kit (TOYOBO)를 이

용하여 oligo-dT 프라이머로 cDNA를 합성하였다. cDNA를 1 μg 농도로 희석한 후, 표 4의 프라이

머를 이용하여 RT-PCR을 수행하였다. RT-PCR 조건은 95oC에서 2분간 초기 변성 후, 95oC 10초

간 변성, 57oC 20초간 결합, 72oC 30초간 증폭과정을 49회 반복하고 95oC 10초, 65oC에서 5초간 반

응 후 종료하였다. 상대적인 mRNA의 발현은 GAPDH를 housekeeping 유전자로 사용하여 표준화

하고 △△CT값으로 상대정량 (relative quantity)하였다.
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표 4. qRT-PCR에 사용한 프라이머 서열

Primers 　 Primer sequences Start Length
Product

size (bp)
Tm GC(%)

CLA-hy F 5′-ACGGGTAAGGAAATGGCTCA-3′ 1321 20 202 54.8 50

　 R 5′-GGTTCGTTGAGTGCTTTGGT-3′ 1522 20 　 56.6 50

CLA-dh F 5′-GGATCGGGGTATGAAGCTCA-3′ 81 20 159 57 55

　 R 5′-TTTTCCATGGCCTGCTCAAC-3′ 239 20 　 57 50

CLA-dc F 5'-GCCGGTGAACTGAATGATCC-3' 436 20 169 52.1 55

　 R 5'-AGGACCGTAATTGAGTCGCA-3' 604 20 　 52 50

GAPDH* F 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTAC-3' 21 122 57.9

　 R 5'-TCAGTGGGCCCTCAGATGC-3' 19 　 58

*GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

7.3. 통계처리

- 각 시험군의 유의성에 대한 통계는 대조군과 실험군 간의 통계학적 비교를 위해 One-way Anova

SPSS 19.0을 사용하여 분석하였으며, Duncan's 사후검정을 실시하여 (p<0.05)이하일 때 통계적으

로 유의한 것으로 판단하였다.

나. 연구수행결과

1. 전통발효식품 유래 CLA 생성 균주의 스크리닝

1.1 Linoleic acid tolerancy를 이용한 CLA 생산 유산균의 스크리닝

- Linoleic acid (LA)는 유산균이 CLA를 생합성하는데 요구되어지는 기질이나 일반적으로 기질 자체

의 독성으로 인해 박테리아의 성장을 방해함으로써 CLA를 고생산하는데 부정적인 영향을 미치는

것으로 알려져 있다 (Jenkins & Courtney, 2003; Jiang et al., 1998; Liu et al., 2011). 더욱이 불포

화지방산인 LA가 CLA로 전환되어지는 과정은 detoxification mechanism과 관련되어있기 때문에

고농도의 LA의 존재 하에 유산균의 성장능력은 간접적으로 CLA를 고생산능과 연관성을 가질 것

으로 사료된다. 따라서 발효식품에서 분리한 유산균 유사균주에서 CLA를 고생산하는 유산균을 선

별하기 위한 선별법으로 고농도의 LA에 내성을 가진 유산균을 선별하는 것이 매우 유효할 것으로

사료된다. 본 연구에서 상기의 방법에 의하여 전통발효식품에서 분리된 유산균 유사균주 총 190종

을 대상으로 CLA를 고생산할 수 있는 유산균을 선별하기 위해 1차적으로 linoleic acid tolerancy를

이용한 방법을 실시한 결과, 그림 3에서 보이듯 0.2% LA 함유 MRS agar plate에서 분리균주별로

LA 내성에 따른 콜로니의 형상 및 크기가 현저하게 다름을 확인할 수 있었다. 이 중에서 63종의

유산균 유사분리균주에서 고성장이 관찰되어 CLA 고생산 균주로 선별하였다.
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그림 3. Linoleic acid tolerancy를 이용한 CLA 생산 유산균의 스크리닝 (a) Linoleic acid

tolerancy를 보이는 것으로 확인된 CLA 생산 균주(0.2% 리놀레산 함유 MRS agar plate).

1.2. UV 분광법을 이용한 CLA 생성 균주의 정성적 판별

- CLA를 생산하는 미생물에 대하여 UV 분광법을 이용한 분석방법은 다양한 연구자들에 의해 연구

되어져 왔고, 이를 통해 CLA 생산균주의 정성 및 정량분석에 유효함이 확인되어왔다 (Wang et

al., 2007; Zeng et al., 2009). 일반적으로 CLA의 특이적 흡수파장대가 233 nm로 알려져 있으나, 좀

더 구체적으로 살펴보면 CLA는 trans,trans; cis,trans/trans,cis; cis,cis와 같은 4가지 위치이성질체

형태를 가지며 이는 각각 228.5, 231.5, 와 234.5 nm에서 특이적인 흡수 peak를 나타내기 때문에 이

성질체의 분포 양상에 대한 정성적인 판별 또한 가능하다 (Liu et al., 2012). 따라서 전통식품에서

분리한 유산균 유사 균주 중 LA 내성균주의 CLA 생성 여부를 효과적으로 평가하기 위하여 본 연

구에서는 넓은 범위의 영역에서 UV 분광법을 이용한 정성적 스크리닝을 실시하였다. 1차선별의 결

과 얻어진 0.2% LA 함유 MRS agar plate에서 LA에 내성을 보인 총 63종의 유산균 유사 균주에서

얻은 지방산 추출액으로부터 CLA의 유무를 정성적으로 확인한 결과, 24종의 유산균이 그림 4(a)와

같이 conjugated double bonds의 존재를 지시하는 228-235 nm에서 특이적인 최대흡수 파장대를 나

타냄으로써 CLA를 생성할 수 있음을 보였고 CLA를 생성하지 않는 균주는 그림 4(b)와 같이

228-235 nm에서 특이적인 흡수 파장대를 나타내지 않았다. 228-235 nm에서 특이적인 최대흡수 파

장대를 나타낸 균주 중에서 최종적으로 50.0 μg/mL 이상의 CLA를 생성할 수 있는 10종의 유산균

유사 균주의 233 nm에서의 피크의 흡수량을 기준으로 CLA 생산량을 정량적으로 확인한 결과,

86.03에서 125.49 μg/mL의 CLA를 생산하고 있음을 확인하였다. 그 중에서 BCC105611 균주가 가장

높은 흡수값을 나타냄을 확인하였다.
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그림 4. Hexane 추출물의 UV spectral scan. (a) JBCC105611 유산균의 LA 함유 배양액으

로부터 추출된 지방산의 UV spectral scan, (b) JBCC105657 유산균의 LA 함유 배양액으로부

터 추출된 지방산의 UV spectral scan.

- 위와 같이 특징적인 CLA 고유의 conjugated double bonds에 의해 나타나는 특이적인 흡수 파장대

를 통한 UV분광법의 결과는 CLA를 생산하는 유산균을 1차적으로 선별하는데 신속하고 비교적 효

과적인 실험법임을 확인할 수 있었다. 그러나, CLA의 UV 분광법이 비교적 값이 싸고 정확하며 신

속한 분석법임에는 확실하나 실질적으로 정확한 정량분석 및 CLA의 이성질체의 분석을 위해서는

흡수대의 정확한 판별 및 측정이 애매모호한 점으로 미루어 보다 정확한 분리 및 정량화가 가능한

GC 분석법의 채용이 정량적 분석 및 이성체의 비율 확인에 필요할 것으로 사료 된다 (Ye et al.,

2012; Zhao et al., 2011; FAN & Aili, 2002).

2. 분리 균주의 16Sr DNA 염기서열을 이용한 동정

- 장류에서 분리된 CLA 생산 유산균주의 16S rDNA 동정 결과, 최종 선별된 10종의 유산균은

Lactobacillus paraplantarum 3종, L. plantarum 3종, L. pentosus 2종, Pediococcus acidilactici 1

종, Leuconostoc mesenteroides 1종으로 JBCC105611는 Lactobacillus paraplantarum과 100%로 가

장 높은 상동성을 보였고 JBCC105634와 JBCC105655는 Lb. paraplantarum과 99%의 상동성을 보

이는 것으로 나타났다. JBCC105675, JBCC105683과 JBCC105645는 Lactobacillus plantarum

(99~100%)으로 동정되었으며 JBCC105676과 JBCC105674는 Lactobacillus pentosus (98~99%)로 동

정되었다 (표 2). 동정된 10균주의 CLA 생산량을 분석한 결과, 10종의 유산균은 80 μg/mL의 CLA

를 생성하였으며 (86~125.2 μg/mL) 최종적인 CLA 고생산 균주로 선별되어 추후 분석에 사용되었

다. 가장 높은 CLA를 생성하는 균주는 약 125 μg/mL의 CLA를 생성하는 것으로 흡광도법을 통하

여 분석하였다 (표 3).



- 74 -

표 2. 장류로부터 분리된 CLA 생성 유산균의 16S rDNA 동정

Strains Identification Identities (%)

JBCC105611 Lactobacillus paraplantarum 100

JBCC105117 Pediococcus acidilactici 99

JBCC105675 Lactobacillus plantarum 99

JBCC105634 Lactobacillus paraplantarum 99

JBCC105676 Lactobacillus pentosus 98

JBCC105674 Lactobacillus pentosus 99

JBCC105683 Lactobacillus plantarum 99

JBCC105655 Lactobacillus paraplantarum 99

JBCC105645 Lactobacillus plantarum 100

JBCC105686 Leuconostoc mesenteroides 100

표 3. 장류로부터 분리된 CLA 생성 유산균 10종 및 CLA 생산량 (μg/mL)

Strains CLA (μg/mL) in the fermentation culture

Lactobacillus paraplantarum JBCC105611 125.49

Pediococcus acidilactici JBCC105117 106.06

Lactobacillus plantarum JBCC105675 95.75

Lactobacillus paraplantarum JBCC105634 93.92

Lactobacillus pentosus JBCC105676 91.43

Lactobacillus pentosus JBCC105674 90.99

Lactobacillus plantarum JBCC105683 89.57

Lactobacillus paraplantarum JBCC105655 88.47

Lactobacillus plantarum JBCC105645 86.39

Leuconostoc mesenteroides JBCC105686 86.03

3. GC를 이용한 CLA 생성균주의 정량적 판별 및 2차 선정

3.1. Thin layer chromatography (TLC)을 통한 지방산 methylation법의 확립

- 추출된 지방산의 GC분석시 methylation은 분석의 정밀도 및 신뢰성을 높이는데 매우 중요한 인자

중의 하나이다. 본 연구에서는 methylation의 최적화를 위하여 4종류의 메틸화 시약을 대상으로 반

응을 실시한 후, TLC 분석을 통해 최적 방법을 검토한 결과, 그림 5와 같이 표준물질인 CLA의 Rf

값과 methyl화된 CLA의 Rf값은 각각 0.325과 0.813으로 나타났으며 네 가지 방법 모두에서 메틸화

가 원활하게 진행됨을 확인하였다. 이러한 결과는 Park et al. (2002)의 결과와 유사하며, 촉매제로

써 이용되는 황산, 염산과 14% BF3-methanol을 통한 methylation 방법에서 모두 지방산의 methyl

화를 확인할 수 있었으나 안전성과 편리성을 위하여 14% BF3-methanol이용한 methylation법을 선

택하였다.
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그림 6. CLA 이성질체 표준물질 및 내부표준물질의 가스크로마토그램. (a) 내부표준물질

(heptadecanoic acid, C17:0), (b) cis9, trans11-CLA 이성질체, (c) trans10, cis11-CLA 이성질체

그림 5. Methylation 방법에 따른 methylated CLA 비교분석. C, CLA (control)

50mg/ml; 1, 0.05 N H2SO4/methanol; 2, 1.0 N H2SO4/methanol; 3, 0.05N HCl/methanol; 4,

1.0 N HCl/methanol ; 5, 14% BF3/methanol.

2.2. GC 분석을 통한 CLA 이성질체의 분석

- 본 연구에서 선별한 전통식품 유래 유산균이 생성하는 CLA의 이성질체 비율 분석 및 정량을 위한

GC분석을 실시한 결과, 그림 6와 같이 internal standard인 heptadecanoic acid (C17:0), cis 9, trans

11-CLA와 trans 10, cis 12-CLA이 각각 26.2 min, 32.2 min 과 32.5 min에서 retention time을 나

타내었고, 각각의 이성질체에 대한 standard curve는 R2값이 0.9999와 0.9956으로 높은 직선성을 보

였다 (그림 7).
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그림 7. 내부표준물질에 의한 CLA 표준물질의 표준곡선. (a) cis9, trans11-CLA 이성질체,

(b) trans10, cis12-CLA 이성질체. cis9, trans11-CLA의 회귀방정식은 y=1.8421x–0.2199

(R2=0.9999)이며, trans10, cis12-CLA의 회귀방정식은 y=1.9679x–0.0852 (R2=0.9956)이었으며

Heptadecanoic acid (C17:0)는 내부표준물질로써 사용하였다.

- 유산균에 의해서 합성되는 CLA는 각각의 cis 9, trans 11-CLA와 trans 10, cis 12-CLA이 서로 다

른 중요한 생리활성을 나타내기 때문에 산업적인 적용 및 기능적인 이해를 위해서는 분리하고자 하

는 목적에 부합한 이성질체의 비율이 매우 중요한 의미를 가지고 있다. 따라서 본 연구에서는 분리

된 균주에서 생성된 이들 CLA의 geometric isomer를 GC로 분석하여 중요한 기본적인 데이터를 제

공하고자 하였다. 광학법 및 GC 분석을 통해 얻어진 스크리닝의 결과 선별된 10종의 전통식품 유

래 CLA 생성 유산균주의 CLA 이성질체 비율분석을 실시한 결과, 표 3에서와 같이 10종의 모든 유

산균은 서로 다른 비율로 생리활성을 보이는 cis 9, trans 11-CLA와 trans 10, cis 12-CLA를 생산

함을 확인할 수 있었다. 그러나, 생산량과 기질의 관계를 검토하기 위하여 기질인 LA의 농도를

100, 200, 600 와 1000 μg/mL로 변경 시 기질의 농도가 높아질수록 모든 유산균주에 대한 CLA로

의 전환율이 감소함을 보였다. 이러한 결과는 발효된 중국의 pickle로부터 분리되어진 Lactobacillus

plantarum의 CLA 이성질체 생산에 관한 연구결과와 유사한 것으로 보이나 향후 생산성의 향상을
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위해서는 기질의 전환율을 향상시킬 방법에 대한 연구가 더 필요할 것으로 사료된다. (Liu et al.,

2011). 그러나, 기질인 LA의 농도가 600 μg/mL일 경우, 분리 균주 중, L. plantarum JBCC105683과

L. pentosus JBCC105676이 각각 124.8%와 121.2%의 높은 전환률을 보이며 748.8과 726.9 μg/mL의

높은 양의 CLA를 생산함을 확인하였는데 이는 현재까지 알려진 L. reuterii, L. plantarum, L.

acidophilus, L. casei 와 Lactococcus lactis와 같은 다양한 유산균주가 0.1-0.6 mg/mL의 CLA생산

이 보고되어 온 점에 비추어 상당히 높은 생산량을 나타냄을 확인할 수 있었다 (Alonso et al.,

2003; Kim & Liu, 2002; Lee et al., 2003; Ogawa et al., 2005; Zeng et al., 2009). 특히, 기질이 유

산균에 부정적인 영향을 미치지 않는 낮은 농도로 제공되었을 때 (100 μg/mL LA), L.

paraplantarum JBCC105611은 182.6%, L. paraplantarum JBCC105634은 149.7%, L. paraplantarum

JBCC105655은 249.4%, L. plantarum JBCC105675은 356.4%, L. plantarum JBCC105683은 334.5%,

Lb. plantarum JBCC105645은 227.4%, Lb. pentosus JBCC105676은 337.0%, L. pentosus

JBCC105674은 304.6%, Pediococcus acidilactici JBCC105117은 138.2%, Leuconostoc

mesneteroides JBCC105686은 174.3%의 전환률을 나타냄을 확인할 수 있었는데 이는 유산균이 생

육하면서 기질로 사용될 수 있는 LA를 추가적으로 생산해 내었고 여분으로 생산되어 사용될 수 있

는 LA를 CLA로 전환시키는 것으로 사료된다 (Vela Gurovic et al. 2014).

- 본 연구에서 전통발효식품에서 선택된 10종의 CLA 생성 유산균주의 cis 9, trans 11-CLA와 trans

10, cis 12-CLA에 대한 이성질체 비율을 분석 검토한 결과를 표 4에 나타내었다. L. paraplantarum

JBCC105611, L. paraplantarum JBCC105634, L. plantarum JBCC105645, P . acidilactici

JBCC105117, L. mesneteroides JBCC105686 균주가 약 50:50의 비율로 두 가지 이성질체를 합성하

는 것으로 보여지나, L. paraplantarum JBCC105655, L. plantarum JBCC105675, L. plantarum

JBCC105683, L. pentosus JBCC105676, L. pentosus JBCC105674 균주는 약 80:20의 비율로 두 가

지 유형의 isomer중 cis 9, trans 11-CLA를 선택적으로 합성하는 특성을 보이는 것으로 확인되었

다. cis 9, trans 11-CLA의 경우, 다른 이성질체에 비하여 항암효과가 뛰어난 것으로 알려져 있기

때문에 유용한 기능성 식품을 제조하는데 사용될 수 있는 유산균으로 여겨진다 (Chin et al., 1992).

특히, 이 들 균주 중, 총 748.8 μg/mL로 가장 높은 CLA를 생산해낸 L. plantarum JBCC105683 균

주는 현재까지 가장 높은 이성질체 비율로 알려진 중국의 자연 발효된 pickle에서 분리된 L.

plantarum lp15의 이성질체 비율 (cis 9, trans 11-CLA:trans 10, cis 12-CLA)인 75:25와 거의 유사

하거나 높은 것으로 밝혀졌다 (Liu et al., 2011). 한편, 자연 발효된 sauerkraut에서 분리된 L.

plantarum NCUL005는 각 이성질체를 30:70의 비율로 생산함으로써 CLA 이성질체 생산 비율은

분리원 및 균주에 따라서 매우 다른 것으로 여겨진다 (Zeng et al., 2009).
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표 4. 가스크로마토그래피를 이용한 장류유래로부터 분리된 CLA 생산 유산균주 10종의 CLA

생산량 (μg/mL), 전환율 (%) 및 이성질체 비율.

Strain
LA

(μg/mL)

C productivity (μg/mL) Conversion

rate (%) a
Isomer

ratio bc9,t11-CLA t10,c12-CLA Total CLA

Lb.paraplantarum

JBCC105611

100 91.469 ± 1.919a 91.092 ± 3.593a 182.561 ± 5.513a 182.6 50 : 50

200 87.398 ± 3.839b 87.281 ± 1.797b 174.678 ± 5.635b 87.3 50 : 50

600 80.612 ± 5.758c 77.118 ± 5.390c 157.730 ± 11.15c 26.3 51 : 49

1000 75.183 ± 5.758dd 73.307 ± 0.000dd 148.490 ± 5.758d 14.8 51 : 49

Lb.paraplantarum

JBCC105634

100 73.826 ± 0.000a 75.847 ± 0.000b 149.673 ± 0.000b 149.7 49 : 51

200 77.898 ± 1.919a 77.118 ± 1.797a 155.015 ± 3.716a 77.5 50 : 50

600 76.540 ± 0.000a 67.495 ± 1.797c 146.036 ± 1.797b 24.3 52 : 48

1000 76.540 ± 3.839aa 74.577 ± 5.390bb 151.117 ± 9.228a 15.1 51 : 49

Lb.paraplantarum

JBCC105655

100 163.398 ± 3.839c 86.010 ± 0.000b 249.408 ± 3.839c 249.4 66 : 34

200 308.612 ± 1.919a 89.822 ± 1.797a 398.434 ± 0.123a 199.2 77 : 23

600 228.541 ± 3.839b 80.929 ± 3.593c 309.470 ± 7.432b 51.6 74 : 26

1000 140.326 ± 5.758dd 82.199 ± 5.390cc 222.526 ± 11.15d 22.3 63 : 37

Lb.plantarum

JBCC105675

100 266.541 ± 7.677b 89.822 ± 1.797a 356.363 ± 9.474b 356.4 75 : 25

200 361.541 ± 11.516a 65.684 ± 3.593b 427.225 ± 15.11a 213.6 85 : 15

600 185.112 ± 11.516c 32.654 ± 0.000c 217.766 ± 11.52c 36.3 85 : 15

1000 42.612 ± 1.919dd 27.573 ± 0.000dd 70.184 ± 1.919d 7.0 61 : 39

Lb.plantarum

JBCC105683

100 242.112 ± 0.000d 92.362 ± 1.797d 334.475 ± 1.797d 334.5 72 : 28

200 442.970 ± 3.839b 110.148 ± 1.797a 553.118 ± 5.635b 276.6 80 : 20

600 642.471 ± 1.919a 106.337 ± 0.000b 748.807 ± 1.919a 124.8 86 : 14

1000 316.755 ± 1.919cc 96.174 ± 0.000cc 412.929 ± 1.919c 41.3 77 : 23

Lb.plantarum

JBCC105645

100 117.255 ± 7.677a 110.148 ± 5.390a 227.403 ± 13.06a 227.4 52 : 48

200 96.898 ± 1.919c 88.551 ± 3.593c 185.449 ± 5.513b 92.7 52 : 48

600 100.969 ± 0.000b 91.092 ± 0.000b 192.061 ± 0.000b 32.0 53 : 47

1000 90.112 ± 7.677dd 77.118 ± 5.390dd 167.230 ± 13.07c 16.7 54 : 46

Lb.pentosus

JBCC105676

100 261.112 ± 11.516d 75.847 ± 3.593c 336.960 ± 15.11d 337.0 77 : 23

200 518.970 ± 11.516b 92.362 ± 1.797a 611.333 ± 13.31b 305.7 85 : 15

600 638.399 ± 3.839a 88.551 ± 0.000b 726.950 ± 3.839a 121.2 88 : 12

1000 357.470 ± 5.758cc 72.036 ± 1.797cc 429.506 ± 7.554c 43.0 83 : 17

Lb.pentosus

JBCC105674

100 231.255 ± 7.677c 73.307 ± 0.000b 304.562 ± 7.677c 304.6 76 : 24

200 354.755 ± 9.596b 80.929 ± 3.593a 435.684 ± 13.19b 217.8 81 : 19

600 516.256 ± 7.677a 80.929 ± 0.000a 597.185 ± 7.677a 99.5 86 : 14

1000 182.398 ± 11.516dd 51.710 ± 1.797cc 234.108 ± 13.31d 23.4 78 : 22

P .acidilactici

JBCC105117

100 73.826 ± 0.000b 64.414 ± 1.797a 138.240 ± 1.797c 138.2 53 : 47

200 80.612 ± 1.919a 65.225 ± 3.593a 148.837 ± 5.513a 74.4 54 : 46

600 73.826 ± 0.000b 63.143 ± 0.000a 136.970 ± 0.000c 22.8 54 : 46

1000 76.540 ± 0.000bb 64.414 ± 1.797aa 140.954 ± 1.797b 14.1 54 : 46

L.mesenteroides

JBCC105686

100 100.969 ± 0.000a 73.307 ± 0.000a 174.276 ± 0.000a 174.3 58 : 42

200 90.114 ± 3.839b 66.955 ± 1.797b 157.066 ± 5.635b 78.5 57 : 43

600 83.326 ± 5.758c 63.143 ± 3.593b 146.470 ± 9.351c 24.4 57 : 43

1000 75.083 ± 9.596dd 60.603 ± 7.186bb 135.786 ± 16.78d 13.6 55 : 45

* 분석결과는 2회 반복한 실험의 평균과 표준편차로 나타내었으며, 각 균주는 다양한 농도의 LA를

첨가한 MRS 배지에 접종되었고 30oC에서 48시간동안 배양한 뒤 지방산을 추출하였다. 총 CLA는

모든 두 가지 이성질체의 합으로 계산되었고, a Conversion rate (%, w/w)은 첨가된 LA에 대한

CLA 총생산량의 %로 계산되었고, b Isomer ratio (%, w/w)은 CLA 총생산량에 대한 각 이성질체

의 비율로 계산되었다. 실험군 간의 유의성을 검정하기 위하여 SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, Il,

USA)을 이용하여 ANOVA test를 실시한 후, 유의성이 있는 경우, p<0.05수준에서 Duncan’s

multiple range test를 실시하였다.
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Strain
Initial mean counts

(log CFU/mL)

Survival after 2 h at pH 2

(log CFU/mL) %

Lb. paraplantarum JBCC105611 9.91 4.28 43.2

P . acidilactici JBCC105117 11.07 2.77 25.1

Lb. plantarum JBCC105675 10.99 3.57 32.5

Lb. paraplantarum JBCC105634 8.40 4.81 57.3

Lb. pentosus JBCC105676 10.47 3.51 33.5

Lb. pentosus JBCC105674 10.66 5.60 52.6

Lb. plantarum JBCC105683 11.12 5.00 45.0

L.b paraplantarum JBCC105655 10.97 5.49 50.1

Lb. plantarum JBCC105645 11.72 5.06 43.1

L. mesenteroides JBCC105686 6.35 2.08 32.7

4. 프로바이오틱스 특성 분석

4.1. 내산성 특성 분석

- 그림 8와 표 5에 나타낸 것과 같이 전통발효식품에서 분리한 10개의 선별된 균주들은 모두 pH 2.0

에서 2시간까지 생육가능 하였지만 2시간 이후에는 생육도가 감소하였다 (p<0.05). 하지만, 10개 균

주 중 Lb. paraplantarum JBCC105634, Lb. paraplantarum JBCC105655와 Lb. pentosus

JBCC105674의 3균주들은 pH 2.0에서도 50%이상의 높은 생육도를 보였다. 이 결과는 Lb.

plantarum 균주가 pH 2.0에서 평균 40%이하의 생육도를 보인다는 결과 (Mathara et al., 2008;

Ding & Shah, 2007) 와 비교했을 때 이 연구에서 분리한 유산균주들이 프로바이오틱스로써 충분한

조건을 갖춘 것으로 나타났다. 다른 연구 결과들과 비교했을 때, 전통발효식품유래 CLA생산 유산

균주들의 생육도는 프로바이오틱스로써 적합할 것으로 사료된다.

그림 8. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 pH 2.0에서의 내산성 특성

표 5. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 pH 2.0에서의 생육도 (%)
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Strain
Bile concentration (%)

0 0.3 1 3 5

L. paraplantarumJBNU105611 11.426 ± 0.044 a11.303 ± 0.096 a 9.902 ± 0.150 b 9.532 ± 0.131 c 9.560 ± 0.075 c

P . acidilacticiJBNU105117 9.349 ± 0.054 a 9.337 ± 0.058 ab9.311 ± 0.058 ab9.290 ± 0.036 ab 8.987 ± 0.388 b

L. plantarumJBNU105675 8.958 ± 0.034 a 8.814 ± 0.064 b 8.719 ± 0.054 c 8.230 ± 0.026 d 8.038 ± 0.066 e

L. paraplantarumJBNU105634 8.569 ± 0.152 a 8.401 ± 0.348 ab 8.655 ± 0.194 a 8.004 ± 0.456 bc 7.651 ± 0.156 d

L. pentosusJBNU105676 9.227 ± 0.200 a 9.077 ± 0.067 ab8.972 ± 0.041 ab9.086 ± 0.150 ab 8.719 ± 0.369 b

L. pentosusJBNU105674 10.722 ± 0.005 a10.449 ± 0.063 b10.280 ± 0.167 c 8.621 ± 0.090 d 8.455 ± 0.054 d

L. plantarumJBNU105683 11.078 ± 0.002 a10.918 ± 0.089 a10.311 ± 0.374 b 8.590 ± 0.079 c 8.439 ± 0.254 c

L. paraplantarumJBNU105655 11.107 ± 0.080 a10.077 ± 0.094 b 9.750 ± 0.245 c 9.153 ± 0.148 d 8.523 ± 0.127 e

L. plantarumJBNU105645 11.715 ± 0.014 a9.519 ± 0.483 bc 9.573 ± 0.059 b 9.386 ± 0.088 bc 9.098 ± 0.143 c

Leu. MesenteroidesJBNU105686 8.783 ± 0.015 a 8.620 ± 0.063 a 7.881 ± 0.063 c 7.374 ± 0.588 c 6.348 ± 0.041 d

4.2. 담즙산염 내성

- 선별된 CLA 생성 균주들의 담즙산 내성은 그림 9과 표 6에 나타내었다. CLA 생성 균주들의 세포

생존율은 담즙산의 농도가 증가할수록 감소 (p<0.05)하였지만 모든 균주들은 담즙산염에 내성을 가

졌음을 알 수 있다. 그 중 Pediococcus acidilactici로 동정된 JBCC105117균주는 담즙산염이 3%,

5% 함유된 MRS 배지에서 99.4%, 96.1%의 유의적으로 높은 생존율을 보였으며 (p<0.05) 특히 L.

paraplantarum JBCC105611와 P . acidilactici JBCC105117균주는 3%의 담즙산염 농도에서 95.9,

95.2%의 높은 생존율을 나타내었다. 현재 선별된 균주들이 담즙산에 내성을 나타낸다는 정확한 농

도는 의견의 차이가 있지만 인간 담즙의 적절한 생리학적 농도는 0.3-0.5%인 것으로 보고되었다

(Singh et al., 2012; Dunne et al., 2001). 따라서 전통발효식품에서 분리한 모든 유산균은 담즙산염

에 영향을 받지 않으며 많은 균주들은 장관내로 도달할 수 있을 것으로 예상된다. 또한 소장 환경

에서의 내성이 위산에 대한 내성보다 프로바이오틱스를 선별하는 측면에서 잠재적으로 더욱 중요하

다 (Huang & Adams, 2004). 산 환경에서의 민감한 균주들은 식품과 함께 혼합함으로써 위에서 완

충역할을 할 수 있다. 하지만, 담즙내성은 프로바이오틱스 균주의 선별조건으로써 중요한 기준 중

하나인데 이것은 프로바이오틱스 균주들이 장내에서 생존함으로써 숙주의 건강에 유익한 작용을 수

행해야 하기 때문이다. 따라서 전통발효식품에서 분리한 CLA 생성 유산균주들의 높은 담즙내성은

프로바이오틱스로의 적용에 매우 중요하게 작용할 수 있다.

그림 9. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 담즙산염 내성

표 6. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 담즙산염 농도에 따른 생균수 (log CFU/mL)
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4.3. 항생제 민감성

- 표 7, 그림 10과 같이 CLA를 생산하는 유산균 중 모든 항생제에 민감성을 보이는 L. mesenteroids

JBCC105686과 Lb. pentosus JBCC105676과 JBCC105674를 제외한 7균주가 vancomycin에 내성을

보였다. 하지만, 모든 균주들은 ampicillin과 chloramphenicol에 민감하다고 여겨진다. Lb.

paraplantarum JBCC105634, Lb. paraplantarum JBCC105655, Lb. pentosus JBCC105676, Lb.

pentosus JBCC105674와 Lb. plantarum JBCC105675 균주 또한 kanamycin에 중간 정도의 민감성을

보였으며 Lb. pentosus JBCC105676과 Lb. pentosus JBCC105674는 vancomycin과 kanamycin에 대

하여 중간 정도의 민감함을 보였다. 항생제 중 많이 쓰이는 약물인 아미노글리코사이드

(aminoglycoside)계 항생제들 (vancomycin, kanamycin)에 대하여 높은 수준의 내성을 보이는 유산

균은 내제적 저항과 관련이 있다고 알려져 있다 (Charteris et al., 2001; Danielsen & Wind, 2003).

이것은 분리된 유산균의 항생제 내성이 내재적 또는 자연 내성이라는 본 연구결과와 일치한다. 하

지만, Lb. plantarum JBCC105675는 이미 알려진 Lb. plantarum의 항생제 내성이 kanamycin 100%,

chloramphenicol 0%와 vancomycin에 대하여 100%의 내성을 가지는 것과 비교하면 kanamycin에

대하여 약간의 민감성을 보였다 (Temmerman et al., 2003). 또한, vancomycin은 다중 내성 병원균

에 의해 야기되는 임상적 감염에 유효하게 방어하는 항생제이며 이러한 고농도의 vancomycin에 대

한 내재적 내성은 Leuconostoc 과 Pediococcus의 두 종과 Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb.

plantarum과 같은 Lactobacillus속에서 주로 나타난다 (Nicas et al., 1989).

그림 10. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 항생제 민감성 (a) L. paraplantarum JBNU105611

(b) L. paraplantarum JBNU105634 (c) L. paraplantarum JBNU105655 (d) L. plantarum

JBNU105675 (e) L. plantarum JBNU105683 (f) L. plantarum JBNU105645 (g) L. pentosus

JBNU105676 (h) L. pentosus JBNU105674 (i) P . acidilactici JBNU105117 (j) Leu. mesenteroides

JBNU105686, a, ampicillin, c, chloramphenicol, v, vancomycin, k, kanamycin
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Strain
Antibiotic substance

Ampicillin Chloramphenicol Vancomycin Kanamycin

L. rhamnosus* S S R R

L. paraplantarumJBNU105611 MS S R R

P . acidilactici JBNU105117 S S R R

L. plantarum JBNU105675 S S R MS

L. paraplantarumJBNU105634 S S R MS

L. pentosus JBNU105676 S S MS MS

L. pentosusJBNU105674 S S MS MS

L. plantarum JBNU105683 S S R R

L. paraplantarum JBNU105655 S S R MS

L. plantarum JBNU105645 S S R R

Leu. Mesenteroides JBNU105686 S S S S

표 7. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 항생제 민감성

*L. rhamnosus is used as control strain. S, susceptible; R, resistant; MS, moderately susceptible

4.4. 항균활성능

- 기회감염성 장내 병원 균주에 대한 항균활성을 분석한 결과, 표 8과 그림 11에 나타낸 것과 같이

모든 유산균들은 병원성 균주의 생육을 저해하는 능력을 가지고 있다. 각 유산균마다 병원균에 대

한 저해능력이 다르지만 부정적인 효과는 나타나지 않았다. 특히 모든 균주에서 S. aureus 균주에

대한 높은 항균활성을 확인하였으며 이 결과는 대조군으로 사용된 프로바이오틱스인 Lb.

rhamnosus와 거의 유사한 결과를 보였다. 하지만 E . coli 와 B. cereus균주에서는 Lb. rhamnosus

보다 높은 항균활성을 보여 프로바이오틱스로써 적합한 특성을 보였다. 그 외 S. epidermidis, P .

aeruginosa, P . putida, B. subtilis와 P . acnes 균주 또한 Lb. rhamnosus와 비교했을 때 선별된 모

든 유산균에 의해 유사하거나 높은 저해활성을 보였다. 이러한 결과는 전통발효식품에서 분리한 유

산균들은 대표적인 프로바이오틱스 균주인 Lb. rhamnosus GG 보다 우수한 항균활성 특성을 보인

다고 할 수 있다. 이 연구에서 분리한 CLA를 생산하는 유산균들의 항균활성은 그램 양성과 음성

병원균을 대조군인 Lb. rhamnosus GG 보다 효과적으로 저해하므로 프로바이오틱 특성에 결정적인

효과를 가짐을 알 수 있다.
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Strain

Pathogenic microorganisms

S.

aureus

S.

epidermi

dis

S.

xylosu

s

P .

aerugino

sa

P .

putid

a

B.

cereu

s

B. subtilis

B.

vallismor

tis

E .

coli

P .

acnes

L. rhamnosus* ++++ + +++ ++ ++ ++ + +++ + ++

L. paraplantarum JBNU105611 ++++ ++ +++ +++ +++ ++++ ++ +++ ++++ +++

P . acidilactici JBNU105117 ++++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++ +++ ++++ +++

L. plantarum JBNU105675 ++++ + +++ ++ +++ ++++ ++ +++ +++ ++

L. paraplantarum JBNU105634 ++++ ++ +++ ++ ++ +++ + ++++ +++ +++

L. pentosus JBNU105676 ++++ ++ ++++ ++ +++ ++++ ++ ++++ ++++ ++++

L. pentosus JBNU105674 ++++ ++ +++ ++ +++ ++++ ++ ++++ ++ +

L. plantarum JBNU105683 ++++ + +++ ++ +++ ++++ +++ +++ +++ +

L. paraplantarum JBNU105655 ++++ + +++ ++ +++ ++++ +++ +++ ++++ ++

L. plantarum JBNU105645 ++++ + +++ ++ +++ ++++ ++ +++ +++ +++

Leu. Mesenteroides

JBNU105686
++++ ++ +++ +++ ++ +++ + ++++ ++++ +++

그림 11. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 병원균에 대한 항균활성 (a) Stapylococcus

aureus KCTC 1916 (b) Staphylococcus epidermidis KCTC 1917 (c) Staphylococcus xylosus KACC

13239 (d) Pseudomonas aeruginosa KACC 10186 (e) P . putida KACC 10266 (f) Bacillus cereus

KACC 10097 (g) Bacillus subtilis subsp. spizizenii KACC 14741 (h) Bacillus vallismortis KACC

12149 (i) Escherichia coli KACC 13821 (j) P ropionibacteria acnes KCTC 3314

표 8. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균의 병원균에 대한 항균활성

*L. rhamnosus is used as control strain. ++++, inhibition zone > 4 mm; +++, inhibition zone > 3

mm; ++, inhibition zone > 2 mm; +, inhibition zone > 1 mm; <+, inhibition zone < 1 mm; -,

negative
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4.5. CLA 생산균주의 장내 부착능

- 전통발효식품으로부터 분리된 10종의 유산균의 장내상피 세포주에 대한 장내 부착능을 확인한 결과

Caco-2 cell 부착능 수준은 1.14-11.48% 범위였으며, 균주의 속과 종에 의존적임 알 수 있었다 (그

림 12). 이러한 의존성은 현재까지 알려져 있는 Collado et al.(2006)에 의해 이전에 발표된 부착능

인 0.9% (Pediococcus freudenreichii JS)에서 20% (L. rhamnosus GG)까지의 범주에 속하는 부착

능으로서 L. plantarum JBCC105683은 가장 높은 부착능 (11.48%)을 보여주었고, 그 다음은 L.

paraplantarum JBNU105634 (11.18%)로서 이 두 균주는 대조균주인 L. rhamnosus GG와 유사한 부

착능을 보여주었다. 상업적으로 사용되는 유산균주 중 높은 부착능을 가진 것은 12-14% 수준이며

낮은 부착능은 2.6-4.8% 수준으로 알려져있다 (Tuomola EM, Salminen SJ 1998). 따라서 본 연구

에서 보여준 L. plantarum JBCC105683 과 L. paraplantarum JBNU105634의 높은 부착능은 앞선

결과 (내산성, 내담즙성)와 더불어 프로바이오틱으로서 높은 잠재성을 가지고 있는 것으로 사료된

다.

그림 12. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균 및 L. rhamnosus GG의 장내상피세포

(Caco-2)에서의 부착능. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. LGG, Lactobacillus rhamnosus GG; Lpa,

Lactobacillus paraplantarum; Lpen, Lactobacillus pentosus; Lp, Lactobacillus plantarum; Leu,

Leuconostoc mesenteroids; Pac, Pediococcus acidilactici.
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4.6. C. elegance 면역과 유산균

- NSy-1-SEK-1-PMK-1 cassette는 C. elegans의 숙주 방어의 주요 조절인자이며 활성은 상위

scaffold protein인 TIR-1에 의해 조절된다. 따라서, 선택된 유산균에 노출 후 pmk-1::GFP이 유도

되는 것을 확인하였다. OP50과 L. rhamnosus GG는 각각 음성 대조군과 양성 대조군으로 사용되었

다. 분석에 사용된 균주들 중 P . acidilactici 117, L. paraplantarum 611, 655와 L. plantarum 683균

주가 PMK-1발현을 자극하였다 (그림 13).

그림 13. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균에 의한 pmk-1: :GFP 유도. 모든 데이터는 유산균을

24시간 동일하게 처리 후 동시에 분석하였다. OP50과 L. rhamnosus GG는 각각 음성 대조군과 양성

대조군으로 사용되었다.

4.7. 유산균에 의한 PMK-1 신호조절 항균 펩타이드 유전자 (clec-60)의 발현

- 선택된 10종의 유산균에 의한 PMK-1 signaling 조절 항균 펩타이드 유전자인 clec-60의 발현은 L.

paraplantarum 611 균주를 제외하고 PMK-1 GFP assay와 동일하게 P . acidilactici 117, L.

paraplantarum 611, 655와 L. plantarum 683균주가 clec-60 의 발현을 자극시켰다 (그림 14).
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그림 14. 전통발효식품유래 CLA 생성 유산균에 의한 PMK-1 신호조절 항균 펩타이드 유전자

(clec-60)의 발현

4.8. CLA 생성 유산균의 RAW 264.7세포의 생존 및 nitric oxide (NO) 생성에 미치는 영향

- 프로바이오틱스 유산균은 잠재적인 항염증 기능을 가진 다가불포화 지방산인 CLA와 같은 면역조

절 대사산물을 in vitro상에서 생성가능하다고 알려져 있다 (Bassaganya-Riera et al., 2012;

Viladomiu et al., 2015). 따라서, 본 연구에서는 CLA 생성유산균의 장내부착능과 더불어 장내에서 

면역조절능력에 관여하는 인자 및 염증성 사이토카인 생성에 미치는 영향을 분석하였다. 10종의 유

산균은 대식세포인 RAW 264.7세포의 생장에 영향을 미치지 않는 것을 MTT 분석으로 확인하였다 

(그림 15). 또한 대식세포의 활성화를 확인하기 위하여 NO 생성을 확인하였는데 열처리한 10종의

유산균 모두 양성 대조군인 LPS 1 μg/mL 첨가 시 (27 μM)보다는 낮은 6.0-25.22 μM 범위에서의

NO 생성을 유도하여 대표적인 면역 활성 유산균으로 알려진 L. rhamnosus GG (18.15 μM)와 유사

한 경향을 보였다 (그림 16). Won et al. (2011)의 연구에서 LPS 1 mg/L 자극 시 16 μM, L.

rhamnosus GG 처리 시 5 μM가 생성되었다는 결과와 김치와 발효 야채에서 분리한 L. plantarum

은 2-6 mμM의 NO를 생성한다는 이전 연구들의 결과 (Won et al. 2011; Chon et al. 2009, 2011)와

는 달리 본 연구에서 LPS 1 μg/L와 L. rhamnosus GG는 각각 27, 18 μM의 NO생성을 유도하였고

분리한 L. plantarum은 20.57-25.22 μM의 NO를 생성하여 상대적으로 높은 NO를 생성하는 것을

알 수 있었다.
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그림 15. 열처리한 L. rhamnosus GG 및 전통장류유래 CLA 생성 유산균 처리에 따른 RAW

264.7 세포 생육도(%). RAW 264.7 세포는 LPS (1 μg/mL) 및 열처리 유산균 (5×108 CFU/mL)을

48시간 동안 처리한 후 MTT assay로 분석하였다 (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 compared

with L. rhamnosus GG. Lactobacillus rhamnosus GG, LGG; Pa, Pediococcus acidilactici; Lpa,

Lactobacillus paraplantarum; Lp, Lactobacillus plantarum; Lpen, Lactobacillus pentosus; Leu,

Leuconostoc mesenteroids.

그림 16. 열처리한 L. rhamnosus GG 및 전통장류유래 CLA 생성 유산균 처리에 따른 RAW

264.7 세포 생육도(%). RAW 264.7 세포는 LPS (1 μg/mL) 및 열처리 유산균 (5×108 CFU/mL)을

48시간 동안 처리한 후 MTT assay로 분석하였다 (n=6). Lactobacillus rhamnosus GG, LGG; Pa,

Pediococcus acidilactici; Lpa, Lactobacillus paraplantarum; Lp, Lactobacillus plantarum; Lpen,

Lactobacillus pentosus; Leu, Leuconostoc mesenteroids.
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- 단백질 수준에서의 NO 생성량을 확인함과 동시에 mRNA 발현량을 qRT-PCR로 확인하였다.

Inducible nitric oxide synthase (iNOS)에 의한 NO의 생성은 Tumor necrosis factor-α (TNF-α),

interleukin-1β (IL-1β)와 interleukin-6 (IL-6)와 같은 염증성 사이토카인 생성을 조절하는데 이러

한 chemokine의 생성은 장내 상피세포의 세포독성 물질에 의한 것으로 급성 면역 반응에 속하며

혈관의 투과능을 높이고 활성 림프구와 대식세포를 끌어들일 수 있다. 그림 17과 같이 LPS 1

ug/mL 자극에 의해 9×103 으로 발현되었고 L. plantarum 683을 제외하고 모든 균주는 LPS보다 낮

은 발현량을 보였다. L. paraplantarum 655, L. plantarum 683, L. pentosus 674, 676과 P .

acidilactici 117을 제외한 5균주는 L. rhamnosus GG (2×103)와 유사한 수준의 iNOS 발현량을 보여

급성 염증반응을 자극하지 않는 것으로 예상된다.

- NO는 arachidonic acid를 prostaglandin (PG)로 변화시키며 COX-1과 COX-2의 isoform 형태로 존

재하며 그 중 COX-2는 유도성의 형태로서 염증부위에서 많은 양의 전염증성 PG의 생산에 반응한

다. COX-2는 iNOS에 의해 자극되기 때문에 iNOS의 생성과 유사한 패턴을 보이는 경향이 있는데

그림 17과 같이 iNOS와 COX-2의 발현이 유사한 양상을 보였다. 발현된 COX-2는 PGE-2를 증가

시켜 염증을 유발하고 혈전용해에 영향을 줄 것으로 예상된다. L. rhamnosus GG를 포함한 분리균

주 10종 모두 양성대조군인 LPS 1 μg/mL 자극에 의한 mRNA 발현량보다 낮은 COX-2를 유도하

였고 L. rhamnosus GG와 유사한 수준의 발현량을 보였다.

그림 17. 열처리한 L. rhamnosus GG 및 전통장류유래 CLA 생성 유산균 처리에 따른 RAW

264.7 세포에서의 nitric oxide (NO) 및 COX-2 생성. RAW 264.7 세포는 배지 (control), LPS (1
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μg/mL) 또는 열처리한 유산균 (5×108 CFU/mL)으로 48시간 동안 처리한 후 상등액을 원심분리하여

측정에 사용하였다. Nitrite와 COX-2 생성량은 qRT-PCR로 분석하였다 (n=3). Lactobacillus

rhamnosus GG, LGG; Pa, Pediococcus acidilactici; Lpa, Lactobacillus paraplantarum; Lp,

Lactobacillus plantarum; Lpen, Lactobacillus pentosus; Leu, Leuconostoc mesenteroids.

4.9. CLA 생성 유산균의 RAW 264.7세포의 염증성 사이토카인 (pro-inflammatory) 생성에 미

치는 영향

- 모든 선별된 유산균들은 균주 특이적으로 TNF-α를 생성하였고 그 중 7종의 유산균은 L.

rhamnosus GG보다 높은 TNF-α를 생성하였다. 이 결과는 L. plantarum이 균주 특이적으로 L.

rhamnosus GG보다 높은 TNF-α의 생성을 유도한다는 결과와 유사하였다 (won et al. 2011).

IL-1b의 발현량은 L. paraplantarum 655과 L. plantarum 683균주는 가장 높은 발현을 보여 염증성

사이토카인 생성을 유도하지만 분리된 유산균 10종 모두 LPS보다 낮은 IL-1β와 IL-6 생성량을 보

였다. 특히, L. paraplantarum 655균주가 가장 높은 IL-6와 TNF-α를 생성하여 내제면역시스템을

자극시키는 것을 알 수 있었다. L. paraplantarum 655, L. plantarum 683과 P . acidilactici 117는 L.

rhamnosus GG와 LPS보다 높은 염증성 사이토카인인 IL-12를 생성하였다. Won et al. (2011)의 결

과와 유사하게 L. plantarum이 균주 특이적으로 L. rhamnosus GG보다 높은 IL-12의 생성을 유도

하였다. 결과적으로, L. paraplantarum 655균주와 L. plantarum 683 균주가 장내 환경에서 CLA 생

성 프로바이오틱스로써 장내 면역시스템을 활성화시키는 기능을 가진 것으로 예상된다. (그림 11).

Lactobacilli들은 염증성 사이토카인 (TNF-α, IFN-γ, IL-12)의 분비를 위해 면역 세포를 자극시키

며 단핵구와 대식세포는 내재면역에 필수적인 것으로 여러 주효세포 (effector cell)들의 면역학적

기능을 증진시키기 위하여 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1β, IL-6)을 생성하며 TNF-α는 종양세

포에 영향을 미치는 숙주 방어인자 및 염증매개물질의 역할을 한다. IL-6의 생성은 IL-1β나 TNF-

α와 같은 요인 외에도 LPS에 의해 유도되고, 염증유도 사이토카인으로서 내인성 발현인자로 작용

하고 면역 체계와 조혈에 영향을 미친다. 따라서, CLA 생성 유산균에 의한 염증성 사이토카인의

발현은 면역 증진에 영향을 미칠 것으로 예상된다. 또한, Th2 cytokine이 증가하면 IgE 항체가 과

잉 생산되어 알러지 반응을 유도하기 때문에 유산균은 Th1 세포수를 증가시키고 Th2의 세포사를

촉진시켜 알러지 반응을 억제시킨다. 따라서 분리 유산균 중 L. paraplantarum 655, L. plantarum

683, L. pentosus 676, P . acidilactici 117은 Th1인 TNF-α와 IL-12을 LPS나 L. rhamnosus GG보

다 높게 유도하는 경향을 보이는 동시에 Th2 사이토카인인 IL-6는 LPS보다 낮은 발현량을 나타냈

다. 이것은 유산균이 Th1/Th2 불균형을 조절할 수 있는 가능성과 Th1세포로부터 IL-12 분비를

촉진시켜 과도한 Th2반응을 억제할 수 있을 것으로 사료된다.



- 90 -

그림 11. 전통장류유래 CLA 생성 유산균 처리에 따른 RAW 264.7 세포에서의 Th1/Th2 조절에

관여하는 염증성 사이토카인의 생성. RAW 264.7 세포는 배지 (control), LPS (1 μg/mL) 또는

열처리한 유산균 (5×108 CFU/mL)으로 48시간 동안 처리한 후 상등액을 원심분리하여 측정에

사용하였다. Nitrite와 COX-2 생성량은 qRT-PCR로 분석하였다 (n=3). Lactobacillus rhamnosus GG,

LGG; Pa, Pediococcus acidilactici; Lpa, Lactobacillus paraplantarum; Lp, Lactobacillus plantarum;

Lpen, Lactobacillus pentosus; Leu, Leuconostoc mesenteroids.

4.10. CLA 생성 유산균의 RAW 264.7세포의 항염증성 사이토카인 (anti-inflammatory) 생성에

미치는 영향

- 일부 CLA 생성 유산균들은 항염증성 사이토카인인 IL-10과 TGF-β를 유도하였는데 그 중 L.

paraplantarum 655, L. plantarum 683과 P . acidilactici 117 균주가 대식세포를 활성화시켜 IL-10

을 생성하였고 L. plantarum 683에 의해 TGF-β 생성이 유도되었다. 모든 균주들에서 균주 특이적

으로 염증성 사이토카인의 생성을 증가시킴에 따라 잠재적인 염증 조절 능력을 확인하였다. 전통발

효식품유래 CLA 생성 유산균들이 스타터로 발효식품에 적용됨으로써 CLA의 생리활성 및 면역활

성 기능성이 증진된 발효식품의 적용 가능성을 확인하였다 (그림 12). IL-10과 TGF-b는 조절 사

이토카인으로써 Treg을 유도하여 자가면역반응, 알레르기 반응을 저하시키는 TGF-b와 IL-10의

생산을 유도한다. IL-12와 IL-10의 L. rhamnosus GG보다 높은 발현은 균주 의존적이지만 일반적

으로 내재, 획득 면역시스템과 염증반응을 조절하기 위하여 Lactobacilli가 IL-12와 10의 생성을 유

도하며 lactobacilli의 세포벽 구조가 IL-12의 생성을 유도한다. 또한 프로바이오틱스에 의한 IL-10

의 생성이 면역 반응의 잠재적인 억제유전자인 Treg의 발달과 기능을 촉진시킬 것으로 사료된다.
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그림 12. 전통장류유래 CLA 생성 유산균 처리에 따른 RAW 264.7 세포에서의 항염증성 및 조절

사이토카인의 생성. RAW 264.7 세포는 배지 (control), LPS (1 mg/mL) 또는 열처리한 유산균

(5×108 CFU/mL)으로 48시간 동안 처리한 후 상등액을 원심분리하여 측정에 사용하였다. Nitrite와

COX-2 생성량은 qRT-PCR로 분석하였다 (n=3). Lactobacillus rhamnosus GG, LGG; Pa,

Pediococcus acidilactici; Lpa, Lactobacillus paraplantarum; Lp, Lactobacillus plantarum; Lpen,

Lactobacillus pentosus; Leu, Leuconostoc mesenteroids.

5. 선별된 CLA 생성 유산균주의 linoleate isomerase 효소 특성분석

5.1. 클로닝을 통한 CLA 생성 유산균주의 linoleate isomerase (CLA-HY, CLA-DH,

CLA-DC) 효소 유전자 염기서열 분석

- cis9, trans11-CLA 이성질체의 생성에 관여하는 효소유전자는 Lactobacillus plantarum AKU 1009a

의 경우 hydratase/dehydratase (CLA-HY, E.C. 5.2.1.5), short-chain dehydrogenase/oxidoreductase

(CLA-DH, E.C. 1.1.1.14), 그리고 fatty acid isomerase (CLA-DC, E.C. 5.3.3.1.)의 세 가지 유전자

클러스터가 관여하는 것으로 알려져 있다. 이 들 세 효소 시스템은 CLA isomer 중에서도 cis9,

trans11-CLA를 주로 생성하는 신규의 다중 효소 시스템 (novel multi-component enzyme system)

이라고 알려져 있다 (Kishino et al., 2011). 그림 13에서 보이듯, 이들 효소시스템은 기질로 사용된

세포에 독성이 있는 LA를 수화시켜 대사중간체인 수화지방산 (HFA, hydroxyl fatty acid인

10-hydroxy-cis-12-oxtadecenoic acid를 생성하는 hydratase/dehydrogenase인 CLA-HY 효소, 생성

된 HFA를 keto fatty acid로 전환하는 반응을 촉매하는 short-chain dehydrogenase/oxidoreductase
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와 상동성이 가장 높은 효소인 CLA-DH, 그리고 최종적으로 CLA-DH 효소 반응에 의해 생성된

keto fatty acid의 C=C 이중결합에 작용하여 conjugated enone 구조를 생성하는 acetoacetate

decarboxylase 효소인 CLA-DC의 세 가지 주요 효소로 구성되어있으나 아직까지도 이들의 반응을

각각의 유산균에서의 반응 메카니즘으로 예측하기 매우 어려운 특성을 가지고 있다. 이론적으로

CLA-HY, CLA-DH와 CLA-DC 효소 시스템은 세 가지 효소가 모두 존재하는 상태에서 cofactor로

FAD와 NADH가 존재할 때 cis9, trans11-CLA를 생성하는 것으로 알려져 있다.

그림 13. Polyunsaturated fatty acid-metabolism pathway.

- 특히, 본 연구에서 분리한 각각의 유산균에서 보여지는 이성질체의 특이적인 생산비율이 각각의 유

산균에 존재하는 효소시스템의 어떠한 차이에 의해서 좌우되는지 확인하기 위하여 선별한 CLA 고

생산 유산균주의 다중 효소시스템에 관여하는 CLA-HY, CLA-DH, CLA-DC 효소의 유전자 및 아

미노산 서열을 분석하고자 하였다. 현재까지 알려져 있는 데이터베이스상의 각각의 효소유전자에

대한 서열을 비교분석하여 표 3의 올리고 프라이머를 작성한 후, 이들을 이용하여 10종의 유산균에

서 추출한 게놈유전자를 이용하여 PCR를 실시하였다. 증폭된 PCR 산물을 각각의 T vector에 TA

cloning 한 뒤, M13 universal primer를 사용하여 서열분석 하였다. 그 결과, 10종의 균주 중 3개의

유전자가 증폭되지 않은 L. paraplantarum JBCC105634, Leu. mesenteroides JBCC105686, P .

acidilactici JBCC105117 균주와 CLA-DH가 증폭되지 않은 L. paraplantarum JBCC105611 균주를

제외하고 L. plantarum JBCC105683를 포함한 7균주 (표 9)의 CLA-HY, CLA-DH, CLA-DC의 각

각 507 (1,709 bp), 286 (858 bp), 281 (846 bp)개의 아미노산으로 구성된 ORF 서열을 확인하였다.

그러나 증폭이 되지 않았던 세 균주 및 일부 유전자의 경우 표 9에서 보여지듯 공통모티브를 활용
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(1) L. plantarum JBCC105683_CLA-HY

MVKSKAIMIGAGLSNMAAAVYLIQDGHWDGKDITFYGVDMHGANDGGATTDFTNEYWNKNHPMANTTGYVARGGRM
LNYRTYVDLMDLLDRIPSVTEPGMTAAEDTRDFDAKHRTYDIARLMQGGKGIINAGKLGFNNKDRTLLTKLIMMPD
SEETKLDNVSIAEYFKDDPHMFQTNFWYMWETTFAFRTQSSAQELRRYMHQMIYEFTQIEHLVGVNRTRYNQFESM
ILPLIKYLQGQGVTFIDNKIVKDWQFKDTPMQDEITVTGLVIEDAQTGETEEVEVDEDTAVIFTNGSITDSATMGD
YNTPAPENMDYGVSASLWKKATERFYNLGTPDKFFNDRNASEWVSFTLTTKNHLFLNEIVRITTQEPGNALNSFLS
TTPITPLNQKDVNMSIVVHHQPHFTTQQPNETVLWGYFLYPRRQGEFVNKPYIKMTGKEMAQELIGQLSKVDPGPG
NIKDKEKEILDSIVNNIPVYMPYASALFNNRAKSDRPEVLPKHSTNLAFTG

(2) L. plantarum JBCC105683_CLA-DH

MKDFKDKVMFITGAAHGFGQVIAEGAADRGMKLTIVDIDEPALKKTYQHILDKGAEVLMVTADVTKEASVDDAVEQ
AMEKFGRIDLLINNAGIALPGRIWELPTRDWEWIMHINLMSQVYAMKRVIPIMIQQKTHADILNVASIAGLVDTPG
MPSYHASKFASVGMTEATAYDLQRANIDIDMHVMCPGFVQTDLYHTENHRPAQYSDPTDPYYQSEAYLKGQQFAKY
VITNGKPIDTIADTVFKALEDNRFYILTHPEYNPLIEDRVKRIVTDGAPDVHIMDGIM

(3) L. pantarum JBCC105683_CLA-DC

MASFVASDQDVKNFLTAPSMNDQEGIGFAYATDEAVLKALIPAPLKLMAPVVCGYVVHMGKPTFSAPYLEESLFA
LVSYKDKMMGAYPINLLLHGPGAESGVIAGREGAGIPKKLADDIELRRNDNSATATVERHGKTLLNVSWTAGELN
DPSIMKQFAGQLALGKEAEMNSFFYKYDIDQHEDGTNHFSNVQLVATQLRSLADQVEPGNLSIQLESTDDDPFGE
LKVLKPLGAAWFHFDTSVMFNTLKLDEVDAATTMPKLLTGRYDRSFFNPKAATYII

표 9. CLA생성 10균주의 유전자 서열분석 여부

　 CLA-HY CLA-DH CLA-DC

L. paraplantarum JBCC105611 ○ - ○

L. paraplantarum JBCC105634 - - -

L. paraplantarum JBCC105655 ○ ○ ○

L. pentosus JBCC105674 ○ ○ ○

L. pentosus JBCC105676 ○ ○ ○

L. plantarum JBCC105645 ○ ○ ○

L. plantarum JBCC105675 ○ ○ ○

L. plantarum JBCC105683 ○ ○ ○

Leu. mesenteroides JBCC105686 - - -

P . acidilactici JBCC105117 - - -

-, 증폭되지 않음.

한 짧은 qRT-PCR용 프라이머를 이용하였을 경우 증폭이 확인되었으며 유전자 서열분석결과 동일

한 공통모티브에 속하는 것으로 확인됨에 따라 추후의 연구에 사용하였다.
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- 증폭된 7종의 유산균의 CLA-HY, CLA-DH, CLA-DC 효소의 아미노산 서열을 NCBI의 데이터베

이스의 균주들과 상동성을 비교하여 계통수로 나타내었다 (그림 14). 선별된 유산균 중 L.

paraplantarum (JBCC105611, JBCC105634, JBCC105655), L. plantarum (JBCC105645, JBCC105675,

JBCC105683)과 L. pentosus (JBCC105674, JBCC105676) 균주의 CLA-HY 효소 유전자의 아미노산

서열은 L. plantarum ZS2058과 L. plantarum의 putative linoleate isomerase 유전자와 97-100% 상

동성을 보여 그림13과 같이 L. plantarum과 유사한 계통수를 나타내었다.

그림 14. 전통발효식품유래 CLA생성 유산균주의 hydratase/dehydragase (CLA-HY) 유전

자 아미노산 서열 계통수

- CLA-DH 유전자의 아미노산 서열은 L. plantarum cla-dh (AB671230.1), L. plantarum short-chain

(KJ019513.1)와 비교한 결과, L. plantarum JBCC105645 (100%), L. plantarum JBCC105683 (99%),

L. pentosus JBCC105676 (100%), L. paraplantarum JBCC105655 (99%)의 상동성을 보였고, 계통분

석을 통해 L. plantarum, L paraplantarum과 L. pentosus는 매우 유사한 계통관계에 있음을 알 수

있었다 (그림 15).
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그림 15. 전통발효식품유래 CLA생성 유산균주의 short-chain dehydrogenase/

oxidoreductase (CLA-DH) 유전자 아미노산 서열 계통수

- CLA-DC 유전자의 아미노산 서열을 L. plantarum cla-dh gene for oxidoreductase (AB671230.1),

L. plantarum short-chain dehydrogenase/oxidoreductase gene (KJ019513.1)와 비교했을 때, L.

plantarum JBCC105645 (99%), L. plantarum JBCC105683 (99%), L. pentosus JBCC105676 (99%),

L. paraplantarum JBCC105655 (99%), L. paraplantarum JBCC105611 (92%)의 상동성을 나타냈고,

계통분석을 통해 L. plantarum, L paraplantarum과 L. pentosus는 매우 유사한 계통관계에 있음을

알 수 있었다 (그림16).

그림 16. 전통발효식품유래 CLA생성 유산균주의 acetoacetate decarboxylase (CLA-DC)

유전자 아미노산 서열 계통수
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5.2. 선별된 유산균의 qRT-PCR을 통한 CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC 유전자 발현량 분석

5.2.1. 유산균의 성장곡선 및 RNA 추출 시간 설정

- 각각 0, 100, 200, 600, 1000, 5000 μg/mL의 LA가 기질로 첨가된 배지조건에서의 각각의 균주의 성

장곡선을 흡광도값 (OD600)으로 확인한 결과 (그림 17), LA 600 μg/mL 조건에서 각각 대수증식기

의 6시간 (lag phase), 12시간 (exponential phase), 24시간 (stationary phase)째 균체를 회수하여

총RNA를 추출하였으며 qRT-PCR 분석을 실시하였다.

그림 17.
Linoleic acid 농도별 JBNU105611 균주의 생균수. (◆): linoleic acid 0 μg/mL, (●):

linoleic acid 100 μg/mL, (■): linoleic acid 200 mg/mL, (◇): linoleic acid 600 μg/mL,

(○): linoleic acid 1000 μg/mL, (□): linoleic acid 5000 μg/mL.

5.2.2. qRT-PCR 분석 조건의 확립

- Reference gene인 GAPDH와 linoleate isomerase 유전자를 증폭한 결과 (그림 18), Ct값은 20-30사

이로 적당한 범위내에서 증폭되었으며 melt temperature는 83oC, melt curve 또한 단일 피크를 보

여 primer dimer나 contamination은 없는 것으로 판단하여 동일한 조건에서 선별된 유산균의

CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC 유전자의 qRT-PCR 분석을 진행하였다.
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(A) (B) (C)

그림 18. Negative control (NTC, non-template control) 및 CLA 생성 유산균의 linoleate

isomerase 유전자 증폭 후 (A) Ct값, (B) melt curve와 (C) melt temperature 확

인

5.2.3. CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC 유전자의 mRNA 발현량 분석

- CLA-HY의 발현은 기질인 LA가 없을 때 보다 존재할 때, LA의 detoxification을 위해 발현이 증가

되는 경향을 보이며, LA가 존재하지 않는 조건에서는 6시간보다 24시간째 유의적으로 높은 발현량

을 보였다. (그림 19). 또한, CLA-HY의 발현은 6시간과 12시간에 유의적으로 가장 높은 발현량을

보이지만 (p<0.05) CLA-DH와 CLA-DC 유전자는 12시간과 24시간에 유의적으로 높은 발현을 보

였다 (p<0.05). 균주별로 살펴보면 CLA-DH의 발현은 L. pentosus JBCC105674, L. pentosus

JBCC105676, L. plantarum JBCC105683균주가 유의적으로 높았으며 (p<0.05), CLA-DC 유전자는

L. pentosus JBCC105674, L. plantarum JBCC105683균주가 유의적으로 가장 높은 발현량을 보였다

(p<0.05) (그림 19). L. pentosus JBCC105674와 L. plantarum JBCC105683균주는 CLA 정량 분석

시, 가장 높은 c9, t11-CLA를 생성하는 균주로써 CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC의 세가지 효소

의 발현량이 다른 균주에 비하여 상대적으로 높게 발현됨으로써 최종산물인 c9, t11-CLA의 이성질

체가 원활하게 대량생성된 것으로 사료되며 이러한 결과는 이전의 연구결과와 상당히 일치하는 것

으로 사료된다 (Kishino et al., 2011).

- L. plantarum JBCC105645와 JBCC105655 균주의 경우, qRT-PCR의 결과, 6시간째 유의적으로 높

은 (p<0.05) CLA-HY 발현을 보였으나, CLA-DH와 CLA-DC 효소의 mRNA의 발현이 낮은 수준

으로 보였다 (그림 19-21). 이러한 결과는 이 두 균주들이 CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC 유전자

가 모두 발현될 때 생산되는 c9, t11-CLA의 생성량이 낮고 t10, cis12-CLA를 비교적 높게 생성하

는 결과와 일치한다고 할 수 있다. 즉, 초기단계에 CLA-HY에 의해서 생성된 중간이성질체인

10-hydroxy-cis-12-oxtadecenoic acid가 다음단계의 CLA-DH 효소의 발현량이 상대적으로 부족해

짐에 따라 현재까지 알려져 있지 않는 다른 경로를 통하여 t10,cis12-CLA로 전환되어 균체 내에 축

적되어지는 것으로 사료된다.

- L. paraplantarum JBCC105611, L. paraplantarum JBCC105634, Leu. mesenteroides JBCC105686

및 117균주는 L. paraplantarum JBCC105655와 L. pentosus, L. plantarum 에 비해 유의적으로 낮

은 (p<0.05) CLA-HY, CLA-DH 및 CLA-DC 발현을 보였으며 (그림 19-21), 이 결과는 CLA 생성

량이 모두 유의적으로 낮았던 결과와 상관관계가 있는 것으로 분석되었다.
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(A)

(B)

그림 19. CLA생성 10종의 유산균주의 (A) linoleic acid 비함유 MRS 배지와 (B) linoleic

acid 600 μg/mL 함유 MRS 배지조건에서의 RNA 추출 시간별 (■ 6시간, 12시

간, □ 24시간) hydratase/dehydragase (CLA-HY) 유전자 발현 변화 (n=2). 실험

군 간의 유의성을 검정하기 위하여 SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Il, USA)을 이용

하여 ANOVA test를 실시한 후, 유의성이 있는 경우, p<0.05 수준에서 Duncan’s

multiple range test를 실시하였다.
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(A)

(B)

그림 20. CLA생성 10종의 유산균주의 (A) linoleic acid 비함유 MRS 배지와 (B) linoleic

acid 600 μ/mL 함유 MRS 배지조건에서의 RNA 추출 시간별 (■ 6시간, 12시

간, □ 24시간) short-chain dehydrogenase/ oxidoreductase (CLA-DH) 유전자

발현 변화 (n=2). 실험군 간의 유의성을 검정하기 위하여 SPSS 19.0 (SPSS Inc.,

Chicago, Il, USA)을 이용하여 ANOVA test를 실시한 후, 유의성이 있는 경우, p<0.05

수준에서 Duncan’s multiple range test를 실시하였다.
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(A)

(B)

그림 21.
CLA생성 10종의 유산균주의 (A) linoleic acid 0 mg/mL 비함유 MRS 배지와

(B) linoleic acid 600 μg/mL 함유 MRS 배지조건에서의 RNA 추출 시간별 (■ 6

시간, 12시간, □ 24시간) acetoacetate decarboxylase (CLA-DC) 유전자 발현

변화 (n=2). 실험군 간의 유의성을 검정하기 위하여 SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago,

Il, USA)을 이용하여 ANOVA test를 실시한 후, 유의성이 있는 경우, p<0.05 수준에

서 Duncan’s multiple range test를 실시하였다.
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- CLA isomers (c9,t11-CLA, t10,c12-CLA) 생성비율과 linoleate isomerase (CLA-hy, CLA-dh,

CLA-dc)의 시간별 (6, 12, 24시간) 유전자 발현 상대 정량값과의 상관관계를 Genesis software

(Graz, Austria)를 사용하여 heatmap과 hierarchical clustering (average linkage)을 실시하였고,

SPSS 19.0 software로 주성분분석(PCA bi-plot)을 실시한 결과, 높은 total CLA와 c9,t11-CLA를

생성하는 L. plantarum JBCC105683, L. pentosus JBCC105683, L. pentosus JBCC105674 균주의 경

우, CLA-hy, CLA-dh, CLA-dc 유전자가 12, 24시간에 유의적으로 높은 발현량을 보였음을 확인하

였다 (heatmap상 초록색, 그림 22, red rectangle) 이러한 결과는 PCA분석결과 모든 CLA-hy, dh,

dc 유전자의 6, 12, 24시간별 변수가 양의 PC1 값으로서 CLA-hy, dh, dc 발현량이 커질수록 CLA

생성량이 증가하는 균주들임을 알 수 있다. 또한, PC2는 양의 값과 음의 값을 나타내는 두 그룹으

로 분리되어지는데 CLA-hy, dh, dc 유전자가 6, 12시간째 발현되는 그룹은 양의 값을, 24시간째 발

현되는 그룹은 음의 값을 나타냄을 알 수 있었다. 이러한 결과로부터, L. plantarum JBCC105683,

L. pentosus JBCC105676, L. pentosus JBCC105674 균주의 높은 total CLA 생성량은 24시간째 발

현되는 CLA-hy, dh, dc 유전자와 상관관계가 있음을 나타낸다 (그림 23). 따라서, 분석된 각기 다

른 이성질체를 생산하는 10가지 유산균의 이성질체 비율에 따른 차이는 본 연구에서 사용된 세 가

지 유전자의 발현량과 밀접한 관계가 있는 것으로 사료된다. 특히, t10,c12-CLA를 고생산하는 L.

plantarum JBCC105683, L. pentosus JBCC105683, L. pentosus JBCC105674, L. plantarum

JBCC105645와 L. paraplantarum JBCC105655균주 (t10,c12-CLA 생산량: 683>645>676>655=674)는

상대적으로 CLA-hy, CLA-dh, CLA-dc 유전자가 생육 초기인 6시간에 유의적으로 높은 발현량을

보임을 알 수 있었다 (그림 22와 23, yellow rectangle 및 PCA bi-plot).

그림 22. CLA 생성 10종의 유산균과 linoleate isomerase (CLA-hy, CLA-dh, CLA-dc)의 시간

별 (6, 12, 24시간) 유전자 발현 상대 정량값과의 상관관계를 묘사한 heatmap의

hierarchical clustering data. Red: relative high production; green: relative low

production; black: no difference.
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그림 23. CLA 생성 10종의 유산균과 linoleate isomerase (CLA-hy, CLA-dh, CLA-dc)의 시간

별 (6, 12, 24시간) 유전자 발현 상대 정량값과의 상관관계의 bi-plot 그래프.

6. CLA 고생산 유산균을 사용한 발효식품 적용

- CLA를 고생산하는 10종의 균주를 원광대학교 대사성질환 연구소에 제공하여 in vitro 실험을 수행

한 결과 우수한 효과를 보인 L. plantarum JBCC105645, Leu. mesenteroids JBCC105686과 L.

plantarum JBCC105683 유산균 3종을 in vivo 실험에 사용하여 항아토피 효능을 확인하였다. (보고

서 377쪽)

- L. plantarum JBCC105645, L. plantarum JBCCp683, L. pantarum JBCCp686 3종의 균주를 아토피

성 피부염을 유발한 마우스에 5일간 경구 투여한 결과, 육안 검사 및 귀 두께 측정 시 L.

plantarum JBCC105645군과 L. plantarum JBCC105683군에서 대조군에 비해 손상정도가 낮아 부종

과 가려움증을 억제하였으며 L. plantarum JBCC105645, L. plantarum JBCC683 2종의 샘플이 대

조군에 비해 얇은 두께를 나타내어 부종의 정도가 낮았지만 L. plantarum JBCC105645가 더 높은

효과를 보인 것으로 확인되었다.

- 결론적으로, 3종의 균주샘플 중 L. plantarum JBCC105645 균주에서 뛰어난 아토피성 피부염 억제

효과를 보여, 위의 결과를 토대로 항아토피에 효능을 보이는 균주를 (농)순창장류(주)에 제공하여

발효 고추장 제조 공정을 확립하였다.
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Media Medium compositions Concentration (g/L)

Nutrient Broth Beef extract 3

Beacto peptone 5

　 Final pH 6.8 ± 0.2 at 25℃

Nutrient Agar Beef extract 3

Beacto peptone 5

Bacto agar 15

　 Final pH 6.8 ± 0.2 at 25℃

2장 기능성 미생물 소재의 유전체 분석을 통한 잠재적기

능성 및 안전성 평가 및 우수균주 선별

제1절 연구 수행 내용 및 방법

1. 전통장류로부터 유용 발효균주 선발

- 전국 단위 전통 장류 시료에서 산업적으로 유용한 Bacillus 균주 분리 및 동정은 다음과 같은 선발기준을

통해 진행하였다.

1) B. cereus 독소 무생산 균주 선발

2) Amylase & protease 고생산능

3) 독소 유전자 비보유

4) 항진균 유전자 보유

5) Biogenic amine 저감화

6) 식품유해균 억제능

7) glutamate 고생산능

8) γ-PGA 고생산 및 향미특성

가. 균주의 분리

- 전통장류로부터 우수한 발효균주 선발을 위한 시료는 전국 단위 전통 장류 시료에서 고추장, 된장,

간장 및 청국장을 구입하여 사용하였다.

- 각 시료 0.1 g을 멸균된 Nutrient broth (NB) 배지(표 1) 1 mL에 현탁하고 각각을 연속희석 시킨

후 200 μL를 Nutrient agar (NA) 배지(표 1)에 도말하고 37℃에서 18시간 동안 배양한 후 특이적

콜로니를 선별하였다. 이후 NB 배지에 1 % (v/v) 접종한 후 37℃에서 18시간 배양하여 50 %

glycerol과 동량으로 혼합하여 –80oC에 보관하며 연구에 사용하였다.

표 1. Nutrient Broth (Agar) compositions
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Media compositions g/L

CPMA

Yease extract 4

Peptone 10

Di-sodium hydrogen phosphate 2.52

Potassium dihydrogen phosphate 0.28

Bacto agar 13

Sodium pyruvate 10

Chromogenic mix 1.2

Brilliance Bacillus Cereus Selective

Supplement(SR0230E, Oxoid)
2 vial

Final pH 7.2 ± 0.2 at 25℃

나. Bacillus cereus 제거

- 선별된 균주 중 B. cereus를 제거하기 위해 미리 만들어둔 NA와 B. cereus 선택 배지인

Chromogenic Polymyxin B-meth oprim Agar (CPMA, 표 2) 배지의 같은 위치에 toothpick로 각각

접종하여 37℃에서 18시간 동안 배양한 후 CPMA배지에서 푸른색을 띄지 않는 균들만을 수집하였

다(그림 1).

표 2. Bacillus medium for the detection of B. cereus (CPMA).
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그림 1. NA 배지에서 분리된 colony (Baci llus sp.) 및 B. cereus 선택 배지

다. 유해균에 대한 길항균주 선발

- 표준균주 B. cereus (KACC 10097, KACC 12672, KACC 12682)를 NB에 접종 후 37℃, 200 rpm에서 18시간

동안 액체배양하여 활성화시키고 시험 균주는 NB에 접종하여 37℃, 200 rpm에서 48시간동안 진탕배양 후

16,000 x g에서 15분 동안 원심분리하여 상층액을 새로운 멸균 tube에 취해서 세포외 생성된 항균물질로 B.

cereus 균주의 억제능을 평가하였다. 멸균된 면봉에 B. cereus 배양액을 적셔 NA 배지 표면에 도말하였다.

도말된 배지의 지정된 위치에 6 mm paper disc를 부착하여 지정된 위치의 disc 중앙에 시험균주 배양 상층

액 20 μL를 분주하고 clean bench에서 30분간 두었다가 뒤짚어서 37℃에서 18시간 정치배양 후 투명환 크

기를 측정하여 paper disc의 직경에 대한 투명환의 비율을 상대 활성도(>1 활성보유)로 하여 억제능을 비교

하였다(그림 2).

그림 2. B. cereus에 대한 저항성을 보이는 균주 예시
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라. 효소 활성(Amylase, Protease, Cellulase, Xylanase) 측정

선별된 균주의 Amylase, Protease, Cellulase 및 Xylanase 효소활성을 확인하기 위해 Table 3과 같

은 효소 활성 측정 배지를 만들었다. Protease 활성 측정 배지는 각각 멸균하여 혼합한 후 페트리디

시에 분주하였다. (혼합 멸균 시 단백질응고가 발생할 수 있다.)

(1) Amylase, Protease

- 시험 균주는 NB에 접종하여 37℃, 200 rpm에서 18시간동안 진탕배양 후 16,000 x g에서 15분 동안

원심분리하여 상층액을 새로운 멸균 tube에 취해서 조효소액으로 사용하였다. 배지의 지정된 위치

에 6 mm paper disc를 부착하여 지정된 위치의 disc 중앙에 시험균주 배양 상층액을 20 μL를 분주

하고 clean bench에서 30분간 두었다가 뒤짚어서 37°C에서 18시간 정치배양 후 투명환 크기를 측

정하여 균집락의 직경에 대한 투명환의 비율을 상대 활성도(>1 활성보유)로 하여 amylase 및

protease 활성을 평가하였다.

(2) Cellulase, xylanase

- 시험 균주는 NB에 접종하여 37℃, 200 rpm에서 18시간동안 진탕배양 후 16,000 x g에서 15분 동안

원심분리하여 상층액을 새로운 멸균 tube에 취해서 조효소액으로 사용하였다. 배지의 지정된 위치

에 6 mm paper disc를 부착하여 지정된 위치의 disc 중앙에 시험균주 배양 상층액을 20 μL를 분주

하고 clean bench에서 30분간 두었다가 뒤짚어서 37°C에서 18시간 정치배양 후 0.1% congo red 용

액으로 15분 염색하고, 반응하지 않은 congo red 용액을 제거 후, 배지를 증류수로 세척하였다. 세

척 후 표면의 물기만 살짝 제거하고 투명환 크기를 측정하여 균집락의 직경에 대한 투명환의 비율

을 상대 활성도(>1 활성보유)로 하여 cellulase 및 xylanase 활성을 평가하였다.

상대 활성도 =
투명한 환의 직경 (㎜)

균 집락의 직경 (㎜)
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표 3. 효소활성 측정용 평판배지

그림 3. 효소활성 측정용 평판배지에서의 효소활성
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Primer 

pair

Sequence Targetsequence

(GenBankaccessionno)

Size 

(bp)

plcRF CRGGYGCRGTATACCCAAGT Phospholipase C regulatory protein, 

plcRpapR (DQ153391)

888

plcRR TGAAATACCCCATGYCATYG

cesAF GTTGGCGTGTTATGTGATCG Cereulide synthetase A, 

cesA (AB248763)

662

cesAR GGTGAAACAGCTTCTCCTGC

cesBF AAAGAATGTTTCACCGAAGACGGTT Cereulide  synthetase B,

cesB (AB248763)

1161

cesBR ACACACTTCTTTTCCGATTCCACCT

lchAF ACGGCCGATCAGGAGCTTTC Lichenysinsynthetase,

lchAA(AJ005061) 

557

lchAR TCTCAGCGCCTTCGATCTGC

lchBF TTTGACCCGGAGCTCGTTGA Lichenysin  synthetase, 

lchAB (AJ005061)

706

lchBR CTGAGGGCGGAAAGCAGGAT

lchCF CATGTATACGGGCCGACGGA Lichenysin synthetase, 

lchAC (AJ005061)

1173

lchCR CTGAAGGCCGGAGATGGCTT

lanM1F TCGCTGACCACCGAGGAAAA Lantibiotic  modification enzyme1,

licM1 (NC006270)

571

lanM1R CGCTTTCTGCATGGTCCCAG

lanM2F CGACAGCGCACTACGCCTCT Lantibiotic modification enzyme2,

licM2 (NC006270)

776

lanM2R TCCCGCATGCTGCAGAAAAT

srfAF CAGCGGCAGCGGATTAAATG Surfactin  synthetase A,

srfAA (NC000964)

1,025

srfAR GGCCTTCAAAATCGCCTGCT

srfBF CGGTGTGTCATGGCGGATTT Surfactin  synthetase AB,

srfAB (NC000964)

696

srfBR TCGAAAGCGGACGGTTCAAA

srfCF TTCACTGTCGGAGGCGGAAA Surfactin  synthetase AC,

srfAC (NC000964)

933

srfCR ACCGGCAGATAGGCTGCTCC

마. PCR을 이용한 B. cereus 독소 유전자 및 항균 유전자 유무 확인

(1) PCR을 이용한 B. cereus 독소 유전자 검출

- 선별된 균주 중 B. cereus 독소 유전자를 가지고 있는 균주를 제거하기 위하여 설사독소 발현 전사

조절 유전자 plcR-papR, 구토 독소 cereulide 합성 효소 유전자인 cesA 및 cesB 유전자의 염기 서

열을 이용한 PCR을 실시하였다. 이들 독소 검출용 primer 서열들은 표 4와 같으며, PCR 조건은 9

5℃에서 5분간 초기 변성 후, 94℃에서 1분간 변성, 94℃에서 1분간 변성, 56℃에서 1분간 결함, 7

2℃에서 1분간 증폭 과정을 30회 반복하고 72℃에서 5분간 마지막 증폭을 실시하였다.

(2) PCR을 이용한 항균 유전자 확인

- 선별된 균주의 항균물질 유전자 유무를 확인하기 위해 B. licheniformis의 lichenysin 합성 효소 유

전자인 lchAA, lchAB, lchAC와 lantibiotic 수식 효소 유전자인 lanM1, lanM2, B. subtilis의

surfactin 합성효소 유전자 srfAA, srfAB, srfAC를 선택하여 PCR을 수행하였다. Primer 서열들은

Table 4과 같고, PCR 조건은 94℃에서 2분간 초기 변성 후, 94℃ 1분간 변성, 56℃ 1분간 결합, 7

2℃ 1분간 증폭과정을 30회 반복하고 72℃에서 5분간 마지막 증폭을 실시하였다.

표 4. 독소 및 항균 유전자 확인을 위한 PCR primer.
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바. HPLC를 이용한 Biogenic amines 분해율 확인

(1) 균주의 배양

- 선발 균주의 biogenic amines 분해 능력을 정량적으로 분석하기 위하여, 균주들을 탄소 및 질소원

으로 Biogenic amines (Histamine, Tyramine, Putrescine & Cadarverine 250 ppm)을 함유한 최소

합성배지(Dipotassium Phosphate 0.7%, Monopotassium Phosphate 0.2%, Sodium Citrate 0.05%,

Magnesium Sulfate 0.01%, Ammonium Sulfate 0.1%, Final pH 7.0 ± 0.2)에 접종한 후 37℃, 200

rpm에서 48시간 배양하였다.

(2) HPLC 분석을 위한 유도체화 및 HPLC 분석조건

- 배양액을 16,000 × g, 4℃에서 10분 동안 원심 분리하여 상등액 100 μL를 시료용액으로 사용하였으

며, 대조구로는 균을 접종하지 않은 최소배지를 사용하였다. Dansyl chloride를 이용한 유도체화

방법은 일본위생시험법(PSJ, 2005)의 일부를 변형하여 사용하였다. 즉, 상층액 100 μL에 100 μL 아

세톤에 용해된 1% dansyl chloride, 50 μL 포화 Na2CO3, 50 μL 내부 표준물질 1,7-aminoheptane을

섞어 45℃ 암소에서 1시간 유도체화 시켰다. 이 용액에 50 μL 10% proline 용액을 넣어 과잉의

dansyl chloride를 제거한 뒤, 0.5 mL diethyl ether를 넣고 잘 섞어 3 분 후 분리된 상층액 만을 모

아 diethyl ether 용매를 증발시켰다. 이를 200 μL acetonitrile에 녹여 HPLC 분석에 사용하였다.

HPLC는 역상 컬럼으로 C18 Capcell pack (Shiseido, Japan; 4.6 mm x 150 mm, 5 μm), 이동상은

0.1% formic acid가 용해된 H2O(A)와 0.1% formic acid가 용해된 acetonitrile (B)을 사용하였고 농

도 경사는 0-10 분, A:B=45:55; 10-15 분, A:B=35:65, 15-25 분, A:B=20:80; 25-30 분 A:B=10:90, 유

속은 분당 1 ml이었으며 10 μL 시료를 주입하였다. 시료 농도(Cs) 계산은 다음과 같았다(Smělá et

al.,2003).

 ×
×

RFs (각 Biogenic amines의 response factor) = (Aiss/Ass) x (Css/Ciss)

Aiss, 정량표준곡선에서 내부표준물질의 피크면적; Ciss, 정량표준곡선에서 내부표준물질의 농도;

Ass, 정량 표준 곡선에서 Biogenic amines의 피크 면적; Css, 정량 표준 곡선에서 Biogenic

amines 농도; Ais, 내부 표준물질 피크 면적; As, 시료 피크 면적; Cis, 내부 표준물질 농도.

사. γ-polyglutamate(γ-PGA) 생산능 및 발효취 확인

- γ-polyglutamate 생산능 및 발효취 확인을 위해 알이 고른 햇콩을 선별하여 이물질을 제거한 후 수

세한 뒤, 상온에서 충분히 물에 불리고 (over night), 불린 콩을 각각 10 g (± 0.05 g)씩 Tube

에 담아 121℃, 15분 동안 콩을 찐 후 37℃, 200 rpm에서 18시간 배양한 균 1 mL을 접종하여 37℃,

48시간 발효시킨 후 콩의 표면에 생긴 γ-polyglutamate의 늘어나는 정도 (cm)를 측정하여 γ

-polyglutamate의 생산능을 확인(그림. 5.)하였고, 발효취는 실험자가 직접 냄새를 맡은 뒤 냄새 및

냄새의 강도를 측정하였다.
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그림 5. γ-PGA 활성을 측정하기 위한 단계.

아. 분리균주의 동정(16S rRNA 유전자 염기서열 분석)

- 16S rRNA 유전자의 염기 서열에 의한 계통분류학적 균 동정을 위해 마크로젠(Macrogen)에 16S

rRNA 유전자 염기서열 해독을 의뢰하고 universal primer 인 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG

CTC AG-3’)와 1492R(5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’)을 사용하여 16S rRNA

유전자를 증폭 후 이 PCR산물을 정제한 후 염기 서열을 해독하였다. 이 염기 서열을 이용하여

BLASTN search (Zhang et al., 2000)와 Ribosomal Database Project (RDP, version 11)의

SeqMatch program에서 서열 일치도가 높은 표준 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열을 얻었고,

염기 서열간의 상호 비교를 위해 CLUSTAL W (Thompson et al., 1994)를 사용하였다. 계통도

분석은 균주들의 16S rRNA 유전자 염기서열들을 정렬하고 chromatogram의 비교와 수작업으로

gap이 최소화되게 보정한 후 Tamura-Nei model 에 기초한 Maximum Likelihood 방법(Tamura

and Nei, 1993)을 사용하여 작성하였다. 산출한 각각의 계통수에서 각 분지에 대한 통계적 신뢰도를

산출하기 위해 bootstrap 분석을 1,000회 실행하였으며, 계통 분석과 bootstrap 분석은 MEGA

program (Tamura et al., 2011)을 사용하였다.

2. 청국장 제조를 통한 mRNA 수준의 발현비교

가. 균주의 선택

- 장류에 적용가능 우수 발효균주를 선발하는 과정을 거쳐 선발된 Bacillus licheniformis 및

Bacillus subtilis 균주 중 protease 활성이 높게 측정되는 균주를 선택하였다.

(1) Protease의 활성측정

(가) Skim milk plate 상에서 투명환 측정

- protease 활성을 측정하고자 선발된 Bacillus licheniformis 4개의 균주를 NB에 접종해 37℃, 200

rpm에서 18시간 액체배양하고 660nm에서 흡광도를 측정하여 0.3~0.4로 NB를 이용해 농도를 조정
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한 후 NB 1ml에 100ul 씩 접종하여 37℃, 200 rpm에서 48시간 배양한 후 10000ⅹ g에서 15분간

원심분리하여 상층액을 직경 6mm disc 가 놓여진 2% skim milk agar plate 에 10ul, 20ul 를 각

각 분주하여 37℃에서 24시간 정치배양한 후 형성되는 투명환의 크기를 측정하고 투명도가 더 높은

균주를 선발하였다.

나. 청국장 제조를 위한 균주의 배양

- B. licheniformis BL1202, B11, B. subtilis BS16045를 NA에 획선도말하여 37℃, 18시간 배양하여

활성화시킨 후 NB에 접종하여 37℃, 12시간 배양하여 종균으로 하였다. 660 nm 파장에서 흡광도

를 측정하여 O. D.값이 0.03에 이르는 것을 선택하여 각 청국장 제조용 콩에 100 μL 씩 접종하였

다.

(1) 청국장의 제조와 발효조건

- 대두를 선별하여 수세한 후 물에 over night 침지시켜 불리고, 불린 콩을 50 mL test tube에 10알

씩 (침지 후 약 7.5 g) 넣고 뚜껑을 하여 121℃에서 30분 동안 삶아서 청국장 제조용 콩으로 하였

다. 준비된 삶은 콩에 종균을 100 μL 씩 접종 후 vortexing 하여 삶은 콩 표면에 균 배양액이 골고

루 도포되도록 하고, 37℃에서 정치 배양하면서 발효 시간별 total RNA prep. 시료로 사용하였다.

다. Total RNA isolation & quantitation

- 청국장을 제조하여 발효시간에 따른 유전자의 발현 변화를 연구하고자 Bacillus licheniformis

BL1202, B11 및 B. subtilis BS16045 균주가 접종된 발효과정 중인 시료에서 total RNA를 분리

하였다. RNA 분리 시간은 청국장을 제조하여 균성장 곡선을 그려가며, 각각 대수기, 안정기, 사

멸기에 이르는 시간대를 결정하고 동시에 RNA를 분리하였다. RNA를 분리하는 방법은

Linchao and Bremer, 1986 등의 방법을 변형하여 사용하였으며, 상세 추출과정은 다음과 같다.

- 발효과정중인 청국장 시료에 NB 액상배지를 4 mL 첨가하여 10초 동안 vortexing 하여 균을 현

탁하고, 이 현탁액 2 mL을 1.5 mL Ep-tube 2개에 각각 1 mL씩 옮겨 5초 동안 spin down 시킨

후 상층액 100 μL를 cellular RNA의 안정화를 위해 Ethanol : Phenol (95 : 5) 100 μL와 NB

800 μL가 들어있는 1.5 mL Ep-tube에 옮겼다. 이를 10초 동안 vortexing 한 후 8200 × g, 4℃에

서 2분 동안 원심분리 하였다. 상층액을 제거하고 pellet 만 남겨 액체질소와 실온에 각각 1분간

두어 세포벽을 연화시키는 과정을 2회 반복하였다. Lysis buffer로써 1ⅹTE (10 mM Tris,

adjusted to pH 8.0 with HCl, 1mM EDTA) 720 μL를 첨가해 pellet을 재현탁 시키고, 동일한

buffer에 용해시킨 lysozyme solution (activity ≥ 40000 unit/mg protein, final concentration 10

mg/mL stock solution)을 80 μL 를 넣어 혼합하고, 10% SDS solution(wt:vol) 을 80 μL넣어 다

시 혼합하여 뚜껑을 막아 64℃에서 2분 동안 incubation 했다. 그 후 1M의 NaOAc(pH 5.2) 88 μ

L를 넣고 혼합하여 이를 둘로 나누어 484 μL씩 새 Ep-tube에 옮기고 수화된 phenol을 두개의

tube 각각에 484 μL씩 첨가해 혼합한 후 64℃에서 6분 동안 incubation 하면서, 매 40초마다 6번

inverting 했다. Incubation 후 얼음에 두어 즉시 냉각시키고, 21000 × g, 10분, 4℃ 에서 원심

분리하여 상층(aqueous layer)을 새 tube 에 옮기고 동량의 chloroform을 넣고 21000 × g, 5분,

4℃ 원심분해서 분리된 상층을 새 Ep-tube에 옮겨 etanol precipitation을 시켰다. Ethanol

precipitation은 RNA 추출물 : 3M NaOAc (pH 5.2) : 1mM EDTA : cold Etanol (10 : 1 : 1 :

20)의 비율로 첨가하였다. 본 실험의 경우 1.5 ㎖ Ep-tube에 분리된 수층 400 μL를 옮기고, 3M

NaOAc (pH 5.2)와 1mM EDTA 를 40 μL 첨가하고 cold etanol 800 μL를 첨가해 vortexing 하
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여 혼합한 후 -70℃ deep freezer에 넣어 overnight incubation 하였다. 다음날 21000 × g , 25

분, 4℃ 에서 원심분리하여 용액은 버리고, 침전물 상태의 RNA gel을 얻어 ice cold 80%

ethanol 400 μL를 첨가해 21000 × g, 5분, 4℃ 에서 원심분리하여 pellet을 washing하고 ethanol

은 제거하여 clean bench에서 air dry 시키고 , RNase free water 50 μL을 이용해 RNA를 용해

시켰다. 분리된 total RNA는 Agilient 2100 Bioanalyzer를 사용해 RNA 농도 ≥ 10 μg, rRNA

ratio [23s:16s] ≥ 1.3 , RIN ≥ 7 이 되는 RNA 추출물을 RNA seq.의 샘플로 사용하였다.

라. RNA sequencing analysis

- 분리된 total RNA sample은 RNA QC test 후 ㈜ 천랩연구소에 의뢰하여 RNA seq.을 진행하였

다. RNA seq.에 실험과정은 4단계로 이루어지며, 기술하면 다음과 같다. (자료출처 ㈜ 천랩 홈페

이지)

1) Ribosomal RNA 제거 : total RNA 로부터 ribosomal RNA를 제거하여 mRNA를 얻는다.

2) Sequencing library 제작 : mRNA를 적절한 사이즈(평균 300 bp)로 단편화(fragmentation)하

여 random hexamer를 이용하여 cDNA로 역전사(reverse transcription)하고 cDNA 양단에

illumina sequencing adaptor ligation , Library amplification by PCR과정을 거쳐 sequencing

library 를 제작한다.

3) Sequencing : Illumina single-end 방식으로 36 bp sequencing을 수행.

4) 생물정보학적 분석

: Reference 게놈 염기서열에 mapping하여 각 유전자마다 mapping된 sequence read 수를 계산하

고 이를 이용하여 RPKM값으로 정규화한다. 또한 이를 정보로 CLRNASeq 프로그램을 이용해

clustering분석을 수행할수 있도록 CLT 파일로 변형한다.

5) 분석이 끝난 CLT파일을 열어 각 sample의 total reads 및 cv(유의차)가 가장 낮은

normalization 값을 비교하여 발현의 차이를 확인하고, 목적 산물인 protease의 발효시간의 경과에

따른 발현양의 차이를 비교분석하였다.

3. Whole genome seq. 유전체 분석

- 선발된 B. licheniformis BL1202, B. licheniformis B11 및 B. subtilis BS16045의 유전체 분석을 위

해, whole genome seqencing을 실시하였다. 선발된 균주는 NA 고체 배지에서 배양 중, 형성된

colony를 회수하여 Wizard genomic DNA isolation kit (Promega, USA)를 이용하여 genomic DNA

를 회수하였다. gDNA는 ㈜ 천랩연구소를 통해 Pacific Biosciences(PacBio)를 이용하여 total

sequence를 분석하였다. 모든 분석된 서열은 SMRT 분석으로 어셈블리를 실시하였으며, gene 및

CDSs (protein coding gene)는 tRNAscan-SE과 Rfam 12.0, Swiss-prot, EggNOG 4.1, SEED,

KEGG databases을 이용하여 예측하였다. 예측된 gene과 CDS들 가운데 단백질 가수분해 유전자들

과 탄수화물 가수분해 유전자들을 확인하였으며, 전체 유전체는 천랩연구소의 CG analysis

(http://cg.ezbiocloud.net)를 이용하여 비교 분석을 실시하였다. 각 유전체의 유전자는 COG

category (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG)를 이용하여 분류를 하였다 (그림. 6.).
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그림 6. COG category list.
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제2절 연구 결과

1. 전통장류로부터 우수한 발효균주 선발

- 선발과정에 의해 선발된 균주는 16S RNA에 의한 동정을 통해 B. licheniformis 7종 B. subtilis

12종 B. amyloliquefaciens 1종으로 총 20종이 분리 동정 되었다. 선발된 분리균주의 유해균 억

제능과 amylase, protease 활성 및 glutamate 생성능에 대한 분석결과와 biogenic amine 분해율,

γ-PGA와 발효취에 대한 결과를 제시하면 다음과 같다.

가. 균주의 분리

- 시중에 판매되고 있는 전국 각지의 고추장, 된장, 간장 및 청국장을 구입하여 우수한 발효균주

선발을 위하여 10~104까지 연속 희석하여 배양 후 단일 콜로니 약 1000 여개를 선택하여 순수

분리하였다.

나. Baci llus cereus 제거

- 식품 유해균주인 B. cereus를 분리 대상에서 제외하기 위하여 선택배지(표 1)를 이용하였다. 순수

분리된 1000 여개의 균주를 CPMA배지에 접종하였을 때 푸른색을 띄며 자란 균 집락(B. cereus로

추정)을 제거하였고, 자라지 않거나 푸른색을 띄지 않는 균주를 1차로 선정하였다.

다. Bacillus cereus에 대한 길항균주 선발

- 선발된 균주들이 유해균 증식억제에 적합한 길항작용을 하는 균주인지 확인하기 위해 paper disc

diffusion assay를 이용하여 항균활성을 측정하였다. 선발된 균주에 따라 증식 억제의 차이는

있었으나 SCGB16045 의 경우 B. cereus에 대한 억제 능력이 뛰어났다(표 5).

표 5. B. cereus에 항균활성을 보이는 Baci llus 균주

* 단위: mm, Enzyme activity = size of

halo / size of paper disc(6mm)
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라. 효소 활성(Amylase, Protease, Cellulase, Xylanase)활성 측정

(1) Amylase 및 Protease 활성

- 고품질의 장류생산을 위해 paper disc diffusion assay방법을 이용하여 수집된 장류로부터 선발한

균들이 발효 시 장류의 품질 및 기능성에 영향을 미치는 amylase 및 protease 의 활성을

측정하였으며, 측정값은 제시한 계산법을 이용하여 amylase 및 protease 상대 활성도를 측정한 후

비교하였다.

- Amylase 의 활성에서 SCSB16007, SCSB16011, SCGB16045, SCGB16056, SCGB16060, SCGB16061,

SCDB16067, SCDB1681, SCDB16098 균주가 2 이상의 활성을 보였고, protease 에서 SCGB16056,

SCGB16060 의 경우 모두 2 이상의 활성을 보였다. Cellulase 의 활성은 SCSB16003, SCCB16030,

SCCB16032, SCCB16033, SCCB16035, SCCB16040, SCGB16061, SCDB16104 균주가 2 이상의

활성을 보였고, xylanase 의 경우 SCSB16003 이 2 이상의 활성을 보였다(표 6).

표 6. 효소 활성을 보이는 Baci llus 균주

* 단위: mm, Enzyme activity = size of halo / size of bacteria
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마. PCR을 이용한 B. cereus 독소 유전자 및 항균 유전자 유무 확인

(1) PCR을 이용한 B. cereus 독소 유전자 검출

- 균주가 독소 유전자를 함유하는지 확인하기 위해 B. cereus 단백질 독소 발현조절 인자인

plcR-papR 유전자와 구토 독소 cereulide 합성 효소 유 전자인 cesA 및 cesB 유전자들을 대상으

로 PCR을 수행한 결과 이들 유전자의 어느 것도 발견되지 않았다.

바. HPLC를 이용한 Biogenic amines 분해율 확인

식품 내 안전성을 높이기 위해 biogenic amines 분해 능력이 생성 능력보다 큰 균주 선발하기

위하여 putrescine, cadaverine, histamine 및 tyramine 이 각각 250 ppm 함유된 최소 합성 배지에서

2일 동안 배양한 상등액을 유도체화한 후 HPLC 분석한 결과, B. subtilis SCGB 16056 균주가 가장

많이 분하하였다(표 8).

표 8. 전통장류에서 분리한 Baci llus 균주의 biogenic amine 분해율
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사. γ-polyglutamate (γ-PGA) 생산능 및 발효취 확인

- 장류 제조에 있어 적합한 균주인지 알아보기 위하여 청국장을 분리된 균주를 이용하여 각각 제조한

뒤 균주의 세포외로 분비되는 점질물질의 늘어나는 정도에 따라 γ-PGA 생산능을 측정한 결과

점성이 없는 것부터 160 cm 이상으로 늘어나는 것으로 그 정도가 다양하였다(표 9). 이에 따른

각각의 발효취를 맡은 결과 청국장 고유의 구수한 향이 나는 것, 암모니아 향이 나는 것, 시큼한

향이 나는 것, 상큼한 향이 나는 것 등으로 분류되었고, 강도 또한 다양하였다. 냄새의 강도가 가장

적은 것을 +로 측정하였고, 가장 강하게 나는 것을 +++로 측정하였다.

표 9. 청국장 관능(냄새)과 γ-PGA 생성능 결과

아. 분리균주의 동정(16S rRNA 유전자 염기서열 분석)

- 전통 장류 발효에 적용할 우수 균주를 얻기 위하여 장류 시료들에서 Bacillus spp.를 분리하였고 이

중 각각의 목적에 따라 우수한 균주들을 선별하여 최종 20 종의 Bacillus spp.를 선발하였다. 이들을

대상으로 16S rRNA 유전자의 염기서열에 의한 동정을 하였고, RDP (Ribosomal Database

Project)의 SeqMatch 프로그램을 통해 16S rRNA 유전자 염기 서열과 가장 가까운 표준 균주들을

선정한 뒤 MEGA program에서 계통도 분석으로부터 B. licheniformis 7 종, B. subtilis 12 종, B.

amyloliquefaciens 1 종이 동정되었다(표 10, 그림. 9).
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표 10. 분리된 균주의 16S rRNA 유전자 서열에 의한 동정 결과

그림 9. 선발된 Baci llus sp. 균주의 phylogenetic tree
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2. 청국장 제조를 통한 mRNA 발현 비교

가. 분리된 total RNA 정량 및 QC 결과

- 청국장을 제조과정에서 Bacillus 균주의 생육 단계별 유전자의 발현 변화를 확인하기 위하여,

Bacillus licheniformis strain BL1202, B. licheniformis strain B11 및 B. subtilis strain BS16045

균주를 접종하여 발효 중인 청국장 시료에서 생육 속도를 확인하였다(그림. 10). 그 결과 모든

균주에서 log phase, early stationary phase, later stationary phase에 도달하는 6시간, 12시간,

24시간에 샘플을 회수하여 total RNA isolation을 실시하였다. total RNA의 RNase등에 의한 분

해 여부를 확인하기 위하여 Bioanalyzer (2100, Agilent)를 사용하여 QC test를 실시하였으며 실

험에 통과된 샘플을 이용하여 RNA-sequencing을 실시하였다(표 11, 그림 11).

그림 10. B. licheniformis BL1202, B11 및 B. subti lis BS16045의 성장곡선
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표 11. RNA QC 결과
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그림 11. B. licheniformis BL1202, B11 및 B. subti lis BS16045의 RNA QC 결과
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나. RNA seq. 분석 결과 해석

(1) B. licheniformis BL1202의 RNA seq. 분석 결과 해석

- B. licheniformis BL1202의 유전자 발현 양상 중 protease 군에 대한 발효기간 동안 증감하는 경

향을 분석한 결과는 다음과 같다.
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- 총 26개의 protease 의 발현양상을 분석할 수 있었다. Protein translocase (BLI_RS00765), zinc

metalloprotease ((BLI_RS09280, BLI_RS09380), peptidase S41 (BLI_RS11320) 등은 증식기(log

phase)에 매우 높은 발현량을 보였으며, 점차 감소하였다. Peptidase S8 (BLI_RS05490), serine

protease (BLI_RS14100) 등은 early stationary phase까지 낮은 발현량을 보였으나, 영양분 결핍

등이 나타나는 late stationary phase에서 급격히 증가하는 발현량을 보였다. 이러한 결과는 각

유전자들의 발현은 서로 다른 전사인자에 의해 조절되는 것으로 보이며, 발효 시간에 따른 단백

질의 분해 특성을 나타내는 것으로 보인다.

(2) B. licheniformis B11의 RNA seq. 분석 결과 해석

- B. licheniformis B11의 유전자 발현 양상 중 protease 군에 대한 발효기간 동안 증감하는 경향

을 분석한 결과는 다음과 같다.

- 총 3개의 protease 의 발현양상을 분석할 수 있었다. 이상의 결과로 청국장에서 발현되는 주요

protease의 발현 시간대와 최대 발현치 등이 비교분석 가능하였다.
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(3) B. subti lis BS16045의 RNA seq. 분석 결과 해석

- B. subtilis BS16045의 유전자 발현 양상 중 protease 군에 대한 발효기간 동안 증감하는 경향을

분석한 결과는 다음과 같다.
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- 총 23개의 protease 의 발현양상을 분석할 수 있었다. Protein translocase (BSU01360,

BSU127650), zinc metalloprotease (BSU37530) 등은 증식기(log phase)에서 매우 높은 발현량을

보였으며 이후 점차 감소하였다. subtilisin E (BSU10300), intracellular serine protease

(BSU13190), extracellular protease (BSU38090) 등은 early stationary phase까지 발현량이 점차

증가하였다. 이러한 결과는 각 유전자들의 발현은 서로 다른 전사인자에 의해 조절되는 것으로

보이며, 발효 시간에 따른 단백질의 분해 특성을 나타내는 것으로 보인다.
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다. 청국장 발효과정 중 transcripts 양적 변화비교

(1) BL1202의 transcripts 양적 변화비교

표 12. BL1202이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을

때 10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 13. BL1202이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을

때 10배 이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 14. BL1202이 early stationary phase (12h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에

도달 되었을 때 10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 15. BL1202이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을

때 10배 이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들

표 16. BL1202이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을

때 10배 이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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표 17. BL1202이 early stationary phase (12h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에

도달 되었을 때 10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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(2) B11 의 transcripts 양적 변화비교

표 18. B11이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을 때

10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들

표 19. B11이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을 때 10

배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 20. B11이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을 때

10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들

표 21. B11이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을 때 10

배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들

표 22. B11이 early stationary phase (12h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도

달 되었을 때 10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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(3) BS16045 transcripts 양적 변화비교

표 23. BS16045이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을

때 10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 24. BS16045이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을

때 10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들
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표 25. BS16045이 early stationary phase (12h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에

도달 되었을 때 10배이상 transcripts의 증가를 보이는 유전자들

표 26. BS16045이 log phase (6h) 배양으로부터 early stationary phase (12h)에 도달 되었을

때 10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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표 27. BS16045이 log phase (6h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에 도달 되었을

때 10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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표 28. BS16045이 early stationary phase (12h) 배양으로부터 spore-forming phase (24h)에

도달 되었을 때 10배이상 transcripts의 감소를 보이는 유전자들
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3. Baci llus 유전체 분석

- Bacillus sp.의 유전체 분석을 실시한 결과, 3개의 complete genome 분석을 완료하였으며, 해당

균주의 유전체 정보는 NCBI database에 등록하였다.
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- 각각의 read에 대한 annotation 정보와 download는 SRA에서 제공 받을 수 있으며, 본 보고서에

서는 3균주의 SRA accession No. 와 Bioproject, Biosample의 accession No.를 제시하여

genebank 자료를 활용할 수 있도록 하였다(표 30).

표 29. WGS분석에 이용된 3균주와 NCBI에 등록 완료되어 부여된 Accession number

가. B. licheniformis BL1202

표 30. Whole genome seq. (WGS) 분석결과보고 (Genome annotation)
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그림. 12. Genomic island (Chromosome), 바깥쪽에서 안쪽방향으로 들어가면서 정방향 CDS,

역방향 CDS, tRNA, rRNA, GC 함량, GC skew 순서.

그림. 13. B . licheniformis BL1202의 COG gene 분포
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표 31. B. licheniformis BL1202의 탄수화물가수분해 효소
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표 32. B. licheniformis BL1202의 단백질 가수분해효소

(continued)
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나. B. licheniformis B11

표 33. Whole genome seq. (WGS) 분석결과보고 (Genome annotation)

(2) Genomic island (Chromosome)

- 바깥쪽에서 안쪽방향으로 들어가면서 정방향 CDS, 역방향 CDS, tRNA, rRNA, GC 함량, GC

skew 순서로 표시되어있으며, GC skew가 급격히 바뀌는 양상으로부터 복제기점을 유추할 수

있다.
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그림 14. Genomic island (Chromosome), 바깥쪽에서 안쪽방향으로 들어가면서 정방향 CDS,

역방향 CDS, tRNA, rRNA, GC 함량, GC skew 순서.

그림 15. B. licheniformis B11의 COG gene 분포
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표 34. B. licheniformis B11의 탄수화물가수분해 효소
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표 35. B. licheniformis B11의 단백질 가수분해 효소

(continued)
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다. B. subti lis BS16045

표 36. Whole genome seq. (WGS) 분석결과보고 (Genome annotation)

(2) Genomic island (Chromosome)

그림 16. Genomic island (Chromosome), 바깥쪽에서 안쪽방향으로 들어가면서 정방향 CDS,

역방향 CDS, tRNA, rRNA, GC 함량, GC skew 순서.

그림. 17. B . subti lis BS16045의 COG gene 분포
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표 37. B. subti lis BS16045의 탄수화물가수분해 효소
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표 38. B. subti lis BS16045의 단백질 가수분해 효소

(continued)
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4. 비교유전체 분석 (Comparative Genomics)

- Whole genome project를 수행한 Bacillus licheniformis BL1202, B11, Bacillus subtilis BS16045

및 지시균주로 B. licheniformis DSM13, B34, B. subtilis 168, TU-B-10, KCTC 13429, B.

cereus ATCC14579 균주들의 유전체를 가지고 유전체 염기서열의 차이를 비교하였다.

가. 유전체 기반 계통 분석 (Phylogenomics-OrthoANI)

- Lee (Lee et al., 2015) 등의 보고를 참고하여16S rRNA 유전자를 이용한 균주의 동정에서 오는

오류를 보완하기 위한 방법으로 OrthoANI방법을 이용하여 계통도 분석을 하였다. OrthoANI는

유전체 전체 서열을 1020 nt 즉, 약 1kbp 길이로 단편화하여 mapping한 후 계통도를 분석하는

방법으로 전체 서열을 상호 비교한다. 그 결과 BL1202는 이 전에 분리한 Bacillus licheniformis

B34와 유사도가 높았고, B11은 DSM13과 유사도가 높았다. 또한 BS16045균주는 Bacillus

subtilis 168과 일치도가 높은 것으로 나타났다.

나. Pan- and core-genome 요약정보

(1) General Statistics of pan- and core-genomes

- 모든 단백질 코딩 유전자(CDS)들 중에서 상동 유전자 후보군은 “Pan-genome Orthologous

Group (POG)”을 생성하는 pan-genome 연산 후에 비중복 유전자 세트 (non-redundant gene

set)로 묶이게 된다. 필수 유전자 또는 house-keeping 유전자를 포함하는 유전체의 핵심 부분은

모든 유전체에서 반드시 발견되어야 하며, 중요하지 않은 유전자일수록 발견되는 빈도가 낮다.

심지어 몇몇 유전자는 유전체 세트에서 오직 하나의 유전체에서만 발견되기도 한다. 10개의 비

교유전체 중 한 개의 유전체에서만 나온 POG는 4047개이고, 열 개의 모든 유전체에서 나온

POG는 2137개로 나왔다.
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다. 세균간 유전자 공유 분석

(1) Venn Diagram

- Venn Diagram을 이용하여 지시균주가 가지고 있지 않은 유전자를 알 수 있었다.

(가) B. licheniformis DSM13 및 BL1202 균주의 비교
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표 39. BL1202 균주에만 있는 306개의 유전자
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(나) B. licheniformis DSM13 및 B11 균주의 비교
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표 40. B11 균주에만 있는 236개의 유전자
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(다) B. subti lis 168 및 BS16045 균주의 비교



- 167 -

표 41. BS16045 균주에만 있는 183개의 유전자
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(2) Whole genome alignment using NUCMER

- MUMMER는 Kurtz et al. (2004)에 의해 개발된 생물정보학 프로그램 패키지로 다양한 비교 유

전체 연구에 사용된다. NUCMER(NUCleotide MUMmer)는 MUMMER 패키지에 속한 하위 프

로그램으로, 한 쌍의 전장 유전체 염기서열을 정렬하는 프로그램이다. 전장 유전체 염기서열에서

두 유전자 간 불일치되는 서열은 점으로 표시되고, 일치된 서열은 대각선상 점들이 배열됨으로

서 정방향(빨간색), 역방향(파란색)의 일치서열의 방향성도 구분할 수 있다.

- 본 연구에서는 이를 통해 지시균주 Bacillus licheniformis DSM13과 선발균주 BL1202, B11 및

Bacillus subtilis 168과 BS16045균주의 결실 또는 보유 유전자 서열의 일치도를 비교하였다. 그

결과 이들간에 정방향 서열이 일치되었고, 역방향의 extra 유전자가 다수 발견되었다.
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(3) 유전자 유무를 이용한 분석 (Gene presence/absence analysis)

- 다수의 유전체로 pan-genome을 생성하고 나면, 모든 CDS는 pan-genome orthologous group

(POG) 으로 클러스터링 된다. POG는 적어도 한 개 이상의 CDS를 포함한다. 보존이 잘 된 POG

는 모든 유전체에서 발견되며, 이것이 core-genome을 구성한다. Pan-genome의 유전자 내용 정

보를 2진법 매트릭스 (binary matrix) 로 변환하여 유전자가 있으면 파란색, 없으면 빨간색으로

처리하였다.
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3장 기능성 미생물 소재의 유전체 분석을 통한 잠재적 기

능성 및 안전성 평가 및 우수균주 선별

제1절 연구수행 방법 및 결과

1. B. licheniformis의 Multi-Locus Sequence Typing (MLST)에 의한 분석

1.1. MLST에 의한 균주 동정

(1) 순창 발효미생물 관리 센터에서 보유하고 있는 전통식품 유래 균주 69개를 대상으로 하였다.

(2) 이들 균주를 대상으로 16S rRNA gene 과 house keeping gene인 gyrA, rpoB을 함께 분석하는

MLPA를 수행하여 유전적 동정을 수행하였다.

(3) 그 결과 총 63개의 균주가 B. licheniformis 그 외 6개가 다른 균주로 확인 되었다 (표 1).

(4) 보다 정확한 유전자 분석을 위해 multilocus sequence typing(MLST) 분석을 수행하였다.

(가) 분석 유전자는 기존의 MLST database에서 제시된 6개 housekeeping gene[adk

(adenylate kinase), ccpA(transcriptional regulator), recFrecombination protein F),

sucC(succinyl-CoA synthetase, subunit beta), rpoB(DNA-directed RNA polymerase,

subunit beta), spo0A(transcriptional regulator)] 들을 대상으로 하였고 (표 2), 제시된 각

유전자의 PCR primer와 반응조건에 따라 각 유전자별 표적 영역을 증폭한 후 염기서열을

분석하였다.

(나) Bacillus licheniformis MLST분석을 위한 Database는 htp://pubmlst.org/blicheniformis/를

이용하였으며 PCR 수행은 일반적인 방법에 준하였고 각각의 annealing 온도는 표 3과 같

다.

(다) 분석된 염기서열은 B. licheniformis MLST database로 부터 내려 받은 각 유전자별

allele type의 염기서열과 비교하여 분리균주의 유전자별 alle type를 결정하였다.

(라) 각 분리균주에 대한 sequence type(ST)은 확인된 균주별 allele type profile을 기존의

database에 검색하여 확인하였다 (표 4, 표 5).

(마) MLST 분석 결과는 표 6과 같음. 표준 균주로 삼은 ATCC14580이 ST1 임을 확인하였고

63종의 균주가 총 8종의 ST로 분류되었다.

(사) Allele frequency는 표 7과 같으며 ST26(19건), ST3(12건)이 높은 빈도로 관찰되었음. 또

한 데이터베이스에서 아직 분류되지 않은 ST도 13개 관찰되어 추가적인 데이터베이스 등

록한 결과 30-36에 해당하는 ST 번호를 부여 받았다.

(아) 전체 63종의 균주에 대한 Phylogenetic tree 결과와 MLST 분석 자료를 종합한 결과는

그림 1와 같음. 두 자료를 함께 분석 한 결과 크게 3가지 그룹으로 분류할 수 있었으며

주로 가축 병원성 세균에 저항성을 보이는 그룹이 ST14와 비분류 ST인 것으로 확인되었

다.

(자) 또한 유럽에서 분리된 B. licheniformis 및 다른 균주들과의 패턴을 비교(그림 2)할 때 그

룹A인 ST14, 그룹 B인 ST26, ST3이 국내 전통 발효식품 유래의 B. licheniformis의 특징

적인 유형인 것으로 확인 할 수 있었다.
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표 1. Results genomic characterization of isolated B. licheniformis from bacteria

originated from traditional Korean fermented food.

번호 균주명 16sRNA 16S+gyrA+rpoB

1 SRCM100027 B.licheniformis B.licheniformis
2 SRCM100072 B.amyloliquefaciens B.amyloliquefaciens
3 SRCM100089 B.licheniformis B.licheniformis
4 SRCM100091 B.licheniformis B.licheniformis
5 SRCM100092 B.licheniformis B.licheniformis
6 SRCM100093 B.licheniformis B.licheniformis
7 SRCM100094 B.licheniformis B.licheniformis
8 SRCM100095 B.licheniformis B.licheniformis
9 SRCM100096 B.licheniformis B.licheniformis
10 SRCM100097 B.licheniformis B.licheniformis
11 SRCM100098 B.licheniformis B.licheniformis
12 SRCM100099 B.licheniformis B.licheniformis
13 SRCM100100 B.licheniformis B.licheniformis
14 SRCM100101 B.licheniformis B.licheniformis
15 SRCM100102 B.licheniformis B.licheniformis
16 SRCM100103 B.licheniformis B.licheniformis
17 SRCM100104 B. sonorensis B. sonorensis
18 SRCM100105 B.licheniformis B.licheniformis
19 SRCM100106 B.licheniformis B.licheniformis
20 SRCM100107 B.licheniformis B.licheniformis
21 SRCM100108 B.licheniformis B.licheniformis
22 SRCM100109 B.licheniformis B.licheniformis
23 SRCM100110 B.licheniformis B.licheniformis
24 SRCM100112 B.licheniformis B.licheniformis
25 SRCM100113 B.licheniformis B.licheniformis
26 SRCM100115 B.licheniformis B.licheniformis
27 SRCM100117 B.licheniformis B.licheniformis
28 SRCM100118 B.licheniformis B.licheniformis
29 SRCM100119 B.licheniformis B.licheniformis
30 SRCM100120 B.licheniformis B.licheniformis
31 SRCM100121 B.licheniformis B.licheniformis
32 SRCM100122 B.licheniformis B.licheniformis
33 SRCM100123 B.licheniformis B.licheniformis
34 SRCM100124 B.licheniformis B.licheniformis
35 SRCM100125 B.licheniformis B.licheniformis
36 SRCM100126 B.licheniformis B.licheniformis
37 SRCM100127 B.licheniformis B.licheniformis
38 SRCM100128 B.licheniformis B.licheniformis
39 SRCM100129 B.licheniformis B.licheniformis
40 SRCM100130 B.sonorensis B.sonorensis
41 SRCM100131 B.licheniformis B.licheniformis
42 SRCM100132 B.licheniformis B.licheniformis
43 SRCM100133 B.licheniformis B.licheniformis
44 SRCM100134 B.licheniformis B.licheniformis
45 SRCM100135 B.licheniformis B.licheniformis
46 SRCM100137 B.licheniformis B.licheniformis
47 SRCM100138 B.licheniformis B.licheniformis
48 SRCM100139 B.licheniformis B.licheniformis
49 SRCM100140 B.licheniformis B.licheniformis
50 SRCM100141 B.licheniformis B.licheniformis
51 SRCM100142 B.licheniformis B.licheniformis
52 SRCM100143 B.licheniformis B.licheniformis
53 SRCM100144 B.licheniformis B.licheniformis
54 SRCM100145 B.licheniformis B.licheniformis
55 SRCM100146 B.licheniformis B.licheniformis
56 SRCM100147 B.licheniformis B.licheniformis
57 SRCM100148 B.licheniformis B.licheniformis
58 SRCM100149 B.licheniformis B.licheniformis
59 SRCM100150 B.licheniformis B.licheniformis
60 SRCM100151 B.licheniformis B.licheniformis
61 SRCM100152 B.licheniformis B.licheniformis
62 SRCM100153 B.licheniformis B.licheniformis
63 SRCM100154 B.licheniformis B.licheniformis
64 SRCM100155 B.licheniformis B.licheniformis
65 SRCM100156 B.licheniformis B.licheniformis
66 SRCM100157 B.amyloliquefaciens B.amyloliquefaciens
67 SRCM100158 B.subtilis strain B.subtilis strain
68 SRCM100159 B.subtilis strain B.subtilis strain
69 SRCM100160 B.licheniformis B.licheniformis



- 175 -

표 3. MLST profiles of B. licheniformis

ST adk ccpA recF rpoB spo0A sucC clonal_complex

1 1 1 1 1 1 1 -

2 2 1 1 2 1 2 -

3 2 1 1 1 1 2 -

4 3 2 2 3 2 3 -

5 2 3 1 1 3 1 -

6 3 4 3 3 2 4 -

7 2 1 1 2 4 2 -

8 4 5 4 4 5 5 -

9 2 1 1 1 1 1 -

10 2 6 1 1 6 1 -

11 3 7 5 3 7 3 -

12 2 8 1 1 1 2 -

13 2 9 1 2 1 1 -

14 3 7 2 3 2 3 -

15 3 2 5 3 8 3 -

16 3 10 5 3 2 6 -

17 3 7 5 5 2 7 -

18 3 10 3 3 2 3 -

19 2 1 1 2 3 1 -

20 2 1 1 2 3 2 -

21 3 2 2 3 2 8 -

22 2 1 1 1 1 9 -

23 2 11 1 1 1 1 -

24 2 3 1 1 1 2 -

25 2 9 1 1 1 1 -

26 2 1 1 2 1 1 -

27 3 2 5 3 9 3 -

표 2. Primers used in this MLST study

Gene Forward primer 5'-3' sequence Reverse primer 5'-3' sequence
Annealing
temp.ºC

adk GGT AAA GGG ACA CAG GCT GA TCG AGT AAA GGC TGG GTT TG 58

ccpA TAT GAT GTA GCA CGC GAA GC TAT CCC CAA GCG CTC TTT TA 58

recF ACG GTT CTG TTC CCA TTC AG CAT CAC GGC CAT TGA CAT AG 58

sucC GGG TCC CGA CGG CCA ACA AA GGC CGG TTC CCC TCC GTA GT 58

rpoB* AGG TCA ACT AGT TCA GTA TGG ACG AAG AAC CGT AAC CGG CAA CTT 58

spo0A GAA GTG CTT GGT GTC GCA TA TGT GTA GCC GAA AAG TGA CG 58

*(De Clerck and De Vos 2004)
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표 4. Six housekeeping genes for MLST analysis and their allele types of B. licheniformis

Locus Data Type Alleles Length

adk DNA 4 465

ccpA DNA 11 561

recF DNA 5 561

rpoB DNA 5 495

spo0A DNA 9 558

sucC DNA 9 549

표 5. Results of MLST allele types of B. licheniformis

No. Strain Name adk cccpA recF rpoB spo0A sucC MLST ST

1 SRCM100027 2 1 1 2 1 2 2

2 SRCM100089 3 7 2 3 2 3 14

3 SRCM100091 3 7 2 3 2 3 14

4 SRCM100092 3 7 5 3 2 3 28*

5 SRCM100093 3 7 2 3 2 3 14

6 SRCM100094 3 7 2 3 2 3 14

7 SRCM100095 2 1 1 2 1 1 26

8 SRCM100096 3 7 2 3 2 3 14

9 SRCM100097 2 1 1 2 1 2 2

10 SRCM100098 2 1 1 2 1 1 26

11 SRCM100099 2 1 1 2 1 1 26

12 SRCM100100 2 1 1 2 1 1 26

13 SRCM100101 2 1 1 2 1 1 26

14 SRCM100102 2 1 1 2 1 1 26

15 SRCM100103 2 1 1 2 1 1 26

16 SRCM100105 2 1 1 1 1 1 26

17 SRCM100106 2 1 1 2 1 1 26

18 SRCM100107 2 1 1 2 1 2 2

19 SRCM100108 1 9 1 1 1 1 29*

20 SRCM100109 2 3 1 2 1 2 30*

21 SRCM100110 2 1 1 2 1 2 2

22 SRCM100112 2 3 1 1 3 2 31*

23 SRCM100113 2 3 1 1 3 2 31*

24 SRCM100115 2 1 1 1 1 1 9

25 SRCM100117 2 1 1 2 1 1 26

26 SRCM100118 2 8 1 1 1 2 12

27 SRCM100119 2 1 1 2 1 2 2

28 SRCM100120 3 2 5 3 2 4 32*

29 SRCM100121 2 1 1 2 1 1 26

30 SRCM100122 1 1 2 5 2 3 33*

31 SRCM100123 2 1 1 1 1 2 3

32 SRCM100124 2 3 1 2 1 2 30*

33 SRCM100125 2 1 1 1 1 2 3

34 SRCM100126 2 1 1 2 1 1 26

35 SRCM100127 2 1 1 2 1 1 26

36 SRCM100128 2 3 1 2 1 2 30*
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37 SRCM100129 2 1 1 2 1 1 26

38 SRCM100131 2 1 1 2 1 1 26

39 SRCM100132 2 1 1 2 1 1 26

40 SRCM100133 2 1 1 2 1 1 26

41 SRCM100134 2 1 1 2 1 1 26

42 SRCM100135 2 1 1 2 1 2 2

43 SRCM100137 2 1 1 2 1 1 26

44 SRCM100138 2 3 1 1 1 2 24

45 SRCM100139 2 1 1 1 1 2 3

46 SRCM100140 2 1 1 1 1 2 3

47 SRCM100141 2 1 1 1 1 1 9

48 SRCM100142 2 1 1 1 1 1 9

49 SRCM100143 2 1 1 1 1 2 3

50 SRCM100144 2 1 1 1 1 1 9

51 SRCM100145 2 1 1 1 1 2 3

52 SRCM100146 2 8 1 1 1 1 34*

53 SRCM100147 2 1 1 1 1 2 3

54 SRCM100148 2 1 1 1 1 2 3

55 SRCM100149 2 9 1 2 1 1 13

56 SRCM100150 2 8 1 1 1 1 34*

57 SRCM100151 3 2 2 3 7 4 35*　

58 SRCM100152 2 1 1 1 1 2 3

59 SRCM100153 2 1 1 1 1 2 3

60 SRCM100154 2 1 1 1 1 2 3

61 SRCM100155 2 1 1 1 1 2 3

62 SRCM100156 2 3 1 1 1 2 24

63 SRCM100160 2 1 1 5 1 2 36*

64 ATCC14580 1 1 1 1 1 1 1

*New STs were registered to MLST data bese

표 6. Results of allele frequencies in this study

ST No.

26 19

3 12

2 6

14 5

9 4

24 2

12 1

13 1

unique 13

total 50
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그림 1. Phylogenetic tree of Baci llus spp. Isolated from SRCM.
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그림 2. Mliti Locus Sequence Typing (MLST) analysis of Baci llus licheniformis. MEGA5

was used to construct a phylogenetic tree based on the concatenated sequence

(adk;ccpA;recF;rpoB;spo0A;sucC) by the NJ-method with branch lengths estimated by the

Maximum composite Likelihood method.
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2. 선발 균주 2종의 NGS 기법을 이용한 유전체 구조 분석 및 유전체 비교

2.1. 선발 균주 2종의 유전체 구조분석

(1) B. licheniformis 균주 중 2종의 우수 균주 선발 (no. 34, 11)

(2) 유전체 구조 분석 방법

(가) DNA Library 준비

- DNA libray는 Ion AmpliSeq™Library 2.0 Kit (Life Technologies, USA)를 사용하여 제품의 사용

설명서에 따라 준비하였다. DNA sample은 Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Life

technologies™, CA, USA)를 사용하여 350~400 bp의 fragment로 준비되었다. 간단히 설명하면,

DNA sample에 Ion Shear™Plus 10X Reaction Buffer와 Nuclease-free Water 그리고 Ion Shear

™Plus Enzyme Mix2를 혼합 후 Hotblock에서 37oC에서 5분간 incubation 하였고, 여기에 Ion

Shear Stop Buffer를 혼합 하였다. DNA sample의 정제에는 AMPure bead (Beckman Coulter,

CA, USA)를 사용하였다.

- 각 DNA sample들은 Ion Xpress™ Barcode Adapters Kits (Ion Torrent, Life technologies™,

CA, USA)를 이용한 barcode 부착을 통해 구별되었다. 각 DNA fragment sample에 각각 barcode

서열이 다른 Ion Xpress™ Barcode를 혼합한 뒤, 25oC에서 15분, 72oC에서 5분간 incubation하여

AMPure bead (Beckman Coulter, CA, USA)를 사용해 정제되었다.

- 본 실험에 필요한 size의 fragment는 E-gel® iBase™ (Invitrogen, Life technologies™, Israel)와

E-Gel® SizeSelect 2% Agarose Gel (Invitrogen, Life technologies™, Israel)을 사용하여 선택되

었다.

- 선택된 size의 DNA fragment는 Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Ion Torrent, Life

technologies™, CA, USA)를 사용해 PCR 하였다. DNA fragment sample에 Platinum® PCR

SuperMix High Fidelity와 Library Amplification Primer Mix를 혼합 하여 95oC에서 5분 initial

denaturation을 수행한 뒤, 95oC에서 15초, 58oC에서 15초, 70oC에서 1분 간 총 18 사이클 반복 수

행하였다. 증폭된 DNA fragment sample은 AMPure bead (Beckman Coulter, CA, USA)를 사용

하여 정제되었다.

- 증폭된 DNA fragment sample은 Ion Library Quantitation Kit(Life technologies™, CA, USA)의

제품 사용 설명서에 따라 serially dilution으로 준비되었고 control로 E.coli DH10B Control 400

Library (Ion Torrent, Life technologies™, CA, USA)이 사용되었다. 준비된 sample은 7500 Fast

System Real-time PCR machine (ABI, USA)을 사용한 quantitative Realtime PCR로 정량하였다.

(나) Emulsion PCR 및 sequencing

- Emulsion PCR sample은 100 pmole의 DNA에 Ion PGM™ Template OT2 400 Reagent Mix를 혼

합한 뒤 Ion Sphere Particles (ISPs)를 첨가하여 준비되었다. Emulsion PCR은 OneTouch™2

(Life Technologies, USA)로 수행되었다. 회수된 ISPs Pellet은 Dynabeads MyOne Streptavidin

C1 beads (Life technologies™, CA, USA)를 사용해 정제되었고, Qubit® 2.0 Flurometer를 사용하

여 ISP 농도를 확인하였다.
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- Sequencing sample은 Ion PGM™ Sequencing Reagent 400 kit를 이용해 준비되었다. ISP sample

에 control ISP를 혼합하여 15,500 ×g에서 4분간 원심분리 하였고, 수거된 ISP pellet은 sequencing

primer와 혼합하여 95oC에서 2분, 37oC에서 2분간 incubation 하였다. Sequencing sample은 Ion

316™ Chip Kit V2 (Life technologies™, CA, USA)에 loading 되었고, sequencing은 Ion PGM™

(Life Technologies, USA) 장비를 사용하여 수행되었다.

(다) Data 분석

- Sequencing 반응의 Raw data는 Ion PGM™을 통하여 Torrent Suite Server (ver. 4.0)에 저장 되

었고, 1차적인 sequencing 분석이 진행 되었다. Torrent Suite Server에서 raw data를 export하여

CLC Genomics Workbench 7 (ver. 7.0) program을 사용하였고, VR2332 (Genbank No.

EF536003), RespPRRS MLV (Genbank No. AF066183)과 염기서열을 비교하였다.

나. 유전체 구조 분석 결과

- 선발된 2종의 균주에 대한 실험 분석 결과는 그림 3과 같다.

그림 3. 선발된 2종 균주에 대한 분석 결과

- B. licheniformis no. 34는 전체 4,222,645 bp 크기의 염기서열로 구성되어있음을 확인하였으며 그

림 4와 같다.

- B. licheniformis no. 34 전체 염기서열은 4,273개의 유전자로 구성되어있으며 coding %는 87.3%,

G+C contents는 46.1%임을 확인할 수 있었다.

- 유전자 구성상 독성 유전자의 존재는 확인되지 않았다.

- 이 결과는 비교 분석을 위해 사용된 reference strain인 B. licheniformis DSM 13(ATCC 14580)

(genome size: 4,222,748bp, number of genes :4,286, % coding 87.9%, %G+C=46.2%)와 비교할 때

유사한 수준으로 분석되었다.
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그림 4. B. licheniformis no. 34 전체 염기서열 분석 결과.

- B. licheniformis no. 11은 전체 4,221,782 bp 크기의 염기서열로 구성되어있음을 확인하였으며 그

림 5와 같다.

- B. licheniformis no. 11 전체 염기서열은 4,271개의 유전자로 구성되어있으며 coding %는 87.3%,

G+C contents는 46.1%임을 확인할 수 있었다.

- 유전자 구성상 독성 유전자의 존재는 확인되지 않았다.

- 이 결과는 비교 분석을 위해 사용된 reference strain인 B. licheniformis DSM 13(ATCC 14580)

(genome size: 4,222,748 bp, number of genes :4,286, % coding 87.9%, %G+C=46.2%)와 비교할

때 유사한 수준으로 분석되었다.
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그림 5. B. licheniformis no. 11 전체 염기서열 분석 결과.

3. 전통장류 발효식품의 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효균총 분석

가. 주요 세균들을 이용한 진단기법 확립

- 발효식품 분석을 위한 원리 (그림 6)

(1) 실험균들의 배양

- S. suis (KCTC 3557), E . coli(ATCC 25922), S. choleraesusis(ATCC 10708), S. dublin

(ATCC 15480), B. licheniformis (KCTC1918), B. cereus (KACC13064), Acineto bactor, S.

aureus, B. subtilis, B. sonorensis의 배양은 각각 Tryptic Soy Broth (TSB) 배지를 사용 하여 37

도에서 24시간 배양 하였다. C. perfringens (ATCC13124) Blood Agar plate를 사용하여 37도에

서 24시간 혐기 배양되었다. 사용한 균주들은 Acineto bactor, S. aureus, B. subtilis, B.

sonorensis를 제외하고 표준 균주이었으며, B. subtilis, B. sonorensis들은 순창 장류연구소가 수

집하여 16S rRNA 유전자 서열 판독 후 계통도 분석에 의해 동정된 균주들이었다.
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(2) DNA 추출

- DNA 추출은 QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)를 사용하여 제품의 사용 설명서에 따라 준비 하

였고, QIAcube (QIAGEN)를 사용하여 DNA를 추출 하였다.

(3) DNA 정량

DNA와 standard는 Qubit® dsDNA HS Assay kit (Molecula Probes, Life technologies™, CA, USA)

를 사용하여 제품 설명서에 따라 준비하였고, Qubit® 2.0 Flurometer (Invitrogen, Life technologies

™, USA)를 이용하여 측정하였다. 간단히 설명하면, DNA sample 1ul에 Quanti-iT reagent와

Quant-iT buffer의 1:200 혼합액 199 ul를 첨가하여 준비하였고, standard는 standard low buffer와

standard high buffer 각 10 ul에 위와 동일 혼합액 190ul을 첨가하여 준비하였다. 정량한 각 실험균들

의 DNA는 같은 농도로 혼합 하였다.

(4) Library 준비

- DNA libray는 Ion 16S™Metagenomics Kit (Life Technologies, USA)를 사용하여 제품의 사용 설

명서에 따라 준비하였다. DNA sample을 16s Primer Set(V2-4-8), 16s Primer Set(V3-6,7-9)에

각각 혼합 한 후 PCR을 수행 하였다. DNA sample의 정제에는 AMPure bead (Beckman Coulter,

CA, USA)를 사용하였다. 증폭된 DNA sample은 AMPure bead (Beckman Coulter, CA, USA)를

사용하여 정제 되었다.

- 본 실험에 필요한 size의 확인은 E-gel® iBase™ (Invitrogen, Life technologies™, Israel)와

E-Gel® SizeSelect 2% Agarose Gel(Invitrogen, Life technologies™, Israel)을 사용하여 확인 되

었다.

- Size 확인을 한 DNA sample의 정량은 Qubit® dsDNA HS Assay kit (Molecula Probes, Life

technologies™, CA, USA)를 사용하여 제품 설명서에 따라 준비하였고, Qubit® 2.0

Flurometer(Invitrogen, Life technologies™, USA)를 이용하여 측정하였다. 정량 한 DNA sample

16s Primer Set(V2-4-8)과 16s Primer Set(V3-6,7-9)을 같은 농도로 혼합 한 후 24oC에서 20분간

incubation 하였고, Agencourt® AMPure® SP Reagent와 70% EtOH을 사용하여 정제 되었다.

- 정제된 DNA sample은 Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Ion Torrent, Life technologies

™, CA, USA)를 사용해 PCR 하였다. DNA sample에 Platinum® PCR SuperMix High Fidelity와

Library Amplification Primer Mix를 혼합 하여 95oC에서 5분 initial denaturation을 수행한 뒤,

95oC에서 15초, 58oC에서 15초, 70oC에서 1분 간 총 18 사이클 반복 수행하였다. 증폭된 DNA

sample은 Agencourt® AMPure® SP Reagent와 70% EtOH을 사용하여 정제 되었다.

- DNA sample은 Ion Library Quantitation Kit(Life technologies™, CA, USA)의 제품 사용 설명서

에 따라 serially dilution으로 준비되었고 control로 E . coli DH10B Control 400 Library (Ion

Torrent, Life technologies™, CA, USA)이 사용되었다. 준비된 sample은 7500 Fast System

Real-time PCR machine (ABI, USA)을 사용한 quantitative Realtime PCR로 정량하였다.

(5) Emulsion PCR 과 sequencing

- Emulsion PCR sample은 10 pmole의 DNA에 Ion PGM™ Template OT2 400 Reagent Mix를 혼
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합한 뒤 Ion Sphere Particles (ISPs)를 첨가하여 준비되었다. Emulsion PCR은 OneTouch™2

(Life Technologies, USA)로 수행되었다. 회수된 ISPs Pellet은 Dynabeads MyOne Streptavidin

C1 beads (Life technologies™, CA, USA)를 사용해 정제되었다.

- Sequencing sample은 Ion PGM™ Sequencing Reagent 400 kit를 이용해 준비되었다. ISP sample

에 control ISP를 혼합하여 15,500 × g에서 4분간 원심분리 하였고, 수거된 ISP pellet은

sequencing primer와 혼합하여 95oC에서 2분, 37oC에서 2분간 incubation 하였다. Sequencing

sample은 Ion 316™ Chip Kit V2 (Life technologies™, CA, USA)에 loading 되었고, sequencing

은 Ion PGM™ (Life Technologies, USA) 장비를 사용하여 수행되었다.

(6) Data 분석

- Sequencing 반응의 Raw data는 Ion PGM™을 통하여 Torrent Suite Server (ver. 4.0)에 저장 되

었고, 1차적인 sequencing 분석이 진행 되었다. Torrent Suite Server에서 raw data를 Ion Repoter

(ver. 4.2)를 사용해 분석을 진행 하였다.

그림 6. 16S rRNA gene 분석을 통한 NGS 진단법 개요

나. 주요 세균들을 이용한 metagenomics 기법 결과

- 실험에 이용한 세균들은 일정한 비율로 검출되어 (그림 7) 발효세균 군집 분석에 활용 될 수 있을

것으로 확인됨.
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그림 7. 16S rRNA gene을 이용한 분석 결과

4. De novo sequencing을 통한 B. licheniformis 유전체 분석

가) Bacillus licheniformis 2종(34, 11)의 NGS분석 후 De novo sequencing을 수행함에 있어 평가 기준

인 N25, N50, N75의 contig를 선별하여 분석하였다.

나) De novo sequencing 결과 총 contig는 138개(표 7)였으며 최소 길이 200으로 설정하여 분석 수행

하였다.

다) 기존에 direct sequencing 후 reference strain과 mapping시 발생된 다양한 염기서열 gap의 원

인을 분석하기 위해 실시한 de novo sequencing 결과 조건(N25, N50, N75)에 따른 매핑 전 초

기 결과는 그림 8, 9, 10과 같다.

라) 이 염기서열 분석 결과를 map reads to contig 분석한 결과는 그림 11, 12와 같다.

마) De novo sequencing 결과와 reference strain 염기서열과의 비교 분석한 결과는 그림 13, 14과

같으며 기존에 gap에 대한 분석을 완료할 수 있었다.
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표 7. 분석된 contig 목록

Name Consensus
length

Total read
count

Average
coverage

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_1_mapping 35722 9174 61.49

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_2_mapping 160717 41534 61.9

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_3_mapping 105496 20954 47.58

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_4_mapping 50236 9843 46.72

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_5_mapping 27239 5625 49.7

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_6_mapping 108539 26850 59.53

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_7_mapping 12513 2205 41.83

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_8_mapping 125665 24608 47.04

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_9_mapping 53039 12350 56.05

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_10_mapping 89937 18045 47.75

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_11_mapping 128424 33456 62.3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_12_mapping 19533 5168 63.3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_13_mapping 100087 24744 59.01

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_14_mapping 74275 20012 64.49

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_15_mapping 182849 33885 44.46

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_16_mapping 38684 8783 54.32

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_17_mapping 116403 28292 58.28

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_18_mapping 78028 21896 67.6

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_19_mapping 31738 6353 47.91

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_20_mapping 54640 10247 44.83

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_21_mapping 93224 16402 42.19

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_22_mapping 74319 16017 51.57

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_23_mapping 128472 26516 49.54

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_24_mapping 90181 22775 60.31

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_25_mapping 248513 47570 45.88

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_26_mapping 81938 18587 54.47

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_27_mapping 55820 12291 52.54

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_28_mapping 76831 15274 47.83

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_29_mapping 74770 15106 48.29

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_30_mapping 161567 38923 57.84

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_31_mapping 3705 856 55.12

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_32_mapping 65579 13994 51.11

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_33_mapping 53095 13666 61.34

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_34_mapping 69188 16424 56.83

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_35_mapping 89654 18237 48.72

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_36_mapping 147464 26665 43.45

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_37_mapping 85693 15263 42.66
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IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_38_mapping 55909 15211 65.6

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_39_mapping 9947 2506 60.55

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_40_mapping 10062 2314 55.13

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_41_mapping 98790 25743 62.51

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_42_mapping 28273 6337 53.53

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_43_mapping 39667 8812 53.28

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_44_mapping 110014 24588 53.61

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_45_mapping 8930 1825 48.66

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_46_mapping 107820 18522 41.21

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_47_mapping 10130 2409 57.63

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_48_mapping 94903 20134 50.74

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_49_mapping 4556 1040 54.75

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_50_mapping 7575 1748 55.2

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_51_mapping 7373 1872 60.92

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_52_mapping 63055 14119 53.79

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_53_mapping 28696 6225 51.94

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_54_mapping 42315 9980 56.5

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_55_mapping 82942 16323 46.68

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_56_mapping 31289 6926 53.19

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_57_mapping 61873 12016 46.12

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_58_mapping 61920 11161 43.31

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_59_mapping 19839 3966 47.61

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_60_mapping 11063 2098 45.38

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_61_mapping 33328 7414 53.3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_62_mapping 1885 336 40.98

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_63_mapping 2950 5595 455.26

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_64_mapping 286 10 6.5

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_65_mapping 286 20 15.34

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_66_mapping 494 124 56.95

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_67_mapping 1000 312 73.87

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_68_mapping 17908 3203 42.68

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_69_mapping 1024 230 52.08

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_70_mapping 12443 2902 55.74

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_71_mapping 15004 3635 58.32

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_72_mapping 3532 766 49.89

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_73_mapping 61312 12992 50.82

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_74_mapping 324 131 89.52

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_75_mapping 4196 681 38.33

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_76_mapping 1419 2701 451.94

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_77_mapping 1750 324 43.42
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IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_78_mapping 6785 1249 42.76

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_79_mapping 2866 1297 104.14

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_80_mapping 8386 1658 46.67

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_81_mapping 2756 518 43.17

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_82_mapping 680 274 94.48

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_83_mapping 3586 776 50.28

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_84_mapping 10201 1859 43.36

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_85_mapping 1562 2611 393.34

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_86_mapping 11275 2590 54.91

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_87_mapping 548 176 70.99

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_88_mapping 283 21 16.37

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_89_mapping 275 5 3.82

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_90_mapping 278 33 25.45

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_91_mapping 7091 1645 54.26

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_92_mapping 368 151 90.43

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_93_mapping 2083 475 53.73

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_94_mapping 1867 840 108.36

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_95_mapping 1388 1579 267.28

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_96_mapping 279 24 18.37

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_97_mapping 362 5 2.4

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_98_mapping 268 64 48.21

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_99_mapping 364 123 81.7

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_100_mapping 363 99 64.94

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_101_mapping 377 5 2.42

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_102_mapping 233 8 4.5

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_103_mapping 262 2 1.64

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_104_mapping 1364 395 56.27

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_105_mapping 1507 335 47.84

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_106_mapping 278 35 27.82

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_107_mapping 278 26 19.06

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_108_mapping 311 46 32.44

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_109_mapping 201 6 4.28

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_110_mapping 251 45 35.7

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_111_mapping 400 35 19.46

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_112_mapping 231 17 13.35

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_113_mapping 108 1 1

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_114_mapping 224 103 89.48

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_115_mapping 226 147 129.24

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_116_mapping 883 146 37.69

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_117_mapping 69 1 1
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IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_118_mapping 239 1 1

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_119_mapping 380 6 2.13

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_120_mapping 309 4 2.38

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_121_mapping 204 6 4.79

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_122_mapping 394 13 7.51

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_123_mapping 253 46 24.3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_124_mapping 151 3 2.52

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_125_mapping 223 15 13.74

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_126_mapping 213 4 3.85

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_127_mapping 235 3 1.05

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_128_mapping 302 9 5.69

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_129_mapping 256 1 1

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_130_mapping 423 7 3.48

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_131_mapping 265 1 1

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_132_mapping 339 7 4.63

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_133_mapping 281 3 1.91

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_134_mapping 270 4 3.3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_135_mapping 330 6 3.61

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_136_mapping 258 3 3

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_137_mapping 261 3 1.38

IonXpress_001.B.licheniformi_34_(single)_contig_138_mapping 155 3 2.42.4

그림 8. B. licheniformis 34의 contig 58 mapping 결과 N25
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그림 9. B. licheniformis 34의 contig 58 mapping 결과 N50

그림 10. B. licheniformis 34의 contig 58 mapping 결과 N75

그림 11. B. licheniformis 34의 contig 21 mapping 결과
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그림 12. B. licheniformis 34의 contig 58 mapping 결과

그림 13. B. licheniformis 34의 contig 21을 reference strain sequence과 mapping한 결과

그림 14. B. licheniformis 34의 contig 21을 reference strain sequence과 mapping한 결과
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4장 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및

Microflora 분석을 통한 장류식품의 전체발효 균총 분석

제1절 연구방법 및 내용

1. 장류 미생물 분리를 위한 전통장류 수집

1.1. 전통장류 시료 수집

- 다양한 전통장류 시료를 수집하기 위하여 전라북도 순창군 내 지원을 받아 순창군내 일반 가정

집에서 전통적인 방법으로 제조한 메주, 된장, 고추장을 수집 및 구입하였으며, 제주도내 전통적

인 방법으로 제조하여 시판중인 장류(메주, 된장, 간장, 고추장 등)과 전국지역의 장류를 추가적

으로 수집 및 구입하여 deep freezer (-80oC)에 저장하였다.
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2. 장류 유래 미생물의 분리

2.1.미생물 분리

- 전통장류로부터 미생물을 분리하기 위하여 멸균된 생리 식염수 9 mL에 시료 1 g을 현탁하여 시

료로 사용하였다. 시료에 존재하는 미생물을 일반 세균, 곰팡이, 젖산균에 대해 각각 확립된 분리

배지와 serial dilution method방법에 따라 미생물을 분리하였으며, 선정된 배지에 각각의 희석한

시료를 도말 한 후 미생물의 배양 조건에 따라 배양하면서 각 배지에 발생한 colony를 형태학적

으로 분별하여 새로운 배지에 3차 도말하여 순수 분리하였다. 미생물 분리배지 및 배양 조건은

표 1에서 보여주는 것과 같다.

표 1. 장류 미생물 분리 배지 및 배양 조건

일반세균 곰팡이 효모 유산균

분리배지
Nutrient agar

TSB Agar
Potato dextrose Agar

YM Agar

YPD Agar

Lactobacill MRS Agar

BCP Agar

배양조건 30oC, 24시간 배양 25oC, 4일 배양 30oC, 2일 배양 37oC, 2일 배양

보존배지 TSB agar PDA YPD Agar Lactobacill MRS Agar

2.2. 분리 균주의 배양

- 각각의 분리한 미생물(일반세균, 곰팡이)을 5 ml의 TSB, PDB 액체배지에 접종하고 호기적 및

혐기적으로 30oC, 25oC에서 24시간 또는 48시간 배양하였다. 배양액을 원심 분리(12,000 rpm,

4oC, 30분)하여 상등액을 취한 후 4oC에 보관하여 분리주의 기능성 및 특성 확인을 위한 실험에

사용하였다.

2.3. 분리 균주의 효소 생산성 분석 및 기능성 분석

2.3.1. 세포외 효소활성 측정

- 분리 균주가 생산하는 단백질 분해효소, 전분분해효소를 측정하였으며, 효소활성 분석관련 배지

조성은 아래 표와 같은 조건으로 제조하여 투명환을 관찰하였다. 각 배지는 25 ml씩 plate에 분

주하였으며, 시료는 배양상등액 100 ul를 접종하여 효소활성을 확인하였다.
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2.3.2. 혈전용해활성 측정

- 세포외로 분비되는 혈전분해효소 활성 측정은 Zymography SDS-PAGE method assay 방법보다

는 식품의약품안전청 독성연구소 혈전용해제의 효능검색 프로토콜 (Fibrin plate법)과 Astrup과

Mullerttz의 방법을 상호 보완하여 활성을 측정하였다. Fibrinogen을 최종농도가 0.5% (w/v)가

되도록 PBS완충액 (0.067M soduim phosphate buffer, pH 7.4)에 용해시킨 후 평판에 부은 후

1.0% (w/v) agarose용액을 동량 첨가하여 혼합하였고, 여기에 thrombin (1 unit/ml)을 200 ul

첨가하여 평평한 plate을 제조하였다. 제조한 Fibrin plate에 protease 활성을 보유한 분리균주 배

양상등액 시료를 100 ul을 분주하여 활성을 측정하였다. 양성 대조구로는 plasmin (1.0 U/ml, 2

unit/mg)을 사용하였다. 각 균주가 나타내는 혈전용해활성은 아래식과 같이 plasmin이 나타내는

혈전용해활성의 상대 활성으로 정의하였다.

혈전용해활성(%)= (시료의 용해영역/plasmin의 용해영역) X 100

2.3.3. 항비만 활성 측정

- Pancreatic lipase저해 활성 분석 : 1.0% glyceryl tributyrate (1.0%/ml)용액을 초음파장치 내에서

유화시킨 후, 1.5% 한천배지(1.0% NB, 1.5% agar)에 혼합하여 멸균 시킨 후 plate에 각 25 ml

씩 분주하여 평판배지를 제조하였다. 한천 배지에 지름 8 mm의 구멍을 만들고, 분리 균주 배양

상등액과 pancreatic lipase 용액(100 unit/ml)을 섞어 30분간 반응시켜 넣은 후 24시간 후 투명

환(clear zone)의 형성 크기를 측정하여 pancreatic lipase에 대한 저해활성을 측정하였다. 양성

대조군으로는 pancreatic lipase 용액(100 unit/ml)에 동량의 D.W.를 첨가한 시료를 사용하였다.

- Spirit blue agar를 이용한 lipase 저해 활성 분석 : 35 g의 spirit blue agar배지(Difco)를 증류수

1 L에 녹여 멸균 시킨 후 배지의 온도가 약 55~55℃가 되었을 때, 30 mL의 lipase reagent를

혼합하였고, 각 배지 25 ml씩 plate에 분주하여 평판배지를 제조하였다. 시료는 배양 상등액 100

ul를 접종하여 37℃에서 72시간 동안 배양한 후 lipase저해 활성을 확인하였다.

2.3.4. 알레르기 피부질환관련 유해병원균에 대한 항균력 확인

- 알레르기 피부질환(아토피)의 주요 2차 감염원인 Straphylococcus aureus 및 유해병원균에 대한

항균활성 확인하였다. 항균활성 측정은 agar well diffusion method 법을 이용하였으며,

Staphylococcus aureus 배양액(3.0 X 105)을 0.8% 한천을 함유한 enriched nutrient broth (NB)

soft agar 에 1% 첨가 및 혼합하여 plate당 25 ㎖ 씩 분주하여 test plate를 제조 하였다. 제조한

test plate위에 살균된 tip을 이용 구멍을 내어, 시료를 100 ㎕씩에 loading하였고, 형성된 hole에

배양 상등액이 test plate에 확산 되게 한 후 지시균주의 생육 최적 온도에서 18시간이상 배양하

여 저해환의 생성 유무를 판정하였다.

2.3.5. 항산화 활성 분석 : (DPPH, Superoxide dismutase (SOD)측정)

2.3.5.1. DPPH법에 의한 전자 공여능의 측정

- 전자공여능 (Electron donating ability, EDA)은 Blois 방법에 따라 측정, 각 시료 용액 20 μL에

100 uM 로 에탄올 희석한 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 용액 180 μL을 넣고 교반한

후 30분간 방치한 다음 microplate reader를 이용해 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여

능은 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 차이를 백분율로 나타냄. 대조군으로는

L-Ascorbic Acid을 사용하였다.
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% Inhibition = [1- (Abs/Abc)] X 100

Abs : Absorbance of DPPH solution with sample at 517nm

Abc : Absorbance of DPPH solution without sample at 517nm

2.3.5.2. Superoxide dismutase (SOD)측정

- Superoxide dismutase (SOD)은 SIGMA SOD determination kit (19160)를 사용하여 SOD

activity (inhibition rate, %)를 측정하였다. 실험방법은 제조사의 매뉴얼에 따라 진행하여 시료에

대한 SOD활성을 확인하였다.

2.3.6. 선별 균주 중 장류 적용 균주 선별을 위한 효소생산성 및 항균활성 분석

2.3.6.1. α-Amylase & Protease 효소생산성 측정

- α-Amylase의 효소활성측정은 Bernfeld (EC 3.2.1.1)의 방법을 변형하여 측정하였으며, 표준곡선

은 0.2% (w/v) maltose을 이용해 작성하였으며, 효소활성도 (Unit Definition)은 위의 조건

(37oC, pH 6.9)에서 starch로 부터 1분 동안에 생성되는 1.0 mg의 maltose양을 one unit 정의하

였다. 단백질의 농도는 Bradford assay의 방법으로 bovine serum albumin (1 mg/ml BSA,

Bio-rad, USA)을 표준시료로 하여 측정하였다.
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- Protease의 효소활성측정은 Anson의 방법을 변형하여 측정하였다. 표준곡선은 L-tyrosine을 이

용해 작성하였으며, 효소활성도 (Unit)는 위의 조건 (37oC, pH 7.5)에서 1분 동안에 생성되는 1.0

uM 의 tyrosine 양을 1 unit 정의하였다. 단백질의 농도는 Bradford assay의 방법으로 bovine

serum albumin (1 mg/ml BSA, Bio-rad, USA)을 표준시료로 하여 측정하였다.

2.3.7. 식품 유해병원균에 대한 항균력 확인

- 식품병원균에 대한 항균활성 확인, 항균활성 측정은 agar well diffusion method 법을 이용하

여 확인하였다. 지시균주 배양액 (3.0 X 105)을 0.8% 한천을 함유한 enriched nutrient broth

(NB) soft agar 에 1% 첨가 및 혼합하여 plate당 25 ㎖ 씩 분주하여 test plate를 제조 하였다.

제조한 test plate위에 살균된 tip을 이용 구멍을 내어, 시료를 100 ㎕씩에 loading하여 상등액

이 test plate에 확산 되게 한 후 지시균주의 생육 최적 온도에서 18시간이상 배양하여 저해환

의 생성 유무를 판정하였다.

2.3.8. 분리 세균의 동정

- 분리 균주의 동정을 위하여 균주들의 균체는 agar plate로부터 회수하였으며 이들의 DNA는

ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep kit를 사용하여 추출하였다. 16S rRNA 유전자는 두 개의

알려진 universal primer를 사용하여 증폭하였다. 두 universal primer의 염기서열은 다음과 같

다; Forward primer 는 27F primer 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, Reverse primer

1492R primer 5’-TACGGYTACCTTGTT ACGACTT-3’. PCR을 위한 각 반응의 온도 조건은

다음과 같다; DNA의 denaturation 95oC에서 1분, primer의 annealing 60oC 에서 1분, DNA

strand 의 합성 72oC 에서 1분 또는 2분의 과정을 35회 반복하는 조건을 사용하였다. 반응이

끝난 PCR product는 1% agarose gel (5 ul , X-gal 30 mg/ml)에서 전기영동 한 후 밴드를 확

인하였다. 증폭이 확인된 PCR 산물은 코스모진텍(주)에 의뢰하여 균주를 동정하였다.
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2.4. 선별 균주의 식품안전성 분석

2.4.1 선별 균주의 Baci lus cereus 독소 유전자 분석

- 선별 균주의 Bacillus cereus 가 생성하는 6개의 설사 형 독소와 구토형 독소 유전자를 보유하

고 있는 지를 확인하기 위하여 PCR방법을 이용하여 동정하였다. PCR(Veriti 96-Well Thermal

Cycler, life technologies)은 hblA 유전자의 검출을 위해 5 cycles로 70oC에서 1분, 72oC에서 1.5분,

30 cycles로 94oC에서 30초, 65oC에서 1분, 72℃에서 1.5분, hblCD 유전자의 검출을 위해 36 cycles

로 94℃에서 30초, 54oC에서 1분, 72oC에서 1분을 각각 수행하였다. PCR 산물은 0.5% TAE buffer

에 0.5 μg/mL SYBR Green가 포함된 1.0% agarose gel로 전기영동한 후 UV transilluminator(Gel

Documentation, Bio-rad)에서 밴드를 확인하였다. Nonhemolytic enterotoxin의 검출을 위해

nheABC 유전자를 검출을 위하여 30cycles로 94oC에서 15초, 55oC에서 45초, 72oC에서 2분을 수행

하였다. Enterotoxin T 독소의 검출을 위해 bceT 유전자를 검출을 위하여 35 cycles로 94oC에서

20초, 56oC에서 20초, 72oC에서 20초를 수행하였다. Cytotoxin K 독소의 검출을 위해 cytK 유전자

를 target으로 하는F2, R7 primer를 사용하였으며, PCR은 30 cycles로 95oC에서 1분, 52oC에서 1

분, 72℃에서 1분을 수행하였다. 구토형 독소를 검출을 위해 ces 유전자를 target으로 하는 CesF1,

CesR2 primer를 사용하였으며, PCR은 95℃에서 15분, 5 cycles로 95oC에서 1분, 53oC에서 75초,

72oC에서 50초, 25 cycles로 95oC에서 1분, 58oC에서 75초, 72oC에서 50초, 마지막으로 72oC에서 5

분을 수행하였다. 독소유전자 확인에 사용한 pimer는 아래의 표2와 같다.

표 2. Primers used to detect the emetic/enterotoxin genes from B. cereus group with PCR.

Tatget

gene
Primer sequence(5’-3’)F Primer sequence(5’-3’)R

Product

size (bp)

hblA GCTAATGTAGTTTCACCTGTAGCAAC AATCATGCCACTGCGTGGACATATAA 873

hblC AATAGGTACAGATGGAACAGG GGCTTTCATCAGGTCATACTC 399

hblD AATCAAGAGCTGTCACGAAT CACCAATTGACCATGCTAAT 439

nheA TACGCTAAGGAGGGGCA GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 499

nheB ACTTATGGCAGTATTTGCAGCAGGA TGCAACGCTGTAATGCAGTATCAA 972

nheC GACCAGCAGGATTCCCAGATGTAAT CCACGCCTTCATGTAATTTTTCTGT 930

bceT TTACATTACCAGGACGTGCTT TGTTGTGATTGTAATTTCAGG 428

cytK AACAGATATCGGTCAAAATGC CGTGCATCTGTTTCATGAGG 623

ces GGTGACACATTATCATATAAGGTG GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 1269

- 선별 균주의 Bacillus cereus가 생성하는 6개의 설사 형 독소와 구토형 독소 유전자를 보유하

고 있는지를 확인하기 위하여 PCR 방법을 이용하여 동정하였다. PCR(Veriti 96-Well Thermal

Cycler, life technologies)은 코젠바이오텍의 PowerChekTM Bacillus cereus Toxin 6-plex

Detection Kit을 사용하여 조사하였으며, CER, hblC, bceT, ent FM, nheA, cytK 등 6개 독소 유전

자를 대상으로 검출여부를 조사하였다. 먼저 PCR 반응을 위한 Mixture는 코젠바이오텍의 매뉴얼

에 따라 실시하였으며, PCR 반응 조건은 1 cycle로 95℃ 10분, 35 cycles로 95℃ 30초, 60℃ 30초, 

72℃ 30초로 실시하였고, 72℃에서 10분간 post-extension을 실시하였다. PCR 산물은 0.5% TAE

buffer에 0.5 μg/mL SYBR Green가 포함된 1.0% agarose gel로 전기영동한 후 UV

transilluminator(Gel Documentation, Bio-rad)에서 밴드를 확인하였다.
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Pathogen Target gene Amplicon size (bp)

Bacillus cereus

Cyt K 585

nhe A 475

ent FM 360

bce T 303

hbl C 195

CER 114

2.4.2 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석(정성분석)

- 바이오제닉 아민 생성여부의 정성분석은 Chang & Chang (2012)의 방법을 변형하여 사용하였

으며, 방법은 하나의 순수한 바실러스 균주 콜로니를 1백금 취하여 바이오제닉 아민 생성 배지에

획선도말 하였다. 바이오제닉 아민 생성을 확인하기 위한 배지로는 LB 배지에(1% 트립톤, 0.5%

효모추출물, 1% 염화나트륨, pH 5.0) 1.5% 한천과 0.25% 글리세롤, 0.006% 브로모크레솔퍼플,

0.1%의 히스티딘 또는 티라민을 첨가한 후 37℃에서 24시간 동안 배양한 후 발색여부를 확인하

였다. 대조구로 상기 배지에서 아미노산만을 첨가하지 않은 배지에서 동일하게 실험한 후 대조구

로 사용하였다.

2.4.3 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석(정량분석)

- 티라민, 히스타민은 HPLC를 이용하여 분석하였다. 분석을 위한 시료준비 및 추출은 Moret &

Conte (1995)의 방법을 따라 조사하였으며, 분석을 위한 티라민, 히스타민, 티로신, 히스티딘 댄실염

화물 및 1,7-디아미노헵탄은 시그마 알드리치(sigma aldrich)사 제품을 구입하여 사용하였고, 프롤린,

에테르 및 염산은 삼천 화학 제품을 사용하였다. 아세토나이트릴과 물은 J.T. Baker 사 제품을 구입

해 사용하였다. 표준용액은 0.1 노르말 염산에 녹여 약 1 g/L 되도록 제조한 후 0.1에서 100 mg/L의

농도로 2종의 표준 용액을 희석해 준비하였고, 분석을 통하여 검량곡선을 작성하였다. 바이오제닉 아

민 분석의 생성여부를 확인하기 위해 선별 균주를 티라민, 히스타민의 전구체인 티로신, 히스티딘이

각각 200 ppm이 함유된 LB 액체배지에 접종한 후 30℃에서 24시간 배양하였고, 배양액을 분석에

활용하였다. 배양액과 표준용액을 각각 시험관에 0.5 mL씩 취한 후 1,7 디아미노헵탄 (0.1 g/L) 0.25

mL씩 첨가하였다. 포화탄산나트륨용액 0.25 ml와 1% 댄실염화물 아세톤 용액 0.4 mL를 추가하여
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혼합한 후 마개를 하여 45oC에서 1시간 동안 유도체화 하였다. 유도체화 후 10% 프롤린 용액 0.25

mL를 가하여 과잉의 댄실염화물을 제거하고, 시험관에 에테르 2.5 mL를 가하여 3분간 진탕한 후 상

등액을 취하여 이를 질소농축기에서 완전히 증발시킨 후 잔사를 아세토나이트릴 0.5 mL에 녹이고

0.45 uL 필터로 여과한 후 HPLC를 이용하여 분석하였다. 분석조건은 아래와 같다.

바이오제닉 아민 분석을 위한 HPLC 분석 조건

Instrument Agilent 1200 series

Column CapcellPak C18 Column

Detector DAD detector (254 nm)

Mobile phase A: 0.1% formic acid in H2O

B: 0.1% formic acid in ACN

Gradient condition A:B = 45:55, 0~10 min

A:B = 35:65, 10~15 min

A:B = 20:80, 15~20 min

A:B = 10:90, 20~30 min

A:B = 10:90, 40 min over

Flow rate 1.0 mL/min

Temperature 40oC

Injection volume 20 μL

2.5 보유 곰팡이 및 분리 곰팡이 균주의 동정

- 분리 곰팡이 중에서 집락표면 및 뒷면의 색조와 성상을 대조군과 비교하여 비슷한 균수를 1차

선별하였다. 선별한 곰팡이 균주의 동정을 위하여 균주들의 균체는 agar plate로부터 회수하였으

며 이들의 DNA는 ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep kit를 사용하여 추출하였다. 5.8S rRNA

염기서열분석을 코스모진텍(주)의뢰하여 균주를 동정하였다.

  

그림 3. 균주 동정 및 식품원료미생물 중 유용곰팡이의 배지상의 성상 및 현미경 사진

2.6 선별 곰팡이 균주의 아플라톡신 B1 생성 분석

-선별한 곰팡이 균주의 아플라톡신 생성 분석은 식품공전상의 아플라독신 분석 매뉴얼에 따라 진

행하였으며, HPLC 분석 조건은 표 4와 같다.



- 201 -

표 4. The operation condition of HPLC for aflatoxin B1.

Instrument Shiseido SI 2

Detector FLD (360nm~450nm)

Column Shiseido UG 120 4.6 X 250 mm, 5 um

Temperature 40oC

Injection volume 10 uL

Flow rate 1 mL/min

Mobile phase Acetonitrile : D.W. (75 : 25 , v/v)

3. 전통장류발효식품의 Microflora 분석을 통한 전체 발효균 총 분석

- DGGE-PCR을 이용한 Microflora 분석을 이용하여 전체 발효균총을 분석하고자 하였으나, 최근

의 연구 동향 및 미생물 균총 분석법을 비교분석한 결과 차세대 시퀀싱(NGS, Next-Generation

Sequencing) 방법을 이용한 분석이 더 효율적인 방법으로 판단되어 분석방법을 NGS 분석방법

으로 전환하여 실험을 진행하였다. NGS 장비는 GS FLX titanium system(Roche)을 사용하여

분석하였다. 전반적인 실험 프로세스는 그림 2와 같다.

그림 4. NGS 분석 과정

그림 5. Illumina Hiseq 2000 sequencing work_flow

3.1 DNA 추출 및 16S rRNA gene 라이브러리 구축

-메주샘플로부터 MO BIO사의 PowerMax Soil DNA Isolation Kit(cat.#12888-50)을 사용하여

metagenomic 환경 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA는 Sephadex를 이용한 겔투과법 (gel

filtration)으로 PCR 저해 물질을 제거한 후 세균 및 고세균의 16S rRNA 유전자 증폭에 이용하였

다. 세균의 16S rRNA 유전자 증폭은 27F(5'-GAG TTT GAT CMT GGC TCA G-3')/518R

(5'-WTT ACC GCG GCT GCT GG-3') primer를 이용하였고, 고세균의 16S rRNA 유전자 증폭

은 21F(5'-TCC GGT TGA TCC YGC CGG-3')/516R(5'-GGT DTT ACC GCG GCK GCT

G-3') primer를 이용하였다. sequencing을 진행하는 각각의 역방향 primer에는 pyrosequencing을
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- 수행하기위한 adaptor A(5'-CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC-3')부분과 핵심 염

기서열인 TCAG, 10개의 염기서열로 이루어진 각각의 barcode, linker를 붙이고, sequencing을 하

지 않는 정방향 primer에는 adaptor B(5'-CCT ATC CCC TGT GTG CCT TGG CAG TC-3')와

핵심 염기서열과 각각의 linker를 붙여 제작하였다.

표 3. Emulsion PCR (Barcoded-PCR primer에 사용된 adaptor

이름 염기서열(5‘-3’)

Adaptor

Forward primer adaptor B CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG

Reverse primer adaptor A CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

- 추출한 metagenomic 환경 DNA를 주형으로 삼아 제작된 primer로 PCR을 수행하여 세균 및 고세

균 각각에 대한 16S rRNA gene amplicon을 확보하였다. PCR 조건은 다음 표4와 같다.

표 4. PCR Master mix and PCR Program

Master mix PCR program

Reagent 1 Amplicon Step oC Min Cycle

Forward Primer (10μM) 1㎕
Initial

denaturation
94 3 1

Reverse Primer (10μM) 1㎕ Denaturation 94 15(sec)
25~35

dNTP mix (10mM each) 0.5㎕ Annealing 55~65 45(sec)

Faststart 10X Buffer #2 2.5㎕ Extention 72 1

Faststart HiFi Polymerase (5U/μl) 0.25㎕ Final Extention 72 8

Molecular Biology Grade Water 18.75㎕ Hold 4 ∞

Total 24㎕

3.2 NGS 기법을 이용한 된장 샘플의 미생물(세균) 다양성 분석

- GS FLX titanium system (Roche)을 이용한 염기서열 분석은 마크로젠(주)에서 수행하였으며 분

석방법은 다음과 같다.

➀ Micro-reactor형성
Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. DNA가 결합된 capture bead와 emulsion oil을

shaker를 이용하여 섞어준다. 결국 한 개의 oil에는 한 개의 capture bead, 한 가닥의 library DNA가

존재하며, 이를 "Micro-reactor"라 한다.

➁ Emulsion PCR
Micro-reactor가 형성되면 PCR reagent와 반응하여 각각의 micro-reactor 내부에서 clonal

amplification이 일어나고 대략 1000분자 증폭이 일어나면 oil막이 깨져 amplified DNA를 얻게 된다.

이는 sequencing이 이루어지는 최소 단위가 되며 micro-reactor 1개당 하나의 sequencing결과가 생

성된다.

➂ PicoTiterPlate packaing
Sequencing을 위한 마지막 단계로 sequencing이 일어나는 PicoTiterPlate에 Micro-reactor를 넣어준

다. 적정농도의 micro-reactor를 plate에 흘려주고 centrifugation을 통해 deposit 시킨다. 그 후pore의

공간을 채우기 위해 packing beads를 넣고 sequencing을 하기 위한 enzyme beads를 마지막으로 넣

고 centrifugation을 통해 packing을 완료한다.

➃ Pyrosequencing
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100만 개의 PicoTiter pore마다 pyrosequencing의 원리를 이용한 연속적인 sequencing이 이루어진다.

이는 동시에 수만 개의 signal을 얻음으로써 sequencing의 효율을 높이는 작용을 한다. 우선

polymerase에 의해 A adapter에 결합되어 있는 key sequence부터 합성이 시작되고 이로부터 얻어지

는 signal은 각 nucleotide가 나타내는 signal의 정도를 나타내는 기준점으로 작용된다.

⑤ Analysis

Pyrosequencing을 통한 염기서열 데이터는 다음과 같은 방법을 이용하여 미생물다양성 군집 분석

은을 실시하였다. Barcode sorting에 따라 분리된 각 서열들에서 barcode, primer 서열을 제거한 뒤

CD-HIT-OTU[1]를 통해 chimera로 의심되는 염기서열 제거(denoising)를 수행하였다. 또한 동일한

프로그램을 사용하여 낮은 질의 염기서열(<Q20)과 작은 크기의 염기서열(<175 bp)을 제거하고, 3%

cutoff 기준으로 clustering를 수행하여 Operational Taxonomic Unit (OTU)를 얻었다. 앞에서 얻어

진 OTU에 대한 정보를 input으로 해서 Mothur software (Schloss et al., 2009)를 사용하여

simpson, shannon index등의 다양성 지수분석 값을 구하였고, 각 샘플의 rarefaction 분석을 수행하

였다. 군집(샘플) 내 계통분류를 위해 SILVA Database를 reference DB로 두고 BLASTN program

으로 상동성 및 계통분류를 실시하였다.

제2절 연구 결과

1. 전통 장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 (고초균, 곰팡이)

1.1 전통 장류 제품 수집 내역

-전통적인 방법으로 제조된 장류로부터 다양한 미생물을 분리하기 위해 메주 194점, 된장 136점,

고추장 104점을 수집하였으며, 세부 내역별로는 메주의 경우 순창군 내에서 174점, 제주지역에서

20점을 추가로 수집하였으며, 된장은 전라북도 순창군 내에서 117점, 제주 7점, 전국된장 12점을

수집하였고, 고추장은 순창군 내에서 104점, 전국 고추장 20점을 수집하여 이를 균원 시료로 사

용하였다.

그림 3. 순창군 지역 전통 장류 수집 분포도

2. 전통 장류 유래 미생물의 분리 및 기능성 분석

2.1. 전통장류 유래 미생물의 분리

2.1.1. 미생물의 분리 및 분류
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2.1.1.1. 메주 유래 미생물의 분리 및 분류

- 전통 제조 메주를 이용하여 총 1,783종의 분리주를 확보하였으며, 세부내역으로는 제주 지역에서 

수거한 메주를 대상으로 고초균 33종, 곰팡이 13종을 확보하였고, 순창지역에서 수거한 메주의 경우 

고초균 742종, 곰팡이 333종, 유산균 532종, 효모 130종을 분리하였다(표 5). 

2.1.1.2. 된장 유래 미생물의 분리 및 분류

- 전통 제조 된장를 이용하여 총 952종의 분리주를 확보하였으며, 세부내역으로는 제주 지역에서 수

거한 된장를 대상으로 미생물을 분리한 결과 고초균 45종, 곰팡이 3종, 유산균 2종, 효모 2종 을 확보

하였고, 전국된장으로부터는 고초균 69종, 유산균 2종, 효모 4종을 확보하였으며, 순창 지역에서 수거

한 된장의 경우 고초균 701종, 곰팡이 8종, 유산균 51종, 효모 65종을 분리하였다 (표 5).

2.1.1.3. 고추장  유래 미생물의 분리 및 분류

- 전통 제조 고추장를 이용하여 총 786종의 분리주를 확보하였으며, 세부내역으로는 순창고추장으로

부터는 고초균 637종, 유산균 56종, 효모 37종, 곰팡이 6종을 확보하였으며, 전국에서 수거한 20종의

고추장의 경우 고초균 30종, 유산균 8종, 효모 2종, 곰팡이 10종을 분리하였다(표 5).

- 모든 분리주는 우선적으로 기능성 검사 및 활성도 측정을 위하여 모두 20% glycerol을 함유한 보

존액상으로 4oC에 보관 후 사용하였다.

표 7. Isolation of microorganism.

구분 균원시료 고초균 유산균 효모 곰팡이

총 계 454 2,257 651 240 373

제주메주 20 33 - - 13

순창군지역별 174 742 532 130 333

메주 총 계 194 775 532 130 346

제주된장 7 45 2 2 3

전국된장 12 69 2 4 -

순창군지역별 117 701 51 65 8

된장 총 계 136 815 55 71 11

전국고추장 20 30 8 2 10

순창군지역별 104 637 56 37 6

고추장 총 계 124 667 64 39 16

2.2 분리 균주의 효소 생산성 및 기능성 분석

- 효소 활성 측정 결과 고추장에서 가장 많은 효소활성을 갖는 분리주를 확보하였고, protease 활

성 균주 1,243주, amylase 활성 균주 604주, cellulase 활성 균주 763주, lipase 활성 균주 879주를

확보하였다(각 효소 활성별로 중복 산출하였음).

표 8. Identification of Protease, Amylase and Cellulase activity.
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구분
활성 균주

Protease Amylase Cellulase Lipase 합 계

메주 259 130 166 298 853(중복)

된장 400 160 352 206 1,118(중복)

고추장 584 314 245 375 1,518(중복)

합 계 1,243 604 763 879 3,489(중복)

2.2.1 메주 분리 균주의 효소 생산성 및 기능성 분석

- 효소활성 측정은 분리 고초균 및 보유 곰팡이 균주에 대하여서만 활성을 분석하였다. Protease

활성은 총259점, Amylase 활성은 총 130점, Cellulase 활성은 총166점, Lipase 활성은 298점에서

활성을 나타내는 것으로 분석되었다.

2.2.2 된장 분리 균주의 효소 생산성 및 기능성 분석

- 효소활성 측정은 분리 고초균 및 보유 곰팡이 균주에 대해 활성을 분석하였다. Protease 활성은

총 400점, Amylase 활성은 총 160점, Cellulase 활성은 총352점, Lipase 활성은 206점에서 활성을

나타내는 것으로 분석되었다.
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NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

1 SCMB 53 Bacillus subtilis　 2.0

2 SCMB 61 Bacillus subtilis　 2.0

3 SCMB 64 Bacillus subtilis　 1.9

4 SCMB 65 Bacillus subtilis　 1.9

5 SCMB 82 Bacillus subtilis　　 1.9

6 SCMB 84 Bacillus licheniformis 2.1

7 SCMB 91 Baci llus subti lis　　 2.1

8 SCMB 101 Baci llus subti lis　　 2.1

9 SCMB 102 Baci llus subti lis　 2.3

10 SCMB 107 Bacillus subtilis　 2.0

2.2.3 고추장 분리 균주의 효소 생산성 및 기능성 분석

- 효소활성 측정은 분리 고초균 및 보유 곰팡이 균주에 대해 활성을 분석하였다. Protease 활성은

총 569점, Amylase 활성은 총 312점, Cellulase 활성은 245점, Lipase 활성은 375점에서 확인했으

며, 주로 Bacillus sp. (고초균)에서 활성이 확인되었다.

2.3. 혈전용해활성 측정

- Fibrinolytic enzyme 활성의 경우 Protease 활성을 갖는 균주 중에 fibrinolytic enzyme 활성도

갖는 균주가 많은 것으로 보고되어 있으며, 활성 비교를 위한 대조군으로 plasmin (0.25 unit/ml

~ 3 unit/ml, 1.9 cm ~ 2.3 cm, 150 ug/ml~ 1500 ug/ml) 양성 대조군으로 사용하였다. 1NIH

unit/ml (0.7~0.8 cm)의 단위는 현재 판매되고 있는 plasmin에서는 사용하지 않는 단위임으로 현

재 판매되고 있는 plasmin 활성 제품은 대부분 2 unit/mg 단위로 판매되고 있어 실험 진행에서

는 plasmin 1.0 unit/ml의 활성과 유사하거나 높은 활성을 가지는 균주를 최종 선별하였다.

2.3.1 메주 분리 균주의 혈전용해활성 측정

- 총 protease 활성 균주 259 점 중 Protease 만 생산하는 균주 86점을 대상으로 활성을 확인하였

으며, 이중 86균주에 대하여 1차 활성을 확인하여, 1 unit/ml plasmin과 활성을 비교하여 0.5

unit//ml의 plasmin의 활성과 유사하거나 높은 활성을 갖는 균주 43종을 1차로 선별하였으며(표

9), 식품 등 산업적 적용이 가능한 B. subtilis 균주를 대상으로 최종 선별하였다. 최종적으로 우

수 혈전용해 활성 균주 8종을 확인하였다.

표 9. 메주 유래 분리주의 fibrinolytic activity
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NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

11 SCMB 108 Bacillus amyloliquefaciens 2.0

12 SCMB 138 Bacillus subtilis　　 1.9

13 SCMB 152 Baci llus subti lis　　 2.1

14 SCMB 154 Bacillus subtilis　 2.0

15 SCMB 157 Bacillus subtilis　 1.9

16 SCMB 158 Bacillus subtilis　　 1.9

17 SCMB 173 Bacillus subtilis　　 2.0

18 SCMB 175 Baci llus subti lis　　 2.1

19 SCMB 182 Bacillus amyloliquefaciens　 1.9

20 SCMB 189 Bacillus licheniformis 2.0

21 SCMB 225 Bacillus amyloliquefaciens　 2.1

22 SCMB 229 Bacillus amyloliquefaciens　 2.1

23 SCMB 234 Bacillus amyloliquefaciens 2.0

24 SCMB 259 Bacillus licheniformis 2.0

25 SCMB 271 Bacillus amyloliquefaciens　 2.0

26 SCMB 287 Bacillus amyloliquefaciens　 1.9

27 SCMB 302 Bacillus amyloliquefaciens　 2.0

28 SCMB 323 Baci llus subti lis 2.1

29 SCMB 324 Bacillus subtilis　 2.0

30 SCMB 348 Bacillus subtilis　 1.7

31 SCMB 353 Bacillus subtilis　 1.7

32 SCMB 357 Bacillus amyloliquefaciens 1.9

33 SCMB 364 Bacillus subtilis　 1.9

34 SCMB 384 Bacillus licheniformis 2.1

35 SCMB 406 Bacillus amyloliquefaciens　 2.0

36 SCMB 425 Bacillus subtilis　　 1.9

37 SCMB 446 Bacillus subtilis　 2.0

38 SCMB 517 Baci llus subti lis　 2.1

39 SCMB 538 Bacillus amyloliquefaciens 1.9

40 SCMB 550 Bacillus subtilis　　 2.0

41 SCMB 552 Bacillus subtilis　　 1.9

42 SCMB 406B Bacillus sp　 1.9

43 SCMB 572 Baci llus subti lis　 2.4

P lasmin 1500ug/ml 3.0U 2.3

P lasmin 750ug/ml 1.5U 2.2

P lasmin 500ug/ml 1.0U 2.1

P lasmin 250ug/ml 0.5U 2.0

P lasmin 150ug/ml 0.25U 1.9



- 208 -

2.3.2 된장 분리 균주의 혈전용해활성 측정

- 된장으로부터 분리한 분리주 가운데 protease 활성 균주 400 점을 대상으로 혈전용해활성을 확

인하였으며, 이중 400 균주에 대하여 1차 활성을 확인하여, 0.5 unit//ml의 plasmin의 활성과 유

사하거나 높은 활성을 갖는 균주 28종을 1차로 선별하였으며(표 9), 식품 등 산업적 적용이 가능

한 B. subtilis 균주를 대상으로 최종 선별하였다. 최종적으로 우수 혈전용해 활성 균주 10종을

확인하였다

표 9. 된장 유래 분리주의 fibrinolytic activity

NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

1 SCDB 107 Bacillus subtilis 1.9

2 SCDB 169 Bacillus subtilis　 1.9

3 SCDB 192 Bacillus amyloliquefaciens　 2.1

4 SCDB 202 Baci llus subti lis　　 2.3

5 SCDB 210 Bacillus subtilis 1.9

6 SCDB 222 Baci llus subti lis 2.3

7 SCDB 232 Bacillus subtilis 1.9

8 SCDB 240 Baci llus subti lis 2.1

9 SCDB 243 Baci llus subti lis 2.1

10 SCDB253 Bacillus amyloliquefaciens 2.4

11 SCDB 255 Bacillus amyloliquefaciens 2.6

12 SCDB 274 Bacillus amyloliquefaciens 2.0

13 SCDB 294 Bacillus subtilis 1.9

14 SCDB 337 Bacillus subtilis 1.9

15 SCDB 361 Baci llus subti lis 2.2

16 SCDB 388 Baci llus subti lis 2.3

17 SCDB 418 Bacillus subtilis 2.0

18 SCDB 446 Bacillus subtilis 1.9

19 SCDB 477 Baci llus subti lis 2.2

20 SCDB 516 Bacillus subtilis 1.9

21 SCDB 540 Baci llus subti lis 2.7

22 SCDB 543 Bacillus amyloliquefaciens 3.2

23 SCDB 544 Bacillus amyloliquefaciens 3.0

24 SCDB 544 Bacillus amyloliquefaciens 3.0

25 SCDB 548 Bacillus amyloliquefaciens 2.4

26 SCDB 553 Baci llus subti lis 2.7

27 SCDB 595 Baci llus subti lis 2.1

28 SCDB 602 Bacillus subtilis 2.0
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NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 2.3

2 SCGB 6 Baci llus subti lis 2.1

3 SCGB 13 Bacillus subtilis 2.0

4 SCGB 22 Bacillus subtilis 2.0

5 SCGB 50 Bacillus amyloliquefaciens 2.2

6 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 2.6

7 SCGB 69 Baci llus subti lis 2.1

8 SCGB 74 Baci llus subti lis 2.4

9 SCGB 82 Baci llus subti lis 2.3

10 SCGB 85 Bacillus amyloliquefaciens 2.2

11 SCGB 87 Baci llus subti lis 2.5

12 SCGB 100 Bacillus amyloliquefaciens 2.7

13 SCGB 104 Baci llus subti lis 2.5

14 SCGB 108 Baci llus subti lis 2.1

15 SCGB 110 Baci llus subti lis 2.2

16 SCGB 126 Bacillus amyloliquefaciens 2.1

17 SCGB 146 Bacillus subtilis 1.9

18 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 2.4

19 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 2.3

20 SCGB 161 Bacillus subtilis 2.0

21 SCGB 167 Baci llus subti lis 2.2

22 SCGB 191 Baci llus subti lis 2.3

23 SCGB 198 Bacillus subtilis 2.0

24 SCGB 200 Baci llus subti lis 2.4

25 SCGB 202 Bacillus amyloliquefaciens 2.2

26 SCGB 229 Bacillus subtilis 2.0

27 SCGB 234 Bacillus subtilis 1.9

28 SCGB 235 Bacillus subtilis 1.9

29 SCGB 252 Baci llus subti lis 2.2

30 SCGB 261 Bacillus sp. 2.3

31 SCGB 283 Bacillus amyloliquefaciens 1.9

2.3.3 고추장 분리 균주의 혈전용해활성 측정

- 고추장으로부터 분리한 분리주 가운데 protease 활성 균주 574 점을 대상으로 혈전용해활성을

확인하였으며, 이중 1차 활성을 확인하여, 0.5 unit//ml의 plasmin의 활성과 유사하거나 높은 활

성을 갖는 균주 72종을 1차로 선별하였으며(표 9), 식품 등 산업적 적용이 가능한 B. subtilis 균

주를 대상으로 최종 선별하였다. 최종적으로 우수 혈전용해 활성 균주 24종을 확인하였다.

표 9. 고추장 유래 분리주의 fibrinolytic activity
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NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

32 SCGB 289 Bacillus subtilis 1.9

33 SCGB 296 Baci llus subti lis 2.1

34 SCGB 303 Baci llus subti lis 2.3

35 SCGB 307 Baci llus subti lis 2.4

36 SCGB 309 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

37 SCGB 312 Bacillus subtilis 2.0

38 SCGB 320 Bacillus subtilis 2.0

39 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

40 SCGB 333 Bacillus subtilis 1.9

41 SCGB 342 Baci llus subti lis 2.1

42 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

43 SCGB 388 Bacillus amyloliquefaciens 2.2

44 SCGB 396 Baci llus subti lis 2.5

45 SCGB 400 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

46 SCGB 407 Bacillus subtilis subsp. 2.0

47 SCGB 418 Bacillus amyloliquefaciens 2.1

48 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

49 SCGB 421 Bacillus amyloliquefaciens 2.0

50 SCGB 424 Bacillus amyloliquefaciens 1.9

51 SCGB 434 Bacillus subtilis 2.0

52 SCGB 444 Baci llus subti lis 2.1

53 SCGB 454 Bacillus subtilis 2.0

54 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 2.4

55 SCGB 486 Bacillus amyloliquefaciens 2.6

56 SCGB 504 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

57 SCGB 509 Bacillus subtilis 1.9

58 SCGB 511 Baci llus subti lis 2.3

59 SCGB 516 Baci llus subti lis 2.2

60 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

61 SCGB 528 Baci llus subti lis 2.2

62 SCGB 538 Bacillus amyloliquefaciens 2.2

63 SCGB 563 Bacillus subtilis 2.0

64 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 2.6

65 SCGB 574 Baci llus subti lis 2.4

66 SCGB 594 Bacillus subtilis 1.9

67 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 2.4

68 SCGB 612 Baci llus subti lis 2.8
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NO Strains Identification Fibrinolytic enzymevity

69 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 2.5

70 SCGB 638 Bacillus subtilis 2.0

71 SCGB 652 Bacillus amyloliquefaciens 2.3

72 SCGB 662 Baci llus subti lis 2.3

NO Strains Identification Pancreatic lipase inhibition (%)

1 SCMB 40 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

2 SCMB 91 Baci llus subti lis 100.0

3 SCMB 199 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

4 SCMB 133 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

5 SCMB 145 Baci llus subti lis 100.0

6 SCMB 146 Baci llus subti lis 100.0

7 SCMB 148 Bacillus amyloliquefaciens　 100.0

8 SCMB 202 Bacillus licheniformis 100.0

9 SCMB 572 Bacillus subtilis 30.0

NO Strains Identification Pancreatic lipase inhibition (%)

1 SCDB 69 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

2 SCDB 125 Baci llus subti lis subsp. subti lis 100.0

2.4. 항비만 활성 측정

2.4.1 메주 분리 균주의 항비만 활성 측정

- Pancreatic lipase저해 활성은 분리 균주 중 Lipase효소를 생성하는 균주 및 비생성 균주를 대상

으로 실험을 진행하였으며, pancreatic lipase (100 unit/ml, 1.0 cm) 활성을 30.0% 이상 억제하는

분리 균주를 8 종을 선별하였다. 선별 균주 대부분은 100 unit/ml pancreatic lipase solution과

1:1로 반응시켰을 효소의 활성을 100% 억제하는 것으로 나타났다(정성분석). 그 결과를 표 9에

나타내었다. 최종적으로 산업적 적용이 가능한 B. subtilis 이며 100%의 Pancreatic lipase

inhibition을 갖는 분리주 3종을 최종 선별하였다.

표 9. 메주 유래 분리주의 항비만 활성

2.4.2 된장 분리 균주의 항비만 활성 측정

- Pancreatic lipase저해 활성은 분리 균주 중 Lipase효소를 생성하는 균주 및 비생성 균주를 대상

으로 실험을 진행하였으며, pancreatic lipase (100 unit/ml, 1.0 cm) 활성을 30.0% 이상 억제하는

분리 균주를 14 종을 선별하였다. 선별 균주 대부분은 100 unit/ml pancreatic lipase solution과

1:1로 반응시켰을 효소의 활성을 100% 억제하는 것으로 나타났다(정성분석). 그 결과를 표 9에

나타내었다. 최종적으로 산업적 적용이 가능한 B. subtilis 이며 100%의 Pancreatic lipase

inhibition을 갖는 분리주 11종을 최종 선별하였다.

표 9. 된장 유래 분리주의 항비만 활성
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NO Strains Identification Pancreatic lipase inhibition (%)

3 SCDB 152 Baci llus subti lis 100.0

4 SCDB 352 Baci llus subti lis 100.0

5 SCDB 404 Baci llus subti lis 100.0

6 SCDB 418 Baci llus subti lis 100.0

7 SCDB 430 Baci llus subti lis 100.0

8 SCDB 439 Baci llus subti lis subsp. subti lis 100.0

9 SCDB 548 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

10 JJDJB 007 Baci llus subti lis 100.0

11 JJDJB 019 Baci llus subti lis 100.0

12 JJDJB 026 Baci llus subti lis 100.0

13 JJDJB 039 Baci llus subti lis subsp. natto 100.0

14 SCDB 107 Bacillus subtilis 30.0

NO Strains Identification Pancreatic lipase inhibition (%)

1 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

2 SCGB 159 Baci llus subti lis 100.0

3 SCGB 161 Baci llus subti lis 100.0

4 SCGB 167 Baci llus subti lis 100.0

5 SCGB 180 Baci llus subti lis 100.0

6 SCGB 198 Baci llus subti lis 100.0

7 SCGB 200 Baci llus subti lis 100.0

8 SCGB 202 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

9 SCGB 229 Baci llus subti lis 100.0

10 SCGB 234 Baci llus subti lis 100.0

11 SCGB 235 Baci llus subti lis 100.0

12 SCGB 237 Baci llus subti lis 100.0

13 SCGB 252 Baci llus subti lis 100.0

14 SCGB 261 Bacillus sp. 100.0

15 SCGB 303 Bacillus subtilis 50.0

2.4.3. 고추장 분리 균주의 항비만 활성 측정

- Pancreatic lipase저해 활성은 분리 균주 중 Lipase효소를 생성하는 균주 및 비생성 균주를 대상

으로 실험을 진행하였으며, pancreatic lipase (100 unit/ml, 1.0 cm) 활성을 30.0% 이상 억제하는

분리 균주를 38 종을 선별하였다. 선별 균주 대부분은 100 unit/ml pancreatic lipase solution과

1:1로 반응시켰을 효소의 활성을 100% 억제하는 것으로 나타났다(정성분석). 그 결과를 표 9에

나타내었다. 최종적으로 산업적 적용이 가능한 B. subtilis 이며 100%의 Pancreatic lipase

inhibition을 갖는 분리주 22종을 최종 선별하였다.

표 9. 고추장 유래 분리주의 항비만 활성
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NO Strains Identification Pancreatic lipase inhibition (%)

16 SCGB 333 Baci llus subti lis 100.0

17 SCGB 342 Baci llus subti lis 100.0

18 SCGB 388 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

19 SCGB 396 Baci llus subti lis 100.0

20 SCGB 400 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

21 SCGB 403 Bacillus subtilis 50.0

22 SCGB 407 Baci llus subti lis supsp. 100.0

23 SCGB 418 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

24 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

25 SCGB 421 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

26 SCGB 433 Baci llus subti lis 100.0

27 SCGB 434 Baci llus subti lis 100.0

28 SCGB 444 Bacillus subtilis 50.0

29 SCGB 482 Baci llus subti lis 100.0

30 SCGB 486 Bacillus amyloliquefaciens 60.0

31 SCGB 574 Bacillus subtilis 50.0

32 SCGB 594 Baci llus subti lis 100.0

33 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

34 SCGB 612 Bacillus subtilis 60.0

35 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 100.0

36 SCGB 615 Baci llus subti lis 100.0

37 SCGB 634 Baci llus subti lis 100.0

38 SCGB 638 Baci llus subti lis 100.0

2.5. 알레르기 피부질환관련 유해병원균에 대한 항균력 확인

2.5.1. 메주 유래 분리주의 알레르기 피부질환 관련 항균력 확인
- Straphylococcus aureus에 대한 항균활성 확인은 agar well diffusion method 법을 이용하여 검

정하였고, 메주 분리 균주(세균, 곰팡이)에서는 황색포도상 구균을 억제하는 균주는 확인되지 않

았다.

- 고초균 및 곰팡이에서 항균력이 확인되지 않아 분리주 가운데 식품내 사용 가능한 유산균을 대

상으로 추가 실험을 진행하였으며, 결과로는 분리 유산균은 항균활성을 가지는 것으로 확인되었

으나 pH 7.3으로 조절하여 실험하였을 항균활성이 소실되는 것으로 보아 젖산이나 유기산에 의

한 항균활성으로 보여 진다(not date).

2.5.2. 된장 유래 분리주의 알레르기 피부질환 관련 항균력 확인
-Staphylococcus aureus KCCM41331에 대한 항균활성 확인은 agar well diffusion method 법을

이용하여 검정하였고, 된장 분리 균주에서는 황색포도상 구균을 억제하는 균주 14종을 선별하였

으며, 이중 Bacillus subtilis는 6종으로 나타났고 그 결과를 표 9에 나타내었다.
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NO Strains Identification Antibacterial activity (cm)

1 SCDB 003 미동정 1.0

2 SCDB 029 미동정 1.0

3 SCDB 042 미동정 1.3

4 SCDB 044 미동정 1.4

5 SCDB 105 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

6 SCDB 135 Bacillus amyloliquefaciens 1.5

7 SCDB 169 Baci llus subti lis 1.3

8 SCDB 192 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

9 SCDB 222 Baci llus subti lis 1.2

10 SCDB 278 Baci llus subti lis 1.4

11 SCDB 527 Baci llus subti lis 1.5

12 JJDJB 018 미동정 1.0

13 JJDJB 019 Baci llus subti lis 1.2

14 JJDJB 026 Baci llus subti lis 1.5

NO Strains Identification Antibacterial activity (cm)

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

2 SCGB 6 Baci llus subti lis 1.0

3 SCGB 50 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

4 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 1.8

5 SCGB 69 Baci llus subti lis 1.0

6 SCGB 74 Baci llus subti lis 1.3

7 SCGB 82 Baci llus subti lis 1.0

8 SCGB 85 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

9 SCGB 87 Baci llus subti lis 1.3

10 SCGB 100 Bacillus amyloliquefaciens 1.5

11 SCGB 104 Baci llus subti lis 1.3

표 9. Strains culture supernantant that showed over activity against Staphylococcus

aureus.

2.5.3. 고추장 유래 분리주의 알레르기 피부질환 관련 항균력 확인
- 고추장 유래 분리주 중 Staphylococcus aureus KCCM41331에 대한 항균활성 확인은 agar well

diffusion method 법을 이용하여 검정하였고, 고추장 분리 균주에서는 황색포도상 구균을 억제하

는 균주 56종을 선별하였으며, 이중 Bacillus subtilis는 30종으로 조사되었으며 그 결과를 표 9

에 나타내었다.

표 9. Strains culture supernatant that showed over activity against Staphylococcus

aureus.
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NO Strains Identification Antibacterial activity (cm)

12 SCGB 110 Baci llus subti lis 1.0

13 SCGB 126 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

14 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 1.2

15 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 1.3

16 SCGB 167 Baci llus subti lis 1.1

17 SCGB 191 Baci llus subti lis 1.4

18 SCGB 200 Baci llus subti lis 1.3

19 SCGB 202 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

20 SCGB 229 Baci llus subti lis 1.0

21 SCGB 234 Baci llus subti lis 2.0

22 SCGB 252 Baci llus subti lis 1.0

23 SCGB 283 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

24 SCGB 289 Baci llus subti lis 1.5

25 SCGB 296 Baci llus subti lis 1.2

26 SCGB 303 Baci llus subti lis 1.5

27 SCGB 307 Baci llus subti lis 1.0

28 SCGB 309 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

29 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 1.5

30 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 1.5

31 SCGB 388 Bacillus amyloliquefaciens 1.0

32 SCGB 396 Baci llus subti lis 1.8

33 SCGB 400 Bacillus amyloliquefaciens 1.9

34 SCGB 403 Baci llus subti lis 1.8

35 SCGB 421 Bacillus amyloliquefaciens 1.5

36 SCGB 424 Bacillus amyloliquefaciens 1.7

37 SCGB 433 Baci llus subti lis 1.5

38 SCGB 434 Baci llus subti lis 1.3

39 SCGB 444 Baci llus subti lis 1.0

40 SCGB 454 Baci llus subti lis 1.4

41 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

42 SCGB 486 Bacillus amyloliquefaciens 1.3

43 SCGB 504 Bacillus amyloliquefaciens 1.3

44 SCGB 511 Baci llus subti lis 1.6

45 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 1.6

46 SCGB 538 Bacillus amyloliquefaciens 1.2
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NO Strains Identification Antibacterial activity (cm)

47 SCGB 563 Baci llus subti lis 1.2

48 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 1.6

49 SCGB 574 Baci llus subti lis 1.3

50 SCGB 594 Baci llus subti lis 1.1

51 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 1.6

52 SCGB 612 Baci llus subti lis 1.6

53 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 1.4

54 SCGB 638 Baci llus subti lis 1.1

55 SCGB 652 Bacillus amyloliquefaciens 1.2

56 SCGB 662 Baci llus subti lis 1.5

NO Strains Identification DPPH (%) SOD (%)

1 SCMB 100 　Bacillus licheniformis 64.6 42.4

2 SCMB 112 　Bacillus licheniformis 63.0 37.5

3 SCMB 136 Bacillus amyloliquefaciens 61.2 68.1

4 SCMB 142 Baci llus subti lis　 62.3 43.3

5 SCMB 153 　Bacillus licheniformis 62.4 37.1

6 SCMB 179 Baci llus subti lis　 61.3 40.6

7 SCMB 187 Bacillus amyloliquefaciens 63.9 49.9

8 SCMB 194 Bacillus amyloliquefaciens 61.4 40.7

9 SCMB 196 　Bacillus licheniformis 67.8 40.7

10 SCMB 460 Bacillus amyloliquefaciens 67.4 41.1

11 SCMB 496 Baci llus subti lis　 66.9 44.9

12 SCMB 572 Baci llus subti lis　 58.51 32.1

13 SCMB 642 Baci llus subti lis　 62.9 34.5

14 SCMB 675 Baci llus subti lis　 65.8 44.2

15 SCMB 681 　Bacillus licheniformis 69.1 43.0

2.6. 항산화 활성 분석 : (DPPH, Superoxide dismutase (SOD)측정)

2.6.1 메주 유래 분리주의 항산화 활성 분석
- 메주 분리 세균류 742종에 대하여 DPPH를 이용한 항산화능 측정 한 결과 일반적으로 효소를

생성하지 않는 균주가 높은 항산화 활성을 가지는 것으로 나타났다. 그 결과 30% 이상의 DPPH

항산화 활성을 가지는 균주 213종을 선별 하였으며, 이 중에서 60% 이상의 활성을 가지는 균주

14종을 선별하여 SOD를 이용한 항산화능을 측정하였으며, 그 결과 6종의 Bacillus subtilis를 선

별하였다(표 12).

표 12. 메주 유래 분리주의 항산화 활성 측정 결과
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NO Strains Identification DPPH (%) SOD (%)

1 SCDB 011 미동정 30.93 ± 0.41 29.64 ± 0.66

2 SCDB 020 미동정 30.13 ± 0.11 42.96 ± 0.52

3 SCDB 028 미동정 31.89 ± 0.23 29.30 ± 4.06

4 SCDB 030 미동정 30.09 ± 0.21 18.71 ± 1.22

5 SCDB 053 미동정 34.07 ± 0.94 9.08 ± 2.75

6 SCDB 068 미동정 31.22 ± 0.90 44.22 ± 2.96

7 SCDB 086 미동정 30.12 ± 0.42 12.39 ± 3.32

8 SCDB 088 미동정 39.17 ± 0.36 36.31 ± 4.51

9 SCDB 149 미동정 41.33 ± 0.75 -

10 SCDB 240 Bacillus subtilis 4.41 ± 0.17 21.02 ± 1.74

11 SCDB 257 Bacillus subtilis 10.49 ± 0.58 36.27 ± 5.32

12 SCDB 278 Bacillus subtilis 0.58 ± 0.52 40.68 ± 2.23

13 SCDB 352 Bacillus subtilis 3.42 ± 0.66 51.41 ± 6.19

14 SCDB 414 미동정 40.84 ± .52 24.91 ± 4.33

15 SCDB 418 Baci llus subti lis 34.37 ± 0.66 34.37 ± 0.66

16 SCDB 419 미동정 33.86 ± 0.62 17.73 ± 1.34

17 SCDB 420 미동정 35.33 ± 0.87 26.44 ± 1.43

18 SCDB 489 Bacillus subtilis 0.05 ± 0.47 33.71 ± 3.96

19 SCDB 494 Bacillus subtilis - 43.02 ± 2.30

20 SCDB 501 Bacillus subtilis - 37.14 ± 3.87

21 SCDB 527 Bacillus subtilis - 45.44 ± 1.69

22 SCDB 658 미동정 30.44 ± 0.09 33.34 ± 1.90

23 JJDJB 019 Bacillus subtilis - 58.22 ± 0.84

24 JJDJB 026 Baci llus subti lis 23.67 ± 0.72 54.00 ± 4.77

25 JJDJB 027 미동정 31.64 ± 0.30 46.99 ± 4.40

26 JJDJB 029 Baci llus subti lis 25.43 ± 0.43 20.20 ± 2.01

2.6.2 된장 유래 분리주의 항산화 활성 분석
- 분리 고초균 815종에 대하여 SOD를 이용한 항산화능 측정 한 결과 일반적으로 효소를 생성하지

않는 균주가 높은 항산화 활성을 가지는 것으로 나타났다. 그 결과 30% 이상의 DPPH 항산화

활성을 가지는 균주 26종을 선별 하여 이를 SOD를 이용한 항산화능을 측정하였으며, 그 결과를

표 10에 나타내었다. 이중 항산화 활성이 높으며 식품 및 산업적 적용이 가능한 균주 3종을 선

별되었다.

표 12. 된장 유래 분리주의 항산화 활성 측정 결과
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NO Strains Identification DPPH (%) SOD (%)

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 14.96 ± 0.54 2.11 ± 1.29

2 SCGB 22 Baci llus subti lis 24.35 ± 0.09 37.38 ± 2.29

3 SCGB 50 Bacillus amyloliquefaciens 27.00 ± 0.45 31.93 ± 0.86

4 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 11.38 ± 0.31 3.18 ± 2.69

5 SCGB 63 Baci llus subti lis 24.00 ± 0.19 56.74 ± 0.73

6 SCGB 74 Bacillus subtilis 15.02 ± 0.18 19.53 ± 1.15

7 SCGB 104 Bacillus subtilis 16.59 ± 0.20 27.58 ± 0.21

8 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 13.05 ± 0.02 16.37 ± 0.80

9 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 21.29 ± 0.14 13.81 ± 0.42

10 SCGB 167 Baci llus subti lis 26.83 ± 0.18 67.31 ± 0.69

11 SCGB 198 Baci llus subti lis 28.51 ± 0.49 62.82 ± 1.04

12 SCGB 200 Bacillus subtilis 16.12 ± 0.56 27.00 ± 1.24

13 SCGB 229 Baci llus subti lis 21.67 ± 0.21 64.28 ± 0.82

14 SCGB 234 Baci llus subti lis 39.39 ± 0.46 69.94 ± 0.29

15 SCGB 296 Bacillus subtilis 20.29 ± 0.14 30.08 ± 2.59

16 SCGB 303 Bacillus subtilis 21.69 ± 0.43 20.40 ± 0.30

17 SCGB 312 Baci llus subti lis 21.41 ± 0.09 65.41 ± 0.12

18 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 15.79 ± 0.13 15.18 ± 0.39

19 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 25.85 ± 0.30 22.20 ± 0.30

20 SCGB 396 Bacillus subtilis 36.35 ± 0.60 24.33 ± 0.69

21 SCGB 403 Baci llus subti lis 18.96 ± 0.51 55.91 ± 1.63

22 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 13.09 ± 0.19 20.00 ± 0.59

23 SCGB 434 Baci llus subti lis 17.69 ± 0.25 66.27 ± 0.33

24 SCGB 444 Bacillus subtilis 20.25 ± 0.26 7.10 ± 0.72

25 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 16.59 ± 0.14 19.86 ± 0.91

26 SCGB 511 Bacillus subtilis 20.06 ± 0.04 18.86 ± 1.55

27 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 20.54 ± 0.48 12.85 ± 0.33

28 SCGB 563 Baci llus subti lis 17.80 ± 0.18 66.43 ± 0.63

29 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 15.28 ± 0.23 17.14 ± 0.59

30 SCGB 594 Baci llus subti lis 18.98 ± 0.46 60.54 ± 0.70

2.6.3 고추장 유래 분리주의 항산화 활성 분석
- 분리 고초균 667의 분리주 중 앞선 실험에서 활성이 높은 균주 34종을 대상으로 DPPH와 SOD

를 측정하였다. 그 결과를 표 10에 나타내었다. 이중 식품 및 산업적 적용이 가능한 균주 가운데

DPPH와 SOD 활성이 높은 총 11종이 선별되었다.

표 12. 고추장 유래 분리주의 항산화 활성 측정 결과
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NO Strains Identification DPPH (%) SOD (%)

31 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 20.40 ± 0.27 11.04 ± 1.10

32 SCGB 612 Bacillus subtilis 11.90 ± 0.34 12.42 ± 0.29

33 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 15.01 ± 0.30 0.85 ± 0.70

34 SCGB 662 Bacillus subtilis 15.48 ± 0.37 22.04 ± 0.45

NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCMB 109 Baci llus subti lis 166054.1

2 SCMB 127 Psendomonas fraqi 87840.2

3 SCMB 222 Psendomonas fraqi 10062.2

4 SCMB 231 Enterobacteriaceae 40430.6

5 SCMB 321 Bacillus amyloliquefaciens 17657.0

6 SCMB 388 Baci llus subti lis 32970.2

7 SCMB 397 Bacillus licheniformis 26063.3

8 SCMB 461 Bacillus licheniformis 10556.1

9 SCMB 462 Baci llus subti lis 17462.8

10 SCMB 538 Bacillus licheniformis 49094.3

11 SCMB 572 Baci llus subti lis 32078.4

12 SCMB 605 Bacillus pumilus 10811.6

13 SCMB 614 Enterobacteriaceae 20644.0

14 SCMB 619 Baci llus subti lis 51801.6

15 SCMB 658 Bacillus licheniformis 38866.3

16 SCMB 693 Baci llus subti lis 26316.0

2.7. 선별 균주 중 장류 적용 균주 선별을 위한 효소생산성 및 항균활성 분석

2.7.1. Protease 효소 활성 정량분석

2.7.1.1 메주 유래 분리주의 protease 효소 활성 정량분석
- 분리 균주를 대상으로 protease 활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 투명환이 2.0 cm이

상의 활성을 가지는 균주를 113종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, Protease 활성이 5000

Units/g 이상의 활성을 가지는 균주 선별을 목표로 하였다. 그 결과 72균주를 선별하였으며, 그

중 활성이 우수한 16종에 대하여 균주 동정 및 활성 정도를 표 13에 나타내었으며, 이중

Bacillus subtilis 5종을 선별하였다.

표 13. 메주 유래 분리주의 protease 활성 정량 분석 결과.

2.7.1.2 된장 유래 분리주의 protease 효소 활성 정량분석
-분리 균주를 대상으로 protease 활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 투명환이 2.0 cm이

상의 활성을 가지는 균주를 400종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, Protease 활성이 5000
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NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCDB 056 Baci llus subti lis 8777 ± 125.60

2 SCDB 169 Baci llus subti lis 20626 ± 4.57

3 SCDB 210 Baci llus subti lis 13310 ± 675.05

4 SCDB 222 Baci llus subti lis 23141 ± 294.58

5 SCDB 240 Bacillus subtilis 1750 ± 159.85

6 SCDB 278 Bacillus subtilis 4230 ± 86.78

7 SCDB 352 Baci llus subti lis 6448 ± 267.41

8 SCDB 494 Bacillus subtilis 1648 ± 147.39

9 SCDB 501 Baci llus subti lis 7694 ± 420.93

10 JJDJB 019 Baci llus subti lis 7453 ± 179.02

NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 10178 ± 218.32

2 SCGB 22 Baci llus subti lis 10872 ± 81.56

3 SCGB 50 Bacillus amyloliquefaciens 6364 ± 76.48

4 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 5597 ± 15.02

5 SCGB 63 Bacillus subtilis 2222 ± 156.69

6 SCGB 74 Baci llus subti lis 6742 ± 37.13

7 SCGB 104 Baci llus subti lis 5727 ± 40.64

8 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 7245 ± 76.54

9 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 4491 ± 16.95

10 SCGB 167 Bacillus subtilis 178 ± 62.96

11 SCGB 198 Bacillus subtilis 4234 ± 170.93

12 SCGB 200 Baci llus subti lis 9064 ± 134.77

Units/g 이상의 활성을 가지는 균주 선별을 목표로 하였다. 최종적으로 protease 활성이 우수하며

식품과 같은 산업적 적용이 가능한 Bacillus subtilis 10종에 대하여 균주 동정 및 활성 정도를 표

11에 나타내었으며, 이중 활성이 우수한 Bacillus subtilis 7종을 선별하였다.

표 13. 된장 유래 분리주의 protease 활성 정량 분석 결과.

2.7.1.3 고추장 유래 분리주의 protease 효소 활성 정량분석
- 분리 균주를 대상으로 protease 활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 투명환이 1.8 cm이

상의 활성을 가지는 균주를 376종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, Protease 활성이 5000

Units/g 이상의 활성을 가지는 균주 선별을 목표로 하였다. 최종적으로 protease 활성이 우수하

며 식품과 같은 산업적 적용이 가능한 Bacillus subtilis 12종에 대하여 균주 동정 및 활성 정도

를 표 11에 나타내었다.

표 13. 고추장 유래 분리주의 protease 활성 정량 분석 결과.
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NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

13 SCGB 229 Bacillus subtilis 2943 ± 90.67

14 SCGB 234 Bacillus subtilis 1657 ± 44.84

15 SCGB 296 Baci llus subti lis 8070 ± 111.89

16 SCGB 303 Bacillus subtilis 4464 ± 149.41

17 SCGB 312 Bacillus subtilis 331 ± 287.70

18 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 5345 ± 40.20

19 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 6973 ± 145.26

20 SCGB 396 Baci llus subti lis 8553 ± 90.73

21 SCGB 403 Bacillus subtilis 738 ± 270.86

22 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 12607 ± 311.13

23 SCGB 434 Baci llus subti lis 11947 ± 146.72

24 SCGB 444 Baci llus subti lis 7574 ± 35.62

25 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 10425 ± 68.87

26 SCGB 511 Baci llus subti lis 9369 ± 100.56

27 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 1676 ± 120.97

28 SCGB 563 Bacillus subtilis 3582 ± 75.74

29 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 6370 ± 161.77

30 SCGB 594 Baci llus subti lis 5780 ± 397.22

31 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 13152 ± 63.83

32 SCGB 612 Baci llus subti lis 17566 ± 129.38

33 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 21122 ± 55.92

34 SCGB 662 Baci llus subti lis 6481 ± 37.60

NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCMB 208 Bacillus subtilis 1727.4

2 SCMB 265 재동정 312.0

3 SCMB 395 Sporosarcina aquimarina 2745.8

2.7.2. α-Amylase 효소 활성 정량분석

2.7.2.1 메주 유래 분리주의 α-Amylase 효소 활성 정량분석

- 분리 균주를 대상으로 amylase활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 1.5 cm이상의 활성을

가지는 균주 52종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, α-Amylase 활성이 30,000 Units/g 이

상의 활성을 가지는 균주 선별을 목표로 하였다. 그 결과 메주 분리주 중 amylase 활성이 높은

균주는 하나도 나타나지 않았으며, 균주 동정 및 활성 정도를 표 14에 나타내었다.

표 14. 메주 유래 분리주의 α-Amylase 활성 정량 분석 결과.
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NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

4 SCMB 448 Bacillus licheniformis 738.6

5 SCMB 557 Bacillus amyloliquefaciens 305.2

6 SCMB 572 Bacillus subtilis 1282.0

7 SCMB 606 Bacillus subtilis 297.4

8 SCMB 687 Bacillus subtilis 318.7

NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCDB 056 Baci llus subti lis 57240 ± 318.08

2 SCDB 169 Baci llus subti lis 34728 ± 177.19

3 SCDB 210 Baci llus subti lis 42295 ± 153.20

4 SCDB 222 Bacillus subtilis 23754 ± 251.09

5 SCDB 240 Bacillus subtilis 21914 ± 234.42

6 SCDB 257 Bacillus subtilis 27063 ± 45.33

7 SCDB 278 Bacillus subtilis 11878 ± 167.62

8 SCDB 352 Baci llus subti lis 34501 ± 361.79

9 SCDB 489 Baci llus subti lis 30342 ± 348.45

10 SCDB 494 Bacillus subtilis 19751 ± 262.14

11 SCDB 501 Baci llus subti lis 32588 ± 337.50

12 SCDB 527 Bacillus subtilis 14735 ± 846.17

13 JJDJB 019 Bacillus subtilis 10815 ± 87.12

14 JJDJB 026 Baci llus subti lis 43284 ± 2686.75

2.7.2.2 된장 유래 분리주의 α-Amylase 효소 활성 정량분석

- 분리 균주를 대상으로 amylase활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 1.0 cm이상의 활성과

기타 기능성이 우수한 균주 82종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, α-Amylase 활성이

30,000 Units/g 이상의 활성을 갖는 Bacillus subtilis 균주 선별을 목표로 하였다. 그 결과 7균주

를 선별하였으며, 균주 동정 및 활성 정도를 표 12에 나타내었다.

표 14. 된장 유래 분리주의 α-Amylase 활성 정량 분석 결과.

2.7.2.3 고추장 유래 분리주의 α-Amylase 효소 활성 정량분석

-분리 균주를 대상으로 amylase활성을 보유한 균주 중 정성 분석을 통하여 1.0 cm이상의 활성과

기타 기능성이 우수한 균주 72종을 대상으로 정량 분석한 실시하였으며, α-Amylase 활성이

30,000 Units/g 이상의 활성을 갖는 Bacillus subtilis 균주 선별을 목표로 하였다. 그 결과 7균주

를 선별하였으며, 균주 동정 및 활성 정도를 표 12에 나타내었다.
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NO Strains Identification Protease activity (unit/g)

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 148608 ± 152.69

2 SCGB 22 Bacillus subtilis 12654 ± 74.88

3 SCGB 50 Bacillus amyloliquefaciens 7213 ± 106.58

4 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 5418 ± 198.11

5 SCGB 63 Baci llus subti lis 103011 ± 559.52

6 SCGB 74 Bacillus subtilis 7555 ± 227.54

7 SCGB 104 Bacillus subtilis 6190 ± 84.04

8 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 13413 ± 126.78

9 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 6537 ± 165.36

10 SCGB 167 Bacillus subtilis 6139 ± 57.90

11 SCGB 198 Baci llus subti lis 36603 ± 138.81

12 SCGB 200 Baci llus subti lis 62358 ± 313.42

13 SCGB 229 Baci llus subti lis 32046 ± 357.49

14 SCGB 234 Bacillus subtilis 16839 ± 309.60

15 SCGB 296 Bacillus subtilis 15394 ± 81.24

16 SCGB 303 Bacillus subtilis 16987 ± 257.91

17 SCGB 312 Bacillus subtilis 18879 ± 487.48

18 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 7731 ± 245.62

19 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 10598 ± 195.20

20 SCGB 396 Bacillus subtilis 26915 ± 131.58

21 SCGB 403 Bacillus subtilis 28095 ± 447.63

22 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 92258 ± 377.39

23 SCGB 434 Baci llus subti lis 141993 ± 583.00

24 SCGB 444 Bacillus subtilis 10888 ± 73.12

25 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 16684 ± 304.53

26 SCGB 511 Bacillus subtilis 27316 ± 282.79

27 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 24239 ± 260.27

28 SCGB 563 Baci llus subti lis 37754 ± 428.56

29 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 15880 ± 154.81

30 SCGB 594 Baci llus subti lis 54005 ± 562.89

31 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 16944 ± 242.65

32 SCGB 612 Bacillus subtilis 18228 ± 37.06

33 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 33203 ± 556.79

34 SCGB 662 Bacillus subtilis 8376 ± 162.48

표 14. 고추장 유래 분리주의 α-Amylase 활성 정량 분석 결과.
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No. Strains No. 16s rRNA seq
Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity

(cm)

1 SCMB 107 　Bacillus licheniformis - - 1.6

2 SCMB 109 Baci llus subti lis 2.1 1.5 1.8

3 SCMB 121 Baci llus subti lis 1.9 1.0 1.6

4 SCMB 124 　Bacillus licheniformis - - 2.6

5 SCMB 126 　Bacillus licheniformis - - 2.0

6 SCMB 144 Baci llus subti lis 2.3 1.2 1.3

7 SCMB 145 Baci llus subti lis 2.3 1.2 1.6

8 SCMB 146 Baci llus subti lis 1.8 1.2 1.6

9 SCMB 151 Bacillus amyloliquefaciens 1.5 - 1.3

10 SCMB 205 Bacillus licheniformis - 1.1 3.4

11 SCMB 207 Bacillus licheniformis - - 3.3

12 SCMB 208 Bacillus licheniformis 2.4 1.5 1.2

13 SCMB 217 Bacillus subtilis 1.6 - 1.2

14 SCMB 221 Bacillus licheniformis 2.6 1.3 2.0

15 SCMB 222 Psendomonas fraqi 2.5 1.3 1.0

16 SCMB 225 Bacillus amyloliquefaciens 2.5 1.5 1.1

17 SCMB 243 Bacillus licheniformis 2.6 1.3 1.2

18 SCMB 264 Bacillus licheniformis 2.4 - 1.1

19 SCMB 269 Bacillus licheniformis - - 3.0

20 SCMB 321 Baci llus subti lis 2.4 1.1 1.4

21 SCMB 341 Bacillus licheniformis 1.5 - 1.1

22 SCMB 368 Bacillus licheniformis 2.6 1.2 1.1

23 SCMB 372 Baci llus subti lis 2.5 1.9 1.4

24 SCMB 387 Microbacterium oxydans 2.4 2.1 1.8

2.7.3. 식품 유해병원균에 대한 항균력 확인

2.7.3.1 메주 유래 분리주의 식품 유해 병원균에 대한 항균력
- 식품병원균에 대한 항균활성 확인, 항균활성 측정은 agar well diffusion method 법을 이용하여

확인하였다. 지시균주로는 Staphylococcus aureus subsp. aureus KCCM 41331, Bacillus cereus

KCCM 40935, Bacillus cereus KCTC 3624 균주를 이용하였으며, 분리 고초균 742종에 대하여

항균활성을 확인한 결과 33종의 균주만이 Bacillus cereus에 대한 항균활성을 나타내었다. 그 결

과를 표 15에 나타내었다. 식품 유해병원균에 대한 항균활성과 효소 활성, 바이오제닉 아민 비생

산성 등 식품원료 미생물로서 특성을 분석 및 비교 하여 가장 우수하다고 판단되는 균주 1(688,

D2)종을 참여기업에 제공하였다(not date).

표 14. 메주 유래 분리주의 항균력
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No. Strains No. 16s rRNA seq
Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity

(cm)

25 SCMB 389 Bacillus licheniformis 1.2 - 1.0

26 SCMB 466 Bacillus licheniformis 2.5 1.5 1.2

27 SCMB 533 Serratia liquefaciens 1.8 - 1.8

28 SCMB 538 Bacillus amyloliquefaciens 2.5 1.6 1.1

29 SCMB 552 Bacillus subtilis 1.9 - 1.2

30 SCMB 572 Baci llus subti lis 2.6 1.7 1.5

31 SCMB 685 Bacillus subtilis 2.4 - 1.6

32 SCMB 687 Baci llus subti lis 2.5 1.5 1.7

33 SCMB 688 Baci llus subti lis 2.5 1.5 1.6

34 SCMB 695 Bacillus subtilis 1.9 - 1.5

No.
Strains

No.
16s rRNA seq.

Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity (cm)

KCCM3624 KCCM40935 KCCM41331

1 SCDB 56 Bacillus subtilis 2.1 2.1 13 1.4 -

2 SCDB 169 Bacillus subti lis 2.0 1.2 1.0 1.0 1.3

3 SCDB 192 Bacillus amyloliquefaciens 2.0 1.3 1.1 1.2 1.0

4 SCDB 212 Bacillus subtilis 1.4 1.8 1.2 1.2 -

5 SCDB 222 Bacillus subti lis 2.1 1.5 1.2 1.3 1.2

6 SCDB 253 Bacillus amyloliquefaciens 2.0 1.5 1.1 1.3 -

7 SCDB 255 Bacillus amyloliquefaciens 2.0 1.5 1.3 1.4 -

8 SCDB 257 Bacillus subtilis 1.7 1.3 1.0 1.1 -

9 SCDB 274 Bacillus amyloliquefaciens 2.0 1.2 1.2 1.3 -

10 SCDB 278 Bacillus subti lis 1.8 1.3 1.4 1.5 1.4

11 SCDB 281 Bacillus subtilis subsp.
subtilis 1.7 1.4 1.2 1.1 -

12 SCDB 291 Bacillus subtilis 1.9 2.3 1.1 1.3 -

13 SCDB 294 Bacillus subtilis 2.1 2.3 1.1 1.3 -

14 SCDB 313 Bacillus subtilis 1.6 1.9 1.1 1.1 -

15 SCDB 404 Bacillus subtilis 1.5 1.2 1.2 1.1 -

16 SCDB 446 Bacillus subtilis 1.9 1.2 1.2 1.3 -

2.7.3.2 된장 유래 분리주의 식품 유해 병원균에 대한 항균력
- 분리 고초균 815종에 대하여 항균활성을 확인한 결과 133종의 균주가 Bacillus cereus에 대한 항

균활성을 나타내었고, 전분 및 단백질 분해능력을 동시에 지니는 균주 27종을 선별하였다. 또한

Staphylococcus aureus subsp. aureus KCCM 41331에 대한 항균효과를 동시에 갖는 균주는 7종

으로 나타났으며 결과를 표 13에 나타내었다.

표 14. 된장 유래 분리주의 항균력
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No.
Strains

No.
16s rRNA seq.

Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity (cm)

KCCM3624 KCCM40935 KCCM41331

17 SCDB 458 Bacillus subtilis 2.0 2.2 1.0 1.5 -

18 SCDB 489 Bacillus subtilis 1.5 1.2 1.3 1.2 -

19 SCDB 502 Bacillus subtilis 1.7 1.2 1.0 1.1 -

20 SCDB 572 Bacillus subtilis 1.6 1.2 1.3 1.2 -

21 SCDB 626 Bacillus subtilis 1.6 1.3 1.3 1.2 -

22 JJDJB 007 Bacillus subtilis 2.0 2.3 1.4 1.3 -

23 JJDJB 019 Bacillus subti lis 1.8 1.3 1.5 1.3 1.2

24 JJDJB 023 Bacillus subtilis 1.7 1.5 1.5 1.4 -

25 JJDJB 026 Bacillus subti lis 1.5 1.3 1.3 1.4 1.5

26 JJDJB 039
Bacillus subtilis subsp.

natto 1.7 1.2 1.1 1.1 1.4

27 JJDJB 045 Bacillus subti lis 1.9 1.4 1.6 1.6 1.6

No.
Strains

No.
16s rRNA seq.

Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity (cm)

KCCM3624 KCCM40935 KCCM41331

1 SCGB 1 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 2.5 1.8 1.8 1.0

2 SCGB 22 Bacillus subtilis 2.0 1.5 1.2 1.0 -

3 SCGB 55 Bacillus amyloliquefaciens 2.4 1.4 1.4 1.5 1.8

4 SCGB 63 Bacillus subtilis 1.7 2.0 1.4 1.5 -

5 SCGB 74 Bacillus subtilis 2.5 1.2 1.6 1.6 1.3

6 SCGB 104 Bacillus subtilis 2.4 1.3 1.3 1.3 1.3

7 SCGB 147 Bacillus amyloliquefaciens 2.4 1.5 1.3 1.2 1.2

8 SCGB 151 Bacillus amyloliquefaciens 2.2 1.2 1.8 1.8 1.3

9 SCGB 167 Bacillus subtilis 2.0 1.4 1.5 1.5 1.1

10 SCGB 198 Bacillus subtilis 1.8 1.5 1.9 1.9 1.3

11 SCGB 229 Bacillus subtilis 2.0 1.4 1.5 1.2 1.0

12 SCGB 234 Bacillus subtilis 1.9 1.3 2.0 1.5 2.0

13 SCGB 296 Bacillus subtilis 2.4 1.0 1.2 1.5 1.2

14 SCGB 303 Bacillus subtilis 2.4 1.4 1.3 1.5 1.5

2.7.3.3 고추장 유래 분리주의 식품 유해 병원균에 대한 항균력
- 분리 고초균 667종에 대하여 항균활성을 확인한 결과 289종의 균주가 Bacillus cereus에 대한 항

균활성을 나타내었고, 전분 및 단백질 분해능력을 동시에 지니는 균주 30종을 선별하였다. 또한

Staphylococcus aureus subsp. aureus KCCM 41331에 대한 항균효과를 동시에 갖는 균주는 27

종으로 나타났으며 이 중 Bacillus subtilis는 16종을 선별하였고 결과를 표 13에 나타내었다.

표 14. 고추장 유래 분리주의 항균력
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No.
Strains

No.
16s rRNA seq.

Protease

(cm)

Amylase

(cm)

Antibacterial activity (cm)

KCCM3624 KCCM40935 KCCM41331

15 SCGB 322 Bacillus amyloliquefaciens 2.4 1.2 1.5 1.4 1.5

16 SCGB 362 Bacillus amyloliquefaciens 2.4 1.3 1.2 1.2 1.5

17 SCGB 396 Bacillus subtilis 2.4 1.5 1.3 1.2 1.8

18 SCGB 403 Bacillus subtilis 2.0 1.5 1.9 1.7 1.8

19 SCGB 419 Bacillus amyloliquefaciens 2.5 2.5 1.1 1.1 -

20 SCGB 434 Bacillus subtilis 2.3 2.0 1.0 1.0 1.3

21 SCGB 444 Bacillus subtilis 2.5 1.0 1.2 1.2 1.0

22 SCGB 465 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 1.5 1.5 1.6 1.4

23 SCGB 511 Bacillus subtilis 2.2 1.2 1.5 1.6 1.6

24 SCGB 523 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 1.5 1.6 1.6 1.6

25 SCGB 563 Bacillus subtilis 2.0 1.4 1.6 1.4 1.2

26 SCGB 568 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 1.8 1.7 1.8 1.6

27 SCGB 594 Bacillus subtilis 2.0 1.5 1.3 1.3 1.1

28 SCGB 605 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 1.4 1.3 1.3 1.6

29 SCGB 612 Bacillus subtilis 2.4 1.5 1.5 1.6 1.6

30 SCGB 614 Bacillus amyloliquefaciens 2.3 1.5 1.2 1.4 1.4

3. 선별 균주의 안전성 분석

3.1. 선별 균주의 Baci llus cereus 독소 유전자 분석

3.1.1 메주 선별 분리주의 Bacillus cereus 독소 유전자 분석

- 메주로부터 분리한 고초균의 균주 특성 및 기능성 효능 평가와 균주 동정을 통하여 GRAS 균주

로 확인된 균주 Bacillus subtilis 균주 5종을 최종 장류 적용가능 기능성 미생물 소재로 선정하

였으며, 선정 균주에 대한 Bacillus cereus 독소 유전자에 대하여 특정 프라이머를 사용하여

PCR 반응을 하여 밴드를 확인한 결과 독소 유전자 분자량에 해당하는 밴드가 관찰되지 않아,

선별한 균주 10종 모두 독소를 생성하는 유전자가 없는 것으로 확인되었다.

표 16. 메주 선별 균주의 독소 유전자 분석 결과

Toxic gene Information
SCMB

109

SCMB

121

SCMB

146

SCMB

572

SCMB

688

Bacillus cereus (hbl gene,A,C,D) ND ND ND ND ND

Bacillus cereus (nhe gene,A,B,C) ND ND ND ND ND

Enterotoxin T (bceT) ND ND ND ND ND

Cytotoxin K (cytK) ND ND ND ND ND

구토형 독소 유전자 (ces) ND ND ND ND ND



- 228 -

No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

PowerChekTM Bacillus cereus Toxin 6-plex Detection Kit

CytK nheA ent FM bceT hblC CER

1 SCDB 56 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

2 SCDB 169 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

3 SCDB 210 Bacillus subtilis ND ND + ND ND ND

4 SCDB 222 Bacillus subtilis ND ND + ND ND ND

5 SCDB 240 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

6 SCDB 257 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

7 SCDB 278 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

8 SCDB 352 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

9 SCDB 489 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

10 SCDB 494 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

11 SCDB 501 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

12 SCDB 527 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

13 JJDJB 019 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

14 JJDJB 026 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

PowerChekTM Baci llus cereus Toxin 6-plex Detection

Kit

CytK nheA ent FM bceT hblC CER

1 SCGB 22 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

2 SCGB 63 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

3.1.2 된장 선별 분리주의 Baci llus cereus 독소 유전자 분석

- 된장으로부터 분리한 고초균의 균주 특성 및 기능성 효능 평가와 균주 동정을 통하여 GRAS 균

주로 확인된 균주 Bacillus subtilis 균주 14종을 최종 장류 적용가능 기능성 미생물 소재로 선정

하였으며, 선정 균주에 대한 Bacillus cereus 독소 유전자에 대하여 PowerChekTM Bacillus cereus

Toxin 6-plex Detection Kit를 사용하여 확인한 결과 2종의 선별균주에서 독소를 생성하는 유전자

가 관찰되었고, 나머지 12종의 선별된 균주에서는 독소를 생성하는 유전자가 없는 것으로 확인

되었다.

표 14. 된장 선별 균주의 독소 유전자 분석 결과

3.1.3 고추장 선별 분리주의 Baci llus cereus 독소 유전자 분석

- 고추장으로부터 분리한 고초균의 균주 특성 및 기능성 효능 평가와 균주 동정을 통하여 GRAS

균주로 확인된 균주 Bacillus subtilis 균주 18종을 최종 장류 적용가능 기능성 미생물 소재로 선

정하였으며, 선정 균주에 대한 Bacillus cereus 독소 유전자에 대하여 PowerChekTM Bacillus

cereus Toxin 6-plex Detection Kit를 사용하여 확인한 결과 5종의 선별균주에서 독소를 생성하는

유전자가 관찰되었고, 나머지 13종의 선별된 균주에서는 독소를 생성하는 유전자가 없는 것으로

확인되었다.

표 12. 고추장 선별 균주의 독소 유전자 분석 결과
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No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

PowerChekTM Bacillus cereus Toxin 6-plex Detection Kit

CytK nheA ent FM bceT hblC CER

3 SCGB 74 Bacillus subtilis ND ND ND + ND ND

4 SCGB 104 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

5 SCGB 167 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

6 SCGB 198 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

7 SCGB 229 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

8 SCGB 234 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

9 SCGB 296 Bacillus subtilis ND ND ND + ND ND

10 SCGB 303 Bacillus subtilis ND ND ND + ND ND

11 SCGB 396 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

12 SCGB 403 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

13 SCGB 434 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

14 SCGB 444 Bacillus subtilis ND ND ND + ND ND

15 SCGB 511 Bacillus subtilis ND ND ND + ND ND

16 SCGB 563 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

17 SCGB 594 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

18 SCGB 612 Bacillus subtilis ND ND ND ND ND ND

3.2 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석 결과

3.2.1 메주 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능

- 선별 균주의 식품안전과 관련 하여 바이오제닉 아민 생성능을 분석한 결과 정성 및 정량 분석

결과 모두 선별 균주는 histamine, tyramine 생성능이 없는 것으로 나타나 식품원료미생물로 사용

하다는 것을 확인하였다.

표 17. 메주 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석 결과

No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

Histamine Tyramine

Plate

assay
HPLC

Plate

assay
HPLC

1 SCMB 109 Bacillus subtilis ND ND + ND

2 SCMB 121 Bacillus subtilis + ND ND ND

3 SCMB 146 Bacillus subtilis ND ND + ND

4 SCMB 688 Bacillus subtilis ND ND ND ND

5 SCDB 572(D2) Bacillus subtilis ND ND ND ND

3.2.2 된장 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능

- 된장 최종 선별 균주의 식품안전과 관련 하여 바이오제닉 아민 생성능을 분석한 결과 정성 및

정량 분석 결과 모두 선별 균주는 histamine, tyramine 생성능이 없는 것으로 나타나 식품원료미생

물로 사용하다는 것을 확인하였다.
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표 15. 된장 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석 결과

No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

Histamine Tyramine

Plate

assay
HPLC

Plate

assay
HPLC

1 SCDB 56 Bacillus subtilis ND ND ND ND

2 SCDB 169 Bacillus subtilis ND ND ND ND

3 SCDB 210 Bacillus subtilis ND ND ND ND

4 SCDB 222 Bacillus subtilis ND ND ND ND

5 SCDB 240 Bacillus subtilis ND ND ND ND

6 SCDB 257 Bacillus subtilis ND ND ND ND

7 SCDB 278 Bacillus subtilis ND ND + ND

8 SCDB 352 Bacillus subtilis ND ND ND ND

9 SCDB 489 Bacillus subtilis ND ND ND ND

10 SCDB 494 Bacillus subtilis ND ND ND ND

11 SCDB 501 Bacillus subtilis ND ND ND ND

12 SCDB 527 Bacillus subtilis ND ND ND ND

13 JJDJB 019 Bacillus subtilis ND ND ND ND

14 JJDJB 026 Bacillus subtilis ND ND ND ND

3.2.3 고추장 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능

- 선별 균주의 식품안전과 관련 하여 바이오제닉 아민 생성능을 분석한 결과 정성 및 정량 분석

결과 모두 선별 균주는 histamine, tyramine 생성능이 없는 것으로 나타나 식품원료미생물로 사용

하다는 것을 확인하였다.

표 15. 고추장 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석 결과

No. Strain No.
Identification

(16s rRNA seq)

Histamine Tyramine

Plate

assay
HPLC

Plate

assay
HPLC

1 SCGB 22 Bacillus subtilis ND ND ND ND

2 SCGB 63 Bacillus subtilis ND ND ND ND

3 SCGB 104 Bacillus subtilis ND ND ND ND

4 SCGB 167 Bacillus subtilis ND ND ND ND

5 SCGB 198 Bacillus subtilis ND ND ND ND

6 SCGB 229 Bacillus subtilis ND ND ND ND

7 SCGB 234 Bacillus subtilis ND ND ND ND

8 SCGB 396 Bacillus subtilis ND ND ND ND

9 SCGB 403 Bacillus subtilis ND ND ND ND

10 SCGB 434 Bacillus subtilis ND ND ND ND

11 SCGB 563 Bacillus subtilis ND ND ND ND

12 SCGB 594 Bacillus subtilis ND ND ND ND

13 SCGB 612 Bacillus subtilis ND ND ND ND
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4. 최종 선별 균주의 기능성 효능 평가

4.1 메주 최종 선별 균주의 기능성 효능 평가

- 최종적으로 선별한 균주에 대하여 기능성 효능의 재분석하여 검증하였다. 그 결과 최종 선별 균주

모두 혈전용해능 및 항산화 활성이 우수 한 것으로 실험결과 확인하였다. 그 결과를 아래 표에 나

타내었으며, 본 연구내용에는 포함되어 있지 않지만 추가적으로 선별 균주를 이용하여 청국장을

제조하여 점질성 물질 생성능과 향미를 분석하였다

표 18. 메주 최종선별 균주의 기능성 분석 결과

Strains No. SCMB 109 SCMB 121 SCMB 146 SCDB 572(D2) SCMB 688

Identification B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis

DPPH (%) 50.65 48.73 35.49 43.84 44.47

SOD (%) 70.48 52.32 72.42 68.76 62.83

Fibrinolytic

enzymevity (cm)
2.5 2.0 2.6 2.8 2.8

Pancreatic lipase

inhibition (%)
ND ND ND ND ND

Glutamic acid

생성능 (mg/g)
2.57 2.54 2.83 2.66 2.57

점질성물질생성능 +++ +++ +++ +++ +++

향미 중간 중간 중간 중간 중간

4.2 된장 최종 선별 균주의 기능성 효능 평가

- 최종적으로 된장으로부터 선별한 균주에 대하여 기능성 효능의 재분석하여 검증하였다. 그 결과

최종 선별 균주 모두 혈전용해능 및 항산화 활성이 우수 한 것으로 실험결과 확인하였다. 그 결과

를 아래 표에 나타내었으며, 본 연구내용에는 포함되어 있지 않지만 추가적으로 선별 균주의 배양

상등액을 이용하여 glutamic acid 생성능을 조사하였고, 선별 균주를 이용하여 청국장을 제조하여

점질성 물질 생성능과 향미를 추가적으로 분석하였다.

표 18. 된장 최종선별 균주의 기능성 분석 결과

Strains No. SCDB 240 SCDB 257 SCDB 278 SCDB 352 JJDJB 026

Identification B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis

DPPH (%) 4.41 ± 1.74 10.49 ± 0.58 0.58 ± 0.52 3.42 ± 0.66 23.37 ± 0.72

SOD (%) 21.02 ± 1.74 36.27 ± 5.32 40.68 ± 2.23 51.41 ± 6.19 54.00 ± 4.77

Fibrinolytic

enzymevity (cm)
2.1 1.6 1.3 1.6 1.4

Pancreatic lipase

inhibition (%)
100 % 100 % 100 % 70 % 100 %

Glutamic acid

생성능 (mg/g)
2.08 ± 0.72 16.97 ± 2.75 14.37 ± 1.27 15.73 ± 1.32 7.34 ± 2.18

점질성물질생성능 +++ +++ +++ +++ +++

향미 약함 약함 강함 약함 중간
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4.3 고추장 최종 선별 균주의 기능성 효능 평가

- 최종적으로 선별한 균주에 대하여 기능성 효능의 재분석하여 검증하였다. 그 결과 최종 선별 균주

모두 혈전 용해능 및 항산화 활성이 우수 한 것으로 실험결과 확인하였다. 그 결과를 아래 표에

나타내었으며, 본 연구내용에는 포함되어 있지 않지만 추가적으로 선별 균주의 배양 상등액을 이

용하여 glutamic acid 생성능을 조사하였고, 선별 균주를 이용하여 청국장을 제조하여 점질성 물질

생성능과 향미를 추가적으로 분석하였다.

표 18. 고추장 최종선별 균주의 기능성 분석 결과

Strains No. SCGB 63 SCGB 198 SCGB 229 SCGB 234 SCGB 396

Identification B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis

DPPH (%) 24.00 ± 0.19 28.51 ± 0.49 21.67 ± 0.21 39.39 ± 0.46 36.35 ± 0.60

SOD (%) 56.74 ± 0.73 62.82 ± 1.04 64.28 ± 0.82 69.94 ± 0.29 24.33 ± 0.69

Fibrinolytic

enzymevity (cm)
1.6 2.0 2.0 1.9 2.5

Pancreatic lipase

inhibition (%)
30.0 % 100.0 % 100.0 % 100.0 % 100.0 %

Glutamic acid

생성능 (mg/g)
9.44 ± 0.05 4.63 ± 0.10 4.43 ± 0.10 9.72 ± 0.08 9.70 ± 0.12

점질성물질생성능 ++ ++ ++ ++ ++

향미 약함 약함 약함 약함 약함

Strains No. SCGB 403 SCGB 434 SCGB 563 SCGB 594 SCGB 612

Identification B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis

DPPH (%) 18.96 ± 0.51 17.69 ± 0.25 17.80 ± 0.18 18.98 ± 0.46 11.90 ± 0.34

SOD (%) 55.91 ± 1.63 66.27 ± 0.33 66.43 ± 0.63 60.54 ± 0.70 12.42 ± 0.29

Fibrinolytic

enzymevity (cm)
1.8 2.0 2.0 1.9 2.8

Pancreatic lipase

inhibition (%)
50.0 % 100.0 % 0.0 % 100.0 % 60.0 %

Glutamic acid

생성능 (mg/g)
22.54 ± 0.01 5.17 ± 0.04 9.63 ± 0.03 5.91 ± 0.05 7.67 ± 0.12

점질성물질생성능 ++ ++ + ++ ++

향미 약함 약함 약함 약함 약함

5. 곰팡이 균주에 대한 특성 분석 결과

 5.1 메주 유래 곰팡이 균주의 특성 분석
- 보유 곰팡이 균주 80종과 메주 분리 곰팡이 346종에 대하여 표준 균주(Aspergillus oryzae,

niger)와의 형태학적 성상 비교와 분자생물학적 특성 분석을 통하여 동정한 결과 식품원료미생

물로 사용가능한 Aspergillus oryzae 47종을 선별하였고, 선별균주에 대하여 효소생산성과 독소

생성여부를 확인하여 그 결과를 표에 나타내었다.
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표 19. 메주 유래 곰팡이 균주에 대한 특성 분석

No Strains
Identification

(다중-PCR)

Protease

activity

Amylase

activity

Cellulase

activity

Aflatoxin B1

(㎍/㎏)

1 SCF6 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

2 SCF11 Aspergillus oryzae + ++ - ND

3 SCF13 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

4 SCF17 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

5 SCF27 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

6 SCF37 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

7 SCF38 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

8 SCF63 Aspergillus oryzae + ++ - ND

9 SCF65 Aspergillus oryzae + - - ND

10 SCF66 Aspergillus oryzae + ++ - ND

11 SCM215024 Aspergillus oryzae + + - ND

12 SCD215039 Aspergillus oryzae + + - ND

13 SCM219023 Aspergillus oryzae + + - ND

14 SCD215028 Aspergillus oryzae + ++ - ND

15 SCD215031 Aspergillus oryzae + + - ND

16 SCD215029 Aspergillus oryzae + + - ND

17 SCD215034 Aspergillus oryzae + + - ND

18 SCM215022 Aspergillus oryzae + + - ND

19 SCD215028 Aspergillus oryzae + ++ - ND

20 SCD215038 Aspergillus oryzae + + - ND

21 SCM215037 Aspergillus oryzae + ++ - ND

22 SCM215028 Aspergillus oryzae + + - ND

23 SCD215025 Aspergillus oryzae + + - ND

24 SCD215037 Aspergillus oryzae + + - ND

25 SCD215041 Aspergillus oryzae + ++ - ND

26 SCD215030 Aspergillus oryzae + + - ND

27 SCD215036 Aspergillus oryzae + + - ND

28 SCD215024 Aspergillus oryzae + + - ND

29 SCM2150217 Aspergillus oryzae + ++ - ND

30 KFI1201 Aspergillus oryzae + ++ - ND

31 KFI1210 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

32 KFI1211 Aspergillus oryzae + + - ND

33 KFI1218 Aspergillus oryzae + ++ - ND

34 KFI1219 Aspergillus oryzae + + - ND

35 SKO1101 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

*Symbols : - not shown, + 1.0-1.5cm, ++; 1.6-2.0 cm, +++; 2.1-2.5 cm
식품공전분석법

TLC, HPLC
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No Strains
Identification

(다중-PCR)

Protease

activity

Amylase

activity

Cellulase

activity

Aflatoxin B1

(㎍/㎏)

36 SCO1102 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

37 SCO1103 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

38 SCO1104 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

39 SCO1105 Aspergillus oryzae ++ ++ - ND

40 SCMF 001 Aspergillus oryzae + ++ + ND

41 SCMF 003 Aspergillus oryzae - - + ND

42 SCMF 005 Aspergillus oryzae + - + ND

43 SCMF 006 Aspergillus oryzae + - + ND

44 SCMF 027 Aspergillus oryzae + +++ + ND

45 SCMF 033 Aspergillus oryzae - - + ND

46 SCMF 048 Aspergillus oryzae - +++ - ND

47 SCMF 129 Aspergillus oryzae - - + ND

*Symbols : - not shown, + 1.0-1.5cm, ++; 1.6-2.0 cm, +++; 2.1-2.5 cm
식품공전분석법

TLC, HPLC

5.2 된장 유래 곰팡이 균주의 특성 분석
- 된장 분리 곰팡이 11종에 대하여 표준 균주(Aspergillus oryzae, niger)와의 형태학적 성상 비교

와 분자생물학적 특성 분석을 통하여 동정한 결과 식품원료미생물로 사용가능한 Aspergillus

oryzae 3종을 선별하였고, 선별균주에 대하여 효소생산성과 독소생성여부를 확인하여 그 결과를

표에 나타내었다.

표 19. 된장 유래 곰팡이 균주에 대한 특성 분석

No Strains
Identification

(다중-PCR)

Protease

activity

Amylase

activity

Cellulase

activity

Aflatoxin B1

(㎍/㎏)

1 SCDF 004 Aspergillus oryzae - - + ND

2 SCDF 007 Aspergillus oryzae - + + ND

3 SCDF 009 Aspergillus oryzae - - + ND

*Symbols : - not shown, + 1.0-1.5cm, ++; 1.6-2.0 cm, +++; 2.1-2.5 cm
식품공전분석법

TLC, HPLC

5.3 된장 유래 곰팡이 균주의 특성 분석
- 고추장에서 신규 분리한 곰팡이에 대한 특성 분석 실험을 진행하였으며, 표준 균주(Aspergillus

oryzae, niger)와의 형태학적 성상 비교와 분자생물학적 특성 분석을 통하여 동정한 결과 식품

원료미생물로 사용가능한 Aspergillus oryzae를 선별하기 위한 분리작업을 진행하였다. 그 결과

총 6종의 곰팡이 균주를 선별하였으며, 동정 결과 Aspergillus oryzae는 동정되지 않아 새로운

시료를 이용하여 2차 곰팡이 균주 8종을 분리하였으나 기타 병원성 및 식품에 사용 불가능한 곰

팡이로 나타나 최종 제품화 된 고추장으로부터 Aspergillus oryzae 균주를 분리하기 어렵다는

선행 연구 결과와 동일한 결과를 얻었다.
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6. 전통장류발효식품의 Microflora 분석을 통한 전체 발효균총 분석

6.1 순창 메주 샘플 발효 균총 분석

6.1.1 순창 메주 샘플의 전처리

- Barcode primer를 이용한 PCR 수행 :전체 미생물의 다양성을 분석하기 위하여 16S rRNA 유전

자 중 가변영역인 V1~V3부분을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer를 제작하였다. 세균 특이적

primer에는 27F(5'-GAG TTT GAT CMT GGC TCA G-3')/518R (5'-WTT ACC GCG GCT

GCT GG-3') 에 sequencing을 진행하는 각각의 역방향 primer에는 pyrosequencing을 수행하기

위한 adaptor A(5'-CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC-3')부분과 핵심 염기서열

인 TCAG, 10개의 염기서열로 이루어진 각각의 barcode, linker를 붙이고, sequencing을 하지 않

는 정방향 primer에는 adaptor B(5'-CCT ATC CCC TGT GTG CCT TGG CAG TC-3')와 핵

심 염기서열과 각각의 linker를 붙여 제작하여, 추출된 미생물의 전체 genomic를 주형으로 삼아

제작된 primer로 PCR를 수행하여 확인하였다.

6.1.2 GS-FLX Plus Run 과정 진행

6.1.2.1 Microreactor형성

- Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. Capture bead에는 library의 A adapter와 결

합할 수 있는 상보적인 primer가 존재하여 library와 결합이 가능하다. 이 때 한 가닥의 single

strand와 하나의 capture bead가 결합시키는 것이 중요하다. DNA가 결 합된 capture bead와

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다.

6.1.2.2 Emulsion PCR

- Microreactor가 형성되면 PCR reagent와 반응하여 각각의 microreactor내부에서 clonal

amplification이 일어나고 대략 1000분자 증폭이 일어나면 oil막이 깨져 amplified DNA를 얻게

된다. 이는 sequencing이 이루어지는 최소 단위가 되며 microreactor 1개당 하나의 sequencing결

과가 생성된다.

6.1.2.3 PicoTiterPlate packaing

- Sequencing을 하기 위한 마지막 단계로 sequencing이 일어나는 PicoTiterPlate에 Micro-reactor

를 넣어준다. Picotiterplate는 직경 44 um pore를 가지고 있어 Micro- reactor가pore에 하나씩

들어가게 된다. 적정농도의 Micro-reactor를 plate에 흘려주고 centrifugation을 통해 deposit 시

킨다. 그 후 pore의 공간을 채우기 위해 packing beads를 넣고 sequencing을 하기위한 enzyme

beads를 마지막으로 넣고 centrifugation을 통해 packing한다.

6.1.2.4 Pyrosequencing

- 100만 개의 PicoTiter pore마다 Pyrosequencing의 원리를 이용한 연속적인 sequencing이루어진

다. 이는 동시에 수만 개의 signal을 얻음으로써 sequencing의 효율을 높이는 작용을 한다. 우선

polymerase에 의해 A adapter에 결합되어 있는 key sequence부터 합성이 시작되고 이로부터 얻

어지는 signal은 각 nucleotide가 나타내는 signal의 정도를 나타내는 기준점으로 작용된다.

Pyrosequencing은 하나의 nuleotide가 합성되면서 n상태가 n+1상태가 되고 이때 부산물로 생성

되는 PPi가 Adenylphosphate sulfate(APS)와 반응하여 ATP를 형성하게 된다. 생성된 ATP는
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luciferase에 의해 luciferin과 반응하여 생성되는 signal을 통해 sequencing이 이루어진다.

Pyrosequencing의 경우 4개의 nucleotide를 G-C-T-A순으로 넣어주어 sequencing을 진행하였으며,

데이터 분석을 위하여 CD-HIT-OTU, Mothur, Silva database, BLAST, Needleman과 같은

Bioinformatic tool을 이용하였다.

그림 6. 순창군 수집 메주의 면단위 발효 균총 분석 결과



- 237 -

그림 5. 순창군 수집메주의 전체 발효균총 분석 결과

- 순창군 면단위로 수집한 메주의 발효균총을 분석한 결과 다양한 Bacteria의 존재를 확인하였다.

Acinetobacter, Ignatzschineria, Weissella, Carnobacterium, Listeria, Staphylococcus, Kocuria,

Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Leuconostoc, P lanomicrobium, Microbacterium,

Pseudomonas, Brochothrix, Brevibacterium, Pantoea, Jeotgalicoccus, Arthrobacter,

Pediococcus, Leucobacter, Sporolactobacillus, Halomonas, Erwinia, Lactobacillus, Raoultella,

Lactococcus, Ewingella, Enterococcus, Paenibacillus 속(Genus)에 속하는 다양한 bacteria가 검

출되었으며, 추가적으로 종(Species) 수준으로 분석을 진행 중이며, 현재 까지 완료된 순창군 면

단위의 메주샘플의 속(Genus)수준으로 분석한 결과를 그림 5와 그림 6에 나타내었다.

6.2 순창 된장 샘플 발효 균총 분석

6.2.1 순창 된장 샘플의 전처리

- Barcode primer를 이용한 PCR 수행 :전체 미생물의 다양성을 분석하기 위하여 16S rRNA 유전

자 중 가변영역인 V1~V3부분을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer를 제작하였다. 세균 특이적

primer에는 27F(5'-GAG TTT GAT CMT GGC TCA G-3')/518R (5'-WTT ACC GCG GCT

GCT GG-3') 에 sequencing을 진행하는 각각의 역방향 primer에는 pyrosequencing을 수행하기

위한 adaptor A(5'-CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC-3')부분과 핵심 염기서열

인 TCAG, 10개의 염기서열로 이루어진 각각의 barcode, linker를 붙이고, sequencing을 하지 않

는 정방향 primer에는 adaptor B(5'-CCT ATC CCC TGT GTG CCT TGG CAG TC-3')와 핵

심 염기서열과 각각의 linker를 붙여 제작하여, 추출된 미생물의 전체 genomic를 주형으로 삼아

제작된 primer로 PCR를 수행하여 확인하였다.
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6.2.2 GS-FLX Plus Run 과정 진행

6.2.2.1 Microreactor형성

- Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. Capture bead에는 library의 A adapter와 결

합할 수 있는 상보적인 primer가 존재하여 library와 결합이 가능하다. 이 때 한 가닥의 single

strand와 하나의 capture bead가 결합시키는 것이 중요하다. DNA가 결 합된 capture bead와

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다.

- Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. Capture bead에는 library의 A adapter와 결

합할 수 있는 상보적인 primer가 존재하여 library와 결합이 가능하다. 이 때 한 가닥의 single

strand와 하나의 capture bead가 결합시키는 것이 중요하다. DNA가 결 합된 capture bead와

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다.

6.2.2.2 Emulsion PCR

- Microreactor가 형성되면 PCR reagent와 반응하여 각각의 microreactor내부에서 clonal

amplification이 일어나고 대략 1000분자 증폭이 일어나면 oil막이 깨져 amplified DNA를 얻게

된다. 이는 sequencing이 이루어지는 최소 단위가 되며 microreactor 1개당 하나의 sequencing결

과가 생성된다.

6.2.2.3 PicoTiterPlate packaing

- Sequencing을 하기 위한 마지막 단계로 sequencing이 일어나는 PicoTiterPlate에 Micro-reactor

를 넣어준다. Picotiterplate는 직경 44 um pore를 가지고 있어 Micro- reactor가pore에 하나씩

들어가게 된다. 적정농도의 Micro-reactor를 plate에 흘려주고 centrifugation을 통해 deposit 시

킨다. 그 후 pore의 공간을 채우기 위해 packing beads를 넣고 sequencing을 하기 위한 enzyme

beads 를 마지막으로 넣고 centrifugation을 통해 packing한다.

6.2.2.4 Pyrosequencing

- 100만 개의 PicoTiter pore마다 Pyrosequencing의 원리를 이용한 연속적인 sequencing이루어진

다. 이는 동시에 수만 개의 signal을 얻음으로써 sequencing의 효율을 높이는 작용을 한다. 우선

polymerase에 의해 A adapter에 결합되어 있는 key sequence부터 합성이 시작되고 이로부터 얻

어지는 signal은 각 nucleotide가 나타내는 signal의 정도를 나타내는 기준점으로 작용된다.

- Pyrosequencing은 하나의 nuleotide가 합성되면서 n상태가 n+1상태가 되고 이때 부산물로 생성

되는 PPi가 Adenylphosphate sulfate(APS)와 반응하여 ATP를 형성하게 된다. 생성된 ATP는

luciferase에 의해 luciferin과 반응하여 생성되는 signal을 통해 sequencing이 이루어진다.

Pyrosequencing의 경우 4개의 nucleotide를 G-C-T-A순으로 넣어주어 sequencing을 진행하였으

며, 데이터 분석을 위하여 CD-HIT-OTU, Mothur, Silva database, BLAST, Needleman과 같은

Bioinformatic tool을 이용하였다.

- NGS 기법을 이용한 전통발효식품 중의 미생물 군집 분석은 454 GS FLX pyrosequencer 기기를

사용하였으며, Roche GS-FLX Ti/Plus의 NGS 분석 프로세스에 따라 미생물상 분석을 진행하였

다.
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그림 6. NGS 기법을 이용한 전통발효식품 중의 미생물 군집 분석

그림 7. 전국 팔도에서 수집한 재래식 된장의 미생물 군집 분석 결과
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그림 8. 제주도 수집 된장의 미생물 군집 분석 결과

- 전국 8도 및 제주도에서 수집한 재래식 된장의 미생물상 분석결과 제주도 된장에서는 주로

Tetragenococcus (91.0%), Bacillus (0.01%), Lactobacillus (33.0%)가 많이 분포하는 것으로

나왔으며, 전국 8도에서 수집한 재래식 된장의 미생물 상 분석결과 Tetragenococcus (33.0 ~

40.0%), Bacillus (45.0 ~ 50.0%), Lactobacillus (39.0%)가 주종을 형성하는 것으로 확인 되었

으며, 위의 결과를 토대로 제주도 재래식 된장에서는 Tetragenococcus가 주종을 형성하는 것

으로 나왔으며 다른 지역보다는 Bacillus 속이 된장의 미생물상의 주종을 형성하고 있지 않는

것으로 확인되었다.

6.3 전국 고추장 샘플 발효 균총 분석

6.3.1 전국 고추장 샘플의 전처리

- Barcode primer를 이용한 PCR 수행 : 전체 미생물의 다양성을 분석하기 위하여 16S rRNA

유전자 중 가변영역인 V1~V3 부분을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer를 제작하였다. 세균

특이적 primer에는 27F(5’-GAG TTT CMT GGC TCA G-3’)/518R(5’-WTT ACC GCG

GCT GCT GG-3’)에 sequencing을 진행하는 각각의 역방향 primer에는 pyrosequencing을 수

행하기 위한 adaptor A(5'-CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC-3')부분과 핵심

염기서열인 TCAG, 10개의 염기서열로 이루어진 각각의 barcode, linker를 붙이고, sequencing

을 하지 않는 정방향 primer에는 adaptor B(5'-CCT ATC CCC TGT GTG CCT TGG CAG

TC-3')와 핵심 염기서열과 각각의 linker를 붙여 제작하여, 추출된 미생물의 전체 genomic를

주형으로 삼아제작된 primer로 PCR를 수행하여 확인하였다.

6.1.2 GS-FLX Plus Run 과정 진행
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6.2.2.1 Microreactor형성

- Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. Capture bead에는 library의 A adapter와 결

합할 수 있는 상보적인 primer가 존재하여 library와 결합이 가능하다. 이 때 한 가닥의 single

strand와 하나의 capture bead가 결합시키는 것이 중요하다. DNA가 결 합된 capture bead와

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다.

- Library ssDNA를 DNA Capture beads와 섞어준다. Capture bead에는 library의 A adapter와 결

합할 수 있는 상보적인 primer가 존재하여 library와 결합이 가능하다. 이 때 한 가닥의 single

strand와 하나의 capture bead가 결합시키는 것이 중요하다. DNA가 결 합된 capture bead와

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다.

6.2.2.2 Emulsion PCR

- Microreactor가 형성되면 PCR reagent와 반응하여 각각의 microreactor내부에서 clonal

amplification이 일어나고 대략 1000분자 증폭이 일어나면 oil막이 깨져 amplified DNA를 얻게

된다. 이는 sequencing이 이루어지는 최소 단위가 되며 microreactor 1개당 하나의 sequencing결

과가 생성된다.

6.2.2.3 PicoTiterPlate packaing

- Sequencing을 하기 위한 마지막 단계로 sequencing이 일어나는 PicoTiterPlate에 Micro-reactor

를 넣어준다. Picotiterplate는 직경 44 um pore를 가지고 있어 Micro- reactor가pore에 하나씩

들어가게 된다. 적정농도의 Micro-reactor를 plate에 흘려주고 centrifugation을 통해 deposit 시

킨다. 그 후 pore의 공간을 채우기 위해 packing beads를 넣고 sequencing을 하기 위한 enzyme

beads 를 마지막으로 넣고 centrifugation을 통해 packing한다.

6.2.2.4 Pyrosequencing

- 100만 개의 PicoTiter pore마다 Pyrosequencing의 원리를 이용한 연속적인 sequencing이루어진

다. 이는 동시에 수만 개의 signal을 얻음으로써 sequencing의 효율을 높이는 작용을 한다. 우선

polymerase에 의해 A adapter에 결합되어 있는 key sequence부터 합성이 시작되고 이로부터 얻

어지는 signal은 각 nucleotide가 나타내는 signal의 정도를 나타내는 기준점으로 작용된다.

- Pyrosequencing은 하나의 nuleotide가 합성되면서 n상태가 n+1상태가 되고 이때 부산물로 생성

되는 PPi가 Adenylphosphate sulfate(APS)와 반응하여 ATP를 형성하게 된다. 생성된 ATP는

luciferase에 의해 luciferin과 반응하여 생성되는 signal을 통해 sequencing이 이루어진다.

Pyrosequencing의 경우 4개의 nucleotide를 G-C-T-A순으로 넣어주어 sequencing을 진행하였으

며, 데이터 분석을 위하여 CD-HIT-OTU, Mothur, Silva database, BLAST, Needleman과 같은

Bioinformatic tool을 이용하였다.

- NGS 기법을 이용한 전통발효식품 중의 미생물 군집 분석은 454 GS FLX pyrosequencer 기기를

사용하였으며, Roche GS-FLX Ti/Plus의 NGS 분석 프로세스에 따라 미생물상 분석을 진행하였

다.
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- NGS 기법을 이용하여 전국수집 고추장의 세균 군집 분석결과 phylum level에서는 지역별 고추

장 샘플에 따라서 Actinobacteria(1~38%), Bacteroidetes(0.4~2.2%), Cyanobacteria(1.4~63%),

Firmicutes(37~99%), 및 P roteobacteria(4.5~62%)가 군집을 형성하고 있는 것으로 분석결과 확

인되었다.

- Genus level에서는 지역별 고추장 샘플에 따라 Bacillus(18~94%), Lactobacillus(13~97%),

Enterococcus(3~17%), Teragenococcus(8%), Halomonas(62%) 및 Staphylococcus(1~8%)가 주요

군집을 형성하고 있는 것으로 분석결과 확인되었다.
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[별첨자료_메주 분리 세균의 특성분석 결과]

순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

1 SCMB 1 1.9 -　 - - - 28.32

2 SCMB 2 - - - - - 18.28

3 SCMB 3 - - - - - 41.80

4 SCMB 4 -　 - - - - 50.42

5 SCMB 5 - - - 1.2 - 38.25

6 SCMB 6 - - - 1.4 - 28.71

7 SCMB 7 - -　 - - - 45.83

8 SCMB 8 - - - 1.6 - 24.60

9 SCMB 9 - - - - - 27.47

10 SCMB 10 - - - 1.2 - 15.07

11 SCMB 11 - - - - - 25.46

12 SCMB 12 -　 - - 1.6 - 29.62

13 SCMB 13 - - - - - 28.47

14 SCMB 14 - - - - - 20.98

15 SCMB 15 - - - - - 43.89

16 SCMB 16 - - - 1.1 - 19.73

17 SCMB 17 - - - 1.1 - 22.08

18 SCMB 18 - - - - - 17.44

19 SCMB 19 - - - - - 25.79

20 SCMB 20 - - - - - 41.11

21 SCMB 21 - - - 1.6 - 49.41

22 SCMB 22 - - - 1.3 - 9.61

23 SCMB 23 - - - - - 15.87

24 SCMB 24 2.4 1.5 - - - 20.59

25 SCMB 25 - - - - - 52.52

26 SCMB 26 - - - - - 44.07

27 SCMB 27 - - - - - 49.20

28 SCMB 28 - - - - - 21.07

29 SCMB 29 - - - - - 15.10

30 SCMB 30 - - - - - 19.15

31 SCMB 31 - - - - - 13.67

32 SCMB 32 - - - 1.2 - 51.97

33 SCMB 33 - - - 1.5 - 44.53

34 SCMB 34 - - - - - 16.49

35 SCMB 35 - - - - - 8.49

36 SCMB 36 - - - - - 53.58

37 SCMB 37 - - - - - 16.10

38 SCMB 38 - - - - - 50.47

39 SCMB 39 - - - - - 48.80

40 SCMB 40 - - - 1.5 - 48.14

41 SCMB 41 - - - 1.3 - 48.25

42 SCMB 42　 - - - - - 28.33

43 SCMB 43 - - - - - 26.50

44 SCMB 44　 - - - - - 25.92

45 SCMB 45　 - - - 1.6 - 49.11

46 SCMB 46　 - - - - - 23.40

47 SCMB 47 - - - - - 30.50

48 SCMB 48　 - - - - - 1.68

49 SCMB 49 - - - - - 5.76

50 SCMB 50　 - - - - - 1.33
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

51 SCMB 51　 - - 1.9 - - 4.74

52 SCMB 52　 - - - - - 5.17

53 SCMB 53　 - - - - - 0.13

54 SCMB 54　 - - - - - 0.39

55 SCMB 55　 - - - - - 2.96

56 SCMB 56　 - - - - - 3.73

57 SCMB 57　 - - - - - 3.30

58 SCMB 58　 2.0 - - - - 1.91

59 SCMB 59　 1.5 - 1.6 - - 5.06

60 SCMB 60　 2.4 1.2 - - - 10.18

61 SCMB 61　 - - - - - 5.63

62 SCMB 62　 2.3 1.2 -　 - - 2.45

63 SCMB 63　 - - - 1.5 - 52.38

64 SCMB 64　 2.3 1.2 - - - 1.53

65 SCMB 65　 1.7 1.2 - - - 0.62

66 SCMB 66　 - 　- - - - 53.28

67 SCMB 67　 - - - - - 48.50

68 SCMB 68　 - - - - - 46.66

69 SCMB 69　 - - - - - 50.96

70 SCMB 70　 - - - 1.3 - 54.08

71 SCMB 71　 - - - - - 23.95

72 SCMB 72　 - 1.5 1.1 - - 19.15

73 SCMB 73　 - 1.6 - - - 19.57

74 SCMB 74　 - - - - - 48.69

75 SCMB 75　 - -　 - - - 25.67

76 SCMB 76　 - - - - - 46.45

77 SCMB 77 - - - 1.3 - 50.46

78 SCMB 78　 - - - - - 49.51

79 SCMB 79　 1.4 1.0 - - - 14.39

80 SCMB 80　 - - - - - 50.50

81 SCMB 81 1.5 1.1 1.5 - - 3.65　

82 SCMB 82 2.3 1.1 1.1 - - 22.29

83 SCMB 83 2.0 1.1 1.1 - - 28.66

84 SCMB 84 　- - 1.5 - - 27.91

85 SCMB 85 2.5 2.1 - - - 24.33

86 SCMB 86 3.0 1.0 1.4 - - 26.33

87 SCMB 87 - - - - - 52.62

88 SCMB 88 1.3 - 1.3 - - 27.62

89 SCMB 89 - - - -　 - 51.50

90 SCMB 90 - - - - - 19.04

91 SCMB 91 - - - 1.1　 - 51.23

92 SCMB 92 - - - - - 51.57

93 SCMB 93 - - - - - 53.96

94 SCMB 94 - - - 1.1 - 53.19

95 SCMB 95 - - - 1.3 - 32.69

96 SCMB 96 - - - 1.2 - 28.36

97 SCMB 97 - - - 1.2 - 58.35

98 SCMB 98 - - - - - 57.98

99 SCMB 99 - - - 1.2 - 55.77

100 SCMB 100 - - - - - 64.58
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

101 SCMB 101 - - - - - 59.53

102 SCMB 102 - 1.6 - 1.3 - 22.06

103 SCMB 103 - - - 1.2 - 39.41

104 SCMB 104 - - 1.3 1.3 - 4.23

105 SCMB 105 2.5 1.6 1.5 1.1 - 12.05

106 SCMB 106 1.5 - 1.8 1.1 - 6.19

107 SCMB 107 - - 1.6 - 1.6 0.66

108 SCMB 108 - - - 1.1 - 53.22

109 SCMB 109 2.1 1.5 2.4 - 1.8 7.13

110 SCMB 110 - - - - - 29.27

111 SCMB 111 - - - 1.1 - 34.15

112 SCMB 112 - - - - - 63.03

113 SCMB 113 - - - - - 26.73

114 SCMB 114 - - - 1.1 - 41.03

115 SCMB 115 - - - 1.1 - 26.95

116 SCMB 116 - - - - - 59.40

117 SCMB 117 - - - 1.2 - 56.59

118 SCMB 118 - - - - - 30.60

119 SCMB 119 - - - 1.1 - 29.90

120 SCMB 120 - - - - - 27.66

121 SCMB 121 1.9 1.0 2.0 1.3　 1.6 9.91

122 SCMB 122 2.2 1.2 1.3 -　 - 6.36

123 SCMB 123 2.3 1.2 1.3 - - 10.68

124 SCMB 124 - - 1.6 1.3 2.6 4.70

125 SCMB 125 - - 1.2 1.1 - 9.16

126 SCMB 126 - - 1.2 1.2 2..0 6.44

127 SCMB 127 2.6 1.5 - - - 5.65

128 SCMB 128 2.3 1.4 1.3 1.5 - 5.63

129 SCMB 129 2.5 1.5 - 1.3 - 4.20

130 SCMB 130 - - - 1.2 - 27.44

131 SCMB 131 - - - 1.0 - 26.98

132 SCMB 132 1.1 - - - - 5.74

133 SCMB 133 2.2 1.2 1.4 1.2 - 12.74

134 SCMB 134 - -　 - - - 20.33

135 SCMB 135 - - - - - 45.38　

136 SCMB 136 - - - 1.3 - 61.24

137 SCMB 137 - - - - - 28.80

138 SCMB 138 - - - - - 58.35

139 SCMB 139 - - - - - 57.98

140 SCMB 140 - - - - - 56.84

141 SCMB 141 1.7 - - - - 12.80

142 SCMB 142 - - - - - 62.33

143 SCMB 143 - - - - - 57.42

144 SCMB 144 2.3 1.2 - 1.4 1.3 5.14

145 SCMB 145 2.3 1.2 1.0 1.3 1.6 14.46

146 SCMB 146 1.8 1.2 2.0 1.2 1.6 2.94

147 SCMB 147 　- - - - - 38.23

148 SCMB 148 - - - - - 53.22

149 SCMB 149 - - - - - 27.77

150 SCMB 150 - - - 1.2 - 31.52
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

151 SCMB 151 1.5 - - - 1.3 3.66

152 SCMB 152 1.6 - - 1.2 - 9.24

153 SCMB 153 - -　 - - - 62.43

154 SCMB 154 - - - -　 - 26.73

155 SCMB 155 - - - - - 36.87

156 SCMB 156 - - - - - 24.53

157 SCMB 157 - - - - - 59.40

158 SCMB 158 - - - 1.2 - 56.08

159 SCMB 159 - - - - - 27.83

160 SCMB 160 - - - - - 27.12

161 SCMB 161 　- - - 1.2 - 29.43

162 SCMB 162 1.3 - - 1.3 - 9.85

163 SCMB 163 - - - - - 28.39

164 SCMB 164 - - - - - 26.98

165 SCMB 165 - - - 1.4 - 20.33

166 SCMB 166 - - - - - 45.38

167 SCMB 167 - - - - - 52.97

168 SCMB 168 - - - - - 19.74

169 SCMB 169 - - - 1.1 - 18.41

170 SCMB 170 - - - 1.2 - 28.99

171 SCMB 171 - - - - - 48.10

172 SCMB 172 - - - - - 40.54

173 SCMB 173 1.5 - - - - 14.90

174 SCMB 174 2.6 2.5 - 1.3 - 8.19

175 SCMB 175 - - - - - 18.73

176 SCMB 176 - - - - - 17.51

177 SCMB 177 1.0 - - - - 51.87

178 SCMB 178 - - - 1.2 - 18.73　

179 SCMB 179 - - - - - 61.26

180 SCMB 180 2.6 1.6 1.5 - - 16.66

181 SCMB 181 1.6 - - - - 7.45

182 SCMB 182 - - - - - 50.91

183 SCMB 183 - - - - - 24.00

184 SCMB 184 - - - - - 54.33

185 SCMB 185 - - - - - 55.79　

186 SCMB 186 - - - - - 37.94

187 SCMB 187 - - - - - 63.86

188 SCMB 188 - - - - - 45.04

189 SCMB 189 - - - - - 25.27

190 SCMB 190 - - - 1.2 - 22.56

191 SCMB 191 - - - - - 50.23

192 SCMB 192 - - - - - 22.81

193 SCMB 193 2.5 1.2 1.5 - - 8.01

194 SCMB 194 - - - - - 61.40

195 SCMB 195 - - - - - 49.51

196 SCMB 196 - - - - - 67.80

197 SCMB 197 - - - - - 30.52

198 SCMB 198 - - - 1.3 - 50.03

199 SCMB 199 - - - 1.3 - 21.67

200 SCMB 200 - - - 1.1 - 21.58
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

201 SCMB 201 2.0 1.2 1.3 1.4　 - 4.65　

202 SCMB 202 -　 - 1.7 1.5 - 10.63

203 SCMB 203 1.9 - 1.7 　- - 12.56

204 SCMB 204 2.5 1.6 1.7 1.2 - 2.64

205 SCMB 205 - 1.1 -　 1.5 3.4 7.09

206 SCMB 206 - - 1.7 - - 45.60

207 SCMB 207 - - 2.3 - 3.3 28.12

208 SCMB 208 2.4 1.5 2.0 - 1.2 10.86

209 SCMB 209 - - - 1.4 - 15.87

210 SCMB 210 - - - 1.3 - 20.35

211 SCMB 211 - - - 1.3 - 21.75

212 SCMB 212 - - - 1.2 - 20.77

213 SCMB 213 - - - - - 23.76

214 SCMB 214 2.7 1.6 1.5 - - 26.69

215 SCMB 215 - - - 1.3 - 23.46

216 SCMB 216 2.5 1.1 1.5 - - 20.66

217 SCMB 217 1.6 - 1.5 - 1.2 6.94

218 SCMB 218 2.5 2.6 　- - - 11.70

219 SCMB 219 2.3 1.2 1.3 - - 9.65

220 SCMB 220 2.2 1.2 1.2 - - 14.28

221 SCMB 221 2.6 1.3 2.3 - 2.0 7.18

222 SCMB 222 2.5 1.3 1.3 - 1.0 8.65

223 SCMB 223 - - - - - 21.46

224 SCMB 224 2.6 1.8 1.4 - - 11.32

225 SCMB 225 2.3 1.5 - - 1.1 6.63

226 SCMB 226 - - - - - 21.32

227 SCMB 227 - - - - - 58.44

228 SCMB 228 1.5 - - - - 5.12

229 SCMB 229 - - - - - 32.35

230 SCMB 230 - - - - - 25.48　

231 SCMB 231 2.2 1.2 - 1.3 - 11.48

232 SCMB 232 - - - - - 57.77

233 SCMB 233 - - - - - 57.42

234 SCMB 234 - - - - - 57.69

235 SCMB 235 - - - 1.1 - 20.67

236 SCMB 236 1.5 - - 1.3 - 6.75

237 SCMB 237 - - - 1.3 - 26.14

238 SCMB 238 - - - 1.3 - 27.92

239 SCMB 239 1.4 1.0 - 1.4 - 14.26

240 SCMB 240 2.3 -　 - 1.3 - 5.08

241 SCMB 241 2.3 1.6 1.9 - - 4.56

242 SCMB 242 2.7 1.6 1.5 1.3 - 13.96

243 SCMB 243 2.6 1.3 1.5 1.2 1.2 9.10

244 SCMB 244 - - - 1.2 - 30.94

245 SCMB 245 1.3 - - 1.2 - 23.44

246 SCMB 246 - - - - - 52.90

247 SCMB 247 - - - - - 57.71

248 SCMB 248 - - - 1.3 - 16.72

249 SCMB 249 2.0 - - 1.3 - 20.20

250 SCMB 250 - - - 1.2 - 24.27
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

251 SCMB 251 - - - 1.2 - 42.37

252 SCMB 252 - - - 1.3 - 27.91

253 SCMB 253 - - - 1.3 - 32.89

254 SCMB 254 - - - - - 13.04　

255 SCMB 255 - - - 1.2 - 6.70

256 SCMB 256 - - - 1.2 - 12.78

257 SCMB 257 - - - 1.3 - 6.22

258 SCMB 258 - - - - - 21.54

259 SCMB 259 - - - 1.3 - 19.97

260 SCMB 260 - - - - - 21.93

261 SCMB 261 - - - 1.2 - 14.41

262 SCMB 262 2.3 - 2.0 1.4 - 6.89

263 SCMB 263 1.9 - 1.5 1.3 - 26.88

264 SCMB 264 2.4 - 1.5 1.4 1.1 8.13

265 SCMB 265 1.1 2.6 - 1.3 - 10.04

266 SCMB 266 2.1 - - 1.4 - 17.27

267 SCMB 267 - - 1.1 1.4 - 42.45

268 SCMB 268 - - - -　 - 26.55

269 SCMB 269 - - 1.6 1.2 3.0 28.91

270 SCMB 270 - - - - - 11.23

271 SCMB 271 - - - - - 3.39

272 SCMB 272 - - - - - 20.13

273 SCMB 273 2.5 1.7 - - - 15.94

274 SCMB 274 2.4 2.3 1.3 1.4 - 16.49

275 SCMB 275 2.5 2.5 1.6 -　 - 12.82　

276 SCMB 276 - - 2.1 1.3 - 8.47

277 SCMB 277 - - - - - 24.90　

278 SCMB 278 - - - - - 16.59

279 SCMB 279 - - - 1.6 - 18.32

280 SCMB 280 - - - 1.4 - 22.24

281 SCMB 281 1.9 - - 1.4 - 17.94

282 SCMB 282 - - - 　- - 30.48

283 SCMB 283 - - - 1.4 - 23.37

284 SCMB 284 - - - -　 - 50.05

285 SCMB 285 - - - 1.2 - 32.24

286 SCMB 286 - - - 1.3 - 29.64

287 SCMB 287 　 1.3 - - - 3.33

288 SCMB 288 2.7 - - 1.3 - 6.05

289 SCMB 289 - - - -　 - 44.68

290 SCMB 290 - - - 1.0 - 37.11　

291 SCMB 291 - - - 1.2 - 24.11

292 SCMB 292 - - - - - 54.40

293 SCMB 293 - - - - - 18.69

294 SCMB 294 - - - - - 16.31

295 SCMB 295 1.5 - - 1.2 - 42.17

296 SCMB 296 - - - - - 47.77

297 SCMB 297 - - - - - 48.27

298 SCMB 298 - - - - - 48.81

299 SCMB 299 - - - - - 17.96

300 SCMB 300 - - - 1.0 - 22.83
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

301 SCMB 301 1.5 - - - - 10.81

302 SCMB 302 1.9 - - - - 3.82

303 SCMB 303 1.5 - - 1.2 - 9.81

304 SCMB 304 - - - 1.1 - 30.55

305 SCMB 305 1.5 - - -　 - 5.60

306 SCMB 306 - - - 1.3 - 12.40

307 SCMB 307 - - - - - 49.16

308 SCMB 308 - - - - - 10.61

309 SCMB 309 - - - - - 27.87

310 SCMB 310 - - - - - 19.52

311 SCMB 311 - - - - - 26.65

312 SCMB 312 - - - - - 28.80

313 SCMB 313 - - - - - 28.28

314 SCMB 314 - - - - - 13.10

315 SCMB 315 - - - 1.3 - 23.48

316 SCMB 316 - - - 1.3 - 25.82

317 SCMB 317 - - - 1.2 - 18.92

318 SCMB 318 - - - 1.2 - 27.14

319 SCMB 319 - - - - - 44.50

320 SCMB 320 - - - - - 31.73

321 SCMB 321 2.4 1.1 1.3 -　 1.4 3.99

322 SCMB 322 - - - - - 54.33

323 SCMB 323 1.2 - - 1.3 - 16.98

324 SCMB 324 1.8 - - 1.2 - 3.40

325 SCMB 325 2.6 2.0 2.0 1.3 - 6.19

326 SCMB 326 1.7 - - 1.0 - 10.29

327 SCMB 327 2.2 - - 1.0 - 11.86

328 SCMB 328 1.9 - - 1.3 - 9.94

329 SCMB 329 1.5 - - 1.0 - 34.32

330 SCMB 330 - - - - - 46.05

331 SCMB 331 - - - - - 48.50

332 SCMB 332 - - - 1.1 - 48.40

333 SCMB 333 1.3 - - 1.2 - 23.57

334 SCMB 334 - - - - - 17.27

335 SCMB 335 - - - - - 20.89

336 SCMB 336 - - - 1.3 - 18.00

337 SCMB 337 1.3 - - - - 10.40

338 SCMB 338 - - - - - 41.14

339 SCMB 339 1.4 - 1.4 - - 29.06

340 SCMB 340 - - - 1.5 - 4.86

341 SCMB 341 1.5 - 1.5 1.2 1.1 8.71

342 SCMB 342 - - - -　 - 14.01

343 SCMB 343 1.3 - - 1.5 - 24.71

344 SCMB 344 - - - 1.4 - 21.34

345 SCMB 345 - - - 1.4 - 24.26

346 SCMB 346 - - - 1.2 - 22.00

347 SCMB 347 1.3 - - - - 25.29

348 SCMB 348 -　 - - - - 35.82

349 SCMB 349 2.1 1.2 - 1.5 - 8.97

350 SCMB 350 - - - 1.4 - 35.22
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

351 SCMB 351 - - - - - 21.76

352 SCMB 352 - - - - - 22.96

353 SCMB 353 - - - - - 29.60

354 SCMB 354 - - - - - 46.29

355 SCMB 355 - - - - - 22.44

356 SCMB 356 - - - - - 20.32

357 SCMB 357 - - - - - 50.22

358 SCMB 358 - - - - - 22.25

359 SCMB 359 - - - - - 21.27

360 SCMB 360 - - - - - 20.88

361 SCMB 361 - - - - - 19.10

362 SCMB 362 - - - - - 26.65

363 SCMB 363 - - - - - 21.48

364 SCMB 364 - - - - - 47.09

365 SCMB 365 - - - - - 22.02

366 SCMB 366 - - - - - 20.76

367 SCMB 367 - - - - - 18.66

368 SCMB 368 2.6 1.2 1.5 1.5 1.1 8.28

369 SCMB 369 - - - - - 17.30

370 SCMB 370 2.7 1.8 2.0 - - 11.77

371 SCMB 371 2.5 1.9 2.0 1.0 - 27.54

372 SCMB 372 2.5 1.9 2.0 1.3 - 11.35

373 SCMB 373 1.1 - - - - 10.22

374 SCMB 374 2.3 1.7 2.0 1.3 1.4 17.70

375 SCMB 375 1.8 - - 1.4 - 4.78

376 SCMB 376 - - 1.0 1.2 - 10.66

377 SCMB 377 - - - 1.3 - 36.57

378 SCMB 378 - - - - - 18.45

379 SCMB 379 1.5 - - - - 1.96

380 SCMB 380 1.3 - - - - 11.63

381 SCMB 381 - - - - - 19.13

382 SCMB 382 - - - - - 17.98

383 SCMB 383 1.4 - - 1.3 - 16.16

384 SCMB 384 - - - - - 44.51

385 SCMB 385 2.6 - 1.6 - - 17.25

386 SCMB 386 2.0 - 1.0 1.5 - 14.98

387 SCMB 387 2.4 2.1 1.3 1.6 1.8 2.92

388 SCMB 388 2.5 - 1.6 1.6 - 9.95

389 SCMB 389 1.2 - - - 1.0 2.82

390 SCMB 390 1.2 - - - - 54.34

391 SCMB 391 1.0 - - - - 2.69

392 SCMB 392 1.0 - - - - 4.42

393 SCMB 393 2.0 2.2 1.6 1.4　 - 25.31

394 SCMB 394 - - - - - 16.51

395 SCMB 395 1.9 1.5 1.5 1.5 - 2.60

396 SCMB 396 2.0 2.0 2.1 -　 - 10.49

397 SCMB 397 2.0 2.2 2.0 1.2 - 4.61

398 SCMB 398 1.7 - - 1.2 - 17.33

399 SCMB 399 1.6 - - 1.2 - 3.57

400 SCMB 400 1.4 - - 1.1 - 11.59
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

401 SCMB 401 - - - - - 42.89

402 SCMB 402 - - - - - 34.93

403 SCMB 403 - - - - - 36.94

404 SCMB 404 - - - - - 36.01

405 SCMB 405 - - - 1.3　 - 23.19

406 SCMB 406 2.3 - - - - 4.40

407 SCMB 407 2.7 2.5 - 1.4 - 8.98

408 SCMB 408 1.5 - - 1.2 - 2.09

409 SCMB 409 1.5 - - - - 12.17

410 SCMB 410 - - - 1.2 - 40.47

411 SCMB 411 1.3 - - - - 32.98

412 SCMB 412 - - - - - 43.76

413 SCMB 413 - - - 1.3 - 27.63

414 SCMB 414 - - - 1.2 - 23.41

415 SCMB 415 - - - 1.2 - 19.32

416 SCMB 416 - - - -　 - 16.19

417 SCMB 417 - - - 1.2 - 27.61

418 SCMB 418 - - - - - 54.12

419 SCMB 419 - - - - - 24.94

420 SCMB 420 - - - - - 49.65

421 SCMB 421 - - - - - 20.52

422 SCMB 422 - - - - - 26.26

423 SCMB 423 - - - - - 47.15

424 SCMB 424 - - - - - 47.43

425 SCMB 425 - - - 1.3 - 36.05

426 SCMB 426 - - - -　 - 41.76

427 SCMB 427 2.0 2.0 - 1.4 - 7.02

428 SCMB 428 - - - - - 41.79

429 SCMB 429 1.6 - - 1.2 - 10.01

430 SCMB 430 - - - - - 25.75

431 SCMB 431 1.6 - - - - 5.40

432 SCMB 432 2.3 1.3 1.7 - - 11.17

433 SCMB 433 - - - - - 59.67

434 SCMB 434 - - - - - 27.01

435 SCMB 435 - - - 1.2 - 27.12

436 SCMB 436 - - - - - 22.60

437 SCMB 437 - - - - - 54.65

438 SCMB 438 - - 1.5 1.3 - 2.94

439 SCMB 439 - - - - - 57.30

440 SCMB 440 - - - 1.2 - 21.16

441 SCMB 441 - - - - - 19.14

442 SCMB 442 1.5 - - - - 15.87

443 SCMB 443 - - - - - 47.71

444 SCMB 444 - - - - - 41.06

445 SCMB 445 2.4 1.2 - 1.4 - 7.60

446 SCMB 446 1.9 - - - - 14.58

447 SCMB 447 2.3 - - - - 14.63

448 SCMB 448 2.4 2.3 - 1.2 - 9.93

449 SCMB 449 2.1 1.3 - - - 5.53

450 SCMB 450 2.1 1.2 1.4 1.2 - 5.43
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

451 SCMB 451 - - - 1.1 - 18.11

452 SCMB 452 1.3 - - - - 51.66

453 SCMB 453 - - - - - 26.42

454 SCMB 454 1.1 - - 1.1 - 13.87

455 SCMB 455 - - - - - 19.20

456 SCMB 456 - - - - - 49.53

457 SCMB 457 - - - - - 45.80

458 SCMB 458 - - - - - 17.45

459 SCMB 459 1.0 - - - - 54.82

460 SCMB 460 - - - - - 67.41

461 SCMB 461 2.5 2.0 1.5 1.2 - 17.93

462 SCMB 462 2.1 1.6 2.0 1.3 - 3.03

463 SCMB 463 2.3 2.0 2.5 - - 0.53

464 SCMB 464 2.0 1.0 2.1 - - 39.88

465 SCMB 465 2.2 1.5 2.3 1.4 - 1.76

466 SCMB 466 2.5 1.5 2.0 1.3 1.2 4.52

467 SCMB 467 - - - - - 54.01

468 SCMB 468 - - - - - 19.75

469 SCMB 469 - - - 1.4 - 12.66

470 SCMB 470 - - - - - 24.84

471 SCMB 471 - - - - - 36.19

472 SCMB 472 - - - 1.1 - 28.32

473 SCMB 473 1.6 - - 1.2 - 6.23

474 SCMB 474 - - - 1.1 - 43.51

475 SCMB 475 - - - - - 51.60

476 SCMB 476 - - - 1.2 - 47.18

477 SCMB 477 - - - 1.1 - 26.94

478 SCMB 478 - - - 1.1 - 50.70

479 SCMB 479 1.5 - - - - 51.43

480 SCMB 480 - - - - - 30.74

481 SCMB 481 - - - 1.2 - 52.39

482 SCMB 482 2.3 - 2.3 1.0 - 4.28

483 SCMB 483 - - - 1.4 - 35.81

484 SCMB 484 2.0 - 2.0 1.3 - 12.92

485 SCMB 485 2.0 - 2.0 - - 8.52

486 SCMB 486 2.3 - - - - 9.03

487 SCMB 487 - - - 1.4 - 31.75

488 SCMB 488 - - - 1.0 - 46.91

489 SCMB 489 - - - - - 24.79

490 SCMB 490 - - - 1.1 - 37.36

491 SCMB 491 - - - 1.3 - 31.43

492 SCMB 492 - - - - - 30.13

493 SCMB 493 - - - - - 49.75

494 SCMB 494 - - - 1.3 - 23.13

495 SCMB 495 - - - 1.2 - 17.45

496 SCMB 496 - - - - - 66.93

497 SCMB 497 - - - 1.1 - 56.50

498 SCMB 498 2.6 1.7 2.0 - - 5.55

499 SCMB 499 2.0 1.0 2.2 1.1 - 3.03

500 SCMB 500 - - - - - 19.75
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

501 SCMB 501 2.3 1.4 1.3 - - 24.57

502 SCMB 502 - - - - - 12.66

503 SCMB 503 2.0 1.2 2.2 1.0 - 18.39

504 SCMB 504 1.7 - 2.2 - - 10.91

505 SCMB 505 2.3 - 1.5 1.2 - 16.02

506 SCMB 506 2.3 - 1.4 - - 17.21

507 SCMB 507 2.4 - 1.5 1.6 - 9.53

508 SCMB 508 2.4 - 1.3 - - 3.25

509 SCMB 509 2.3 1.3 1.3 - - 4.15

510 SCMB 510 - - - 1.2 - 24.84

511 SCMB 511 2.3 2.4 - - - 4.61

512 SCMB 512 - - - 1.0 - 34.45

513 SCMB 513 2.3 - 1.3 - - 13.41

514 SCMB 514 2.2 2.1 - 1.2 - 13.94

515 SCMB 515 - - - 1.2 - 26.77

516 SCMB 516 - - - - - 34.69

517 SCMB 517 - - - - - 51.60

518 SCMB 518 - - - - - 46.45

519 SCMB 519 - - - - - 26.94

520 SCMB 520 2.0 1.3 1.8 1.2 - 0.11

521 SCMB 521 - - - 1.2 - 50.70

522 SCMB 522 - - - -　 - 28.51

523 SCMB 523 2.0 2.3 1.0 1.3 - 0.15

524 SCMB 524 - - 1.6 -　 - 9.10

525 SCMB 525 2.0 1.3 1.5 1.4 - 23.10

526 SCMB 526 - - - - - 53.59

527 SCMB 527 - - - - - 32.19

528 SCMB 528 - - - 1.0 - 30.78

529 SCMB 529 - - - 1.1 - 47.38

530 SCMB 530 - - - 1.2 - 24.79

531 SCMB 531 - - - 1.1 - 37.36

532 SCMB 532 - - - -　 - 12.77

533 SCMB 533 1.8 - - 1.3 1.8 12.88

534 SCMB 534 - - - 1.2 - 31.24

535 SCMB 535 1.0 - - 1.4 - 1.11

536 SCMB 536 2.3 -　 1.3 1.3 - 20.76

537 SCMB 537 - - - 1.2 - 28.83

538 SCMB 538 2.5 1.6 1.6 - 1.1 14.92

539 SCMB 539 - - - - - 49.75

540 SCMB 540 - - - 1.1 - 23.13

541 SCMB 541 - - - 1.1 - 27.31

542 SCMB 542 - - - 1.1 - 48.89

543 SCMB 543 1.0 - - - - 21.26

544 SCMB 544 - - - 1.2 - 11.65

545 SCMB 545 - - 1.5 1.5 - 11.82

546 SCMB 546 2.2 - 1.4 1.1 - 16.36

547 SCMB 547 - - - 1.1 - 39.25

548 SCMB 548 - - - -　 - 50.88

549 SCMB 549 1.6 - 1.4 1.5 - 14.31

550 SCMB 550 - - - - - 26.80
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

551 SCMB 551 - - 1.3 - - 0.34

552 SCMB 552 1.9 - 1.5 - 1.2 3.20

553 SCMB 553 - - 1.3 1.2 - 4.77

554 SCMB 554 1.9 - 1.2 1.1 - 5.00

555 SCMB 555 2.5 2.5 - 1.3 - 15.63

556 SCMB 556 - - - - - 37.42

557 SCMB 557 2.5 2.4 - 1.3 - 9.10

558 SCMB 558 1.4 - - - - 5.13

559 SCMB 559 1.8 - 2.0 - - 8.33

560 SCMB 560 - - - 1.2 - 55.73

561 SCMB 561 - - - - - 57.68

562 SCMB 562 - - - 1.1 - 25.28

563 SCMB 563 - - - 1.4 - 49.13

564 SCMB 564 - - - 1.6 - 24.96

565 SCMB 565 - - - - - 28.60

566 SCMB 566 - - - - - 42.65

567 SCMB 567 2.3 - - - - 7.34

568 SCMB 568 - - - - - 27.81

569 SCMB 569 - - - - - 53.25

570 SCMB 570 - - - - - 53.31

571 SCMB 571 - - - - - 41.09

572 SCMB 572 - - - - - 58.51

573 SCMB 573 - - - - - 14.23

574 SCMB 574 - - - - - 26.63

575 SCMB 575 - - - - - 58.22

576 SCMB 576 - - - - - 10.68

577 SCMB 577 - - - - - 47.17

578 SCMB 578 - - - - - 58.85

579 SCMB 579 - - - - - 37.89

580 SCMB 580 - - - 1.4 - 16.76

581 SCMB 581 - - - - - 12.42

582 SCMB 582 - - - - - 3.20

583 SCMB 583 - - - - - 6.81

584 SCMB 584 - - - - - 21.55

585 SCMB 585 - - - - - 48.39

586 SCMB 586 - - - - - 9.24

587 SCMB 587 - - - - - 2.14

588 SCMB 588 - - - 1.2 - 8.84

589 SCMB 589 1.7 - 1.8 1.2 - 59.33

590 SCMB 590 - - - 1.1 - 18.86

591 SCMB 591 2.1 1.0 - 1.2 - 15.25

592 SCMB 592 - - - 1.3 - 0.77

593 SCMB 593 - - - - - 4.12

594 SCMB 594 - - - - - 7.37

595 SCMB 595 - - - - - 7.56

596 SCMB 596 - - - - - 14.21

597 SCMB 597 2.7 1.2 1.5 1.4 - 6.11

598 SCMB 598 2.3 - 1.5 -　 - 31.95

599 SCMB 599 2.2 - 1.4 1.4 - 18.42

600 SCMB 600 2.4 1.0 1.4 - - 6.65
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

601 SCMB 601 2.3 1.1 1.4 - - 14.21

602 SCMB 602 2.5 1.2 1.6 - - 12.09

603 SCMB 603 - - - 1.3 - 21.08

604 SCMB 604 - - 1.8 1.2 - 32.49

605 SCMB 605 2.4 1.0 1.6 1.3 - 33.26

606 SCMB 606 2.3 1.6 2.1 - - 21.54

607 SCMB 607 2.5 1.4 1.7 - - 8.35

608 SCMB 608 2.3 - 1.6 1.3 - 11.79

609 SCMB 609 2.3 1.0 2.0 - - 8.55

610 SCMB 610 2.2 - - - - 24.72

611 SCMB 611 - - - - - 9.47

612 SCMB 612 2.5 1.3 1.6 - - 22.21

613 SCMB 613 2.4 - - 1.2 - 18.86

614 SCMB 614 2.4 - 1.5 1.1 - 8.74

615 SCMB 615 1.7 - 1.2 - - 24.11

616 SCMB 616 2.0 2.0 - 1.3 - 12.02

617 SCMB 617 2.4 - 1.4 - - 0.81

618 SCMB 618 2.3 - 1.6 1.2 - 7.42

619 SCMB 619 2.2 - 1.5 1.0 - 16.49

620 SCMB 620 2.0 - 1.4 1.2 - 13.48

621 SCMB 621 - - - 1.1 - 48.97

622 SCMB 622 1.9 - 2.0 - - 33.00

623 SCMB 623 1.2 - - - - 13.30

624 SCMB 624 - - - - - 36.95

625 SCMB 625 - - - 1.2 - 8.37

626 SCMB 626 - - - - - 14.73

627 SCMB 627 - - - - - 3.84

628 SCMB 628 - - - - - 41.05

629 SCMB 629 - - - - - 30.68

630 SCMB 630 - - - - - 46.72

631 SCMB 631 - - - - - 45.23

632 SCMB 632 1.1 - 1.1 - - 6.21

633 SCMB 633 - - - - - 58.02

634 SCMB 634 - - - - - 29.42

635 SCMB 635 - - - - - 57.23

636 SCMB 636 - - 2.0 - - 1.15

637 SCMB 637 2.7 1.6 1.7 - - 29.17

638 SCMB 638 - - - - - 44.21

639 SCMB 639 1.1 - - - - 1.38

640 SCMB 640 - - - - - 57.74

641 SCMB 641 -　 -　 -　 - - 47.15

642 SCMB 642 -　 -　 -　 - - 62.89

643 SCMB 643 -　 -　 -　 - - 50.38

644 SCMB 644 -　 -　 -　 - - 10.10

645 SCMB 645 -　 -　 -　 1.1 - 11.44

646 SCMB 646 -　 -　 -　 - - 6.96

647 SCMB 647 -　 -　 -　 - - 15.46

648 SCMB 648 -　　 -　 -　 - - 4.08

649 SCMB 649 -　　 -　 -　 - - 8.57

650 SCMB 650 -　 -　 -　 - - 44.72
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

651 SCMB 651 2.0 1.3 2.0 - - 15.33

652 SCMB 652 2.0 1.2 1.9 1.3 - 5.78

653 SCMB 653 1.6 - - 1.2 - 14.16

654 SCMB 654 1.1 - - - - 37.67

655 SCMB 655 1.7 - - 1.2 - 14.56

656 SCMB 656 - - - - - 1.77

657 SCMB 657 1.8 - - - - 5.06

658 SCMB 658 2.5 2.5 1.4 - - 11.43

659 SCMB 659 2.2 1.3 1.5 - - 38.25

660 SCMB 660 - - - - - 30.80

661 SCMB 661 2.5 1.5 1.5 - - 20.55

662 SCMB 662 2.3 - 1.4 - - 13.27

663 SCMB 663 - - - 1.4 - 43.80

664 SCMB 664 2.5 1.1 2.3 1.3 - 26.98

665 SCMB 665 - - 1.6 - - 6.05

666 SCMB 666 2.5 2.0 2.5 - - 5.68

667 SCMB 667 - - 1.5 - - 8.67

668 SCMB 668 - 2.1 - - - 2.17

669 SCMB 669 - - - 1.2 - 3.13

670 SCMB 670 -　 - - - - 55.08

671 SCMB 671 - - - - - 50.89

672 SCMB 672 - - 1.0 1.5 - 17.49

673 SCMB 673 - - - - - 52.06

674 SCMB 674 - - - - - 7.24

675 SCMB 675 - - - - - 65.76

676 SCMB 676 - - - 1.3 - 9.22

677 SCMB 677 - - - - - 7.00

678 SCMB 678 - - - - - 3.19

679 SCMB 679 - - - - - 58.46

680 SCMB 680 - - - - - 31.37

681 SCMB 681 - - - - - 69.06

682 SCMB 682 1.0 - 1.1 - - 4.94

683 SCMB 683 2.4 - - - - 7.15

684 SCMB 684 2.1 - - - - 10.50

685 SCMB 685 2.4 - 1.5 1.4 1.6 11.20

686 SCMB 686 1.1 - - - - 5.45

687 SCMB 687 2.5 1.5 1.7 - 1.7 11.64

688 SCMB 688 2.5 1.5 2.0 - 1.6 14.48

689 SCMB 689 -　 - - - - 8.30

690 SCMB 690 2.3 - 1.4 - - 26.80

691 SCMB 691 2.4 1.0 - - - 9.07

692 SCMB 692 - - - - - 0.50

693 SCMB 693 2.4 2.1 - 1.0 - 7.16

694 SCMB 694 2.6 2.0 2.0 1.2 - 17.10

695 SCMB 695 1.9 - 2.0 1.0 1.5 3.22

696 SCMB 696 1.6 - - - - 6.02

697 SCMB 697 -　 - - - - 49.13

698 SCMB 698 2.5 1.0 1.4 1.3 - 7.11

699 SCMB 699 2.1 1.0 1.2 -　 - 8.91

700 SCMB 700 2.1 1.0 - 1.2 - 26.00
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)
Lipase (cm)

Antibacteria acitivity 

(cm) DPPH

Bacillus cereus

701 SCMB 701 - - - - - 50.35

702 SCMB 702 - - - 1.3 - 6.45

703 SCMB 703 - - - 1.2 - 8.10

704 SCMB 704 - - - 1.3 - 5.91

705 SCMB 705 - - - 1.3 - 2.04

706 SCMB 706 - - - -　 - 52.86

707 SCMB 707 1.2 - - 1.3 - 11.94

708 SCMB 708 2.3 1.6 1.9 1.4 - 16.56

709 SCMB 709 1.4 - - 1.4 - 15.89

710 SCMB 710 - - - - - 42.76

711 SCMB 711 - - - - - 16.02

712 SCMB 712 - - - - - 20.33

713 SCMB 713 - - - 1.3 - 34.34

714 SCMB 714 - - - 1.3 - 8.20

715 SCMB 715 1.4 - - 1.4 - 59.43

716 SCMB 716 2.3 1.0 - 1.4 - 2.50

717 SCMB 717 2.7 1.3 - 1.3 - 7.79

718 SCMB 718 - - - 1.4 - 8.73

719 SCMB 719 2.3 - 1.5 1.5 - 2.60

720 SCMB 720 - - - 1.4 - 4.35

721 SCMB 721 - - - 1.2　 - 8.58

722 SCMB 722 - - - 1.2 - 2.64

723 SCMB 723 - - - 1.3 - 15.53

724 SCMB 724 - - - 1.1 - 41.09

725 SCMB 725 - - - 1.4 - 10.74

726 SCMB 726 - - - 1.4 - 15.28

727 SCMB 727 - - - 1.3 - 14.81

728 SCMB 728 - - - 1.4 - 9.29

729 SCMB 729 - - - 1.2 - 16.96

730 SCMB 730 - - - 1.1 - 45.61

731 SCMB 731 - - - - - 12.45

732 SCMB 732 - - - 1.2 - 17.01

733 SCMB 733 - - - - - 10.15

734 SCMB 734 - - - 1.2 - 19.18

735 SCMB 735 - - - - - 1.78

736 SCMB 736 - - - 1.3 - 8.88

737 SCMB 737 - - - 1.4 - 21.33

738 SCMB 738 - - - - - 57.71

739 SCMB 739 - - - 1.2 - 12.48

740 SCMB 740 - - - 1.1 - 15.31

741 SCMB 741 - - - -　 - 23.94

742 SCMB 742 - - - - - 4.06
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[별첨자료_된장 분리 세균의 특성분석 결과]

순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombol

ytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

1 SCDB 1 2.0 1.2 1.3 1.1 w1.3 w1.4 - w 1.7 3.69 ± 0.43

2 SCDB 2 1.7 - 1.8 1.1 - - - - 2.1 8.94 ± 0.84

3 SCDB 3 - - 1.2 1.2 w1.1 1.1 1.0 1.0 - 2.18 ± 0.49

4 SCDB 4 1.8 - 1.4 1.1 w1.3 - - w 1.4 10.14 ± 0.86

5 SCDB 5 1.7 1.2 1.7 1.2 1.1 1.0 - w 1.4 2.24 ± 0.86

6 SCDB 6 1.6 1.2 w 1.2 w1.3 - - w 1.4 -

7 SCDB 7 1.4 - 1.5 1.1 1.3 1.2 1.0 w - 11.44 ± 0.97

8 SCDB 8 0.9 - - 1.1 - - - - - 9.26 ± 0.37

9 SCDB 9 - - - 1.1 - - - - - 10.19 ± 0.30

10 SCDB 10 1.9 - - 1.0 w1.0 1.2 - - 1.5 4.72 ± 0.24

11 SCDB 11 - - w 1.0 - - - - - 30.93 ± 0.41

12 SCDB 12 1.9 1.2 1.3 w 1.1 1.1 - - 1.8 5.39 ± 0.35

13 SCDB 13 2.0 1.2 1.3 1.0 0.9 1.1 - - 1.8 4.08 ± 0.48

14 SCDB 14 - - - 1.1 - - - - - 13.79 ± 0.78

15 SCDB 15 0.9 - - 1.1 - - - - - 23.37 ± 0.64

16 SCDB 16 1.2 - - 1.0 - - - - - 14.30 ± 0.40

17 SCDB 17 0.9 - - w - - - - - 13.54 ± 0.96

18 SCDB 18 2.0 1.1 1.2 1.0 w1.2 - - - 2.2 8.05 ± 0.52

19 SCDB 19 - - - 1.0 - - - - - 8.69 ± 0.54

20 SCDB 20 1.0 - - w - - - - - 30.13 ± 0.11

21 SCDB 21 1.6 - - - - - 1.2 - 1.1 17.36 ± 0.66

22 SCDB 22 1.9 - 1.2 - w1.2 - 1.2 - 1.5 16.58 ± 0.47

23 SCDB 23 1.8 - 1.2 - - - - - 1.3 20.89 ± 0.49

24 SCDB 24 - - - w - - - - - 17.54 ± 0.44

25 SCDB 25 1.3 - - 1.0 w1.1 - - - - -

26 SCDB 26 0.9 - - w - - w - - 16.26 ± 0.79

27 SCDB 27 1.8 - - - w1.4 - w1.5 - 1.4 12.45 ± 0.44

28 SCDB 28 1.7 - 1.2 - w w w w 1.1 31.89 ± 0.23

29 SCDB 29 1.9 - 1.2 - 1.1 1.1 1.2 1.0 1.9 24.38 ± 0.93

30 SCDB 30 1.2 - 1.4 w 1.1 1.0 - - - 30.09 ± 0.21

31 SCDB 31 1.3 - - 1.0 w1.1 - - - - 2.30 ± 0.75

32 SCDB 32 1.4 - - w w1.1 - - - - 28.09 ± 0.62

33 SCDB 33 1.4 - 1.4 w - w - - - 9.14 ± 0.42

34 SCDB 34 2.1 1.2 - - w1.2 w1.2 - w 1.8 10.07 ± 0.41

35 SCDB 35 - - w 1.0 w 1.0 1.0 w - 6.13 ± 0.59

36 SCDB 36 - - - w - - - w - 17.37 ± 0.43

37 SCDB 37 1.8 - 1.1 w w1.2 - w1.2 - 1.5 16.68 ± 0.49

38 SCDB 38 - - - w - - - - - 18.77 ± 0.21

39 SCDB 39 1.0 - w w w 1.0 - - - 14.08 ± 0.77

40 SCDB 40 - - - w - - - - - 17.43 ± 0.30

41 SCDB 41 - - - 1.0 - - 1.0 - - 20.40 ± 0.65

42 SCDB 42 1.7 w 1.6 1.0 1.2 1.3 1.2 1.3 1.4 17.46 ± 0.50

43 SCDB 43 1.9 1.2 1.4 w 1.2 1.2 1.4 w 2.1 16.83 ± 0.40

44 SCDB 44 1.5 - 1.8 1.0 1.4 1.2 1.3 1.4 - 14.59 ± 0.24

45 SCDB 45 1.1 - 1.2 1.1 1.2 1.2 w w - 18.50 ± 0.16

46 SCDB 46 1.3 - 1.5 1.1 1.2 1.2 w1.2 w - 15.14 ± 0.16

47 SCDB 47 1.8 - 1.3 1.0 - - - - 2.2 14.71 ± 0.82

48 SCDB 48 1.9 w 1.2 1.0 w1.2 w - - 1.5 8.63 ± 0.27

49 SCDB 49 1.6 w 1.4 1.1 1.3 1.1 w1.0 w 1.5 16.16 ± 0.64

50 SCDB 50 1.5 - w 1.2 w1.1 - - - - 8.16 ± 0.64
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

51 SCDB 51 1.2 - 1.5 1.1 1.3 1.2 1.2 - - 12.03 ± 0.97

52 SCDB 52 1.2 - 1.4 1.2 1.1 1.0 w1.1 - - 17.27 ± 0.92

53 SCDB 53 2.0 - 1.3 w w1.3 1.1 - - 1.8 34.07 ± 0.94

54 SCDB 54 1.8 - w 1.0 1.1 w - w 1.4 17.73 ± 0.84

55 SCDB 55 1.8 - 1.3 1.1 - - - - 1.5 18.45 ± 0.14

56 SCDB 56 2.1 2.1 1.4 w 1.3 1.4 w1.3 w 1.1 13.37 ± 0.96

57 SCDB 57 1.9 - 1.3 w w1.1 - - - 1.4 15.01 ± 0.70

58 SCDB 58 - - - w - - - - - 25.34 ± 0.22

59 SCDB 59 1.7 1.7 - w w - - - 1.3 27.72 ± 0.95

60 SCDB 60 1.7 1.3 1.5 w - - - - - 19.74 ± 0.14

61 SCDB 61 2.0 w - - w1.1 1.2 - - 1.6 14.47 ± 0.70

62 SCDB 62 1.2 - w1.5 w - - - - - 11.53 ± 0.50

63 SCDB 63 1.5 w w - 1.3 1.2 1.1 w1.3 - 8.56 ± 0.15

64 SCDB 64 1.8 - 1.5 - - - - - 1.2 17.19 ± 0.21

65 SCDB 65 1.8 - - 1.0 w1.2 w - - 1.3 16.19 ± 0.41

66 SCDB 66 1.8 1.7 - 1.1 - - - - 1.6 13.76 ± 0.42

67 SCDB 67 1.4 - w 1.1 - 1.0 - - - 16.84 ± 0.07

68 SCDB 68 1.5 w 1.5 1.2 1.3 1.3 1.2 w1.4 - 31.22 ± 0.90

69 SCDB 69 1.7 1.7 1.4 1.2 - w1.2 - - 1.3 17.17 ± 0.49

70 SCDB 70 1.3 - 1.2 1.0 - - - - - 16.42 ± 0.24

71 SCDB 71 1.9 - - w 1.5 1.4 w1.4 - 2.0 18.35 ± 0.36

72 SCDB 72 - - 1.3 1.0 - - - - - 22.29 ± 0.80

73 SCDB 73 1.6 1.2 w1.6 - 1.3 1.3 1.1 w1.3 1.1 15.58 ± 0.17

74 SCDB 74 - - - w - - - - - 22.77 ± 0.88

75 SCDB 75 1.8 w 1.4 1.0 - - - - 1.4 14.72 ± 0.43

76 SCDB 76 - - - 1.0 - - - - - 16.98 ± 0.71

77 SCDB 77 1.0 - - w w w - - - 18.22 ± 0.31

78 SCDB 78 1.7 - 1.5 w - - - - - 12.69 ± 0.13

79 SCDB 79 1.4 - - w - - - - - 13.91 ± 0.29

80 SCDB 80 1.5 - 1.6 w w1.2 - - - - 9.77 ± 0.80

81 SCDB 81 1.1 - w w - 1.0 - - - 17.57 ± 0.08

82 SCDB 82 1.7 - - w w1.1 - - - 1.1 28.41 ± 0.25

83 SCDB 83 1.0 - - w 1.1 1.1 1.0 - - 25.49 ± 0.69

84 SCDB 84 1.8 - - w - - - - 1.1 26.18 ± 0.33

85 SCDB 85 1.2 - 1.4 w 1.1 1.0 - - - 22.32 ± 0.72

86 SCDB 86 1.8 w - - w w w1.2 - 1.6 30.12 ± 0.42

87 SCDB 87 1.9 - 1.2 - w w w - 1.6 26.92 ± 0.63

88 SCDB 88 - - - w - - - - - 39.17 ± 0.36

89 SCDB 89 1.8 - w w - - - - 1.1 26.00 ± 0.32

90 SCDB 90 - - - w - - - - - 28.30 ± 0.62

91 SCDB 91 2.0 w - w w1.2 - - - 2.0 17.74 ± 0.63

92 SCDB 92 1.8 - 1.2 w w1.2 1.0 - - 1.4 14.06 ± 0.45

93 SCDB 93 1.4 - - 1.0 w1.2 - - w1.3 - 4.98 ± 0.58

94 SCDB 94 - - - w - - - - - 9.17 ± 0.37

95 SCDB 95 - - - 1.0 1.9 1.6 - - - -

96 SCDB 96 1.7 w 1.4 - - - - - - 2.65 ± 0.40

97 SCDB 97 1.4 - - w - - - - - -

98 SCDB 98 1.3 - - w - - - - - 13.17 ± 0.47

99 SCDB 99 1.3 - - w - - - - - 14.82 ± 0.50

100 SCDB 100 1.3 - - w - - - - - 18.07 ± 0.64
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

101 SCDB 101 1.9 - 1.2 w w1.2 w1.0 - w 1.5 7.15 ± 0.94

102 SCDB 102 2.0 w 1.6 - 1.0 1.0 1.2 - 1.9 3.92 ± 0.14

103 SCDB 103 1.9 - 1.3 w w w - - 1.3 7.37 ± 0.48

104 SCDB 104 - - - w - - - - - 8.96 ± 0.09

105 SCDB 105 2.0 w 1.4 - 1.1 1.2 1.5 1.4 1.6 5.58 ± 0.49

106 SCDB 106 1.6 - w w - - - - 1.1 1.59 ± 0.23

107 SCDB 107 2.1 2.2 - - 1.2 w w1.3 w 1.9 0.08 ± 0.45

108 SCDB 108 1.9 - - w w1.2 - - - 1.5 7.47 ± 0.79

109 SCDB 109 2.1 w 1.5 - w1.4 1.2 - - 2.2 3.11 ± 0.20

110 SCDB 110 1.8 - w w - - - - 1.5 15.95 ± 0.94

111 SCDB 111 1.4 - 1.4 w w1.3 1.2 - - - -

112 SCDB 112 1.8 - w w - - - - 1.3 15.01 ± 0.44

113 SCDB 113 1.3 - - w - - - - - 4.33 ± 0.69

114 SCDB 114 2.0 - 1.3 w w1.3 1.2 - - 1.7 -

115 SCDB 115 1.4 - - 1.0 w1.2 1.2 - - - 6.57 ± 0.44

116 SCDB 116 1.7 - - w w1.3 w - - - 14.38 ± 0.88

117 SCDB 117 1.9 - - w w1.3 w1.1 - - 1.5 3.73 ± 0.37

118 SCDB 118 2.0 w w1.3 - w1.3 1.1 - - 1.8 0.11 ± 0.49

119 SCDB 119 1.7 w - - 1.4 1.2 - w1.3 1.3 7.85 ± 0.38

120 SCDB 120 2.0 2.0 1.2 - w1.5 1.3 - - 1.8 -

121 SCDB 121 2.0 - - 1.1 w1.2 1.2 - - 2.2 17.54 ± 0.60

122 SCDB 122 1.9 1.3 1.2 1.1 - w - - - 6.34 ± 0.51

123 SCDB 123 1.3 - 1.6 1.1 1.2 1.2 w1.0 w1.3 - 18.69 ± 0.28

124 SCDB 124 1.6 - 1.5 1.0 - - - - - 13.67 ± 0.34

125 SCDB 125 1.8 1.3 1.5 1.0 - w1.1 - - - 7.30 ± 0.06

126 SCDB 126 - - - 1.0 - - - - - 7.87 ± 0.40

127 SCDB 127 - - - 1.0 - - - - - 5.04 ± 0.30

128 SCDB 128 - - w 1.2 - - - - - 5.24 ± 0.78

129 SCDB 129 - - w 1.1 - - - - - 18.89 ± 0.27

130 SCDB 130 1.4 - w1.5 1.0 - - - - - 12.75 ± 0.26

131 SCDB 131 1.9 - 1.4 1.0 w1.1 - - - 1.5 12.87 ± 0.33

132 SCDB 132 1.9 - 1.2 1.1 w1.1 1.1 - - 1.3 12.99 ± 0.47

133 SCDB 133 1.8 - 1.2 w w1.2 w - - 1.1 12.97 ± 0.25

134 SCDB 134 2.0 w 1.4 - w1.2 w - - 1.9 10.81 ± 0.71

135 SCDB 135 2.0 - 1.5 - 1.1 1.1 1.4 1.5 1.8 15.38 ± 0.33

136 SCDB 136 1.6 - w 1.1 - - - - - 5.01 ± 0.82

137 SCDB 137 - - - 1.0 - - - - - 21.50 ± 0.14

138 SCDB 138 1.9 - w 1.0 - - - - 1.8 11.50 ± 0.34

139 SCDB 139 1.8 - - 1.0 - - - - 1.1 17.02 ± 0.73

140 SCDB 140 2.0 w 1.2 w w1.2 w w1.2 w 1.8 13.69 ± 0.07

141 SCDB 141 - - w 1.1 - - 1.0 - - 5.49 ± 0.25

142 SCDB 142 2.1 - 1.2 - w1.3 w - w 2.3 17.07 ± 0.15

143 SCDB 143 - - - w - - - - - 25.27 ± 0.17

144 SCDB 144 2.0 - 1.2 - w1.3 1.2 - - 1.8 7.57 ± 0.71

145 SCDB 145 1.7 - - 1.1 - - - - - 22.64 ± 0.63

146 SCDB 146 - - - 1.1 - - - - - 24.89 ± 0.19

147 SCDB 147 - - w 1.1 - - - - - 23.32 ± 0.36

148 SCDB 148 1.8 - w 1.1 - 1.0 - - 1.3 20.08 ± 0.10

149 SCDB 149 - - - 1.1 - - - - - 41.33 ± 0.75

150 SCDB 150 2.0 w - 1.1 w1.2 1.2 - - 2.0 23.65 ± 0.31
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151 SCDB 151 - - - 1.1 - - - - - -

152 SCDB 152 2.1 2.0 - 1.1 1.0 w - - 1.3 -

153 SCDB 153 - - 1.2 1.3 w 1.0 1.1 w - -

154 SCDB 154 2.0 1.3 1.3 1.2 w - w1.3 w1.3 2.3 2.85 ± 0.24

155 SCDB 155 1.3 - 1.5 1.1 1.0 1.0 w1.1 - - 5.81 ± 0.60

156 SCDB 156 1.5 w w 1.2 w1.0 w - w1.2 - -

157 SCDB 157 1.9 w 1.2 1.1 w1.0 - - - 1.6 1.49 ± 0.33

158 SCDB 158 1.8 - 1.4 1.1 w1.0 1.1 - - 1.5 5.24 ± 0.17

159 SCDB 159 1.4 - w1.4 1.0 - - - - - 1.54 ± 0.13

160 SCDB 160 1.2 - 1.2 1.1 w 1.0 - - - 6.63 ± 0.43

161 SCDB 161 1.4 - - w - - - - - 4.85 ± 0.44

162 SCDB 162 - - - w - - - - - 4.85 ± 0.40

163 SCDB 163 - - w w - - - - - 4.98 ± 0.84

164 SCDB 164 1.6 - - w - - - - - -

165 SCDB 165 - - 1.2 1.0 - - - - - 9.05 ± 0.50

166 SCDB 166 - - - w - - - - - -

167 SCDB 167 1.4 w 1.4 w 1.2 1.1 1.1 w1.2 - 7.05 ± 0.23

168 SCDB 168 1.5 1.3 - 1.0 - - - - - -

169 SCDB 169 2.0 1.2 w - 1.0 1.0 1.3 1.3 1.9 3.57 ± 0.27

170 SCDB 170 1.8 1.4 w - 1.2 1.1 w1.3 - 1.8 6.34 ± 0.28

171 SCDB 171 - - - w - - - - - 4.63 ± 0.48

172 SCDB 172 1.8 w w w w1.2 w w1.2 - 1.1 -

173 SCDB 173 2.1 w - - w1.1 w w1.3 - 2.0 0.27 ± 0.27

174 SCDB 174 1.5 1.3 1.4 w 1.3 1.1 w1.4 - - 2.34 ± 0.25

175 SCDB 175 1.8 w - w w - - - 1.7 4.67 ± 0.29

176 SCDB 176 1.4 w - w 1.2 1.1 1.2 - - 5.20 ± 0.50

177 SCDB 177 - - - w - - w - - 10.15 ± 0.65

178 SCDB 178 1.9 w - w - - - w1.2 1.7 10.50 ± 0.33

179 SCDB 179 2.1 1.2 1.4 w w1.2 w1.2 - - 1.6 2.62 ± 0.76

180 SCDB 180 1.4 - w w - - - - - 0.85 ± 0.44

181 SCDB 181 1.4 - 1.2 w - 1.0 - - - 4.61 ± 0.79

182 SCDB 182 1.9 w 1.2 w - - - - 1.4 11.80 ± 0.16

183 SCDB 183 1.5 w w w w1.2 - - - - 6.33 ± 0.72

184 SCDB 184 2.0 1.4 1.2 - - - - - 1.7 6.61 ± 0.05

185 SCDB 185 1.4 - - w - - - - - 9.20 ± 0.20

186 SCDB 186 1.5 - 1.4 w - - - - - 7.45 ± 0.75

187 SCDB 187 1.6 1.6 w w - - - - 1.1 6.58 ± 0.13

188 SCDB 188 - - - w - - - - - 16.85 ± 0.46

189 SCDB 189 1.9 1.3 - - w1.2 w w1.2 - 1.6 8.05 ± 0.31

190 SCDB 190 1.8 - w - - w w1.0 - 1.4 11.29 ± 0.54

191 SCDB 191 - - - w - - - - - 19.38 ± 0.32

192 SCDB 192 2.0 1.3 w - 1.1 1.2 1.4 1.0 2.1 10.10 ± 0.52

193 SCDB 193 1.7 - 1.4 w w - - - 1.5 13.77 ± 0.50

194 SCDB 194 1.2 - - w - - - - - 5.97 ± 0.60

195 SCDB 195 1.7 - 1.2 w 1.0 1.0 1.3 1.2 1.1 15.02 ± 0.65

196 SCDB 196 1.3 - - w - - - - - 13.62 ± 0.55

197 SCDB 197 1.8 1.5 w1.4 - - - - - 1.0 5.16 ± 0.06

198 SCDB 198 2.0 w 1.4 - 1.0 1.0 w1.5 - 2.2 4.57 ± 0.24

199 SCDB 199 1.7 - - w w1.1 1.1 - - 1.0 11.70 ± 0.24

200 SCDB 200 2.0 1.3 1.3 1.0 w1.2 - - - 1.7 0.48 ± 0.31
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201 SCDB 201 1.9 - 1.3 w w1.1 - - - 1.3 7.25 ± 0.85

202 SCDB 202 2.1 1.5 - - w1.2 1.3 - - 2.3 11.86 ± 0.49

203 SCDB 203 1.8 - 1.5 w - - - - 1.1 4.85 ± 0.21

204 SCDB 204 2.0 w 1.3 - w1.2 - - - 1.7 7.90 ± 0.22

205 SCDB 205 1.5 w 1.5 - - - - - - 15.06 ± 0.17

206 SCDB 206 - - w 1.0 - - 1.0 - - -

207 SCDB 207 1.3 - w w w1.3 w w - 4.62 ± 0.20

208 SCDB 208 - - w 1.0 w1.0 w 1.0 - - 4.76 ± 0.35

209 SCDB 209 1.5 - w1.4 1.0 1.0 1.1 - - - 9.77 ± 0.73

210 SCDB 210 1.9 w 1.4 - 1.2 1.3 1.2 w 1.9 13.46 ± 0.37

211 SCDB 211 2.0 1.2 w 1.0 - - - - 1.9 9.73 ± 0.14

212 SCDB 212 1.4 1.8 1.2 w 1.2 1.2 - - 1.2 8.72 ± 0.38

213 SCDB 213 1.6 2.0 w w - - - - - 2.14 ± 0.24

214 SCDB 214 - - 1.2 w - - - - - 10.55 ± 0.16

215 SCDB 215 1.5 w 1.5 w 1.3 1.2 w1.2 - - 8.83 ± 0.20

216 SCDB 216 1.6 w w 1.0 w1.2 - - - 1.1 -

217 SCDB 217 2.1 1.4 1.2 - w1.3 1.2 - w 1.9 0.34 ± 0.48

218 SCDB 218 - - w 1.2 1.0 1.0 w1.0 w - 0.37 ± 0.86

219 SCDB 219 - - 1.3 1.1 1.1 1.0 1.3 w - -

220 SCDB 220 - - - w - - - - - 7.62 ± 0.20

221 SCDB 221 - - 1.2 1.0 - w 1.0 - - -

222 SCDB 222 2.1 1.5 1.4 - 1.2 1.3 1.4 1.2 2.3 4.41 ± 0.17

223 SCDB 223 - - 1.4 1.0 - - - - - 3.79 ± 0.39

224 SCDB 224 1.9 1.2 1.2 w w1.2 - - - 1.2 2.34 ± 0.56

225 SCDB 225 2.0 1.2 - - w1.2 w - - 1.9 6.67 ± 0.54

226 SCDB 226 2.0 w w1.5 w - - - - 1.3 -

227 SCDB 227 1.9 1.6 1.4 w - 1.1 - - - -

228 SCDB 228 1.3 1.4 1.4 - 1.4 1.3 w1.3 w - 5.66 ± 0.55

229 SCDB 229 2.1 1.3 - - w w - - 2.1 7.68 ± 0.15

230 SCDB 230 1.6 - - w - w - - - -

231 SCDB 231 1.0 - 1.4 w - - - - - 2.34 ± 0.16

232 SCDB 232 2.0 1.5 1.3 - w w w - 1.9 1.44 ± 0.42

233 SCDB 233 2.0 w 1.2 - w1.2 1.2 - - 1.9 2.61 ± 0.32

234 SCDB 234 1.8 w - w - w - - 1.2 5.27 ± 0.87

235 SCDB 235 - w 1.3 1.0 - w - - - -

236 SCDB 236 2.0 1.4 1.3 w - - - - 1.8 1.14 ± 0.54

237 SCDB 237 - - w 1.0 1.2 1.2 1.2 - - 1.67 ± 0.11

238 SCDB 238 1.0 - - w - - - - - 13.81 ± 0.10

239 SCDB 239 1.5 - w w - - - - - 2.44 ± 0.43

240 SCDB 240 1.9 1.6 1.5 - 1.5 w1.5 1.4 w1.4 2.1 10.49 ± 0.58

241 SCDB 241 2.0 - - w 1.1 - - - 1.5 7.92 ± 0.21

242 SCDB 242 1.5 1.2 - 1.0 - - - - - 15.06 ± 0.26

243 SCDB 243 2.0 w 1.4 - 1.6 1.6 w1.2 - 2.1 13.89 ± 0.35

244 SCDB 244 2.0 1.3 1.3 w w1.4 - - - 1.8 8.75 ± 0.31

245 SCDB 245 - - w 1.0 1.1 1.0 1.2 w - 2.72 ± 0.07

246 SCDB 246 - - w 1.0 1.2 1.2 1.4 w - 7.92 ± 0.38

247 SCDB 247 0.9 - w w - - - - - 17.82 ± 0.57

248 SCDB 248 - - w w - - - - - 19.93 ± 0.22

249 SCDB 249 1.9 w - w w1.2 - - - 1.6 14.36 ± 0.13

250 SCDB 250 1.9 - - 1.0 - 1.0 - - 1.3 8.10 ± 0.12
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251 SCDB 251 1.6 w 1.5 1.0 1.2 1.2 1.0 w1.2 - 12.50 ± 0.51

252 SCDB 252 1.8 - - 1.0 w1.2 1.2 - - 1.3 10.26 ± 0.43

253 SCDB 253 2.0 1.5 1.4 - 1.1 1.3 w1.4 - 2.4 7.55 ± 0.16

254 SCDB 254 1.9 w - w w1.2 w1.2 - - 1.6 10.87 ± 0.55

255 SCDB 255 2.0 1.5 1.3 - 1.3 1.4 w1.4 - 2.6 8.83 ± 0.39

256 SCDB 256 - - w w - - - - - 23.26 ± 0.52

257 SCDB 257 1.7 1.3 1.5 w 1.0 1.1 - w1.2 1.6 16.00 ± 0.48

258 SCDB 258 - - w 1.1 - w w w - 9.72 ± 0.16

259 SCDB 259 2.0 1.3 - w w1.3 w1.2 - w 1.7 7.10 ± 0.06

260 SCDB 260 1.7 w w w - - - - - 9.97 ± 0.66

261 SCDB 261 - - 1.4 1.0 - - - - - 7.23 ± 0.41

262 SCDB 262 2.0 1.2 1.4 w w1.2 - - - 1.8 19.00 ± 0.34

263 SCDB 263 1.8 w 1.5 w 1.2 1.0 w1.4 w 1.3 6.67 ± 0.82

264 SCDB 264 1.7 - 1.3 1.0 - - - - - 16.90 ± 0.15

265 SCDB 265 - - - w - - - - - 21.93 ± 0.44

266 SCDB 266 - 1.5 1.3 1.0 - w - - - 21.69 ± 0.63

267 SCDB 267 1.7 - 1.2 w - - - - 1.1 14.16 ± 0.45

268 SCDB 268 2.0 w 1.3 w w1.2 - - - 1.6 14.08 ± 0.81

269 SCDB 269 1.9 - 1.2 w - - - - 1.4 25.26 ± 0.23

270 SCDB 270 2.0 1.4 1.2 - w1.2 - - w 1.8 26.07 ± 0.71

271 SCDB 271 1.9 w - w 1.0 w - - 1.5 -

272 SCDB 272 - - 1.2 1.0 - - - - - 12.81 ± 0.49

273 SCDB 273 - - w w - - - - - 15.49 ± 0.78

274 SCDB 274 2.0 1.2 1.5 - 1.2 1.3 1.4 - 2.0 7.32 ± 0.21

275 SCDB 275 - - - 1.0 - - w - - 9.52 ± 0.71

276 SCDB 276 1.6 1.2 w1.5 w 1.1 1.2 w1.2 w1.4 1.2 3.00 ± 0.49

277 SCDB 277 1.9 w w1.4 w 1.1 1.3 - - 1.7 -

278 SCDB 278 1.8 1.3 - - 1.4 1.5 1.8 1.4 1.3 0.58 ± 0.52

279 SCDB 279 1.6 1.9 - w w w - - 1.3 4.12 ± 0.37

280 SCDB 280 1.5 - - w w1.2 - - w1.3 - -

281 SCDB 281 1.7 1.4 1.5 w 1.2 1.1 - w1.2 1.3 2.58 ± 0.23

282 SCDB 282 1.7 - - w - - - - - 13.87 ± 0.84

283 SCDB 283 2.0 w 1.2 w w w - - 1.8 0.26 ± 0.13

284 SCDB 284 - - - w - - - - - 4.82 ± 0.86

285 SCDB 285 1.7 1.2 1.4 1.0 1.0 w 1.4 w 1.4 13.85 ± 0.78

286 SCDB 286 1.9 1.4 1.3 1.0 w1.2 - - - 1.4 -

287 SCDB 287 1.9 - w w w1.2 w1.1 - - 1.4 4.96 ± 0.84

288 SCDB 288 1.4 w 1.4 w 1.4 1.4 w - - 1.36 ± 0.61

289 SCDB 289 1.5 w 1.4 - - - - w - -

290 SCDB 290 1.4 w 1.3 w 1.0 1.0 - - - 15.77 ± 0.82

291 SCDB 291 1.9 2.3 1.2 - 1.1 1.3 - - 1.1 5.70 ± 0.76

292 SCDB 292 1.9 w 1.2 - w1.2 w - - 1.6 3.73 ± 0.04

293 SCDB 293 - - - w - - - - - 12.70 ± 0.40

294 SCDB 294 2.1 2.3 1.4 w 1.1 1.3 - - 1.9 5.27 ± 0.41

295 SCDB 295 - - - w - - - - - 6.66 ± 0.87

296 SCDB 296 - - w w - - - - - 17.71 ± 0.40

297 SCDB 297 2.0 w - w w1.1 - - - 2.2 12.12 ± 0.20

298 SCDB 298 1.8 - 1.2 w w1.1 - - - 1.5 25.91 ± 0.39

299 SCDB 299 2.0 w 1.4 w w1.2 w1.2 - - 1.9 9.96 ± 0.76

300 SCDB 300 - - 1.2 1.0 w 1.0 1.0 - - 2.70 ± 0.06
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301 SCDB 301 1.9 w - - w1.3 w - - 1.8 -

302 SCDB 302 2.0 1.2 - w w1.0 w1.2 - - 1.9 10.72 ± 0.16

303 SCDB 303 2.0 w w - w1.3 w - w 1.7 -

304 SCDB 304 2.0 - w - w1.3 - - w 1.6 1.86 ± 0.49

305 SCDB 305 1.3 - w w - - - - - 13.53 ± 0.26

306 SCDB 306 - - 1.4 1.0 - - - - - 3.59 ± 0.70

307 SCDB 307 2.0 w 1.4 - 1.2 1.3 1.3 w 2.4 8.62 ± 0.08

308 SCDB 308 1.9 1.3 1.4 w - w - - 2.0 -

309 SCDB 309 - - 1.4 1.0 - 1.0 - - - -

310 SCDB 310 - - w 1.0 w 1.0 1.1 - - -

311 SCDB 311 1.7 - w - - - - - 1.2 1.76 ± 0.09

312 SCDB 312 - - w 1.0 - - - - - 7.84 ± 0.14

313 SCDB 313 1.6 1.9 1.3 w 1.1 1.1 - - 1.4 10.21 ± 0.39

314 SCDB 314 1.5 - - w w1.2 - - - - 0.43 ± 0.77

315 SCDB 315 - - - 1.0 - w - - - 7.39 ± 0.89

316 SCDB 316 1.5 w - w w1.1 1.0 - - - -

317 SCDB 317 1.6 w 1.4 w 1.1 w1.1 - - 1.6 9.46 ± 0.53

318 SCDB 318 1.3 - - w w1.1 1.1 - - - 9.68 ± 0.75

319 SCDB 319 1.4 w - w w1.1 1.1 - - - 13.81 ± 0.84

320 SCDB 320 1.8 1.3 w - 1.3 1.4 1.0 - 1.9 4.15 ± 0.66

321 SCDB 321 2.1 1.4 1.3 w w1.2 1.2 - - 2.2 2.05 ± 0.19

322 SCDB 322 1.2 w w 1.0 - - - - - 8.21 ± 0.09

323 SCDB 323 2.0 1.2 - 1.0 1.2 - - - 2.0 6.75 ± 0.26

324 SCDB 324 1.8 w - w w1.2 - - - 1.6 5.45 ± 0.27

325 SCDB 325 1.8 1.3 w1.4 w 1.1 w w1.3 w1.5 1.9 7.63 ± 0.49

326 SCDB 326 - - - - - - - - - 13.02 ± 0.19

327 SCDB 327 - - w 1.0 - - - - - 8.63 ± 0.51

328 SCDB 328 1.7 1.7 1.5 w - - - - 1.1 16.20 ± 0.04

329 SCDB 329 1.7 w 1.2 w w w - - 1.5 15.04 ± 0.56

330 SCDB 330 1.8 1.4 - w w1.2 - - w 1.3 6.72 ± 0.47

331 SCDB 331 - - 1.4 1.0 - w - - - 1.61 ± 0.54

332 SCDB 332 1.6 1.2 1.3 w 1.3 1.2 w1.2 w1.3 1.6 9.67 ± 0.55

333 SCDB 333 1.7 - w w - - - - 1.4 11.26 ± 0.40

334 SCDB 334 1.6 1.6 1.3 w - - - - 1.1 12.47 ± 0.08

335 SCDB 335 1.5 w 1.4 w 1.2 1.2 w1.2 w1.4 - 9.99 ± 0.31

336 SCDB 336 1.5 1.4 1.4 w 1.1 1.1 - - - 10.38 ± 0.30

337 SCDB 337 1.9 2.2 - - w1.2 - - w 1.9 4.18 ± 0.41

338 SCDB 338 - - 1.3 1.0 - - - - - 12.06 ± 0.46

339 SCDB 339 2.1 w - w w1.2 1.1 - - 2.1 11.85 ± 0.68

340 SCDB 340 1.6 w 1.6 w 1.2 1.2 1.0 w1.3 1.2 10.95 ± 0.37

341 SCDB 341 2.0 w 1.3 w 1.0 1.0 1.2 w 2.3 5.07 ± 0.30

342 SCDB 342 1.9 w - - w1.2 w1.2 - w1.3 1.7 11.47 ± 0.64

343 SCDB 343 1.8 - - - - - - - 1.3 8.05 ± 0.57

344 SCDB 344 2.0 1.3 w - 1.2 - - - 2.3 9.82 ± 0.47

345 SCDB 345 1.8 1.4 1.4 w - - - - 1.5 9.74 ± 0.30

346 SCDB 346 1.8 - - - w1.2 w1.1 - - 1.5 12.36 ± 0.33

347 SCDB 347 1.6 w 1.5 w 1.3 1.2 w1.2 w1.2 1.1 14.49 ± 0.64

348 SCDB 348 2.1 w - - w1.3 1.2 - - 2.2 11.78 ± 0.78

349 SCDB 349 - - - w - - - - - 11.71 ± 0.50

350 SCDB 350 1.4 - - w - - - - - 10.19 ± 0.39
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351 SCDB 351 - - - w - - - - - 16.24 ± 0.23

352 SCDB 352 1.8 w 1.5 1.0 1.3 1.2 1.5 w1.3 1.6 3.42 ± 0.66

353 SCDB 353 1.6 w 1.4 w w w - - 1.6 9.37 ± 0.28

354 SCDB 354 1.4 - - w w1.2 - - - - 7.00 ± 0.30

355 SCDB 355 - - 1.3 w - - - - - 17.49 ± 0.12

356 SCDB 356 1.5 - 1.5 w w1.2 - - - - 13.93 ± 0.43

357 SCDB 357 1.9 2.1 - w w1.2 - - - 1.5 9.42 ± 0.26

358 SCDB 358 1.5 w 1.5 w 1.3 1.2 - - - 17.29 ± 0.13

359 SCDB 359 - - w w - - - - - 23.40 ± 0.58

360 SCDB 360 1.8 2.0 - w w1.3 - - - 1.6 12.60 ± 0.41

361 SCDB 361 2.0 1.4 1.3 w w - w - 2.2 -

362 SCDB 362 1.8 1.2 1.4 w w w - - 1.9 2.48 ± 0.26

363 SCDB 363 1.8 w - 1.0 - - - - 1.3 3.54 ± 0.62

364 SCDB 364 1.7 1.5 1.4 w - - - - 1.1 2.55 ± 0.17

365 SCDB 365 - - 1.2 w - - - - - 7.66 ± 0.13

366 SCDB 366 1.4 - - w - - - - - 5.01 ± 0.53

367 SCDB 367 - - - w - - - - - 11.17 ± 0.66

368 SCDB 368 1.0 - w w - - - - - 5.85 ± 0.79

369 SCDB 369 1.9 1.2 w w 1.0 - - - 1.7 -

370 SCDB 370 2.0 1.2 - - 1.1 - - - 1.8 4.30 ± 0.47

371 SCDB 371 - - - w - - - - - 5.95 ± 0.76

372 SCDB 372 1.9 w - - w w w1.2 w 1.7 11.68 ± 0.28

373 SCDB 373 - - - w - - w - - 10.44 ± 0.23

374 SCDB 374 - - 1.4 w - - - - - 12.62 ± 0.31

375 SCDB 375 1.4 w - w w1.1 w1.1 - - - 7.30 ± 0.60

376 SCDB 376 1.7 1.5 1.4 w w1.1 - - - 1.2 -

377 SCDB 377 1.7 - w w - - - - 1.4 2.71 ± 0.40

378 SCDB 378 1.8 - - w - - - - 1.8 1.93 ± 0.18

379 SCDB 379 1.8 - - w - - - - 1.6 2.21 ± 0.69

380 SCDB 380 1.4 - 1.5 w - 1.0 - - - -

381 SCDB 381 - - - 1.1 1.0 1.0 1.4 - - -

382 SCDB 382 1.8 - 1.2 w w1.1 1.1 - - 1.8 -

383 SCDB 383 1.5 - 1.4 1.0 w1.2 1.1 w1.3 w - -

384 SCDB 384 1.8 - - w w1.1 1.1 - - 1.9 11.91 ± 0.60

385 SCDB 385 1.1 - - w - - - - - 11.12 ± 0.57

386 SCDB 386 - 1.4 w 1.0 - - - - - 15.47 ± 0.63

387 SCDB 387 1.7 1.3 w w - - - - 1.5 2.10 ± 0.40

388 SCDB 388 2.0 1.4 1.5 - - - - - 2.3 5.49 ± 0.15

389 SCDB 389 1.3 - - w - - - - - 13.88 ± 0.37

390 SCDB 390 - - 1.3 w - - - - - 12.35 ± 0.41

391 SCDB 391 1.5 - w1.3 w w1.3 - w1.4 w - -

392 SCDB 392 1.0 - w w - - - - - 2.70 ± 0.27

393 SCDB 393 - - 1.2 w - - - - - 16.73 ± 0.73

394 SCDB 394 1.8 - - w w1.1 - - - 1.7 3.99 ± 0.75

395 SCDB 395 - - - w - - - - - 3.09 ± 0.48

396 SCDB 396 - - w 1.0 - - - - - -

397 SCDB 397 1.4 w - w w1.1 - - - - -

398 SCDB 398 1.9 1.3 1.2 - w1.2 - - - 1.8 -

399 SCDB 399 - - - w - - - - - 13.65 ± 0.62

400 SCDB 400 - 1.3 w - - - - - - 6.23 ± 0.19
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401 SCDB 401 - - - 1.1 - - - - - 13.75 ± 0.91

402 SCDB 402 - - 1.2 1.2 - w - w1.0 - -

403 SCDB 403 1.2 - 1.4 1.1 1.0 w - - - 2.44 ± 0.42

404 SCDB 404 1.5 1.2 1.7 1.1 1.2 1.1 1.2 - 1.3 0.68 ± 0.33

405 SCDB 405 1.9 w 1.6 1.2 - - - - 1.8 0.43 ± 0.78

406 SCDB 406 2.0 w - 1.2 w1.2 - - - 1.7 -

407 SCDB 407 1.8 - w 1.2 w1.2 w1.0 - - 1.3 1.25 ± 0.14

408 SCDB 408 - - w 1.2 - - - - - 9.13 ± 0.12

409 SCDB 409 0.9 - w 1.0 - - - - - 6.62 ± 0.30

410 SCDB 410 1.3 w 1.5 w 1.1 1.0 - - - 3.76 ± 0.43

411 SCDB 411 - - w w - - - - - 8.71 ± 0.44

412 SCDB 412 1.5 w 1.7 1.0 1.2 1.0 - - - 3.07 ± 0.30

413 SCDB 413 - - - 1.0 - - - - - 7.01 ± 0.79

414 SCDB 414 - - 1.3 1.0 - - - - - 40.84 ± 0.52

415 SCDB 415 - - 1.3 1.0 - - - - - 6.57 ± 0.88

416 SCDB 416 - - 1.2 1.0 - - - - - 16.62 ± 0.39

417 SCDB 417 - - 1.2 1.1 - - - - - 14.91 ± 0.12

418 SCDB 418 1.9 1.6 w 1.2 w1.2 - w - 2.0 34.37 ± 0.66

419 SCDB 419 1.7 - - 1.0 - 1.1 - - 1.2 33.86 ± 0.62

420 SCDB 420 - - w 1.1 - - - - - 35.33 ± 0.87

421 SCDB 421 1.3 - w 1.1 1.1 1.1 - w - 8.92 ± 0.22

422 SCDB 422 1.8 w w 1.1 - 1.1 - - 1.7 10.03 ± 0.28

423 SCDB 423 1.8 - w 1.2 w1.1 - - - 1.7 7.58 ± 0.18

424 SCDB 424 - - 1.4 1.0 - - - - - 18.47 ± 0.21

425 SCDB 425 1.8 w 1.4 w 1.0 w - - 1.8 8.56 ± 0.09

426 SCDB 426 1.9 - 1.4 1.0 w1.1 - - - 1.5 10.49 ± 0.42

427 SCDB 427 2.0 2.2 - w w1.1 - - - 1.7 6.20 ± 0.39

428 SCDB 428 1.8 - 1.2 w - - - - 1.5 7.87 ± 0.36

429 SCDB 429 2.0 1.4 - w - 1.1 - - 1.9 5.26 ± 0.14

430 SCDB 430 2.0 2.2 1.2 1.0 w1.2 - - - 1.8 8.19 ± 0.48

431 SCDB 431 1.3 - w 1.0 - - - - - 5.43 ± 0.12

432 SCDB 432 1.4 - - 1.0 - - - - - 19.80 ± 0.86

433 SCDB 433 - - 1.2 1.1 - w - - - 5.48 ± 0.38

434 SCDB 434 1.3 - 1.5 1.0 - w - - - 6.83 ± 0.89

435 SCDB 435 1.9 - 1.3 - w w1.1 - - 1.8 6.90 ± 0.17

436 SCDB 436 1.4 w 1.4 w 1.2 1.1 1.2 w1.2 - 8.97 ± 0.09

437 SCDB 437 1.0 - 1.1 w - - - - - 5.25 ± 0.36

438 SCDB 438 1.8 w - 1.0 - - - - 1.7 7.11 ± 0.56

439 SCDB 439 1.8 1.2 1.6 1.0 - - - - - 5.76 ± 0.41

440 SCDB 440 1.6 w 1.8 1.0 1.1 1.2 1.5 w1.1 1.1 16.30 ± 0.45

441 SCDB 441 1.3 - 1.8 w - - - - - 9.71 ± 0.55

442 SCDB 442 - - 1.5 1.0 - - - - - 28.51 ± 0.48

443 SCDB 443 1.9 - 1.4 w w1.1 - - - 1.8 11.91 ± 0.39

444 SCDB 444 - - w w - - - - - 16.08 ± 0.45

445 SCDB 445 1.9 w w w w - - - 1.6 5.86 ± 0.35

446 SCDB 446 1.9 1.2 1.5 - 1.2 1.3 1.2 - 1.9 12.00 ± 0.51

447 SCDB 447 - - - w - - - - - 21.05 ± 0.22

448 SCDB 448 1.8 w 1.2 w - - - - 1.7 13.10 ± 0.18

449 SCDB 449 1.4 - - w - - - - - 18.80 ± 0.40

450 SCDB 450 1.4 - - w - - - - - 20.34 ± 0.29
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451 SCDB 451 1.9 w 1.4 w w1.1 - - - 1.8 3.88 ± 0.21

452 SCDB 452 1.2 - 1.5 w - w - - - 7.86 ± 0.12

453 SCDB 453 - - - w - - - - - 4.44 ± 0.49

454 SCDB 454 2.0 - 1.4 w - - - - 1.9 14.09 ± 0.79

455 SCDB 455 1.4 w - w - - - - - 6.41 ± 0.78

456 SCDB 456 1.4 - - w - - - - - 14.09 ± .64

457 SCDB 457 1.9 - - w - 1.2 - - 1.8 5.11 ± 0.58

458 SCDB 458 2.0 2.2 - - 1.0 1.5 - - 1.8 6.42 ± 0.42

459 SCDB 459 2.0 - 1.4 - w1.0 1.2 - - 1.9 4.57 ± 0.53

460 SCDB 460 1.9 w - w w1.0 - - - 1.7 8.78 ± 0.77

461 SCDB 461 - - - w - - - - - 18.81 ± 0.55

462 SCDB 462 - - - w - - - - - 15.81 ± 0.57

463 SCDB 463 - - - w - - - - - 8.53 ± 0.79

464 SCDB 464 - - w - - - - - - 16.80 ± 0.61

465 SCDB 465 1.5 - - w - - - - - 17.02 ± 0.50

466 SCDB 466 1.5 - - w - - - - - 23.03 ± 0.54

467 SCDB 467 2.0 w 1.4 w w1.2 1.3 - - 2.0 5.99 ± 0.22

468 SCDB 468 - - w w - - - - - 13.70 ± 0.16

469 SCDB 469 - - 1.5 w - - - - - 14.61 ± 0.29

470 SCDB 470 - - 1.5 1.0 - - - - - 14.61 ± 0.75

471 SCDB 471 - w - 1.0 - - - - - 7.65 ± 0.29

472 SCDB 472 1.8 - 1.3 w - - - - 1.2 6.38 ± 0.61

473 SCDB 473 1.9 w 1.6 - 1.0 w w1.2 - 2.2 15.21 ± 0.32

474 SCDB 474 1.8 - 1.4 w - - - - 1.6 11.42 ± 0.30

475 SCDB 475 1.4 1.7 1.2 w 1.1 1.2 - w - 13.99 ± 0.11

476 SCDB 476 1.9 w 1.4 - w 1.2 - - 2.2 12.08 ± 0.30

477 SCDB 477 2.0 2.1 w w w 1.2 - - 2.2 12.76 ± 0.41

478 SCDB 478 - - w 1.0 w 1.1 1.0 - - 7.74 ± 0.65

479 SCDB 479 1.7 1.4 1.5 w - w1.1 - - 1.3 11.21 ± 0.52

480 SCDB 480 - - w w - - - - - 23.22 ± 0.78

481 SCDB 481 1.0 - 1.6 w - w - - - 9.21 ± 0.34

482 SCDB 482 1.4 1.8 1.2 w 1.2 1.2 - - - 6.91 ± 0.89

483 SCDB 483 2.0 1.4 1.5 - w1.2 1.1 - - 2.3 2.74 ± 0.50

484 SCDB 484 - - - w - - - - - 10.31 ± 0.52

485 SCDB 485 1.5 1.3 1.6 w 1.1 1.1 - - - 2.83 ± 0.67

486 SCDB 486 - - - w - - - - - 11.05 ± 0.59

487 SCDB 487 1.7 w - - w1.1 - - - 2.1 9.28 ± 0.38

488 SCDB 488 1.3 - 1.6 w 1.1 1.0 - - - -

489 SCDB 489 1.5 1.2 1.7 w 1.3 1.2 w1.2 w1.2 1.4 0.05 ± 0.47

490 SCDB 490 1.6 - - w - - - - 1.7 3.09 ± 0.54

491 SCDB 491 1.6 w 1.5 - 1.2 1.1 - w 1.8 2.74 ± 0.33

492 SCDB 492 - - - w - - - - - 10.02 ± 0.27

493 SCDB 493 1.9 w 1.3 w - - - - 2.0 -

494 SCDB 494 1.5 w 1.8 - 1.4 1.3 1.6 w1.3 1.4 -

495 SCDB 495 1.9 w 1.3 w w w - - 2.1 -

496 SCDB 496 - - 1.2 w - - - - - 10.93 ± 0.55

497 SCDB 497 1.9 w 1.2 w - - - - 1.6 0.20 ± 0.18

498 SCDB 498 1.1 w 1.6 w 1.2 1.2 w - - 5.32 ± 0.33

499 SCDB 499 1.5 w 1.7 w 1.1 1.0 - - - 6.08 ± 0.45

500 SCDB 500 - - 1.2 w - - 1.0 - - 0.84 ± 0.64
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501 SCDB 501 1.7 w 1.9 - 1.3 1.4 1.4 w1.3 1.2 -

502 SCDB 502 1.7 1.2 2.0 w 1.0 1.1 1.2 - 1.4 -

503 SCDB 503 1.2 - 1.4 w - w - - - 0.18 ± 0.37

504 SCDB 504 1.6 1.3 1.5 w - - - - 1.1 0.62 ± 0.25

505 SCDB 505 1.5 w w1.5 w 1.0 1.0 w1.2 - - -

506 SCDB 506 - - w 1.0 - - - - - -

507 SCDB 507 1.6 1.3 1.6 w - - - - - 6.21 ± 0.21

508 SCDB 508 1.8 1.8 1.7 w - - - - 1.2 4.08 ± 0.33

509 SCDB 509 1.6 1.5 1.5 w - - - - 1.6 7.89 ± 0.31

510 SCDB 510 - - 1.3 w - - - - - 10.60 ± 0.38

511 SCDB 511 1.2 - 1.2 w w w - - - -

512 SCDB 512 1.4 w - w w - - - - -

513 SCDB 513 1.4 1.8 1.3 w w 1.0 - - - 0.90 ± 0.64

514 SCDB 514 1.5 - - w - - - w - -

515 SCDB 515 1.2 - 1.4 1.0 - - - - - 6.56 ± 0.12

516 SCDB 516 1.7 1.2 1.6 w w1.3 1.1 - w 1.9 -

517 SCDB 517 2.0 - 1.3 - w1.2 w1.1 - - 2.2 -

518 SCDB 518 - - w 1.0 1.1 1.0 1.2 w - -

519 SCDB 519 1.6 w w1.5 - 1.2 1.1 - w 1.7 0.23 ± 0.10

520 SCDB 520 2.0 w - - w1.1 w1.1 - - 2.4 -

521 SCDB 521 - 1.3 1.5 w - - - - - 5.88 ± 0.06

522 SCDB 522 - - w 1.0 1.1 1.0 1.4 - - -

523 SCDB 523 1.8 - - - - - - - 2.0 6.91 ± 0.74

524 SCDB 524 - - 1.4 w - - - - - 9.30 ± 0.44

525 SCDB 525 - - w w - - - - - -

526 SCDB 526 - - 1.2 w - - w - - -

527 SCDB 527 1.5 w 1.6 - 1.5 1.2 1.7 1.5 - -

528 SCDB 528 - - 1.2 1.0 - w w - - -

529 SCDB 529 1.9 w w1.5 - 1.0 1.1 w1.3 - 2.8 2.48 ± 0.28

530 SCDB 530 1.4 - - w - - - - - 0.36 ± 0.23

531 SCDB 531 1.0 - 1.2 w - - - - - 4.63 ± 0.11

532 SCDB 532 1.5 - 1.3 w 1.0 1.1 - - - 1.90 ± 0.24

533 SCDB 533 1.3 - - w - - - - - -

534 SCDB 534 1.8 - 1.5 - 1.0 1.1 - - 3.0 2.49 ± 0.70

535 SCDB 535 - - 1.5 w - - - - - 9.29 ± 0.05

536 SCDB 536 - - 1.3 1.0 - - w - - 4.08 ± 0.77

537 SCDB 537 1.9 w 1.3 1.0 - w1.1 - - 2.7 -

538 SCDB 538 1.8 - 1.2 1.0 - - - - 2.6 -

539 SCDB 539 2.0 1.2 - 1.0 - 1.1 - - 2.7 -

540 SCDB 540 2.0 2.2 - w w w - - 2.7 -

541 SCDB 541 1.4 - 1.5 w 1.1 1.1 - - - -

542 SCDB 542 - - - w - - - - - 1.40 ± 0.64

543 SCDB 543 2.0 1.5 1.5 - w1.3 - w1.3 - 3.2 -

544 SCDB 544 2.0 1.5 1.6 - w1.2 - w1.2 - 3.0 9.05 ± 0.65

545 SCDB 545 2.0 - 1.5 - w1.2 1.2 - - 2.8 -

546 SCDB 546 - - - w - - - - - 1.76 ± 0.52

547 SCDB 547 1.8 - - w - - - - 2.0 11.43 ± 0.22

548 SCDB 548 1.9 1.4 1.4 1.0 - - - - 2.4 -

549 SCDB 549 1.9 1.2 1.4 w w1.2 - - - 2.4 -

550 SCDB 550 2.0 w - - w1.3 - - - 2.0 -
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551 SCDB 551 - - 1.3 w - - - - - -

552 SCDB 552 2.0 - - w w1.0 w1.1 - - 1.8 -

553 SCDB 553 2.1 1.6 1.4 - w1.2 - - w 2.7 -

554 SCDB 554 2.0 - 1.3 w - - - - 2.0 -

555 SCDB 555 1.9 w 1.5 - w w 1.2 - 2.1 0.80 ± 0.66

556 SCDB 556 2.0 w 1.6 - w w - - 2.0 9.00 ± 0.77

557 SCDB 557 1.6 - - w - - - - - 2.56 ± 0.44

558 SCDB 558 - - 1.4 w - - - - - 4.96 ± 0.37

559 SCDB 559 1.9 w 1.5 - w - 1.1 - 2.1 -

560 SCDB 560 - - 1.5 1.0 - - - - - -

561 SCDB 561 - - 1.5 w - - - - - 9.80 ± 0.23

562 SCDB 562 1.4 w 1.5 w 1.1 1.1 - w1.2 - -

563 SCDB 563 1.5 w 1.7 w 1.2 1.2 w1.1 w1.2 - -

564 SCDB 564 1.9 - - - w1.2 - - - 1.7 -

565 SCDB 565 2.0 w 1.5 - 1.0 1.1 w1.2 - 2.0 -

566 SCDB 566 1.9 w 1.4 - w 1.0 - - 2.0 -

567 SCDB 567 1.9 - 1.3 w w1.2 1.1 - - 1.8 -

568 SCDB 568 1.4 - 1.5 w 1.3 1.1 w - - -

569 SCDB 569 - - 1.4 w - - - - - 5.60 ± 0.51

570 SCDB 570 1.9 - - w - - - - 1.6 5.41 ± 0.25

571 SCDB 571 1.6 - 1.8 w - 1.0 - - 1.4 -

572 SCDB 572 1.6 1.2 1.7 - 1.3 1.2 w1.3 w 1.5 -

573 SCDB 573 1.5 w 1.7 - 1.3 1.2 w - - -

574 SCDB 574 1.5 - w1.9 - 1.2 1.1 w - - -

575 SCDB 575 2.0 w 1.7 w w 1.0 - - 1.8 -

576 SCDB 576 1.6 1.3 1.6 - - - - - - -

577 SCDB 577 2.0 - - w - - - - 1.7 -

578 SCDB 578 1.6 - 1.5 w 1.3 1.2 w1.3 w 1.5 -

579 SCDB 579 2.1 - w - w1.3 1.2 - - 2.4 -

580 SCDB 580 1.6 - w w - - - - - -

581 SCDB 581 1.8 w 1.3 - - - - - 1.8 -

582 SCDB 582 1.8 - - w w1.2 w1.1 - - 1.5 -

583 SCDB 583 1.9 - 1.4 - w1.2 1.1 - - 1.6 -

584 SCDB 584 1.9 w w w - - 1.1 - 1.8 5.09 ± 0.53

585 SCDB 585 1.7 w 1.5 w - - - - 1.2 -

586 SCDB 586 1.8 - w w - - - - 1.5 14.83 ± 0.09

587 SCDB 587 1.5 - w w - - - - - -

588 SCDB 588 - - 1.5 w - - - - - 4.55 ± 0.59

589 SCDB 589 2.0 w 1.4 w - - - - 2.0 -

590 SCDB 590 1.9 - 1.5 - w 1.0 1.4 - 2.0 -

591 SCDB 591 - - w w - - - - - 1.43 ± 0.29

592 SCDB 592 2.0 w - - w1.4 w1.1 - w1.3 1.9 -

593 SCDB 593 2.0 2.0 1.3 - w1.3 1.2 - - 1.8 -

594 SCDB 594 2.0 - 1.5 - - w - - 2.0 -

595 SCDB 595 2.0 2.1 - - 1.3 1.4 - w 2.1 -

596 SCDB 596 2.0 - 1.3 - w1.3 - - - 1.8 -

597 SCDB 597 2.0 w 1.5 - 1.2 1.0 1.6 - 2.4 -

598 SCDB 598 - - 1.2 w - - - - - 11.43 ± 0.51

599 SCDB 599 1.5 - - w - w1.0 - - - 9.42 ± 0.58

600 SCDB 600 1.4 - - w - - - - - 4.46 ± 0.83
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601 SCDB 601 1.3 - - 1.0 - 1.0 - - - 10.81 ± 0.26

602 SCDB 602 2.0 2.1 1.4 w w1.2 1.2 - - 2.0 -

603 SCDB 603 1.4 - - w w1.2 - - - - 1.44 ± 0.34

604 SCDB 604 1.3 - 1.4 1.0 - 1.0 - - - 3.31 ± 0.14

605 SCDB 605 1.0 - - 1.0 - - w - - 13.55 ± 0.40

606 SCDB 606 2.0 - - 1.1 w1.2 1.1 - - 1.9 6.08 ± 0.12

607 SCDB 607 1.9 - - 1.0 - 1.0 - - 1.7 6.71 ± 0.24

608 SCDB 608 1.8 - 1.3 1.0 w1.2 - - w 1.6 5.70 ± 0.15

609 SCDB 609 1.4 - 1.4 w w 1.0 - w1.2 - -

610 SCDB 610 1.3 - - w - w - - - 8.61 ± 0.55

611 SCDB 611 1.9 w 1.4 w - - - - 2.0 8.33 ± 0.29

612 SCDB 612 1.4 - 1.5 w 1.1 1.1 w w1.2 - 8.41 ± 0.11

613 SCDB 613 1.4 - 1.4 w 1.1 1.1 w w1.2 - 6.26 ± 0.80

614 SCDB 614 1.5 - 1.6 - 1.2 1.2 w w1.3 - 6.04 ± 0.65

615 SCDB 615 2.0 w 1.4 w - w - - 2.0 5.37 ± 0.72

616 SCDB 616 1.8 w 1.4 w - 1.0 - - 1.2 8.20 ± 0.56

617 SCDB 617 1.4 - - w - - - - - 9.42 ± 0.68

618 SCDB 618 1.8 - - 1.0 w1.2 w1.1 - w1.2 1.5 12.91 ± 0.22

619 SCDB 619 1.9 - - - w1.2 1.2 - - 1.8 13.87 ± 0.28

620 SCDB 620 1.8 - - - w1.2 - - - 1.5 28.74 ± 0.32

621 SCDB 621 1.9 - w - 1.3 w - - 1.9 22.09 ± 0.31

622 SCDB 622 - - 1.3 w - - - - - 25.65 ± 0.60

623 SCDB 623 - - - w - - - - - 20.44 ± 0.28

624 SCDB 624 - - w1.4 w - w - - - 4.58 ± 0.63

625 SCDB 625 1.1 - - w - - - - - 19.80 ± 0.65

626 SCDB 626 1.6 1.3 1.7 w 1.3 1.2 1.0 w 1.3 4.07 ± 0.72

627 SCDB 627 - - 1.5 1.0 - w - - - 3.58 ± 0.75

628 SCDB 628 2.1 1.4 - - w1.2 w1.2 - - 2.4 22.74 ± 0.42

629 SCDB 629 1.9 - 1.4 - 1.2 1.3 - - 1.9 23.22 ± 0.65

630 SCDB 630 2.0 - 1.4 - 1.0 1.1 1.2 w 2.0 20.76 ± 0.26

631 SCDB 631 1.8 - - - 1.3 1.3 w - 1.5 11.94 ± 0.05

632 SCDB 632 1.8 w w - w1.3 w - - 1.8 4.90 ± 0.36

633 SCDB 633 - - 1.4 w - - - - - 17.42 ± 0.31

634 SCDB 634 1.9 2.0 - - w1.2 w w1.3 - 1.8 9.73 ± 0.41

635 SCDB 635 - - 1.4 w - - - - - 17.81 ± 0.19

636 SCDB 636 1.9 - 1.2 w - - - - 1.6 5.57 ± 0.06

637 SCDB 637 - - - w - - - - - 21.51 ± 0.32

638 SCDB 638 - - w w - - - - - 15.70 ± 0.12

639 SCDB 639 2.0 - w - w 1.0 1.1 - 2.0 10.16 ± 0.35

640 SCDB 640 - - - 1.0 w w - - - 7.28 ± 0.62

641 SCDB 641 1.4 - w w 1.3 1.2 1.2 w1.2 1.4 16.11 ± 0.76

642 SCDB 642 1.5 w w w 1.3 1.2 w1.2 w1.2 1.6 14.80 ± 0.34

643 SCDB 643 - - w 1.1 w - - w - 8.28 ± 0.75

644 SCDB 644 1.6 - 1.3 w 1.2 1.2 - w 1.7 13.17 ± 0.45

645 SCDB 645 1.8 - 1.4 - - - - - 1.9 9.40 ± 0.46

646 SCDB 646 2.0 1.2 - - w1.2 w1.1 - - 2.1 11.26 ± 0.31

647 SCDB 647 1.9 - w - 1.1 1.1 1.2 - 2.1 11.97 ± 0.29

648 SCDB 648 - - 1.4 w w - - - - 9.01 ± 0.71

649 SCDB 649 1.6 1.2 1.5 w - - - - 1.3 12.79 ± 0.43

650 SCDB 650 - - 1.4 1.0 - - - - - 1.24 ± 0.62
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

651 SCDB 651 - - 1.4 1.0 - - - - - 3.25 ± 0.60

652 SCDB 652 1.6 - 1.7 w 1.3 1.3 1.1 - 1.6 16.91 ± 0.69

653 SCDB 653 - - w 1.1 1.0 1.0 - w - 13.08 ± 0.65

654 SCDB 654 - - 1.3 w - - - - - 21.63 ± 0.47

655 SCDB 655 1.4 - - w - - - - - 23.55 ± 0.44

656 SCDB 656 1.4 w - - - - - - - 7.48 ± 0.77

657 SCDB 657 1.8 w 1.4 w - - - - 1.4 12.93 ± 0.23

658 SCDB 658 1.4 - 1.5 w - - - - - 30.44 ± 0.09

659 SCDB 659 1.6 - w w - - - w 1.5 15.29 ± 0.74

660 SCDB 660 - - - w - - - - - 25.24 ± 0.40

661 SCDB 661 1.2 - 1.4 w 1.3 1.2 1.1 - - 11.42 ± 0.42

662 SCDB 662 1.9 w 1.3 w - - - - 2.2 9.63 ± 0.15

663 SCDB 663 - - 1.3 w - - - - - 24.08 ± 0.84

664 SCDB 664 1.5 - 1.4 w 1.0 w - - - 11.91 ± 0.18

665 SCDB 665 1.8 - 1.2 w - - - - 1.8 5.91 ± 0.69

666 SCDB 666 - - w 1.0 - - - - - 12.47 ± 0.56

667 SCDB 667 1.8 w 1.3 w w1.1 - - - 1.6 4.15 ± 0.29

668 SCDB 668 1.4 w 1.5 w 1.3 1.2 1.2 - - 9.42 ± 0.20

669 SCDB 669 1.8 - 1.4 w - - - - 1.5 8.38 ± 0.18

670 SCDB 670 1.5 - 1.1 w - - - - - 6.87 ± 0.37

671 SCDB 671 - - - w - - - - - 17.84 ± 0.38

672 SCDB 672 1.9 - 1.3 w - - - - 2.1 5.43 ± 0.37

673 SCDB 673 1.8 - 1.4 - w 1.0 - - 2.0 14.63 ± 0.47

674 SCDB 674 1.6 - 1.3 w - - - - 1.1 9.53 ± 0.39

675 SCDB 675 1.9 - - w - 1.0 - - 1.9 10.67 ± 0.20

676 SCDB 676 - - - w - - - - - 7.03 ± 0.11

677 SCDB 677 1.6 - 1.5 w 1.1 1.1 w w 1.2 13.28 ± 0.32

678 SCDB 678 1.4 w 1.4 - 1.3 1.2 1.2 w1.2 - 8.51 ± 0.07

679 SCDB 679 - w 1.5 1.0 - - - - - 18.00 ± 0.18

680 SCDB 680 1.9 w - - w w - - 1.9 11.41 ± 0.58

681 SCDB 681 1.7 - 1.3 w - - - - 1.3 12.90 ± 0.29

682 SCDB 682 - - 1.2 1.0 1.0 1.0 w - - 2.83 ± 0.07

683 SCDB 683 1.7 - - w w1.2 - - - 1.5 11.34 ± 0.13

684 SCDB 684 1.5 - 1.5 w 1.2 1.1 w1.2 w - 8.99 ± 0.36

685 SCDB 685 1.8 - 1.2 - w 1.0 1.0 - 1.9 13.83 ± 0.54

686 SCDB 686 1.7 - w w - - - - 1.4 13.21 ± 0.21

687 SCDB 687 1.3 - - w - - - w - 6.19 ± 0.60

688 SCDB 688 - - 1.4 w - - - - - 15.85 ± 0.57

689 SCDB 689 - - w w - - - - - 2.09 ± 0.51

690 SCDB 690 - - - w - - - - - 11.79 ± 0.15

691 SCDB 691 - - w 1.0 - - - - - 4.62 ± 0.09

692 SCDB 692 1.8 - 1.2 w w1.2 w1.2 - - 1.7 6.71 ± 0.54

693 SCDB 693 1.5 - w1.5 w - - - - - 3.79 ± 0.26

694 SCDB 694 2.0 - 1.5 w w1.2 - - - 2.0 4.47 ± 0.76

695 SCDB 695 1.7 - 1.2 w - - - - 1.2 5.84 ± 0.12

696 SCDB 696 1.9 - 1.2 w - - - - 1.8 12.69 ± 0.48

697 SCDB 697 - - w 1.0 - - - - - 3.01 ± 0.74

698 SCDB 698 - - w w - w - - - 2.34 ± 0.30

699 SCDB 699 1.8 1.2 1.3 w - - - - 1.7 7.74 ± 0.42

700 SCDB 700 - 1.3 1.2 w - - - - - 11.71 ± 0.40



- 272 -

 

순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

701 SCDB 701 - - - w - - - - - 3.03 ± 0.72

702 JJDJB 001 2.0 1.8 - 1.0 w - - - 1.0 -

703 JJDJB 002 1.8 1.4 w w - w - - 1.2 -

704 JJDJB 003 1.7 - w 0.9 - w - - - -

705 JJDJB 004 1.1 - - 1.0 - - 1.1 - - -

706 JJDJB 005 2.0 1.2 1.1 w1.1 1.3 1.2 - - - -

707 JJDJB 006 1.8 1.2 1.1 w - - - w - -

708 JJDJB 007 2.0 2.3 w 1.0 1.4 1.3 w w 1.5 -

709 JJDJB 008 1.5 - 1.1 w - - - - - -

710 JJDJB 009 1.2 - - w - - - - - 14.88 ± 0.68

711 JJDJB 010 1.1 - - w - - - - 1.1 -

712 JJDJB 011 1.5 - w w 1.2 1.1 w - 1.2 -

713 JJDJB 012 1.2 - - 1.0 w - 1.3 - - 5.84 ± 0.49

714 JJDJB 013 1.9 1.6 - 0.9 w w - - - -

715 JJDJB 014 2.1 1.8 w 1.0 - - - - - -

716 JJDJB 015 2.0 1.6 - w w - - - - -

717 JJDJB 016 2.0 1.6 - 1.0 w - - - - -

718 JJDJB 017 w - w 1.1 1.4 1.2 1.1 w - 10.65 ± 0.27

719 JJDJB 018 w - w1.3 1.2 w w - 1.0 - -

720 JJDJB 019 1.8 1.3 w 1.0 1.5 1.3 1.4 1.2 - -

721 JJDJB 020 1.6 - 1.1 w 1.0 1.1 1.1 - - -

722 JJDJB 021 1.5 - w 1.0 - w - - - 1.61 ± 0.77

723 JJDJB 022 - - w w - - - - - -

724 JJDJB 023 1.7 1.5 w w 1.5 1.4 1.6 - - -

725 JJDJB 024 w - w 1.0 1.4 1.3 1.3 - - -

726 JJDJB 025 1.9 1.6 w - - - - - - -

727 JJDJB 026 1.5 1.3 w 1.0 1.3 1.4 1.3 1.5 1.4 23.67 ± 0.72

728 JJDJB 027 1.8 1.5 w w w w w w1.3 1.5 31.64 ± 0.30

729 JJDJB 028 1.7 1.3 w1.2 w - - - w 1.1 22.66 ± 0.47

730 JJDJB 029 1.8 1.6 1.1 w w w1.4 w w1.2 1.5 25.43 ± 0.43

731 JJDJB 030 1.7 1.4 w 1.0 1.2 1.3 w w1.3 - -

732 JJDJB 031 1.7 1.3 w 1.0 - 1.2 w w - -

733 JJDJB 032 1.8 1.2 w w 1.3 1.4 w w - -

734 JJDJB 033 1.9 1.4 1.1 - - w1.3 - - - -

735 JJDJB 034 1.8 1.1 w 1.1 - w1.3 - - - -

736 JJDJB 035 1.9 1.4 w w - w1.3 - - - -

737 JJDJB 036 2.0 1.7 w w - w1.2 - - - -

738 JJDJB 037 - - w 1.1 - - 1.1 - - -

739 JJDJB 038 1.8 1.3 1.0 1.0 1.1 1.2 - - - -

740 JJDJB 039 1.7 1.2 w 1.0 1.1 1.1 1.4 - - -

741 JJDJB 040 1.8 w - w - w - - - -

742 JJDJB 041 1.9 1.2 - 1.1 - - - - - 8.32 ± 0.74

743 JJDJB 042 1.7 - - w - - - - 2.1 2.27 ± 0.82

744 JJDJB 043 1.8 1.3 1.0 w - - - - - -

745 JJDJB 044 1.9 1.0 1.0 w1.2 - w1.2 - - 1.4 5.55 ± 0.84

746 JJDJB 045 1.9 1.4 1.2 w1.3 1.6 1.6 1.6 w - 13.13 ± 0.40
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[별첨자료_고추장 분리 세균의 특성분석 결과]

순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thromb

olytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

1 SCGB 1 2.3 2.5 1.2 1.0 1.8 1.8 1.5 1.0 2.3 14.96 ± 0.54

2 SCGB 2 1.3 - - 1.2 - - - - 1.4 19.34 ± 0.64

3 SCGB 3 1.8 - 1.2 1.2 - - - - 1.5 21.95 ± 0.27

4 SCGB 4 2.0 2.2 - 1.0 - - - - 2.0 21.19 ± 0.67

5 SCGB 5 2.0 - - w - - - - 2.1 23.07 ± 0.20

6 SCGB 6 2.1 - 1.3 w 1.2 1.2 1.1 1.0 2.1 17.56 ± 0.32

7 SCGB 7 2.0 2.1 - 1.1 1.0 - - - 2.1 17.83 ± 0.52

8 SCGB 8 2.1 - - 1.2 - - - - 2.2 31.01 ± 0.72

9 SCGB 9 1.8 - w 1.4 - - - - 1.6 22.39 ± 0.51

10 SCGB 10 1.7 - 1.2 1.4 1.2 1.0 1.3 - 1.6 9.95 ± 0.35

11 SCGB 11 - - w 1.0 - - - - - 28.18 ± 0.35

12 SCGB 12 2.1 - - 1.2 - - - - 2.0 16.25 ± 0.26

13 SCGB 13 2.0 1.1 - 1.2 1.5 1.3 1.0 - 2.0 15.84 ± 0.29

14 SCGB 14 1.8 1.5 - 1.2 - - - - 1.7 22.87 ± 0.29

15 SCGB 15 1.9 - 1.2 1.2 - - - - 2.1 33.98 ± 0.51

16 SCGB 16 2.0 1.2 - 1.4 1.3 - 1.2 - 2.0 11.55 ± 0.20

17 SCGB 17 1.5 - - 1.4 1.5 1.2 - - 1.6 22.00 ± 0.10

18 SCGB 18 1.2 1.4 w - 1.5 1.2 - - 1.1 26.01 ± 0.51

19 SCGB 19 - - - w - - - - - 16.33 ± 0.03

20 SCGB 20 1.8 - 1.2 - - - - - 1.6 24.32 ± 0.24

21 SCGB 21 1.4 - - - 1.4 1.3 - - 1.7 22.88 ± 0.35

22 SCGB 22 2.0 1.5 1.2 - 1.2 1.0 - - 2.0 24.35 ± 0.09

23 SCGB 23 - - w 1.3 - - - - - 18.07 ± 0.59

24 SCGB 24 1.9 - - - - - - - 1.8 22.72 ± 0.44

25 SCGB 25 1.8 - - 1.2 - - - - 1.7 24.20 ± 0.27

26 SCGB 26 1.7 - - 1.2 - - - - 1.5 22.39 ± 0.39

27 SCGB 27 2.0 1.2 - 1.4 - - - - 2.0 18.98 ± 0.33

28 SCGB 28 2.0 - 1.3 1.2 1.2 - - 1.1 1.9 24.13 ± 0.42

29 SCGB 29 1.8 - - 1.4 - - - - 1.5 21.44 ± 0.34

30 SCGB 30 2.2 1.2 - 1.2 - - - - 2.4 24.08 ± 0.10

31 SCGB 31 - - 1.3 1.3 - - - - - 20.95 ± 0.60

32 SCGB 32 1.9 - 1.2 1.4 - - - 2.0 16.72 ± 0.43

33 SCGB 33 1.2 - w 1.5 1.6 1.4 - - w 23.18 ± 0.55

34 SCGB 34 2.4 1.5 - 1.0 1.0 - - - 2.6 22.05 ± 0.19

35 SCGB 35 2.3 2.6 - 1.0 1.1 1.0 1.1 - 2.4 11.80 ± 0.09

36 SCGB 36 0.9 - - w - - - - 1.2 25.42 ± 0.36

37 SCGB 37 1.5 - w 1.0 1.5 1.2 - - - 8.92 ± 0.09

38 SCGB 38 2.0 - 1.2 - 1.1 1.0 1.3 1.2 2.0 23.35 ± 0.59

39 SCGB 39 1.1 - 1.3 1.0 1.2 1.4 - - 1.3 23.04 ± 0.49

40 SCGB 40 2.1 - - 1.0 1.3 1.2 1.2 - 2.4 15.93 ± 0.07

41 SCGB 41 - - - w - - - - 1.1 24.11 ± 0.21

42 SCGB 42 1.7 1.3 - 1.0 1.5 1.3 - - 1.5 12.08 ± 0.64

43 SCGB 43 - - - 1.4 1.3 1.1 1.4 1.3 w 5.87 ± 0.31

44 SCGB 44 - - - 1.1 - - 1.0 - - 11.82 ± 0.45

45 SCGB 45 1.4 - - 1.0 - - - - 1.5 17.34 ± 0.16

46 SCGB 46 2.1 - 1.3 - 1.5 1.5 - - 2.1 20.94 ± 0.42

47 SCGB 47 1.3 - 1.4 1.3 1.6 1.6 1.1 - 1.1 23.44 ± 0.20

48 SCGB 48 1.6 - 1.5 1.2 - 1.0 1.1 - 1.8 10.35 ± 0.54

49 SCGB 49 2.0 - - - - - - - 2.1 29.41 ± 0.25

50 SCGB 50 2.2 - 1.4 - 1.2 1.3 1.1 1.0 2.2 27.00 ± 0.45
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

51 SCGB 51 2.3 2.3 1.1 - - 1.0 - - 2.3 13.72 ± 0.28

52 SCGB 52 2.0 - - - 1.2 1.3 1.9 1.9 1.9 24.69 ± 0.19

53 SCGB 53 1.3 - 1.3 - 1.4 1.5 1.1 - 1.1 22.98 ± 0.20

54 SCGB 54 1.9 - - - - - - - 1.8 17.10 ± 0.36

55 SCGB 55 2.4 1.4 - - 1.4 1.5 2.1 1.8 2.6 11.38 ± 0.31

56 SCGB 56 1.5 - 1.3 - - - - - 1.4 7.76 ± 0.42

57 SCGB 57 2.2 - - - - - - - 2.0 11.11 ± 0.18

58 SCGB 58 1.2 - w - - - - - - 17.19 ± 0.12

59 SCGB 59 2.3 1.5 w - 1.3 1.2 - - 2.4 18.86 ± 0.28

60 SCGB 60 1.4 - - - 1.3 1.4 - - 1.2 26.91 ± 0.25

61 SCGB 61 1.5 - - - - 1.0 - - 1.4 20.53 ± 0.11

62 SCGB 62 2.6 2.6 - - 1.1 1.1 1.6 - 2.1 16.24 ± 0.18

63 SCGB 63 1.7 2.0 1.2 - 1.4 1.5 - - 1.6 24.00 ± 0.19

64 SCGB 64 2.0 2.1 w - - - - - 1.9 25.71 ± 0.46

65 SCGB 65 2.0 1.5 1.3 - - 1.0 - - 1.8 19.88 ± 0.04

66 SCGB 66 - - w - - - - - - 14.87 ± 0.60

67 SCGB 67 2.0 1.8 - - - - - - 1.7 18.40 ± 0.34

68 SCGB 68 - - 1.2 - 1.2 1.0 1.6 1.2 - 8.51 ± 0.22

69 SCGB 69 2.5 2.6 - - 1.0 1.0 1.6 1.0 2.1 18.50 ± 0.43

70 SCGB 70 - - - - - - - - - 17.28 ± 0.50

71 SCGB 71 - - - - - - - - 1.2 23.44 ± 0.60

72 SCGB 72 1.3 - 1.2 - 1.3 1.5 1.2 - 1.1 22.07 ± 0.06

73 SCGB 73 2.2 1.2 1.2 1.4 - 1.0 - - 2.2 14.14 ± 0.29

74 SCGB 74 2.5 1.2 - 1.0 1.6 1.6 1.6 1.3 2.4 15.02 ± 0.18

75 SCGB 75 - - - 1.2 - - - - 1.2 21.82 ± 0.41

76 SCGB 76 2.5 1.3 - 1.4 - 1.0 - - 2.4 22.52 ± 0.51

77 SCGB 77 1.7 - - 1.2 1.3 1.4 1.2 - 1.7 20.00 ± 0.07

78 SCGB 78 - - - 1.6 - - - - - 13.02 ± 0.37

79 SCGB 79 2.3 - - 1.2 - 1.0 - - 2.1 18.43 ± 0.35

80 SCGB 80 2.2 - - 1.2 - - - - 2.0 17.72 ± 0.43

81 SCGB 81 2.2 1.2 - 1.1 - - - - 2.1 26.60 ± 0.09

82 SCGB 82 2.3 2.6 - - 1.2 1.2 1.1 1.0 2.3 14.75 ± 0.23

83 SCGB 83 2.1 1.0 - w - - - - 1.7 15.11 ± 0.36

84 SCGB 84 2.3 - - - - - - - 2.4 20.56 ± 0.67

85 SCGB 85 2.2 - 1.3 - 1.4 1.3 1.2 1.4 2.2 17.87 ± 0.67

86 SCGB 86 - - 1.3 1.0 - - - - - 16.07 ± 0.22

87 SCGB 87 2.3 1.9 - - 1.2 1.4 1.6 1.3 2.5 14.85 ± 0.25

88 SCGB 88 - - - 1.0 - - - - - 17.64 ± 0.17

89 SCGB 89 1.6 - w 1.2 1.2 1.4 - - 1.8 18.82 ± 0.30

90 SCGB 90 1.3 - w 1.0 1.2 1.3 1.1 - 1.5 23.14 ± 0.14

91 SCGB 91 2.2 1.5 w - 1.4 1.3 - - 2.4 17.03 ± 0.27

92 SCGB 92 1.2 - - - - - - - - 25.69 ± 0.34

93 SCGB 93 1.6 - w w - - - - 2.5 17.91 ± 0.37

94 SCGB 94 - - 1.5 w - - 1.0 - - 7.91 ± 0.51

95 SCGB 95 2.1 1.7 - 1.0 - 1.0 - - 1.8 13.27 ± 0.41

96 SCGB 96 2.3 1.2 1.3 - - - - - 2.2 12.86 ± 0.40

97 SCGB 97 - - - w - - 1.2 - 1.4 20.67 ± 0.29

98 SCGB 98 2.0 1.0 w - - - - - 2.2 21.47 ± 0.24

99 SCGB 99 2.0 - 1.4 w 1.0 1.0 - - 1.7 16.11 ± 0.34

100 SCGB 100 2.5 1.4 - - 1.4 1.3 1.9 1.5 2.7 7.20 ± 0.09
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

101 SCGB 101 1.7 - w 1.1 1.5 1.5 1.0 - 1.5 18.97 ± 0.18

102 SCGB 102 1.8 1.8 w 1.1 1.2 1.2 - - 2.1 16.76 ± 0.32

103 SCGB 103 2.0 1.0 1.4 w 1.1 1.2 - - 2.2 23.00 ± 0.53

104 SCGB 104 2.4 1.3 w - 1.3 1.3 1.7 1.3 2.5 16.59 ± 0.20

105 SCGB 105 1.4 - 1.3 1.1 1.5 1.4 - - 1.1 22.05 ± 0.20

106 SCGB 106 - - - 1.2 - - 1.2 - - 23.57 ± 0.33

107 SCGB 107 2.0 1.0 w w - - - - 1.5 15.13 ± 0.26

108 SCGB 108 1.9 1.3 w - 1.1 1.2 1.4 - 2.1 17.87 ± 0.20

109 SCGB 109 2.2 - w - - 1.0 - - 2.1 19.63 ± 0.49

110 SCGB 110 2.3 - 1.2 - 1.1 1.2 1.3 1.0 2.2 21.94 ± 0.25

111 SCGB 111 2.0 1.7 w - - - 1.0 - 1.9 14.04 ± 0.26

112 SCGB 112 2.1 - 1.2 - - - - - 2.2 31.68 ± 0.66

113 SCGB 113 1.7 - w - 1.1 1.0 - - 1.8 22.10 ± 0.29

114 SCGB 114 1.7 - w w 1.2 1.2 1.4 1.0 1.7 22.64 ± 0.27

115 SCGB 115 2.2 - 1.5 w - - - - 2.1 20.16 ± 0.26

116 SCGB 116 2.4 1.5 - - - - - - 2.6 17.57 ± 0.41

117 SCGB 117 2.3 2.4 - 1.0 1.0 1.1 - - 2.2 20.55 ± 0.35

118 SCGB 118 2.3 1.0 1.4 1.2 - 1.0 - - 2.4 18.12 ± 0.18

119 SCGB 119 2.2 - w 1.2 1.1 1.1 1.0 1.0 2.2 27.05 ± 0.23

120 SCGB 120 1.6 - 1.2 w 1.5 1.3 1.5 - 1.4 24.11 ± 0.27

121 SCGB 121 1.5 - w w - - - - 1.7 21.24 ± 0.65

122 SCGB 122 1.3 - 1.5 1.2 1.5 1.3 - - 1.4 25.15 ± 0.25

123 SCGB 123 1.7 1.4 w w 1.7 1.2 1.5 - 1.9 18.69 ± 0.40

124 SCGB 124 2.0 - - - - - 1.0 - 1.8 29.72 ± 0.50

125 SCGB 125 1.4 - 1.2 1.0 1.4 1.3 - - 1.6 25.55 ± 0.31

126 SCGB 126 2.2 - 1.4 - 1.2 1.1 1.4 1.0 2.1 22.03 ± 0.27

127 SCGB 127 2.1 - w 1.2 - - - - 2.1 20.74 ± 0.30

128 SCGB 128 2.0 - 1.2 1.3 1.2 1.3 - - 2.1 25.01 ± 0.31

129 SCGB 129 2.3 1.3 - 1.0 1.0 - - - 2.0 29.05 ± 0.23

130 SCGB 130 1.5 - - 1.0 - - - - 1.8 26.12 ± 0.06

131 SCGB 131 1.5 - w w 1.6 1.4 1.1 - 1.7 22.09 ± 0.24

132 SCGB 132 2.1 1.0 - - - - - - 2.0 25.84 ± 0.18

133 SCGB 133 2.1 - 1.5 w - - - - 1.7 18.60 ± 0.31

134 SCGB 134 2.3 1.2 - w 1.0 - - - 1.8 19.78 ± 0.55

135 SCGB 135 - - w 1.2 1.2 1.1 - - - 21.29 ± 0.56

136 SCGB 136 1.4 - w 1.2 1.6 1.4 1.1 - 1.6 27.56 ± 0.19

137 SCGB 137 1.4 - w 1.0 - - - - 1.1 26.36 ± 0.25

138 SCGB 138 - - - 1.2 - - - - 1.3 25.48 ± 0.61

139 SCGB 139 - - - 1.2 - - 1.0 - 1.1 26.53 ± 0.26

140 SCGB 140 1.6 - w 1.2 1.5 1.4 - - 1.7 22.20 ± 0.42

141 SCGB 141 - - - 1.0 - - - - 1.3 26.33 ± 0.19

142 SCGB 142 - - - 1.0 - - - - - 25.84 ± 0.40

143 SCGB 143 2.1 - - - 1.1 - 1.2 1.0 2.1 23.43 ± 0.18

144 SCGB 144 2.0 - - 1.0 1.2 1.1 1.4 1.0 2.1 24.87 ± 0.42

145 SCGB 145 1.9 1.5 1.4 1.0 - - - - 1.3 17.28 ± 0.45

146 SCGB 146 2.0 1.3 w - 1.5 1.3 1.0 - 1.9 20.83 ± 0.27

147 SCGB 147 2.4 1.5 1.7 - 1.3 1.2 1.7 1.2 2.4 13.05 ± 0.02

148 SCGB 148 - - - 1.0 - - 1.4 - 1.1 20.40 ± 0.08

149 SCGB 149 2.2 1.3 1.6 1.0 1.6 1.5 1.5 1.1 2.5 15.71 ± 0.29

150 SCGB 150 1.4 - w 1.2 - - - - 1.4 22.05 ± 0.08
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151 SCGB 151 2.2 1.2 1.4 1.1 1.8 1.8 1.6 1.3 2.3 21.29 ± 0.14

152 SCGB 152 2.3 1.0 1.4 1.0 - - - - 2.2 25.14 ± 0.10

153 SCGB 153 1.8 - 1.2 1.0 - - - - 2.0 27.90 ± 0.37

154 SCGB 154 1.1 - 1.1 1.0 - - - - - 27.74 ± 0.39

155 SCGB 155 2.0 - 1.4 - - - - - 1.8 30.21 ± 0.15

156 SCGB 156 1.9 1.5 w w 1.9 1.5 1.1 - 1.8 25.90 ± 0.27

157 SCGB 157 1.2 - w 1.1 - - - - 1.4 31.37 ± 0.37

158 SCGB 158 2.0 - 1.3 1.3 1.3 1.1 1.1 1.0 1.3 28.68 ± 0.45

159 SCGB 159 1.8 1.3 w 1.3 1.9 1.7 1.4 - 1.3 28.94 ± 0.13

160 SCGB 160 1.7 - w 1.2 - - 1.1 - 1.6 19.87 ± 0.36

161 SCGB 161 2.1 2.0 w 1.3 1.2 1.0 1.2 - 2.0 24.34 ± 0.31

162 SCGB 162 1.0 - - 1.2 - - - - 1.6 35.31 ± 0.20

163 SCGB 163 1.4 - w 1.3 1.5 1.2 - - 1.3 29.00 ± 0.19

164 SCGB 164 1.5 1.0 w 1.2 1.0 - - - 1.4 26.62 ± 0.03

165 SCGB 165 1.9 1.7 w 1.2 1.3 1.2 - - 1.5 32.34 ± 0.30

166 SCGB 166 1.5 - - 1.2 - - - - 1.6 30.81 ± 0.21

167 SCGB 167 2.0 1.4 - 1.2 1.5 1.5 1.3 1.1 2.2 26.83 ± 0.18

168 SCGB 168 1.4 - 1.3 1.0 1.5 1.5 1.0 1.8 1.6 29.19 ± 0.14

169 SCGB 169 - - 1.0 1.3 - - 1.1 - - 23.20 ± 0.25

170 SCGB 170 1.3 - w 1.4 1.4 1.4 - - 1.6 28.74 ± 0.11

171 SCGB 171 - - 1.2 1.2 - - - - - 26.23 ± 0.27

172 SCGB 172 1.1 - - 1.3 - - - - 1.1 22.01 ± 0.22

173 SCGB 173 1.8 2.1 - 1.1 - - - - 2.0 29.71 ± 0.47

174 SCGB 174 2.0 1.2 - 1.2 1.1 - - - 2.1 31.64 ± 0.30

175 SCGB 175 1.5 - 1.2 1.2 1.3 1.0 - - 1.5 28.73 ± 0.20

176 SCGB 176 1.5 1.2 w 1.0 - - - - 1.4 27.72 ± 0.28

177 SCGB 177 2.0 1.0 w 1.2 - - - - 2.1 24.95 ± 0.37

178 SCGB 178 1.4 - 1.3 1.2 1.3 1.2 - - 1.3 14.00 ± 0.52

179 SCGB 179 2.0 - 1.4 1.4 - - - - 2.1 29.00 ± 0.09

180 SCGB 180 1.6 1.2 w 1.0 1.7 1.6 1.5 - 1.5 27.30 ± 0.56

181 SCGB 181 2.2 - 1.4 1.0 - - - - 2.3 29.07 ± 0.38

182 SCGB 182 1.6 1.3 w 1.0 - - - - 1.4 27.55 ± 0.24

183 SCGB 183 1.1 - 1.1 1.0 1.5 1.5 - - w 30.52 ± 0.13

184 SCGB 184 1.5 1.4 - 1.0 1.1 - - - 1.8 21.85 ± 0.38

185 SCGB 185 1.8 1.3 1.0 1.4 - - 1.0 - 1.8 21.43 ± 0.42

186 SCGB 186 2.0 - - 1.2 - - - - 2.0 19.15 ± 0.14

187 SCGB 187 2.0 1.2 1.2 - 1.1 1.0 - - 2.0 11.25 ± 0.37

188 SCGB 188 2.0 1.2 w - - - - - 1.9 19.04 ± 0.36

189 SCGB 189 2.3 1.2 w - - - - - 2.0 10.14 ± 0.17

190 SCGB 190 - - - - - - 1.2 - w 22.83 ± 0.21

191 SCGB 191 2.3 1.4 w - 1.5 1.5 1.5 1.4 2.3 20.48 ± 0.24

192 SCGB 192 2.0 - 1.4 1.2 1.2 - 1.0 - 1.9 21.93 ± 0.57

193 SCGB 193 1.8 - w 1.6 - - - - 1.2 22.79 ± 0.34

194 SCGB 194 1.5 1.2 w 1.6 1.5 1.5 1.3 - 1.7 22.01 ± 0.29

195 SCGB 195 1.3 - w 1.6 1.5 1.5 - - 1.8 24.13 ± 0.16

196 SCGB 196 1.8 1.0 w 1.2 - - - - 1.8 15.09 ± 0.52

197 SCGB 197 1.3 1.0 w 1.0 - - - - 1.6 25.30 ± 0.12

198 SCGB 198 1.8 1.5 - 1.0 1.9 1.9 1.6 - 2.0 28.51 ± 0.49

199 SCGB 199 1.6 1.2 w 1.2 1.5 1.4 1.4 - 1.8 21.96 ± 0.09

200 SCGB 200 2.3 2.7 - 1.4 1.0 - 1.0 1.3 2.4 16.12 ± 0.56
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201 SCGB 201 2.3 - 1.2 1.2 1.0 - - - 2.4 11.76 ± 0.11

202 SCGB 202 2.2 1.1 w 1.0 1.2 1.1 1.5 1.4 2.2 19.65 ± 0.40

203 SCGB 203 1.3 - w 1.4 1.4 1.3 1.2 1.0 1.8 23.93 ± 0.54

204 SCGB 204 1.8 1.2 - 1.2 1.8 1.5 1.1 - 2.0 19.73 ± 0.42

205 SCGB 205 - - 1.3 - 1.2 - 1.0 - - 37.51 ± 0.41

206 SCGB 206 1.6 1.3 1.1 - - - - - w 15.68 ± 0.09

207 SCGB 207 1.4 - - - - - - - 1.4 19.65 ± 0.20

208 SCGB 208 1.6 - w 1.2 1.6 1.4 1.4 - 1.6 18.28 ± 0.21

209 SCGB 209 2.4 - 1.2 1.4 1.1 - 1.0 - 2.3 19.41 ± 0.35

210 SCGB 210 1.9 - - 1.2 - - - - 1.6 17.28 ± 0.27

211 SCGB 211 - - - 1.2 - - - - - 21.54 ± 0.21

212 SCGB 212 - - 1.0 1.2 - - - - 1.1 43.87 ± 0.51

213 SCGB 213 - - - 1.2 - - 1.2 1.6 1.1 25.13 ± 0.09

214 SCGB 214 1.6 1.3 1.2 1.2 - - - - 1.2 17.37 ± 0.24

215 SCGB 215 2.2 - 1.3 1.2 - - - - 2.3 24.76 ± 0.23

216 SCGB 216 1.6 - w 1.4 1.6 1.5 1.2 - 1.6 22.74 ± 0.12

217 SCGB 217 - - w 1.2 - - - - - 21.06 ± 0.24

218 SCGB 218 1.5 - - 1.2 - - - - 1.1 21.37 ± 0.51

219 SCGB 219 2.1 - 1.3 1.2 1.2 1.0 - - 1.8 28.36 ± 0.35

220 SCGB 220 2.2 1.0 1.2 1.0 - - - - 1.8 14.79 ± 0.28

221 SCGB 221 1.7 - w 1.4 1.4 1.2 1.1 - 1.6 19.98 ± 0.26

222 SCGB 222 2.6 1.5 - 1.2 - - 1.1 - 2.6 14.11 ± 0.49

223 SCGB 223 - - w 1.2 - - - - 1.2 29.17 ± 0.29

224 SCGB 224 2.0 - w 1.0 - - - - 1.1 23.50 ± 0.25

225 SCGB 225 2.5 - - 1.4 - - - - 2.4 14.47 ± 0.20

226 SCGB 226 1.8 - - 1.4 - - - - 1.4 21.66 ± 0.36

227 SCGB 227 1.5 - - 1.2 - - - - 1.4 23.32 ± 0.37

228 SCGB 228 2.0 - - 1.2 - - - - 1.8 20.56 ± 0.13

229 SCGB 229 2.0 1.4 w 1.3 1.5 1.2 1.0 1.0 2.0 21.67 ± 0.21

230 SCGB 230 2.3 - w 1.4 1.1 1.0 1.4 1.3 2.1 18.04 ± 0.48

231 SCGB 231 1.5 - - 1.2 - - - - 1.5 21.24 ± 0.33

232 SCGB 232 2.4 1.2 1.4 1.2 - - - - 2.4 22.58 ± 0.22

233 SCGB 233 2.3 - w 1.2 1.0 1.0 - - 1.9 26.08 ± 0.45

234 SCGB 234 1.9 1.3 w 1.2 2.0 1.5 2.4 2.0 1.9 39.39 ± 0.46

235 SCGB 235 1.5 1.5 w 1.2 1.9 1.7 1.7 - 1.9 23.49 ± 0.53

236 SCGB 236 2.4 1.4 1.4 1.2 - - - - 2.2 21.55 ± 0.06

237 SCGB 237 2.0 1.3 w 1.4 1.5 1.4 1.3 - 1.7 22.37 ± 0.45

238 SCGB 238 2.3 1.8 w 1.2 - - - - 1.7 16.96 ± 0.46

239 SCGB 239 2.4 1.4 1.5 1.2 1.0 - - - 2.2 18.84 ± 0.25

240 SCGB 240 2.2 - 1.2 1.2 - - - - 2.1 22.53 ± 0.13

241 SCGB 241 1.3 - 1.2 1.2 1.2 1.2 1.5 - 1.0 22.31 ± 0.46

242 SCGB 242 1.4 1.1 - 1.2 1.4 1.3 - - 1.4 21.74 ± 0.41

243 SCGB 243 - - - 1.2 - - 1.0 - - 25.15 ± 0.45

244 SCGB 244 1.3 - - 1.3 1.1 1.2 1.6 - w 20.36 ± 0.24

245 SCGB 245 2.0 1.1 w 1.2 - - - - 1.6 18.48 ± 0.34

246 SCGB 246 1.8 - 1.3 1.2 1.2 1.0 1.2 - 1.4 10.74 ± 0.12

247 SCGB 247 1.9 - 1.2 1.2 1.3 1.2 - - 1.6 20.25 ± 0.67

248 SCGB 248 1.8 1.0 w 1.2 1.3 1.2 1.2 - 1.5 18.00 ± 0.44

249 SCGB 249 2.4 1.4 - 1.0 - - - - 2.3 21.40 ± 0.30

250 SCGB 250 - - 1.2 1.2 - - 1.2 - - 27.98 ± 0.68
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251 SCGB 251 2.0 1.5 w 1.1 - 1.0 1.5 - 2.2 12.55 ± 0.23

252 SCGB 252 2.3 1.0 - 1.0 1.1 1.0 1.3 1.0 2.2 20.86 ± 0.51

253 SCGB 253 1.5 - - 1.2 1.4 1.3 - - 1.6 22.63 ± 0.26

254 SCGB 254 1.7 1.3 w 1.2 - - - - 1.8 28.09 ± 0.50

255 SCGB 255 1.7 1.0 w 1.2 1.4 1.5 - - 1.3 19.85 ± 0.43

256 SCGB 256 1.6 - 1.3 1.2 - - - - 1.1 21.23 ± 0.30

257 SCGB 257 1.7 - - 1.0 1.5 1.4 1.5 - 2.1 23.91 ± 0.49

258 SCGB 258 2.0 2.1 1.2 1.0 1.3 1.0 - - 2.1 21.82 ± 0.27

259 SCGB 259 2.0 - - 1.0 - - - - 1.8 30.11 ± 0.55

260 SCGB 260 1.7 - w 1.0 - - - - 1.9 19.62 ± 0.17

261 SCGB 261 2.0 1.4 w 1.2 1.6 1.4 1.1 - 2.3 21.38 ± 0.23

262 SCGB 262 1.8 - w 1.2 1.4 1.3 - - 2.0 19.47 ± 0.50

263 SCGB 263 1.5 - 1.0 1.2 1.4 1.3 1.3 - - 20.08 ± 0.62

264 SCGB 264 - - 1.1 1.2 - - - - - 15.91 ± 0.21

265 SCGB 265 2.3 1.0 - - - - - - 2.2 19.21 ± 0.28

266 SCGB 266 2.1 - 1.4 1.0 - - - - 2.0 16.91 ± 0.50

267 SCGB 267 - - 1.2 1.2 1.1 - 1.2 1.1 1.3 14.51 ± 0.64

268 SCGB 268 - - 1.1 1.2 1.1 - 1.1 - - 13.34 ± 0.43

269 SCGB 269 2.0 - 1.4 - 1.0 - 1.1 1.8 2.0 30.79 ± 0.20

270 SCGB 270 1.4 - 1.5 1.0 1.5 1.4 1.1 - 1.1 24.89 ± 0.10

271 SCGB 271 - - w 1.2 - - - - 1.3 22.47 ± 0.46

272 SCGB 272 1.2 - w 1.2 - - - - 1.1 23.48 ± 0.38

273 SCGB 273 2.2 1.0 1.3 w - - - - 2.1 26.45 ± 0.38

274 SCGB 274 2.4 1.5 w w - - 1.1 - 2.4 13.86 ± 0.16

275 SCGB 275 1.5 - - 1.0 - - - - 1.7 20.77 ± 0.18

276 SCGB 276 1.6 1.8 1.3 1.2 1.4 1.1 - - 1.6 19.39 ± 0.46

277 SCGB 277 1.5 - - 1.2 - - - - 1.1 22.42 ± 0.19

278 SCGB 278 2.2 - 1.4 1.0 1.0 1.0 1.2 - 2.1 29.30 ± 0.35

279 SCGB 279 1.3 1.3 1.1 1.0 1.3 1.1 - - 1.3 22.43 ± 0.38

280 SCGB 280 2.4 1.2 1.2 w - - - - 2.3 19.26 ± 0.31

281 SCGB 281 1.7 - w w 1.8 1.4 1.3 - 1.8 22.96 ± 0.30

282 SCGB 282 1.6 1.9 1.4 - 1.1 - - - 1.5 17.30 ± 0.18

283 SCGB 283 2.1 - 1.3 - 1.2 1.2 1.1 1.0 1.9 21.71 ± 0.22

284 SCGB 284 1.5 - w w 1.8 1.4 1.2 - 1.4 20.63 ± 0.24

285 SCGB 285 1.7 - w w 1.9 1.5 1.2 - 1.6 19.89 ± 0.41

286 SCGB 286 2.2 1.0 - - - - - - 2.1 29.47 ± 0.45

287 SCGB 287 - - w w - - - - 1.4 26.81 ± 0.40

288 SCGB 288 1.5 - w w 1.4 1.4 1.6 - 1.4 20.57 ± 0.31

289 SCGB 289 2.1 - 1.2 - 1.2 1.0 1.0 1.5 1.9 26.94 ± 0.30

290 SCGB 290 2.2 2.0 w w - - - - 1.8 13.18 ± 0.11

291 SCGB 291 - - - w - - 1.0 - 1.3 19.76 ± 0.27

292 SCGB 292 1.7 2.0 - w 1.5 1.4 - - 1.7 21.41 ± 0.55

293 SCGB 293 1.5 - - w 1.0 - - - 1.4 18.40 ± 0.14

294 SCGB 294 2.5 1.7 - w - - - - 1.5 19.64 ± 0.32

295 SCGB 295 2.3 1.5 - - - - - - 1.8 21.27 ± 0.20

296 SCGB 296 2.4 1.0 1.3 - 1.2 1.2 1.6 1.2 2.1 20.29 ± 0.14

297 SCGB 297 2.1 - w 1.0 - - - - 1.8 28.63 ± 0.50

298 SCGB 298 2.4 - - 1.0 - - - - 2.3 25.79 ± 0.18

299 SCGB 299 1.6 1.3 1.3 1.0 1.5 1.4 - - 1.5 18.78 ± 0.09

300 SCGB 300 2.4 2.5 - - 1.3 1.3 - - 2.3 13.88 ± 0.14
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301 SCGB 301 1.5 - - w 1.8 1.4 - - 1.4 19.26 ± 0.23

302 SCGB 302 1.1 - w w - - - - 1.5 36.04 ± 0.24

303 SCGB 303 2.4 1.4 - w 1.3 1.5 1.6 1.5 2.3 21.69 ± 0.43

304 SCGB 304 1.8 - 1.4 1.0 1.5 1.2 - - 1.5 14.95 ± 0.28

305 SCGB 305 - - - w - - - - 1.3 22.48 ± 0.20

306 SCGB 306 - - - w - - 1.0 - - 31.38 ± 0.61

307 SCGB 307 2.3 2.4 - - 1.0 1.2 - 1.0 2.4 18.26 ± 0.37

308 SCGB 308 - - 1.2 w - - 1.4 - - 24.29 ± 0.24

309 SCGB 309 2.4 1.4 - - 1.3 1.3 1.7 1.4 2.5 18.78 ± 0.37

310 SCGB 310 - - w 1.0 1.2 1.0 1.2 1.1 - 12.69 ± 0.30

311 SCGB 311 2.3 1.3 - - - - - - 2.0 19.77 ± 0.06

312 SCGB 312 2.1 1.4 w - 1.7 1.5 1.1 - 2.0 21.41 ± 0.09

313 SCGB 313 2.1 1.2 1.2 w - - 1.3 - 1.8 16.37 ± 0.40

314 SCGB 314 2.0 1.6 w w - - - - 1.8 25.18 ± 0.04

315 SCGB 315 1.3 1.2 w 1.0 2.1 1.5 1.4 - 2.0 26.15 ± 0.19

316 SCGB 316 2.0 - w w - - - - 1.6 28.85 ± 0.20

317 SCGB 317 - - 1.2 1.0 1.4 1.1 1.4 1.2 - 44.58 ± 0.59

318 SCGB 318 - - 1.3 1.0 1.2 1.1 1.4 1.2 - 43.71 ± 0.29

319 SCGB 319 2.2 1.5 w - 1.6 1.6 - - 2.1 27.50 ± 0.31

320 SCGB 320 2.0 1.5 w - 1.6 1.2 1.1 - 2.0 19.94 ± 0.45

321 SCGB 321 - - - - - - - - - 19.89 ± 0.57

322 SCGB 322 2.4 1.2 - - 1.5 1.4 1.9 1.5 2.5 15.79 ± 0.13

323 SCGB 323 1.9 1.5 w - 1.0 - - - 2.2 23.06 ± 0.13

324 SCGB 324 2.2 1.8 1.2 - - - - - 1.5 15.85 ± 0.31

325 SCGB 325 2.1 - 1.1 - - - - - 2.1 32.88 ± 0.55

326 SCGB 326 2.2 1.8 w - - - - - 1.7 19.00 ± 0.30

327 SCGB 327 - - 1.0 - - - - - - 20.37 ± 0.42

328 SCGB 328 1.5 1.8 1.0 - 1.5 1.4 - - 1.3 28.81 ± 0.35

329 SCGB 329 2.3 1.3 - 1.4 - - - - 2.2 17.40 ± 0.10

330 SCGB 330 2.4 1.2 1.2 1.6 - - - - 2.2 18.37 ± 0.51

331 SCGB 331 2.1 - - 1.6 - - - - 1.9 24.56 ± 0.40

332 SCGB 332 1.6 1.8 1.4 1.4 1.4 1.3 - - 1.5 26.01 ± 0.56

333 SCGB 333 2.0 1.0 w 1.4 1.2 1.0 1.2 - 1.9 16.95 ± 0.27

334 SCGB 334 1.9 1.2 - 1.2 1.3 1.3 1.0 - 1.9 20.61 ± 0.50

335 SCGB 335 1.5 1.0 - 1.4 - - - - - 10.83 ± 0.33

336 SCGB 336 2.0 1.3 w 1.4 1.6 1.4 1.0 - 1.6 19.45 ± 0.37

337 SCGB 337 - - 1.2 1.4 1.0 1.0 1.3 1.2 - 16.98 ± 0.47

338 SCGB 338 2.2 1.2 w 1.8 1.3 1.1 - - 2.1 25.87 ± 0.42

339 SCGB 339 1.9 - - 1.6 - - - - 1.8 17.72 ± 0.18

340 SCGB 340 1.5 - 1.2 1.4 1.4 1.2 1.3 - w 11.78 ± 0.10

341 SCGB 341 - - - 1.4 - - 1.1 - - 18.67 ± 0.20

342 SCGB 342 2.3 2.3 1.3 1.2 1.2 - 1.2 - 2.1 15.49 ± 0.43

343 SCGB 343 2.0 - w 1.4 - - - - 2.3 18.67 ± 0.32

344 SCGB 344 2.0 1.2 - 1.4 1.4 1.3 1.1 - 1.8 19.89 ± 0.15

345 SCGB 345 - - w 1.4 1.0 - 1.2 1.0 - 13.00 ± 0.28

346 SCGB 346 2.2 1.0 - 1.2 - - - - 1.8 17.94 ± 0.45

347 SCGB 347 1.7 - - 1.3 - - 1.1 - 1.3 13.71 ± 0.37

348 SCGB 348 2.0 1.4 - 1.2 1.7 1.4 1.4 - 1.9 20.41 ± 0.47

349 SCGB 349 2.4 1.4 1.4 1.2 - - - - 2.3 19.19 ± 0.12

350 SCGB 350 - - w 1.6 - - - - - 17.19 ± 0.44
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351 SCGB 351 2.1 - 1.3 1.4 1.0 - 1.2 1.2 1.9 22.16 ± 0.30

352 SCGB 352 - - - 1.2 - - - - - 21.56 ± 0.27

353 SCGB 353 1.5 - w 1.2 1.6 1.4 1.3 - 1.5 22.23 ± 0.42

354 SCGB 354 1.5 - - 1.4 1.6 1.4 1.5 1.1 1.5 23.33 ± 0.26

355 SCGB 355 2.2 - 1.5 1.6 - - - - 2.1 19.47 ± 0.51

356 SCGB 356 1.7 - 1.2 1.8 - - - - 1.3 21.45 ± 0.41

357 SCGB 357 2.0 - 1.3 1.8 - - - - 1.9 23.87 ± 0.15

358 SCGB 358 1.5 - - 1.6 - - - - 1.4 20.96 ± 0.29

359 SCGB 359 2.2 - - 1.2 1.2 1.3 1.2 1.3 2.2 24.56 ± 0.40

360 SCGB 360 1.9 - 1.0 1.2 - - - - 1.5 14.37 ± 0.37

361 SCGB 361 2.0 - w - 1.0 - - - 1.8 11.12 ± 0.41

362 SCGB 362 2.4 1.3 w - 1.2 1.2 1.7 1.5 2.5 25.85 ± 0.30

363 SCGB 363 1.3 - 1.4 - 1.6 1.3 - - 1.1 21.05 ± 0.49

364 SCGB 364 - - - - - - - - w 19.30 ± 0.10

365 SCGB 365 - - 1.3 - 1.1 - 1.4 - - 10.47 ± 0.27

366 SCGB 366 1.4 - w - - - - - 1.5 17.83 ± 0.23

367 SCGB 367 1.9 1.3 w - - - 1.3 - 1.9 11.84 ± 0.66

368 SCGB 368 1.4 - 1.5 - 1.6 1.3 - - 1.4 21.62 ± 0.51

369 SCGB 369 2.3 1.0 1.2 1.2 - - 1.2 - 2.4 17.35 ± 0.31

370 SCGB 370 2.4 1.5 w 1.2 - - 1.2 - 2.3 10.34 ± 0.50

371 SCGB 371 - - 1.0 1.4 1.2 1.0 1.3 1.2 - 9.26 ± 0.29

372 SCGB 372 1.9 1.5 1.0 1.6 - - 1.4 - 1.9 29.26 ± 0.22

373 SCGB 373 2.2 1.0 1.4 1.6 - - - - 2.1 22.97 ± 0.19

374 SCGB 374 2.2 1.0 1.5 1.6 - - - - 2.2 14.86 ± 0.34

375 SCGB 375 1.8 - 1.7 1.4 - - 1.2 - 1.8 20.66 ± 0.54

376 SCGB 376 2.0 1.5 w 1.2 1.2 - 1.3 - 1.8 21.33 ± 0.43

377 SCGB 377 2.3 - - - - - - - 2.1 16.02 ± 0.15

378 SCGB 378 - - 1.2 - - - 1.0 - - 24.89 ± 0.17

379 SCGB 379 - - 1.3 - - - 1.0 - - 18.08 ± 0.41

380 SCGB 380 1.5 1.0 1.1 - 1.4 1.3 - - 1.2 14.19 ± 0.42

381 SCGB 381 1.8 1.2 w - - - 1.1 - 1.6 12.12 ± 0.46

382 SCGB 382 2.4 - - - - - - - 2.3 13.20 ± 0.32

383 SCGB 383 2.0 1.2 - - 1.7 1.4 1.2 - 1.7 17.60 ± 0.38

384 SCGB 384 2.0 - w - 1.2 1.0 1.5 - 1.4 10.83 ± 0.51

385 SCGB 385 - - 1.2 1.3 - - 1.2 - - 30.90 ± 0.54

386 SCGB 386 1.5 1.0 1.4 1.4 1.4 1.1 - - 1.3 16.63 ± 0.54

387 SCGB 387 2.2 1.8 1.5 1.4 - - - - 1.6 14.80 ± 0.43

388 SCGB 388 2.3 1.3 1.4 1.4 - - 1.3 1.0 2.2 10.55 ± 0.19

389 SCGB 389 2.2 1.6 1.5 1.4 - - - - 1.6 12.59 ± 0.40

390 SCGB 390 1.7 1.0 w 1.4 - - 1.3 - 1.5 17.31 ± 0.28

391 SCGB 391 1.2 1.0 w 1.4 1.1 1.0 - - - 15.87 ± 0.21

392 SCGB 392 - - 1.0 1.4 1.2 1.0 1.4 1.1 1.2 8.10 ± 0.05

393 SCGB 393 1.5 - - 1.2 - - - - - 16.31 ± 0.07

394 SCGB 394 1.9 1.3 w 1.3 1.9 1.5 2.3 1.8 1.7 16.37 ± 0.51

395 SCGB 395 2.3 2.4 w 1.4 - - - - 2.2 11.28 ± 0.28

396 SCGB 396 2.4 1.5 w 1.2 1.3 1.2 1.9 1.8 2.5 36.35 ± 0.60

397 SCGB 397 - - 1.4 1.4 1.2 1.1 1.4 1.2 - 11.38 ± 0.50

398 SCGB 398 - - 1.2 1.3 - - 1.4 1.2 - 7.19 ± 0.26

399 SCGB 399 2.5 1.2 - 1.3 1.0 - - - 2.4 10.94 ± 0.43

400 SCGB 400 2.4 1.4 w 1.6 1.4 1.4 2.2 1.9 2.5 12.44 ± 0.39
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Protease 
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3624 40935 11593 41331

401 SCGB 401 2.6 1.5 - - 1.0 - - - 2.4 10.35 ± 0.66

402 SCGB 402 2.5 1.7 - - - - - - 2.7 14.42 ± 0.40

403 SCGB 403 2.0 1.5 w w 1.9 1.7 2.3 1.8 1.8 18.96 ± 0.51

404 SCGB 404 1.0 1.0 w 1.0 - 1.4 1.4 1.7 w 11.92 ± 0.45

405 SCGB 405 1.8 2.1 1.4 1.0 1.2 1.4 1.0 - 1.8 23.26 ± 0.15

406 SCGB 406 2.3 1.7 - 1.2 - 1.0 - - 1.8 14.78 ± 0.29

407 SCGB 407 2.0 2.1 1.5 1.2 1.4 1.4 1.1 - 2.0 15.81 ± 0.30

408 SCGB 408 2.1 - w 1.2 - - - - 2.1 16.35 ± 0.48

409 SCGB 409 2.4 2.5 - 1.2 1.3 1.2 - - 2.4 12.43 ± 0.36

410 SCGB 410 1.6 - w 1.4 1.3 1.3 1.1 - 1.1 16.32 ± 0.03

411 SCGB 411 2.5 1.5 w 1.2 - 1.0 - - 2.2 17.57 ± 0.20

412 SCGB 412 1.8 2.0 - 1.2 - - - - 1.1 29.42 ± 0.35

413 SCGB 413 1.0 - - 1.2 - 1.0 1.0 - - 21.73 ± 0.05

414 SCGB 414 2.2 1.4 - 1.0 1.5 1.3 1.0 - 2.1 16.65 ± 0.31

415 SCGB 415 2.5 2.4 1.5 - 1.2 - - - 2.4 12.24 ± 0.50

416 SCGB 416 2.6 2.5 w w 1.2 1.4 - - 2.6 14.30 ± 0.04

417 SCGB 417 1.3 - 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 - w 24.21 ± 0.07

418 SCGB 418 2.1 1.4 1.0 1.1 1.5 1.3 1.2 - 2.1 17.10 ± 0.31

419 SCGB 419 2.5 2.5 1.0 1.1 1.1 1.1 1.3 - 2.5 13.09 ± 0.19

420 SCGB 420 2.0 1.2 - 1.2 - - - - 2.1 16.48 ± 0.57

421 SCGB 421 2.3 2.3 1.3 1.2 1.0 1.1 1.6 1.5 2.0 17.72 ± 0.40

422 SCGB 422 2.1 1.3 1.1 1.2 - - - - 2.2 20.54 ± 0.25

423 SCGB 423 2.2 1.0 1.2 1.1 - 1.0 - - 1.7 15.78 ± 0.39

424 SCGB 424 2.2 - 1.2 - 1.2 1.4 1.3 1.7 1.9 27.89 ± 0.50

425 SCGB 425 1.8 - w 1.2 - - - - 1.4 8.75 ± 0.14

426 SCGB 426 2.3 2.2 w 1.2 1.2 1.1 - - 2.4 16.53 ± 0.44

427 SCGB 427 2.1 1.5 w 1.2 1.4 1.4 1.2 - 2.2 19.04 ± 0.28

428 SCGB 428 2.4 1.0 - 1.2 - - - - 2.5 20.60 ± 0.51

429 SCGB 429 2.1 1.7 - 1.2 - - - - 1.7 16.68 ± 0.32

430 SCGB 430 1.6 - - 1.2 - - - - 1.3 16.24 ± 0.41

431 SCGB 431 2.2 - - 1.0 - - - - 2.0 23.48 ± 0.26

432 SCGB 432 2.3 - 1.6 - 1.3 1.3 1.3 1.4 1.9 22.55 ± 0.44

433 SCGB 433 2.0 1.6 1.2 1.0 1.1 1.1 1.6 1.5 1.4 18.53 ± 0.30

434 SCGB 434 2.3 2.0 1.2 1.1 1.0 1.0 1.4 1.3 2.0 17.69 ± 0.25

435 SCGB 435 2.4 2.0 w 1.0 - 1.0 - - 2.2 14.97 ± 0.05

436 SCGB 436 - - w 1.0 - - 1.1 - 1.3 21.36 ± 0.30

437 SCGB 437 1.8 - - 1.0 - 1.0 - - 1.7 16.31 ± 0.21

438 SCGB 438 1.8 1.3 - 1.0 1.6 1.6 1.2 - 1.5 17.79 ± 0.12

439 SCGB 439 1.2 - - 1.0 1.5 1.5 1.0 - 1.3 22.61 ± 0.11

440 SCGB 440 - - 1.2 1.2 1.1 1.0 1.1 - - 8.09 ± 0.54

441 SCGB 441 2.0 2.0 - 1.0 - - - - 1.8 17.82 ± 0.58

442 SCGB 442 2.4 1.3 - - 1.0 - 1.2 - 2.5 12.52 ± 0.32

443 SCGB 443 2.1 1.8 - - - - - - 1.4 17.95 ± 0.29

444 SCGB 444 2.5 1.0 1.6 w 1.2 1.2 1.3 1.0 2.1 20.25 ± 0.26

445 SCGB 445 2.5 2.4 1.4 - 1.0 - 1.4 - 2.3 22.64 ± 0.28

446 SCGB 446 1.2 - - w - - - - 1.5 27.37 ± 0.52

447 SCGB 447 - - 1.2 1.0 - - 1.0 - - 15.57 ± 0.50

448 SCGB 448 1.2 - - w 1.4 1.4 - - 1.2 17.83 ± 0.25

449 SCGB 449 2.2 - w w 1.3 1.3 1.0 1.0 1.9 19.57 ± 0.58

450 SCGB 450 - - w 1.0 1.2 1.0 1.1 1.0 w 14.19 ± 0.14
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451 SCGB 451 2.1 1.5 1.2 w - - w - 1.4 11.74 ± 0.22

452 SCGB 452 1.3 - - w - - - - - 15.73 ± 0.09

453 SCGB 453 2.1 1.4 1.4 - - - - - 1.5 13.81 ± 0.26

454 SCGB 454 2.2 2.1 1.2 - - 1.2 1.4 1.4 2.0 22.59 ± 0.50

455 SCGB 455 2.4 1.1 1.3 - - - - - 2.3 15.28 ± 0.32

456 SCGB 456 1.7 - w - - - - - 1.4 20.63 ± 0.44

457 SCGB 457 - - - - - - - - - 23.80 ± 0.34

458 SCGB 458 1.8 1.4 w w - - - - 1.4 17.11 ± 0.41

459 SCGB 459 - - 1.2 1.0 1.3 1.1 1.3 1.3 - 21.34 ± 0.36

460 SCGB 460 1.8 - w w - - - - 1.5 13.75 ± 0.50

461 SCGB 461 2.2 1.9 - - - - - - 1.9 15.15 ± 0.37

462 SCGB 462 1.6 - - - 1.5 1.4 1.1 - 1.4 18.24 ± 0.20

463 SCGB 463 1.7 1.0 - - - - - - 1.4 18.94 ± 0.19

464 SCGB 464 1.9 1.4 w - 1.7 1.4 1.5 - 1.6 12.14 ± 0.47

465 SCGB 465 2.3 1.5 w - 1.5 1.6 1.8 1.4 2.4 16.59 ± 0.14

466 SCGB 466 1.5 - w - 1.3 1.3 - - w 22.00 ± 0.30

467 SCGB 467 1.4 1.0 1.5 w - - - - 1.8 18.08 ± 0.18

468 SCGB 468 1.9 - w w - - w - 1.7 13.60 ± 0.12

469 SCGB 469 2.3 1.8 w w - - - - 1.6 16.30 ± 0.18

470 SCGB 470 2.0 - 1.2 w - - - - 1.7 18.82 ± 0.54

471 SCGB 471 1.9 1.3 - - 1.6 1.6 1.0 - 1.7 18.21 ± 0.16

472 SCGB 472 - 1.4 - 1.0 - 1.0 1.0 - - 18.03 ± 0.44

473 SCGB 473 2.2 - w w - - - - 2.0 16.62 ± 0.34

474 SCGB 474 2.2 1.0 w - - - 1.2 - 2.1 11.74 ± 0.25

475 SCGB 475 - - 1.0 w - - - - - 18.99 ± 0.37

476 SCGB 476 - - 1.3 w - - - - - 14.53 ± 0.13

477 SCGB 477 - - 1.3 w - - 1.0 - - 9.77 ± 0.28

478 SCGB 478 - - w 1.0 1.0 w 1.1 - - 13.18 ± 0.40

479 SCGB 479 1.6 - w w 1.6 1.7 w - 1.3 20.88 ± 0.11

480 SCGB 480 2.0 1.3 w - 1.4 1.5 1.2 - 1.8 17.11 ± 0.29

481 SCGB 481 2.3 1.9 w 1.2 1.0 1.2 - - 2.6 13.08 ± 0.22

482 SCGB 482 1.8 1.3 w 1.2 1.7 1.6 1.3 - 1.7 17.07 ± 0.38

483 SCGB 483 - - 1.0 1.2 - - - - - 17.75 ± 0.11

484 SCGB 484 2.0 - - 1.2 - - - - 1.7 32.97 ± 0.53

485 SCGB 485 2.4 2.5 1.2 - 1.0 - - - 2.4 12.31 ± 0.56

486 SCGB 486 2.5 1.0 - w 1.4 1.5 1.4 1.3 2.6 12.48 ± 0.12

487 SCGB 487 1.7 - - 1.2 - - - - 1.2 19.68 ± 0.21

488 SCGB 488 2.4 - - 1.3 - - - - 2.1 15.98 ± 0.21

489 SCGB 489 1.8 2.0 w w 1.1 1.0 1.1 - 1.2 10.73 ± 0.20

490 SCGB 490 2.0 1.8 1.2 - 1.4 1.3 - - 1.9 16.86 ± 0.47

491 SCGB 491 - - w w 1.1 1.0 1.4 1.1 - 36.22 ± 0.36

492 SCGB 492 1.7 1.3 - - 1.5 1.4 - - 1.5 13.02 ± 0.22

493 SCGB 493 1.8 2.0 1.4 - 1.4 1.3 w - 1.7 10.53 ± 0.10

494 SCGB 494 2.3 1.1 - - 1.2 1.2 w - 2.5 19.13 ± 0.34

495 SCGB 495 2.0 1.2 - - 1.4 1.4 w - 1.9 15.76 ± 0.20

496 SCGB 496 1.7 - - - 1.0 - 1.0 - 1.7 8.08 ± 0.26

497 SCGB 497 1.4 1.6 w w 1.1 1.0 - - w 14.98 ± 0.24

498 SCGB 498 2.0 1.0 w - w 1.2 - - 1.9 22.42 ± 0.21

499 SCGB 499 1.3 - w w - - - - 1.3 16.59 ± 0.50

500 SCGB 500 2.4 1.0 1.5 - 1.1 1.1 - - 2.5 10.23 ± 0.45
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501 SCGB 501 2.1 - - - - - - - 2.0 23.84 ± 0.43

502 SCGB 502 1.8 1.0 w - 1.4 1.4 1.1 - 1.5 16.88 ± 0.15

503 SCGB 503 - - 1.0 - - - - - - 23.93 ± 0.07

504 SCGB 504 2.2 1.5 - - 1.4 1.5 1.3 1.3 2.5 17.09 ± 0.50

505 SCGB 505 2.3 2.3 - - w - 1.0 - 2.4 14.40 ± 0.27

506 SCGB 506 1.8 1.7 - w 1.4 1.3 1.6 - 1.7 21.25 ± 0.34

507 SCGB 507 1.7 1.0 - - - - - - 1.7 18.46 ± 0.57

508 SCGB 508 1.8 1.2 1.5 - 1.2 1.1 - - 1.9 19.22 ± 0.44

509 SCGB 509 1.9 1.2 1.6 - 1.4 1.3 - - 1.9 17.48 ± 0.05

510 SCGB 510 - - 1.2 w - - - - - 18.66 ± 0.44

511 SCGB 511 2.2 1.2 1.4 - 1.5 1.6 1.5 1.6 2.3 20.06 ± 0.04

512 SCGB 512 2.0 - w - - - - - 2.1 24.86 ± 0.56

513 SCGB 513 2.1 1.2 w - 1.4 1.5 1.0 - 2.3 22.53 ± 0.19

514 SCGB 514 1.7 - - - - - - - 1.7 26.77 ± 0.50

515 SCGB 515 1.8 1.2 w w - - - - 1.7 13.91 ± 0.36

516 SCGB 516 1.8 1.4 1.2 - 1.4 1.4 1.2 - 2.2 15.95 ± 0.44

517 SCGB 517 1.6 - w - 1.0 1.1 - - 1.6 22.81 ± 0.12

518 SCGB 518 1.9 - 1.3 - - - - - 1.6 30.29 ± 0.22

519 SCGB 519 1.9 1.3 - - 1.3 1.4 - - 2.3 23.18 ± 0.13

520 SCGB 520 1.7 1.5 - - - - - - 1.4 16.91 ± 0.45

521 SCGB 521 2.1 - - - 1.0 1.6 - - 2.3 21.85 ± 0.26

522 SCGB 522 1.8 1.5 - - 1.4 1.4 - - 2.0 24.34 ± 0.58

523 SCGB 523 2.3 1.5 1.4 - 1.6 1.6 2.0 1.6 2.5 20.54 ± 0.48

524 SCGB 524 1.6 1.3 1.3 - - 1.1 - - 1.6 21.60 ± 0.41

525 SCGB 525 - - w w 1.0 w 1.1 - - 18.35 ± 0.43

526 SCGB 526 - - - w - - - - - 34.82 ± 0.37

527 SCGB 527 2.2 2.0 1.8 - - w 1.0 - 1.8 18.69 ± 0.09

528 SCGB 528 1.8 1.5 1.6 - 1.3 1.2 1.0 - 2.2 20.80 ± 0.24

529 SCGB 529 2.1 1.2 w - - 1.1 - - 2.4 21.70 ± 0.55

530 SCGB 530 1.5 1.0 w - 1.3 1.5 - - 1.4 24.67 ± 0.06

531 SCGB 531 1.6 1.6 - - - - - - 1.1 21.38 ± 0.04

532 SCGB 532 2.1 1.8 1.5 w - - - - 1.4 14.67 ± 0.09

533 SCGB 533 - - 1.2 w - - - - - 25.36 ± 0.41

534 SCGB 534 1.4 - 1.0 w - - 1.3 1.3 1.6 24.81 ± 0.26

535 SCGB 535 1.5 1.2 - w 1.4 1.4 - - w 19.96 ± 0.10

536 SCGB 536 1.2 - 1.0 w - - 1.3 1.3 1.8 30.25 ± 0.53

537 SCGB 537 1.8 - - w - - - - 1.3 27.34 ± 0.24

538 SCGB 538 2.2 1.2 1.2 - 1.4 1.6 1.7 1.2 2.2 25.03 ± 0.27

539 SCGB 539 1.9 - - - - - - - 1.4 29.16 ± 0.44

540 SCGB 540 1.9 - - w - - - - 1.8 17.85 ± 0.15

541 SCGB 541 2.0 2.1 1.4 - 1.0 1.0 1.3 - 1.9 23.14 ± 0.50

542 SCGB 542 1.7 - - w 1.4 1.4 - - 1.5 25.96 ± 0.34

543 SCGB 543 1.7 1.0 - - - - 1.0 - 2.0 20.51 ± 0.27

544 SCGB 544 2.5 1.5 - - 1.3 1.0 - - 2.7 15.27 ± 0.31

545 SCGB 545 1.5 1.3 1.0 w 1.2 1.3 - - 1.3 22.75 ± 0.09

546 SCGB 546 1.3 - 1.0 w - 1.0 1.3 1.1 1.9 28.39 ± 0.10

547 SCGB 547 1.7 1.0 - - 1.1 1.1 - - 1.7 26.65 ± 0.50

548 SCGB 548 2.0 - 1.2 - 1.2 1.4 1.2 - 1.8 33.04 ± 0.24

549 SCGB 549 - - w w - - - - - 19.16 ± 0.58

550 SCGB 550 2.4 1.3 1.2 - w 1.0 - - 2.3 15.23 ± 0.24
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551 SCGB 551 2.4 - - - - w - - 2.3 16.89 ± 0.46

552 SCGB 552 2.3 2.3 w - - 1.2 - - 2.3 17.29 ± 0.35

553 SCGB 553 1.8 - w w 1.0 1.4 - - 1.3 21.40 ± 0.43

554 SCGB 554 2.3 1.2 1.3 - - 1.2 - - 2.5 17.16 ± 0.08

555 SCGB 555 2.0 2.2 - - 1.0 1.0 - - 2.2 15.61 ± 0.13

556 SCGB 556 2.4 1.5 - - - - - - 2.6 19.78 ± 0.52

557 SCGB 557 2.1 1.5 - - 1.2 1.2 - - 2.2 15.91 ± 0.04

558 SCGB 558 1.5 - 1.3 - - w - - 1.3 20.97 ± 0.32

559 SCGB 559 2.1 - w w - - - - 1.8 17.07 ± 0.55

560 SCGB 560 - - - - - - - - - 34.37 ± 0.43

561 SCGB 561 2.0 - - w - - - - 1.7 18.87 ± 0.21

562 SCGB 562 - - 1.0 1.0 1.5 1.1 1.4 1.2 w 19.67 ± 0.15

563 SCGB 563 2.0 1.4 1.7 - 1.6 1.4 1.2 1.2 2.0 17.80 ± 0.18

564 SCGB 564 1.8 - - w 1.0 - - - 1.6 10.71 ± 0.27

565 SCGB 565 2.1 - 1.3 - - 1.0 - - 2.1 17.45 ± 0.26

566 SCGB 566 1.2 - 1.2 w - 1.1 1.4 1.0 1.7 24.33 ± 0.37

567 SCGB 567 1.6 1.2 w w 1.5 1.4 - - 1.4 22.60 ± 0.15

568 SCGB 568 2.3 1.8 w - 1.7 1.8 1.6 1.6 2.6 15.28 ± 0.23

569 SCGB 569 1.9 1.4 - 1.2 1.3 1.4 1.7 1.3 2.1 17.07 ± 0.11

570 SCGB 570 2.3 1.8 w 1.2 - - - - 1.8 11.81 ± 0.50

571 SCGB 571 1.6 - 1.5 1.2 1.2 1.1 1.4 - 1.5 17.44 ± 0.49

572 SCGB 572 1.4 - 1.4 1.0 1.3 1.3 1.5 - w 24.37 ± 0.40

573 SCGB 573 2.1 1.2 1.3 1.0 - - - - 2.0 17.91 ± 0.25

574 SCGB 574 2.3 1.6 1.3 w 1.8 2.0 - 1.3 2.4 16.91 ± 0.17

575 SCGB 575 - - - 1.0 - - 1.5 1.3 - 22.64 ± 0.26

576 SCGB 576 1.8 - w 1.2 - 1.0 - - 1.8 15.76 ± 0.35

577 SCGB 577 1.8 2.2 1.3 1.2 1.1 1.1 - - 2.1 18.13 ± 0.06

578 SCGB 578 1.8 2.1 1.3 1.2 - - - - 2.1 17.49 ± 0.22

579 SCGB 579 1.9 1.3 1.8 1.2 1.5 1.3 - - 2.2 21.93 ± 0.28

580 SCGB 580 2.3 1.2 1.8 1.2 - - - - 1.8 11.27 ± 0.16

581 SCGB 581 2.1 1.0 w 1.0 - - - - 1.8 15.56 ± 0.16

582 SCGB 582 1.5 - 1.0 1.0 - - 1.4 1.7 2.0 37.25 ± 0.32

583 SCGB 583 2.1 - 1.3 1.0 - - - - 1.8 13.56 ± 0.13

584 SCGB 584 1.4 - 1.3 1.0 - - - - 1.2 12.03 ± 0.07

585 SCGB 585 2.3 - - 1.2 - 1.1 - - 2.5 23.71 ± 0.40

586 SCGB 586 2.5 1.9 - 1.2 - - - - 2.6 18.77 ± 0.20

587 SCGB 587 1.6 - - 1.0 - 1.0 - - 1.2 22.07 ± 0.50

588 SCGB 588 2.0 1.5 w 1.2 1.6 1.4 1.0 - 2.0 20.03 ± 0.22

589 SCGB 589 2.4 1.6 1.5 1.2 1.0 1.2 - - 2.4 13.13 ± 0.28

590 SCGB 590 2.0 - w 1.3 - 1.0 - - 2.0 13.66 ± 0.26

591 SCGB 591 2.1 1.3 - 1.4 - 1.1 - 1.2 2.1 16.39 ± 0.19

592 SCGB 592 2.3 1.7 w 1.4 - - - - 1.7 11.98 ± 0.34

593 SCGB 593 1.9 1.2 w 1.2 1.0 1.2 1.2 - 1.8 12.70 ± 0.07

594 SCGB 594 2.0 1.5 w 1.2 1.3 1.3 1.7 1.1 1.9 18.98 ± 0.46

595 SCGB 595 2.0 1.3 - 1.2 1.5 1.2 1.3 - 2.2 17.58 ± 0.25

596 SCGB 596 2.0 - - 1.2 - 1.0 - - 1.8 15.50 ± 0.13

597 SCGB 597 2.2 - - 1.0 - 1.0 - - 2.0 20.85 ± 0.16

598 SCGB 598 2.2 1.2 1.4 1.0 1.1 1.6 - - 2.1 19.04 ± 0.50

599 SCGB 599 1.6 - - 1.0 - - - - - 28.72 ± 0.44

600 SCGB 600 2.3 - w 1.0 - - - - 2.2 25.54 ± 0.47
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601 SCGB 601 1.3 - 1.0 1.0 1.1 1.2 - - - 13.19 ± 0.15

602 SCGB 602 1.7 1.4 w 1.0 - - - - 1.5 11.62 ± 0.21

603 SCGB 603 - - 1.2 1.2 - - 1.1 - - 26.91 ± 0.43

604 SCGB 604 2.2 - - 1.0 - - - - 2.0 10.85 ± 0.36

605 SCGB 605 2.3 1.4 1.6 1.0 1.3 1.3 1.9 1.6 2.4 20.40 ± 0.27

606 SCGB 606 1.9 - w 1.2 - - 1.2 - 2.0 9.56 ± 0.54

607 SCGB 607 1.5 - 1.5 1.0 1.4 1.3 w - 1.1 12.32 ± 0.32

608 SCGB 608 1.6 1.2 1.6 1.0 1.5 1.5 w - 1.8 14.25 ± 0.28

609 SCGB 609 2.0 - w 1.0 - - - - 1.8 17.31 ± 0.55

610 SCGB 610 - - w 1.0 - - - - - 16.12 ± 0.16

611 SCGB 611 - - - 1.0 - - w - - 12.39 ± 0.14

612 SCGB 612 2.4 1.5 1.6 w 1.5 1.6 2.1 1.6 2.8 11.90 ± 0.34

613 SCGB 613 - - - 1.4 1.2 1.0 1.2 1.0 - 6.98 ± 0.25

614 SCGB 614 2.3 1.5 1.2 1.0 1.2 1.4 1.9 1.4 2.5 15.01 ± 0.30

615 SCGB 615 1.9 1.5 1.4 1.0 1.9 1.5 1.1 - 1.4 14.45 ± 0.06

616 SCGB 616 - - - 1.0 - - 1.0 - 1.2 13.59 ± 0.22

617 SCGB 617 - - w 1.2 - - - - - 9.30 ± 0.56

618 SCGB 618 1.6 1.3 w 1.2 1.9 1.7 1.3 - 1.8 14.65 ± 0.13

619 SCGB 619 1.9 - w 1.2 1.1 1.0 1.0 - 1.7 17.03 ± 0.43

620 SCGB 620 - - 1.0 1.0 - - - 1.2 - 13.49 ± 0.09

621 SCGB 621 - - 1.0 1.0 - - - - - 13.84 ± 0.40

622 SCGB 622 1.2 1.1 1.4 1.0 1.4 1.2 - - w 15.51 ± 0.10

623 SCGB 623 1.4 - - 1.0 - - - 1.2 1.5 19.16 ± 0.45

624 SCGB 624 - - 1.2 1.2 1.4 1.0 1.1 - - 22.72 ± 0.47

625 SCGB 625 1.1 - 1.0 1.2 1.5 1.3 1.1 - 1.1 14.42 ± 0.47

626 SCGB 626 1.0 - - 1.2 1.3 1.2 - - - 15.48 ± 0.34

627 SCGB 627 1.4 - w 1.2 - - - - 1.4 10.76 ± 0.47

628 SCGB 628 2.3 1.5 1.3 w 1.3 - - - 2.6 17.88 ± 0.30

629 SCGB 629 1.2 - 1.0 1.2 1.2 1.1 - - 1.1 21.44 ± 0.52

630 SCGB 630 1.8 1.5 w 1.2 1.8 1.4 1.2 - 1.6 16.22 ± 0.43

631 SCGB 631 1.2 - 1.2 1.2 1.4 1.1 - - 1.1 15.04 ± 0.34

632 SCGB 632 1.8 1.5 - 1.0 1.7 1.4 1.2 - 1.7 17.15 ± 0.06

633 SCGB 633 1.9 - 1.2 1.2 1.1 1.2 - - 1.7 16.46 ± 0.08

634 SCGB 634 1.6 1.1 1.7 1.2 1.6 1.6 1.2 - 1.2 14.96 ± 0.41

635 SCGB 635 1.5 - w 1.0 - - - - 1.3 12.15 ± 0.27

636 SCGB 636 - - 1.1 1.2 1.2 1.2 1.4 1.2 - 21.33 ± 0.53

637 SCGB 637 1.6 1.9 1.2 1.2 1.0 1.0 1.0 - 1.9 9.87 ± 0.31

638 SCGB 638 2.0 1.0 1.3 1.2 1.0 1.0 1.0 1.1 2.0 18.08 ± 0.21

639 SCGB 639 1.4 - 1.2 1.0 1.5 1.4 - - 1.6 14.44 ± 0.51

640 SCGB 640 2.2 - - 1.0 - - - - 2.2 14.76 ± 0.40

641 SCGB 641 - - w w - - - - - 12.13 ± 0.55

642 SCGB 642 1.6 1.1 1.6 w 1.1 1.0 - - 1.6 9.14 ± 0.22

643 SCGB 643 1.3 - 1.5 - 1.3 1.2 1.0 - 1.3 14.76 ± 0.53

644 SCGB 644 - - 1.4 1.0 - - 1.1 1.0 - 7.99 ± 0.05

645 SCGB 645 2.0 - - - - - - - 2.2 31.10 ± 0.51

646 SCGB 646 1.7 - - w - - - - 1.6 12.92 ± 0.48

647 SCGB 647 1.2 1.9 w w - - - - 1.6 28.57 ± 0.51

648 SCGB 648 1.8 - 1.2 - 1.2 1.2 1.2 1.4 1.8 18.20 ± 0.22

649 SCGB 649 1.3 - - - - - - - 1.5 10.70 ± 0.15

650 SCGB 650 - 1.7 1.6 w - 1.3 1.4 1.7 w 19.10 ± 0.37
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순번 Strain No.
Protease 

(cm)

Amylase 

(cm)

Cellulase 

(cm)

Lipase 

(cm)

Antibacteria acitivity (cm) Thrombo

lytic 

activity

DPPH
3624 40935 11593 41331

651 SCGB 651 1.7 1.5 w - 1.6 1.4 1.1 - 1.9 11.76 ± 0.49

652 SCGB 652 2.0 - 1.5 - 1.3 1.2 1.5 1.2 2.3 14.53 ± 0.29

653 SCGB 653 1.2 - 1.5 - 1.5 1.5 1.2 - 1.3 14.30 ± 0.52

654 SCGB 654 1.6 1.2 1.4 - 1.8 1.6 1.0 - 1.7 15.39 ± 0.49

655 SCGB 655 2.2 2.0 - - - - w - 2.0 7.11 ± 0.52

656 SCGB 656 1.1 - - - - - - - 1.1 12.79 ± 0.24

657 SCGB 657 1.3 - 1.5 w 1.4 1.2 - - 1.3 14.12 ± 0.34

658 SCGB 658 1.8 1.4 w - 1.2 1.0 - - 2.1 12.08 ± 0.26

659 SCGB 659 1.5 - w w 1.5 1.2 - - 1.5 12.78 ± 0.56

660 SCGB 660 1.1 - 1.2 w - - - - - 14.22 ± 0.35

661 SCGB 661 1.6 1.2 w w 1.6 1.5 - - 1.9 13.26 ± 0.54

662 SCGB 662 2.2 - 1.4 - 1.4 1.2 1.8 1.5 2.3 15.48 ± 0.37

663 SCGB 663 1.6 - w w 1.7 1.4 1.3 - 1.6 16.87 ± 0.24

664 SCGB 664 1.9 1.1 1.0 - 1.0 w 1.3 - 2.2 8.54 ± 0.38

665 SCGB 665 1.5 1.3 w - 1.0 - - - 1.6 11.36 ± 0.32

666 SCGB 666 1.4 - w w 1.0 1.0 - - 1.2 14.33 ± 0.44

667 SCGB 667 2.1 1.9 w - - - 1.2 - 1.7 13.37 ± 0.22
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NO Strains Identification NO Strains Identification

1 SCMF1 Aspergillus oryzae 41 SCMF41 Mucor hiemalis

2 SCMF2 Gibberella avenacea 42 SCMF42 Mucor hiemalis

3 SCMF3 Aspergillus oryzae(flavus) 43 SCMF43 Mucor circinelloides

4 SCMF4 미동정 44 SCMF44 Fomitopsis palustris

5 SCMF5 Aspergillus oryzae(flavus) 45 SCMF45 미동정

6 SCMF6 Aspergillus oryzae(flavus) 46 SCMF46 Mucor circinelloides

7 SCMF7 Mucor racemosus 47 SCMF47 Mucor circinelloides

8 SCMF8 Mucor racemosus 48 SCMF48 Aspergillus niger

9 SCMF9 Mucor circinelloides 49 SCMF49 Mucor racemosus

10 SCMF10 Mucor racemosus 50 SCMF50 Mucor racemosus

11 SCMF11 Mucor circinelloides 51 SCMF51 Mucor racemosus

12 SCMF12 Mucor circinelloides 52 SCMF52 Mucor circinelloides

13 SCMF13 Mucor saturninus 53 SCMF53 미동정

14 SCMF14 Rhizomucor variabilis 54 SCMF54 Mucor racemosus

15 SCMF15 Mucor racemosus 55 SCMF55 Phanerochaete sordida(유색고약버섯)

16 SCMF16 미동정 56 SCMF56 Mucor racemosus

17 SCMF17 Thanatephorus cucumeris 57 SCMF57 Mucor racemosus

18 SCMF18 Mucor racemosus 58 SCMF58 Mucor circinelloides

19 SCMF19 Mucor racemosus 59 SCMF59 Mucor circinelloides

20 SCMF20 Mucor circinelloides 60 SCMF60 미동정

21 SCMF21 Mucor circinelloides 61 SCMF61 Mucor racemosus

22 SCMF22 Aspergillus nomius 62 SCMF62 Mucor racemosus

23 SCMF23 Aspergillus flavus 63 SCMF63 Mucro fragilis

24 SCMF24 Mucor circinelloides 64 SCMF64 미동정

25 SCMF25 Fomitopsis palustris 65 SCMF65 Mucor racemosus

26 SCMF26 Mucor racemosus 66 SCMF66 미동정

27 SCMF27 Aspergillus oryzae 67 SCMF67 Mucor circinelloides

28 SCMF28 Aspergillus flavus 68 SCMF68 Aspergillus flavus

29 SCMF29 Mucor circinelloides 69 SCMF69 Aspergillus tamarii

30 SCMF30 Mucor circinelloides 70 SCMF70 미동정

31 SCMF31 Mucor circinelloides 71 SCMF71 Mucor circinelloides

32 SCMF32 Mucor circinelloides 72 SCMF72 Mucor racemosus

33 SCMF33 Aspergillus oryzae(flavus) 73 SCMF73 Penicillium polonicum

34 SCMF34 Mucor racemosus 74 SCMF74 Mucor racemosus

35 SCMF35 Trametes trogii(토끼털송편버섯) 75 SCMF75 Mucor circinelloides

36 SCMF36 Ganoderma carnosum(영지버섯) 76 SCMF76 미동정

37 SCMF37 Mucor racemosus 77 SCMF77 미동정

38 SCMF38 미동정 78 SCMF78 Mucro fragilis

39 SCMF39 Mucor racemosus 79 SCMF79 Bjerkandera adusta(줄버섯)

40 SCMF40 Mucor racemosus 80 SCMF80 Mucor circinelloides

[별첨자료_신규 분리 곰팡이 균주의 동정결과_5.8S]
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NO Strains Identification NO Strains Identification

81 SCMF81 Mucor racemosus 121 SCMF121 Mucor racemosus

82 SCMF82 Mucor racemosus 122 SCMF122 Mucor circinelloides

83 SCMF83 Mucor racemosus 123 SCMF123 미동정

84 SCMF84 Mucor circinelloides 124 SCMF124 Mucor racemosus

85 SCMF85 F lavodon flavus(버섯..) 125 SCMF125 Mucor racemosus

86 SCMF86 Mucor racemosus 126 SCMF126 미동정

87 SCMF87 Fomitopsis palustris 127 SCMF127 미동정

88 SCMF88 Mucor racemosus 128 SCMF128 Mucor racemosus

89 SCMF89 Mucor racemosus 129 SCMF129 Aspergillus oryzae(flavus)

90 SCMF90 Schizophyllum commune(치마버섯) 130 SCMF130 Trametes versicolor(구름송편버섯)

91 SCMF91 Mucor racemosus 131 SCMF131 Mucor racemosus

92 SCMF92 Mucor circinelloides 132 SCMF132 Mucor racemosus

93 SCMF93 penicillium echinulatum 133 SCMF133 Mucor racemosus

94 SCMF94 Mucor racemosus 134 SCMF134 미동정

95 SCMF95 Mucor racemosus 135 SCMF135 Mucor racemosus

96 SCMF96 Mucor racemosus 136 SCMF136 Ceriporia lacerata

97 SCMF97 Mucor circinelloides 137 SCMF137 미동정

98 SCMF98 Mucor circinelloides 138 SCMF138 Mucor racemosus

99 SCMF99 미동정 139 SCMF139 미동정

100 SCMF100 Mucor circinelloides 140 SCMF140 Fomitopsis sp.(잔나비버섯)

101 SCMF101 미동정 141 SCMF141 Mucor circinelloides

102 SCMF102 Mucor circinelloides 142 SCMF142 미동정

103 SCMF103 미동정 143 SCMF143 미동정

104 SCMF104 미동정 144 SCMF144 미동정

105 SCMF105 Ceriporia lacerata 145 SCMF145 미동정

106 SCMF106 미동정 146 SCMF146 Mucor mucedo

107 SCMF107 Mucor racemosus 147 SCMF147 미동정

108 SCMF108 Mucro fragilis 148 SCMF148 Mucor racemosus

109 SCMF109 Mucor racemosus 149 SCMF149 Mucor racemosus

110 SCMF110 Mucor racemosus 150 SCMF150 Mucor racemosus

111 SCMF111 Mucor circinelloides 151 SCMF151 미동정

112 SCMF112 미동정 152 SCMF152 Mucor racemosus

113 SCMF113 Mucor racemosus

114 SCMF114 Mucro fragilis

115 SCMF115 미동정

116 SCMF116 미동정

117 SCMF117 Mucro fragilis

118 SCMF118 Mucor circinelloides

119 SCMF119 Rhizomucor variabilis

120 SCMF120 미동정

[별첨자료_메주 유래 신규 분리 곰팡이 균주의 동정결과_5.8S]
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NO Strains Identification NO Strains Identification

1 SCDF 001 Mucor racemosus 14 SCGF 2 Phanerochaete sordida

2 SCDF 002 미동정 15 SCGF 3 Aspergillus flavus

3 SCDF 003 Mucor racemosus 16 SCGF 4 미동정

4 SCDF 004 Aspergillus oryzae 17 SCGF 5 미동정

5 SCDF 005 미동정 18 SCGF 6 Acidovorax sp.

6 SCDF 006 미동정 19 SCGF 7 Aspergillus sydowii

7 SCDF 007 Aspergillus oryzae 20 SCGF 8 Aspergillus amstelodami

8 SCDF 008 Aspergillus flavuss 21 SCGF 9 Cladosporium uredinicola

9 SCDF 009 Aspergillus oryzae 22 SCGF 10 Penicillium polonicum

10 JJDF 001 Panicillium commne 23 SCGF 11 Penicillium polonicum

11 JJDF 002 Panicillium crustosum 24 SCGF 12 Cladosporium cladosporioides

12 JJDF 003 Monascus purpureus 25 SCGF 13 Penicillium polonicum

13 SCGF 1 Lichtheimia ramosa 26 SCGF 14 Penicillium brasilianum

[별첨자료_된장, 고추장 유래 신규 분리 곰팡이 균주의 동정결과_5.8S]
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5장 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능

성 장류 제품 개발

[제2협동: (농)순창장류(주) (연구책임자: 김형회)]

제1절 연구방법 및 내용

(1) 기능성 미생물을 이용한 청국장 제조 방법

- 선별한 대두를 5회 세척 하여 물에 6시간 침지한 후 30분 동안 탈수를 하여 autoclave에서 121℃

에서 20분 동안 증자하였다. 증자된 대두는 별도의 성형과정 없이 사각소쿠리에 6kg씩 담아

Bacillus licheniformis SCC125037(대조구)와 Bacillus subtillis D2, Bacillus subtillis 1435,

Bacillus subtillis 1407, Bacillus subtillis 1411을 증자 전 대두 무게의 0.01 %로 접종하였고, 본

사에서 사용하고 있는 설정과 동일하게 하여 접종온도는 60 ℃발효온도 40 ℃와 발효습도 80 ℃

로 72시간동안 배양하였다.

(2) 기능성 미생물을 이용한 고추장 제조 방법

- 본 실험에 사용한 고추장의 탄수화물원으로써 쌀을 사용하였으며 쌀은 순창산 백미를 구입 후 5시

간 침지 및 2시간 물빼기를 진행하고 실험실 조건하에서는 멸균기 내에서, 현장에서는 NK증자관을

통하여 115℃ 10min간 증자하였다. 이렇게 증자한 쌀은 충무종균 Aspergillus oryzae 종균 0.01%

를 접종하여 고체배양을 진행하였다. 고체발효조건은 실험결과에 명시하였다. 상기의 쌀곡자 및 천

일염, 고춧가루, 고추장용메주, 정수를 잘 혼합하여 발효숙성한 구간을 대조구로 하였으며 기능성고

추장의 실험구로써는 Lactobacillus plantarum JBCC105645(645), Lactobacillus plantarum

JBCC105683(683), Lactobacillus mesenteroides JBCC105686(686)을 사입시 각각 0.5%와 1%씩 접

종하여 발효숙성을 진행하였으며 배합한 고추장을 발효숙성온도로써 20℃와 30℃로 나누어 실온숙

성과 저온숙성의 효과를 비교분석토록 하였다.

(3) 기능성 미생물을 이용한 된장/간장 제조를 위한 한식메주 제조 방법

- 본 실험에 사용한 한식메주는 대두를 100% 사용하였으며 대두는 순창산 대두를 구입 후 15시간 침

지 및 2시간 물빼기를 진행하고 115℃ 15분간 실험실 조건하에서는 고압증기멸균기내에서, 현장에

서는 NK증자관을 통하여 증자함으로써 원료를 호화하였다. 증자된 콩은 냉각 전 고초균을 혼합하

여 사각형모양으로 틀을 잡아주고 방냉 컨베이어를 통해 60℃까지 냉각하여 주고 곰팡이 포자를 분

사시켜 사각메주 전처리를 완료하였다. 이렇게 만들어진 메주는 겉말림 공정을 통하여 개방조 내에

서 잡균의 오염을 방지하고자 하였으며 겉말림 온도는 65℃에서 24시간, 발효는 30℃에서 15일 실

시하되 1주일 발효되었을 때 메주의 발효정도를 판단하여 연장여부를 결정하도록 하였다.

(4) 기능성 미생물을 이용한 된장/간장 제조 방법

- 전통방식의 된장 및 간장을 제조하기 위해서는 한식메주를 염수에 침지하는 분해발효공정을 거쳐야

하며 이렇게 분해발효공정을 통해 각각 유용성분의 균형이 맞아진 시점에 가르기 공정을 통하여 된

장과 간장의 후숙성을 실시한다. 이때 가르기의 시점으로는 통상 한식간장의 TN함량을 분석토록

하며 전통장류 업체에서는 특화된 균주가 아닌 그 지역에 우점되는 균주를 이용한 메주를 제조하여

된장과 간장을 담금하는 바 유통되는 간장의 TN품질이 법적기준을 맞추지 못하는 경우도 발생하나

본 실험에서는 TN 1.0이 도달하는 시점을 기준으로 가르기를 실시하였다.
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- 추가하는 염수량은 간장을 주된 생산의 기준으로 하는가와 된장을 기준으로 하는가에 따라 차이가

있겠으나 본 실험에서는 대두량의 2.25배의 염수를 첨가하여 제품을 제조하였다. 이때의 염수의 염

농도는 25%이며 염수 침지 발효숙성기간은 통상 6개월간 실시하게 된다. 염수침지온도는 30℃로

하였다.

(5) 수분측정

- 대조구 및 실험구 샘플은 5 g씩 시료를 채취하여 적외선 수분측정기에서 수분을 측정하였으며 3반

복 진행하였다.

(6) 염도

- 대조구 및 실험구 샘플은 0.3g씩 시료를 채취하여 증류수 50 ml을 가하여 충분히 혼합한 후

Titrator (Mettler Toledo Gmbh, Switzerland)의 Auto Sampler에 장착하고 염도 측정용 전극

(DMi145-SC, Mettler Toledo Gmbh, Switzerland)과 0.1N-AgNO3를 이용하여 값을 측정하였다.

(7) pH 및 적정산도 측정

- 대조구 및 실험구 시료를 채취하여 믹서기로 마쇄한 후 시료를 채취하여 믹서기로 마쇄 후 무게 5

g을 취하고 증류수를 가하여 50 mL로 맞춘 후 이를 충분히 혼합한 후 pH meter(Mettler Toledo

Gmbh, Switzerland)기를 이용하여 측정하였고, 적정산도는 0.1N-NaOH를 가하여 pH 8.4가 될 때

까지 적정하였다.

 적정산도(%) = 
0.1N-NaOH적정량×0.009(젖산)×F×희석배수×100

시료량(g)

(8) 아미노태 질소(amino-type nitrogen) 측정

- 아미노태 질소는 Formol법으로 측정하였다. 시료 1 g을 비커에 취하고 증류수 50 mL를 가하고

240초 동안 진탕 혼합하여 충분히 용해한 다음 0.1N-NaOH 용액으로 적정하여 pH 8.4로 한다. 여

기에 중성 formalin 20 mL를 가하고 20초 동안 진탕 혼합한 뒤 다시 0.1N-NaOH 용액으로 pH 8.4

가 되도록 중화·적정하였다.

  아미노태질소(mg%) = 
0.1N-NaOH적정량×1.401×F×희석배수×100

시료량(g)

(9) Protease활성 측정

- 고추장용 메주의 품질지표로써 단백질 분해 활성도를 현장 품질지표화하고 있다. 시료 약 5.0 g을

정밀히 달아 물 또는 완충액에 녹여 100 ml 로 한 다음 여과하여 검액으로 한다. 0.6% 카제인용액

1 ml를 시험관에 넣고 37℃의 항온수조 중에서 가온한 다음 여기에 검액 1 ml를 정확히 넣고 잘

흔들어 섞는다. 곧 37℃의 항온수조 중에 넣고 정확히 10분간 반응시킨 다음 여기에 0.4 M 삼염화

초산액 2 ml를 넣고 다시 37℃에서 25분간 방치한 후 여과하였다. 여액 1 ml를 시험관에 정확히 취

하여 0.4 M 탄산나트륨용액 5 ml 및 폴린 시액 1 ml 를 넣어 잘 흔들어 섞는다. 37℃에서 20분간



- 292 -

방치한 다음 발색된 액을 시험용액으로 하였다. 이화는 별도로 검액 1ml를 정확히 취하여 시험관에

넣고 37℃에서 10분간 방치한 후 04M 삼염화초산액 2 ml 를 넣어서 혼화하고 0.6% 카제인 용액 1

ml 를 넣어 37℃에서 25분간 방치한 다음 이하 시험용액과 동일하게 조작하여 공시험 용액으로 한

다. 물을 대조액으로 하여 액층 1cm, 파장 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시험용액의 흡광

도의 합격기준은 공시험의 흡광도 보다 0.030이상 커야 한다.

E – E0 4

Protease activity (unit/g) = ---------- X 50 X ---- X N (희석배수)

Es 10

* E : 본시험의 흡광도

* E0 : 공시험의 흡광도

* Es : tyrosine의 흡광도

*역가단위 (unit): 1분간 tyrosine 1ug에 대응하는 비단백성 물질을 생성할 때를 1단위로 한다

(10) 밝기색도(L value)

- 고추장의 색도는 크게 밝기색도인 L값과 적색도인 캡사이신 함량이 있으며 밝기색도인 L값은 유통

중 갈변에 의한 유통품질의 지표로 삼는다. 색차계를 백색 교정판을 이용하여 계산하고, 시료를 측

정기에 평평하게 편 다음 유리를 덮는다. 유리를 고정한 후, L값을 측정하였다.

(11) 대장균 군 정량실험

- 시료 10 g에 멸균증류수 90 mL을 가하여 100 mL로 맞춘다. 이를 검체액으로 보고 1 mL을 채취하

여 대장균 군용 3M필름(3M)에 가한다. 그리고 37 ℃에서 24시간 배양한다.

(12) Baci llus cereus 검출 실험방법

- 시료 10 g에 인산염완충용액 90 mL을 가하여 100 mL로 맞춘다. 이를 검체액으로 보고 0.250 mL

을 채취하여 미리 만들어둔 선택배지(BBC, Oxoid)에 가하여 도말한다. 4반복하여 1 mL로 맞춘다.

그리고 30 ℃에서 24시간 배양한다.

(13) 관능검사

- 고추장의 관능평가는 평점법에서 항목척도를 사용하여 9점 척도로 평가하였고, 1점에 가까울수록

관능특성이 좋고, 9점에 가까울수록 낮은 점수로 평가하였으며 (농)순창장류(주)의 직원 19명을 대

상으로 염도 및 포도당액 0.1%, 0.3%, 0.5% 희석용액을 적용한 사전 미맹검사를 통해 선발된 인원

10명을 대상으로 관능검사를 실시하였다.
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제2절 연구내용 및 결과

1. 기능성 미생물을 이용한 청국장 시제품

(1) 기능성 미생물을 이용한 청국장 제조 방법

- 청국장의 기존 사용되고 있는 균주와 제공받은 균주의 적합성을 알아보기 위하여 선별된 균을 대

상으로 청국장을 제조하였다.

- 실험방법은 선별한 대두를 물에 14시간 침지한 후 2시간 동안 탈수하여 autoclave에서 121 ℃에서

30분 동안 증자하고 증자된 대두는 별도의 성형과정 없이 콩알메주 형태로 각각의 종균 600 nm

에서 OD(Optical Density)값을 동일하게 하여 농도를 맞춘 후 0.01 %씩 각각 접종하여 접종온도

60 ℃, 발효온도 40 ℃, 발효습도 90 %로 72시간동안 배양하였다.

- 기존 사용하고 있는 대조구와 제공받은 균들을 이용한 수분함량을 나타낸 결과를 그림 2에 나타

냈다.

- 각 조건별 초기수분함량은 59 %으로 발효 36시간에는 51 ~ 57 %로 비슷하게 점차 감소되다가

발효 36시간 이후부터는 점차 차이가 나면서 발효 72시간에는 34 ~ 52 %로 감소하는 경향을 보

였다.

- 발효기간 중 Bacillus subtillis 1435가 가장 수분이 많이 감소하였고 대조구가 가장 적게 수분이

감소하는 것으로 나타났다.

- 이러한 결과는 청국장의 건조정도나 발효실 습도, 발효온도, 발효기간 및 발효미생물의 차이에 기

인하는 것이라 생각된다.

- 특히 청국장에 점질물이 다량 생성되었을 경우, 콩알 표면의 점질물이 수분의 증발 방지 역할을

하기 때문에 수분함량이 높아질 수 있을 것으로 추정된다.

그림 1. 발효기간에 따른 청국장 수분함량 변화

- 대두에 함유된 당이나 지방, 단백질의 이용에 관한 것이 영양학적으로나 관능적으로 중요하기 때문
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에 다양하게 발효에 이용되는 미생물에 관한 연구가 수행되고 있다.

- 결국, 발효미생물이 배출하는 amylase나 protease, lipase와 같은 효소와 기타 정미성분 등이 장류

의 관능과 기능성 물질 생성에 결정적인 영향을 미치며, 이 중에서도 protease가 주요한 요소로 평

가받고 있다.

- Protease 활성은 콩 단백질을 분해하여 감칠맛 성분인 아미노산과 polypeptide 등을 생성하는 효소

로 청국장의 맛을 결정짓는 중요한 인자 중의 하나이다.

- 발효기간별 Protease 활성을 측정한 결과는 그림 2.에 나타냈다. Protease 활성은 발효기간에 따라

증가하였으나, 조건에 따라 발효 48시간부터 약간 감소하였다가 증가한 균도 있었다.

- 대조구는 발효 24시간에 평균 64.7 unit/g에서 62.01 unit/g으로 약간 감소하였다가 발효 72시간에는

95.46 unit/g을 나타내었다.

- Bacillus subtillis D2와 Bacillus subtillis 1407는 발효 36시간에서 발효 48시간에 감소하였다가 발

효 72시간에 각각 평균 101.36 unit/g, 118.9 unit/g으로 높은 Protease 활성값을 나타내었다.

- Bacillus subtillis 1435는 발효 60 시간에서 발효 72 시간에 감소하여 평균 95.78 unit/g로 발효 완

료되었고, Bacillus subtillis 1411는 감소하는 구간없이 발효초기부터 발효 72시간까지 계속 증가하

여 발효 72시간에 86.91unit/g 높지 않은 Protease 활성값을 나타내었다.

그림 2. 발효기간에 따른 청국장 Protease 활성 변화

- 청국장은 균주에 의해 대두가 분해되면서 아미노산, 암모니아가 연차적으로 생성되면서 염기성 pH

를 띤다(3).

- 청국장의 발효 진행상태를 확인하기 위하여 청국장의 pH를 측정하였다(그림 3). 발효되지 않은 콩

의 pH는 약산성인 pH 6.61정도 였으나 72시간동안 발효시키고 pH를 측정한 결과, 대조구가 pH

7.66, Bacillus subtillis D2가 pH 7.62, Bacillus subtillis 1407는 pH 7.42를 보였으며, Bacillus

subtillis 1411과 Bacillus subtillis 1435는 각각 pH 7.50와 pH 7.56을 보였다.

- 발효시간에 따라 청국장의 pH변화에서는 발효 48시간 까지는 Bacillus subtillis D2가 가장 놓았으
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나 발효 72시간으로 넘어가면서 pH값이 다소 낮아지고 대조구가 가장 높은 값을 나타내었다.

- pH는 발효초기 젖산균 증식과정에서 낮아졌으나 발효과정을 거치면서 상승되었는데 이는 단백질이

분해되어 질소화합물의 양이 증가함에 따른 것으로 추정된다.

- 이러한 pH의 상승원인은 protease에 의한 단백질의 분해물 및 암모니아성 질소화합물의 생성과 축

적으로 여겨지며, 미생물의 증식 및 이에 따른 유기산의 생성이 다르기 때문인 것으로 추정하고 있

다.

그림 3. 발효기간에 따른 청국장 pH 변화

- 적정산도는 그림 4와 같이 Bacillus subtillis D2를 제외하고 대조구와 비슷한 경향을 보였는데, 발

효 24시간에서 발효 72시간까지 대조구는 0.7%에서 0.67%로 감소하였고, Bacillus subtillis D2는

0.65 % ~ 0.67 %로 큰 차이를 보이지 않았다.

- Bacillus subtillis 1407는 0.72 % ~ 0.91 %로 가장 많이 증가하였으며, Bacillus subtillis 1411는 오히려

발효초기에 0.48 %에서 0.95 %로 급격히 증가하다가 발효 72시간에 0.72 %로 감소하였다.

Bacillus subtillis 1435도 마찬가지로 발효초기에 0.81 %까지 증가하다가 발효 24시간 이후로 0.61

%까지 감소하였다.

- 위 결과에서 발효가 진행될수록 알칼리성으로의 변화는 단백질이 아미노산으로 분해 및 탈아미노

화로 암모니아가 생성되어서 pH는 높아지고 산도가 낮아지기 때문이다. 탈아미노화가 심해지는 것

은 부패다(6)

- Son 등(2000)에 따르면 Bacillus sp. CS-17로 발효시킨 청국장의 휘발성 유기산은 propionic acid가

0.1680 %로 가장 많고, 그 다음 acetic acid 0.0240 %, butyric acid 0.0066 %, 3-methyl butyric

acid 0.0064 %의 순이고, 비휘발성 유기산은 lactic acid 가 0.0302 %로 가장 많고, 그 다음 oxalic

acid 0.0173 %, citric acid 0.0099 %, malonic acid 0.0056 %의 순을 나타냈다고 하였다.
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그림 4. 발효기간에 따른 청국장 적정산도 변화

- 청국장의 발효기간별 아미노태 질소 함량의 분석한 결과를 그림 5.에 나타내었다. 대조구와 제공받

은 균주 모두 아미노태 질소 함량값이 발효 60시간까지 증가하는 것을 볼 수 있었다. 그러나

Bacillus subtillis D2, Bacillus subtillis 1411, Bacillus subtillis 1435균주는 발효 60시간에서 발효

72시간으로 넘어갈 때 각각 602.75 mg%에서 585 mg%, 876.1 mg%에서 751.95 mg%, 441.9mg%에

서 396.95mg%로 약간 감소하는 경향을 보였다.

- 대조구에 비해 Bacillus subtillis 1411를 제외하고 모두 아미노태질소 함량이 낮았다. 이러한 아미

노태 질소 함량이 균주에 따라서 차이를 보이는 것은 발효조건에 따라 가변적임을 알 수 있고, 특

히 단백 분해효소의 활성에도 크게 영향을 받을 것이다.

- 아미노태질소는 청국장의 숙성도 평가의 지표로써 이용되는데 우리나라 식품공전상의 규정은 280

mg%이상이다(4). 본 실험에서는 측정된 아미노태 질소의 함량은 청국장 발효 48시간이후부터 식

품공전상의 규정치를 초과하였다.

-청국장 발효기간 중 아미노태질소의 함량 증가는 대체적으로 발효 60시간에 최고의 함량을 보이는

것으로 볼 수 있었다.
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그림 5. 발효기간에 따른 청국장 아미노태 질소 함량 변화

(2) Baci llus subti lis D2 접종량에 따른 청국장 제조 방법

- Bacillus licheniformis SCC125037(대조구), Bacillus subtilis D2, Bacillus subtilis 1435, Bacillus

subtilis 1407, Bacillus subtilis 1411 중에서 Bacillus subtilis D2가 항 비만효과가 뛰어나다는 것

을 확인한 결과를 바탕으로 Bacillus subtilis D2에 대에 공정최적화 조건을 설정하기 위해 접종량

과 발효온도를 다르게 하여 실험해보았다 (그림 6).
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<그림 6. 접종량에 따른 발효기간별 품질특성>

- Bacillus subtilis D2의 접종량을 각각 0.05%, 0.1%, 0.15%로 다르게 하였을 때 대조구와 비교하여

발효기간에 따른 특성에 대한 그래프를 나타내었다.

- 수분함량은 모든 처리구들이 감소하였고, pH와 protease activity (PA), 아미노태 질소함량 (AN)

은 증가하는 경향을 보였다. 적정산도는 Bacillus subtilis D2 0.15%가 가장 높은 값을 나타내고

Bacillus subtilis D2 0.1%, 대조구, 0.05% 순서대로 낮은 값을 나타냈다.

- 전체적으로 비교하였을 때 Bacillus subtilis D2 접종량 0.1%가 가장 대조구와 비슷하고 protease

activity(PA), 아미노태 질소함량(AN)이 종합적으로 높게 나왔다.
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(3) Baci llus subti llis D2 발효온도에 따른 청국장 제조 방법

- 접종량에 따른 발효기간별 분석한 결과로 나온 Bacillus subtilis D2의 균주를 0.1%접종하여 발효

온도 별 실험을 해보았다 (그림 7).

-

그림 7. 발효온도에 따른 발효기간별 품질특성

- 순창장류㈜의 기본 발효온도는 40oC를 기준으로 상하로 30oC, 40oC, 50oC로 나누어 분석하였으며

그에 따른 실험결과는 그림 7에 나타냈다.

- 발효시간이 경과할수록 수분함량은 감소하였으며, 적정산도는 48시간 까지는 증가하다가 72시간에

는 감소하는 경향을 보였고 발효온도 30oC가 가장 높은 적정산도 값을 나타냈다.

- pH값은 적정산도와 반대로 측정되었으며 역시 발효온도 30oC가 가장 낮은 pH값을 보여줬다.

- 청국장의 향과 맛에 가장 큰 영향을 받는 protease activity(PA), 아미노태 질소함량은 대조구와

Bacillus subtilis D2의 발효온도 40oC가 가장 높은 값으로 측정되었는데, 그 중에서도 Bacillus

subtilis D2 발효온도 40oC가 뛰어나게 값이 높은 것을 확인 할 수 있었다.
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(4) Baci llus subti lis D2를 이용한 청국장 시제품 분석

- 접종량과 발효온도를 다르게 하여 실험한 결과 접종량 0.1%와 발효온도 40oC에서 제조하였을 때

청국장에서 균 활성이 뛰어나다는 것을 확인하였고, 이를 통해 발효조건을 잡아 시제품을 생산하

였다.

- 청국장 시제품을 발효완료 된 48시간에 분석해본 결과 수분은 감소하였으며, PA는 142.3%, pH

7.16, 적정산도, 0.92%, AN은 337.1 mg%으로 나타났다.

그림 8. 기능성 청국장 시제품 품질분석
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　 B. cereus Salmonella spp. E .coli Stap. aureus Cl. Perfringenes

Bacillus licheniformis
SCC125037 음성 음성 음성 음성 음성

Bacillus subtilis D2 음성 음성 음성 음성 음성

Bacillus subtilis 1407 음성 음성 음성 음성 음성

Bacillus subtilis 1411 음성 음성 음성 음성 음성

Bacillus subtilis 1435 음성 음성 음성 음성 음성

5) 청국장의 위해미생물

- 청국장의 각 처리구별로 발효 마지막일차인 발효 72시간에 식중독미생물을 분석한 결과 표 1에

나타내었다. 식중독 미생물 분석은 식품공전법에 중하여 실험을 실시하였다. 모든 처리구에서 식

중독 미생물은 검출되지 않았다. 아래 7개의 식중독 미생물에 대해서는 5가지 처리구 모두 차이

는 보이지 않았다.

표 1. 청국장의 위해미생물 분석 결과

6) 청국장의 최종고찰

- 청국장은 비교적 겨울에 즐기는 식품으로 알려져 있다. 특유의 향과 맛으로 기호가 극명하게 갈

리기도 하고, 특히 최근 젊은 소비자 계층은 이에 대한 거부감이 있는 것이 사실이다. 본 사에서

학교급식 등에 공급하는 청국장 제품 또한 이러한 트렌드를 반영하듯이 비교적 순한 맛의 청국

장이 제조되고 있는 실정이다.

- 본 사에서 사용되고 있던 균주 (대조구)와 제공된 기능성 균주를 이용하여 청국장을 제조한 결

과 전체적으로 발효기간에 따라서 큰 영향을 미친다는 결과를 확인 할 수 있었다.

- 청국장의 아미노태질소 함량은 발효 미생물의 생육과 효소 생성조건, 보관 숙성조건 등 여러 가

지 요인에 따라 다르지만, 청국장의 풍미를 결정하는 주요 요소로 확인하였다.

- 일반분석을 통해 Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구)와 비교하였을 때 Bacillus subtilis

D2와 Bacillus subtilis 1411는 아미노태질소 함량이 가장 높게 측정되었다.

- Bacillus subtilis D2에서 발효 48시간이 가장 항비만효과가 가장 높게 나왔으며, Bacillus

subtilis D2 발효 72시간이 높은 것으로 확인되었다.

- 이를 활용하여 가장 우수한 특성을 보인 균주 Bacillus subtilis D2를 발효 48시간 동안 발효시

켜 시제품을 제작하였다.
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그림 9. 청국장 발효 48시간 사진. 대조구, Bacillus licheniformis SCC125037; D2, Bacillus subtilis

D2; 07, Bacillus subtilis 1407; 11, Bacillus subtilis 1411; 35, Bacillus subtilis 1435.

7) 기능성 균주를 이용한 청국장 시제품 제작

- 생산 공정 적용 연구를 위하여 청국장 생산의 공정도를 작성하여 실험에 사용하였다 (그림 10).

선정된 균주를 이용하여 생산 공정에 적용하기 전에 lab scale를 통해 기존 사용균주와 제공받

은 균주들을 제조하여 실험하였고 그 결과 선정된 균주를 이용하여 공장적용을 하였다.
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그림 10. 공장 적용연구를 위한 기본 공정도

- 그림 11에 기능성 미생물을 이용한 청국장(오른쪽)의 상품화화 홍보에 활용하기 위하여 라벨을

제작하여 시제품을 생산하였다.

- 연구개발의 목표는 전통장류에서 분리한 발효균 중 기능성 균주인 항비만 효과가 뛰어난 청국장

을 개발하기 위하여 적합한 균주를 선정 및 발효조건을 확립하는데 있다. 또한, 이를 통하여 청

국장의 품질 변화 및 특성을 확인하고 최종제품인 청국장의 관능적 특성에 대해서도 살펴볼 예

정이다.

- 한국에서 장류는 없어서는 안 될 중요한 식품이다. 전통청국장은 여러 가지 미생물의 작용을 통

하여 향미가 우수하고 맛을 싶으나 생산되어지는 과정에서 외부환경에 유출되어 여러 가지 유해

한 미생물이 생장하여 위생적인 문제가 야기되어질 수 있으며, 이로 인하여 체계적인 관리가 필

요하다고 생각된다.

- 이러한 이유로 청국장의 생산과정은 위생적으로 하며, 청국장의 풍미와 품질을 유지하면서 소비

자들의 건강의식의 강화에 따른 청국장의 기능성과 안정성까지 적용하여 생산이 가능하리라 판

단된다.
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그림 11. 기존 청국장 제품과 기능성 미생물을 이용한 청국장 시제품

(左 : 기능성 미생물을 이용한 청국장 , 宇上 : 기존제품).

- 본 사에서 기능성 미생물을 이용한 청국장의 일반분석과 원광대학교에서 항비만 분석을 동합적

으로 분석하고 평가하여 Bacillus subtilis D2 를 0.01%접종하여 접종온도 60oC, 발효온도 40oC,

발효습도 80%에서 48시간 발효하여 항비만 효과가 강한 청국장 시제품을 제조하였다. 포장단위

는 100 g으로 소형 성형기로 제조하였다 (그림 11).

- 시제품 홍보와 판매를 위하여 품목제고보고서 신고 (그림 12), 제조방법 설명서 (그림 13) 및 식

품의약품안전청장이 정하여 고시한 방법에 따라 설정한 유통기한의 설정사유서 (그림 14)를 다

음과 같이 완료하였다 .
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그림 12. 기능성 미생물을 이용한 청국장 품목제조보고서 (순창군, 2014 . 08. 27)
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그림 13. 제조방법 설명서
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그림 14. 식품의약품안전청장이 정하여 고시한 방법에 따라 설정한 유통기한의 설정사유서
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1. 기능성 미생물을 이용한 고추장 시제품

- 고추장용메주를 제조하는 방법은 통상적인 콩메주 제조방법으로 선별한 대두를 물에 15시간 침지한

후 2시간 동안 물빼기를 진행하고 Autoclave하에서 원콩기준 1 kg을 115℃에서 15분간 증자토록

하였으며 Bacillus속 고초균인 SCC125037과 SCKB1307를 혼합 접종하였다. 고추장용 메주의 고체

발효는 24시간 제국토록 하였으며 발효온도는 40~45℃ 실시하였으며 고추장용 메주의 protease역가

는 200 unit/g, pH는 7.8로 나타났다.

- 고추장용메주의 현장 scale-up실험은 NK증자관을 통해 원콩 기준 500 kg을 침지 및 물빼기를 진

행하였으며 스팀압은 1.8±0.5 kgf/cm2, 증자시간은 총 45분 진행하였다. 증자 후 55±5℃로 냉각을

실시하고 샘플을 채취하여 수분함량 측정 후 목표 수분 55%에 경도 450~600 g을 확인하였다.

Bacillus속 고초균인 SCC125037과 SCKB1307를 혼합 접종하여 24시간 제국을 실시하였으며 이때의

발효온도는 40~45℃, 건조 60℃, 48hr 실시하였다. 건조를 실시한 후에는 조분쇄하여 저온저장토록

하고 고추장용 메주로써 필요시 사용함으로써 생산효율을 높이도록 하였으며 제조 후 1개월의 사용

기간을 넘기지 않도록 수불 관리하였다.
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그림 15. 고추장용 메주가루 제조공정도

- 고추장의 품질에 있어서 대부분을 차지하는 탄수화물원의 원활한 분해발효를 위해서는 곰팡이 균주

를 접종한 곡자의 품질이 매우 중요하다. 곡자는 일본에서는 코지 (koji)라고 불리며 우리나라와 같

이 고추장용 메주로써 고초균을 사용하지 않음으로써 발효숙성에 관여하는 미생물의 기원이 전적으

로 koji의 품질에 의존한다고 할 수 있다. 따라서 고품질 제품을 대량생산하는데 매우 중요한 요소

로써 삼고 있으며 일본장유업체는 대량화 조건을 위한 곡자 연구의 역사가 매우 길다.

- 또한 koji의 경우 3일 만에 미생물원으로 사용되는 고체 배양원 (곰팡이 메주에 해당)을 만드는데

반해 우리나라 전통고추장의 경우 사각형으로 띄운 메주를 약 1~2달간 띄움으로써 공정상 많은 차

이점이 있다. 전통고추장용 메주의 경우 제조시기의 기온이나 온도 등의 조절 및 미생물 제어면에

서 편차가 발생함으로써 대량화를 목표로 하는 상용고추장에는 맞지 않다고 하겠으며 따라서 고부

가가치성을 높힌 기능성 고추장을 표준화하기 위한 공법에 있어서는 결론적으로 표준화된 곡자의



- 310 -

대량 생산방법을 정립하는 것이 매우 중요한 과정이다.

- 곡자의 전처리에 있어서는 선별한 원쌀을 기준으로 1 kg을 물에 5시간 침지한 후 2시간 동안 물빼

기를 진행하였으며 멸균기내에서 115℃에서 10분 동안 증자하고 Aspergillus oryzae 종균을 0.01%

를 접종하여 고체배양을 진행하였으며, 고추장용 곡자의 고체배양조건은 그림 2와 같다.

그림 16. 고추장용 곡자의 고체배양조건

- 표준화된 고추장용 곰팡이를 고체배양하기 위해서 입국수분 각각 32%, 36%, 40%로 맞추어 제국을

진행하였으며 이러한 제국조건을 통해 분석한 탄수화물 분해효소 활성은 표 2과 같다.

표 2. 제국조건을 통해 분석한 탄수화물 분해효소 활성

입국수분(%) 30% 36% 42%

α-amylase 907 1205 1428
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- 실험결과 입국수분이 높을수록 일관되게 탄수화물분해 효소활성은 높은 것으로 판단되었으며 목표

수분을 40%로 하여 현장 scale-up실험을 실시하였다.

- 1차 현장 scale-up실험은 NK 증자관을 통해 원쌀함량 500 kg을 기준으로 침지 및 물빼기를 진행

하였으며 스팀압은 1.8±0.5 kgf/cm2, 증자시간은 총 30분 진행하였다. 증자 후는 35±5℃로 냉각을

실시하고 샘플을 채취하여 수분함량 측정 후 목표 수분 42%에 부족한 부분을 가습하였다. 제국조

건은 상기 고체배양 조건과 동일하였으며 3일 제국 완료 후 바실러스 오염에 의한 쿰쿰한 맛과 일

부 점질물을 확인하였다. 또한 대량 생산 시 너무 높은 수분함량은 오염뿐만 아니라 이송 등에 있

어 좋지 않은 영향을 주는 것으로 파악되었으며 수분함량은 38%, 탄수화물분해효소역가는 425

unit/g, pH는 6.8이였다. 수분 함량 36%를 목표로 2차 실험을 재실시 하였다.

그림 17. 1차 현장 scale-up실험과정 중 제국 완료 후 곡자의 형태

- 2차 현장 scale-up실험은 NK 증자관을 통해 원쌀함량 500 kg을 기준으로 침지 및 물빼기를 진행

하였으며 스팀압은 1.8±0.5 kgf/cm2, 증자시간은 총 30분 진행하였다. 증자 후는 35±5℃로 냉각을

실시하고 샘플을 채취하여 수분함량 측정 후 목표 수분함량인 36%대비 부족한 부분을 가습하였다.

제국조건은 상기 고체배양 조건과 동일하였으며 3일 제국완료 후 적정한 국향과 백국이 띄었음을

확인하였다. 출국 수분함량 28%, 탄수화물분해효소역가는 1005 unit/g이였으며 pH는 5.1이였다.

그림 18. 2차 현장 scale-up실험과정 중 제국 완료 후 곡자의 형태
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- 3차 현장 scale-up실험은 NK 증자관을 통해 원쌀함량 500 kg을 기준으로 침지 및 물빼기를 진행

하였으며 스팀압은 1.8±0.5 kgf/cm2, 증자시간은 총 30분 진행하였다. 증자 후는 35±5℃로 냉각을

실시하고 샘플을 채취하여 수분함량 측정시 목표 수분함량보다 2%높은 32%였다. 제국조건은 상기

고체배양 조건과 동일하였으며 3일 제국완료 후 적정한 국향과 백국이 띄었음을 확인시 출국 수분

함량 26%, 탄수화물분해효소역가는 765 unit/g이였으며 pH는 5.0이였다.

- 총 3차에 걸친 현장 scale-up 실험결과 수분함량의 증가와 효소활성 증가와는 정의 상관관계가 있

으나 대량화 시 그에 따른 오염도도 높아짐으로써 표준화를 목표로 하는 대량 생산 공법과는 맞지

않는 것으로 판단되었다. 따라서 고부가가치 미생물을 이용한 기능성 고추장의 제법으로는 36%로

확립하여 현장화하기로 하였다.

- 본 연구를 통해 작성된 쌀곡자의 작업표준안은 표 3와 같다.

표 3. 쌀곡자의 작업표준안

- 본 실험에 사용된 배양액은 통상적으로 고추장에 주로 배양되는 고초균 및 곰팡이 균주가 아닌 유

산균이며 이러한 유산균을 대량 배양하여 현장에 적용하기 위해서는 액상배양 조건을 확립함으로써

표준화 작업을 진행하는 것이 필요하다.

- 본 실험에 사용한 유산균은 전북대학교에서 분양받은 것으로 CLA 생성하는 유산균주 중 원광대학

교에서 항아토피에 효과가 있는 것으로 확인 재선정된 균종 3종으로써 Lactobacillus plantarum

JBCC105645(645), Lactobacillus plantarum JBCC105683(683), Lactobacillus mesenteroides

JBCC105686(686)이다.

- 균주의 보관은 Lactobacilli MRS 고체배지에 접종하여 37℃에서 24시간 배양한 후 30% glycerol이

함유된 증류수에 넣어 –80℃ 초저온 냉동고에 스탁으로 냉동 보관 하였으며 필요시마다 해동하여
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사용 하였다.

- Lactobacilli MRS Broth 10 mL당 Lactobacilli MRS 고체배지에 도말된 균주 1 콜로니를 접종하여

150 rpm, 37℃의 조건으로 24시간 배양하여 종균으로 사용하였다.

(3) 기능성 강화 고추장의 발효숙성 공정 확립

- 고추장은 아래와 같은 배합비를 적용하였으며 통상적으로 양산식고추장을 생산하는 방법과 유사하

게 제조하였다 (표 4).

표 4. 기능성 고추장 접종량별 혼합 비율

원료
접종량별 고추장 제조 (%)

0% 0.5% 1.0%

호화쌀가루 15.600 15.600 15.600

쌀(국산) 8.000 8.000 8.000

천일염 6.200 6.200 6.200

고춧가루 12.000 12.000 12.000

고추장용메주 5.000 5.000 5.000

종국 0.010 0.010 0.010

유산균 0.000 0.500 1.000

쌀조청 24.000 24.000 24.000

정제수 26.191 25.691 25.191

주정 3.000 3.000 3.000

합계 100 100 100

- 고추장의 제조공정은 크게 원료를 미생물이 호화되기 쉽도록 하기 위한 전처리 공정을 거져야하며

이러한 전처리 과정을 거친 원재료와 고추분, 미생물원으로써의 쌀곡자 및 고추장용 메주, 천일염을

버무리고 발효숙성에 적절한 수분함량을 맞춘 후 각각 용기에 넣어 20℃와 30℃로 8주간 숙성 진행

하였다. 대조구외에 실험구로써 기능성 유산균을 첨가한 고추장의 제조는 각 처리구별로 접종량을

다르게 하여 고추장 베이스 발효숙성을 각각 진행하였다.

그림 19. 기능성 유산균을 적용한 고추장 베이스 숙성물
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- 기존 사용하고 있는 대조구와 제공받은 균들을 이용한 고추장의 발효숙성중의 고추장 베이스의 발

효 숙성 중 수분함량 변화를 나타낸 결과를 그림 20, 21에 나타내었다.

- 수분은 20℃에서는 초기에 43~46%로 약 45%의 수분함량을 가지고 있었지만 8주차에는 약 50%로

5%가량 증가했고, 30℃일 때도 43~46%에서 50.5%로 20℃와 비슷하게 증가했다.

- Lactobacillus mesenteroides JBCC105686(686)을 0.5% 접종한 고추장의 수분 증가량이 가장 높았

고, Lactobacillus plantarum JBCC105645(645)를 1% 접종한 고추장의 수분 증가량이 가장 낮았다.

- Lactobacillus plantarum JBCC105645(645)균과 Lactobacillus mesenteroides JBCC105686 (686)균을

사용한 고추장은 0.5%일 때 수분 증가량이 많았고, Lactobacillus plantarum JBCC105683(683)균을

사용한 고추장은 1%일 때 수분 증가량이 많았다. 접종량의 증가에 따른 수분 증가는 상관관계가

없는 것으로 나타났다.

- Lactobacillus plantarum JBCC105683(683)균을 0.5% 접종한 처리구는 50.0%, Lactobacillus

mesenteroides JBCC105686(686)균을 1.0% 접종한 처리구는 49.3%로 살균완료 후 조청을 첨가하여

적절한 물성과 단맛을 갖도록 조정하여 차후에 제품화 하도록 하였다.

그림 20. 발효기간에 따른 고추장 수분함량 변화(20℃)
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그림 21. 발효기간에 따른 고추장 수분함량 변화(30℃)

- 장류에 있어 염도는 한식요리의 필수 조미료로써 제품에 짠맛을 주기위한 목적도 뿐만 아니라 발효

숙성 중 원하는 균주가 발효를 주도하며 그 외에 원치 않는 균이 자라지 않음으로써 일정 풍미를

유지하도록 하는 중요한 품질지표 중의 하나이다. 즉, 고추장의 염도는 매운맛을 내는 고추분 원료

와 메주로부터 오는 감칠맛과 더불에 고추장의 대표적인 맛인 짠맛에 영향을 주고 저장기간에도 영

향을 미치는 중요한 품질요소 중의 하나이다.

- 최근 먹거리에 대한 관심이 증대하고 국민 건강증진을 위한 여러 활동이 정책적으로 진행되면서 나

트륨으로 인한 문제점이 대두되기 시작하였으며 국가적 차원의 나트륨 저감화에 대한 관심과 노력

이 집중되고 있다. 하지만 염도가 너무 낮은 고추장도 저장상의 이유로 적절하지 않고, 염도가 높으

면 젖산균이 자라기 힘들어 유해균의 증식을 막기 어렵기 때문에 적당한 염도를 유지하는 것이 중

요하다.

- 본 실험제품으로 제안된 기능성 고추장의 경우 발효숙성단계에서의 염도는 완제품에 비해 높은 편

이지만 살균 및 제품화 이후 조청을 첨가하여 제품의 보존성과 물성 및 관능품질을 조정함으로써

전통고추장에 비해 염도는 낮으면서 양산 고추장과는 비슷한 염도수준으로 조정토록 하였다.

- 숙성물일 때 염도가 약 10%이면 완제품일 때 약 7%수준으로 자사 완제품과 비슷한 규격이 나오게

된다. 20℃에서 Lactobacillus plantarum JBCC105683(683)균을 0.5%, 1.0% 접종한 처리구와

Lactobacillus mesenteroides JBCC105686(686)균을 0.5%, 1.0% 접종한 처리구가 약 10%이고, 30℃

에서는 대조구와 모든 처리구의 염도가 약 10%로 완제품으로 제작했을 때 적당한 염도를 갖게 될

것으로 예상된다.



- 316 -

그림 22. 발효기간에 따른 고추장 염도 변화(20℃)

그림 23. 발효기간에 따른 고추장 염도 변화(30℃)
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- 고추장에 있어서 대표적인 품질지표인 pH는 낮아질수록 고추장의 원료인 탄수화물원이 발효됨에

따라 당에서 유기산으로 전환되었음을 나타내는 지표로써 고려되고 있으며 이는 고추장 특유의 풍

미와도 관련이 있기 때문에 고추장 숙성에 따른 적절한 pH의 저하는 원활한 발효를 나타낸다고 할

수 있으며 일정 수준이상 낮아질 경우 오히려 고추장의 신맛이 강하게 드러남으로써 요리의 조미료

로써의 기능을 상실함으로써 통상 4.7~5.0사이를 이상적인 것으로 판단한다. 본 실험결과 그림 19,

20과 같이 온도와 상관없이 숙성기간에 따라 pH는 점점 감소하여 최종제품의 pH는 4.6~4.7 수준을

나타내었다.

- 유기산의 증가는 관능풍미에 영향을 줌과 동시에 일부 유해균의 증식을 억제되는 효과가 있을 수

있으나 과다한 유기산의 증가는 최종제품의 풍미에 좋지 않은 영향을 줌으로써 본 실험에서의 유산

균 첨가가 고추장의 관능풍미에 어떠한 영향을 주느냐는 중요한 분석 요소라고 할 수 있다.

- 아토피 효과가 뛰어난 기능성 균주를 활용한 고추장의 제조에서 유산균의 효율적인 분해온도를 찾

기 위한 온도별 숙성에서 pH차이는 그다지 크지 않았으며 균주별 차이도 유의적인 차이를 보이지

않았다. 다만 686균주를 1% 접종한 구간의 pH가 대조구 대비 조금 더 낮은 경향을 보였으나 차후

에 언급하겠으나 이러한 균주 적용이 관능품질에 좋지 않은 영향을 끼치지는 않는 것으로 판단되었

다.

- pH차이는 20℃일 때 0.09 차이가 났고, 30℃일 때는 0.06 차이로 온도에 따른 큰 차이를 보이지 않

았다.

그림 24. 발효기간에 따른 고추장 pH 변화(20℃)
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그림 25. 발효기간에 따른 고추장 pH 변화(30℃)

- 기능성 효능을 갖는 유산균을 발효숙성에 접종한 고추장제품의 적정산도를 측정함으로써 고추장이

가지고 있는 젖산의 양을 측정하였다.

- 또한 젖산발효에 의해 생성되는 젖산은 병원균과 유해세균의 생육이 저지되는 성질이 있어 식품제

조에 이용되기도 하며 잡균에 의한 이상발효를 방지하여 발효가 잘 될 수 있도록 돕는다.

- 본 실험의 결과 그림 12, 13에서와 같이 발효기간에 따른 고추장 적정산도의 변화는 숙성초기에 급

격히 증가하다가 시간이 갈수록 점차 감소하는 것으로 나타났다. 하지만 유산균 발효에 있어서 2

0℃와 30℃의 8주차 적정산도는 0.17%와 0.14%로 미미한 차이를 보여 처리 구 사이에 큰 차이는

없는 것으로 나타났다.
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그림 26. 발효기간에 따른 고추장 적정산도 변화(20℃)

그림 27. 발효기간에 따른 고추장 적정산도 변화(30℃)
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- 식품 중의 아미노태질소는 유리아미노산의 양을 표시하는 방법으로 대두를 이용한 발효식품의 경우

단백질로부터 얼마나 발효가 원활히 진행되어 맛성분이 인지되는 아미노산으로 변환되었는가를 신

속하게 분석할 수 있는 지표이다.

- 유리아미노산은 peptide 결합이나 다른 분자와의 사이에서 에스터류 (ester) 결합 등을 하지 않는

유리상태의 아미노산을 말하며. 수용성으로 아미노태질소 함량이 높아질수록 감칠맛이 강해진다.

- 고추장의 아미노태질소는 발효초기에 왕성하게 증가하였다가 완만한 증가 혹은 소폭 감소하는 경향

을 보이는데 소폭감소하게 되는 이유로는 대두발효식품에 흔히 나타나는 마이얄갈변 반응에 아미노

산과 당이 일부 사용되어 갈변물질로 전환되기 때문인 것으로 추측되고 있다.

- 본 실험를 통하여 Lactobacillus plantarum JBCC105683(683)균을 0.5% 접종한 후 20℃에서 숙성했

을 때 175.0mg%로 대조구과 비교하여 24.2 mg%가량 높게 나타났고, Lactobacillus mesenteroides

JBCC105686(686)균을 1.0% 접종한 후 30℃에서 숙성했을 때는 210mg%로 가장 높았다.

- 아미노태질소는 20℃에서 숙성한 고추장보다 30℃에서 숙성한 고추장이 평균적으로 30 mg%가량

높게 나타났으며 이는 20℃보다 30℃에서 단백질 분해효소의 활동이 활발하게 이루어짐으로써 고추

장의 초기 발효숙성에 30℃가 유리한 생산조건임을 확인하였다.

- 아미노태질소의 함량을 바탕으로 본 기능성 균주의 발효숙성 시 기능성 유산균의 접종이 고추장 품

질의 주요 요소인 아미노산 발효에 저해되지는 않음으로써 상용화에 긍정적인 결과를 나타냈다고

할 수 있으며 기타 온도별 유산균에 의한 품질차이가 높지 않으므로 기능성 균주를 이용한 발효숙

성을 30℃에서 진행함으로써 감칠맛이 뛰어나면서 기능성을 갖는 우리가 목적한 고추장 제품의 제

조가 가능할 것이라고 판단된다.

그림 28. 발효기간에 따른 고추장 아미노태질소 변화(20℃)
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그림 29. 발효기간에 따른 고추장 아미노태질소 변화(30℃)

- 모든 대두발효식품은 발효과정 및 유통과정 중 갈변반응에 의해 색이 변하게 되는데 이는 발효식품

중의 아미노산 성분과 당성분이 온도 및 시간 등의 촉매하에 이루어지는 일종의 화학변화로써 자연

스러운 현상이라고 할 수 있다. 고추장의 경우도 마찬가지로 상온에 두게 되면 색이 점점 갈변되어

어두운 색으로 변하게 되는데 색이 진해질수록 관능평가에 좋지 않은 영향을 미친다. 최근 일부 연

구들에 의하면 이러한 갈변물질에 대한 기능성연구가 진행되고 있으나 판매생산 측면에서는 소비자

의 거부감을 유발할 수 있으므로 되도록 일정 색도 이상의 제품을 판매 유통시키기 위해 제조사들

이 가장 관리하고 있는 지표이기도 하다.

- 실험결과 고추장의 색도는 20℃일 때 평균적으로 1.5 줄어들었고, 30℃일 때 2.3이 감소하여 온도가

높을수록 더 많은 갈변이 일어난다는 점은 고추장의 갈변에 촉매로써 온도와 산소가 관여한다는 결

과와 동일한 경향을 보인다.
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그림 30. 발효기간에 따른 고추장 색도 변화(20℃)

그림 31. 발효기간에 따른 고추장 색도 변화(30℃)
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- 쌀곡자와 증자쌀, 고추장용 메주, 천일염과 발효숙성에 적절한 수분함량을 맞춘 후 8주간에 걸쳐 발

효숙성완료 후 품질 분석을 실시하여 수분, 염, 아미노태질소 함량을 확인토록 하였으며 이화학적

품질 확인 후 미리 준비한 조청과 혼합하고 2 mm 쵸퍼를 통해 마쇄함으로써 균일화과정을 거치도

록 한다. 균질화를 거친 숙성물은 제품 살균공정처리를 하였다. 살균은 중심온도 기준 80℃ 10분을

기준으로 효모의 미검출을 목표로 하였으며 주정을 혼합하여 유통 중에 일어날 수 있는 후발효를

억제하여 제품화 하였다.

- 본 과제를 통해 작성된 기능성 쌀고추장의 작업표준안은 표 5와 같다.

표 5. 기능성 쌀고추장의 작업표준안

- 고추장의 제품화에 있어서는 여러 이화학적 수치에 앞서 소비자 관능검사가 가장 중요한 기준이며

본 실험에 사용된 관능평가는 평점법에서 항목척도를 사용하여 9점 척도로 평가하였고, 1점에 가까

울수록 관능특성이 좋고, 9점에 가까울수록 낮은 점수로 평가하였다.

- 상기의 기능성 고추장의 개발과 관련된 관능평가인원은 (농)순창장류(주) 직원 19명을 대상으로 미

맹검사를 진행한 후 선발된 10명을 대상으로 진행하였으며 결과는 표 5와 같다.

- 관능평가를 실시한 결과, 20℃에서 Lactobacillus plantarum JBCC105683(683)균을 0.5% 접종한 고

추장의 전체적인 기호도가 4.13±1.30으로 1점에 가장 가까운 결과가 나타났다. 30℃에서는

Lactobacillus mesenteroides JBCC105686(686)균을 1.0% 접종한 후 숙성한 고추장의 전체적인 기

호도가 4.10±2.72로 1점과 가장 가까운 결과가 나타났다.
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20℃ 기능성 고추장

관능특성 색 향 짠맛 감칠맛
전반적

기호도

1 5.44±1.38 6.44±1.46 5.56±1.54 5.46±0.76 5.00±1.24

2 4.83±1.04 6.00±1.28 5.83±1.20 6.38±2.66 6.13±1.30

3 5.33±1.60 5.77±1.59 6.39±0.98 6.40±1.59 8.07±2.05

4 4.22±1.26 5.83±1.50 4.78±0.94 4.80±1.26 4.13±1.30

5 5.92±0.42 6.62±1.75 5.54±1.85 5.20±1.71 6.07±1.66

6 5.62±1.75 6.92±0.73 5.77±0.42 6.13±1.92 6.13±2.32

7 5.85±1.32 5.54±1.26 6.38±1.82 6.47±1.59) 7.93±1.52

30℃ 기능성 고추장

- 관능검사에 사용한 균주 목록은 다음과 같다.

1: 균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구

2:
균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

plantarum JBCC105645 0.5%

3:
균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

plantarum JBCC105645 1%

4:
균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

plantarum JBCC105683 0.5%

5:
균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

plantarum JBCC105683 1%

6:
균주 subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus mesenteroides

JBCC105686 0.5%

7:
균주 Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

mesenteroides JBCC105686 1%

- 관능평과 결과 (표 5) 30℃하에서 686유산균주 1% 접종하여 8주간 발효숙성을 진행한 제품의 관능

평가가 가장 좋은 점수를 받는 것으로 나타났다. 이는 이화학적 분석결과에서 보는 바와 같이 적절

한 유산균과 아미노산을 생성하는 발효가 진행됨으로써 풍미적인 선호도가 우수한 것으로 판단되며

본 연구결과를 중심으로 제품화에 본 균주를 사용하여 제조 및 제품 판매활동을 전개하는 것이 가

장 이상적인 것으로 사료된다.

표 6. 기능성 고추장 sample별 관능평가
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관능특성 색 향 짠맛 감칠맛
전반적

기호도

1 6.44±1.38 6.44±1.46 6.56±1.54 6.40±1.72 5.20±2.53

2 6.83±1.04 6.00±1.28 5.83±1.20 5.10±2.55 5.10±2.72

3 6.33±1.60 5.77±1.59 6.39±0.98 6.20±1.62 5.60±2.01

4 6.22±1.26 5.83±1.50 6.78±0.94 5.90±1.45 6.40±1,70

5 5.00±1.82 8.30±0.82 6.00±1.33 5.70±2.00 7.09±1.31

6 6.00±1.88 4.50±2.17 5.80±1.31 6.27±1.61 6.36±1.80

7 4.80±1.87 5.50±2.41 5.60±2.41 4.36±1.96 4.10±2.72

- 아토피 피부염에 효과가 있는 것으로 나타난 전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 이용한 기능성

고추장 제품의 시제품 개발과 이렇게 제조된 기능성 고추장 제품의 일반 품질 분석 및 포재 선정

및 장기간 품질변화 실험을 통한 유통기한 실험 및 마케팅 활동을 진행하였다.

- 고추장은 그림과 같이 통상적으로 양산식고추장을 생산하는 방법과 유사하게 제조하였다. 기능성

유산균을 첨가한 고추장의 제조는 각 처리구별로 접종량을 다르게 하여 고추장 베이스 발효숙성을

진행하였으며 고추장 베이스는 쌀곡자와 증자쌀, 고추장용 메주, 천일염과 발효숙성에 적절한 수분

함량을 맞춘 후 각각 용기에 넣어 20℃와 30℃로 8주간 숙성진행하였다. 발효숙성완료 후 1.5 mm

쵸퍼를 통해 쵸핑을 실시함으로써 균일화과정을 거치도록 하고 조청과 혼합하여 제품 살균공정처리

를 진행하고 주정을 혼합하여 제품화토록 하였다.

- 일반분석과 관능평가를 바탕으로 선정된 발효온도 30℃의 7번(Bacillus subtilis SCK125037,

Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus mesenteroides JBCC105686 1%) 샘플을 제품

화하였다.

- 해당제품은 품질표준화된 설비를 통해 생산된 전통고추장으로써 국산대두와 국산 고추분을 100%사

용하였으며 기존 당사의 pet재질을 유리재질로 변경하여 프리미엄급임을 강조하였다. 또한 관능품

질에 있어 유산균 발효에 의한 시원하고 개운한 맛이 특징으로 기존고추장제품이 주로 품질 즉 아

미노태질소, 환원당량 및 매운맛과 색상 등의 차별화를 주요 관리 포인트로 하였다면 본 제품은 항

아토피 기능성이 원광대로부터 검증받은 균주를 사용함으로써 기능성을 강화하였다고 할 수 있겠

다. 또한 3차년도에는 고추장 제품자체에 대한 in vitro상의 면역증진효과를 분석함으로써 마케팅

전략으로써 사용하고자 한다.
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- 당사는 전국 대형유통망을 갖춘 snk사와의 독점계약을 통하여 “천년의 유산”브랜드를 전국에 입점

할 예정이다. 본 브랜드는 국산원재료를 사용한 한식메주를 이용한 제품으로써 프리미엄급 고가격

대를 형성하여 판매할 예정이며 이를 위한 차별화point로써 국산콩과 국산 고추분을 사용함을 소구

함과 동시에 2차년도의 고추장에 이어 3차년도에 된장, 간장 등의 전 장류군을 출시할 예정이다.

- 식품 내 과대광고의 방지를 위해 정부에서는 건강기능식품이외의 식품 내 직접적인 기능성의 광고

를 금하고 있음. 당사는 해당제품에 대한 공인기관의 기능성검증 (In vitro)을 통한 자료 확보 시

pop나 교육자료, 일간신문지 등을 통한 홍보활동을 전개하고 발효전문 온라인 업체와의 MOU를 통

하여 간접광고와 판매를 진행할 예정이다.

- 기능성 균주를 활용한 발효 사업화는 크게 2가지로 나눠진다고 할 수 있다. 즉 특정 유용균주의 효

율적인 발효에 의한 완제품개발 출시와 기능성 종균의 대량 설비 구축에 의한 판매사업화가 이에
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해당된다. 당사는 유상증자 및 신규설비투자에 의한 발효jacket의 설비투자가 2016년도에 예상되어

있으며 수요조사 등을 통하여 고부가가치 기능성 균주의 제조 및 사업화방안에 대해 3차년도에 검

토예정이다.

- 2012년 식약처는 국민식생활건강의 증진을 위한 나트륨 저감화운동을 진행하였으며 이에 따라 건강

기능식품에 나트륨 기준치를 관리규격에 추가(400 mg/100 g)함으로써 장류의 건강기능식품 인증은

현재 불가능한 상태이다(현재 시판고추장 기준 나트륨함량 2000 mg/100 g 수준). 다만 장류는 전

국민이 섭취한다고 말해도 과언이 아닌 한국인의 기본적인 식품으로써 장류의 품질을 향상함은 곧

국민식생활의 질을 향상하는 것과 직접적으로 연결된다. 이에 당사에서는 학계발표에 의한 기능성

의 간접 소구를 통하여 제품의 품질 뿐만 아니라 국민식생활의 질을 향상하기 위한 노력을 경주할

예정이며 무염 및 저염 장류에 대한 지속적인 기술 개발 활동을 병행할 예정이다.

- 아래의 그림 32은 시제품의 디자인을 선정 제품화한 시안이다.

그림 32. 고추장 완제품 측면 라벨
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그림 33. 고추장 완제품 제작

- 30℃의 7번(Bacillus subtilis SCK125037, Aspegillus oryzae (충무발효) 대조구, Lactobacillus

mesenteroides JBCC105686 1%)을 제품화한 샘플의 일반분석 및 미생물분석을 실시하였다.
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그림 34. 고추장 완제품 품질검사일지

- 고추장의 제조·가공을 위해 품목제조보고서를 작성하여 순창군청에 제출하였다.
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그림 35. 고추장의 품목제조보고서
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3. 기능성 미생물을 이용한 된장/간장 시제품

- 본 연구에 사용한 균주는 곰팡이의 경우 시중에서 장류용으로 일반적으로 판매되는 종균 분말을

사용하였으며 세균류는 발효미생물센터에서 분리 및 선별한 균주를 제공받아 사용하였다. 보다 상

세하게는 곰팡이 균주는 충무발효(주)에서 판매하는 Aspergillus oryzae 종균을 사용하였으며, 세균

은 Bacillus subtilis SCC125037(대조구)와 혈전용해능 및 항산화 활성이 우수 한 것으로 밝혀

Bacillus subtilis SCDB 278, Bacillus subtilis JJDJB 026을 사용하였다.

- 한식된장 및 간장 제조를 위해 사용된 한식메주는 제법에 있어 통상적으로 한식사각메주를 제조하

는 방법으로 다음과 같다. 색차 및 이물선별과정을 거친 대두는 물에 15시간 침지한 후 2시간 동안

물빼기를 진행토록 하고 Autoclave내에서 115℃에서 15분간 증자 하였다. 이후 냉각과정을 거친 대

두에 각각 일정함량의 종균을 접종하여 사각형으로 성형하고 메주 표면오염 방지를 위해 50℃ 24시

간 겉말림 후 30℃, 상대습도 80%에서 약 12일간 발효하여 한식메주를 제조하였다. 발효균의 접종

량은 곰팡이균주로써 Asp. oryzae 0.1%, 고초균주로써 B. subtilis 각각의 균주를 0.05%(B)씩 접종

하고 실험구별 10개씩의 메주를 제조하여 메주담금하였다.

- 본 실험은 기능성이 확보된 장류에 대한 출시를 목적으로 하며 따라서 기능성 뿐만 아니라 된장의 품질 인자

중 가장 중요한 인자를 분석하여 최종제품의 선택에 중요한 평가지표를 삼도록 하였다. 된장 숙성 중 품질에

가장 많은 영향을 미치는 인자로써 protease activity(PA)와 pH, amino type nitrongen(AN) 등을 발효

기간별로 분석하였다. 분석방법은 각 실험군별 5개의 메주를 채취하여 상하값을 제외한 3개의 평균

값으로 하였다.

- 메주발효의 종말점은 사각메주의 PA가 150unit/g에 도달한 때로 하였으며 이는 본사 메주품질기준

에 따른 것으로 이는 통상적인 대량 생산 알메주의 PA기준을 600unit/g수준으로 잡는것과 비교하

면 비교적 낮은 수치라고 할 수 있겠다. 이는 알메주와 달리 사각타입의 블록형 메주는 제조 후 간

장담금시 염수 침투기간 중 메주내부를 중심으로 2차 후발효가 일어나고 과도한 발효시 포자 형성

이 많아지면서 관능품질의 저하를 가져올 수 있기 때문이다.

- 실험결과 발효기간에 따라 대조군과 실험군 모두 수분함량은 감소하였으며 pH는 증가 하였다가 감

소하는 경향을 보였다. AN함량과 PA활성은 증가하는 경향을 보였다(표 7-9).

- 발효 종료일차 pH의 경우 대조군과 실험군 모두 4.9~5.0로 큰 편차를 보이지 않았다. 일반적으로 사

각메주에서 pH는 초기에 감소하였다가 발효기간이 늘어남에 따라 증가하는 경향을 보이는데 이러

한 원인은 초기 유산균 생육에 의해 낮아진 pH가 이후 곰팡이와 세균이 생성하는 단백질분해효소

에 의한 단백질의 분해물 및 암모니아성 질소화합물의 생성과 축적으로 여겨진다. 그러나 전통메주

발효에서 pH는 5 ~ 8까지 폭넓은 범위를 보이는데 이는 미생물에 대한 관리가 체계적으로 이루어

지는 개량식과 달리 전통식의 경우 볕짚에서 유래된 다양한 미생물의 관여로 인하여 원료별, 지역

별 환경에 따라 대두의 단백질분해에 따른 염기성 질소화합물의 생성, 미생물의 증식 및 이에 따른

유기산의 생성이 다르기 때문인 것으로 판단된다(2, 3).

- 메주발효종말점의 주요한 지표인 PA는 발효기간에 따라 모두 증가하였으며, 대조구는 발효 12일차

에 206unit/g을 나타냈다. 278, 026 균주 또한 174unit/g, 156unit/g으로 대조구 보다 낮은 효소활성

을 보였다.
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- 발효가 완료된 한식메주간의 아미노태질소함량(AN)은 361~484mg%수준으로 나타났다. 일반적으로

아미노태질소 함량은 PA 활성과 긴밀한 관계를 보이나 어느정도 수준의 PA함량만으로도 단백질분

해가 이루어짐으로써 높은 PA활성과 아미노태질소함량이 비례적으로 정의관계라고 말하기는 어려

우며 일정 수준이상의 PA가 충족되는 것으로 충분할 것으로 판단된다.

- 이상과 같이 대조군과 실험군의 메주발효 중 품질특성 변화를 분석하였으며, 각각의 샘플은 된장/간

장제조를 위하여 염도별로 구분하여 염수에 침지하고 그 변화를 관찰토록 하였다.

표 7. 대조구균(A)을 이용하여 제조한 사각메주의 품질특성

대조군

분석항목

수분함량(%) pH PA(unit/g) AN(mg%)

발효 3일 44.9 4.7 11 229

발효 6일 37.5 4.7 42 333

발효 9일 26.6 4.9 150 353

발효 12일 25.6 4.8 206 361

* 충무발효 종균 0.1% + Bacillus subtilis SCC125037 0.05%

표 8. 선정된 균(B)을 이용하여 제조한 사각메주의 품질특성

278

분석항목

수분함량(%) pH PA(unit/g) AN(mg%)

발효 3일 41.4 4.8 2 81

발효 6일 38.3 4.7 23 238

발효 9일 32.2 5.0 185 380

발효 12일 28.8 5.0 174 493

* 충무발효 종균 0.1% + Bacillus subtilis SCDB 278 0.05%

표 9. 선정균(C)을 이용하여 제조한 사각메주의 품질특성

26

분석항목

수분함량(%) pH PA(unit/g) AN(mg%)

발효 3일 41.6 4.8 3 181

발효 6일 37.6 4.7 12 137

발효 9일 32.7 4.8 135 228

발효 12일 26.8 5.0 156 484

* 충무발효 종균 0.1% + Bacillus subtilis JJDJB 026 0.05%
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그림 36. 발효기간별 메주단면의 균총 생육정도

- 본 실험에 사용된 된장 및 간장을 제조하기 위해서 상기의 공정으로 만들어진 한식메주는 25% 염

농도의 염수액에 30℃하에서 침지함으로써 분해숙성공정을 진행하였다. 숙성 중 각각의 침출액과

고형분은 TN과 AN을 분석하여 유용성분 Balance가 맞아진 시점에 가르기공정을 진행하였으며 이

를 통해 분리된 된장과 간장액은 각각 30℃하에서 후숙성을 진행하였다. (그림 37)

- 이때의 침출액은 메주에 있는 균주의 효소활성에 의해 단백질과 당성분이 분해됨으로써 장류 특유

의 갈색 색상과 풍미를 갖추는 것으로 관찰되었으며 분해숙성공정 5개월 차에 간장과 된장의 유용

성분인 TN과 아미노태질소함량이 각각 0.8%N과 250mg%이상으로 나타나 자가 품질기준에 적합하

였으므로 액가르기를 진행하였다.



- 337 -

그림 37. 고부가가치 기능성 된장/간장 PILOT-SCALE 제조실험

- 된장과 간장은 약 1년에 걸친 후숙성기간에 충분한 풍미 특성을 갖게 되는데 3차년도에 관능 및

품질지표의 성분분석을 통해 제품화가능성을 분석할 예정이다.

- 제조배합비율은 각각 최종제품의 염도비율이 13%의 된장과 21%의 간장이 되도록 염수를 제조하여

침지하였다. 메주와 염수비율은 중량비를 기준으로 1대 2의 비율로 염수량을 가름하였으며, 침지기

간은 통상 약 5주 정도로 소요되며 본 실험에서는 대조구 제조구간의 담금액 TN값이 0.8%이상이었

을 때 장가르기를 실시하였다.

- 각각의 처리군은 담금 0일부터 70일차까지 7일마다 염수를 채취하여 당도, 염도, pH, AN, TN의 변화

를 분석하여 대조구대비 기능성 발효미생물에 의해 품질경쟁력을 비교분석하였다.

- 침지기간 중 Brix변화를 그림 38에 나타냈다. Brix는 염분농도를 제외한 값이 메주로부터 유래한

성분의 용출과 분해에 기인하는 것으로 침지 중 숙성정도를 가늠할 수 있는 중요한 수치이다. 종료

일과 초기의 brix의 차이를 비교해본 결과 초기 23-25brix에서 침지종료일에는 32-33brix로 증가함

으로써 본 연구을 통한 실험구 전 구간에서 원활하게 숙성은 진행되고 있음을 가늠할 수 있었다.
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그림 38. 처리구별 염수침지 중 brix 변화

- 처리구별 침지기간 중 염도변화를 관찰한 결과 대조구, Bacillus subtilis SCDB 278, Bacillus

subtilis JJDJB 026 모두 평균 21%정도로 나타나 본 실험이 설계대로 진행되었음을 확인할 수 있

었으며 최종 침지액의 염도가 소량 증가하는 것으로 나타나고 있다.(그림 39).

그림 39. 처리구별 염수침지 중 염도 변화

- 염수 침지 중 pH의 성분변화는 그림 40에 나타냈다. 침지기간 중 pH는 전반적으로 감소하였다가

증가하는 경향을 보였다. 분석결과 숙성완료 후 pH는 대조구가 5.2로 가장 낮은 값이 나왔고,

Bacillus subtilis JJDJB 026 균주가 5.5, 278 균주가 5.6으로 나타나 대조구에 비해 실험구의 pH가

높은 것으로 나타났다.
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그림 40. 처리구별 염수침지 중 pH 변화

- 침지기간 중 아미노태질소함량 변화는 그림 41와 같이 침지기간에 따라서 지속적으로 증가하여 원

활히 발효가 진행되는 것으로 판단하였다. 실험결과 침지종료일의 아미노태질소함량은 대조구가

274mg%였으며 Bacillus subtilis SCDB 278이 364mg%로 Bacillus subtilis JJDJB 026번 균주가

383mg% 정도였으며 아미노태질소는 장류의 품질을 평가하고 단백질 분해에 의한 감칠맛정도를 나

타내는 중요한 지표인 만큼 기능성 균주인 실험구의 아미노태질소함량이 높게 측정됨으로써 현장적

용가능성이 긍정적으로 평가되었다고 하겠다.

그림 41. 처리구별 염수침지 중 AN 변화

- 메주의 장가르기 및 염수침지의 종말점은 침지액의 총질소함량을 기준으로 정하도록 하였다. 이는

한식간장의 법적 총질소 기준이 0.7%N으로 설정되어 있으며 또한 장가르기 후의 간장 숙성 중은

주로 다양한 미생물의 후발효에 의한 향기성분의 완성과 풍미의 변화가 주를 이루며 메주된장의 발
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효진행과 간장액의 품질은 별도로 움직이게된다. 따라서 일정 품질이상의 간장액에 도달했음을 확

인 후 장가르기를 하는 것은 한식장류를 제조하는 과정 중에 매우 중요한 공정이라고 하겠다. 통상

적으로 가내수공업의 경우 간장의 색상으로 장가르기의 시기를 가름하는데 이는 장의 미생물에 의

해 발효 용출된 당성분과 아미노산 성분사이의 마이얄반응에 의해 갈색색소가 형성되는 현상으로

일정수준이상의 아미노산이 생성되지 않을시 간장색상은 염수와 비교하여 별다른 변화를 일으키지

않게 되며 소금의 대체효과이외에 품질 좋은 간장으로써의 역할을 기대하기는 힘들다고 하겠다.

- 기능성 미생물을 적용한 한식메주의 제조 및 간장 담금 실험결과 침지액 처리구별 침지기간 중 염

수의 총질소는 다음과 같이 지속적으로 증가함으로써 원활한 발효숙성이 진행되었다(Figuer 42). 상

기와 같이 침지종료일은 대조구의 TN이 0.8에 도달하는 시점을 기준으로 하였으며 실험구별로

0.8~1.0%N의 TN 함량을 나타내었다. 실험구별로는 Bacillus subtilis SCDB 278의 침지액의 TN함

량이 동일한 기간대비 가장 높은 TN함량(1.0%N)으로 측정되었으며 Bacillus subtilis JJDJB 026,

대조구의 순으로 분석되었다.

그림 42. 처리구별 염수침지 중 TN 변화

- 본 실험에 사용하는 메주는 사각타입의 덩어리를 만들어 복발효가 진행되는 한식메주타입으로써

곰팡이균주는 공히 시판되는 장류용 곰팡이균주를 공통으로 사용하였으며 고초균의 경우 당사에서

기 분리되어 풍미와 한식메주로써의 품질이 기인정된 대조구를 포함하여 기능성을 나타내는 것으로

판단되는 발효균(Bacillus subtilis SCDB 278, Bacillus subtilis JJDJB026)을 순수분리하여 실험에

사용하였다. 총 발효기간은 각각 대조군과 실험군 모두 12일간 진행하였으며 발효완료후 천일염을 사

용하여 제조한 염수를 메주 중량 대비 1:2 비율로 혼합하여 침지액 발효를 실시하였다. 이후 침지액의

TN이 대조구 기준 0.8%N이 되는 시점에 장가르기를 실시하고 침지액 이외의 메주된장을 발효숙성하

여 숙성완료시 된장으로 하였으며 침지액을 후숙성하여 간장액으로 하였다. 품질판단을 위한 지표로써

된장의 경우는 수분함량, 염도, pH, AN의 변화를 분석하였으며, 간장의 경우 당도, 염도, pH, TN, AN

의 변화를 분석하였다.
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- 이화학적 성분변화의 분석결과 된장의 숙성기간 중 수분함량을 그림 8에 제시하였다. 된장의 수분

함량은 숙성기간에 관계없이 53-55%로 비교적 일정하게 유지되었으며 본실험에서 실험구간별 수분

함량의 차이는 크지 않았으며 메주의 무른정도나 액 분리시의 간장액의 가르기 차이 등에 의해 발

생되는 것으로 미생물간의 차이라고 보기는 어려운 것으로 판단된다.

그림 43. 처리구별 된장숙성 중 수분함량 변화

- 숙성기간에 따른 염도는 0일차부터 70일차까지 목표염도 13%로 설정하였으며 대조구 12.9%,

Bacillus subtilis SCDB 278 13.0%, Bacillus subtilis JJDJB 026 13.3%로 측정되어 발효기간별 염도

차이는 발생하지 않았다. 일반적으로 가내수공업 타입으로 장독에 담금하는 한식간장의 염도는 발효기간에

따라 상승하는 경향을 나타내는데 이는 공기가 통하는 용기의 특성상 수분증발에 기인할 가능성이 매우

높다고 하겠다.
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그림 44. 처리구별 된장숙성 중 염도 변화

- 된장숙성 중 pH변화는 그림 45과 같다. 대조구의 경우 56일차에는 pH 4.9에서 5.1로 Bacillus

subtilis SCDB 278는 14일차에 pH 4.8에서 5.2로, Bacillus subtilis JJDJB 026는 역시 56일차에 pH

5.1에서 5.6로 잠시 증가하였다가 다시 원래 pH값으로 감소하여 초기 값과 종료일과의 pH값을 크게 변하

지 않았다.

그림 45. 처리구별 된장숙성 중 pH 변화

- 각 처리구별로 된장숙성 중 아미노태 질소함량 변화를 확인한 결과는 그림 46와 같다. 아미노태 질

소함량은 숙성 초기에는 300~411.9mg%였으며 70일차에는 461~614.7mg%로 발효기간이 경과함에

따라 감칠맛지표인 아미노태질소함량도 증가하는 것으로 나타났다(그림 12). 각 미생물균주별 메주
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로 담금한 된장의 아미노태질소함량은 Bacillus subtilis JJDJB 026와 Bacillus subtilis SCDB 278

구는 비슷한 함량으로 두구간 모두 대조구에 비해서는 높은 것으로 나타났다.

그림 46. 처리구별 된장숙성 중 AN 변화

- 장가르기 후 분리한 간장은 0일부터 70일차까지 기본 품질분석항목인 Brix, 염도, pH, TN, 적정산

도, AN을 분석하였다.

- 간장숙성 중 Brix 변화를 그림 47에 나타내었으며 염수침지기간보다 조금 더 증가하여 초기

32-33brix에서 종료일에는 35-36brix로 측정되었다.

- 염도는 된장과 마찬가지로 숙성기간에 따라 큰 변화를 보이지 않았으며, 대조구, Bacillus subtilis

SCDB 278, Bacillus subtilis JJDJB 026 모두 21%를 나타내(그림 48). brix 측정값과 같이 침지 종

료일과 비슷한 염도를 나타냈다.
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그림 47. 처리구별 간장숙성 중 Brix 변화

그림 48. 처리구별 간장숙성 중 염도 변화

- 처리구별 간장숙성 중 pH의 변화는 그림 49에 나타났다. 침지기간 중에는 모두 pH가 증가하는 경향을

보였으나, 대조구는 pH 5.3에서 pH 5.8의 범위로 가장 크게 변화하였으며, 종료일에는 대조구,

Bacillus subtilis SCDB 278, Bacillus subtilis JJDJB 026 모두 pH 5.8대로 측정되었다. 일반적으로

곰팡이로 koji를 띄워 대두와 소맥을 이용하여 제조하는 양조간장은 pH에 있어 보통 6.5~7.5대에서

시작하여 유산균과 아미노산의 발효에 따라 pH가 감소하여 4.5~5.0대에서 발효가 종료하는 패턴을
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보이며 양조간장의 경우 최적효소율을 이용하여 적극적으로 발효를 진행한다고 할 수 있으나 본 실

험에 이용된 제법인 한식간장은 덩어리메주인 사각한식메주로부터 단순히 감칠맛을 대두로부터 뽑

아내는 것이 아닌 짠맛과 감칠맛 및 다양한 고쵸균 등에 의한 풍미를 목적으로 자연스러운 발효를

유도하며 비교적 유산균의 관여도가 낮음으로써 양조간장과는 다른 pH패턴을 보이는 것으로 판단

된다.

그림 49. 처리구별 간장숙성 중 pH 변화

- 간장숙성 중 아미노태 질소함량 변화는 그림 50에 제시하였다. AN함량은 특이하게도 숙성 중 모두

감소하였다가 종료일전에 증가하였다. 초기값과 종료일의 차이는 대조구는 332mg%에서 333mg%로

증가하였으며, Bacillus subtilis SCDB 278는 469mg%와 480mg%였으며, Bacillus subtilis JJDJB

026는 433mg%와 453mg%로 모두 증가하였다. 대조구가 가장 낮은 값이 측정되었고, Bacillus

subtilis SCDB 278가 가장 높은 값을 나타냈으며 결과적으로 간장 숙성중 아미노태질소함량의 큰

변화는 없는 것으로 판단할 수 있겠다.
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그림 50. 처리구별 간장숙성 중 AN 변화

- 상기에서 언급한 바와 같이 한식메주를 액담금하여 침지하는 기간 중 침지액의 TN값은 급격한

증가를 보였다고 하겠으나 장가르기 이후에는 0.8-1%N 범위에서 총질소함량에 있어 큰 변화는 나

타내지 않았다.

그림 51. 처리구별 간장숙성 중 TN 변화

- 분리 간장의 숙성 중 품질변화는 된장에서와 달리 침지 중 염수의 품질특성을 유지하거나 연결되

어 나타났다. 다만 AN의 경우, 숙성일이 지날수록 값이 증가하는 것을 볼 수 있었으며 특히 그 중

에서도 Bacillus subtilis SCDB 278을 이용하여 메주 제조후 담금한 구간에서 가장 높은 값이 측정

되었다. 된장 역시 제품품질에 긍정적인 영향을 미치는 AN과 TN이 Bacillus subtilis SCDB 278

처리구가 높게 나왔으므로 이를 바탕으로 시제품을 제작할 예정이다.
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- 이를 바탕으로 품질특성에서 가장 우수한 특성을 보인 Aspegillus oryzae (장류용 곰팡이) +

Bacillus subtilis SCDB 278를 이용하여 만든 된장과 간장을 시제품으로 제작하였다. 또한 시제품의

일반분석 및 미생물분석을 실시하였으며(그림 52, 53), 개발한 시제품에 대한 제조·가공을 위해 품목

제조보고서를 작성하여 순창군청에 제출하였다(그림 54, 55). 라벨디자인은 그림 56에, 제품실사는 그

림 57에 제시하였다.

- 본제품의 대량 생산을 위한 된장과 간장제품의 품질관리 Factor는 다음과 같다.

- 된장의 경우 이화학적 품질 수준의 한계점 설정을 위해 수분(%), pH, 염도(%), AN(mg%)과 제품

화 이후의 품질 안전성을 위한 최적의 알코올함량(%) 및 식품의 안정성을 위한 공통규격인 B.

cereus와 대장균군 및 보존료와 타르색소로 설정하였다 (표 10. 된장, 간장 품질관리 factor)

- 간장의 경우 이화학적 품질 수준의 한계점 설정을 위해 수분(%), pH, 염도(%), AN(mg%)과 제품

화 이후의 품질 안전성을 위한 최적의 알코올함량(%) 및 식품의 안정성을 위한 공통규격인 B.

cereus와 대장균군 및 보존료와 타르색소로 설정하였다 (표 10. 된장, 간장 품질관리 factor)

표 10. 된장, 간장 품질관리 factor

관리항목
분석대상 품목

된장 간장

수분(%) 55.0 ± 3.0 -

pH 5.0 ± 0.3 4.8 ± 0.3

염도(%) 15.0 ± 2.0 20.0 ± 3.0

AN(mg%) 550이상 -

알코올(%) 3.0이상 -

TN(%) - 0.9이상

BRIX - 30.0이상

B.cereus(cfu/ml) 1×104미만 -

대장균군(cfu/ml) 음성 음성

보존료(g/L) 불검출 음성

타르색소 불검출 음성

효모 - 음성



- 348 -

그림 52. 된장 시제품의 일반분석 및 미생물분석
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그림 53. 간장 시제품의 일반분석 및 미생물분석
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그림 54. 된장 품목제조보고서
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그림 55. 간장 품목제조보고서
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그림 56. 된장/간장 시제품 라벨 디자인
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그림 57. 된장/간장 시제품 실사
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6장 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능

성 장류 제품의 기능성 평가

[제1위탁: 원광대학교 산학협력단 (연구책임자: 박미성)]

제1절 연구방법 및 내용

1. 시약

- Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), penicillin−streptomycin, calf serum (CS), fetal

bovine serum (FBS) 는 Gibco BRL (Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. Insulin,

3-isobutylmethylxanthine (IBMX), dexamethasone (DEX)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. Anti-PPARγ, anti-C/EBPα, anti-a-tubulin 항체는 Santa

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. Anti-phospho AMPKa,

Anti-AMPKa 항체는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다.

2. 기능성 청국장 발효기간별 샘플링

- 발효조건은 접종온도 60°C/ 발효온도 40°C (본사발효조건과 동일함)이며, 균주는 Bacillus

licheniformis SCC125037 (대조구 :C), Bacillus subtilis D2(D2), Bacillus subtilis 1435(35),

Bacillus subtilis 1407(07), Bacillus subtilis 1411(11) 이다. 샘플링 주기는 0시간 (증자콩), 12시

간, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 (12시간마다 샘플링)로 하여, 총 샘플링 양은 31개로

하였다.

표 1. 연구개발시행내역

구분

개발내용

연 구 개 발 기 간

4월

24일

4월

25일

4월

26일

4월

27일

4월

28일

4월

29일

4월

30일

○ 1차활성 균접종 →

○ 2차활성 균접종 →

○ 3차활성 균접종 →

○ 청국장제조 및 0시간 샘플링 →

○ 청국장 12시간 샘플링 →

○ 청국장 24시간 샘플링 →

○ 청국장 36시간 샘플링 →

○ 청국장 48시간 샘플링 →

○ 청국장 60시간 샘플링 →

○ 청국장 72시간 샘플링 →
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3. 세포배양 및 지방세포 분화

- 3T3-L1 세포 (American Type Culture Collection, ATCC에서 구입)를 DMEM에 1% penicillin–

streptomycin과 10% CS를 첨가하여 37°C, 5% CO₂조건에서 배양하였다. 세포는 70% 정도 배양

한 후 주기적으로 계대하였으며 세포계대 수는 10 이하의 것으로 실험하였다. 분화시키기 위하여

세포를 CS가 10%로 첨가된 DMEM에서 세포가 confluence상태가 될 때까지 배양하였다.

Confluence (day 0) 상태가 된지 2일 후, 25 mM glucose, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine,

1 μM dexametasone, 1 μg/ml insulin (MDI), 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 48시간 동안 분화

유도를 하였다. 48 시간이 지난 후(day 2), 10% FBS, 1 μg/ml insulin이 포함된 DMEM과 다양한

농도의 시료들과 함께 48 시간 동안 배양하였다. 4일째 되는 날, 10% FBS, 1 μg/ml insulin이 첨

가된 DMEM으로 원하는 분화 정도까지 2일에 한 번씩 배지를 교체하였다. 보통 day 6에서 샘플

링을 한다.

4. 세포 생존율 측정(MTS assay)

- 3T3-L1 세포 (5 x 103 개)를 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 96-well plate에 24시간 동안 안정

화시켰다. 세포에 10, 50, 100 μg/ml의 농도로 시료들을 48 시간 동안 처리한 후, 세포 생존율은

Cell Proliferation MTS Kit (Promega Corporation, Madison, USA)를 사용설명서의 방법으로 측

정하였다. 요약하자면, 20 μl의 MTS [3-(4,5-dimethylthiaxol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)

-2 (4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] 시약을 각 well에 첨가한 뒤, 4시간 동안 37°C에

서 배양하였다. 그 후 생성된 formazan의 양을 VERSA max microplate reader (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 490 nm에서 흡수되는 양으로 측정하였다.

5. Oil Red O Staining

- 세포 내 지방생성량은 Oil Red O 시약을 사용하여 측정하였다. 3T3-L1 세포를

phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 2번 washing 한 뒤, 10% formaldehyde로 1시간 동

안 고정하였다. 1시간 후, 60% isopropanol로 washing하였다. 세포는 0.5% Oil Red O로 30분 동

안 실온에서 30분 동안 유지시켰다. 30분 후, 지방 이외에 묻어있는 Oil Red O시약을 씻어내기 위

해 D.W.로 4번 washing하였다. 염색된 세포는 현미경으로 관찰하고 사진 촬영을 하였다. 현미경

관찰 후, 100% isopropanol (3 ml/well)을 사용하여 지방에 염색된 Oil Red O 시약을 녹였다. 그

후, 각 well의 100% isopropanol을 96-well plate에 옮긴 뒤 VERSA max microplate reader를 사

용하여 500 nm에서 흡수되는 양으로 지방 생성량을 비교하였다.
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6. Western blot analysis

- 분화된 세포를 scraper를 사용하여 모은 후 lysis buffer (Santa Cruz, CA, USA)로 용해시켰다.

여기에 5X sample buffer (62.5 nM Tris-HCl, pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20%

glycerol, 10% 2-mercaptoethanol)를 첨가하여 95°C에서 5분간 가열하였다. 이렇게 단백질을 7.5%

SDS-polyacrylamide gel에 전기영동하고, nitrocellulose membrane에 옮긴 후, 0.05% TBST 용액

에 5% BSA가 함유된 buffer로 상온에서 1시간 동안 blocking하였다. 1차 항체로 PPARγ 항체를

넣고 반응시킨 후, 0.05% TBST 용액으로 20분씩 5번 씻어내었다. 2차 항체를 넣고 1시간 동안

반응시킨 후, 0.05% TBST 용액으로 20분씩 5번 씻어낸 뒤 ECL detection 용액을 사용하여 밴드

를 확인하였다.

7. 항비만

7.1. 실험동물

- 본 실험에서 사용한 실험동물은 3주령 수컷 ICR mouse를 다물사이언스 (Daejeon, Korea)에서 구

입하여 일주일 간 순화기간을 거친 다음 사용하였다. ICR mouse의 평균 무게는 25.85±0.11 g으로

고지방식이(중앙실험동물, 한국)를 통해 비만을 유도하는 동시에 천연물 추출물을 매일 1회 경구

로 투여하였다. 실험동물 사육실은 12시간 간격으로 명암을 조절하였고, 온도는 23±2℃, 습도는

50~60%를 유지하였다. 본 동물실험은 원광대학교 동물실험가이드 (Guide for Animal

Experimentation)를 준수하여 시행되었으며, 원광대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 시행

하였다 (Approval NO. WKU15-11). 고지방사료 (Rodent Diet with 60% kcal fat)은 다물 사이언

스 (Daejeon, Korea)에서 구입하였으며, 사료의 구성은 다음과 같다 (표 1).

7.2. 군 구성

- 실험동물은 5개 군으로 분류되었으며(표 2) 6주간 일반 사료 식이군을 정상군(NC, n=5)으로 하고,

고지방 사료를 식이한 대조군(HFD, n=5), 고지방 사료를 식이하고 고지혈증 치료약물인

Simvastatin 20 mg/kg (SIM, n=5) 투여군, 청국장 분말 300 mg/kg (CKJ-300, n=5), 500 mg/kg

(CKJ-500, n=5) 투여군으로 분류하였다. (표 2) 군 구성 마리수의 산정은 3R의 원칙에 준하여 통

계적 의미를 가리는 최소수를 사용 하였다. Normal 군과 Control 군은 D.W.를 투여하였고, 각 시

료를 20 mg/kg, 300 mg/kg, 500 mg/kg의 농도의 투여 용량으로 선정하여 1일 1회씩 경구 투여

하였다.

표 2. Experimental design for 6-week animal study to anti-obesity effects by the

Cheongkukjang

Group Material Dose n

NC Normal diet +D.W - 6

HFD HFD + D.W - 6

SIM HFD + Simvastatin 20mg/kg 6

CKJ-300 HFD + Cheongkukjang 300mg/kg 6

CKJ-500 HFD + Cheongkukjang 500mg/kg 6
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7.3. 체중 및 식이량, 음수량 측정

- 체중은 주 1회 간격으로 일정한 시간 (AM. 10:00)에 디지털 계량기(IB-3100, 이노템, 양주)를 사용

하여 측정하였으며, 식이량과 음수량도 동일하게 주 2회 간격으로 일정한 시간 (AM. 10시)에 측

정 하였다. 식이 효율(Food Efficiency Ratio: FER)은 실험 기간 동안 체중 증가량을 같은 기간의

식이 섭취량으로 나누어 환산하였다.

7.4. 복부 micro-CT 촬영

- 복부지방의 증가율을 알아보기 위해 1주차, 5주차, 7주차 총 3회 CT 촬영하였다. 척추뼈 L-4,

L-5, S-1 단면을 기준으로 복부지방 측정하였으며, 복부지방 증가율은 전체면적/복부지방*100 으

로 계산하였다.

8. 항아토피 효능 검증

8.1. in vitro

- in vivo 실험에 앞서 시료(균주)에 대한 CLA생성능과 IL-12에 대한 평가를 통하여 3종류의 균주

를 선택하여 실험에 사용하였다.

8.2. 실험동물

- 본 실험에서 사용한 실험동물은 5주령 수컷 C57BL/6 mouse를 다물사이언스 (Daejeon, Korea)에

서 구입하여 일주일 간 순화기간을 거친 다음 사용하였다. C57BL/6 mouse의 평균 무게는 17.78 ±

0.74 g으로 시료를 매일 1회 경구로 투여하였다. 실험동물 사육실은 12시간 간격으로 명암을 조절

하였고, 온도는 23 ± 2℃, 습도는 50 ~ 60%를 유지하였다. 본 동물실험은 원광대학교 동물실험가

이드 (Guide for Animal Experimentation)를 준수하여 시행되었으며, 원광대학교 동물실험윤리위

원회의 승인을 받아 시행하였다 (Approval NO. WKU15-17).

8.3. 군 구성

- 실험동물은 5개 군으로 분류되었으며 정상군은 DNFB 도포를 하지 않으며 대조군은 DNFB 도포

후 D.W 투여(CON, n=3)으로 하고, L. plantarum JBCC 645 (B-645, n=3) 투여군, L. plantarum

JBCC 683 (B-683, n=3) 투여군, L. plantarum JBCC 686 투여군으로 분류하였다 (표 3). 군 구성

마리수의 산정은 3R의 원칙에 준하여 통계적 의미를 가리는 최소수를 사용 하였다. Control 군은

D.W를 투여하였고, 각 시료를 1일 1회씩 경구 투여 하였다.
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표 3. Experimental design for animal study to Atopic Dermatitis effects by the

Lactobaci llus p lantarum

Group Left Right Meterial n

1 NOR Normal - D.W 3

2 CON Normal 0.3% DNFB D.W 3

3 B-645 Normal 0.3% DNFB
Lactobacillus plantarum JBCC

645
3

4 B-683 Normal 0.3% DNFB
Lactobacillus plantarum JBCC

683
3

5 B-686 Normal 0.3% DNFB
Lactobacillus plantarum JBCC

686
3

8.4. DNFB 제조 및 아토피 피부염 유발

- C57BL/6 mouse를 일주일간 순화 후 등(back) 부위를 제모 하여 3일간 적응 시켰다.

DNFB(1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene. St. Louis, USA) 시약은 acetone : olive oil (4;1) 안에 0.5%

DNFB를 희석시켜서 준비하였다. 제모 3일 후 등(back) 부위에 0.5% DNFB 20 ㎕ 도포하여 피부

감작(sensitization)을 유도하였다. 도포 3일 후 0.2% DNFB 귀(ear)에 20 ㎕ 도포하여

(Challenge) 아토피 피부염을 유발시켰다.

8.5. 육안 평가 및 체중 측정

- 육안 평가는 아토피 피부염에서 일반적으로 사용되는 임상적 평가방법으로써 아토피 피부염 증상

의 심각성 정도를 측정하기 위해 5가지 항목을 각각 평가한 점수의 총 합으로 나타내었다. 평가

항목은 홍반(erythema), 가려움과 피부건조(pruritus & dry skin), 부종과 혈종(edema &

excoriation), 짓무름(erosion) 그리고 태선화(lichenification)이며 각각의 항목에 대해 증상 없음(0

점), 약함(1점), 보통(2점), 심함(3점)으로 채점한 후, 합산하여 최소 0점에서 최고 15점 사이의 점

수를 부여하였다(01). 체중은 디지털 계량기(IB-3100, 이노템, 양주)를 사용하여 측정하였다.

8.6. 귀 두께 측정

- DNFB 도포 후 피부조직의 변화를 측정하기 위해 mouse의 양쪽 귀를 측정하였다.귀 두께는

vernier calipers (Mitutoyo Co., Kanagawa, Japan)를 사용하여 2일 간1시간, 3시간, 6시간, 12시간,

24시간, 48시간으로 두께 변화를 측정 하였다.

8.7. 비장 지수 (Spleen Index) 측정

- 귀 두께 측정 후 C57BL/6 mouse를 희생시켜 비장을 적출하고 무게를 측정하였다. 비장 수치

(spleen index)는 C57BL/6 mouse의 비장 무게(mg)를 체중(g)으로 나누어 산출 하였다.

8.8. 병리조직학적 분석

- 시험 종료일에 채취한 귀 (ear) 조직을 적출하여 생리식염수로 세척한 다음 여과지로 수분을 제거

한 후 병리조직학적 검사를 위하여 적출된 귀 조직의 일부를 10% 중성 포르말린에 고정하고, 병

리조직학적 검사를 위한 통상적인 방법을 사용하여 파라핀 포매한 후, 4㎛의 두께로 절편한뒤 슬

라이드 제작한 후 Hematoxyline & Eosin (H&E) 염색을 마친 뒤 Carl Zeiss Microscopy Axio

Imager M1(ZEISS, Germany) 광학 현미경으로 확인하였다.
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9. JDJB-026, SCDB-278균주를 이용하여 제조한 된장과 간장의 DSS(Dxtran sulfate sodium)

로 대장염 유발한 마우스의 면역활성 효과

9.1. 실험재료

- 본 실험에 사용한 시료는 순창장류 주식회사에서 제조한 된장과 간장을 사용하였다. 농협에서 수매

한 콩을 선별하여 이물질을 제거한 뒤 세척한 후 대두의 2배의 물을 넣어 12시간 침지한 후 121℃

에서 30분 증자한 후 냉각하여 균 접종한 후 30℃, 60~70%에서 3일간 발효하였다. 발효된 메주는

사각형의 모양으로 성형 후 균주(JJDJB 026, SCDB 278)를 접종한 후 30일간 발효시킨 후 건조 시

켰다. 건조 시킨 메주에 염수 넣은 후 30일 숙성시킨다. 숙성된 된장과 간장(염수)은 분리한 후 2주

보관 후 가열, 살균한 후 2차 여과하여 사용하였다.

9.2. 실험동물

- 본 실험에서 사용한 실험동물은 5주령 수컷 Balb/c mouse를 샘타코(Osan, Korea)에서 구입하여 일

주일 간 순화기간을 거친 다음 사용하였다. Balb/c mouse의 평균 무게는 22.12 ± 1.01 g으로 시료

를 매일 1회 경구로 투여하였다. 실험동물 사육실은 12시간 간격으로 명암을 조절하였고, 온도는

23 ± 2℃, 습도는 50 ~ 60%를 유지하였다. 본 동물실험은 원광대학교 동물실험가이드(Guide for

Animal Experimentation)를 준수하여 시행되었으며, 원광대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아

시행하였다(Approval NO. WKU16-74).

9.3. 군 구성

- 실험동물은 8개 군으로 분류되었으며 아무 처리도 하지 않고 D.W를 투여한 정상군, D.W를 투여하

고 장염을 유발한 대조군(DSS+DW), Soybean Paste 300 mg/kg 투여군(DSS+SPC), 균주 JJDJB

026으로 제조한 청국장 투여군(DSS+PB026), 균주 SCDB 278으로 제조한 청국장 투여군

(DSS+PB278), Soy sauce 300 mg/kg 투여군(DSS+SSC), 균주 JJDJB 026으로 제조한 청국장 투여

군(DSS+SB026), 균주 SCDB 278으로 제조한 청국장 투여군(DSS+SB278), 분류하였다 (표 4). 군

구성 마리수의 산정은 3R의 원칙에 준하여 통계적 의미를 가리는 최소수를 사용 하였다.

표 4. Experimental design for animal study to colitis effects by produced soybean paste

and soy sauce from JJDJB-026, SCDB-278.

Group DSS Meterial Dose n

1 Control No D.W - 5

2 DSS+DW Yes D.W - 5

3 DSS+SPC Yes  Soybean Paste 300 mg/kg 5

4 DSS+PB026 Yes JJDJB 026 300 mg/kg 5

5 DSS+PB278 Yes SCDB 278 300 mg/kg 5

6 DSS+SSC Yes  Soy Sauce 4 mL/kg 5

7 DSS+SB026 Yes JJDJB 026 4 mL/kg 5

8 DSS+SB278 Yes SCDB 278 4 mL/kg 5
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9.4. 체중 및 식이량, 음수량 측정

- 체중은 주 1회 간격으로 일정한 시간 (AM. 10:00)에 디지털 계량기(IB-3100, 이노템, 양주)를 사용

하여 측정하였으며, 식이량과 음수량도 동일하게 주 2회 간격으로 일정한 시간에 측정 하였다. 식

이 효율(Food Efficiency Ratio: FER)은 실험 기간 동안 체중 증가량을 같은 기간의 식이 섭취량으

로 나누어 환산하였다.

9.5. 궤양성대장염의 유도

- 2주간 각 군별로 시료투여 후 궤양성 대장염의 유도는 정상 대조군은 D.W를 자유섭취하게 하였고,

궤양 유발군 및 실험군은 3.0% DSS(Dxtran sulfate sodium)를 1주일간 자유섭취 하였다.

9.6. 궤양성 대장염 평가

- DSS로 대장염 유발 후 매일 체중 및 음수 섭취량을 확인하였다. DSS 투여 후 7일째 되는 날 마우

스를 희생시켜 대장을 적출하여 대장염으로 인해 나타나는 대장 길이 변화를 확인하고 조직을

formalin으로 고정하여 H&E 염색으로 염증정도 및 조직 상태를 관찰하였다. 전신성 염증반응에서

나타나는 비장비대에 대한 균주를 평가하기 위하여 비장을 적출하여, 비장무게를 확인하였다.

9.7. 비장 지수 측정결과

- 장기는 채혈 후 즉시 비장 (spleen)을 적출하여 무게를 측정하였다. 절대 장기 중량과 실험동물의

체중에 대한 상대 장기 중량을 구하였다. 상대중량 (%)은 (장기/체중) × 100으로 계산하였으며, 비

장 수치(spleen index)는 Balb/c mouse의 비장 무게(mg)를 체중(g)으로 나누어 산출 하였다.

9.8. 혈청 내 사이토카인 측정

- 혈청 내 사이토카인은 ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, USA)을 이용하여 TNF-α, IL-10의

생성을 측정하였다. 항체가 붙어있는 각 well (R&D system, Mineapolis, USA)에 각 ADS[assay

diluent solution] 50 μL를 첨가 후 시료 50 μL를 각각 첨가하여 실온에 2시간 방치한 후, wash

buffer 400 μL로 4회 세척하였다. 세척 후 각 well에 항체로 mouse TNF-α 및 IL-10 100 μL를 넣

고 상온에서 2시간 배양 후, 제거하고 4회 세척하였다. 각 well에 기질용액 (Substrate solution)

100 μL를 넣고 30분 상온에 방치 후, 반응정지액(Stop solution) 100 μL를 첨가하여 Molecular

Devices사의 ELISA reader(SPECTRA max M2, St. California, US)로 450 nm에서 흡광도를 측정

하였다.

9.9. 병리조직학적 검사

- 시험 종료일에 실험군 모두 호흡 마취하여 희생하고 복부 절개 후 대장의 말단에서 맹장부분까지

절제하여 적출한 후 맹장 아래서 1 ㎝의 조직과 대장의 말단 부분에서 위로 1 ㎝의 조직을 절개하

여 적출하여 생리식염수로 세척한 다음 여과지로 수분을 제거한 후 병리조직학적 검사를 위하여

적출된 대장 조직의 일부를 10% 중성 포르말린에 고정하고, 병리조직학적 검사를 위한 통상적인

방법을 사용하여 파라핀 포매한 후, 4㎛의 두께로 절편한 뒤 슬라이드 제작한 후 hematoxyline &

eosin (H&E) 염색을 마친 뒤 Nikon Eclipse E200(Nikon,Japan) 광학 현미경 100배의 배율에서 관

찰하였다.

9.10. 통계처리

- 본 실험에 얻어진 결과분석은 SPSS사(Chicago, St. IL, USA)의 Statistical Package for Social

Science(SPSS, win 12.0 version) program을 이용하여 기술적인 통계치를 산출하였다. 평균±표준
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편차 (mean ± SD)로 나타내었다. 각 실험군별 평균±표준편차로 표시하였으며, 평균 간의 유의성은

Student's t-test와 One way ANOVA 검증을 통한 Duncan's multiple range test로 P < 0.05 수

준에서 검증하였다.

제2절 연구수행결과

1. 시료들의 세포독성 확인

- 먼저 시료들의 세포 생존률에 대한 영향을 알아보기 위하여 3T3-L1 세포에 시료들을 다양한 농도

(10, 50, 100 µg/ml)로 48시간 처리한 후, MTS assay로 세포 생존률을 측정하였다. Bacillus

subtilis 1411(11)-48시간, 72시간 시료는 100 µg/ml에서 세포 독성을 보여 최고 농도를 50 µg/ml

로 하여 다음 실험을 진행하였으며 나머지 시료들은 모두 100 µg/ml 로 실험을 진행하였다.

그림 1. 증자콩 실험 결과 (0시간)
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그림 2. Baci llus subti lis D2(D2). 12시간, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 균주 실험

그림 3. Baci llus licheniformis SCC 125037(대조구 :C). 12시간, 24시간, 36시간, 48시간,
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60시간, 72시간 실험 결과

그림 4. Baci llus subti lis 1435(35). 12시간, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 실험 결과
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그림 5. Baci llus subti lis 1411(11). 12시간, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 실험 결과

그림 6. Baci llus subti lis 1407(07)

12시간, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 실험 결과

2. 시료가 지방생성 억제에 미치는 효과

- 다음으로 시료들이 지방생성을 억제하는지 여부를 알아보기 위해 Oil Red O staining을

수행하였다. 이 실험은 Oil Red O 용액이 지방을 붉게 염색시키는 원리를 이용한 실험으로 붉게

염색되는 부분이 많은 수록 지방생성이 많이 되었음을 의미한다. MDI 시약을 처리하여 3T3-L1

세포를 분화시키고, 세포생존률 결과를 참고하여 독성이 없는 최고농도를 day 2에 처리하였다.

B는 분화를 시키지 않은 그룹이며 Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구: C)는 분화만을 시킨

그룹, 약물군은 분화를 시키고 시료를 처리한 그룹이다. 데이터의 해석은 Bacillus licheniformis

SCC125037 (대조구: C)와 비교 하였을 때 약물군이 Bacillus licheniformis SCC125037(대조구:

C)에 비해 많이 감소할수록 지방생성 억제능력이 좋은 것이다. B보다 약물군의 결과 값이 더

낮다면 세포 독성을 의심해볼 필요가 있다.

- 먼저 증1, 증2 시료의 결과를 보게 되면 Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구: C)에 비해

지방생성량이 감소되었음을 알 수 있다.
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그림 7. MDI 시약을 처리해 3T3-L1 세포를 분화 한 세포생존률 결과

- 다음으로 Bacillus subtilis D2(D2) 샘플들을 보게 되면 전반적으로 지방생성량을 감소시키는

결과를 확인할 수 있었으며, 특히 D2-48과 D2-72는 지방생성 억제 효과가 뛰어났으며 둘

중에서도 D2-72의 지방생성 억제 효과가 뛰어났다.

그림 8. Baci llus subti lis D2 (D2)
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- Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구: C)샘플들을 확인해본 결과 전반적으로 지방생성 억제

효과를 보이지 않았다. 다만 C-72 샘플에서는 control군 대비 약 30% 정도의 지방생성 억제

효과를 보였다. 결과적으로 C샘플 그룹에서는 C-72 샘플 이외에는 지방생성 억제 효과를 보이지

않았다.

그림 9. Baci llus licheniformis SCC125037
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- Bacillus subtilis 1435(35)샘플 군을 보게 되면 35-24, 35-60, 35-72 샘플에서 지방생성 억제

효과가 있음을 알 수 있었으며 나머지 군에서는 지방생성 억제효과를 확인할 수 없었다.

그림 10. Baci llus subti lis 1435(35)샘플 군

- Bacillus subtilis 1411(11)샘플군은 전반적으로 지방생성 효과가 없었지만 11-24 샘플 군은 약간의

지방 억제 효과를 보였다. 나머지 11-36, 11-48군은 control 군에 비해 조금 줄어든 듯 보이지만

유의성은 없어 보인다.
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그림 11. Baci llus subti lis 1411(11)샘플군

- 마지막 그룹인 Bacillus subtilis 1407(07)샘플 그룹에서는 07-48, 07-60 샘플에서 지방생성 억제

효과가 있어 보인다. 나머지 샘플 군에서는 지방생성 억제 효과를 볼 수 없었다.
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그림 12. Baci llus subti lis 1407(07)샘플 군

3. 시료가 지방생성 관련 인자인 PPARγ 억제에 대한 효과

- PPARγ는 지방생성의 초기 단계에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 따라서 샘플들이

PPARγ를 억제하는지 확인하기 위해, Western blotting을 통해 확인해 보았다. PPARγ가 감소한

군은 전체적으로 보았을 때 증1, 증2, Bacillus licheniformis SCC125037(대조구 :C)-72, Bacillus

subtilis D2(D2)-48,72, Bacillus subtilis 1435(35)-60,72, Bacillus subtilis 1411(11)-60, Bacillus

subtilis 1411(11)-72, Bacillus subtilis 1407(07)-36,48,60,72 샘플에서 PPARγ가 감소하였다. 이 13

개 샘플은 지방생성 초기 단계에서 지방을 생성하는 역할을 하는 PPARγ의 발현량을 억제하였음

을 western blot 실험을 통해서 확인할 수 있었다.
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그림 13. PPARγ발현량 억제 (Western blot)
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- 위의 실험 결과들을 종합하였을 때 세포 독성은 크게 보이지 않았다. Bacillus subtilis

1411(11)-48시간, 72시간 샘플을 제외한 나머지 샘플들은 모두 100 µg/ml의 농도로 세포에 처리하

였으며 Bacillus subtilis 1411(11)-48시간, 72시간 이 두 샘플만 50 µg/ml로 처리하였다.

- Oil Red O 결과로 지방생성 억제 효과를 미루어 짐작하여 볼 때 여러 효과 있던 샘플들 (증1, 증

2, Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구 :C)-72시간, Bacillus subtilis D2(D2)-48시간, 72시

간, Bacillus subtilis 1435(35)-24시간, 60시간, 72시간, Bacillus subtilis 1411(11)-24시간, Bacillus

subtilis 1407(07)-48시간, 60시간) 중에서 증1, 증2, Bacillus subtilis D2(D2)-72시간, Bacillus

subtilis 1435(35)-24시간, 60시간, 72시간 샘플은 특히 효과가 좋아 보인다.

- Western blot 실험 결과로 지방생성 억제 효과를 짐작하여 볼 때에는 PPARγ를 억제하였던 여러

샘플들 (증1, 증2, Bacillus licheniformis SCC125037 (대조구 :C)-72시간, Bacillus subtilis

D2(D2)-48시간, 72시간, Bacillus subtilis 1435(35)-60시간, 72시간, Bacillus subtilis 1411(11)-60시

간, 72시간, Bacillus subtilis 1407(07)-36시간, 48시간, 60시간, 72시간) 중에서 증1, 증2, Bacillus

licheniformis SCC125037 (대조구 :C)-72시간, 60시간, 72시간, Bacillus subtilis 1411(11)-60시간,

72시간에서 PPARγ의 발현량을 크게 억제하였다.

- Oil Red O와 western blot 실험에서 공통적으로 효과를 보였던 샘플군은 증1, 증2, Bacillus

licheniformis SCC125037 (대조구 :C)-72시간, Bacillus subtilis D2(D2)-48시간, 72시간, Bacillus

subtilis 1435(35)-60시간, 72시간, Bacillus subtilis 1407(07)-48시간, 60시간 샘플로 두 가지 실험

에서 모두 지방 생성 억제능을 확인 할 수 있었다.

- 또한 이 공통 효과를 보이는 샘플들 중 양쪽 실험 모두에서 큰 효과를 보이는 샘플은 증1, 증2,

Bacillus subtilis D2(D2)-48시간, Bacillus subtilis 1435(35)-60시간, 72시간으로 판단된다.

- 위의 결과를 종합하여 볼 때 총 32개의 샘플 중 9개의 샘플은 일정 수준 이상의 지방생성 억제능

을 보이며, 그 중 4~5개의 샘플은 비교적 뛰어나게 우수한 효과가 예상된다.

4. 항비만 효능 검증

4.1. 체중 측정 결과

- 7주간의 동물실험을 통한 청국장의 항비만 효과 체중 측정 결과는 다음과 같다 (그림 14). 전체적

으로 시료 투여군에서 대조군인 HFD군에 비해 체중 증가를 감소시키는 효과는 보였으나 약물 대

조군은 HFD와 비교하였을 때 유의적으로 체중 감소효과를 보이지 않았다. 5주차부터 HFD군에

비해 유의적으로 체중이 감소함을 볼 수 있었다.
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그림 14. Effects of Cheongkukjang on body weight in a ICR mouse obesity model induced

by a high fat diet. NC; Normal Diet control group, HFD; high fat diet control group, SIM; high

fat diet + Simvastatin 20 mg/kg, CKJ-300; high fat diet + Cheongkukjang 300mg/kg, CKJ-500;

high fat diet + Cheongkukjang 500mg/kg

4.2. 식이 섭취량, 체중 증가량 및 식이효율 측정 결과

- 7주간의 동물실험을 통한 체중, 체중증가량, 식이섭취량 및 식이효율을 조사한 결과는 다음과 와

같다 (표 1). 고지방식이 개시일의 평균체중은 25.44 ~ 26.25 g으로 유의적인 차이를 보이지 않았

다. 그러나 7주후의 체중은 NC군이 33.5% 증가하였으며, 대조군인 HFD군은 46.6%, SIM군은

42.2% 증가하였으며 CKJ-300, CKJ-500군의 경우 각각 35.8%, 41.5%로 약물 대조군인 SIM군 보

다 낮은 체중 증가율을 보였다. 이러한 결과는 NC군을 제외한 나머지 군보다 식이섭취량이 비슷

한 상황에서 약물 대조군에 비해 체중감소효과가 있는 것으로 판단된다.

표 1. Effects of Cheongkukjang on body weight gain and feed efficiency ratio of mouse

fed high fat supplemented diets for 7 weeks

Measurements
Experimental plots

NC HFD SIM CKJ-300 CKJ-500

Initial body weight (g) 25.68 26.38 26.10 25.82 25.90

Final body weight (g) 34.30 38.67 37.12 35.06 36.38

Feed intakes (g/day) 3.23 2.89 2.63 2.41 2.52

Water intakes (mL/day) 3.63 3.45 2.89 3.10 2.98

Weight gain (g/day) 0.18 0.25 0.22 0.19 0.21

FER 0.03 0.05 0.05 0.04 0.05

NC; Normal Diet control group, HFD; high fat diet control group, SIM; high fat diet +

Simvastatin 20 mg/kg, CKJ-300; high fat diet + Cheongkukjang 300mg/kg, CKJ-500; high fat

diet + Cheongkukjang 500mg/kg
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4.3. 복부 CT 촬영 결과

- 7주간의 동물실험 중 1주차, 5주차, 7주차 3회 복부 CT촬영 결과는 다음과 같다(표 2, 그림 15).

실험 시작 5주차 때 NC군을 제외한 나머지 군에서 전체적으로 지방이 증가하였으며, CKJ-300,

CKJ-500군에서 대조군에 비해 적은 증가율을 보였다. 특히 CKJ-300군에서는 SIM군보다 낮은 증

가율을 보여 높은 복부지방 감소 효과를 나타내었다.

표 2. Effects of Cheongkukjang on Abdominal fat area increase ratio in a ICR mouse

obesity model induced by a high fat diet.

Week
Exprimental polts

NC HFD SIM CKJ-300 CKJ-500

1 4.50% 15.75% 10.05% 8.42% 10.01%

5 13.78% 41.64% 31.78% 22.50% 34.28%

7 28.91% 44.07% 31.23% 20.34% 33.95%

NC; Normal Diet control group, HFD; high fat diet control group, SIM; high fat diet +

Simvastatin 20 mg/kg, CKJ-300; high fat diet + Cheongkukjang 300mg/kg, CKJ-500; high fat

diet + Cheongkukjang 500mg/kg.
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그림 15. Effects of Cheongkukjang on Abdominal fat area increase ratio in a ICR mouse

obesity model induced by a high fat diet

5. 항아토피 효능 검증

5.1. CLA 생산능 평가

- CLA 생산능 평가한 결과는 다음과 같다(표 3). 선택된 Lactobacillus plantarum JBCC105683은 높

은 CLA 생산능 (748.8 μg/㎖)를 나타낸다. 또한, Lactobacillus plantarum JBCC105645와

Leuconostoc mesenteroides JBCC105686은 각각 174.3 μg/㎖, 227.4 μg/ ㎖, CLA의 생산하였다.

표 3. Production of total CLA by LABs isolated

Strain
LA

(μg/mL)

CLA productivity (μg/mL)

Total CLA

Lactobacillus plantarum JBCC105683

100 334.475 ± 1.797

200 553.118 ± 5.635

600 748.807 ± 1.919

1000 412.929 ± 1.919

Lactobacillus plantarum JBCC105645

100 227.403 ± 13.067

200 185.449 ± 5.513

600 192.061 ± 0.000

1000 167.230 ± 13.067

Leuconostoc mesenteroides

JBCC105686

100 174.276 ± 0.000

200 157.066 ± 5.635

600 146.470 ± 9.351

1000 135.786 ± 16.783
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5.2. 균주의 IL-12 평가

- 균주의 IL-12 평가 결과는 다음과 같다 (그림 16). 대조군 (CON) 에 비해 시료 투여군에서 유의적으로 상승했

음을 확인 할 수 있다.

그림 16. Effect of IL-12 from Lactobaci llus p lantarum JBCC105645, Leuconostoc

mesenteroides JBCC105686, Lactobaci llus plantarum JBCC105683. B-645; Lactobacillus

plantarum JBCC105645, B-686; Leuconostoc mesenteroides JBCC105686, B-683; Lactobacillus plantarum

JBCC105683.

5.3. 귀 육안 사진

- DNFB 유발 접촉성 피부염 동물모델은 가장 널리 이용되고 있는 아토피 동물 모델 중 하나로 접

촉성 피부염을 일으키는 물질인 DNFB (1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene)에 반복 노출 시에 T세포 매

개성 염증세포의 침윤으로 피부 부종 과 피부 조직 비후를 일으키게 된다. DNFB 처리한 군

(CON)에서는 손상정도가 감소한 것을 확인할 수 있었으며, B-686군을 제외한 나머지 B-645,

B-683군에서 부종과 가피형성정도가 현저하게 감소한 것으로 나타났다(그림 17).

Normal CON B-645 B-683 B-686

그림 17. C57BL/6 mouse developed chronic skin inflammation and the healing activity of aqueous

fraction of Lactobaci llus plantarum JBCC 645, 683, 686 CON ; 0.3% DNFB + D.W group,

B-645 ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group, B-683 ; 0.3% DNFB + JBCC 683 group, B-686 ; 0.3%

DNFB + JBCC 686 group.
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5.4. 귀 육안 평가 점수 결과

- DNFB에 의해 아토피 피부염이 유발된 마우스의 귀 육안 점수를 평가한 결과는 다음과 같다(그림

18). 시료를 투여하지 않은 대조군(CON)의 경우 7.47 ± 0.66 수치로 홍반, 가려움과 피부건조, 짓

무름, 부종과 혈종 등의 아토피성 피부 변화가 확인되었으며 그 손상정도가 심하였다. 시료 투여군

인 B-686군에서 6.70 ± 0.64으로 CON군과 유사한 결과 값을 나타내었다. B-683군은 2.67 ± 1.69

로 CON군에 비해 유의적으로 낮은 점수를 나타내었으며, 특히 B-645군은 1.24 ± 0.36으로 손상정

도가 미미한 것으로 나타났다.

그림 18. Clinical severity score in DNFB-induced atopic dermatitis C57BL/6 mouse. The clinical

severity score for atopic dermatitis was defined as the sum of the individual scores graded as 0

(none), 1 (mild), 2 (moderate), 3 (severe) for each of signs and symptoms, such as erythema,

pruritus & dry skin, edema & excoriation, erosion and lichenification (n=3 per group). CON ; 0.3%

DNFB + D.W group, B-645 ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group, B-683 ; 0.3% DNFB + JBCC 683

group, B-686 ; 0.3% DNFB + JBCC 686 group.

5.5. 귀 두께 측정 결과

- 마우스에서 DNFB를 등(back)에 감작(sensitization)시키고 귀(ear)에 야기반응(challenge)을 유발시

켰을 때 귀부종이 시간이 경과함에 따라 증가되어 접촉성 피부염이 유발되었음을 알 수 있었다

(그림 19). CON군에 비해 B-686을 제외한 B-645, B-683군에서 귀 부종이 현저히 감소되었음을

알 수 있다.
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그림 19. Ear thickness levels of strains isolated from Lactobaci llus p lantarum JBCC 645,

JBCC683, JBCC686. CON ; 0.3% DNFB + D.W group, B-645 ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group,

B-683 ; 0.3% DNFB + JBCC 683 group, B-686 ; 0.3% DNFB + JBCC 686 group.

5.6. 비장무게 측정 결과

- 5일간 경구 투여한 아토피 피부염 유발모델에서 적출한 비장 무게 측정결과는 다음과 같다(그림

20). 대조군은 0.048 ± 0.003 g 으로 B-645군 0.051 ± 0.051 g, B-683군 0.045 ± 0.002 g과 유의적

무게차이가 없음을 나타내었고 B-686군은 0.060 ± 0.004 g으로 CON군에 비해 유의적으로 높은

수치를 나타내었다.

그림 20. Spleen weight of DNFB-induced C57BL/6 mouse. CON ; 0.3% DNFB + D.W group,

B-645 ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group, B-683 ; 0.3% DNFB + JBCC 683 group, B-686 ; 0.3%

DNFB + JBCC 686 group.
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5.7. 비장지수 측정 결과

- 아토피 피부염 유발 후 시료 투여 후 면역반응을 확인하기 위해 비장 수치를 비교해 본 결과는

다음과 같다 (그림 21). 대조군은 2.71 ± 0.02의 수치가 나왔지만 시료 투여군인 B-686군은 3.36 ±

0.32로 제외한 나머지 군에서 비장지수가 감소하는 경향을 나타내었으며, 특히 B-645군은 2.24 ±

0.36 과 B-683군 2.55 ± 0.14로 유의적 감소를 나타내었다.

그림 21. Spleen index of DNFB-induced C57BL/6 mouse. The spleen index were calculated

according to the following formulas, namely, spleen index=spleen weight (mg)/ body

weight(g). CON ; 0.3% DNFB + D.W group, B-645 ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group, B-683 ;

0.3% DNFB + JBCC 683 group, B-686 ; 0.3% DNFB + JBCC 686 group.

5.8. 병리조직학적 검사

- 귀 절편 슬라이드를 제작한 후 hematoxyline-eosin (H&E stain)으로 염색하여 현미경으로 관찰

한 결과, DNFB를 이용하여 염증을 유도한 군(CON)과 B-686군의 귀의 두께가 현저히 증가하였

으며 특히 귀상피의 두께가 시료처리군인 B-645, B-683에 비해 상당히 증가한 것으로 나타난 반

면, 시료를 처리한 군에서는 귀의 두께와 상피의 두께 모두 현저하게 감소된 것으로 나타났다(그

림 22).
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그림 22. Histochemical analysis of skin epidermis by Lactobaci llus p lantarum JBCC 645,

683, 686

A ; Normal control group, B ; 0.3% DNFB + D.W group, C ; 0.3% DNFB + JBCC 645 group, D ;

0.3% DNFB + JBCC 683 group, E ; 0.3% DNFB + JBCC 686 group.

5.9. 결론

- 본 실험에 사용된 재료는 CLA 고생산 균주 중 in vitro 실험에서 우수한 효과를 보인

Lactobacillus plantarum JBCC 105645, Leuconostoc mesenteroids JBCC 105686과 Lactobacillus

plantarum JBCC 105683 유산균을 in vivo 실험에 사용하였다.

- Lactobacillus plantarum JBCC 645 (B-645), Lactobacillus plantarum JBCC 683(B-638),
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Lactobacillus plantarum JBCC 686 (B-686) 3종의 균주를 이용하여 DNFB를 도포하여 아토피성

피부염을 유발한 마우스에서 5일간 균주를 경구 투여하여 육안 검사결과 및 귀 두께 측정결과

B-686을 제외한 B-645군과 B-683군에서 대조군 (CON군)에 비해 손상정도가 낮아 부종과 가려움

증을 억제하였다.

- 병리조직학적 분석 결과 Lactobacillus plantarum JBCC 645 (B-645), Lactobacillus plantarum

JBCC 683(B-638), Lactobacillus plantarum JBCC 686 (B-686) 3종의 균주샘플 중 B-645와

B-683 2개의 샘플이 CON군에 비해 얇은 두께를 나타내었으며, 부종이 심하지 않은 것으로 보이

나 B-683군에 염증소견이 보여 B-645가 더 좋은 효과를 보인 것으로 예상된다.

- 위의 결과를 종합하여 볼 때 총 Lactobacillus plantarum JBCC 645 (B-645), Lactobacillus

plantarum JBCC 683(B-638), Lactobacillus plantarum JBCC 686 (B-686) 3종의 균주샘플 중 1개

의 샘플은 일정 수준 이상의 아토피성 피부염 억제효과를 보이며 그 중 B-645의 비교적 뛰어나게

우수한 효과가 예상된다.

6. JDJB-026, SCDB-278균주를 이용하여 제조한 된장과 간장의 DSS(Dxtran sulfate sodium)

로 대장염 유발한 마우스의 면역활성 효과

6.1. 체중 측정 결과

- 4주간의 동물실험을 통한 된장과 간장의 체중 변화측정 결과는 다음과 같다 (표 4). 체중 측정결과

정상군 4.06%, 대조군(DSS+DW) 1.33% 된장투여군 (DSS+SPC, DSS+PB026, DSS+PB278) 1.40%

간장투여군 (DSS+SSC, DSS+SB026, DSS+SB278) 2.20% 증가하였다.

표 4. Effects of soybean paste and soybean sauce on body weight in a Balb/c mice colitis

model induced by DSS(dxtran sulfate sodium).

Group
Body weight (g) / week

1 2 3 4

 CON 23.13 ± 1.04 23.28 ± 1.25 23.50 ± 1.34 24.07 ± 1.76

 DSS+DW 22.40 ± 0.30 22.48 ± 0.33 23.35 ± 0.39 23.73 ± 0.68

 DSS+SPC 22.48 ± 0.55 22.47 ± 0.15 22.38 ± 0.28 22.90 ± 0.53

 DSS+PB026 23.63 ± 0.58 24.00 ± 0.69 24.55 ± 0.61 25.10 ± 0.50

 DSS+PB278 21.90 ± 1.52 23.02 ± 1.69 23.72 ± 1.39 24.23 ± 1.55

 DSS+SSC 22.75 ± 1.28 23.38 ± 1.50 23.95 ± 1.89 24.87 ± 1.99

 DSS+SB026 22.57 ± 1.08 23.45 ± 0.92 23.95 ± 0.72 25.03 ± 0.91

 DSS+SB278 22.33 ± 1.09 23.17 ± 1.30 23.68 ± 1.64 24.37 ± 2.10

CON; normal cotrol group, DSS+DW; 3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran

sulfate sodium + Soybean Paste 300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026

300 mg/kg, DSS+PB278; 3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate

sodium + Soy Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.
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6.2. 식이 섭취량, 체중 증가량 및 식이효율 측정 결과

- 4주간의 동물실험을 통한 체중, 체중증가량, 식이섭취량 및 식이효율을 측정한 결과는 다음과 같다

(표 5). 시료 투여 전 평균체중과 실험 시작 4주 후 체중은 비슷한 체중 증가율을 보였으며, 실험 군

별 시료투여로 인한 유의적 체중 차이는 보이지 않았다.

표 5. Experimental design for animal study to colitis effects by produced soybean paste

and soy sauce from JJDJB-026, SCDB-278

Measurements

Experimental plots

CON
DSS+

DW

DSS+

SPC

DSS+P

B026

DSS+P

B278

DSS+S

SC

DSS+S

B026

DSS+S

B026

Initial body weight (g) 23.13 22.40 22.48 23.63 21.90 22.75 22.57 22.33

Final body weight (g) 24.07 23.73 22.90 25.10 24.23 24.87 25.03 24.37

Feed intakes (g/day) 3.80 3.72 4.12 4.13 3.62 3.72 3.66 3.30

Water intakes (mL/day) 3.22 3.06 2.75 3.03 3.40 3.60 3.77 3.29

Weight gain (g) 0.93 1.33 0.42 1.47 2.33 2.12 2.47 2.03

FER 0.01 0.01 0.00 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02

CON; normal cotrol group, DSS+DW; 3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran

sulfate sodium + Soybean Paste 300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026

300 mg/kg, DSS+PB278; 3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate

sodium + Soy Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.

6.3. 대장염 증상 완화 효과

- DSS 투여 후 7일째 되는 날 희생시킨 마우스의 대장을 적출하여 그 길이를 확인한 결과 DSS만

투여한 대조군(DSS+DW)의 대장의 길이는 7.1 ± 0.5 cm 로 정상군 8.6 ± 0.4 cm 대비 17.8 % 감소

하였으며, 시료 투여군과 비교하였을 때 균주 SCDB 278으로 제조한 된장(DSS+PB278)과 간장

(DSS+SB278) 처리군에서 대조군에 비해 장의 길이가 긴 것을 확인할 수 있었다 (그림 23, 그림 24).
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그림 23. Effect of produced soybean paste and soy sauce in JJDJB-026, SCDB-278 on

colon length and histological changes. Experimental colitis in mice was induced by a

5% DSS dissolved in the drinking water for 7 days. CON; normal cotrol group, DSS+DW;

3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soybean Paste

300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg, DSS+PB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soy

Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB026, DSS+SB278; 3%

Dxtran sulfate sodium + SCDB278 4 mL/kg.
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그림 24. Effect of produced soybean paste and soy sauce in JJDJB-026, SCDB-278 on

colon length and Photograph of colon. Experimental colitis in mice was induced by a 5

% DSS dissolved in the drinking water for 7 days. CON; normal cotrol group, DSS+DW;

3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soybean Paste

300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg, DSS+PB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soy

Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278; 3%

Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.

6.4. 비장지수 측정 결과

- DSS 투여 후 7일째 되는 날 희생시킨 마우스의 비장을 적출하여 그 무게를 확인하고, 비장 수치

(spleen index)는 Balb/c mouse의 비장 무게(mg)를 체중(g)으로 나누어 산출 하였다. 시료처리군인

DSS+PB026, DSS+PB278, DSS+SB026, DSS+SB278 군에서 대조군에 비해 수치가 감소하였지만 유

의적 차이는 보이지 않았다(그림 25).

그림 25. Effect of produced soybean paste and soy sauce in JJDJB-026, SCDB-278 on

spleen index and of 5% DSS-induced colitis in mice. CON; normal cotrol group,

DSS+DW; 3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium +

Soybean Paste 300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg,

DSS+PB278; 3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate sodium

+ Soy Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.

5. 혈청 내 TNF-α 측졍 결과

- 혈청 내 TNF-α 측졍 결과 다음과 같다(그림 26). 된장시료 처리군 DSS+PB026, DSS+PB278의 측

정결과는 각각 50.54 ± 1.17, 49.10 ± 1.20이며, 간장 시료 처리군 DSS+SB026, DSS+SB026의 측정

결과는 각각 50.32 ± 0.69, 52.66 ± 0.51으로 대조군(DSS+DW) 55.32 ± 0.84 에 비해 유의적으로 감

소하였다. 특히, DSS+PB278군에서 감소효과가 높았다.
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그림 26. Effect of produced soybean paste and soy sauce in JJDJB-026, SCDB-278 on the

level of TNF-α in DSS-treated mouse plasma. CON; normal cotrol group, DSS+DW;

3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soybean

Paste 300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg,

DSS+PB278; 3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate

sodium + Soy Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026,

DSS+SB278; 3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.

6. 혈청 내 IL-10 측졍 결과

- DSS를 통한 장염을 유발시킨 마우스에서의 혈청 내 IL-10의 농도를 측정한 결과는 다음과 같다

(그림 27). 된장시료 처리군 DSS+PB026, DSS+PB278의 측정결과는 각각 25.40 ± 0.80, 27.53 ±

1.01이며, 간장 시료 처리군 DSS+SB026, DSS+SB026의 측정결과는 각각 27.13 ± 1.62, 25.13 ±

0.61으로 대조군(DSS+DW) 19.40 ± 1.06 에 비해 유의적으로 증가하였다. 특히, DSS+PB278군에서

증가효과가 높았다.
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그림 27. Effect of produced soybean paste and soy sauce in JJDJB-026, SCDB-278 on the

level of IL-10 in DSS-treated mouse plasma. CON; normal cotrol group, DSS+DW;

3% Dxtran sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soybean Paste

300 mg/kg, DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg, DSS+PB278;

3% Dxtran sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soy

Sauce 4 mL/kg, DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278; 3%

Dxtran sulfate sodium + SCDB 278 4 mL/kg.

6.7. 병리조직학적 분석 결과

- 대장 조직을 관찰한 결과 DSS만 투여한 대조군(DSS+DW) 상피조직의 모양 손실과 붕괴를 보였으

며 선와(crypt)의 손실 및 기저막 부위에 염증이 나타났고, 배상세포의 수가 줄어들었음을 알 수

있었다. 된장 시료 투여군인 DSS+PB278에서 염증세포 침투가 완화되었으며 기저막 부위에 염증

또한 완화되었다(그림 28).
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그림 28. Histochemical analysis of skin epidermis by produced soybean paste and soy

sauce in JJDJB-026, SCDB-278. CON; normal cotrol group, DSS+DW; 3% Dxtran

sulfate sodium + D.W, DSS+SPC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soybean Paste 300 mg/kg,

DSS+PB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026 300 mg/kg, DSS+PB278; 3% Dxtran

sulfate sodium + SCDB 278, DSS+SSC; 3% Dxtran sulfate sodium + Soy Sauce 4 mL/kg,

DSS+SB026; 3% Dxtran sulfate sodium + JJDJB 026, DSS+SB278; 3% Dxtran sulfate

sodium + SCDB 278 4 mL/kg.
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표 1. 장류제품 중 B. cereus counts

Cheonggukjag
(total samples
analyzed = 23)

Doenjang

(total samples
analyzed = 61)

Gochujang

(total samples
analyzed = 9)

Jangajji

(total samples
analyzed =13)

no. of positive
samples

(Percent positive)

15 (65.2) 41 (67.2) 9 (100) 11 (84.6)

Contamination
level

103-107cfu/g 103-106cfu/g 103-104cfu/g 103-104cfu/g

Percentage of
samples outside
regulatory limit

(104 cfu/g)

6 (40.0%) 9 (22.0%) 0 (0%) 0 (0%)

표 2. 장류제품 중 B. cereus counts

Cheonggukjang
(total samples

Doenjang
(total samples

Gochujang
(total samples

Jangajji
(total samples

7장 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및

유전체학적 특성 규명

[제2위탁: 전북대학교 산학협력단 (연구책임자: 김광표)]

제1절 연구수행 내용 및 결과

(1) 전통장류 중 4종의 유해미생물 오염정도 모니터링

(가) 총 B. cereus counts (표 1)

- 106개의 전통장류 샘플들 중 76개(72%)의 제품에서 B. cereus 오염이 확인되었으며, 장류의 종류

에 상관없이 높은 빈도로 B. cereus 오염이 확인되었다.

- 104 CFU/g 이상의 오염 농도를 가지고 있는 제품은 15제품으로 전체의 14%에 해당되었으며, 특

히 청국장(6/15, 40%)와 된장(9/61, 15%)에서 규정 이상의 B. cereus가 확인되었다.

(나) B. cereus 포자 counts (표 2)

- 장류제품 중 B. cereus 포자의 오염 정도를 확인하기 위해 80oC에서 15분 열처리 후 B. cereus

선택배지에 plating하여 heat stable B. cereus 포자의 수를 확인하였다.

- 전체 153개 샘플 중 105개 샘플들에서 B. cereus 포자의 존재를 확인할 수 있었고 이는 B.

cereus 오염 장류와 비슷한 수준이었다.

- 다양한 장류에서 B. cereus 포자의 오염 정도는 102-103 cfu/g의 수준이었다.
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analyzed = 36) analyzed = 61) analyzed = 43) analyzed =13)
no. of positive
samples (Percent
positive)

22 (61.1) 41 (67.2) 31 (72.1) 11 (84.6)

Contamination
level (cfu/g) (2.8–3.2)x103 (2.4–4.0)x103 2.0x102 –

2.2x103
2.4x102 –
4.1x103

(다) C. perfr ingens (표 3)

- 80개의 전통장류 샘플들 중 29개(36%)의 제품에서 C. perfringens 오염이 확인되었으며, 장아찌,

고추장, 된장, 청국장의 순서로 C. perfringens 오염이 확인되었다.

- C. perfringens 오염 농도 101~105 cfu/g 정도였고, 특히 된장과 장아찌에서 높은 오염정도를 보였

다.

표 3. 장류제품 중 C. perfringens counts

Cheonggukjang
(total samples
analyzed = 23)

Doenjang

(total samples
analyzed = 61)

Gochujang

(total samples
analyzed = 9)

Jangajji

(total samples
analyzed =13)

no. of
positive
samples
(Percent
positive)

4 (17.4) 21 (34.2) 3 (33.3) 8 (61.5)

Contamination
level 101-102cfu/g 101-105cfu/g 101-102cfu/g 101-104cfu/g

(라) S. aureus (표 4)

- 시중에서 구입한 80개의 모든 장류제품에서 S. aureus의 오염은 확인되지 않았다.

표 4. 장류제품 중 S. aureus counts

Cheonggukjang
(total samples
analyzed = 23)

Doenjang (total
samples analyzed

= 61)

Gochujang

(total samples
analyzed = 9)

Jangajji

(total samples
analyzed =13)

no. of positive
samples

(Percent positive)

0 (0%) 0 (0%) 0 (%) 0 (0%)

(마) E. coli (표 5)

- 시중에서 구입한 80개의 모든 장류제품에서 E. coli의 오염은 확인되지 않았다.
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표 6. 장류로부터 분리한 B.cereus 분리균들의 Hamolysis test 결과표

Total number of B.cereus
Isolates

Total number of isolates
which were haemolysis

positive

Total number of isolates
which were hemolysis
negative

245 230(93.9%) 15(6.1%)

표 5. 장류제품 중 E. coli counts

Cheonggukjang
(total samples
analyzed = 23)

Doenjang

(total samples
analyzed = 61)

Gochujang
(total samples
analyzed = 9)

Jangajji

(total samples
analyzed =13)

no. of positive
samples

(Percent positive)

0 (0%) 0 (0%) 1(11.1%) 0 (%)

(2) 전통장류에서 분리된 B. cereus 분리균들의 특성분석(포자형성 능력 시험, cytotoxicity,

motility 등)

(가) Hamolysis test

- 장류로부터 분리한 B. cereus 분리균들의 haemolysis test 결과 총 245개의 샘플 중 93.9%가 양성

으로 나타나고 6.1%가 음성으로 확인하였다 (표 6).

(나) Starch hydrolysis test

- 장류로부터 분리한 B. cereus 분리균들의 Starch hydrolysis test 결과 총 132개의 샘플 중 42,4%가

양성으로 나타나고 52.6%가 음성으로 확인(표 7)
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표 8. 전통장류 유래 B. cereus 분리균들의 포자형성능력 비교(예)

Isolate code No. of viable cell ml-1 No. of spores ml-1
Sporulation
efficiency (%)

22-E-1 6.1 X 107 5.3 X 107 86.9

20-C-1 1.2 X 108 4.3 X 107 35.8

10-2 1.1 X 107 4.7 X 106 42.7

21-2 1.5 X 108 1.5 X 108 100

표 7. 장류로부터 분리한 B.cereus 분리균들의 Starch hydrolysis test 결과표

Total number of B.cereus
Isolates

Total number of isolates which
were starch hydrolysis positive

Total number of isolates which
were starch hydrolysis negative

132 56(42.4%) 76(52.6%)

(다) 전통장류 유래 B. cereus 분리균들의 포자형성능력 시험(표 8)

- Schaeffer’s sporulation medium (Difco sporulation medium [DSM])을 이용하여 127개 B. cereus

분리균들의 포자형성 유도(30oC, 5일) 하였다.

- phase contrast microscopy를 이용하여 포자형성을 확인하고, 열처리(80oC, 15분) 유무에 따른

viable cell counts와 heat stable spore counts를 측정하였다.

- 다양한 전통장류 유래 B. cereus는 모두 효과적인 포자형성 능력 보유 확인하였다.

- Viable cell counts 대비 포자 형성률은 35-114%까지 다양하였다.
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4-2 1.3 X 108 8.5 X 107 65.4

D4-1 1.8 X 108 6.5 X 107 36.1

C1-1 1.4 X 108 5.9 X 107 42.1

D1-1 7.0 X 108 3.6 X 108 51.4

C3-4 3.9 X 108 1.7 X 108 43.6

E8-3 2.1 X 108 1.7 X 108 81.0

#9-2 5.7 X 107 4.8 X 107 84.2

34-Q-3 5.6 X 107 5.6 X 107 100

75-1 2.5 X 108 2.1 X 108 84

D4-3 6.9 X 107 7.9 X 107 114.5

78-1 1.3 X 108 8.8 X 107 67.7

ATCC 14579 1.3 X 108 7.2 X 107 55.4

표 9. Toxigenic 유전자 유무 확인을 위한 multiplex PCR에 이용된 primer

Gene primer Oligonucleotide Sequence(5'-3') Product
size(bp)

Reference

hblA HA-F1 ATTAATACACGGGATGGAGAAACTT 237 Yang IC et al., 2010

HA-R1 TGATCCTAATACTTCTTCTAGACGCTT

hblB HC-F1 CCTATCAATACTCTCGCAACACCAAT 386 Yang IC et al., 2010

HC-R1 TTTTCTTGATTCGTCATAGCCATTTCT

hblD HD-F1
AGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTA
T

436 Yang IC et al., 2010

HD-R1 TGATTAGCACGATCTGCTTTCATACTT

(나) 전통장류 유래 B. cereus 분리균들 중 toxigenic genes 존재 유무 확인

- 127개의 전통장류 유래 B. cereus 분리균 대상 toxigenic 유전자 존재유무 확인을 위해 표 7의

primer를 이용

- 두 세트(각각 5개 6개의 primer set를 포함)의 Multiplex PCR 조건은 95oC 5분 hot start, 35 PCR

사이클(95oC 30초, 60oC 30초, 72oC, 45초), 72oC 7분 final extension을 이용(표 9)

- 모든 분리균들에서 적어도 1개 이상의 toxigenic gene이 존재함을 확인할 수 있었고, 전체적으로 15

개 패턴의 toxigenic gene profile이 확인되었다 (표 10, 표 11).

- 총 14개의 toxin 패턴 중 5개의 toxin을 가지고 있는 B. cereus 분리균들이 27.97%으로 가장 많았

고 3개의 toxin gene을 가지고 있는 B. cereus 분리균들이 2.54%로 가장 적게 나타났다 (표 11).

- 특히 5개의 분리균들에서 emetic toxin 유전자를 확인할 수 있었다 (그림 1).
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nheA NA-F1 ATTACAGGGTTATTGGTTACAGCAGT 475 Yang IC et al., 2010

NA-R1 AATCTTGCTCCATACTCTCTTGGATGCT

nheB NB-FI GTGCAGCAGCTGTAGGCGGT 328 Yang IC et al., 2010

NB-R1 ATGTTTTTCCAGCTATCTTTCGCAAT

nheC NC-F1 GCGGATATTGTAAAGAATCAAAATGAGGT 557 Yang IC et al., 2010

NC-R1 TTTCCAGCTATCTTTCGCTGTATGTAAAT

entFM FM-F2 CAAAGACTTCGTAACAAAAGGTGGT 290 Yang IC et al., 2010

FM-R2 TGTTTACTCCGCCTTTTACAAACTT

bceT BceT-F1 AGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGT 701 Yang IC et al., 2010

BceT-R1 GTATTTCTTTCCCGCTTGCCTTTT

cytK Cyt-F1 ATCGGGCAAAATGCAAAAACACAT 800 Yang IC et al., 2010

Cyt-R1 ACCCAGTTTGCAGTTCCGAATGT

cytK Cyt-F2 ATCGGTCAAAATGCAAAAACACAT 800 Yang IC et al., 2010

Cyt-R2 ACCCAGTTACCAGTTCCGAATGT

EM1 EM1 F
GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACA
AT

635
Ehling-Schulz et al.,

2004

EM1 R
GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAG
T

internal

transcri

b e d

region

ITS-F2* TTAGAGCGCACGCCTGATAAGC 157 Yang IC et al., 2010

ITS-R1 TTTAAAATAGCTTTTTGGTGGAGCCT

표 10. Different toxigenic patterns of the 127 B. cereus sensu lato isolates from Korean

Traditional Jangryu products

pattern hblC hblD hblA nheA nheB nheC entF
M bceT cytK em ITS

I + + + + + + + + + - +

II + + + + + + + - + - +

III - + + + + + + - + - +

1V - + - + + + + - + - +

V + + + + + - + - - - +

VI + + + + - + + - - - +

VII + - + + + - + - - - +

VIII - - - + + + + - + - +

IX + - + + - + + - - - +

X - - - + + + + - - - +

XI - - - + + + + - - + +
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(A)

그림 1. 다양한 분리균들의 toxigenic 유전자 

존재유무를 확인하기 위한 multiplex PCR 실시 

예

(B)

(C)

(D)

XII - + - - - + + - - - +

XIII - - - - - + + - - - +

XIV - - - - + - + - - - +

XV - - - - - - + - - - +
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(A)

그림 2. 전통장류 유래 B. cereus 분

리균들의 cytotoxicity test. (A)

LDH-based cytotoxicity test 예 (B)(C)

B. cereus isolate의 culture supernatant

에 대한 Vero cell의 LDH release에 따

른 cytotoxicity 결과 예

(B)

(C)

표 11. 장류로부터 분리한 B. cereus 분리균들의 패턴을 수치화한 분석표

Total no. of toxins

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Total No. of B.cereus
isolates showing the
presence of toxin

genes

16 19 8 5 20 33 5 3 9 N/A

% B. cereus isolates 13.6 16.10 6.78 4.24 16.95 27.97 4.24 2.54 7.63 N/A

(다) 전통장류 유래 B. cereus 분리균들의 cytotoxicity test (그림 2)

- B. cereus 분리균들의 세포독성을 시험하기 위해 lactate dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity

test 실시

- Vero cell에서 Cytotoxicity Detection Kit (LDH)(Roche Diagnostics)를 이용

- 전체 127개 전통 장류 유해 B. cereus 분리균 대상 cytotoxicity 시험 결과 약 68%의 분리균

culture supernatant에서 50%이상의 cytotoxicity를 보였고, 약 8% 분리균들이 10%이하의 매우 낮

은 세포독성을 확인할 수 있었다.
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(A)

그림 3. 전통장류 유래 B. cereus 분

리균들의 motility test (A) LB soft

agar에서 B. cereus 분리균의 motility

test 예 (B)(C) B. cereus isolate의

motility test 결과 예

(라) 전통장류 유래 B. cereus 분리균들의 motility test (그림 3)

- B. cereus 분리균들의 swimming ability를 시험하기 위해 LB soft agar plate (0.3% agar)를 이용

하여 motility test 실시

- 37oC에서 6시간 배양 후 motility zone을 측정

- 전체 127개 전통 장류 유해 B. cereus 분리균 대상 swimming ability 시험 결과, 약 29% 분리균들

에서 4 cm이상의 매우 높은 수준, 31% 분리균들에서 2 cm이상의 높은 수준, 그리고 각각 20% 정

도의 분리균들에서 1-2 cm 및 1 cm이하의 swimming ability를 확인할 수 있었다.
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(B)

(C)

(마) 전통장류 유래 B. cereus 분리균들의 biofilm 형성 능력 시험(그림 4)

- B. cereus 분리균들의 biofilm forming ability를 시험하기 위해 polyvinylchloride microtiter plate

와 crystal violet staining을 이용(30oC, 48시간)하여 bioformation ability 측정 시험

- 전체 127개 전통 장류 유해 B. cereus 분리균 대상 biofilm forming ability 시험 결과, 약 12%의

분리균들에서 4 cm이상의 매우 높은 수준, 약 26% 분리균들의 2 cm이상의 높은 수준, 그리고 각

각 16%의 분리균들에서 1-2 cm 및 1 cm이하의 swimming ability를 확인할 수 있었다.
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그림 5. 5종의 B. cereus 표준 균주간 증식 억제능 확인 

(A)

그림 4. 전통장류 유래 B. cereus 분

리균들의 biofilm 형성능력 시험

(A)(B) B. cereus isolate의 biofilm 형성

능력 시험 결과 예

(B)

나. 전통장류 중 4종 유해미생물 대상 박테리오파지 분리 및 특성분석

(1) 전통장류 중 4종의 유해미생물 대상 박테리오파지의 분리

(가) 표준 균주 간 증식 억제능 확인

- B. cereus ATCC 27348, ATCC 14579 및 ATCC 25923은 서로의 증식을 억제하지 않음을 확인하

였다 (그림 5).
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그림 6. 4종의 S. aureus 표준 균주간 증식 억제능 확인 

그림 7. 6종의 E. coli 균주간 증식 억제능 확인

- S. aureus ATCC 9144, ATCC 14458, ATCC 12600, KACC 10768은 서로의 증식을 억제하지 않음

을 확인하였다 (그림 6).

- E. coli BW25113와 O157:H7 ATCC 35150 및 ATCC 43390는 서로의 증식을 억제하지 않고, 또한

DH5-alpha, JM109 및 TOP10은 서로의 증식을 억제하지 않음을 확인하였다. (그림 7)

- 6개의 C. perfringens 분리균들(KCCM 40946, KCCM 40947, ATCC 13124, KCCM J07CL02,

KCCM J08CL02, KCCM J09CL02)이 서로 증식을 억제하지 않음을 확인하였다. (그림 8)
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그림 8. 6종의 C. perfringens 균주간 증식 억제능 확인

표 12. 다양한 장류에서 4종의 유해미생물을 사멸시키는 박테리오파지의 분리

Sample Target Bacteria
phage positive

sample/total number of
sample

% positive

Deonjang

Bacillus cereus 6/15 40.00

Staphylococcus aureus 0/30 0

Escherechia coli 0/30 0

Clostridium perfringens 0/30 0

Cheongukjan
g

Bacillus cereus 5/15 33.33

Staphylococcus aureus 0/35 0

Escherechia coli 5/35 25

Clostridium perfringens 0/35 0

Gochujang

Bacillus cereus 0/12 0

Staphylococcus aureus 0/20 0

Escherechia coli 0/20 0

Clostridium perfringens 0/20 0

(나) 유해미생물 대상 박테리오파지의 분리(표 12)

- 총 100 여개의 된장, 청국장 및 고추장 샘플들을 대상으로 B. cereus, S. aureus, E . coli 및 C.

perfringens를 사멸시키는 박테리오파지분리 시도

- 총 42개의 샘플 중 11개의 샘플에서 B. cereus를 사멸시키는 박테리오파지의 존재를 확인할 수 있

었으며, 특히 된장과 청국장에서 B. cereus 파지의 분리가 가능했다.

- 총 85개의 샘플들 중 5개의 청국장 샘플들에서 E. coli를 사멸시키는 박테리오파지의 존재를 확인

할 수 있었으며, 된장과 고추장에서는 분리할 수 없었다.

- 총 85개의 샘플들에서 S. aureus 또는 C. perfringens를 사멸시키는 박테리오파지를 분리할 수 없

었다.
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표 13. B. cereus를 대상으로 장류에서 분리된 박테리오파지의 host 특이성 분석

Bacteriophages

BC
P1

BC
P3

BC
P4

BCP
5

BC
P7

BC
P12

BC
P13

BC
P14

BC
P16

BC
P17

BC
P19

BC
P20

BC
P21

BC
P22

BC
P24

B.

cereus

groups

spp.

B. cereus

ATCC
13061

+ + + + + + + + + + + + + + +

ATCC
14579 - - - - + + + + + + + + + + +

ATCC
1611 - - - - - + + - + + - + + + +

JCM
2152 + + + + + + + + + + + + - + +

ATCC
27348 + + + + + + + + + + + + + + +

ATCC
21768

- - - - - - - - - - - - - - -

B.
thuringiensis

ATCC
35866

+ + + + + + + + + + + + + + +

KCCM
11428 - + + + - + + + + + + + + + +

ATCC
10792 - + - + - + + + + - + + + + +

ATCC
35646 - + + + - + + + + + + + + + +

B.
weihenstephan

ensis

KCTC
3975 - - - - - + + + + + + - - + -

Non-

B.

cereus

group

Bacill

us

B. mycoides ATCC
21929 - + + + - + + + + + + + - + -

B. subtillis

KACC
12680 - - - - - - - - - - - - - - -

KACC
12610 - - - - - - - - - - - - - - -

KACC
10854 - - - - - - - - - - - - - - -

KACC
10114

- - - - - - - - - - - - - - -

KACC
10113

- - - - - - - - - - - - - - -

KACC
10112 - - - - - - - - - - - - - - -

KACC
10111 - - - - - - - - - - - - - - -

JCM
1465 - - - - - - - - - - - - - - -

B. sphaericus JCM
2508 - - - - - - - - - - - - - - -

B. punilus JCM
2508

- - - - - - - - - - - - - - -

B. megaterium JCM
2506

- - - - - - - - - - - - - - -

B.
licheniformis

JCM
2505 - + + + - - + + + + - + - - -

Others S. aureus

ATCC
25213 - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC
6538 - - - - - - - - - - - - - - -

(다) 유해미생물 대상 박테리오파지의 host range 분석(표 13)

○ B. cereus 박테리오파지의 host range 분석

- 총 15 종류의 B. cereus 박테리오파지의 host range를 분석한 결과 대부분의 파지들은 B. cereus

group spp.에 특이성을 보였다.

- 이 중 넓은 host range 등을 기준으로 4종의 박테리오파지를 선정하였다. (BCP12, BCP22)
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ATCC
25923 - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC
9144 - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC
14458 - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC
217664

- - - - - - - - - - - - - - -

L.
monocytogenes EGD-e - - - - - - - - - - - - - - -

E. coli BW2511
3 - - - - - - - - - - - - - - -

Sal.
Typhimurium

ATCC
14058 - - - - - - - - - - - - - - -

Cronobacter
sakazakii

ATCC
29544 - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC
BAA-89
4

- - - - - - - - - - - - - - -

표 14. E . coli를 대상으로 장류에서 분리된 박테리오파지의 host 특이성 분석

Bacteriophages

ECP2 ECP3 ECP4 ECP5 ECP6 ECP7 ECP8

Escherechia coli JM109 + + - + + + +

0157:H7 + + - + + + +

DH5α + + + + + + +

BW25113 + + + + + + +

Top10 + + + + + + +

43390 + + - - - + +

Bacillus cereus
ATCC13061 - - - - - - -

ATCC 14579 - - - - - - -

ATCC 1611
- - - - - - -

JCM2152 - - - - - - -

ATCC 27348 - - - - - - -

ATCC 21768 - - - - - - -

Bacillus thuringiensis
ATCC 35866 - - - - - - -

KCCM 11428 - - - - - - -

ATCC 10792 - - - - - - -

ATCC 35646 - - - - - - -

B. weihenstephanensis KCTC 3975 - - - - - - -

Bacillus mycodis ATCC 21929 - - - - - - -

Bacillus subtillis
KACC 12680 - - - - - - -

KACC12610 - - - - - - -

KACC 10854 - - - - - - -

○ E. coli 박테리오파지의 host range 분석

- 총 6 종류의 E . coli 박테리오파지의 host range를 분석한 결과 모든 파지들이 E . coli 만을 특이적

으로 사멸함을 확인하였다. (표 14)
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KACC 10114 - - - - - - -

KACC 10113
- - - - - - -

KACC 10112 - - - - - - -

KACC 10111 - - - - - - -

JCM 1465 - - - - - - -

Bacillus sphaericus
JCM 2508 - - - - - - -

Bacillus punilus JCM 2508 - - - - - - -

Bacillus megaterium JCM 2506 - - - - - - -

Bacillus licheniformis JCM 2505 - - - - - - -

Staphylococcus aureus ATCC 25213 - - - - - - -

ATCC 6538 - - - - - - -

ATCC 25923 - - - - - - -

ATCC 9144 - - - - - - -

ATCC 14458 - - - - - - -

ATCC 217664 - - - - - - -

Listeria monocytogenes
EGD-e - - - - - - -

Salmonella typhimurium
ATCC 14058 - - - - - - -

Cronobacter sakazakii ATCC 29544 - - - - - - -

ATCC BAA-894 - - - - - - -

(라) 박테리오파지의 대량순수분리기술 개발

- B. cereus 특이 박테리오파지인 CP12와 CP22를 B. cereus ATCC 27348을 propagation strain으

로 이용하여 대량 증식 후 PEG precipitation과 CsCl-gradient ultracentrifuge 및 dialysis를 통하

여 대량 순수 분리법 확립하였다. (>1011 pfu/ml)

- E . coli ECP7과 ECP8의 대량 순수분리법 확립

(마) 분리된 박테리오파지의 형태학적 분석 및 구조단백질 분석

- B. cereus를 사멸시키는 박테리오파지 BCP12와 BCP22에 대한 TEM 분석에서 BCP12는

Myoviridae에 속하고 BCP22는 Podoviridae에 속하는 것으로 분류되었다. (그림 9)

- 구조단백질 분석에서 BCP12는 50과 85 kDa의 주요 구조단백질을 가지며, BCP22는 50과 75 kDa의

주요 구조단백질을 가지고 있음을 확인하였다. (그림 9)
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그림 9. CP12와 CP22의 TEM 분석과 구조단백질 분석 

- E. coli를 사멸시키는 박테리오파지 ECP7에 대한 TEM 분석에서 ECP7은 Siphoviridae에 속하는

것으로 분류되었다. (그림 10)

- 구조단백질 분석에서 ECP7은 140 kDa의 주요 구조단백질을 가지고 있음을 확인하였다. (그림 10)
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(A) (B)

그림 11. BCP22와 ECP7의 one step growth curve

그림 10. ECP7의 TEM 분석과 구조단백질 분석

(바) 분리된 박테리오파지의 one step growth curve

- BCP22의 one step growth curve를 바탕으로 infection cycle은 약 45분이 소요되면, burst size는

약 50 정도 인 것을 확인하였다. (그림 11)

- 또한 ECP7의 경우 infection cycle은 약 45분, burst size는 200 정도인 것을 확인하였다. (그림 11)

- BCP12의 경우 liquid culture에서 lysis가 발생되지 않아 one step growth curve를 확인할 수 없었

다. (data not shown)
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(A) (B)
(C)

그림 12. (A) BCP12 genomic DNA의 Restriction enzyme digestion pattern analysis; 1,

untreated; 2, HindII treated; 3, HindIII treated. (B) BCP12 genomic DNA의 Restriction

enzyme digestion pattern analysis; 1, untreated; 2, HindII treated; 3, HindIII treated. (C) ECP7

genomic DNA의 Restriction enzyme digestion pattern analysis; 1, untreated; 2, EcoRI; 3,

EcoRV; 4, HindII treated; 5, HindIII treated.

(사) 박테리오파지 genomic DNA의 restriction pattern analysis

- BCP12와 BCP22 genomic DNA는 서로 다른 restriction enzyme digestion pattern을 보였으며,

estimated genome size는 각각 120 kb 정도로 유사했다 (그림 12)

- BCP12와 BCP22 genomic DNA는 모두 EcoRI과 EcoRV의 restriction enzyme에 절단되지 않았고,

HindII와 HindIII 제한효소에의해 절단되었다.

- 또한 ECP7의 경우 4 종의 제한효소에 의해 절단이 가능했으며, estimated genome size는 약 55

kDa 정도였다.

(아) 분리된 박테리오파지를 이용한 액체배지에서 B. cereus와 E. coli의 증식 억제 시험(그림

13)

- BCP12를 다양한 MOI로 첨가한 액체배지에서 host B. cereus의 증식을 억제할 수 없었다.

- BCP22의 경우 MOI 의존적으로 액체배지에서 host B. cereus의 증식을 효과적으로 억제할 수 있음

을 확인하였다.

- ECP7의 경우에도 MOI에 의존적으로 액체배지에서 host E . coli의 증식을 효과적으로 억제할 수 있

음을 확인하였다.
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(A)

그림 13. 액체배지에서 BCP12 (A), BCP22 (B) 

및 ECP87 (C)를 이용한 host 대상 growth 

inhibition study 

(B)

(C)

(자) 장류에서 단일 박테리오파지를 이용한 B. cereus 또는 E. coli 제어 시험

○ 청국장에서 BCP22를 이용한 B. cereus의 제어(그림 14)

- B. subtilis KACC 12680 (106 CFU/g)와 rifampicin-resistant B. cereus ATCC 14579

(RefR)(103 CFU/g)를 접종 후 37oC에서 24 시간 배양 후 B. subtilis와 B. cereus counting

- B. subtilis는 BCP22의 첨가여부와 관계없이 5x108 CFU/g 수준으로 증식

- B. cereus는 BCP22를 첨가하지 않은 경우 106 CFU/ml까지 증식하였으나, BCP22를 105

MOI(multiplicity of infection)으로 첨가 시 102 CFU/ml까지 감소하였고, 106 MOI 첨가시 101

CFU/g 수준까지 감소하였다.

- 이러한 결과는 청국장 제조 특성에는 영향을 미치지 않으면서 박테리오파지를 이용하여 B.

cereus를 효과적으로 제어할 수 있음을 나타내는 결과였다.
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(A) (B)

그림 14. Inhibition of B. cereus ATCC 14579 (Rifr) by phage BCP22 at MOI 105 (A) and

MOI 106 (B) in cheonggukjang

(A) (B)

그림 15. Inhibition of E. coli PKD13 (Kanr) by phage ECP7 at MOI 105 (A) and MOI 106

(B) in cheonggukjang

○ 청국장에서 ECP7을 이용한 E. coli의 제어(그림 15)

- B. subtilis KACC 12680 (106 CFU/g)와 kanamycin-resistant E. coli PKD13 (Kanr)(103

CFU/g)를 접종 후 37oC에서 24 시간 배양 후 B. subtilis와 E. coli counting

- B. subtilis는 ECP7의 첨가여부와 관계없이 5x108 CFU/g 수준으로 증식

- E. coli는 ECP7을 첨가하지 않은 경우 107 CFU/ml까지 증식하였으나, ECP7을 105 MOI로 첨

가 시 102 CFU/ml까지 감소하였고, 106 MOI 첨가 시 검출한도(101 CFU/g) 이하로 검출되었

다.

- 이러한 결과는 청국장 제조 특성에는 영향을 미치지 않으면서 박테리오파지를 이용하여 E.

coli를 효과적으로 제어할 수 있음을 나타내는 결과였다.
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(A) (B)

그림 16. Inhibition of B. cereus ATCC 14579 (Rifr) and E. coli PKD13 (Kanr) by phage

BCP22 and ECP7, respectively, at MOI 105 (A) and MOI 106 (B) in cheonggukjang.

(차) 장류에서 BCP22와 ECP7 박테리오파지를 이용한 B. cereus 및 E. coli 동시 제어

시험(그림 16)

- B. subtilis KACC 12680 (106 CFU/g)와 rifampicin-resistant B. cereus ATCC 14579

(RefR)(103 CFU/g), 그리고 kanamycin-resistant E . coli pKD13 (Kanr)(103 CFU/g)를 동시 접종

후 37oC에서 24 시간 배양 후 B. subtilis와 B. cereus 및 E . coli counting

- B. subtilis는 B. cereus 및 E. coli의 존재 유무 및 박테리오파지의 첨가여부와 관계없이 5x108

CFU/g 수준으로 증식

- B. cereus는 B. subtilis와 E. coli 존재 시 그리고 박테리오파지 미첨가시 105 CFU/g 수준까지

증식 가능

- E . coli는 B. cereus와 B. subtilis 동시 존재 시 107 CFU/g 수준까지 증식 가능

- 105 MOI로 BCP22와 ECP7 동시 첨가 시 B. cereus와 E. coli는 각각 103 CFU/g 수준까지 증

식이 억제되었다.

- 106 MOI로 BCP22와 ECP7 동시 첨가 시 B. cereus와 E . coli는 모두 검출한도(101 CFU/g) 이

하로 검출되었다.

- 이러한 결과는 청국장 제조 특성에는 영향을 미치지 않으면서 박테리오파지를 이용하여 B.

cereus 및 E . coli를 동시에 효과적으로 제어할 수 있음을 나타내는 결과였다.

다. 분리된 박테리오파지의 genome sequence 분석

(1) BCP12 complete genome sequence 분석

(가) 454 GS FLX titanium sequencing system 이용하여 genome sequencing 진행

- BCP12 DNA를 이용한 NGS(next generation sequencing) 결과 5개의 contig를 얻었다.



- 409 -

표 15. BCP12의 contig 정보와 BCP78과의 유사성

Contigs
Length
(bp)

Query
coverage

Identity E -value
Aligned region of

BCP12
Aligned region of

BCP78

Contig 1 135447 86% 99% 0
13385 - 135447 33917 - 156176

1 - 13384 1 - 13384

Contig 2 16665 8% 99% 0 474 - 8795 13385 - 26277

Contig 3 9518 5% 99% 0
1405 - 9518 32555 - 40667

1 - 1411 32504 - 33916

Contig 4 8795 5% 99% 0 474 - 8795 112925 - 121248

Contig 5 7227 4% 99% 0 1 - 7227 33414 - 40667

표 16. Genomic and proteomic features of Bacillus cereus bacteriophages similar to BCP12.

Phage GenBank

Accession No.

Genome

size(bp)

Genome

(mol%G+C)

N o .

of

CDS

No. of

tRNAs

D N A

sequence

i d e n t i t y

(%)*

Percent

homologous

proteins **

BCP78 NC_018860.1 156,176 39.86 227 18 99 84.98

- 5개의 contig들을 alignment 한 결과 contig 3, 4 및 5는 contig 1에 포함된 sequence임을 확인하였

다 (그림 17).

- 유사한 genome sequence를 가지는 BCP78 genome sequence와의 비교를 통해 contig 1과 contig 2

가 서로 연결될 수 있는 가능성을 확인하였고, PCR 및 sequencing을 통해 두 개의 contig를 하나

의 contig로 합칠 수 있었다 (그림 17).

(A)

그림 17.
Alignment of
BCP12 contigs
with BCP78 by
using NCBI
BLAST search.

(B)

- BCP12의 genomic 수준과 proteomic 수준에서 유사한 박테리오파지들과의 비교분석 결과 BCP78과

99% DNA sequence identity(BlastN 결과)와 84.98%의 percent homologous proteins (CoreGenes

분석)를 보였다 (표 16).
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BCU4 JN797798.1 154,371 39.9 223 19 95 83.4

TsarBomba KT224359.1 162,486 40.1 267 20 81

BCP8-2 KJ081346.1 159,071 39.4 220 18 23

표 17. Functional grouping of annotated ORFs of the bacteriophage BCP12

F u n c t i o n a l
Group

ORF Putative function % Identity Homologous phage
(ORF)

Structure ORF155 putative adsorption
associated tail protein

100% BCP78 (ORF191)

ORF157 baseplate J family protein 100% BCP78 (ORF193)

ORF158 putative baseplate protein 100% BCP78 (ORF194)

ORF164 putative minor structural
protein 1

99% BCP78 (ORF200)

ORF165 putative minor structural
protein 2

100% BCP78 (ORF201)

ORF170 putative tail fiber-I 100% BCP78 (ORF204)

ORF172 putative tail fiber-II 94% BCP78 (ORF204)

ORF173 putative tail fiber 2 95% BCU4 (ORF193)

ORF174 putative tail lysin 1 100% BCU4 (ORF194)

ORF175 putative tail lysin 1 99% BCP78 (ORF205)

ORF176 putative tail lysin 1 100% BCU4 (ORF194)

ORF177 putative tail lysin 2-I 84% BCP78 (ORF206)

ORF178 putative tail lysin 2-II 92% TsarBomba (ORF226)

ORF179 putative tail lysin 2-III 98% BCU4 (ORF195)

ORF180 putative tail lysin 2-IV 99% BCP78 (ORF206)

ORF181 putative tail lysin 2-V 99% BCU4 (ORF195)

ORF189 putative tail sheath protein 100% BCP78 (ORF214)

ORF197 putative major capsid
protein

100% BCP78 (ORF221)

ORF199 putative prohead protease 100% BCP78 (ORF223)

DNA replication
and transcription

ORF105 tRNAHis-5'-guanylyltransfe
rase

100% BCP78 (ORF146)

ORF106 tRNAHis-5'-guanylyltransfe
rase

100% BCP78 (ORF146)

(나) BCP12의 ORF 분석(표 17)

- 254개의 ORF (open reading frame) 확인

- BlastP algorithm을 이용한 ORF 분석 결과 integrase 및 병원성 관련 유전자를 확인할 수 없었다.

- 이에 반해 metal-dependent beta lactamase homologue와 포자형성 관련 가능 SpoIIIE homologue

유전자가 확인되었다.
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ORF115 RecA-like protein-1 98% TsarBomba (ORF143)

ORF116 RecA-like protein-2 77% TsarBomba (ORF143)

ORF117 putative recombinase A-1 97% BCP78 (ORF155)

ORF118 putative recombinase A-2 100% BCP78 (ORF155)

ORF126 putative DNA polymerase 2 100% BCP78 (ORF162)

ORF128 putative DNA-binding
protein 2

100% BCP78 (ORF164)

ORF145 putative DNA primase 100% BCP78 (ORF181)

ORF149 putative DNA helicase-1 100% BCP78 (ORF185)

ORF151 putative transcriptional
regulator

100% BCP78 (ORF187)

ORF152 Putative DNA helicase-2 100% BCP78 (ORF188)

ORF206 putative DNA-binding
protein 1

100% BCP78 (ORF2)

N u c l e o t i d e
metabolism

ORF131 p u t a t i v e
nucleotidyltransferase

100% BCP78 (ORF167)

ORF136 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase beta subunit

100% BCP78 (ORF172)

ORF137 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase alpha subunit

99% BCP78 (ORF173)

ORF142 putative deoxyuridine
5 ' - t r i p h o s p h a t e
nucleotidohydrolase

100% BCP78 (ORF178)

ORF227 putative thymidylate
synthase

100% BCP78 (ORF22)

ORF230 putative dihydrofolate
reductase

100% BCP78 (ORF25)

DNA packaging ORF201 putative portal protein 100% BCP78 (ORF225)

ORF216 terminase large subunit 100% BCP78 (ORF12)

Phage introns ORF55 putative HNH nuclease 100% BCP78 (ORF99)

Host lysis ORF112 putative holin protein 100% BCP78(ORF152)

ORF218 cell wall hydrolase/autolysin 100% BCP78(ORF14)

Others ORF34 putative metal-dependent
hydrolase

100% BCP78 (ORF81)

ORF35 putative metal-dependent
hydrolase

100% BCP78 (ORF81)

ORF108 putative metallophosphatase 100% BCU4 (ORF138)

ORF113 putative sigma factor 99% BCP78 (ORF153)

ORF223 phoH-like protein 100% BCP78 (ORF18)
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그림 18. Circular Genome map of BCP12

(다) BCP12 genome map(그림 18)

○ GenBank accession number는 KX987999.

(라) BCP12의 classification

- 유사한 박테리오파지의 whole genome sequence들과의 ProgressiveMauve alignment 분석을 통해

BCP12가 아직까지 분류되지 않은 새로운 종의 박테리오파지임을 확인하였다 (그림 19)

- 또한 major capsid protein과 terminase large subunit sequence를 이용한 phylogenetic 분석에서도

BCP12가 아직 분류되지 않은 새로운 종임을 확인할 수 있었다 (그림 20).
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그림 19. BCP12 genome is compared with (A) BCP78, BCU4 & TsarBomba, (B) Bc431 virus (Bc431)

and (C) B4virus (Troll) using progressiveMauve alignment. Colored blocks indicate 1 to 1 best

alignment and the sequence similarity is indicated by similarity plot within colored blocks.
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그림 20. Phylogenetic analysis of the major capsid protein (A) and terminase large subunit (B) of

NCBI reported Bacillus Myoviridae phages. It was constructed using “one click” at phylogeny.fr.

program. Approximate likelihood ratios for branches are shown in numbers.

(2) BCP22 complete genome sequence 분석

(가) 454 GS FLX titanium sequencing system 이용하여 genome sequencing 진행

- BCP22 DNA를 이용한 NGS(next generation sequencing) 결과 4개의 contig를 얻음(표 18)

- Sequence alignment 분석을 통해 contig 1과 2를 하나의 contig로 통합할 수 있었고, contig 3과 4

는 contig 1에 포함되는 것으로 확인되어, 결과적으로 하나의 contig를 얻을 수 있었다 (그림 21).
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그림 21. Alignment of BCP22 contigs with BCP78 by using NCBI BLAST search.

표 18. Alignment of BCP22 contigs with the similar phage BCP78.

Contigs L e ng t h
(bp)

Q u e r y
coverage

Identity E
-value

Aligned region of
BCP22

Aligned region of
BCP78

Contig 1 149534 87% 99% 0 53904 - 116484 93573 - 156176

125509 - 148666 7713 - 30894

1 - 17499 50962- 68488

25391 - 39384 77042- 91123

116485 - 124197 1-7713

39467 - 45256 91130 - 97009

45257 - 48526 93576 - 96846

21389 - 25186 73239 - 77039

17551 - 20248 68591 - 71290

51431 to 53115 91134 - 92818

49316 to 50999 91134 - 92818

148678 to 149534 31104 - 31967

20527 to 21284 72480 - 73243

20247 to 20540 71725 – 72018

Contig 2 9686 6% 99% 0 1456 - 9686 46858 - 55091

1 - 1462 152677- 154141

Contig 3 7630 4% 99% 0 1 - 7630 140263 - 147893

Contig 4 4284 2% 98% 0 290 - 4284 64473 - 68488

1 - 238 68591- 68829
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Functional
Group

ORF Putative function % Identity Homologous phage (ORF)

Structure ORF132 putative adsorption associated
tail protein

100 BCP78 (ORF191)

ORF134 baseplate J family protein 100 BCP78 (ORF193)

ORF134 putative baseplate protein 100 BCP78 (ORF194)

ORF141 putative minor structural
protein 1

100 BCP78 (ORF200)

ORF142 putative minor structural
protein 2

100 BCP78 (ORF201)

ORF147 putative tail fiber 100 BCP78 (ORF204)

ORF148 putative tail fiber 2-I 100 BCU4 (ORF193)

ORF149 putative tail fiber 2-II 90 BCU4 (ORF193)

ORF150 putative tail lysin 1-I 100 BCP78 (ORF205)

ORF151 putative tail lysin 1-II 99 BCP78 (ORF205)

ORF152 putative tail lysin 2-I 99 BCP78 (ORF206)

ORF153 putative tail lysin 2-II 99 TsarBomba (ORF226)

ORF154 putative tail lysin 2-III 99 BCU4 (ORF195)

ORF163 putative tail sheath protein 100 BCP78 (ORF214)

ORF170 putative major capsid protein 100 BCP78 (ORF221)

ORF172 putative prohead protease 100 BCP78 (ORF223)

DNA replication
a n d
transcription

ORF63 RecA-like protein-1 100 TsarBomba (ORF143)

ORF64 RecA-like protein-2 96 TsarBomba (ORF143)

ORF65 Recombinase A 100 BCP78 (ORF155)

ORF71 putative DNA polymerase 2 100 BCP78 (ORF162)

ORF72 putative DNA polymerase 2 100 BCP78 (ORF162)

ORF73 putative DNA polymerase 2 100 BCP78 (ORF162)

ORF74 putative DNA polymerase 2 100 BCP78 (ORF162)

ORF75 putative DNA polymerase 2 98 BCP78 (ORF162)

ORF76 putative DNA polymerase 2 100 BCP78 (ORF162)

ORF77 putative DNA polymerase 2 91 BCP78 (ORF162)

ORF78 putative DNA polymerase 2 95 BCP78 (ORF162)

ORF80 putative DNA-binding protein
2

100 BCP78 (ORF164)

ORF98 putative DNA-binding protein
2

100 BCP78 (ORF164)

ORF103 putative DNA-binding protein
2

100 BCP78 (ORF164)

ORF122 putative DNA primase 100 BCP78 (ORF181)

(나) BCP22의 ORF 분석(표 17)

- 254개의 ORF (open reading frame) 확인

- BlastP algorithm을 이용한 ORF 분석 결과 integrase 및 병원성 관련 유전자를 확인할 수 없었다.

- BCP22와 달리 metal-dependent beta lactamase homologue와 포자형성관련 SpoIIIE homologue 유

전자는 발견되지 않음 확인되었다.

표 19. Functional grouping of annotated ORFs of the bacteriophage BCP12
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ORF126 putative DNA helicase 100 BCP78 (ORF185)

ORF129 putative helicase 100 BCP78 (ORF188)

ORF196 putative DNA-binding protein
1

100 BCP78 (ORF2)

N u c l e o t i d e
metabolism

ORF87 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase beta subunit-1

100 BCP78 (ORF172)

ORF88 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase alpha subunit

100 BCP78 (ORF173)

ORF89 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase alpha subunit

100 BCP78 (ORF173)

ORF90 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase beta subunit-2

100 BCP78 (ORF172)

ORF107 putative nucleotidyltransferase 70 BCP78 (ORF167)

ORF113 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase beta subunit-3

100 BCP78 (ORF172)

ORF114 p u t a t i v e
ribonucleoside-diphosphate
reductase alpha subunit

100 BCP78 (ORF173)

ORF119 putative deoxyuridine
5 ' - t r i p h o s p h a t e
nucleotidohydrolase

100 BCP78 (ORF178)

ORF216 putative thymidylate synthase 100 BCP78 (ORF22)

ORF219 putative dihydrofolate
reductase

100 BCP78 (ORF25)

DNA packaging ORF174 putative portal protein 100 BCP78 (ORF225)

ORF203 terminase large subunit 100 BCP78 (ORF12)

Phage introns ORF2 putative HNH nuclease 100 BCP78 (ORF99)

Host lysis ORF59 putative holin protein 100 BCP78(ORF152)

ORF207 cell wall hydrolase/autolysin 100 BCP78(ORF14)

Others ORF55 putative metallophosphatase 100 BCU4 (ORF138)

ORF60 putative sigma factor 100 BCP78 (ORF153)

ORF212 phoH-like protein 100 BCP78 (ORF18)

(다) BCP22는 incomplete genome sequence (그림 22)

- BCP22 genome sequence는 모든 면에서 BCP12 및 BCP78과 매우 유사하였다.

- 그러나 전체 genome size는 BCP22가 BCP78에 비해 18,995 bp가 작은 것을 확인하였다.

- 이러한 결과를 바탕으로 BCP22가 incomplete genome sequence인 것으로 판단하였고, 이의 확인을

위해 BCP78에는 포함되지만, BCP22에서 missing된 metal dependent beta lactamase를 유전자를

위한 PCR을 수행한 결과, 이 유전자가 BCP22에 존재함을 확인하였다 (그림 22)
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그림 22. PCR amplification of metal dependent hydrolase gene by using BCP22 genome as

template. 1: metal dependent hydrolase gene, M: Marker

그림 23. Circular map of BCP22

(라) BCP22 genome map(그림 23)



- 419 -

Contigs Length
(bp)

Query
coverage

Identity E
-value

Aligned region of
ECP7

Aligned region of
118970_sal2

Contig 1 33445 27% 98% 0.0 5621 – 33445 54001 – 81837

2550 – 5090 51448 – 53988

1429 – 2211 49637 – 50419

631 – 1405 49647 – 50422

1 – 295 51448 - 51742

Contig 2 24902 16% 98% 0.0 14717 – 20823 44313 – 50419

7386 – 11924 37830 – 42338

21162 – 23701 51448 – 53988

4401 – 5560 35197 – 36354

12484 – 13506 42386 – 43408

6181 – 7078 36547 – 37444

1714 – 2446 32804 – 33539

24232 – 24902 54001 – 54672

2440 – 3126 32852 - 33539

1 – 439 35197 – 35633

14137 – 14676 43713 – 44247

1097 – 1316 34047 – 34267

3524 – 3743 34047 - 34267

1509 – 1712 33703 - 33904

3128 - 3324 33703 - 33904

513 – 817 34894 – 35198

Contig 3 22618 18% 98% 0.0 243 – 13762 17064 – 30854

13763 – 16626 30698 – 33539

20886 – 22618 37830 – 39562

17901 – 19060 35197 – 36354

19681 – 20578 36547 – 37444

17024 – 17243 34047 – 34267

16628 – 16824 33703 – 33899

17523 – 17827 34894 – 35198

2 – 120 16856 - 16974

Contig 4 16018 12% 98% 0.0 8506 – 14615 44313 – 50422

19 – 5099 54001 – 59081

5627 – 8170 51448 – 53991

14656 – 15194 43713 – 44247

15824 – 16018 43212 – 43408

15726 – 15813 43624 – 43711

8166 – 8241 51020 – 51095

(3) ECP7 complete genome sequence 분석

(가) 454 GS FLX titanium sequencing system 이용하여 genome sequencing 진행

- ECP7 DNA를 이용한 NGS(next generation sequencing) 결과 13개의 contig를 얻음(표 20; 그림

24)

표 20. Alignment of ECP7 contigs with the similar phage Salmonella phage 118970_sal2.

Data obtain from NCBI BLAST search.
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그림 24. Alignment of ECP7 contigs with Salmonella phage 118970 sal1 by using NCBI

BLAST search.

Contig 5 13947 9% 98% 0.0 2918 – 13947 59027 – 70072

1 – 2906 59070 – 61977

Contig 6 12819 10% 99% 0.0 1 – 7318 23259 – 30584

7319 – 10182 30698 – 33539

11457 – 12616 35197 – 36354

10580 – 10799 34047 – 34267

10184 – 10380 33703 – 33899

11079 – 11383 34894 – 35198

5922 – 5965 32128- 32171

Contig 7 7385 3% 94% 0.0 4 – 3104 81865 – 84962

6915 – 7312 88226 – 88620

3055 – 3107 84908 – 84959

Contig 8 6723 5% 91% 0.0 1 – 2735 39563 – 42338

5463 – 6723 44314 – 45584

3277 – 4280 42386 – 43408

4904 – 5424 43713 – 44247

4274 – 4378 43065 – 43711

866 – 915 38587 – 38635

Contig 9 6169 4% 98% 0.0 3 – 4767 44313 – 49082

4808 – 5340 43720 – 44247

5975 – 6169 43212 – 43408

5877 – 5964 43624 - 43711

Contig 10 4625 4% 97% 0.0 1 – 4625 59001 -63656

Contig 11 3389 2% 93% 0.0 1-2808 39562 – 42338

867 – 916 38587 – 38635

Contig 12 3386 2% 93% 0.0 1 – 2808 39562 – 42338

866 – 915 38587 – 38635

Contig 13 2593 2% 91% 0.0 1 – 2593 89209 - 91801
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지식재산권[발명특허, 실용신안, 의장, 상표, 규격), 신품종, 프로그램개발 등으로 구분하고, 세부적으로 전부(건별

로)기록하며, 국외인 경우 반드시 국명을 기록합니다]

구 분
지식재산권등명칭

(건별 각각 기재)
국 명

출원 등 록
기 타

출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

지식재산권

전통장류 유래

알코올을 고생산하는

효모 균주 및 이의

용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2013.10.16 10-2013-0123327
송영란

백상호
2015.9.17 1015551750000 특허등록

지식재산권

바이오제닉 아민을

생산하지 않고, 유해

미생물에 대한

항균활성이 있는

바실러스 서틸리스

SCJ1 균주 및 이의

용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2014.09.26
10-2014-012

9530

(재)발효미

생물산업진

흥원

2016.1.21 10-1589026
출원 및

등록

지식재산권

바이오제닉 아민을

생산하지 않고, 유해

미생물에 대한

항균활성이 있는

바실러스 서틸리스

SCJ4 균주 및 이의

용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2014.09.26
10-2014-012

9530

(재)발효미

생물산업진

흥원

2016.1.21 10-1589028
출원 및

등록

지식재산권

유해 미생물에 대한

항균활성, 항생제

내성, 항산화활성,

β-글루코시다제 및

세포외 효소

분비능이 우수하고,

바이오제닉 아민을

생성하지 않는

전통장류 유래의

락토바실러스

브레비스 SCML67

균주 및 이의 용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2015.07.30
10-2015-010

8048

등록

진행중

지식재산권

유해 미생물에 대한

항균활성, 항생제

내성, 항산화활성,

β-글루코시다제 및

세포외 효소

분비능이 우수하고,

바이오제닉 아민을

생성하지 않는

전통장류 유래의

락토바실러스

브레비스 SCML458

균주 및 이의 용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2015.07.30
10-2015-010

8050

등록

진행중

지식재산권

혈전용해 활성 및

유해 미생물에 대한

항균 활성이 있고,

바이오제닉 아민을

생산하지 않는

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2016.04.27
10-2016-005

1304

등록

진행중

○ 연구개발 성과

가. 지식재산권
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바실러스 서틸리스

SCDB 240 균주 및

이의 용도

지식재산권

글루타메이트 생산능

및 유해 미생물에

대한 항균 활성이

있고, 바이오제닉

아민을 생산하지

않는 바실러스

서틸리스 SCDB 278

균주 및 이의 용도

대한민국

(재)발효

미생물산

업진흥원

2016.04.27
10-2016-005

1307

등록

진행중

논문(국내외 전문학술지) 게재

번호 논문명 학술지명
주저

자명
호 국명

발행

기관

SCI여부

(SCI/비SCI)

1

Monitoring of Yeast

Communities and Volatile Flavor

Changes during Traditional

Korean Soy Sauce Fermentation

Journal of Food

Science

송영란

백상호
80(9) U.S.A

WILEY-BL

ACKWELL
SCI

2

Effects of Indigenous Yeasts on

Physicochemical and Microbial

Properties of Korean Soy Sauce

Prepared by Low-salt

Fermentation

Food

Microbiology

송영란

백상호
51

England

Academic

Press

LTD-ELSE

VIER LTD

SCI

3

Bacteria isolated from Korean

black raspberry vinegar with

low biogenic amine production in

wine

Brazilian Journal

of Microbiology

송노을

백상호
47(2) Brazil

SOC

BRASILEIR

A

MICROBIO

LOGIA

SCIE

4

Microbial community, and

biochemical and physiological

properties of Korean traditional

black raspberry (Robus coreanus
Miquel) vinegar

Journal of the

Science of Food

and Agriculture

송노을

백상호
96(11) U.S.A

WILEY-BL

ACKWELL
SCI

5

Prevalence of antibody to and

DNA of Lawsonia intracellularis

in samples from wild animals in

Korea

Journal of

Wildlife Disease

M.M.

HOSSAI

N

조호성

52(4) U.S.A

The

Wildlife

Disease

Association

(WDA)

SCI

6

Putative type 1 thymidylate

synthase and

dihydrofolate reductase as

signature genes

of a novel bastille-like group of

phages in

the subfamily Spounavirinae

BMC Genomics

Paul
Tetteh
Asare

김광표

16 England

BioMed

Central

LTD

SCIE

7
Complete genome sequence

analysis and identification of

putative metallo-beta-lactamase

Archives of

Virology

Paul
Tetteh
Asare

160(10) Australia
SPRINGER

WIEN
SCI

나. 논문게재 및 학술회의 발표

(1) 논문게재
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and SpoIIIE homologs in

Bacillus cereus group phage
BCP8-2, a new member of the

proposed Bastille-like group

김광표

8

Complete Genome Sequence

Analysis of a Novel

Staphylococcus Phage SAP1 and

Proposal of a New Species in

the Genus Silviavirus

Archives of

Virology
김광표 게재예정 Australia

SPRINGER

WIEN
SCI

9
Effect of lactobacilli from jeotgal

on atopic dermatitis

Experimental and

Therapeutic

Medicine

박미성

송노을

백상호

게재예정 Greece
Spandidos

Publications
SCIE

10

Molecular Cloning, Purification

and Characterization of a Novel

Thermostable Cinnamoyl

Esterase from Lactobacillus

helveticus

Preparative

biochemistry and

biotechnology

송영란

백상호
게재예정 England

Taylor &

Francis
SCI

11

Application of indigenous

Saccharomyces cerevisiae to

improve the black raspberry

(Robus coreanus Miquel)

vinegar fermentation process and

its microbiological and

physicochemical analysis

Journal of the

Science of Food

and Agriculture

송노을

백상호
투고완료 U.S.A

WILEY-BL

ACKWELL
SCI

국내 및 국제 학술회의 발표(학술회의명을 세부적으로 전부(건별로) 기록하고, 국외인 경우 반드시 국명을 기록.-
본 연구과제의 수행결과로 발표한 것만 기재합니다.)

번호 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
2014 International Symposium &

Annual Meeting
정수지

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

2
2014 International Symposium &

Annual Meeting
양희종

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

3
International Meeting of the

Microbiological Society of Korea
엄태붕

2014.04.30.

~2014.05.02
대구 EXCO 대한민국

4
International Meeting of the

Microbiological Society of Korea
전새봄

2014.04.30.

~2014.05.02
대구 EXCO 대한민국

5
2014 International Symposium &

Annual Meeting
김종희

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

6
2014 International Symposium &

Annual Meeting
김나정

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

7
Annual meeting of Middle East

Molecular Biology Society
조호성

2014.09.14.

~2014.09.17

Dubai World

Trade Centre
아랍에미리트

8
Congress of Korean Society of

Veterinary Science
문성현

2014.10.16.

~2014.10.17
제주 대한민국

9
2014 International Symposium &

Annual Meeting
조아라

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

10
2014 International Symposium &

Annual Meeting
임병욱

2014.06.25.

~2014.06.27
부산 BEXCO 대한민국

11

2015 IJFST 50th Celebration

Conference: The future of food

innovation, nutrition and

technology

윤용근
2015.02.16.

~2015.02.18

Lincoln

University
뉴질랜드

(2) 국내 및 국제 학술회의 발표
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12
2015 Phytonutrients and Healthy

Foods
송노을

2015.08.24.

~2015.08.26

평창알펜시아

리조트
대한민국

13
2015 42nd Annual Meeting &

International Syposium
양희종

2015.06.24.

~2015.06.26

경주화백

컨벤션센터
대한민국

14
2015 42nd Annual Meeting &

International Syposium
양희종

2015.06.24.

~2015.06.26

경주화백

컨벤션센터
대한민국

15
2015 Phytonutrients and Healthey

Foods
정수지

2015.08.17.

~2015.08.19

평창알펜시아

리조트
대한민국

16
2015 Phytonutrients and Healthey

Foods
정수지

2015.08.17.

~2015.08.19

평창알펜시아

리조트
대한민국

17
2016 International Meeting of the

Microbiological Society of Korea
정수지

2016.04.20.

~2016.04.22

광주

김대중컨벤션
대한민국

18
2016 International Meeting of the

Microbiological Society of Korea
양희종

2016.04.20.

~2016.04.22

광주

김대중컨벤션
대한민국

19
KMB 2016 43th Annual Meeting &

International Symposium
양희종

2016.06.22.

~2016.06.24

대전

컨벤션센터
대한민국

20
2016 KFN International Symposium

and Annual Meeting
송노을

2016.10.31.

~2016.11.02
제주컨벤션센터 대한민국

21
2016 KFN International Symposium

and Annual Meeting
송노을

2016.10.31.

~2016.11.02
제주컨벤션센터 대한민국

네트워킹(심포지움명을 세부적으로 전부(건별로) 기록하고, 국외인 경우 반드시 국명을 기록.- 본 연구과제의 수행결
과로 발표한 것만 기재합니다.)

번호 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
건강·친환경 발효미생물 산업육성

심포지움

(재)발효미생물산

업진흥원
2014.03.31

순창군

장류사업소
대한민국

2

Development of High Value-added

Materials that Utilize Functional

Microbial-Resources Derived from

Traditional Fermented Foods

(재)발효미생물산

업진흥원
2015.06.24

경주화백

컨벤션센터
대한민국

교육 및 지도활용 내역

번호 교육명 교재명 주요내용 활용년도

1

전통장류제조

전문인력 양성

교육시스템 1차

PPT 자료 및 제조 실습

§ 장류 제조 체험 및 이론 강의

§ 전국 영양교사 40명, 2일 교육

§ 전통 장류 제조사 3급 민간 자격증 취득

2014

2

전통장류제조

전문인력 양성

교육시스템 2차

PPT 자료 및 제조 실습

§ 장류 제조 체험 및 이론 강의

§ 전국 영양교사 40명, 2일 교육

§ 전통 장류 제조사 3급 민간 자격증 취득

2014

3

전통장류제조

전문인력 양성

교육시스템 3차

PPT 자료 및 제조 실습

§ 장류 제조 체험 및 이론 강의

§ 전국 영양교사 40명, 2일 교육

§ 전통 장류 제조사 3급 민간 자격증 취득

2014

4

전통장류제조

전문인력 양성

교육시스템 4차

PPT 자료 및 제조 실습

§ 장류 제조 체험 및 이론 강의

§ 전국 영양교사 31명, 2일 교육

§ 전통 장류 제조사 3급 민간 자격증 취득

2014

5 2015년 하계 현장실습 PPT 자료 § 미생물의 이론 및 분리 2015

(3) 네트워킹

다. 교육 및 지도활용 내역
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§ 미생물의 동정 및 기능성 분석

§ 4주 160시간, 3명 교육

6

전통장류제조

전문인력 양성

교육시스템 1,2차

PPT 자료
§ 장류 제조 체험 및 이론 강의

§ 서울시 친환경 급식 관계자 등 100명
2015

7
순창 전통장류 제조사

제 2급 양성과정 교육
PPT 자료 및 실습

§ 전통장류에 대한 현대적 과학과 전통제조

방식의 접목

§ 민간자격 취득

§ 장류업체종사자 30명, 총 50시간 7회(주2회)

2016

8
순창 전통장류 제조사

제 2급 양성과정 교육
PPT 자료 및 실습

§ 전통장류에 대한 현대적 과학과 전통제조

방식의 접목

§ 전통장류 관련 이론 및 실습교육

§ 장류업체종사자 30명, 총 50시간 7회(주2회)

2016

라. 사업화

  - 사업화 성과

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액 개발제품
개발후 현재까지 2억원

향후 3년간 매출 4억원

시장

점유율
개발제품

개발후 현재까지  국내 : 0.03%

향후 3년간 매출  국내 : 0.06%

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 10위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 5위

- 사업화 계획 및 매출 실적

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 소요기간(년) 3년(기능성 고추장, 간장, 된장, 청국장 제품화)

소요예산(백만원) 300(고체발효배양 전용 설비 구축)

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

2 4 8

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내 0.03 0.06 1.2

국외 0 0 0

향후 관련기술, 제품을 
응용한 타 모델, 제품 

개발계획

- 항아토피 기능성 한식장류 제품 개발
- 기능성 한식장류 적용 지미 소재 개발

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수) - - -

수    출 0 0.5 1.0
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정책활용 내역(농정시책 반영 및 정책건의)

번호 정책활용상태 주관부처 시책추진실적 및 계획 활용년도

1

(정책건의)

선행기술을 활용한

연구개발 기획 선정

농림축산식품부

§ 농림축산식품부, 고부가 식품산업 전문인력

양성사업 선정(총사업비 3.2억/0.9년)

§ 순창장류식품의 고부가 산업화를 위한 현장

맞춤형 교육

§ 저염화 발효종균 개발 및 발효기술 개발

2014

2

(정책건의)

선행기술을 활용한

연구개발 기획 선정

산업통상자원부

§ 산업통상자원부, 산업기술거점기관지원사업

선정(총사업비 198억/5년)

§ 바이오상용기술고도화 플랫폼

구축사업(기반구축사업)

2015

3

(정책건의)

2015 중소기업 맞춤형

기술로드맵 작성

중소기업청

§ 고부가식품-건강기능·고령친화식품 분야 로드맵

작성

§ 해당 분야 유망 후보기술군 도출

2015

4

(정책건의)

생명정보 기반 전북

신가치창출 융복합

솔루션 개발사업

전라북도

창조경제혁신센터

§ 도내 농생명산업의 글로벌 브랜드 파워 형성 및

지속적 가치창출을 위한 정책 제언

§ 인간 및 반려동물 유전 특성 맞춤형 미생물 복합

건강기능 활성 제품 개발

2016

5
(정책건의)

전통문화연구개발사업
미래창조과학부

§ 미래창조과학부, 전통문화연구개발사업

선정(총사업비 64억/5년)

§ 한국형 글로벌 장건강 프로젝트 사업

(STEAM연구사업)

2016

홍보실적(신문, 방송, 저널 등)

번호 홍보유형 매체명 홍보내용 홍보일자

1 신문 뉴스1

§ 순창군 기능성 토착미생물 자원화 사업이

고부가가치 식품기술 개발사업에 선정

§ 10억 5천만원의 국비를 확보

2013.12.17

2 신문 국제뉴스

§ 순창군 대 잇는 장류미생물 자원 조성

§ 순창군 11개 읍면 메주를 수거해 각 집마다

특성 있는 곰팡이, 고초균, 효모, 젖산균 분리

연구 진행

2014.03.10

3 신문 아시아뉴스통신

§ 순창군과 전북대, 건강친환경 발효미생물 산업

육성을 위한 협약 체결

§ 전북대 분원 설치 발효관련 우수 인력 양성

§ 순창군의 글로벌 건강, 친호나경 발효 미생물

산업 거점기지로 빠르게 성장 기대

2014.03.21

4 신문 아시아뉴스통신

§ 순창군 건강, 친환경 발효미생물산업 육성

심포지엄 개최

§ 우수미생물의 분리와 특성 규명, 사료, 친환경

생물농약에 관한 연구 성과 발표

2014.03.31

5 신문 전북일보

§ 순창군 장류산업 전문인력 양성 공모 선정

§ 산학연관 고부가 식품산업 전문인력 양성

§ 웰빙 전통식품의 3개 기술분야를 순창에서 추진

2014.04.22

6 신문 전북도민일보

§ 순창군 농식품부 고부가 식품산업 인력양성

공모 선정

§ 농식품부의 인력양성 공모과제에 순창 장류산업

분야가 선정돼 국비 등 3억원을 확보

2014.04.22

마. 정책활용 내역

바. 홍보/전시
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7 신문 광주일보

§ 순창군 고부가식품산업 전문인력 양성

§ 장류사업소의 생산동, 장류체험 프로그램,

전북대 인력풀, 발효미생물관리센터의

토착미생물을 연계한 고부가 식품 전문인력

양성 추진

2014.04.23

8 신문 News 1
§ 순창 장류서 당뇨 관련 기능성 미생물 다수 확

보
2014.07.12

9 신문 전북일보 § 순창, 당뇨관련 기능성 미생물 3700주 확보 2014.07.10

10 신문 연합뉴스
§ 순창발효미생물산업진흥원 기능성 미생물 다수

확보
2014.07.10

11 신문 중앙일보

§ 전통 발효과학의 요람

§ 전통발효식품 유래 미생물을 이용한 장류 개발

§ 산업적 적용이 가능한 미생물 선별을 통한

지식재산권 확보

2015.05.08

12 신문 전북일보

§ 한국토종 곰팡이 활용 장류산업 발전 도모

§ 바이오제닉 아민 분해능을 갖는 고초균 선별 및

이를 이용한 산업화

2015.06.30

13 신문 전북일보

§ 순창군 발효미생물 종가 우뚝

§ 식품 유래 미생물을 이용한 친환경 및 건강장수

발효식품산업 집중 육성

2015.08.02

14 신문 전북일보

§ 발효식품 유래 미생물을 이용한 기능성

발효식품 개발을 통하여 해외 시장 개척

§ 미생물 자원을 이용한 바이오컨버젼 소재

기능성 식품 개발

2015.08.20

15 신문 국제뉴스

§ 순창발효미생물산업진흥원 새로운 ‘고추장’개발

§ 아토피피부염에 효과가 있는 건강기능성 고추장

‘천년의 유산’개발

2016.05.25

16 신문 아시아경제

§ 순창발효미생물산업진흥원 ‘아토피피부염에 좋은

건강기능성 고추장’개발

§ 유산균 락토바실러스 메센테로이드

JBCC105686을 사용한 건강 기능성 고추장 개발

2016.05.24

17 신문 일요신문

§ 순창군 아토피피부염에 좋은 건강기능성 고추장

개발

§ 전통장류유래 기능성 미생물 소재를 활용한

고부가가치 제품개발 사업 추진 결과

2016.05.24

18 신문 전라일보

§ 순창발효미생물진흥원, 아토피 효능 고추장 개발

§ 2016 순창세계소스박람회 기간에 시제품 전시를

통해 식품업체 관계자의 많은 주목을 받음

2016.05.24

19 신문 전북일보

§ 아토피에 좋은 고추장 개발

§ 순창발효미생물산업진흥원 기능성 제품 눈길

§ 향후 대량생산시 판매 확대에 기대

2016.05.24

20 신문 아주경제

§ 순창발효미생물산업진흥원, 건강기능성 고추장

개발

§ 전통발효식품으로부터 분리된 미생물 중 항산화,

항암 및 항비만 유산균을 분리해 사용한

건강기능성 고추장

2016.05.25

21 신문 광주일보

§ 아토피 개선 탁월한 고추장 ‘주목’

§ 발효미생물산업진흥원과 전북대학교, 순창장류

등이 공동으로 개발

2016.05.30

유전자원 등록(생물자원과 생명정보를 기재)

번호 생물자원명 기탁일 등록·기탁번호 기탁기관 기타

1 Bacillus subtilis SCM121 2015.08.26 KACC 81004BP KACC (재)발효미생물산

사. 생명자원(생물자원 및 유전자원 등록)
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(농업유전자원

정보센터)
업진흥원

2 Bacillus subtilis SCM146 2015.08.26 KACC 81005BP

KACC

(농업유전자원

정보센터)

(재)발효미생물산

업진흥원

3 Bacillus subtilis SCM688 2015.08.26 KACC 81006BP

KACC

(농업유전자원

정보센터)

(재)발효미생물산

업진흥원

4
Bacillus licheniformis

SCDB 34
2015.08.31 SRR2163063 NCBI 엄태붕

5
Bacillus licheniformis

SCCB37
2015.08.31 SRR2174327 NCBI 엄태붕

6
Bacillus licheniformis

SCDB14
2015.08.31 SRR2174302 NCBI 엄태붕

7
Bacillus licheniformis SCK

B11
2015.08.31 SRR2132330 NCBI 엄태붕

8
Zygosaccharomyces rouxii

JBCC-49
2015.09.08 GenBank KT199372 NCBI

송영란

백상호

9
Cryptococcus albidus

JBCC-429
2015.09.08 GenBank KT199373 NCBI

송영란

백상호

10
Debaryomyces hansenii

JBCC-541
2015.09.08 GenBank KT199374 NCBI

송영란

백상호

11
Wickerhamomyces
anomalus JBCC-841

2015.09.08 GenBank KT199375 NCBI
송영란

백상호

12
Meyerozyma guilliermondii

JBCC-848
2015.09.08 GenBank KT199376 NCBI

송영란

백상호

13
Millerozyma farinose

JBCC-1186
2015.09.08 GenBank KT199377 NCBI

송영란

백상호

14
Torulaspora delbrueckii

JBCC-623
2015.09.08 GenBank KT199378 NCBI

송영란

백상호

15
Rhodotorula mucilaginosa

JBCC-1138
2015.09.08 GenBank KT199379 NCBI

송영란

백상호

16
Candida parapsilosis

JBCC-1146
2015.09.08 GenBank KT199380 NCBI

송영란

백상호

17 Bacillus subtilis SCDB240 2016.04.15 KCCM 11831P KCCM
(재)발효미생물산

업진흥원

18 Bacillus subtilis SCDB257 2016.04.15 KCCM 11832P KCCM
(재)발효미생물산

업진흥원

19 Bacillus subtilis SCDB278 2016.04.15 KCCM 11833P KCCM
(재)발효미생물산

업진흥원

20 Bacillus subtilis SCDB352 2016.04.15 KCCM 11834P KCCM
(재)발효미생물산

업진흥원

21
Bacillus amyloliquefaciens

SCGB151
2016.09.23 KCCM 11899P KCCM

(재)발효미생물산

업진흥원
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코드번호 D-06

평가항목

(주요성능)
평가의 착안점 및 척도 선발기준

사업목표

달성도(%)

계획 실적

항비만 활성보유

균주선별

Pancreatic lipase 저해 활성

기능성균주 분리/동정

20.0% 저해 활성

균주 선발
2

8종

후보균주

선별

>100

항산화

활성보유균주선별

SOD/DPPH활성

기능성균주 분리/동정

DPPH 활성(30.0%)

SOD 활성(30.0%)
2

14종

후보균주

선별

>100

혈전용해활성보유

균주선별
기능성균주 분리/동정

Plasmin (1units/ml)

활성이 비슷한 균주
2

11종

후보균주

선별

>100

기능성 균주

유전체 분석

유전체분석

기능성/안전성분석

Bacillus 균주의

기능성/안전성 target

gene에 대한

transcritome 분석건

1
2종 우수균주

선별
>100

우수 발효 균주

선별
균주 분리 동정

-유해균억제(B. cereus/

Staphylococcus 억제)

Bacillus 균주

- 고발효능(glutamate,

γ-polyglutamate,

protease, amylase) 보유

Bacillus 균주

2

10종

우수균주

선별

>100

GABA 고생산

균주분리
균주 분리 동정

3.15 g/L 이상

GABA생성 효모
1

2종 후보균주

선별
>100

박테리오파지 분리 박테리오파지 분리

B. cereus, S. aureus,

Cl. perfringens, 또는

E.coli 사멸 균주

5

22종

박테리오파지

선별

>100

고부가가치

기능성 장류

효능 평가

항비만 효능 평가

발굴된 기능성/안전성

균주 또는

이를 활용한 장류의

기능성 효능 평가

1
항비만 효능

평가 완료
100

지식재산권

(논문)

논문게재

(SCI)
- 3 논문3건 투고 100

지식재산권

(특허)
특허출원 - 1

특허 출원

2건
>100

국제학술발표 학술발표 - 1 10 >100

4-1. 목표달성도

4-1-1. 평가의 착안점 및 기준

○ 1차 년도 연구 개발 목표 및 달성도

제4장 목표달성도 및 관련분야 기여도
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○ 2차 년도 연구 개발 목표 및 달성도

평가항목

(주요성능)
평가의 착안점 및 척도 선발기준

사업목표

달성도(%)

계획 실적

항비만 활성보유

균주선별

Pancreatic lipase 저해 활성

기능성균주 분리/동정

20.0% 저해 활성

균주 선발
2

8종

후보균주

선별

400

항산화

활성보유균주선별

SOD/DPPH활성

기능성균주 분리/동정

DPPH 활성(30.0%)

SOD 활성(30.0%)
2

12종

후보균주

선별

600

혈전용해활성보유

균주선별
기능성균주 분리/동정

Plasmin (1units/ml)

활성이 비슷한 균주
2

83종

후보균주

선별

4000

기능성 균주

유전체 분석

유전체분석

기능성/안전성분석

Bacillus 균주의
기능성/안전성 target

gene에 대한

transcritome 분석건

1
2종 우수균주

선별
200

우수 발효 균주

선별
균주 분리 동정

-유해균억제(B. cereus/
Staphylococcus 억제)
Bacillus 균주

- 고발효능(glutamate,

γ-polyglutamate,

protease, amylase) 보유

Bacillus 균주

2

10종

우수균주

선별

500

GABA 고생산

균주분리
균주 분리 동정

3.15 g/L 이상

GABA생성 효모
1

2종 후보균주

선별
200

CLA 고생산

균주분리
균주 분리 동정

30 mg/L 이상 CLA생성

유산균
1

10종

후보균주

선별

1000

박테리오파지 분리 박테리오파지 분리

B. cereus, S. aureus,
Cl. perfringens, 또는
E.coli 사멸 균주

5

40종

박테리오파지

선별

800

박테리오파지

Complete genome

sequencing

유전체학적 특성 규명
genome partial

sequencing
2 2 100

고부가가치 기능성

장류 개발
시제품 개발

개발된 기능성/안전성

균주를 활용한 장류의

시제품화

1

고추장

시제품 개발

완료

100

고부가가치

기능성 장류

효능 평가

아토피 개선

발굴된 기능성/안전성

균주 또는

이를 활용한 장류의

기능성 효능 평가

1

아토피개선

효능 평가

완료

100

지식재산권

(논문)

논문게재

(SCI)
- 3 4 133

지식재산권

(특허)
특허출원 - 2

특허 출원

3건
150

국제학술발표 학술발표 - 1 6건 600

기능성 미생물

소재화
미생물 소재화 - 1 12건 1200
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평가항목

(주요성능)
평가의 착안점 및 척도 선발기준

사업목표

달성도(%)

계획 실적

항비만 활성보유

균주선별

Pancreatic lipase 저해 활성

기능성균주 분리/동정

20.0% 저해 활성

균주 선발
2

9종

후보균주

선별

450

항산화

활성보유균주선별

SOD/DPPH활성

기능성균주 분리/동정

DPPH 활성(30.0%)

SOD 활성(30.0%)
2

9종 후보균주

선별
450

혈전용해활성보유

균주선별
기능성균주 분리/동정

Plasmin (1units/ml)

활성이 비슷한 균주
2

50종

후보균주

선별

2500

기능성 균주

유전체 분석

유전체분석

기능성/안전성분석

Bacillus 균주의
기능성/안전성 target

gene에 대한

transcritome 분석건

1 3종 9건 분석 900

우수 발효 균주

선별
균주 분리 동정

-유해균억제(B. cereus/
Staphylococcus 억제)
Bacillus 균주

- 고발효능(glutamate,

γ-polyglutamate,

protease, amylase) 보유

Bacillus 균주

20

10종

우수균주

선별

500

GABA 고생산

균주분리
균주 분리 동정

3.15 g/L 이상

GABA생성 효모
- 7 700

CLA 고생산

균주분리
균주 분리 동정

30 mg/L 이상 CLA생성

유산균
1

1종 우수균주

선별
100

박테리오파지

Complete genome

sequencing

유전체학적 특성 규명
genome sequencing

완성
1 1 100

고부가가치 기능성

장류 개발
시제품 개발

개발된 기능성/안전성

균주를 활용한 장류의

시제품화

1 2 200

고부가가치

기능성 장류

효능 평가

면역증진

발굴된 기능성/안전성

균주 또는

이를 활용한 장류의

기능성 효능 평가

1 2 200

지식재산권

(논문)

논문게재

(SCI)
- 4

2

3건 게재예정

1건 투고완료

150

지식재산권

(특허)
특허출원 - 2

특허 출원

2건
100

국제학술발표 학술발표 - 1 3건 300

기능성 미생물

소재화
미생물 소재화 - 1 5건 500

○ 3차 년도 연구 개발 목표 및 달성도
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

년도

(2013)

[제1세부 공동 전북대

학교 산학협력단 연구

책임자: 백상호]

전통장류 유래

미생물의 기능성

탐색을 통한

고부가가치 우수

유산균 및 효모

발굴

¡ 장류유래 GABA 고생산

효모 균주 선발 및 동정
>100

Ÿ 장류유래 GABA 고생산 효모 균주 선

발을 위한 TLC 및 HPLC/ELSD를 이

용한 스크리닝 방법 및 분석방법 확립

완료

Ÿ 장류유래 총 244개의 균주 중 103개의

GABA 합성 효모 분리

Ÿ 전통장류유래 52개의 GABA생성균주의

동정 완료

Ÿ GABA 고생성 10균주 확보

Ÿ 3.15 g/L이상 생성 효모 2종 확보

¡ 장류유래 CLA를 고생성

유산균주 선발 및 동정
100

Ÿ 5개의 샘플에서 총 198균주의 유산균

분리

Ÿ LA-tolerant한 63균주를 대상으로

흡광도법을 통한 CLA 생성 유산균의

1차 스크리닝 결과 35 μg/ml 이상의

CLA를 생산하는 30개 균주가 선별됨.

Ÿ 선별된 30개의 균주에 대한 16S rDNA

동정결과, 17개의 균주의 동정 완료

Ÿ GC를 사용한 CLA standard 물질 분석

및 정량 완료

Ÿ GC를 이용한 CLA 생산 유산균주 10종

의 CLA 생산량 (μg/mL), 전환율 (%)

및 이성질체 비율분석 완료

Ÿ 10종의 CLA 2차 선정

[제1세부 공동]

기능성 미생물

소재의 유전체

분석을 통한 잠재적

기능성 및 안전성

평가 및 우수균주

선별

¡ 전통장류로부터 혈전 용해

활성이 우수한 균주 선발

(10종)

100

Ÿ 분석샘플수거 : 60개 샘플

- 선택배지 : NA, CBC 등

- 선택기준 : Biogenic amines 비 생산균,

B.C 독소 무생산 등 8개 항목

- 혈전분해 활성분석-protease

- 최종균주 : 10주 선별완료

Ÿ Fibrin plate method

- 선발된 균주 Bacillus licheniformis 와

B. subtilis 들의 fibrin 용해능 측정하여

혈전분해효소능 측정

¡ In vitro translation에 의한

혈전 용해 효소의 발현 및

활성 비교

100
Ÿ 혈전용해효소 탐색

Ÿ Nattokinase 발현 확인

4-2. 연차별 연구개발목표 및 달성도

¡ 1차년도
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¡ 청국장 제조를 통한 mRNA

발현 비교

(표준균주: 선발균주)

100

Ÿ Realtime PCR을 이용한 Serine

protease 발현비교 완료

Ÿ 청국장 발효경과시간에 따른 mRNA

prep.후 RNA seq. 분석

¡ 전통장류 발효식품의

메타지노믹스 분석을 통한

전체 발효균총 분석

100

Ÿ 메타 지노믹스 분석 시스템 (16S

rRNA gene) 가운데 9부분의 염기서열

비교를 통한 종 동정

¡ 선발 균주 2종의 NGS

기법을 이용한 유전체 구조

분석 및 유전체 비교

100

Ÿ Full genomic sequencing 시스템 구축

완료

Ÿ Full genomic sequencing 염기서열

결과 정리 완료

Ÿ 2종의 우수 균주 선발 완료

¡ B. licheniformis의

Multi-Locus Sequence

Typing (MLST)에 의한

분석

100

Ÿ 총 6종의 house keeping gene의

염기서열 분석 완료

Ÿ 특이 ST 데이터베이스에 등록 완료

[제1협동 (재)순창군발

효미생물관리센터]

전통장류 유래

기능성 미생물

소재의 탐색 및

메타지노믹스

분석을 통한 전체

발효 균총 분석

¡ 전통장류 유래 기능성

미생물 소재의 탐색 및

메타지노믹스 분석을 통한

전체 발효 균총 분석

100

Ÿ 전통장류 발효식품인 메주로부터

미생물의 분리 및 동정

Ÿ 전통장류 발효식품의 메타지노믹스분석을
통한 전체 발효 균총 1종 이상 분석 및
규명

Ÿ 분리 균주의 기능성 물질 생산 확인

Ÿ 선별 균주의 장류 적용을 위한 단백질
분해효소 및 전분분해효소 생산성 분석

Ÿ 선별한 기능성 미생물 소재에 대한

특성 및 기능성에 대한 DB 구축

Ÿ 신규 분리 곰팡이 균주의 동정 완료

[제2협동 (농)순창장류

(주)]

우수 기능성 미생물

소재를 이용한

고부가가치 기능성

장류 제품 개발

¡ 기능성 미생물 이용 청국장

발효공정 확립
100

Ÿ 개발 starter culture 이용 청국장 발효

(Lab scale) 조건 확립 완료

Ÿ 기존 청국장 발효와 기술개발 starter

culture 제품과 발효패턴비교 분석

Ÿ 청국장 시생산을 위한 발효조건 확립

완료

Ÿ 기능성/안정성 유용 균주의 특성에

적합한 배양조건, 스타터 접종량,

스타터의 형상 및 균주의 기능성을

극대화하기 위한 공정최적화 조건 설정

완료

¡ 기능성 강화 청국장 시제품

생산 및 마케팅
100

Ÿ 제품공정적용연구

Ÿ 제품 홍보 및 시장평가용 제품 생산

[제1위탁 원광대학교

산학협력단 대사성질

환연구소]

¡ 비만에 대한 전통장류 유래

기능성 미생물 소재 효능

검증을 위하여 동물 실험

실시

100

Ÿ 다양한 농도 시료에서 세포 생존률 측

정

Ÿ 세포 독성을 보인 농도 도출
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¡ 동물 실험에 대한 동물

영상장비 활용하여 지방

영상 분석

100
Ÿ 문헌조사, 실험동물 준비, 실험군에 맞

는 영상장비 세팅값 도출

[제2위탁 전북대학교]

전통장류로부터 유

용 박테리오파지의

분리·동정 및 유전

체학적 특성 규명

¡ 30개 이상의 전통장류 중

4종의 유해미생물 오염정도

모니터링

추가

(100)

Ÿ 106개의 다양한 장류샘플들로부터

4종의 유해미생물 오염여부 및

오염정도를 모니터링

Ÿ 높은 수준의 B. cereus 오염확인

Ÿ 약 21%의 장류가 C. perfringens에

오염됨

Ÿ E . coli의 경우 8개의 샘플에서

오염확인됨

Ÿ S. aureus의 오염은 확인되지 않음

¡ 30개 이상의 전통장류 중

유해미생물 특이

박테리오파지의 prevalence

100

Ÿ B. cereus 박테리오파지의 경우 된장과

청국장에서 약 15%의 비율로 존재가

확인됨

Ÿ E . coli의 경우 약 15%의 청국장

샘플에서 박테리오파지 분리

Ÿ C. perfringens 및 S. aureus 대상

박테리오파지는 분리되지 않음

¡ 30여개의 전통장류로부터

Cl. perfringens,

Staphylococcus aureus, B.

cereus 및 E . coli 를

사멸시키는 박테리오파지의

분리(5종 이상)

>100
Ÿ B. cereus 박테리오파지 15종 분리

Ÿ E . coli 박테리오파지 8종 분리

¡ Single Plaque을 2-3회

순수분리하고 대상균주에서

lysis 최적조건을 확립 후

PEG precipitation과 CsCl

gradient ultracentrifuge를

이용하여 3종 이상의

박테리오파지 대량생산

방법 확립

100

Ÿ B. cereus 박테리오파지 CP12와

CP22의 대량생산 방법 확립

Ÿ E . coli 박테리오파지 대량생산 방법

확립 계획
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

2차

년도

(2014)

[제1세부 공동 전북대

학교 산학협력단 연구

책임자: 백상호]

전통장류 유래

미생물의 기능성

탐색을 통한

고부가가치 우수

유산균 및 효모

발굴

¡ 전통장류로부터 GABA

(뇌기능촉진/항비만)을

고생산 효모의 분리, 특성

분석, 최적화

100

Ÿ 선발된 장류 유래 효모 2종의

생육조건 확립 완료

Ÿ 선발된 효모 2종의 특성 분석 완료

Ÿ GABA 고합성을 위한 whole-cell 반응

최적화 완료

¡ 전통장류로부터

c9,t11(항산화/항암) 및

t10,c12(항비만/면역증강)

고생산 유산균 분리, 특성

분석, 최적화

100

Ÿ 선정 유산균주 10종을 대상으로 GC를

이용하여 target CLA isomer(c9,t11

CLA, t10,c12 CLA) 생성 비율 검토

Ÿ Target CLA를 고생산하는 유산균주

10종 최종 선발 완료

Ÿ 선발된 유산균의 동정 완료

Ÿ FE-SEM에 의한 형태학적 분석 완료

Ÿ 선발된 유산균의 생육 가능 범위 설정

완료

Ÿ 선발된 유산균의 probiotics로서의

특성 분석 완료 (내산성, 내담즙성,

항균활성, 항생제 내성, 장내 부착능,

면역 활성)

Ÿ CLA 생산 최적화 조건 설정 완료

[제1세부 공동]

기능성 미생물

소재의 유전체

분석을 통한 잠재적

기능성 및 안전성

평가 및 우수균주

선별

¡ 우수균주선발 100

Ÿ 전국단위 장류샘플에서 바실러스

균주를 분리하여 안정성 및

기능성평가를 in vitro 상에서

실시하여 장류산업에 적용가능 우수균

선발 완료 (30종 선발→산업용

균주10종)

¡ B. licheniformis 2종의

유전체 구조 분석 및

유전체 비교 분석

100 Ÿ SCDB 14, SCCB 37균 WGS

¡ 청국장 제조를 통한 mRNA

발현비교
100

Ÿ SCDB 14균주의 청국장 발효중

protease군의 발현양상 비교

¡ in vitro translation 또는

단백질 발현 시스템에 의한

proteases효소의 발현 및

기능성 확인

100

Ÿ mRNA 수준에서 발현양의 차이를

보인 bacillopeptidase F와 Alkaline

serine protease의 발현 및 활성확인

→ 혈전분해능 보유

¡ 전통장류 유래 B.

licheniformis의

next-generation sequencing

(NGS)를 이용한 유용

유전자 선정 및 분류

100

Ÿ WGS data 분석을 통한 탄수화물 및

단백질 가수분해군과 특이유전자

분류완료

¡ B. licheniformis 2종의

유전체 구조 분석 및
100

Ÿ B. licheniformis 2종의 NGS Whole

genome sequencing 분석을 통한

¡ 2차년도
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유전체 비교 분석
유전체 구조 분석 및 유전체 비교

분석

[제1협동 (재)순창군발

효미생물관리센터]

전통장류 유래

기능성 미생물

소재의 탐색 및

메타지노믹스

분석을 통한 전체

발효 균총 분석

¡ 전통장류 유래 기능성

미생물 소재의 탐색 및

메타지노믹스 분석을 통한

전체 발효 균총 분석

추가

(100)

Ÿ 전통장류 발효식품인 된장으로부터

미생물의 분리 및 동정

Ÿ 전통장류 발효식품의 메타지노믹스분석을

통한 전체 발효 균총 1종 이상 분석 및

규명

Ÿ 분리 균주의 기능성 물질 생산 확인

Ÿ 선별 균주의 장류 적용을 위한 단백질

분해효소 및 전분분해효소 생산성 분석

Ÿ 선별한 기능성 미생물 소재에 대한

특성 및 기능성에 대한 DB 구축

Ÿ 신규 분리 곰팡이 균주의 동정 완료

[제2협동 (농)순창장류

(주)]

우수 기능성 미생물

소재를 이용한

고부가가치 기능성

장류 제품 개발

¡ 기능성 미생물 이용 고추장

발효공정 확립
100

Ÿ 기능성 미생물 이용 단 발효 및

고추장 발효특성 연구

Ÿ 기능성 유용 균주의 특성에 적합한

배양조건, 스타터 접종량, 스타터의

형상 및 균주의 기능성 최대화하기

위한 공정최적화 조건 설정

Ÿ 제공받은 균주에 따른 고추장의 색,

맛, 향에 따른 관능검사 실시

¡ 기능성 강화 고추장 시제품

생산 및 마케팅
100

Ÿ 제품공정적용연구

Ÿ 제품 홍보 및 시장평가용 제품 생산

[제1위탁]

우수 기능성 미생물

소재 및 이를

이용한 고부가가치

장류제품의 기능성

효능 검증

¡ 우수 기능성 미생물 소재의

아토피 피부염에 대한 효능

검증

100
Ÿ 아토피 피부염에 대한 전통장류 유래

기능성 미생물 소재 효능 검증

100

Ÿ 실험동물모델에서 전통장류 유래

기능성 미생물 소재가 아토피

피부염에 미치는 영향 분석

전통장류로부터

유용

박테리오파지의

분리·동정 및

유전체학적 특성

규명

¡ 순수 대량 생산된

박테리오파지를

투과전자현미경(Transmissi

on Electron Microcope)과

negative staining을

이용하여 파지의 형태학적

분류

100

Ÿ B. cereus 박테리오파지 CP12는

Myoviridae에 속하고 CP22는

Podoviridae에 속하는 것으로

분류됨(1차년도에 완료)

Ÿ E. coli 박테리오파지 ECP7는

형태학적으로 Caudovirales목

Siphoviridae family로 분석됨

¡ SDS-PAGE와 제한효소

절단 패턴 분석
100

Ÿ B. cereus 박테리오파지 CP12는 50과

85 kDa의 주요 구조단백질을 가지며,

CP22는 50과 75 kDa의 주요

구조단백질을 가지고 있음을

확인함(1차년도에 완료)

Ÿ E. coli 박테리오파지 ECP7의

구조단백질이 260, 140 kDa으로 나옴

¡ One step growth curve

분석을 통한
100

Ÿ One step growth curve 분석을 하기

전 E. coli 파지인 ECP7의 dsorption
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박테리오파지의 host lysis

분석
study의 최적화완료

¡ host range 분석 100

Ÿ 1차년도 결과 중 host range가 가장

넓은 B. cereus phage

2종(CP12,CP22), E. coli phage

1종(ECP7)을 선별함.

¡ 선택된 유용

박테리오파지의 genome

sequencing

Ÿ B. cereus phage 2종(CP12,CP22), E.

coli phage 1종(ECP7) 총 3종의

파지를 sequencing 진행해야 함.

¡ 전통장류로부터 Cl.

perfringens를 사멸시키는

박테리오파지의 분리

추가

(100)

Ÿ 현재까지 20개의 토양샘플과 30개의

하수샘플 그리고 약 100여개의

전통장류 샘플에서 Cl. perfringens

분리균을 채취하여 파지분리를 해본

결과 아직까지 Clostridium 파지는

발견되지 않음

¡ 장류로부터 분리한 B.

cereus균의 특성분석

추가

(100)

Ÿ 11개의 toxin gene을 이용하여

multiplexPCR을 진행하여 14개의

toxin 패턴을 얻었음.

Ÿ 14개 패턴 중 5개의 toxin을 가지고

있는 것들은 27.97%으로 가장 많았고

3개의 toxin gene을 가지고 있는

것들은 2.54%로 가장 적게 나타남.

Ÿ haemolysis test 결과 총 245개의 샘플

중 대부분(93.9%)이 양성으로 나타남.

Ÿ Starch hydrolysis test 결과 총

132개의 샘플 중 약 42.4%가 양성,

52.6%가 음성으로 나타남.
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

3차

년도

(2015)

[제1세부 공동 전북대

학교 산학협력단 연구

책임자: 백상호]

전통장류 유래

미생물의 기능성

탐색을 통한

고부가가치 우수

유산균 및 효모

발굴

¡ GABA 고생산 효모를

사용한 발효식품 적용
100

Ÿ 천연 식물 소재를 사용한 와인제조를

위한 7종의 GABA 생성 유용 효모를

선별

Ÿ 복분자 와인 제조를 위한 GABA 고생

산 효모의 적정 접종량, 최적 발효 온

도, 시간 설정

Ÿ 유용 효모 적용에 따른 복분자 와인의

GABA 생성량 확인

¡ 유산균으로부터 CLA 생성

효소정제 및 특성 분석
100

Ÿ 선발된 유산균으로부터 CLA를 생성하

는 linoleic acid isomerase 효소 유전

자 서열 분석

Ÿ qRT-PCR을 이용한 linoleic acid 존재

유무에 따른 CLA 생성 유전자

CLA-HY, CLA-DH, CLA-DC의 발현

량 변화 분석

Ÿ CLA-HY, CLA-DH, CLA-DC의 발현

량 변화에 따른 c9,t11-CLA와

t10,c12-CLA 이성질체 생성의 상관관

계 규명

¡ CLA 고생산 유산균을

사용한 발효식품 적용
100

Ÿ 3종의 고 CLA 생산 유산균을 사용한

고추장 제조 적용

[제1세부 공동]

기능성 미생물

소재의 유전체

분석을 통한 잠재적

기능성 및 안전성

평가 및 우수균주

선별

¡ 우수균주 20종 선별 100

Ÿ B. subtilis 12종, B. licheniformis 

7종, B. amyloliquefaciens 1종 선별

Ÿ 2016.11.19.일 이후 

순창군발효미생물관리센터 기탁 예정

¡ 산업용 용도의 B. subtilis

1종, B. licheniformis 1종의

유전체 구조 및 주요

유전자에 대한 염기 서열의

변이 비교

100

Ÿ B. subtilis BS16045, B. 

licheniformis BL1202균주의 유전체 

구조 및 염기서열 비교

¡ 3년간 얻어진 각 균주

유전체 지도의 비교
100

Ÿ B. licheniformis SCDB34, SCKB11, 

SCDB14, SCCB37, BL1202 및 B. 

subtilis BS16045의 유전체지도 비교

¡ 청국장제조를 통한 mRNA

발현

¡ 청국장제조 발효시간별

mRNA prep.후 RNA

seq.분석

100

Ÿ B. licheniformis SCKB11 및 

BL1202, B.subtilis BS16045를 

이용한 청국장 제조 후 6, 12, 

24시간별 transcriptom 분석

¡ 산업체 사용을 위해 선발한

6종의 Bacillus 유전체의

transcriptome 결과를

바탕으로 장류 제조

조건에서 유전자

발현지도의 작성

100

Ÿ B. licheniformis SCDB34, SCKB11, 

SCDB14, SCCB37, BL1202 및 B. 

subtilis BS16045의 유전자 발현지도 

작성

¡ 3차년도
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[제1협동 (재)순창군발

효미생물관리센터]

전통장류 유래

기능성 미생물

소재의 탐색 및

메타지노믹스

분석을 통한 전체

발효 균총 분석

¡ 전통장류발효식품으로부터

세균, 곰팡이 분리/ 동정
100

Ÿ 전통장류 유래 미생물 소재 탐색을 위

한 고추장 시료 104종 확보

Ÿ 고추장으로부터 세균 667종, 곰팡이 14

종 분리 및 동정

¡ 분리균주의 기능성 분석/ 특

성 분석
100

Ÿ 분리 균주의 장류 적용을 위한 단백질,

전분, 섬유소 분해 효소 생산성 분석

Ÿ 분리 균주의 항산화(DPPH, SOD),

biogenic amine 생성여부, 항균활성,

항비만 활성, 혈전용해 활성 등 기능성

분석 및 특성 분석

Ÿ Bacillus cereus 독성 유전자 확보 여

부 조사

Ÿ 최종 선별 균주 10종에 대한 청국장

제조를 실시하여 glumate 생성능, 점

질물 생성능 등 분석

¡ 전통장류 발효식품의 메타지

노믹스 분석을 통한 전체 발

효 균총 분석

100

Ÿ 전통장류 발효식품인 고추장 55종에

대한 메타지노믹스 분석을 통한 전체

발효 균총 1종 이상 분석 및 규명

¡ 선별한 기능성 미생물 소재

에 대한 특성 및 기능성에

대한 데이터베이스 구축 및

분양 시스템 확립

100

Ÿ 고추장으로부터 선별한 기능성 미생물

소재에 대한 특성 및 기능성 연계 DB

시스템 구축

[제2협동 (농)순창장류

(주)]

우수 기능성 미생물

소재를 이용한

고부가가치 기능성

장류 제품 개발

¡ 기능성 미생물 소재(메주)

이용 된장/간장

숙성 연구

100

Ÿ 메주이용 된장/간장 발효특성 연구

Ÿ 발효공정 최적화 연구 및

시험생산 (Pilot scale)

Ÿ 제품의 자가품질검사 의뢰

Ÿ 기능성 소재 이용 된장/간장의

장류 및 관능 품질 분석

¡ 기능성 미생물 소재(메주)

이용한 된장/간장

시제품 생산

100
Ÿ 제품 홍보 및 제품출시

Ÿ 시제품 품목제조보고 완료

[제1위탁]

우수 기능성 미생물

소재 및 이를

이용한 고부가가치

장류제품의 기능성

효능 검증

¡ 면역증진에 대한 전통장류

유래 기능성 미생물 소재

효능 검증

100
Ÿ 시판제품(대조군)과의 비교를 통한

개발제품의 기능성 효능 검증

¡ 실험동물모델에서 전통장류

유래 기능성 미생물 소재가

면역증진에 미치는 영향

분석

100

Ÿ 면역활성 평가를 위한 질환동물

모델의 제작

Ÿ 균주로 제작된 간장, 된장의 대장

염 증상완화 효과 검증

Ÿ 면역활성 평가를 통한 개발장류제

품의 혈청 내 사이토카인 측정을

통한 면역활성도 검증

전통장류로부터

유용

박테리오파지의

분리·동정 및

유전체학적 특성

규명

¡ Sequence analysis 100

Ÿ BCP12의 complete genome

sequencing 완성

Ÿ BCP22와 ECP7의 partial genome

sequencing

¡ 액체배지에서 박테리오파지

의 유해균 증식억제 연구
100 Ÿ BCP12, BCP22와 ECP7을
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이용하여 액체배지에서 B.

cereus와 E. coli의 증식을 억제할

수 있음을 확인

¡ 식품에서 박테리오파지의 유

해균 증식억제 연구
100

Ÿ BCP22와 ECP7을 이용하여 B.

subtilis의 생육에는 영향이 없이

유해균만을 단독 또는 동시에

제어가 가능함을 확인함

¡ 장류로부터 분리한 B. cereus

균의 특성 분석(포자형성능

력, motility, cytotoxicity)

>100

Ÿ 전통장류 유래 B. cereus의

toxigenic gene profile,

cytotoxicity test를 통해

분리균들의 유해성을 가늠할 수

있었고, 일관되게 높은

포자형성능력과 biofilm 형성능

확인을 통해 B. cereus 제어의

필요성을 다시 한 번 확인할 수

있었음

세부과제명

관련분야 기술개발 

수준 (점수/100점)

달성된 연구목표의 

기술수준 

(점수/100점)

달성된 연구목표의 우월성, 

기여한 점

국내 국외 국내 국외

¡ 전통장류 유래 기능성

미생물 소재의 탐색 및

메타지노믹스 분석을 통한

전체 발효 균총 분석

40 80 70 80

- 전통발효식품(고추장)으로부터

유용 고초균 및 곰팡이 분리

(항비만, 항아토피 활성), 특성

분석

- 국내 고추장 시료의 메타지노

믹스 분석을 통한 전체 발효

균총 분석

- 확보 기능성 미생물 자원의

기능성 기반 DB 구축 및 분

양 시스템 구축

¡ 기능성 미생물 소재의

유전체분석을 통한 잠재적

기능성 및 안전성 평가 및

우수 균주 선별

20 50 90 60

- 전통 장류에서 분리한 우수

토종 Bacillus를 분리하고 이

들의 전 유전체 분석을 수행

함으로서 유용 유전자를 통한

우수 균주 선발 방법의 확립

과 타 용도에 이들 균을 사용

할 수 있는 기반을 확립했음

¡ 전통장류 유래 미생물의

기능성 탐색을 통한

고부가가치 우수 유산균 및

효모 발굴

20 60 90 60

- 전통장류 발효식품으로부터

유용 효모와 유산균의 분리

(GABA, CLA 고생산) 분리,

특성 분석, 최적화 및 고추장,

와인과 같은 발효식품으로의

4-3. 관련분야 기여도
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적용 가능성 검증

¡ 우수 기능성 미생물 소재를

이용한 고부가가치 기능성

장류 제품 개발 및 기능성

평가

- 기능성 미생물 소재(메주)

이용 된장/간장/고추장 숙성

연구와 이를 이용한 관련제품

시제품 생산 출시

- 질환동물모델을 이용한 개발

장류 (청국장, 고추장, 간장,

된장)제품의 항비만, 항아토피,

면역활성 검증, 대조군(시판제

품)과 비교를 통한 개발제품의

우수 기능성 검증

¡ 전통장류로부터

유용박테리오파지의

분리·동정 및 유전체학적

특성 규명

50 20 70 20

- 국외에서는 박테리오파지를

이용하여 B. cereus를 전통장

류에서 제어하려는 연구는 진

행되고 있지 않음

- 다만 다양한 다른 식품군에서

L. monocytogenes 및

Salmonella등을 제어하려는 노

력들이 진행되고 있음
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코드번호 D-07

¡ 장류의 발효에 관여하는 우수균주를 확보하여 전통식품의 기능성 제품의 확보 가능

¡ 전통장류 생산을 위한 기능성, 안전성이 확보된 전통 발효식품 유래 유용균주 제공 가능

¡ 상업용 Bacillus 균주의 선발을 위해 유전자 marker 제작을 통한 전통장류로부터 우수 균주 선발

¡ Bacillus 유전체 분석 결과 및 RNA-sequencing을 통해 RT-PCR에 의한 유용 유전자 또는 유해 유

전자들의 빠른 분석 방법 개발

¡ 청국장 생산 동안 RNA-sequencing의 결과를 활용하여 발현되는 유전자군을 비교함으로서 최적 생산

을 위한 배양시간 결정

¡ 적용 균주에 따른 장류 제조 방법을 적용하여 전통의 풍미를 유지면서도 체계적이고 대량생산이

가능한 제조공정 확립을 통해 전통 장류 유통시장의 확대 가능

¡ 지역 특산물을 이용한 고부가가치 기능성 식품 개발을 통하여 지역 특산물의 이미지 제고 및 홍보

등에 활용가능

¡ 본 과제의 수행을 통하여 확보된 기능성 미생물 소재의 DB(database)구축을 통하여 관련 분야에

적용 가능.

¡ 본 연구를 통해, 2006년 전통장류에서 B. cereus의 규제수준이 제정된 후 10년이 지난 현재에도 전통

장류의 안전성이 확보되지 않았음을 확인할 수 있었고, 더 나아가 전통장류에 오염된 B. cereus 분리

균들이 다양한 독소 유전자를 포함할 뿐만 아니라 포자형성능도 탁월함을 확인함으로써 전통장류에서

B. cereus 제어의 필요성을 다시 한번 확인할 수 있는 계기가 되었음.

¡ 박테리오파지를 이용하여 전통장류에서 B. cereus를 제어하는 연구는 유용균인 B. subtilis의 생육에

는 영향을 끼치지 않으면서 유해균만을 특이적으로 제어할 수 있다는 점에서 다른 항생물질들과는 뚜

렷한 차별성을 보이며, 본 연구를 포함하여 뚜렷할 가능성을 확인할 수 있었음.

¡ 그러나 특성 분석된 박테리오파지들의 genome sequencing과 bioinformatic 분석 결과는 이러한 박테

리오파지들이 식품에 직접 사용하기에는 부적합함을 확인했으며, 이에 따라 식품 grade 박테리오파지

의 분리가 필요함.

¡ 현재 미생물 자원은 화학, 환경, 공업, 의약, 식품 등 다양한 산업에 간접 또는 직접적으로 활용되

고 있으며 그 활용범위는 매년 확대되고 있어 본 과제를 통해 확보된 미생물 자원의 DB를 통한

각 산업 분야의 기업체 및 연구원 등 다양한 기관에서 활용 가능한 기능성 미생물 소재 제공 및

이를 통한 국내 발효식품 유래 미생물 자원의 산업화 기반 구축

¡ 미생물 유전체 활용 기술을 접목한 전통발효식품의 균총 분석을 통하여 국내 전통 발효식품의 미

생물상 제공 및 다양한 식품의 응용을 위한 기초 자료 제공

¡ 전통발효식품으로부터 미생물 자원, 유용유전자원 확보를 통하여 전통발효식품의 우수성을 증명할

수 있는 자료로 활용가능

¡ 개발을 통하여 습득한 생물공정기술 및 기능성 평가 기술을 활용하여 천연물/식물자원의 활용도

향상

¡ 발굴한 기능성 미생물 소재의 농축수산업 분야 및 바이오산업분야 등 다양한 분야의 핵심 소재로

이용이 가능.

¡ 연구 과제를 통하여 개발된 기능성 미생물 소재의 (농)순창장류(주)에 기술이전을 통한 고부가가치

장류 식품 개발

¡ 연구 과제를 통하여 개발된 장류제품에 대한 면역활성 평가를 통한 기능성식품으로서의 고부가가

치 창출

¡ 개발제품의 기능성 검증을 통한 균주 소재의 우수성 확보 및 균주를 이용한 추가응용제품의 활용

제5장 연구결과의 활용계획
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가능

¡ 전통발효식품으로부터 미생물 자원, 유용유전자원 확보 및 데이터베이스 구축으로 지식전달 및 전

통 발효식품 연구 활성화 및 경제적 활용성 증대

¡ 전통장류식품에 토종우수발효미생물을 이용함으로서 단순가공식품에서 기능성 발효제품으로의 시

장개척과 기반 조성가능
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코드번호 D-08

번

호
제목 저자 및 학회지명 연구 정보 내용 요약 년도

1

Improvement of Bacillus subtilis

for poly-γ-glutamic acid

production by genome

shuffling

Zeng 외,

Microbial

Biotechnology,

26;9(6):824-33

Genome shuffling을 사용해 Bacillus

subtilis 균주의 돌연변이를 만들어

PGA 생산량을 1.9배 증대했음

(34.3g/L)

2016

2

Significantly enhancing

recombinant alkaline amylase

production in Bacillus subtilis

by integration of a novel

mutagenesis-screening strategy

with systems level fermentation

optimization.

Ma 외.

J Biol Eng.

(Electronic) 17;10:.

B. subtilis 168로 부터 새로운 ARTP

돌연변이 선발 방법과 발효최적화를

통해 alkaline amylase 활성이 1.34배

증가했다.

2016

3

Identification of Differentially

Expressed Genes during

Bacillus subtilis Spore

Outgrowth in High-Salinity

Environments Using RNA

Sequencing.

Nagler 외.

Front Microbiol.

06;7:.

B.subtilis를 고염 상태인 1.2 M

NaCl를 함유 배양동안 RNA

sequencing을 이용하여 . 유전자

발현을 조사하였다. 90분 노출 동안 이

유전자들 중 402개는 upregulation 된

반면 632개는 downregulation 되었다.

2016

4

Production of lipopeptide

biosurfactants by Bacillus

atrophaeus 5-2a and their

potential use in microbial

enhanced oil recovery.

Zhang 외.

Microb Cell Fact.

3;15:.

B. atrophaeus에 의해 생산되는

생체계면활성제인 lipopeptide의

원유제거 효과를 검사한 결과

0.77g/L를 basal medium에서 생산했고

모래에 오염된 원유의 90-93%를

제거했다.

2016

5

Complete Genome Sequence of

the Endophytic Biocontrol

Strain Bacillus velezensis

CC09.

Cai 외

Genome Announc.

29;4(5):.

endophytic B. velezensis strain

CC09의 전유전체 분석을 통하여 식물

곰팡이 질병을 치료하는데 관여하는

다수의 유전자들을 분리하였다.

2016

6

Immobilization of Bacillus

amyloliquefaciens SP1 and its

alkaline protease in various

matrices for effective hydrolysis

of casein.

Guleria 외

Biotech. 6(2):.

B. amyloliquefaciens SP1 protease가

calcium alginate, agar and

polyacrylamide에 고정화되었다

18일간의 연속 배양 결과 잔여 효소은

polyacrylamide 에서 가장 높았다

2016

7

Rapid evolution of hyaluronan

synthase to improve hyaluronan

production and molecular mass

in Bacillus subtilis.

Zhang외

Biotechnol Lett.

38(12):2103-2108

Streptococcus zooepidemicus.의

hyaluronan synthase (HAS)를

Bacillus subtilis에서 빠른 진화

방법으로 돌연변이를 시킨 후 그

생산량과 분자량 크기가 증가했다.

2016

8

Whole genome shotgun

sequence of Bacillus

amyloliquefaciens TF28, a

biocontrol entophytic bacterium.

Zhang외

Stand Genomic Sci.

21;11:.

Bacillus amyloliquefaciens TF28 는

식물 감염 곰팡이균의 억제제로

사용되어 생물농약에 이용가능하다. 그

유전체 분석이 시도되었다.

2016

9 Biosorption of lead, copper and Shameer S B. licheniformis, B. cereus, B. 2016

○ NCBI PubMed data 검색(key word: Bacillus subtilis) 결과 32,326 종의 논문이 발표되었고,

2015-2016년에 유전체 분석 및 산업용 용도로 분류된 논문 중 주요 논문으로 판단된 것을 예시했음.

제6장 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보
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cadmium using the extracellular

polysaccharides (EPS) of

Bacillus sp., from solar salterns

Biotech. 6(2):.

subtilis의 한 균주가 생산하는 세포외

중합당이 납, 구리, 카드뮴을

흡착하였고, 이들 중 납 흡착량이

90%로 가장 높았다.

10

Near complete genome sequence

of the animal feed probiotic,

Bacillus

amyloliquefaciens H57.

Schofield외

Stand Genomic Sci.

6;11(1):.

동물사료용 Bacillus

amyloliquefaciens의 한 균주의 유전체

분석결과 항생제 합성에 관련한

유전자들을 함유했다.

2016

11

Identification of endophytic

Bacillus mojavensis with highly

specialized broad spectrum

antibacterial activity.

Jasim외

Biotech. 6(2):.

Bacillus mojavensis 균주가 넓은

범주의 세균 증식을 억제하는

항생물질을 생산했다.
2016

12

Antifungal Activity of Isolated

Bacillus amyloliquefaciens

SYBC H47 for the Biocontrol of

Peach Gummosis

Li외

PLoS One. 1;11(9):.

Bacillus amyloliquefaciens 선발

균주는 항곰팡이 활성을 지녀

생물농약으로 사용할 수 있다.

2016

13

Optimization of protease

production from

surface-modified coffee pulp

waste and corncobs using

Bacillus sp. by SSF.

Kandasamy외

Biotech. 6(2):.

농산물폐기물 이용의 일환으로 커피

펄프에서 발효시킨 Bacillus로부터

protease의 생산

2016
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제7장 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

○ 해당사항 없음. 
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제8장 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치 

장소)

NTIS장비

등록번호

없음.
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제9장 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적

코드번호 D-11

○ 없음. 
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코드번호 D-12

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impact 

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사 

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수 등)

1 논문

Effects of Indigenous

Yeasts on

Physicochemical and

Microbial Properties of

Korean Soy Sauce

Prepared by Low-salt

Fermentation

전북대 교신

Food

microbiology/

England

3.68 2015.10 단독사사 SCI

2 논문

Effect of lactobacilli

from jeotgal on atopic

dermatitis

원광대 교신

Experimental

and

Therapeutic

Medicine/Gre

ece

1.28 단독사사 SCI

3 논문

Complete genome

sequence analysis and

identification of putative

metallo-beta-lactamase

and SpoIIIE homologs

in Bacillus cereus
group phage BCP8-2, a

new member of the

proposed Bastille-like

group

전북대 교신
Archives of

Virology/Aus

tria

2.255 2015.10.01
중복사사

(50%)
SCI

4 특허

바이오제닉 아민을

생산하지 않고, 유해

미생물에 대한

항균활성이 있는

바실러스 서틸리스 SCJ1

균주 및 이의 용도

(재)발효미

생물산업진

흥원

대한민국 2016.01.21 단독사사 출원

5 특허

바이오제닉 아민을

생산하지 않고, 유해

미생물에 대한

항균활성이 있는

바실러스 서틸리스 SCJ4

균주 및 이의 용도

(재)발효미

생물산업진

흥원

대한민국 2016.01.21 단독사사 출원

제10장 연구개발과제의 대표적 연구실적
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제11장 기타사항
코드번호 D-13

○ 없음. 
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코드번호 D-14

[제1장]

1. Kishino S, Ogawa J, Yokozeki K, Shimizu S (2011) Linoleic acid isomerase in Lactobacillus

plantarum AKU1009a proved to be a multi-component enzyme system required oxidoreduction

cofactors. Biosci Biotechnol Biochem 75(2) 318-322.

2. Kishino, S., Takeuchi, M., Park, S. B., Hirata, A., Kitamura, N., Kunisawa, J., Arai, H. (2013).

Polyunsaturated fatty acid saturation by gut lactic acid bacteria affecting host lipid

composition. Proceedings of the National Academy of Sciences, 110(44), 17808-17813.

[제2장]

1. Kurtz, S., Phillippy, A., Delcher, A. L., Smoot, M., Shumway, M., Antonescu, C., & Salzberg,

S. L. 2004. Versatile and open software for comparing large genomes. Genome biology, 5(2), 1.

2. PSJ (The pharmaceutical society of Japan). 2005. Methods of analysis in health science, pp.

180–182. Kanehara & Co. Ltd., Tokyo, Japan.

3. Smělá, D., Pechová, P., Komprdá, T., Klejdus, B., and Kubáňň, V. 2003. Liquid chromatographic

determination of biogenic amines in a meat product during fermentation and long-term storage.

Czech J. Food Sci. 21, 167–175.

4. Tamura, K., and Nei, M. 1993. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the

control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Mol.Bio.Evol.10, 512-526.

5. Tamura, K., Peterson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nei, M., and Kumar, S. 2011. MEGA5:

Molecular evolutionary genetics analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance,

and Maximum Parsimony methods. Mol. Biol. Evol. 28, 2731–2739.

6. Thompson, J.D., Higgins, D.G., and Gibson, T.J. 1994. CLUSTAL W: Improving the sensitivity

of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap

penalties and weight matrix choice. NucleicAcidsRes.22,4673-4680.

[제5장]

1. 김길수, 홍주헌(2012) 칡(Pueraria thunbergiana)추출물 청국장 캡슐의 ob/ob Mice에 대한 항비만

효과 한국식품영양과학회지 41(6), 782-789

2. 최한석, 정석태, 최지호, 강지은, 김유진, 노종민, 김명곤(2012), 장수버섯 배양법에 의해 urushiol이

제거된 발효옻 추출물이 된장발효에 미치는 영향, 한국균학회지, 40(4), 244-253

3. 황재성, 김재영 (2012), Bacillus licheniformis B1을 이용한 검은콩 청국장 발효, Korean Journal of

Microbiology 48(3), 216-219

4. 안용근(2011) 청｠국장발효시의성분변화및펩티드의생성, Korean J. Food & Nutr.24(1) 124-131
5. 복진영 (1993) 청국장 메주발효과정중의 화학성분 변화 및 숙성중 Alkyl pyrazine류의 변화

6. Park, Y. M. : Advances in the pathophysiology of atopic dermatitis. Pediatr. Allergy Respir.

Dis. (Korea). 16(3):189-196. Korean.

7. Ronald Ross Watson외 1명, Bioactive Dietary Factors and Plant Extracts in Dermatology.

Springer Verlag, 2012

8. 석영란, 김영활 (1994), Bacillus licheniformis CN-115 균주를 이용한 청국장 제조 과장에 있어서

단백질 및 아미노산의 변화, 한국농화학회지, 37(2), 65-71
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기술개발사업의 연구보고서입니

다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기

술개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.



[별첨 1]

연구개발보고서 초록

과 제 명

(국문) 전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 활용한 고부가가치 제품 개발

(영문) Development of high value-added products that utilized functional

microbial-resources isolated from fermented soybean

주관연구기관 전북대학교 산학협력단
주 관 연 구

책 임 자

(소속) 전북대학교 산학협력단

참 여 기 업 (농)순창장류(주) (성명) 백 상 호

총연구개발비

(1,350,000천원)

계 1,350,000 총 연 구 기 간 2013.11.20.～2016.11.19 (3년)

정부출연

연구개발비
1,050,000

총 참 여

연 구 원 수

총 인 원 34

기업부담금 300,000 내부인원 34

연구기관부담금 외부인원

○ 연구개발 목표 및 성과

1. 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효균총 분석

2. 전통장류 유래 미생물의 기능성 탐색을 통한 고부가가치 우수 유산균 및 효모 발굴

3. 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및 유전체학적 특성 규명

4. 기능성 미생물 소재의 유전체분석을 통한 잠재적 기능성 및 안전성 평가 및 우수 균주 선별

5. 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장류 제품 개발 및 기능성 평가

○ 연구내용 및 결과

1. 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및 메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효균 총 분석

완료 (데이터베이스 구축 완료)

2. 전통장류 유래 미생물의 기능성 탐색을 통한 고부가가치 우수 유산균 및 효모 발굴 완료 (기능성

발효소재 8건)

3. 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동정 및 유전체학적 특성 규명 완료 (3건 완료)

4. 기능성 미생물 소재의 유전체분석을 통한 잠재적 기능성 및 안전성 평가 및 우수 균주 선별 완

료 및 협동기관에서 제품화

5. 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장류 제품 개발 및 기능성 평가 (아토피치

료에 도움을 주는 고추장 등 기능성 발효제품 3건 완료)

○ 연구성과 활용실적 및 계획

- 아토피치료에 도움을 주는 고추장 등 기능성 발효제품 3건 (연매출 195천만원, 2015~16년 달성)

- 기능성발효소재 8건, 특허출원 7건 및 국제 SCI논문 10건

- 홍보실적 20건 및 타 연구개발사업에의 활용 5건



[별첨 2]

자체평가의견서

1. 과제현황

코드번호 D-15

과제번호 313037-3

사업구분 고부가가치식품기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 고부가가치식품기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 활용한 고

부가가치 제품 개발
과제유형 (기초,응용,개발)

연구기관 전북대학교 산학협력단 연구책임자 백 상 호

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도
2013.11.20.

~2014.11.19
350,000 100,000 450,000

2차년도
2014.11.20.

~2015.11.19
350,000 100,000 450,000

3차년도
2015.11.20.

~2016.11.19
350,000 100,000 450,000

4차년도

5차년도

계 1,050,000 300,000 1,350,000

참여기업 농업회사법인 순창장류(주)

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차년도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2016년 12월 26일

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

전북대학교 산학협력단 부교수 백 상 호 

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.



Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

평가: 아주 우수.

본 전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 활용한 고부가가치 제품 개발과제는 기능성 미생물 소재의 확

보, 유전체 분석, 기능성∙안전성 검증을 통하여 산업화 가능한 우리나라 고유의 스타터 및 이를 활용한 

제품개발과 그 효능을 검증하였을 뿐만 아니라 이러한 과학적 기반을 산업화 할 수 있는 기반을 조성

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

평가: 아주 우수.

기존에 수입에 의존해왔던 상업용 균주의 사용으로 인한 발효식품 품질의 획일화에 대체하기 위하여 

전통 발효식품유래 유용 균주를 획득하고 자원화 함으로써 지역 농가 및 발효식품 산업에 경제적인 효

과를 기대할 수 있음. 

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

평가: 아주 우수

장류 산업의 경우 위생적으로 안전하며 기능성이 뛰어난 미래수요자에 특화된 제품을 개발하기 위해서

는 미생물의 개발이 필수인데 본 과제를 통해 유전적 생화학적 안전성과 기능성이 확인된 우리의 미생

물 종균을 제공 가능해짐에 따라 종균을 이용한 생산기반이 미흡한 신생기업 및 농가 위주로 꾸준히 

증가할 것으로 기대됨.

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

평가: 아주 우수

전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색, 발효균총분석 및 안정성 평가, 유용 유산균, 효모, 박테리오

파지 분리 및 특성규명, 고부가가치 기능성 장류 제품 개발 및 효능 평가 등의 연구개발 계획을 모두 

100% 이상 달성하였음. 

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

평가: 아주 우수

전통장류에서 분리된 21종 생명자원의 KACC, KCCM, NCBI에 등록하였고, 국제저명학술지를 포함한 

SCI논문을 10건 게재하였음. 또한 균주 특허 7건을 출원, 3건 등록됨. 



Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

우수 발효 균주 선별 (24종) 15 >100

Ÿ 우수 발효 균주 30종 선별 (유해균 

억제 및 고발효능 보유 Bacillus 균

주)

항비만, 항산화, 혈전용해 활성보유 

균주선별 (18종)
15 >100

Ÿ 항비만 활성 보유균주 25종 선별

Ÿ 항산화 활성 보유균주 35종 선별

Ÿ 혈전용해활성 보유균주 144종 선별

기능성 균주 유전체 분석 (3건) 20 >100 Ÿ Bacillus sp. 3종 9건 분석 완료

GABA, CLA 고생산 균주분리 (2종) 10 >100

Ÿ 전통장류로부터 GABA, CLA 고생

산 균주 10종 분리

Ÿ GABA, CLA 고생산 조건 최적화

Ÿ 선별균 발효식품 적용 가능성 확인

박테리오파지 분리 (10건), 

Complete genome sequencing 

(4건) 및 박테리오파지 이용 유해균 

의 제어기술 확보 (1건)

10 >100

Ÿ 박테리오파지 10건 이상 분리

Ÿ BCP12의 complete genome 

sequencing 및 BCP22와 ECP7의 

partial genome sequencing과 

bioinformatics 분석 완료, 

Ÿ 청국장에서 B. cereus와 E. coli를 

박테리오파지를 이용하여 동시에 제

어하는 기술 확보

고부가가치 기능성 장류 개발 (2건) 10 >100
Ÿ 고추장, 메주, 된장 및 간장 (4건)의 

장류 개발 

고부가가치 기능성 장류 효능 (비만, 

아토피개선, 면역증진) 평가 (3건)
10 >100

Ÿ 고부가가치 기능성 장류 효능 (비만, 

아토피개선, 면역증진) 평가 완료

지식재산권 (논문 10편) >100
Ÿ 논문 6편 게재완료, 4편 게재확정, 

1편 투고완료

지식재산권 (특허 5건) >100

Ÿ 지식재산권 특허 7건 출원

Ÿ 특허 3건 등록 완료

Ÿ 특허 2건 등록 진행 중 (2017년 상

반기 등록 예정)

기능성 미생물 소재화 (2건) 10 >100 Ÿ 기능성 미생물 소재 등록 17건 완료

합계 100점 100점

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

본 연구과제는 전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 활용한 고부가가치 제품 개발을 위한 과제의 목표

한 기능성 미생물 소재의 확보, 유전체 분석, 기능성 검증 및 이를 스타터로 이용한 제품개발이 설정된 

목표에 적절하게 수행되었으며 분리된 21종 생명자원의 KACC, KCCM, NCBI에 등록완료, 분리된 미

생물로 제작한 기능성 고추장, 된장/간장 시제품의 사업화, 논문 10건, 특허 7건의 우수한 성과를 달성

하였음. 따라서, 연구목표 대비 매우 우수한 연구 성과를 도출하였음



2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

본 연구의 목표 달성을 위하여 전통발효식품 유래 기능성, 안전성이 입증된 미생물 소재인 효모, 유산

균, 세균의 산업적 적용가능성을 제시하였으며 특히, Bacillus 유전체 분석을 통해 발효용, 사료 퇴비

용, 의약용품 및 환경 정화보전 등의 목적으로 사용 가능한 유전자 분석을 완료하여 추후 관련 산업에 

활용 가능한 기반을 마련함. 

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

현재 미생물 자원은 화학, 환경, 공업, 의약, 식품 등 다양한 산업에 간접 또는 직접적으로 활용되고 있

으며 그 활용범위는 매년 확대되고 있어 본 과제를 통해 확보된 미생물 자원의 DB를 통한 각 산업 분

야의 기업체 및 연구원 등 다양한 기관에서 활용 가능한 기능성 미생물 소재 제공 및 발굴한 기능성 

미생물 소재의 농축수산업 분야 및 바이오산업분야 등 다양한 분야의 핵심 소재로 이용하여 단순가공

식품에서 기능성 발효제품으로의 시장개척과 기반 조성가능 가능할 것임. 

Ⅳ. 보안성 검토

 o 연구책임자의 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

해당사항 없음. 

2. 연구기관 자체의 검토결과

해당사항 없음. 



당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 전통장류 유래 기능성 미생물 소재의 탐색 및

메타지노믹스 분석을 통한 전체 발효 균총 분

석

1. 전통장류로부터 우수 발효 균주 30종선별(B.

cereus, S. aureus 억제균주, 고발효능 보유

Bacillus 균주)

2. 항비만 활성 보유균주 25종, 항산화 활성 보유균

주 35종, 혈전용해 활성 보유균주 144종선별

3. 전통발효식품 메주, 된장, 고추장에 대한 메타지

노믹스 분석을 통한 전체 발효 균총분석

4. 우수 발효 균주의 기능성 및 균주 특성 연계

DB 구축

② 전통장류 유래 미생물의 기능성 탐색을 통한

고부가가치 우수 유산균 및 효모 발굴

1. 전통장류로부터 GABA생성 효모의 분리 및 발

효식품으로의 적용: GABA고생성 효모 7종 분

리, 1종의 효모를 복분자 와인 발효에 적용

2. 전통장류로부터 CLA생성 유산균의 분리 및 발

효식품으로의 적용: CLA고생성 유산균 10종 분

리, 3종의 유산균을 아토피 효능 검증 및 고추장

발효에 적용

③ 기능성 미생물 소재의 유전체분석을 통한 잠재

적 기능성 및 안전성 평가 및 우수 균주 선별

1. 토종 Bacillus 균주 선발로 해외 수입이 아닌 국

내산 균주의 이용이 가능해 졌음(목표 대비

100%)

2. 이들 중 산업적으로 즉시 사용가능한 6종의 전

[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 □자유응모과제 ☑지정공모과제 분 야

연구과제명 전통장류 유래 기능성 미생물 소재를 활용한 고부가가치 제품 개발

주관연구기관 전북대학교 산학협력단 주관연구책임자 백 상 호

연구개발비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

1,050,000천원 300,000천원 1,350,000천원

연구개발기간 2013.11.20.~2016.11.19. (3년)

주요활용유형
□산업체이전 □교육 및 지도 □정책자료 ☑기타(자체사업화)

□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과



유전체를 분석하고 이들 간 유전체를 비교함으

로서 유용 유전자의 종류를 파악하고 이들 유전

들이 산업적으로 사용가능성을 예측할 수 있게

되었음(목표대비 100%)

3. 청국장 제조동안 Bacillus mRNA의 양을

RNA-Seq을 통해 시간 별 비교함으로서 청국장

발효 과정동안 일어나는 대사 변화를 확인하여

이 과정을 제조업체에 제공할 수 있게 되었음

(목표대비 100%)

④ 전통장류로부터 유용 박테리오파지의 분리·동
정 및 유전체학적 특성 규명

1. 전통장류 중 4종의 유해세균 대상 박테리오파지

의 prevalence 연구결과 B. cereus 또는 E. coli

를 감염시키는 박테리오파지가 존재함을 확인

2. 분리된 박테리오파지의 다양한 특성분석을 통해

박테리오파지의 유용성을 확인했는데, 특히 청국

장 실험에서 유용균인 B. subtilis의 증식에는 영

향을 주지 않으면서 타겟 세균인 B. cereus와 E.

coli를 단독 또는 동시에 효과적으로 제어할 수

있음을 확인

⑤ 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치
기능성 장류 제품 개발

1. 기능성 미생물 소재(메주) 이용 장류(고추장/된

장/간장) 숙성 연구 : Pilot scale로 시험생산 및

공정적용 연구와 기능성 소재 이용 장류 품질

및 관능 품질 효과 분석

2. 품질 표준화 및 품질안전성 확보 및 대량생산공

정 확정(작업표준, QC공정도 설계), 완제품 포재

및 유통기한 확정

3. 기능성 미생물 소재(메주) 이용한 장류 시제품

생산 : 품목제조보고서 신고를 통해 시제품 생산

⑥ 우수 기능성 미생물 소재 및 이를 이용한 고부
가가치 장류제품의 기능성 효능 검증

1. 비만에 대한 고부가가치 기능성 장류 효능 검증:

유용 미생물 소재의 지방생성 억제 및 PPARγ

의 발현량을 억제 효과 확인

2. 아토피 피부염에 대한 전통장류 유래 기능성 미

생물 소재 효능 검증: 유용 미생물 소재의 부종

및 가피형성정도 감소 (항아토피) 확인

1. 대장염 질환 동물모델을 이용한 장류(간장, 된

장)에 대한 기능성 효능평가: 대장염 완화 증상

을 나타냄

2. 동물모델을 이용한 면역활성도 평가: 우수기능성

선발균주(2종)를 이용하여 제조한 장류에서 대조

군(시판제품)에 비해 면역활성도가 모두 우수하

게 작용함

* 결과에 대한 의견 첨부 가능



3. 연구목표 대비 성과

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보
기

타

(생

명

자

원)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

최종목표 5 5 2 2 10 3 8 2 15 2

연구기간내

달성실적
7 3 4 3 10 21 8 5 21 21

달성율(%) 140 60 200 150 100 700 100 250 140
105

0

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장류 제품 개발

②

③

․
․
․

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복 제

외국기술

소화․흡수

외국기술

개선․개량

특허

출원
상품화

현장애로

해 결

정책

자료
기타

①의 기술 v

②의 기술

③의 기술

․
․

* 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획



성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실시

(이전)
사업화

기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타
(타
연
구
활
용
등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

최종목표 5 5 2 2 10 3 8 2 15 2

연구기간내

달성실적
7 3 4 3 10 21 8 5 21 21

연구종료후

성과창출

계획

4

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술
한국 전통발효식품 유래 우수 기능성 미생물 소재를 이용한 고부가가치 기능성 장
류 제품 개발을 통한 기술 경쟁력 제고

②의 기술

③의 기술

․
․

7. 연구종료 후 성과창출 계획

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 해당 없음.

이전형태 □무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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