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제 목.Ⅰ

면역활성 유산균과 유자추출물을 이용한 기능성 저염 명란젓갈의 개발 연구

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

젓갈은 신선한 재료와 소금만 있으면 쉽게 가공이 가능한 제조법의 단순성으로 일시대량으○

로 어획되는 소형 잡어류의 효과적인 저장수단임.

제조과정 중 자연스럽게 염분의 농도가 높아짐에도 불구하고 발효 및 유통과정 중 유해 미○

생물이 증식할 우려가 크기 때문에 과학적인 접근을 통해 염분의 농도 및 보존 방법의 개선이

필요함 특히 최근에는 식생활의 웰빙화 경향이 뚜렷하므로 고단백 저칼로리 저염 등 기능성. , ,

식품의 선호도가 높아지는 추세임.

본 연구는 비타민 칼슘 인등의 영양성분이 풍부한 명란젓갈을 위생적으로 제조하고 그 품, ,○

질을 향상시키기 위해 면역활성 유산균과 유자추출물을 이용한 기능성 저염 명란젓갈의 개발

을 위한 과제임.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

○ 면역활성 유산균 대량 배양

면역활성 조절기능 과 병원성 세균이 억제하는 생성능 검토- ( ) Bacteriocin

유산균의 증식을 촉진하는 경제적인 배지 검토-

고농도 유산균의 대량배양 조건 검토-

젓갈 생산용 고농도 유산균의 대량 공급-

○ 유자 생리활성물질 추출

유자 중 항산화 효과 탐색 및 추출-

생리활성 물질 농축 및 활용 연구-

젓갈의 향미 보완 연구-

면역활성 유산균을 첨가한 명란젓갈 발효 공정의 확립○

명란 젓갈의 유해 미생물 저해 연구-

저염화에 따른 저장성 저하 보완 연구-

기능성 유산균과 유자추출물에 의한 젓갈 발효제어 연구-
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연구개발 결과.Ⅳ

1. 발효식품 및 신선한 과일로부터 다양한 유산 균주를 분리하였다. 분리균주를 이용하여 차1

로 를 측정하여 총 개의 분리주에서 의 증식에 영향의 유MTT assay 154 RAW 264.7 cell-line

무를 확인하였고 를 이용하여 의 농도를 측정한 결과를 종합하여 볼 때, Sandwch ELISA IL-1α

FBT26(L. plantarum), B28(L. casei), Yo-5(B. longum 가 에 영향을) RAW 264.7 cell-line

미쳐 의 과발현을 유도하는 것을 확인하였다cytokine .

경제적 관점에서 저렴한 유산균용 식용배지를 개발 하고자 분말 유청배지를 제조하고 다양2.

한 질소원에 따른 미생물의 증식 정도를 검토하였다 즉. , yeast extract, soytone, beef

를 보충하여 배지를 제조 한 다음 유산균을 배양 한 결과 유기extract, malt extract 1-1.5%

질소원으로서는 가 가장 우수했다yeast extract(1.5%) .

발효조를 이용한 대량배양이 회분배양을 통한 유산균의 배양보다 더 효과적임을 알 수 있3.

었다 발효 개시 시간 경과 후 환원당 량이 빠르게 감소함에 따라 시간 부터는. 6 18 농도40%

의 를 넣어주면서 총 시간을 배양한 바 건조균체량 으로 을 얻었으glucose 36 , (DCW) 14.02g/L

며 이는 회분배양의 배 정도 되는 양의 균체 생산을 달성하였다 분리주에 명란젓갈에서 오4 .

염된 불쾌취 생성 미생물의 증식을 억제하는지 여부를 파악하기 위한 실험에서 분리주 B28,

에서FBT26, YO-5, YK-1, CK-1, FBT18, FBT30 L. monocytogenes에 대한 향균활성을 확

인하였다.

유자의 항산화 활성을 타 과일의 그것과 비교 측정한 결과 유자 과육의 경우 총 페놀 화합4. ,

물의 함량이 가장 높았고 시험에 사용된 모든 과일에서 과육보다는 과피의 항산화 활성이 더,

높게 측정되었다 유자씨의 항산화 물질의 함량 또한 유자 과육과 비교하여 그 활성이 비슷하.

게 측정되었다 유자는 다른 과일과 달리 과육뿐만 아니라 과피도 가식 부위로 이용되므로 과.

육뿐만 아니라 과피도 다양한 식품의 가공에 응용될 수 있고 첨가에 따른 기능성 효과도 기대

된다.

유산균 첨가에 따른 보존성을 측정하기 위하여 면역활성 유산균과 유자추출물을 명란젓갈5.

에 각각 가량을 첨가하고 주간 보존하면서 생균수의 변화를 측정한 결과 시작 후0.5~2% 8 , 4

주에서 주째가 가장 유산균수가 증가된 것을 확인하였고 주간의 비타민 를 첨가한 실험구5 , 4 C

의 경우 주째에서 생균수가 가장 높게 계수되었다 비타민 면역활성 유산균 및 유자추출4 . C,

물이 모두 함유된 명란젓갈을 제조하고 시판 명란젓갈 제품과 관능성을 비교한 평가한 결과,

각 시료마다의 관능의 차이는 크지 않았다 특히 유자추출물이 함유되어 있어 독특한 향미를.

부여하여 명란 특유의 비릿한 냄새를 제어할 수 있었다.

연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

본 과제에서 얻어진 결과를 이용하여 해외에서 열린 아시아 유산균학회에서 회의 포스터1

발표를 하였고 건의 특허를 출원하였다 그리고 연구 결과의 일부를 한국유산균학회지, 2 .
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에 편의 논문을 게재하였다 본(Current Topics in Lactic Acid Bacteria and Prebiotics) 1 .

연구결과에서 얻어진 저염명란젓갈의 유산균 및 유자추출물의 첨가 방법에 대해서는 향후 참

여기업인 부일식품 주 에게 기술이 이전될 예정이며 이 결과로 얻어진 방법으로 저염 명란젓( ) ,

갈의 시제품을 제작하였고 제품의 표시사항과 상표 디자인을 구체적으로 검토하여 상용화 할,

계획이다.
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SUMMARY

. TitleⅠ : Development of a low salted egg of pollack by using immuno-active lactic acid bacteria

and citron extract

. Objectives and R&D NecessityⅡ : Fermented fish products(Jeotgal) are the effective storage-type

food for small fishes caught in short period of time and easily manufactured using fresh law

materials and sea salt. It is reported that harmful bacteria tend to be grown during fermentation and

storage period despite the saltiness is spontaneously increasing after fermentation. High salt food

representing fermented fishes are claimed to be responsible for the high blood pressure, heart attack,

and chronic diseases for adults. Therefore salt content in the high salt food should be lowered

somehow in order to gain popularity of the general consumers. Recently, it is very obvious the

well-being trend in terms of dietary life among the Koreans. Accordingly, foods rich in

high-protein, low calorie, and low salt are more favored than as it used to be. To keep pace with

the overwhelming trend, this project was planed and has been performed to develop a low salted

egg of pollack with some healthy functions by using immuno-stimulatory lactic acid bacteria and

citron(Yuzu, Citrus junos Siebold) extract.

III. Abstract: Recently, it is very obvious the well-being trend in terms of dietary life among the

Koreans. Accordingly, foods rich in high-protein, low calorie, and low salt are more favored than as

it used to be. To keep pace with the overwhelming trend, this project was planed and has been

performed to develop a low salted egg of pollack with some healthy functions, which contains

reportedly high level of several vitamins and calcium, by using immuno-stimulatory lactic acid

bacteria and citron(Yuzu, Citrus junos Siebold) extract.

In order to obtain immuno-stimulatory LAB from various types of fermented foods and fruits,

154 LAB isolates were primary isolated and an isolate FBT215 successfully screened among them

via in vitro test for immuno-stimulatory activity such as a MTT assay and TNF-a to RAW 264.7

cell-line, cultured at high concentration in a large scale using the whey-based medium supplemented

yeast extract, which carries some benefits in its industrial applications because it is edible and

cheaper than the common growth medium(e.g. MRS) for LAB. For cheap production cost,

fermentation variables have been established in the process of 5L jar fermentation through this

study.

Citron extract was also examined for the presence of the anti-oxidant activity. Each sample

containing the functional LAB strain(L. plantarum FBT215 0.5~2.0%, w/v), the citron extract, and

adequate amount of vitamin C(1%, w/v) was added to obtain synergistic effects in the low salted

egg of pollack has been monitored in the changes of viable cell counts during the 8 weeks of

fermentation or 4 weeks fermentation for the samples of vitamin C supplement. Test products were

manufactured according to the developed method and evaluated for the overall quality by 20 trained

sensory panel, resulted that the salted egg of pollack with LAB and citron extract was more
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preferred to the conventional products mainly due to masking fish smell and pleasant orange-like

flavor.

Total outcomes of this project are as follows: one poster presentation in the 7
th
Asian Conference

of Lactic Acid Bacteria, New Dehli, India, two applications of domestic patents, and one original

article in Current Topics in LAB and Probiotics, 2013. The newly-developed technology will be

transferred soon to Booil Food and marketed after design of the test product and labeling issues are

thoroughly reviewed.
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연구내용별 구분 논문수 비율 (%)

젓갈 제조법에 관한 연구1. 27 26.7%

효소활용- 6 -

저염화- 6 -

새로운 제조방법 및 품질개선- 9 -

부재료 첨가효과- 6 -

김치에 대한 첨가효과2. 13 12.9

감마선 응용3. 5 5,0

성분분석4. 24 23.8

영양성분 등- 21 -

안정성 관련성분- 3 -

품질지표 및 관리5. 4 4.0

생리활성 연구6. 13 12.8

기능성 물질- 4 -

프로바이오틱 활성- 9 -

기타7. 15 14.8

젓갈류 식품 일반- 9 -

기타- 6 -

Total 10 100
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유산균 분리재료
Strain
symbol

동정결과 비고

무김치 HK-1 Lactobacillus brevis API 50 CHL

배추김치1 CK-1 Lactobacillus delbrueckii ssp lactis 상동

배추김치2 CK-2 L. plantarum 상동

배추김치3 CK-3 Weissella kimchii 상동

배추김치4 CK-4 Leu. mesenteroides 상동

열무김치 YK-1 Weissella kimchii 상동

무채 HS-1 Leuconostoc mesenteroides 상동

묵은지 OC-1 Leuconostoc lactis 상동

오이김치 CC-1 Lactobacillus plantarum 상동

막걸리1 B8 Lactobacillus brevis 상동

막걸리2 B9 Lactobacillus brevis 상동

막걸리3 B15 Weissella cibaria 상동

막걸리2 B18 L. paracasei 상동

막걸리2 B22 L. sanfrancisco 상동

막걸리2 B23 L. helveticus 상동

막걸리2 B27 L. plantarum 상동

막걸리2 B28 L. casei 상동

자연치즈 NC-1 L. acidophilus 상동

과일

포도 GP-1 Lactococcus lactis (Lc.lactis) 상동

토마토 TO-1 L. plantarum 상동

귤 TG-1 Leu. pseudomesenteroides 상동

채소

배추 CH-1 Leu. mesenteroides 상동

오이 CU-1 L. plantarum 상동

마늘 GA-1 L.casei 상동

피클 PC-1 L. plantarum 상동

발효유1 YO-1 L. acidophilus 상동

발효유2 YO-2 S. thermophilus 상동

발효유3 YO-3 L. bulgaricus 상동
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번호 보유 균주명 번호 보유 균주명

1 L. plantarum NK181 9 L. lactis FBT22
2 L. plantarum KTCC 40013 10 Leu. mesenteroides FBT25
3 L. plantarum FFL82 11 L. plantarum FBT26

4 Lc. lactis FBT10 12
Leu. mesenteroides.dextranicum
FBT 27

5 L. paracasei FBT13 13 Leu. cremoris FBT28
6 L. helveticus FBT15 14 L. casei FBT30
7 L. acidophilus FBT18 15 L. plantarum KCDO 1935
8 L. brevis FBT20 16 L. bulgaricus FBT33

발효유4 YO-4 L. gasseri 상동

발효유5 YO-5 B. longum 상동

발효유6 YO-6 L.rhamnosus 상동

발효유7 YO-7 L. bulgaricus 상동

발효유8 YO-8 L. acidophilus 상동

발효유9 YO-9 S. thermophilus 상동
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시료처리한 그림 일 배양 후 결과RAW 264.7 cell-line 3-4. 2 MTT assay
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그림 의 농도별 표준곡선의 작성3-6. IL-1 alpha

그림 유산균 분리주에 대한 발현량 비교3-7. IL-1 alpha
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첨가량 가격/kg 당 가격L 비고(MRS)

삼익유가공Whey powder( ) 25 g 원3,000 원75

국산Glucose( ) 2 g 10,000 원40

국산Yeast extract( ) 10 g 원20,000 원200

국산Alcalase( ) 0.1 g 원43,000 원43

대정Ammonium citrate( ) 2 g 원13,800 원28

Distilled water (total) 1 L

원386 원12,000

이름 가격/kg 첨가량 배지 당 가격1kg

유청분말 원1,850 25g 원46

Yeast extract 원7,000 10g

Ammonium citrate 2g

alcalase 원43,000 1g 원4

Fe2(SO4)3
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그

1 day 2day

분리주 상등액(2X)

의 항균활성Bacteriocin

Listeria monocytogenes E.coli O157:H7

KCCM 40307 ATCC 35150

A B28 + -

B FBT26 + +

C YO-5 + -

D YK-1 + -

E CK-1 + -

F FBT18 + -

G FBT30 + -
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YF :① Staphylococcus aureus YF :② Escherichia coli O157:H7

YF :③ Listeria monocytogenes YF :④ Shigella sonnei

항균활성이 없음YP :⑤ 항균활성이 없음YS :⑥
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인원
시중제품-

유산균 백명란

시중제품-

유산균 명란

기존제품-

유산균 백명란

기존제품-

유산균 명란

1 6 8 8 9

2 4 8 9 2

3 4 8 9 2

4 8 2 3 4

5 8 8 7 8

6 8 4 7 9

7 4 6 7 8

8 8 6 7 6

9 3 2 4 5

10 3 5 7 8

11 5 5 7 8

12 7 6 6 8

13 8 8 8 6

14 8 4 6 8

15 5 7 9 6

16 5 8 6 9

17 6 8 8 9

18 7 6 5 8

19 6 8 7 6

20 5 9 8 7

평균 5.9 6.3 6.9 6.8

반올림 6 6 7 7
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타사제품 :

실험구

유산균백명란( )

타사제품 :

실험구

유산균 명란( )

기존제품 :

부일( )

실험구

유산균백명란( )

기존제품 :

부일( )

실험구

유산균 명란( )

1 -2 -3 0 -1

2 -5 2 -1 6

3 -5 2 -1 6

4 5 4 -1 -2

5 1 0 1 0

6 1 -1 -3 -5

7 -3 -4 -1 -2

8 1 2 -1 0

9 -1 -2 -2 -3

10 -4 -5 -2 -3

11 -2 -3 -2 -2

12 1 -1 0 2

13 0 2 0 4

14 2 0 -2 -4

15 -4 -1 -2 1

16 -1 -4 2 -1

17 -2 -3 0 -1

18 2 -1 1 -2

19 -1 0 1 2

20 -3 -2 1 2

값S 6.947368421 5.884210526 1.831578947 8.789473684

값T -0.643717 -0.6840208 -1.4650101 -0.254402944
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This study was conducted to isolate a strain of lactic acid bacteria, which exerts immune

stimulatory effects, from the fermented vegetable sources including kimchi. To isolate strains, MRS

medium was supplemented with bromocresol purple(BCP) and sodium azide. 250 LAB isolates were

primary picked and screened for their immune stimulatory activities in murine RAW 264.7 cells.

Among the isolates, a strain FBT215 showed the highest cytokine production activities as expressed

IL-1 676.9±22.2 pg/mL and TNF- 845.2±31.6 pg/mL. Data obtained from 16S rRNA geneα α

sequencing and API 50 CH kit were used for identification, resulted that the FBT215 belongs to

Lactobacillus plantarum. The FBT215 strain were characterized in terms of antibiotic susceptibility,

acid tolerance, bile salt tolerance and bile salt hydrolase(BSH) activity. The strain harbors a cryptic

plasmid, which is not responsible for bacteriocin production. API ZYM kit was also used to further

characterization, resulted that the FBT215 produces 7 enzymes representing beta-galactosidase.

Therefore it is highly suggested that the L. plantarum FBT215 can be used in the various

functional foods or probiotic culture preparation.
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Isolation of Lactobacillus plantarum FBT215 (L. plantarum FBT215) from fermenting kimchi,

which has immunostimulatory effects, was characterized in this study. To isolate probiotic lactic acid

bacteria(LAB) from kimchi, properly diluted kimchi samples were spread on MRS agar incorporated

BCP and sodium azide. 154 LAB isolates were isolated, screened for immune-stimulatory activities

in murine RAW 264.7 cells. Among the 24 LAB strains after MTT assay, FBT215 has shown the

best cytokine activity of expression of 676.9±22.2 pg/mL of interleukin IL-1 and 845.2±31.6α

pg/mL of TNF- . For identification, the typing experiments using 16S rRNA sequencing and APIα

50 CH kit confirmed that the FBT215 belongs to Lactobacillus plantarum (L. plantarum), shortly

called as L. plantarum FBT215. The FBT215 strain showed high antibiotic susceptibility, weak acid

tolerance, bile salt tolerance and BSH activity but did not produce bacteriocin against indicator

strains tested. API ZYM kit analysis resulted that the L. plantarum FBT215 produces seven

different kinds of enzymes. In conclusion, these properties would be used as a functional probiotic

culture in the manufacture of fermented foods.
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