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코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

Ÿ 나고야 의정서에 따르면 유용한 동물, 식물, 미생물 등을 이용하여 제

품을 생산하는 경우 원산지국과 그 이익을 공유하게 됨으로써 유용한

종균의 확보가 절실함.

Ÿ 본 과제에서는 한국 전통 발효식품에서 분리한 균주 수집 및 보존, 스

크리닝 방법, 발효 적합성, 안전성, 기능성 관련 표준화된 방법을 통해

적합한 균주를 선별하였음.

Ÿ 유전자 지문 분석을 통한 균주 추적 기술을 개발하였음.

Ÿ 최적의 저장 방법을 이용해 분리 균주를 저장하고, 보존하면서 분양시

스템을 구축하였음.

Ÿ 선별된 유용균주를 이용해 배양공정을 거쳐 시제품을 생산하였음.

연구개발성과

Ÿ 각 협동기관에서 받은 균주 6,087주에 대해 유제품, 건강기능식품, 전

통발효식품 종균에 대한 후보 균주를 제공하기 위해 내산·내담즙성,

효소생산능, 정상세포에 대한 세포독성, 장 부착능, 항생제 저항성, pr

otease 활성, amylase 활성 평가를 통해 기초 생리활성이 뛰어난 후보

균주 34주를 각 협동기관에 제공하였음.

Ÿ 항당뇨 효과(in vivo를 이용한 내당능 개선 효능, 인슐린 저항성 분

석), 항비만 효과(ex vivo를 이용한 지방축적 억제능, in vivo를 이용

한 체지방 감소)가 뛰어난 Lactobacillus plantarum Lb41, Ln4를 선별

하였음. 또한 면역활성 효과(in vivo를 통한 Th1/Th2 균형 조절 또는

Th2 관련 사이토카인 억제능, 식품 알레르기 억제능)가 뛰어난 L. bre

vis G1을 선별하였음.

Ÿ 발효적합성 평가를 통해 항산화 효과를 내는 펩타이드를 생산하는 요

구르트용 종균인 Lactococcus lactis SL6, 알코올 생성능이 뛰어난 양

조용 종균인 Saccharomyces cerevisiae SJ, TY-2, amylase 및 protea

se 활성이 뛰어난 전통발효식품용 종균인 Aspergillus oryzae CF1001

를 선별하였음.

Ÿ 전통발효식품 및 프로바이오틱스 제품에 존재하는 해당 균주에 대해

MLST 분석 및 개발한 유전자 지문의 디지털 코드 작성에 의해 균주

를 추적할 수가 있음을 확인하였음.

Ÿ 전통발효식품에서 분리한 균주에 대해 동결건조 앰플 및 초저온냉동

고 동결 보존 방법을 통해 이중으로 보존하였으며, 각 협동기관에서

받은 연구결과 데이터를 홈페이지를 통해 제공함으로써 균주 분양시

스템을 구축하였음.

Ÿ 참여기업을 통해 유용성이 입증된 선별된 균주를 이용한 7개의 시제

품 생산을 통해 높은 수익 및 다양한 부가 가치를 창출하였음.

4. 국문 요약문
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연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

Ÿ 균주 스크리닝 방법을 제시함으로써 추후 타 연구에 활용될 수 있음.

Ÿ 균주 정보가 입력된 홈페이지를 통한 분양서비스에 의해 부가가치를

창출할 수 있음.

Ÿ 산업적으로 활용 가능한 균주를 선별하여 제품화시켜 종균 관련 산업

에 다양하게 활용될 수 있음.

Ÿ 향후 종균에 관련된 수입 상당부분 대체함으로써 국내기업의 수익을

좀 더 증가시킬 수 있을 것으로 기대됨.

중심어

(5개 이내)
종균 프로바이오틱스 식품미생물 산업화 기반구축
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코드번호 D-02

Purpose &

Contents

Ÿ According to the Nagoya Protocol, for production of commodities

derived from useful animals, plants, and microorganisms, the benefits

should be shared with the country of origin in a fair and equitable

manner.

Ÿ In the present study, the strains isolated from Korean traditional

fermented foods were collected, preserved, and screened for their

physiological properties, safety, functionality, and suitability for

fermentation.

Ÿ A novel strain-tracing technology based genetic fingerprint analysis

was developed.

Ÿ The strains were preserved using optimal storage methods and based

on their properties, a strain distribution system has been desired on

homepage, which is expected to lead to significant value addition.

Ÿ By using selected strains, prototypes were made through

fermentation system.

Results

Ÿ Out of 6,087 strains obtained from each cooperative organization, 34

candidate strains with excellent physiological properties were

provided to each cooperative organization after evaluation of their

acid and bile salt tolerance, enzyme activity, cytotoxicity to normal

cells, antibiotic resistance profile, and protease and amylase activities.

Ÿ Lactobacillus plantarum Lb41 and Ln4, having excellent anti-diabetic

and anti-obesity effects, and L. brevis G1, having potent

immuno-modulatory effect were selected after functionality and safety

assessment.

Ÿ Lactococcus lactis SL6, producing antioxidant peptides,

Saccharomyces cerevisiae SJ and TY-2, a potent alcohol production

activity, and Aspergillus oryzae CF1001, with high amylase and

protease activities were selected through fermentation suitability

assessment.

Ÿ Using MLST analysis and genetic fingerprinting, a unique code was

developed for the strains present in traditional fermented foods and

probiotic products.

Ÿ The strains isolated from traditional fermented foods were

cryopreserved using freeze-dried ampoules and other suitable

 5. 영문 요약문
〈SUMMARY〉
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cryopreservation methods.

Ÿ The results obtained were updated on the homepage to establish an

efficient strain distribution system.

Ÿ Using the most potent strains, the participating companies

manufactured the goods post seven prototypes, which resulted in

high profit and value addition.

Expected

Contribution

Ÿ The study offers an efficient screening method for the strains, which

can be utilized for further studies.

Ÿ The strain distribution system on the homepage can lead to

significant value addition.

Ÿ The selected strains can be commercialized, and can be used by the

starter industries.

Ÿ It is expected that the domestic companies will be able to increase

their profits by not relying on imports for starter.

Keywords Starter Probiotics
Food

microorganism
Industrialization

Infra

construction
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코드번호 D-03

제 1절 연구개발 목적

1. 국내 종균 개발의 필요성 및 잠재력

Ÿ 프로바이오틱스 종균 시장이 가장 큰 미국과 유럽의 경우 종균은행을 운영하는 등 균주

기술 개발이 보편화되어 있고, 국내에서도 일동제약의 경우 종균은행을 설립하는 등 프

로바이오틱스 종균 관련 연구가 활발히 진행됨에 따라 국내 프로바이오틱스 종균 시장

은 연간 10% 높은 성장률을 보이고 있다(산업뉴스, 2017년).

Ÿ 국내 발효 종균 시장은 대부분 외국산 제품에 의존하여 사용되고 있으며 된장, 고추장,

술, 식초와 같은 발효 종균의 수입을 대체할 국내 발효 종균을 찾는 것이 필요한 실정

이다. 예를 들어, 막걸리의 경우 일제강점기에 들어온 백국균이나 수입 빵 효모를 사용

하고 있다(대산농촌문화, 2017년).

Ÿ 그러므로 전통발효식품 유래 미생물로부터 유제품, 건강기능식품, 전통발효식품용 국내

종균을 찾고 개발하여 산업에 적용시킬 가능성이 무한하기 때문에 높은 잠재력을 지니

고 있다.

Ÿ 본 연구의 목표는 국내 자연 유래 균주의 스크리닝, 생리활성의 평가 툴을 개발하고,

국내 자연 유래 균주를 개발한 툴에 적용하여 기존의 산업용 균주보다 우수한 산업

용 균주를 제공하고, 활용하고자 한다. 또한 수입에 의존하던 종균을 국산화시키고,

국가별 식품 종균 자원화 전쟁에 대응뿐만 아니라 중장기 산업으로 육성하고자 하였

다(Figure 1).

Figure 1. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반 구축을 위한 연구 체계.

제 1장 연구개발과제의 개요
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제 2절 연구개발의 필요성

1. 생물자원에 관한 자원화 경쟁 및 식품 산업용 종균 사업의 필요성

Ÿ 2014년 나고야의정서 발효에 따라 생물자원의 이용, 응용 및 상업화 과정에서 발생하

는 모든 이익은 상호합의조건(MAT, Mutually Agreed Terms)에 따라 자원을 제공하

는 당사국에게 공정하고 평등하게 분배해야 한다. 따라서, 농생물자원 유래 소재의 확

보를 위하여, 정책적, 기술적, 경제적 타당성을 가진 생물자원의 확보가 절실하다.

Ÿ 국내 식품산업의 다각화, 생명공학의 발달, 정부의 다양한 식품정책에 따라 발효식품

의 관심이 높아짐에 따라 발효산업의 모체가 될 수 있는 발효미생물에 대한 중요성

이 대두되고 있다.

Ÿ 국내 전통식품에서 분리한 발효미생물은 전 세계적으로 기능성, 경쟁에 있어서 무한

한 가능성을 가짐으로 생물자원의 확보 및 그 이용을 위한 식품산업 활용 균주의 상

용화를 위한 기반 기술이 절실한 시기이다.

Ÿ 우리나라의 식품시장의 원료의 다수는 수입에 의존하고 있으며, 특히 기능성 원료 수

입 또한 꾸준히 이뤄지고 있다(Figure 2). 유제품 시장, 전통발효식품, 건강기능식품 

시장에서도 대부분 수입 종균을 사용하고 있다.
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Figure 2. 기능성원료 수입 및 국내 제조.

(출처: 식품의약품안전처, 2014년)
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Ÿ 또한, 기존의 전통발효식품으로부터 유용 미생물의 분리와 같은 연구는 많이 이뤄져

왔으나, 실험 방법의 다양성, 단순 기초 생리활성 연구에 치우쳐 효율적 상용화를 위

한 통합적 연구가 필요함에 따라 표준균주의 도입, 객관적인 실험법, 비교 데이터 풀

구축이 부족한 실정이다. 따라서 본 연구과제에서는 이러한 모든 팀을 구성함으로써,

최종결과까지 달성할 수 있는 유기적인 협동연구 체계를 구축하였다.

Ÿ 정부의 식품산업에 대한 투자 증가와 대규모 식품 클러스터 조성에 및 식품 3대 전

략의 하나로 전통식품의 상품화를 채택함에 따라 전통발효식품에 숨어있는 무한한

가능성의 식품미생물에 대한 중요성이 대두되고 있다.

Ÿ 세계 종균 배양 시장은 미생물의 종류와 지역에 따라 차이를 나타내며, 이들 시장은

2013년에서 2018년 사이에 5.6% 연평균 성장률(CAGR)을 나타내는 것으로 예측되어

진다(Markets and Markets, 2014년).

Figure 3. 종균 시장 규모. ROW, rest of the world; e, expected; p, projected.

(출처: Markets and Markets Analysis, 2014)

Ÿ 각종 발효미생물에 대한 기능적, 의학적 연구가 진행되고 있으며 미생물에 의해 발효

된 식품에게서 새롭게 생성된 물질들에 대한 의학적인 기능 또한 많은 연구에 의해

서 밝혀진 바가 많다.

Ÿ 간장, 된장: 항암효과, 노인성 치매 예방, 고혈압 예방, 간기능 회복

ü Jung et al. (2006) Longer aging time increases the anticancer and antimetastatic

properties of Doenjang. Nutrition 22, 539-545.

ü Park et al. (2003) Antimutagenic effects of Doenjang(Korean fermented soypaste)

and its active compounds. Mutat. Res. 523–524, 43–53.

ü Park et al. (2000) Inhibitory effect of Doenjang(fermented Korean soypaste) extra

cts and linoleic acid on the growth of human cancer cell lines. J. Food Sci. Nutr.

5, 114–118.

ü Kim et al. (2014) Identification and quantification of antitumor thioproline and me

thylthioproline in Korean traditional foods by a liquid chromatography-atmospheri
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c pressure chemical ionization-tandem mass spectrometry. J. Pharmaceut. Biomed.

100, 58-63.

ü Song et al. (2014) Anti-colitic effects of Kanjangs(fermented soy sauce and sesa

me sauce) in dextran sulfate sodium-induced colitis in mice. J. Med. Food 17, 10

27-1035.

Ÿ 간장, 된장: 항암효과, 노인성 치매 예방, 고혈압 예방, 간기능 회복

ü Kwon et al. (2009) Kochujang, a Korean fermented red pepper plus soybean past

e, improves glucose homeostasis in 90% pancreatectomized diabetic rats. Nutrition

25, 790-799.

ü Shin et al. (2012) Diterpene glycosides from Korean fermented red pepper paste

(Gochujang) and their origin. Food Chem. 130, 1024-1030.

ü Cha et al. (2013) Kochujang, fermented soybean-based red pepper paste, decrease

s visceral fat and improves blood lipid profiles in overweight adults. Nutr. Metab.

10, 24.

Ÿ 청국장: 항암효과, 면역 증강, 혈전 용해 효과, 간해독 기능, 비만 억제 효과

ü Kwak et al. (2007) Higher antioxidant properties of Chungkookjang, a fermented

soybean paste, may be due to increased aglycone and malonylglycoside isoflavone

during fermentation. Nutr. Res. 27, 719-727.

ü Kwon et al. (2010) Antidiabetic effects of fermented soybean products on type 2

diabetes. Nutr. Res. 30, 1-13.

ü Shon et al. (2007) Antioxidant and free radical scavenging activity of methanol e

xtract of Chungkukjang. J. Food Compos. Anal. 20, 113-118.

Ÿ 김치: 소화촉진, 면역 강화, 생체조절 기능, 항암, 항균, 항돌연변이 억제, 항산화 기능,

노화 억제

ü Kim et al. (2011) Fermented Kimchi reduces body weight and improves metabolic

parameters in overweight and obese patients. Nutr. Res. 31, 436-443.

ü Lee et al. (2014) Effect of baechu Kimchi added Ecklonia cava extracts on high g

lucose-induced oxidative stress in human umbilical vein endothelial cells. Prev. N

utr. Food Sci. 19, 170-177.

ü Lee et al. (2014) Immunomodulatory effects of Kimchi in chinese healthy college

students: A randomized controlled trial. Clin. Nutr. Res. 3, 98-105.

ü Kim et al. (2014) Kimchi protects against azoxymethane/dextran sulfate sodium-i

nduced colorectal carcinogenesis in mice. J. Med. Food 17, 833-841.

ü Yun et al. (2014) Kimchi methanol extract and the kimchi active compound, 3'-(4
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'-hydroxyl-3',5'-dimethoxyphenyl)propionic acid, downregulate CD36 in THP-1 m

acrophages stimulated by oxLDL. J. Med. Food 17, 886-893.

Ÿ 최근 생활 수준이 높아짐에 따라서 전통발효식품에 대한 관심이 증가하고 있으나, 전

통발효식품 내의 미생물에 대한 연구는 주로 특정 미생물에 국한되어 있고 체계적인

연구가 부족한 실정이다.

Ÿ 식품산업에서 수입되는 미생물의 대체를 위한 국내 발효식품 유래 종균의 개발이 꾸

준히 요구되고 있는 실정이다.

Ÿ 식품산업에 종균의 적용을 위한 미생물 안전성 검사 및 관련 정보의 총체적인 제공

을 위한 데이터베이스가 필요한 현실이다.

Ÿ 특히, 기능성 식품 분야 있어서의 시험관 수준에서의 평가 단계로 이뤄져 있는데, 본

연구에서는 in vivo 모델과 임상실험까지 수행되어짐에 따라 기존의 연구와 차별화

되어 있으며, 이에 따르는 다양한 연구자료를 데이터베이스화할 수 있으며, 연구과제

에서 개발된 유용 종균은 발효 스타터 및 기능성 소재로서 산업화/제품화 할 수 있

다.

Ÿ 일본은 JSCC(Japan Society for Culture Collections)의 미생물자원센터를 운영하고

있으며, 미생물의 정보 교환과 미생물 분양 시스템이 구축되어 있다. 현재 24개 미생

물 자원은행이 가입되어 있으며, Asahi, Meiji, Kyowa를 비롯한 19개의 식품, 화학,

약품 분야 기업과 연구소가 지원 회원으로 있다. On-line database 홈페이지(http://w

ww.jscc-home.jp/jscc_strain_database.html)를 제작하여 운영 중이며, 8개의 핵심 기

관(IFM, JCM, NBRC, NEKKEN, NIAS, NIES, NIRC, RIMD)의 균주 정보를 제공하

고 있다(Figure 4).

Figure 4. 일본 미생물자원센터.
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Ÿ 일본에서 전통발효식품에 사용되는 종균은 종균 제조업체에서 종균협회를 통해 각

개별 제조업체로 공급되는 것으로 파악되고 있다. 각 개별 업체의 제품의 특징과 기

호도에 따라 적합한 종균을 주문 생산 또는 개별 주문에 의해 전문 종균업체가 생산

하고 발효식품제조업체에서는 자체 균주생산은 하지 않고 최적의 종균을 공급받아

사용하고 있는 실태로 파악된다. 따라서 보다 전문적이고 안정된 종균을 다양하게 공

급 받을 수 있는 분업화 전문화된 시스템을 구축하고 있다.

Ÿ 또한 종균협회에서는 보다 안정적이고 체계화된 발효식품 발전을 관리할 수 있는 이

점이 있다. 그러나 현재 국내에서는 이러한 종균업체의 관리 및 활동이 거의 전무하

고 전문 종균 제조업체의 수와 체계적이고 과학적인 종균 제조기술의 미비로 향후

이러한 발효식품 산업에 사용되는 상업용 전문 종균 제조업체의 기술 개발과 체계적

인 지원이 절실한 실정이다.

Ÿ 우리나라의 경우, 기업체에서 이를 이용할 과학적 근거가 부족한 이유로, 다수 수입

자원에 의존하고 있으며, 최근 들어 자체 개발하여 사용한 사례들이 늘고 있음. ㈜프

로바이오닉은 김치유래 식물성 유산균 Probio65가 함유된 2 in 1 유산균 제품 락토피

SP를 출시하였으며, (주)CJ에서는 김치에서 분리한 피부 유산균으로 Lactobacillus

plantarum CJLP-133를 제품화하여 아토피 치료용 프로바이오틱스를 판매중이다.

(주)바이오리듬에서도 김치유산균 Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,

Lactococcus lactis 혼합균주를 이용한 제품이 시판되고 있다. (주)대상의 경우 장류

개발을 위해 전통장류에서 균을 스크리닝해서 장류 균주 100종류를 확보하고, 1997년

부터 제품에 적용하고 있다.

Ÿ 자체개발 시스템에서의 문제점은 기능성의 인증 부분과 소요되는 시간과 노동력에

대한 비용이 크다는 점을 들 수 있다. 일본의 미생물자원센터에서처럼 균주의 분리와

특성까지 체계적으로 갖추어져야 할 필요성이 절실하다.

2. 국내 유제품 시장의 현황 및 문제점

Ÿ 경제의 발전과 유제품에 관한 국민 의식이 증가함에 따라 1인당 유제품 소비량이 점

차 증가하고 있으며 발효유뿐만 아니라 치즈 시장의 규모도 증가하는 추세이다. 발효

유의 경우, 2009년까지는 생산량이 감소 추세를 보이다 최근 건강 지향적인 트랜드에

따라 유산균이 풍부한 발효유에 대한 소비가 2009년 이후 크게 증가하고 있다(Table

1). 그러나, (주)한국야쿠르트, (주)파스퇴르, (주)남양유업, (주)매일유업, (주)서울우유

협동조합, (주)빙그레, (주)해태, (주)롯데 등의 우리나라 주요 유가공 업체들은 종균

으로 Chr. Hansen, Danisco, Marshall, Sodima, Sanofi 등의 국외 업체에서 수입하여

사용하고 있는 실정이다.
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Table 1. 1인당 유제품 소비량

(단위: kg)

2009년 2010년 2011년 2012년 2013년

국내

소비량

총량(톤)1) 3.036.455 3.171.341 3.517.909 3.358.850 3.582.183

1인당2) 61.74 64.18 70.67 67.17 71.33

1인당

소비량3)

시유
백색 28.25 27.56 26.88 28.1 27.72

가공 6.35 5.65 5.57 5.6 5.8

발효유
액상 5.34 7.44 7.83 8.77 8.96

호상 3.6 2.62 2.55 2.26 2.33

치즈
자연 1.05 1.3 1.47 1.5 1.66

가공 0.4 0.49 0.53 0.48 0.48

(출처: 농림축산식품부)
1)우유소비량 총량: 국내 원유 생산량+전기이월+수입-수출-재고
2)1인당 우유소비량: 국내 우유 소비총량/인구수
3)1인당 유제품별 소비량: 유제품별 소비량/인구수

Ÿ 그들 중 (주)한국야쿠르트의 경우, 1996년 한국인 장에서 분리한 한국형 비피더스 유

산균 ‘HY8001’을 개발하며 발효유 종균을 국산화하는 데 성공하였다.

3. 전통발효식품 종균시장의 현황 및 문제점

Ÿ 전통발효식품에서 사용되는 종균으로는 김치, 된장, 고추장, 막걸리와 같은 주류가 대

표적이다. 이 분야에서는 종균을 쓰는 경우와 재래식 방식의 두가지 형태이며, 주류

분야에서는 누룩 종균이 수입에서 차지하는 비중이 매우 높다.

전통발효식품(김치) 관련 종균 누룩 및 곰팡이 관련 종균 한국형 장류 미생물 관련 종균

시장규모 

22,777억원

성장률: 6.1%

시장규모: 

18,873억원

성장률: 6.1%

시장규모: 

82,175억원

성장률: 

6.1% 

Figure 5. 전통발효식품의 종균 시장 규모.

(출처: bric.postech.ac.kr)

Ÿ 장류산업에서 기존의 수입 미생물은 단기간의 발효, 균일한 맛이라는 특징을 갖고 있

으나, 이들에 대한 수입 비용, 맛의 특수성의 한계의 단점을 가지고 있다. 따라서 토
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종 미생물 종균의 특성, 안전성, 기능성 등의 표준화를 이뤄진다면, 고부가가치 식품

으로서의 전환을 통한 경제적 이익 재창출과 수입 미생물의 토종 발효미생물 전환에

따른 수입대체 효과도 기대할 수 있다.

Figure 6. 세계 미생물 및 미생물 제품 시장의 동향.

(출처: 미생물 제품 시장-기술, 응용 및 세계 시장, BCC Research, 2011년)

Figure 7. 국내 농수축산업용 미생물 시장의 동향.

(출처: 미생물제제 산업화 동향 및 발전방향, (주)그린바이오, 2010년)

Ÿ 우리나라 전통발효식품 시장 또한 성장 추세이며 전통발효식품의 시장 규모는 약 3

조 1천억원으로 전통식품 시장 4.4조원의 약 70%를 차지하고 있는데, 이중에서 막걸
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연구 수행 기관 연구개발의 내용 연구개발 성과의 활용 현황

일본양조협회
Ÿ 청주 효모의 기능을 개

선하기 위한 연구

Ÿ 협회 6, 7, 9, 10, 11, 14, 15,

KArg-9, KArg-901호, 601, 701,

901, 1001 등이 개발되어 시판되고

있음.

중국 안기

효모주식유한회사,

단보리효모공장 등

Ÿ 드라이 이스트 산업화

연구

Ÿ 주류 양조용 효모의 시장 30억 위안

돌파(2007.10.)

프랑스의 Lesaffre

group

Ÿ 산업용 맥주효모의 개발

연구

Ÿ 원료를 달리한 산업용

증류주 효모의 개발 연

구

Ÿ 산업용 맥주효모 saflager s-와

saflager w- 등 시판 중

Ÿ Home brewing을 위한 safbrew,

safale, saflager s- 등 시판 중

Ÿ 위스키의 제조를 위한 safwhisky

M-1, red star whiskey yeast 등

시판

Ÿ 사탕수수를 원료로 럼주 제조를 위

한 safsorghum, SPI, SPM 등이 산

리, 장류 시장 등이 이를 선도하고 있다. 지난해부터 막걸리의 인기가 지속되고 있는

가운데 국내에서 생산되는 막걸리의 대부분이 일본에서 개발한 입국을 사용하고 있

는 것으로 나타난다. 국내에서 생산되는 막걸리의 대부분이 ‘아스퍼질러스 가와치’라

는 일본에서 개발한 입국을 사용하고 있다. 입국이 개발된 지 30년이 지나, 특허기간

만료로 로열티는 나가지 않고 있지만 기능성이 추가된 다양한 고품질 막걸리를 개발

하기 위해서는 국내 자체 종균 개발이 시급하다.

Ÿ 현재 전국 700여개 양조장 중 누룩 등 미생물을 생산하는 국내 업체는 10여개에 불

과하며 전통주의 원료가 되는 누룩 수입 규모는 연간 8만 7000달러에 달하는데 비해

국내 누룩 수출 실적은 1만 8000달러 정도로 대단히 미미하다(농림축산식품부 국정감

사 자료. 2010.10.04.).

Ÿ 위에서 본 사례 외에도 전통발효식품 발효에 이용되는 종균이 대부분 수입 빵효모

등으로 막걸리 제조에 이용되며 대기업에서도 전통 장류발효에 사용되는 균주로 국

적이 불분명한 수입종균(일본산 종균) 등이 사용되고 있는 것이 현실이다.

Ÿ 그 중에서도 가장 중요한 것이 전통발효식품의 기반이 되는 발효미생물 확보와 효율

적 이용이다. 이를 위해 발효미생물 자원의 수집, 분류, 동정 및 종균화 사업과 보급

을 통한 전통 발효식품산업의 과학화와 표준화를 이루는 것이 기존의 전통발효식품

을 한 단계 더 발전시키는 지름길이다.

Ÿ 양조와 관련한 해외 종균협회는 일본, 중국, 미국, 프랑스 등에서 설립되어 있으며, 이

들 기관에서 연구와, 종균의 판매까지 이뤄지고 있다.

Table 2. 양조 관련 해외 종균협회 및 종균 연구 사례
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업화

프랑스의 Chr.

Hansen사

Ÿ 다양한 와인 제조에 적

합한 와인 효모 연구

Ÿ 와인의 type에 따라 Merit,

Harmony, Symphony, Rhythm,

Melody, Noble 등의 효모들 시판

미국의 Vitanet
Ÿ 프로바이오틱스 효모의

개발 연구

Ÿ 현재 S. boulardii 균체를 이용한 캡

슐이 개발되어 시판 중

네덜란드의 DSM
Ÿ 포도 원료에 따른 와인

효모 개발

Ÿ S. cerevisiae Fermivin, collection

cepage @ Syrah(시라 와인 제조에

적합한 효모) 등 18종의 와인효모

시판

캐나다의

Lallemand 사

Ÿ 와인 제조에 적합한 와

인효모의 개발

Ÿ 40여종의 와인효모를 시판

Ÿ 특수 목적 7종의 불활성화한 와인효

모 시판

영국의 Brewing

Research

Foundation

Ÿ 맥주효모의 유전자 재조

합

Ÿ 유전자 재조합효모를 이용한 맥주

생산 허가 신청 중

기타 와인효모 주요

종균 제조국
Ÿ 와인효모의 종균화

Ÿ 국가별 주요 회사는 러시아 21개,

우크라이나 20개, 벨라루스 9개, 폴

란드 7개, 아르헨티나 5개 등의 와

인효모 종균업체가 있음.

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용 현황

한국종균협회

Ÿ 국내 환경으로부터 신규

미생물 자원 분리를 통

한 다양성 연구

Ÿ 미생물 자원의 유전학적

분석 및 보존 연구

Ÿ 균주의 보존기능

Ÿ 외국 균주의 확보 및 배포

경북대학교

발효생물공학연구

소

Ÿ 전통주 효모 및 와인 효

모의 다양성 연구

Ÿ 효모의 단포자 분리기술

연구

Ÿ 현재 연구 단계에 있고 산업화 추진

예정

Ÿ 국내 종균 보유기관과 업체는 경북대학교 발효생물공학연구소, 농촌진흥청, 생명공학

연구소, (주)충무발효 등으로 알려져 있으며, 주류업체 외의 기관에서는 산업화 과정

에서 매우 미진한 실정이다.

Table 3. 국내 주요 종균 보유기관 및 업체 현황
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농촌진흥청

Ÿ 농업 환경으로부터 미생

물 자원의 다양성 연구

Ÿ 농업 미생물 균주의 확

보 및 보존 연구

Ÿ 균주의 보존기능

Ÿ 외국 균주의 확보 및 배포

한국생명공학연구

원

Ÿ 극한 미생물의 분리 및

동정 연구

Ÿ 발효 미생물 균주 확보

및 보존 연구

Ÿ 균주의 보존 기능

Ÿ 외국 균주 확보 및 배포

(주)국순당, 배상면

주류연구소

Ÿ 전통주의 복원 및 발굴

Ÿ 전통주의 대규모 산업화

연구

Ÿ 백세주 등 약주의 상품화

(주)충무발효

Ÿ 전통 발효식품의 제조를

위한 우수 종균 개발

Ÿ 전통주 제조용 종국과

양조용 효모 제조 및 판

매

Ÿ 백국, 황국 및 황국균 종국

Ÿ 탁주용 정제효소

Ÿ 유용 발효 미생물 탐색 및 자원화, 전통 장류 식품 현대화 및 우리 술 복원사업과 산

업화 연구를 추진하고 있다. 전통 발효식품 산업화를 위해서는 미생물, 효소, 발효제

등에 대한 기초 연구와 인프라 구축이 중요하다. 현재 대부분의 종균이 수입되고 있

는 상황이므로 산업적 가치가 우수한 토착 발효미생물을 선발하여 종균화하는 사업

이 더욱 중요하다.

Figure 8. 전통발효 균주의 종균화 및 개발 방향.
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4. 건강기능식품의 현황 및 문제점

Ÿ 식약처에 따르면 ‘13년 건강기능식품 총 생산액은 1조 4천820억원으로 ’12년의 1조 4

천91억원에 비해 5% 증가하였다. 수출은 754억원으로 ’12년(584억원)보다 29% 늘어

났고, 수입도 3천854억원으로 ’12년(3천 532억원)보다 9% 증가하였다(메디파나뉴스, 2

014. 08. 06.).

Ÿ ‘13년 국내 건강기능식품 시장규모(생산+수입-수출)는 ’1조 7천920억원으로 ‘10년 1조

2천804억원, ’11년 1조 6천855억원, ‘12년 1조 7천39억원에 이어 지속적인 성장세를 유

지하였음. 수출은 754억원으로 ’12년(584억원)보다 29% 증가했으며, 수입도 3천854억

원으로 ’12년(3천532억원)보다 9% 증가하였다.

Ÿ 국내 건강기능식품 중 프로바이오틱스가 차지하는 비중이 5%(804억원)에 육박하였으

며, 전년 대비 55% 증가하며 성장을 주도하였다.

Figure 9. 기능성별 건강기능식품 2013년 생산 실적(점유율).

(출처: 프로바이오틱스. 백수오 건강기능식품 성장 주도)

Ÿ 프로바이오틱스의 국산화는 (주)쎌바이오텍, (주)비피도, (주)프로바이오닉 등에 의해

이루어지고 있으며, 이 분야에서도 수입이 차지하는 비중이 더 큼. 최근 구강 냄새 제

거, 장 건강으로 각광을 받고 있은 VSL#3의 경우, 미국 직배송으로 한달치 가격이 1

38,000원으로 고가에 해당하며, 이러한 제품을 국산 제품으로 대체한다면 고부가가치

산업으로 발전 가능성은 충분히 크다.
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Figure 10. 직배송 수입되고 있는 프로바이오틱스 제품.

(출처: http://www.vsl3.com/)

Ÿ 소비자들의 건강 지향성에 힘입어 프로바이오틱 생균제는 앞으로도 더욱 각광을 받

을 것으로 보인다. 향후 프로바이오틱스 시장을 주도하는 유산균 제품은 고기능성 및

다기능성 의약식품(medifoods)으로 발전할 전망이므로, 이에 부응하는 제품 제형 개

발이 필요한 실정이다.

Ÿ 제조원가를 낮추기 위한 원재료의 개발, 고농도 배양법 개발, 동결건조 시 생균의 사

멸률 최소화 및 유통 과정에서 생균 보호를 위한 부형제의 배합 기술이 발전이 이루

어 져야 한다.

Ÿ 분말이나 타정 등 프로바이오틱스 제품 제조과정에서 마찰이나 혼합, 압력, 열 등 여

러가지 공정 변수가 수반되는데 프로바이오틱스 사멸률 최소화를 위한 공정 조건 개

발이 필요하다.

Ÿ 프로바이오틱을 포함한 건강기능식품의 효능 표시에 대한 보다 전향적인 정책으로

수입품과의 경쟁을 향상시키는 정책이 매우 절실하다.

5. 식품산업용 균주의 안전성 평가 시스템

Ÿ 유발효식품, 장류 등의 발효식품군은 국민 다소비 식품으로 발효식품의 발효과정 중

유해 물질이 생성 될 수 있으나, 국내의 경우 이에 따른 체계적인 연구가 부족한 실

정이다.

Ÿ 주로 알콜음료, 김치류 및 발효유제품 등에서 발생될 수 있는 유해 물질인 ethyl cab

amate(EC, urethane)는 쥐, 햄스터, 원숭이 등의 포유동물을 대상으로 진행된 실험에

서 발암성이 인증되어 국제암연구센터(IARC)로부터 인간에게 암을 일으킬 수 있는

물질 Group 2A의 발암물질로 분류되어 있다(Agents classified by the IARC monogr

aphs, http://monographs.iarc.fr/eng/ classification/index.php.). 이에 캐나다, 미국, 체

코, 독일 등 여러 국가에서 아래와 같이 EC에 대한 권장 규격을 제시하고 있으나 국

내에는 권장 규격이 없으며, 잔류 분석기술이 확립되지 않은 실정이다.
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Country

Ethyl carbamate concentration μg/L in legislation

Wine
Fortified

wine

Distilled

spirits
Sake

Fruit

brandy

Canada 30 100 150 200 400

USA 15 60

C z e c h

Republic
30 100 150 200 400

France 150 1000

Germany 800
(출처: The EFSA Journal. 2007. 551, 1–44)

Table 4. 국가별 주류 제품의 ethyl carbamate에 대한 권장 규격

Ÿ 바이오제닉 아민 역시 발효식품에서 발생할 수 있는 유해 물질로서 발효에 관여하는

미생물들에 의한 유리 아미노산의 탈탄산화 반응에 의해 생성되는데, 바이오제닉 아

민 중 histamine은 호흡곤란, 발열홍조, 발한, 심계항진, 두통 및 두드러기를 tyramine

은 고혈압 및 편두통을 유발하는 것으로 알려져 있다(Trends Food Sci. Technol. 199

5. 6, 341-346); Kor. J. Food. Sci. Technol. 2006. 39, 541-545). 이로 인해 미국 FD

A는 수산물에서 histamine 50 mg/kg, tyramine 100 mg/kg, 총 바이오제닉 아민 100

0 mg/kg을 수산식품의 잔류 허용 기준으로, EU에서는 histamine 100 mg/kg, 총 바

이오제닉 아민 300 mg/kg을 수산물의 잔류 허용 기준으로 제안하고 있으며, 바이오

제닉 아민 생성에 관여하는 탈탄산효소 활성을 가지는 Lactobacillus sp., Leuconosto

c sp., Pediococcus sp. 등의 균주가 발효식품에서 다수 분리됨에 따라 식품 전 분야

에 걸친 바이오제닉 아민의 안전성 평가에 관한 연구가 진행 중임. 그러나 아직 국내

에서는 바이오제닉 아민 관련 기준이 마련되어 있지 않다.

6. 식품산업용 균주의 기능성 평가 시스템

Ÿ 현재 식품산업용 균주 중 기능성을 인정받아 고시형 건강기능식품으로 이용가능 균

주는 19종이다. 고시형 균주의 경우 주로 장 건강과 관련한 균주들로 다양한 기능성

이 연구되고 발표되었으나, 건강기능식품으로 인정받고 있는 기능성은 ‘유익한 유산균

증식, 유해균 억제 또는 배변활동 원활’이라는 카테고리로 인정을 받고 있다. 개별인

정형 건강기능식품으로 이용되고 있는 것은 균주는 2014년 10월 기준 11종이며, 장

건강 도움 1 건, 면역과민반응 4 건, 여성 질건강 1건, 알레르기 질환 1건, 고혈압 1

건, 혈행 개선 1건, 체지방 감소 1건, 노화 1 건으로 기능성 용도별로는 면역질환 개

선 및 장 건강과 관련한 기능성 균주가 50% 이상의 점유율을 보였다. 균주 타입별로

는 균은 10, 사균 1건으로 국내의 경우 생균 형태의 제품 등록이 90% 이상을 차지

있다(원료별 정보, http://www.foodnara.go.kr/hfoodi/). 이는 ‘유익한 유산균 증식, 유

해균 억제 또는 배변활동 원활’ 이라는 고전적인 probiotics의 health benefit의 개념이

점차 다양한 질환군으로 확대되고 있다는 것을 의미하므로, 이에 따른 질환별 적절한
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Library-dependent Library-independent

Culture-dependent Culture-independent

Phenotypic Genotypic
Phenotypic or

Genotypic
Genotypic

Ÿ Antibiotic

resistance

Ÿ Carbon utilization

Ÿ Rep-PCR

PFGE

Ÿ Ribotyping

Ÿ Bacteriophage

Ÿ Bacterial

culture

Ÿ Host-specific

bacterial PCR

Ÿ Host-specific viral

PCR

기능성 평가법 구축이 필요하다고 생각된다.

Ÿ 장내미생물은 병원성 세균의 침입 억제, 장 표피세포의 손상 방지, 지방 축적 조절,

비타민 K 생산, 철분 흡수, 장 점가의 면역 증강 및 담즙산 대사 등 인체의 전반적인

대사 과정 및 생리작용에 직적접인 영향을 주고받고 있으며(Nature, 2007. 449,

804-810), 대사증후군, 장염, 대장암, 아토피, 알러지 등 인체의 다양한 범위의 질병과

밀접한 관련이 있는 것으로 밝혀지고 있다. 이러한 장내 미생물의 형성은 식품의 섭

취와 밀접한 관련이 있으며(ISME J. 2011. 5, 220-230), 특히 미생물을 공급원이 되는

발효식품과의 상관관계가 높을 것으로 생각된다. 따라서 식품산업용으로 이용하는 균

주는 장내 미생물의 형성, 정착에 미치는 영향이 큰 환경적 요인으로 생각되므로, 식

품산업용 미생물의 기능성 평가는 식품 산업용 균주의 용도 적합성을 설정하는데 꼭

필요한 과정일 것으로 생각된다.

Ÿ 국내의 경우 기능성 평가 식품의약품안전처 건강기능식품기준과에서 발간한 기능성

평가 가이드라인(건강기능식품기준과, 식품의약품안전처, 2012년), 기능성 평가 플랫

폼 기능성평가 라이브러리(http://hfplatform.kfri.re.kr/)를 통해 기능성 평가를 위한 질

환별 바이오마커 설정이 이미 완료 되어있으며, 이를 바탕으로 기능성 평가 가이드라

인을 제시하고 있으나, 탐색고자 하는 원료의 특성이 고려되어 있지 않다. 미생물의

경우 일반적인 기능성 원료와는 달리 생균, 사균, 추출물, 발효대사물 등 다양한 형태

로 제공될 수 있으므로 각 원료 특징에 적합한 기능성 평가 시스템을 구축하는 것이

필요하다. 이에 본 과제를 통해 미생물의 제공 형태 및 용도에 따른 최적 기능성 평

가 시스템을 구축하고자 한다.

7. 미생물 추적 시스템 개발 현황

Ÿ 미생물의 추적 시스템(tracking system)은 분자생물학적 기법을 사용한 유전자 지문

분석법(genetic fingerprinting)을 사용하여 개발할 수 있다.

Ÿ 현재까지 개발된 미생물 유전자 지문분석법은 자연계에서 미생물의 다양성을 연구하

기 위한 분석 도구로 사용되고 있으며, 수질 등의 오염원을 파악하기 위한 미생물 오

염원 추적(microbial source tracking, MST) 등에 사용되고 있다.

Table 5. 미생물 오염원 추적 방법의 분류



- 24 -

Ÿ Host-specific

quantitative

Ÿ PCR

분석법 분석 내용 장점 단점

Ribotyping

미생물의 16S rRNA 유전자를 제

한효소로 절단한 후 생성된 DNA

단편의 패턴을 southern blot을 실

시하여 분석함.

재현성이 높음.

방법이 복잡하고 비

용이 많이 들며 실험

자간에 방법이 상이

함. 데이터베이스가

요구됨.

Pulsed-field gel

electrophoresis

(PFGE)

미생물의 genomic DNA를 제한

효소로 절단한 후 전기영동을 실

시하여 DNA 단편의 패턴을 분석

함.

미세한 유전적 차

이도 구분하고 재

현성이 높음.

분석시간이 장시간

요구되고 다량의 시

료를 동시에 분석하

기가 어려움. 데이터

베이스가 요구됨.

PCR-denaturin

g-gradient gel

electrophoresis

(PCR-DGGE)

16S rRNA 유전자 또는 16S∼23S

rRNA intergenic spacer 구역을

PCR로 증폭시킨 후 증폭한 DNA

의 변성 특성을 이용하여 denaturi

ng-gradient gel 전기영동에 의한

DNA 밴드 패턴을 분석함.

Strain 특이성이

매우 높음.

실험자의 숙련도가

높아야 하고 다량의

시료를 동시에 분석

하기가 어려움. 데이

터베이스가 요구됨.

Repetitive

DNA sequences

(rep-PCR)

미생물 genomic DNA 상에 존재

하는 반복 서열을 PCR로 증폭한

후 전기영동에 의해 DNA band 패

턴을 분석함.

조작이 간편하고

신속함.

재현성이 높지 않고

데이터베이스가 요

구됨.

Terminal

restriction

fragment

형광으로 말단 표지한 PCR ampli

con을 제한효소로 절단하여 패턴

을 분석함.

미생물 배양이 필

요 없고 데이터베

이스를 요구하지

고가의 장비가 요구

되고 실험자의 숙련

도가 요구됨.

Ÿ 또한 식중독 미생물 등의 병원성 미생물 판별이나, 항생제 내성 유전자 검출

(antibiotic resistance analysis, ARA), 유전자 재조합 미생물(genetically modified

microorganism, GMM)의 검출 등에 이용되고 있다.

Ÿ 한편, 미생물의 염색체 DNA에 특정 염기서열을 암호로 지정하여 인위적으로 삽입

또는 치환하는 DNA cryptography 법이 일부 개발 중에 있으나 이는 미생물의 유전

자를 변형시키는 유전자 변형 미생물이 되므로 식품 미생물에는 적용할 수 없는 단

점이 있다.

Ÿ 현재까지 개발된 미생물 유전자 지문분석법은 다음과 같다.

Table 6. 미생물 유전자 지문분석법
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length

polymorphism

analysis

(T-RFLP)

않음.

Ÿ DNA fingerprint의 경우 아직까지 광범위하게 채택되고 있는 표준화된 기술이 없으

며, 실험실 간 혹은 실험실 내에서도 재현성 있는 결과를 얻기가 힘든 단점이 있다.

Ÿ 또한 분석 기술의 정밀성과 정확성도 실험 방법, 실험실, 실험 재료에 따라서 매우 차

이가 나며, 실험 방법에 따라 결과를 얻기까지 장시간 소요되는 단점이 있다.

8. 오믹스(omics) 기반 기술의 중요성

Ÿ 유전체학, 단백체학, 대사체학 등으로 대표되는 오믹스 분야는 최근 10여년동안 이를

지원하는 기기와 주변 기술의 발달로 생물학 분야의 중요한 기술로 발전해 왔다. 다

양한 생명 현상을 개별 요인들의 독립적인 작용으로 설명하고자 하였던 기존의 연구

방식을 뛰어 넘어 상호 연관되어 있는 관계들을 종합적으로 이해하고자 하는 방향의

연구로 인간의 생명 현상을 이해하고자 하는 노력을 시작으로 점차 동·식물 그리고

미생물의 영역까지 다양한 생명체에 대해 적용되어 가고 있다.

Figure 11. Full genome sequencing이 완료된 효모의 계통학적 분류.
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Figure 12. Metagenomics 기술의 발전.

9. 오믹스 기술의 유산균 연구에의 적용

Ÿ 식품 미생물 중 가장 중요한 미생물군인 유산균은 분류학적으로 주로 F irmicutes에

속하는 Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Streptococcus sp. 등의 3개 속(Genus)로

대표되는 광범위한 분류군에 속하는 미생물 군이다. 구균 및 간균 형태의 미호기성

균주로서 자유생활을 하는 Gram 양성 세균이며, 기질 수준에서의 인산화에 의해서만

에너지를 얻는 특징을 가지고 있다.

Ÿ 전통 식품의 지속적인 수요와 더불어 최근에는 기능성 식품에 대한 수요가 늘면서

새로운 각도에서 각광을 받고 있다. 현재 유산균 관련 제품이 가장 중요한 기능성 식

품으로 간주되고 있어 유산균 관련 산업의 잠재력은 국내·외에서 매우 크다고 평가되

고 있다.

Ÿ 유산균 유전체의 크기는 2.3∼3.4 Mb 정도이며, 현재까지 Bifidobacterium longum N

CC 2705, Enterococcus faecalis V583, Lactobacillus plantarum WFCS1, Lactococcus

lactis를 대상으로 유전체 염기서열이 해독된 바 있고, 이 외에도 현재 11종(B. longu

m DJO10A, Ec. faecium, Leuc. mesenteroides, Lc. lactis subsp. cremoris, Lb. acid

ophilus, Lb. brevis, Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. gasseri, S. ther

mophilus)에 대해 유전체 해독 연구가 진행되고 있다.
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10. 오믹스 기술을 이용한 유산균 분리 분석기술

Ÿ 건강 기능성은 실험실 수준의 선전 효과를 넘어 임상학적 기능을 가지는 tailer-made

type의 유산균 균주의 개발이 필요하다.

Ÿ 현재 NCBI genome site에 Lactobacillus sp. 37 종외 100종 이상의 유산균 전체 gen

ome sequencing이 완결되어 발표되었고, 30종 이상의 유산균의 sequencing이 현재

진행 중이다.

Figure 13. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus의 NCBI

정보.

Figure 14. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus의 whole

genome sequencing 현황.
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Figure 15. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus의

genome annotation 정보.

11. 식품산업용 균주의 안전성 평가 시스템 구축의 필요성

Ÿ 미생물의 추적 시스템(tracking system)은 분자생물학적 기법을 사용한 유전자 지문

분석법(genetic fingerprinting)을 사용하여 개발할 수 있다.

Ÿ 현재까지 개발된 미생물 유전자 지문분석법은 자연계에서 미생물의 다양성을 연구하

기 위한 분석 도구로 사용되고 있으며, 수질 등의 오염원을 파악하기 위한 미생물 오

염원 추적(Microbial Source Tracking, MST) 등에 사용되고 있다.

Ÿ 또한 식중독 미생물 등의 병원성 미생물 판별이나, 유전자 재조합 미생물(Living Mo

dified Organism, LMO)의 검출 등에 이용되고 있다.

Ÿ 따라서 국내에서도 식품산업 활용 종균의 국내·외 활용 및 수출 경쟁력 확보를 위하

여 in vitro와 in vivo를 통한 안전성 신속 검증 시스템을 구축할 필요가 있으며, 이

를 위해 수출 대상국가의 국가별 식품 종균에 대한 규제를 파악하고 수출용 식품 종

균에 대한 적용이 필요하다.
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배양방법 용도 특징

회분식 STR

(Stirred Tank Reacto

r)

Ÿ 기질(substrate) 1회 투

입.

Ÿ 일정시간 후 배양완료.

Ÿ 대부분의 미생물 배양에서

사용.

Ÿ 1회성 생산.

회분유가식

(Fed batch-STR)

Ÿ 기질을 연속적으로 투입.

Ÿ 생성물(product)의 제거

없이 일정시간 동안 배

양.

Ÿ 효소배양 등, 생성물의 농

도를 높이는 배양.

Ÿ 균체의 생육은 원할치 못

함.

연속식

(Continuous Reactor)

Ÿ 기질을 연속적으로 투입.

Ÿ 생성물을 연속적으로 제

거.

Ÿ 다량의 생성물을 얻을 수

있음.

Ÿ 생성물에 의한 inhibition

해소.

12. 균주 추적기술 개발 필요성

Ÿ 토양이나 과채류 등의 자연계 또는 식품으로부터 발효용 미생물을 분리 확보한 후

이들 균주들을 스타터로 이용하여 발효식품을 산업적으로 제조할 경우, 스타터 균주

의 보존 관리가 매우 중요하다.

Ÿ 제품에 생균의 형태로 소비자에게 제공되는 발효식품의 경우에는 제품에 스타터 균

주가 생존하므로 타 연구자가 이를 배양시켜 산업적으로 악용할 소지가 있다.

Ÿ 특히 산업적으로 유용한 특허균주의 경우에는 타 연구자 또는 타 기업이 제품에 존

재하는 생균을 분리 배양하여 이를 스타터로 사용하여 제품을 생산할 가능성도 있다.

Ÿ 따라서 산업적으로 유용한 발효용 스타터 균주의 도용을 차단하기 위해서는 균주의

추적시스템 구축이 필수적이나 현재까지 산업용 발효균주의 추적을 위한 시스템 개

발 연구는 이루어지지 않고 있다.

Ÿ 또한 국제적인 환경 보호 및 생물다양성 협약에 대처하기 위하여 미생물 자원의 지

속적 이용 및 적극적 활용에 대한 국가적인 전략이 요구되며, 더불어 국내 기능성이

높은 전통발효균주의 타국가로의 무단 도용 예방 차원으로 본 과제의 발효균주 추적

시스템 개발 연구가 시급하게 필요하다.

13. 고농도 배양 기술 현황 및 연구의 필요성

Ÿ 유산균의 배양은 일반적으로 회분식(batch) 배양과 연속식(continuous) 배양으로 나누

어지는데, 기존의 산업에서는 회분식 배양법이 많이 사용되어져 왔고, 최근 들어서는

연속식 배양에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있지만, 두 가지 모두 높은 균체 농도

를 얻는 데는 매우 제한적이다.

Ÿ 회분식 배양보다 연속식 배양이 고농도의 유산균체를 확보할 수는 있지만, 연속식은

stability가 문제가 된다(회분식에 비해 동결건조과정, 보관과정, 유통과정에서 사멸률

이 높음).

Table 7. 배양방법에 따른 특징
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Ÿ 유산균은 포도당 및 유당과 같은 당류를 대사시켜 젖산을 생성하고 다른 유기산 및

활성물질 등을 생성하여, 배양액 내의 수소이온 농도가 높아져 유산균의 대사 및 배

양을 저해하는 현상을 보이게 된다.

Figure 16. 발효조.

Ÿ 유산균의 고농도 배양을 위해서 주로 사용하는 방법으로 과거에는 배지조성물(탈지분

유, 효모추출물, 계면활성제, 인산염, 항산화제, 초산염)의 조절에 따른 배지최적화(특

허출원: 제10-1997-027145호), 류코노스톡 균의 배양용 배지를 이용한 고농도 배양(특

허 출원: 제10-2012-0131607호)이 있다.

Ÿ 그밖에 유산균을 사균화 시키는 방법, 고정화시스템, 멤브레인의 설치와 같은 방법들

이 진행되고 있으나 설비 시설의 까다로움 등의 이유로 실제적으로는 회분유가식 배

양이 사용되어 지고 있다.

Ÿ 식품의약품안전처 및 국립축산검역원 기준에 적합한 균수의 확보가 중요하므로 고농

도 배양기술의 표준화 또는 최적화 연구는 산업적·경제적 측면에서 볼 때 매우 절실

한 실정이다.
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제 3절 연구개발의 범위

1. 제 1세부과제: 건국대학교 산학협력단

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 식품 산업용 균주의 상용화를 위해 국내 유용 미생물 자원을 확보하고, 유제품, 전통

발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한 스크리닝 툴을 개발하고 가이드라인을 구축하

고자 하였다. 또한, 스크리닝한 균주의 생화학적 특성 및 기초생리활성을 평가하여

데이터베이스화하고, 식품 산업용 균주의 후보로 제공하고자 하였다.

나. 1차년도: [식품 산업용 균주 연구를 위한 유용 미생물 자원 확보 및 실험법의 국제 표준화]

Ÿ 기초생리활성 실험법의 정립 및 표준화 동량 조사

- 기초생리활성 실험법과 관련한 최근 연구 동향 및 정보 수집

- 기초생리활성 실험법과 관련한 국제 표준화 동향 조사

Ÿ 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한 토종 균주의 수집 및 스크리닝

(2,000주)

- 보유중인 토종 균주의 확보

(건국대, (사)한국종균협회, 한국식품연구원, 가천대 등 유용균주 및 상업용 균주)

- 타깃 스크리닝법을 통한 균주의 스크리닝(2,000주)

Ÿ 분리균주, 상용균주, 표준균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 기초생리활성의 데

이터베이스화

- 표준화된 실험법에 따라 분리균주, 상용균주, 표준균주의 생화학적 특성 분석

- 분리균주, 상용균주, 표준균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 실험을 통한 기초

생리활성 데이터 확보 및 관련 연구 자료를 확보하여 정리

Ÿ 기초생리활성 항목별 실험분석법에 따른 실험결과의 평가 범위표 구축 및 산업용 후보

균주 제공

- 균주의 생화학적 특성 및 기초생리활성의 연구결과를 통계처리에 평가하고, 이들의 평

가범위표 구축

- 생화학적 특성 및 기초생리활성이 검증된 산업용 후보 균주를 확보하고, 이를 제2협동

기관인 한국식품연구원과 균주의 관리 및 분양기반을 위해 제4협동기관인 (사)한국종균

협회에 균주 및 연구결과를 제공

다. 2차년도: [식품 산업용 균주 연구를 위한 유용 미생물 자원 확보, 생화학적 특성 및 기초

생리활성의 데이터베이스화]

Ÿ 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한 토종 균주의 수집 및 스크리닝

(2,000주)
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- 보유중인 토종 균주의 확보

(건국대, (사)한국종균협회, 한국식품연구원, 가천대 등 유용균주 및 상업용 균주)

- 타깃 스크리닝법을 통한 균주의 스크리닝(2,000주)

Ÿ 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 기초생리활성의 데이터베이스화

- 표준화된 실험법에 따라 분리균주의 생화학적 특성 분석

- 표준화된 실험법에 따라 분리균주의 기초생리활성 분석

- 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 실험을 통한 기초생리활성 데이터 확보

및 관련 연구 자료를 확보하여 정리

Ÿ 기초생리활성 항목별 실험분석법에 따른 실험결과의 평가 범위표 구축 및 산업용 후보

균주 제공

- 균주의 생화학적 특성 및 기초생리활성의 연구결과를 통계처리에 평가하고, 이들의 평

가범위표 구축

- 생화학적 특성 및 기초생리활성이 검증된 산업용 후보 균주를 확보하고, 이를 제2협동

기관인 한국식품연구원과 균주의 관리 및 분양기반을 위해 제4협동기관인 (사)한국종균

협회에 균주 및 연구결과를 제공

라. 3차년도: [기초생리활성 실험 분석법에 따른 실험결과의 평가 범위표 구축 및 검증된 식

품 산업용 균주의 후보 수집]

Ÿ 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한 토종 균주의 수집 및 스크리닝

(2,000주)

- 보유중인 토종 균주의 확보

(건국대, (사)한국종균협회, 한국식품연구원, 가천대 등 유용균주 및 상업용 균주)

- 타깃 스크리닝법을 통한 균주의 스크리닝(2,000주)

Ÿ 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 기초생리활성의 데이터베이스화

- 표준화된 실험법에 따라 분리균주의 생화학적 특성 분석

- 표준화된 실험법에 따라 분리균주의 기초생리활성 분석

- 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 실험을 통한 기초생리활성 데이터 확보

및 관련 연구 자료를 확보하여 정리

Ÿ 기초생리활성 항목별 실험분석법에 따른 실험결과의 평가 범위표 구축 및 산업용 후보

균주 제공

- 균주의 생화학적 특성 및 기초생리활성의 연구결과를 통계처리에 평가하고, 이들의 평

가범위표 구축

- 생화학적 특성 및 기초생리활성이 검증된 산업용 후보 균주를 확보하고, 이를 제2협동

인 한국식품연구원과 균주의 관리 및 분양기반을 위해 제4협동인 (사)한국종균협회에

균주 및 연구결과를 제공
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2. 제 1협동과제: 한국식품연구원

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 국내 우수 종균의 상용화 및 수출 경쟁력 확보를 위해 in vitro/in vivo 상에서의 안전성

과 임상연구를 통한 안전성 평가 시스템을 구축하고자 하였다. 또한 식품 산업용 균주

및 발효산물의 기능성 평가 시스템을 구축하고자 하였다.

나. 1차년도: [국내외 시장개척을 위한 식품 미생물 안전성 및 기능성 평가 시스템 확보를 위

한 전략 수립]

Ÿ 잠재적 수출 대상국가의 국가별 식품 미생물에 대한 안전성 판단 기준/방법 현황 파악

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 안전성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품 미생물에서 생성되는 toxin 등 평가할 수 있는 in vitro 검증법의 표준화

- 바이오제닉 아민, ethyl carbamate 등 발효식품에서 잠재적 독성물질이 될 수 있는 물질

에 대한 in vitro 평가 system의 표준화

- Mouse 모델을 이용 신속하게 안전성을 평가할 수 있는 in vivo 검증법의 표준화

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 기능성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품산업용 균주 및 발효산물의 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식품알

레르기 등) 및 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in vitro/in vivo 시스템 구축

다. 2차년도: [식품 산업용 균주의 통합 안전성 평가 및 분리균주의 기능성 평가]

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 안전성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품 미생물에서 생성되는 toxin 등 평가할 수 있는 in vitro 검증법의 표준화

- 바이오제닉 아민, ethyl carbamate 등 발효식품에서 잠재적 독성물질이 될 수 있는 물질

에 대한 in vitro 평가 system의 표준화

- Mouse 모델을 이용 신속하게 안전성을 평가할 수 있는 in vivo 검증법의 표준화

- 산업체에서 간단한고 빠르게 검증할 수 있는 통합 안전성 검증 시스템 구축

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 기능성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품산업용 균주 및 발효산물의 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식품알

레르기 등) 및 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in vitro/in vivo 시스템 구축

- 기능성 평가 시스템을 기반한 식품산업용 균주의 기능성(항당뇨, 항비만, 간기능 개선,

식품알레르기 억제 활성)평가



- 34 -

라. 3차년도: [식품 산업용 균주의 안전성 및 기능성 평가]

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 안전성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품 미생물에서 생성되는 toxin 등 평가할 수 있는 in vitro 검증법의 표준화 및 기초

생리활성과 기능성이 우수한 식품산업용 종균의 안전성 평가

- 바이오제닉 아민, ethyl carbamate 등 발효식품에서 잠재적 독성물질이 될 수 있는 물질

에 대한 in vitro 평가 system의 표준화 및 식품산업용 균주의 바이오제닉 아민, ethyl

carbamate 생성능 평가

- Mouse 모델을 이용 식품산업용 균주의 안전성 평가

- 산업체에서 간단한고 빠르게 검증할 수 있는 통합 안전성 검증 시스템 구축

Ÿ 식품 미생물용 균주의 통합 기능성 평가 시스템 구축 및 평가

- 식품산업용 균주 및 발효산물의 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식품알

레르기 등) 및 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in vitro/in vivo 시스템 구축

- 기능성 평가 시스템을 기반한 식품산업용 균주의 기능성(항당뇨, 항비만, 강기능 개선,

식품알레르기 억제활성)평가

Ÿ 인체적용시험을 통한 식품 산업용 균주의 안전성 평가 시스템 구축(위탁-전북대학교병

원)

- EMBASE-Elsevier, Toxline-NLM, Pubmed-NLM, IBIDS-ODS를 이용한 선행연구

조사

- 식품산업용 균주의 안전성 평가 프로토콜 및 디자인 개발을 위한 인체적용시험 안전성

평가 시스템 구축

3. 제 2협동과제: 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 타 세부과제에서 예비 선발된 균주들의 발효특성을 식품유형(요구르트, 양조용 및 전

통발효식품)에 따라 분석함으로써 식품별 발효에 적합한 균주를 선발하며, 실험결과

및 문헌조사를 바탕으로 발효 적합성 평가시스템을 구축함으로써 추후 균주 선발에

필요한 참고자료로써 이용하고자 하였다.

나. 1차년도: 발효특성 분석조건 확립 및 1차 선발된 균주들의 발효특성 분석

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성

- 발효배지에서의 생장특성 분석

- 발효배지에서의 pH 및 적정산도 변화 분석

- 발효배지에서의 유기산 생성 패턴 분석

- 발효배지에서의 저장 안정성 조사
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Ÿ 알코올 발효용 균주의 발효 적합성

- HPLC/MS를 이용한 발효시간별 알코올 생산능 조사

Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성

- 선발된 균주들의 효소(amylase, protease 등) 생산능 분석

다. 2차년도: 1, 2차 선발된 균주들의 발효특성 비교 분석

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성

- 발효배지에서의 생장특성 분석

- 발효배지에서의 pH 및 적정산도 변화 분석

- 발효배지에서의 유기산 생성 패턴 분석

- 발효배지에서의 저장 안정성 조사

Ÿ 알코올 발효용 균주의 발효 적합성

- HPLC/MS를 이용한 발효시간별 알코올 생산능 조사

Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성

- 선발된 균주들의 효소(amylase, protease 등) 생산능 분석

라. 3차년도: 최종 선발된 균주들의 발효특성 비교 분석 및 발효 적합성 평가

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성

- 발효배지에서의 생장특성 분석

- 발효배지에서의 pH 및 적정산도 변화 분석

- 발효배지에서의 유기산 생성 패턴 분석

- 발효배지에서의 저장 안정성 조사

Ÿ 알코올 발효용 균주의 발효 적합성

- HPLC/MS를 이용한 발효시간별 알코올 생산능 조사

- GC/MS를 이용한 향미분석

Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성

- 선발된 균주들의 효소(amylase, protease 등) 생산능 분석

- 균주 조합에 따른 생장 특성 및 효소 생산능 분석

Ÿ 용도별 선발된 균주의 실험결과와 문헌조사를 통한 발효적합성 평가시스템 구축

4. 제 3협동과제: 가천대학교 산학협력단

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 타 본 연구에서는 식품 산업용으로 개발되어진 유용 미생물의 안전관리를 위하여 식

품 내 존재하는 특정 미생물의 효율적인 검출과 추적을 위한 기술을 개발하고, 본 연

구과제에서 탐색 선정된 유용 미생물들의 유전자 지문을 데이터베이스화하였다.
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나. 1차년도: [식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자 표지 탐색]

Ÿ 유전자지문 분석법의 문헌 조사 및 장단점 비교 분석

- 현재까지 개발된 유전자지문 분석법의 문헌 조사 및 각 분석방법별 장단점 비교 분석

Ÿ 식품 산업용 균주의 full genome 염기서열 수집

- 식품 발효용 균주(유산균, 효모, 곰팡이, Bacillus spp. 등)의 full genome 염기서열 수집

Ÿ 식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자 표지 탐색

- 비교 유전체학(comparative genomics) 기법을 사용하여 수집된 genome 염기서열의

보존적 부위(conserved region), 가변 부위(variable region), 보존적 염기서열

(conserved sequence), 반복서열(repeated sequence), 고유 염기서열(unique sequence)

등 유전자 표지(genetic marker) 탐색

다. 2차년도: [최적 미생물 추적 기술 선정 및 분리균주의 유전자 지문 데이터베이스 구축]

Ÿ 표준균주를 이용한 각종 유전자 지문 분석 및 최적 분석법의 선정

- 유전자 지문 분석방법의 정확도와 편의성 및 경제성 등을 고려한 최적의 유전자 지문

분석방법 선정

- 유전자 지문 분석법의 단독 혹은 병용 분석을 통한 최적 분석법 확립

Ÿ 분리균주의 유전자 지문 데이터베이스 구축

- 본 과제로부터 확립된 최적 유전자 지문 분석법을 이용하여 모든 분리 균주의 유전자지

문 채취 및 데이터베이스와 라이브러리 구축

- 식품으로부터 균주를 분리하여 콜로니 형태로 확보한 후, 유전자 지문을 채취(culture

dependent)

- 아날로그 형태의 유전자 지문 데이터를 디지털화하는 암호화 작업의 기반 구축

라. 3차년도: [선정 균주를 이용하여 제조한 발효식품에서의 미생물 추적 평가]

Ÿ 시판 발효 식품에 존재하는 미생물의 유전자 지문 분석

Ÿ 특정 발효 균주를 이용한 발효 식품에서의 미생물 추적 기술 평가

- 분리 균주 혹은 특정 발효 균주를 이용하여 발효 식품(유산균 발효유, 건강기능성 유

산균제제 등)을 제조한 후, 이로부터 본 과제에서 개발한 추적기술을 이용하여 표적

미생물 확인 및 효율 평가
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5. 제 4협동과제: (사)한국종균협회

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 식품 산업용 유용미생물 자원 확보와 종균의 산업적 활용을 위한 장기적이며 안전한

보존을 수행하고, 미생물 자원관리를 위한 정보관리시스템(네트워크)을 구축하며, 식

품산업 활용 종균의 상용화를 위한 효율적인 분양시스템의 구축 및 운영을 목표로

하였다.

나. 1차년도: [유용 균주에 대한 안전성, 발효특성, 기능 자료 홈페이지 구축]

Ÿ 산업용 유용 미생물 자원 확보 및 균주 제공

- 다양한 발효 식품(장류, 젓갈류, 주류, 발효유제품 등)과 그의 원재료로부터 유용 미생물

을 분리하여 균주를 제공

Ÿ 유용 균주에 관한 미생물 정보를 효율적으로 검색할 수 있도록 홈페이지의 구축

Ÿ 산업화 후보 종균의 분리, 분류 및 동정에 관한 다양한 정보(문헌, 이미지, 균주 정보

등)를 지원

Ÿ 산업체 등 민간에 활용 종균의 조회, 검색 서비스 제공

다. 2차년도: [웹 기반 DB의 활용 방안 및 연계]

Ÿ 기존 구축된 DB의 활용 방안 및 연계

- KCCM 표준균주 DB의 format을 바탕으로 유용 균주의 DB 구축 및 각 기관의 raw

data DB화

Ÿ 웹 기반 DB의 구축에 단어별 검색 엔진을 연동하여 인터넷 상에서 사용자가 간단히 유

용 균주를 찾을 수 있는 기반 구축

Ÿ 타 연구기관의 균주 활용을 위한 DB의 연동화 구축

라. 3차년도: [유용 균주 보존, 관리 시스템 구축]

Ÿ 산업용 균주의 보존, 관리 시스템 구축

- 균주의 장기 보존 및 분양을 위한 분양 시스템 구축

- 유용 균주의 특성에 따라서 동결 건조, L-drying, 초저온 보존법 등의 보존 방법을 통하

여 안정적인 균주 보존

- 웹 기반 DB에 균주의 보존 방법, 보존 위치 및 재고 파악을 통합적으로 관리할 수 있

는 균주 관리 시스템 구축

- 유용 균주의 분양 신청 및 분양 과정 그리고 분양 후 사후 관리를 할 수 있는 관리시스

템의 구축
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- 보존 균주의 backup본을 주관 및 협동 기관에 이중으로 보존하여 안전하게 보존 관리

Ÿ 산업용 후보 종균 및 프로바이오틱스 등의 유전체 분석을 통한 고유성(identity)자료 확

보

- 산업화 종균 후보 균주의 rRNA sequence 및 PCR-RFLP 등의 유전체 분석을 통하여

고유성 자료 확보

- 프로바이오틱스 기능성 관련 유전자의 유전체 분석 연구

6. 제 5협동과제: (주)쎌바이오텍

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 식품 산업용 균주의 상용화를 위해 배지 및 배양 조건을 최적화, 유가식 배양을 통한

고농도 배양 기술을 확보하고 대량생산공정을 구축, 생산 프로세스 상의 충격(shock)

을 조사와 검증 체계를 구축하며, 배양과정 중 발생할 수 있는 오염도 저하를 위한

생산 위생도 강화 시스템을 확립하고자 하였다. 또한 산업용 균주를 활용한 시제품을

생산하고 수출 전략을 수립하고자 하였다.

나. 1차년도: [고농도 배양 기술을 위한 배지 최적화 및 배양 조건 최적화]

Ÿ 회분식 배양조건에서 발효유 생산 균주 종균의 고농도 배양 기술

- 탄소원의 영향: 균체 생산을 위한 최적 탄소원을 선정하기 위하여 다양한 탄소원

(glucose, lactose, sucrose 등)에 의한 영향 연구

- 유기질소원의 영향: 균체에 대한 최적 질소원을 선정하기 위하여 다양한 질소원

(soytone, yeast extract, beef extract, proteose peptone 등)에 의한 영향 연구.

- 무기염이온의 영향: 균체 생산에 대한 다양한 무기염 이온(Mg2+, Ca2+, SO4
2- 등)의

영향 연구

- 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발: 식품용 whey, soybean flour등을 이용한 저

가형 천연 항균 소재 생산용 배지 개발

다. 2차년도: [후보 균주의 충격 조건 검증 및 생산 위생도 강화 시스템 연구]

Ÿ 생산 프로세스 상에서의 충격(shock) 조사 및 검증 체계 구축

- 생산 프로세스 상에서의 충격으로, 유기산 생성, agitation, 당 농도 등에 따른 균수의

변화를 특정하여 충격을 조사하여 검증 체계를 구축

- 상기 조건에 맞춰 통계프로그램에 의한 영향 결정 후 최적화

Ÿ 오염도 저하를 위한 생산 위생도 강화 시스템 연구

- 파지 및 오염 잡균의 방지를 위해 control균으로 Bacillus stearothermophilus를 이용

하여 유제품에서 살균 최적화



- 39 -

- 살균강도는 del factor(또는 sterilization criterion)로 나타냄

- 내부 온도에 따른 오염균의 균수에 따른 살균 온도 및 살균시간 결정시켜 위생도 강

화 시스템 연구

라. 3차년도: [대량생산공정 구축 및 수출 전략 수립]

Ÿ 대량생산공정 적용 및 대량생산공정 구축

- 첨가할 당 및 미네랄 성분의 결정: 첨가할 당으로 glucose, lactose, sucrose, 미네랄

성분의 조성 별로 첨가에 따른 영향 연구

- 실험실 규모의 생산최적화를 통해 파일럿 단위에서 기술을 적용하여 조건을 검증하

고, 이를 통해 대량생산공정을 구축

Ÿ 시제품 생산 및 수출 전략 수립

- 제품화할 형태나 제형을 검토하여 부형제 첨가 등을 통한 시제품 생산

- 국외 수출을 위한 발효유 종균 및 프로바이오틱스로서의 갖춰야 할 요건을 검토하여,

수출을 위한 제품의 특징과 규격화를 검토함으로써 수출 전략 수립

7. 제 6협동과제: ㈜충무발효

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 본 연구를 통해서 얻은 국내 토착 미생물을 전통발효식품인 장류(된장, 간장 등), 양

조용(탁주 및 전통주)의 종균으로 개발하기 위해, 생산 환경을 최적화 하고, 제품 적

합능 검증 시스템으로 종균의 오염 방지 방안을 검토하고자 함. 또한 이러한 종균을

종균의 국산화 및 사업화시키고자 하였다.

나. 1차년도: [전통발효식품용 종균의 최적배지 개발]

Ÿ 곰팡이 종균생산용 최적배지의 개발

- 액체 배지 상의 곰팡이 종균생산을 위한 탄소원으로 glucose, sucrose, starch 등을 이용

하고, 질소원으로 peptone, tryptone, soy powder 등을 이용하여 배지 성분 및 배지 성

분의 비율에 따라 최적화

Ÿ 효모 종균생산용 최적배지의 개발

- 액체 배지 상의 효모 종균생산을 위한 탄소원으로 glucose, sucrose, starch 등을 이용하

고, 질소원으로 peptone, tryptone, soy powder 등을 이용하여 배지 성분 및 배지 성분

의 비율에 따라 최적화
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다. 2차년도: [전통발효식품용 종균 생산방법의 최적화 시스템 개발]

Ÿ 곰팡이 종균생산용 고상발효공법의 최적화시스템 개발

- 고체 배지 상의 탄소원으로 glucose, sucrose, starch 등을 이용하고, 질소원으로

peptone, tryptone, soy powder 등을 이용하여 배지 성분의 영향을 확인하고, 배지 성분

의 비율에 따라 최적화

Ÿ 효모 종균생산용 분말화 기술 및 잡균 오염 방지법 개발

- 효모 종균의 제품화를 위해 동결건조, 분무건조 등의 방법을 통해 분말화

- 효모 종균의 분말화 방법에 따른 잡균 오염 유무를 확인하기 위해 미생물학적인 방법으

로 PCA 및 오염 가능성이 있는 균주를 선별하여 선택배지를 이용하여 오염 정도를 검

증하고, 이를 방제하는 방안 검토

라. 3차년도: [전통발효식품용 종균 시제품 개발]

Ÿ 전통발효식품용 종균 시제품 개발

- 종균제품의 보관 활성 유지법 개발

- 종균제품의 유통 최적 포장용기 및 방법의 개발

- 종균 시제품 개발

8. 제 7협동과제: ㈜아람

가. 포괄적 연구 목표

Ÿ 분말이나 타정 등 다양한 형태의 프로바이오틱스 제품 제조과정에서 마찰이나 혼합,

압력, 열등 여러 가지 공정 변수가 수반되는데 프로바이오틱스 사멸률 최소화 및 저

장 안정성 향상을 위한 균주 선정, 제품 제조공정 및 부원료의 배합기술 개발하고 최

종적으로 사업화하고자 하였다.

나. 1차년도: [건강기능식품용 균주를 위한 후보 균주의 상용화 생산 및 제품 적합능 검증]

Ÿ 후보 균주의 상용화 생산 환경 적합능 검증

- 건강기능식품용 종균으로 효모, 유산균을 제품화하기 위해, 분말 타정 등 여러가지 제

형별로 제조함. 제조과정에서 일어나는 다양한 공정변수를 마찰력, 압출력, 열 등의

조건을 설정하여 프로바이오틱스의 생존율 검토

Ÿ 후보 균주의 제품 적합능 검증

- 저장기간을 냉장보관, 상온보관으로 나눠 30일 단위로 제품의 생존율을 확인하고, 저

장안정성 향상을 위한 신 공정 설계
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다. 2차년도: [건강기능식품용 균주의 제품 적합능 및 제품을 위한 포뮬라 개발]

Ÿ 제품화를 위한 포뮬라 개발

- 프로바이오틱스의 생존율을 향상시키면서 시너지 효능이 있는 올리고당의 종류에 따

라 검토하여, 이를 부원료로 적용하여 완제품의 포뮬라 개발

- 어린이, 성인, 노인 등이나 항산화, 대사질환 별 등의 특정 용도나 대상을 상대로 하

여 적합한 형태의 포뮬라 개발

라. 3차년도: [건강기능식품용 균주의 시제품 개발]

Ÿ 포장 형태 및 포장 환경에 따른 저장안정성 검증

- 스틱 및 타정 포장형태 및 포장재에 따른, 포장내 환경에 따른, 완제품 유통 및 저장

형태에 따른 생존율을 검토하고, 이를 통해 저장 안정성 확보

Ÿ 시제품 개발
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코드번호 D-04

제 1절 종균 관련 국내 연구 보고서

1. 발효식품용 종균 활용을 위한 효모와 세균의 선발 및 자원 풀 구축

(국립농업과학원, 2013.02.∼2015.12., 농촌진흥청)

Ÿ 연구를 통해 다양한 발효식품(장류, 김치 등)에서 분리한 효모, 젖산균, 고초균 등을

수집하였으며 효모에 대해서는 양조적성 평가를 통해 다양한 발효음료 개발 가능성

을 확인하고, 젖산균에 대해서는 유용효소 활성 및 유용물질 생성능 평가를 통해 균

주의 활용성을 증대시키고, 고초균에 대해서는 효소 활성 평가를 통해 김치 맛 개선

및 식품을 높여주는데 활용할 수가 있었다.

Ÿ 추가적인 연구를 통해 우수한 미생물자원의 데이터베이스를 구축하여 이의 활용성을

증대시키고, 확보한 미생물들은 국가의 고유한 생물자원으로써 그 활용가치를 높일

예정이다.

제 2장 국내외 기술개발 현황
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저자명 논문 제목 게재 학술지명
권 및 쪽수

(년도)
정원휘 외 2

명

영광 토종국에서 분리한 곰팡이의 amyl

ase 활성

한국응용생명화

학회지

30:250-257

(1987년)
강현미 외 1

명

유산균이 생성하는 세포외 다당류의 기

능성에 대한 고찰

한국유가공기술

과학회지

17:101-108

(1999년)
전혜성 외 4

명

유산균 투여가 마우스의 Salmonella 균

감염에 미치는 영향
한국낙농학회지

21:171-182

(1999년)

김은아 외 2

명

유산균에 의한 Escherichia coli와 Salm

onella Typhimurium의 생육억제에 관한

연구

한국축산학회지
44:491-498

(2002년)

남윤주 외 2

명

김치에서 분리한 Lactobacillus plantaru

m KM214 균주에 의한 인공치태 형성

억제효과

대한구강보건학

회지

27:195-205

(2003년)

김종호 외 4

명

전통 메주로부터 분리한 protease 생성

곰팡이로 제조된 된장의 품질 특성

한국응용생명화

학회지

49:7-14

(2006년)

정석근 외 6

명
유산균의 항알레르기 효과

한국유가공기술

과학회지

25:21-25

(2007년)
이기선 외 3

명

땅콩 알레르기 생쥐모델에서 항알레르기

효과가 있는 Lactobacillus 균주의 선별

대한소아알레르

기호흡기학회지

17:260-270

(2007년)

이재준 외 4

명

김치로부터 분리한 유산균 Leuconostoc

kimchii GJ2가 고콜레스테롤식이를 급여

한 흰쥐의 지질대사에 미치는 영향

한국식품저장유

통학회지

17:760-768

(2008년)

조윤회 외 6

명

Isoflavone 비배당화 및 항산화 활성을

지닌 Lactobacillus plantarum YS712의

선발

한국축산식품학

회지

29:640-646

(2009년)

조윤회 외 1

명
유산균의 항산화 활성 비교

한국유가공기술

과학회지

28:31-39

(2010년)
구본성 외 5

명

충청지역 누룩에서 양조용 우수 곰팡이

의 탐색 및 특성

한국미생물·생

명공학회지

34:373-378

(2010년)

최성현 외 3

명

맥아에서 분리한 Bacillus amyloquefacie

s CNL-90이 생산하는 α-amylase와 pro

tease의 특성

한국축산식품학

회지

54:133-139

(2012년)

최우석 외 4

명

Lactobacillus rhamnosus 파쇄물의 항산

화 및 미백효과

한국미생물·생

명공학회지

41:183-189

(2013년)

제 2절 종균을 이용한 발효 및 기능성에 관련된 국내논문

Ÿ 종균과 관련된 논문으로는 다양한 종균(유산균, Bacillius, 효모, 곰팡이)을 이용한 항

균, 항알러지, 항비만, 항산화 효과, 효소 활성, 종균 관련 식품의 적용에 관한 논문들

이 게재되고 있다.
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전현경 외 1

명

된장에서 분리한 Bacillus licheniformis

의 β-galactosidase 생산성과 효소 특성

한국미생물·생

명공학회지

42:339-346

(2014년)
양수진 외 5

명

김치로부터 분리한 Bacillus subtilis K

MKW4의 amylase 생산 및 효소활성

한국키틴키토산

학회지

19:21-28

(2014년)

백성열 외 4

명

야생 효모 종류에 따른 알코올 발효 특

성

한국미생물·생

명공학회지

43:228-236

(2015년)
정상은 외 1

명

시판 생막걸리에서 분리한 유산균의 프

로바이오틱스 기능성 연구

한국식품과학회

지

47:44-50

(2015년)
김태중 외 1

명

Lactobacillus plantarum LP2 균주의 H

elicobacter pylori 억제효과

한국식품위생안

전성학회지

30:372-375

(2015년)
최다혜 외 3

명

누룩으로부터 맥아당 이용능과 에탄올

생산성이 우수한 효모의 분리와 특성

한국미생물·생

명공학회지

44:34-39

(2016년)
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출원인 제목
국가 및

출원/등록 구분

출원/등록번호

(일자)

오화균 외 2

명

항균 및 항바이러스 효과를 가진 신

규한 유산균 및 이를 포함하는 조성

물

대한민국

특허등록

제 10-0505910-

0000호

(2008. 02. 25.)

신현길
혈중 콜레스테롤 농도 저하에 효과적

인 유산균 및 이들의 혼합균주

대한민국

특허등록

제 10-0909586-

0000호

(2009. 07. 21.)

김종무 외 6

명

항비만 및 뇌기능개선 관련 생리활성

기능을 가지는 프로바이오틱 유산균

락토바실러스 플란타룸

대한민국

특허등록

제 10-1010914-

0000호

(2011. 01. 19.)

장해춘 외 1

명

메주로주터 분리된 바실러스 폴리퍼

멘티쿠스 및 이를 포함하는 항진균

조성물

대한민국

특허등록

제 10-1024950-

0000호

(2011. 03. 18.)

김정진 외 3

명

아토피성 피부염 치료 및 또는 예방

용 유산균 및 이를 함유하는 조성물

대한민국

특허등록

제 10-1094194-

0000호

(2011. 12. 08.)

김동운 외 7

명

면역 증강 유산균 및 이를 포함하는

유산균 제제

대한민국

특허등록

제 10-1201447-

0000호

(2012. 11. 08.)

구본성 외 7

명

효소 활성 및 항균 활성을 갖는 저영

양 바실러스 아밀로큐파시엔스 B4-4

균주

대한민국

특허등록

제 10-1219592-

0000호

(2013. 01. 02.)

곽중기 외 5

명

누룩에서 분리한 아스퍼질러스 오리

재 YA08 및 이를 이용한 발효주의

제조 방법

대한민국

특허등록

제 10-12861070

-0000호

(2013. 07. 09.)

홍연 외 1명

된장으로부터 분리한 기능성 균주, 이

를 이용한 기능성 된장의 제조 방법

및 상기 방법으로 제조된 기능성 된

장

대한민국

특허출원

제 10-2014-000

9805호

(2014. 01. 27.)

안영태 외 4

명

지방합성 억제 및 지방산화 촉진에

의한 체지방 감소 효능을 갖는 6종의

유산균 복합균주를 유효성분으로 함

유하는 조성물

대한민국

특허등록

제 10-1428276-

0000호

(2014. 07. 29.)

제 3절 종균을 이용한 발효 및 기능성에 관련된 국내특허

Ÿ 종균과 관련된 특허로는 다양한 종균(유산균, Bacillius, 효모, 곰팡이)을 이용한 항균,

항바이러스, 콜레스테롤 저하, 항비만, 항산화 효과, 효소 활성, 종균 관련 식품의 적

용 에 관한 특허 출원 및 등록되고 있다.
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강남 외 3명

전통 메주에서 분리한 신규한 아스퍼

질러스 오리재 CJ KY 균주와 이를

이용한 된장 제조방법 및 그 제조방

법에 의해 제조된 된장

대한민국

특허등록

제 10-1455473-

0000호

(2014. 10. 21.)

김동현 외 3

명

노화 및 치매의 예방 및 또는 치료

활성을 갖는 유산균

대한민국

특허등록

제 10-1476236-

0000호

(2014. 12. 18.)

최혜영 외 3

명

김치에서 분리한 신규 유산균 균주

락토바실러스 플란타룸 DSR KF12

및 이를 포함하는 조성물

대한민국

특허출원

제 10-1495309-

0000호

(2015. 02. 13.)

은영범
기능성 김치 유산균을 이용한 비만

억제 다이어트 효과

대한민국

특허출원

제 10-2015-011

1282호

(2015. 08. 06.)

김성환 외 3

명

인슐린 저항성 개선 효능을 갖는 7종

의 유산균 복합균주를 유효성분으로

함유하는 조성물

대한민국

특허등록

제 10-1545551-

0000호

(2015. 08. 12.)

한명주 외 1

명

다양한 기능성을 가진 신규 유산균

및 이의 용도

대한민국

특허출원

제 10-2016-011

4842호

(2016. 09. 07.)

강희윤 외 4

명

향미증진 양조용 효모 사카로마이세

스 세레비지애 및 이를 이용하여 제

조한 발효주

대한민국

특허등록

제 10-1671669-

0000호

(2016. 10. 26.)

한지숙 외 1

명

알코올 저항성 효모 세포, 그의 제조

방법 및 그를 이용한 알코올 생산 방

법

대한민국

특허등록

제 10-1700415-

0000호

(2017. 01. 20.)

정수지 외 4

명

장류의 유해 미생물에 대한 항균 활

성 및 세포외 효소 분비능이 있고, 바

이오제닉 아민을 생성하지 않는 전통

장류 유래의 바실러스 서틸리스 SCM

688 균주 및 이의 용도

대한민국

특허등록

제 10-1734363-

0000호

(2017. 05. 02.)

김미숙 외 3

명

한국 전통 간장에서 분리된 신규 바

실러스 균주 및 이를 함유하는 프로

바이오틱스

대한민국

특허등록

제 10-1780770-

0000호

(2017. 09. 15.)
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제 4절 종균과 관련된 언론 보도

Ÿ 된장에서 분리한 유산균 균주를 이용해 동물에 투여하여 분석한 결과 대장염 질병

지수가 절반 수준으로 낮아졌고, 생균뿐만 아니라 균체 자체로도 효능을 보이기 때문

에 다양한 방법으로 가공할 수 있어 프로바이오틱스 종균의 수입량을 대체할 수 있

을 것이다(MBC뉴스, 2016년).

Ÿ 김치미생물 유전체연구팀은 김치유산균의 유전체를 분석해 표준유전체지도를 완성하

고 발효특성, 기능성 및 안전성을 과학적으로 규명했으며 연구를 통해 김치발효종균

으로 개발하고, 균주인 ‘DRC1506’에 대해 우리고유의 이름인 ‘류코노스톡 메센테로이

데스 종가집김치아이’로 명명해 국제공인을 획득했으며 대상(주)에서 김치생산종균으

로 산업적 생산에 적용해 표준화된 고품질 김치를 안정적으로 생산하고 있다(한국농

어민신문, 2017년).

Ÿ 순창 발효미생물산업진흥원은 전통장류발효식품으로부터 독소 및 바이오제닉 아민

유전자가 었어 안전하고, 청국장의 풍미를 높이고, 발효기능이 우수하며 혈전용해능력

이 우수한 특징을 가지는 청국장 종균으로 활용가치가 높은 우수 균주 5종을 분리하

였으며 산업적 측면에서는 현재 청국장 제조시 사용되는 볏집을 대체할 수 있는 장

점과 식품의 안전성을 확보했다는 의미가 있으며 대사성질환 관련 기능성 청국장 생

산도 가능할 것으로 보고 있다(국제뉴스, 2016년).
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코드번호 D-05

순번
년도

(년)
내산성 내담즙성 논문명 저널

1 2006

pH 2; 3 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-4시간

반응

Probiotic potential of

Lactobacillus strains

isolated from dairy

products

International

Dairy

Journal

16:79-94

2 2009

pH 2; 1 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

1-4 mg/mL b

ile salt; 0-3

시간 반응

Comparative accounts

of probiotic

characteristics of

Bacillus spp. isolated

from food waste

Food

Research

International

42:505-510

3
2009

pH 2.5-4; 0-4

시간 반응

1 mg/mL try

psin; 0-16시

간 반응

In vitro comparison

of probiotic properties

of Lactobacillus casei

Zhang, a potential

new probiotic with

selected probiotic

strains

LWT-Food

Science and

Technology

42:1640-164

6

4 2010
pH 2, 3; 0-3

시간 반응

3, 10 mg/mL

bile salt; 0-4

Screening lactic acid

bacteria from swine

Anaerobe

16:321-326

제 1절 기초생리활성 실험법과 국제 표준화 동향 조사

1. 기초생리활성 실험법과 국제 표준화 동향 조사

가. 식품산업용 균주 관련 SCI급 논문 조사

(1) 내산·내담즙성 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 건강기능식품 및 유제품 종균에 대한 내산·내담즙성 관련 SCI급 논문의 분석결과는

다음과 같다(Table 1-1). 내산성의 경우 pH 2.5에 pepsin 3 mg/mL을 첨가한 후 3시

간 배양, 내담즙성의 경우 pH 7에 oxgall 3 mg/mL을 첨가한 후 24시간 배양하는 것

이 보편적이었다.

Ÿ 내산·내담즙성 관련 실험법 표준화는 내산성의 경우 pH 2.5, pepsin 3 mg/mL을 첨가

한 후 3시간 배양으로, 내담즙성의 경우 pH 7에 oxgall 3 mg/mL을 첨가한 후 24시간

배양하는 실험방법으로 결정하였다.

Table 1-1. 내산·내담즙성 관련 SCI급 논문 분석

제 3장 연구수행 내용 및 결과
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시간 반응

origins for multistrain

probiotic functional

properties

5 2010

pH 2, 3; 3 m

g/mL pepsin;

0-3시간 반응

1, 5, 10 mg/

mL oxgall; 0

-12시간 반응

Probiotic properties of

Lactobacillus strains

isolated from the

feces of breast-fed

infants and

Taiwanese pickled

cabbage

Anaerobe

16:578-585

6 2010

pH 2.5; 3 mg

/mL pepsin;

0-3시간 반응

2.5 mg/mL bi

le salt; 0-3시

간 반응

In vitro screening of

probiotic lactic acid

bacteria and prebiotic

glucooligosaccharides

to select effective

synbiotics

Anaerobe

16:493-500

7 2010
pH 2, 3, 4; 0

-2시간 반응

5, 10, 20 mg/

mL bile salt;

0-3시간 반응

Probiotic properties of

folate producing

Streptococcus

thermophilus strains

Food

Research

International

43:103-110

8 2010
pH 1, 2, 3; 0

-2시간 반응

10, 20, 30 mg

/mL bile salt;

0-12시간 반

응

Safety assessment

and evaluation of

probiotic potential of

bacteriocinogenic

Enterococcus faecium

KH24 strain under in

vitro and in vivo

conditions

International

Journal of

Food

Microbiolog

y

15:154-168

9 2010

pH 2, 2.5; 3.5

mg/mL pepsi

n; 0-3시간 반

응

19 mg/mL bil

e salt과 tryps

in; 0-24시간

반응

Screening of potential

probiotic properties of

Lactobacillus

fermentum isolated

from traditional dairy

products

Food

Control

21:695-701

10 2011

pH 2.5; 3 mg

/mL pepsin;

0-3시간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-24시간

반응

Protection activity of

a novel probiotic

strain of Bacillus

subtilis against

Salmonella Enteritidis

infection

Research in

Veterinary

Science

93:74-81
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11 2011

pH 3; 5 mg/

mL pepsin; 0

-1.5시간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-2.5시

간 반응

Probiotic assessment

of Enterococcus

faecalis CP58 isolated

from human gut

International

Journal of

Food

Microbiolog

y

145:390-394

12 2011

pH 3; 3 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-3시간

반응

Screening of

species-specific lactic

acid bacteria for veal

calves multi-strain

probiotic adjuncts

Anaerobe

17:97-105

13 2011

pH 2.5; 1,000

unit/mL pepsi

n; 0-3시간 반

응

3 mg/mL ox

gall; 0-3시간

반응

Evaluation of

probiotic

characteristics of

newly isolated

Lactobacillus spp:

Immune modulation

and longevity

International

Journal of

Food

Microbiolog

y

148:80-86

14 2011

pH 2.5; 3 mg

/mL pepsin;

0-3시간 반응

3 mg/mL ox

gal1; 0-3시간

반응

Characterization and

in vitro properties of

potentially probiotic

Bifidobacterium

strains isolated from

breast milk

International

Journal of

Food

Microbiolog

y

149:28-36

15 2012

pH 3; 2 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

4.5 mg/mL bi

le salt; 0-8시

간 반응

In vitro testing of

commercial and

potential probiotic

lactic acid bacteria

International

Journal of

Food

Microbiolog

y

153:216-222

16 2012
pH 3; 0-2시

간 반응

5 mg/mL bile

salt; 0-4시간

반응

In vitro evaluation of

the probiotic potential

of Lactobacillus

salivarius SMXD51

Anaerobe

18:584-589

17 2012

pH 2, 3, 4;

3 mg/mL pep

sin; 0-3시간

반응

3 mg/mL bile

salt; 0-8시간

반응

In vitro analysis of

gastrointestinal

tolerance and

intestinal cell

adhesion of probiotics

Food

Research

International

14:619-625
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in goat’s milk ice

cream and yogurt

18 2012

pH 2, 2.5, 3;

3 mg/mL pep

sin; 0-3시간

반응

1 mg/mL bile

salt; 0-6시간

반응

In vitro evaluation of

physiological probiotic

properties of different

lactic acid bacteria

strains of dairy and

human origin

Journal of

Functional

Foods

4:531-541

19 2012
pH 2.5; 0-3시

간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-24시

간 반응

Screening for

cholesterol-lowering

probiotic based on

deoxycholic acid

removal pathway and

studying its

functional mechanism

Anaerobe

18:516-522

20 2012

pH 3; 3 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

3, 5, 10 mg/

mL oxgall; 0

-24시간 반응

Selection of potential

probiotic lactobacilli

for

cholesterol-lowering

properties and their

effect on cholesterol

metabolism in rats

fed a high-lipid diet

Journal of

Dairy

Science

95:1645-165

4

21 2013

pH 2, 3; 3 m

g/mL pepsin;

0-4시간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-6시간

반응

Evaluation of

Pediococcus

pentosaceus strains

isolated from Idly

batter for probiotic

properties in vitro

Journal of

Functional

Foods

5:216-222

22 2013
pH 2.5; 0-3시

간 반응

5 mg/mL bile

salt; 0-4시간

반응

Selection of potential

probiotic lactic acid

bacteria from

fermented olives by

in vitro tests

Food

Microbiolog

y

33:282-291

23 2013
pH 2, 3, 4; 0

-4시간 반응

1, 2.5, 5, 10,

15 mg/mL bil

e salt; 0-4시

간 반응

Probiotic potential,

antimicrobial and

antioxidant activities

of Enterococcus

strain LAB18s

Food

Control

37:251-256

24 2013 pH 2, 2.5, 3; 2.5, 5, 7.5 mg Probiotic properties of Anaerobe
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0-2시간 반응
/mL oxgall; 0

-2시간 반응

lactobacilli species

isolated from

children’s feces

24:36-42

25 2014
pH 2.5; 0-4시

간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-4시간

반응

In vitro evaluation of

the safety and

probiotic properties of

lactobacilli isolated

from chicken and

calves

Anaerobe

29:118-127

26 2014

pH 3; 3 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

3 mg/mL try

psin; 0-8시간

반응

Screening for

potential new

probiotic based on

probiotic properties

and α-glucosidase

inhibitory activity.

Food

Control

35:65-72

27 2014
pH 3; 0-2.5시

간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-24시

간 반응

Determining probiotic

potential of

exopolysaccharide

producing lactic acid

bacteria isolated from

vegetable and

traditional Indian

fermented food

products

Food

Bioscience

5:27-33

28 2014

pH 2; 3 mg/

mL pepsin; 0

-3시간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-8시간

반응

Effect of dairy

probiotic

combinations on in

vitro gastrointestinal

tolerance, intestinal

epithelial cell

adhesion and cytokine

secretion

Journal of

Functional

Foods

8:18-25

29 2014

pH 1.8, 2.1,

3, 4.1, 5; 6 m

g/mL pepsin;

0-1.5시간 반

응

0.6, 1.25, 2.5,

5, 10 mg/mL

bile salt; 0-2

4시간 반응

Assessment of

probiotic properties in

lactic acid bacteria

isolated from wine

Food

Microbiolog

y

44:220-225

30 2014
pH 3; 0-3시

간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-4시간

반응

Probiotic potential

and biotherapeutic

effects of newly

Anaerobe

28:29-36
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isolated vaginal

Lactobacillus

acidophilus 36YL

strains on cancer

cells

31 2014
pH 2, 3; 0-2

시간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-2시간

반응

Probiotic properties of

Pediococcus strains

isolated from jeotgals

salted and fermented

Korean sea-food

Anaerobe:

28:199-206

32 2014
pH 2, 4, 6; 0

-2시간 반응

1, 2, 5 mg/m

L bile salt; 0

-24시간 반

응

Characterisation of

Lactobacillus

gastricus strains

isolated from human

milk

International

Diary

Journal

39:167-177

33 2014
pH 2.5; 0-3시

간 반응

3 mg/mL bile

salt; 0-12시간

반응

Comparison of

lactobacilli isolated

from Chinese

suan-tsai and

koumiss for their

probiotic and

functional properties

Journal of

Functional

Foods

12:294-302

34 2014
pH 2, 2.5, 3;

0-3시간 반응

2.5, 5, 7.5, 10

mg/mL bile s

alt; 0-4시간

반응

Probiotic

characteristics of

Lactobacillus

fermentum strains

isolated from tulum

cheese

Anaerobe

30:120-125

35 2015

pH 2, 3; 3 m

g/mL pepsin;

0-3시간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-72시

간 반응

In vitro assessment

of the probiotic

potential of

Lactobacillus

plantarum KCC-24

isolated from Italian

rye-grss forage

Anaerobe

32:90-97

36 2015
pH 2.5; 0-3시

간 반응

3 mg/mL ox

gall; 0-3시간

반응

Anticancner impacts

of potentially

probiotic acetic acid

bacteria isolated from

traditional dairy

LWT-Food

Science and

Technology

60:690-697
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microbiota

37 2015

pH 2.5; 3 mg

/mL pepsin;

0-3시간 반응

5 mg/mL bile

salt; 0-4시간

반응

Microencapsulation

by vibrating

technology of the

probiotic strain

Lactobacillus reuteri

DSM 17938 to

enhance its survival

in foods and in

gastrointestinal

environment

LWT-Food

Science and

Technology

61:452-462

순번
년도

(년)
효소생산능 논문명 저널

1 1999

β-galactosidase, proteas

e, aminopeptidase 활성

측정: ONPG, OPA, p-N

A-L-amino acid derivat

ive를 이용

Isolation and

characterization of acid-

and bile-tolerant isolates

from strains of

Lactobacillus acidophilus

Journal of

Dairy Science

82:23-31

2 2003

Miller (1972)의 방법에

따라 β-galactosidase 활

성 측정; o-nitrophenyl-

β-D-galactopyranoside

(ONPG)를 이용

Lactic acid starter and

probiotic bacteria: A

comparative “in vitro”

study of probiotic

characteristics and

biological barrier

resistance

Food

Research

International

36:895-904

3 2013

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

Potential probiotic

properties of

phytase-producing

Lactobacillus salivarius

Annals of

Microbiology

63:555-560

(2) 효소 생산능 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 건강기능식품 및 유제품 종균에 대한 효소 생산능 관련 SCI급 논문 분석 결과는 다음

과 같다(Table 1-2). 균체의 효소 생산능을 측정하기 위해 API zym kit를 이용한 색

변화를 통해 유익효소 및 유해효소의 생산을 측정하였다.

Ÿ 효소 생산능 관련 표준화 실험법은 효소 생산능의 경우 API zym kit를 이용하여 4시

간 배양한 후 Zym A, Zym B시약을 이용하여 측정하는 실험방법으로 결정하였다.

Table 1-2. 효소생산능 관련 SCI급 논문 분석
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FC113

4 2013

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

Immunomodulatory and

antigenotoxic properties

of Bacillus

amyloliquefaciens KU801

Korean

Journal of

Microbiology

and

Biotechnology

41:249-252

5 2013

β-galactosidase 활성 측

정; o-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside(ONP

G)를 이용

Production and

optimization of

β-galactosidase enzyme

using probiotic Yeast

spp

Annals of

Biological

Research

4:62-67

6 2013

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

Potential probiotic

properties of

phytase-producing

Lactobacillus salivarius

FC113

Annals of

Microbiology

63:555-560

7 2013

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

In vitro evaluation of

the safety and probiotic

properties of lactobacilli

isolated from chicken

and calves

Anaerobe

29:118-127

8 2014

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

Probiotic properties of

Pediococcus strains

isolated from jeotgals

salted and fermented

Korean sea-food

Anaerobe

28:119-206

9 2014

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

Probiotic potential of

Lactobacillus strains

with anti-allergic effects

from kimchi for yogurt

starters

LWT-Food

Science and

Technology

58:130-134

10 2015

API zym kit를 이용하여

37℃에서 4시간 배양한

후 효소생산능을 측정

The prophylactic effect

of probiotic Bacillus

polyfermenticus KU3

against cancer cells

Journal of

Functional

Foods

14:513-518
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순번
년도

(년)
세포독성 논문명 저널

1 2001

MTT assay를 이용해 Ve

ro, PBMC cell(정상세포)

에 대한 세포독성을 측정

Anticancer and

apoptosis-inducing

activities of microbial

metabolites

Electronic

Journal of

Biotechnology

DOI:

10.2225/vol13-i

ssue5-full

text-7

2 2013

MTT assay를 이용해 H

NCF-PI 52(정상세포)에

대한 세포독성을 측정

Normal and tumour

cervical cells respond

differently to vaginal

lactobacilli,

independent of pH and

lactate

Journal of

Medical

Microbiology

62:1065-1072

3 2014

MTT assay를 이용해 H

UVEC cell(정상세포)에

대한 세포독성을 측정

A newly isolated

probiotic Enterococcus

faecalis strain from

vagina microbiota

enhances apoptosis of

human cancer cells

Journal of

Applied

Microbiology

117:498-508

4 2014

MTT assay를 이용해 H

UVEC cell(정상세포)에

대한 세포독성을 측정

Anti-proliferative

effects of

Enterococcus strains

isolated from

fermented dairy

products on different

cancer cell lines

Journal of

Functional

Foods

11:363-374

5 2014
MTT assay를 이용해 H

UVEC cell(정상세포)에

Probiotic potential and

biotherapeutic effects Anaerobe

(3) 세포독성 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 건강기능식품 및 유제품 종균에 대한 세포독성 관련 SCI급 논문 분석 결과는 다음과

같다(Table 1-3). 균체의 세포독성을 측정하기 위해 MTT assay을 이용하여 정상세포

(MRC-5)에 대한 독성을 측정하였다.

Ÿ 세포독성 관련 실험법의 표준화는 MTT assay를 이용하여 정상세포에 대한 세포독성

을 측정하는 실험방법으로 결정하였다.

Table 1-3. 세포독성 관련 SCI급 논문 분석
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대한 세포독성을 측정

of newly isolated

vaginal Lactobacillus

acidophilus 36YL

strain on cancer cells

28:29-36

6 2014

MTT assay를 이용해 H

UVEC cell(정상세포)에

대한 세포독성을 측정

Different effects of

two newly-isolated

probiotic Lactobacillus

plantarum 15HN and

Lactococcus lactis

subsp. Lactis 44 Lac

strains from traditional

dairy products on

cancer cell lines

Anaerobe

30:51-59

7 2015

MTT assay를 이용해 H

UVEC cell(정상세포)에

대한 세포독성을 측정

Anticancer impacts of

potentially probiotic

acetic acid bacteria

isolated from

traditional dairy

microbiota

LWT–Food

Science and

Technology

60:690-697

8 2015

MTT assay를 이용해 M

RC-5 cell(정상세포)에 대

한 세포독성을 측정

The prophylactic effect

of probiotic Bacillus

polyfermenticus KU3

against cancer cells

Journal of

Functional

Foods

14:513–518

9 2015

MTT assay를 이용해 M

RC-5 cell(정상세포)에 대

한 세포독성을 측정

Multifunctional effect

of probiotic

Lactococcus lactis

KC24 isolated from

kimchi

LWT-Food

Science and

Technology

64:1036-1041

(4) 장 부착능 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 건강기능식품 및 유제품 종균에 대한 장 부착능 관련 SCI급 논문 분석결과는 다음

과 같다(Table 1-4). HT-29 cell 또는 Caco-2 cell를 이용하여 균을 부착시킨 후 세

포를 떼어내어 장 부착능을 측정하였다.

Ÿ 장 부착능의 경우 HT-29 cell를 이용하여 균을 접종시켜 2시간 배양하여 부착시킨

뒤 1% Triton X-100을 이용하여 세포를 떼어낸 뒤 부착된 균수를 측정하는 실험방

법으로 결정하였다.
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순

번

년도

(년)
장 부착능 논문명 저널

1 2011

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 2시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Antimicrobial activity

against Shigella

sonnei and probiotic

properties of wild

lactobacilli from

fermented food

Microbiological

Research

167:27-31

2 2011

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 2시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Evaluation of

probiotic

characteristics of

newly isolated

Lactobacillus spp.:

Immune modulation

and longevity

International

Journal of Food

Microbiology

148:80-86

3 2011

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 1시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Characterization and

in vitro properties of

potentially probiotic

Bifidobacterium

strains isolated from

breast-milk

International

Journal of Food

Microbiology

149:28-36

4 2012

Caco-2 cell에 균을 접종

시켜 3시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Probiotic assessment

of Enterococcus

faecalis CP58 isolated

from human gut

International

Journal of Food

Microbiology

145:390-394

5 2012

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 1시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Screening for

cholesterol-lowering

probiotic based on

deoxycholic acid

removal pathway and

studying its

functional

mechanisms in vitro

Anaerobe

18:516-522

6 2012

HT-29, Caco-2 cell에

균을 접종시켜 1시간 배

양시킨 뒤 장부착능 측정

In vitro testing of

commercial and

potential probiotic

lactic acid bacteria

International

Journal of Food

Microbiology

153:216-222

7 2013 HT-29 cell에 균을 접종 Screening of Food Control

Table 1-4. 장 부착능 관련 SCI급 논문 분석
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시켜 1시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

lactobacilli with

antagonistic activity

against enteroinvasive

Escherichia coli

30:563-568

8 2013

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 1시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Study of probiotic

potential of four wild

Lactobacillus

rhamnosus strains

Anaerobe

21:22-27

9 2014

HT-29 cell에 균을 접종

시켜 2시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Probiotic potential of

Lactobacillus strains

with anti-allergic

effects from kimchi

for yogurt starters

LWT-Food

Science and

Technology

58:130-134

10 2014

HT-29 cell에 균 접종시

켜 2시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

Characterization of

surface layer proteins

and its role in

probiotic properties of

three Lactobacillus

strains

International

Journal of

Biological

Macromolecules

65:110-114

11 2014

Caco-2 cell에 균 접종시

켜 2시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

In vitro evaluation of

the probiotic and

functional potential of

Lactobacillus strains

isolated from

fermented food and

human intestine

Anaerobe

30:1-10

12 2014

HT-29 cell에 균 접종시

켜 2시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

Screening of

indigenous oxalate

degrading lactic acid

bacteria from human

faces and south

indian fermented

foods: Assesment of

probiotic poential

The Scientific

World Journal

Article ID

648059

13 2014

Caco-2 cell에 균 접종시

켜 1.5시간 배양시킨 뒤

장부착능 측정

Probiotic

characteristics of

Lactobacillus

fermentum strains

isolated from tulum

cheese

Anaerobe

30:120-125
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14 2015

HT-29 cell에 균 접종시

켜 1시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

A novel method for

screening of potential

probiotics for high

adhesion capability

Journal of Dairy

Science

98:4310-4317

15 2015

HT-29 cell에 균 접종시

켜 1시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

Comparison of

lactobacilli isolated

from Chinese

suan-tsai and

koumiss for their

probiotic and

functional properties

Journal of

Functional

Foods

12:294-302

16 2015

HT-29 cell에 균 접종시

켜 2시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

Evaluation of

probiotic properties of

Lactobacillus and

Pediococcus strains

isolated from

Omegisool, a

traditionally

fermented millet

alcoholic beverage in

Korea

LWT–Food

Science and

Technology

63:437-444

17 2015

HT-29 cell에 균 접종시

켜 2시간 배양시킨 뒤 장

부착능 측정

The prophylactic

effect of probiotic

Bacillus

polyfermenticus KU3

against cancer cells

Journal of

Functional

Foods

14:513-518

(5) Protease activity 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 전통발효식품 종균에 대한 protease관련 SCI급 논문 분석결과는 다음과 같다(Table

1-5). 1% skim milk agar를 이용하여 양성인지 음성인지 확인한 후 protease 활성

실험을 통해 측정하였다.

Ÿ Protease activity 관련 실험법 표준화는 1% skim milk agar를 통해 활성 유/무를

판단한 후, 기질을 Folin-ciocalteu반응을 이용한 protease 활성을 측정방법으로 결정

하였다.



- 61 -

순번
년도

(년)
Protease 활성 논문명 저널

1 2009

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인

Comparative study of

proteolytic activity of

protease-producing

bacteria isolated from

thun nao

International

Journal of

Science and

Technology

3:269-276

2 2011

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인하고 Folin-ciocal

teu반응을 이용

Production of protease

by Bacillus sp. N-40

isolated from soil and

its enzymatic

properties

Journal Biology

Environment

Science

5:95-103

3 2012

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인하고 Folin-ciocal

teu반응을 이용

Enzymatic activities

of Bacillus species

isolated from

commercial samples

of ‘OGIRI’ in western

nigeria

Global Research

Journal of

Microbiology

2:96-102

4 2013

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인

Comparative study of

proteolytic activity of

protease-producing

bacteria isolated from

thun nao

Journal

Biochemistry

Technology

3:628-630

5 2013

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인

Production and

optimization of

extracellular alkaline

proteases from

Bacillus sp. isolated

from marine soil

Research

Journal of

Pharmaceutical,

Biological and

Chemical

Sciences

4:1-8

6 2013

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인하고 Folin-ciocal

teu반응을 이용

Characterization of

solvent stable

extracellular protease

from Bacillus

koreensis

International

Journal of

Biological

Macromolecules

56:162-168

7 2013

1% casein agar를 이용

하여 clear zone 유/무를

확인하고 Folin-ciocalteu

Screening and

optimization of

protease production

Journal of

Genetic

Engineering

Table 1-5. Protease 활성 관련 SCI급 논문 분석
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반응을 이용

from a halotolerant

Bacillus licheniformis

isolated from saltern

sediments

and

Biotechnology

11:47-52

8 2014

1% casein agar를 이용

하여 clear zone 유/무를

확인하고 bovine serum

albumin을 이용한 lowry

방법 적용

Screening,

optimization of

production and partial

characterization of

alkaline protease from

haloalkaliphilic

Bacillus sp

International

Journal of

Research in

Engineering

and Technology

3:435-443

9 2014

1% skim milk agar를 이

용하여 clear zone 유/무

를 확인하고 Folin-ciocal

teu반응을 이용

Isolation and

characterization of

protease producing

bacteria from soil

samples of district

Kohat, Pakistan

Journal of

Biomolecular

Science

3:1-5

10 2015

2.8% skim milk agar를

이용하여 clear zone 유/

무를 확인하고 Folin-cioc

alteu반응을 이용

Determination of

proteolytic activities

of Bacillus species

isolated from

traditional fermented

oil bean seed

British

Microbiology

Research

Journal

6:277-285

순번
년도

(년)
Amylase 활성 논문명 저널

1 2010

0.5% starch agar에 요오

드용액을 넣은 후 clear z

one 유/무를 확인하고 환

Characterization of

thermostable α-amylase

from thermophilic and

Research

Journal of

Biological

(6) Amylase activity 관련 실험법 표준화 조사

Ÿ 전통발효식품 종균에 대한 amylase 관련 SCI급 논문 분석결과는 다음과 같다(Table

1-6). 1% starch agar에 요오드용액을 넣은 후 양성인지 음성인지 확인한 후 amylase

활성 실험을 통해 측정하였다.

Ÿ Amylase activity 관련 실험법 표준화는 1% starch agar에 요오드용액을 넣은 후 활

성 유/무를 판단한 후 활성이 있는 균들에 한하여 환원당 DNS 법을 실험방법으로 결

정하였다.

Table 1-6. Amylase 활성 관련 SCI급 논문 분석
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원당 DNS법에 적용
alkaliphilic Bacillus sp.

isolate DM-15

Sciences

5:118-124

2 2011

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 환원

당 DNS법에 적용

A study on partial

purification and

characterization of

extracellular amylases

from Bacillus subtilis

Advances in

Applied

Science

Research

2:509-519

3 2012

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 환원

당 DNS법에 적용

α-amylase assay of

Bacillus subtilis KC3:

Isolated from Euphorbia

hirta rhizosphere

International

Conference

on Biological

and Life

science

40:12-16

4 2012

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 환원

당 DNS법에 적용

Production of a

thermostable α-amylase

and its assay using

Bacillus licheniformis

isolated from Excavated

land sites in ibadan,

Nigeria

Bayero

Journal of

Pure and

Applied

Science

5:132-138

5 2012

0.1% starch agar에 요오

드용액을 넣은 후 clear z

one 유/무를 확인하고 환

원당 DNS법에 적용

Isolation and

identification of a new

Bacillus strain for

amylase production

Research in

Biotechnology

3:51-58

6 2013

0.1% starch agar에 요오

드용액을 넣은 후 clear z

one 유/무를 확인하고 환

원당 DNS법에 적용

Amylase production

from bacteria isolated in

the soil receiving

kitchen wastes

International

Journal of

pharmaceutic

al and

chemical

sciences

7:283-287

7 2013

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 fuwa’

s colorimetric method를

적용

Isolation, optimization

and characterization of

α-amylase from Bacillus

alcalophilus

International

Journal of

Science and

Research

2:171-174

8 2013

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 환원

당 DNS법에 적용

Molecular identification

of amylase producing

Bacillus subtilis and

detection of optimal

Journal of

Pharmacy

Research

6:426-430
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conditions

9 2014

1% starch agar에 요오드

용액을 넣은 후 clear zon

e 유/무를 확인하고 환원

당 DNS법에 적용

Isolation,

characterization and

optimization of amylase

producing

microorganism from

gastrointestinal tract of
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제 2절 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한 토

종 균주의 수집 및 스크리닝 (6000주)

1. 토종균주의 확보

Ÿ 각 협동별(건국대학교, 한국식품연구원, 단국대학교, 가천대학교, (사)한국종균협회)로

전통발효식품 분리균주를 확보한 결과(Figure 1-1), 전통발효식품에서 6,087주를 확보

하였다.

Ÿ 확보한 전통발효식품 분리균주 6,087주에 대해 1,2,3차년도동안 균주에 대한 스크리닝

을 완료하였다.

Figure 1-1. 토종 균주의 확보 현황.

2. 유제품 및 건강기능식품의 경우 토종균주에 대한 내산성 스크리닝

Ÿ 유제품 및 건강기능식품에 사용되는 균주의 경우 체내 섭취시 장까지 도달하기 위해

서 내산성과 내담즙성이 우수해야 한다. 균주의 경우 대부분 내산성이 내담즙성보다

취약하기 때문에 유제품 및 건강기능식품에 사용되는 균주에 대한 내산성 스크리닝을

실험하고자 하였다.

Ÿ 유제품 및 건강기능식품에 대한 내산성 스크리닝에 해당되는 균주들은 유산균,

Bacillus, 효모(Saccharomyces cerevisiae)가 해당되며 전통발효식품 분리균주 6,087주

중 Bacillus methylotrophicus, Bacillus sonorensis, Bacillus aerius, Enterococcus

spp. 등은 스크리닝 단계에서 식품산업에 적합하지 않기 때문에 이러한 균주를 제외시

킨 균주에 대해 내산성 스크리닝을 진행하였다.
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Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

Lb1 109.63 Ln2-2 107.92 A7 94.77
Lb2-1 67.11 Ln3-1 41.90 A8 0.00
Lb2-2 30.97 Ln3-2 7.15 B2 127.96
Lb3-1 58.42 Ln4 86.86 B3-1 27.00
Lb3-2 20.67 Ln5 112.44 B3-2-1 20.82
Lb41 71.27 A1 10.59 B3-2-2 15.61

Lb4-2 0.00 A2 130.00 B4 18.44
Lb5 71.43 A3 64.71 B5 0.00
Ln1 71.99 A4 95.04 B6 26.63
Ln2-1 72.20 A5 82.65 B7 65.90

Ÿ 유제품 및 건겅기능식품에 대한 내산성 스크리닝 방법은 다음과 같다. 전통발효식품

분리균주들은 TSB, MRS, YM broth에 하루 전에 접종시킨 후 16시간 정도 37℃(효

모의 경우 25℃)에서 배양시켰다. 유산균, Bacillus, 효모에 해당하는 pH 2.5, pH 7

broth(control)를 준비한 후 96 well plate에 균 배양액 100 μL와 pH 2.5 또는 pH 7에

해당하는 broth 100 μL를 섞은 후 37℃(효모의 경우 25℃)에서 24시간 배양을 시킨

후 ELISA reader를 이용하여 흡광도 630 nm에서 pH 7 배양액(control)과 pH 2.5 배

양액의 흡광도를 비교하여 생존율을 측정하여 내산성을 지닌 균주를 스크리닝하였다.

Ÿ 내산성 스크리닝에 대한 생존률을 측정하는 식은 다음과 같다.

Survial rate  OD  h  con tr ol  OD  h  con tr ol
OD  h  pH   OD  h  pH 

×

Ÿ 생존률을 기준으로 유산균의 경우 70%, Bacillus의 경우 50%, 효모의 경우 80% 기준

으로 정하여 해당하는 균주들은 추후 내산·내담즙성 실험을 진행하였다.

Ÿ 전통발효식품 유래 유산균 1,404주에 대한 내산성 스크리닝한 결과(Table 1-7), 생존률

70%기준으로 평가했을 때 유산균 566주가 내산성이 우수한 균으로 예상되었다.

Table 1-7. 유산균 1차 내산성 스크리닝 결과
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B8 69.66 C204 25.37 SY45 30.82
B10 0.00 C205 118.32 F241 69.09
B11 29.14 C206 20.57 F242 55.07
B12-1 0.00 C208 39.07 F243 73.42
B12-2 1.66 C209 60.40 F342 112.61
B13 74.97 C210 50.22 F343 81.58

B13-1 48.27 C211 46.32 F344 35.90
B13-2 92.59 C212 59.64 F432 18.01
B15 84.43 C213 94.31 F542 13.72
B151 89.04 C214 128.70 F643 33.56
B15-2 28.66 C215 6.49 F1651 49.03
B341 103.45 C216 53.65 F1652 83.40

B431 0.00 C217 22.22 F1951 101.41
B1653 55.12 C218 45.24 F1953 77.40
B1654 50.36 C219 52.29 F1954 3.14
B3142 118.48 C220 82.90 F2251 44.94
B3353 0.00 D1 134.65 F3144 67.82
B3403 98.06 D2 111.74 F3352 103.44

B3473 2.08 D3-1 29.05 G1 80.25
C1 13.30 D4 117.95 G2-1 91.23
C2 29.02 D7 75.73 G2-2 98.80
C3 21.93 D8 7.23 G3 17.95
C4 20.70 D9 118.57 G4-1 85.71
C5 0.00 D10 115.10 G4-2 119.14

C6 56.76 D13 33.51 G7-1 24.27
C7 15.18 D14 44.73 G72 80.89
C8 76.09 D29 65.61 G11-1 79.48
C9 43.85 D30 64.19 G11-2 21.53
C10 91.41 D31 77.08 H9 3.64
C11 68.64 D38 0.36 H12 14.62

C12 111.11 D39 32.96 H14 19.88
C64 56.65 D40 31.40 H16 0.00
C66 57.98 SY31 79.04 H17 62.02
C67 95.42 SY32 14.98 H18 5.31
C68 10.34 SY33 101.79 H19 18.95
C70 76.24 SY34 35.82 H20 29.66

C71 48.00 SY35 36.59 H21 40.21
C73 98.36 SY41 28.79 H22 0.00
C201 25.14 SY43 61.38 H23 0.00
C203 43.16 SY44 46.50 H24 103.81

(Table 1-7, 계속)
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H25 77.19 KU15020 48.76 KU15077 19.51
H26 0.00 KU15021 102.88 KU15078 10.51
H28 24.42 KU15022 64.10 KU15082 70.18
H29 33.18 KU15023 58.97 KU15083 87.26
H30 41.98 KU15024 148.44 KU15084 54.23
H31 27.08 KU15030 51.48 KU15086 108.32

H32 16.87 KU15032 45.81 KU15087 108.60
H33 48.99 KU15033 35.32 KU15088 7.29
H34 67.19 KU15034 125.00 KU15090 50.93
H35 39.24 KU15035 96.93 KU15091 54.54
H36 25.00 KU15036 50.28 KU15092 47.00
H37 0.00 KU15037 58.04 KU15093 55.40

H39 51.02 KU15040 51.34 KU15094 9.43
H40 75.00 KU15042 11.14 KU15095 5.62
KC24 0.00 KU15043 7.09 KU15096 2.98
M1 64.63 KU15044 0.00 KU15097 25.89
M10 0.00 KU15046 33.95 KU15098 16.27
M20 0.00 KU15047 0.00 KU15099 86.32

M50 93.48 KU15048 20.78 KU15100 14.06
M52 110.81 KU15049 29.53 KU15101 30.04
M59 46.28 KU15050 51.86 KU15102 14.35
M60 46.52 KU15051 1.81 KU15103 32.98
M73 28.21 KU15053 63.69 KU15104 12.42
M74 102.82 KU15054 52.61 KU15105 73.36

KU15001 57.51 KU15055 70.29 KU15106 92.56
KU15002 13.56 KU15058 94.19 KU15107 19.43
KU15004 114.40 KU15059 54.90 KU15108 13.64
KU15005 82.16 KU15060 51.81 KU15110 44.12
KU15006 78.86 KU15061 22.24 KU15111 58.03
KU15007 42.16 KU15062 88.15 KU15112 7.79

KU15008 47.19 KU15063 56.40 KU15113 4.90
KU15009 148.39 KU15064 92.50 KU15114 0.00
KU15010 62.31 KU15065 97.59 KU15115 0.00
KU15011 3.89 KU15066 15.15 KU15116 50.33
KU15012 119.94 KU15070 0.00 KU15118 59.26
KU15013 98.21 KU15072 0.00 KU15119 54.67

KU15014 117.20 KU15073 27.10 KU15121 34.51
KU15016 9.80 KU15074 38.18 KU15122 80.78
KU15018 94.20 KU15075 7.14 KU15123 57.91
KU15019 98.16 KU15076 0.00 KU15124 52.47

(Table 1-7, 계속)
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KU15125 20.86 KU15184 0.00 SC18 47.97
KU15126 36.03 KU15185 5.93 SC19 38.88
KU15127 0.00 KU15186 2.96 SC20 44.00
KU15128 27.20 KU15187 4.17 SC21 7.91
KU15129 0.00 KU15190 4.43 SC22 23.82
KU15134 0.00 KU15192 30.63 SC23 67.99

KU15135 15.20 KU15193 0.00 SC24 27.81
KU15136 31.40 KU15196 55.31 SC25 73.27
KU15137 27.56 KU15197 116.33 SC26 46.52
KU15138 81.31 KU15199 0.00 SC27 58.90
KU15139 118.09 KU15200 0.00 SC28 105.49
KU15140 29.80 KU15201 0.00 SC29 61.97

KU15141 36.54 KU15202 0.00 SC30 2.72
KU15142 81.40 KU15203 83.01 SC32 65.17
KU15143 0.00 KU15204 0.00 SC52 1.41
KU15144 81.84 g42 0.00 SC53 81.86
KU15145 0.00 g43 61.04 SC59 25.29
KU15150 46.15 g73 69.68 SC60 0.00

KU15155 47.27 GS0015 124.81 SC61 124.94
KU15160 26.31 61517 142.73 SC63 41.62
KU15161 17.83 73911 33.62 SC64 86.81
KU15164 51.48 73918 59.25 SC65 15.42
KU15165 52.21 74401 10.09 Bro8 37.58
KU15166 61.47 SC1 8.16 Bro14 59.17

KU15167 44.40 SC2 20.55 Bro22 129.91
KU15168 28.68 SC3 20.11 S.Pum7 0.00
KU15169 19.94 SC4 45.32 S.Pum8 38.44
KU15170 6.02 SC5 18.43 S.Pum9 0.00
KU15171 60.43 SC6 21.31 S.Pum14 60.82
KU15172 18.59 SC7 18.90 S.Pum18 22.86

KU15173 0.00 SC8 37.89 S.Pum19 84.43
KU15174 49.06 SC9 34.13 S.Pum21 51.48
KU15175 45.29 SC10 24.78 S.Pum25 35.70
KU15177 102.92 SC11 46.54 Y-KC2 135.82
KU15178 14.29 SC12 77.65 Y-KC3 8.18
KU15179 34.69 SC13 17.65 Y-KC6 119.40

KU15180 50.83 SC14 71.28 Y-KC9 25.44
KU15181 0.00 SC15 40.85 Y-KC11 9.01
KU15182 3.32 SC16 13.31 Y-KC13 0.00
KU15183 26.92 SC17 29.32 Y-KC15 51.08

(Table 1-7, 계속)
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Y-KC19 92.58 ON-34A 9.40 SP-028 0.00
sal.cla3 6.68 ON-35A 42.77 SP-030 0.00
sal.cla5 67.39 ON-39A 16.39 SP-033 0.00
sal.cla6 106.41 ON-40A 23.14 SP-034 0.00
sal.cla7 29.70 ON-41A 46.49 SP-035 0.00
sal.cla8 48.90 ON-42A 2.33 SP-036 0.00

sal.cla9 77.50 ON-43A 59.28 SP-037 0.00
sal.cla10 63.21 ON-44A 0.00 SP-038 0.00
sal.cla11 34.93 ON-45A 0.00 SP-039 0.00
sal.cla22 67.31 ON-47A 0.00 SP-040 0.00
sal.cla23 112.79 ON-50A 0.00 SP-041 0.00
blue.Be3 110.83 ON-51A 0.00 SP-042 25.26

blue.Be13 10.93 ON-53A 0.00 SP-043 19.17
P.s8 67.68 ON-55A 38.75 SP-044 31.68
ma.KC20 29.23 ON-57A 46.18 TA-027 14.70
ON-184 103.00 ON-59A 0.00 TA-028 4.06
ON-188 0.00 ON-60A 0.00 TA-029 15.82
ON-192 42.92 ON-61A 24.06 TA-031 16.74

ON-193 0.00 ON-62A 35.68 TA-032 21.25
ON-194 0.00 ON-63A 50.90 TA-033 17.05
ON-207 0.00 ON-66A 15.46 TA-034 8.29
ON-208 0.00 ON-76A 0.00 TA-035 8.69
ON-237 13.81 ON-80A 0.00 TA-036 7.13
ON-241 0.00 ON-81A 0.00 TA-037 9.81

ON-242 6.39 ON-82A 0.00 TA-038 19.68
ON-250 114.15 ON-83A 0.00 TA-039 24.24
ON-255 9.85 ON-84A 0.00 TA-040 10.44
ON-262 59.34 ON-87A 0.00 TA-041 5.31
ON-263 18.45 ON-89A 0.00 TA-042 19.79
ON-266 20.94 ON-90A 0.00 TA-043 16.21

ON-269 32.15 ON-91A 0.00 TA-044 18.23
ON-272 21.08 ON-92A 0.00 TA-045 8.62
ON-295 21.83 ON-93A 0.00 TA-046 2.80
ON-303 23.46 SP-019 0.00 TA-047 0.00
ON-304 18.80 SP-020 0.00 TA-048 20.45
ON-25A 24.07 SP-021 0.00 RA035 12.94

ON-29A 0.00 SP-023 2.42 GO005 23.79
ON-30A 27.71 SP-024 0.00 GO008 0.00
ON-32A 27.48 SP-025 0.00 GO012 0.00
ON-33A 21.59 SP-026 0.00 GO026 18.35

(Table 1-7, 계속)
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CA-020 17.75 200038 49.12 200078 88.31
CA-022 0.00 200039 57.49 200079 41.88
CA-023 8.53 200040 45.68 200080 109.43
200001 20.87 200041 0.00 200081 89.06
200002 11.55 200042 32.41 200082 5.09
200003 36.29 200043 3.94 200083 70.74

200004 17.63 200044 32.53 200114 79.92
200005 53.08 200045 28.74 200115 37.45
200006 34.14 200046 117.11 200116 42.88
200007 16.21 200047 79.88 200117 57.14
200008 24.20 200048 39.21 200118 29.67
200009 45.60 200049 2.62 200119 56.22

200010 14.99 200050 30.72 200120 42.01
200011 94.72 200051 45.95 200121 83.38
200012 39.95 200052 0.00 200122 101.11
200013 10.85 200053 33.95 200123 104.43
200014 26.24 200054 96.08 200124 74.90
200015 38.33 200055 0.68 200125 2.33

200016 72.90 200056 0.00 200126 0.00
200017 57.67 200057 138.69 200127 86.80
200018 82.26 200058 0.00 200128 40.71
200019 91.25 200059 32.18 200129 47.90
200020 7.30 200060 89.97 200130 7.96
200021 0.00 200061 0.00 200131 116.36

200022 0.00 200062 10.79 200132 0.00
200023 0.00 200063 16.79 200133 89.22
200024 37.46 200064 39.36 200134 28.89
200025 22.08 200065 59.41 200135 0.00
200026 13.50 200066 47.74 200136 63.28
200027 0.00 200067 54.23 200137 47.84

200028 22.80 200068 0.00 200138 112.22
200029 14.56 200069 58.99 200139 4.60
200030 25.71 200070 102.71 200140 10.38
200031 36.49 200071 16.38 200141 5.96
200032 23.65 200072 161.18 200142 34.34
200033 32.74 200073 91.46 200143 42.73

200034 40.68 200074 37.63 200144 4.58
200035 33.33 200075 76.42 200145 5.59
200036 37.34 200076 60.27 200146 9.98
200037 79.29 200077 24.41 200147 46.11

(Table 1-7, 계속)
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200148 32.93 200188 304.00 200336 8.22
200149 24.01 200189 346.51 200343 14.50
200150 1.84 200190 616.13 200344 12.04
200151 6.41 200199 33.23 200346 5.83
200152 7.50 200200 46.69 200347 5.97
200153 21.90 200201 44.96 200353 13.82

200154 100.00 200202 16.67 200355 7.81
200155 47.06 200203 28.42 200356 30.86
200156 42.55 200204 36.25 200358 58.72
200157 38.17 200205 45.37 200359 62.50
200158 31.23 200206 0.00 200361 1.43
200159 41.30 200207 111.76 200362 18.51

200160 38.18 200208 0.00 200363 21.23
200161 26.23 200211 38.50 200369 42.26
200162 63.95 200212 20.36 200383 3.27
200163 61.00 200213 60.39 200384 2.82
200164 24.27 200214 48.64 200390 36.76
200165 0.00 200215 23.13 200400 1.44

200166 391.07 200246 18.81 200405 38.98
200167 267.03 200247 41.05 200406 75.71
200168 161.82 200248 0.00 200407 45.91
200169 227.78 200249 30.05 200408 43.91
200170 170.63 200250 82.96 200409 40.75
200171 214.91 200251 62.48 200410 36.40

200172 164.29 200252 62.92 200411 31.03
200173 213.39 200253 86.69 200412 26.63
200174 23.73 200254 41.02 200413 47.89
200175 138.92 200296 15.32 200414 54.52
200176 0.00 200297 25.70 200415 73.14
200177 425.00 200300 0.00 200416 52.64

200178 84.02 200303 46.89 200417 45.97
200179 402.27 200304 19.67 200418 43.16
200180 102.08 200305 0.00 200419 34.75
200181 28.92 200306 0.00 200420 42.05
200182 246.88 200307 14.22 200421 55.37
200183 125.97 200309 18.36 200422 56.91

200184 0.00 200326 5.65 200423 37.40
200185 217.20 200327 33.16 200424 50.39
200186 211.96 200328 42.44 200425 85.83
200187 546.67 200335 3.21 200426 87.39

(Table 1-7, 계속)
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200427 35.36 200644 56.81 200688 45.10
200428 72.61 200645 31.42 200689 0.00
200429 21.10 200646 25.70 200690 0.00
200430 24.79 200647 35.81 200691 102.31
200431 18.26 200648 62.60 200692 74.10
200432 15.52 200649 36.14 200693 70.67

200433 42.73 200650 135.33 200696 25.14
200434 53.39 200651 143.95 200699 73.05
200550 10.49 200652 0.00 200705 0.00
200551 13.33 200653 51.13 200792 69.89
200552 22.44 200654 30.48 200793 78.43
200553 27.82 200655 74.04 200794 85.46

200615 20.75 200656 121.08 200795 65.82
200616 0.00 200657 0.00 200796 66.97
200617 43.15 200658 58.27 200797 81.84
200618 129.85 200659 0.00 200798 78.71
200619 49.12 200660 0.00 200799 71.30
200620 38.68 200661 86.39 200800 180.82

200621 28.22 200662 46.61 200801 72.07
200622 18.58 200663 11.08 200802 25.42
200624 152.14 200664 12.94 200803 66.32
200625 46.54 200667 15.79 200804 45.24
200626 47.63 200668 13.66 200805 6.16
200627 30.37 200669 47.77 200806 61.04

200628 57.03 200670 0.00 200807 0.00
200629 52.23 200671 26.78 200808 28.92
200630 68.42 200673 0.00 200809 154.68
200631 71.46 200674 70.50 200810 99.34
200632 161.25 200675 151.02 200811 140.55
200633 96.76 200676 67.73 200812 7.30

200634 39.73 200677 31.08 200813 0.00
200635 36.57 200678 0.00 200814 0.00
200636 48.42 200679 10.83 200815 2.44
200637 66.67 200681 0.00 200816 0.00
200638 17.09 200682 94.55 200817 87.43
200639 6.33 200683 84.29 200818 13.73

200640 85.23 200684 72.37 200819 53.48
200641 21.37 200685 23.73 200820 60.36
200642 0.00 200686 18.40 200821 87.10
200643 0.00 200687 5.04 200822 55.56

(Table 1-7, 계속)
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number

Survival

rate(%)

200823 60.84 202255 76.94 202301 74.45
200824 12.07 202256 44.13 202302 103.52
200825 93.04 202257 62.01 202303 81.67
200826 56.31 202258 94.00 202304 60.20
200847 64.95 202259 80.40 202305 103.28
200848 68.00 202260 69.96 202306 90.02

200849 63.08 202261 84.96 202307 72.96
200850 46.09 202262 84.01 202308 109.02
200851 45.88 202263 84.80 202309 91.57
200852 82.33 202264 55.64 202310 82.18
200853 69.02 202265 83.34 202311 116.88
200854 102.40 202266 83.62 202312 98.06

200855 102.80 202267 50.46 202313 76.17
200856 105.68 202268 85.14 202314 73.32
202229 111.14 202269 80.36 202315 70.38
202230 103.49 202270 80.65 202316 73.87
202231 114.88 202271 35.06 202317 70.24
202232 113.84 202272 104.06 202318 62.40

202233 111.03 202273 51.04 202319 58.07
202234 118.00 202274 73.65 202320 57.83
202235 99.96 202275 79.21 202321 67.53
202236 54.13 202276 86.50 202322 76.02
202237 90.26 202277 53.18 202323 78.17
202238 88.77 202278 117.04 202324 79.37

202239 64.95 202279 47.00 202325 71.90
202240 65.49 202282 66.22 202326 88.02
202241 100.17 202284 12.09 202329 98.05
202242 88.95 202285 50.86 202330 84.06
202243 89.31 202289 31.36 202331 129.09
202244 92.89 202290 68.50 202332 108.52

202245 83.14 202291 65.15 202333 96.30
202246 88.99 202292 45.41 202334 105.07
202247 79.92 202293 35.57 202335 14.79
202248 105.87 202294 65.46 202336 90.71
202249 67.57 202295 70.24 202337 60.14
202250 60.90 202296 86.18 202346 16.64

202251 53.94 202297 96.66 202347 70.58
202252 86.35 202298 78.88 202348 68.67
202253 84.37 202299 93.91 202349 26.39
202254 70.64 202300 80.11 202350 75.03

(Table 1-7, 계속)
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number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

202351 76.37 202394 113.90 202445 46.79
202352 44.01 202395 110.80 202446 112.87
202353 13.41 202396 155.50 202447 91.68
202354 86.88 202397 93.20 202448 58.71
202355 96.11 202398 70.40 202449 67.00
202356 89.08 202399 93.60 202450 90.29

202357 86.51 202400 96.20 202456 66.16
202358 81.36 202402 47.90 202457 50.15
202359 58.25 202403 77.80 202459 61.01
202360 87.86 202404 60.20 202461 61.21
202361 91.53 202405 92.50 202462 81.06
202362 85.86 202406 139.80 202467 65.99

202363 81.95 202407 95.60 202468 53.49
202364 83.82 202408 96.70 202469 20.19
202365 84.86 202409 60.30 202470 71.95
202366 85.44 202410 68.80 202472 51.56
202367 72.75 202411 82.60 202473 61.18
202368 83.68 202412 51.20 202477 73.08

202369 81.01 202413 265.90 202478 69.16
202370 78.08 202414 180.33 202479 55.19
202371 75.61 202415 47.92 202480 34.27
202372 65.86 202416 42.60 202481 75.51
202373 82.29 202417 16.50 202482 34.07
202374 53.40 202418 41.20 202483 40.33

202375 55.10 202419 14.60 202484 50.78
202376 85.52 202420 131.30 202485 41.04
202377 86.30 202421 149.70 202486 25.53
202378 74.60 202423 102.20 202487 95.42
202379 41.80 202425 123.90 202488 95.43
202383 93.10 202428 56.62 202489 64.83

202384 101.40 202429 73.88 202490 105.19
202385 97.50 202430 74.95 202491 68.26
202386 108.40 202431 43.61 202492 60.46
202387 109.20 202432 57.61 202493 47.41
202388 95.30 202433 36.66 202494 86.02
202389 103.70 202434 67.50 202495 158.55

202390 73.40 202436 52.10 202496 84.20
202391 78.20 202442 90.54 202497 60.09
202392 96.50 202443 89.29 202498 43.41
202393 149.50 202444 90.96 202499 35.37

(Table 1-7, 계속)
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number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

202500 65.62 202553 81.97 202604 81.35
202501 44.62 202554 88.05 202605 72.80
202502 50.71 202555 88.37 202606 42.53
202503 12.77 202556 114.97 202607 80.52
202504 76.09 202557 149.48 202608 66.61
202505 65.19 202558 146.99 202609 64.41

202506 51.43 202559 143.16 202610 75.04
202507 70.82 202560 131.58 202611 83.18
202508 93.62 202565 22.06 202612 83.43
202511 246.68 202566 27.18 202613 85.43
202512 263.15 202567 34.82 202614 78.15
202513 184.14 202569 122.25 202615 107.01

202514 239.91 202570 62.60 202616 83.15
202515 263.56 202571 91.08 202617 154.31
202516 255.62 202576 81.77 202618 103.37
202517 225.29 202577 82.93 202619 113.64
202518 236.74 202578 82.34 202620 102.58
202519 42.68 202579 63.44 202621 82.87

202520 202.86 202580 80.73 202622 14.68
202521 215.15 202581 90.75 202774 49.68
202522 240.01 202582 77.47 202775 84.26
202523 245.53 202584 72.72 202776 175.2
202524 240.25 202585 111.52 202777 282.73
202525 53.28 202586 120.74 202778 51.32

202526 237.95 202587 54.62 202779 48.03
202527 239.21 202588 52.97 202780 47.86
202528 235.68 202589 47.94 202781 72.87
202531 76.28 202590 38.37 202782 69.48
202540 87.44 202591 27.72 202783 24.03
202541 86.09 202592 122.07 202784 30.35

202542 85.45 202593 80.52 202785 96.41
202543 87.55 202594 82.54 202786 62.41
202544 86.54 202595 104.94 202787 63.68
202545 87.45 202596 103.95 202788 46.91
202547 117.61 202597 101.94 202789 69.56
202548 90.51 202599 87.75 202790 66.51

202549 70.88 202600 79.28 202791 52.73
202550 90.06 202601 70.52 202792 88.34
202551 86.06 202602 81.56 202793 127.42
202552 85.59 202603 97.37 202794 109.17

(Table 1-7, 계속)
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rate(%)
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Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

202795 369.35 202984 86.89 203198 60.63
202796 69.29 202985 84.62 203199 96.43
202797 59.01 202986 86.62 203200 89.27
202798 67.97 202987 85.96 203321 40.22
202799 109.26 203039 105.64 203322 254.71
202800 80.77 203040 87.15 203323 85.6

202801 137.55 203041 107.12 203324 52.54
202802 75.2 203042 59.64 203325 51.22
202803 120.08 203043 91.49 203326 36.51
202804 117.3 203044 90.95 203327 58.91
202805 170.52 203045 89.3 203328 27.86
202806 40.5 203046 87.7 203329 26.25

202807 64.44 203047 87.63 203330 32.78
202808 113.97 203098 215.84 203331 77.93
202905 78.4 203099 202.28 203332 56.43
202906 82.8 203100 155.21 203333 67.31
202907 84.51 203101 184.51 203334 67.27
202908 78.91 203102 189.54 203335 47.96

202909 74.46 203103 199.32 203336 52.45
202910 86.13 203104 209.03 203337 41.98
202911 85.04 203105 205.15 203338 49.67
202912 82.66 203106 178.63 203339 42.42
202913 84.73 203107 168.02 203340 164.03
202914 84.09 203108 157.53 203437 34.5

202915 84.45 203109 115.42 203438 142.35
202916 103.62 203110 148.62 203439 156.76
202917 83.86 203111 138.36 203440 174.24
202918 104.85 203112 131.71 203441 170.94
202919 55.73 203113 119.77 203442 133.64
202920 88.4 203114 172.17 203443 132.32

202921 87.82 203115 153.25 203444 135.72
202922 85.93 203116 119.91 203445 173.22
202923 84.65 203117 106.92 203446 171.6
202924 84.33 203191 72.71 203447 146.11
202978 80.61 203192 66.31 203448 156.38
202979 84.69 203193 76.56 203449 128.52

202980 86.33 203194 97.69 203450 117.38
202981 80.29 203195 78.09 203451 129.87
202982 76.65 203196 77.14 203452 29.05
202983 87.93 203197 67.93 203469 121.96

(Table 1-7, 계속)
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Survival

rate(%)
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number

Survival

rate(%)

203470 123.42 203589 126.14 203757 215.05
203471 130 203593 48.38 203758 184.95
203472 129.78 203594 70.65 203759 174.35
203473 116.08 203595 67.89 203760 276.69
203474 130.51 203742 84.26 203761 216.06
203475 22.06 203743 70.25 203886 88.51

203476 138.23 203744 80.86 203887 95.52
203477 123.98 203745 81.05 203888 98.46
203478 133.34 203746 77.7 203889 87.71
203479 122.33 203747 77.44 203890 89.92
203480 126.49 203748 66.41 203891 95.38
203578 82.62 203749 71.1 203892 91.88

203579 82.98 203750 76.89 203893 100.47
203580 82.1 203751 82.49 203894 73.63
203584 95.07 203752 148.66 203895 85.42
203585 118.13 203753 148.47 203896 154.96
203586 74.14 203754 188.3 203897 141.6
203588 119.86 203755 54.78 203898 151.33

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

E1 1.45 E9 0.00 E20-1 8.99
E1-1 4.52 E9-1 15.54 E21-1 8.49
E2 1.02 E10 4.76 E22-1 2.28

E2-1 0.00 E10-1 1.61 E23 4.98
E3-1 6.62 E12 6.29 E24 6.24
E4 0.00 E12-1 27.83 E25 0.00
E4-1 0.00 E13 6.24 E27 0.00
E5 2.23 E13-1 4.46 E28 0.00
E5-1 22.13 E14 8.07 E29 9.72

E6 1.97 E14-1 19.09 E30 9.37
E6-1 8.66 E15 8.19 E31 18.45
E7 3.82 E15-1 10.03 E32 1.85
E7-1 0.85 E17-1 4.81 E33 3.81
E8 5.96 E18-1 6.38 E34 6.59
E8-1 3.95 E19-1 12.27 E35 0.63

(Table 1-7, 계속)

Ÿ 전통발효식품 유래 Bacillus 314주에 대한 내산성 screening한 결과(Table 1-8), 생존

률 50%기준으로 볼 때 Bacillus 12주가 내산성이 우수한 균으로 예상되었다.

Table 1-8. Bacillus 1차 내산성 스크리닝 결과
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rate(%)

Strain
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Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

E36 18.10 J46 0.26 KU15146 8.73
E38 6.13 J47 0.74 KU15157 0.00
E39 4.13 J48 3.95 KU15158 0.00
E40 3.46 N1 1.65 KU15162 6.76
E41 5.64 BK 72.00 KU15163 39.63
E43 1.54 JD 27.08 KU15188 10.29

E44 2.30 JK 58.33 KU15189 0.00
H38 3.64 MD 22.05 KU15191 0.00
I3 5.45 MK 19.99 KU15194 23.89
I5-1 5.95 MY2 27.89 KU15195 7.05
I21 3.35 VK 14.54 KU15198 0.00
I23 3.66 MJ 13.37 KU15205 22.73

I24 1.17 JS 0.00 JKI-1 20.54
I25 6.99 KU15015 2.17 JKI-2 2.76
I28 7.89 KU15017 2.27 JKI-3 50.00
I31 18.48 KU15025 3.13 JKI-4 47.35
I35 6.66 KU15026 10.90 JKI-5 17.32
I43 2.33 KU15027 7.36 JKI-6 18.80

I44 0.00 KU15028 0.00 JKI-7 0.87
I46 3.81 KU15029 5.73 JKI-8 0.75
I56 62.86 KU15038 0.00 JKI-9 4.23
I57 2.48 KU15039 4.18 JKI-11 30.90
I58 0.00 KU15045 0.07 JKI-13 0.00
I59 7.01 KU15052 4.68 JKI-14 3.59

I61 0.65 KU15056 7.35 JKI-15 9.11
I63 8.84 KU15057 18.94 JKI-17 1.47
I66 7.08 KU15067 0.00 JKI-18 6.71
I67 27.40 KU15068 0.00 JKI-19 5.61
I71 6.22 KU15069 0.00 JKI-22 0.55
I201 32.55 KU15071 0.00 JKI-24 0.00

I211 14.36 KU15079 5.45 JKI-25 14.42
I541 17.07 KU15080 15.24 JKI-28 6.39
I611 19.11 KU15081 5.54 JKI-29 1.94
I711 32.40 KU15085 108.32 JKI-30 0.79
I712 24.58 KU15089 74.25 JKI-33 3.18
J11 2.68 KU15109 0.00 JKI-34 19.31

J16 1.00 KU15130 0.99 JKI-36 0.49
J26 20.38 KU15131 0.15 JKI-37 2.72
J37 0.83 KU15132 0.00 JKI-38 0.00
J42 17.65 KU15133 0.00 JKI-39 8.15

(Table 1-8, 계속)
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Survival
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number

Survival

rate(%)

JKI-40 6.53 JKI-178 6.18 200331 1.89
JKI-41 14.57 JKI-187 5.70 200332 3.37
JKI-42 0.00 JKI-199 1.90 200333 9.71
JKI-43 29.33 JKI-233 0.53 200334 2.65
JKI-44 4.28 JKI-236 0.00 200337 1.86
JKI-45 0.00 JKI-247 0.00 200338 19.77

JKI-46 0.00 JKI-263 2.19 200339 0.00
JKI-47 0.00 JKI-320 11.89 200340 12.56
JKI-48 0.77 JKI-366 4.04 200341 3.64
JKI-50 0.00 JKI-379 0.00 200342 7.37
JKI-51 38.10 JKI-418 8.47 200345 7.51
JKI-52 2.34 BT-10 2.50 200348 4.64

JKI-53 72.41 g4 41.62 200349 5.51
JKI-54 0.00 g7 0.00 200350 22.77
JKI-55 0.00 g8 14.67 200351 15.17
JKI-56 52.98 g10 3.38 200352 4.75
JKI-57 8.45 g12 4.14 200354 4.77
JKI-58 5.14 g13 14.51 200357 6.89

JKI-59 8.88 g15 5.84 200370 14.90
JKI-60 0.00 g17 25.38 200371 7.11
JKI-61 7.09 g21 19.06 200372 5.29
JKI-62 1.58 g30 19.95 200376 1.76
JKI-63 0.00 g65 0.00 200377 7.67
JKI-64 84.78 g66 2.91 200378 10.73

JKI-65 24.47 g68 14.87 200379 5.59
JKI-66 0.00 F3201 20.36 200381 6.51
JKI-67 0.00 F4042 1.32 200382 3.62
JKI-68 9.74 F4104 5.58 200385 9.30
JKI-69 1.65 F4163 3.44 200386 9.21
JKI-70 0.58 FA1028 0.00 200387 3.36

JKI-71 10.37 TPP6004 5.61 200388 2.96
JKI-72 3.25 TPP6023 7.86 200389 4.21
JKI-77 0.00 TPP6033 2.34 200391 2.92
JKI-95 0.00 200288 0.00 200392 3.18
JKI-97 0.72 200290 53.21 200393 5.79
JKI-142 7.67 200291 42.16 200394 8.18

JKI-148 2.93 200292 7.41 200395 8.98
JKI-157 18.62 200325 5.65 200396 0.99
JKI-160 0.00 200329 9.12 200397 11.20
JKI-177 1.35 200330 5.12 200398 8.03

(Table 1-8, 계속)
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200399 8.58 200500 6.70 200556 18.32
200401 48.44 200501 2.28 200557 4.55
200402 4.92 200502 2.33 200558 4.60
200403 11.15 200503 3.20 200559 4.33
200404 5.63 200504 5.04 200560 75.82
200495 2.48 200505 11.34 200561 4.57

200496 2.31 200513 3.76 200562 1.82
200497 10.64 200514 15.53 200563 3.90
200498 12.46 200554 43.81 203098 215.84
200499 9.13 200555 4.75

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

Strain

number

Survival

rate(%)

200264 88.48 200278 84.07 200282 6.90

200266 106.32 200279 101.55 200284 91.71
200270 84.80 200280 87.72
200274 64.20 200281 93.87

(Table 1-8, 계속)

Ÿ 전통발효식품 유래 효모(Saccharomyces cerevisiae) 10주에 대한 내산성 screening한

결과(Table 1-9), 생존률 80%기준으로 볼 때 효모(Saccharomyces cerevisiae) 8주가

내산성이 우수한 균으로 예상되었다.

Table 1-9. 효모 1차 내산성 스크리닝 결과

3. 전통발효식품의 경우 토종균주에 대한 protease 및 amylase 스크리닝

Ÿ 현재 protease 및 amylase 효소 활성이 뛰어난 Bacillus 균주 및 곰팡이를 이용하여

전통발효식품인 된장, 간장, 메주 등에 다양하게 이용되고 있다.

Ÿ 전통발효식품에 사용되는 균주의 경우 protease 및 amylase 활성이 중요하며 protease

및 amylase 활성이 있는지를 확인하는 스크리닝 단계가 필요하다.

Ÿ Protease 활성 스크리닝 방법은 다음과 같다. Protease 활성 유/무를 확인하기 위해 B

acillus 균주를 broth에 하루 전 접종시킨 후 37℃에서 150 rpm으로 16시간 배양시킨

후 균 배양액을 백금이로 찍어 1% skim milk agar에 찍은 후 37℃에서 24시간 배양

시킨 후 clear zone 유/무를 확인한 후 clear zone이 있는 균주의 경우 protease 활성

실험을 진행하였다.

Ÿ Amylase 활성 스크리닝 방법은 다음과 같다. Amylase 활성 유/무를 확인하기 위해 B

acillus를 TSB broth에 하루 전 접종시킨 후 37℃에서 150 rpm으로 16시간 배양시킨

후 균 배양액을 백금이로 찍어 1% starch agar에 찍은 후 48시간 배양시킨 후 clear z

one 유/무를 확인한 후 clear zone이 있는 균주의 경우 amylase 활성 측정실험을 진행

하였다.
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Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

E1 - E25 + I63 +

E1-1 - E27 + I66 -
E2 - E28 + I67 -
E2-1 - E29 + I71 -
E3-1 + E30 ++ I201 +
E4 + E31 + I211 -
E4-1 + E32 + I541 -

E5 + E33 + I611 +
E5-1 + E34 + I711 -
E6 + E35 + I712 ++
E6-1 + E36 - J11 -
E7 + E38 ++ J16 ++
E7-1 + E39 + J26 +

E8 - E40 - J37 +
E8-1 - E41 + J42 -
E9 - E43 + J46 +
E9-1 - E44 + J47 +
E10 + H38 + J48 +
E10-1 + I3 - N1 +

E12 - I5-1 + BK +
E12-1 - I21 - JD +
E13 + I23 + JK +
E13-1 - I24 - MD +
E14 - I25 + MK +
E14-1 - I28 + MY2 -

E15 - I31 - VK -
E15-1 + I35 - MJ -
E17-1 - I43 + JS -
E18-1 + I44 - KU15015 +
E19-1 + I46 ++ KU15017 -
E20-1 + I56 + KU15025 +++

E21-1 - I57 + KU15026 ++
E22-1 + I58 + KU15027 ++
E23 + I59 + KU15028 +
E24 + I61 + KU15029 +

Ÿ 전통발효식품 유래 Bacillus 314주에 대한 protease 스크리닝한 결과(Table 1-10), Bac

illus 193주가 protease 활성이 양성을 나태났기 때문에 protease 활성 측정 실험을 진

행하였다.

Table 1-10. Bacillus 1차 protease 스크리닝 결과

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Clear
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number

Clear
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KU15038 - JKI-9 + JKI-61 +++
KU15039 - JKI-11 - JKI-62 -
KU15045 - JKI-13 - JKI-63 -
KU15052 - JKI-14 - JKI-64 +
KU15056 + JKI-15 + JKI-65 -

KU15057 - JKI-17 - JKI-66 -
KU15067 + JKI-18 + JKI-67 -
KU15068 - JKI-19 - JKI-68 +
KU15069 - JKI-22 - JKI-69 +++
KU15071 + JKI-24 - JKI-70 -
KU15079 + JKI-25 - JKI-71 +

KU15080 + JKI-28 - JKI-72 +
KU15081 - JKI-29 - JKI-77 +++
KU15085 - JKI-30 - JKI-95 -
KU15089 + JKI-33 - JKI-97 ++
KU15109 + JKI-34 + JKI-142 +
KU15130 ++ JKI-36 - JKI-148 ++

KU15131 ++ JKI-37 - JKI-157 -
KU15132 ++ JKI-38 + JKI-160 -
KU15133 + JKI-39 + JKI-177 ++
KU15146 + JKI-40 + JKI-178 -
KU15157 + JKI-41 - JKI-187 -
KU15158 ++ JKI-42 - JKI-199 +

KU15162 + JKI-43 ++ JKI-233 +
KU15163 - JKI-44 - JKI-236 +
KU15188 + JKI-45 - JKI-247 +++
KU15189 - JKI-46 ++ JKI-263 -
KU15191 + JKI-47 - JKI-320 -
KU15194 + JKI-48 ++ JKI-366 +

KU15195 - JKI-50 - JKI-379 -
KU15198 + JKI-51 + JKI-418 -
KU15205 - JKI-52 ++ BT-10 -
JKI-1 - JKI-53 - g4 -
JKI-2 - JKI-54 - g7 +
JKI-3 - JKI-55 - g8 -

JKI-4 - JKI-56 - g10 +
JKI-5 - JKI-57 - g12 +
JKI-6 - JKI-58 - g13 -
JKI-7 - JKI-59 - g15 -
JKI-8 - JKI-60 - g17 -

(Table 1-10, 계속)

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

g21 + 200345 + 200399 +
g30 - 200348 + 200401 +
g65 - 200349 ++ 200402 +
g66 + 200350 + 200403 +
g68 + 200351 + 200404 +

F3201 + 200352 +++ 200495 +
F4042 - 200354 ++ 200496 ++
F4104 - 200357 + 200497 ++
F4163 - 200370 - 200498 +
FA1028 - 200371 + 200499 ++
TPP6004 - 200372 + 200500 +

TPP6023 - 200376 + 200501 +
TPP6033 - 200377 + 200502 +
200288 +++ 200378 - 200503 +
200290 + 200379 + 200504 +
200291 + 200381 + 200505 +
200292 + 200382 + 200513 +

200325 ++ 200385 + 200514 +
200329 + 200386 + 200554 ++
200330 + 200387 + 200555 +
200331 + 200388 + 200556 +
200332 + 200389 + 200557 +
200333 ++ 200391 + 200558 ++

200334 + 200392 + 200559 +
200337 + 200393 - 200560 +
200338 ++ 200394 - 200561 +
200339 + 200395 + 200562 ++
200340 + 200396 + 200563 ++
200341 + 200397 + 203098 -

200342 + 200398 +

(Table 1-10, 계속)

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

E1 + E25 + I63 -

E1-1 + E27 + I66 -
E2 + E28 - I67 -
E2-1 + E29 - I71 -
E3-1 + E30 + I201 -
E4 + E31 - I211 -
E4-1 + E32 + I541 -

E5 + E33 + I611 -
E5-1 + E34 + I711 -
E6 - E35 + I712 -
E6-1 - E36 + J11 +
E7 - E38 +++ J16 +
E7-1 - E39 - J26 -

E8 + E40 - J37 -
E8-1 + E41 - J42 -
E9 - E43 + J46 -
E9-1 - E44 - J47 -
E10 + H38 - J48 +
E10-1 + I3 - N1 -

E12 + I5-1 - BK ++
E12-1 + I21 + JD -
E13 - I23 - JK -
E13-1 + I24 - MD -
E14 + I25 - MK -
E14-1 - I28 - MY2 +

E15 - I31 + VK -
E15-1 - I35 + MJ -
E17-1 + I43 ++ JS +
E18-1 + I44 - KU15015 ++
E19-1 + I46 - KU15017 -
E20-1 - I56 - KU15025 +++

E21-1 - I57 - KU15026 +++
E22-1 - I58 - KU15027 +++
E23 - I59 + KU15028 ++
E24 - I61 - KU15029 +

Ÿ 전통발효식품 유래 Bacillus 314주에 대한 amylase 스크리닝한 결과(Table 1-11), Bac

illus 112주가 amylase 활성이 양성을 나태났기 때문에 amylase 활성 측정 실험을 진

행하였다.

Table 1-11. Bacillus 1차 amylase 스크리닝 결과

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

KU15038 - JKI-9 - JKI-61 -
KU15039 - JKI-11 - JKI-62 -
KU15045 ++ JKI-13 - JKI-63 -
KU15052 + JKI-14 - JKI-64 -
KU15056 + JKI-15 - JKI-65 -

KU15057 - JKI-17 - JKI-66 +
KU15067 - JKI-18 - JKI-67 +
KU15068 - JKI-19 - JKI-68 -
KU15069 - JKI-22 - JKI-69 +
KU15071 - JKI-24 - JKI-70 +++
KU15079 - JKI-25 - JKI-71 -

KU15080 + JKI-28 - JKI-72 -
KU15081 - JKI-29 - JKI-77 -
KU15085 - JKI-30 - JKI-95 +
KU15089 + JKI-33 ++ JKI-97 -
KU15109 - JKI-34 - JKI-142 ++
KU15130 +++ JKI-36 - JKI-148 -

KU15131 +++ JKI-37 - JKI-157 -
KU15132 +++ JKI-38 - JKI-160 ++
KU15133 - JKI-39 - JKI-177 -
KU15146 - JKI-40 - JKI-178 +++
KU15157 + JKI-41 - JKI-187 -
KU15158 + JKI-42 - JKI-199 ++

KU15162 - JKI-43 + JKI-233 ++
KU15163 - JKI-44 - JKI-236 -
KU15188 + JKI-45 - JKI-247 -
KU15189 - JKI-46 - JKI-263 -
KU15191 - JKI-47 - JKI-320 -
KU15194 - JKI-48 - JKI-366 ++

KU15195 - JKI-50 - JKI-379 -
KU15198 - JKI-51 + JKI-418 -
KU15205 - JKI-52 + BT-10 -
JKI-1 - JKI-53 + g4 -
JKI-2 - JKI-54 - g7 +
JKI-3 - JKI-55 - g8 +

JKI-4 - JKI-56 - g10 ++
JKI-5 - JKI-57 - g12 ++
JKI-6 + JKI-58 +++ g13 -
JKI-7 - JKI-59 - g15 -
JKI-8 - JKI-60 - g17 -

(Table 1-11, 계속)

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

Strain

number

Clear

zone

g21 - 200345 - 200399 -
g30 + 200348 + 200401 -
g65 + 200349 - 200402 +
g66 + 200350 + 200403 -
g68 - 200351 - 200404 -

F3201 - 200352 +++ 200495 -
F4042 +++ 200354 - 200496 -
F4104 - 200357 + 200497 -
F4163 - 200370 + 200498 +++
FA1028 - 200371 + 200499 -
TPP6004 - 200372 - 200500 -

TPP6023 - 200376 - 200501 +
TPP6033 - 200377 - 200502 -
200288 ++ 200378 + 200503 -
200290 - 200379 - 200504 +
200291 - 200381 - 200505 +++
200292 - 200382 - 200513 +

200325 - 200385 - 200514 +++
200329 + 200386 - 200554 -
200330 ++ 200387 - 200555 -
200331 ++ 200388 - 200556 -
200332 ++ 200389 - 200557 -
200333 - 200391 - 200558 -

200334 - 200392 - 200559 -
200337 ++ 200393 + 200560 -
200338 +++ 200394 ++ 200561 -
200339 + 200395 + 200562 -
200340 +++ 200396 - 200563 -
200341 - 200397 + 203098 -

200342 - 200398 +

(Table 1-11, 계속)

-, no inhibition; +, 0-3 mm clear zone; ++, 3-5 mm clear zone; +++, > 5 mm clear zone.
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Survial rate  Log N CFUmL 
Log N CFUmL 

×

Survial rate  Log N CFUmL 
Log N CFUmL 

×

제 3절 분리균주, 상용균주, 표준균주의 생화학적 특성 및 인

체 적용을 위한 기초생리활성의 데이터베이스화

1. 유제품 및 건강기능식품의 경우 내산·내담즙성, 효소생산능, 세포독성, 장부착능, 항

생제 저항성, 항생제 저항성 측정

가. 내산·내담즙성 측정

Ÿ 내산성 스크리닝을 통해 얻은 전통발효식품 유래균주 586주(유산균 566주, Bacillus 12

주, 효모 8주)에 대한 내산·내담즙성 측정 실험을 하였다.

Ÿ 내산성 실험은 균을 접종하여 16시간 배양시킨 후 3 mg/mL를 첨가한 pH 2.5 액체배

지 9 mL에 균 배양액 1 mL를 접종시킨 후 접종균 수와 배양 3시간 뒤의 균수를 비

교하여 생존률을 측정하였다.

Ÿ 내산성 실험에 대한 생존률을 측정하는 식은 다음과 같다.

N1, Total viable count of strains after treatment by simulated gastrointestinal

juices

N0, Total viable count of strains before treatment

Ÿ 내담즙성 실험은 균을 접종하여 16시간 배양시킨 후 3 mg/mL를 첨가한 pH 7 액체배

지 9 mL에 균 배양액 1 mL를 접종시킨 후 접종균수와 배양 24시간 뒤의 균수를 비

교하여 생존률을 측정하였다.

Ÿ 내담즙성 실험에 대한 생존률을 측정하는 식은 다음과 같다.

N1, Total viable count of strains after treatment by bile salt

N0, Total viable count of strains before treatment

Ÿ 내산·내답즙성 측정결과 모두 80%이상 생존할 경우 우수균주로 지정하여 다음 단계인

효소 생산능을 측정하였다.

Ÿ 내산성 스크리닝 결과로 얻은 전통발효식품 분리균주 유산균 566주에 대한 내산·내담

즙성 실험한 결과(Table 1-12), 내산·내담즙성 생존률 80%기준으로 볼 때 유산균 191

주가 내산·내담즙성이 우수한 균으로 나타낸 다음 단계인 효소 생산능 실험을 진행하

였다.



- 89 -

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
Lb1 99.09 110.40 SY33 0.00 -
Lb41 99.30 84.20 G1 99.30 106.85
Lb5 0.00 - G72 99.93 86.46
Ln1 99.24 89.30 H40 87.77 101.01

Ln2-1 0.00 - M1 0.00 -
Ln2-2 0.00 - M50 95.48 97.90
Ln4 99.25 86.61 M52 93.69 96.82
Ln5 0.00 - M74 96.39 97.72
A2 0.00 - KU15004 0.00 -
A4 47.17 104.09 KU15005 0.00 -

A5 0.00 - KU15006 102.16 105.26
A7 0.00 - KU15009 0.00 -
B2 0.00 - KU15012 0.00 -
B7 100.65 107.94 KU15013 0.00 -
B13 100.40 109.97 KU15014 0.00 -
B13-2 98.81 110.09 KU15018 47.48 67.21

B15 99.90 111.94 KU15019 0.00 -
B151 99.75 111.74 KU15021 0.00 -
B341 86.46 82.84 KU15024 0.00 -
B3142 67.54 74.78 KU15034 0.00 -
B3403 0.00 - KU15035 0.00 -
C8 56.53 84.48 KU15055 0.00 -

C10 0.00 - KU15058 98.89 106.13
C12 0.00 - KU15062 0.00 -
C67 0.00 - KU15064 0.00 -
C70 0.00 - KU15065 38.15 96.29
C73 0.00 - KU15082 0.00 -
C205 0.00 - KU15083 0.00 -

C209 0.00 - KU15085 50.89 107.97
C213 0.00 - KU15086 0.00 -
C213 0.00 - KU15087 0.00 -
C220 0.00 - KU15089 40.12 87.35
D1 0.00 - KU15099 64.34 101.89
D2 0.00 - KU15105 96.92 107.31

D4 0.00 - KU15106 0.00 -
D7 0.00 - KU15122 97.99 78.19
D9 0.00 - KU15138 0.00 -
D10 0.00 - KU15139 97.95 78.44
D31 86.23 93.09 KU15142 0.00 -
SY31 0.00 - KU15144 0.00 -

Table 1-12. 1차 내산성 스크리닝 우수 유산균의 내산·내담즙성
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
KU15177 0.00 - 200081 99.50 109.61
KU15197 0.00 - 200083 99.95 111.55
KU15203 0.00 - 200114 94.81 105.93
GS0015 0.00 - 200121 97.01 96.41

61517 56.68 105.96 200122 99.09 97.00
SC12 99.18 84.63 200123 97.68 95.89
SC14 100.16 95.28 200124 98.96 97.39
SC25 97.28 67.94 200127 98.51 94.08
SC28 98.11 91.17 200131 55.93 70.53
SC53 92.28 87.88 200133 77.73 97.90

SC61 101.96 90.24 200138 64.68 81.39
SC64 96.69 93.05 200154 72.38 98.39
SC65 100.38 76.63 200166 67.72 89.99
Bro22 33.63 81.22 200167 64.44 71.57
S.Pum19 92.57 93.05 200168 89.45 78.82
Y-KC2 0.00 - 200169 54.87 95.13

Y-KC6 50.39 84.41 200170 72.76 86.91
Y-KC19 0.00 - 200171 62.70 102.30
sal.cla6 0.00 - 200172 77.74 86.32
sal.cla9 0.00 - 200173 80.85 84.46
sal.cla23 73.84 89.31 200175 78.75 86.36
blue.Be13 0.00 - 200177 74.74 92.84

ON-184 52.57 95.25 200178 0.00 -
ON-250 41.03 93.29 200179 0.00 -
200011 0.00 - 200180 0.00 -
200016 33.61 86.67 200182 68.81 112.60
200018 57.94 97.64 200183 0.00 -
200019 99.57 111.35 200185 0.00 -

200037 99.22 110.12 200186 0.00 -
200046 0.00 - 200187 0.00 -
200047 70.20 80.58 200188 0.00 -
200054 102.37 108.08 200189 0.00 -
200057 61.89 74.18 200190 0.00 -
200060 100.54 102.34 200207 0.00 -

200070 100.46 109.00 200250 94.11 86.70
200072 68.21 88.19 200253 98.39 50.00
200073 0.00 - 200299 0.06 97.03
200075 100.26 87.22 200358 105.68 118.93
200078 99.85 107.94 200359 104.51 114.55
200080 101.48 99.49 200406 0.00 -

(Table 1-12, 계속)
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
200415 0.00 - 202231 58.87 108.04
200425 0.00 - 202232 57.64 105.77
200426 0.00 - 202233 58.12 104.71
200428 99.39 109.47 202234 59.70 107.79

200618 93.69 85.04 202235 68.11 102.31
200624 83.48 90.26 202237 84.57 93.37
200631 95.59 88.39 202238 91.72 101.38
200632 99.41 88.49 202241 46.87 84.71
200633 98.39 84.55 202242 93.54 97.96
200640 68.39 86.63 202243 0.00 -

200650 90.65 100.70 202244 96.35 110.29
200651 87.50 101.40 202245 92.24 101.11
200655 98.02 85.52 202246 99.27 90.62
200656 97.04 83.5 202247 85.61 90.05
200661 99.59 115.06 202248 0.00 -
200674 70.38 93.96 202252 98.01 61.48

200675 71.25 90.71 202253 91.45 94.77
200691 0.00 - 202254 54.55 86.98
200692 0.00 - 202255 56.82 92.92
200693 101.08 87.15 202258 53.67 105.53
200699 0.00 - 202259 73.90 99.36
200793 102.07 91.15 202261 96.79 64.53

200794 96.61 102.77 202262 97.00 70.62
200797 99.43 111.00 202263 96.92 72.40
200798 86.43 103.78 202265 100.39 95.44
200799 101.15 113.00 202266 96.83 64.40
200800 101.95 116.94 202268 99.88 98.99
200801 101.29 121.32 202269 101.84 94.42

200809 0.00 - 202270 98.41 95.10
200810 0.00 - 202272 0.00 -
200811 83.02 93.55 202274 0.00 -
200817 99.93 107.34 202275 0.00 -
200821 99.80 109.38 202276 0.00 -
200825 101.52 76.13 202278 93.34 72.19

200852 100.77 107.67 202295 99.01 93.33
200854 100.41 108.64 202296 98.64 76.03
200855 101.34 108.97 202297 100.37 71.97
200856 101.18 110.58 202298 101.92 92.14
202229 0.00 - 202299 102.91 74.21
202230 44.70 104.97 202300 100.89 75.88

(Table 1-12, 계속)
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
202301 102.00 93.62 202365 0.00 -
202302 101.32 111.81 202366 0.00 -
202303 99.33 83.67 202367 0.00 -
202305 89.01 96.14 202368 0.00 -

202306 100.14 110.32 202369 102.07 87.57
202307 98.25 78.79 202370 0.00 -
202308 61.05 83.25 202371 0.00 -
202309 83.54 97.12 202376 0.00 -
202310 82.44 92.54 202377 0.00 -
202311 0.00 - 202378 0.00 -

202312 55.28 78.94 202383 0.00 -
202313 91.39 76.53 202384 57.55 106.85
202314 92.92 85.07 202385 0.00 -
202315 98.02 91.89 202386 0.00 -
202316 97.33 88.85 202387 0.00 -
202317 97.98 92.06 202388 93.48 93.27

202322 0.00 - 202389 100.12 85.12
202323 82.02 94.82 202390 98.06 114.17
202324 91.80 71.31 202391 98.37 110.36
202325 84.90 96.96 202392 99.81 88.35
202326 87.68 87.75 202393 0.00 -
202329 95.00 81.68 202394 0.00 -

202330 0.00 - 202395 0.00 -
202331 0.00 - 202396 0.00 -
202332 0.00 - 202397 99.09 77.88
202333 0.00 - 202398 99.88 110.13
202334 0.00 - 202399 99.50 109.56
202347 0.00 - 202400 99.73 77.77

202350 0.00 - 202403 0.00 -
202351 0.00 - 202405 0.00 -
202354 0.00 - 202406 0.00 -
202355 0.00 - 202407 88.82 98.62
202356 0.00 - 202408 98.66 104.90
202357 0.00 - 202411 0.00 -

202358 0.00 - 202413 0.00 -
202360 0.00 - 202414 0.00 -
202361 97.94 87.58 202420 0.00 -
202362 0.00 - 202421 0.00 -
202363 0.00 - 202423 0.00 -
202364 0.00 - 202425 77.21 109.83

(Table 1-12, 계속)
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
202429 98.15 77.85 202540 97.40 89.20
202430 0.00 - 202541 98.70 97.45
202442 99.57 61.33 202542 100.80 104.17
202443 100.04 65.27 202543 97.95 110.72

202444 99.32 74.34 202544 100.48 100.02
202446 0.00 - 202545 100.84 96.60
202447 97.13 81.57 202547 89.47 99.31
202450 0.00 - 202548 87.02 100.26
202462 0.00 - 202549 89.27 89.29
202470 0.00 - 202550 91.81 100.88

202477 0.00 - 202551 101.11 81.35
202481 0.00 - 202552 102.08 80.47
202487 0.00 - 202553 93.87 99.01
202488 76.21 97.67 202554 100.94 83.97
202490 73.00 100.72 202555 99.58 99.44
202494 69.15 88.23 202556 92.51 98.31

202495 77.13 82.23 202557 97.87 77.14
202496 0.00 - 202558 99.19 87.76
202504 0.00 - 202559 99.75 84.42
202507 0.00 - 202560 96.03 75.04
202508 80.90 98.56 202569 41.80 96.84
202509 0.00 - 202571 98.99 100.78

202510 0.00 - 202576 84.13 100.62
202511 0.00 - 202577 103.29 126.05
202512 0.00 - 202578 100.74 114.82
202513 0.00 - 202580 99.34 113.06
202514 0.00 - 202581 100.43 115.23
202515 0.00 - 202582 100.46 109.86

202516 0.00 - 202584 0.00 -
202517 0.00 - 202585 0.00 -
202518 0.00 - 202586 46.97 98.14
202520 0.00 - 202592 0.00 -
202521 0.00 - 202593 0.00 -
202522 0.00 - 202594 0.00 -

202523 0.00 - 202595 100.00 111.36
202524 0.00 - 202596 83.84 97.30
202526 0.00 - 202597 83.27 96.09
202527 0.00 - 202599 100.81 105.75
202528 0.00 - 202600 92.53 102.98
202531 0.00 - 202601 86.80 97.61

(Table 1-12, 계속)
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number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
202602 93.39 106.21 202911 101.92 53.27
202603 96.71 101.29 202912 100.19 53.27
202604 95.00 103.36 202913 100.00 60.06
202605 90.15 95.49 202914 106.51 54.27

202607 0.00 - 202915 0.00 -
202610 39.48 95.27 202916 38.56 101.28
202611 98.92 109.36 202917 0.00 -
202612 87.93 99.70 202918 0.00 -
202613 98.91 106.20 202920 0.00 -
202614 89.86 98.96 202921 0.00 -

202615 0.00 - 202922 0.00 -
202616 86.83 104.29 202923 0.00 -
202617 89.26 77.07 202924 0.00 -
202618 90.68 105.44 202978 0.00 -
202619 90.28 99.09 202979 0.00 -
202620 88.17 107.70 202980 0.00 -

202621 0.00 - 202981 0.00 -
202775 0.00 - 202982 0.00 -
202776 0.00 - 202983 0.00 -
202777 0.00 - 202984 0.00 -
202781 0.00 - 202985 0.00 -
202785 0.00 - 202986 0.00 -

202792 0.00 - 202987 0.00 -
202793 0.00 - 203038 0.00 -
202794 0.00 - 203039 0.00 -
202795 0.00 - 203040 0.00 -
202799 0.00 - 203041 0.00 -
202800 0.00 - 203043 0.00 -

202801 0.00 - 203044 0.00 -
202802 0.00 - 203045 0.00 -
202803 0.00 - 203046 0.00 -
202804 0.00 - 203047 0.00 -
202805 0.00 - 203099 0.00 -
202808 0.00 - 203100 0.00 -

202905 99.65 57.17 203101 0.00 -
202906 97.69 57.38 203102 0.00 -
202907 98.28 62.72 203103 0.00 -
202908 102.52 50.26 203104 0.00 -
202909 95.74 48.14 203105 0.00 -
202910 97.99 62.70 203106 0.00 -

(Table 1-12, 계속)
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
203107 0.00 - 203473 99.37 96.32
203108 0.00 - 203474 95.03 96.32
203109 0.00 - 203476 94.76 82.34
203110 0.00 - 203477 94.28 101.03

203111 0.00 - 203478 99.66 86.04
203112 0.00 - 203479 81.62 102.27
203113 0.00 - 203480 98.25 71.11
203114 0.00 - 203578 101.02 116.27
203115 0.00 - 203579 100.78 117.81
203116 0.00 - 203580 102.14 116.79

203117 0.00 - 203584 0.00 -
203191 0.00 - 203585 0.00 -
203193 0.00 - 203586 100.67 112.82
203194 0.00 - 203588 0.00 -
203195 0.00 - 203589 0.00 -
203196 0.00 - 203594 41.45 101.79

203199 0.00 - 203742 0.00 -
203200 0.00 - 203743 0.00 -
203322 0.00 - 203744 0.00 -
203323 0.00 - 203745 0.00 -
203331 0.00 - 203746 0.00 -
203340 96.33 103.73 203747 0.00 -

203438 0.00 - 203749 0.00 -
203439 0.00 - 203750 0.00 -
203440 0.00 - 203751 0.00 -
203441 89.09 113.53 203752 0.00 -
203442 85.30 93.98 203753 0.00 -
203443 82.87 95.73 203754 0.00 -

203444 74.80 96.92 203757 0.00 -
203445 0.00 - 203758 0.00 -
203446 100.06 85.50 203759 0.00 -
203447 98.80 87.99 203760 0.00 -
203448 69.83 98.35 203761 0.00 -
203449 94.77 96.26 203886 98.78 106.14

203450 0.00 - 203887 94.99 102.05
203451 75.80 97.41 203888 97.31 105.08
203469 97.44 104.22 203889 91.64 98.87
203470 72.26 109.45 203890 92.20 93.89
203471 95.58 108.94 203891 95.90 97.18
203472 99.11 116.37 203892 94.91 97.6

(Table 1-12, 계속)
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Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
203893 96.49 101.69 203896 0.00 -
203894 95.64 98.62 203897 0.00 -
203895 94.36 93.64 203898 0.00 -

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
I56 51.74 113.74 JKI-53 0.00 -
BK 47.32 109.81 JKI-56 60.55 100.91
JK 0.00 - JKI-64 46.42 86.84

KU15085 50.89 107.97 200290 101.79 161.08
KU15089 40.12 87.35 200560 0.00 -
JKI-3 0.00 - 203098 99.92 107.00

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)

Strain

number

Acid

tolerance

(%)

Bile salt

tolerance

(%)
200264 95.56 111.83 200279 106.56 81.77
200266 99.45 99.45 200280 89.57 108.45
200270 99.31 115.23 200281 96.57 117.46
200278 98.34 114.78 200284 97.39 117.44

(Table 1-12, 계속)

Ÿ 내산성 스크리닝 결과로 얻은 전통발효식품 분리균주 Bacillus 12주에 대한 내산·내담

즙성 실험한 결과(Table 1-13), 내산·내담즙성 생존률 80%기준으로 볼 때 Bacillus 2

주가 내산·내담즙성이 우수한 균으로 나타낸 다음 단계인 효소 생산능 실험을 진행하

였다.

Table 1-13. 1차 내산성 스크리닝 우수 Bacillus의 내산·내담즙성

Ÿ 내산성 스크리닝 결과로 얻은 전통발효식품 분리균주 효모 8주에 대한 내산·내담즙성

실험한 결과(Table 1-14), 내산·내담즙성 생존률 80%기준으로 볼 때 효모 8주가 내산·

내담즙성이 우수한 균으로 나타낸 다음 단계인 효소 생산능 실험을 진행하였다.

Table 1-14. 1차 내산성 스크리닝 우수 효모의 내산·내담즙성
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

Lb1 0 0 1 0 0 2 1 0 0 0
Lb41 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
Ln1 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
Ln4 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
B7 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0
B13 0 0 1 0 0 4 3 1 0 0

B13-2 0 0 1 1 0 4 3 1 0 0
B15 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
B151 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
B341 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
D31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G1 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0

G72 0 0 0 1 0 4 3 0 0 0
H40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
M50 0 1 2 2 0 0 0 0 0 0
M52 0 1 2 2 0 0 0 0 0 0
M74 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
KU15006 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0

KU15058 0 0 2 0 0 5 3 0 0 0
KU15105 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0
SC12 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
SC14 0 0 0 0 1 4 3 0 0 0
SC28 0 0 0 0 1 4 3 0 0 0
SC53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

나. 효소 생산능 측정

Ÿ 내산·내담즙성 실험에서 80%이상 생존률을 보인 전통발효식품 분리균주 201주(유산균

191주, Bacillus 2주, 효모 8주에 대해 유해 효소를 생산하는지 확인하기 위해 API

zym kit를 이용한 효소 생산능을 측정하였다.

Ÿ 효소 생산능 실험방법은 다음과 같다. 효소 생산능 실험방법은 하루 전 미리 균을 접

종시켜 16시간 배양시킨 후 원심분리기를 이용하여 균 상등액을 제거한 후 균체를 수

집한 후 106 cfu/mL로 희석한 후 API zym kit에 65 μL씩 접종시킨 후 37℃에서 4시

간 반응시킨 후 Zym A, Zym B 시약을 순서대로 떨어뜨린 뒤 10분간 반응시킨 후 색

깔변화를 통해 균이 유해효소를 생산하는지를 확인하였다.

Ÿ 내산·내담즙성 우수균주인 유산균 191주에 대해 효소 생산능을 측정한 결과(Table 1-

15), 유산균 155주가 유해효소인 β-glucuronidase(β-GU)를 생성하기 않았기 때문에

정상세포에 대한 세포독성을 진행하였다.

Table 1-15. 내산·내담즙성 우수 유산균의 효소 생산능

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

Lb1 1 0 4 1 1 4 0 0 0 0
Lb41 1 1 0 5 0 0 5 0 0 0

Ln1 1 1 0 5 0 0 4 0 0 0
Ln4 1 1 0 4 0 0 3 0 0 0
B7 1 1 0 4 1 1 5 0 0 0
B13 1 1 1 4 2 2 5 0 0 0
B13-2 1 1 1 4 2 1 5 0 0 0
B15 1 1 1 4 1 2 5 0 0 0

B151 1 1 1 3 0 1 5 0 0 0
B341 1 1 0 0 0 3 0 0 0 0
D31 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
G1 2 1 0 4 0 4 5 0 0 0
G72 1 2 0 0 0 1 4 3 0 0
H40 1 2 0 0 0 3 4 0 0 0

M50 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0
M52 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0
M74 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
KU15006 1 2 0 4 0 1 5 0 0 0
KU15058 1 1 2 4 1 3 5 0 0 0
KU15105 1 1 0 4 1 0 4 0 0 0

SC12 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
SC14 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
SC28 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
SC53 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

SC61 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
SC64 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0

S.Pum19 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
200019 0 0 1 0 0 4 3 0 0 0
200037 0 0 1 1 0 4 3 1 0 0
200054 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0
200060 0 0 1 1 0 2 0 0 0 0
200070 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0

200075 0 0 0 1 0 3 2 0 0 0
200078 0 0 1 0 0 3 2 0 0 0
200080 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0
200081 0 0 2 1 0 4 3 0 0 0
200083 0 0 1 0 0 4 3 0 0 0
200114 0 0 1 0 0 4 3 0 0 0

200121 0 0 0 0 0 5 3 0 0 0
200122 0 0 0 0 1 5 3 0 0 0
200123 0 0 0 0 0 5 3 0 0 0
200124 0 0 0 0 0 5 3 0 0 0
200127 0 0 0 0 0 5 3 0 0 0
200173 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0

200250 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
200358 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
200359 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
200428 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0
200618 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
200624 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

200631 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
200632 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
200633 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200650 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
200651 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
200655 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

200656 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
200661 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
200682 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200683 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200693 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
200793 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0

200794 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
200797 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

SC61 1 1 0 0 0 1 2 2 0 0
SC64 0 1 0 0 0 1 2 1 0 0

S.Pum19 1 1 0 0 0 4 0 0 0 0
200019 1 1 1 4 0 1 3 0 0 0
200037 2 1 3 4 2 2 5 0 0 0
200054 1 1 0 2 0 1 3 0 0 0
200060 1 1 4 5 0 1 0 0 0 0
200070 1 1 2 3 1 3 4 0 0 0

200075 1 1 0 5 0 1 4 1 0 0
200078 2 1 0 1 0 1 2 0 0 0
200080 1 1 1 3 0 0 4 0 0 0
200081 2 1 3 4 3 3 5 0 0 0
200083 1 1 1 3 1 1 4 0 0 0
200114 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0

200121 1 1 0 3 0 0 1 3 0 0
200122 1 1 0 4 0 0 2 3 0 0
200123 1 1 0 3 0 0 1 2 0 0
200124 1 1 0 3 0 0 1 2 0 0
200127 1 1 0 3 0 0 1 2 0 0
200173 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

200250 1 3 0 0 0 0 1 0 0 0
200358 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0
200359 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
200428 1 1 1 3 0 1 2 0 0 0
200618 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0
200624 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

200631 1 1 0 2 0 0 1 0 0 0
200632 1 1 0 2 0 0 1 0 0 0
200633 1 1 0 2 0 0 2 0 0 0
200650 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
200651 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
200655 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0

200656 1 2 0 1 0 0 1 0 0 0
200661 0 1 0 3 0 2 2 2 0 0
200682 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200683 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200693 0 1 0 4 0 2 3 3 0 0
200793 0 1 0 4 0 0 1 2 0 0

200794 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0
200797 0 1 1 5 1 1 2 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

200798 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
200799 0 0 0 1 0 2 1 0 0 0

200800 0 0 0 1 0 2 1 0 0 0
200801 0 0 0 1 0 2 1 0 0 0
200811 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
200817 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
200821 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
200825 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0

200852 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
200854 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
200855 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
200856 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
202237 0 0 2 1 0 3 0 0 0 0
202238 0 0 2 2 0 3 0 0 0 0

202242 0 0 1 1 0 3 0 0 0 0
202244 0 0 1 1 0 3 0 0 0 0
202245 0 0 1 1 0 3 0 0 0 0
202246 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
202247 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
202253 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0

202265 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0
202268 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0
202269 0 0 0 0 1 4 2 0 0 0
202270 0 0 0 0 1 5 2 0 0 0
202295 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0
202298 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0

202301 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
202302 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
202303 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
202305 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
202306 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
202309 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0

202310 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
202314 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0
202315 0 0 0 0 1 3 2 0 0 0
202316 0 0 0 0 1 3 2 0 0 0
202317 0 0 0 0 2 5 4 0 0 0
202323 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

202325 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
202326 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

200798 0 1 0 2 1 1 1 0 0 0
200799 1 1 2 3 2 0 0 0 0 0

200800 0 0 2 4 1 1 0 0 0 0
200801 1 1 2 4 2 1 0 0 0 0
200811 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200817 0 1 1 3 1 0 2 0 0 0
200821 0 1 1 3 1 0 2 0 0 0
200825 0 1 1 3 1 0 2 0 0 0

200852 1 1 2 3 1 1 2 0 0 0
200854 0 1 1 3 1 0 2 0 0 0
200855 0 1 1 3 1 0 2 0 0 0
200856 0 1 2 3 1 1 2 0 0 0
202237 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202238 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0

202242 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202244 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202245 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202246 1 2 0 0 0 3 0 0 0 0
202247 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202253 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

202265 1 2 0 0 0 0 0 3 0 0
202268 1 2 0 0 0 0 0 3 0 0
202269 0 2 0 1 0 0 1 2 0 0
202270 0 2 0 1 0 0 1 2 0 0
202295 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0
202298 0 1 0 2 0 0 2 2 0 0

202301 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202302 1 1 1 2 0 1 2 0 0 0
202303 1 1 0 2 0 0 4 3 0 0
202305 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202306 4 1 1 3 0 1 3 0 0 0
202309 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

202310 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202314 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
202315 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202316 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
202317 1 3 0 0 0 0 2 3 0 0
202323 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

202325 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
202326 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

202329 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
202361 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

202369 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
202388 0 0 0 0 1 4 3 1 0 0
202389 0 0 0 0 1 4 3 2 0 0
202390 0 0 1 0 1 4 3 0 0 0
202391 0 0 0 0 1 4 3 0 0 0
202392 0 0 0 0 0 3 2 1 0 0

202398 0 0 2 1 0 4 2 0 0 0
202399 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
202407 0 0 1 1 0 4 3 0 0 0
202408 0 0 1 1 0 4 4 2 0 0
202447 0 0 0 1 0 2 2 1 0 0
202508 0 0 2 1 0 2 0 0 0 0

202540 0 0 0 0 0 3 1 1 0 1
202541 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0
202542 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
202543 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
202544 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
202545 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0

202547 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
202548 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
202549 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
202550 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
202551 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
202552 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0

202553 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
202554 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0
202555 0 0 0 0 0 4 1 0 0 0
202556 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
202558 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
202559 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0

202571 0 0 1 0 0 3 2 0 0 0
202576 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
202577 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
202578 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
202580 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
202581 0 0 1 0 1 2 3 1 0 0

202582 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
202595 0 0 0 1 0 2 1 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

202329 4 1 0 0 0 0 0 1 0 0
202361 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0

202369 1 2 3 0 0 2 0 0 2 0
202388 2 2 0 3 0 0 4 3 0 0
202389 1 2 1 5 0 2 4 3 0 0
202390 2 2 3 5 2 3 4 0 0 0
202391 2 1 2 4 2 3 4 0 0 0
202392 1 1 0 5 0 1 4 3 0 0

202398 1 1 2 3 1 1 4 0 0 0
202399 1 1 0 4 0 1 5 0 0 0
202407 1 1 2 3 0 3 3 0 0 0
202408 2 1 2 4 0 4 3 0 0 0
202447 0 1 0 2 0 0 2 3 0 0
202508 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0

202540 1 2 0 1 0 3 4 4 0 1
202541 1 2 0 1 0 3 4 3 0 1
202542 1 1 2 3 0 3 0 0 0 0
202543 0 1 1 2 0 3 0 0 0 0
202544 0 1 3 3 0 4 0 0 0 0
202545 0 2 0 1 0 1 3 1 0 0

202547 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202548 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202549 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202550 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202551 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202552 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

202553 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202554 1 1 0 2 0 0 1 2 0 0
202555 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0
202556 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202558 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202559 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

202571 1 1 1 2 1 1 2 0 0 0
202576 0 1 1 1 0 1 2 0 0 0
202577 0 1 0 2 1 0 1 0 0 0
202578 0 1 0 2 1 0 2 0 0 0
202580 0 1 0 2 1 0 2 0 0 0
202581 0 1 0 3 1 1 3 0 0 0

202582 0 1 0 2 1 0 1 0 0 0
202595 1 1 3 5 1 0 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

202596 0 0 1 1 0 2 1 0 0 0
202597 0 0 1 1 0 2 1 0 0 0

202599 0 0 2 1 0 4 3 0 0 0
202600 0 0 0 0 0 3 4 0 0 0
202601 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
202602 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
202603 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
202604 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0

202605 0 0 0 0 0 5 4 0 0 0
202611 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
202612 0 0 2 1 0 4 3 0 0 0
202613 0 0 2 1 0 4 3 0 0 0
202614 0 0 2 1 0 4 3 0 0 0
202616 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0

202618 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
202619 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
202620 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
203340 0 5 1 0 0 3 1 0 0 0
203441 0 2 1 0 0 3 0 0 0 0
203442 0 2 1 1 0 3 0 0 0 0

203443 0 2 0 0 0 3 0 0 0 0
203446 0 1 0 0 0 3 0 0 0 0
203447 0 2 1 1 0 3 0 0 0 0
203449 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
203469 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
203471 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0

203472 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0
203473 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0
203474 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
203476 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
203477 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
203478 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

203479 0 0 2 1 0 1 0 0 0 0
203578 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
203579 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
203580 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
203586 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
203886 0 0 2 1 0 2 0 0 0 0

203887 0 0 2 0 0 2 0 0 0 0
203888 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

202596 1 1 3 5 1 0 0 0 0 0
202597 1 1 3 5 1 0 0 0 0 0

202599 1 2 0 0 0 1 0 0 0 0
202600 1 1 0 0 0 2 1 0 0 0
202601 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0
202602 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
202603 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
202604 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

202605 0 2 0 0 0 3 2 1 0 0
202611 1 1 2 5 1 0 1 0 0 0
202612 1 2 0 1 0 1 0 0 0 0
202613 1 2 0 1 0 1 0 0 0 0
202614 1 2 0 1 0 1 0 0 0 0
202616 0 1 0 0 0 2 1 0 0 0

202618 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0
202619 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0
202620 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0
203340 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203441 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203442 4 2 0 1 0 0 0 0 0 0

203443 4 2 1 0 0 0 0 0 0 0
203446 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203447 4 2 0 1 0 0 0 0 0 0
203449 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203469 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203471 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0

203472 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203473 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203474 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203476 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203477 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203478 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0

203479 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
203578 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203579 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203580 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203586 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0
203886 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0

203887 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203888 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

203889 0 0 2 0 0 3 0 0 0 0
203890 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0

203891 0 0 3 1 0 2 0 0 0 0
203892 0 0 3 1 0 2 0 0 0 0
203893 0 0 2 1 0 2 0 0 0 0
203894 0 0 2 1 0 2 0 0 0 0
203895 0 0 3 1 0 2 0 0 0 0

Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

203889 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203890 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203891 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0
203892 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
203893 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

203894 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
203895 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

200290 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0
203098 0 0 1 0 0 3 2 0 0 0

(Table 1-15, 계속)

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.

(Table 1-15, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.

Ÿ 내산·내담즙성 우수균주인 Bacillus 2주에 대해 효소 생산능을 측정한 결과(Table 1-1

6), Bacillus 2주가 유해효소인 β-glucuronidase(β-GU)를 생성하기 않았기 때문에 정

상세포에 대한 세포독성을 진행하였다.

Table 1-16. 내산·내담즙성 우수 Bacillus의 효소 생산능

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

200290 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
203098 2 1 0 4 0 1 3 0 0 0

Strain

number

Enzyme activity

C ALP ES ESL LIP LAS VAS CAS TR α-CT

200264 0 0 2 1 0 1 0 1 0 0
200266 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0

200270 0 0 2 1 0 3 1 1 0 0
200278 0 0 2 1 0 3 1 1 0 0
200279 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
200280 0 0 2 1 0 3 1 1 1 0
200281 0 0 2 1 0 3 0 1 0 1
200284 0 0 2 1 0 3 0 1 0 0

Strain

number

Enzyme activity

ACP NABP α-GAL β-GAL β-GU α-GL β-GL NAG α-Man α-Fuc

200264 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200266 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200270 3 1 0 0 0 3 0 0 0 0
200278 3 1 0 0 0 2 0 0 0 0

200279 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
200280 4 1 0 0 0 3 0 0 0 0
200281 3 1 0 0 0 4 0 0 0 0
200284 3 1 0 0 0 2 0 0 0 0

(Table 1-16, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.

Ÿ 내산·내담즙성 우수균주인 효모 8주에 대해 효소 생산능을 측정한 결과(Table 1-17),

효모 8주가 유해효소인 β-glucuronidase(β-GU)를 생성하기 않았기 때문에 정상세포

에 대한 세포독성을 진행하였다.

Table 1-17. 내산·내담즙성 우수 효모의 효소 생산능

C, Control; ALP, Alkaline phosphate; ES, Esterase: ESL, Esterase lipase; LIP, Lipase; LAS, Leucine arylamidase;

VAS, Valine arylamidase, CAS, Cystine arylamidase, TR, Trypsin; α-CT, α-Chymotrypsin.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.

(Table 1-17, 계속)

ACP, Acid phosphate; NABP, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; α-GAL, α-Galactosidase; β-GAL, β-Galactosidase;

β-GU, β-Glucuronidase; α-GL, α-Glucosidase; GL, β-Glucosidase; NAG, N-Acetyl-β-glucosaminidase; α-Man,

α-Mannosidase, α-Fuc; α-Fucosidase.

0, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol; 3, 20 nmol; 4, 30 nmol; 5, ≥40 nmol.
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Cytotoxicity  OD contr ol
 OD sam ple 

×

Strain

number
Cytotoxicity(%)

Strain

number
Cytotoxicity(%)

Lb41 17.19 SC61 13.91
Ln1 30.47 SC64 33.06

Ln4 3.91 S.Pum19 0.00
B151 9.38 200019 0.00
B341 30.47 200054 17.42
D31 51.14 200060 0.00
G1 0.44 200075 35.48
G72 0.00 200078 25.47

H40 14.38 200080 0.00
M50 73.68 200114 21.29
M52 71.49 200121 44.10
M74 64.91 200122 75.78
KU15006 7.87 200123 54.66
SC12 43.84 200124 37.58

SC14 68.49 200127 69.57
SC28 17.81 200173 0.00
SC53 40.32 200250 43.15

다. 정상세포에 대한 세포독성 측정

Ÿ 효소 생산능 실험에서 유해효소인 β-glucuronidase를 생성하지 않는 전통발효식품 분

리균주 165주(유산균 155주, Bacillus 2주, 효모 8주)에 대해 정상세포(MRC-5)에 대한

세포독성을 측정하였다.

Ÿ 정상세포에 대한 세포독성 실험방법은 정상세포(MRC-5)를 2×105 cell/well을 96 well

plate에 깔아놓은 후 37℃, 5% CO2에서 24시간 배양시킨 후 미리 접종시킨 균액을 원

심분리기(12,000 rpm, 10분)를 이용하여 균체를 회수한 후 항생제 첨가하지 않은

MEM배지를 넣어 희석시킨 후 미리 배양시킨 MRC-5에 접종시킨 후 37℃, 5% CO2

에서 44시간 배양시켰음. 배양상등액을 제거한 후 PBS buffer로 3번 씻어준 후 MTT

처리한 후 37℃, 5% CO2에서 4시간 배양시킨 후 MTT시약을 제거한 후 DMSO 50 μ

L를 넣은 후 ELISA reader를 이용하여 흡광도 570 nm에서 측정하였다.

Ÿ 정상세포에 대한 세포독성을 측정하는 식은 다음과 같다.

Ÿ 정상세포에 대한 세포독성을 20%이하 기준으로 하여 측정하였다.

Ÿ 유해효소를 생성하지 않는 유산균 155주에 대해 정상세포에 대한 세포독성을 측정한

결과(Table 1-18), 유산균 35주가 정상세포에 대한 세포독성이 나타내지 않는 것으로

나타났다.

Table 1-18. 내산·내담즙성 우수 유산균의 정상세포에 대한 세포독성
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Strain

number
Cytotoxicity(%)

Strain

number
Cytotoxicity(%)

200358 91.53 202317 78.66
200359 91.53 202323 93.31
200428 64.11 202325 58.16
200618 65.11 202326 90.59
200624 79.69 202329 84.70

200631 69.47 202361 5.44
200632 68.42 202369 11.30
200633 59.47 202388 82.64
200650 0.00 202389 66.94
200651 92.34 202392 59.50
200655 0.00 202399 7.60

200656 0.00 202407 88.84
200661 2.87 202408 18.60
200682 94.64 202447 28.05
200683 74.83 202508 91.74
200693 0.00 202540 27.42
200793 0.00 202541 0.00

200794 23.84 202542 0.00
200811 60.26 202543 0.00
202237 92.47 202544 57.03
202238 93.91 202545 54.05
202242 93.19 202547 88.80
202244 92.11 202548 88.42

202245 89.96 202549 83.88
202246 0.00 202550 88.36
202247 97.15 202551 78.21
202253 98.69 202552 88.36
202265 97.84 202553 85.61
202268 56.66 202554 76.14

202269 77.58 202555 78.79
202270 77.26 202556 87.50
202295 21.55 202558 91.92
202298 24.70 202559 90.81
202301 72.80 202576 90.81
202302 13.24 202599 47.12

202303 19.94 202600 93.27
202305 79.00 202601 90.06
202306 31.56 202602 81.09
202309 94.13 202603 87.50
202310 92.17 202604 90.06
202314 78.13 202605 97.76

202315 82.70 202612 95.27
202316 74.86 202613 92.65

(Table 1-18, 계속)
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Strain

number
Cytotoxicity(%)

Strain

number
Cytotoxicity(%)

202614 96.39 203477 89.06
202616 66.87 203478 89.36
202618 97.76 203479 81.16
202619 97.01 203578 0.00
202620 98.13 203579 0.00

203340 91.19 203580 0.00
203441 91.40 203586 0.00
203442 95.81 203886 69.86
203443 92.98 203887 71.46
203446 90.99 203888 65.87
203447 92.77 203889 65.75

203449 95.58 203890 85.39
203469 89.76 203891 81.62
203471 88.15 203892 74.43
203472 66.47 203893 63.24
203473 46.34 203894 67.12
203474 87.23 203895 65.41

203476 88.75

Strain

number
Cytotoxicity(%)

Strain

number
Cytotoxicity(%)

200290 39.76 203098 18.60

Strain

number
Cytotoxicity(%)

Strain

number
Cytotoxicity(%)

200264 46.83 200279 68.67
200266 46.83 200280 0.00
200270 0.00 200281 0.79
200278 0.00 200284 8.73

(Table 1-18, 계속)

Ÿ 유해효소를 생성하지 않는 Bacillus 2주에 대해 정상세포에 대한 세포독성을 측정한

결과(Table 1-19), Bacillus 1주가 정상세포에 대한 세포독성이 나타내지 않는 것으로

나타났다.

Table 1-19. 내산·내담즙성 우수 Bacillus의 정상세포에 대한 세포독성

Ÿ 유해효소를 생성하지 않는 효모 8주에 대해 정상세포에 대한 세포독성을 측정한 결과

(Table 1-20), 효모 5주가 정상세포에 대한 세포독성이 나타내지 않는 것으로 나타났

다.

Table 1-20. 내산·내담즙성 우수 효모의 정상세포에 대한 세포독성
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Cell adhesion   V 

V 
×

Strain

number
Cell adhesion(%)

Strain

number
Cell adhesion(%)

Lb41 7.50 200650 2.20
Ln4 7.64 200655 15.77
B151 2.43 200656 10.68

G1 2.62 200661 13.24
G72 8.70 200693 2.21
H40 2.86 200793 13.68
KU15006 16.01 202246 0.13
SC28 28.28 202302 10.71
SC61 11.52 202303 6.07

S.Pum19 2.83 202361 1.29
200019 1.41 202369 2.09
200054 1.67 202399 12.37
200060 1.15 202408 0.08
200080 3.42 202541 4.49
200173 2.02 202542 1.41

라. 장 부착능 측정

Ÿ 세포독성 실험에서 정상세포(MRC-5)에 대해 세포독성을 나타내지 않는 전통발효식품

분리균주 41주(유산균 35주, Bacillus 1주, 효모 5주)에 대해 대장암세포(HT-29)를 이

용한 장 부착능을 측정하였다.

Ÿ 장 부착능 실험방법은 대장암세포(HT-29)를 1×105 cell/well을 24 well plate에 깔아놓

은 후 37℃, 5% CO2에서 24시간 배양시킨 후 미리 접종시킨 균액을 원심분리기

(12,000 rpm, 10분)를 이용하여 균체를 회수한 후 항생제 첨가하지 않은 RPMI배지를

넣어 희석시킨 후 미리 배양시킨 대장암세포(HT-29)에 접종시킨 후 37℃, 5% CO2에

서 2시간 배양시켰다. 배양상등액을 제거한 후 PBS buffer로 3번 씻어준 후 1%

Triton X-100 용액을 이용하여 10분간 처리한 뒤 상등액을 담아 희석하여 도말하여

부착 균수를 측정한 후 부착전 균수와 부착균수를 비교하여 장 부착능을 측정하였다.

Ÿ 장 부착능을 측정하는 식은 다음과 같다.

V0, initial viable bacterial count tested; V1, viable bacterial count obtained from the

HT-29 cells after 2 h.

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 유산균 35주에 대해 장 부착능을 측정한

결과(Table 1-21), 1% 기준으로 볼 때 유산균 33주가 장 부착능이 우수한 것으로 나

타났으므로 유산균 33주에 대해 항생제 저항성 실험을 진행하였다.

Table 1-21. 내산·내담즙성 우수 유산균의 장 부착능
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Strain

number
Cell adhesion(%)

Strain

number
Cell adhesion(%)

202543 1.41 203580 24.09
203578 7.47 203586 26.63
203579 16.4

Strain number Cell adhesion(%)

203098 2.42

Strain

number
Cell adhesion(%)

Strain

number
Cell adhesion(%)

200270 5.34 200281 20.9
200278 8.93 200284 16.38
200280 8.30

(Table 1-21, 계속)

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 Bacillus 1주에 대해 장 부착능을 측정한

결과(Table 1-22), 1% 기준으로 볼 때 Bacillus 1주가 장 부착능이 우수한 것으로 나

타났으므로 Bacillus 1주에 대해 항생제 저항성 실험을 진행하였다.

Table 1-22. 내산·내담즙성 우수 Bacillus 균주의 장 부착능

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 효모 5주에 대해 장 부착능을 측정한 결

과(Table 1-23), 1% 기준으로 볼 때 효모 5주가 장 부착능이 우수한 것으로 나타났으

므로 효모 5주에 대해 항생제 저항성 실험을 진행하였다.

Table 1-23. 내산·내담즙성 우수 효모의 장 부착능

마. 항생제 저항성 측정

Ÿ 장 부착능 실험에서 장 부착능이 우수한 전통발효식품 분리균주 19주(유산균 33주,

Bacillus 1주, 효모 5주)에 대해 paper disc을 이용한 항생제 저항성을 측정하였다.

Ÿ 항생제 저항성 실험방법은 미리 접종시킨 균액을 원심분리기(12,000 rpm, 15분)를 이

용하여 균체를 회수한 후 105 CFU/mL로 희석한 후 고체배지에 도말을 한다. 그 위에

미리 멸균시킨 paper disc를 올려놓은 뒤 Clinical and Laboratory Standard

Institute(CLSI)기준에 사용되는 항생제를 이용하여 50 μL씩 접종시킨 후 37℃에서 24

시간 배양시킨 후 Inhibition zone의 크기에 따라 항생제 저항성 정도를 판별하여 측정

하였다.

Ÿ 항생제 저항성 정도를 판별하는 기준은 다음과 같다(Figure 1-2).
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Strain

number

Ampic

illin

Genta

mycin

Kana

mycin

Strepto

mycin

Tetrac

ycline

Ciprofl

oxacin

Chlora

mpheni

col

Doxyc

yline

Lb41 S R R R S R S S

Ln4 S R R R S R S S
B151 S R R R S R S S
G1 S S R R S R S S
G72 S S R R S R S S
H40 S R R R S R S S
KU15006 S R R R S R S S

Figure 1-2. 장내 미생물에 대한 항생제 저항성 기준(CLSI, 2014).

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 유산균 33주에 대해 항생제 저항성을 측

정한 결과(Table 1-24), 관련논문에 따르면 장 내 균주의 경우 특이적인 항생제 내성

패턴이 없으면 장 내 미생물에 대해 항생제 저항인자를 전달할 가능성이 낮다. 이에

따라은 gentamycin, kanamycin, streptomycin, ciprofloxacin에 대해 본래 내성을 지니

는 것이 일반적인 특징이기 때문에 이에 관련된 항생제 내성에 대해서 문제가 되지

않는 유산균 28주에 대해 다음단계인 항산화 실험을 진행하였다.

Table 1-24. 내산·내담즙성 우수 유산균의 항생제 저항성

S: suspensible, R: resistant.
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Strain

number

Ampic

illin

Genta

mycin

Kana

mycin

Strepto

mycin

Tetrac

ycline

Ciprofl

oxacin

Chlora

mpheni

col

Doxyc

yline

SC28 S R R R S R S S
SC61 S S R R S R S S
S.Pum19 S R R R S R S S
200019 S R R R S R S S

200054 S R R R S R S S
200060 S R R R S R S S
200080 S R R R S R S S
200173 S R R R S R S S
200650 S R R R S R S S
200655 S R R R S R S S

200656 S R R R S R S S
200661 S R R R S R S S
200693 S R R R S R S S
200793 S I R R S R S S
202302 S S R R S R S S
202303 S R R R S R S S

202361 S R R R S R S S
202369 S R R R S R S S
202399 S R R R S R S S
202541 S I R I S R S S
202542 S I R I I R S S
202543 S R R R S R S S

203578 R R R R I R I R
203579 R R R R R R I R
203580 R R R R R R I R
203586 R R R R I R I R

Strain

number

Ampic

illin

Genta

mycin

Kana

mycin

Strepto

mycin

Tetrac

ycline

Ciprofl

oxacin

Chlora

mpheni

col

Doxyc

yline

203098 S S R R S R S S

(Table 1-24, 계속)

S: suspensible, R: resistant.

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 Bacillus 1주에 대해 항생제 저항성을 측

정한 결과(Table 1-25), 항생제 내성에 대해서 문제가 되지 않는 Bacillus 1주에 대해

다음단계인 항산화 실험을 진행하였다.

Table 1-25. 내산·내담즙성 우수 Bacillus의 항생제 저항성

S: suspensible, R: resistant.
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Strain

number

Ampic

illin

Genta

mycin

Kana

mycin

Strepto

mycin

Tetrac

ycline

Ciprofl

oxacin

Chlora

mpheni

col

Doxyc

yline

200270 R R R R I R I R
200278 R R R R I R I R
200280 R R R R I R R R
200281 R R R R I R I R
200284 R R R R I R I R

DPPH radical scavenging activity  Ac
AcAs 

×

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

Lb41 38.09 G1 18.42
Ln4 40.64 G72 21.08
B151 17.00 H40 13.43

Ÿ 정상세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는 효모 5주에 대해 항생제 저항성을 측정한

결과(Table 1-26), 항생제 내성에 대해서 문제가 되지 않는 효모 5주에 대해 다음단계

인 항산화 실험을 진행하였다.

Table 1-26. 내산·내담즙성 우수 효모의 항생제 저항성

S: suspensible, R: resistant.

바. 항산화 측정

Ÿ 항생제 저항성 실험에서 안전성이 검증된 전통발효식품 분리균주 34주(유산균 28주,

Bacillus 1주, 효모 5주)에 대해 DPPH 용액을 이용한 항산화 효과를 측정하였다.

Ÿ 항산화 실험방법은 미리 접종시킨 균액을 원심분리기(12,000 rpm, 15분)를 이용하여

균체를 회수한 후 DPBS로 희석한 후 0.4 mM DPPH 용액 150 μL와 희석한 균액 150

μL를 섞어준 후 암실에서 37℃에서 30분 배양시킨다. 배양액을 원심분리기(12,000

rpm, 15분)을 이용하여 상등액을 분리한 후 96 well plate에 200 μL씩 옮긴 후 517

nm에서 흡광도를 측정하였다.

Ÿ 항산화 측정하는 식은 다음과 같다.

Ac, Absorbance of control ; As, Absorbance of sample.

Ÿ 유산균 28주에 대해 항산화 효과를 측정한 결과(Table 1-27), 0.08∼40.64%까지 다양

한 항산화 효과가 나타났다.

Table 1-27. 내산·내담즙성 우수 유산균의 항산화 효과
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Strain

number

Antioxidant

activity(%)

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

KU15006 8.04 200656 4.25
SC28 28.28 200661 9.15
SC61 11.52 200693 17.05
S.Pum19 2.83 200793 11.26
200019 8.09 202302 25.13

200054 6.29 202303 0.00
200060 28.37 202361 1.71
200080 17.9 202369 0.08
200173 9.59 202399 17.42
200650 5.61 202541 11.39
200655 9.85 202543 18.40

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

203098 20.87

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

Strain

number

Antioxidant

activity(%)

200270 2.54 200281 9.3
200278 9.64 200284 21.64
200280 12.39

(Table 1-27, 계속)

Ÿ Bacillus 1주에 대해 항산화 효과를 측정한 결과(Table 1-28), 20.87% 항산화 효과가

나타났다.

Table 1-28. 내산·내담즙성 우수 Bacillus의 항산화 효과

Ÿ 효모 5주에 대해 항산화 효과를 측정한 결과(Table 1-29), 2.54∼21.64%까지 다양한

항산화 효과가 나타났다.

Table 1-29. 내산·내담즙성 우수 효모의 항산화 효과

2. 전통발효식품의 경우 protease 및 amylase 활성 측정

가. Protease 활성 측정

Ÿ Protease 활성 스크리닝을 통해 얻은 활성이 있는 Bacillus 193주에 대해서 protease

활성 양 측정 실험을 하였다.

Ÿ Protease 활성 양 측정 실험방법은 미리 접종시킨 균액을 원심분리기(12,000 rpm, 15

분)를 이용하여 상등액을 회수한 후 상등액을 15 mL conical tube에 1 mL를 담은 후

0.6%casein 용액을 1 mL를 넣은 후 water bath에 37℃에서 10분간 반응시켰다. 0.4
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Strain

number

Protease

unit(U)

Strain

number

Protease

unit(U)

Strain

number

Protease

unit(U)

E3-1 528.22 I5-1 417.25 KU15071 437.64

E4 471.48 I23 416.41 KU15079 464.09
E4-1 479.83 I25 402.23 KU15080 425.71
E5 490.91 I28 377.91 KU15089 538.59
E5-1 547.77 I43 409.98 KU15109 479.11
E6 478.40 I46 347.87 KU15130 483.52
E6-1 473.27 I56 412.24 KU15131 476.01

E7 525.24 I57 451.81 KU15132 478.75
E7-1 514.87 I58 425.59 KU15133 455.39
E10 503.19 I59 358.24 KU15146 448.36
E10-1 501.28 I61 438.70 KU15157 458.97
E13 522.26 I63 500.09 KU15158 466.24
E15-1 469.69 I201 345.73 KU15162 520.83

E18-1 532.27 I611 343.34 KU15188 529.77
E19-1 520.59 I712 321.41 KU15191 514.99
E20-1 514.16 J16 475.89 KU15194 520.59
E22-1 507.12 J26 489.96 KU15198 537.64
E23 521.67 J37 473.51 JKI-9 560.52
E24 500.69 J46 483.76 JKI-15 465.16

E25 509.51 J47 487.81 JKI-18 492.46
E27 552.90 J48 470.29 JKI-34 481.73
E28 516.90 N1 480.90 JKI-38 525.24
E29 507.12 BK 266.22 JKI-39 569.70
E30 572.21 JD 372.67 JKI-40 505.10
E31 577.57 JK 351.45 JKI-43 408.43

E32 593.42 MD 374.57 JKI-46 449.43
E33 575.66 MK 355.50 JKI-48 433.70
E34 574.35 KU15015 457.30 JKI-51 398.41
E35 632.16 KU15025 539.31 JKI-52 429.17
E38 710.72 KU15026 486.98 JKI-61 506.17
E39 601.53 KU15027 494.49 JKI-64 433.34

E41 482.81 KU15028 400.08 JKI-68 432.86
E43 479.35 KU15029 399.84 JKI-69 512.37
E44 487.22 KU15056 408.07 JKI-71 429.52
H38 433.46 KU15067 436.91 JKI-72 438.70

M trichloroacetic acid를 2 mL씩 넣은 후 water bath에 37℃에서 25분간 담가 반응을

정지시킨다. syringe filter를 이용해 여과시킨 후 0.4 M sodium carbonate용액을 5

mL 넣은 후 3배 희석한 포린시액을 1 mL 넣은 후 20분간 반응시킨 후 흡광도 660

nm에서 측정하였다.

Ÿ 전통발효식품 유래 Bacillus 194주에 대한 protease 활성 측정 결과(Table 1-30), prote

ase 활성 양이 266.22∼710.72 Unit로 다양하게 나타났다.

Table 1-30. Bacillus 균주의 protease 활성
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Strain

number

Protease

unit(U)

Strain

number

Protease

unit(U)

Strain

number

Protease

unit(U)

JKI-77 437.39 200339 435.96 200399 481.02
JKI-97 456.22 200340 551.58 200401 422.13
JKI-142 445.74 200341 534.90 200402 429.76
JKI-148 449.79 200342 517.85 200403 447.28
JKI-177 432.98 200345 525.96 200404 478.75

JKI-199 397.82 200348 490.20 200495 369.33
JKI-233 441.56 200349 429.40 200496 470.77
JKI-236 486.50 200350 452.89 200497 417.25
JKI-247 459.09 200351 488.65 200498 380.53
JKI-366 458.97 200352 471.72 200499 406.04
g7 445.74 200354 562.31 200500 417.48

g10 453.84 200357 505.34 200501 428.45
g12 450.50 200371 429.52 200502 409.62
g21 451.34 200372 492.34 200503 421.06
g66 601.41 200376 476.97 200504 454.32
g68 591.52 200377 439.66 200505 457.77
F3201 442.87 200379 444.07 200513 478.04

200288 463.97 200381 435.36 200514 453.60
200290 403.90 200382 434.29 200554 594.14
200291 423.21 200385 456.70 200555 618.46
200292 452.89 200386 501.28 200556 557.90
200325 485.43 200387 456.94 200557 607.37
200329 489.96 200388 523.81 200558 595.69

200330 526.67 200389 555.88 200559 570.54
200331 513.32 200391 533.11 200560 511.65
200332 519.04 200392 540.62 200561 626.80
200333 502.47 200395 439.42 200562 640.87
200334 539.19 200396 430.24 200563 675.91
200337 560.05 200397 447.64

200338 524.76 200398 431.91

(Table 1-30, 계속)

나. Amylase 활성 측정

Ÿ Amylase 활성 스크리닝을 통해 얻은 활성이 있는 Bacillus 112주에 대해서 amylase

활성 양 측정 실험을 하였다.

Ÿ Amylase 활성 측정 실험방법은 미리 접종시킨 균액을 원심분리기(12,000 rpm, 15분)

를 이용하여 상등액을 회수한 후 상등액을 15 mL conical tube에 1 mL를 담은 후

water bath에 25℃에서 3분간 반응시킨 1% soluble starch 용액을 1 mL를 넣는다.

water bath에 25℃에서 3분간 반응시킨 후 DNS시약 1 mL를 넣고, 끓는 물에 15분간

담가놓음. 얼음에 10분간 냉각시킨 후 증류수 9 mL를 넣은 후 흡광도 540 nm에서 측

정하였다.

Ÿ 전통발효식품 유래 Bacillus 112주에 대한 amylase 활성 측정 결과(Table 1-31), Bacil
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Strain

number

Amylase

unit(U)

Strain

number

Amylase

unit(U)

Strain

number

Amylase

unit(U)

E1 1.02 BK 0.94 g7 0.32
E1-1 0.97 MY2 0.99 g8 0.36
E2 1.31 JS 0.79 g10 0.43

E2-1 1.41 KU15015 0.77 g12 0.18
E3-1 1.33 KU15025 0.79 g30 0.22
E4 1.14 KU15026 1.00 g65 0.22
E4-1 1.26 KU15027 1.03 g66 0.16
E5 1.35 KU15028 0.66 F4042 0.89
E5-1 1.46 KU15029 0.83 200288 1.23

E8 1.39 KU15045 0.74 200329 1.55
E8-1 1.15 KU15052 0.68 200330 1.86
E10 1.21 KU15056 0.43 200331 1.67
E10-1 1.07 KU15080 0.96 200332 1.24
E12 1.83 KU15089 1.04 200337 1.74
E12-1 1.41 KU15130 0.82 200338 1.02

E13-1 1.59 KU15131 0.58 200339 1.22
E14 1.95 KU15132 0.53 200340 1.45
E17-1 1.45 KU15157 0.74 200348 1.6
E18-1 1.59 KU15158 0.52 200350 1.01
E19-1 1.33 KU15188 0.46 200352 1.59
E25 1.34 JKI-6 0.67 200357 1.86

E27 1.68 JKI-33 0.82 200370 1.03
E30 1.42 JKI-43 1.44 200371 0.86
E32 1.26 JKI-51 0.88 200378 1.12
E33 2.06 JKI-52 1.20 200393 2.31
E34 1.50 JKI-53 0.85 200394 2.22
E35 1.44 JKI-58 1.31 200395 1.95

E36 1.27 JKI-66 1.90 200397 2.32
E38 3.00 JKI-67 1.07 200398 2.53
E43 1.49 JKI-69 1.09 200402 1.81
I21 0.67 JKI-70 1.44 200498 0.7
I31 0.97 JKI-95 0.00 200501 0.95
I35 1.10 JKI-142 0.00 200504 1.46

I43 1.02 JKI-160 0.00 200505 0.71
I59 0.72 JKI-178 0.00 200513 1.26
J11 2.17 JKI-199 0.00 200514 0.64
J16 1.30 JKI-233 0.41
J48 1.47 JKI-366 0.58

lus 112주가 amylase 활성 양이 0.00∼3.00 Unit로 다양하게 나타났다.

Table 1-31. Bacillus 균주의 amylase 활성
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산업화 후보 균주 16s rRNA 염기서열 분석 결과 Identity(%)

Lb41 Lactobacillus plantarum Lb41 99
Ln4 Lactobacillus plantarum Ln4 99
B151 Lactobacillus brevis B151 99
G1 Lactobacillus brevis G1 99
G72 Lactobacillus plantarum G72 99

H40 Leuconostoc mesenteroides H40 99
KU15006 Lactobacillus brevis KU15006 99
SC28 Pediococcus pentosaceus SC28 99
SC61 Lactobacillus paraplantarum SC61 99
S.Pum19 Leuconostoc citreum S.Pum19 99
200019 Lactobacillus brevis KCCM 200019 99

200054 Lactobacillus brevis KCCM 200054 99
200060 Lactobacillus fermentum KCCM 200060 99
200080 Lactobacillus brevis KCCM 200080 99
200173 Lactobacillus curvatus KCCM 200173 99
200270 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270 99
200278 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200278 99

200280 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280 99
200281 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200281 99
200284 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284 99
200650 Lactobacillus plantarum KCCM 200650 99
200655 Lactobacillus plantarum KCCM 200655 99
200656 Lactobacillus plantarum KCCM 200656 99

200661 Lactobacillus plantarum KCCM 200661 99
200693 Lactobacillus plantarum KCCM 200693 99
200793 Lactobacillus buchneri KCCM 200793 99
202302 Lactobacillus brevis KCCM 202302 99
202303 Lactobacillus plantaru KCCM 202303 99
202361 Leuconostoc lactis KCCM 202361 99

202369 Leuconostoc lactis KCCM 202369 99
202399 Lactobacillus brevis KCCM 202399 99
202541 Lactobacillus perolens KCCM 202541 99
202543 Lactobacillus hilgardii KCCM 202543 99
203098 Bacillus coagulans KCCM 203098 99

3. 16s rRNA 염기서열 분석을 통한 균주 동정

가. 산업용 후보 균주에 대한 16s rRNA 염기서열 분석

Ÿ 전통발효식품 분리균주 중 기초생리활성 스크리닝 단계를 통해 우수한 균주로 확인된

34주(유산균 28주, Bacillus 1주, 효모 5주)에 대한 16s rRNA 염기서열을 통한 산업용

후보 균주 동정(Table 1-32)은 다음과 같이 동정되었다.

Table 1-32. 산업용 후보 균주에 16s rRNA 염기서열 분석을 통한 동정 결과
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Strain number Acid tolerance(%) Bile salt tolerance(%)

L. rhamnosus GG 99.47 100.27

L. plantarum KCTC 3108 93.20 97.63
L. casei KCTC 3109 83.70 88.77
L. brevis KCTC 3498 94.48 100.77
L. plantarum KCTC 10782BP 98.26 68.80
L. rhamnosus KCTC 12202BP 98.83 100.84
L. reuteri KCTC 12397BP 100.50 97.78

L. casei KCTC 12398BP 98.33 97.58
L. paracasei KCTC 12451BP 98.68 100.11

4. 표준균주 및 상용균주에 대한 프로바이오틱스 특성 및 효소 생산능 측정

가. 유제품 및 건강기능식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 내산·내담즙성

Ÿ 생물자원센터(KCTC)에서 제공받은 표준균주인 L. rhamnosus GG, L. plantarum KC

TC 3108, L. casei KCTC 3109, L. brevis KCTC 3498(유산균 4주)와 회사에서 제공

받은 상용균주인 Lactobacillus plantarum KCTC 10782BP, L. rhamnosus KCTC 1220

2BP L. reuteri KCTC 12397BP, L. casei KCTC 12398BP, L. paracasei KCTC 12451

BP(유산균 5주) 총 유산균 9주에 대해 내산·내담즙성 측정실험을 하였다.

Ÿ 유제품 및 건강기능식품에 사용되고 있는 표준균주 및 상용균주 9주에 대한 내산·내담

즙성을 실험한 결과(Table 1-33), 내산·내담즙성이 80%이상 넘는 생존률을 갖는 것을

확인할 수 있었다.

Table 1-33. 표준균주 및 상용균주에 대한 내산·내담즙성
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Enzyme activity

Strain number

L. rhamnosus

GG

L. plantarum

KCTC 3108

L. rhamnosus

KCTC 3109
Control 0 0 0
Alkaline phosphate 0 0 0
Esterase 2 0 3
Esterase lipase 1 0 2
Lipase 0 0 0

Leucine arylamidas

e
3 0 3

Valine arylamidase 3 0 4

Cystine arylamidas

e
0 0 0

Trypsin 0 0 0

α-Chymotrypsin 0 0 0
Acid phosphate 1 1 1
Naphthol-AS-BI-p

hosphohydrolase
2 2 2

α-Galactosidase 0 0 0
β-Galactosidase 1 0 3
β-Glucuronidase 0 0 0
α-Glucosidase 0 0 0
β-Glucosidase 1 0 2

N-Acetyl-β-glucos

aminidase
0 0 0

α-Mannosidase 0 0 0

α-Fucosidase 0 0 0

나. 유제품 및 건강기능식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 효소 생산능

Ÿ 표준균주 및 상용균주 9주에 대한 효소 생산능을 실험한 결과(Table 1-34), 유해효소

인 β-glucuronidase를 모두 생성하지 않았기 때문에 안전한 것으로 확인되었다.

Table 1-34. 표준균주 및 상용균주에 대한 효소 생산능

0, 0 nmol 1, 5 nmol 2, 10 nmol 3, 20 nmol 4, 30 nmol 5, ≥40 nmol.
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Enzyme activity

Strain number

L. brevis

KCTC 3498

L. plantarum

KCTC 10782BP

L. rhamnosus

KCTC 12202BP
Control 0 0 0

Alkaline phosphate 0 0 1
Esterase 0 0 1
Esterase lipase 0 0 1
Lipase 0 0 0
Leucine arylamidas

e
3 3 4

Valine arylamidase 2 2 4
Cystine arylamidas

e
0 0 2

Trypsin 0 0 0
α-Chymotrypsin 0 0 0
Acid phosphate 1 1 2

Naphthol-AS-BI-p

hosphohydrolase
2 1 3

α-Galactosidase 0 0 0

β-Galactosidase 4 5 3
β-Glucuronidase 0 0 0
α-Glucosidase 1 0 0
β-Glucosidase 3 4 4
N-Acetyl-β-glucos

aminidase
0 1 0

α-Mannosidase 0 0 0
α-Fucosidase 0 0 0

(Table 1-34, 계속)

0, 0 nmol 1, 5 nmol 2, 10 nmol 3, 20 nmol 4, 30 nmol 5, ≥40 nmol.
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Enzyme activity

Strain number

L. reuteri

KCTC 12397BP

L. casei

KCTC 12398BP

L. paracasei

KCTC 12451BP
Control 0 0 0

Alkaline phosphate 0 1 0
Esterase 1 2 1
Esterase lipase 0 1 1
Lipase 0 0 0
Leucine arylamidas

e
2 4 4

Valine arylamidase 0 4 5
Cystine arylamidas

e
0 1 0

Trypsin 0 0 0
α-Chymotrypsin 0 0 0
Acid phosphate 1 2 0

Naphthol-AS-BI-p

hosphohydrolase
1 3 1

α-Galactosidase 0 1 0

β-Galactosidase 5 2 1
β-Glucuronidase 0 0 0
α-Glucosidase 1 2 2
β-Glucosidase 0 4 0
N-Acetyl-β-glucos

aminidase
0 1 0

α-Mannosidase 0 0 0
α-Fucosidase 0 0 0

Strain number Cell adhesion(%)
L. rhamnosus GG 2.48
L. plantarum KCTC 3108 2.22
L. casei KCTC 3109 1.56

L. brevis KCTC 3498 0.72
L. plantarum KCTC 10782BP 8.61
L. rhamnosus KCTC 12202BP 0.04

(Table 1-34, 계속)

0, 0 nmol 1, 5 nmol 2, 10 nmol 3, 20 nmol 4, 30 nmol 5, ≥40 nmol.

다. 유제품 및 건강기능식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 장 부착능

Ÿ 표준균주 및 상용균주 9주에 대한 장 부착능을 실험한 결과(Table 1-35), 0.04∼8.61%

의 장 부착능력을 갖는 것으로 확인되었다.

Table 1-35. 표준균주 및 상용균주에 대한 장 부착능
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Strain number Cell adhesion(%)

L. reuteri KCTC 12397BP 2.46
L. casei KCTC 12398BP 1.48
L. paracasei KCTC 12451BP 6.57

Strain number Ampicillin Gentamycin Kanamycin
Streptomyci

n

L. rhamnosus

GG
S R R R

L. plantarum

KCTC 3108
S R R R

L. casei

KCTC 3109
S R R R

L. brevis

KCTC 3498
S R R R

L. plantarum

KCTC 10782BP
S R R R

L. rhamnosus

KCTC 12202BP
S R R R

L. reuteri KCTC

12397BP
S R R R

L. casei KCTC

12398BP
S R R R

L. paracasei KCTC

12451BP
S R R R

(Table 1-35, 계속)

라. 유제품 및 건강기능식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 항생제 저항성

Ÿ 표준균주 및 상용균주 9주에 대한 항생제 저항성을 실험한 결과(Table 1-36), gentam

ycin, kanamycin, streptomycin, ciprofloxacin에 대해 다른 균주에게 항생제 인자를 전

달할 가능성이 없는 본래 지니고 있는 항생제 내성을 갖는 것으로 확인되었다.

Table 1-36. 내산·내담즙성 우수 유산균의 항생제 저항성

S: suspensible, R: resistant.
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Strain number
Tetracycli

ne

Ciprofloxaci

n

Chloramph

enicol
Doxycyline

L. rhamnosus

GG
S R S S

L. plantarum

KCTC 3108
S R S S

L. casei

KCTC 3109
S R S S

L. brevis

KCTC 3498
S R S S

L. plantarum

KCTC 10782BP
R R S S

L. rhamnosus

KCTC 12202BP
S R S S

L. reuteri KCTC

12397BP
S R S S

L. casei KCTC

12398BP
S R S S

L. paracasei KCTC

12451BP
I R I S

Strain number Antioxidant activity(%)

L. rhamnosus GG 19.76

L. plantarum KCTC 3108 11.33
L. casei KCTC 3109 9.71
L. brevis KCTC 3498 24.45
L. plantarum KCTC 10782BP 31.02
L. rhamnosus KCTC 12202BP 32.03
L. reuteri KCTC 12397BP 24.16

L. casei KCTC 12398BP 34.88
L. paracasei KCTC 12451BP 21.45

(Table 1-36, 계속)

S: suspensible, R: resistant.

마. 유제품 및 건강기능식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 항산화 효과

Ÿ 표준균주 및 상용균주 9주에 대한 DPPH radical 소거능에 관한 항산화 효과을 실험한

결과(Table 1-37), 9.71∼34.88%의 항산화 효과를 갖는 것으로 확인되었다.

Table 1-37. 표준균주 및 상용균주에 대한 항산화 효과
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Strain number Clear zone

Aspergillus oryzae CF1001 -

Aspergillus sojae CF1002 -
Aseprgilus oryzae CF1003 -
Aseprgilus luchuensis CF1005 ++

Strain number Clear zone

Aspergillus oryzae CF1001 -
Aspergillus sojae CF1002 -

Aseprgilus oryzae CF1003 +++
Aseprgilus luchuensis CF1005 +++

바. 전통발효식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 protease 활성 측정

Ÿ 회사에서 제공받은 Aspergillus oryzae CF1001, A. sojae CF1002, A. oryzae CF1003,

A. luchuensis CF1005에 대한 protease 활성을 측정하였다.

Ÿ 전통발효식품에 사용되고 있는 곰팡이 4주에 대해 protease 활성 여부를 측정한 결과

(Table 1-38), A. luchuensis CF1005이 protease 활성이 있는 것으로 나타났다.

Table 1-38. 표준균주 및 상용균주에 대한 protease 활성 여부

-, No inhibition ; +, 1-2 mm clear zone ; ++, 2-5 mm clear zone ; +++, > 5 mm clear zone.

사. 전통발효식품 관련 표준균주 및 상용균주에 대한 amylase 활성 측정

Ÿ 회사에서 제공받은 A. oryzae CF1001, A. sojae CF1002, A. oryzae CF1003, A. luchu

ensis CF1005에 대한 amylase 활성을 측정하였다.

Ÿ 전통발효식품에 사용되고 있는 곰팡이 4주에 대해 amylase 활성 여부를 측정한 결과

(Table 1-39), A. oryzae CF1003, A. luchuensis CF1005이 amylase 활성이 있는 것으로

나타났다.

Table 1-39. 표준균주 및 상용균주에 대한 amylase 활성 여부

-, No inhibition ; +, 1-2 mm clear zone ; ++, 2-5 mm clear zone ; +++, > 5 mm clear zone.
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실험단계 폄가범위

내산성 스크리닝 측정

유산균의 경우 70%, Bacillus 균주의 경우 50%, 효모의

경우 80%이상인 경우

→ 내산·내담즙성 실험을 진행

내산·내담즙성 측정

모든 균주의 경우 내산성 및 내담즙성이 80%이상인 경

우

→ 효소생산능 실험을 진행

효소 생산능 측정

모든 균주의 경우 유해효소인 β-glucuronidase를 생산하

지 않는 경우

→ 세포독성 실험을 진행

세포독성 측정
모든 균주의 경우 세포독성이 20%이하일 경우

→ 장 부착능 실험을 진행

장 부착능 측정
모든 균주의 경우 장 부착능이 1%이상일 경우

→ 항생제 저항성을 진행

항생제 저항성 측정

모든 균주의 경우 특이적인 항생제 내성이 나타나지 않

을 경우

→ 산업용 후보균주로 입증되며 다양한 기능성 실험을

진행

제 4절 기초생리활성 항목별 실험분석법에 따른 실험결과의

평가 범위표 구축 및 산업용 후보 균주 제공

1. 균주의 생화학적 특성 및 기초 생리활성 연구결과에 대한 통계 처리 및 평가 범위표

확보

가. 균주의 대한 평가범위표

Ÿ 유제품 및 건강기능식품에 관련된 전통발효식품 분리균주의 평가 범위표는 다음과 같

다(Table 1-40).

Table 1-40. 유제품 및 건강기능식품에 관련된 전통발효식품 분리균주 평가 범위표
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실험단계 폄가범위

Protease 스크리닝 측정

Bacillus 및 곰팡이의 경우 1% skim m

ilk를 이용하여 활성 여부를 측정

→ 활성이 나타나는 경우 protease 활성

양을 측정

Amylase 스크리닝 측정

Bacillus 및 곰팡이의 경우 1% starch

agar를 이용하여 활성 여부를 측정

→ 활성이 나타나는 경우 amylase 활성

양을 측정

산업용 후보 균주

한국식

품연구

원

단국대

학교

가천대

학교

㈜쎌바

이오텍
㈜아람

Lactobacillus plantarum

Lb41
O O O O O

Lactobacillus plantarum

Ln4
O O O O

Lactobacillus brevis

B151
O O O

Lactobacillus brevis

G1
O O O O O

Ÿ 전통발효식품에 관련된 전통발효식품 분리균주의 평가 범위표는 다음과 같다(Table

1-41).

Table 1-41. 전통발효식품에 관련된 전통발효식품 분리균주 평가 범위표

나. 검증된 산업용 후보 균주 확보 및 제공

Ÿ 현재 산업용 후보 균주들은 기초생리활성 특성에 대해서는 앞에 제시된 평가범위표

(Table 1-40, Table 1-41)기준을 통과한 균주들이다. 또한 이들 균주를 통과한 균주들

은 총 34주(유산균 28주, Bacillus 1주, 효모 5주)이다.

Ÿ 산업용 후보 균주들은 기초생리활성 측면에서 표준균주 및 상용균주만큼 우수한 것으

로 나타났으며 각 협동에게 제공하였다.

Ÿ 산업용 후보 균주 제공 현황은 현재 한국식품연구원에 27주(유산균 22주, 효모 5주),

단국대학교에 27주(유산균 22주, 효모 5주), 가천대학교에 16주(유산균 16주), (주)쎌바

이오텍 3주(유산균 3주), (주)아람 2주(유산균 2주)를 제공하였다(Table 1-42).

Table 1-42. 산업용 후보 균주 확보 및 제공현황
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산업용 후보 균주

한국식

품연구

원

단국대

학교

가천대

학교

㈜쎌바

이오텍
㈜아람

Lactobacillus plantarum

G72
O O

Leuconostoc mesenteroides

H40
O

Lactobacillus brevis

KU15006
O O

Pediococcus pentosaceus

SC28
O O

Lactobacillus paraplantarum

SC61
O

Leuconostoc citreum

S.Pum19
O O

Lactobacillus brevis

KCCM 200019
O O O

Lactobacillus brevis

KCCM 200054
O O O

Lactobacillus fermentum

KCCM 200060
O O

Lactobacillus brevis

KCCM 200080
O O O

Lactobacillus curvatus

KCCM 200173
Saccharomyces cerevisiae

KCCM 200270
O O

Saccharomyces cerevisiae

KCCM 200278
O O

Saccharomyces cerevisiae

KCCM 200280
O O

Saccharomyces cerevisiae

KCCM 200281
O O

Saccharomyces cerevisiae

KCCM 200284
O O

Lactobacillus plantarum

KCCM 200650
O O O

Lactobacillus plantarum

KCCM 200655
O O O

(Table 1-42, 계속)
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산업용 후보 균주

한국식

품연구

원

단국대

학교

가천대

학교

㈜쎌바

이오텍
㈜아람

Lactobacillus plantarum

KCCM 200656
O O O

Lactobacillus plantarum

KCCM 200661
O O O

Lactobacillus plantarum

KCCM 200693
O O O

Lactobacillus buchneri

KCCM 200793
O O O

Lactobacillus brevis

KCCM 202302
O O O

Lactobacillus plantarum

KCCM 202303
O O O

Leuconostoc lactis

KCCM 202361
O

Leuconostoc lactis

KCCM 202369
O

Lactobacillus brevis

KCCM 202399
O

Lactobacillus perolens

KCCM 202541
Lactobacillus hilgardii

KCCM 202543
Bacillus coagulans

KCCM 203098

(Table 1-42, 계속)
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제 5절 식품 산업용 균주의 안전성 및 기능성 평가시스템 구

축

1. 식품산업용 균주의 기능성 평가시스템 구축 및 평가

Ÿ 기능성 평가시스템 구축 및 평가와 관련한 1협동기관의 연구목표 및 내용은 1,2년차

에 국내·외 기능성 평가 가이드라인과 연구문헌 분석을 통해 기능성 평가시스템을 제

공하고, 이를 바탕으로 2,3년차에는 주관기관에서 제공하는 기초생리활성 우수 균주

의 기능성을 구명하여 최종적으로 식품 산업용으로 사용 가능한 기능성 우수 균주를

제시하는 것이다.

Ÿ 이에 국내·외 기능성 평가 관련 지침, 국내·외 연구논문 분석을 통해 항비만, 항당뇨,

간기능 개선, 면역과민반응 억제활성 및 장 건강 개선 활성 평가와 관련한 기능성 평

가법을 1,2차년도에 구축하였으며, 시스템 구축 보고서의 내용이 방대하여 이에 대한

내용은 [식품산업용 균주의 기능성 평가시스템 구축] 별첨 보고서(약 200 페이지 분

량)로 제출하였다.

Ÿ 2,3차년도에는 주관기관에서 6,000 균주를 대상으로 기초생리활성 평가를 실시하여

선별한 우수종균 22종에 대한 기능성(항비만, 항당뇨, 항알레르기 및 간기능성 개선

활성)을 구축한 in vitro/in vivo 기능성 평가법을 바탕으로 분석하였다. 이를 통해 최

종적으로 항비만 및 항당뇨 활성이 뛰어난 Lactobacillus plantarum Ln4와

Lactobacillus plantarum Lb41와 식품알레르기 억제활성을 가지는 Lactobacillus

brevis G1 균주를 기능성 우수 균주로 제시하였다.

가. 식품산업용 균주의 기능성 평가시스템 구축

Ÿ 식품산업용 균주의 기능성 평가시스템을 구축하기 위해 다양한 가이드라인, 검색엔진,

연구문헌 분석하여 미생물 시료 전처리법, 기능성 평가법은 아래의 예시와 같이 프로

토콜화 하였다.
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기능성 평가시스템 구축을 위한 문헌조사 기능성 평가법 프로토콜화 예시

Ÿ 항비만 활성 평가법 20건, 항당뇨 활성 평가법 21건, 간기능 개선 활성 평가법 23건,

면역과민반응 억제활성 평가법 10건 및 장 건강 개선 활성 평가법 10건 등 총 84건

의 평가법을 프로토콜화 하였으며, 미생물의 기능성을 평가한 연구문헌 분석을 통해

미생물 시료 생산법, 전처리법, 적정처리 농도 등에 대한 정보를 제시하는 [식품산업

용 균주의 기능성 평가시스템 구축] 보고서를 작성하였으며, 내용이 방대하여 최종보

고서 외 별첨 보고서(약 200 페이지 분량)로 제출하였다.

나. 식품산업용 균주의 기능성 평가

(1) 기능성 우수 후보 종균의 시료 전처리

(가) 균주 배양

Ÿ 주관기관으로부터 기초생리활성 및 프로바이오틱스 특성이 높은 균주 22종을(1차년도

11종, 2차년도 11종) 제공받았다. 22종 균주를 MRS 배지를 이용하여 37℃, pH 6.5

조건에서 4 L 규모로 18시간 호기진탕 배양하였다. 배양액을 원심분리(5,000 g, 10

분) 한 후 pellet과 배양상등액을 따로 취하여 동결건조 및 분말화 함으로써 생균 및

배양상등액 샘플을 준비하였고, 생균을 121℃에서 15 분간 열처리하여 사균 샘플을

준비하였다. 균주의 목록 및 전처리 방법에 따른 수율과 생균 농도는 아래와 같다.
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No 균 주 명 수율(%)
균농도

(CFU/mg)

1

차

년

도

선

별

균

주

균

주

1 Lactobacillus brevis B151 균체 0.17 2.8×108

2 Lactobacillus fermentum KCCM 200060 균체 0.25 2.2×108

3 Lactobacillus plantarum G72 균체 0.2 1.5×107

4 Lactobacillus plantarum Ln4 균체 0.25 1.5×105

5 Lactobacillus plantarum Lb41 균체 0.25 1.2×108

6 Lactobacillus brevis G1 균체 0.13 5.0×108

7 Lactobacillus brevis KCCM 200080 균체 0.18 7.0×108

8 Lactobacillus brevis KCCM 200054 균체 0.27 9.0×109

9 Leuconostoc citreum S.Pum19 균체 0.26 8.3×104

10 Pediococcus pentosaceus SC28 균체 0.18 4.4×108

11 Lactobacillus brevis KCCM 200019 균체 0.26 2.3×108

2

차

년

도

선

별

1 Leuconosstoc lactis KCCM 202361 균체 0.18 7.8×106

2 Leuconosstoc lactis KCCM 202369 균체 0.20 3.5×108

3 Lactobacillus plantarum KCCM 200655 균체 0.22 6.6×104

4 Lactobacillus plantarum KCCM 200656 균체 0.13 2.4×106

5 Lactobacillus plantarum KCCM 200693 균체 0.24 1.5×106

6 Lactobacillus plantarum KCCM 200650 균체 0.25 5.0×108

7 Lactobacillus plantarum KCCM 202303 균체 0.20 7.0×107

8 Lactobacillus plantarum KCCM 200661 균체 0.18 1.3×108

9 Lactobacillus brevis KCCM 202302 균체 0.16 1.1×108

10 Lactobacillus brevis KCCM 202399 균체 0.15 1.4×107

11 Lactobacillus buchneri KCCM 200793 균체 0.22 6.8×107

총 균주 22종 (1차년도 11종, 2차년도 11종)

Table 2-1. 기초생리활성 및 프로바이오틱스 특성이 높은 균주 22종 수율 및

생산농도
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(나) 시료의 재현탁

① 생균 및 사균

Ÿ 동결 건조하여 분말화한 생균 및 사균 시료는 기능성 평가에 사용하는 동물세포의

배지에 105∼8 CFU/mL 농도로 현탁 하였으며, 최종 농도가 seeding하는 동물세포의

농도의 1∼10배가 되도록 처리하였다.

② 배양상등액

Ÿ 배양 상등액 분말은 기능성 평가에 사용하는 동물세포의 배지에 1 mg/mL 농도로 용

해한 후 최종 농도가 10∼100 µg/mL이 되도록 처리하였다.

(2) 항비만활성 평가

(가) In vitro 항비만 활성 평가

① 지방세포 분화 측정

Ÿ 구축한 식품산업용 균주의 기능성 평가시스템에 기반하여 주관기관에서 제공한 1차

년도 11 균주와 2차년도 11 균주의 총 22종 균주에 대해 실험법의 특성을 고려하여

생균, 사균 또는 배양상등액 상태에서의 항비만 활성을 평가하였다.

Ÿ 3T3-L1 지방전구세포가 지방세포로 분화하도록 유도하고 분화 유도를 억제하는 능

력을 1차년도에 선별한 11종의 식품산업용 종균이 가지고 있는지 확인하기 위하여

다음과 같이 실험을 진행하였다. 3T3-L1 지방전구세포를 플레이트에 부착 후 각각 1

1종에 대한 사균과 대사체 시료를 처리함과 동시에 dexamethasone, methylisobutylx

anthine(IBMX), insulin을 처리하여 지방세포로의 분화를 유도하였다. 그 후에 Oil Re

d O staining을 통하여 지방세포를 염색하고 정량화하여 지방세포로의 분화 억제능을

확인하였다. 이 실험법의 경우에는 배지 오염 등의 문제로 인하여 생균 시료로는 실

험을 진행하지 않고, 사균과 대사체만 효능평가에 사용하였다.

Ÿ 사균 처리에 의하여 지방세포 분화를 억제하는 효능을 확인한 결과, 분화시키지 않은

그룹(ND; non-differentiated) 대비 분화시킨 경우(C; control) 2.5배 이상 유도가 되었

으며 이러한 지방세포 축적이 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10번 균주(사균, 100 μg/mL) 처리에

의하여 억제되는 것을 확인하였다(Figure 2-1).
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Figure 2-1. The inhibitory effect of dead cells on adipocyte

differentiation induced by MDI treatment in

3T3-L1 cells. Lipid content were measured by Oil

Red O staining. #, p<0.05 vs. ND; *, p<0.05 vs. C;

y-axis, fold of ND.

Ÿ 대사체 처리에 의하여 지방세포 분화를 억제하는 효능을 확인한 결과, 분화시키지 않

은 그룹(ND; non-differentiated) 대비 분화시킨 경우(C; control) 5배 이상 유도가 되

었으며 이러한 지방세포 축적이 1, 2, 3, 5, 6, 9번 균주(사균, 100 μg/mL) 처리에 의

하여 억제되는 것을 확인하였다(Figure 2-2).
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Figure 2-2. The inhibitory effect of metabolites on adipocyte

differentiation induced by MDI treatment in

3T3-L1 cells. Lipid content were measured by Oil

Red O staining. #, p<0.05 vs. ND; *, p<0.05 vs.

C; y-axis, fold of ND.  

Ÿ 2차년도 결과에 따라 주관기관에서 새롭게 선정된 11개 신규 균주에 대하여 추가적

으로 지방전구세포 분화 억제능을 확인하였다. 균주의 종류는 아래의 Table 2-1와 같

으며 그 결과는 Figure 2-3에 그래프로 나타내었다. 그 결과, 2차년도에 선별된 11종

균주를 사균형태로 20, 100 및 500 μg/mL 처리한 결과 지방전구세포의 분화를 유의

적으로 억제하는 효능이 확인되지 않았다.
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Figure 2-3. The effect of dead cells on adipocyte differentiation

induced by MDI treatment in 3T3-L1 cells. Lipid co

ntent were measured by Oil Red O staining. #, p<0.

05 vs. cont; y-axis, % of MDI.

.

② 지방분해효능 측정

Ÿ 3T3-L1 지방전구세포를 지방세포로 분화시킨 이후, 주관기관으로부터 제공받은 1차

년도 선별 균주 11종의 사균과 대사체를 처리하여 지방을 분해하는 효능을 확인하기

위하여 중성지방이 분해되어 나타나는 glycerol 방출 정도를 측정하였다. Glycerol rel

ease를 측정하기 위하여 다음과 같이 실험을 진행하였다. 우선 지방전구세포를 지방

세포로 완전 분화시키기 위하여 3T3-L1 지방전구세포를 플레이트에 부착 후 100% c

onfluency가 될 때까지 배양하였다. 그 후에 dexamethasone, methylisobutylxanthine

(IBMX), insulin을 처리하여 지방세포로의 분화를 유도하였다. 지방세포로 분화가 대

부분 된 것을 확인한 이후(현미경 관찰 시 육안으로 세포 내에 지방구가 가득 찬 것

을 확인한 후) 24시간에서 48시간동안 11종의 균주에 대한 각각의 사균 및 대사체 시

료를 처리하였다. 배양 후 배지에서 분비된 glycerol 양을 free glycerol 정량법을 통

하여 정량하였다.
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Ÿ Glycerol standard solution(0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125, 0.015826 mM) 농도로

설정하고, 각각 시료 처리구의 배지를 따서 3반복으로 gree glycerol reagent(Sigma)

와 반응시켰다. 15분간 37℃에서 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도 측정하여 아래의

식에 대비하여 glycerol 양을 정량하였다. 단, 이 실험법의 경우에도 배지 오염 등의

문제로 인하여 생균 시료로는 실험을 진행하지 않고, 사균과 대사체만 효능평가에 사

용하였다.

AstandardAblank
A시료처리군 A시료blank

× standard농도

Ÿ 사균 처리에 의한 지방분해(glycerol release) 정도를 측정한 결과는 아래의 Figure 2

-4에 있으며, 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11번 균주에서 유의적 차이가 나타나는 것을 확

인했다. 특히 1번과 5, 8, 9번 균주의 활성이 매우 뛰어남을 확인하였다.

Ÿ 대사체 처리에 의한 지방분해(glycerol release) 정도를 측정한 결과(Figure 2-5) 1, 2,

3, 4, 6, 7, 8, 11번 균주에서 유의적 차이가 나타나는 것을 확인하였다.

 

Figure 2-4. The effect of dead cells on glycerol release in

3T3-L1 adipocytes. *, p<0.05 vs. C; y-axis, fold of

C.

Figure 2-5. The effect of metabolites on glycerol release in

3T3-L1 adipocytes. *, p<0.05 vs. C; y-axis, fold of

C.
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Ÿ 2차년도 생리활성 및 프로바이오틱스 결과에 따라 주관기관에서 새롭게 선정된 11개

신규 균주에 대하여 추가적으로 지방전구세포 분화 억제능을 확인하였다. 균주의 종

류는 위의 Table 2-1와 같으며 그 결과는 Figure 2-6에 그래프로 나타내었다.

Ÿ Figure 2-6에서 확인할 수 있듯이 2차년도 추가 선별 균주에 대해서는 지방분해 촉

진능이 농도 의존적으로 나오는 균주를 확인하지 못하였다.

Figure 2-6. The effect of dead cells o glycerol release in 3T3-

L1 cells. #, p<0.05 vs. cont; y-axis, glycerol content

s(mM).

Ÿ 3T3-L1 지방세포 분화능 억제와 지방분해능 측정을 항비만 in vitro 효능평가 결과

를 정리한 결과 2차년도 선별 균주에서는 항비만 활성을 확인할 수 없었고, 1차년도

선별 균주인 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9번 균주가 항비만 효능을 가지는 것으로 확인되었다.

이들 중 매우 우수한 효능을 보인 1, 4, 5, 9번 균주에 대하여 본격적인 항비만 효능

검증을 위한 동물실험(in vivo)을 수행하였다.
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(나) In vivo 항비만 활성 평가

① 고지방식이 섭취 마우스 모델

㉮ 실험 방법

Ÿ In vitro에서 우수한 항비만 효능을 보인 1번(GK1; Lactobacillus brevis B151), 4번

(GK4; Lactobacillus plantarum Ln4), 5번(GK5; Lactobacillus plantarum Lb41), 9번

(GK9; Leuconostoc citreum S.Pum19) 균주에 대한 in vivo 항비만 효능 검증을 위하

여 고지방식이를 먹여 비만을 유도하는 마우스 모델을 선택하여 수행하였다. 마우스

는 항비만/항당뇨 모델에서 가장 널리 사용되는 C57BL/6J strain 12주령 이상의 마우

스를 활용하였으며 1주 이상의 적응기간을 가진 이후에 고지방식이와 생균 경구투여

를 시작하였다. 4종류의 균주 모두 생균을 경구투여(5×108/mice/day in DW)하였고,

고지방식이는 vegetable shortening과 corn oil을 기반으로 하는 54.4% kcal from fat

diet를 총 5주간 자율식이로 급여함과 동시에 매주 몸무게와 식이섭취량을 측정하였

다.

㉯ 결과 서술

Ÿ 5주간의 몸무게 투여 변화는 Figure 2-7와 같으며 5주째의 그룹별 무게는 Figure 2-8

에 나타내었다.

Ÿ 측정 1주일 이후부터 바로 고지방식이 그룹(HFD)는 정상식이그룹(ND) 대비 유의적

인 무게 증가를 나타내었으며(p=0.002 vs. ND), 시료 경구투여 그룹 중 GK4(p=0.044

vs. HFD)와 GK5(p=0.029 vs. HFD) 또한 HFD에 대비하여 유의적인 무게 감소가 나

타나는 것을 확인하였으며 이러한 경향성은 실험이 진행된 5주간 지속적으로 나타남

을 확인하였다.

.

Figure 2-7. The effect of strains (live cells) on body weight

gain induced by High-fat diet in C57BL/6J mice.

ND, normal diet group; HFD, high-fat diet group.
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Figure 2-8. The inhibitory effect of Lactobacillus plantarum Ln4

and Lb41 on body weigh gain induced by High-fat

diet for 5 weeks in C57BL/6J mice. #, p<0.05 vs N

D; *, p<0.05 vs. HFD; ND, normal diet group; HFD,

high-fat diet group.

Ÿ 최종 5주차 무게에서 확인할 수 있듯이, GK1(Lactobacillus brevis B151)과 GK9(Leu

conostoc citreum S.Pum19) 균주의 in vivo 항비만 효능이 없는 것과는 다르게 GK4

(Lactobacillus plantarum Ln4)와 GK5(Lactobacillus plantarum Lb41) 투여시에는 유

의적으로 무게 증가가 감소하는 결과를 확인하였다. 이러한 두 균주의 항비만 효능이

식이섭취량(food intake, energy intake) 변화에 의한 것이 아닌지를 판별하기 위하여

그룹별로 평균 food intake 결과를 기반으로 energy intake를 계산하여 Figure 2-9에

표시하였다.

Figure 2-9. The suppressive effect of Lactobacillus plantarum L

b41 on food intake in C57BL/6J mice. #, p<0.05 vs

ND; *, p<0.05 vs. HFD; ND, normal diet group; HF

D, high-fat diet group.
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Ÿ 고지방식이를 먹인 마우스의 food intake은 2.52 g으로 정상식이시 3.44 g의 food inta

ke(g)와 유의적 차이를 보이며 감소하였으나 칼로리로 계산시에는 ND에 대비하여 H

FD그룹이 유의적으로 높은 칼로리를 섭취하는 것을 확인하였다. 그러나 GK5를 먹인

그룹에서는 이러한 energy intake 증가가 나타나지 않음을 확인함으로서, GK5가 식

욕을 조절하는 효능이 있음을 간접적으로 확인하였다. GK4의 경우에는 식이섭취량에

있어서 유의적인 차이가 나타나지 않았음에도 불구하고 최종적인 phenotype에서는

무게 감소가 유의적으로 나타났으므로 식이섭취량 변화에 의한 무게 감소가 아닌 다

른 기작에 의한 항비만 효능임을 확인할 수 있었다. 따라서 차후 생리학적인 항비만

효능의 기작 규명을 위해서는 식이섭취량에는 영향이 없이 무게 및 지방조직 감소

효능을 보이는 GK4(Ln4)에 대하여 분석을 진행하였다.

② 비만 유도 마우스에서 혈중 콜레스테롤 및 중성지방 측정

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 식이의 과도한 섭취와 에너지 대사의 불균형으로 인하여 나타나는 비만은 혈중의 지

질대사 이상을 동반하고 이러한 이상지질혈증(dyslipidemia)는 비만이 대사성 질환으

로 진행하는 데에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 일반적으로 이상지질혈증

은 혈중 총콜레스테롤, 중성지방, low-density lipoprotein cholesterol(LDL-C)이 증가

하거나 high-density lipoprotein cholesterol(HDL-C)이 감소한 상태를 이른다. 따라서

비만과 대사성질환의 간접 마커로서 활용하기 위하여 고지방식이로 유도되는 비만

마우스 모델에서 혈장(plasma) 또는 혈청(serum)을 분리하여 이의 콜레스테롤과 중

성지방을 측정하였다.

Ÿ 혈중 지질 분석을 위하여 마우스 혈장(plasma)을 분리하였다. 정상식이와 고지방식이,

GK4를 매일 경구투여한 마우스를 15시간 이상 공복을 유지하도록 fasting 시켜준 후

에 미정맥으로부터 피를 뽑아 얼음에 보관하고, 이를 10,000 rpm, 4℃에서 5분간 cent

rifuge하여 상등액을 취하고 –80℃에서 보관하였다.

Ÿ 혈중 콜레스테롤 분석은 총콜레스테롤 측정이 가능한 이동형 소형 기기가 보편화되

어 있어 비교적 측정이 간단하고 빠르나, 본 연구에서는 HDL, LDL/VLDL 콜레스테

롤 측정을 위해서 assay kit를 활용하였다. HDL와 LDL/VLDL을 분리하기 위해서 pr

ecipitation buffer를 넣고 centrifuge 후 상등액은 HDL, 침전물은 LDL/VLDL 파트로

분리하였다. 침전된 LDL/VLDL 파트는 다시 버퍼로 녹여준다. Total cholesterol과 fr

ee cholesterol의 standard를 준비하여 standard curve를 그리고 570 nm에서 흡광도

를 측정하여 Total, HDL, LDL/VLDL fraction서 각각 cholesterol을 측정하였다.

Ÿ 혈중 중성지방 측정을 위하여 free glycerol reagent와 triglyceride reagent를 활용하

였다. Free glycerol reagent와 triglyceride reagent를 37℃로 맞추고 시료 처리군과 b

lank, standard를 각각 10 μL씩 96-well plate에 넣어 200 μL의 free glycerol reagent

와 15분간 반응시키다. 그 이후에 triglyceride reagent 50 μL씩 넣은 후 10∼15분간

추가 반응시키고, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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Ÿ 혈중 지질분석 결과(Table 2-2), 고지방식이 투여에 의하여 유의적으로 증가하는 중

성지방(total triglyceride)이 Ln4 투여에 의하여 control 수준까지 감소하는 결과를 확

인하였다. 콜레스테롤의 경우, 고지방식이에 의하여 HDL-cholesterol과 LDL-choleste

rol이 유의적으로 고지방식이 투여 그룹에서 증가하였으나, Ln4 투여군과의 차이를

확인하지 못하였다. 이 결과를 통하여 Ln4 투여가 혈중중성지방 개선에 효능이 있음

을 확인할 수 있었다. 타 연구에서 Lactobacillus plantarum K21을 고지방식이로 비

만을 유도한 마우스에 8주간 섭취시켰을 때 혈액 내 중성지방이 약 32% 감소(음성대

조군 대비)하여 정상군과 수준으로 회복되는 것으로 보고되었다(Evidence-based com

plementary and alternative medicine. Article ID391767, 2015). 본 연구를 통해 선별

한 균주 Ln4을 섭취 했을 경우 혈액내 중성지방 수치가 약 26% 감소(음성대조군 대

비)하는 것으로 나타났으나 이 또한 정상대조군과 동일한 수준으로 회복된 것이다.

게다가 본 연구에서 프로바이오틱스(균주)의 섭취기간이 3주나 짧은 것을 감안하면

섭취기간 증가시 오히려 더 높은 효과를 기대할 수도 있을 것으로 사료된다.

Table 2-2. The effects of Ln4 administration on plasma triglyceride an

d cholesterol contents in HFD-induced obese mice

(mg/dL) Control (ND) HFD Ln4

Total triglyceride 158.2±18.3a 203.9±33.3b 150.8±35.0a

HDL-cholesterol 49.2±12.1a 79.5±5.4b 74.2±6.0b

LDL-cholesterol 21.0±4.2a 29.6±3.6b 30.5±4.6b

Mean±SD. Means with different superscript letters in each column are significantly different, p<0.05

(ANOVA, Duncan test).

③ 비만 유도 마우스에서 조직 분리 및 분석

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 고지방식이를 통하여 비만을 유도한 마우스 모델에서 GK4와 GK5의 항비만 효능에

대하여 추가적으로 조직 별 무게 증감을 확인하였다. 5주차 무게 측정 이후 18시간

이상의 공복(fasting)을 유도한 이후에 마우스를 희생하여 각각 백색 내장지방(white

adipose tissue)인 부고환지방과 갈색지방(brown adipose tissue), 심장(heart), 간(live

r) 등을 분리하여 무게를 측정하였다(Figure 2-10). 백색지방과 간은 비만과 당뇨에

있어서 중요한 biomarker로 사용되는 조직이므로 무게 측정 이후에는 차후 분석을

위하여 –80℃에 보관하였다.
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Figure 2-10. The organ weight from mice. #, p<0.05 vs ND; *,

p<0.05 vs. HFD; ND, normal diet group; HFD,

high-fat diet group.

Ÿ 조직별 무게를 확인한 결과, 심장 무게에는 유의적 차이가 나타나지 않았음에도 백색

지방과 갈색지방 모두 GK4와 GK5 투여 그룹에서 유의적인 감소 효능을 나타내었다.

이를 통하여 GK4와 GK5 투여시 지방 축적이 감소함을 확인할 수 있다.

④ 비만 유도 마우스에서 분리한 조직 분석-아디포카인(adipokine)

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 아디포카인(adipokine)은 지방세포 유래 호르몬으로 대표적으로 아디포넥틴(adiponecti

n), 렙틴(leptin) 등을 포괄하는 물질이다. 이는 비만과 더불어 이와 연계된 다양한 질

환인 당뇨, 염증, 동맥경화 및 심혈관계 질환에의 예방 및 진단 마커로서 사용되고 있

다. 전반적인 아디포카인 분석을 위하여 고지방식이와 Ln4 투여 그룹으로부터 분리한

백색지방조직 300 mg을 사용하였다(Proteome Profiler adipokine antibody array, R&

D systems). 300 mg의 백색지방을 lysis시킨 이후 단백질 500 μg을 정량하여 adipok

ine mixture와 반응시키고 이를 다시 아디포카인 안티바디가 plating된 membrane에

반응시켜 이의 발광정도를 측정하였다. Chemi-doc을 통하여 이미지화한 데이터는 im

age J를 통하여 수치화하여 정량하였다. 38종류의 다양한 adipokine의 발현정도를 정

량한 결과(Figure 2-11), IGF-1, IGFBP, CRP, FGF 등의 아디포카인들이 유의적인

차이를 나타내는 것을 확인하였다.
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Figure 2-11. Protein array analysis of white adipose tissues

from HFD-fed and Ln4 administrated mice. HFD,

high-fat diet group.
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(3) 항당뇨활성 평가

(가) In vitro 항당뇨 활성 평가

① 당 체내 흡수 억제능 측정

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 당뇨는 대표적으로 혈당의 상승과 인슐린의 과분비, 그로 인한 인슐린 분비 기관인

췌장의 beta cells injury에 의한 것으로 1차적으로 혈당 상승 조절은 항당뇨의 중요

한 전략 중 하나이다. α-Glucosidase 저해제는 효소에 경쟁적인 저해작용을 통하여

탄수화물의 소화를 억제하는 작용을 하며, 이러한 α-glucosidase 저해제를 섭취하였

을 때 혈당 조절과 인슐린 레벨의 조절이 정상화되는 임상 결과도 보고된 바 있다.

따라서 주관기관에서 제공된 종균 시료(생균, 사균, 대사체)의 α-glucosidase에 대한

저해 활성을 측정하여 시료의 항당뇨 효능을 in vitro로 확인하였다.

Ÿ 상용화된 α-glucosidase activity 측정 kit를 활용하여 in vitro에서 직접적으로 α-gluc

osidase 활성 억제능을 확인하기 위하여 1 mg의 α-glucosidase를 200 mg의 BSA가

녹여진 100 mL phosphate 버퍼에 녹이고 표준물질로 -Nitrophenol standard soluti
on(0-100 nmol/well)을 준비한다. 10 μL의 시료와 490 μL의 phosphate 버퍼와 250 μ

L의 5 mM substrate solution과 섞어서 37℃에서 5분간 반응시킨 후 250 μL의 α-Gl

ucosidase(0.15 unit/mL)를 넣은 후 다시 15분간 반응시켰다. 그 후에 200 mM의 Na2

CO3 2 mL을 넣어 반응을 정지시키고 400 nm에서 -nitrophenol의 흡광도를 측정하

여 glucosidase substrate의 α-glucosidase에 의한 p-nitrophenol 생성능을 측정한다.

이를 통하여 간접적으로 glucosidase 저해 활성을 측정할 수 있다. 저해될수록, 즉 α-

Glucosidase 활성이 낮게 나타날수록 탄수화물 분해가 낮아지고 따라서 항비만 효능

이 있는 것으로 볼 수 있으며, 본 실험에서는 α-glucosidase 자체의 활성을 0%로 두

고, -nitrophenol가 생성되지 않은 negative control을 100%로 설정하여 저해 효능

을 %로 표시하여 나타내었다.
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Figure 2-12. The inhibitory effect of strains(live cells, dead cells,

and metabolites) treatment on α-glucosidase activity.

Ÿ Figure 2-12에 나타난 결과에 의하면, 대부분의 시료에서 α-glucosidase 저해 효능이

나타났으며, 사균에 대비하여 생균이 낮은 농도임에도 불구하고 전반적으로 높은 효

능을 나타내었다. 대사체의 경우 가장 높은 농도로 처리하였기 때문에 저해 효능이

상대적으로 매우 높은 것을 확인하였으며 특히 3, 4, 5, 9번 균주의 효능이 뛰어남을

확인하였다. 이렇게 전반적으로 모두 효능을 나타낸 이유는 아마도 α-glucosidase inh

ibitor로 기존에 알려진 물질들은 다당체로 세포 내에 다량 함유되어 있기 때문이며,

active한 효소 자체를 사용하는 in vitro 실험의 특성 상 전반적으로 효과가 잘 나올

수 있으므로 이를 반영하여 추가적인 항당뇨 효능 평가가 필요다고 판단하였다.

② 당 흡수능 측정

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 체내 혈류로 유입된 당은 인슐린 분비시 빠르게 체내 기관(지방, 근육, 심장 등)으로

흡수가 되어야 정상적인 혈당을 유지할 수 있다. 따라서 지방세포나 근육세포 내로의

당 흡수능을 촉진시키는 효능을 평가함으로서 in vitro에서의 항당뇨 효능을 확인할

수 있다. 본 연구에서는 3T3-L1 지방세포에 주관기관에서 제공한 11종 균주의 사균

과 대사체 시료를 처리 시 지방세포 내로의 당 흡수 정도를 형광물질이 표지된 당, 2

-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) Amino)-2-Deoxyglucose(2-NBDG)을 활용

하여 당 흡수능을 측정하였다.
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Ÿ 먼저 지방전구세포를 지방세포로 분화시키기 위하여 3T3-L1 지방전구세포를 플레이

트에 부착 후 100% confluency가 될 때까지 배양한다. 그 후에 dexamethasone, meth

ylisobutylxanthine(IBMX), insulin을 처리하여 지방세포로의 분화를 유도하였다. 지방

세포로 분화가 대부분 된 것을 확인한 이후(현미경 관찰 시 육안으로 세포 내에 지방

구가 가득 찬 것을 확인한 후) 5시간 이상을 저농도의 glucose만 함유한 DMEM으로

교체하여 배양하여 체내 glucose 농도를 낮춘 후, 각각 사균 및 대사체 시료를 처리

하거나 positive control로 insulin을 처리하여 glucose uptake(당 흡수)를 유도한다.

이때 저농도 glucose를 함유한 배지에 형광으로 표지된 glucose 유사체인 2-NBDG를

넣고 4시간 이상 배양하여 2-NBDG가 세포내로 들어가게끔 유도하고 이후에 washin

g 작업을 통하여 남은 형광물질을 제거하였다. 일정시간 배양 이후에 세포를 lysis시

켜 세포 내의 형광정도를 λex= 466 nm, λem= 587 nm에서 측정하여 정량하였다.

Ÿ 사균(100 μg/mL) 처리시 지방세포에서의 당 흡수능을 확인한 결과는 Figure 2-13과

같으며, positive control인 인슐린 처리 시 당 흡수능이 대략 2배정도 상승하며, 특히

1번과 9번 균주 처리시 인슐린 없이도 높은 당 흡수능을 나타내었다.

Ÿ 대사체(100 μg/mL) 처리시 지방세포에서의 당 흡수능을 확인한 결과는 Figure 2-14

과 같으며, 특히 4번과 5번 균주의 대사체 처리시 인슐린 없이도 유의적으로 높은 당

흡수능을 나타내었다.

Figure 2-13. The stimulation of glucose uptake by strains(dead cells)

treatment in 3T3-L1 adipocytes. *, p<0.05 vs. C; C,

control; Ins, insulin treated group as a positive control.
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Figure 2-14. The stimulation of glucose uptake by metabolites

treatment in 3T3-L1 adipocytes. *, p<0.05 vs. C; C,

control; Ins, insulin treated group as a positive control.

Ÿ α-Glucosidase 저해능과 3T3-L1 지방세포에서의 당 흡수능 결과를 기반으로 전반적

인 항당뇨 in vitro 효능평가 결과를 정리하여 1, 4, 5, 9번 균주를 항당뇨 효능을 가

질 것으로 보이는 우선적인 균주로 선정하였고, in vivo 항당뇨 효능 검증을 위한 동

물실험을 수행하였다. 특히 1, 4, 5, 9번 균주의 경우에는 항비만 in vitro 평가에서도

유의적인 효능이 나타났다(Figure 2-15).

Figure 2-15. Summary of strains showing anti-obesity and

anti-diabetic effect in vitro assay.
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(나) In vivo 항당뇨 활성 평가

① 고지방식이 섭취 당뇨 유발 마우스 모델

㉮ 실험 방법

Ÿ In vitro에서 우수한 항당뇨 효능을 보인 1번(GK1; Lactobacillus brevis B151), 4번

(GK4; Lactobacillus plantarum Ln4), 5번(GK5; Lactobacillus plantarum Lb41), 9번

(GK9; Leuconostoc citreum S.Pum19) 균주에 대한 in vivo 항당뇨 효능 검증을 위하

여 고지방식이를 먹여 인슐린 저항성을 유도하는 마우스 모델을 선택하여 수행하였

다. 마우스는 비만/당뇨모델에서 널리 사용되는 C57BL/6J strain을 사용하였으며 12

주령 이상의 마우스를 활용하였다. 1주 이상의 적응기간을 거친 이후 랜덤으로 그룹

을 나누고 각각 정상식이, 고지방식이, 고지방식이와 더불어 4종류의 균주를 경구투여

하는 총 6개의 그룹으로 진행하였다. 4종류의 균주 모두 생균을 매일 경구투여

(5×108/mice/day in DW)하였고, 고지방식이는 vegetable shortening과 corn oil을 기

반으로 하는 54.4% kcal from fat diet를 총 5주간 자율식이로 급여하였다. 당뇨모델

의 경우 비만모델과 큰 연관성을 보이기 때문에 매주 food intake과 더불어 body

weight을 측정하였으며, 각각 4주와 5주차에 이르러서 항당뇨 효능평가를 위한 oral

glucose tolerance test, insulin tolerance test, HOMA-IR 측정을 진행하였다.

㉯ 결과

Ÿ 당뇨모델의 경우, 비만모델(고지방식이 투여)과 큰 연관성을 보이기 때문에 일반적으

로 고지방식이 투여 중 무게 측정이 이루어지며 5주간의 무게 변화는 Figure 2-16에

나타내었다.

Ÿ 결과에서 볼 수 있듯이 고지방식이 투여에 의하여 정상식이 투여 대비 무게 상승이

나타나는 것을 확인할 수 있었으며 GK4, GK5 투여시에 유의적으로 무게 증가가 감

소하는 결과를 확인하였다.
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Figure 2-16. The effect of strains(live cells) on body weight gain

induced by High-fat diet in C57BL/6J mice. ND,

normal diet group; HFD, high-fat diet group.

② 내당능(glucose tolerance test, GTT) 확인

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 항당뇨 효능을 in vivo로 확인하기 위하여 마우스는 비만/당뇨모델에서 널리 사용되

는 C57BL/6J strain을 사용하였으며 12주령 이상의 마우스를 활용하였다. 1주 이상의

적응기간을 거친 이후 랜덤으로 그룹을 나누고, 각각 정상식이, 고지방식이, 고지방식

이와 더불어 4종류의 균주를 경구투여하는 총 6개의 그룹으로 진행하였다. 4종류의

균주 모두 생균을 매일 경구투여(5×108/mice/day in DW)하였고, 고지방식이는 veget

able shortening과 corn oil을 기반으로 하는 54.4% kcal from fat diet를 총 5주간 자

율식이로 급여하였다. 고지방식이 투여와 함께 1번(GK1; Lactobacillus brevis B151),

4번(GK4; Lactobacillus plantarum Ln4), 5번(GK5; Lactobacillus plantarum Lb41), 9

번(GK9; Leuconostoc citreum S.Pum19) 균주를 경구투여로 매일 투여 하고, 4주 후

oral glucose tolerance test(OGTT)를 통하여 내당능을 확인하였다. OGTT 수행을 위

하여 15시간 이상의 공복을 유지한 이후에 케이지 교체를 통하여 추가적인 음식 공

급을 중단하고 물만 접근 가능하도록 세팅하였다. 15시간 이상 fasting 후 다음날 오

전에 0시간대의 혈당을 측정한 이후 경구투여를 통하여 glucose solution을 1 g/kg의

농도로 투여하고, 각각 15, 30, 60, 90, 120분 후에 혈당을 측정하여 curve 형태의 그

래프로 그리고 그의 AUC를 구하여 정량하였다. 정상식이 그룹에서는 glucose 투여시

혈당 증가가 나타나나 이에 반응하여 체내의 인슐린 분비가 증가, 이로 인한 혈당의

정상화가 진행되게 되나, 고지방식이의 경우에는 glucose 투여에 의한 혈당 증가가

급속한 가속세로 나타나며 30분 이후로 나타나는 혈당 감소가 나타나지 않거나 둔화

되어 나타나는 것을 확인할 수 있으며 이는 혈당을 정상적으로 유지하고자 하는 내

당능에 문제가 생긴 것을 의미한다.
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Figure 2-17. Blood glucose concentration during an oral glucose

tolerance test(OGTT) in C57BL/6J mice treated live

cells. Chow, normal diet group; HFD, high-fat diet

group.

Ÿ OGTT 수행 결과(Figure 2-17), 정상식이를 먹은 그룹(ND)은 glucose 투여 후 빠른

속도로 정상혈당을 회복하였으나 고지방식이를 먹은 그룹(HFD)은 유의적으로 더디게

회복되는 것을 확인하였다. GK4와 GK5, GK9를 경구투여한 그룹의 경우에는 이러한

둔화된 회복세가 개선되어 빠르게 혈당이 감소하는 결과를 얻을 수 있었다. Curve를

정량한 AUC값은 아래 Figure 2-18에 표시하였다. Figure 2-18에서 볼 수 있듯이 G

K9이 수치상으로 가장 뛰어난 내당능 개선 효능을 보임을 확인하였으며 GK4와 GK5

도 유의적인 개선 효능을 보임을 확인하였다. 이 결과를 통하여 GK4와 GK5에서 항

비만, 항당뇨 효능이 있음을 간접적으로 확인하였으며 특이적으로 GK9은 비만에는

영향이 없이 내당능 개선 효능이 뛰어남을 확인하였다.
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Figure 2-18. Calculated area under curve of the OGTT in C57BL/6J

mice treated live cells. #, p<0.05 vs ND; *, p<0.05 vs.

HFD; ND, normal diet group; HFD, high-fat diet group.

③ 인슐린 내성능 (insulin tolerance test, ITT) 확인

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 항당뇨 효능을 in vivo로 확인하기 위하여 마우스는 비만/당뇨모델에서 널리 사용되

는 C57BL/6J strain을 사용하였으며 12주령 이상의 마우스를 활용하였다. 1주 이상의

적응기간을 거친 이후 랜덤으로 그룹을 나누고 각각 정상식이, 고지방식이, 고지방식

이와 더불어 4종류의 균주를 경구투여하는 총 6개의 그룹으로 진행하였다. 4종류의

균주 모두 생균을 매일 경구투여(5×108/mice/day in DW)하였고, 고지방식이는

vegetable shortening과 corn oil을 기반으로 하는 54.4% kcal from fat diet를 총 5주

간 자율식이로 급여하였다. 고지방식이 투여와 함께 1번(GK1; Lactobacillus brevis

B151), 4번(GK4; Lactobacillus plantarum Ln4), 5번(GK5; Lactobacillus plantarum

Lb41), 9번(GK9; Leuconostoc citreum S.Pum19) 균주를 경구투여로 매일 투여 하고

4주 후 insulin tolerance test(ITT)를 통하여 인슐린 내성능을 확인하였다. ITT 수행

을 위하여 5시간 이상의 공복을 유지한 이후에 복강투여를 통하여 insulin solution을

0.75 U/kg의 농도로 투여한 이후에 0, 15, 30, 60, 90, 120분 후에 각각 혈당을 측정하

여 curve 형태의 그래프로 그리고 그의 AUC를 구하여 정량하였다. 인슐린 투여 후

정상식이 투여 그룹의 마우스 혈당은 인슐린에 반응하여 감소하나 고지방식이의 경

우에는 이러한 감소세가 둔화되어 나타나며 이를 통하여 인슐린 저항성이 어느 정도

진행되고 있음을 짐작할 수 있다.
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Ÿ 생균 투여 시 인슐린 투여에 의한 혈당 감소가 나타나는 것은 인슐린 시그널이 정상

적으로 잘 작동하는 것을 의미하므로 인슐린 내성능 개선에의 의미가 있다. 실험 도

중 저혈당 쇼크로 인한 마우스 사망을 방지하기 위하여 혈당 40 mg/dL 이하의 경우

에는 실험을 중단하고 포도당을 투여한 이후, 결과 값에서는 배제하였다.

Ÿ ITT 수행 결과, 4종류 균주 투여에 의한 각각의 혈당 curve는 Figure 2-19과 같으며

계산된 AUC(area under curve)값은 Figure 2-20과 같다. 고지방식이 투여에 의하여

증가한 AUC값이 GK4, GK9 투여 시 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 반면 내

당능 개선 효능을 보였던 GK5의 경우에는 glucose 투여 60분 이후에 혈당이 다시 증

가하여 고지방식이와의 AUC값 자체의 유의성을 확인하지 못하였다. 이 결과를 통하

여 GK4와 GK9 투여시 인슐린 내성능 개선 효능이 있음을 확인하였으며 결과적으로

두 균주 투여 시에 항당뇨 효능이 있음을 확인하였다.

Figure 2-19. Blood glucose concentration during an insulin tolerance

test(ITT) in C57BL/6J mice treated live cells. Chow,

normal diet group; HFD, high-fat diet group.
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Figure 2-20. Calculated area under curve of the ITT in C57BL/6J

mice treated live cells. #, p<0.05 vs ND; *, p<0.05 vs.

HFD; ND, normal diet group; HFD, high-fat diet

group.

④ 인슐린 저항성 수치(HOMA-IR) 확인

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 항당뇨 효능을 in vivo로 확인하기 위하여 앞서 진행한 OGTT와 ITT외에도 HOMA

-IR index 계산을 위하여 공복혈당과 인슐린 혈중 농도를 측정하는 실험을 진행하였

다. 마우스는 비만/당뇨모델에서 널리 사용되는 C57BL/6J strain을 사용하였으며 12

주령 이상의 마우스를 활용하였다. 1주 이상의 적응기간을 거친 이후 랜덤으로 그룹

을 나누고 각각 정상식이, 고지방식이, 고지방식이와 더불어 4종류의 균주를 경구투여

하는 총 6개의 그룹으로 진행하였다. 4종류의 균주 모두 생균을 매일 경구투여(5×108/

mice/day in DW) 하였고 고지방식이는 vegetable shortening과 corn oil을 기반으로

하는 54.4% kcal from fat diet를 총 5주간 자율식이로 급여하였다. 앞선 실험과 동일

하게 고지방식이와 동시에 1번(GK1; Lactobacillus brevis B151), 4번(GK4; Lactobaci

llus plantarum Ln4), 5번(GK5; Lactobacillus plantarum Lb41), 9번(GK9; Leuconost

oc citreum S.Pum19) 균주를 경구투여하였다. 4주 후 공복혈당과 인슐린 분비량을

측정하고 이를 계산하여 인슐린 저항성 수치 중 하나인 HOMA-IR을 아래의 계산식

을 통하여 확인하였다.
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Ÿ HOMA-IR분석을 위하여 공복혈당과 인슐린 농도를 측정하였다. 이를 위하여 정상식

이와 고지방식이, GK4를 매일 경구투여한 마우스를 15시간 이상 공복을 유지하도록

fasting 시켜준 후에 미정맥으로부터 피를 뽑아 얼음에 보관하고 이를 10,000 rpm,

4℃에서 5분간 centrifuge하여 상등액을 취하고, –80℃에서 보관하여 plasma를 분리

하였다. 공복혈당은 미정맥으로부터 뽑은 피를 활용하여 그 즉시 측정하여 수치화하

고, insulin은 ELISA kit(ALPCO)를 통하여 측정하였다. 수행결과 공복혈당과 인슐린

농도, HOMA-IR값은 각각 Table 2-3와 Figure 2-21에 표시하였다.

Ÿ 공복혈당과 인슐린 농도를 측정한 결과(Table 2-3), 고지방식이 투여 시 정상식이 투

여 그룹 대비하여 혈당과 인슐린 농도가 크게 증가하는 결과를 확인할 수 있었다. 이

는 체내 당대사 이상이 나타나고 있음을 의미하며 Ln4 투여시에는 이러한 비정상적

인 상태가 유의적으로 완화되는 것을 확인하였다. Figure 2-21의 결과와 같이 HOM

A-IR index의 경우에도 고지방식이 투여시에는 정상 수치 대비 3배 이상의 증가가

나타났으나 GK4, GK5, GK9 투여시에는 유의적으로 감소하여 인슐린저항성이 개선

됨을 간접적으로 확인할 수 있었다. 타 연구에서는 당뇨에 사용되는 의약품인 metfo

min과 Bifidobacterium animalis ssp. latics B420을 병용 섭취시켰을 때 HOMA-IR

이 약 37% 감소한 것으로 보고되었다(Diabetology & metabolic syndrome 7:75, 201

5). 본 연구에서는 GK9 투여시 대조군 대비 HOMA-IR이 약 39% 감소하는 것으로

나타나 더 뛰어난 인슐린 저항성 개선 능력이 있음을 보였다. 반면, GK1에서는 HO

MA-IR뿐만 아니라 무게 증가, OGTT, ITT에서도 모두 유의적인 결과를 얻지 못하

였는데, 이는 in vitro와는 달리 in vivo에서는 GK4와 GK5의 효능이 뛰어난 것을 의

미한다.

Table 2-3. The effects of Ln4 administration on fasting plasma

glucose and insulin levels in HFD-induced obese mice

Control(ND) HFD Ln4

Fasting glucose
(mg/dL) 155±30.8a 227±22.9c 199±8.6b

Fasting insulin
(μU/mL) 18.8±6.4a 36.3±6.4b 28.4±7.6b

Mean±SD. Means with different superscript letters in each column are significantly different,

p<0.05(ANOVA, Duncan test).
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Figure 2-21. Calculated HOMA-IR index in C57BL/6J mice treated

live cells fed High-fat diet for 4 weeks. #, p<0.05 vs

ND; *, p<0.05 vs. HFD; ND, normal diet group; HFD,

high-fat diet group.

⑤ 당뇨 유도 마우스에서 조직 분리 및 분석

㉮ 실험 방법 및 결과

Ÿ 고지방식이를 통하여 당뇨를 유도한 마우스 모델에서 GK4와 GK5, GK9 경구투여에

의한 간 무게의 증감을 확인하였다. 간은 혈당 조절에 중요한 생체기관으로 당을 생

성하는 중요한 역할을 담당하고 있다. 따라서 고지방식이에 의한 지방간 생성은 당뇨

에 있어서 악영향을 끼치는 중요한 지표 중 하나로 취급한다. 간의 지방축적을 간접

적으로 확인하기 위하여 마우스로부터 간을 분리하여 무게를 측정하고. 색을 통하여

병변 진행 정도를 확인하였다. 5주차 무게 측정 이후 18시간 이상의 공복(fasting)을

유도한 이후에 마우스를 희생하여 각각 심장(heart), 간(liver) 등을 분리하여 무게를

측정하고 차후 분석을 위하여 –80℃에 보관하였다. 그 결과, 심장의 경우에는 유의

적 차이가 없음에도 불구하고, 간 무게는 GK4, GK5, GK9 투여에 의해 유의적인 감

소 형태를 보였다(Figure 2-22).
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Figure 2-22. The effect of strains(live cells) treatment on liver and

heart weight in C57BL/6J mice fed High-fat diet for 5

weeks. #, p<0.05 vs ND; *, p<0.05 vs. HFD; ND,

normal diet group; HFD, high-fat diet group.

⑦ 마우스로부터 분리한 조직 분석-insulin signaling 탐색

㉮ 실험 방법

Ÿ 비만으로 인하여 유도되는 제 2형 당뇨로의 진행에 있어서 가장 중요한 단계는 인슐

린 저항성(insulin resistance) 상태라고 할 수 있다. 인슐린 저항성은 인슐린 감수성

의 저하, 인슐린 민감성의 감소 등으로도 표현되는데, 체내 고혈당이나 고지혈, 고염

증 등의 만성스트레스 반응에 의하여 인슐린이 분비가 되어도 그 signaling이 제대로

작동하지 않아서 인슐린이 과분비되게 되고, 이로 인한 베타세포의 과부하가 결국 췌

장에서의 인슐린 분비가 멈추게 되는 당뇨로 진행이 되는 비셔스 사이클(vicious cycl

e)을 유발한다. 인슐린 저항성 여부를 판단하는 다양한 방법이 in vivo, ex vivo, in v

itro로 제시가 되고 있으나 대부분 비용적, 시간적 측면에서 접근이 용이하지 않다.

실험적 방법에서, insulin signaling으로 알려진 대표 biomarker를 확인함으로서 인슐

린 저항성 여부를 확인할 수 있으며, 대표적으로 AMPK signaling과 Akt, IRS signal

ing 등이 있다. 본 연구에서는 내당능과 인슐린 내성능, HOMA-IR 수치상 유의적으

로 효능을 보인 Ln4에 대하여 Ln4를 투여한 마우스로부터 분리한 간에서의 insulin s

ignaling 관련 protein의 mRNA 레벨을 확인하였다. 관련 signaling으로는 PPARg, A

CC1, AMPK, IRS2, Akt2와 같은 insulin signaling과 CD36, LPL, LDLR, FAS 등과

같은 lipid metabolism관련 signaling이 포함되어 있다. 이들 단백질의 mRNA 레벨을

확인하기 위하여 마우스로 분리한 간을 300 mg 이상 준비하고, Qiagen RNA extract

ion kit와 homogenizer를 활용하여 RNA를 추출한 이후 cDNA 합성을 통하여 mRNA

샘플을 준비하였다.
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Ÿ 그 이후 각각의 gene에 맞는 primer를 활용하여 SYBR green polymerase mixture를

활용하여 real-time quantitative PCR을 수행하였다. Ct값을 기준으로 gene expressio

n을 측정하고 이를 그래프 또는 이미지화 하여 색으로 도식화하였다.

㉯ 실험 결과

Ÿ Ln4 투여 시, IRS/Akt/AMPK와 같은 insulin signaling이 고지방식이에 의하여 나타

나는 인슐린 저항성을 회복시키는 것을 확인할 수 있었으며, CD36과 같이 lipid meta

bolism에 관여하는 단백질도 조절하는 것을 확인하였다. 특히 Ln4 투여에 의한 insuli

n signaling의 변화는 이에 의한 인슐린 저항성과 항당뇨 효능을 보였던 in vivo 결과

와도 매치되는 것으로 간 내의 인슐린 저항성 개선에 의하여 전반적인 항당뇨 개선

효능을 보이는 것을 간접적으로 확인하였다.

Figure 2-23. The levels of gene expression involving insulin signaling

in liver from HFD-fed and Ln4 administrated mice.

Ÿ 따라서 위와 같은 Ln4와 Lb41의 항비만, 항당뇨 효능을 바탕으로 4건의 특허출원과

1건의 SCI급 저널에의 논문 투고, 1건의 비SCI급 논문 투고를 완료하였다.
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(4) 면역과민반응 억제활성 평가

(가) In vitro 면역과민반응 억제활성 평가

① Th1/Th2 균형조절 활성 평가

Ÿ 면역한 마우스의 비장세포와 장간막림프절세포를 이용한 in vitro 실험계를 이용하여

주관기관에서 제공한 22종 균주(1차년도 11종, 2차년도 11종, Table 2-1)에 대한 면역

과민 억제활성 평가하였다. 구체적인 실험법은 다음과 같다. 6주령된 암컷 BALB/c m

ouse에 1주 간격으로 2차례 알레르겐을 복강면역하여 알레르기를 유발하였다. 알레르

겐은 OVA(20 μg)와 alum(2 mg)의 혼합액을 30분간 섞어준 다음 한 마리당 100 μL씩

복강 주사하였다(n= 5). 면역 1주후 마우스를 경추탈골시키고, 무균상태에서 비장과 장

간막림프절 세포를 적출한 다음, 1 mL의 기본배지(RPMI1640+2ME+항생제+10% FBS)

가 있는 petri dish에서 마쇄하여 단세포화 시킨 뒤 5 mL의 기본배지로 2회 세척하고,

1000 rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상징액 제거 후 1 mL의 RBC lysing buffer를

첨가하여 3분간 아이스 위에서 반응시킨 뒤 10 mL의 기본배지 첨가 후 1000 rpm에서

10분간 원심분리를 2회 실시하였다. 상징액 제거 후 기본배지를 넣어 현탁하고, 96 we

ll plate에 5×106 cells/mL의 농도로 비장세포 및 OVA 100 μg/mL 그리고 생균/사균은

5×107∼8 CFU 농도로, 배양상등액은 10∼100 μg 농도로 처리하였다. WST를 측정을 통

해 해당 농도에서 생균/사균 및 배양상등액이 비장세포 및 장간막림프절세포에 대한 세

포독성이 없음을 확인한 후 실험을 진행하였다. 37℃ CO2 incubator에서 72시간 배양

후, ELISA kit를 사용하여 배양상등액의 IL-4과 IFN-γ를 측정하였다.  

㉮ 1차년도 선별 균주에 대한 Th1/Th2 균형조절 활성 평가

Ÿ 알레르기와 같은 면역과민반응은 여러 요인에 의해 발생할 수 있으나, Th1과 Th2 면역

반응의 불균형으로 인해 발생하게 하게 된다. 따라서 Th2 면역반응으로 치우쳐진 면역

반응을 Th1 면역반응 증진, Th2 면역반응 억제를 통해 조절함으로써 알레르기 질환을

예방 개선할 수 있다. 이에 기초생리활성 우수 균주 11종의 면역과민반응 개선 활성을

평가하기 위해 이들 균주와 Th2 면역반응을 유도한 세포를 공동배양한 후 대표적인 Th

1 사이토카인인 IFN-γ 생성능과 Th2 사이토카인인 IL-4 억제활성을 평가하여 실험결

과 장간막림프절세포를 이용한 실험계(Table 2-7, 2-8, 2-9)보다는 비장세포를 이용한

실험계(Table 2-4, 2-5, 2-6)에서 사이토카인 분비 패턴이 뚜렷하게 나타나 균주 선별은

비장세포 시험결과 위주로 진행하였다.

Ÿ 비장세포에 생균/사균 및 배양상등액을 처리한 후 대표적인 Th2 사이토카인인 IL-4와

대표적인 Th1 사이토카인인 IFN-γ 분비량을 측정한 결과, 전반적으로 배양상등액(Tabl

e 2-6) 처리 시보다는 생균 및 사균에서 높은 IL-4 억제 활성 및 IFN-γ 증가활성을 보

여 screening을 위한 실험에는 생균 또는 사균을 이용하는 것이 선별에 용이할 것으로

판단된다. 실험에 사용한 1차년도 11종 균주는 대부분 IL-4 활성을 보였는데, 이는 11종
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
1:1 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

1:10 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

B151
1:1 13.16±1.02 1998.12±63.88 151.85

1:10 9.96±0.87 1063.05±198.59 106.71

200060
1:1 10.39±0.92 460.12±166.44 44.27

1:10 6.63±0.42 44.31±4.86 6.68

G72
1:1 8.91±0.40 53.38±8.64 5.99

1:10 13.24±0.66 52.17±11.18 3.94

Ln4
1:1 11.02±1.86 405.19±138.26 36.78

1:10 11.83±3.87 40.93±2.80 3.46

PBS
1:1 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

1:10 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

Lb41
1:1 25.02±2.07 909.92±66.33 36.37

1:10 13.95±5.50 50.75±5.22 3.64

G1
1:1 33.17±0.91 1836.77±69.42 55.37

1:10 19.16±1.11 1013.31±97.40 52.88

200080
1:1 32.07±2.56 1907.81±32.67 59.48

1:10 11.56±0.72 587.79±155.96 50.85

200054
1:1 49.38±3.36 1900.13±28.08 38.48

1:10 37.98±3.89 1927.96±20.37 50.76

PBS
1:1 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

1:10 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

S.Pum19
1:1 2.35±0.61 185.69±31.91 78.98

1:10 2.73±1.79 156.31±44.23 57.21

SC28
1:1 29.42±1.93 2112.95±46.37 71.83

1:10 15.74±1.00 629.31±231.51 39.97

200019
1:1 52.63±10.15 2246.36±67.18 42.68

1:10 8.18±0.63 1865.77±6.52 228.13

Table 2-4. 생균처리에 의한 비장세포배양액의 사이토카인 패턴

균주가 주관기관에서 이미 다양한 지표로 1차 생리활성 평가를 진행하여 선별한 균주이

기 때문인 것으로 판단된다.

Ÿ 비장세포에 생균을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 분비량을 측정한 결과(Table 2-4), IFN-γ/

IL-4 비율이 50 이상으로 Th1/Th2 면역조절 활성이 있을 것을 판단되는 균주는 B151,

G1, 200080, 200054, S.Pum19, SC28, 200019 균주였으며, 이 중 B151, 200054, 200019 균

주의 경우 IL-4 억제활성이 매우 높아 Th2 면역반응을 특이적으로 억제할 가능성도 있

는 것으로 판단된다. 이외에 G72 균주의 경우 Th1 및 Th2 면역반응을 모두 억제하여

면역 과민반응을 조절할 가능성이 있는 균주로 판단된다.
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
1:1 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

1:10 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

B151
1:1 19.30±1.60 1983.21±48.41 102.75

1:10 14.81±2.36 930.76±222.28 62.83

200060
1:1 25.19±2.27 1283.71±228.34 50.96

1:10 16.85±2.22 339.64±38.57 20.16

G72
1:1 18.52±1.61 1139.10±298.90 61.51

1:10 20.01±1.90 41.90±6.55 2.09

Ln4
1:1 25.11±1.93 1052.05±101.21 41.90

1:10 15.37±0.94 182.14±58.68 11.85

PBS
1:1 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

1:10 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

Lb41
1:1 37.56±6.95 1620.92±92.40 43.15

1:10 18.65±8.37 547.02±260.63 29.33

G1
1:1 49.78±4.47 1937.50±41.44 38.92

1:10 32.63±2.38 1760.23±33.34 53.95

200080
1:1 45.51±7.30 1968.40±43.10 43.25

1:10 28.57±3.81 1868.65±39.37 65.40

200054
1:1 88.65±1.38 1803.54±57.66 20.34

1:10 64.79±3.65 1922.83±19.14 29.68

PBS
1:1 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

1:10 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

S.Pum19
1:1 13.64±1.47 598.31±61.18 43.87

1:10 26.86±2.33 2066.79±14.81 76.96

SC28
1:1 29.49±0.46 2209.33±66.40 74.91

1:10 25.21±5.02 1614.28±153.79 64.02

200019
1:1 51.14±3.16 2349.95±32.96 45.95

1:10 30.02±7.71 2337.05±30.18 77.86

Table 2-5. 사균처리에 의한 비장세포배양액의 사이토카인 패턴

Ÿ 비장세포에 사균을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 분비량을 측정한 결과(Table 2-5), IFN-γ/

IL-4 비율이 50 이상으로 Th1/Th2 면역조절 활성이 있을 것을 판단되는 균주는 B151,

G1, 200080, S.Pum19, SC28, 200019 균주로 200054을 제외하고는 생균 처리시 활성을

보인 균주와 동일하였다.

Ÿ 비장세포에 배양상등액을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 분비량을 측정한 결과(Table 2-6),

사균과 생균처리 보다는 전반적으로 활성이 낮은 것을 확인할 수 있었고, IFN-γ/IL-4

비율이 50 이상으로 Th1/Th2 면역조절 활성이 있을 것을 판단되는 균주는 B151, G72

균주였다.
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
10 ㎍ 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

100 ㎍ 70.75±8.68 916.39±142.88 12.95

B151
10 ㎍ 55.51±8.23 1742.62±136.20 31.39

100 ㎍ 25.05±2.26 1954.57±42.15 78.01

200060
10 ㎍ 61.85±4.08 934.21±167.67 15.10

100 ㎍ 55.90±3.78 635.50±75.96 11.37

G72
10 ㎍ 48.85±3.61 1687.69±128.17 34.55

100 ㎍ 22.86±3.00 1794.90±132.27 78.52

Ln4
10 ㎍ 53.68±7.86 809.17±379.11 15.07

100 ㎍ 33.52±1.82 1185.21±95.08 35.35

PBS
10 ㎍ 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

100 ㎍ 126.44±1.36 1450.27±71.58 11.47

Lb41
10 ㎍ 109.71±2.19 1403.88±210.23 12.80

100 ㎍ 73.84±4.30 729.15±127.26 9.87

G1
10 ㎍ 89.71±13.95 1790.48±42.42 19.96

100 ㎍ 56.52±6.80 1863.69±23.87 32.97

200080
10 ㎍ 81.88±4.28 1684.46±73.86 20.57

100 ㎍ 39.34±8.47 1833.19±1.77 46.60

200054
10 ㎍ 95.67±13.48 1855.58±63.03 19.40

100 ㎍ 59.07±7.10 1940.31±42.79 32.85

PBS
10 ㎍ 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

100 ㎍ 131.28±8.15 1967.87±115.62 14.99

S.Pum19
10 ㎍ 96.73±11.58 1893.23±50.46 19.57

100 ㎍ 62.05±2.42 1901.72±48.73 30.65

SC28
10 ㎍ 117.05±17.92 2057.74±47.85 17.58

100 ㎍ 65.50±4.69 1929.36±14.47 29.46

200019
10 ㎍ 135.58±15.19 2125.41±71.20 15.68

100 ㎍ 75.40±10.05 2160.59±84.24 28.65

Table 2-6. 배양상등액에 의한 비장세포배양액의 사이토카인 패턴

Ÿ 장간막림프절 유래 면역세포에 생균, 사균 및 배양상등액을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 

분비량을 측정한 결과, 생균처리시는 B151, G1, 200080, 200054, SC28, 200019 균주에서

(Table 2-7), 사균처리시 B151, 200080, S.Pum19, SC28, 200019 균주(Table 2-8)에서,

배양상등액 처리시(Table 2-9)에는 G1, S.Pum19, SC28 균주에서 높은 IFN-γ/IL-4 비

율을 보였다.
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
1:1 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

1:10 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

B151
1:1 40.06±1.24 1646.88±80.23 41.11

1:10 40.77±2.44 517.76±136.70 12.70

200060
1:1 39.28±0.58 69.76±16.55 1.78

1:10 35.86±1.30 45.81±5.31 1.28

G72
1:1 42.43±1.10 53.10±4.83 1.25

1:10 34.98±0.70 77.38±13.37 2.21

Ln4
1:1 34.54±0.36 95.19±7.00 2.76

1:10 34.42±0.57 41.29±3.25 1.20

PBS
1:1 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

1:10 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

Lb41
1:1 9.06±1.11 287.58±89.00 31.76

1:10 9.74±0.31 40.15±2.34 4.12

G1
1:1 17.01±2.63 1214.54±59.38 71.39

1:10 10.51±0.82 163.65±14.81 15.56

200080
1:1 20.05±1.21 1332.19±54.99 66.44

1:10 6.33±0.68 79.40±19.99 12.54

200054
1:1 24.56±5.15 869.29±203.31 35.40

1:10 20.93±1.23 1192.08±135.19 56.97

PBS
1:1 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

1:10 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

S.Pum19
1:1 4.02±0.91 101.21±21.36 25.19

1:10 7.58±1.22 36.64±4.50 4.84

SC28
1:1 21.55±4.28 1510.44±203.35 70.10

1:10 16.98±1.94 182.13±46.84 10.72

200019
1:1 33.55±7.46 1876.54±139.57 55.93

1:10 7.26±2.90 428.28±108.36 58.98

Table 2-7. 생균에 의한 장간막림프절세포의 사이토카인 패턴
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
1:1 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

1:10 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

B151
1:1 52.97±15.06 1620.36±175.03 30.59

1:10 49.35±2.83 723.21±107.00 14.65

200060
1:1 39.14±3.29 283.39±118.75 7.24

1:10 47.85±3.98 221.93±60.64 4.64

G72
1:1 35.02±0.07 564.88±85.41 16.13

1:10 37.80±1.11 43.10±6.58 1.14

Ln4
1:1 45.43±10.37 896.88±99.38 19.74

1:10 43.98±0.89 188.52±75.38 4.29

PBS
1:1 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

1:10 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

Lb41
1:1 21.18±0.96 1149.00±148.80 54.26

1:10 8.13±1.50 137.67±36.36 16.93

G1
1:1 33.56±2.01 1277.75±128.35 38.07

1:10 17.69±1.56 840.65±87.12 47.53

200080
1:1 30.34±2.15 1191.08±130.45 39.26

1:10 21.22±5.37 1169.33±188.62 55.11

200054
1:1 29.82±4.35 516.79±175.02 17.33

1:10 26.19±1.16 1041.92±189.73 39.78

PBS
1:1 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

1:10 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

S.Pum19
1:1 7.51±1.43 183.59±90.82 24.44

1:10 25.95±1.69 1631.13±52.28 62.85

SC28
1:1 38.07±3.97 2044.92±45.94 53.72

1:10 20.17±3.47 879.85±114.96 43.62

200019
1:1 66.27±11.09 2162.03±75.50 32.62

1:10 53.96±15.94 2150.28±61.72 39.85

Table 2-8. 사균에 의한 장간막림프절세포의 사이토카인 패턴
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Sample 처리농도 IL-4 IFN-γ IFN-γ/IL-4

PBS
10 ㎍ 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

100 ㎍ 48.46±2.83 482.36±178.04 9.95

B151
10 ㎍ 44.56±1.65 662.50±161.25 14.87

100 ㎍ 44.44±1.77 1640.07±74.51 36.90

200060
10 ㎍ 44.33±3.04 191.05±121.44 4.31

100 ㎍ 46.52±3.00 312.36±121.83 6.71

G72
10 ㎍ 43.22±0.81 528.33±152.87 12.23

100 ㎍ 44.15±0.50 1116.50±85.58 25.29

Ln4
10 ㎍ 42.89±1.20 170.64±17.05 3.98

100 ㎍ 43.92±0.67 210.81±134.58 4.80

PBS
10 ㎍ 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

100 ㎍ 33.70±0.44 315.00±2.34 9.35

Lb41
10 ㎍ 31.08±2.37 233.35±33.84 7.51

100 ㎍ 25.57±5.71 268.38±187.96 10.50

G1
10 ㎍ 28.81±4.12 407.19±127.29 14.14

100 ㎍ 16.86±2.21 924.25±68.40 54.82

200080
10 ㎍ 30.01±3.22 592.83±70.49 19.75

100 ㎍ 19.63±0.82 920.63±320.83 46.91

200054
10 ㎍ 37.51±2.30 728.81±319.23 19.43

100 ㎍ 26.96±5.39 1175.10±58.68 43.58

PBS
10 ㎍ 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

100 ㎍ 114.36±19.56 1691.73±145.56 14.79

S.Pum19
10 ㎍ 52.27±4.84 1675.90±108.47 32.06

100 ㎍ 33.71±5.13 1802.69±76.53 53.47

SC28
10 ㎍ 47.57±5.94 1895.38±108.65 39.84

100 ㎍ 34.01±3.11 1913.36±132.77 56.27

200019
10 ㎍ 56.40±4.83 1797.85±101.87 31.88

100 ㎍ 46.47±15.35 1696.28±106.87 36.50

Table 2-9. 배양상등액에 의한 장간막림프절세포의 사이토카인 패턴

Ÿ 이상의 결과를 종합해 볼 때, Th1/Th2 면역반응 조절 또는 Th2 면역반응 억제를 통해

면역과민반응을 억제할 가능성이 있는 균주는 B151, G72, G1, 200080, 200054, S.Pu

m19, SC28, 200019 균주로 판단되며 특히, G1, 200080, S.Pum19, SC28, 200019 균

주는 생균, 사균 및 배양상등액 모두에서 활성을 보였다. 이들 균주에 대해서는 OVA

를 이용하여 유도한 식품알레르기 동물모델을 이용하여 활성 확인실험을 진행하였다.
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㉯ 2차년도 선별 균주에 대한 Th1/Th2 균형조절 활성 평가

Ÿ 1차년도 실험결과를 참고할 때 장간막림프절유래 면역세포를 이용하는 것보다는 비장세

포를 이용하는 것인 사이토카인 분비 패턴이 더 뚜렷하게 확인되었기에 2차년도 11종

균주에 대해서는 비장세포를 이용하여 IL-4와 IFN-γ 분비 패턴을 확인함으로써 Th1/T

h2 균형조절 활성을 평가하였다.

Ÿ 비장세포에 2차년도 선별 생균을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 분비량을 측정한 결과이다(T

able 2-10). 2차년도 선별 균주는 대부분이 Lactobacillus plantarum이기 때문에 단순히

IFN-γ/IL-4 ratio만을 고려하여 동물실험에 적용한 균주를 찾을 경우, Lactobacillus pl

antarum 균주만 선별될 우려가 있다. In vitro 실험 결과와 In vivo 실험 결과가 항상

일치하는 것은 아니므로 같은 종의 균주를 선택하는 것보다는 다양한 종을 확인하는 것

이 균주 활용 측면에서 좋을 거라 판단하고 동일한 종중에서 IFN-γ/IL-4 ratio가 높은

균주를 선별하였다. 그 결과 Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lac

tis KCCM 202361, Lactobacillus brevis KCCM 202399, Lactobacillus buchnri KCCM

200793 균주를 Th1/Th2 균형조절 활성이 높은 균주로 선택하였다.

Table 2-10. 2차년도 선별 생균에 의한 비장세포의 사이토카인 분비 패턴

Live

cells

5×106 5×107

IL-4 IFN-γ
IFN/

IL-4 ratio
IL-4 IFN-γ

IFN-γ/

IL-4 ratio

PBS 37.21±2.92 1473.42±397.19 39.59 37.21±2.92 1473.42±397.19 39.59

369 23.45±2.39 861.00±183.99 36.72 20.51±2.94 168.79±92.17 8.23

650 23.99±1.73 2031.42±64.95 84.67 20.90±2.23 518.18±194.85 24.79

655 21.46±1.05 212.33±88.93 9.89 21.17±0.81 114.09±77.45 5.39

656 21.72±1.21 1799.58±80.58 82.84 22.15±1.73 900.06±88.30 40.64

661 20.35±0.21 196.24±77.04 9.64 20.71±0.36 107.36±73.88 5.18

693 21.77±1.04 1796.30±142.87 82.50 20.33±1.15 475.97±213.80 23.42

PBS 81.95±3.83 542.93±70.89 6.63 81.95±3.83 542.93±70.89 6.63

302 32.56±2.32 804.96±184.88 24.72 20.13±1.74 89.37±13.36 4.44

303 20.69±1.75 81.96±15.69 3.96 20.46±1.62 73.46±11.41 3.59

361 27.53±8.93 914.72±199.95 33.22 27.17±5.03 928.48±120.37 34.17

399 22.14±2.14 988.52±161.79 44.64 27.23±4.28 153.41±9.13 5.63

793 37.53±13.84 846.56±149.84 22.55 20.55±1.33 238.33±49.83 11.60
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Ÿ 비장세포에 2차년도에 선별된 사균을 처리한 후 IL-4와 IFN-γ 분비량을 측정한 결과(T

able 2-11), 생균과 유사한 패턴을 보였는데, L. plantarum 균주의 경우 생균과는 조금

다른 패턴을 보였다. 그러나 동물실험에서는 사균의 형태가 아닌 생균을 투여할 예정이

기 때문에 생균 결과를 우선적으로 반영하여 2차년도 선별 균주 중 Lactobacillus plant

arum KCCM 200656, Leuconostoc lactis KCCM 202361, Lactobacillus brevis KCCM

202399, Lactobacillus buchnri KCCM 200793 균주를 식품알레르기 모델에 적용하여

활성평가를 진행하였다.

Table 2-11. 2차년도 선별 생균에 의한 비장세포의 사이토카인 분비 패턴

Dead

cells

5×106 5×107

IL-4 IFN-γ
IFN/

IL-4 ratio
IL-4 IFN-γ

IFN-γ/

IL-4

ratio

PBS 37.21±2.92 1473.42±397.19 39.59 37.21±2.92 1473.42±397.19 39.59

369 30.24±6.43 1787.30±157.09 59.09 22.21±1.22 1925.24±413.02 27.19

650 32.92±6.17 2077.15±252.64 63.09 25.21±1.41 2220.76±166.69 88.11

655 22.67±3.44 1756.48±64.13 77.49 21.11±2.42 170.85±114.94 8.09

656 23.71±2.71 2237.09±66.25 94.36 21.71±2.00 1369.36±184.97 63.08

661 22.95±0.18 1819.91±131.40 79.30 20.28±1.08 1193.82±54.60 9.56

693 29.27±3.15 2144.73±73.28 73.28 22.75±2.25 2242.18±46.18 98.55

PBS 81.95±3.83 542.93±70.89 6.63 81.95±3.83 542.93±70.89 6.63

302 44.12±5.70 789.78±171.26 17.90 28.71±5.94 604.00±229.05 21.04

303 23.20±3.72 1050.39±18.82 45.27 27.63±2.16 67.72±2.33 2.45

361 52.45±12.98 671.09±227.07 12.80 27.70±3.79 956.04±162.83 34.51

399 35.41±5.22 1000.22±33.91 28.25 36.36±12.16 1032.00±9.13 28.38

793 31.80±2.10 894.24±199.95 28.12 83.09±12.11 313.02±79.51 11.60
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(나) 식품알레르기 모델을 이용한 면역과민반응 억제활성 평가

㉮ 1차년도 선별 균주에 대한 Th1/Th2 균형조절 활성 평가

Ÿ In vitro test를 통해 선별한 면역과민반응 억제활성 균주의 기능성을 in vivo에서 확인

하기 위해 다음과 같이 OVA 유도 식품알레르기 모델을 이용하였다. BALB/C Mouse 5

주령 암컷을 구입하여 일주일간 순화시킨 후 OVA 20 ㎍과 Alum 2 mg으로 복강 주

사하여 1차 면역하고, 14일 뒤 동일한 방법으로 2차 면역을 실시하였다. 2차 면역 14

일 후부터 5×108 CFU/day 농도로 균주를 매일 경구 투여하였고, 3일 간격으로 OVA

50 mg을 균주와 함께 경구 투여하여 식품알레르기를 유발시켰다. 식품알레르기 유발

지표로써 아나필락시스 및 설사반응, 그리고 직장온도의 변화를 측정하였고, OVA와

균주를 경구 투여한 후 20분 간격으로 60분간 관찰하였다. 식품알레르기의 스코어는

알레르기의 지표로써 아나필락시스 및 설사 반응을 정도에 따라 1∼3점까지 점수화하

였으며, 객관적인 지표로 직장온도를 기록하였다. 마지막 challenge를 한 후에는 채혈

을 통해 혈청 total IgE, ova-specific IgE를 분석하였으며, 비장세포와 림프노드의 배

양을 통해 다양한 cytokine의 분비유형을 확인하였다.

Ÿ G72, 200080, S.Pum 19 균주를 면역한 마우스에 경구 투여하며 식품알레르기 증상완

화 활성을 분석한 결과, 3 균주 모두 in vitro 결과와는 달리 식품알레르기 증상 억제

활성을 보이지 않았으며(Figure 2-24), 알레르기 증상 발현 밀접한 관련이 있는 면역

글로불린인 IgE 및 OVA-specific IgE의 생성에서 활성을 보이지 않았다(Figure 2-2

5). 또한 비장세포와 장간막림프절의 측정한 사이토카인 분비패턴에서도 대표적인 Th

2 사이토카인은 IL-4의 생산을 억제하거나 Th1 사이토카인인 IFN-γ의 생산을 증가시

키는 활성은 관찰되지 않았다(Figure 2-26, 2-27).



- 172 -

Figure 2-25. GK3(Lactobacillus plantarum G72), GK7(Lactobacillus brevis

KCCM 200080), GK9(Leuconostoc citreum S.Pum 19) 균주 경

구투여에 따른 Total IgE 및 OVA 특이 IgE 생성능.

Figure 2-24. GK3(Lactobacillus plantarum G72), GK7(Lactobacillus brevis

KCCM 200080), GK9(Leuconostoc citreum S.Pum 19) 균주 경구

투여에 따른 식품알레르기 증상 완화 효과.

Figure 2-26. GK3(Lactobacillus plantarum G72), GK7(Lactobacillus brevis

KCCM 200080), GK9(Leuconostoc citreum S.Pum 19) 균주 경

구투여에 따른 비장세포에서의 cytokine 분비패턴. *, p<0.05

sham 군 대비.
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Figure 2-27. GK3(Lactobacillus plantarum G72), GK7(Lactobacillus brevis

KCCM 200080), GK9(Leuconostoc citreum S.Pum 19) 균주

경구투여에 따른 장간막림프절에서의 cytokine 분비패턴. *,

p<0.05 sham 군 대비.

Ÿ B151, G1, 200054, SC28, 200019 균주를 면역한 마우스에 경구 투여하며 식품알레르기 증상

완화 활성을 분석한 결과 B151 및 200054 균주 투여 시에는 식품알레르기 유발 시 대표

적인 증상인 직장온도 감소, 아나필락시스반응, 설사반응의 완화활성이 관찰되지 않았

으나, G1, SC2810 및 200019 균주 투여 시에는 직장온도 감소 증상(N>Dexa>G1=SC2

8>200019>200054>B151>S), 아나필락시스반응(N=dexa<SC28<G1<200019<200054<B1

51<S), 설사반응(N=dexa<SC28<G1<200019<S<200054<B151)이 완화되어 식품알레르

기 억제 활성을 확인할 수 있었다(Figure 2-28).



- 174 -

Figure 2-28. GK1(Lactobacillus brevis B151), GK6(Lactobacillus brevis G1),

GK8(Lactobacillus brevis KCCM 200054), GK10(P ediococcus

pentosaceus SC28), GK11(Lactobacillus brevis KCCM 200019)

균주 경구투여에 따른 식품 알레르기 증상 완화 효과.

Ÿ 증상완화효과가 있었던 G1, SC28 및 200019 균주의 비장세포배양액에서의 사이토카인

분비 패턴을 확인한 결과(Figure 2-29), 알레르기 증상발현과 관련 있는 Th2 사이토카

인인 IL-4, 5, 10이 모두 감소한 것으로 나타났다. 그러나 이와 동시에 Th1 사이토카

인이 증가한 균주는 G1 균주였다. 장간막림프절 유래 면역세포 배양액에서의 사이토

카인 분비 패턴은 비장세포배양액에서와는 다른 패턴은 보였는데(Figure 2-30), 식품

알레르기 증상완화를 보였던 SC28과 200019 균주에서는 Th2 사이토카인의 감소가 관

찰되지 않았고 G1 균주에서만 Th2 사이토카인의 감소 및 Th1 사이토카인의 증가가

관찰되었다. 이상의 결과를 종합해 볼 때, SC28 및 200019 균주의 식품알레르기 억제

활성은 전신면역조절에 의한 것으로 판단되며, G1 균주의 활성의 국소 및 전신면역

모두에 작용하여 Th1/Th2 면역반응 균형조절을 통해 나타나는 것으로 판단된다.

Ÿ 염증성 장질환, 알레르기성 질환 등 면역관련질환 개선에 효과가 있는 것으로 알려져

있는 세계적인 프로바이오틱스 제품인 VSL3# (8종 혼합 균주; Bifidobacterium breve,

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactoba

cillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus th

ermophilus) 역시 Th1/Th2 면역반응 균형조절 활성이 있는 것으로 알려져 있는데, S

T(shrim tropomyosin)로 유도한 식품알레르기 모델에서 Th2 cytokine인 IL-4의 생성

을 sham군 대비 약 43% 억제하는 것으로 보고된 바 있다(Allergy 66(4):499-508, 201

0). 본 연구를 통해 선별한 G1균주의 경우 OVA로 유도한 식품알레르기 모델에서 IL-

4를 sham군 대비 약 40-60% 가량 억제하는 것으로 나타나 비록 알레르기 유도 모델

에서 차이가 있기는 하지만 세계적인 프로바이오틱스 제품과 유사한 수준의 Th2 면역

반응 억제활성을 보임을 확인 할 수 있었다.

Ÿ 따라서 1차년도 선별 균주 중 가장 활성이 뛰어난 균주는 Lactobacillus brevis G1 임

을 확인할 수 있었으며 추가적인 분석을 통해 Lactobacillus brevis G1 투여군에서는 I

gE의 생성량도 감소됨을 확인 할 수 있었다(Figure 2-32).



- 175 -

Figure 2-30. GK1(Lactobacillus brevis B151), GK6(Lactobacillus brevis G1),

GK8(Lactobacillus brevis KCCM 200054), GK10(P ediococcus

pentosaceus SC28), GK11(Lactobacillus brevis KCCM 200019)

균주 경구투여에 따른 장간막림프절에서의 cytokine 분비패턴. *,

p<0.05 sham 군 대비.

Figure 2-29. GK1(Lactobacillus brevis B151), GK6(Lactobacillus brevis G1),

GK8(Lactobacillus brevis KCCM 200054), GK10(P ediococcus

pentosaceus SC28), GK11(Lactobacillus brevis KCCM 200019)

균주 경구투여에 따른 비장세포에서의 cytokine 분비패턴. *,

p<0.05 sham 군 대비.
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Figure 2-31. Lactobacillus brevis G1 균주 경구투여에 따른 식품 알레르기 증

상 완화 효과.

Figure 2-32. Lactobacillus brevis G1 균주 경구투여에 따른 식품 알레르기 증상

완화 효과. 균주 경구투여에 따른 Total IgE 생성능 *, p<0.05

Sham군 대비.
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Figure 2-33. Lactobacillus brevis G1 균주 경구투여에 따른 비장세포에서의

cytokine 분비패턴. *, p<0.05 sham 군 대비.

Figure 2-34. Lactobacillus brevis G1 균주 경구투여에 따른 장간막림프절에서의

cytokine 분비패턴. *, p<0.05 sham 군 대비.
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㉯ 2차년도 선별 균주에 대한 Th1/Th2 균형조절 활성 평가

Ÿ In vitro test를 통해 선별한 면역과민반응 억제활성 균주의 기능성을 in vivo에서 확인

하기 위해 다음과 같이 OVA 유도 식품알레르기 모델을 이용하였다. BALB/C Mouse 5

주령 암컷을 구입하여 일주일간 순화시킨 후 OVA 20 ㎍과 Alum 2 mg으로 복강 주

사하여 1차 면역하고, 14일 뒤 동일한 방법으로 2차 면역을 실시하였다. 2차 면역 14

일 후부터 5×108 CFU/day 농도로 균주를 매일 경구 투여하였고, 3일 간격으로 OVA

50 mg을 균주와 함께 경구 투여하여 식품알레르기를 유발시켰다. 식품알레르기 유발

지표로써 아나필락시스 및 설사반응, 그리고 직장온도의 변화를 측정하였고, OVA와

균주를 경구 투여한 후 20분 간격으로 60분간 관찰하였다. 식품알레르기의 스코어는

알레르기의 지표로써 아나필락시스 및 설사 반응을 정도에 따라 1∼3점까지 점수화하

였으며, 객관적인 지표로 직장온도를 기록하였다. 마지막 challenge를 한 후에는 채혈

을 통해 혈청 total IgE, ova-specific IgE를 분석하였으며, 비장세포와 림프노드의 배

양을 통해 다양한 cytokine의 분비유형을 확인하였다.

Ÿ 실험 결과 Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lactis KCCM 202361,

Lactobacillus brevis KCCM 202399, Lactobacillus buchnri KCCM 200793 균주는 식

품알레르기의 대표적인 증상인 직장온도 저하, 설사 및 아나필락시스 반응을 개선하지

못하는 것으로 확인되었고(Figure 2-35), 식품알레르기 증상을 유발하는 주요 원인인

IgE 및 OVA specific IgE 생성량 측정 결과에서도 4종 균주 투여에 따른 유의적인 감

소활성은 나타나지 않았다(Figure 2-36). 또한 해부 후 회수한 비장세포 및 장간막리

프절 유래 면역 세포의 배양상등액에서도 식품알레르기의 유발과 병변 진행에 밀접한

관련이 있는 Th2 사이토카인 지표의 감소나 Th1 사이토카인의 증가가 관찰되지 않았

다(Figure 2-37, 2-38). Lactobacillus buchnri KCCM 200793의 경우 IL-5, IL-10 등의

일부 Th2 사이토카인이 감소하기는 하였으나, 그 정도가 미미하고 식품알레르기 증상

에서는 오히려 악화되는 패턴을 보였고, IFN-γ 역시 감소한 것으로 미루어 볼 때 전

반적인 면역억제가 있었건 것으로 판단된다. 이상의 결과를 종합해 볼 때 2차년도에

선별된 기초생리활성 우수 균주 중에서는 식품알레르기 억제활성 균주는 확인할 수

없었으며, 1,2차년도에 선별한 모든 균주 중 Lactobacillus brevis G1의 활성이 가장

뛰어남을 확인할 수 있었다. 이에 기초생리활성 및 식품알레르기 억제활성이 있는

Lactobacillus brevis G1에 대해서는 기술이전이 진행되었다.
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Figure 2-35. Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lactis KC

CM 202361, Lactobacillus brevis KCCM 202399, Lactobacillus

buchnri KCCM 200793 균주 경구투여에 따른 식품알레르기 증상

완화 효과.

Figure 2-36. Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lactis KCC

M 202361, Lactobacillus brevis KCCM 202399, Lactobacillus bu

chnri KCCM 200793 균주 경구투여에 따른 Total IgE 및 OVA sp

ecific IgE 생성능 *, p<0.05 Sham군 대비.
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Figure 2-37. Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lactis KC

CM 202361, Lactobacillus brevis KCCM 202399, Lactobacillus b

uchnri KCCM 200793 균주 경구투여에 따른 비장세포에서의 사이

토카인 분비 패턴 분석*, p<0.05 Sham군 대비.
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Figure 2-38. Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Leuconostoc lactis

KCCM 202361, Lactobacillus brevis KCCM 202399,

Lactobacillus buchnri KCCM 200793 균주 경구투여에 따른 장

간막림프절에서의 사이토카인 분비 패턴 분석*, p<0.05 Sham군

대비.

(5) 간기능 개선 활성 평가

(가) In vitro 간기능 개선 활성 평가

① AST(GOT) 효소활성

㉮ 실험 방법

Ÿ AST(Aspartate aminotransferase)는 GOT(Glutamic oxaloacetic transaminase)라고도

하며, 특히 간에 많이 분포하는 것으로 알려져 급성간염과 심근경색 등의 질병상태에

서 상승하는 것으로 알려져 있다. 주관기관에서 제공한 11종의 균주 각각의 생균(viabl

e strain)과 사균(killed strain), 배양상등액(culture supernatant)에 대한 HepG2 세포에

서의 GOT assay를 시험하였다. HepG2 세포를 24 well plate에 2.0×105 cells/well 세

포 수로 분주하여 24시간 배양 후, FBS가 무첨가된 MEM 배지로 바꿔 4시간동안 배

양한다. 농도별 후보물질을 처리하여 1시간 뒤, 독성을 유도하기 위해 Ethanol(100 m

M)를 세포에 처리한다. 24시간 후 AST kit를 사용하여 하여 AST level을 측정한다.
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Ÿ Glutamate를 standard로 사용하며, glutamic oxaloacetic transaminase activity assay

kit(abcam, USA)을 이용하여 450 nm에서 10분과 60분 뒤, 반응 값의 차이로 그 값을

구하였다. 생균과 사균의 경우 특별한 세포독성이 없는 경우 샘플의 보유한 최고 CFU

보다 최저 1,000배 희석된 농도까지 실험하였으며, 배양 상등액은 100∼200 μg농도로

실험하였다.

㉯ 실험 결과

Ÿ 배양상등액에서 음성대조군 대비 40% 이상의 GOT 활성감소를 가진 샘플은 총 6종(c

ulture sup. No. 2, 3, 4, 5, 6, 7)으로 확인되었으며(Figure 2-40), 사균은 그 보다 적은

5종(killed stain No. 2, 3, 4, 5, 11)에서 활성감소가 확인되었다. 생균에서는 3종(viable

stain No. 1, 3, 4)에서 활성감소가 나타났다(Figure 2-39). 세 가지 균주 타입 중 생균

을 사용하여 실험할 경우 세포독성이 높았으며, 사균의 경우 생균보다 세포의 생존율

이 높았으나, No. 9 사균체에서만은 높은 세포독성이 관찰되었다(Figure 2-41). 11종

대부분의 배양상등액이 세포실험에는 안전하고 효과적인 것으로 관찰되었으나, 이는

균체배양액 이외의 성분들이 섞여있어 비특이적인 반응일 수도 있음을 감안해야한다.

Figure 2-39. 주관기관 제공 11종(생균)에 대한 HepG2 세포에서의 GOT

활성 결과(in vitro) Control: HepG2 cells, Negative: Hep

G2 cells+EtOH, V1-E5: HepG2 cells+EtOH+viable strai

n No.1 105 CFU.
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Figure 2-40. 주관기관 제공 11종(배양상등액)에 대한 HepG2 세포에서

의 GOT 활성결과(in vitro) Control: HepG2 cells, Negat

ive: HepG2 cells+EtOH, CS1-100: HepG2 cells+EtOH+c

ulture supernatant No.1 100 μg.
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Figure 2-41. 주관기관 제공 11종(사균)에 대한 HepG2 세포에서의 GOT

활성 결과(in vitro)Control: HepG2 cells, Negative: Hep

G2 cells+EtOH, K1-E5: HepG2 cells+EtOH+killed strai

n No.1 105 CFU.
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② TBARS(MDA) 함량측정

㉮ 실험 방법

Ÿ 간에서 독성물질이 대사되는 과정에서 생성된 산소라디칼에 의해 지질이 산화되어

누적되면 간기능을 저해시킨다. 간 조직내 MDA(malondialdehyde)의 농도가 높을수

록 간기능이 저하된다는 의미이다. HepG2 세포를 24 well plate에 2.0×105 cells/well

세포 수로 분주하여 24시간 배양 후, FBS가 무첨가된 MEM 배지로 바꿔 4시간 동안

배양한다. 농도별 후보물질을 처리하여 1시간 뒤, 독성을 유도하기 위해 ethanol(100

mM)를 세포에 처리한다. 12시간 배양 후, 배양액을 제거하고 PBS에 현탁시켜 균질

화시킨 뒤 TBARS(지질과산화물)함량을 측정하였다. MDA(Malondialdehyde)를 stan

dard로 사용하며, Oxltek TBARS assay kit(Enzo life science, USA)를 이용하여 532

nm에서 지질과산화물을 측정하였다. 20% TCA에서 thiobarbituric acid와 liver homo

genate 용액을 반응시켜 측정한다.

㉯ 실험 결과

Ÿ Negative(에탄올 독성군)대비 TBARS의 함량이 일정량(30%)이상 감소하는 것을 확

인하였다. 생균실험에서 총 7종(viable strain No. 1, 4, 5, 6, 7, 8, 11)(Figure 2-42),

배양 상등액 5종(culture sup. No. 1, 4, 6, 7, 8)(Figure 2-43)과 사균 4종(killed strain

No. 1, 5, 7, 8)에서 TBARS의 감소가 확인되었다(Figure 2-44).

Ÿ GOT 활성(40% 이상 활성 감소)과 TBARS 함량 측정(30% 이상 함량 감소)결과를

수치만을 고려하여 종합적인 결론을 내린다면 생균, 사균, 배양상등액 모든 샘플구획

에서 가장 높은 활성을 나타낸 strain No. 4과 No. 5, 2종이 활성 균주라 할 수 있다.
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Figure 2-42. 주관기관 제공 11종(생균)에 대한 HepG2 세포에서의 TBA

RS(MDA) 함량측정 결과(in vitro) Control: HepG2 cells,

Negative: HepG2 cells+EtOH, V1-E5: HepG2 cells+EtO

H+viable strain No.1 105 CFU.
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Figure 2-43. 주관기관 제공 11종(생균)에 대한 HepG2 세포에서의 TBA

RS(MDA) 함량측정 결과(in vitro) Control: HepG2 cells,

Negative: HepG2 cells+EtOH, CS1-100: HepG2 cells+Et

OH+culture supernatant No.1 100 μg.

Ÿ 앞서 언급된 2종 균주에 대한 실험결과만을 종합해 보면 GOT 활성을 감소시킨 것은

맞지만 그 값이 샘플의 농도 의존적이지 않아 명확한 활성을 가진다고 보기는 어려

웠다. 그리고 MDA 함량은 동물실험시 간 조직에서 직접 측정하므로 전 단계인 세포

실험 결과를 주요하게 관찰하는데, 본 실험에서 가장 높은 활성을 나타낸 생균(viable

strain) 타입은 HepG2 cells을 이용한 세포실험에서 세포독성을 보였다. 만약 동물실

험에서 샘플의 활성과 독성이 동시에 나타날 경우 결과해석에 부정적인 영향을 끼칠

수 있을 것으로 예상되었다.
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Ÿ 따라서 본 활성평가에서는 명확한 간기능 개선의 활성을 나타내는 샘플의 부재와 생

균의 세포독성으로 인해 동물실험을 진행하지 않기로 하였다.

Figure 2-44. 주관기관 제공 11종(생균)에 대한 HepG2 세포에서의 TBA

RS(MDA) 함량측정 결과(in vitro)Control: HepG2 cells,

Negative: HepG2 cells+EtOH, K1-E5: HepG2 cells+EtO

H +killed strain No.1 105 CFU.
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2. 식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축 및 평가

Ÿ 식품원료, 식품첨가물 및 건강기능식품 등 식품분야에 사용되는 미생물의 안전성 평

가와 관련한 국내·외 판단 기준, 식품산업용 미생물 인정현황, 법령과 규정, 안전성

확보를 위해 필요한 제출 자료와 그 범위 및 절차, 제출항목에 대한 실험법 등의 정

보를 바탕으로 식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축하였으며, 이에 대한 내용

은 [식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축] 별첨 보고서(117 페이지 분량)로 제

출하였다. 식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축과 관련한 내용 중 본 협동의

위탁연구기관인 전북대학교병원에서 수행한 인체적용시험과 관련한 내용은 본 보고

서에 기술하였다.

Ÿ 구축한 안전성 평가시스템을 바탕으로 주관기관 및 타 협동기관에서 제공한 식품산

업용 균주에 대한 비의도적 유해물질(바이오제닉 아민, 에틸 카바메이트)물질 생산능

을 평가하여 발효식품용 종균으로서의 안전성을 확인하였다.

Ÿ 기초생리활성 및 기능성 평가를 통해 기능성 우수 종균으로 확인된 Lactobacillus

plantarum Ln4에 대해서는 안전성 평가시스템을 통해 구축한 평가법을 이용하여 안

전성 평가를 실시하였으며, Lactobacillus plantarum Ln4가 식품에 사용하기 적합한

안전성을 보유하고 있음을 확인하였다.

가. 식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축

Ÿ 식품원료, 식품첨가물 및 건강기능식품 등 식품분야에 사용되는 미생물의 안전성 평

가와 관련한 국내·외 판단 기준, 식품산업용 미생물 인정현황, 법령과 규정, 안전성

확보를 위해 필요한 제출 자료와 그 범위 및 절차, 제출항목에 대한 실험법에 대한

정보를 식품의약품안전처, EFSA, FDA, 한국보건의료원 등 관련 기관에서 발행하는

법규, 가이드라인 및 연구보고서를 바탕으로 조사하였고, 실험법에 대한 구체적인 방

법은 논문을 참고하였다. 이를 통해 식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축하였

으며, 이에 대한 내용은 [식품산업용 균주의 안전성 평가시스템 구축] 별첨 보고서(11

7 페이지 분량)로 제출하였다.

안전성 평가법 구축 예시
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나. 식품산업용 균주의 비의도적 유해물질 생산능 평가

Ÿ 식품산업용 균주의 안전성 평가와 관련하여 식약처에서 비의도적 유해물질로 지정하

고 관리하고 있는 바이오제닉 아민(Biogenic amine, 이하 BA)과 에틸 카바메이트

(ethyl carbamate, 이하 EC) 생산능 평가를 위한 실험법을 제시하였으며, 주관기관에

서 1,2차 screening을 통해 확보한 우수활성 균주와 협동기관에서 보유한 종균에 대

한 BA 및 EC 생산능을 측정하여 식품산업용 종균으로서의 안전성을 제시하였다.

(1) 발효식품내의 biogenic amine(BA) 규제 현황 및 BA 평가시스템 구축

(가) BA의 특성

Ÿ BA는 단백질이 많은 식품에 있는 아미노산이 미생물의 효소에 의해 아미노산 탈탄

산 작용, 알데히드와 케톤의 아미노화, 아미노기 전이반응에 의해 생성되는 질소 유독

화합물이다. 미생물이나 동식물의 대사과정에서 합성되는데, 저분자량이며 살아있는

세포의 핵산작용의 조절, 단백질 합성 및 세포막의 안정성에 중요한 역할을 한다.

Ÿ 대표적인 BA의 종류는 다음과 같다. 푸트레신(putrescine)의 전구체는 오르니틴이고,

저혈압을 일으키며 맥박을 느리게 하며, 팔다리 마비를 일으킨다. 또한 히스타민 등

다른 아민들의 독성을 증가시키는 역할을 하기도 한다. 세포의 성장과 증식에 관여하

며, 세포에 필수불가결한 구성성분이다.

Ÿ 카다베린(cadaverine)은 라이신(lysine)으로부터 형성되며 푸트레신처럼 저혈압 및 맥

박을 느리게 할 수 있으며, 팔다리 마비를 일으킨다. 또한 히스타민 등 다른 아민들의

독성을 증가시킨다. 세포 성장 및 증식에 관여한다.

Ÿ 스퍼미딘(spermidine)은 아르기닌으로부터 생성되며, 다른 아민들의 독성을 증가시키는

역할을 한다. 세포 성장과 증식에 필수적이다.

Ÿ 스퍼민(spermine)도 스퍼미딘과 마찬가지로 아르기닌으로부터 형성되며 다른 아민들의

독성을 증가시키고, 세포 성장과 증식에 필수적이다.

Ÿ 히스타민(histamine)의 전구체는 히스티딘이다. 히스타민은 아드레날린과 노르아드레날

린을 유리시킨다. 자궁 및 소장, 기도 등의 평활근을 자극하며, 감각 신경과 운동신경

을 자극하는 역할을 하기도 한다. 또한, 위산분비 조절에 관여한다. 신경체계와 혈압조

절에 관여하여 인체 대사에 중요한 역할을 한다. 알레르기 반응에서도 중요한 역할을

한다. 히스타민은 고등어, 꽁치, 정어리, 참치 등을 비위생적으로 보관하여 부패할 때

생성되는 것으로 알려져 있다. 히스타민은 신경계나 혈관계에 악영향을 주어 히스타민

중독을 야기하기도 한다.

Ÿ 트립토판의 분해에 의해서 형성되는 트립타민(tryptamine)은 멜라토닌의 전구체의 역

할을 하기도 하고 항우울 효과가 있기도 하다. 혈압상승을 일으킨다.
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Ÿ 베타-페닐에틸아민(β-phenylethylamine)의 전구체는 페닐알라닌이다. 약리작용으로는

교감신경계에서 노르아드레날린을 방출하는 역할을 하고, 혈압상승 및 편두통을 야기

하기도 한다.

Ÿ 티라민(tyramine)은 타이로신(tyrosine)에서 생성되며 말초혈관 수축 및 심장박출량 증

가에 중요한 역할을 한다. 또한 호흡 증가, 혈당수치 증가, 교감신경계에서 노르아드레

날린 방출을 일으키기도 한다. 편두통을 야기한다. 신경계나 혈관계에 영향을 주어 티

라민 중독을 일으키기도 한다.

Ÿ 세로토닌(serotonin)의 전구체는 히드록시트립토판(hydroxytryptophane)이다. 세로토닌

은 중요한 신경전달물질로 알려져 있고, 혈관 수축에 관여하는 것으로 알려져 있다.

Ÿ 노르아드레날린(noradrenaline)은 티로신으로부터 생성되며 신경전달물질로 알려져 있

다. 심장이 한번 수축할 때마다 뿜어내는 혈액의 양인 심장박출량이 증가하고, 혈압을

상승시키는 역할을 한다.

Ÿ 도파민(dopamine)은 티로신을 전구체로 하는 신경전달물질로 내인성 노르에피네프린

방출에 중요한 역할을 하고, 혈압상승을 일으킨다.

Ÿ 아그마틴(armatine)은 아르기닌으로부터 형성되는 바이오제닉 아민으로 NO(nitric oxi

de)의 생성을 억제하고, 펩티드 호르몬 유리를 촉진시키는 기능을 한다. 히스타민의 산

화를 억제하여 인체에 히스타민 독성을 증가시키는 역할을 하는 것으로 알려져 있다.

Ÿ BA 중 푸트레신, 카다베린, 스퍼민, 스퍼미딘, 히스타민, 티라민, 아그마틴은 식품의 신

선도와 부패의 척도로서도 중요한 역할을 한다.

Figure 2-45. 대표적 BA의 구조(출처: 식약처, 2016).

(나) BA의 규제 현황

Ÿ 대부분의 나라에서는 어류 및 어류발효제품에 대한 히스타민과 티라민의 함량만을 규

제하고 있다.



- 192 -

Ÿ 국내의 경우 발효식품에 대한 규제가 없이, BA를 ‘식품 중 비의도적 유해물질’로 지정

하고, 발효식품 등을 대상으로 지속적인 모니터링 및 저감화 사업 실시하였으나, 최근

다량어류에 한하여 히스타민을 200 mg/kg 이하로 제한하기로 하였다(고시일 2015. 02.

03.). 2005년 식품의약품안전처에서 실시한 모니터링 결과 멸치통조림과 마른멸치에서

히스타민 농도가 각각 131.8 mg/kg과 13.8 mg/kg이 검출되었으며, 2007년에는 멸치에

서 최고 70.1 mg/kg과 고등어 통조림에서 16.5 mg/kg의 히스타민이 검출되었다. 2009

년에는 히스타민 모니터링에서 시판 꽁치와 과메기에서 33∼124 mg/kg, 삼치에서 최

고 45.5 mg/kg의 히스타민이 검출되었다.

Ÿ 미국의 FDA는 참치와 마히마히 또는 그와 관련된 어종에서 500 mg/kg 이하로 기준

을 설정해 놓고 있다. 검사하고자 하는 생선에서 히스타민이 균일하게 존재하지 않을

것임으로 50 mg/kg을 결함수준(defect action level: DAL)로 정하고 이 함량이 한곳에

서 넘으면 다른 곳에서도 500 mg/kg를 초과할 가능성이 높은 것으로 보고 있다.

Ÿ 유럽에서는 히스타민의 경우 고등어과, 청어과, 멸치과 및 민새기과 어종을 대상으로

9개의 검체를 채취하여 평균을 내었을 때 그 평균이 100 mg/kg을 초과하지 말아야

하고, 모든 검체는 200 mg/kg을 초과하지 않도록 규제하고 있다.

Ÿ 뉴질랜드는 어류 및 어류관련제품에서 히스타민의 양이 200 mg/kg 이하로 규정하고

있다.

Ÿ 캐나다의 경우는 엔초비, 발효된 생선소스 및 페이스트에서 히스타민의 농도를 200 m

g/kg 이하로 규정하고 있으며, 다른 생선제품이나 생선자체에 대해서는 100 mg/kg 이

하로 규정하고 있다.

Ÿ 일본에서는 식물 발효 식품과 관련하여 히스타민 및 티라민의 불검출을 원칙으로 하

고 있다.

Country Regulation Notification date

South
Korea

Histamine: 200 mg/kg 이하(다랑어류에 한함)
식품공전

(고시일 2015. 02. 03)

Japan Histamine, tyramine: 불검출(식물발효 식품) 일본 건강영양식품협회(2003)

EU

Histamine: the mean value must not exceed
100 ppm, no sample may have a value

exceeding 200 ppm
(Scombridae and Clupeidae)

Official Journal of the
European Communities
(91/493/EEC, 1991. 07. 22.)

Canada

Histamine
 20 mg/100 g(anchovies, fermented fish
sauces &pastes),10 mg/100 g(in other fish

and fish products)

Health Canada
(Date Modified: 2012. 06.

28)

USA
Histamine: 500 ppm(Tuna, mahi-mahi, and

related fish), 50 ppm(DAL)
FDA(2011. 04.)

Table 2-12. 바이오제닉 아민에 대한 국제 규격
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Ÿ 국내에서는 대표적인 발효식품들에서 바이오제닉 아민의 검출이 되어 이슈화 되었다.

2005년 식품의약청안전청은 한 해 동안 유통 중인 김치, 장류, 젓갈류 등의 전통발효

식품의 BA 함유량을 분석한 결과, 1.3∼1127.6 mg/kg이 검출되었다고 2007년 2월 13

일 발표했다. 구체적으로는 재래식 된장이 260.1∼952,0 mg/kg, 간장 13.8-229.8 mg/k

g, 멸치액젓 352.5∼1127.6 mg/kg, 배추김치 3.4∼142.3 mg/kg 등 BA를 함유하는 것

으로 나타났다. 전통발효식품내의 BA양을 줄이려면 저온발효 및 보관 유통을 권고하

고 있는 실정이다.

Ÿ 2009년에는 유럽에 수출되는 대상 청정원의 멸치액젓 제품에 히스타민 기준치 이상

검출돼 부적합 처리를 받았다. 유럽의 히스타민 기준이 검체당 200 mg/kg 이하인데

해당 제품의 경우 무려 602.7 mg/kg 검출돼 부적합 처리를 받았다. 이 제품은 비슷한

시기에 까나리액젓에서도 히스타민 546.7 mg/kg이 검출돼 부적합 처리를 받은 것으로

알려져 있다.

Ÿ BA가 발효방법의 개선을 통해 변화할 수 있다고 하나 대표적인 식품이고, 국민들이

많이 섭취하고 있는 식품이 발효식품이므로 국민 건강을 위해서 정확한 기준 및 규격

을 정하고, 중소업체들에게도 적용 가능한 BA 평가방법을 구축하는 것이 국민에게 안

전한 식품을 제공하는 것이 장기적으로 필요하다고 할 수 있다.

Ÿ 단백질이나 유리아미노산을 함유하고 있는 식품은 미생물이나 식품 내 생화학적 활성

이 BA에 큰 역할을 하므로 종균개발 단계에서 BA 생산능을 검증할 필요가 있으며,

배지상에서 생산된 BA와 실제 제품에서 생산되는 BA 함량간의 상관성 연구가 필요

하다.

(다) BA 평가시스템 구축

① BA를 생산하는 decarboxylase gene을 이용하여 검출하는 방법

Ÿ BA를 생산하는 미생물을 선별하는 방법으로 실시간 유전자 증폭 정량분석 기술(real

-time polymerase chain reaction method)을 적용하여 미생물의 특정 유전자를 증폭

하여 선별한다. 이러한 유전자증폭기술 기반의 검출기술은 HPLC 등에 비해 많은 양

의 시료를 신속하게 분석할 수 있는 장점이 있다. 하지만 BA의 양을 직접적으로 알

수 있는 방법이 아니므로, 균주 선별에는 용이하나, 식품의 BA 함량을 모니터링하기

에는 부적합하다.

Ÿ Decarboxylase gene을 검출하는 방법은 다음과 같다. ① 선발미생물의 균체를 취하

고 멸균된 생리 식염수에 균체를 2회 세척한 후, DNeasy tissue kit을 사용하여 DNA

를 추출한다. ② PCR 증폭에 사용할 primer는 histidine decarboxylase(hdc)와 tyrosi

ne decarboxylase(tdc) gene을 이용하며 primer는 다음과 같다.
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Gene Primer Sequence(5' to 3') TM(℃)

hdc
HDC3-F
HDC4-R

GAT GGT ATT GTT TCK TAT GA
CAA ACA CCA GCA TCT TC

48

tdc
TD2-F
TD5-R

CAA ATG GAA GAA GAA GTA GG
ACA TAG TCA ACC ATR TTG AA

48

Table 2-13. Histidine decarboxylase(hdc)와 tyrosine decarboxylase(tdc)

gene의 PCR 증폭을 위한 프라이머

Ÿ PCR 반응은 95℃에서 5분(initial denaturation), 95℃에서 45초(denaturation), hdc ge

ne과 tdc gene 검출을 위한 annealing 온도는 각각 52℃와 48℃에서 45초, 72℃에서

2분(extension)을 35 cycles 실시한다. ③ Positive control의 경우 탈탄산효소 활성이

빠른 시간에 양성반응을 나타내는 균주를 선발하여 비교하고, negative control은 배

양에 사용한 배지를 이용한다. ④ PCR product는 2% agarose gel상에서 전기영동을

수행하여 DNA band를 확인한다.

② Decarboxylase 효소의 활성을 측정하는 방법

Ÿ Biogenic amine은 아미노산의 decarboxylation에 의해 생성되므로, 미생물의 decarbo

xylase 효소의 활성을 측정하는 것으로 BA생성 유무를 확인 할 수 있다. 이러한 탈

탄산효소 활성측정은 Bover-cid와 Holzapfel의 방법을 바탕으로 측정 가능하다. ①

미생물을 decarboxylase medium(0.5% trypton, 0.5% yeast extract, 0.5% meat extra

ct, 0.25% sodium chloride, 0.05% glucose, 0.1% Tween 80, 0.02% MgSO4, 0.005%

MnSO4, 0.004% FeSO4, 0.2% ammonium citrate, 0.001% thiamine, 0.2% K2PO4, 0.0

1% CaCO3, 0.005% pyridoxal-5-phosphate, 0.4% amino acid(L-lysine, L-histidine,

L-ornithine, L-tyrosine, L-arginine), 0.006% bromocresol purple, pH 5.3)접종하여 3

7℃에서 배양한다. ② 배양시간 24시간에서 72시간까지 12시간 간격으로 배지색깔의

변화를 관찰하여 노란색으로 변하면 음성, 보라색으로 변하면 양성으로 표시한다. ③

이때의 색을 관찰하여 biogenic amine의 생성 여부를 판별한다.

③ HPLC를 이용한 분석법

Ÿ HPLC 분석을 위해서는 전통적으로 dansylchloride를 적용한 유도체화 방법이 많이 사

용되었다. dansylchloride를 이용하여 HPLC로 BA를 분석하는 방법은 다음과 같다.

Ÿ ① 우선 고체시료와 액체시료에 대해 0.1 M HCl을 처리하여 아민류가 잘 추출되도록

homogenization을 실시한다. ② 원심분리를 통하여 침전물을 제거한 상등액을 취하여

내부 표준물질과 dansylchloride를 넣어 유도체화 한다. ③ 수용성이 높은 BA들이 dan

syl기로 유도체화될 경우 지용성으로 화학적 특성이 바뀌게 되어 용매인 diethylether

를 통하여 분액할 때 유도체화된 바이오제닉 아민들이 분리정제 되게 된다. ④ 정제된
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시료는 C18 역상칼럼이 장착된 UPLC를 통하여 50% acetonitrile과 순수한 acetonitrile

을 사용한 gradient 조건에서 13분간 running시켜 10가지 BA(agmatin, tryptamine, 2-

phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, serotonin, tyramine, spermidine,

spermine)의 크로마토그램 피크를 확인할 수 있게 한다. ⑤ 내부 표준물질로는 1,7-dia

minoheptane을 사용할 수 있고, agmatine을 제외한 나머지 바이오제닉 아민은 UV 흡

광을 통하여 225 nm에서 정량 분석한다. ⑥ Agmatine 정량분석용 형광 검출기를 이

용하여 excitation 325 nm와 emission 525 nm로 설정하여 정량하다.

Ÿ 이 방법으로 분석 가능한 BA 중에서 putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, phe

nylethylamine만이 유해성과 관련된 것으로 보고되었으며, 나머지 바이오제닉 아민들

은 위해성과 관련한 결과가 보고된 바가 없다.

Ÿ HPLC 분석법에 앞서, LB broth등으로 발효한 경우 전처리 방법은 다음과 같다. ① 2

4시간 배양한 배양액을(9,950×g)의 속도로 4℃에서 15분간 원심분리한다. ② 상등액을

취하여 0.2 ㎛ 구멍의 크기의 필터를 이용하여 여과 후, 동결건조한다. ③ 동결건조된

샘플은 10배 농축된 농도로 증류수에 녹여준다. 농축된 샘플 2 mL에 5% 트리클로로

아세트산-0.4 M 과염소산 10 mL과 0.2 mg의 1,7-디아미노헵탄을 내부표준물질로 첨

가하여 준다. ④ 샘플을 vortex를 이용하여 10분간 잘 섞어준 후, 염화벤조일을 이용하

여 추출한다. ⑤ 유도체된 잔여물을 50% 메탄올에 용해하여, 이 샘플을 HPLC에 주입

하여 분석한다.

④ ELISA를 이용한 histamine 신속 검출방법

Ÿ 히스타민의 신속 검출을 위해 ELISA를 쓰는 방법도 현재 개발되어 있다. 이는 히스타

민 특이 항체를 이용하는 ELISA 방법이다. ELISA kit에서 histamine 정량을 위해 항

체에 고정화된 peroxidase와 발색기질간의 효소반응을 이용한다. 분석할 발효식품에

따라 pH 등 고려하여야 할 것이 있지만, 대략적인 방법은 다음과 같다. ① 시료 5 g을

물 25 mL과 혼합한 후 30분간 인큐베이션하고 BA를 추출한 후, 3,000×g에서 10분동

안 원심분리한다. ② 원심분리과정에서 고형분을 침전시키고, 상등액을 회수한다. ③ 1

차 추출 후 남은 고형분에 20 mL의 물을 추가로 넣어 혼합한 후 2차 추출을 동일한

방법으로 진행한다. ④ 1,2차 추출액을 합친 후, 3000×g에서 10분 동안 다시 원심분리

한 후에 상등액을 취해 90 µm 필터 페이퍼로 필터링을 실시한다. ⑤ 이렇게 해서 얻

어진 시료를 kit을 이용하여 측정한다.

(라) 주관 및 협동기관 제공 균주의 biogenic amine 생산능력 평가

Ÿ 상기 구축한 방법 중 decarboxylase 효소활성 측정법과 HPLC 및 GC/MS분석법을 이

용하여 주관기관 기초생리활성 우수 균주와 협동기관에서 종균으로 사용하고 있는 균

주를 제공받아 BA 생산능을 평가하였다.

Ÿ 실험법을 종합한 결과, 주관기관에서 제공한 22종 기초생리활성이 높은 균주 중 10종

균주(Lactobacillus brevis B151, Lactobacillus brevis G1, Lactobacillus fermentum K
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No 균 주 명

주관기관

제공균주

1차년도

선별균주

1 Lactobacillus brevis B151
2 Lactobacillus fermentum KCCM 200060
3 Lactobacillus plantarum G72
4 Lactobacillus plantarum Ln4
5 Lactobacillus plantarum Lb41
6 Lactobacillus brevis G1
7 Lactobacillus brevis KCCM 200080
8 Lactobacillus brevis KCCM 200054
9 Leuconostoc citreum S.Pum19

10 Pediococcus pentosaceus SC28

11 Lactobacillus brevis KCCM 200019

2차년도

선별균주

1 Lactobacillus brevis KCCM 202302

2 Lactobacillus brevis KCCM 202399
3 Lactobacillus buchneri KCCM 200793
4 Lactobacillus plantarum KCCM 202303
5 Lactobacillus plantarum KCCM 200650
6 Lactobacillus plantarum KCCM 200655
7 Lactobacillus plantarum KCCM 200656
8 Lactobacillus plantarum KCCM 200661
9 Lactobacillus plantarum KCCM 200693
10 Leuconosstoc lactis KCCM 202361
11 Leuconosstoc lactis KCCM 202369

충무발효 제공균주

1 Aspergillus oryzae 159-1
2 Asoergukkys ozyzae CF1001
3 Aspergillus Luchensis CF1005
4 Aspergillus oryzae 175-2

Table 2-14. 기초생리활성 및 프로바이오틱스 특성이 높은 균주 23종 수율 및

생산농도

CCM 200060, Lactobacillus brevis KCCM 200080, Lactobacillus brevis KCCM 20005

4, Pediococcus pentosaceus SC28, Lactobacillus brevis KCCM 200019, Leuconosstoc

lactis KCCM 202369, Lactobacillus brevis KCCM 202302 및 Lactobacillus brevis K

CCM 202399)는 BA 생산 가능성이 있으므로 BA가 생성되기 쉬운 발효식품용 종균으

로는 적합하지 않은 것으로 파악된다.

Ÿ 한편 협동기관에서 제공 발효식품 제조용 종균 4종은(Aspergillus oryzae 159-1, Aspe

rgillus oryzae CF1001, Aspergillus oryzae 75-2, Aspergillus luchuensis CF1005)은

BA가 생성되지 않는 것으로 판단되어 발효식품 제조에 적합한 종균임을 확인할 수

있었다.

① 주관기관 및 협동기관 제공 우수 균주 목록
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② Decarboxylase 효소 활성 측정법을 통한 생리활성 우수 균주의 BA 생산능 평가

Ÿ 상기 biogenic amine(BA)를 생성하는 균주를 스크리닝 하는 방법으로, BA는 아미노

산의 decarboxylation에 의해 생성되므로, 미생물의 decarboxylase 효소의 활성을 측

정하는 것으로 BA생성 유무를 확인할 수 있다. 이러한 탈탄산효소 활성 측정은 Bov

er-cid와 Holzapfel의 방법을 바탕으로 측정하였다. 사용한 균주는 주관기관에서 제공

한 22종 균주이며, 충무발효에서 제공한 5종 곰팡이의 경우 decarboxylase 효소활성

측정법을 통해서는 생산능 평가가 어렵기 때문에 GC/MS분석을 통한 생산능 평가만

진행하였다. 미생물을 MRS agar plate 활성화 시킨 후, 5 mL MRS broth에 계대 배

양하여 overnight으로 배양하였다. 배양액 200 μL를 decarboxylase medium(0.5% try

pton, 0.5% yeast extract, 0.5% meat extract, 0.25% sodium chloride, 0.05% glucose,

0.1% Tween 80, 0.02% MgSO4, 0.005% MnSO4, 0.004% FeSO4, 0.2% ammonium cit

rate, 0.001% thiamine, 0.2% K2PO4, 0.01% CaCO3, 0.005% pyridoxal-5-phosphate, 0.

4% amino acid(L-lysine, L-histidine, L-ornithine, L-tyrosine, L-arginine), 0.006%

bromocresol purple, pH 5.3)에 agar diffusion 방법으로 접종하여 37℃에서 배양하였

다. 배양시간 24시간에서 72시간까지 12시간 간격으로 배지색깔의 변화를 관찰하여

노란색으로 변하면 음성, 보라색으로 변하면 양성으로 표시하였다.

Ÿ 실험결과, 관찰 72시간까지 아래와 같은 결과를 보였는데, 접종한 배지의 색이 변하지

않으면 음성으로 BA 미생성 균주로 판단하였고, 보라색으로 변하면 decarboxylase

효소의 활성을 가진 균주로 BA 생성 균주로 판별하였다.

Ÿ 1차년도 균주 중에서는 1, 2, 6, 7, 8, 9 및 11번 균주에서 BA를 생성함을 확인할 수

있었다. 생성 BA종류별로 살펴보면 L-ornithine(putrescine 전구체)을 첨가한 decarbo

xylase medium에서 1번으로 표시된 Lactobacillus brevis B151과 6번 Lactobacillus b

revis G1 균주에서 약한 효소 활성 결과를 확인 할 수 있었다. L-arginine(spermidine

전구체)가 첨가된 decarboxylase medium에서는 2번으로 표시된 Lactobacillus fermen

tum KCCM 200060, 7번 Lactobacillus brevis KCCM 200080, 8번 Lactobacillus brev

is KCCM 200054, 10번 Pediococcus pentosaceus SC28, 11번 Lactobacillus brevis

KCCM 200019 균주들에서 양성의 결과를 확인하였으며, 2번과 11번의 균주 활성보다

7, 8, 9번 균주의 decarboxylase 효소의 활성이 강함을 확인 할 수 있었다. L-lysine(c

adaverine 전구체), L-histidine(histamine 전구체), L-tyrosine(tyramine 전구체), 첨가

된 decarboxylase medium에서는 효소활성이 없음을 확인하였다.

Ÿ 따라서 1차년도 균주 중 Lactobacillus brevis B151, Lactobacillus brevis G1, Lactob

acillus fermentum KCCM 200060, Lactobacillus brevis KCCM 200080, Lactobacillus

brevis KCCM 200054, Pediococcus pentosaceus SC28, 및 Lactobacillus brevis KCC

M 200019 균주는 BA 생성 가능성이 높은 균주로 판단되었다.

Ÿ 2차년도 균주 중에서는 2번과 11번 균주에서 BA가 생성됨을 확인 할 수 있었는데, L

-ornithine을 첨가한 decarboxylase medium에서는 사진에 11번으로 표시된 Leuconos

toc lactis KCCM 202369 균주에서 효소활성 결과를 확인 할 수 있었고, L-tyrosine

과 L-arginine가 첨가된 decarboxylase medium에서는 2번으로 표시된 Lactobacillus
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brevis KCCM 202399 균주에서 양성의 결과를 확인 할 수 있었다. L-lysine, L-histi

dine, 첨가된 decarboxylase medium에서는 효소활성이 없음을 확인하였다. 따라서 2

차년도 선별 균주 중에는 Leuconostoc lactis KCCM, 202369 Lactobacillus brevis K

CCM 202399 균주가 BA 생성 가능성이 높은 균주로 생각된다.

Ÿ 이상의 균주에 대해서는 HPLC 및 GC/MS분석을 통하여 BA 생성능을 한 번 더 확

인하였다.
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Figure 2-46. 주관기관 제공 생리활성 우수 균주의 cadaverine 생산능 확인.
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Figure 2-47. 주관기관 제공 생리활성 우수 균주의 histamine 생산능 확인.
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Figure 2-48. 주관기관 제공 생리활성 우수 균주의 putrescine 생산능 확인.
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Figure 2-49. 주관기관 제공 생리활성 우수 균주의 tyrosine 생산능 확인.
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Figure 2-50. 주관기관 제공 생리활성 우수 균주의 spermine/spermidine

생산능 확인.
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③ HPLC 및 GC/MS분석을 통한 생리활성 우수 균주의 BA 생산능 평가

Ÿ 1차년도에 선별한 균주를 대상으로 decarboxylase 효소의 활성 측정을 통한 실험에서

Lactobacillus brevis B151, Lactobacillus brevis G1, Lactobacillus fermentum KCCM

200060, Lactobacillus brevis KCCM 200080, Lactobacillus brevis KCCM 200054, Pe

diococcus pentosaceus SC28, 및 Lactobacillus brevis KCCM 200019 균주가 BA 생

성 가능성이 높은 균주임이 확인되었으므로, 이들의 BA 생성능을 HPLC분석을 통해

판별하였다.

Ÿ HPLC분석을 위해 spermine, phenylethylamine, methylamine, putrecine, histamine, t

yramine에 대한 표준품 분석 수행하였다.

Figure 2-51. Spermine, phenylethylamine, methylamine, putrecine,

histamine, tyramine 표준품 분석 결과.
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Ÿ 표준품 분석 결과를 바탕으로 Lactobacillus brevis B151(GK1), Lactobacillus brevis

G1(GK6), Lactobacillus fermentum KCCM 200060(GK2), Lactobacillus brevis KCC

M 200080(GK7), Lactobacillus brevis KCCM 200054(GK8), Pediococcus pentosaceu

s SC28(GK10), 및 Lactobacillus brevis KCCM 200019(GK11)의 spermine, phenyleth

ylamine, methylamine, putrecine, histamine 및 tyamine 분석 유무를 평가한 결과,

Table 2-15와 Figure 2-52∼58에서 제시한 바와 같이 decarboxylase 활성 측정법에

서 BA를 생성하는 것으로 확인된 7종 균주 모두(Figure 2-46∼50)에서 BA가 생성되

었음을 확인할 수 있었다.

Table 2-15. HPLC를 이용한 주관기관 제공 1차년도 기초생리활성 우수 종균의 바

이오제닉 아민 생성능 평가

균주 종류 생성 바이오제닉 아민

Lactobacillus brevis B151(GK1)
Histamie, methylamine,

putrescine, spermine,

phenylethylamine

Lactobacillus fermentum KCCM 200060(GK2)
Methylamine, spermine,

phenylethylamine

Lactobacillus brevis G1(GK6)
Methylamine, spermine,

phemylethylamine, histamine

Lactobacillus brevis KCCM 200080(GK7)
Tyramine, methylamine,

spermine, phenylethylamine

Lactobacillus brevis KCCM 200054(GK8)
Tyramine, methylamine,

spermine, phenylehthylamine

Pediococcus pentosaceus SC28(GK10) Methylamine, spermine

Lactobacillus brevis KCCM 200019(GK11)
Tyramine, methylamine,

spermine, phenylethylamine
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Figure 2-52. Lactobacillus brevis B151(GK1)의 바이오제닉 아민 생성능

측정 결과.

Figure 2-53. Lactobacillus fermentum KCCM 200060(GK2)의 바이오

제닉 아민 생성능 측정 결과.
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Figure 2-54. Lactobacillus brevis G1(GK6)의 바이오제닉 아민 생성

능 측정 결과.

Figure 2-55. Lactobacillus brevis KCCM 200080(GK7)의 바이오제닉

아민 생성능 측정 결과.
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Figure 2-56. Lactobacillus brevis KCCM 200054(GK8)의 바이오제닉

아민 생성능 측정 결과.

Figure 2-57. P ediococcus pentosaceus SC28(GK10)의 바이오제닉 아

민 생성능 측정 결과.

Figure 2-58. Lactobacillus brevis KCCM 200019(GK11)의 바이오제

닉 아민 생성능 측정 결과.
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Ÿ 주관기관에서 제공한 2차년도에 선별한 균주와 협동기관 충무발효에서 제공한 곰팡

이를 대상으로 GC/MS분석을 실시하였다.

Ÿ 바이오제닉 아민 분석을 위한 시료 전처리는 다음과 같이 수행하였다. Sample 2 mL

에 toluene 2 mL을 넣어 섞어준 후 0.5 M phosphate buffer(pH 12) 1 mL과 유도체

시약 IBCF(isobutyl chloroformate) 25 μL을 넣어 vortexing하여 잘 섞어준 후 10분

동안 shaking시키고, 3,500 rpm에서 5분 동안 원심분리하였다. 아민 중 tyramine은 to

luene 층 600 μL을 따내어 speed vac으로 건조 후 toluene 70 μL로 다시 녹여 GC/M

S로 분석하였다. 나머지 아민들은 원심분리 되어진 toluene 상층액을 1.2 mL 따내고

alkaline MeOH 1.2 mL 첨가 후 5분간 shaking 한 다음 5 M NaOH 3.6 mL을 넣어

섞어준 후 5분 동안 shaking한 후 3,500 rpm에서 5분간 원심분리하여 toluene층을 80

0 μL를 따내어 speed vac으로 건조 후 다시 toluene 100 μL로 녹여준 후 GC/MS로

분석하였다. 본 분석에 사용된 표준물질은 histamine, tryptamine, cadaverine, putresc

ine, phenethylamine, isopentylamine, tyramine 7종이며, 표준물질도 동일한 방법으로

분석하였다.

Table 2-16. 주관기관 및 협동기관 제공 균주의 바이오제닉 아민 생성능 분석을 위

한 GC/MS 분석 조건

분석장비 Ÿ GC-20010 Plus, GCMS-TQ 8030(Shimazu, Tokyo, Japan)

GC조건

Ÿ Inject volume: 1 μL

Ÿ Column: DB-5 column(30 mm×0.25 mm id, 0.25 um film thickness; J

&W Scientific, Santa Clara, CA., U.S.A)

Ÿ Column oven temp: 100℃

Ÿ Injection temp: 230℃

Ÿ Column flow: 0.87 mL/min

Ÿ Carrier gas: Helium

Ÿ Analyzed method: 100℃ for 1 min, increased to 160℃ at 10℃/min, i

ncreased to 280℃ at 25℃/min, and then held at 280℃ for 12 min.

MS조건

Ÿ MRM mode

Ÿ Ion source temp: 230℃

Ÿ Interface temp: 280℃

Ÿ Detector voltage: 0.1 kV

Ÿ Event time 0.03 s, 15 ev
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Figure 2-59. Spermine, phenylethylamine, methylamine, putrecine, histamine,

tyramine 표준푼 분석 결과.



- 208 -

Strain

Histami

ne

(ng/mL)

Trypta

mine

(ng/mL)

Phenyle

thylami

ne

(ng/mL)

Tyrami

ne

(ng/mL)

Putresin

e

(ng/mL)

Isopenty

lamine

(ng/mL)

Cadaver

ine

(ng/mL)

Leuconostoc

lactis KCCM

202369

0.910 82.616 199.610 9.983 0.614 0.429 0.832

Leuconostoc

lactis KCCM

202361

6.600 16.927 106.831 10.017 0.185 0.336 0.193

Lactobacillus

plantarum

KCCM

200656

1.221 37.339 116.797 11.982 0.140 0.332 0.148

Lactobacillus

plantarum

KCCM

200693

0.484 22.410 81.090 10.508 0.120 0.302 0.091

Lactobacillus

plantarum

KCCM

0.212 18.834 118.324 10.559 0.082 0.385 0.060

Ÿ GC/MS분석을 통해 2차년도에 주관기관에서 제공한 11종 기초생리활성이 높은 균주

주 중 Leuconosstoc lactis KCCM 202369는 tryptamine, phenylethylamine 및 tyramin

e을 Lactobacillus brevis KCCM 202302는 histamine, putresine 및 cadaverine을 Lact

obacillus brevis KCCM 202399는 phenylehthylamine과 tyramine을 과량 생성함을 확

인하였다. 따라서 이들 균주는 발효식품용 종균으로는 적합하지 않은 것으로 파악된

다.

Ÿ 한편 협동기관인 충무발효에서 제공한 발효식품 제조용 종균 4종에 대한 바이오제닉

아민 생성능을 분석한 결과, Aspergillus oryzae 159-1, Aspergillus oryzae CF1001,

Aspergillus oryzae 75-2는 균주를 접종하지 않은 PDB 배지에서 검출된 BA보다 적

은 양은 BA가 검출되어 이들 균주는 BA를 생성하지 않는 안전한 균주로 종균으로

이용하기 적합함을 확인하였다. Aspergillus luchuensis CF1005의 경우 histamine, phe

nylethylamine, tyramine, putresine, isopentylamine, cadaverine은 검출되지 않았으나,

tryptamine이 균주를 접종하지 않은 PDB 배지에서 검출된 함량인 2.879보다 약간 높

은 3.138 μg/mL이 검출되었다. 하지만 매우 소량 검출된 것으로 Aspergillus luchuens

is CF1005 역시 발효식품용 종균으로 사용하기에 무리가 없는 것으로 판단된다.

Table 2-17. 주관기관 및 협동기관 제공 균주의 바이오제닉 아민 생성능 측정결과
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200650
Lactobacillus

plantarum

KCCM

202303

0.513 15.421 86.266 10.339 0.119 0.283 0.082

Lactobacillus

plantarum

KCCM

200655

0.248 20.310 90.262 17.267 0.099 0.302 0.064

Lactobacillus

plantarum

KCCM

200661

1.319 31.271 99.068 10.881 0.136 0.289 0.144

Lactobacillus

brevis KCCM

202302

110.319 45.720 172.646 9.678 358.233 00.587 75.371

Lactobacillus

brevis KCCM

202399

2.371 45.923 1973.220 242.790 0.518 00.549 0.702

Lactobacillus

buchnri

KCCM

200793

0.211 14.618 93.191 9.441 0.084 0.307 0.059

MRS 7.510 54.952 171.161 9.509 1.065 0.368 1.598

Aspergillus

oryzae 159-1
0.000 0.000 9.736 5.246 0.067 0.062 0.025

Aspergillus

oryzae

CF1001

0.000 0.000 8.712 5.415 0.035 0.050 0.021

Aspergillus

luchuensis

CF1005

0.000 3.138 9.158 9.455 0.066 0.055 0.024

Aspergillus

oryzae 75-2
0.000 0.290 9.361 7.168 0.058 0.057 0.027

PDB 0.000 2.876 9.619 11.123 0.047 0.060 0.030
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(2) 주류의 에틸 카바메이트(ethyl carbamate, 이하 EC) 규제 현황 및 EC 평가시스템 구

축

(가) EC의 특성

Ÿ EC는 와인, 맥주, 위스키, 과실주, 리큐류와 같은 주류 및 빵, 요구르트, 빵 등의 발효

식품에서 자연적 혹은 저장 숙성과정에서 발생되는 물질이다. 이는 임상이나 실험동물

에서 마취제로 사용되기도 하며, 가공식품의 생산 및 저장시 식품 내에 존재하는 hydr

ocyanic acid, urea, 에탄올 등이 EC의 전구체가 될 수 있다.

Ÿ EC는 미국에서 상용적으로 생산되어 왔으며, antineoplastic agent와 다른 의약용도로

사용되어왔는데 1943년에 EC의 발암성이 동물실험으로 입증되었으며 그 사용이 중단

되었다. 1970년대 초기 식품 및 주류의 EC 함유가 확인되었다. 1980년대 중반에 주류

에 광범위하게 함유되어 있는 EC가 확인되었다. EC의 발암성이 확인된 이후에 미국

FDA에서 의약용 용도로의 사용이 제한되었다. 2007년 IARC에 의해서 Group 2A carc

inogen으로 격상되었다. EC는 작은 양을 사용하여 실험동물에서 마취제로 쓰이고 있

는데, 실험동물에서의 유전독성 및 여러 세포에 대한 발암성이 확인되어 인체에도 발

암가능물질로 보고되고 있다. 이로 인해서 유럽연합을 비롯한 선진국들에서 EC의 인

체 위해성에 대한 연구를 수행하고 있다.

Ÿ 2005년에 개최된 제 64차 JECFA 회의에서 EC가 rat외 mouse에서 유전독성물질 및

다장기 발암물질로 평가되었다. BMDL(bench mark dose, level: 유해영향 발생이 일정

비율 나타날 것으로 예측되는 통계적 산출용량)을 0.3∼0.5 mg/kg·bw/day로 설정하였

다. 알코올음료를 제외한 식품에서의 노출량은 미미하여 고농도로 검출되는 알코올음

료에서는 EC 저감화를 추진하여 식품 중 노출을 최소화할 것을 권고 하고 있다. EC

의 체내 대사과정은 세 가지로 요약될 수 있다. 에스터라아제와 같은 효소와 반응에

의해 에탄올, 이산화탄소, 암모니아와 같은 생성물이 형성되는 가수분해 과정, cytochr

ome p450에 의해 대사되어, N-hydroxycarbamate, a-hydroxy ethyl carbamate, vinyl

carbamate와 같은 산물을 만드는 수화 및 산화 과정으로 나뉜다. 이중에 vinyl carba

mate는 산화되어 vinyl carbamate epoxide를 형성하는데 이것이 유전자나 단백질과

반응하여 EC 발암성의 원인이 되는 것으로 추정되고 있다.
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Figure 2-60. EC의 체내 대사과정(출처: The EFSA Journal 551:1-44, 2007).

(나) 주류 내 EC 국내·외 규제 현황

Ÿ 국제적 규제의 시초는 1986년 캐나다 정부에서 유통 중인 주류에서 EC 함량을 조사한

결과 핵과(자두, 복숭아, 체리 등)를 원료로 한 과실주에서 EC가 높게 검출됨을 언론

에 발표하면서이다. 이로서 캐나다는 현재 여러 선진국 중에 EC에 대한 규제가 가장

강력한 국가가 되었다. 캐나다 정부의 경우는 와인 내 EC의 규제농도를 30 ppb로 규

정하고 있으며, fortified wine은 100 ppb, 증류주는 150 ppb로 각각 규제하고 있다. 또

한, 사케에서는 200 ppb 과일브랜디에서는 400 ppb로 규제하고 있다.

Ÿ 유럽은 EFSA를 중심으로 해서 EC의 분석법 개발 및 모니터링 그리고 발암성과 관련

된 독성평가등을 지속적으로 진행하여 왔다. 유럽연합의 경우 통일된 EC 규제농도가

있는 것이 아닌 개개의 국가가 EC 규제농도를 가지고 있다. 체코의 경우 캐나다의 규

제농도와 매우 유사하고, 프랑스는 증류주 150 ppb, 과일브랜디를 1000 ppb로 규제하

고 있다. 독일은 과일브랜디의 경우만 800 ppb로 규제하고 있다. EU의 경우 과일브랜

디 중 stone fruit spirit과 stone fruit marc spirit에 한해서는 1000 ppb 이하로 EC를

규제하고 있다.

Ÿ 미국은 1997년 FDA에서 포도주 제조시 EC 저감화를 위하 예방매뉴얼을 만들어 양조

업자들이 자발적으로 참여하도록 권고하였고, 수입품의 경우에도 이 기준을 준수하도

록 하고 있다.
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Ÿ 국내의 경우는 모 언론의 수입 포도주에 상당량의 EC가 함유되어 있다는 보도에 의해

서 식품의약청안전청에 의해 서둘러 허용기준을 정하였고, 2008년 1월 31일 포도주 30

ppb 이하로 규격기준을 만들 것을 입안예고(제 2008-25호)했으나 현재까지 시행되지

는 않았다. 이는 EC가 유통 및 보관 중에 온도변화에 따라 달라질 수 있고, 이 허용기

준을 모든 발효식품에 확대할 경우 한국식품의 특징인 발표식품 전반에 대한 불신을

소비자에게 가져다 줄 수 있다는 문제 제기에 의한 것으로 사료된다.

Country

Ethyl carbamate maximum levels(ppb)

Wine Fortified
wine

Distilled
spirits Sake Fruit

brandy

Canada/Czech
Republic 30 100 150 200 400

Germany 800

Brazil 150

EU 1000

France 150 1000

USA 15 60

Table 2-18. 주류 내 EC 국외 규제 현황(식약처, 2011)

Ÿ EC의 발암가능성은 비록 실험동물에서 확인된 것으로 제한되어 있지만, 선진국을 중

심으로 이에 대한 모니터링이 지속되고 있으며, 이에 대한 규제도 구축되어 있기 때문

에 유럽이나 북미 지역 등의 수출 상품에 대해서는 EC의 제한이 필요할 것으로 사료

된다.

Ÿ EC가 유통이나 보관 중의 관리방법에 의해서 함유량이 변화할 수 있다고 하나 국민

건강을 위해서 정확한 기준 및 규격을 정하여 국민에게 안전한 식품을 제공하는 것이

장기적으로 필요하다고 할 수 있다.

Ÿ 대표적인 전통식품이 발효식품이므로 지속적인 모니터링을 통해서 관리할 필요가 있

고, 이를 통해 국민들이 안심하고 먹을 수 있는 환경을 조성할 필요가 있다.

Ÿ 주류의 경우 균주의 EC 생성능이 해당 주류의 EC 함유량과 매우 밀접한 관계를 가지

고 있고, EC의 저감화를 위해서 균주 자체의 EC 생성능 억제가 자체가 중요하므로

균주의 EC 생산능을 평가하는 것이 중요하다.

Ÿ 발효식품에서 사용되는 균주에서도 균주의 EC 생산능력을 평가하여 EC가 저감화되어

있는 균주를 사용하는 것이 복잡한 식품 매트릭스에서 샘플을 준비하여 분석하는 것

보다 효율적일 수 있고, 한꺼번에 여러 균주를 테스트 할 수 있는 이점도 있다.
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(다) EC 평가시스템 구축

① 주류 제조용 효모의 EC 평가시스템 구축

Ÿ 주류 내 EC 함유량은 효모의 EC 생산능력이 중요한 원인이고 이는 효모가 생산해내

는 알코올과 urea가 오랜 시간 높은 온도를 유지했을 때 생성되는 것으로 알려져 있

으므로 효모의 urea 생성능과 EC의 생성능의 상관관계를 파악하는 것이 중요할 것으

로 사료된다. 또한, EC의 측정을 위해서는 주류의 EC 함유량을 측정한다고 해도 복

잡한 샘플준비과정을 요구되고, GC-MS라는 고가의 전문인력을 필요로 하는 장비가

필요하기 때문에 간단한 평가방법이 요구되고 있다. 따라서 본 연구에서는 효모 균주

의 EC 생성능력을 평가하기 위하여 GC-MS를 이용하여 EC를 평가하는 방법을 구축

하고 더불어 효모의 urea 생산능력이 배지 내 EC의 생성과 어떻게 연관되는지를 파

악하여 EC 저감화 주류 제조용 효모 선별에 활용 가능한 urea 생산능 측정을 통한

간접적인 EC 측정법을 제시하였다.

② Urea 평가시스템 구축

Ÿ 균주의 EC 생성능을 측정하기 위해 배지조성은 제한배지인 yeast synthetic media(glu

cose 180 g/L, arginine 1 g/L)를 사용하였다. 사용 균주는 한국식품연구원 보유 21개

의 효모 균주와 lab strain인 BY 4742 strain을 사용하였다.

Ÿ 제한 배지(SCD 180 g/L)에 1% 아르기닌을 첨가하여 30℃, 100 rpm에서 26시간동안

발효를 진행하였다.

Ÿ Urea의 lab strain인 BY4742와 주류산업용 효모 21종에 대하여 배지 내의 urea양을

측정하였다.

Ÿ 첨가된 urease와 배지 내 urea의 반응에 의해 pH가 변화하는 colorImetric assay를 통

해 효모에 의해 생성된 urea양 측정하였다.

Ÿ 측정결과 urea의 양이 두드러지는 균주가 5, 11, 18번인 것으로 확인되었으며, 그 이외

의 균주는 0.05 mM/100 mL 이하인 것으로 확인되었다.
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Figure 2-61. 보유효모(yeast strains 1, BY4742; 2-22, industrial

strain)의 urea 생성능.

KFRI No. 균주 수집 지역

Y64-5 해미

Y89-1-3 합천

Y89-3-1 합천

Y89-5-1 합천

Y91-4 합천

Y98-2 계룡

Y98-5 계룡

Y99-7 안동

Y111-5 안동

Y113-8 하동

Y-APP-6 산청

Y-APP-11 산청

Y-H4-2 산청

Y157-1 예산

Y183-2 곡성

Y193-5 안성

Y228-1 성주

Y268-3 예산

Y277-10 태안

Y282-1 안면도 남면

Y-H1-1 산청

BY4742 Lab strain

Table 2-19. EC 평가를 위해 사용된 한국식품연구원 보유 주류 생산용 효모



- 215 -

③ EC 평가시스템 구축

Ÿ 제한 배지에서 EC를 평가할 수 있도록 EC 측정용 sample prep. 방법을 구축하였다.

Ÿ EC와 internal control인 BC(butyl carbamate, 400 ng/mL로 고정)를 통해서 standard

curve를 작성하였다. 이때 사용한 EC의 양은 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 ppb를 사

용하였다.

Ÿ GC-MS의 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ) 값을 구함. LOC=0.015 ppm, LOQ=0.0044

ppm (n=7, avg. of slope=1.628, stdev. of intercept=0.007)

Ÿ EC가 저장 과정에서 발생하는 것이므로 urea 측정 발효과정과 동일한 과정으로 중비

된 시료 20 mL을 71℃에서 20일 동안 저장하였다. EC는 저장일수가 늘어날수록 늘어

날 것이지만 종균을 파악하기에 너무 긴 시간을 사용할 수 없으므로 20일로 기간을

제한하였다.

Ÿ 20일 동안 저장한 시료를 5 mL을 중성화 시키고 internal control인 BC를 400 ng/mL

첨가하고 여기에 40 mL 물을 넣고, chemelut 컬럼에 가한 후 dichloromethane을 80

mL로 정제하였다. 정제한 용액을 0.2 mL로 농축한 후 GC-MS로 측정하였다.

Figure 2-62. The standard curve to calculate amount of EC in the

medium. We calculated EC concentration in the media

based on the equation in the box.

④ 산업화 균주의 EC 평가

Ÿ Urea를 측정했던 22개 균주의 주류 발효공정에서의 EC 생성량을 측정하였다.

Ÿ BY 균주를 비롯하여 대부분의 균주들이 검출한계 이하로 EC가 생성되는 것으로 파악

되었다.
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Strain number Strain name
Urea

concentration
(mM/100 mL)

EC concentration(ppb)

1 BY4742 0.006 N.D.a

2 H1-1 0.012 N.D.

3 H4-2 0.021 N.D.

4 APP-6 0.038 N.D.

5 APP-11 0.300 30.72

6 Y 54-5 0.029 N.D.

7 Y 89-1-3 0.023 N.D.

8 Y 89-3-1 0.031 N.D.

9 Y 89-5-1 0.041 N.D.

10 Y 91-4 0.034 N.D.

11 Y 98-2 0.189 31.74

12 Y 98-5 0.025 N.D.

13 Y 99-7 0.014 N.D.

14 Y 111-5 0.014 N.D.

15 Y 113-8 0.021 N.D.

16 Y 157-1 0.030 N.D.

17 Y 228-1 0.025 N.D.

18 Y 262-6 0.169 34.55

19 Y 268-3 0.000 N.D.

Figure 2-63. The GC-MS spectrum displaying the EC production in

the medium(the strain 18). The peak corresponding to

the EC production was indicated by the red arrow.

Table 2-20. EC concentrations in the media of the industrial yeast strains
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20 Y 277-10 0.014 N.D.

21 Y 282-1 0.004 N.D.
aN.D. = Not detected(less than LOQ)

Ÿ EC가 검출한계 이상으로 생성된 균주들은 모두 30 ppb 이상 EC가 생성되는 것으로

파악되었고, 이 균주의 urea 생성량은 0.219±0.058 mM/100 mL로 나머지 균주들의 ur

ea 생성량 (0.021±0.011 mM/100 mL)과 현저한 차이를 보이므로 EC의 생성량과 urea

생성량이 매우 밀접한 연관성이 있다고 볼 수 있다.

Ÿ 이러한 연관성을 이용하여 상대적으로 고가의 장비(GC-MS)를 이용하고, 숙련된 기술

을 요하는 EC분석보다, kit 등을 사용하여 비색법으로 간단하게 분석할 수 있는 urea

검출을 통해서 EC 생성 균주를 파악하는 것이 가능하며, 주류생산 중소기업에서 EC

생성을 제한하기 위해서 urea 생성량이 0.1 mM/100 mL 이하의 균주만을 선별하여 종

균으로 사용하는 것이 가능할 것이라고 판단된다.

다. 최종 선별 기능성 우수 균주 Lactobacillus plantarum Ln4에 대한 안전성 평가

Ÿ 연구기간동안 6,000주 미생물을 대상으로 주관기관과 협동연구기관에서 실시한 생화

학적 특성, 기초생리활성 및 기능성 시험 결과를 바탕으로 최종 우수 균주인 Lactoba

cillus plantarum Ln4를 확보하였고, 이에 L. plantarum Ln4의 안전성 확인하기 위해

젤라틴 액화, 용혈성, indol/urea 생성능, 바이오제닉 아민 생성능, 유해효소 생산능,

항생제 내성, 마우스를 이용한 단회경구투여 독성평가를 실시하였다.

Ÿ 상기 항목에 대한 실험결과, L. plantarum Ln4은 젤라틴 액화 음성, 용혈성 음성, 인

돌, 요소 및 바이오제닉 아민들의 유해물질을 생성하지 않으며, β-glucuronidase 등의

유해효소를 생성하지 않았다, 또한 마우스를 이용한 급성경구독성 실험에서도 경구투

여에 따른 독성징후가 관찰되지 않아 식품산업용 균주로 적합한 안전한 균주임을 확

인 할 수 있었다.

(1) 젤라틴 액화 실험

Ÿ 용혈성 실험을 위해 L. plantarum Ln4는 MRS 고체배지에서 37℃, 24시간 배양하여

활성화 상태로 준비하였다. MRS 배지에 젤라틴을 첨가하여 제조한 배지에 L. planta

rum Ln4를 접종한 후 37℃에서 48시간 배양한 뒤 젤라틴 영양 배지를 4℃에서 4시

간 방치한 후 배지의 응고 여부를 확인하였다.

Ÿ 시험결과 L. plantarum Ln4를 접종한 배지에서는 액화반응이 확인되지 않았다(Table

2-21).
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(2) 용혈성 실험

Ÿ 용혈성 실험을 위해 L. plantarum Ln4는 MRS 고체배지에서 37℃, 24시간 배양하여

활성화 상태로 준비하고 sheep blood agar plate(아산제약)에 접종하여 37℃에서 48시

간 배양한 뒤 집락주변에 나타난 α,β 및 γ 용혈성 패턴을 확인하였다.

Ÿ 실험결과 L. plantarum Ln4는 γ 패턴을 보여 용혈활성이 없는 안전한 균주임을 확인

할 수 있었다(Table 2-21).

(3) Indol/urea 생성능

Ÿ Indol/urea 생성능은 알아보기 위해 MB cells에서 indole/urea test kit를 구매하여 실

험을 진행하였고, 결과 비교를 위해 positive control로 E. coli KCCM 41300을 사용

하였다. L. plantarum Ln4 균주는 MRS 고체 배지에서 37℃, 24시간 배양하여 활성

화 상태로 준비하고, sterile loop로 colony 중 2∼3개를 취해 Urea/ Indole test mixtu

re에 풀어준 뒤 37℃에서 4시간 동안 배양하였다. 배양 후에는 Kovac’s-Reagent 시

약을 처리하여 색 변화를 관찰하고 인돌(indole) 및 요소(urea) 생성 여부를 확인하였

다.

Ÿ 실험결과 L. plantarum Ln4는 indol 및 urea 등의 유해물질을 생성하지 않는 것으로

확인되었다(Table 2-21).

E. coli L. plantarum Ln4

젤라틴 액화 반응 음성
용혈성 검사 음성
Indole 양성 음성

Urea 음성 음성

Table 2-21. Lactobacillus plantarum Ln4의 안전성 평가 결과

(4) 바이오제닉 아민 생성능

Ÿ L. plantarum Ln4의 바이오제닉 아민 생성능은 decarboylase 활성측정법을 이용하

여 cadaverine, histamine, putrescine, tyrosine, spermine, spermidine 생성능을 측정

하였다. 실험결과 해당 바이오제닉 아민이 생성되는 않는 것으로 나타나 식품용 종

균으로 사용하기 적합한 균주임을 확인할 수 있었다(Figure 2-46∼50의 1차년도 균

주 4번 disc 결과 참고)
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(5) 유해효소 생산능

Ÿ 미생물이 생산할 수 있는 유해 효소인 β-glucuronidase 생산능은 API zym kit를 이

용하여 측정하였으며, 본 실험은 주관기관에서 실시하였다. 실험결과 L. plantarum L

n4는 대장암을 유발할 수 있는 유해효소인 β-glucuronidase를 생성하지 않는 것으로

확인되었다(Table 1-15, Ln4 결과 참고).

(6) 항생제 내성 측정

Ÿ L. plantarum Ln4의 항생제 내성 실험은 디스크 확산법으로 측정하였다. 미리 접종

시킨 균액을 원심분리기(12,000 rpm, 15분)를 이용하여 균체를 회수한 후 105 CFU/

mL로 희석한 후 고체배지에 도말을 하였다. 그 위에 미리 멸균시킨 paper disc를

올려놓은 뒤 Clinical and Laboratory Standard Institute(CLSI)기준에 사용되는 항

생제를 이용하여 50 μL씩 접종시킨 후 37℃에서 24시간 배양시킨 후 Inhibition zon

e의 크기에 따라 항생제 저항성 정도를 판별하여 측정하였다. 실험결과 L. plantaru

m Ln4는 유산균에서 일반적으로 내성을 보이는 gentamycin, kanamycine, streptom

ycin, ciprofloxacin을 제외한 항생제에 대해서는 저항성을 보이지 않아 식품산업용

으로 사용이 적합함을 확인한 수 있었다(Table 1-24 Ln4 결과참고).

(7) 마우스를 이용한 단회투여독성시험

(가) 실험방법 및 결과

Ÿ L. plantarum Ln4의 단회독성평가를 위해 Orientbio Inc.에서 6주령 ICR계 마우스를

암수 각각 5마리 구입하였다. 반입시 동물의 외관 검사를 실시하고, 전자저울(CP3202

S, Sartorius, Germany)로 체중을 측정하였다. 7일간의 순화기간 중에 매일 1회 일반

증상을 관찰하여 확인하여 모든 동물에 이상이 없음을 확인하였고 입고 및 순화종료

후의 체중을 기록하였다. 순화종료 후 평균체중이 균등하도록 무작위로 암수 각 2

군, 군당 5마리로 군 분리한 후 온도 25.0°C, 상대습도 45.7∼60.2%, 명암주기(조명시

간) 12시간 조건에서 마우스를 사육하였으며, 음용수와 고형사료(Teklad Certified Irr

adiated Global 18% Protein Rodent Diet 2918C)는 자유섭취시켰다.

Ÿ L. plantarum Ln4의 최종적용예정경로는 경구이기 때문에 투여경로는 경구로 선택하

였다. 개체별 투여액량은 절식 후(투여당일)의 체중을 기준으로 산출하였으며, 경구투

여용 존데를 부착한 일회용 주사기(1 mL)를 이용하여 위내에 단회 강제 투여하였다.

모든 동물은 투여 전에 약 4시간 이상 음수는 자유섭취시키면서 절식시키고, 투여 후

약 2시간에 사료를 급여하였다.
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Ÿ 투여농도는 L. plantarum Ln4 생균으로 0, 1×109, 1×1010 및 5×1010 CFU/day 농도로

단회 투여하였으며, 투여 후 14일간 치사 및 이상반응 발생 여부를 관찰하였으며, 14

일 이후에는 해부 후 장기이상관찰, 혈액학적 검사 및 혈액생화학적 검사를 수행하였

다.

Ÿ L. plantarum Ln4 투여당일(0일)에 투여 후 30분, 1, 2, 4 및 6시간째에 일반상태(독

성징후의 종류, 발현시기, 회복시기 등)및 사망유무를 관찰하였다. 투여 후 1일부터 1

4일까지는 매일 1회 일반증상을 관찰하였으며, 체중은 투여당일(투여 전), 투여 후 1,

3, 7 및 14일(부검일)에 측정하였다. 관찰기간 종료 후 부검하였으며, 혈액을 취하여

혈액학적 및 혈액생화학적 검사를 수행하였다.

Ÿ 혈액학적 검사를 위해 부검 전 약 4시간 이상 절식시킨 후, 부검일에 isoflurane으로

마취하여 후대정맥으로부터 혈액을 채취하였다. 혈액학적 검사는 채취한 혈액 약 0.2

mL을 EDTA 함유 tube에 넣은 후, 혈구 분석기(ProCyte DX, IDEXX, U.S.A.)로 적

혈구수(total erythrocyte count, RBC), 혈색소량(hemoglobin, HGB), 헤마토크리트치

(hematocrit, HCT), 평균적혈구용적(mean corpuscular volume, MCV), 평균적혈구헤

모글로빈량(mean corpuscular hemoglobin, MCH), 평균적혈구헤모글로빈농도(mean c

orpuscular hemoglobin concentration, MCHC), 혈소판수(platelet count, PLT), 백혈

구수(total leukocyte count, WBC)를 측정하였다.

Ÿ 혈액생화학적 검사를 위해 채혈한 혈액을 3,000 rpm으로 10분간 원심분리 후 혈청을

취하여 혈액생화학 분석기(7180, HITACHI, Japan)로 알라닌 아미노기전이효소(alanin

e aminotransferase, ALT), 아스파테이트 아미노기전이효소(aspartate aminotransfera

se, AST), 알칼라인 포스파타제(alkaline phosphatase, ALP), 혈액요소질소(blood ure

a nitrogen, BUN), 크레아티닌(creatinine, Crea), 총 단백질(total protein, TP), 알부민

(albumin, Alb), A/G ratio, 총콜레스테롤(total cholesterol, T-Chol), 트리글리세라이

드(triglycerides, TG), 혈당(glucose, Glu)을 측정하였다.

Ÿ L. plantarum Ln4 생균으로 0, 1×109, 1×1010 및 5×1010 CFU/day 농도투여한 후 14일

동안 관찰한 결과, 모든 실험군에서 사망한 쥐는 관찰되지 않아 LD50은 5×1010 CFU/

day을 선회하는 것으로 추정하였다(Table 2-22∼23). 치사량뿐만 아니라 행동이상에

서도 L. plantarum Ln4 투여 직후부터 6시간 이내는 물론 관찰이 진행된 14일 동안

대조군과 구별되는 시험물질 투여와 관련된 어떠한 이상소견(보행 장애, 행동이상, 웅

크림, 설사, 부종, 호흡촉박, 몸단장, 뛰어오름, 유루, 무기력증, 구토, 비루, 마비, 유연

등)도 관찰되지 않았으며, 체중 변화, 사료 및 음용수 섭취량도 대조군과 유의적인 차

이가 나타나지 않았다(Table 2-24∼27). 또한 부검 후 적출한 장기에서 무게변화나

육안관찰상의 이상이 발견되는 장기는 없었다(Table 2-28∼29). 부검일 안와정맥을

통해 혈액을 취한 후 백혈구수(WBC), 적혈구수(RBC), 헤마토크리트치(HCT), 평균적

혈구용적량(MCV), 평균 혈구 헤모글로빈량(MCH), 평균 헤모글로빈농도(MCHC), 혈

소판수(PLT)를 측정하였다. 대조군과 L. plantarum Ln4 투여군의 평균값과 표준편차

로 결과를 비교한 결과(Table 2-30∼33), 모든 실험군에서 L. plantarum Ln4 투여에

따른 변화가 관찰되지 않았다.
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Group

(CFU/hea

d/day)

Day after treatment LD50

(CFU/head

/day)0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

>5×1010
1×109

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

1×1010
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

5×1010
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

Ÿ 또한 동일한 방법으로 채취한 혈액의 생화학적 분석결과(Table 2-30∼31) L. plantar

um Ln4를 투여한 모든 실험군과 대조군에서 정상범위를 나타내었으며, 실험구간에

통계학적으로 유의성 있는 차이는 관찰되지 않았다.

 Table 2-22. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(수컷,

N=5)의 치사율 

Group

(CFU/hea

d/day)

Day after treatment LD50

(CFU/he

ad/day)0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

>5×1010
1×109

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

1×1010
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

5×1010
0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

0/

5

 Table 2-23. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(암컷,

N=5)의 치사율 
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Table 2-24. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(수컷,

N=5)의 이상반응 관찰결과

Group

(CFU/

head/d

ay)

No

of

anim

als

Clinic

al

sign

Hour(Day 0)

after dosing
Day after dosing

0.5 1 2 4 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0 5
NOA
*

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1×109 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1×1010 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

5×1010 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

  *NOA : No Observable Abnormality

Table 2-25. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(암컷,

N=5)의 이상반응 관찰결과

Group

(CFU/

head/d

ay)

No

of

anim

als

Clinic

al

sign

Hour(Day 0)

after dosing
Day after dosing

0.5 1 2 4 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0 5
NOA
*

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1×109 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1×1010 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

5×1010 5 NOA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

 *NOA : No Observable Abnormality

Table 2-26. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(수컷,

N=5)의 체중 변화

Group

(CFU/head/day)

Day after treatment

0 7 14

0 26.32±1.95 34.13±2.83 38.26±3.76
1×109 25.40±1.70 33.76±1.08 36.92±1.84
1×1010 26.00±2.08 33.15±2.34 36.50±2.83

5×1010 25.45±2.43 32.14±3.06 35.54±3.16
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Group

(CFU/h

ead/day

)

Organ weight (g/head), 절대중량 Organ weight (g/100 g), 상대중량

Spleen

(g)

Kidney

(g)

Liver

(g)

Small

intestine

(g)

Spleen

(g)

Kidney

(g)

Liver

(g)

Small

intestine

(g)

0
0.110±

0.019

0.603±

0.059

1.937±

0.271

1.652±

0.216

0.289±

0.042

1.580±

0.127

5.052±

0.308

4.309±

0.243

1×109
0.121±

0.017

0.642±

0.048

1.925±

0.085

1.722±

0.188

0.330±

0.051

1.740±

0.115

5.219±

0.166

4.676±

0.585

1×1010
0.120±

0.014

0.608±

0.049

1.866±

0.180

1.776±

0.278

0.328±

0.031

1.667±

0.093

5.101±

0.158

4.847±

0.415

5×1010
0.115±

0.024

0.547±

0.064

1.723±

0.225

1.584±

0.148

0.321±

0.046

1.540±

0.129

4.835±

0.299

4.463±

0.286

Table 2-27. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(암컷,

N=5)의 체중 변화

Group

(CFU/head/day)

Day after treatment

0 7 14

0 24.26±1.74 28.89±2.36 32.98±3.18
1×109 24.62±1.76 27.56±1.44 30.28±1.99
1×1010 23.31±1.50 27.04±0.67 29.75±1.12
5×1010 24.51±1.92 27.12±0.96 30.84±1.97

Table 2-28. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(수컷,

N=5)의 장기중량 변화

Table 2-29. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여에 따른 ICR계 마우스(암컷,

N=5)의 장기중량 변화

Group

(CFU/

head/d

ay)

Organ weight (g/head), 절대중량 Organ weight (g/100 g), 상대중량

Spleen(

g)

Kidney

(g)

Liver

(g)

Small

intestine

(g)

Spleen(

g)

Kidney

(g)

Liver

(g)

Small

intestine

(g)

0
0.158±

0.046

0.383±

0.040

1.703±

0.291

1.747±

0.288

0.473±

0.100

1.165±

0.106

5.156±

0.651

5.292±

0.599

1×109
0.132±

0.039

0.360±

0.029

1.503±

0.207

1.649±

0.069

0.432±

0.112

1.191±

0.092

4.950±

0.454

5.462±

0.385

1×1010
0.129±

0.022

0.348±

0.023

1.460±

0.116

1.594±

0.124

0.432±

0.061

1.172±

0.095

4.904±

0.291

5.352±

0.295

5×1010
0.134±

0.040

0.374±

0.028

1.463±

0.137

1.631±

0.233

0.431±

0.125

1.216±

0.103

4.740±

0.242

5.277±

0.590
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Group

(CFU/h

ead/da

y)

A/G

rati

o

Album

in

(g/dL)

ALP

(U/L)

ALT

(U/L

)

AST

(U/L)

BUN

(mg/d

L)

T.chol

(mg/d

L)

Creatini

ne

(mg/dL)

Glucos

e

(mg/d

L)

Protei

n

total

(g/dL)

Trigly

ceride

(mg/d

L)

0
2.5

±0.2

4.0

±0.2

122.7±

20.0

48.8

±8.2

123.0

±18.7

15.3

±1.4

142.0

±24.3
< 0.17

177.5

±23.4

5.5

±0.1

209.2

±56.1

1×109
2.9

±0.2

3.8

±0.4

134.90

±25.7

39.4

±8.3

115.7

±20.0

15.0

±0.8

145.1

±11.5
< 0.17

166.40

±7.8

5.5

±0.2

229.6

±24.5

1×1010
3.2

±0.3

4.0

±0.2

116.20

±20.4

38.8

±7.0

93.6

±14.1

14.9

±1.8

137.4

±10.5
< 0.17

162.70

±16.1

5.3

±0.2

235.0

±73.5

5×1010
2.8

±0.4

4.1

±0.3

131.1

±37.9

32.3

±7.6

108.6

±26.6

14.7

±3.2

145.3

±37.1
< 0.17

165.9

±10.6

5.5

±0.2

196.9

±33.5

Group

(CFU/

head/

day)

A/G

ratio

Albu

min

(g/dL)

ALP

(U/L)

ALT

(U/L)

AST

(U/L)

BUN

(mg/d

L)

T.chol

(mg/d

L)

Creatini

ne

(mg/dL

)

Glucos

e

(mg/d

L)

Protei

n

total

(g/dL)

Triglyc

eride

(mg/dL

)

0
2.1

±0.1

3.8

±0.1

117.0

±29.5

51.1

±27.0

108.6

±26.6

18.2

±3.8

191.9

±27.6
< 0.17

171.1

±13.9

5.7

±0.2

190.0

±29.6

1×109
2.1

±0.1

3.7

±0.1

99.0

±58.1

61.8

±12.1

111.3

±17.7

16.1

±2.4

183.2

±42.3
< 0.17

184.5

±24.0

5.4

±0.2

219.0

±29.5

1×1010
2.0

±0.2

3.5

±0.1

112.8

±9.5

47.4

±13.5

107.4

±29.1

16.7

±1.2

190.1

±20.9
< 0.17

181.8

±21.5

5.3

±0.2

223.0

±39.8

5×1010
2.2

±0.3

3.6

±0.1

131.1

±37.9

68.2

±19.0

114.6

±27.8

14.7

±2.3

201.8

±35.0
< 0.17

187.0

±29.9

5.3

±0.1

214.1

±58.2

Table 2-30. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여독성에 따른 ICR계 마우스(수컷)

의 혈액 생화학적 분석

Table 2-31. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여독성에 따른 ICR계 마우스(암컷,

N=5)의 혈액 생화학적 분석
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Table 2-32. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여독성에 따른 ICR계 마우스

(수컷)의 혈액학적 분석

Group

(CFU/h

ead/da

y)

RBC

(×106cell

s/μL)

HGB

(g/dL)
HCT(%)

RBC index PLT

(× 103

cells/μL)

WBC

(× 103

cells/μL)
MCV(fL) MCH(pg)

MCHC

(g/dL)

0
8.26±0.2

1

13.26±0

.29

42.64±0.3

9

15.30±0.5

9

29.70±0.6

9

29.7±0.

69
794±43 1.91±0.16

1×109
8.31±0.3

1

13.26±0

.49

41.94±1.4

9

15.10±0.4

9

30.10±0.4

9

30.10±0

.49
829±83 2.11±0.34

1×1010
8.10±0.5

3

12.96±0

.59

40.94±1.4

9

15.10±0.1

9

30.20±0.5

9

30.20±0

.59
797±102 2.18±0.58

5×1010
8.04±0.5

7

12.86±0

.89

41.54±3.4

9

15.10±0.0

9

29.40±0.2

9

29.40±0

.29
756±102 1.67±0.54

Table 2-33. Lactobacillus plantarum Ln4의 단회투여독성에 따른 ICR계 마우스

(암컷)의 혈액학적 분석

Group

(CFU/h

ead/day

)

RBC

(×106cell

s/μL)

HGB

(g/dL)
HCT(%)

RBC index PLT

(× 103

ells/μL)

WBC

(× 103

ells/μL)
MCV(fL) MCH(pg)

MCHC

(g/dL)

0 8.08±0.43
13.46±0

.59

42.84±2.7

9

50.81±1.2

9

29.70±0.6

9

29.90±0

.89
771±190 3.06±1.5

1×109 8.19±0.09
13.36±0

.19

42.64±1.4

9

49.81±0.6

9

30.10±0.4

9

30.00±0

.99
765±15 2.81±0.36

1×1010 8.40±0.19
13.66±0

.29

43.14±1.2

9

49.13±1.2

9

30.20±0.5

9

30.10±0

.59
749±123 2.26±0.65

5×1010 8.18±0.23
13.26±0

.59

42.14±1.5

9

15.10±0.0

9

49.41±0.7

9

30.00±0

.49
761±76 1.96±0.66
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라. 식품산업용 균주의 인체적용시험을 통한 식품산업용 균주의 안전성 평가법 구축

Ÿ 식품산업용 미생물, 특히 사용된 경험이 없는 미생물 소재의 경우 안전성을 평가하기

위한 최종 단계는 인체적용시험을 통한 안전성 평가라 할 수 있다. 인체적용식험을

통해 안전성 평가만을 진행할 수 있으나, 보통은 미생물의 기능성과 안전성을 동시에

연구하는 경우가 많다. 인체적용시험은 일반적인 시험관 시험이나 전임상 시험과는

달리 사람을 대상으로 한 연구이기 때문에 연구수행 전, 후 IRB 심의를 받아야 하며,

실험디자인, CRF 구축, 피험자 모집, 이상반응에 대한 대응방법, 각종 동의서 작성

등 처음 인체적용시험을 접하는 연구자나 개발자가 모든 절차를 이해하기에는 어려

움이 있다. 이에 인체적용시험에 대한 개요와 인체적용시험을 통해 안전성을 평가하

기 위한 일반적인 절차 및 기본적으로 실시하는 안전성 지표 항목에 대해 조사하였

다.

(1) 식품산업용 균주의 인체적용시험

(가) 임상시험의 정의

Ÿ 임상시험용의약품의 안전성과 유효성을 증명할 목적으로, 해당 약물의 약동·약력·약

리·임상적 효과를 확인하고 이상반응을 조사하기 위하여 사람을 대상으로 실시하는

시험 또는 연구를 말한다.

(나) 식품 원료의 인체적용시험

Ÿ 식품 원료의 안전성과 기능성을 증명하기 위하여 사람을 대상으로 시험하는 연구를

“인체적용시험”이라고 한다(건강기능식품의 기능성 원료 및 기준․규격 인정에 관한

규정 제2조 제1항 제7호). 일반적으로 인체적용시험의 대다수는 건강기능식품의 소재

가 되는 기능성원료의 기능성 및 안전성을 검증하기 위해 수행된다.

(다) 인체적용시험의 기본 원칙

Ÿ 인체적용시험은 아래와 같은 원칙에 의거해 수행되어야 하므로 인체적용시험이 수행

되기 전에 시험원료의 안전성이 사전에 충분히 확보되어야 한다.

Ÿ 인체적용시험은 헬싱키 선언에 근거한 윤리규정에 따라 수행되어야 한다.

Ÿ 인체적용시험으로부터 예측되는 위험과 불편사항에 대한 충분한 고려를 통해 인체적

용시험 실시를 결정하여야 한다.

Ÿ 연구대상자의 권리, 안전, 복지는 우선 검토의 대상으로 과학과 사회의 이익보다 중요

한다.

Ÿ 인체적용시험에 사용되는 시험식품에 대한 정보는 실시하고자 하는 인체적용시험을

충분히 뒷받침해야 한다.
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Figure 2-64. 평행설계.

Ÿ 인체적용시험은 과학적으로 타당하여야 하며, 계획서는 명확하고 상세히 기술되어야

한다.

Ÿ 인체적용시험은 인체적용시험 심사위원회(기관생명윤리위원회)에서 승인한 시험계획

서에 따라 실시하여야 한다.

Ÿ 인체적용시험 수행에 참여하는 모든 사람들은 각자의 업무 수행을 위한 적절한 교육,

훈련을 받고, 경험을 갖고 있어야 한다.

Ÿ 인체적용시험 참여 전에 모든 연구대상자로부터 자발적인 참가 동의를 받아야 한다.

Ÿ 모든 인체적용시험 관련 정보는 정확한 보고, 해석, 확인이 가능하도록 기록, 처리, 보

존되어야 한다.

Ÿ 연구대상자의 신원에 대한 모든 기록은 비밀보장이 되도록 관련규정에 따라 취급하

여야 한다.

Ÿ 인체적용시험에 사용되는 시험식품은 표준화되어야 하고, 승인된 인체적용시험 계획

에 따라 사용되어야 한다.

Ÿ 인체적용시험은 신뢰성을 보증할 수 있는 절차에 따라 실시되어야 한다.

(라) 인체적용시험의 절차

① 계획

㉮ 인체적용시험 계획

Ÿ 연구디자인 설계

- 인체적용시험의 “gold standard”는 무작위배정, 이중눈가림, 플라세보-대조군 설정 연

구(RCT; Randomized Controlled Trial)이다.

- 인체적용시험의 설계에는 평행설계(Parallel Design)와 교차설계(Cross-Over Design)

가 있으며, 연구의 특성(타겟 기능성) 및 시험제품의 유형에 따라 시험디자인을 결

정한다.
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Figure 2-65. 교차설계.

Ÿ 평가항목 선정

- 유효성 평가항목: 시험용제품의 유효성을 입증할 수 있는 객관적·과학적인 평가항목

을 선정한다.

- 안전성 평가항목: 시험용제품에 대한 폭로정도와 유해사례 및 실험실적 검사 등의 안

전성 평가항목을 선정한다.

㉯ 인체적용시험계획서 및 증례기록서 개발

Ÿ 인체적용시험계획서(PRT; Protocol) 개발

- 해당 인체적용시험의 배경이나 근거를 제공하기 위해 인체적용시험의 목적․연구방

법론·통계학적 측면·관련 조직 등이 기술된 문서인 인체적용시험계획서를 개발한다.

Ÿ 증례기록서(CRF; Case Report Form) 개발

- 인체적용시험에 참여하는 개개 연구대상자 별로 계획서에 규정된 정보를 기록하여

의뢰자에게 전달할 수 있도록 증례기록서를 개발한다.

㉰ 임상시험심사위원회 심의 및 승인

Ÿ 임상시험심사위원회(IRB; Institutional Review Board)

- 계획서 또는 변경계획서, 연구대상자로부터 서면동의를 얻기 위해 사용하는 방법이나

제공되는 정보를 검토하고 지속적으로 이를 확인함으로써 인체적용시험에 참여하는

연구대상자의 권리․안전․복지를 보호하기 위해 시험기관 내에 독립적으로 설치한

상설위원회를 말한다.

Ÿ 심의 서류

- 인체적용시험(변경)계획서, 연구대상자 서면동의서 서식, 연구대상자에게 제공되는 서

면정보(연구대상자 설명서 포함), 인체적용시험자료집, 안전성 정보, 연구대상자에게

제공되는 보상에 대한 정보, 시험책임자의 최근 이력 또는 기타 경력에 관한 문서,

표준작업지침서 등

Ÿ IRB 심의 및 승인

- IRB는 시험책임자가 제출한 인체적용시험과 관련된 사항을 심사위원회 표준작업지침

서에 규정한 기간 내에 검토하고, 인체적용시험의 명칭, 검토한 문서, 날짜 및 의견(승

인 또는 시정승인, 보완, 반려, 승인된 인체적용시험의 중지 또는 보류)을 통보한다.
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㉱ 인체적용시험용제품(IP; Investigational Product) 준비

Ÿ 시험용제품

- 시험제품: 인체적용시험을 통해 기능성 및 안전성을 검증하고자 하는 제품

- 대조제품: 시험제품과 비교할 목적으로 사용하는 위약(플라세보) 또는 개발 중이거나

시판 중인 제품

Ÿ RB 승인 후 시험기관에 시험용제품을 입고하여 인체적용시험 개시 준비를 완료한다.

② 수행

㉮ 연구대상자 모집 및 등록

Ÿ 자의로 참여를 결정하고 서면 동의한 자를 대상으로 스크리닝을 시행하여 계획서에

명시된 선정기준에 해당하는 자를 연구대상자로 등록한다.

㉯ 인체적용시험 수행

Ÿ 선정된 연구대상자를 대상으로 인체적용시험을 수행하여 시험용제품의 유효성 및 안

전성을 평가한다.

㉰ 증례기록서(CRF; Case Report Form) 수집

Ÿ 인체적용시험 기간 동안 수집된 연구대상자의 연구 관련 정보를 CRF에 기재한다.

㉱ 자료입력

Ÿ 인체적용시험 결과의 통계 및 결과분석을 위해 수집된 정보를 dataset에 입력한다.

③ 종료

㉮ 통계분석

Ÿ 적절한 통계분석 방법을 사용하여 유효성 및 안전성 평가항목에 대한 통계분석을 실

시한다.

㉯ 결과보고

Ÿ 인체적용시험에서 얻은 결과를 임상적․통계적 측면에서 통합하여 결과보고서(CSR;

Clinical Trial/Study Report)를 작성한다.
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Figure 2-66. 인체적용시험 절차.

(2) 인체적용시험을 통한 새로운 식품원료의 안전성 평가

(가) 인체적용시험에서의 안전성 평가

Ÿ 안전성 평가는 인체적용시험에 참여하여 한번 이상 시험용제품을 투여 받은 연구대

상자를 대상으로, 시험용제품에 대한 폭로정도와 유해사례, 중대한 유해사례 및 실험

실적 검사에 대한 평가를 시행하여야 한다. 연구자는 인체적용시험 기간 동안 발생하

는 모든 유해사례에 대해 의뢰자에게 보고를 하여야 한다. 만약 유해사례가 심각하고

예상되지 못한 것이라면 24시간 이내 의뢰자에게 보고하고, IRB에도 알려야한다.

(나) 안전성 평가항목

① 이상반응

Ÿ 시험자는 인체적용시험 중 발생한 모든 이상반응을 기록하여야 한다. 이상반응은 시

험자가 관찰하거나, 연구대상자가 보고한 증상 및 증후에 대한 용어를 기록한다. 인

체적용시험 도중 나타나는 중대한 이상반응은 시험제품과의 관련성에 관계없이 의뢰

자에게 보고하여야 한다.

㉮ 이상반응(Adverse Event, AE)

Ÿ 시험용제품을 투여한 연구대상자에게 발생한 모든 유해하고 의도하지 않은 증후
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(sign, 실험실적 검사 결과의 이상 등 포함), 증상(symptom) 또는 질병을 말하며, 해

당 시험용제품과 반드시 인과관계를 가져야 하는 것은 아니다.

㉯ 이상약물반응(Adverse Drug Reaction, ADR)

Ÿ 시험용제품의 임의 용량에서 발생한 모든 유해하고 의도하지 않은 반응으로서 시험

용제품과의 인과관계를 부정할 수 없는 경우를 말한다.

㉰ 중대한 이상반응·이상약물반응(Serious AE · ADR)

Ÿ 시험용제품의 임의 용량에서 발생한 이상반응 또는 이상약물반응 중에서 다음 어느

하나에 해당하는 경우를 말한다.

- 사망하거나 생명에 대한 위험이 발생한 경우

- 입원할 필요가 있거나 입원 기간을 연장할 필요가 있는 경우

- 영구적이거나 중대한 장애 및 기능 저하를 가져온 경우

- 태아에게 기형 또는 이상이 발생한 경우

㉱ 예상하지 못한 이상약물반응(Unexpected Adverse Drug Reaction)

Ÿ 인체적용시험자자료집 또는 시험용제품의 첨부문서 등 이용 가능한 의약품관련 정보

에 비추어 이상약물반응의 양상이나 위해의 정도에서 차이가 나는 것을 말한다.

② 실험실적 검사

Ÿ 중요한 실험실적 검사 결과를 각 투여군 별로 요약하며, 다기관 공동연구의 경우에는

각 검사항목에 대한 기관 별 정상치를 참조하여 정상범위를 벗어나는 정도를 비교할

수 있다.

Ÿ 만일 비정상적인 실험실적 검사 결과가 중대한 유해사례 또는 기타 중요한 유해사례

의 범주에 해당된다면 이에 준해서 정보를 제시하여야 하고, 연구대상자 개인별 검사

자료를 제공해야 한다.

㉮ 간기능 검사

Ÿ 총 단백질(Total protein): 80종이상의 단백질 성분의 층화로써 전체적인 영양상태를

평가하고, 병적 증가나 감소를 평가하는 검사이다.

- 증가: 탈수, 고감마글로불린혈증

- 감소: 영양불량, 합성장애(심한 간질환), 신증후군, 발열, 염증, 악성종양, 만성질환, 갑

상선기능항진증, 수액투여

Ÿ 알부민(Albumin): 총 단백질의 60%정도가 알부민이며, 주로 간에서 합성된다. 간의



- 232 -

단백 합성기능을 평가할 수 있으며, 최근 한 달 이내의 영양 상태를 반영한다.

- 증가: 탈수, 간염 회복기

- 감소: 영양불량, 흡수장애, 간질환, 임신, 갑상선기능항진증, 종양, 감염, 신증후군, 수

액 투여

Ÿ 총 빌리루빈(Total bilirubin): 적혈구가 파괴되면서 유리된 헴(heme)으로부터 합성되

며 간의 분비기능을 파악할 수 있다.

- 증가: 선천성황달질환, 담도계질환, 간질환, 용혈성빈혈, 악성빈혈, 혈종

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 알칼리포스파타제(ALP; Alkaline phosphatase): 여러 조직에 분포하는 효소로서 주로

골질환 및 간담도계질환시 증가할 수 있다.

- 증가: 부갑상선기능항진증, 골질환, 갑상선기능항진증, 간담도계질환, 악성종양, 임신,

소아

- 감소: 비타민 D 과다섭취, 갑상선기능저하증, 영양불량, 갱년기여성(호르몬 치료 시)

Ÿ 감마지티피(Gamma GT: Gamma-glutamyl transferase): 주로 간에서 유래하는 효소

이며, 간질환시 ALP와 비슷하게 변화하므로 ALP 증가시 그 기원이 간인지 뼈인지를

감별하는데 유용한 검사이다.

- 증가: 담도폐색, 급성간염, 만성활동성간염, 간경화, 지방간, 췌장염, 알코올과다섭취,

알코올성 간장애, 비만

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 혈청지오티(AST; Aspartate aminotransferase, GOT; Glutamic oxaloacetic transamin

ase): 간기능을 평가하는 기초검사항목으로서 알코올성 간장애나 만성 간질환에서 주

로 증가한다.

- 증가: 간질환, 근질환, 심부전, 간독성약물 복용, 심근경색, 췌장염, 급성순환부전, 용혈

성 빈혈

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 혈청지피티(ALT; Alanine transaminase, GPT; Glutamate-pyruvate transaminase):

간기능을 평가하는 기초검사항목으로서 급성 간염 시 주로 증가한다.

- 증가: 간질환, 심근경색, 지방간, 비만

- 감소: 임상적 의의 없음

㉯ 당뇨 검사

Ÿ 공복혈당(fasting glucose): 당뇨 질환의 진단 및 치료 효과를 반영하는 검사이다.

- 증가: 당뇨, 쿠싱병, 스트레스, 췌장염, 두개뇌질환, 약물(스테로이드, 알코올)

- 감소: 췌장질환, 간질환, 뇌하수체기능저하, 갑상선기능저하증, 에디슨병, 인슐린치료,

경구혈당강하제 복용, 알코올중독증

Ÿ 당화혈색소검사(HbA1c): 당뇨환자 혈당치의 장기간 조절여부를 판단하기 위한 검사

로서, 최근 2∼3개월 동안의 혈중 평균 당 농도를 반영한다.

- 증가: 당뇨병, 만성신부전, 알코올중독증, 고중성지방혈증
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- 감소: 임신, 출혈, 용혈성빈혈

㉰ 신장기능 및 전해질 검사

Ÿ 혈중요소질소(BUN; Blood urea nitrogen): 단백질의 주요 최종분해산물로서 간에서

요소회로에 의해 생성되어 신장으로 배출된다.

- 증가: 신기능장애, 심부전, 탈수, 장출혈, 심근경색, 폐쇄성요로병증

- 감소: 중증간질환, 임신, 영양불량, 신증후군, 저단백식이

Ÿ 크레아티닌(Creatinine): BUN보다 신질환에 더 특이적이고 예민한 검사로 신장 기능

의 평가를 위한 기초검사이다.

- 증가: 신기능장애, 폐쇄성요로병증, 근질환

- 감소: 임상적 의의 없음, 임신

Ÿ 무기인(P; Phosphorus): 골형성, 세포막형성, 에너지 저장과 교환에 관여한다.

- 증가: 신부전, Vit D 중독, 특발성부갑상선기능저하증, 이차성부갑상선기능항진증, 갑

상선기능항진증, 에디슨병, 골질환

- 감소: 구루병, 원발성부갑상선기능항진증, Vit D 결핍, 이뇨제 복용, 칼륨 감소, 투석,

통풍, 영양불량, 구토, 설사, 알코올중독증, 당뇨

Ÿ 칼슘(Ca; Calcium): 골형성, 혈액응고 및 신경근육 전달에 관여한다. Ca항상성 조절에

관여하는 장기로는 소장, 신장, 뼈 등이 있으며, 호르몬으로는 부갑상선호르몬, 비타민

D3, 칼시토닌 등이 있다.

- 증가: 부갑상선기능항진증, Vit D 중독, 신부전, 갑상선기능항진증, 급성 골다공증, 악

성종양

- 감소: 부갑상선기능저하증, 췌장염, 기아, 이뇨제복용, 수액 투여

Ÿ 나트륨(Na; Sodium): 세포외액의 주요 양이온으로 체액량과 삼투압 조절에 중요한

역할을 한다. 전해질 불균형 여부 판정 및 산염기 평형상태의 평가 시 이용할 수 있

다.

- 증가: 탈수, 당뇨병, 요붕증, 원발성알도스테론증, 쿠싱병

- 감소: 구토, 설사, 세뇨관성 산증, 에디슨병

Ÿ 칼륨(K; Potassium): 전해질 불균형 여부 판정 및 산염기 평형상태의 평가 시 이용할

수 있다.

- 증가: 신부전, 에디슨병, 소염제 복용

- 감소: 설사, 구토, 쿠싱병, 세뇨관성 산증, 갑상선기능항진증, 이뇨제 복용

Ÿ 클로라이드(Cl: Chloride): 전해질 불균형 여부 판정 및 산염기 평형상태의 평가 시

이용할 수 있다.

- 증가: 탈수, 설사, 세뇨관성 산증, 만성신장염

- 감소: 구토, 급성신부전, 이뇨제 복용

Ÿ 요산(Uric acid): 퓨린(Purine)대사의 주요산물로 대부분 간에서 크산틴산화효소(Xant

hine oxidase)에 의해 생성된다. 핵산 대사의 평가를 위한 기초검사이다.

- 증가: 통풍, 무증상고요산혈증, 신부전, 악성종양 고단백식이, 알코올중독증, 이뇨제
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복용

- 감소: 세뇨관재흡수장애(건강인), 임신, 수술직후

㉱ 혈중지질 검사

Ÿ 총콜레스테롤(Total cholesterol): 고지혈증 진단의 선별검사이며, 동맥경화와 관련이

있고, 영양상태를 반영한다.

- 증가: 고지혈증, 담도폐색, 갑상선기능저하증, 신증후군, 만성췌장염, 당뇨, 임신

- 감소: 중증간질환, 갑상선기능항진증, 영양불량, 만성빈혈, 감염, 염증

Ÿ 고밀도지단백(HDL cholesterol; High density lipoprotein cholesterol): 동맥경화와 관련

이 있고, 여러 고지혈증을 진단하는데 도움이 되는 검사이다.

- 증가: 심한 운동, 알코올중독증, 인슐린 치료, 경구피임약 복용

- 감소: 스트레스, 기아, 비만, 운동부족, 흡연, 당뇨, 갑상선기능 이상

Ÿ 저밀도지단백(LDL cholesterol; Low density lipoprotein cholesterol): 동맥경화의 위험

도 측정 및 치료 여부를 결정하는 검사이다.

- 증가: 고지혈증, 당뇨, 갑상선기능저하증, 신증후군, 만성신부전, 임신

- 감소: 경구피임약복용, 무베타지단백혈증

Ÿ 중성지방(Triglyceride): 지질대사를 평가하는 기초검사이다.

- 증가: 가족성 고지단백혈증, 당뇨병, 동맥경화, 통풍, 췌장염

- 감소: 영양불량, 최근 체중감소, 심한 운동, 간경변

㉲ 일반혈액검사

Ÿ 적혈구수(RBC count; Red blood cells count): 적혈구수의 측정은 빈혈 또는 적혈구

증가증의 유무와 그 정도를 파악하는 것이다. 적혈구는 조혈장애, 출혈, 혈구파괴 등

에 의해 감소하고, 골수의 적혈구계 과형성, 심한 설사로 인한 탈수 등에 의한 체액

상실 시 증가한다.

- 증가: 진성다혈구증, 탈수, 쇼크, 부신부전증, 심폐질환

- 감소: 각종 빈혈, 골수기능부전, 출혈

Ÿ 혈색소(Hb; Hemoglobin): 조직으로 산소를 운반하는 역할을 담당하므로 감소할 경우

각 장기조직은 산소 결핍으로 여러 가지 증상이 나타날 수 있다. 일반적으로 빈혈의

지표로 사용한다.

- 증가: 적혈구 증가증

- 감소: 빈혈, 혈액질환

Ÿ 백혈구수(WBC; White blood cells count)

- 증가: 급성감염증, 염증성질환, 급성출혈, 조직 괴사, 혈액질환

- 감소: 바이러스감염, 중증감염, 약물복용, 재생불량성빈혈, 악성빈혈

Ÿ 혈소판(Platelet)

- 증가: 만성염증성질환, 감염성질환, 수술직후, 종양, 혈액질환
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- 감소: 감염성질환, 간경변, 특발성혈소판감소증, 각종 혈액질환

㉳ 기타 혈액검사

Ÿ 크레아틴키나제(CK; Creatine kinase): 골격근, 심근, 뇌 및 평활근에 고농도로 존재하

는 효소로서 기타 조직 및 장기에는 거의 존재하지 않는다.

- 증가: 근질환, 심장질환, 알코올중독증, 갑상선기능저하증, 중추신경계질환

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 젖산탈수소효소(LD; Lactate dehydrogenase): 대부분의 장기에 분포하므로, 장기 손

상의 비특이적인 지표이다.

- 증가: 혈액질환, 심장질환, 간질환, 악성종양, 근질환, 신장질환, 운동 후

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 아밀라아제(Amylase): 전분이나 글리코겐같은 다당류를 가수분해하는 효소로 췌장과

타액선에서 주로 분비된다. 췌장질환의 진단이나 경과관찰에 유용한 검사이다.

- 증가: 췌장질환, 타액선질환, 간·담도질환, 소화성궤양 천공, 급성알코올중독증

- 감소: 임상적 의의 없음

Ÿ 적혈구침강속도(ESR; Erythrocyte sedimentation rate): 시간에 따른 적혈구의 침강속

도를 측정하는 것으로, 염증이나 종양 등에 의한 조직파괴 또는 혈장단백이상을 반영

하는 비특이적인 검사이다.

- 증가: 감염성질환, 만성염증성질환, 빈혈, 고지혈증, 종양

- 감소: 적혈구증가증, 겸상적혈구빈혈, 구상적혈구종

(다) 병용약물

Ÿ 인체적용시험 기간 동안 허용된, 그리고 허용 또는 금지 병행 요법과 관련된 병용 약

제 및 시술을 인체적용시험계획서에 기술한다. 연구대상자가 인체적용시험 기간 동안

복용한 모든 병용약물에 대해 상세히 기록하며, 시험용제품과의 인과관계를 분석한

다.

(라) 활력징후․심전도․신체검사

Ÿ 활력징후(체온, 맥박, 혈압 등)·심전도·기타 신체검사 등의 분석은 경향성을 조사하기

위하여 수행된다.

(마) 유해사례 발생 시 보고 절차

① 유해사례의 확인

Ÿ 유해사례 발생 확인은 인체적용시험계획서에 제시된 일정을 따르되 필요한 경우 매
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방문 시나 신체검진 시에 유해사례를 질문하거나 연구대상자의 자발적인 보고 혹은

연구대상자의 가족 및 의료 제공자로부터의 보고, 검사결과 등을 통하여 시행한다.

② 유해사례의 인과성 평가

Ÿ 시험용제품과의 관련성(노출정도, 시간적 순서, 개연성, 투여중단, 재투여)을 조사하여

시험용제품 투여 중단 여부를 결정한다. 식품의약품안전처와 세계보건기구(World He

alth Organization, WHO)에서 사용하고 있는 의약품과의 인과관계 평가기준은 다음

과 같다.

㉮ 확실함(certain): 의약품 등의 투여·사용과의 전후관계가 타당하고 다른 의약품이나

화학물질 또는 수반하는 질환으로 설명되지 아니하며, 투여중단 시 해당 유해사례가

소실되고, 재투여시 약물학적 또는 현상학적으로 결정적인 반응이 나타나는 경우

㉯ 상당히 확실함(probable·likely): 의약품 등의 투여·사용과의 시간적 관계가 합당하고

다른 의약품이나 화학물질 또는 수반하는 질환에 의한 것으로 보이지 아니하며, 그

의약품등의 투여중단 시 임상적으로 합당한 반응을 보이는 경우(재투여 정보 없음)

㉰ 가능함(possible): 의약품 등의 투여·사용과의 시간적 관계가 합당하나 다른 의약품이

나 화학물질 또는 수반하는 질환에 의한 것으로도 설명되며, 그 의약품등의 투여중단

에 관한 정보가 부족하거나 불명확한 경우

㉱ 가능성 적음(unlikely): 약품 등의 투여·사용과 인과관계가 있을 것 같지 않은 일시적

사례이고, 다른 의약품이나 화학물질 또는 잠재된 질환에 의한 것으로도 타당한 설명

이 가능한 경우

㉲ 평가 곤란(conditional·unclassified): 적정한 평가를 위해 더 많은 자료가 필요하거나

추가 자료를 검토 중인 경우

㉳ 평가 불가(unassessable·unclassifiable): 정보가 불충분하거나 상충되어 판단할 수 없

고 이를 보완하거나 확인할 수 없는 경우

③ 유해사례의 치료

Ÿ 신체검진을 통하여 연구대상자를 임상적으로 평가하고 실험실적 검사 및 진단적 검

사를 실시하며 필요 시 다른 과와 협진한다. 인체적용시험계획서에 준하여 또는 표준

적인 치료를 시행하고, 유해사례가 안정되거나 소실될 때까지 추적 관찰한다.

④ 유해사례의 기록

Ÿ 연구대상자에게 발생한 유해사례와 발생일, 소실일, 연관성, 최대강도, 시행된 치료,

실험실적 검사 및 진단적 검사, 병용 약물, 시험용제품의 용량 조절 등에 관한 사항을

기록한다.
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(바) 중대한 유해사례 보고

Ÿ 중대하고 예상하지 못한 모든 유해반응은 신속히 보고하여야 한다. 이때 주의할 것은

심함(severe)과 중대함(serious)은 동의어가 아니라는 것이다. 그 의미의 혼동이나 오

해를 방지하기 위하여 다음과 같이 설명된다. 심함이라 함은 경증, 중등증, 또는 중증

등 특정한 반응의 강도를 설명하기 위하여 종종 사용된다. 그러나 심한 두통처럼 이

반응 자체는 의학적 중요도가 비교적 경미할 수 있다. 중대함은 심함과는 다른 뜻으

로 유해사례의 결과 또는 취해진 조치가 보통 환자의 생명이나 기능을 위협하는 사

건과 관련이 있다.

Ÿ 시험책임자는 계획서나 인체적용시험자료집 등에서 즉시 보고하지 않아도 된다고 명

기한 것을 제외한 모든 중대한 유해사례를 즉시 의뢰자에게 알려야 하고, 계획서에

기술한 기일 내에 문서로 상세한 내용이 포함된 추가보고를 하여야 한다. 시험책임자

는 안전성 평가에 매우 중요하다고 계획서에서 명시된 유해사례나 실험실적 검사치

의 이상 등에 대하여 계획서에서 정한 기간 및 보고방법에 따라 의뢰자에게 보고하

여야 한다.

Ÿ 의뢰자는 기타 관련된 시험자, 심사위원회 등에게 중대하고 예상하지 못한 모든 유해반

응에 대해, 사망을 초래하거나 생명을 위협하는 경우에는 의뢰자가 이 사실을 보고받거

나 알게 된 날로부터 7일 이내, 상세한 정보를 최초 보고일로부터 8일 이내에 추가로

보고해야 한다. 추가적인 안전성 정보는 해당 유해반응이 종결(해당 유해반응의 소실

또는 추적조사의 불가능)될 때까지 주기적으로 보고해야 한다. 다른 모든 중대하고 예

상하지 못한 유해반응의 경우에는 의뢰자가 이 사실을 보고받거나 알게 된 날로부터 1

5일 이내 보고해야 한다.

(사) 안전성 평가 결과의 제시

Ÿ 안전성과 관련된 자료는 크게 세 가지 차원에서 고려되어야 한다. 첫째, 시험제품(군)

및 대조제품(군)의 투여용량, 투여기간, 연구대상자 수 등과 같은 폭로의 정도에 따른

분석, 둘째, 흔하게 발생할 수 있는 유해사례, 실험실적 검사치의 변동 등을 투여군

별이나 기타 이들의 발생에 영향을 미칠 수 있는 변수별로 나누어 분석하는 것, 마지

막으로, 중대한 유해사례(serious adverse event)나 기타 중요한 유해사례(other signif

icant adverse event)의 발생에 대한 자료를 따로 제시하는 것이다.

Ÿ 인체적용시험 중에 발생한 유해사례를 전체적으로 표나 그림의 형태로 제시하고 또

이에 대하여 간단하게 서술하여야 한다. 이때 유해사례는 투여군 별로 나누어 제시하

여야 한다. 안전성 자료의 분석에는 연구에 참여하여 최소한 한번 이상의 시험용제품

을 투여 받은 연구대상자를 대상으로 하는 것이 일반적이다. 특별한 이유가 없는 한,

인체적용시험 시작 이후에 발생한 유해사례는 해당 약물과의 인과관계에 상관없이

모두 제시하여야 한다.

Ÿ 중대한 유해사례와 기타 중요한 유해사례 등의 발생에 대해서는 보다 자세한 기술이

필요하다. 특히 사망의 경우에는, 사망이 발생했을 당시의 상황을 재현할 수 있을 정
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도로 상세한 정보가 제공되어야 한다. ‘기타 중요한 유해사례’는 혈액학적 및 기타 실

험실적 검사치의 이상 또는 기타 유해사례 등으로 인하여 시험용제품의 일시적 또는

영구적 투여중단, 용량의 감량 또는 기타 중요한 병용치료와 같은 적절한 조치를 요

하는 경우를 의미한다. 만일 비정상적인 실험실 검사결과가 중대한 유해사례 또는 기

타 중요한 유해사례의 범주에 해당된다면, 이에 준해서 정보를 제시하여야 한다.

Ÿ 이상의 자료에 근거하여 안전성에 대한 최종적인 결론을 내려야 하며, 특히 사망이나

기타 중대한 유해사례의 발생과 이에 대처한 조치내용 및 용량의 조절 등에 대하여

중점적으로 기술하여야 한다.
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제 6절 요구르트용 균주의 발효 적합성 평가

1. 요구르트 균주의 생장특성

가. 실험방법

Ÿ 내산성/내담즙성, 효소분비능, 세포독성 및 장부착능을 기준으로 선발된 균주를 분양

받아 사용하였다. 분양받은 균주의 de Man, Rogosa & Sharpe(MRS, Difco, USA) 액

체배지에서 활성을 유지하며 진행하였다.

Ÿ 생장특성은 문헌조사 결과 주로 skim milk(10%, w/v) 배지에 접종하여 37℃에서 배

양하는 것으로 확인되었다. 본 과제 실험은 skim milk 배지에 접종 후, 37℃에서 48

시간까지 정치 배양하여 진행하였다. 이후 8시간 간격으로 취한 시료를 vortexing하

여 균질화 후에 0.85% 생리식염수를 이용하여 십진법으로 희석하였다. 시료를 MRS

평판배지에 분주하고 도말 후, 37℃에서 48시간동안 배양하여 형성된 colony를 수를

기준으로 생장곡선을 측정하였다. 동시에 pH 값 또한 균질화 과정을 거친 시료를 pH

meter(Thermo, USA)를 이용하여 측정하였다.

나. 연구결과 및 결론

Ÿ Figure 3-1와 같이 선발된 32종의 균주를 요구르트의 기본배지라고 할 수 있는 10%

(w/v) skim milk 배지에서의 배양했을 경우, 균주 별 최종균수는 106∼108 CFU/mL

수준이었다. Lactobacillus 속 중에서는 Lactobacillus paracasei LPC5, Lactobacillus

acidophilus LA1, Lactobacillus rhamnosus LR5, Lactobacillus casei LC5, Lactobacill

us plantarum KCCM 200655, Lactobacillus plantarum KCCM 200661, Lactobacillus

buchneri KCCM 200793, Lactobacillus plantarum KCCM 202303 균주의 최종균수가

호상 및 드링크 요구르트의 기준인 108 CFU/mL 이상을 나타내었으므로 요구르트용

종균으로서 이용 가능할 것으로 판단되었다. 이 외에도 Streptococcus thermophilus

ST3, Lactococcus lactis SL6 균주들의 최종균수가 108 CFU/mL 이상을 나타내었다.

그 중에서도 S. thermophilus ST3, L. lactis SL6 및 L. casei LC5 균주는 배양 16시

간 만에 108 CFU/mL 수준에 도달하였으며, 특히 L. casei LC5 균주는 5.0×108 CFU/

mL 수준에 도달하였다. 한편, Bifidobacteria 균주 3종(BL3, BF3, BG7) 모두 107 초반

또는 중반 CFU/mL 수준에 머물렀으나, BG7 균주의 경우에는 배양시간을 연장할 경

우에 최종균수가 증가할 것으로 예측되었다. 호상 및 드링크 요구르트의 최소균수 기

준(108 CFU/mL 이상)을 고려할 때, 최종균수가 108 CFU/mL 이하의 생장을 나타내

는 균주들은 요구르트 발효용 종균으로 적합하지 않을 것으로 판단되었다.
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Ÿ 그럼에도 불구하고, 다른 probiotic 특성이 매우 우수한 균주의 경우에는, 요구르트 발

효용이 아니라 별도의 배지에서 배양한 후에 요구르트에 첨가하는 방법도 고려될 수

있을 것으로 사료되었다. pH를 시간대 별로 측정한 결과, 균수 증가와 반비례하는 경

향을 보였다. 이는 108 CFU/mL 이상의 균수를 나타낸 균주들의 배양액 pH는 48시간

후에 대부분 4.0∼4.5사이였으며, 이는 호상 및 드링크 요구르트의 배양종료 pH와 유

사한 수치로 확인되었다.

Ÿ 연구 결과, 건강기능식품 및 유제품용 종균으로서 발효적합성 기준 충족한 균주는 타

협동기관의 고농도배양 및 배지최적화 연구단계로 넘어가 제품화 후보균주로서 가치

가 있을 것으로 사료된다.
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Figure 3-1. Changes in the growth and pH of the selected lactic

acid bacterial strains during incubation in skim milk

medium at 37℃.



- 246 -

2. 유기산 패턴 및 적정산도 평가

가. 실험방법

Ÿ 1차 선발된 유산균들을 skim milk(10%) 배지에서 37℃에서 48시간까지 정치배양하였

다. 배양 48시간에서 시료를 vortexing하여 균질화 과정을 거친 후에 원심분리(13,000

rpm, 20 min, 4℃)하였다. 이 후 상등액을 0.45 μm syringe filter로 여과 후에 유기산

생성 패턴을 high-performance liquid chromatography(HPLC)를 통해서 분석하였다.

적정산도는 배양이 종료된 시료를 0.1 N 수산화나트륨 용액으로 pH 8.3이 될 때까지

중화하여 적정하였다. 이후 아래의 계산식에 따라 환산계수가 0.009인 젖산 함량(%)

으로 나타내었다.

Lactic acid (%)= 
×  ×

×100

F= factor of 0.1 N, NaOH= 1.0

Ÿ HPLC 실험조건은 다음과 같다.

- Detector: RI detector and UV detector(210 nm)

- Solvent: 0.01 N H2SO4 사용, 0.5 mL/min

- Column 종류: Bio-Rad HP-87H column(ion exchange 방식)

- Column 온도: 40℃

나. 연구결과 및 결론

Ÿ 건강기능식품 및 유제품 종균용으로 선발된 균주들을 skim milk(10%, w/v)배지에서

48시간 배양 후 HPLC를 이용하여 상등액의 유기산(lactic acid, citric acid, formic ac

id, acetic acid)을 분석하였다. 분석결과(Table 3-1) 생장특성 실험에서 충분한 생장

능을 보이며, 발효특성을 보인 균주(Lactobacillus lactis SL6, Lactobacillus rhamnosu

s LR5, Lactobacillus casei LC5, Lactobacillus acidophilus LA1, Lactobacillus parac

asei LPC5, Streptococcus thermophilus ST3, Bifidobacterium bifidum BF3, Bifidob

acterium longum BG7)이 0.4∼0.8%의 유기산 총량이 검출되었으며, 발효 특성을 보

이지 않은 균주에서는 0.4% 이하의 유기산 총량이 검출되었다. 특히 발효특성을 보인

균주에서 생성된 유기산 패턴은 lactic acid가 주로 생성됨이 확인되었다. 이는 발효유

제조시 lactic acid 함량이 급격하게 증가한다는 보고와 일치하는 결과를 보이며, 요구

르트용 종균으로서 이용 가능할 것으로 판단되었다.



- 247 -

Strain
Organic acid content (%) Titratable

acidity
(%)

Lactic
acid

Citric
acid

Formic
acid

Acetic
acid

Lactobacillus plantarum Lb41 - - - - 0.190

Lactobacillus plantarum Ln4 - - - - 0.190

Lactobacillus plantarum B151 - - - - 0.190

Lactobacillus brevis G1 - - - - 0.210

Lactobacillus plantarum G72 - - - - 0.220

Lactobacillus lactis SL6 0.590 - - - 0.640

Lactobacillus rhamnosus LR5 0.420 - - - 0.550

Lactobacillus reuteri LU4 0.038 - - - 0.150

Lactobacillus casei LC5 0.840 - 0.040 0.150 0.850

Lactobacillus acidophilus LA1 0.830 - - - 0.830

Lactobacillus paracasei LPC5 0.730 - 0.080 - 0.670

Lactobacillus plantarum LP3 0.150 - - - 0.280

Streptococcus thermophilus ST3 0.800 - - - 0.780

Enterococcus faecalis EFL2 0.071 - - - 0.250

Enterococcus faecium EF4 0.020 - - - 0.250

Bifidobacterium lactis BL3 0.013 - - 0.100 0.190

Bifidobacterium bifidum BF3 0.220 0.400 - 0.290 0.450

Bifidobacterium longum BG7 0.130 0.340 - 0.130 0.550

Pediococcus pentosaceus SC28 0.060 - - - 0.350

Leuconostoc sitreum S.Pum 19 0.030 - - - 0.250

Lactobacillus brevis KCCM 200019 - - - - 0.190

Lactobacillus brevis KCCM 200054 - - - - 0.200

Ÿ 적정산도(titratable acidity)는 시중 발효유에서 0.9∼1.4% 알려져 있다. 분석 결과(Ta

ble 3-1), 발효특성을 보인 균주(Lactobacillus lactis SL6, Lactobacillus rhamnosus L

R5, Lactobacillus casei LC5, Lactobacillus acidophilus LA1, Lactobacillus paracasei

LPC5, Streptococcus thermophilus ST3, Bifidobacterium bifidum BF3, Bifidobacteri

um longum BG7)의 적정산도가 0.45∼0.83%로 확인되었다. 이는 요구르트 발효용 종

균으로 적합하지 않을 것으로 판단되었다. 그러나 생장특성이 우수하기 때문에, 적정

산도 기준에 달하는 균주와 혼합 배양하거나 고농도배양 및 배지최적화 연구가 다음

단계에서 필요할 것으로 사료된다.

Table 3-1. Profiles of organic acids and titratable acidity generated by lactic acid

bacteria during incubation at skim milk medium
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Lactobacillus fermentum KCCM 200060 - - - - 0.450

Lactobacillus brevis KCCM 200080 - - - - 0.450

Lactobacillus plantarum KCCM 200650 0.010 - - - 0.190

Lactobacillus plantarum KCCM 200655 0.100 - - - 0.200

Lactobacillus plantarum KCCM 200656 0.020 - - - 0.190

Lactobacillus plantarum KCCM 200661 0.120 - - - 0.250

Lactobacillus plantarum KCCM 200693 0.130 - - - 0.250

Lactobacillus buchneri KCCM 200793 0.050 - - - 0.190

Lactobacillus brevis KCCM 202302 - - - - 0.150

Lactobacillus plantarum KCCM 202303 0.020 - - - 0.195

3. 저장 안정성

가. 실험방법

Ÿ 생장특성 실험과 마찬가지로 타 협동기관에서 선발된 균주를 skim milk(10%,w/v) 배

지에 0.1% 접종하여 37℃에서 48시간까지 정치배양한 후에, 균질화를 거쳐 1 mL씩

소분하여 4℃에서 저장하였다. 1주 간격으로 시료를 vortexing하여 균질화 후에 0.8

5% 생리식염수를 이용하여 십진법으로 희석하였으며, MRS 평판배지에 도말하였다.

37℃에서 48시간동안 배양한 후, 형성된 colony를 계수하여 4주차까지 균주 별 저장

안정성을 측정하였다.

나. 연구결과 및 결론

Ÿ 실험결과 균주에 따라 저장안정성에 큰 차이를 보였는데, Lactobacillus paracasei LP

C5는 저장 3주까지 점진적인 감소 추세를 나타내었다가(1/10로 감소), 3주 이후부터

급격히 감소하였다. Lactobacillus acidophilus LA1는 저장기간 중에 지속적으로 감소

하여, 저장 3주 후에는 초기균수의 1% 수준으로 감소하였다. Lactobacillus rhamnosu

s LR5은 저장기간 중에 지속적으로 감소하여, 저장 3주 후에는 초기균수의 10% 이

하로 감소하였다. Lactobacillus casei LC5는 저장 1주까지는 균수에 큰 변화가 없었

으나, 2주경부터 점진적으로 감소하였다. Streptococcus thermophilus ST3는 저장 초

기부터 큰 폭으로 감소하여 1주 후에는 초기균수의 1% 이하로 감소하였다. Lactococc

us lactis SL6는 저장 4주 동안 균수변화가 거의 없었으며, 가장 높은 저장안정성을

나타내었다.
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Ÿ 이외에도 Lactobacillus plantarum KCCM 200656, Lactobacillus plantarum KCCM 2

00693, Lactobacillus plantarum KCCM 202303, Lactobacillus brevis KCCM 200054,

Lactobacillus fermentum KCCM 200060의 경우 균수(CFU/mL)은 낮으나 1/10 이하

의 감소율을 보이며 저장안정성을 보였다. 식품공전에서 농후 발효유 최종균수가 108

CFU/mL 이상임을 고시하고 있으며, 이는 생장특성과 마찬가지로 발효유 제조시 발

효적합성 기준으로서 사용가능하다고 사료된다. 따라서 상기 저장안정성이 우수한 균

주는 이용한 건강기능식품 및 유제품용 제품화 후보로서 가치가 있을 것으로 사료된

다.



- 250 -



- 251 -



- 252 -



- 253 -



- 254 -

Figure 3-2. Storage stability of lactic acid bacteria at 4℃ after

incubation for 48 h at skim milk medium.

4. 기능성물질 탐색

가. 실험방법

Ÿ 선발되어 분양받은 균주들 중에서 ABTS free radical scavenging assay를 통해 항산

화능이 있는 것으로 확인된 균주의 발효액으로부터 항산화 물질을 정제하고 동정을

실시하였다. 각 균주를 50 mL skim milk(10%, w/v)배지에 0.1% 접종하여 37℃에서

48시간까지 정치 배양하여 시료를 준비하였다. 사전 조사결과 작은 분자량의 항산화

펩타이드로 예상되었기 때문에(결과 미제시), 배양상등액을 황산암모늄 침전법을 이

용하여 분자량이 큰 단백질을 침전시켰다. 이후 원심분리(10,000×g, 20 min, 4℃)하여

상등액 샘플을 HPLC/MS/MS방법으로 항산화 펩타이드를 확인하였다.

Ÿ 샘플 중에서 Lactobacillus casei LC5, Lactococcus lactis SL6 2개의 항산화 펩타이

드 후보군을 얻었다(Table 3-2). 최종적으로 Lactobacillus casei LC5, Lactococcus la

ctis SL6 상등액에서 각각 3개, 2개의 펩타이드를 합성하였으며(Table 3-3), ABTS/D

PPH free radical scavenging assay를 통해 합성 펩타이드의 항산화능을 확인하였다.

나. 연구결과 및 결론

Ÿ 건강기능식품용 및 유제품 종균용 균주의 추가적인 기능성을 확인하기 위해 문헌조

사결과 많은 논문에서 균주의 항산화능에 대한 연구가 진행됨을 알 수 있었다. 따라

서 균주의 배양상등액에서 ABTS free radical scavenging assay로 항산화능 유무를

확인하였다.
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Ÿ 연구 결과, 붉은색 화살표 위치의 크로마토그램(Figure 3-3)에서 보는 바와 같이, 음

의 값으로 흡광도 변화가 발생하면 항산화능이 있는 것으로 판단하게 된다. 선발된

균주 배양액을 분석한 결과, L. casei LC5, L. acidophilus LA1, L. paracasei LPC5,

L. rhamnosus LR5 및 L. lactis SL6 균주의 배양액에서 5분대에서 항산화능이 있는

것으로 나타났으며, L. acidophilus LA1, L. paracasei LPC5, L. lactis SL6 균주는 4

분 20초대에도 항산화능 피크를 나타내었다. LC/MSMS 분석결과 다양한 크기의 펩

타이드가 확인되었으며(Table 3-2), 이중 4개의 항산화 펩타이드 후보를 선발하여 합

성하였다(Table 3-3). 합성 펩타이드의 항산화능을 측정한 결과, 5개의 펩타이드 모두

DPPH assay에서는 6∼7.5%의 항산화능을 보였으며, ABTS assay에서는 L. lactis S

L6 유래의 5번 펩타이드에서만 상대적으로 강한 항산화능 활성을 보였다(data not sh

own). 항산화능 활성이 강하게 나타난 펩타이드(FSDIPNPIGSENSEKTTMPLW)의

항산화능을 대표적인 항산화 표준품인 trolox의 IC50 값(15.37±0.52 μM)과 비교하여

28.25±0.96 μM 나타났다 (Table 3-4). 또한 항산화능 펩타이드의 아미노산 sequence

를 BLAST 검색한 결과, αs1-casein 유래의 펩타이드로 확인되었다(Figure 3-4). 한

편, 배양시간이 길어질수록 항산화능은 증가하는 경향을 나타내었다. 이는 탈지분유

에 포함되어 있는 우유단백질이 유산균 배양 중에 분해되면서 생성되는 펩타이드의

일부가 항산화능을 나타내는 것으로 추정된다. 건강기능식품 및 유제품 종균으로서

항산화능과 같은 추가 기능성을 가지는 균주들은 연구개발 추진 계획상 산업화 연구

단계에서 주요 고려사항이 될 수 있을 것으로 사료된다.

(a)



- 256 -

(b)

(c)

(d)
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Figure 3-3. HPLC chromatogram describing the antioxidant activity of

the culture supernatant. (a) Lactobacillus casei LC5; (b)

Lactobacillus acidophilus LA1; (c) Lactobacillus paracasei

LPC5; (d) Lactobacillus rhamnosus LR5; (e) Streptococcus

thermophilus ST3; (f) Lactococcus lactis SL6.

(e)

(f)
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Table 3-2. Casein-derived peptides identified by liquid chromatography

electrospray ionization time-of-flight tandem mass spectrome-

try in the <3 kDa fraction of the 48 h fermentates obtained

from fermentation of skim milk by Lactococcus lactis SL6,

Lactobacillus casei LC5

Sequence Conf Prec MW Prec m/z Theor MW z
APSFSDIPNPIGSEN 99 1543.7153 772.8649 1543.7155 2
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMP 99 2334.0708 779.0309 2334.0686 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMP 99 2334.0708 779.0309 2334.0686 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2405 878.7541 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2633.2402 878.7540 2633.2319 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2617.2439 873.4219 2617.2371 3
APSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2617.2439 873.4219 2617.2371 3
IPNPIGSENSEKTTMP 99 1729.8229 865.9187 1729.8192 2
IPNPIGSENSEKTTMP 99 1713.8229 857.9187 1713.8243 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW <1 2028.9075 1015.4610 2028.9827 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9075 1015.4610 2028.9827 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9874 1015.5010 2028.9827 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9841 677.3353 2028.9827 3
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9874 1015.5010 2028.9827 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9841 677.3353 2028.9827 3
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2012.9895 1007.5020 2012.9877 2
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2028.9882 677.3367 2028.9827 3
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2012.9928 672.0049 2012.9877 3
IPNPIGSENSEKTTMPLW 99 2012.9928 672.0049 2012.9877 3

m/z= mass to charge ratio, where z= number of positively charged ions.

Table 3-3. List of antioxidant synthetic peptides

No. Strains Sequence M.W.

1 Lactobacillus casei LC5 TQTPVVVPPFLQPEVM 1782.15

2 Lactobacillus casei LC5 MHQPHQPLPPTVM 1512.83

3 Lactobacillus casei LC5 IPNPIGSENSEKTTMP 1714.93

4 Lactococcus lactis SL6 ASPSFSDIPNPIGSENSEKTTMP 2319.65

5 Lactococcus lactis SL6 FSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 2363.76
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Table 3-4. List of antioxidant synthetic peptides

Synthetic peptide sequence
Radical scavenging activity1)

ABTS2) DPPH3)

FSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 70.83±1.15% 89.73±1.19%

1)Each observation is mean of triplicates of each batch. Results are expressed as mean of scores ± standard error of

mean.
2)ABTS radical scavenging was tested at 5 μM.
3)DPPH radical scavenging was tested at 50 μM.

Figure 3-4. BLAST search result of the peptide(FSDIPNPIGSENSE

KTTMPLW).

5. 연구개발성과

가. 논문게재 성과

Ÿ Sang Hoon Kim, Ji Yoon Lee, Marilen P. Balolong, Jin-Eung Kim Hyun-Dong

Paik and Dae-Kyung Kang. Identification and Characterization of a Novel

Antioxidant peptide from Bovine Skim Milk Fermented by Lactococcus lactis SL6.

Korean Journal for Food Science of Animal Resources. 37(3): 402-409(2017).

나. 특허성과

Ÿ 특허명: 락토코커스 락티스 SL6에 의해 발효된 소 탈지유로부터 분리하여 동정한 신규

항산화능 보유 펩타이드(Novel antioxdant peptide separated and identified from bovin

e skim milk fermented by Lactococcus lactis SL6), 출원연도: 2017 출원인: 단국대학교

천안캠퍼스 산학협력단, (주)쏄바이오텍 출원번호: 10-2017-0087592.
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제 7절 양조용 균주의 발효 적합성 평가

1. 양조용 균주의 알코올 생산능 분석

가. 액체배지에서의 알코올(에탄올) 생산능 분석

(1) 실험방법

Ÿ 제공받은(Saccharomyces cerevisiae SJ, Saccharomyces cerevisiae TY-2, Saccharo

myces cerevisiae KCCM 200270. Saccharomyces cerevisiae KCCM 200278, Sacchar

omyces cerevisiae KCCM 200280, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200281, Saccha

romyces cerevisiae KCCM 200284) 7종과 비교균주로서 본 연구실에 보관중인 균주

2종(Saccharomyces cerevisiae KCTC 7913, Saccharomyces cerevisiae KCTC 7964)

를 사용하였다. 배지의 경우, 실험용 배지인 YPD, YPD+glucose broth(BD, France),

산업용 배지(충무발효 제공) 및 양조용 맥아즙 배지(wort; 보리맥아추출물, England)

를 사용하였다. 산업용 배지(GYA medium)의 조성은 Table 3-5에서 보는 바와 같다.

Table 3-5. Composition of GYA medium

Component Content

Glucose 20 g/L

Yeast extract 20 g/L

Ammonium sulfate 2 g/L

Magnesium sulfate 2 g/L

Calcium phosphate tribasic 1 g/L

pH 6

Ÿ 멸균된 배지(YPD, YPD+glucose, GYA) 100 mL에 균주를 접종하고 30℃에서 12시간

동안 진탕배양(180 rpm) 후, 실험 종료까지 정치배양으로 진행하였다. 이후 일정시간

간격으로 시료를 채취한 후에, 시료를 원심분리(13,000 rpm, 20 min, 4℃) 하였다. 맥

아즙 배지를 이용한 실험에서는 상기 방법과 마찬가지로 100 mL 맥아즙 배지(wort;

보리맥아추출물, England)에 균주를 접종하고 30℃에서 12시간 동안 진탕배양(180 rp

m) 후, 실험 종료까지 정치배양으로 진행하였다. 상등액을 0.45 μm syringe filter를

사용하여 이물질을 제거한 후에 알코올 함량을 HPLC방법으로 분석하였으며, HPLC

실험조건은 다음과 같다.
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- Detector: RI detector and UV detector(210 nm)

- Solvent: 0.01 N H2SO4 사용, 0.5 mL/min

- Column 종류: Bio-Rad HP-87H column(ion exchange 방식)

- Column 온도: 40℃

(2) 연구결과 및 결론

Ÿ 산업용 배지(GYA broth)에서의 에탄올 생산패턴을 관찰한 결과, 배양 24시간만에 알

코올 생산 최대치를 나타내었으며, 1.0∼1.1%수준이었다. Table 3-6와 같이 실험용

배지(YPD broth)에서의 알코올 생산량을 조사한 결과, 배양 48시간 후의 알코올 생

산량은 0.49∼0.66%수준이었지만, YPD+10%(w/v) glucose배지에서는 약 4.44∼6.35%

수준의 알코올 함량이 확인되었다. 당 첨가배지에서 4.44∼6.35% 수준의 알코올 함량

이 확인되었지만, 산업용 배지에서 시중 전통발효주(막걸리)의 알코올 함량인 6∼8%

수준에 도달하지 못한 것으로 확인되었다(Table 3-6). 그러나 비교적 짧은 배양시간

(48시간)과 실험용 배지에서만 적정 알코올 함량을 보였기 때문에 실제 양조용 배지

에서의 발효 후 알코올 함량 측정이 요구되었다. 실험결과 Figure 3-5에서 보이는 것

처럼 배양 5일에서 10일 사이에 알코올 함량 최대치를 확인하였다.

Ÿ 논문을 통한 문헌조사결과 효모의 알코올 생성능은 7% 수준인 것으로 확인되었다.

알코올 함량은 Saccharomyces cerevisiae SJ, Saccharomyces cerevisiae TY-2, 산업

용 균주가 각각 5.5%, 5.7%로 시중 막걸리 알코올 함량에 근접한 결과를 보였다. 타

협동기관에서 분양받은 Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270. Saccharomyces ce

revisiae KCCM 200278, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280, Saccharomyces c

erevisiae KCCM 200281, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284 균주는 최종 5%

수준으로 알코올 함량이 확인되었다. 반면에 비교균주로 사용된 Saccharomyces cere

visiae KCTC 7913, Saccharomyces cerevisiae KCTC 7964 균주의 경우 1% 수준의

알코올 함량을 보이며 다양한 배지에서 불안정한 알코올 생성능을 보였다. 실험결과

양조용으로 선발된 효모는 전통발효주 후보균주로서 알코올 생성능을 보였으며, 이에

연구개발 추진체계에 따라 제품화 단계에서 이용 가능할 것으로 사료된다.



- 262 -

Strain

Ethanol production(%)

YPD

YPD+

10%

glucose

GYA

broth

Saccharomyces cerevisiae SJ 0.50 5.00 0.97

Saccharomyces cerevisiae TY-2 0.49 4.96 1.00

Saccharomyces cerevisiae KCTC 7913 0.49 4.44 0.94

Saccharomyces cerevisiae KCTC 7964 0.49 4.80 1.00

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270 0.48 6.35 0.90

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200278 0.51 6.40 0.80

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280 0.52 6.25 0.79

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200281 0.44 6.35 0.85

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284 0.35 6.28 0.83

Table 3-6. Ethanol production by yeast strains on YPD, YPD+glucose and

GYA broth during incubation at 30℃ in 72 h

Figure 3-5. Ethanol production by yeast strains on wort medium.
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2. 양조용 균주의 향미분석

가. 실험방법

Ÿ 알코올 생성능 실험과 마찬가지로 제공받은(Saccharomyces cerevisiae SJ, Saccharo

myces cerevisiae TY-2, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270. Saccharomyces

cerevisiae KCCM 200278, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280, Saccharomyces

cerevisiae KCCM 200281, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284) 7종과 비교균

주로서 본 연구실에 보관중인 균주 2종(Saccharomyces cerevisiae KCTC 7913, Sacc

haromyces cerevisiae KCTC 7964)를 실험용 배지(YPD broth)에서 활성을 유지한

효모를 양조용 맥아즙 배지(wort; 보리맥아추출물, England) 100 mL에 접종하고 3

0℃에서 10일간 정치배양 하였다. 이후 gas chromatography분석을 실시하였다.

Ÿ 시료 전처리: solid phase microextraction(SPME)

- Sample: 10 mL(20 mL headspace vial)

- SPME fiber: PDMS/DVB/CAR

- Equilibrium: 40℃, 30 min

- Adsorption: 40℃, 30 min

- Desorption: 200℃, 1 min

Ÿ Gas chromatography 조건

- Column: Polyethylene glycol(PEG) column - Carrier gas: helium

- Flow rate: 1.0 mL/min - Injection port: splitless mode, 200℃

- Temp. program: initial 40℃ for 5 min, increase to 200℃ at 5℃/min,

hold for 20 min

- Ion Source Temp. 250℃

- Interface Temp. 240℃

- MS Scan range: 10∼600 m/z

나. 연구결과 및 결론

Ÿ 맥아즙 배지에 분양받은 균주(Saccharomyces cerevisiae SJ, Saccharomyces cerevisi

ae TY-2, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270, Saccharomyces cerevisiae KC

CM 200278, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280, Saccharomyces cerevisiae K

CCM 200281, Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284)와 비교용 균주(Saccharomyc

es cerevisiae KCTC 7913, Saccharomyces cerevisiae KCTC 7964)를 접종하여 배양

한 시료의 향미성분을 분석결과 Figure 3-6에서 Figure 3-14까지처럼 확인되었다.
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Ÿ 향미성분으로는 ethyl alcohol이 가장 많은 peak area를 차지하는 것으로 확인되었다.

Ethyl alcohol 다음으로 isoamyl alcohol, ethyl acetate, isobutyl alcohol, isoamyl acet

ate의 순으로 함량이 높은 편이었으며 n-amyl alcohol과 ester류, aldehyde류 등은 낮

은 농도로 검출되었다. Ester류 중에서는 ethyl acetate가 5∼6분대에서 검출되었는데,

이는 강한 과일향을 나타내는 것으로 알려져 있다. 향미성분 GC/MS 결과 중 다수를

차지하는 n-amyl alcohol류는 일반적으로 시료 내 함량이 높으면 맥주의 향미 품질

이 향상되는 것으로도 알려져 있다. 그러나 문헌조사와 일치하는 향미성분이 분석되

었더라도 단일 향미성분만으로는 관능적인 평가가 어려우며, 실제 전통발효주를 이용

하여 관능평가와 양의 상관관계를 분석해야 할 것으로 사료된다.

Ÿ 또한, 문헌조사결과에서 막걸리의 향미성분과 관능평가와 상관분석에 관한 연구논문

에 의하면(Kim et al., 2017), 관능평가와 양의 상관관계를 가지는 성분으로서 ester

류 중에서는 ethyl lactate와 ethyl palmitate(복분자향, 배향, 달콤한향), ethyl myrista

te(구수한 향, 누룩향)이 주로 검출되었으며, 고급알코올 중에서는 isobutanol(복분자

향, 배향, 달콤한향)이 관능성과 상관관계가 높은 것으로 분석되었다.

Ÿ 지방산 중에서는 caproic acid(달콤한향, 배향) 및 furfural(복분자향)이 관능성과 양의

상관관계를 가지는 것으로 분석되었다. 따라서, 전통발효주의 중요한 향미성분으로서

isoamyl alcohol, isobutanol(isobutyl alcohol) ethyl lactate, ethyl palmitate, ethyl my

ristate, caproic acid 및 furfural 등의 존재 유무가 중요할 것으로 사료된다.

Figure 3-6. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae SJ.
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Figure 3-7. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae TY-2.

Figure 3-8. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCTC 7913.
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Figure 3-9. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCTC 7964.

Figure 3-10. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270.
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Figure 3-11. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200278.

Figure 3-12. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280.
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Figure 3-13. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200281.

Figure 3-14. Volatile compounds in fermented alcohol beverage by

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284.
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Component Content

Soluble starch 5 g/L

Sucrose 10 g/L

Beef extract 2 g/L

Ammonium sulfate 2 g/L

제 8절 전통발효식품용 균주의 발효 적합성 평가

1. 전통발효식품용 균주의 amylase 활성 및 효소 생산능 분석

가. 실험방법

Ÿ 본 실험에서는 타 기관(충무발효)에서 분양받은 균주(Aspergillus oryzae CF1001, As

pergillus sojae CF1002, Aspergillus oryzae CF1003, Aspergillus luchuensis CF100

5, Aspergillus oryzae KACC 94210)와 자체 보유 균주(Aspergillus oryzae KCTC 6

291, Aspergillus oryzae KCTC 46199)을 사용하였다(Table 3-8). 배지의 경우, 균주

의 활성유지 및 1차 효소활성 분석에는 potato dextrose broth(BD, France) 배지를

사용하였다. 추가적으로 산업용 배지(SBA broth)를 사용하였다.

Table 3-7. Composition of SBA medium

Ÿ 멸균된 배지 100 mL에 균주를 접종한 후에 30℃에서 72시간 동안 진탕배양(180 rp

m) 하였다. 배양액을 회수한 후에, 원심분리(13,000 rpm, 20 min, 4℃)하였다. 0.45 μ

m syringe filter를 사용하여 이물질을 제거한 후에 여과된 시료를 조효소액으로 사용

하였다. Amylase 효소능 측정은 DNS(3,5-dinitrosalicylic acid) 환원당 정량법을 이용

하여 효소반응산물의 환원력을 이용하여 측정하였다. 효소의 역가는 1분당 1 mg의

maltose을 생산하는 효소의 양을 1단위(unit)로 정의하였다.

Ÿ 실제 고체배양(solid-state fermentation)에서의 효소능을 평가하기 위해 Aspergillus

oryzae CF1001와 Aspergillus oryzae M385 균주를 사용하여 고체배양시 일정 간격

으로 수집하여 효소능을 측정하였다. 측정방법은 액체배양과 마찬가지로 DNS 환원당

정량법으로 측정하였다.
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나. 연구결과 및 결론

Ÿ 효소능 분석결과(Table 3-8), 실험용 배지인 potato dextrose broth에서 균주가 분비

하는 amylase 역가는 산업용 후보균주의 경우, 12.8∼55.15 U/mL 수준이었으며, 자체

보유 균주들은 상대적으로 낮은 1.25∼2.23 U/mL 수준이었다. Aspergillus oryzae C

F1001, Aspergillus oryzae CF1002, Aspergillus oryzae CF1003 균주가 50 U/mL 이

상으로 기존 보고된 Aspergillus oryzae의 amylase 효소능(수십 unit)에 근접한 것으

로 판단되었다. 한편, 산업용 배지인 SBA 배지에서 배양한 경우, 산업용 후보균주는

8.65∼50.99 U/mL정도로 역가의 편차가 크게 나타났으며, 비교균주들은 1.11∼2.45 U

/mL 상대적으로 낮은 역가를 나타내었다. 본 실험에서는 균주의 액상배양을 통해 효

소능을 확인하였으나 기존의 연구결과에 의하면 곰팡이의 amylase 역가는 고체배양

에서 102 unit 이상으로 높은 것으로 보고되었다. 따라서 (주)충무발효를 통해 고체배

양 된 시료를 이용하여 효소능을 확인하였다.

Table 3-8. Amylase activity of Aspergillus spp. on potato dextrose broth

and SBA broth after incubation at 30℃ for 72 h

Strain
Amylase activity(U/mL)

PDA broth SBA broth

Aspergillus oryzae CF1001 55.15±2.35 50.99±2.99

Aspergillus sojae CF1002 53.89±1.15 41.45±2.01

Aspergillus oryzae CF1003 54.29±3.22 52.30±2.58

Aspergillus luchuensis CF1005 12.8±1.02 8.65±1.34

Aspergillus oryzae KACC 94210 16.02±1.34 10.58±1.76

Aspergillus oryzae KCTC 6291 2.23±0.11 2.45±0.24

Aspergillus oryzae KCTC 46199 1.25±0.17 1.11±0.09

Ÿ 효소능 분석결과(Figure 3-15), Aspergillus oryzae CF1001 균주가 분비하는 amylas

e 역가는 배양 초반(32시간대)에서 110 U/g 수준이었으며, 이후 배양시간이 지남에

따라 낮아지는 경향을 보였다. 반면에 Aspergillus oryzae M385 균주의 경우 amylas

e 역가는 배양 초반부터 종료 시점까지 120 U/g 수준을 유지함을 보였다. Aspergillu

s oryzae CF1001와 Aspergillus oryzae M385을 혼합하여 배양한 시료의 경우 단독

균주보다 안정적으로 120 U/g 수준을 유지함을 보였다. 이 결과는 곰팡이의 amylase

역가가 고체배양 시에 102 unit 이상으로 보고되는 경향과 일치하며, Aspergillus ory

zae CF1001 균주처럼 효소능이 시간 별로 안정적이지 않은 균주는 다른 균주와의 혼

합으로 이를 극복 가능할 것으로 사료된다.
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Figure 3-15. Amylase activity of Aspergillus spp. on solid-state

fermentation. ◆: Aspergillus oryzae CF1001, ■:

Aspergillus oryzae M385, ▲: Aspergillus oryzae

CF1001+Aspergillus oryzae M385.

2. 전통발효식품용 균주의 protease 활성 및 효소 생산능 분석

가. 실험방법

Ÿ Amylase 활성 실험과 마찬가지로 타 기관(충무발효)에서 분양받은 균주(Aspergillus

oryzae CF1001, Aspergillus sojae CF1002, Aspergillus oryzae CF1003, Aspergillus

luchuensis CF1005, Aspergillus oryzae KACC 94210)와 자체 보유 균주(Aspergillus

oryzae KCTC 6291, Aspergillus oryzae KCTC 46199)를 사용하였다(Table 3-11).

배지의 경우, 실험용 배지인 potato dextrose broth(BD, France) 및 산업용 배지(SBA

broth, Table 3-4)를 사용하였다. 멸균된 배지 100 mL에 균주를 접종한 후에 30℃에

서 72시간 동안 진탕배양(180 rpm)하였다. 배양액을 회수한 후에, 원심분리(13,000 rp

m, 20 min, 4℃) 하였다. 0.45 μm syringe filter를 사용하여 이물질을 제거한 후에 여

과된 시료를 조효소액으로 사용하였다. 0.6% casein 용액을 기질로 사용하였으며, 여

과된 조효소액과 혼합하여 37℃에서 10분간 반응하였다.
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Ÿ 이후 TCA(trichloroacetic acid) 용액 2 mL를 첨가하여 반응을 정지시켰으며, folin 시

약으로 발색시킨 후에 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. Protease의 역가는 1분당 ty

rosine 1 μg을 유리시키는 양을 1단위(unit)로 산출하였다.

Ÿ Amylase와 마찬가지로 고체배양(solid-state fermentation)에서의 효소능을 평가하기

위해 Aspergillus oryzae CF1001와 Aspergillus oryzae M385 균주의 배양시간 별

시료에 대한 효소능을 측정하였다. 측정방법은 액체배양과 마찬가지로 DNS 환원당

정량법으로 측정하였다.

나. 결과 및 결론

Ÿ 실험용 배지인 potato dextrose broth에서의 protease 역가를 측정한 결과(Table 3-

9), 대부분의 균주들이 0.10∼0.13 U/mL 수준의 역가를 나타내었으며, Aspergillus or

yzae CF1001 균주는 다른 균주들보다 2배 이상의 역가(0.28 U/mL)를 나타내었다. 한

편, SBA 배지에서의 protease 역가를 측정한 결과, 대부분의 균주들이 potato dextro

se broth에서보다 상대적으로 높은 역가(0.28∼0.35 U/mL)를 나타내었다. 하지만, pot

ato dextrose broth에서 가장 높은 역가를 나타내었던 Aspergillus oryzae CF1001 균

주는 SBA 배지에서도 비슷한 수준의 역가를 나타내었다. 본 실험에서는 균주의 액상

배양을 통해 효소능을 확인하였으나 기존의 연구결과에 의하면 곰팡이의 protease 역

가는 고체배양에서 102 unit 이상으로 높은 것으로 보고되었다. 따라서 (주)충무발효

를 통해 고체배양된 시료를 이용하여 효소능을 확인하였다(Figure 3-16).

Table 3-9. Protease activity of Aspergillus spp. on Potato Dextrose Broth

and SBA broth after incubation at 30℃ for 72 h

Strain
Protease activity(U/mL)

PDA broth SBA broth

Aspergillus oryzae CF1001 10.24±0.98 9.42±1.02

Aspergillus sojae CF1002 12.31±1.06 5.31±0.72

Aspergillus oryzae CF1003 50.66±2.33 35.43±1.53

Aspergillus luchuensis CF1005 47.27±2.76 24.16±1.88

Aspergillus oryzae KACC 93215 11.24±2.47 7.65±1.31

Aspergillus oryzae KCTC 6291 1.31±0.84 2.71±0.61

Aspergillus oryzae KCTC 46199 0.24±0.56 3.49±0.78
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Ÿ 효소능 분석결과(Figure 3-16), Aspergillus oryzae CF1001 균주가 분비하는 amylas

e 역가는 100시간대에서 최고 수준이었으며(500 U/mL 이상), 최소 400 U/mL을 유지

하였다. 반면에 Aspergillus oryzae M385와 Aspergillus oryzae CF1001, Aspergillus

oryzae M385 혼합 배양한 시료의 경우 300∼400 U/mL 수준을 유지함을 보였다. 이

결과는 곰팡이의 protease 역가가 고체배양시에 102 unit 이상으로 보고되는 경향과

일치하며, 전통발효식품용 균주로서 사용가능할 것으로 사료된다.

Figure 3-16. Protease activity of Aspergillus spp. on solid-state

fermentation. ◆: Aspergillus oryzae CF1001, ■:

Aspergillus oryzae M385, ▲: Aspergillus oryzae

CF1001+Aspergillus oryzae M385.

3. 연구개발성과

가. 기술이전 성과

- 기술실시 계약명: 곰팡이균 고상발효 적합성 분석

- 기술실시기업: ㈜충무발효

- 기술이전금액: 220만원(VAT 포함)
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제 9절 식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자 표

시 탐색 및 표준균주를 이용한 각종 유전자 지문 분

석 및 최적 분석법의 선정

1. 유전자 지문 분석법의 문헌 조사 및 각 분석방법별 장단점 비교분석

Ÿ 미생물의 추적 시스템(tracking system)은 분자생물학적 기법을 사용한 유전자 지문

분석법(genetic fingerprinting)을 사용하여 개발할 수 있다.

Ÿ 현재까지 개발된 미생물 유전자 지문 분석법은 자연계에서 미생물의 다양성을 연구

하기 위한 분석 도구로 사용되고 있으며, 수질 등의 오염원을 파악하기 위한 미생물

오염원 추적(microbial source tracking, MST) 등에 사용되고 있다.

Ÿ 미생물 오염원 추적기술(MST)은 각 숙주 동물에 따른 생태학적 적응에 의하여 존재

하는 지표미생물은 유전적 생리적으로 특이하기 때문에, 이러한 특성을 기반으로 종

기반 유전형 동정방법들(species-based genotypic methods) 중 유전자 DNA 지문

(DNA fingerprinting)법 등을 이용하여 ecotype을 결정하는 연구방법이다.

Ÿ 예를 들면 대장균을 항생제 저항성, rep-PCR DNA fingerprinting 등의 분석을 기초

로 하여 동정하고 그 각기 다른 오염원의 출처를 확인하는 것이 미생물 오염원 추적

기술(MST)이다.

Ÿ 현재까지 발표된 미생물 오염원 추적기술 관련 논문은 rep-PCR, restriction fragment

length polymorphism(RFLP) 등과 같은 유전자형(genotyping)방법과 항생제 내성의

여부, serotype, 또는 특정 효소의 유무에 따른 표현형(phenotyping)방법의 2가지로

나눌 수 있다.

Ÿ 이러한 미생물의 유전자형과 표현형의 분석방법은 다시 library의 사용여부에 따라

library dependent 또는 library independent로 세분화 할 수 있는데, library

dependent 방법은 특정 감염성폐기물의 오염원에 존재하는 지표미생물의 library를

구축하여, 환경매체에서 발견되는 샘플과 library에 존재하는 미생물을 비교하여 오염

원을 추적하는 기술이다(Table 4-1).
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Table 4-1. Types of microbial source tracking

Library-dependent Library-independent
Culture-dependent Culture-independent

Phenotypic Genotypic
Phenotypic or

Genotypic
Genotypic

Ÿ Antibiotic

resistance

Ÿ Carbon utilization

Ÿ Rep-PCR

PFGE

Ÿ Ribotyping

Ÿ Bacteriophage

Ÿ Bacterial

culture

Ÿ Host-specific

bacterial PCR

Ÿ Host-specific viral

PCR

Ÿ Host-specific

quantitative PCR

Ÿ 또한 미생물 오염원 추적기술은 식중독 미생물 등의 병원성 미생물 판별이나, 항생제

내성 유전자 검출(antibiotic resistance analysis, ARA), 유전자 재조합 미생물

(genetically modified microorganism, GMM)의 검출 등에 이용되고 있다.

Ÿ 한편, 미생물의 염색체 DNA에 특정 염기서열을 암호로 지정하여 인위적으로 삽입

또는 치환하는 DNA cryptography법이 일부 개발 중에 있으나 이는 미생물의 유전자

를 변형시키는 유전자 변형 미생물에 해당되므로 식품 미생물에는 적용할 수 없는

문제점이 있다.

Ÿ 미생물들의 감염, 분류, 계통학의 관계성을 조사하기 위하여 다양한 유전체 적용

DNA fingerprinting 방법이 사용되어 왔다(Sadowsky and Hur, 1998).

Ÿ 그 중, 박테리아의 유전체 연구에서 repetitive extragenic palindromic sequence가 발

견된 이후(Stern et al., 1984), 다양한 활용 방법 중 DNA hybridization과 rep-PCR

DNA fingerprinting 방법은 다양한 병원성 미생물들 즉, 효모(Panchal et al., 1987;

Scherer and Stevens, 1987), mycoplasmas(Ruland et al., 1990), 곰팡이(Koch et al.,

1991), 바이러스(Buchman et al., 1978; Christensen et al., 1987), 박테리아

(Rademaker et al., 1998; Versalovic et al., 1998)의 감염, 분류학적 분석에 성공적으

로 활용되어 왔다.

Ÿ 현재까지 박테리아를 strain수준으로 동정 또는 분류하기 위한 분자 수준의 typing

기술이 여러 가지 개발되어 왔는데, 이러한 기술들 중에서 가장 강력한 기술은 유전

자 지문 분석법(DNA fingerprinting) 기술로서, 여기에는 절단 빈도가 낮은 제한효소

를 이용한 pulsed-field gel electrophoresis(PFGE), ribotyping, randomLy amplified

polymorphic DNA(RAPD), amplified fragment length polymorphism(AFLP),

multilocus sequence typing(MLST) 등이 있다.

Ÿ 이러한 기술들은 발효식품이나 인간 장내에서 분리된 유산균이나 Bifidobacteria를 종

이하의 수준에서 typing하는 데 광범위하게 사용되어 왔는데(McCartney, 2002), 기본

적으로 종 간 또는 균주 간 DNA의 다형화를 검출하는 것에 기초를 두고 있으며, 각

각의 기술들은 분류 범위, 재현성, 해석의 용이성, 표준화 정도가 서로 다르다.
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Ÿ 유전자 지문 분석법(DNA fingerprinting)은 아직까지 광범위하게 채택되고 있는 표준

화된 기술이 없으며, 실험실 간 혹은 실험실 내에서도 재현성 있는 결과를 얻기가 힘

든 단점이 있다.

Ÿ 또한 분석 기술의 정밀성과 정확성도 실험 방법, 실험실, 실험 재료에 따라서 매우 차

이가 나며, 실험 방법에 따라 결과를 얻기까지 장시간 소요되는 단점이 있다.

Ÿ 현재 유산균과 특히 probiotics 균주들을 대상으로 하는 DNA fingerprinting 기술은

아래와 같다.

가. Ribotyping

Ÿ Ribotyping은 박테리아의 16S와 23S rRNA transcription unit사이에 존재하는

intergenic space region은 변이가 심하여도 생존 가능하여 다양한 크기의 다형화

(polymorphism)를 나타내는 현상을 이용한 것으로 다양한 박테리아들의 typing에 적

용되고 있다(Kostman et al., 1992)(Figure 4-1).

Ÿ Ribotyping은 리보솜 RNA(rRNA)를 probe로 해서 제한효소 처리한 염색체 DNA와

혼성화함으로써 그 절단 단편의 다형성을 해석하는 방법으로 DNA의 표적부위는 16S

또는 23S rRNA를 coding하는 영역이 사용되고 있다.

Ÿ Ribotyping은 모든 생물체에 적용이 가능하며, 안정적이며 재현성이 높은 결과를 얻

을 수 있는 것이 특징으로, 유전자의 변화를 비교, 연구할 목적에도 사용되고 있다.

Ÿ 그러나 방법의 단계가 많고 장시간 소요되는 단점이 있으며, 또한 얻어진 밴드가 서

로 접근해 있다면 다수 검체의 비교가 곤란하게 되므로 사용할 제한효소 선택이 해

석 결과를 좌우하게 되는 단점이 있다.

Figure 4-1. Schematic diagram of principles in ribotyping(출처: Bouchet et

al., Clin. Microbiol. Rev. 21: 262-273, 2008).
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나. Pulsed-field gel electrophoresis(PFGE)

Ÿ 세균 DNA의 제한효소 절편 다형화(restriction fragment length polymorphism,

RFLP) 분석은 세균의 염색체 DNA를 절단 빈도가 낮은 제한효소로 절단하여 소수의

비교적 크기가 큰 DNA 단편을 제조하고, 이 단편들을 pulsed-field gel

electrophoresis(PFGE)를 이용하여 크기별로 분리하는 기술이다.

Ÿ PFGE는 특정의 제한효소 처리된 DNA를 전기영동시켜 전기 파장을 다각도에서 전

달하여 절단된 DNA 분절의 형태학적 양상을 비교하는 것으로, 일반적인 전기영동에

서는 분리할 수 없었던 분자량이 매우 큰 DNA 단편(40∼1,000 kb)을 분리해 낼 수

있으며, 여러 조건에 따라 다양한 DNA 분절 형태를 관찰할 수 있다(Figure 4-2).

Figure 4-2. Schematic diagram of principles in pulsed-field gel electrophor

esis(출처: http://www.foodsafetynews.com/2009/08/genetic-testing-1/

#.Wm597ahl-Uk).

Ÿ PFGE는 우수한 감별력과 재현성을 가지고 다양한 역학 자료와 높은 유전적 상관관

계를 제시함으로써 여러 molecular typing 방식 중 gold standard로 인식되고 있다

(Olson, 1989).

Ÿ 특히 이 기법은 전기영동에 의한 band pattern을 분석함으로써 특정 식중독균에 의한

식중독 발생이 서로 다른 유래의 식품 분리주 간 유전적 상관성을 확인하여 오염원

을 파악하는 기초 자료로 활용되어 왔다.

Ÿ 최근 PFGE법을 활용하여 식품 내 다양한 미생물을 검출하는 연구가 이루어지고 있

는데, Praakle-Amin et al.(2007)은 Estonia에서 시판되는 가금육에서 Campylobacter

검출 조건을 확립하였다고 발표하였고 프랑스 및 페루에서도 동일한 방법을 이용하

여 치즈 및 야채에서 각각 Staphylococcus aureus 및 Escherichia coli O157:H7을 검

출한 바 있다(Keroanton et al., 2007; Mora et al., 2007).
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Ÿ PFGE는 다양한 미생물 혈청형의 DNA fingerprinting에서 가장 훌륭한 marker로서

분자역학적 형별분석에 가장 신뢰성이 있으며 감별력과 재현성이 높은 유전형별 방

법임이 인정되고 있다(Hudson et al., 2000).

Ÿ PFGE는 균주 간 유전적 상관성을 쉽게 알 수 있고 실험실 간에 재현성이 우수한 반

면, 실험에 소요되는 시간이 3∼5일로 많은 시간이 소요되고 노동 집약적이며, 동일

band가 동일한 DNA 단편인지 확신할 수 없는 문제점이 있다.

Ÿ 또한 band들이 명확히 구분되지 않고 gel로부터 DNA의 추출이 어려우며 데이터분석

이 시험자의 경험에 의해 다양한 견해를 보일 수 있어 실험결과가 실험자에 따라 다

르게 나올 수 있기 때문에 고도로 숙련된 기술이 필요하고 실험절차 및 시료를 표준

화하기 위한 많은 노력들이 필요하다.

Ÿ 생성된 DNA fingerprint는 사용되는 제한효소의 특이성과 염색체 DNA의 염기서열에

의해 결정되기 때문에 특정 세균 종이나 균주의 특성이 될 수 있으며, PFGE에 의한

fingerprint는 염색체 전체를 포함하고 있기 때문에 특정 균주의 DNA 상에서의 결실,

삽입, 재배열 등과 같은 특이한 변화를 검출할 수 있다.

Ÿ 그러나 제한효소로 인식되는 특정 염기서열에 대한 차이를 나타낸 것으로 유전자 전

체의 염기배열을 비교하는 것은 아니다.

Ÿ PFGE는 Bifidobacterium longum이나 B. animalis(Roy et al., 1996), Lactobacillus

casei, L. rhamnosus(Tynkkynen et al., 1999), L. acidophilus complex(Roy et al.,

2000), L. helveticus(Lortal et al., 1997)와 L. johnsonii(Ventura and Zink, 2002) 등과

같은 중요한 probiotics 균주 사이에서 균주를 분별할 수 있는 특성이 매우 높으나 일

부 균주는 이 방법으로 typing이 되지 않고 있다.

다. PCR-denaturing-gradient gel electrophoresis(PCR-DGGE)

Ÿ PCR-DGGE법은 원래 의학 분야에서 돌연변이 유전자의 검출을 위하여 사용되어 오

던 방법이었으나, Muyzeoxr et al.(1993)이 처음으로 16S rRNA 유전자의 V3

region(16S rRNA 유전자 가운데 미생물 종에 따라 가장 변이가 심한 부분)을 대상으

로 미생물 생태 분야에 적용하였다.

Ÿ PCR-DGGE 분석법은 5’말단에 GC-clamp(약 40개 정도의 G와 C로 구성된 DNA 단

편)를 붙여 놓은 primer를 사용하여 미생물 군집에서 추출한 염색체 DNA로부터 16S

rRNA 유전자를 PCR로 증폭시킨 후, 증폭된 PCR 산물을 urea나 formamide와 같은

DNA 변성제의 농도 구배가 존재하는 gel상에서 전기영동을 한다.

Ÿ 증폭된 16S rRNA 유전자는 군집 내의 박테리아 종에 따른 염기서열의 차이에 의해

단일가닥(한쪽 끝은 GC-clamp로 인해 묶여진 상태)으로 변성되는 정도가 달라지고,

이에 따라 gel상에서의 이동거리가 달라지는 점을 이용한 방법이다(Figure 4-3).
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Ÿ 즉, 미생물의 16S RNA 유전자 가닥 간의 염기서열 차이로 인해 발생하는 고유한

Tm 값의 차이를 이용하여 서로 다른 미생물의 16S RNA 유전자를 이중 가닥을 단

일가닥으로 풀어주는 변성제가 연속되는 농도 차이로 함유된 DNA 전기영동 gel상에

서 분리하고 관찰하는 방법이다(Muyzer et al., 1993).

Ÿ 결국 gel상의 특정 위치에서 특정 16S rRNA 유전자 염기서열을 가진 DNA가 band

형태로 나타나게 되는데, 샘플 내에 미생물의 개체수가 다양할수록 band의 수는 늘어

나게 되고 동일한 염기서열의 DNA가 많을수록 나타나는 band의 선명도는 증가하게

된다.

Ÿ PCR-DGGE법은 많은 샘플에서의 전체적인 미생물 종의 수 그리고 양적 변화를 하

나의 gel 상에서 관찰할 수 있다는 장점이 있으며, 중요도가 높은 band의 경우에는

band로부터 직접 DNA를 회수한 후, sequencing을 통해 종을 확인할 수 있기 때문에

cloning 분석법에 비해 시간, 노력 및 비용을 최소화할 수 있다.

Ÿ 그러나 gel의 제작과 최적 농도 구배의 범위를 설정하는 과정이 번거롭고, 샘플 내에

분포도가 낮은 종의 경우에는 증폭 산물이 적어 검출되지 않을 수 있으며, band의 수

가 너무 많이 발생하는 경우에는 군집의 변화를 해석하는데 어려움이 따르는 단점이

있다.

Ÿ 더욱이 비교해야 할 샘플의 수가 많은 경우, 여러 장의 gel을 사용하여 전기영동을

실시해야 하며, 샘플의 조합을 달리하여 군집을 비교하고자 할 경우에는 추가적으로

전기영동을 실시해야 한다는 문제점이 있다(Kim et al., 2010).

Ÿ PCR-DGGE법을 이용하여 다양한 식품에 존재하는 미생물이 검출되었다는 보고가

많이 있는데, Hu et al.(2009)은 PCR-DGGE법을 이용하여 진공 포장된 햄에 있는

Leuconostoc 종, Lactobacillus 종 등을 검출한 바 있고, Han et al.(2010) 역시 같은

방법을 이용하여 축산가공품에서 다양한 Lactobacillus 종을 검출한 바 있다.

Ÿ 또한 Handshur et al.(2005)은 PCR-DGGE를 이용하여 가공 중인 샐러드에서

Pseudomonas 종, Acinetobacter 종 등 다양한 미생물을 검출한 바 있으며, Vero et

al.(2006)은 식초에서 Acetobacter 종 등의 검출 조건을 확립하여 발표하였다.

Ÿ 이 방법은 높은 효율로 많은 시료를 동시에 분석할 수 있다는 장점이 있어서 일반적

으로 미생물 다양성 연구에 많이 쓰이는 분자생물학적 기술로서 토양(Wang et al.,

2004)뿐만 아니라, 하천(Araya et al., 2003), 곤충(Reeson et al., 2003), 식물(Boon et

al., 2002), 음식(Ercolini, 2004)에 이르기까지 다양한 환경 시료로부터의 미생물 분석

에 적용되고 있다.

Ÿ 그러나, DGGE 법에 의한 미생물 다양성 연구는 원 시료로부터의 DNA 추출방법,

PCR 증폭 및 분석 방법에 의해 많은 영향을 받는다고 알려져 있으며, 단일 종의 균

주 추적을 위한 유전자 지문 분석법으로는 적합하지 않은 것으로 알려져 있다.
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Figure 4-3. Schematic diagram of principles in PCR-denaturing-gradient

gel electrophoresis(출처: https://en.wikipedia.org/wiki/Commu

nity_fingerprinting).

라. Terminal restriction fragment length polymorphism(t-RFLP)

Ÿ T-RFLP은 DNA 시료에서 16S rRNA나 18S rRNA 유전자 정보를 PCR로 증폭하여

확보한 후 제한효소 처리를 통해 해당 미생물 군집의 fingerprint를 획득하는 방법으

로서(Marsh, 1999), RFLP법을 Liu et al.이 개량한 기법으로, 시료로부터 PCR을 통해

증폭된 미생물 DNA 염기서열의 차이를 빠르게 비교할 수 있으며, 많은 양의 시료를

한 번에 분석할 수 있는 장점이 있다(Dunbar et al., 2001).

Ÿ 이 방법에서는 말단을 형광물질로 표지한 primer를 이용하여 16S rRNA나 18S

rRNA 유전자를 PCR로 증폭한 후, PCR 산물을 제한 효소로 절단하고, 생성된 단편

들 가운데에서 형광 표지된 DNA 절편들은 변성제를 함유하지 않은 polyacrylamide

gel를 사용하여 전기영동하거나 capillary 전기영동을 수행하여 형광을 검출함으로써

군집 내 미생물 종 다양성을 반영하는 peak(또는 band) 프로파일로 나타나게 된다

(Figure 4-4).

Ÿ 이론적으로 형광 표지된 DNA 절편의 길이에 따라 나타나는 각 peak는 특정 미생물

종을 의미하며, 각 peak의 면적은 그 미생물 종의 상대적인 분포비를 나타내므로

PCR-DGGE와 유사하게 정성적 그리고 정량적으로 사용할 수 있다.

Ÿ 또한, 전기영동을 수행할 때 DNA의 size marker를 사용하여 형광 표지된 DNA 절편

들의 길이를 측정할 수 있으며, 사용한 primer 및 제한효소의 종류에 근거하여 데이

터베이스에서 각 단편의 길이에 해당하는 박테리아의 종을 찾아낼 수도 있다.

Ÿ 그러나 이론적으로는 하나의 미생물 종은 특정한 길이의 형광 표지 절편 하나만을

생성하지만, 서로 다른 미생물이라 하더라도 같은 길이에서 같은 제한효소 사이트를

가질 경우에는 여러 종이 똑같은 길이의 형광 표시 절편을 생성할 수도 있기 때문에

이러한 경우에는 데이터베이스로부터 미생물 종을 결정하기 어렵다.
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Ÿ T-RFLP법은 서로 다른 미생물 군집의 종 다양성을 비교하거나 한 미생물 군집 내의

변화를 모니터링할 때 유용한 방법으로서, 샘플의 조합을 달리하여 군집을 해석하고

자 할 때에도 추가적인 실험 없이 기존의 peak 프로파일 데이터를 비교함으로써 간

단히 수행할 수 있으며, 존재량이 적은 미생물 종까지 검출해 낼 수 있는 장점이 있

다(Kim et al., 2009).

Ÿ 그러나 peak의 베이스라인이 안정되지 못 할 경우, peak가 아닌 것까지 모두 peak로

간주해 버림으로써 미생물 종 다양성을 과다하게 평가하는 오류를 범할 수 있으며,

사용한 primer와 제한효소의 종류에 따라 군집해석 결과가 달라질 수 있다.

Ÿ 따라서 t-RFLP법은 복잡한 군집구조를 가지는 시료의 해석에는 적합하지 않으며, 종

다양성이 크지 않은 미생물 군집의 해석에 적용하는 것이 바람직하다.

Ÿ 그 동안 농업 및 환경분야에서는 이와 같은 방법을 이용한 미생물 분석법이 알려져

있었지만(Kim et al., 2009) 식품분야에는 많이 적용되지는 않았으나, 2000년대 후반

부터 t-RFLP법을 이용하여 멸치, 육류 및 참치 통조림에서 다양한 종류의 미생물 검

출 조건 확립 사례가 보고되고 있다(Hsieh et al., 2007; Rea et al., 2009).

Figure 4-4. Schematic diagram of principles in terminal restriction fragment length

polymorphism(출처: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/c/c5/Step-by

-step_procedure_of_using_ T-RFLP_analysis_in_microbiology.pdf).

마. Repetitive sequence-based PCR(rep-PCR)

Ÿ 원핵세포 유전체 내에는 단백질을 발현하지 못하는 non-coding 지역에 대부분 500

bp 이하의 비교적 짧은 단편이 반복적으로 존재하고 있는데 이는 종의 특성에 따라

strain간에도 반복되는 단편의 횟수에 차이를 보이고 있다.
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Ÿ rep-PCR 분석방법은 이러한 세균의 염색체에 존재하는 interspersed repetitive DNA

sequence 구간을 PCR을 통해 증폭함으로써 strain 수준까지 구별할 수 있는

fingerprinting pattern을 얻을 수 있는 검사법이며, 높은 재현성을 보인다고 알려져

있다(Koeuth et al., 1995; Louws et al., 1994)(Figure 4-5).

Ÿ 특히, 나타나는 유전자 지문이 균주에 따라 서로 다른 bar code 형태를 보임으로써

세균 종, 아종 및 균주 수준까지도 구별이 가능하여 세균의 신속한 분류 및 동정 이

외에도 역학적인 연구에도 널리 사용되고 있다(Lupski and Weinstock, 1992;

Versalovic et al., 1994; Woods et al., 1993).

Ÿ 현재 널리 사용되고 있는 반복 염기서열에 기초한 유전자 지문법(rep-PCR genomic

fingerprinting)은 반복 염기서열의 종류에 따라 Gram 음성 장내 세균에 존재하는 35

∼40 bp의 REP(repetitive extragenic palindrome), 124∼127 bp의

ERIC(enterobacterial repetitive intergenic consensus) 및 Streptococcus pneumoniae

에서 처음 발견되어 Gram 양성 세균의 분류에 이용되고 있는 154 bp의 BOX motif

등의 3종류로 구성되어 있다(Hulton et al., 1991; Martin et al., 1992; Versalovic et

al., 1991).

Ÿ 최근에는 rep-PCR법을 이용한 자동화 분석방법이 개발되었는데 최종결과를 얻는데

소요되는 시간이 4시간 이내로 매우 짧으며 자동화된 결과의 분석으로 실험자 간의

오차가 적고 data를 저장 및 분석이 용이하며, 무엇보다도 가장 큰 장점은 높은 재현

성을 보여준다는 장점이 있다(Healy et al., 2005).

Ÿ Repetitive extragenic palindromic PCR(REP-PCR)은 bacteria의 extragenic sequence

중 계속 반복되는 palindromic sequence에 대한 complement sequence를 primer로 하

여 PCR을 수행한 후 다양한 크기의 product pattern을 비교하는 기술로, bacteria와

같이 비교적 DNA의 변형이 많은 종의 경우에는 종뿐만 아니라 strain이 다를 경우에

도 대부분 extragenic palindromic sequence의 위치가 다르므로 미생물의 분류 동정

과 유연관계 분석에 사용 가능하다.

Ÿ REP sequence들은 5 bp의 유동적인 loop 구조를 포함한 38 bp palindromic unit들로

이루어져 있다(Higgins et al., 1982).

Ÿ Higgins et al.(1982)에 의하여 REP sequence들이 최초로 발견된 이래, REP-PCR기

술은 다양한 세균 균주들을 동정하기 위하여 신속하고 효과적인 genotyping 방법으

로 이용되어져 왔다.

Ÿ REP-PCR은 다른 역학조사 방법들과 병행하여 Salmonella enterica serovar(Beyer

et al., 1998), Shigella species(Navia et al., 1999), Clostridium botulnum(Hyytia et

al., 1999), Proteus species(Serwecinska et al., 1998), Streptococcus milleri

species(Clarridge et al., 1999), Lactobacillus hilgardii와 Lactobacillus brevis(Sohier

et al., 1999), Staphylcoccus aureus strains(van der Zee et al., 1999), Listeria

monocytogenes 균주들(Jersek et al., 1999) 그리고 Bacillus 균주들(Hermann et al.,

1998)과 같은 다양한 종류의 세균 분리 균주들을 동정하는데 효율적으로 이용되어지

고 있다.
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Ÿ 특히 lactobacilli와 bifidobacteria 등과 같은 probiotics 균주들에서도 (GTG)5,

REP1R-I, REP2R-I 등과 같은 marker를 이용하여 typing할 수 있는 것으로 보고되

고 있다(Gevers et al., 2001; Krizova et al, 2008; Tafvizi and Ebrahimi, 2015).

Ÿ ERIC sequence들은 126 bp element들로서 중앙에 보존된 palindromic 구조를 가지고

있는데(Hulton et al., 1991), Gram 음성 장내세균들뿐만 아니라 많은 계통분류체계상

서로 연관이 없는 다양한 문(phyla)들에 속하는 세균들에서도 보존되어 발견되고 있

다(de Bruijn, 1992).

Ÿ 이에 따라 ERIC과 REP sequence들을 이용하여 장내세균들을 중심으로 한 대표적

식중독 세균들의 신속하고 정확한 검출·동정 기술들이 개발되어져 왔다.

Ÿ ERIC sequence의 몇몇 특성은 REP sequence와 유사한데, 두 종류 sequence 모두 염

색체 상에서 non-coding 부위에 위치하고, 염색체상의 위치는 종(species)마다 각기

다르며, 두 종류 모두 전사 방향과 비교하여 방향성(orientation)에 있어서 같은 방향

혹은 반대방향에 관계없이 염색체 상에 위치할 수 있다.

Ÿ ERIC sequence와 REP sequence 모두 보존된 inverted repeat구조(잠정적 stem-loop

구조)를 포함하고 있다.

Ÿ 그러나 ERIC sequence와 REP sequence들 사이에 몇 개의 서로 다른 점들도 존재하

는데, REP sequence들(33 bp)은 ERIC sequence들(126 bp)에 비해서 매우 짧고, 동

일한 염색체 위치상에서 다양한 REP sequence들이 종종 발견되지만, ERIC sequence

들은 한 가지 종류 만이 존재하는 것으로 확인되며, E. coli 내에서 염색체 당 추산되

는 REP sequence들의 숫자는 ERIC sequence들의 숫자보다 10배정도 더 많은 것으

로 알려져 있다.

Ÿ 현재 ERIC-PCR 기술은 공생균인 Rhizobium(de Bruijn, 1992), 식물병원균인

Xanthomonas campestris(Louws et al., 1994), 그리고 인간 병원성균인 S.

pneumoniae과 Mycobacterium tuberculosis(Sechi et al., 1998)와 같은 Gram양성 및

Gram음성 분리균주들을 동정하는데 널리 이용되고 있다.

Ÿ BOX element들은 자연계의 기본 구성단위이고, 차별적으로 보존된 subsequence들로

구성되어 있으며, Gram양성균인 Streptococcus pneumoniae으로부터 분리된 최초의

산재된 반복성 element이다(Martin et al., 1992).

Ÿ BOX element에는 boxA(59 bp), boxB(45 bp) 그리고 boxC(50 bp)라고 불리는 세 개

의 다른 subunit들이 발견되는데(Martin et al., 1992), 단지 boxA와 유사한 subunit

sequence들 만이 다양한 여러 세균들 사이에서 높은 정도로 보존된 것으로 밝혀졌다.

Ÿ BoxB와 boxC subunit들과 유사한 sequence들은 오직 S. pneumoniae에서 만 발견되

었고, boxA subunit은 S. pneumoniae에서는 많은 copy수로 분산되어 존재하지만,

Streptococcus pyogenes와 Streptococcus agalactiae와 같은 다른 streptococci 미생

물들에는 존재하지 않는 것으로 알려져 있다.
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Ÿ 그러나 E. coli나 Salmonella Typhimurium과 같은 전혀 계통분류학적으로 무관한

Gram 음성균은 그들의 각각의 genome에 여러 copy수의 boxA와 같은 sub-sequence

들을 가지고 있는 것으로 확인되었다.

Ÿ BOX DNA element들은 세균 strain의 동정을 위하여 PCR-based DNA

fingerprinting에 거의 사용되지 않는데, 그 이유는 이러한 BOX DNA element가

Gram양성균인 S. pneumoniae의 게놈 상에서 만 발견됐다는 한계 때문이다(Martin

et al., 1992).

Figure 4-5. Schematic diagram of principles in repetitive sequence-based

PCR(출처: https://www.staff.uni-marburg.de/~werner/rhizobial_div

ersity.htm).

바. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD)

Ÿ DNA의 임의적인 부분을 증폭하는 RAPD는 유산균주와 bifidobacteria 균주의

genetic typing을 위한 신속하고 감도가 높으며 경제적인 분석 방법으로 알려져 있다.

Ÿ PCR을 기반으로 한 이 기술은 한 개체의 염색체 내의 미지 영역에 부분적으로 또는

완벽하게 상보적인 일련의 염기서열에 결합할 수 있는 임의적인 primer를 사용하는

데, 만약에 결합부위가 DNA 단편의 증폭이 가능할 정도로 간격이 있고 방향성이 맞

으면 특정 균주에 특이적인 fingerprint pattern이 형성되는 것을 이용한다(O’Sullivan,

1999)(Figure 4-6).

Ÿ RAPD profiling은 Bifidobacterium 균주 간(Vincent et al., 1998), L. acidophilus

group에 속하는 균주들을 서로 구별하는 데 사용되어 왔는데(Gancheva et al., 1999;

Richard et al., 2001; Roy et al., 2000; Torriani et al., 1999; Tynkkynen et al.,

1999), 몇몇 인자들이 RAPD fingerprint의 재현성과 구별성에 영향을 미치는 것으로

보고되고 있고, 이러한 인자에는 primer의 결합 온도, DNA template의 순도와 농도,

primer 조합 등이 있다.
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Ÿ 유전자 다형분석인 RAPD방법은 실험조작이 간편하여 쉽게 DNA 다형성을 관찰할

수 있으며, 단 하나의 DNA절편까지도 증폭되어 밴드로 나타날 수 있을 정도로 그

감응도가 높기 때문에 소량의 DNA 만을 사용하여도 수행이 가능하여 종 및 품종의

분자생물학적 분류 및 집단간 다양성 연구에 널리 이용되고 있다(William et al.,

1993).

Ÿ 또한 이 방법은 대상 생물의 자세한 유전정보가 알려져 있지 않아도 arbitrary primer

등을 사용하여 특정 유전자 부분의 증폭 및 증폭된 DNA절편을 비교함으로서 쉽게

종간 혹은 개체간의 유전적 유사도를 구할 수 있으나 primer의 길이가 상대적으로 짧

아서 비 특이적인 결합을 너무 쉽게 하기 때문에 반응 조건에 따라 결과가 달라지는

등 재현성이 낮은 단점이 있다(Kim et al., 2003).

Ÿ 뿐만 아니라, 이 분석법을 이용하여 식품 내 잔존하는 미생물 검출하는 것으로도 이

용되고 있는데, Haryani et al.(2007)은 RAPD 분석법을 이용하여 말레이시아에서 판

매하는 길거리 식품에서 Klebsiella pneumonia를 분리하였다고 발표한 바 있으며, 최

근 국내에서 같은 방법으로 청국장 내에서 Bacillus 종을 검출하는 조건을 확립하였

다고 보고한 바 있다(Kwon et al., 2007).

Figure 4-6. Schematic diagram of principles in randomly amplified

polymorphic DNA(출처: Arif et al., Int. J. Mol. Sci. 11: 2079-2096,

2010).
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사. Amplified fragment length polymorphism(AFLP)

Ÿ AFLP는 인식부위가 많지 않은 제한효소로 절단된 DNA의 단편들에 adaptor(임의로

합성한 DNA조각)을 붙인 다음, 표식 부위의 DNA 염기서열을 바탕으로 작성한

primer를 PCR primer로 사용하여 특정 제한효소 단편을 증폭시켜 그 산물에서 얻어

지는 band 차이의 유무를 비교하는 기술로서(Vos et al., 1995), RAPD에서와 같이 재

현성 여부가 문제점으로 되어 있다(Figure 4-7).

Ÿ AFLP의 장점으로는 RAPD보다 고감도의 PCR 산물을 얻을 수 있고 여러 개의 유전

자를 동시에 동정하는 것이 가능하며, 다형성이 드문 계통에 적용할 수 있을 뿐만 아

니라 양 말단의 DNA 염기서열을 알지 못하는 제한 효소 단편을 증폭시킬 수 있다는

점 등이 있으나 재현성이 낮고 분석이 복잡하다는 단점이 있다.

Ÿ 현재는 임상연구에서 주로 사용되고 있으나 L. acidophilus group이나 L. johnsonii

분리균주 등을 typing하는 데 응용한 보고도 있다(Gancheva et al., 1999; Ventura

and Zink, 2002).

Figure 4-7. Schematic diagram of principles in amplified fragment length

polymorphism(출처: http://www.brainkart.com/article/Amplified

-Fragment-Length- Polymorphism—AMP-FLP-_14716/).

.

아. Multilocus sequence typing(MLST)

Ÿ 최근 각 균종의 계통발생이나 유행균주들의 유래를 추적하기 위해 pulsed-field gel

electrophoresis(PFGE)나 PCR 등의 band-based typing방법의 단점을 보완할 수 있는

multilocus sequence typing(MLST)방법이 고안되어 사용되고 있다(Gevers et al.,

2005; Stackebrandt et al., 2002).
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Ÿ MLST방법은 염색체 DNA에서 약 6∼8개의 housekeeping 유전자의 염기서열을 결정

하고 MLST database에 입력한 후 allelic profile들을 조합하여 sequence type(ST)을

결정하는 방법이다(Homan et al., 2002)(Figure 4-8).

Ÿ MLST의 marker로 사용될 수 있는 유전자의 조건은 다음과 같다.

ü Marker로 사용할 유전자는 유전체의 염기서열이 완전히 밝혀진 미생물의 염색체

에 전반에 골고루 분포되어야 한다(Makarova et al., 2006).

ü 코딩하는 단백질의 기능이 잘 보존되고 특성이 규명되어 있어야 한다.

ü 모든 균주에 최소 1 kb 이상의 크기의 단일 사본으로 존재하여야 한다.

Ÿ MLST 결과는 분리균들의 ST나 clonal complex(CC)를 확인할 수 있기 때문에 실험

자와 실험실간의 오차없이 동일 균종들의 역학적 기원 및 진화적 배경들을 추정할

수 있는 방법으로 재현성은 매우 우수하나 각 특정 유전자의 염기서열 분석 방법에

의해 종에 제한이 있는 단점이 있다(Coffey et al., 2006; Madslien et al., 2012;

Maiden et al., 1998).

Figure 4-8. Schematic diagram of principles in multilocus sequence

typing(출처: http://www.applied-maths.com/applications/mlst).

Ÿ 이상과 같이 미생물의 strain을 구별하여 추적할 수 있는 방법으로 유전학적 특성을

이용한 ribotyping, pulsed-field gel electrophoresis(PFGE), PCR-denaturing-gradient

gel electrophoresis(PCR-DGGE), terminal restriction fragment length polymorphism

analysis(t-RFLP), repetitive sequence-based PCR(rep-PCR), randomLy amplified

polymorphic DNA(RAPD), amplified fragment length polymorphism(AFLP),

multilocus sequence typing(MLST) 등이 있지만 Table 4-2에 정리한 것과 같이

ribotyping, PFGE, PCR-DGGE), t-RFLP 등은 재현성은 높지만 고가의 장비와 많은

분석 시간이 요구되고 분석과정이 복잡하여 고도의 숙련도가 필요하기 때문에 일반

실험실에서는 분석이 어려운 단점이 있다.
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분석법 분석 내용 장점 단점

Ribotyping

미생물의 16S 또는 23S rRNA

유전자를 제한효소로 절단한 후

생성된 DNA 단편의 패턴을 Southern

blot을 실시하여 분석함.

재현성이 높음.

방법이 복잡하고

비용이 많이 들며

실험자 간에 방법이

상이하고

데이터베이스가

요구됨.

Pulsed-field

gel

electrophore

sis (PFGE)

미생물의 genomic DNA를

제한효소로 절단한 후 전기영동을

실시하여 DNA 단편의 패턴을 분석함.

미세한 유전적

차이도

구분하고

재현성이 높음.

분석시간이 장시간

요구되고 다량의

시료를 동시에

분석하기가 어려우며

데이터베이스가

요구됨.
PCR-denatu

ring-

gradient gel

electrophore

sis

(PCR-DGG

E)

16S rRNA 유전자 또는 16S∼23S

rRNA intergenic spacer 구역을

PCR로 증폭시킨 후 증폭한 DNA의

변성 특성을 이용하여

denaturing-gradient gel 전기영동에

의한 DNA 밴드 패턴을 분석함.

Strain

특이성이 매우

높음.

실험자의 숙련도가

높아야 하고 다량의

시료를 동시에

분석하기가 어려우며

데이터베이스가

요구됨.

Terminal

restriction

fragment

length

polymorphis

m analysis

(T-RFLP)

형광으로 말단 표지한 PCR

amplicon을 제한효소로 절단하여

패턴을 분석함.

미생물 배양이

필요 없고

데이터베이스

를 요구하지

않음.

고가의 장비가

요구되고 실험자의

숙련도가 요구됨.

Repetitive 미생물 genomic DNA 상에 존재하는 조작이 재현성이 높지 않고

Ÿ 반면에 rep-PCR, RAPD, AFLP 등은 조작이 비교적 간단하고 신속하지만 재현성이

낮은 단점이 있다.

Ÿ 한편, 가장 최근에 개발된 DNA fingerprinting방법인 multilocus sequence

typing(MLST)의 경우에는 분석 방법이 비교적 간단하고 재현성이 높아 실험자 또는

실험실 간 오차가 발생하지 않는 장점이 있다.

Ÿ 따라서 본 연구에서는 여러 유전자 지문 분석 방법 중에서 multilocus sequence

typing(MLST)이 정확도와 편의성이 다른 분석 방법 중에서 가장 우수하며, 경제성

면에서도 상대적으로 좋은 것으로 판단되었기에 본 연구를 위한 유전자 지문 분석

방법으로 선정하여 향후 실험에 적용하였다.

Table 4-2. Characteristics of genetic fingerprinting methods for microorganisms
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DNA

sequences

(rep-PCR)

반복 서열을 PCR로 증폭한 후

전기영동에 의해 DNA band 패턴을

분석함.

간편하고

신속함.

적용 가능한 균주가

많지 않고

데이터베이스가

요구됨.
RandomLy

amplified

polymorphic

DNA(RAPD

)

임의의 primer를 사용하여 genomic

DNA 상의 특정 부위를 증폭한 후

전기영동에 의해 DNA band 패턴을

분석함.

소량의

DNA로부터

결과를 얻을 수

있고 조작이

간편함.

재현성이 낮음.

Amplified

fragment

length

polymorphis

m (AFLP)

제한효소로 절단한 DNA 단편에

adaptor를 붙인 후 PCR primer를

사용하여 특정 제한효소 단편의 증폭

산물의 크기를 분석함.

RAPD보다

고감도의 PCR

산물을 얻을

수 있음.

재현성이 낮고

분석과정이 복잡함.

Multilocus

sequence

typing

(MLST)

염색체 DNA에서 약 6∼8개의

housekeeping 유전자의 염기서열을

결정하고 MLST database에

입력한 후 allelic profile들을

조합하여 sequence type(ST)을

결정하여 분석함.

재현성이

우수하고

분석방법이

비교적 간단함.

분석 가능한 종에

제한이 있음.

2. 식품 발효용 균주(유산균, 효모, 곰팡이, Bacillus spp. 등)의 full genome 염기서열

수집

가. Full genome 염기서열 수집을 위한 균주 선정

Ÿ 본 연구는 식품 발효용 균주를 이용하는 것이고, 이를 위해서는 안전성이 입증되어

식품으로 사용할 수 있는 균주를 이용하는 것이 필수 조건이다.

Ÿ 따라서 미국, 유럽연합 및 우리나라에서 식품 사용이 가능하도록 허가된 미생물의 종

류를 국가 별로 조사하였다.

(1) 미국 FDA의 GRAS균주

Ÿ 미국에서 식품첨가물은 연방식품의약품화장품법(Federal Food, Drμg and Cosmetic

Act, FFDCA)에 따라 규제되고 있는데, FFDCA 201(s) 및 409 조항에 따르면 식품첨

가물은 식품의 특성에 영향을 미칠 수 있는 성분으로 의도적으로 첨가한 물질로 정

의하고 있으며, 신규 물질의 식품사용을 위해서는 FDA의 사전승인(premarket

approval)을 받아야 한다.

Ÿ GRAS(generally recognized as safe)는 미국 FDA(Food and Drug Adminstration)가

오랜 사용이력 및 전문가들의 평가를 통하여 일반적으로 안전하다고 판단되는 식품
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GRN No. Strain

378 Bacillus coagulans

240 Bacillus coagulans LA-1

399 Bacillus coagulans strain GBI-30, 6086 spores

560 Bacillus licheniformis

561 Bacillus pumilus

562 Bacillus subtilis

457 Bacteriodes xylanisolvens strain DSM23964

377 Bifidobacterium animalis subsp. lactis strain Bf-6

445 Bifidobacterium animalis subsp. lactis strains HN019, Bi-07, Bl-04, B420

453 Bifidobacterium breve M-16V

49 Bifidobacterium lactis strain Bb12

268 Bifidobacterium longum strain BB536

159 Carnobacterium maltaromaticum strain CB1

171 Lactobacillus acidophilus

502 Lactobacillus acidophilus La-14

357 Lactobacillus acidophilus NCFM

첨가물을 관리하는 규격(status)이다. 따라서 GRAS로 인정된 식품첨가물의 사용에는

사전승인을 면제하고 있다.

Ÿ FFDCA에 의해 GRAS시스템이 시행되기 시작한 1958년 이전부터 사용한 물질에 대

해서는 사전승인(prior sanction)물질로 간주해 안전성 평가 없이 GRAS로 인정되었

지만, 현재는 안전성에 대한 과학적 근거 자료에 대한 전문가들의 심사를 통하여 인

정되고 있다.

Ÿ 미생물 및 미생물에서 유래한 성분을 식품에 첨가하려는 경우, 식품첨가물과 동일한

절차를 거쳐 GRAS로 승인되는데, GRAS규격은 식품에 첨가하는 원료 자체에 대한

안전성을 제공하는 것이 아닌, 특정용도에서의 안전성을 의미한다. 따라서 항상 용도

를 지정해야 한다.

Ÿ GRAS notification program은 식품원료의 안전성을 증명하는 과정으로, GRAS로 인

증된 식품원료는 GRAS notice inventory에 등재되어 FDA homepage

(http://www.fda.gov)에 공개되고 있다.

Ÿ 1997년 이전에는 GRAS인증의 심사가 FDA 및 제조업체의 안전성 평가 전문가들에

의해서 진행되었지만, 오랜 기간에 걸쳐 진행되는 단점을 보완하기 위해, 1997년 이

후에는 생산자 또는 판매자가 GRAS여부를 판단한다.

Ÿ 현재 미국 FDA가 공시하고 있는 38종의 GRAS균주는 Table 4-3과 같다.

Ÿ FDA에 심사를 청구하면 독성, 영양, 분자생물학 분야 전문가 패널의 안전성 검증을

통해 GRAS규격을 획득하는데, 다만 1958년 이전에 안전하게 사용되었다는 역사적

사용 근거가 있는 물질에 대해서는 사전승인 물질로 인정해 위해성이 없는 물질로

간주하고 있다.

Table 4-3. GRAS microorganisms list
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463 Lactobacillus acidophilus strain NP28

463 Lactobacillus acidophilus strain NP51

378 Lactobacillus bulgaricus

429 Lactobacillus casei strain Shirota

231 Lactobacillus casei subsp. rhamnosus strain GG

531 Lactobacillus fermentum CECT5716

171 Lactobacillus lactis

378 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

378 Lactobacillus plantarum

254 Lactobacillus reuteri strain DSM17938

440 Lactobacillus reuteri strain NCIMB30242

288 Lactobacillus rhamnosus strain HN001

378 Lactobacillus sakei

463 Lactobacillus subsp. lactis strain NP7

171 Pediococcus acidilactici

463 Pediococcus acidilactici strain NP3

415 Propionibacterium freudenreichii ET-3 culture, heat-killed (powder)

240 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii

350 Saccharomyces cerevisiae strain P1Y0

378 Streptococcus thermophilus

49 Streptococcus thermophilus strain Th4
(FDA Gras Notice Inventory, as of 2015.04.05.)

(2) 유럽의 QPS시스템

Ÿ European Food Safety Authority(EFSA)는 EU의 Scientific Committee on Animal

Nutrition(SCAN), Scientific Committee on Food(SCF), Scientific Committee on

Plants(SCP)의 전문가 그룹을 2002년과 2003년에 소집하여 식품이나 사료에 사용될

미생물의 안전성 평가를 위한 qualified presumption of safety(QPS) 개념을 제안하였

다(EFSA, 2004; Leuschner et al., 2010).

Ÿ QPS는 특정 용도로 식품에 첨가하는 미생물의 균주 수준(strain level)에서의 안전성

을 의미하는 미국의 GRAS와는 달리, 미생물 단위의 일반적인 안전성을 정의하기 때

문에, QPS 시스템을 통하여 안전하다고 평가된 미생물 단위(종 또는 속)은 사용 용

도를 제한하지 않고 있다.

Ÿ QPS에 의해 안전성이 확보된 미생물 단위는 QPS list에 등록되고, 이 목록은 매년

업데이트되며(http://www.efsa.eu.int/), QPS list에 등록된 미생물 단위는 일반적인

안전성이 입증되었기 때문에 개별적인 안전성 평가가 필요 없고, 균주 수준에서의 특

이적 안전성 문제가 없다면 식품에 사용 가능하지만, 반면에 등록되지 않은 미생물

단위에 대해서는 평가가 필요한 모든 안전성이 검증되어야 한다.
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Gram-Positive Non-Sporulating Bacteria
Species Qualifications
Bifidobacterium
adolescentis
Bifidobacterium
animalis

Bifidobacterium
bifidum
Bifidobacterium
breve

Bifidobacterium
longum

Carnobacterium
divergens

Corynebacterium
glutamicum**

QPS only applies
when the species
is used for
amino acid
production

Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus
amylolyticus
Lactobacillus
amylovorus
Lactobacillus
alimentarius
Lactobacillus aviaries
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
***
Lactobacillus
cellobiosus
Lactobacillus
coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus
delbrueckii

Lactobacillus
farciminis
Lactobacillus
fermentum
Lactobacillus
gallinarum
Lactobacillus
gasseri
Lactobacillus
helveticus
Lactobacillus
hilgardii
Lactobacillus
johnsonii
Lactobacillus
kefiranofaciens
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus
mucosae
Lactobacillus panis
Lactobacillus
collinoides

Lactobacillus
paracasei
Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus
pentosus
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus
rhamnosus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus
salivarius
Lactobacillus
sanfranciscensis

Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum
Leuconostoc
pseudomesenteroides

Leuconostoc lactis Leuconostoc
mesenteroides

M icrobacterium
imperiale

QPS only applies
when the species
is used for

Ÿ EFSA의 과학위원회는 2005년 식품에 첨가하는 미생물의 안전성 평가에 QPS를 적용

하도록 제안하였고(EFSA, 2005), 2007년에는 bifidobacteria, 유산균, Bacillus 속 및

일부 효모에 대한 안전성을 검토하여 QPS list를 작성하였다(EFSA, 2007).

Ÿ 2008년부터는 EFSA의 Biological Hazards(BIOHAZ)패널이 안전성을 검토하여 QPS

list를 업데이트하고 있는 바(Bourdichon et al., 2012, EFSA, 2008; EFSA, 2009),

Table 4-4에 2017년에 업데이트된 83종의 QPS 미생물목록을 정리하였다.

Table 4-4. The 2017 updated list of QPS status recommended biological agents

for safety risk assessments carried out by EFSA Scientific Panels a

nd Units
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enzyme
production

Oenococcus oeni
Pediococcus
acidilactici

Pediococcus
dextrinicus

Pediococcus
pentosaceus

Propionibacterium
freudenreichii

Propionibacterium
acidipropionici

Streptococcus
thermophilus
Bacillus
Species Qualifications

Bacillus
amyloliquefaciens
Bacillus atrophaeus
Bacillus clausii
Bacillus coagulans

Bacillus fusiformis
Bacillus lentus
Bacillus
licheniformis
Bacillus
megaterium

Bacillus mojavensis
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis
Bacillus vallismortis

Absence of
toxigenic activity

Geobacillus
stearothermophilus

Absence of
toxigenic activity

Gram-Negative Bacteria
Species Qualifications

Gluconobacter
oxydans

QPS only applies
when the species
is used for
vitamin
production

Yeasts
Species Qualifications

Candida cylindracea

QPS only applies
when the species
is used for
enzyme
production

Debaryomyces
hansenii
Hanseniaspora
uvarum

Kluyveromyces lactis Kluyveromyces
marxianus

Komagataella pastoris
Lindnera jadinii
Ogataea angusta

QPS only applies
when the species
is used for
enzyme
production

Saccharomyces
bayanus

Saccharomyces
cerevisiae

Saccharomyces
pastorianus

Schizosaccharomyces
pombe

Wickerhamomyces
anomalus

QPS only applies
when the species
is used for
enzyme
production

Xanthophyllomyces
dendrorhous
(imperfect form
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Phaffia rhodozyma)

Microorganisms
Reference

strain

NCBI

RefSeq

GenBank

assembly

Sequenc

ing

level

Genome

size

(Mb)

No. of

genes

Aspergillus

A. kawachii IFO 4308 n.a*
GCA_00023983

5.2
Scaffold 37.11 11,472

A. niger SH2 n.a
GCA_00063304

5.1
Scaffold 34.60 -

ATCC 1015 n.a
GCA_00023039

5.2
Contig 34.85 10,947

HBR18 n.a
GCA_00053034

5.1
Contig 32.84 -

A. oryzae 3.042 n.a
GCA_00026978

5.2
Contig 36.58 11,639

AS 3.951 n.a
GCA_00027840

5.1
Contig 36.33 -

AS 3.863 n.a
GCA_00027842

5.1
Contig 36.41 -

RIB326 n.a
GCA_00032090

5.1
Contig 35.43 -

HBR9 n.a
GCA_00053105

5.1
Contig 35.28 -

100-8 n.a
GCA_00069188

5.1
Contig 36.77 11,188

RIB40 n.a
GCA_00096524

5.1
Contig 37.06 -

(EFSA Journal. 12(12): 3938, 2014)

(3) 우리나라 식품의약품안전처 고시 식품원재료로 사용 가능한 미생물

Ÿ 우리나라는 식품의약품안전처(MFDS)가 식품원재료로 사용 가능한 균주 68종을 고시

하고 있고 정기적으로 업데이트하고 있는 바, 이들 균주 목록을 Table 4-5에 나타내

었다.

Ÿ 식품원재료로 사용 가능한 균주 68종은 안전성이 확보된 것으로 판단하기 때문에 우

리나라에서는 별도의 안전성 시험을 실시하지 않고 식품에 사용할 수 있는 균주이므

로, 본 연구에서는 여러 발효 미생물 중에서 Table 4-5에 기술되어 있는 식품의약품

안전처 고시 식품원재료로 사용 가능한 미생물 균주를 우선 대상으로 하고, 미국

FDA의 GRAS미생물과 EU의 QPS시스템에 등재되어 있는 미생물을 참고하여 최종

연구 대상 미생물 수 종을 선정한 후 이들 균주들을 대상으로 유전체 분석과 균주

추적 기술을 개발하고자 하였다.

Table 4-5. Microorganisms which can be used as food materials listed by MFDS

and their complete genome sequences
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A. shirousamii - - - - - -
A. usamii - - - - - -
Bacillus

B. amyloliquefaciens DSM 7
NC_01455

1.1

GCA_00019673

5.1
Complete 3.98 4,043

FZB42
NC_00972

5.1

GCA_00001578

5.1
Complete 3.92 3,807

TA208
NC_01718

8.1

GCA_00019551

5.1
Complete 3.94 3,990

LL3
NC_01719

0.1

GCA_00020427

5.1
Complete 4.00 4.058

XH7
NC_01719

1.1

GCA_00022164

5.1
Complete 3.94 3,996

IT-45
NC_02027

2.1

GCA_00024285

5.2
Complete 3.94 3,844

Y2
NC_01791

2.1

GCA_00026238

5.1
Complete 4.24 4,163

CAU B946
NC_01678

4.1

GCA_00028369

5.1
Complete 4.02 3,945

YAU

B9601-Y2

NC_01706

1.1

GCA_00028439

5.1
Complete 4.24 4,167

AS43.3
NC_01984

2.1

GCA_00031947

5.1
Complete 3.96 3,860

UCMB5036
NC_02041

0.1

GCA_00034187

5.1
Complete 3.91 3,857

UCMB-5033
NC_02207

5.1

GCA_00045556

5.1
Complete 4.07 4,057

UCMB5113
NC_02208

1.1

GCA_00045558

5.1
Complete 3.89 3,836

NAU-B3
NC_02253

0.1

GCA_00049337

5.1
Complete 4.20 4,110

CC178
NC_02265

3.1

GCA_00049483

5.1
Complete 3.92 3,804

LFB112
NC_02307

3.1

GCA_00050826

5.1
Complete 3.94 3,811

TrigoCor144

8

NZ_CP00

7244.1

GCA_00058306

5.1
Complete 3.96 3,828

SQR9
NZ_CP00

6890.1

GCA_00068572

5.1
Complete 4.12 3,980

L-H15
NZ_CP01

0556.1

GCA_00083300

5.1
Complete 3.91 3,778

KHG19
NZ_CP00

7242.1

GCA_00083514

5.1
Complete 3.95 3,828

L-S60
NZ_CP01

1278.1

GCA_00097348

5.1
Complete 3.90 3,783

NJN6
NZ_CP00

7165.1

GCA_00097358

5.1
Complete 4.05 3,937

DC-12 NZ_AMQGCA_00033080 Scaffold 4.02 4,005
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I00000000.

1
5.1

CMW1

NZ_BBL

H0000000

0.1

GCA_00074770

5.1
Scaffold 3.91 3,913

TF28

NZ_JUDU

00000000.

1

GCA_00081757

5.1
Scaffold 3.99 3,798

M27

NZ_AMP

K0000000

0.1

GCA_00029961

5.1
Contig 3.86 3,869

SPZ1 -
GCA_00040892

5.1
Contig 4.13 4,082

ATCC12321 -
GCA_00041083

5.1
Contig 4.14 4,083

EGD-AQ14

NZ_AVQ

H0000000

0.1

GCA_00046565

5.1
Contig 4.22 4,372

UASWS

BA1

NZ_AWQ

Y0000000

0.1

GCA_00046901

5.1
Contig 3.94 4,053

EBL11

NZ_JCOC

00000000.

1

GCA_00055914

5.1
Contig 3.93 3,777

AH159-1

NZ_JFBZ

00000000.

1

GCA_00061256

5.1
Contig 3.99 4,020

B1895

NZ_JME

G0000000

0.1

GCA_00069628

5.1
Contig 4.11 4,046

W2

NZ_JOKF

00000000.

1

GCA_00073205

5.1
Contig 4.00 3,925

X1

NZ_JQNZ

00000000.

1

GCA_00075004

5.1
Contig 3.92 3,774

HB-26

NZ_AUW

K0000000

0.1

GCA_00078467

5.1
Contig 3.99 3,895

JJC33M -
GCA_00079861

5.1
Contig 3.96 -

LPL-K103

NZ_JXAT

00000000.

1

GCA_00081527

5.1
Contig 3.87 3,770

AP183 NZ_JXA GCA_00087587 Contig 3.99 3,809
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M0000000

0.1
5.1

GR4-5

NZ_JYGH

00000000.

1

GCA_00093488

5.1
Contig 4.11 4,057

12B
NZ_JZDI0

0000000.1

GCA_00094711

5.1
Contig 7.60 8,229

B. coagulans 36D1
NC_01602

3.1

GCA_00016919

5.2
Complete 3.55 3,434

2-6
NC_01563

4.1

GCA_00021783

5.1
Complete 3.07 3,070

ATCC 7050
NZ_CP00

9709.1

GCA_00083290

5.1
Complete 3.37 3,388

HM-08
NZ_CP01

0525.1

GCA_00087654

5.1
Complete 3.62 3,552

XZL4

NZ_AFW

M0000000

0.1

GCA_00022315

5.1
Scaffold 2.87 2,926

CSIL1

NZ_AXV

W0000000

0.1

GCA_00048260

5.1
Scaffold 3.47 3,453

DSM 1

NZ_ALA

S00000000

.1

GCA_00029061

5.1
Contig 3.02 3,156

XZL9

NZ_ANA

P00000000

.1

GCA_00033391

5.1
Contig 3.42 3,488

H-1

NZ_ANA

Q0000000

0.1

GCA_00033393

5.1
Contig 2.86 2,959

ATCC 7050

NZ_ATU

M0000000

0.1

GCA_00042020

5.1
Contig 2.95 3,033

GBI-30,

6086

NZ_JPSK

00000000.

1

GCA_00075628

5.1
Contig 3.46 3,377

P38
NZ_JSVI0

0000000.1

GCA_00077365

5.1
Contig 3.37 3,365

B. polyfermenticus - - - - - -

B. subtilis 168
NC_00096

4.3

GCA_00000904

5.1
Complete 4.22 4,421

TU-B-10
NC_01604

7.1

GCA_00022746

5.1
Complete 4.21 4,307

W23
NC_01447

9.1

GCA_00014656

5.1
Complete 4.03 4,140

BSn5 NC_01497GCA_00018674Complete 4.09 4,242
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6.1 5.1

BEST195
NC_01719

6.2

GCA_00020979

5.2
Complete 4.11 4,392

RO-NN-1
NC_01719

5.1

GCA_00022748

5.1
Complete 4.01 3,982

QB928
NC_01852

0.1

GCA_00029376

5.1
Complete 4.15 4,349

BSP1
NC_01989

6.1

GCA_00032139

5.1
Complete 4.04 4,165

XF-1
NC_02024

4.1

GCA_00033873

5.1
Complete 4.06 4,042

6051-HGW
NC_02050

7.1

GCA_00034474

5.1
Complete 4.22 4,246

BAB-1
NC_02083

2.1

GCA_00034979

5.1
Complete 4.02 3,996

PY79
NC_02289

8.1

GCA_00049748

5.1
Complete 4.03 4,031

BEST7003
NZ_AP01

2496.1

GCA_00052304

5.1
Complete 4.04 4,045

JAG174
NZ_CP00

7800.1

GCA_00069946

5.1
Complete 4.19 4,424

AG1839
NZ_CP00

8698.1

GCA_00069952

5.1
Complete 4.19 4,427

OH 131.1
NZ_CP00

7409.1

GCA_00070670

5.1
Complete 4.04 4,178

ATCC 13952
NZ_CP00

9748.1

GCA_00077212

5.1
Complete 3.88 3,930

ATCC 19217
NZ_CP00

9749.1

GCA_00077216

5.1
Complete 3.96 3,769

Bs-916
NZ_CP00

9611.1

GCA_00077220

5.1
Complete 3.98 3,849

SG6
NZ_CP00

9796.1

GCA_00078283

5.1
Complete 4.08 4,221

168
NZ_CP01

0052.1

GCA_00078927

5.1
Complete 4.22 4,248

PS832
NZ_CP01

0053.1

GCA_00078929

5.1
Complete 4.22 4,243

NRS 231
NZ_CP01

0434.1

GCA_00081680

5.1
Complete 4.03 4,137

3NA
NZ_CP01

0314.1

GCA_00082706

5.1
Complete 4.20 4,413

BS49
NZ_LN64

9259.1

GCA_00095361

5.1
Complete 4.25 4,469

T30
NZ_CP01

1051.1

GCA_00095902

5.1
Complete 4.03 4,138

KCTC 1028
NZ_CP01

1115.1

GCA_00097192

5.1
Complete 4.22 4,434

HJ5 NZ_CP00 GCA_00097360Complete 4.01 4,115
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7173.1 5.1

B-1
NZ_CP00

9684.1

GCA_00076951

5.1

Chromos

ome
3.94 3,794

168

NZ_ABQ

K0000000

0.1

GCA_00015532

5.1

Chromos

ome
4.21 4,436

JH642

NZ_ABQ

M0000000

0.1

GCA_00015535

5.1

Chromos

ome
4.19 4,422

SMY

NZ_ABQ

N0000000

0.1

GCA_00015537

5.1

Chromos

ome
4.21 4,439

NCIB 3610

NZ_ABQ

L00000000

.1

GCA_00018608

5.1

Chromos

ome
4.29 4,548

AUSI98

NZ_AFSF

00000000.

1

GCA_00024529

5.1
Scaffold 4.35 4,674

BST

NZ_JMN

A0000000

0.1

GCA_00074321

5.1
Scaffold 4.04 4,107

PCI 246

NZ_JMTJ

00000000.

1

GCA_00074323

5.1
Scaffold 4.15 4,196

ATCC 6633

NZ_ADG

S00000000

.1

GCA_00017759

5.1
Contig 3.98 4,112

gtP20b

NZ_AEH

M0000000

0.1

GCA_00018376

5.2
Contig 4.21 4,272

SC-8

NZ_AGF

W0000000

0.1

GCA_00023075

5.2
Contig 4.14 4,297

DV1-B-1

NZ_AFS

G0000000

0.1

GCA_00024503

5.2
Contig 3.97 4,140

KCTC 13429

NZ_AMX

N0000000

0.1

GCA_00033264

5.1
Contig 4.34 4,509

S1-4

NZ_ANIP

00000000.

1

GCA_00034029

5.1
Contig 4.45 4,829

MB73/2
NZ_AOT

Y0000000

GCA_00034177

5.1
Contig 4.17 4,507
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0.1

PS216

NZ_AQG

R0000000

0.1

GCA_00038598

5.1
Contig 4.31 4,620

Hal1

NZ_AMC

A0000000

0.1

GCA_00040958

5.1
Contig 3.98 4,013

MP9

NZ_APM

W0000000

0.1

GCA_00049734

5.1
Contig 3.95 4,214

MP11

NZ_APM

X0000000

0.1

GCA_00049736

5.1
Contig 3.93 4,458

PTS-394

NZ_AWX

G0000000

0.1

GCA_00050700

5.1
Contig 4.01 4,100

GB03

NZ_AYTJ

00000000.

1

GCA_00050812

5.1
Contig 3.85 3,748

B7-s

NZ_AZNI

00000000.

1

GCA_00052091

5.1
Contig 5.31 5,389

QH-1

NZ_AZQS

00000000.

1

GCA_00058288

5.1
Contig 4.03 4,189

KATMIRA1

933

NZ_JMEF

00000000.

1

GCA_00069118

5.1
Contig 4.26 4,342

E72

NZ_JNCN

00000000.

1

GCA_00069661

5.1
Contig 4.17 4,410

168

NZ_JNC

M0000000

0.1

GCA_00069663

5.1
Contig 4.17 4,411

E1

NZ_CAU

C0000000

0.1

GCA_00072412

5.1
Contig 4.11 4,396

GXA-28

NZ_JPNZ

00000000.

1

GCA_00073511

5.1
Contig 4.26 4,299

D7XPN1 -
GCA_00073801

5.1
Contig 4.08 4,021

NDmed
NZ_JPV

W0000000

GCA_00074047

5.1
Contig 4.06 4,043
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0.1

NDfood

NZ_JPVX

00000000.

1

GCA_00074048

5.1
Contig 4.06 4,050

NKYL29

NZ_JPYY

00000000.

1

GCA_00074071

5.1
Contig 3.95 3,821

Miyagi-4

NZ_BALZ

00000000.

1

GCA_00074764

5.1
Contig 4.08 4,432

B4067

NZ_JSXS

00000000.

1

GCA_00082849

5.1
Contig 4.31 4,855

B4072

NZ_JXHO

00000000.

1

GCA_00083059

5.1
Contig 4.02 4,334

B4069

NZ_JXHL

00000000.

1

GCA_00083060

5.1
Contig 4.02 4,326

B4068

NZ_JXHK

00000000.

1

GCA_00083063

5.1
Contig 3.96 4,235

B4146

NZ_JXHR

00000000.

1

GCA_00083064

5.1
Contig 4.18 4,467

B4070

NZ_JXH

M0000000

0.1

GCA_00083067

5.1
Contig 4.20 4,546

B4071

NZ_JXHN

00000000.

1

GCA_00083069

5.1
Contig 4.13 4,442

B4073

NZ_JXHP

00000000.

1

GCA_00083071

5.1
Contig 4.05 4,344

B4145

NZ_JXHQ

00000000.

1

GCA_00083073

5.1
Contig 4.32 4,706

B4143

NZ_JXLQ

00000000.

1

GCA_00083219

5.1
Contig 4.10 4,376

HM-66

NZ_JXBC

00000000.

1

GCA_00087826

5.1
Contig 4.36 5,029

RFWG1A3 NZ_AJHLGCA_00093181 Contig 4.06 4,203
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00000000.

1
5.1

RFWG1A4

NZ_AJH

M0000000

0.1

GCA_00093182

5.1
Contig 4.00 4,131

RFWG4C10

NZ_AJHN

00000000.

1

GCA_00093183

5.1
Contig 3.98 4,094

RFWG5B15

NZ_AJHO

00000000.

1

GCA_00093184

5.1
Contig 4.01 4,140

2014-3557

NZ_JYFL

00000000.

1

GCA_00093416

5.1
Contig 4.18 4,313

C3 -
GCA_00095287

5.1
Contig 4.18 4,396

GRSW1-B1 - - Contig - -

BEST7613
NC_01994

8.1

GCA_00032874

5.1
Complete 7.59 7,430

Bifidobacterium

B. adolescentis ATCC 15703
NC_00861

8.1

GCA_00001042

5.1
Complete 2.09 1,721

22L
NZ_CP00

7443.1

GCA_00073788

5.1
Complete 2.20 1,798

BBMN23
NZ_CP01

0437.1

GCA_00081799

5.1
Complete 2.17 1,812

L2-32

NZ_AAX

D0000000

0.2

GCA_00015408

5.1
Scaffold 2.39 2,499

DSM 20087

NZ_JNK

M0000000

0.1

GCA_00070286

5.1
Contig 2.05 1,680

IVS-1

NZ_JRNZ

00000000.

1

GCA_00082986

5.1
Contig 2.26 1,952

B. animalis* RH
NZ_CP00

7755.1

GCA_00069589

5.1
Complete 1.93 1,606

ATCC 25527
NC_01783

4.1

GCA_00026071

5.1
Complete 1.93 1,583

A6
NZ_CP01

0433.1

GCA_00081704

5.1
Complete 1.96 1,623

LMG 10508

NZ_JGY

M0000000

0.1

GCA_00074148

5.1
Contig 1.92 1,602

B. animalis subsp. AD011 NC_01183GCA_00002142Complete 1.93 1,615
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lactis 5.1 5.1

Bl-04
NC_01281

4.1

GCA_00002270

5.1
Complete 1.94 1,608

DSM 10140
NC_01281

5.1

GCA_00002296

5.1
Complete 1.94 1,607

BB-12
NC_01721

4.1

GCA_00002524

5.1
Complete 1.94 1,611

V9
NC_01721

7.1

GCA_00009276

5.1
Complete 1.94 1,610

CNCM

I-2494

NC_01721

5.1

GCA_00022088

5.1
Complete 1.94 1,611

BLC1
NC_01721

6.2

GCA_00022496

5.2
Complete 1.94 1,608

B420
NC_01786

6.1

GCA_00027732

5.1
Complete 1.94 1,610

Bi-07
NC_01786

7.1

GCA_00027734

5.1
Complete 1.94 1,608

Bl12
NC_02159

3.1

GCA_00041421

5.1
Complete 1.94 1,608

ATCC 27673
NC_02252

3.1

GCA_00047194

5.1
Complete 1.96 1.624

KLDS2.0603
NZ_CP00

7522.1

GCA_00081620

5.1
Complete 1.95 1,610

BF052
NZ_CP00

9045.1

GCA_00081805

5.1
Complete 1.94 1,608

BS 01

NZ_AHG

W0000000

0.1

GCA_00024076

5.1
Scaffold 1.93 1,628

HN019

NZ_ABO

T0000000

0.1

GCA_00017253

5.1
Contig 1.92 1,632

CECT 8145

NZ_CBW

X0000000

00.1

GCA_00061270

5.1
Contig 1.96 1,678

B. bifidum* PRL2010
NC_01463

8.1

GCA_00016590

5.1
Complete 2.21 1,791

S17
NC_01461

6.1

GCA_00016496

5.1
Complete 2.19 1,819

BGN4
NC_01799

9.1

GCA_00026509

5.1
Complete 2.22 1,832

NCIMB

41171

NZ_ABQ

P00000000

.1

GCA_00015539

5.1
Scaffold 2.20 1,844

ATCC 29521

NZ_AWS

W0000000

0.1

GCA_00046652

5.1
Scaffold 2.20 2,166
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NCIMB

41171

NZ_AKC

A0000000

0.1

GCA_00027352

5.1
Contig 2.22 1,860

LMG 13195

NZ_AMP

L00000000

.1

GCA_00029959

5.1
Contig 2.28 1,966

IPLA 20015

NZ_AMP

M0000000

0.1

GCA_00030021

5.1
Contig 2.14 2,219

LMG 11041

NZ_JGYO

00000000.

1

GCA_00074108

5.1
Contig 2.21 1,820

DSM 20456

NZ_JDU

M0000000

0.1

GCA_00077148

5.1
Contig 2.20 1,848

B. breve* UCC2003
NC_02051

7.1

GCA_00022013

5.1
Complete 2.42 2,049

ACS-071-V

-Sch8b

NC_01721

8.1

GCA_00021386

5.1
Complete 2.33 1,956

12L
NZ_CP00

6711.1

GCA_00056895

5.1
Complete 2.24 1,883

JCM 7017
NZ_CP00

6712.1

GCA_00056897

5.1
Complete 2.29 1,916

JCM 7019
NZ_CP00

6713.1

GCA_00056901

5.1
Complete 2.36 2,045

NCFB 2258
NZ_CP00

6714.1

GCA_00056903

5.1
Complete 2.32 1,946

689b
NZ_CP00

6715.1

GCA_00056905

5.1
Complete 2.33 1,970

S27
NZ_CP00

6716.1

GCA_00056907

5.1
Complete 2.29 1,926

DSM 20213

NZ_ACC

G0000000

0.2

GCA_00015801

5.1
Scaffold 2.33 2,323

HPH0326

NZ_ATC

B0000000

0.1

GCA_00041143

5.1
Scaffold 2.50 2,199

JCP7499

NZ_AWS

X0000000

0.1

GCA_00046654

5.1
Scaffold 2.37 2,337

DPC 6330

NZ_AFX

X0000000

0.1

GCA_00022617

5.2
Contig 2.39 2,086

CECT 7263
NZ_AFV

V0000000

GCA_00024775

5.2
Contig 2.31 1,868
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0.1

31L

NZ_AWU

F00000000

.1

GCA_00056887

5.1
Contig 2.27 1,814

2L

NZ_AWU

G0000000

0.1

GCA_00056889

5.1
Contig 2.24 1,784

LMG 13208

NZ_JDUD

00000000.

1

GCA_00074112

5.1
Contig 2.26 1,977

DSM 20213

NZ_JDUD

00000000.

1

GCA_00077130

5.1
Contig 2.26 1,955

B. longum subsp.

infantis
ATCC 15697

NC_01159

3.1

GCA_00002042

5.1
Complete 2.83 2,594

157F
NC_01505

2.1

GCA_00019657

5.1
Complete 2.41 2,052

JCM 1222
NC_01721

9.1

GCA_00026996

5.1
Complete 2.83 2,592

CCUG 52486

NZ_ABQ

Q0000000

0.1

GCA_00015541

5.1
Complete 2.48 2,131

DSM 20088

NZ_JDTT

00000000.

1

GCA_00077110

5.1
Scaffold 2.78 2,602

BIC12061227

87

NZ_CCW

N0000000

0.1

GCA_00082500

5.1
Contig 2.79 2,624

BIC13072924

62

NZ_CCW

O0000000

0.1

GCA_00082502

5.1
Contig 2.88 2,679

BIC14011112

50

NZ_CCW

P00000000

.1

GCA_00082504

5.1
Contig 2.79 2,625

BIC14012126

21a

NZ_CCW

S00000000

.1

GCA_00082506

5.1
Contig 2.79 2,616

BIC14012126

21b

NZ_CCW

Q0000000

0.1

GCA_00082508

5.1
Contig 2.82 2,640

BIB14012429

51

NZ_CCW

U0000000

0.1

GCA_00082510

5.1
Contig 2.79 2,609

BIB14012728

45a

NZ_CCW

R0000000

GCA_00082512

5.1
Contig 2.79 2,617
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0.1

BIB14012728

45b

NZ_CCW

T0000000

0.1

GCA_00082514

5.1
Contig 2.79 2,607

B. longum subsp.

longum*
JDM301

NC_01416

9.1

GCA_00009232

5.1
Complete 2.48 2,062

BBMN68
NC_01465

6.1

GCA_00016631

5.1
Complete 2.27 1,873

JCM 1217
NC_01506

7.1

GCA_00019655

5.1
Complete 2.39 2,001

KACC 91563
NC_01722

1.1

GCA_00021945

5.1
Complete 2.40 1,987

GT15
NZ_CP00

6741.1

GCA_00077248

5.1
Complete 2.34 1,947

F8
NC_02100

8.1

GCA_00021075

5.1
Complete 2.38 1,999

ATCC 55813

NZ_ACHI

00000000.

1

GCA_00000313

5.1
Scaffold 2.40 2,171

CMCC

P0001

NZ_APV

E00000000

.1

GCA_00041059

5.1
Scaffold 2.42 2,042

2-2B

NZ_AJTJ

00000000.

1

GCA_00026120

5.1
Contig 2.63 2,502

35B

NZ_AJTI

00000000.

1

GCA_00026122

5.1
Contig 2.51 2,328

1-6B

NZ_AJTF

00000000.

1

GCA_00026124

5.1
Contig 2.69 2,521

44B

NZ_AJT

M0000000

0.1

GCA_00026126

5.1
Contig 2.56 2,349

EK5

NZ_JNW

C0000000

0.1

GCA_00073002

5.1
Contig 2.23 1,807

17-1B

NZ_JNVZ

00000000.

1

GCA_00073003

5.1
Contig 2.47 1,997

72B

NZ_JNW

A0000000

0.1

GCA_00073004

5.1
Contig 2.37 1,987

7-1B
NZ_JNVY

00000000.

GCA_00073005

5.1
Contig 2.41 1,953
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1

1-5B

NZ_JNVX

00000000.

1

GCA_00073010

5.1
Contig 2.37 1,933

EK13

NZ_JNW

D0000000

0.1

GCA_00073013

5.1
Contig 2.47 2,063

LMG 13197

NZ_JGYZ

00000000.

1

GCA_00074124

5.1
Contig 2.38 1,995

VMKB44 -
GCA_00078617

5.1
Contig 2.50 2,175

B. pseudolongum LMG 11571

NZ_JGZH

00000000.

1

GCA_00074132

5.1
Contig 1.90 1,570

PV8-2
NZ_CP00

7457.1

GCA_00080047

5.1
Complete 2.04 1,709

AGR2145

NZ_ATW

W0000000

0.1

GCA_00042136

5.1
Contig 1.99 1,668

DSM 20092

NZ_JHW

N0000000

0.1

GCA_00068759

5.1
Contig 1.91 1,623

LMG 11569

NZ_JGZG

00000000.

1

GCA_00074129

5.1
Contig 1.94 1,646

DSM 20092

NZ_JDTV

00000000.

1

GCA_00077114

5.1
Contig 1.92 1,610

DSM 20099

NZ_JDTZ

00000000.

1

GCA_00077122

5.1
Contig 1.90 1,597

Cyberlindnera

C. jadinii NBRC 0988 -
GCA_00032838

5.1

Chromos

ome
14.28 -

Clostridium
C. butyricum Miyairi - - - - -
Kluyveromyces

K. lactis*
NRRL

Y-1140
6 Chr.

GCA_00000251

5.1
Complete 10.73 5,412

Lactobacillus

L. acidophilus* NCFM
NC_00681

4.3

GCA_00001198

5.1
Complete 1.99 1,927

30SC
NC_01521

4.1

GCA_00019154

5.1
Complete 2.10 2,102

La-14 NC_02118GCA_00038967Complete 1.99 1,951
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1.2 5.2

FSI4
NZ_CP01

0432.1

GCA_00093462

5.1
Complete 1.99 1,950

ATCC 4796

NZ_ACH

N0000000

0.1

GCA_00015971

5.1
Scaffold 2.02 2,084

CIP 76.13

NZ_CBLQ

000000000

.1

GCA_00046970

5.1
Scaffold 1.95 2,025

DSM 9126

NZ_CBLS

000000000

.1

GCA_00046974

5.1
Scaffold 1.99 2,029

CIRM-BIA

445

NZ_CBLR

000000000

.1

GCA_00046976

5.1
Scaffold 2.00 2,044

DSM 20242

NZ_CBLT

000000000

.1

GCA_00044282

5.1
Contig 2.05 2,093

CIRM-BIA

442

NZ_CBLP

000000000

.1

GCA_00044286

5.1
Contig 1.99 2,035

CFH

NZ_AYU

B0000000

0.1

GCA_00049779

5.1
Contig 1.97 1,988

CFH

NZ_AYU

A0000000

0.1

GCA_00049781

5.1
Contig 1.25 1,550

JCM 1132

NZ_BAL

R0000000

0.1

GCA_00061516

5.1
Contig 1.95 1,922

ATCC 4356

NZ_JRUT

00000000.

1

GCA_00078639

5.1
Contig 1.96 1,933

VKMV-2020

D
-

GCA_00070873

5.1
Contig 0.01 -

L. brevis ATCC 367
NC_00849

7.1

GCA_00001446

5.1
Complete 2.34 2,308

KB290
NC_02081

9.1

GCA_00035962

5.1
Complete 2.59 2,587

BSO 464 -
GCA_00080797

5.1

Chromos

ome
2.72 2,708

ATCC

27305

NZ_ACG

G0000000

0.1

GCA_00015917

5.1
Scaffold 3.14 3,106

ATCC 14869NZ_AWVGCA_00046936 Scaffold 2.47 2,687
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K0000000

0.1
5.1

15f

NZ_JXCD

00000000.

1

GCA_00087590

5.1
Scaffold 2.44 2,393

EW

NZ_AUT

D0000000

0.1

GCA_00047467

5.1
Contig 2.89 2,924

AG48

NZ_JAGR

00000000.

1

GCA_00052675

5.1
Contig 2.60 2,604

WK12

NZ_BBO

W0000000

0.1

GCA_00078445

5.1
Contig 2.60 2,667

DmCS_003

NZ_JOKA

00000000.

1

GCA_00081472

5.1
Contig 2.86 2,854

TMW 1.465

NZ_JXUG

00000000.

1

GCA_00083339

5.1
Contig 2.54 2,495

TMW 1.313

NZ_JXUF

00000000.

1

GCA_00083340

5.1
Contig 2.74 2,876

TMW 1.6

NZ_JXUE

00000000.

1

GCA_00083341

5.1
Contig 2.52 2,423

L. casei* ATCC 334
NC_00852

6.1

GCA_00001452

5.1
Complete 2.92 2,922

Zhang
NZ_CP00

1084.1

GCA_00001924

5.3
Complete 2.90 2,759

BL23
NC_01099

9.1

GCA_00002648

5.1
Complete 3.08 3,057

BD-II
NC_01747

4.1

GCA_00019476

5.1
Complete 3.13 3,112

LC2W
NC_01747

3.1

GCA_00019478

5.1
Complete 3.08 3,044

12A
NZ_CP00

6690.1

GCA_00030956

5.2
Complete 2.91 2,799

W56
NC_01864

1.1

GCA_00031803

5.1
Complete 3.13 3,131

LOCK919
NC_02172

1.1

GCA_00041851

5.1
Complete 3.14 3,065

ATCC 393
NZ_AP01

2544.1

GCA_00082905

5.1
Complete 2.95 2,856

LcY NZ_ARN GCA_00038809Chromos 3.14 3,190
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V0000000

0.2
5.1 ome

LcA
NZ_CM00

1861.1

GCA_00040058

5.1

Chromos

ome
3.13 3,177

A2-362

NZ_AZOE

00000000.

1

GCA_00051082

5.1
Scaffold 3.19 3,215

42025

NZ_AFY

K0000000

0.1

GCA_00030958

5.1
Contig 3.22 3,241

32G

NZ_AFY

L00000000

.1

GCA_00030960

5.1
Contig 3.01 3,094

A2-362

NZ_AFY

M0000000

0.1

GCA_00030962

5.1
Contig 3.36 3,398

CRF28

NZ_AFY

N0000000

0.1

GCA_00030964

5.1
Contig 3.04 3,044

M36

NZ_AFY

O0000000

0.1

GCA_00030966

5.1
Contig 3.15 3,126

T71499

NZ_AFY

P00000000

.1

GCA_00030968

5.1
Contig 3.00 2,915

UCD174

NZ_AFY

Q0000000

0.1

GCA_00030970

5.1
Contig 3.07 3,153

UW1

NZ_AFY

R0000000

0.1

GCA_00030972

5.1
Contig 2.87 2,964

UW4

NZ_AFY

S00000000

.1

GCA_00030974

5.1
Contig 2.76 2,808

Lc-10

NZ_AFY

T0000000

0.1

GCA_00030976

5.1
Contig 2.95 2,888

Lpc-37

NZ_AFY

U0000000

0.1

GCA_00030978

5.1
Contig 3.08 2,967

UW4

NZ_AQV

S00000000

.1

GCA_00037614

5.1
Contig 2.63 2,591

12A NZ_AWZ GCA_00047234 Contig 2.93 3,037
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Q0000000

0.1
5.1

5b

NZ_AUY

M0000000

0.1

GCA_00047461

5.1
Contig 3.02 3,043

JCM 1134

NZ_BALS

00000000.

1

GCA_00061520

5.1
Contig 2.78 2,717

Lbs2 -
GCA_00073629

5.3
Contig 3.27 2,892

KL1-Liu

NZ_JXNV

00000000.

1

GCA_00082714

5.1
Contig 2.85 2,777

L. caucasicus - - - - -

L. crispatus ST1
NC_01410

6.1

GCA_00009176

5.1

Chromos

ome
2.04 2,015

JV-V01

NZ_ACK

R0000000

0.1

GCA_00016051

5.1
Scaffold 2.22 2,278

MV-1A-US

NZ_ACO

G0000000

0.2

GCA_00016191

5.2
Scaffold 2.25 2,483

125-2-CHN

NZ_ACP

V0000000

0.1

GCA_00016225

5.1
Scaffold 2.31 2,153

MV-3A-US

NZ_ACQ

C0000000

0.1

GCA_00016231

5.1
Scaffold 2.44 2,393

CTV-05

NZ_ADM

L00000000

.1

GCA_00016588

5.1
Scaffold 2.36 2,352

SJ-3C-US

NZ_ADD

T0000000

0.1

GCA_00017697

5.2
Scaffold 2.17 2,261

FB049-03

NZ_AGZF

00000000.

1

GCA_00030111

5.1
Scaffold 2.46 2,509

FB077-07

NZ_AGZ

G0000000

0.1

GCA_00030113

5.1
Scaffold 2.70 2,716

214-1

NZ_ADG

R0000000

0.1

GCA_00017757

5.1
Contig 2.07 2,221

2029 NZ_AVF GCA_00046688 Contig 2.19 2,651
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H0000000

0.2
5.2

EM-LC1

NZ_AXL

M0000000

0.1

GCA_00049706

5.1
Contig 1.83 1,791

L. curvatus CRL 705

NZ_AGB

U0000000

0.1

GCA_00023570

5.2
Contig 1.84 1,918

NRIC0822

NZ_JTJV

00000000.

1

GCA_00080535

5.1
Contig 1.94 2,058

L. delbrueckii subsp.

bulgaricus
ATCC 11842

NC_00805

4.1

GCA_00005606

5.1
Complete 1.87 1,938

ATCC

BAA-365

NC_00852

9.1

GCA_00001440

5.1
Complete 1.86 1,930

ND02
NC_01472

7.1

GCA_00018283

5.1
Complete 2.13 2,125

2038
NC_01746

9.1

GCA_00019116

5.1
Complete 1.87 1,926

PB2003/044-

T3-4

NZ_AEA

T0000000

0.1

GCA_00017937

5.1
Contig 1.98 1,981

CNCM

I-1632

NZ_AGF

O0000000

0.1

GCA_00028469

5.1
Contig 1.77 1,919

CNCM

I-1519

NZ_AGH

W0000000

0.1

GCA_00028471

5.1
Contig 1.80 1,957

-

NZ_CCE

T0000000

0.1

GCA_00075163

5.1
Contig 1.85 2,275

-

NZ_CCE

U0000000

0.1

GCA_00075189

5.1
Contig 1.82 2,228

CRL871 -
GCA_00093480

5.1
Contig 2.06 2,313

L. delbrueckii subsp.

delbrueckii
JCM 1012

NZ_BALP

00000000.

1

GCA_00061509

5.1
Contig 1.73 1,765

L. delbrueckii subsp.

lactis
DSM 20072

NZ_AEX

U0000000

0.1

GCA_00019216

5.1
Scaffold 2.07 2,084

CRL581

NZ_ATB

Q0000000

0.1

GCA_00040967

5.1
Scaffold 2.14 1,992
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-

NZ_CCDS

00000000.

1

GCA_00075123

5.1
Contig 2.05 2,173

-

NZ_CCD

U0000000

0.1

GCA_00075127

5.1
Contig 2.09 2,066

-

NZ_CCD

T0000000

0.1

GCA_00075165

5.1
Contig 1.91 2,147

-

NZ_CCD

V0000000

0.1

GCA_00075169

5.2
Contig 2.11 2,161

L. fermentum* IFO 3956
NC_01061

0.1

GCA_00001014

5.1
Complete 2.10 2,100

CECT 5716
NC_01746

5.1

GCA_00021051

5.1
Complete 2.10 2,104

F-6
NC_02123

5.1

GCA_00039716

5.1
Complete 2.06 2,044

ATCC 14931

NZ_ACGI

00000000.

1

GCA_00015921

5.1
Scaffold 1.87 1,929

28-3-CHN

NZ_ACQ

G0000000

0.1

GCA_00016239

5.1
Scaffold 2.03 1,948

FTDC8312

NZ_ASX

U0000000

0.1

GCA_00041700

5.1
Scaffold 1.97 1,922

NB-22

NZ_AYH

A0000000

0.1

GCA_00049643

5.1
Scaffold 2.01 2,028

LfQi6

NZ_LAIK

00000000.

1

GCA_00096683

5.1
Scaffold 2.20 2,062

3872

NZ_AVC

T0000000

0.2

GCA_00046678

5.2
Contig 2.54 2,553

Lf1

NZ_AWX

S00000000

.1

GCA_00047226

5.1
Contig 1.82 1,852

MTCC 8711

NZ_AVA

B0000000

0.1

GCA_00047751

5.1
Contig 2.57 2,546

L. gasseri ATCC 33323
NC_00853

0.1

GCA_00001442

5.1
Complete 1.89 1,869

130918 NZ_CP00 GCA_00081488Complete 1.96 1,902
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6809.1 5.1

JV-V03

NZ_ACG

O0000000

0.2

GCA_00014364

5.1
Scaffold 2.01 2,036

MV-22

NZ_ABW

H0000000

0.2

GCA_00015593

5.2
Scaffold 1.93 1,910

SJ-9E-US

NZ_ADD

U0000000

0.1

GCA_00017699

5.2
Scaffold 1.78 1,730

SV-16A-US

NZ_ADD

Y0000000

0.1

GCA_00017703

5.2
Scaffold 2.00 2,013

K7

NZ_ASR

G0000000

0.2

GCA_00040634

5.2
Scaffold 1.99 1,945

202-4

NZ_ACO

Z00000000

.1

GCA_00017505

5.1
Contig 1.82 1,821

224-1

NZ_ADF

T0000000

0.1

GCA_00017741

5.1
Contig 2.01 2,354

CECT 5714

NZ_AKF

Q0000000

0.1

GCA_00028313

5.1
Contig 1.91 1,843

2016

NZ_AUU

E00000000

.1

GCA_00043991

5.1
Contig 1.88 1,875

JCM 1131

NZ_BAL

Q0000000

0.1

GCA_00061512

5.1
Contig 1.82 1,773

L. helveticus* CNRZ32
NC_02174

4.1

GCA_00042216

5.1
Complete 2.23 2,279

DPC 4571
NC_01008

0.1

GCA_00001538

5.1
Complete 2.08 2,093

R0052
NC_01852

8.1

GCA_00016577

5.3
Complete 2.13 2,151

H10
NC_01746

7.1

GCA_00018951

5.1
Complete 2.17 2,188

H9
NZ_CP00

2427.1

GCA_00052571

5.1
Complete 1.87 1,902

KLDS1.8701 -
GCA_00096101

5.1
Complete 2.11 2,164

DSM 20075
NZ_ACL

M0000000

GCA_00016085

5.1
Scaffold 2.02 2,129
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0.1

CIRM-BIA

103

NZ_CBU

M0000000

00.1

GCA_00049333

5.1
Scaffold 2.01 2,377

CIRM-BIA

951

NZ_CBU

K0000000

00.1

GCA_00049345

5.1
Scaffold 1.90 2,248

CIRM-BIA

104

NZ_CBUL

000000000

.1

GCA_00049355

5.1
Scaffold 2.07 2,427

CIRM-BIA

953

NZ_CBU

H0000000

00.1

GCA_00049351

5.1
Contig 2.39 2,796

CIRM-BIA

101

NZ_CBU

N0000000

00.1

GCA_00049357

5.1
Contig 2.07 2,408

M3

NZ_JRTS

00000000.

1

GCA_00076545

5.1
Contig 1.86 1,951

ATCC 10386

NZ_JRQG

00000000.

1

GCA_00076546

5.1
Contig 1.87 1,972

MTCC 5463 -
GCA_00019535

5.2
Contig 2.05 2,307

L. johnsonii NCC 533
NC_00536

2.1

GCA_00000806

5.1
Complete 1.99 1,907

FI9785
NC_01350

4.1

GCA_00009140

5.1
Complete 1.79 1,742

DPC 6026
NC_01747

7.1

GCA_00020498

5.1
Complete 1.97 1,883

N6.2
NC_02290

9.1

GCA_00049867

5.1
Complete 1.89 1,771

ATCC 33200

NZ_ACG

R0000000

0.1

GCA_00015935

5.1
Scaffold 1.78 1,896

pf01

NZ_AFQJ

00000000.

1

GCA_00021947

5.2
Contig 1.88 1,889

L. kefiranofaciens

subsp.

kefiranofaciens

DSM 5016

NZ_BAM

G0000000

0.1

GCA_00061568

5.1
Contig 2.25 2,230

L. kefiranofaciens

subsp.

kefirgranum

- - - - - -

L. kefiri - - - - - -
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L. leichmannii - - - - - -

L. paracasei* 362.5014
NZ_CP00

7122.1

GCA_00015551

5.2
Complete 3.03 2,956

N1115
NZ_CP00

7122.1

GCA_00058266

5.1
Complete 3.06 3,042

JCM 8130
NZ_AP01

2541.1

GCA_00082903

5.1
Complete 3.02 2,961

ATCC 25302

NZ_ACG

Y0000000

0.1

GCA_00015949

5.1
Scaffold 2.99 3,103

Lpp230

NZ_ANK

Y0000000

0.1

GCA_00040981

5.1
Contig 2.89 2,693

Lpl7

NZ_ANK

V0000000

0.1

GCA_00040983

5.1
Contig 3.09 2,966

Lpp122

NZ_ANK

W0000000

0.1

GCA_00040985

5.1
Contig 2.92 2,736

Lpp46

NZ_ANM

J00000000

.1

GCA_00040987

5.1
Contig 2.93 2,832

Lpp226

NZ_ANM

N0000000

0.1

GCA_00040989

5.1
Contig 3.01 2,951

Lpp120

NZ_ANM

K0000000

0.1

GCA_00040993

5.1
Contig 2.80 2,704

Lpp223

NZ_ANM

L00000000

.1

GCA_00040995

5.1
Contig 3.05 3,028

Lpp123 -
GCA_00040997

5.1
Contig 2.82 3,314

Lpp228

NZ_ANK

A0000000

0.1

GCA_00040999

5.1
Contig 2.94 2,970

Lpp221

NZ_ANK

F00000000

.1

GCA_00041001

5.1
Contig 3.04 3,066

Lpp49

NZ_ANKJ

00000000.

1

GCA_00041003

5.1
Contig 2.92 2,905

Lpp227
NZ_ANK

K0000000

GCA_00041005

5.1
Contig 2.91 3,072
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0.1

CNCM

I-4648

NZ_ANK

L00000000

.1

GCA_00041007

5.1
Contig 2.83 3,244

CNCM

I-2877

NZ_ANL

E00000000

.1

GCA_00041009

5.1
Contig 2.97 3,112

Lpp48 -
GCA_00041011

5.1
Contig 2.81 3,262

Lpp17

NZ_ANM

H0000000

0.1

GCA_00041013

5.1
Contig 2.95 2,863

Lpp22

NZ_ANM

I00000000.

1

GCA_00041015

5.1
Contig 2.75 2,653

Lpp225

NZ_ANM

M0000000

0.1

GCA_00041017

5.1
Contig 3.09 2,989

Lpp219

NZ_ANJS

00000000.

1

GCA_00041019

5.1
Contig 3.06 3,065

Lpp229

NZ_ANJT

00000000.

1

GCA_00041021

5.1
Contig 2.95 3,008

Lpp74

NZ_ANJU

00000000.

1

GCA_00041023

5.1
Contig 3.03 3,012

Lpp7

NZ_ANJV

00000000.

1

GCA_00041025

5.1
Contig 2.84 2,973

CNCM

I-4270

NZ_ANJX

00000000.

1

GCA_00041027

5.1
Contig 2.99 3,075

Lpp189

NZ_ANJY

00000000.

1

GCA_00041029

5.1
Contig 2.92 3,017

Lpp14

NZ_ANJZ

00000000.

1

GCA_00041031

5.1
Contig 2.88 3,032

Lpl14

NZ_ANK

B0000000

0.1

GCA_00041033

5.1
Contig 3.01 2,986

Lpp126 -
GCA_00041035

5.1
Contig 2.70 3,437

Lpp71 - GCA_00041037 Contig 2.68 2,978
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5.1

Lpp41 -
GCA_00041039

5.1
Contig 2.71 3,063

Lpp37

NZ_ANK

G0000000

0.1

GCA_00041041

5.1
Contig 2.98 3,125

CNCM

I-4649

NZ_ANK

H0000000

0.1

GCA_00041043

5.1
Contig 2.98 3,197

Lpp43

NZ_ANKI

00000000.

1

GCA_00041045

5.1
Contig 3.12 3,147

Lpp125

NZ_ANK

M0000000

0.1

GCA_00041047

5.1
Contig 3.01 3,099

Lpp70

NZ_ANL

F00000000

.1

GCA_00041049

5.1
Contig 2.72 2,834

COM0101

NZ_BAG

T0000000

0.1

GCA_00050884

5.1
Contig 3.00 3,038

DSM 20207

NZ_JYBD

00000000.

1

GCA_00094948

5.1
Contig 3.02 2,986

NRIC1981

NZ_BAY

O0000000

0.1

GCA_00095848

5.1
Contig 3.19 2,778

NRIC1917

NZ_BAY

N0000000

0.1

GCA_00095850

5.1
Contig 2.96 2,715

NRIC0644

NZ_BAY

M0000000

0.1

GCA_00095852

5.1
Contig 3.29 2,773

L. paraplantarum L-ZS9

NZ_JPEB

00000000.

1

GCA_00075814

5.1
Scaffold 3.12 2,818

L. pentosus KCA1

NZ_AKA

O0000000

0.1

GCA_00027144

5.1

Chromos

ome
3.43 3,045

L. perolens - - - - - -

L. plantarum* WCFS1
NC_00456

7.2

GCA_00020385

5.3
Complete 3.35 3,174

JDM1
NC_01298

4.1

GCA_00002308

5.1
Complete 3.20 2,967

ST-III NC_01455GCA_00014881Complete 3.31 3,068



- 319 -

4.1 5.2

ZJ316
NC_02022

9.1

GCA_00033811

5.2
Complete 3.30 3,115

plantarum
NZ_CP00

5942.1

GCA_00039248

5.2
Complete 3.25 3,089

16
NC_02151

4.1

GCA_00041220

5.1
Complete 3.36 3,157

B21
NZ_CP01

0528.1

GCA_00093142

5.1
Complete 3/28 3,062

CMPG5300 -
GCA_00076295

5.1

Chromos

ome
3.51 3,209

ATCC

14917

NZ_ACG

Z00000000

.2

GCA_00014374

5.1
Scaffold 3.21 3,223

UCMA 3037

NZ_APH

P00000000

.1

GCA_00034751

5.1
Scaffold 3.11 2,997

FMNP01

NZ_JPSU

00000000.

1

GCA_00076428

5.1
Scaffold 3.31 3,073

NL42

NZ_JZSB

00000000.

1

GCA_00096647

5.1
Scaffold 3.35 3,204

NC8

NZ_AGRI

00000000.

1

GCA_00024773

5.2
Contig 3.21 3,007

IPLA88

NZ_ASJE

00000000.

1

GCA_00041079

5.1
Contig 3.25 3,165

EGD-AQ4

NZ_AVA

Q0000000

0.1

GCA_00046307

5.1
Contig 3.42 3,135

2165

NZ_AVFI

00000000.

1

GCA_00046684

5.1
Contig 3.18 3,327

AY01

NZ_AVAI

00000000.

1

GCA_00046911

5.1
Contig 3.32 3,241

LP91

NZ_AXD

Q0000000

0.1

GCA_00047393

5.1
Contig 2.93 2,740

WJL

NZ_AUT

E00000000

.1

GCA_00047469

5.1
Contig 3.48 3,484

4_3 NZ_AYT GCA_00050704 Contig 3.32 3,205
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U0000000

0.1
5.1

WHE 92 -
GCA_00060414

5.1
Contig 2.93 2,868

19L3

NZ_AWT

S00000000

.1

GCA_00060436

5.1
Contig 3.29 3,216

JCM 1149

NZ_BAL

V0000000

0.1

GCA_00061532

5.1
Contig 3.21 3,011

wikim18

NZ_JMEL

00000000.

1

GCA_00064875

5.1
Contig 3.35 3,246

AG30

NZ_JHW

A0000000

0.1

GCA_00068749

5.1
Contig 3.44 3,250

Lp90
NZ_JIBX0

0000000.1

GCA_00073185

5.1
Contig 3.32 3,273

DmCS_001

NZ_JOJT

00000000.

1

GCA_00074389

5.1
Contig 3.19 3,137

90sk

NZ_JXAX

00000000.

1

GCA_00083053

5.1
Contig 3.37 3,194

CIP104448

NZ_JSU

W0000000

0.1

GCA_00095619

5.1
Contig 3.24 3,063

2025 -
GCA_00046690

5.1
Contig 3.07 3,776

L. reuteri* DSM 20016
NC_00951

3.1

GCA_00001682

5.1
Complete 2.00 2,020

JCM 1112
NC_01060

9.1

GCA_00001000

5.1
Complete 2.04 2,050

SD2112
NC_01569

7.1

GCA_00015945

5.2
Complete 2.32 2,322

I5007
NC_02149

4.1

GCA_00041099

5.1
Complete 2.09 2,056

TD1
NC_02187

2.1

GCA_00043927

5.1
Complete 2.15 2,013

CF48-3A

NZ_ACH

G0000000

0.1

GCA_00015961

5.1
Scaffold 2.11 2,223

MM2-3

NZ_ACL

B0000000

0.1

GCA_00016071

5.1
Scaffold 2.02 2,105
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ATCC 53608

NZ_CAC

S00000000

.2

GCA_00023645

5.1
Scaffold 2.02 2,004

MM4-1A

NZ_ACG

X0000000

0.2

GCA_00015947

5.2
Contig 2.07 2,226

100-23

NZ_AAPZ

00000000.

2

GCA_00016825

5.1
Contig 2.31 2,269

mLc3

NZ_AEA

W0000000

0.1

GCA_00017943

5.1
Contig 2.02 1,971

lpuph

NZ_AEA

X0000000

0.1

GCA_00017945

5.1
Contig 2.12 2,079

LTH2584

NZ_JOSX

00000000.

1

GCA_00071255

5.1
Contig 2.07 1,992

TMW1.656

NZ_JOS

W0000000

0.1

GCA_00071256

5.1
Contig 1.94 1,835

TMW1.112

NZ_JOKX

00000000.

1

GCA_00072253

5.1
Contig 2.03 1,935

LTH5448

NZ_JOOG

00000000.

1

GCA_00075818

5.1
Contig 1.98 1,853

L. rhamnosus*
GG (ATCC

53103)

NC_01319

8.1

GCA_00002650

5.1
Complete 3.01 2,820

ATCC 53103
NC_01748

2.1

GCA_00001104

5.1
Complete 3.01 2,817

Lc 705
NC_01319

9.1

GCA_00002652

5.1
Complete 3.03 2,827

ATCC 8530
NC_01749

1.1

GCA_00023375

5.1
Complete 2.96 2,741

LOCK900
NC_02172

3.1

GCA_00041847

5.1
Complete 2.88 2,689

LOCK908
NC_02172

5.1

GCA_00041849

5.1
Complete 2.99 2,770

LMS2-1

NZ_ACIZ

00000000.

1

GCA_00016017

5.1
Scaffold 3.16 3,209

CASL

NZ_AFY

D0000000

0.1

GCA_00022623

5.1
Scaffold 2.86 2,684
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ATCC 21052

NZ_AFZY

00000000.

1

GCA_00023586

5.1
Scaffold 2.88 3,063

HN001

NZ_ABW

J00000000

.1

GCA_00017325

5.2
Contig 2.91 2,912

MTCC 5462 -
GCA_00019537

5.2
Contig 2.52 3,308

R0011

NZ_AGK

C0000000

0.1

GCA_00023578

5.2
Contig 2.90 2,782

LRHMDP2

NZ_AMQ

W0000000

0.1

GCA_00031194

5.1
Contig 2.91 2,965

LRHMDP3

NZ_AMQ

X0000000

0.1

GCA_00031196

5.1
Contig 2.91 2,983

CRL1505

NZ_ATBI

00000000.

1

GCA_00041436

5.1
Contig 3.42 3,273

LR231

NZ_AZHJ

00000000.

1

GCA_00050840

5.1
Contig 2.59 2,461

JCM 1136

NZ_BAL

T0000000

0.1

GCA_00061524

5.1
Contig 2.93 2,741

51B

NZ_JMSI

00000000.

1

GCA_00069998

5.1
Contig 2.95 2,757

E800

NZ_JDR

W0000000

0.1

GCA_00071249

5.1
Contig 3.03 2,891

PEL5

NZ_JDFQ

00000000.

1

GCA_00071250

5.1
Contig 2.90 2,729

PEL6

NZ_JDFR

00000000.

1

GCA_00071251

5.1
Contig 2.88 2,720

K32

NZ_JNNV

00000000.

1

GCA_00073525

5.1
Contig 3.02 2,767

24

NZ_JPZB

00000000.

1

GCA_00074307

5.1
Contig 2.92 2,756
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L34

NZ_AYT

R0000000

0.1

GCA_00078437

5.1
Contig 2.94 2,769

L35

NZ_AYT

P00000000

.1

GCA_00078439

5.1
Contig 2.94 2,771

L31

NZ_AYT

Q0000000

0.1

GCA_00078440

5.1
Contig 2.83 2,670

116 -
GCA_00080104

5.1
Contig 2.97 2,797

308

NZ_JWH

C0000000

0.1

GCA_00081448

5.1
Contig 3.04 2,891

CLS17

NZ_JYCS

00000000.

1

GCA_00093203

5.1
Contig 2.89 2,744

2166 -
GCA_00046686

5.2
Contig 3.02 3,205

L. sakei 23K
NC_00757

6.1

GCA_00002606

5.1
Complete 1.88 1,891

LS25

NZ_ASTI

00000000.

1

GCA_00047862

5.1
Contig 2.04 2,046

JCM 1157

NZ_BAL

W0000000

0.1

GCA_00061536

5.1
Contig 1.91 1,926

wikim 22

NZ_JRFY

00000000.

1

GCA_00075562

5.1
Contig 2.19 2,147

L. salivarius* UCC118
NC_00792

9.1

GCA_00000892

5.1
Complete 2.13 2,182

CECT 5713
NC_01748

1.1

GCA_00014343

5.1
Complete 2.14 2,189

JCM1046
NZ_CP00

7646.1

GCA_00075836

5.1
Complete 2.32 2,310

ATCC

11741

NZ_ACG

T0000000

0.1

GCA_00015939

5.1
Scaffold 2.02 2,046

SMXD51

NZ_AICL

00000000.

1

GCA_00026033

5.1
Scaffold 1.97 1,954

ACS-116-V

-Col5a

NZ_AEB

A0000000

0.1

GCA_00017947

5.1
Contig 2.04 2,184
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NIAS840

NZ_AFM

N0000000

0.1

GCA_00021546

5.2
Contig 2.05 1,996

GJ-24

NZ_AFOI

00000000.

1

GCA_00021773

5.2
Contig 2.00 1,962

cp400

NZ_CBV

R0000000

00.1

GCA_00052938

5.1
Contig 2.16 2,132

Lactococcus
L. lactis subsp.

cremoris*
MG1363

NC_00900

4.1

GCA_00000942

5.1
Complete 2.53 2,594

SK11
NC_00852

7.1

GCA_00001454

5.1
Complete 2.60 2,685

NZ9000
NC_01794

9.1

GCA_00014320

5.1
Complete 2.53 2,590

A76
NC_01749

2.1

GCA_00023647

5.1
Complete 2.58 2,682

UC509.9
NC_01943

5.1

GCA_00031268

5.1
Complete 2.46 2,493

KW2
NC_02236

9.1

GCA_00046895

5.1
Complete 2.43 2,342

TIFN5

NZ_ATB

C0000000

0.1

GCA_00044782

5.1
Contig 2.54 2,601

TIFN6 -
GCA_00044784

5.1
Contig 2.59 2,728

TIFN1

NZ_ASX

F00000000

.1

GCA_00044788

5.1
Contig 2.68 2,976

TIFN3

NZ_ATB

E00000000

.1

GCA_00044792

5.1
Contig 2.73 3,112

TIFN7

NZ_ATB

A0000000

0.1

GCA_00044796

5.1
Contig 2.63 2,870

HP

NZ_JAUH

00000000.

1

GCA_00053481

5.1
Contig 2.27 2,374

GE214

NZ_AZSI

00000000.

1

GCA_00073163

5.1
Contig 2.80 2,832

A17
NZ_JQIC0

0000000.1

GCA_00080543

5.1
Contig 2.68 2,500

Mast36 NZ_JZUI0GCA_00096947 Contig 2.61 2,653
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0000000.1 5.1

L. lactis subsp. lactis* IL1403
NC_00266

2.1

GCA_00000686

5.1
Complete 2.37 2,406

KF147
NC_01365

6.1

GCA_00002504

5.1
Complete 2.64 2,597

CV56
NC_01748

6.1

GCA_00019270

5.1
Complete 2.52 2,538

IO-1
NC_02045

0.1

GCA_00034457

5.1
Complete 2.42 2,340

NCDO 2118
NZ_CP00

9054.1

GCA_00047825

5.2
Complete 2.59 2,548

KLDS

4.0325

NC_02259

3.1

GCA_00047937

5.2
Complete 2.60 2,651

S0
NZ_CP01

0050.1

GCA_00080737

5.1
Complete 2.49 2,490

Dephy 1

NZ_CBUJ

000000000

.1

GCA_00049335

5.1
Scaffold 2.60 2,744

CNCM

I-1631

NZ_AGH

X0000000

0.1

GCA_00028473

5.1
Contig 2.51 2,630

YF11

NZ_APA

V0000000

0.1

GCA_00034896

5.1
Contig 2.53 2,473

A12

NZ_CBLU

000000000

.1

GCA_00044284

5.1
Contig 2.70 2,895

TIFN2

NZ_ATB

F00000000

.1

GCA_00044790

5.1
Contig 2.51 2,665

TIFN4

NZ_ATB

D0000000

0.1

GCA_00044798

5.1
Contig 2.55 2,736

LD61

NZ_AXZ

K0000000

0.1

GCA_00048897

5.1
Contig 2.60 2,751

JCM 5805

NZ_BAL

X0000000

0.1

GCA_00061540

5.1
Contig 2.53 2,566

511

NZ_JNLP

00000000.

1

GCA_00070314

5.1
Contig 2.48 2,498

GL2

NZ_JNCC

00000000.

1

GCA_00072186

5.1
Contig 2.60 2,683
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CECT 4433

NZ_JRKY

00000000.

1

GCA_00076156

5.1
Contig 2.58 2,643

1AA59 -
GCA_00078675

5.1
Contig 2.58 2,682

JCM 5805

NZ_BBSI

00000000.

1

GCA_00083597

5.1
Contig 2.55 3,174

Leuconostoc

L. citreum KM20
NC_01047

1.1

GCA_00002640

5.1
Complete 1.90 1,903

LBAE C10

NZ_CAG

E00000000

.1

GCA_00023989

5.2
Contig 1.93 2,024

LBAE C11

NZ_CAG

F00000000

.1

GCA_00023991

5.2
Contig 1.97 2,089

LBAE E16

NZ_CAG

G0000000

0.1

GCA_00023993

5.2
Contig 1.80 1,908

-

NZ_CCN

G0000000

0.1

GCA_00082096

5.1
Contig 1.71 1,795

-

NZ_CCN

H0000000

0.1

GCA_00082098

5.1
Contig 1.75 1,831

L. kimchii
IMSNU

11154

NC_01413

6.1

GCA_00009250

5.1
Complete 2.00 2,023

L. mesenteroides ATCC 8293
NC_00853

1.1

GCA_00001444

5.1
Complete 2.08 2,066

J18
NC_01680

5.1

GCA_00023482

5.1
Complete 2.02 1,982

KFRI-MG
NZ_CP00

0574.1

GCA_00051295

5.1
Complete 1.90 1,883

ATCC 19254

NZ_ACK

V0000000

0.1

GCA_00016059

5.1
Scaffold 1.74 1,903

TIFN8

NZ_ATA

Z00000000

.1

GCA_00044794

5.1
Contig 1.71 1,742

T26

NZ_JAUJ

00000000.

1

GCA_00068648

5.1
Contig 1.83 1,956

P45
NZ_JRGZ

00000000.

GCA_00075635

5.1
Contig 1.87 1,800
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1

Wikim17

NZ_BBP

K0000000

0.1

GCA_00078773

5.1
Contig 1.86 1,843

Pediococcus

P . acidilactici DSM 20284

NZ_AEE

G0000000

0.1

GCA_00014632

5.1
Scaffold 1.94 1,943

7_4

NZ_ACX

B0000000

0.1

GCA_00016309

5.1
Scaffold 2.02 1,953

D3

NZ_AQG

T0000000

0.1

GCA_00038026

5.1
Scaffold 1.96 1,976

MA18/5M

NZ_AGK

B0000000

0.1

GCA_00023580

5.2
Contig 1.99 1,943

AGR20

NZ_JAGU

00000000.

1

GCA_00052681

5.1
Contig 1.92 1,890

P . pentosaceus ATCC 25745
NC_00852

5.1

GCA_00001450

5.1
Complete 1.83 1,797

SL4
NC_02278

0.1

GCA_00049626

5.1
Complete 1.79 1,776

IE-3

NZ_CAH

U0000000

0.1

GCA_00028587

5.1
Contig 1.80 1,762

CGMCC

7049

NZ_JDV

W0000000

0.1

GCA_00070863

5.1
Contig 1.75 1,754

Propionibacterium
P . freudenreichii

subsp.

freudenreichii

DSM 20271 NZ_CP01

0341.1

GCA_00094084

5.1
Complete 2.65 2,325

ITG P20

NZ_CCBE

000000000

.1

GCA_00072354

5.1
Scaffold 2.59 2,385

- -
GCA_00094523

5.1
Scaffold 2.57 2,268

P . jensenii DSM 20535

NZ_AUD

D0000000

0.1

GCA_00042528

5.1
Scaffold 3.03 2,728

Rhizopus
R. oligosporous - - - - - -
Saccharomyces
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S. pastorianus* CBS 1513 -
GCA_00058659

5.1
Contig 19.37 -

Weihensteph

an 34/70
-

GCA_00018211

5.1
Contig 22.38 -

CCY48 - 91 -
GCA_00028789

5.1
Contig 24.21 -

Weihensteph

an 34/70
-

GCA_00058653

5.1
Contig 22.96 -

CBS 1483 -
GCA_00080546

5.1
Contig 21.92 -

S. cerevisiae S288c 16 Chr.
GCA_00014604

5.2
Complete 12.16 6,352

YJM993 -
GCA_00066243

5.1

Chromos

ome
12.50 6,961

YJM195 -
GCA_00097558

5.1

Chromos

ome
12.79 7,079

YJM244 -
GCA_00097561

5.1

Chromos

ome
12.99 7,376

YJM1078 -
GCA_00097564

5.1

Chromos

ome
11.86 6,153

YJM1083 -
GCA_00097567

5.1

Chromos

ome
12.51 6,756

YJM1129 -
GCA_00097570

5.1

Chromos

ome
13.09 7,642

YJM189 -
GCA_00097573

5.1

Chromos

ome
12.27 6,564

YJM193 -
GCA_00097576

5.1

Chromos

ome
13.06 7,498

YJM248 -
GCA_00097579

5.1

Chromos

ome
12.07 6,357

YJM270 -
GCA_00097582

5.1

Chromos

ome
12.37 6,844

YJM271 -
GCA_00097585

5.1

Chromos

ome
13.53 8,054

YJM320 -
GCA_00097588

5.1

Chromos

ome
13.52 8,021

YJM326 -
GCA_00097591

5.1

Chromos

ome
12.43 6,658

YJM428 -
GCA_00097594

5.1

Chromos

ome
12.33 6,533

YJM450 -
GCA_00097597

5.1

Chromos

ome
12.42 6,712

YJM451 -
GCA_00097600

5.1

Chromos

ome
12.36 6,632

YJM453 -
GCA_00097603

5.1

Chromos

ome
12.68 7,121

YJM456 - GCA_00097606Chromos 12.40 6,574
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5.1 ome

YJM470 -
GCA_00097609

5.1

Chromos

ome
12.60 6,927

YJM541 -
GCA_00097612

5.1

Chromos

ome
13.00 7,389

YJM554 -
GCA_00097615

5.1

Chromos

ome
13.05 7,409

YJM555 -
GCA_00097618

5.1

Chromos

ome
13.37 7,802

YJM627 -
GCA_00097621

5.1

Chromos

ome
12.63 6,936

YJM681 -
GCA_00097624

5.1

Chromos

ome
12.33 6,584

YJM682 -
GCA_00097627

5.1

Chromos

ome
12.38 6,628

YJM683 -
GCA_00097630

5.1

Chromos

ome
12.54 6,815

YJM689 -
GCA_00097633

5.1

Chromos

ome
12.30 6,576

YJM693 -
GCA_00097636

5.1

Chromos

ome
13.16 7,541

YJM969 -
GCA_00097639

5.1

Chromos

ome
12.32 6,768

YJM972 -
GCA_00097642

5.1

Chromos

ome
12.97 7,492

YJM975 -
GCA_00097645

5.1

Chromos

ome
12.24 6,608

YJM978 -
GCA_00097648

5.1

Chromos

ome
12.48 6,963

YJM981 -
GCA_00097651

5.1

Chromos

ome
12.92 7,462

YJM984 -
GCA_00097654

5.1

Chromos

ome
13.09 7,602

YJM987 -
GCA_00097657

5.1

Chromos

ome
12.95 7,532

YJM990 -
GCA_00097660

5.1

Chromos

ome
12.45 6,794

YJM996 -
GCA_00097666

5.1

Chromos

ome
12.71 7,258

YJM1133 -
GCA_00097669

5.1

Chromos

ome
12.43 6,607

YJM1190 -
GCA_00097672

5.1

Chromos

ome
12.94 7,380

YJM1199 -
GCA_00097675

5.1

Chromos

ome
12.36 6,662

YJM1202 -
GCA_00097678

5.1

Chromos

ome
12.57 6,785

YJM1208 - GCA_00097681Chromos 13.10 7,446
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5.1 ome

YJM1242 -
GCA_00097684

5.1

Chromos

ome
12.18 6,542

YJM1244 -
GCA_00097687

5.1

Chromos

ome
12.73 7,136

YJM1248 -
GCA_00097690

5.1

Chromos

ome
12.61 6,848

YJM1250 -
GCA_00097693

5.1

Chromos

ome
12.35 6,525

YJM1252 -
GCA_00097696

5.1

Chromos

ome
12.66 7,020

YJM1273 -
GCA_00097699

5.1

Chromos

ome
12.61 6,904

YJM1304 -
GCA_00097702

5.1

Chromos

ome
12.42 6,661

YJM1307 -
GCA_00097705

5.1

Chromos

ome
13.08 7,510

YJM1311 -
GCA_00097708

5.1

Chromos

ome
12.58 6,880

YJM1326 -
GCA_00097711

5.1

Chromos

ome
12.44 6,661

YJM1332 -
GCA_00097714

5.1

Chromos

ome
12.30 6,711

YJM1336 -
GCA_00097717

5.1

Chromos

ome
12.86 7,322

YJM1338 -
GCA_00097720

5.1

Chromos

ome
12.28 6,543

YJM1341 -
GCA_00097723

5.1

Chromos

ome
12.51 6,931

YJM1342 -
GCA_00097726

5.1

Chromos

ome
12.69 6,912

YJM1355 -
GCA_00097729

5.1

Chromos

ome
12.90 7,180

YJM1356 -
GCA_00097732

5.1

Chromos

ome
12.60 7,038

YJM1381 -
GCA_00097735

5.1

Chromos

ome
12.46 6,806

YJM1383 -
GCA_00097738

5.1

Chromos

ome
12.63 6,885

YJM1385 -
GCA_00097741

5.1

Chromos

ome
13.02 7,280

YJM1386 -
GCA_00097744

5.1

Chromos

ome
12.64 6,875

YJM1387 -
GCA_00097747

5.1

Chromos

ome
12.77 7,218

YJM1388 -
GCA_00097750

5.1

Chromos

ome
12.54 6,935

YJM1389 - GCA_00097753Chromos 12.28 6,591
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5.1 ome

YJM1399 -
GCA_00097756

5.1

Chromos

ome
12.42 6,488

YJM1400 -
GCA_00097759

5.1

Chromos

ome
12.42 6,623

YJM1401 -
GCA_00097762

5.1

Chromos

ome
12.24 6,386

YJM1402 -
GCA_00097765

5.1

Chromos

ome
12.62 6,924

YJM1415 -
GCA_00097768

5.1

Chromos

ome
12.87 7,422

YJM1417 -
GCA_00097771

5.1

Chromos

ome
12.72 7,208

YJM1418 -
GCA_00097774

5.1

Chromos

ome
12.51 6,772

YJM1419 -
GCA_00097777

5.1

Chromos

ome
13.61 8,081

YJM1433 -
GCA_00097780

5.1

Chromos

ome
12.57 6,920

YJM1434 -
GCA_00097783

5.1

Chromos

ome
12.59 6,865

YJM1439 -
GCA_00097786

5.1

Chromos

ome
12.96 7,351

YJM1443 -
GCA_00097789

5.1

Chromos

ome
12.26 6,397

YJM1444 -
GCA_00097792

5.1

Chromos

ome
12.43 6,581

YJM1447 -
GCA_00097795

5.1

Chromos

ome
12.12 6,302

YJM1450 -
GCA_00097798

5.1

Chromos

ome
13.05 7,373

YJM1460 -
GCA_00097801

5.1

Chromos

ome
12.79 7,166

YJM1463 -
GCA_00097804

5.1

Chromos

ome
13.44 7,961

YJM1477 -
GCA_00097807

5.1

Chromos

ome
12.19 6,607

YJM1478 -
GCA_00097810

5.1

Chromos

ome
12.68 6,997

YJM1479 -
GCA_00097813

5.1

Chromos

ome
12.48 6,709

YJM1526 -
GCA_00097816

5.1

Chromos

ome
12.54 6,862

YJM1527 -
GCA_00097819

5.1

Chromos

ome
12.80 7,112

YJM1549 -
GCA_00097822

5.1

Chromos

ome
13.26 7,739

YJM1573 - GCA_00097825Chromos 12.30 6,531
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5.1 ome

YJM1574 -
GCA_00097828

5.1

Chromos

ome
12.47 6,738

YJM1592 -
GCA_00097831

5.1

Chromos

ome
12.38 6,742

YJM1615 -
GCA_00097834

5.1

Chromos

ome
12.65 6,940

Sigma1278b -
GCA_00015148

5.1

Chromos

ome
11.95 -

AWRI796 -
GCA_00019019

5.1

Chromos

ome
11.74 5,153

Vin13 -
GCA_00019021

5.1

Chromos

ome
11.67 5,122

VL3 -
GCA_00019023

5.1

Chromos

ome
11.66 5,128

FostersB -
GCA_00019025

5.1

Chromos

ome
11.51 5,068

CEN.PK113-

7D
-

GCA_00026988

5.1

Chromos

ome
12.00 5,444

S. fragilis - - - - - -
Schizosaccharomyces

S. pombe 972h 3 Chr.
GCA_00000294

5.2

Chromos

ome
12.59 6,991

Streptococcus
S. diacetylactis - - - - - -

S. salivarius CCHSS3
NC_01576

0.1

GCA_00025333

5.1
Complete 2.22 2,068

JIM8777
NC_01759

5.1

GCA_00025331

5.1
Complete 2.21 2,038

57.I
NC_01759

4.1

GCA_00030533

5.1
Complete 2.18 2,058

NCTC 8618
NZ_CP00

9913.1

GCA_00078551

5.1
Complete 2.19 2,042

SK126

NZ_ACL

O0000000

0.1

GCA_00017471

5.1
Contig 2.13 2,034

M18

NZ_AGB

V0000000

0.1

GCA_00022538

5.2
Contig 2.33 2,389

PS4

NZ_AJF

W0000000

0.1

GCA_00025758

5.1
Contig 2.05 1,742

K12

NZ_ALIF

00000000.

1

GCA_00028629

5.1
Contig 2.43 2,484

NU10
NZ_JJMT

00000000.

GCA_00071444

5.1
Contig 2.34 2,162
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1

YU10

NZ_JJMS

00000000.

1

GCA_00071445

5.1
Contig 2.35 2,165

UC3162

NZ_JYOY

00000000.

1

GCA_00096326

5.1
Contig 2.16 2,035

KB005

NZ_JYOX

00000000.

1

GCA_00096333

5.1
Contig 2.29 2,153

S. thermophilus* LMG 18311
NC_00644

8.1

GCA_00001182

5.1
Complete 1.80 1,893

M17PTZA49

6

CM002372

.1

GCA_00052126

5.1

Chromos

ome
2.07 2,287

CNRZ1066
NC_00644

9.1

GCA_00001184

5.1
Complete 1.80 1,903

LMD-9
NC_00853

2.1

GCA_00001448

5.1
Complete 1.86 1,967

ND03
NC_01756

3.1

GCA_00018287

5.1
Complete 1.83 1,934

JIM 8232
NC_01758

1.1

GCA_00025339

5.1
Complete 1.93 2,011

MN-ZLW-0

02

NC_01792

7.1

GCA_00026267

5.1
Complete 1.85 1,937

ASCC 1275
NZ_CP00

6819.1

GCA_00069888

5.1
Complete 1.85 1,942

SMQ-301
NZ_CP01

1217.1

GCA_00097166

5.1

Chromos

ome
1.86 1,956

TH1435 -
GCA_00052128

5.1

Chromos

ome
1.75 1,862

TH1436 -
GCA_00052130

5.1

Chromos

ome
1.78 1,919

MTH17CL39

6
-

GCA_00052132

5.1

Chromos

ome
1.83 2,019

TH982 -
GCA_00057206

5.1

Chromos

ome
1.79 2,006

TH1477 -
GCA_00057209

5.1

Chromos

ome
1.89 2,037

1F8CT -
GCA_00083659

5.1

Chromos

ome
1.75 1,944

TH985 -
GCA_00083667

5.1

Chromos

ome
1.84 2,013

CNCM

I-1630

NZ_AGF

N0000000

0.1

GCA_00028467

5.1
Contig 1.62 1,937

MTCC 5461 NZ_ALIL GCA_00033549 Contig 1.62 1,805
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00000000.

1
5.1

MTCC 5460

NZ_ALIK

00000000.

1

GCA_00033551

5.1
Contig 1.61 1,764

DGCC7710

NZ_AWV

Z00000000

.1

GCA_00050056

5.1
Contig 1.80 1,887

Tetragenococcus

T. halophilus NBRC 12172
NC_01605

2.1

GCA_00028361

5.1
Complete 2.56 2,535

Weissella

W. confusa
LBAE

C39-2

NZ_CAG

H0000000

0.1

GCA_00023995

5.2
Contig 2.28 2,237

W. koreensis KACC15510
NC_01575

9.1

GCA_00021980

5.1
Complete 1.44 1,396

KCTC 3621

NZ_AKG

G0000000

0.1

GCA_00027764

5.1
Contig 1.73 1,750

W. paramesenteroides ATCC 33313

NZ_ACK

U0000000

0.1

GCA_00016057

5.1
Scaffold 1.96 2,020

Zygosaccharomyces

Z . rouxii* CBS 732 7 Chr.
GCA_00002636

5.1

Chromos

ome
9.76 5,332

*Probiotics strain listed by MFDS.
**The Reference Sequence(RefSeq) database of NCBI provides a comprehensive standard dataset that represents sequence

information for a species. RefSeq sequences are derived from GenBank records but differ in that each RefSeq is a synthe

sis of information, not an archived unit of primary research data.
*n.a: not available, ***-: not determined.

나. 식품의약품안전처 고시 식품원재료로 사용 가능한 미생물의 full genome 염기서열

Ÿ Table 4-5에는 현재까지 미국 국립보건원이 운영하고 있는 NCBI(National Center

for Biotechnology Information)의 Genome database(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

guide/genomes-maps/)를 이용하여 식품의약품안전처(MFDS) 고시 식품원재료로 사

용 가능한 균주 68종에 대한 full genome sequence를 분석하여 그 결과를 정리하였

으며, 이들 68종에 대한 full genome sequence 분석 결과를 요약하여 sequencing

level에 따른 full genome sequencing 현황은 Table 4-6에 정리하였다.
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Microorganisms

No. of

genome

sequence

d

Sequencing level

Complet

e

Chromosom

e
Scaffold Contig

Aspergillus(5)
   A. kawachii 1 - - 1 -
   A. niger 4 - - 1 3
   A. oryzae 7 - - - 7
   A. shirousamii 0 - - - -
   A. usamii 0 - - - -
Bacillus(4)
   B. amyloliquefaciens 41 22 - 3 16
   B. coagulans 11 4 - 1 6
   B. polyfermenticus 0 - - - -
   B. subtilis 78 28 5 3 42
Bifidobacterium(8)
   B. adolescentis 6 3 1 - 2
   B. animalis* 4 3 - 1
   B. animalis subsp. lactis 15 13 - 1 2
   B. bifidum* 10 3 - 2 5
   B. breve* 17 8 - 3 6
   B. longum subsp. infantis 13 4 - 1 8
   B. longum subsp. longum* 20 6 - 2 12
   B. Pseudolongum 7 1 - - 6
Cyberlindnera(1)
   C. jadinii 1 - 1
Clostridium(1)
   C. butyricum Miyairi 0 - - - -
Kluyveromyces(1)
   K. lactis* 1 1 - - -
Lactobacillus(26)
   L. acidophilus* 15 4 - 4 7
   L. brevis 13 2 1 3 7
   L. casei* 19 9 1 1 17
   L. caucasicus 0 - - - -
   L. crispatus 14 1 8 5
   L. curvatus 2 - - - 2
   L. delbrueckii subsp. bulgaricus 10 4 - - 6
   L. delbrueckii subsp. delbrueckii 1 - - - 1
   L. delbrueckii subsp. lactis 6 - - 2 4
   L. fermentum* 11 3 - 5 3
   L. gasseri 12 2 - 5 5
   L. helveticus* 15 6 - 4 5
   L. johnsonii 6 4 - 1 1
   L. kefiranofaciens subsp.

kefiranofaciens
1 - - - 1

L. kefiranofaciens subsp.

kefirgranum
0 - - - -

   L. kefiri 0 - - - -

Table 4-6. Genome sequencing status of microorganisms which can be used as f

ood materials listed by MFDS
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   L. leichmannii 0 - - - -
   L. paracasei* 43 3 - 1 39
   L. paraplantarum 1 - - 1 -
   L. pentosus 1 - 1 - -
   L. perolens 0 - - - -
   L. plantarum* 7 1 4 18
   L. reuteri* 16 5 - 3 8
   L. rhamnosus* 30 6 - 3 21
   L. sakei 4 1 - 3
   L. salivarius* 9 3 - 2 4
Lactococcus(2)
   L. lactis subsp. cremoris* 15 6 - - 9
   L. lactis subsp. lactis* 20 7 - 1 12
Leuconostoc(3)
   L. citreum 6 1 - - 5
   L. kimchi 1 1 - -
   L. mesenteroides 9 3 - 1 4
Pediococcus(2)
   P . acidilactici 5 - - 3 2
   P . pentosaceus 4 2 - - 2
Propionibacterium(2)
P . freudenreichii subsp.

freudenreichii
3 1 - 2 -

   P . jensenii 1 - - 1 -
Rhizopus(1)
   R. oligosporous 0 - - - -
Saccharomyces(3)
   S. pastorianus* 5 - - - 5
   S. cerevisiae 100 1 99 -
   S. fragilis 0 - - - -
Schizosaccharomyces(1)
   S. pombe 1 - 1 - --
Streptococcus(3)
   S. diacetylactis 0 - - -
   S. salivarius 12 4 - 8
   S. thermophilus* 20 7 9 - 4
Tetragenococcus(1)
   T. halophilus 1 1 - - -
Weissella(3)
   W. confuse 1 - - - 1
   W. koreensis 2 1 - - 1   
   W. paramesenteroides 1 - - 1 -
Zygosaccharomyces(1)
   Z . rouxii* 1 - 1 - -

Ÿ 68종 균주에 대한 full genome sequence 분석 결과 Table 4-6에 정리한 바와 같이

fungi인 Aspergillus sp.는 식품의약품안전처에 고시된 5종(species)중에서 A.

shirousamii와 A. usamii는 genome sequencing이 이루어지지 않았고, A. kawachii,

A. niger, A. oryzae는 genome sequencing이 완료되었으나, sequencing이 scaffold

또는 contig level에서 만 이루어져 있는 상황이다.
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Microorganisms
Sequenc

e type
Target gene Reference

Aspergillus

A. kawachii - - -

A. niger - - -

A. oryzae - - -

A. shirousamii - - -

A. usamii - - -

Bacillus

B. amyloliquefaciens - - -

B. coagulans - - -

B. polyfermenticus - - -

Ÿ 4종의 Bacillus sp. 중에서는 B. polyfermenticus를 제외하고는 complete level에서

full genome sequencing이 완료되었다.

Ÿ Bifidobacterium sp.는 8종 모두 complete level에서 full genome sequencing이 완료

되었으며, Lactobacillus sp.는 식품의약품안전처에 고시된 26종 중에서 L. caucasicus,

L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum, L. kefiri, L. leichmannii, L. perolens 등은

genome sequencing이 이루어지지 않았으나, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii

subsp. bulgaricus, L. gasseri, L. paracasei, L. rhamnosus 등의 주요 식품산업용 발

효 균주들에 대해서는 complete level의 full genome sequencing이 완료된 상태이다.

Ÿ 한편, Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp., Weissella sp.는 식품의약

품안전처에 고시된 종들에 대해서는 모두 full genome sequencing이 완료되었다.

Ÿ 대표적인 효모 균주인 Saccharomyces cerevisiae는 100 strains에 대한 full genome

sequencing이 완료되었고, 이 중에서 99개의 genome이 chromosome level에서

sequencing이 이루어졌다.

3. 식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자 표지 탐색

가. Multilocus sequence typing 분석을 위한 유전자 표지 탐색

(1) Sequence type과 target gene에 대한 데이터베이스 구축

Ÿ 본 연구에서는 균주 추적을 위한 DNA fingerprinting 분석 방법으로 multilocus

sequence typing(MLST)을 선정하였기에, 식품의약품안전처가 고시한 식품원재료로

사용 가능한 균주 68종에 대하여 기존에 분석된 MLST의 sequence type과 target 유

전자를 조사하여 이에 대한 데이터베이스를 구축하여 Table 4-7에 정리하였다.

Table 4-7. Sequence type and target gene for MLST analysis of microorganisms

listed by MFDS
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B. subtilis 155
glpF , ilvD, pta, purH ,

pycA, rpoD , tpiA
PubMLST, 2015

Bifidobacterium

B. adolescentis - - -

B. animalis*
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. animalis subsp. lactis
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. bifidum* 27
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. breve* 25
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. longum subsp. infantis
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. longum subsp. longum* 41
clpC, fusA, gyrB, lles,

purF , rplB, rpoB
Delétoile et al., 2010

B. pseudolongum - - -

Cyberlindnera

C. jadinii - - -

Clostridium

C. butyricum Miyairi - - -

Kluyveromyces

K. lactis* - - -

Lactobacillus

L. acidophilus* 2
fusA, gpmA, gyrA, gyrB,

lepA, pyrG, recA

Ramachandran et al.,

2013
L. brevis - - -

L. casei* 40
fusA, ileS, lepA, leuS,

pyrG, recA, recG
PubMLST, 2015

L. caucasicus - - -

L. crispatus 10
fusA, gpmA, gyrA, gyrB,

lepA, pyrG, recA

Ramachandran et al.,

2013
L. curvatus - - -
L. delbrueckii subsp.

bulgaricus
34

fusA, gyrB, hsp60, ileS,

pyrG, recA, recG

Tanigawa and

Watanabe, 2011
L. delbrueckii subsp.

delbrueckii
34

fusA, gyrB, hsp60, ileS,

pyrG, recA, recG

Tanigawa and

Watanabe, 2011

L. delbrueckii subsp. lactis 34
fusA, gyrB, hsp60, ileS,

pyrG, recA, recG

Tanigawa and

Watanabe, 2011
L. fermentum* - - -

L. gasseri 8
fusA, gpmA, gyrA, gyrB,

lepA, pyrG, recA

Ramachandran et al.,

2013

L. helveticus* 108

clpX, dnaA, dnaK, groEL,

murC, murE , pepN , pepX,

pyrG, recA, uvrC

Sun et al., 2015

L. johnsonii 5 fusA, gpmA, gyrA, gyrB, Ramachandran et al.,
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lepA, pyrG, recA 2013
L. kefiranofaciens subsp.

kefiranofaciens
- - -

L. kefiranofaciens subsp.

kefirgranum
- - -

L. kefiri - - -

L. leichmannii - - -

L. paracasei* 14

fusA, ileS, lepA, leuS,

pyrG,

recA and recG

Parolo et al., 2011

L. paraplantarum - - -

L. pentosus - - -

L. perolens - - -

L. plantarum* 16
pgm, ddl, gyrB, purK1,

gdh, mutS,

Siezen et al., 2011

de las Rivas et al.,

2006
L. reuteri* - - -

L. rhamnosus* - - -

L. sakei 116
pepV, recA, glpF , tuf,

dnaK, hemN , ldhL, rpoB
Chaillou et al., 2013

L. salivarius* 25
parB, pstB, rpsB, pheS,

ftsQ, nrdB, rpoA
Ratis et al., 2011

Lactococcus

L. lactis subsp. cremoris* na
atpA, rpoA, pheS, bcaT,

pepN , pepX
Fernandez et al., 2011

L. lactis subsp. lactis* 70
atpA, rpoA, pheS, bcaT,

pepN , pepX
Fernandez et al., 2011

Leuconostoc

L. citreum - - -

L. kimchii - - -

L. mesenteroides - - -

Pediococcus

P . acidilactici - - -

P . pentosaceus 17
gyrB, pyc, pgm, leuS,

glnA, dalR, pgI
PubMLST, 2015

Propionibacterium
P . freudenreichii subsp.

freudenreichii
- - -

P . jensenii - - -

Rhizopus

R. oligosporous - - -

Saccharomyces

S. pastorianus* - - -

S. cerevisiae 13
acc1, vps13, gln4, adp1,

rpn2, ala1
Muñoz et al., 2009
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40
atf1, met4, rpn2, nup116,

ste50, ybl081w, IntAY
Ayoub et al., 2006

S. fragilis - - -

Schizosaccharomyces

S. pombe - - -

Streptococcus

S. diacetylactis - - -

S. salivarius 26

glck, ddlA, pepO, ilvC,

thrS, pyrE , dnaE , sodA,

tkt

Delorme et al., 2007

S. thermophilus* 21
glcK, ddlA, pepO, ilvC,

thrS, tkt, pyrE , dnaE
Delorme et al., 2010

Tetragenococcus

T. halophilus - - -

Weissella

W. confusa - - -

W. koreensis - - -

W. paramesenteroides - - -

Zygosaccharomyces

Z . rouxii* - - -

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

glpF
glpF_F

glpF_R

Glycerol uptake

facilitator protein
-1) 78 384

ilvD
ilvD_F

ilvD_R

Dihydroxy-acid

dehydratase
- 88 471

pta
pta_F

pta_R

Phosphotransacetyla

se
- 88 414

purH
purH_F

purH_R

Purine biosynthesis

protein
- 97 399

(2) 각 균주에 대한 MLST allelic profiles

Ÿ 식품의약품안전처가 고시한 식품원재료로 사용 가능한 균주 68종에 대하여 현재까지

보고된 MLST allelic profiles을 조사하여 다음과 같이 분석하였다.

Ÿ Bacillus subtilis의 MLST primer, sequence type, polymorphic site analysis는 각각

Table 4-8, 4-9와 Figure 4-9에 나타내었다. Bacillus subtilis의 MLST를 위한 target

gene은 glpF 등 총 7개를 사용하였으며, 각각의 유전자에 대한 allele은 63개에서 97

개로 분포되어 있었다. 이로부터 Bacillus subtilis의 sequence type은 155개로 분석되

어져 있다.

Table 4-8. MLST primers for Bacillus subtilis
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pycA
pycA_F

pycA_R

Pyruvate

carboxylase
- 82 399

rpoD
rpoD_F

rpoD_R

RNA polymerase

sigma factor
- 63 384

tpiA
tpiA_F

tpiA_R

Triosephosphate

isomerase
- 68 420

Sequenc
e type glpF ilvD pta purH pycA rpoD tpiA

1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 5 2 1 1 1
3 3 3 2 3 2 1 1

4 3 2 2 6 4 3 4
5 1 2 2 6 4 1 4
6 3 2 2 5 4 1 3
7 9 4 6 7 5 4 5
8 5 5 8 8 6 5 7
9 4 1 4 4 3 1 2

10 4 1 20 23 3 1 2
11 3 18 2 24 20 1 1
12 6 6 9 9 7 6 8
13 7 7 10 10 8 7 9
14 9 4 21 7 5 4 5
15 19 19 8 25 21 5 21

16 13 11 12 15 13 12 13
17 13 11 12 15 14 12 13
18 13 11 13 16 13 11 12
19 11 10 12 14 11 10 12
20 12 12 14 17 12 10 12
21 8 8 7 11 9 8 6

22 20 20 7 26 22 8 23
23 21 21 7 27 22 8 24
24 10 9 11 12 10 9 10
25 23 23 23 29 24 9 10
26 22 22 22 28 23 21 22
27 15 14 16 18 16 15 14

28 16 14 17 19 16 16 14
29 17 16 18 20 17 14 16
30 18 17 19 21 18 17 17
31 18 17 19 21 19 17 18
32 14 13 15 13 15 13 11
33 18 17 34 21 19 17 17

34 18 30 19 21 19 24 17
35 1 1 1 1 1 4 1
36 26 24 32 37 25 23 25
37 17 16 31 20 27 14 16

1)Not open to public. (PubMLST, 2015)

Table 4-9. Sequence type of MLST for Bacillus subtilis
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38 18 17 19 21 19 24 17
39 14 25 27 34 15 13 27
40 27 28 30 36 30 2 28
41 28 27 29 34 28 2 26
42 29 26 28 33 29 2 29

43 9 1 1 1 1 1 1
44 1 1 5 38 26 1 1
45 30 15 3 22 32 18 30
46 31 29 33 35 31 22 15
47 36 1 36 43 33 1 33
48 1 1 38 4 1 1 1

49 37 35 39 44 34 1 34
50 38 36 40 45 35 25 35
51 39 37 41 10 36 26 36
52 40 38 42 46 37 27 37
53 17 16 18 20 38 14 16
54 33 14 16 47 16 28 16

55 41 39 43 48 39 29 38
56 1 1 44 49 40 1 1
57 50 53 57 60 53 37 46
58 28 27 29 30 28 2 26
59 24 40 26 32 41 19 19
60 29 41 45 50 42 30 39

61 34 42 46 51 43 31 28
62 43 43 47 52 15 32 28
63 14 13 29 53 44 33 40
64 14 13 48 13 45 13 28
65 44 44 49 13 46 34 28
66 45 45 46 51 47 31 32

67 46 46 50 54 48 20 41
68 47 49 52 57 49 19 43
69 48 50 53 58 50 31 44
70 14 13 47 33 15 35 28
71 29 51 54 50 51 30 45
72 1 48 55 56 34 1 1

73 42 47 51 55 4 1 42
74 49 52 56 59 52 36 3
75 51 54 58 61 54 38 47
76 17 16 18 20 27 14 16
77 17 55 18 20 17 39 16
78 17 16 18 20 38 39 16

79 4 56 59 62 55 40 3
80 52 57 1 63 56 1 33
81 3 48 60 64 2 41 1
82 3 48 2 65 34 41 3
83 53 58 55 38 57 1 48
84 1 1 55 66 1 1 1

85 1 1 1 1 58 1 1
86 1 31 35 40 56 3 49
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87 1 1 55 66 26 1 1
88 54 57 61 67 56 1 1
89 55 6 9 9 7 6 8
90 9 59 6 68 5 42 50
91 34 33 62 39 60 31 32

92 56 60 29 53 44 43 29
93 35 44 63 13 15 13 51
94 29 61 54 50 61 30 52
95 29 62 54 50 59 30 53
96 57 42 64 69 50 44 44
97 18 63 19 21 18 17 17

98 58 22 65 70 23 45 54
99 29 62 45 50 59 30 52
100 3 1 36 43 26 1 1
101 62 66 67 74 63 46 55
102 59 64 66 71 34 1 1
103 1 57 43 72 40 1 1

104 36 1 5 1 62 1 56
105 3 64 44 66 2 3 3
106 63 24 68 76 68 49 59
107 3 48 2 66 34 1 3
108 61 65 55 73 4 1 63
109 60 68 65 75 66 53 58

110 68 33 74 80 49 54 32
111 64 13 70 34 64 50 60
112 14 13 69 33 15 51 62
113 17 16 18 20 27 39 16
114 17 16 18 77 27 14 16
115 14 69 71 33 29 13 28

116 33 16 18 20 17 14 16
117 24 40 24 30 41 19 19
118 65 70 67 78 65 52 61
119 66 14 16 19 16 16 14
120 67 67 72 79 69 47 57
121 67 67 73 79 70 48 57

122 25 46 25 31 67 20 20
123 3 31 35 40 56 3 4
124 54 71 75 81 71 1 1
125 61 72 76 82 34 55 64
126 33 83 17 47 16 16 14
127 69 83 16 47 72 16 14

128 75 64 35 83 79 56 1
129 71 76 79 84 75 57 66
130 1 1 35 85 56 3 4
131 1 1 35 86 56 1 49
132 35 44 63 13 15 34 26
133 29 77 80 34 44 2 28

134 72 78 81 87 76 58 67
135 29 79 54 88 42 30 53
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136 14 80 29 90 44 43 29
137 14 13 48 13 45 19 28
138 43 40 47 52 15 32 28
139 29 41 54 89 51 31 68
140 34 33 82 51 77 31 32

141 29 44 29 34 44 59 28
142 3 48 83 91 34 60 3
143 73 81 84 92 78 36 3
144 74 82 85 93 78 36 3
145 59 48 55 56 34 1 1
146 9 73 6 68 5 61 5

147 9 59 6 7 5 61 5
148 35 44 29 94 45 13 28
149 14 84 47 13 80 13 28
150 9 85 6 7 5 61 5
151 77 87 87 96 81 62 44
152 78 88 88 97 82 46 65

153 33 75 16 47 74 16 14
154 78 88 88 97 82 63 65
155 15 74 78 47 73 16 14

glpF

ilvD



- 345 -

pta

purH

pycA
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Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

clpC
ClpC-uni

ClpC-rev

ATP-dependent Clp

protease

ATP-binding protein

GAGTACCGCAAGTACATCG

AG

CATCCTCATCGTCGAACAG

3 600

rpoD

tpiA

Figure 4-9. Polymorphic site analysis of MLST for Bacillus subtilis.

Ÿ Bifidobacterium animalis, B. bifidum, B. breve, B. longum subsp. longum, B.

longum subsp. infantis, Lactobacillus delbrueckii, L. helveticus, L. paracasei의

MLST primer는 Table 4-10부터 4-17에 각각 정리하였다.

Table 4-10. MLST primers for Bifidobacterium animalis
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GAAC

fusA
fusAB3

fusAB4

Protein elongation

factor EF-2

ATCGGCATCATGGCYCACA

TYGAT

CCAGCATCGGCTGMACRCCC

TT

2 666

gyrB
gyrBB3

gyrBB4

DNA gyrase,

subunit B

AGCTGCACGCBGGCGGCAAG

TTCG

GTTGCCGAGCTTGGTCTTG

GTCTG

3 627

I les
ileSB3

ileSB4

Isoleucyl-tRNA

synthase

ATCCCGCGYTACCAGACSAT

G

CGGTGTCGACGTAGTCGGC

G

4 489

purF
PurF-uni

PurF-rev

Amidophosphoribosyl

transferase

CATTCGAACTCCGACACCG

A

GTGGGGTAGTCGCCGTTG

3 591

rplB
rplBB3

rplBB4

50S Ribosomal

protein L2

GGACAAGGACGGCRTSCCSG

CCAA

ACGACCRCCGTGCGGGTGR

TCGAC

2 357

rpoB
rpoBB3

rpoBB4

RNA polymerase β 

subunit

GGCGAGCTGATCCAGAACC

A

GCATCCTCGTAGTTGTASC

C

1 501

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

clpC
ClpC-uni

ClpC-rev

ATP-dependent

Clp protease

ATP-binding

protein

GAGTACCGCAAGTACATCGA

G

CATCCTCATCGTCGAACAGG

AAC

8 600

fusA
fusAB3

fusAB4

Protein elongation

factor EF-2

ATCGGCATCATGGCYCACAT

YGAT

CCAGCATCGGCTGMACRCCC

TT

16 666

gyrB
gyrBB3

gyrBB4

DNA gyrase,

subunit B

AGCTGCACGCBGGCGGCAAG

TTCG

GTTGCCGAGCTTGGTCTTGG

TCTG

10 627

I les
ileSB3

ileSB4

Isoleucyl-tRNA

synthase

ATCCCGCGYTACCAGACSAT

G
13 489

(Delétoile et al, 2010)

Table 4-11. MLST primers for Bifidobacterium bifidum
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CGGTGTCGACGTAGTCGGCG

purF
PurF-uni

PurF-rev

Amidophosphoribos

yltransferase

CATTCGAACTCCGACACCGA

GTGGGGTAGTCGCCGTTG
13 591

rplB
rplBB3

rplBB4

50S Ribosomal

protein L2

GGACAAGGACGGCRTSCCSG

CCAA

ACGACCRCCGTGCGGGTGRT

CGAC

3 357

rpoB
rpoBB3

rpoBB4

RNA polymerase β 

subunit

GGCGAGCTGATCCAGAACCA

GCATCCTCGTAGTTGTASCC
11 501

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

clpC
ClpC-uni

ClpC-rev

ATP-dependent Clp

protease

ATP-binding

protein

GAGTACCGCAAGTACATCG

AG

CATCCTCATCGTCGAACAGG

AAC

6 600

fusA
fusAB3

fusAB4

Protein elongation

factor EF-2

ATCGGCATCATGGCYCACAT

YGAT

CCAGCATCGGCTGMACRCCC

TT

8 666

gyrB
gyrBB3

gyrBB4

DNA gyrase,

subunit B

AGCTGCACGCBGGCGGCAAG

TTCG

GTTGCCGAGCTTGGTCTTGG

TCTG

8 627

I les
ileSB3

ileSB4

Isoleucyl-tRNA

synthase

ATCCCGCGYTACCAGACSAT

G

CGGTGTCGACGTAGTCGGCG

15 489

purF
PurF-uni

PurF-rev

Amidophosphoribosy

ltransferase

CATTCGAACTCCGACACCGA

GTGGGGTAGTCGCCGTTG
10 591

rplB
rplBB3

rplBB4

50S Ribosomal

protein L2

GGACAAGGACGGCRTSCCSG

CCAA

ACGACCRCCGTGCGGGTGRT

CGAC

3 357

rpoB
rpoBB3

rpoBB4

RNA polymerase β 

subunit

GGCGAGCTGATCCAGAACCA

GCATCCTCGTAGTTGTASCC
7 501

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

clpC ClpC-uni ATP-dependent GAGTACCGCAAGTACATCG 9 600

(Delétoile et al, 2010)

Table 4-12. MLST primers for Bifidobacterium breve

(Delétoile et al, 2010)

Table 4-13. MLST primers for Bifidobacterium longum subsp. longum
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ClpC-rev

Clp protease

ATP-binding

protein

AG

CATCCTCATCGTCGAACAG

GAAC

fusA
fusAB3

fusAB4

Protein elongation

factor EF-2

ATCGGCATCATGGCYCACA

TYGAT

CCAGCATCGGCTGMACRCCC

TT

9 666

gyrB
gyrBB3

gyrBB4

DNA gyrase,

subunit B

AGCTGCACGCBGGCGGCAAG

TTCG

GTTGCCGAGCTTGGTCTTG

GTCTG

21 627

I les
ileSB3

ileSB4

Isoleucyl-tRNA

synthase

ATCCCGCGYTACCAGACSAT

G

CGGTGTCGACGTAGTCGGC

G

16 489

purF
PurF-uni

PurF-rev

Amidophosphoribos

yltransferase

CATTCGAACTCCGACACCG

A

GTGGGGTAGTCGCCGTTG

9 591

rplB
rplBB3

rplBB4

50S Ribosomal

protein L2

GGACAAGGACGGCRTSCCSG

CCAA

ACGACCRCCGTGCGGGTGR

TCGAC

10 357

rpoB
rpoBB3

rpoBB4

RNA polymerase β 

subunit

GGCGAGCTGATCCAGAACC

A

GCATCCTCGTAGTTGTASC

C

16 501

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

clpC
ClpC-uni

ClpC-rev

ATP-dependent

Clp protease

ATP-binding

protein

GAGTACCGCAAGTACATCG

AG

CATCCTCATCGTCGAACAGG

AAC

4 600

fusA
fusAB3

fusAB4

Protein elongation

factor EF-2

ATCGGCATCATGGCYCACAT

YGAT

CCAGCATCGGCTGMACRCCC

TT

3 666

gyrB
gyrBB3

gyrBB4

DNA gyrase,

subunit B

AGCTGCACGCBGGCGGCAAG

TTCG

GTTGCCGAGCTTGGTCTTGG

3 627

(Delétoile et al, 2010)

Table 4-14. MLST primers for Bifidobacterium longum subsp. infantis
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TCTG

I les
ileSB3

ileSB4

Isoleucyl-tRNA

synthase

ATCCCGCGYTACCAGACSAT

G

CGGTGTCGACGTAGTCGGCG

3 489

purF
PurF-uni

PurF-rev

Amidophosphoribos

yltransferase

CATTCGAACTCCGACACCGA

GTGGGGTAGTCGCCGTTG
3 591

rplB
rplBB3

rplBB4

50S Ribosomal

protein L2

GGACAAGGACGGCRTSCCSG

CCAA

ACGACCRCCGTGCGGGTGRT

CGAC

3 357

rpoB
rpoBB3

rpoBB4

RNA polymerase β 

subunit

GGCGAGCTGATCCAGAACCA

GCATCCTCGTAGTTGTASCC
3 501

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

fusA
fusA-F

fusA-R

Protein elongation

factor EF-2

TGCGTGTCCTTGACGGTG

CC

TGCCTTCCTTGTCGTGGG

CG

12 474

gyrB
gyrB-F

gyrB-R
DNA gyrase, subunit B

AAGCTGGGCAACTCCGAC

GC

CATCGGCCGCATGTAGCG

GT

16 380

hsp60
hsp-F

hsp-R
Heat-shock protein 60

ACTGTTTTGACCCAGGCC

ATCG

AACAGCAACMACGTTGA

AGG

17 515

ileS
ileS-F

ileS-R

Isoleucyl-tRNA

synthase

GCCTGGTCCACACCGCTT

CC

ACCCCGCTCCAGGATGAC

CC

17 496

pyrG
pyrG-F

pyrG-R
CTP synthase

TGCGGGCAGCCAAGGAAC

TG

CCGAAACCGCCTGGCACG

AT

18 392

recA
recA-F

recA-R
Recombinase A

CTCACTGGCACTGGACGC

GG

CTTCAGGGCCCGACCACC

TG

17 412

recG
recG-F

recG-R

ATP-dependent DNA

helicase

GGAAATTCGCCGGCCAGC

CT
22 490

(Delétoile et al, 2010)

Table 4-15. MLST primers for Lactobacillus delbrueckii
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TGACCAGCAGATGCAGCG

CC

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

dnaA
dnaA-1

dnaA-2

DNA-directed DNA

replication initiator

protein

TTAGCCGTAGCGGACAG

ATTTGCGACGACTTCTT
5 850

pyrG
pyrG-1

pyrG-2
CTP synthase

CGCAGTATCGGTATTCA

AAGACCTAAACGCAAAG
13 714

groE

L

groEL-1

groEL-2
60 kDa chaperonin

ACATCTTGCCATTACTTC

TACTGAGCCATCTTTACC
8 698

murC
murC-1

murC-2

UDP-N-acetylmuramate

–l-alanine ligase

AAGAGCAACGATGAACAA

GT

AACTTAGAGCCAGTGGTT

GA

13 560

pepX
pepX-1

pepX-2

x-Prolyl-dipeptidyl

aminopeptidase

GCAGTGCACAAGTCCTCT

TAC

TTGACGAAAATCTCTCTG

ACTC

13 520

dnaK
dnaK-1

dnaK-2
Chaperone protein dnaK

ATCAACTCGTATCCCTG

AGCTTAACTGCCAAATC
10 780

uvrC
uvrC-1

uvrC-2

Excision endonuclease

subunit UvrC

CAAAGACGGAGGCTATT

CGTTCTAACTGGGACTG
15 631

clpX
clpX-1

clpX-2

ATP-dependent

protease ATP-binding

subunit ClpX

CAAGCGAATTAGTCAGA

TCAGGTATCATCCCAAA
16 612

recA
recA-1

recA-2
Recombinase A

ATTGGTGTTGGCGGCTAT

CGATCCGATCACTCTTGT
10 745

murE
murE-1

murE-2

UDP-N-acetylmuramoyl

-l-alanyl-d-glutamyl-l-

lysine ligase

CGAATGAACACCCTAAC

CCTCGGCAATACTCTTA
7 681

pepN
pepN-1

pepN-2
Aminopeptidase N

TGGTTCGGTGACTTGGT

TTGCTTGCCTTCTGCTA
8 789

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

fusA
fusA-F

fusA-R

Protein elongation factor

EF-2
-1) 9 663

ileS ileS-F Isoleucyl-tRNA synthase - 12 360

(Tanigawa et al., 2011)

Table 4-16. MLST primers for Lactobacillus helveticus

(Sun et al., 2015)

Table 4-17. MLST primers for Lactobacillus paracasei
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ileS-R

lepA
lepA-F

lepA-R
GTP-binding protein - 13 549

leuS
leuS-F

leuS-R
Leucyl-tRNA synthetase - 14 642

pyrG
pyrG-F

pyrG-R
CTP synthase - 4 345

recA
recA-F

recA-R
Recombinase A - 6 315

recG
recG-F

recG-R

ATP-dependent DNA

helicase
- 10 342

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

pgm
PGM1-LP

PGM2
Phosphoglucomutase

CTTGCGGCCAACCCCAGA

AC

CCGTAGGATTCTTCAAAA

CC

3 558

ddl
DDL1-LP

DDL2-LP

D-Alanine-D-alanine

ligase

AACATGATGTTTCGAAGC

G

GTTAGTAAAACCAGGTA

ACG

5 677

gyrB

GYRB1-L

P

GYRB2-L

P

DNA gyrase, B

subunit

GTGGTCTTCACGGGGTCG

TTCGACAATGAACAACAC
7 704

purK

1

PURK1

PURK2

Phosphoribosylamino

imidazolecarboxylase,

ATPase subunit

TGACCTACGAGTTTGAA

AAC

GGTGACATGACCCATCTT

GCG

8 525

gdh
GDH1

GDH2

Glutamate

dehydrogenase

CCTTACAAGGGCGGCTTA

CG

ACGCCACCAGCATTGGCA

GC

10 414

mutS
MUT1

MUT2

DNA mismatch repair

protein

AAGTACGTTCTCATCCCA

TATG

ATAACGCACACCCCGCAG

GTC

8 594

1)Not open to public. (Parolo et al., 2011)

Ÿ Lactobacillus plantarum의 MLST primer와 polymorphic site analysis는 각각 Table

4-18과 Figure 4-10에 정리하였다.

Table 4-18. MLST primers for Lactobacillus plantarum

(de las Rivas et al., 2006)
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Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

pepV
pepV-F

pepV-R

Xaa-His

dipeptidase
-1) 8 540

recA
recA-F

recA-R
Recombinase A - 13 399

glpF
glpF-F

glpF-R

Glycerol uptake

facilitator protein
- 12 399

Tuf
Tuf-F

Tuf-R

Elongation factor

Tu
- 9 330

dnaK
dnaK-F

dnaK-R

Chaperone protein

dnaK
- 21 519

hemN
hemN-F

hemN-R

Coproporphyrinoge

n III oxidase
- 21 369

ldhL
ldhL-F

ldhL-R

L-lactate

dehydrogenase
- 9 441

rpoB

rpoB_primer

F

rpoB_primer

R

RNA polymerase

β subunit
- 12 369

Figure 4-10. Polymorphic site analysis of MLST for Lactobacillus

plantarum.

Ÿ Lactobacillus sakei의 MLST primer는 Table 4-19에 정리하였고, L. salivarius의

MLST primer와 sequence type은 각각 Table 4-20과 4-21에 나타내었다.

Table 4-19. MLST primers for Lactobacillus sakei

1)Not open to public.
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Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

pstB
pstB-F

pstB-R

Phosphate

transport,

ATP-binding

protein

GGCATTAGAAACAAGGGATTT

G

AGTTCACCTATCCAAAGTTTC

CTG

16 731

rpsB
rpsB-F

rpsB-R

SSU ribosomal

protein S2P

ACGTCGTTGGAACCCTAAGA

CGCCTTCTACAACTTCAACG
12 786

pheS
pheS-F

pheS-R

Phenylalanyl-tRNA

synthetase α chain

GGTCCAATCACTGAAGTTTTA

CG

TCTGGTCCTAAACCGAATGC

19 864

ftsQ
ftsQ-F

ftsQ-R

Cell division

protein

GATAAGCATATGCATATGCGC

CCACT

AAAGCCATGAGAGTAATGAA

GAA

17 821

nrdB
nrdB-F

nrdB-R

Ribonucleoside-diph

osphate reductase

β chain

AGGCTACGTGGGAAAAACTT

CCATTACCAACTTGGGAGAA
13 734

rpoA
rpoA-F

rpoA-R

RNA polymerase α 

chain

CCAAGATCTGCCAATTTAGCC

CGCTTGAACGTGGTTATGGT
10 816

parB
parB-F

parB-R

Chromosome

partitioning protein

TTCGATTCCATTTTCACTTGC

CGATACACAAGAAAAGGTTCA

AGA

17 795

ST ftsQ nrdB parB pheS pstB rpoA rspB
ST-1 1 1 1 1 1 1 1

ST-1 1 1 1 1 1 1 1
ST-1 1 1 1 1 1 1 1
ST-2 2 2 2 2 2 2 2
ST-2 2 2 2 2 2 2 2
ST-2 2 2 2 2 2 2 2
ST-3 3 3 3 3 3 3 3

ST-4 4 3 3 4 4 4 4
ST-5 4 2 3 5 3 3 5
ST-6 5 4 4 6 5 5 6
ST-6 5 4 4 6 5 5 6
ST-6 5 4 4 6 5 5 6
ST-7 6 5 5 7 6 6 7

ST-8 7 1 6 1 2 1 1
ST-9 1 1 1 1 2 1 1
ST-10 5 6 7 8 3 5 2

Table 4-20. MLST primers for Lactobacillus salivarius

(Raftis et al., 2011)

Table 4-21. Sequence type of MLST for Lactobacillus salivarius
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ST-11 8 7 8 9 7 1 4
ST-12 2 2 9 2 2 2 2
ST-13 8 7 9 9 2 7 4
ST-13 8 7 9 9 2 7 4
ST-13 8 7 9 9 2 7

ST-14 9 8 10 10 8 1 8
ST-15 10 9 11 11 9 6 9
ST-16 8 3 8 12 2 5 10
ST-17 8 7 8 13 2 1 4

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
A l l e l e

s

Standard

length(bp)

bcaT
bcaT_F

bcaT_R

Branched-chain-a

mino-acid

aminotransferase

AATTTAGACTGGGAAAATTTA

GG

CAACATCACCAAACTGAATG

21 978

glyA
glyA_F

glyA_R

Serine

hydroxymethyl

transferase

ATGATTTTTGATAAAGAAGAT

TTTGA

CTTCAACTTCTTTAAATCCTCT

25 1134

pdp
pdp_F

pdp_R

Pyrimidine-nucleo

side

phosphorylase

ATGGTTGATCTCATTCAAAAG

AA

TTCAGTAACTAATTCGTCAG

26 1210

pepXP

pepXP_

F

pepXP_

R

X-prolyl-dipeptid

yl aminopeptidase

GGCTTATGGTGCTGCTACTACT

CACACTTTCAATAGGAATAAT

GAG

22 1224

pgk
pgk_F

pgk_R

Phosphoglycerate

kinase

TGGCAAAATTGACTGTAAAAG

A

TTTTCAGTCAAAGCTGCAAGTC

22 1191

recN
recN_F

recN_R

ATPase involved

in DNA repair

TTGTCGAATCAATGGTCAAAT

GG

TCCATATAAAGCTCAGAAAGT

TCG

26 863

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’)
Allele

s

Standard

length(bp)

dnaA
dnaA_primer

F

Chromosomal

replication initiator

CGAAGCAAAGCCTACC

ACT
6 621

(Raftis et al., 2011)

Ÿ 또한 Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides의 MLST primer

는 Table 4-22와 4-23에 정리하였다.

Table 4-22. MLST primers for Lactococcus lactis subsp. lactis

(Fernandez et al., 2011)

Table 4-23. MLST primers for Leuconostoc mesenteroides
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dnaA_primer

R
protein dnaA

AAGCCATCAGATTCAG

ACAA

pyrG
pyrG_primerF

pyrG_primerR
CTP synthase

ATTACGCCAAATGAAG

TCG

CAAGCAAATGCCTAAG

AAA

6 676

rpoB
rpoB_primerF

rpoB_primerR

RNA polymerase β 

subunit

ATATTGAAGCCGACGA

GGTT

TTCCCTTGTTTCCATG

ACG

8 597

groE

L

groEL_primer

F

groEL_primer

R

Chaperonin GroEL

GTGCTGTCGCATCTCG

TGT

GCGGCAATCATGTCTA

CCC

6 451

pheS

pheS

_primerF

pheS

_primerR

Phenylalanyl-tRNA

synthetase subunit α

ATCAACAGTTATTGGC

AGAA

TACCTCCACAGATGGC

TCA

10 545

murC

murC_primer

F

murC_primer

R

UDPN-acetyl

muramate-l-alanine

ligase

GTAACGGACCACAAGG

TAG

GCATTAGTCGGAATTT

CTC

8 524

pepN

pepN_primerF

pepN_primer

R

Lysyl-aminopeptidase,

aminopeptidase N

ACGATGAAATGGTGGG

ATG

TCACTACACGCTTACT

GGAT

9 580

uvrC
uvrC_primerF

uvrC_primerR

Excinuclease ABC

subunit C

GTAACGGACCACAAGG

TAG

GCATTAGTCGGAATTT

CTC

11 615

murE

murE_primer

F

murE_primer

R

UDPN-acetylmuramoy

lalanyl-d-glutamate-l-

lysine ligase

ACGATGAAATGGTGGG

ATG

TCACTACACGCTTACT

GGAT

8 619

(Zhang et al., 2015)

Ÿ 한편 Pediococcus pentosaceus의 MLST primer, sequence type과 polymorphic site

analysis는 Table 4-24, 4-25와 Figure 4-11에 각각 정리하였다. P . pentosaceus의

MLST 분석을 위한 target gene은 gyr유전자 등 총 7개를 사용하고 있으며, 각각의

유전자들의 allele는 5∼10개로 분포되어 있다. 현재까지 P . pentosaceus의 sequence

type은 17개로 알려져 있다.
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Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

gyr
gyrB_F

gyrB_R
Gyrase B

AGGGTGATTCTGCCGGT

GG

ACCTTGTCACCCATCAA

CAT

6 462

pyc
pyc_F

pyc_R
Pyruvate carboxylase

AACAATTGCGGGCTAAA

ATG

GGCGCAGGTTGGTATAC

TGT

9 603

pgm
pgm_F

pgm_R
Phosphoglucomutase

TTACGAAGAAAATGGCG

AC

AATTTCAAAACATCCGC

TTT

8 321

leuS
leuS_F

leuS_R

Leucyl-rRNA

synthetase

GGGTGGAACGGTAGTTG

CTA

GCGAGAGAAGACCCAGT

CAC

10 522

gln
glnA_F

glnA_R
Glutamine synthetase

AATCAATGGTTCAGGGA

TGC

TTGACGGTAAGAAGCCC

ATTC

5 495

dal
dalR_ F

dalR_ R

Glycil-tRNA

synthetase

TGTCGAACTGGCTAATG

CTG

CATGTAATGTTCGCGAA

TGG

10 570

pgi
pgi_F

pgi_R

Glucose-6-Phosphate

isomerase

ATCGGTGACCGTGACTT

CTC

ATCAAATTGCGACGACC

TTC

9 417

Sequenc

e type
gyrB pyc pgm leuS glnA dalR pgI

1 1 1 1 1 1 1 1

2 1 2 2 1 1 2 1

3 2 3 3 2 2 3 2

4 1 4 4 3 1 4 3

5 1 4 4 3 2 4 3

Table 4-24. MLST primers for P ediococcus pentosaceus

(PubMLST, 2015)

Table 4-25. Sequence type of MLST for P ediococcus pentosaceus
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6 1 5 5 4 1 2 1

7 3 6 2 5 2 5 4

8 4 7 2 6 2 6 5

9 1 8 6 7 2 7 6

10 5 7 2 6 3 6 5

11 3 6 2 1 4 5 7

12 1 2 7 8 1 8 8

13 4 4 2 6 5 9 9

14 1 5 8 4 2 10 8

15 6 6 2 9 1 2 2

16 6 9 2 10 2 2 8

17 6 5 5 4 1 2 1

dalR

glnA
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gyrB

leuS

pgl
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Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

acc1
acc1_F

acc1_R

Acetyl-CoA

carboxylase

GCAAGAGAAATTTTGATTC

AAGG

TTCATCAACATCATCTAAA

TG

2 492

gln4 gln4_F Glutamine-tRNA GAGATTGTCAAGAATAAAA 5 489

pgm

pyc

Figure 4-11. Polymorphic site analysis of MLST for P ediococcus

pentosaceus.

Ÿ Saccharomyces cerevisiae의 MLST primer는 Table 4-26과 4-27에 정리하였고,

Streptococcus salivarius와 S. thermophilus의 MLST primer는 Table 4-28과 4-29에

각각 나타내었다.

Table 4-26. MLST primers for Saccharomyces cerevisiae
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gln4_R ligase

AGGT

GTCTCTCTCATCCTTTGGAC

C

adp1
adp1_F

adp1_R

Putative

ATP-dependent

permease

GAGCCTTCTATGAATGATT

TG

TTGATCGACGAACCCGATT

AT

1 585

rpn2
rpn2_F

rpn2_R

Proteasome

regulatory particle

base subunit RPN2

TTTATGCACGCTGGTACTA

C

GAGACCCATACCTAATGCA

G

3 450

ala1
ala1_F

ala1_R

Alanine--tRNA

ligase

AGAAGAATTGTTGCTGTTA

CTG

ATTACCTTTACCACCAGCCT

T

7 552

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

atf1

YOR377W_

F

YOR377W_

R

Alcohol

O-acetyltransferase

CAGATTGCCGCTCACAA

C

AAATGCTTGGTGCCAGG

A

11 401

met4

YNL103W_

F

YNL103W_

R

Met4p

CGAGGATAAGCCGAGCA

A

GCGCATCCACTCCATTG

T

10 395

rpn2
YIL075C_F

YIL075C_R

Proteasome regulatory

particle base subunit

RPN2

CGGCCGTCAAGAGTTAG

C

TATCATGGCAGCCTGAC

G

8 397

nup11

6

YMR047C_

F

YMR047C_

R

FG-nucleoporin

NUP116

AAGCAACTGTCACCAAC

ACG

CTTCCCCATCGTTCTTT

GAG

10 501

ste50

YCL032W_

F

YCL032W_

R

Ste50p

CATCTGCGAAATTGCA

AGAA

ATCCCCATAGCAAATGA

CCA

10 503

ybl081

w

YBL081W_

F

YBL081W_

Hypothetical protein

TACCGCAGTTTGAAGCT

CCT

GGAGAACTGCGTCTGGT

10 501

Table 4-27. Another MLST primers for Saccharomyces cerevisiae



- 362 -

R TGT

IntAY
*

TCGCAGAATTAGGGAG

AAGT

ACTTCCCGACAGCAGAT

TC

18 600

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

ilvC
ilvC-up

ilvC-dn

Ketol-acid

reductoisomerase

GATCAGGTCACGATGTT

AT

GGTGCATATCCAGCTTC

AGT

14 492

ddlA
ddlA-up

ddlA-dn

D-alanine D-alanine

ligase

TCAAGTGTGGCTATGGA

GTAGATGGCTCCATCCT

C

24 459

glcK
glcK-up

glcK-dn
glucose kinase

TGGGCAGAAACTCAAGA

AACACCACCACCGATAA

C

13 470

pyrE
pyrE-up

pyrE-dn

Orotate

phosphoribosyltransferas

e

GTCCGTCTGCAGTGATG

T

CGCTTTACGGAGGAACA

T

20 519

thrS
thrS-up

thrS-dn

Threonyl-tRNA

synthetase

ATCACTGAAGATGGAAG

C

CCAAGTTTACGGTGGTC

A

17 497

dnaE
dnaE-up

dnaE-dn
DNA polymerase III

GGACTGGGAGCCTGGGA

T

ACTCCCTGCAGCAGACC

C

19 480

pepO
pepOup

pepOdn
endopeptidase

AACTCTACCACCCTTAT

GA

GGTTTGTTCCACTTGCT

CCAG

19 460

Gene Primers Protein Sequence(5’ → 3’) Alleles
Standard

length(bp)

ddlA
ddlA-F

ddlA-R

D-alanine D-alanine

ligase
-1) 3 459

thrS thrS-F Threonyl-tRNA - 5 497

*Intergenic locus between ORFs APP1 and YPT53 (YNL094W and YNL093W).

Table 4-28. Another MLST primers for Streptococcus salivarius

Table 4-29. Another MLST primers for Streptococcus thermophilus
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thrS-R synthetase

pyrE
pyrE-F

pyrE-R

Orotate

phosphoribosyltransf

erase

- 13 519

dnaE
dnaE-F

dnaE-R
DNA polymerase III - 5 480

glcK
glcK-F

glcK-R
Glucokinase - 7 470

pepO
pepOF

pepOR
Endopeptidase - 6 460

ilvC
ilvC-F

ilvC-R

Ketol-acid

reductoisomerase
- 2 492

tkt
tkt-F

tkt-R
Transketolase - 11 527

Microorganisms Strain

Lactobacillus brevis B151

Lactobacillus brevis G1

Lactobacillus brevis KCCM 200019

Lactobacillus brevis KCCM 200054

Lactobacillus brevis KCCM 200080

1)Not open to public

(3) P . pentosaceus를 모델 균주로 한 MLST 분석의 유용성 평가

Ÿ 본 연구과제는 건국대학교를 주관기관으로 하여 총 8개 기관이 참여하여 식품산업에

사용될 수 있는 우수 종균을 탐색하고 기능성과 발효능을 분석하여 우수 종균을 확

보하고 이를 상용화하는 데 있다.

Ÿ 이를 위하여 각 참여기관에서는 다양한 분리원으로부터 종균으로 사용할 수 있는 균

주를 분리, 탐색하여 그 특성들을 데이터베이스화하고 있으며, 분리된 균주들의 내산

성, 내담즙성 등의 생리적 특성, protease 및 amylase 생산능 등의 발효특성, 항산화

능, 항암, 항염증 등의 기능성 등을 분석하여 상용화 종균으로 사용할 수 있는 후보

균주 18주를 1차로 선정하였다.

Ÿ 선정된 균주는 유산균주 13주, 효모 5주로서 이를 Table 4-30에 정리하였다.

Ÿ 이들 균주 중에서 L. delbrueckii, L. plantarum, P . pentosaceus, S. cerevisiae에 대

한 MLST 분석은 타 연구자에 의해 이루진 바 있으나, L. brevis, L. fermentum, L.

citreum, L. mesenteroides 균주에 대한 MLST 분석은 전혀 연구된 바 없다.

Ÿ 따라서 본 연구에서는 기존에 MLST 분석이 이루어진 P . pentosaceus를 모델 균주

로 하여 MLST 분석의 유용성을 평가하였다.

Table 4-30. Candidate strains selected for the fermentation starters
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Lactobacillus delbrueckii KCCM 200173

Lactobacillus fermentum KCCM 200060

Lactobacillus plantarum G72

Lactobacillus plantarum Lb41

Lactobacillus plantarum Ln4

Leuconostoc citreum S.Pum19

Leuconostoc mesenteroides H40

Pediococcus pentosaceus SC28

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200270

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200278

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200280

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200281

Saccharomyces cerevisiae KCCM 200284

No. Identification Strain Source
1 Enterobacter asburiae CB 001 Chinese cabbage
2 Enterobacter asburiae CB 002 Chinese cabbage
3 Enterobacter asburiae GO 003 Green onion

4 Enterobacter kobei BK 012 Kimchi
5 Enterobacter kobei CK3 019 Kimchi
6 Enterobacter ludwigii CK1 005 Kimchi
7 Enterobacter ludwigii GO 001 Green onion
8 Enterobacter nimipressuralis BK 008 Kimchi
9 Enterobacter nimipressuralis CK1 011 Kimchi

10 Enterobacter nimipressuralis CK3 018 Kimchi
11 Enterobacter nimipressuralis DC1 004 Dongchimi
12 Enterobacter nimipressuralis DC1 005 Dongchimi
13 Enterobacter nimipressuralis DC1 009 Dongchimi
14 Enterobacter nimipressuralis GOK 007 Kimchi
15 Enterobacter nimipressuralis GOK 008 Kimchi

16 Enterococcus faecalis EFK2 Kimchi
17 Enterococcus faecalis JG004 Jeotgal
18 Enterococcus faecium EFK1 Kimchi

Ÿ 특정 균주를 대상으로 MLST와 같은 유전자 지문 분석을 하기 위해서는 유전자 지

문의 데이터베이스가 필요하고 이를 위해서는 일정 수준 이상의 미생물 strain 수가

요구되기 때문에 본 연구팀에서는 다양한 분리원으로부터 유산균주를 분리하여 16S

ribosomal DNA유전자의 염기서열을 분석하고 이로부터 phylogenetic tree를 작성하

여 종 수준의 동정을 수행하였다.

Ÿ 그 결과 Table 4-31에 나타낸 바와 같이 총 414주의 유산균주를 분리 동정 확보하였

다.

Table 4-31. Identification of lactic acid bacteria strains
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19 Enterococcus faecium EFK2 Kimchi
20 Enterococcus faecium EFR2 Radish
21 Enterococcus faecium EFK3 Kimchi
22 Enterococcus faecium EFG15 Grape
23 Enterococcus faecium AKC3 Kimchi

24 Enterococcus faecium AKC4 Kimchi
25 Enterococcus faecium CKJ1 Cheonggukjang
26 Enterococcus faecium CKJ2 Cheonggukjang
27 Enterococcus faecium CKJ8 Cheonggukjang
28 Enterococcus faecium EFD1 Doenjang
29 Enterococcus faecium EFD2 Doenjang

30 Enterococcus faecium ERK2 Radich kimchi
31 Enterococcus faecium JAC1 Cheonggukjang
32 Enterococcus faecium JAC2 Cheonggukjang
33 Enterococcus faecium MS1 Doenjang
34 Enterococcus faecium MS2 Doenjang
35 Enterococcus faecium NJG1-2 Salted small octopus

36 Enterococcus faecium ON-70A Onion
37 Enterococcus faecium ON-75A Onion

38 Enterococcus faecium PR1-4 　unidentified　
39 Enterococcus faecium PR1-5 　unidentified
40 Enterococcus faecium PR7-12 　unidentified
41 Enterococcus faecium PR9-1 　unidentified
42 Enterococcus faecium PR9-2 　unidentified
43 Enterococcus faecium PS1-11 　unidentified
44 Enterococcus faecium PS1-12 　unidentified
45 Enterococcus faecium PS6-7 　unidentified
46 Enterococcus faecium PS7-5 　unidentified
47 Enterococcus faecium PS8-2 　unidentified
48 Enterococcus faecium RPL01 Gochujang
49 Enterococcus faecium RPL02 Gochujang
50 Enterococcus faecium SC54 Pickled persimmon
51 Enterococcus faecium SC56 Pickled persimmon

52 Enterococcus faecium SC57 Pickled persimmon
53 Enterococcus faecium SC58 Pickled persimmon
54 Enterococcus faecium SC62 Pickled burdock
55 Enterococcus faecium SC66 Pickled deodeok
56 Enterococcus faecium SC67 Pickled deodeok
57 Enterococcus faecium SC68 Pickled deodeok

58 Enterococcus faecium SC69 Pickled deodeok
59 Enterococcus faecium SC70 Pickled deodeok
60 Enterococcus faecium SC71 Pickled deodeok
61 Enterococcus faecium SC72 Pickled deodeok
62 Enterococcus faecium SC73 Pickled deodeok
63 Enterococcus faecium SC74 Pickled deodeok

64 Enterococcus faecium SC75 Pickled deodeok
65 Enterococcus faecium SC76 Pickled deodeok
66 Enterococcus faecium SC77 Pickled deodeok
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67 Enterococcus faecium SC78 Pickled deodeok
68 Lactobacillsu casei GOM Ragwort
69 Lactobacillus arizonensis CCK Kimchi
70 Lactobacillus brevis LBK1 Kimchi
71 Lactobacillus brevis LBK10 Kimchi

72 Lactobacillus brevis LBK14 Kimchi
73 Lactobacillus curvatus BK3, CMC 39 Kimchi
74 Lactobacillus curvatus DC2 001 Dongchimi
75 Lactobacillus curvatus DC2 003 Dongchimi
76 Lactobacillus curvatus DC2 009 Dongchimi
77 Lactobacillus curvatus DC2 012 Dongchimi

78 Lactobacillus curvatus PS7-1 unidentified
79 Lactobacillus curvatus SPR7 Salted pollack roe
80 Lactobacillus dextrinicus sal.cla3 Salted clam
81 Lactobacillus paracasei MK1 Kimchi
82 Lactobacillus paraplantarum SC59 Pickled burdock
83 Lactobacillus paraplantarum SC61 Pickled burdock

84 Lactobacillus paraplantarum SC63 Pickled burdock
85 Lactobacillus pentosus SC48 Salted oyster
86 Lactobacillus pentosus SC60 Pickled burdock
87 Lactobacillus pentosus SC64 Pickled burdock
88 Lactobacillus pentosus SC65 Pickled burdock
89 Lactobacillus plantarum LPK2 Kimchi

90 Lactobacillus plantarum LPK4 Kimchi
91 Lactobacillus plantarum KLP1 Kimchi
92 Lactobacillus plantarum KLP3 Kimchi
93 Lactobacillus plantarum SC25 Salted small octopus
94 Lactobacillus plantarum SF1 Jeotgal
95 Lactobacillus sakei LSR1 Radish

96 Lactobacillus sakei LSK1 Radish kimchi
97 Lactobacillus sakei LSK2 Kimchi
98 Lactobacillus sakei LSK2-2 Kimchi
99 Lactobacillus sakei LSR2 Radish
100 Lactobacillus sakei LSR2-2 Radish
101 Lactobacillus sakei LSRK2 Radish kimchi

102 Lactobacillus sakei LSK3 Kimchi
103 Lactobacillus sakei LSK3-2 Kimchi
104 Lactobacillus sakei LSK7 Kimchi
105 Lactobacillus sakei blue.Be13 Black bean
106 Lactobacillus sakei blue.Be3 Black bean
107 Lactobacillus sakei CRJ1 Changnanjeot

108 Lactobacillus sakei CRJ2 Changnanjeot
109 Lactobacillus sakei JSL2 Doenjang
110 Lactobacillus sakei LSK2-3 Kimchi
111 Lactobacillus sakei ma.KC20 Kimchi
112 Lactobacillus sakei PR-009 Dongchimi

113 Lactobacillus sakei PS2-14 　unidentified
114 Lactobacillus sakei PS2-2 　unidentified
115 Lactobacillus sakei sal.cla10 Salted clam
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116 Lactobacillus sakei sal.cla11 Salted clam
117 Lactobacillus sakei sal.cla17 Salted clam
118 Lactobacillus sakei sal.cla22 Salted clam
119 Lactobacillus sakei sal.cla23 Salted clam
120 Lactobacillus sakei sal.cla6 Salted clam

121 Lactobacillus sakei sal.cla7 Salted clam
122 Lactobacillus sakei sal.cla8 Salted clam
123 Lactobacillus sakei sal.cla9 Salted clam
124 Lactobacillus sakei SJK8 Kimchi
125 Lactobacillus sakei SPR14 Salted pollack roe
126 Lactobacillus sakei SPR2 Salted pollack roe

127 Lactobacillus sakei SPR3 Salted pollack roe
128 Lactobacillus sakei SQ1-1 Salted squid
129 Lactobacillus sakei SQ2-1 Salted squid
130 Lactobacillus sakei SQ2-2 Salted squid
131 Lactobacillus sakei Y-KC11 Kimchi
132 Lactobacillus sakei Y-KC13 Kimchi

133 Lactobacillus sakei Y-KC15 Kimchi
134 Lactobacillus sakei Y-KC4 Kimchi
135 Lactobacillus sakei Y-KC9 Kimchi
136 Lactococcus lactis LLM1 Mushroom
137 Lactococcus lactis LLM2 Mushroom
138 Lactococcus lactis LLP3 Pumpkin

139 Lactococcus lactis LLG13 Grape
140 Lactococcus lactis LLP20 Green pepper
141 Lactococcus lactis LLR33 Radish
142 Lactococcus lactis LLC43 Chinese cabbage
143 Lactococcus lactis Bro17 Broccoli
144 Lactococcus lactis GP-002 Green pepper

145 Lactococcus lactis SJ Salted shirimp
146 Leuconostoc citreum LCK1 Kimchi
147 Leuconostoc citreum LCK1-2 Kimchi
148 Leuconostoc citreum LCK2 Kimchi
149 Leuconostoc citreum CMK2 Kimchi
150 Leuconostoc citreum NJ1 Small octopus

151 Leuconostoc citreum NJG3-1 Salted small octopus
152 Leuconostoc citreum OJ1 Salted oyster
153 Leuconostoc citreum S.Pum19 Sweet pumpkin
154 Leuconostoc citreum SC53 Salted small octopus
155 Leuconostoc citreum SF4 Jeotgal
156 Leuconostoc citreum Y-KC19 Kimchi

157 Leuconostoc citreum Y-KC2 Kimchi
158 Leuconostoc citreum Y-KC3 Kimchi
159 Leuconostoc fallax LFD5 Doenjang
160 Leuconostoc fallax LRK1 Radich kimchi
161 Leuconostoc lactis LLR1 Radish
162 Leuconostoc lactis LLR2 Radish

163 Leuconostoc lactis C3 Radish
164 Leuconostoc lactis S.Pum21 Sweet pumpkin
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165 Leuconostoc lactis SBC001 Chives
166 Leuconostoc lactis SBC005 Chives
167 Leuconostoc lactis URDP002 Dried persimmon
168 Leuconostoc lactis S-Per.s12 Persimmon
169 Leuconostoc mesenteroides LMK2 Kimchi

170 Leuconostoc mesenteroides LMR3 Radish
171 Leuconostoc mesenteroides LMR5 Radish
172 Leuconostoc mesenteroides LMR6 Radish
173 Leuconostoc mesenteroides LMK2-2-1 Kimchi
174 Leuconostoc mesenteroides LMK2-2-2 Kimchi
175 Leuconostoc mesenteroides LMK2-1 Kimchi

176 Leuconostoc mesenteroides LMK2-2 Kimchi
177 Leuconostoc mesenteroides 1-1 BK Kimchi
178 Leuconostoc mesenteroides 1-2 BK Kimchi
179 Leuconostoc mesenteroides 2-1 BK Kimchi
180 Leuconostoc mesenteroides 2-2 BK Kimchi
181 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 12 Kimchi

182 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 14 Kimchi
183 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 24 Kimchi
184 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 25 Kimchi
185 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 29 Kimchi
186 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 31 Kimchi
187 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 36 Kimchi

188 Leuconostoc mesenteroides BK3, CMC 38 Kimchi
189 Leuconostoc mesenteroides GKC1 Kimchi
190 Leuconostoc mesenteroides GKC2 Kimchi
191 Leuconostoc mesenteroides JAM1 Kimchi
192 Leuconostoc mesenteroides K1 Kimchi
193 Leuconostoc mesenteroides LMK6 Kimchi

194 Leuconostoc mesenteroides MSJ1 Salted clam
195 Leuconostoc mesenteroides NJG3-2 Salted small octopus
196 Leuconostoc mesenteroides NMK2 Radish kimchi
197 Leuconostoc mesenteroides RA-042 Radish
198 Leuconostoc mesenteroides SFJ1 Jeotgal
199 Leuconostoc mesenteroides SJK1 Kimchi

200 Leuconostoc mesenteroides YKC2 Kimchi
201 Leuconostoc mesenteroides YKC8 Kimchi
202 Leuconostoc mesenteroides YLB8 Doenjang
203 Leuconostoccitreum P.s8 Pear
204 Leuconostocmesenteroides sal.cla5 Salted clam
205 Leuconostocmesenteroides Y-KC6 Kimchi

206 Pediococcus lolii PS6-6 　unidentified
207 Pediococcus lolii PS9-13 　unidentified
208 Pediococcus lolii PS9-14 　unidentified
209 Pediococcus pentosaceus PPK1 Kimchi
210 Pediococcus pentosaceus PPK1-2 Kimchi
211 Pediococcus pentosaceus PPK6 Kimchi

212 Pediococcus pentosaceus PPD7 Doenjang
213 Pediococcus pentosaceus PPK7 Kimchi
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214 Pediococcus pentosaceus PP7 Pumpkin
215 Pediococcus pentosaceus PPT16 Tangerine
216 Pediococcus pentosaceus PPG31 Green pepper
217 Pediococcus pentosaceus GO-005 Green onion
218 Pediococcus pentosaceus GO-008 Green onion

219 Pediococcus pentosaceus GO-012 Green onion
220 Pediococcus pentosaceus GO-026 Green onion
221 Pediococcus pentosaceus GP-001 Green pepper
222 Pediococcus pentosaceus KW-001 Kiwi
223 Pediococcus pentosaceus KW-003 Kiwi
224 Pediococcus pentosaceus ON-184 Onion

225 Pediococcus pentosaceus ON-188 Onion
226 Pediococcus pentosaceus ON-192 Onion
227 Pediococcus pentosaceus ON-193 Onion
228 Pediococcus pentosaceus ON-194 Onion
229 Pediococcus pentosaceus ON-207 Onion
230 Pediococcus pentosaceus ON-208 Onion

231 Pediococcus pentosaceus ON-237 Onion
232 Pediococcus pentosaceus ON-241 Onion
233 Pediococcus pentosaceus ON-242 Onion
234 Pediococcus pentosaceus ON-250 Onion
235 Pediococcus pentosaceus ON-255 Onion
236 Pediococcus pentosaceus ON-25A Onion

237 Pediococcus pentosaceus ON-262 Onion
238 Pediococcus pentosaceus ON-263 Onion
239 Pediococcus pentosaceus ON-266 Onion
240 Pediococcus pentosaceus ON-269 Onion
241 Pediococcus pentosaceus ON-272 Onion
242 Pediococcus pentosaceus ON-295 Onion

243 Pediococcus pentosaceus ON-29A Onion
244 Pediococcus pentosaceus ON-303 Onion
245 Pediococcus pentosaceus ON-304 Onion
246 Pediococcus pentosaceus ON-30A Onion
247 Pediococcus pentosaceus ON-32A Onion
248 Pediococcus pentosaceus ON-33A Onion

249 Pediococcus pentosaceus ON-34A Onion
250 Pediococcus pentosaceus ON-35A Onion
251 Pediococcus pentosaceus ON-39A Onion
252 Pediococcus pentosaceus ON-40A Onion
253 Pediococcus pentosaceus ON-41A Onion
254 Pediococcus pentosaceus ON-42A Onion

255 Pediococcus pentosaceus ON-43A Onion
256 Pediococcus pentosaceus ON-44A Onion
257 Pediococcus pentosaceus ON-45A Onion
258 Pediococcus pentosaceus ON-47A Onion
259 Pediococcus pentosaceus ON-50A Onion
260 Pediococcus pentosaceus ON-51A Onion

261 Pediococcus pentosaceus ON-53A Onion
262 Pediococcus pentosaceus ON-55A Onion
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263 Pediococcus pentosaceus ON-57A Onion
264 Pediococcus pentosaceus ON-59A Onion
265 Pediococcus pentosaceus ON-60A Onion
266 Pediococcus pentosaceus ON-61A Onion
267 Pediococcus pentosaceus ON-62A Onion

268 Pediococcus pentosaceus ON-63A Onion
269 Pediococcus pentosaceus ON-66A Onion
270 Pediococcus pentosaceus ON-76A Onion
271 Pediococcus pentosaceus ON-80A Onion
272 Pediococcus pentosaceus ON-81A Onion
273 Pediococcus pentosaceus ON-82A Onion

274 Pediococcus pentosaceus ON-83A Onion
275 Pediococcus pentosaceus ON-84A Onion
276 Pediococcus pentosaceus ON-87A Onion
277 Pediococcus pentosaceus ON-89A Onion
278 Pediococcus pentosaceus ON-90A Onion
279 Pediococcus pentosaceus ON-91A Onion

280 Pediococcus pentosaceus ON-92A Onion
281 Pediococcus pentosaceus ON-93A Onion
282 Pediococcus pentosaceus PC-001 Peach
283 Pediococcus pentosaceus PC-003 Peach
284 Pediococcus pentosaceus PCK1 Cucumber kimchi
285 Pediococcus pentosaceus PCK2 Cucumber kimchi

286 Pediococcus pentosaceus PE-001 Pear
287 Pediococcus pentosaceus PR-005 Dongchimi
288 Pediococcus pentosaceus PR3 Radish
289 Pediococcus pentosaceus PRK1 Radich kimchi
290 Pediococcus pentosaceus PRK2 Radich kimchi

291 Pediococcus pentosaceus PS10-4 　unidentified
292 Pediococcus pentosaceus PS8-1 　unidentified
293 Pediococcus pentosaceus RA-035 Radish

294 Pediococcus pentosaceus RP-001 Red pepper
295 Pediococcus pentosaceus RP-002 Red pepper
296 Pediococcus pentosaceus RP-003 Red pepper
297 Pediococcus pentosaceus RP-005 Red pepper
298 Pediococcus pentosaceus RP-006 Red pepper
299 Pediococcus pentosaceus RP-007 Red pepper

300 Pediococcus pentosaceus RP-008 Red pepper
301 Pediococcus pentosaceus RP-009 Red pepper
302 Pediococcus pentosaceus RP-010 Red pepper
303 Pediococcus pentosaceus RP-013 Red pepper
304 Pediococcus pentosaceus RP-014 Red pepper
305 Pediococcus pentosaceus RP-015 Red pepper

306 Pediococcus pentosaceus SC1 Salted small octopus
307 Pediococcus pentosaceus SC10 Salted small octopus
308 Pediococcus pentosaceus SC11 Salted small octopus
309 Pediococcus pentosaceus SC12 Salted small octopus
310 Pediococcus pentosaceus SC13 Salted small octopus
311 Pediococcus pentosaceus SC14 Salted small octopus
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312 Pediococcus pentosaceus SC15 Salted small octopus
313 Pediococcus pentosaceus SC16 Salted small octopus
314 Pediococcus pentosaceus SC17 Salted small octopus
315 Pediococcus pentosaceus SC18 Salted small octopus
316 Pediococcus pentosaceus SC19 Salted small octopus

317 Pediococcus pentosaceus SC2 Salted small octopus
318 Pediococcus pentosaceus SC20 Salted small octopus
319 Pediococcus pentosaceus SC21 Salted small octopus
320 Pediococcus pentosaceus SC22 Salted small octopus
321 Pediococcus pentosaceus SC24 Salted small octopus
322 Pediococcus pentosaceus SC26 Salted small octopus

323 Pediococcus pentosaceus SC27 Salted small octopus
324 Pediococcus pentosaceus SC28 Salted small octopus
325 Pediococcus pentosaceus SC29 Salted small octopus
326 Pediococcus pentosaceus SC3 Salted small octopus
327 Pediococcus pentosaceus SC30 Salted small octopus
328 Pediococcus pentosaceus SC4 Salted small octopus

329 Pediococcus pentosaceus SC5 Salted small octopus
330 Pediococcus pentosaceus SC6 Salted small octopus
331 Pediococcus pentosaceus SC7 Salted small octopus
332 Pediococcus pentosaceus SC8 Salted small octopus
333 Pediococcus pentosaceus SC9 Salted small octopus
334 Pediococcus pentosaceus SFJ3 Jeotgal

335 Pediococcus pentosaceus SP-019 Sweet potato
336 Pediococcus pentosaceus SP-020 Sweet potato
337 Pediococcus pentosaceus SP-021 Sweet potato
338 Pediococcus pentosaceus SP-023 Sweet potato
339 Pediococcus pentosaceus SP-024 Sweet potato
340 Pediococcus pentosaceus SP-025 Sweet potato

341 Pediococcus pentosaceus SP-026 Sweet potato
342 Pediococcus pentosaceus SP-028 Sweet potato
343 Pediococcus pentosaceus SP-030 Sweet potato
344 Pediococcus pentosaceus SP-033 Sweet potato
345 Pediococcus pentosaceus SP-034 Sweet potato
346 Pediococcus pentosaceus SP-035 Sweet potato

347 Pediococcus pentosaceus SP-036 Sweet potato
348 Pediococcus pentosaceus SP-037 Sweet potato
349 Pediococcus pentosaceus SP-038 Sweet potato
350 Pediococcus pentosaceus SP-039 Sweet potato
351 Pediococcus pentosaceus SP-040 Sweet potato
352 Pediococcus pentosaceus SP-041 Sweet potato

353 Pediococcus pentosaceus SP-042 Sweet potato
354 Pediococcus pentosaceus SP-043 Sweet potato
355 Pediococcus pentosaceus SP-044 Sweet potato
356 Pediococcus pentosaceus TA-027 Tangerine
357 Pediococcus pentosaceus TA-028 Tangerine
358 Pediococcus pentosaceus TA-029 Tangerine

359 Pediococcus pentosaceus TA-031 Tangerine
360 Pediococcus pentosaceus TA-032 Tangerine
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361 Pediococcus pentosaceus TA-033 Tangerine
362 Pediococcus pentosaceus TA-034 Tangerine
363 Pediococcus pentosaceus TA-035 Tangerine
364 Pediococcus pentosaceus TA-036 Tangerine
365 Pediococcus pentosaceus TA-037 Tangerine

366 Pediococcus pentosaceus TA-038 Tangerine
367 Pediococcus pentosaceus TA-039 Tangerine
368 Pediococcus pentosaceus TA-040 Tangerine
369 Pediococcus pentosaceus TA-041 Tangerine
370 Pediococcus pentosaceus TA-042 Tangerine
371 Pediococcus pentosaceus TA-043 Tangerine

372 Pediococcus pentosaceus TA-044 Tangerine
373 Pediococcus pentosaceus TA-045 Tangerine
374 Pediococcus pentosaceus TA-046 Tangerine
375 Pediococcus pentosaceus TA-047 Tangerine
376 Pediococcus pentosaceus TA-048 Tangerine
377 Raoultella ornithinolytica LR 006 Lotus root

378 Staphylococcus epidermidis LR 007 Lotus root
379 Staphylococcus warneri ON-197 Onion
380 Staphylococcus warneri PG-001 Pomegranate
381 Weissella cibaria BN-001 Banana
382 Weissella cibaria Bro22 Broccoli
383 Weissella cibaria Bro8 Broccoli

384 Weissella cibaria S.Pum14 Sweet pumpkin
385 Weissella cibaria S.Pum18 Sweet pumpkin
386 Weissella cibaria S.Pum8 Sweet pumpkin
387 Weissella cibaria S.Pum9 Sweet pumpkin
388 Weissella cibaria SJK2 Kimchi
389 Weissella cibaria SP-003 Sweet pumpkin

390 Weissella cibaria SULK Kimchi
391 Weissella cibaria WK4 Kimchi
392 Weissella confusa NJG2-2 Salted small octopus
393 Weissella confusa WCK1 Kimchi
394 Weissella kimchii BK Kimchi
395 Weissella kimchii Bro14 Broccoli

396 Weissella kimchii GK3 Kimchi
397 Weissella kimchii JAM3 Radish kimchi
398 Weissella kimchii KL-001 Chives
399 Weissella kimchii NJG2-1 Salted small octopus
400 Weissella kimchii NMK3 Kimchi
401 Weissella kimchii PA-001 Parsley

402 Weissella kimchii PA-002 Parsley
403 Weissella kimchii PR-002 Dongchimi
404 Weissella kimchii S.Pum25 Sweet pumpkin
405 Weissella kimchii S.Pum7 Sweet pumpkin
406 Weissella kimchii SC23 Salted small octopus
407 Weissella kimchii SC32 Salted scallop

408 Weissella kimchii SC52 Salted oyster
409 Weissella kimchii SQ3-1 Salted squid
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410 Weissella kimchii WK3 Radish
411 Weissella kimchii WKR4 Radish
412 Weissella kimchii WM-007 Watermelon
413 Weissella kimchii WM-011 Watermelon
414 Weissella kimchii WM-012 Watermelon

Ÿ P . pentosaceus를 이용한 MLST 분석의 유용성 평가를 위하여 본 연구팀에서 분리

한 P . pentosaceus strain으로부터 genomic DNA를 다음과 같이 분리하였다.

Ÿ Lactobacilli MRS 액체배지(Difco, MI, USA)에 단일 집락을 접종하여 37℃에서 16시

간 정치배양하였다. 배양액 3 mL을 13,200 rpm에서 1분 간 원심분리하여 균체를 수

획하고, 상등액을 제거하였다. 이후 AccuPrep◯R Genomic DNA Extraction

kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 균주의 genomic DNA를 분리하였고, 균체

에 1 mL의 TEN 완충용액(10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl)

을 첨가하여 현탁하고, 원심분리하여 배지성분을 제거하였다. SET 완충용액(20%

sucrose, 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 50 mM EDTA) 500 μL를 첨가하여 현탁하고, 50

μL의 lysozyme(60 mg/mL in TEN buffer, w/v)과 3 μL의 RNase A용액을 첨가하여

37℃에서 1시간동안 반응시켰다. 이 반응 용액에 25 μL의 SDS(25%, w/v)와 20 μL의

proteinase K를 첨가하여 조심스럽게 혼합하고, 37℃에서 30분 간 반응시켰다. 반응

종료 후, GC binding buffer 400 μL를 첨가하여 60℃에서 10분 간 반응시키고, 200 μ

L의 iso-propanol(Sigma-Aldrich, MO, USA)을 첨가하여 조심스럽게 혼합하였다. 반

응액을 column tube에 옮겨서 원심분리를 통하여 DNA를 column에 부착시키고, 500

μL의 washing buffer 1과 washing buffer 2를 순차적으로 첨가하여 순수하게 DNA

를 부착시킨 후, 50 μL의 멸균 3차 증류수로 DNA를 용출시켰다.

Ÿ P . pentosaceus의 MLST primer는 Table 4-24에 나타낸 7종류(gyr, pyc, pgm, leuS,

gln, dal, pgi)를 사용하였으며, MLST 분석을 위한 PCR 조건은 다음과 같았다.

Ÿ 분리 균주의 MLST 분석을 위한 PCR은 상기 조건으로 분리된 genomic DNA를

template DNA로 사용하였고, Table 4-24의 primer를 제작하여 PCR을 수행하였다.

PCR은 AccuPrep◯R PreMix(Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 최종 부피가 20 μL가

되도록 하였고, My Cycler(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA)로 반응시켰

으며, PCR 조건은 94℃에서 2분, 1 cycle; 95℃에서 20초, 56℃에서 30초, 72℃에서

30초, 35 cycle; 72℃에서 7분 간 반응시켰다. PCR 산물의 염기서열 결정은

Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA Analyzer를 이용하여

수행하였다. 분석된 염기서열의 homology 분석은 Bioedit program(Tom Hall Ibis

Biosciences, Carlsbad, CA, USA)을 이용하였고, 염기서열의 상동성은 Clustal

X(http://www.clustal.org/clustal2)와 Mega 5 program(Center for Evolutionary

Functional Genomics, The Biodesign Institute, Tempe, AZ, USA)에 의해

phylogenetic tree를 작성하였다.
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Ÿ 분리된 균주의 genomic DNA와 PCR 산물을 확인하기 위하여 agarose gel 전기영동

을 진행하였다. Genomic DNA는 0.8%(w/v), PCR 산물은 1.2%(w/v)의 agarose gel

을 제작하여 0.5 μg/mL ethidium bromide 용액으로 염색하였다. 제작된 agarose gel

에 DNA를 분주하고, 100 V의 정전압으로 각각 40분, 90분 간 전기영동을 수행하였

다. UV-filter가 장착된 gel document system(BIO-RAD)을 이용하여 사진촬영을 진

행하였다.

Ÿ P . pentosaceus의 MLST 분석을 위한 agarose gel 전기영동 결과는 Figure 4-12에

나타내었고, 12개의 strain을 이용하였다. 12개의 strain은 총 6개의 식품에서 분리된

균주로서 양파에서 분리된 ON-82A, ON-188, 파에서 분리된 GO-005, GO-008, 젓갈

에서 분리된 SC27, SC12, 고추에서 분리된 RP-008, RP-003, 귤에서 분리된 TA-027,

TA-035, 고구마에서 분리된 SP-019, SP-026을 MLST 분석에 사용하였다.
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Figure 4-12. Agarose gel electrophoresis of MLST for P .

pentosaceus strains. M,100 bp DNA ladder; 1, P gi;

2, P gm; 3, P yc; 4, GyrB; 5, DalR; 6, GlnA; 7,

LeuS.

Ÿ 12개의 strain 중 ON-82A, ON-188, GO-005, GO-008, RP-003, RP-008을 선정하여

target gene에 대하여 sequence를 분석한 결과를 Figure 4-13과 Table 4-32와 같이

나타낼 수 있었다. Figure 4-13에 나타낸 바와 같이 MLST primer에 따른 sequence

tree로서 유사한 sequence pattern을 지니고 있는 것과 가깝게 관찰되었다.

Ÿ 분석된 6 균주 모두는 dalR 유전자는 5번 allele, glnA 유전자는 4번 allele, gyrB 유

전자는 3번 allele, leuS 유전자는 5번 allele, pgi 유전자는 4번 allele, pyc 유전자는 6

번 allele를 동일하게 지니고 있었으나, pgm 유전자의 경우에는 ON-188 균주의 경우

6번 allele을 지니고 있고 다른 균주들은 2번 allele을 지니고 있었는데 이를 이용하여

sequence type을 결정한 결과 기존의 sequence type과 일치하지 않는 새로운

sequence type으로 확인되었다. 따라서 ON-188 균주의 sequence type을 18번으로,

나머지 균주들의 sequence type을 19번으로 지정하였다.

Ÿ 본 결과로 MLST 분석법은 매우 간단하고 신속한 방법으로 미생물 분류 및 추적을

위한 유용한 유전자 지문법인 것으로 확인되었으며, P . pentosaceus의 경우 6균주를

대상으로 MLST 분석을 한 결과 지금까지 알려져 있던 17개의 sequence type 이외

에 추가로 2개의 sequence type이 밝혀진 바, 보다 많은 균주를 대상으로 MLST 분

석을 할 경우 아직까지 밝혀져 있지 않은 sequence type을 확인할 수 있을 것으로

판단되었다.
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Figure 4-13. UPGMA dendrograms for 6 P . pentosaceus isolates sequenced

for MLST.
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Strain dalR glnA gyrB leuS pgi pgm pyc ST

ON-188 5 4 3 5 4 6 6 18

ON-82

A
5 4 3 5 4 2 6 19

SP-008 5 4 3 5 4 2 6 19

SP-003 5 4 3 5 4 2 6 19

GO-008 5 4 3 5 4 2 6 19

GO-005 5 4 3 5 4 2 6 19

Table 4-32. Sequence types of MLST for P . pentosaceus strains

나. Comparative genomics기법을 이용한 유전자 표지 탐색

Ÿ 본 연구과제를 통하여 선정된 식품 발효를 위한 상용화 종균으로 사용할 수 있는 후

보 균주 18주 중에서 L. brevis, L. fermentum, Leu. citreum, Leu. mesenteroides

균주에 대한 MLST 분석은 전혀 연구된 바 없다.

Ÿ 따라서 이들 균주들 중에서 발효식품의 starter로 많이 사용되고 있는 L. brevis,

Leu.. mesenteroides, Leu. citerum의 MLST 분석 방법을 개발하고자하며, 이를 위해

본 연구에서 MLST 분석의 모델 균주로 선정한 P . pentosaceus와 L. brevis, Leu.

mesenteroides, Leu citreum의 유전체를 분석하였다.

(1) Pediococcus pentosaceus의 유전체 분석

Ÿ P . pentosaceus는 현재까지 총 4주의 genome에 대한 염기서열이 분석되었는데, 이중

에서 P . pentosaceus ATCC 25745와 P . pentosaceus SL4는 complete level로 염기서

열 결정이 완료되었으며, P . pentosaceus IE-3와 CGMCC는 contig level에서 염기서

열이 결정되어 있다(Table 4-33).

Ÿ 따라서 complete level에서 염기서열 결정이 완료된 P . pentosaceus ATCC 25745와

P . pentosaceus SL4의 유전체를 분석하였다.

Table 4-33. Genome assembly and annotation report for P . pentosaceus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1109)
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Ÿ 각 균주들의 full genome sequence는 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/)

에서 GenBank 파일형식으로 확보하였으며, P . pentosaceus의 genome을 blast atlas

로 분석한 결과는 Figure 4-14에 나타내었다.

Ÿ P . pentosaceus ATCC 25745의 genome은 총 1,832,387 bp로 이루어져 있고 GC%는

37.4%이며 1,795개의 유전자를 보유하고 있으며, 1,707종류의 단백질을 코딩하고 있

다.

Ÿ P . pentosaceus ATCC SL4의 genome은 총 1,789,138 bp로 이루어져 있고 GC%는

37.3%이며 1,774개의 유전자를 지니고 있으며, 1,673 종류의 단백질을 코딩하고 있다.

Ÿ Pan genome은 특정 분류군에 속하는 각각의 개체가 지니고 있는 유전자를 모두 합

한 전체 유전자를 의미하고(Figure 4-15), core genome은 특정 분류군에 속하는 모든

개체가 공통적으로 지니고 있는 유전자의 개수를 의미하는 것으로 P . pentosaceus의

core genome의 분석 결과는 Figure 4-16에 나타내었는데 core genome은 총 1,211개

로 분석되었다.

Figure 4-14. Comparison of genome sequences of P . pentosaceus strains.

Figure 4-15. Pan genome analysis of P . pentosaceus strains.
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Figure 4-16. Core genome analysis of P . pentosaceuse ATCC 25745 and

P . pentosaceus SL4.

(2) Lactobacillus brevis의 유전체 분석

Ÿ Lactobacillus brevis는 현재까지 총 14주의 genome에 대한 염기서열이 분석되었는

데, 이중에서 L. brevis ATCC 367과 L. brevis KB290은 complete level로 염기서열

결정이 완료되었고, L. brevis BSO464는 chromosome level로 염기서열이 결정되었으

며, 나머지 11주는 scaffold 또는 contig level에서 염기서열이 결정되어 있다(Table

4-34).

Table 4-34. Genome assembly and annotation report for Lactobacillus brevis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1110)
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Ÿ 따라서 complete level과 chromosome level에서 염기서열 결정이 완료된 L. brevis

ATCC 367, L. brevis KB290과 L. brevis BSO464의 유전체를 분석하였으며, Blast

atlas로 분석한 결과는 Figure 4-17에 나타내었다.

Figure 4-17. Comparison of genome sequences of L. brevis strains.

Ÿ L. brevis ATCC 367의 genome은 2,291,220 bp로 구성되어 있고, 2,305개의 유전자를

지니고 있으며 2,174개의 단백질을 coding하고 있는 반면, L. brevis KB290의

genome은 2,395,134 bp로 구성되어 있고, 2,581개의 유전자를 지니고 있으며 2,458개

의 단백질을 coding하고 있다.

Ÿ 한편, L. brevis BSO464의 genome은 2,503,991 bp로 구성되어 있고 2,708개의 유전자

를 지니고 있으며 2,606개의 단백질을 coding하고 있다.

Ÿ L. brevis ATCC 367, L. brevis KB290, L. brevis BSO464의 pan genome과 core

genome을 분석한 결과를 Figure 4-18부터 4-21에 나타내었는데, 분석 program의 특

성 상 2개의 genome 간의 분석만 가능하였다.

Ÿ Comparative genomics platform인 EDGAR program(Blom et al., 2009)을 이용하여

pan genome과 core genome을 분석을 실시하였는데, L. brevis ATCC 367과 L.

brevis KB290의 pan genome은 2,533개, core genome은 2,006개가 존재하는 것으로

분석되었다.
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Figure 4-18. Pan genome analysis of L. brevis strains.

Figure 4-19. Core genome analysis of L. brevis ATCC 367 and L.

brevis KB290.
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Figure 4-20. Core genome analysis of L. brevis ATCC 367 and L.

brevis BSO464.

Figure 4-21. Core genome analysis of L. brevis KB290 and L.

brevis BSO464.

Ÿ 그러나 Figure 4-22에 나타낸 바와 같이, comparative genomics platform인

MicroScope program(Vieira et al., 2011)을 이용하여 pan genome과 core genome을

분석을 실시하였는데, L. brevis ATCC 14869, L. brevis ATCC 367과 L. brevis

KB290의 pan genome은 3,358개, core genome은 1,867개가 존재하는 것으로 분석되

었다.
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Figure 4-22. Venn diagram of L. brevis genome.

Ÿ 이와 같은 core genome 분석 결과와 기존의 타 연구자들이 Lactobacillus sp.의

MLST 분석에 사용한 target gene을 고려하여 L. brevis의 MLST 분석에 사용될

target gene으로 fusA(elongation factor G), gpmA(phosphoglyceromutase),

gyrB(gyrase subunit B), leuS(leucyl-tRNA synthetase), pyrG(CTP synthase),

recA(recombinase A), rpoB(RNA polymerase beta subunit)등 7개를 선정하였다.

(3) Leuconostoc mesenteroides의 유전체 분석

Ÿ Leuconostoc mesenteroides는 현재까지 총 12주의 genome에 대한 염기서열이 분석

되었는데, 이중에서 Leu. mesenteroides ATCC 8293과 Leu. mesenteroides J18,

Leu. mesenteroides KFRI-MG, Leu. mesenteroides DSM 20484는 complete level로

염기서열 결정이 완료되었고, 나머지 8주는 scaffold 또는 contig level에서 염기서열

이 결정되어 있다(Table 4-35).

Table 4-35. Genome assembly and annotation report of Leu. mesenteroides

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1078)



- 384 -

Ÿ 따라서 complete level에서 염기서열 결정이 완료된 Leu. mesenteroides ATCC 8293

과 Leu. mesenteroides J18, Leu. mesenteroides KFRI-NG, Leu. mesenteroides

DSM 20484의 유전체를 분석하였다(Figure 4-23).

Ÿ Leu. mesenteroides ATCC 8293의 genome은 2,038,396 bp로 구성되어 있고, 2,061개

의 유전자를 지니고 있으며 1,948개의 단백질을 coding하고 있는 반면, Leu.

mesenteroides J18의 genome은 1,900,120 bp로 구성되어 있고, 1,980개의 유전자를

지니며 1,863개의 단백질을 coding하고 있다.

Ÿ 또한 Leu. mesenteroides KFRI-MG의 genome은 1,896,413 bp로 구성되어 있고,

1,884개의 유전자를 지니고 있으며 1,781개의 단백질을 coding하고 있는 반면, Leu.

mesenteroides DSM 20484의 genome은 1,818,633 bp로 구성되어 있고, 1,876개의 유

전자를 지니며 1,699개의 단백질을 coding하고 있다.

Ÿ 상기 4균주에 대하여 pan genome과 core genome에 대하여 분석한 결과를 Figure

4-23부터 4-30에 도식화하였다. Leu. mesenteroides ATCC 8293과 Leu.

mesenteroides J18의 genome을 EDGAR program(ver.1.3)을 이용하여 pan genome과

core genome을 분석한 결과 pan genome은 1,833개, core genome은 1,698개가 존재

하는 것으로 분석되었다.

Figure 4-23. Genome analysis of Leu. mesenteroides strains.
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Figure 4-24. Pangenome analysis of Leu. mesenteroides strains.

Figure 4-25. Core genome analysis of Leu. mesenteroides

KFRI-MG and Leu. mesenteroides subsp.

dextranicum DSM 20484.
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Figure 4-26. Core genome analysis of Leu. mesenteroides KFRI-MG

and Leu. mesenteroides subsp. meseteroides ATCC

8293.

Figure 4-27. Core genome analysis of Leu. mesenteroides KFRI-MG

and Leu. mesenteroides subsp. meseteroides J18.
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Figure 4-28. Core genome analysis of Leu. mesenteroides subsp.

dextranicum DSM 20484 and Leu. mesenteroides

subsp. meseteroides ATCC 8293.

Figure 4-29. Core genome analysis of Leu. mesenteroides subsp.

dextranicum DSM 20484 and Leu. mesenteroides

subsp. meseteroides J18.
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Figure 4-30. Core genome analysis of Leu. mesenteroides subsp.

mesenteroides ATCC 8293 and Leu. mesenteroides

subsp. meseteroides J18.

Ÿ 그러나 Figure 4-31에 나타낸 바와 같이, comparative genomics platform인

microScope program(Vieira et al., 2011)을 이용하여 pan genome과 core genome을

분석을 실시하였는데, Leu. mesenteroides ATCC 8293과 Leu. mesenteroides J18의

pan genome은 2,217개, core genome은 1,712개가 존재하는 것으로 분석되었다.

Figure 4-31. Venn diagram of Leu. mesenteroides genome.
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Ÿ 이와 같은 core genome 분석 결과와 기존의 타 연구자들이 Leuconostoc sp.의

MLST 분석에 사용한 target gene을 고려하여 Leu. mesenteroides의 MLST 분석에

사용될 target gene으로 L. brevis의 경우와 동일하게 fusA(elongation factor G),

gpmA(phosphoglyceromutase), gyrB(gyrase subunit B), leuS(leucyl-tRNA

synthetase), pyrG(CTP synthase), recA(recombinase A), rpoB(RNA polymerase

beta subunit) 등 7개를 선정하였다.

(4) Leuconostoc citerum의 유전체 분석

Ÿ Leu. citreum의 MLST 분석에 사용된 target gene을 선정하기 위하여 Leu. citreum

의 core genome을 분석하고자 하였으나 현재까지 Leu. citreum의 full genome

sequence가 완료된 균주는 Leu. citreum KM20(assembly no: GCA_000026405.1) 1균

주 만이 존재하여 core genome 분석이 불가능하였다.

다. MLST 분석을 위한 target gene 분석

(1) Pediococcus pentosaceus의 target gene 분석

Ÿ P . pentosaceus의 MLST 분석을 위한 target gene은 gyr(gyrase B), pyc(pyruvate

carboxylase), pgm(phosphoglucomutase), leuS(leucyl-tRNA synthetase),

gln(glutamine synthetase), dal(glycil-tRNA synthetase), pgi(glucose-6-phosphate

isomerase) 유전자를 사용하였는데, 이 유전자들이 Lactobacillus속과 Pediococcus속

을 포함하는 Lactobacillaceae과에 속하는 균주들에서 synteny를 나타내는지를

SyntTax program(Oberto, 2013)을 이용하여 분석하였고 그 결과를 Figure 4-32부터

4-38에 나타내었다.

Ÿ Synteny는 서로 다른 2개의 생물종 genome을 분석할 때 한 쪽 생물종의 염색체 상

의 특정 영역에 존재하는 유전자에 대한 상동 유전자가 다른 쪽 생물종의 특정 염색

체의 일부 영역에 존재하는 상태를 말하는 것으로 특정 유전자의 염색체 상에서의

보존성을 나타낸다.

Ÿ SyntTax progarm의 데이터베이스에는 Lactobacillaceae과에 속하는 균주가 총 69종

이 존재하므로 이들 69종에 대하여 각 유전자의 synteny를 조사하였다.

Ÿ Target gene이 Lactobacillaceae과에서 synteny를 나타내는 보여주는 데이터는 양이

방대하기 때문에 각 유전자 별로 synteny output의 일부 만을 캡처하여 제시하였는

데, synteny 분석 결과 target gene으로 선택한 7개 유전자 모두 synteny를 지니고

있어 MLST 분석을 위한 target gene으로 적합한 것으로 확인되었다.
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Figure 4-32. Synteny of gyr(gyrase B) gene of P . pentosaceus spp.

Figure 4-33. Synteny of pyc(pyruvate carboxylase) gene of P .

pentosaceus spp.
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Figure 4-34. Synteny of pgm(phosphoglucomutase) gene of P .

pentosaceus spp.

Figure 4-35. Synteny of leuS(leucyl-tRNA synthetase) gene of P .

pentosaceus spp.
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Figure 4-36. Synteny of gln(glutamine synthetase) gene of P .

pentosaceus spp.

Figure 4-37. Synteny of dal(glycil-tRNA synthetase) gene of P .

pentosaceus spp.
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Figure 4-38. Synteny of pgi(glucose-6-phosphate isomerase) gene

of P . pentosaceus spp.

(2) Lacobacillus brevis의 target gene 분석

Ÿ L. brevis의 MLST 분석에 사용될 target gene으로 fusA(elongation factor G),

gpmA(phosphoglyceromutase), gyrB(gyrase subunit B), leuS(leucyl-tRNA

synthetase), pyrG(CTP synthase), recA(recombinase A), rpoB(RNA polymerase

beta subunit) 유전자를 선정한 바, 이들 유전자의 synteny를 Figure 4-39부터 4-45

과 같이 확인함으로써 선정한 유전자들이 target gene으로서의 유용성을 검토하였다.

Ÿ SyntTax progarm의 데이터베이스에 존재하는 Lactobacillaceae과에 속하는 균주 69

종에 대하여 각 유전자의 synteny를 조사하였는데, target gene이 Lactobacillaceae과

에서 synteny를 나타내는 보여주는 데이터는 양이 방대하기 때문에 각 유전자 별로

synteny output의 일부 만을 캡처하여 제시하였다.

Ÿ Synteny 분석 결과 target gene으로 선택한 7개 유전자 모두 synteny를 지니고 있어

MLST 분석을 위한 target gene으로 적합한 것으로 확인되었다.
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Figure 4-39. Synteny of fusA(elongation factor G) gene of L. brevis spp.

Figure 4-40. Synteny of gpmA(phosphoglyceromutase) gene of L. brevis spp.
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Figure 4-41. Synteny of gyrB(gyrase subunit B) gene of L. brevis spp.

Figure 4-42. Synteny of leuS(leucyl-tRNA synthetase) gene of L. brevis spp.
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Figure 4-43. Synteny of pyrG(CTP synthase) gene of L. brevis spp.

Figure 4-44. Synteny of recA(recombinase A) gene of L. brevis spp.
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Figure 4-45. Synteny of rpoB(RNA polymerase beta subunit) gene

of L. brevis spp.

(3) Leuconostoc mesenteroides의 target gene 분석

Ÿ Leu. mesenteroides의 MLST 분석에 사용될 target gene으로 L. brevis의 경우와 동

일하게 fusA(elongation factor G), gpmA(phosphoglyceromutase), gyrB(gyrase

subunit B), leuS(leucyl-tRNA synthetase), pyrG(CTP synthase), recA(recombinase

A), rpoB(RNA polymerase beta subunit) 유전자를 선정한 바, 이들 유전자의

synteny를 Figure 4-46부터 4-52과 같이 확인함으로써 선정한 유전자들이 target

gene으로서의 유용성을 검토하였다.

Ÿ Synteny 분석 결과 target gene으로 선택한 7개 유전자 모두 synteny를 지니고 있어

MLST 분석을 위한 target gene으로 적합한 것으로 확인되었다.
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Figure 4-46. Synteny of fusA(elongation factor G) gene of Leu.

mesenteroides spp.

Figure 4-47. Synteny of gpmA(phosphoglyceromutase) gene of Leu.

mesenteroides spp.
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Figure 4-48. Synteny of gyrB(gyrase subunit B) gene of Leu.

mesenteroides spp.

Figure 4-49. Synteny of leuS(leucyl-tRNA synthetase) gene of Leu.

mesenteroides spp.
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Figure 4-50. Synteny of pyrG(CTP synthase) gene of Leu.

mesenteroides spp.

Figure 4-51. Synteny of recA(recombinase A) gene of Leu.

mesenteroides spp.
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Figure 4-52. Synteny of rpoB(RNA polymerase beta subunit) gene

of Leu. mesenteroides spp.

(4) Leuconostoc citreum의 target gene 분석

Ÿ Leu. citreum의 MLST 분석에 사용된 target gene을 선정하기 위하여 Leu. citreum

의 core genome을 분석하고자 하였으나 현재까지 Leu. citreum의 full genome

sequence가 완료된 균주는 Leu. citreum KM20(assembly no: GCA_000026405.1) 1균

주 만이 존재하여 core genome 분석이 불가능하였다. 이에 core genome 분석을 통

한 target gene 선정에 대한 차선책으로서 다른 유산균주들의 housekeeping 유전자들

중에서 MLST의 target 유전자로 많이 사용되는 유전자들을 후보 유전자로 하여 본

균주의 MLST 분석에 사용할 target 유전자를 atpA(ATP synthase subunit alpha),

dnaA(chromosomal replication initiation protein), dnaK(chaperone hsp70),

gyrB(gyrase subunit B), pheS(phenylalanine tRNA synthetase), pyrG(CTP

synthase), rpoA(RNA polymerase) 유전자 등 총 7개 유전자를 선정하였다.

Ÿ 선정된 유전자들이 Leuconostoc 속을 포함하는 Leuconostocaceae과에 속하는 균주들

에서 synteny를 나타내는지를 SyntTax program(Oberto, 2013)을 이용하여 분석하였

고 그 결과를 Figure 4-53부터 4-59에 나타내었다.

Ÿ SyntTax program의 데이터베이스에는 Leuconostocaceae과에 속하는 균주가 총 19

균주가 존재하므로 이들 19주에 대하여 각 유전자의 synteny를 조사하였다.
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Ÿ Target gene이 Leuconostocaceae과에서 synteny를 나타내는 보여주는 데이터는 양이

방대하기 때문에 각 유전자 별로 synteny output의 일부 만을 캡처하여 제시하였는

데, synteny 분석 결과 target gene으로 선택한 7개 유전자 모두 높은 synteny를 지

니고 있어 MLST 분석을 위한 target gene으로 적합한 것으로 확인되었다.

Ÿ 각 유전자의 특정 부위를 증폭한 PCR 산물의 크기는 pheS 유전자가 286 bp로 가장

작았고 dnaK 유전자가 1,647 bp로 가장 컸다.

Figure 4-53. Synteny of atpA gene of Leu. citreum.

Figure 4-54. Synteny of dnaA gene of Leu. citreum.
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Figure 4-55. Synteny of dnaK gene of Leu. citreum.

Figure 4-56. Synteny of gyrB gene of Leu. citreum.



- 404 -

Figure 4-57. Synteny of pheS gene of Leu. citreum.

Figure 4-58. Synteny of pyrG gene of Leu. citreum.

Figure 4-59. Synteny of rpoA gene of Leu. citreum.
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No. Strain Source No. Strain Source

2 PP7 Pumpkin 17 PCK1
Cucumber

kimchi
3 PR3 Kimchi 18 ON-188 Onion
4 PE-001 Pear 19 PPK1 Kimchi

5 KC 007 Kimchi 20 PC-001 Peach
6 GP-001 Green pepper 21 SP-044 Sweet potato
7 KW-001 Kiwi 22 PPD7 Doenjang
8 PR-005 Dongchimi 23 PRK1 Radish kimchi
9 RP-001 Red pepper 24 GO-005 Green onion
10 PPK1-2 Radish kimchi 25 ON-82A Onion

11 SC1
Salted small

octopus
26 PPK6 Kimchi

12 RA-035 Radish 27 SFJ3 Jeotgal

13 GO-008 Green onion 28 RP-008 Red pepper
14 PPT16 Tangerine 29 RP-003 Red pepper

라. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) 분석

Ÿ RAPD 분석법은 random primer를 이용하여 genome 상의 임의의 특정 지역을 증폭

시키고, 같은 종 내에서의 strain의 차이에 따른 다형성을 관찰할 수 있으며, 비교적

분석기간이 빠르고, 경제적인 분석 방법이다(Kim et al., 2000).

Ÿ 따라서 본 연구에서 최적의 유전자 지문 분석법으로 선정한 MLST 분석법을 보완

또는 병용할 분석방법 중의 하나로 RAPD 분석법을 선정하여 모델 균주인 P .

pentosaceus와 L. brevis, Leu. mesenreroides를 이용하여 RAPD 분석법을 개발하고

자 하였다.

(1) Pediococcus pentosaceus의 RAPD 분석

Ÿ P . pentosaceus의 RAPD 분석은 다양한 분리원에서 분리한 26주를 이용하여 수행하

였다(Table 4-36).

Table 4-36. P . pentosaceus strains for RAPD-PCR analysis

Ÿ RAPD 분석을 위한 PCR은 상기 조건으로 분리된 genomic DNA를 template DNA로

사용하였고, primer 239(CTGGCGACTG)를 제작하여 PCR을 수행하였다. PCR은

AccuPrep◯R PreMix를 사용하여 최종 부피가 20 μL가 되도록 하였고, My Cycler로

반응시켰으며, PCR 조건은 94℃에서 4분, 1 cycle; 94℃에서 2분, 39℃에서 2분, 72℃

에서 2분, 2 cycle; 94℃에서 15초, 39℃에서 15초, 72℃에서 1분, 35 cycle을 반응시켰

다.
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Ÿ RAPD-PCR이 완료된 후, 1.2% agarose gel 전기영동으로 100 V에서 40분 간 수행

후, UV filter가 장착된 Gel Doc 시스템을 이용하여 촬영한 후 Quantity One

software(BIO-RAD)를 이용하여 산술평균을 사용한 unweighted pair group

method(UPGMA)를 기초로 하여 phylogenetic tree를 작성하였다.

Ÿ P . pentosaceus의 RAPD-PCR 분석 결과는 Figure 4-60에 나타내었는데 대부분의

균주에서 4개 이상의 band를 관찰할 수 있었고, 최대 8개의 band를 관찰할 수 있었

다.

Ÿ 본 연구에서 사용한 P . pentosaceus 균주들의 RAPD band pattern은 dendogram 상

에서 6개의 cluster로 나눌 수 있다.

Ÿ 14번 균주와 29번, 25번 균주는 각각 cluster 1, 2, 4에 속해 있고, 28, 26번 균주는

cluster 3에 속해 있었다. 또한 cluster 5는 7, 13, 5, 6, 2, 22, 24, 21, 20, 18번 균주가

속해 있었고, cluster 6에는 12, 8, 23, 17, 27, 19, 4, 3, 9, 11, 10번 균주가 속해 있었

다.

Ÿ 분석 결과 균주들의 분리원과 grouping과는 특별한 상관관계는 없는 것으로 나타났

다.

Ÿ MLST 분석을 수행하였을 경우, 18번 균주인 ON-188는 sequence type 18번에 속해

있었고, 나머지 13, 24, 25, 18, 29번 균주인 GO-008, GO-005, ON-82A, RP-008,

RP-003은 sequence type 19번에 속해 있었다.

Ÿ 본 실험 결과 동일한 MLST sequence type에 속해 있는 균주들이 RAPD 상에서는

다른 cluster에 속해 있어 MLST 분석보다는 RAPD 분석이보다 세분화된 결과를 나

타내었으나, RAPD 분석의 낮은 재현성 때문에 MLST 분석 결과와의 상관성을 추가

적으로 연구해야할 필요성이 있다.

Figure 4-60. Dendrogram derived from cluster analysis(UPGMA)

showing relationship among 26 strains of P .

pentosaceus spp.
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No. Strain Source No. Strain Source
2 B15 Kimchi 9 B7 Kimchi
3 FI10019 Salted clam 10 G1 Kimchi
4 FI10080 Kimchi 11 KU15006 Kimchi
5 B151 Kimchi 12 LBK1 Kimchi
6 B13 Kimchi 13 LBK10 Kimchi

7 FI10054 Jangajji 14 LBK14 Kimchi
8 B13-2 Kimchi

(2) Lactobacillus brevis의 RAPD 분석

Ÿ L. brevis에 대한 RAPD 분석은 상기 P . pentosaceus 분석 방법과 동일하게 수행하

였으며, 김치, 조개젓갈, 장아찌에서 분리된 13주를 이용하였다(Table 4-37).

Table 4-37. L. brevis strains for RAPD-PCR analysis

Ÿ Figure 4-61에 나타낸 바와 같이 RAPD 결과에서 총 5개의 group을 확인할 수 있었

다. Group 1에는 3번 균주, group 2에는 2번 균주가 속해 있었고, group 3에는 9, 5번

균주가 속해 있었다. 또한 group 4에는 10, 7, 8번 균주가 속해 있었고, group 5에는

11, 8, 13, 12, 14, 4번 균주가 속해 있었다.

Ÿ Group 1에 속해 있는 3번 균주의 경우 조개젓갈에서 분리된 균주로서, 대부분 김치

에서 분리된 다른 균주와는 상이한 pattern을 나타내었다.

Ÿ 향후 MLST 분석이 이루어질 경우, 본 실험결과와 비교 분석하여 MLST 분석과

RAPD 분석의 상호 연관성을 규명할 예정이다.

Figure 4-61. Dendrogram derived from cluster analysis(UPGMA)

showing relationship among 13 strains of L. brevis

spp.
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No. Strain Source No. Strain Source
2 200006 KCCM 17 RA-042 Radish
3 JAM1 Radish kimchi 18 ON-179 Onion
4 MSJ1 Salted clam 19 sal.cla5 Salted clam

5 NMK Radish Kimchi 20 YKC2 Kimchi
6 YLB8 Doenjang 21 BK3, CMC38 Kimchi
7 GKC1 Kimchi 22 BK3, CMC12 Kimchi
8 2-1 BK Kimchi 23 SFJ1 Jeotgal
9 LMK2 Kimchi 24 Y-KC6 Kimchi
10 LMK2-1 Kimchi 25 BK3, CMC38 Kimchi

11 NJG3-2 Salted small octopus 26 1-1 BK Kimchi
12 K1 Kimchi 27 LMR5 Radish
13 LMK2-2-1 Kimchi 28 SJK1 Kimchi
16 LMR3 Radish

(3) Leuconostoc mesenteroides의 RAPD 분석

Ÿ Leu. mesenteroides에 대한 RAPD 분석 역시 상기 P . pentosaceus 분석 방법과 동

일하게 수행하였으며, 분리원이 다양한 총 25주의 Leu. mesenteroides를 이용하여

RAPD를 수행한 결과는 Figure 4-62에 나타낸 바와 같으며, 균주들의 분리원은

Table 4-38에 나타내었다.

Table 4-38. Leu. mesenteroides strains for RAPD-PCR analysis

Ÿ 상기 P . pentoasaceus와 L. brevis의 결과와는 달리 Leu. mesenteroides의 균주들은

상당히 다른 RAPD band pattern을 나타내었는데 총 4 group으로 나눌 수 있었다.

Ÿ Group 1에는 김치에서 분리된 12번 균주 만이 속해 있었고, group 2는 역시 김치에

서 분리한 24번 균주 만 존재하였다.

Ÿ Group 3에는 22, 13, 19, 23, 5, 25, 11, 21, 16번 균주 등 총 9균주가 속해 있었고,

group 4에는 2, 27, 9, 3, 26, 10, 8, 28, 4, 7, 20, 18, 17, 5 등 14균주가 속해 있었다.

Ÿ 균주들의 분리원과 grouping과는 상관관계가 없는 것으로 나타나 분리원에 따라 균

주들이 한 group에 속하지는 않는 것으로 확인되었다.
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Figure 4-62. Dendrogram derived from cluster analysis(UPGMA)

showing relationship among 25 strains of Leu.

mesenteroides spp.
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제 10절 최적 미생물 추적 기술 선정 및 분리 균주의 유전자

지문 데이터베이스 구축

1. 유전자 지문 분석법의 단독 또는 병용 분석을 통한 최적 분석법 확립

Ÿ 본 연구과제는 건국대학교를 주관기관으로 하여 총 8개 기관이 참여하여 식품산업에

사용될 수 있는 우수 종균을 탐색하고 기능성과 발효능을 분석하여 우수 종균을 확

보하고 이를 상용화하는 데 있고, 이를 위하여 각 참여 기관에서는 다양한 분리원으

로부터 종균으로 사용할 수 있는 균주를 분리, 탐색하여 그 특성들을 데이터베이스화

하고 있으며, 분리된 균주들의 내산성, 내담즙성 등의 생리적 특성, protease 및

amylase 생산능 등의 발효특성, 항산화능, 항암, 항염증 등의 기능성 등을 재분석하여

상용화 종균으로 사용할 수 있는 총 31주(유산균 26주, 효모 5주)의 후보 균주를 선

정하였다.

Ÿ 이들 균주 중에서 유산균주 중 L. delbruekii, L. plantarum, P . pentosaceus, S.

cerevisiae에 대한 MLST 분석은 타 연구자에 의해 이루진 바 있으나, L. brevis,

Leu. citreum, Leu. mesenteroides 균주에 대한 MLST 분석은 전혀 연구된 바 없다.

Ÿ 따라서 MLST 분석 연구가 이루지지 않은 균주들 중에서 식품산업에서 발효스타터

로 중요하게 사용되는 균주들인 Leu. mesenteroides, L. brevis, Leu. citreum을 선정

하여 MLST를 이용한 유전자 지문 분석법을 개발하고자 하였으며, 이와 더불어 유전

자 지문 분석법 중에서 가장 보편적으로 사용되고 있는 RAPD 분석법과 rep-PCR 분

석법을 추가로 사용하여 상기 선정된 3개 균종에 대한 유전자 지문 분석을 수행함으

로써 3가지 유전자 지문 분석법의 단독 또는 병용 분석을 통한 최적분석법을 확립하

고자 하였다.

Ÿ 특정 균주를 대상으로 MLST와 같은 유전자 지문 분석을 하기 위해서는 유전자 지

문의 데이터베이스가 필요하고 이를 위해서는 일정 수준 이상의 미생물 균주 수가

요구되기 때문에 본 연구팀에서는 본 연구과제를 통하여 상용화 종균으로 사용할 수

있는 후보균주 31주 중에서 L. brevis 10균주, Leu. citreum 1균주를 선정하여 연구에

사용하였고, 또한 다양한 분리원으로부터 유산균주를 분리하여 16S ribosomal DNA

유전자의 염기서열을 분석하고 이로부터 phylogenetic tree를 작성하여 종 수준의 동

정을 수행함으로써 Leu. mesenteroides, L. brevis, Leu. citreum으로 동정된 균주를

선별하여 연구에 사용하였다.

Ÿ 선정된 균주인 Leu. mesenteroides, L. brevis, Leu. citreum은 서울, 경기지역에서

수집한 발효식품과 야채 및 과일로부터 분리하여 다음과 같이 동정하였다.
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가. 균주의 분리 및 동정

(1) 유산균주 분리

Ÿ 연구에 사용할 유산균주를 분리하기 위하여 시료 1 g을 멸균생리식염수(3 M, MN,

USA) 9 mL에 현탁한 후, 101∼105까지 십진 희석하여 BCP plate count agar 배지

(Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)에 50 μL씩 도말하였다. 37℃에서 24시간

배양한 후 단일 집락 주변 노란색 환이 생성된 집락을 1차 선별하였고, 선별된 집락

은 lactobacilli MRS broth(Difco, NJ, USA)에 접종하여 멸균된 20%의 글리세린을 첨

가하여 -80℃에서 동결 보존하여 사용하였다.

(2) 균주 동정

Ÿ Lactobacilli MRS 액체배지(Difco, MI, USA)에 분리된 유산균주의 단일 집락을 접종

하여 37℃에서 16시간 정치 배양하였다. 배양액 3 mL을 13,200 rpm에서 1분 간 원심

분리하여 균체를 수획하고, 상등액을 제거하였다. 이후 AccuPrep Genomic DNA

Extraction kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 균주의 genomic DNA를 분리하

였고 균체에 1 mL의 TEN 완충용액(10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, 10

mM NaCl)을 첨가하여 현탁하고, 원심분리하여 배지성분을 제거하였다. SET 완충용

액(20% sucrose, 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 50 mM EDTA) 500 μL를 첨가하여 현

탁하고, 50 μL의 lysozyme(60 mg/mL in TEN buffer, w/v)과 3 μL의 RNase A용액

을 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 이 반응 용액에 25 μL의 SDS(25%,

w/v)와 20 μL의 proteinase K를 첨가하여 조심스럽게 혼합하고, 37℃에서 30분 간

반응시켰다. 반응 종료 후, GC binding buffer 400 μL를 첨가하여 60℃에서 10분 간

반응시키고, 200 μL의 iso-propanol(Sigma-Aldrich, MO, USA)을 첨가하여 조심스럽

게 혼합하였다. 반응액을 column tube에 옮겨서 원심분리를 통하여 DNA를 column

에 부착시키고, 500 μL의 washing buffer 1과 washing buffer 2를 순차적으로 첨가

하여 순수하게 DNA를 부착시킨 후, 50 μL의 멸균 3차 증류수로 DNA를 용출시켰다.

Ÿ 분리된 유산균 균주의 16S ribosomal gene의 DNA sequencing은 다음과 같은 방법

으로 수행하였다. 균주의 genomic DNA을 Wizard genomic DNA purification

kit(Promega, USA)를 이용해 분리한 후 16S rRNA 유전자의 염기서열 결정에 사용

하는 universal primer인 27F(5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3')와

1492R(5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT-3') primer를 사용하여

polymerase chain reaction(PCR)을 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은 Wizard SV Gel

과 PCR clean-up system(Promega, USA)을 이용하여 정제하였다. 정제된 PCR 산물

은 마크로젠(Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA Analyzer로 염기서열을 분

석하였다. 그 결과는 BLAST 프로그램을 이용하여 GenBank의 ribosomal DNA 염기

서열과 비교하였으며, 염기서열의 상동성은 Clustal X와 Mega 5 program을 이용하

여 비교분석하였다.
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Strain No. Area/locality Source Isolator
KCCP 11083 Seongnam Salted clam Gachon University

KCCP 11204 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11253 Seongnam Salted fish Gachon University
KCCP 11259 Seongnam Soybean Paste Gachon University
KCCP 11260 Seongnam Onion Gachon University
KCCP 11392 Seongnam Salted small octopus Gachon University
KCCP 11416 Seongnam Young Radish Gachon University

KCCP 11426 Seongnam Young Radish Gachon University
KCCP 11427 Seongnam Young Radish Gachon University
KCCP 11460 Seongnam Salted Clam Gachon University
KCCP 11078 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11251 Seongnam Chinese cabbage kimchi Gachon University
KCCP 11289 Seongnam Chinese cabbage kimchi KCCM

KCCP 11323 Seongnam Young Radish Gachon University
KCCP 11357 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11358 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11359 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11360 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11361 Seongnam Radish Gachon University

KCCP 11362 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11363 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11364 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11386 Seongnam Radish Gachon University
KCCP 11396 Seongnam Radish kimchi Gachon University
KCCP 11434 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11435 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11436 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11437 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11438 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11439 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11440 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11441 Seongnam Kimchi Gachon University
KCCP 11443 Seongnam Chinese cabbage kimchi Gachon University
KCCP 11461 Seongnam Chinese cabbage kimchi Gachon University

Ÿ 최종 선정된 유산균의 특성은 최종 선발균주의 colony를 취하여 Gram-stain, 3%

KOH test, 운동성, catalase test, 당 분해로 인한 gas 생성 유무를 확인하였다. 생화

학적 특성은 API CHL 50 kit를 사용하여 분석하였고, 최종 선발된 균주의 colony를

API medium에 현탁하여 이를 kit의 strip에 접종한 후 37℃에서 24시간, 48시간 배양

한 후 medium의 색상 변화를 비교분석하여 당 분해 유무에 따른 생화학적 성질을

확인하였다.

Ÿ 본 연구에서 선정한 상용화 후보균주와 함께 상기 방법으로 분리 동정된 유산균주

중에서 본 연구에 적용할 균주로서 Leu. mesenteroides 37주, L. brevis 13주, Leu.

citreum 14주를 최종 선정하였으며, 이를 Table 4-39∼4-41에 정리하였다.

Table 4-39. Leu. mesenteroides strains isolated from different sources
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KCCP 11463 Seongnam Radish kimchi Gachon University
KCCP 11464 Anseong Kimchi Gachon University
KCCP 11465 Anseong Kimchi Gachon University

Strain No. Area/locality Source Isolator

200019 Seoul Salted clam KCCM

B13 Seoul Kimchi Konkuk University

B154 Seoul Kimchi Konkuk University

B7 Seoul Kimchi Konkuk University

200054 Seoul Pickled vegetable KCCM

B13-2 Seoul Kimchi Konkuk University

200080 Seoul Mustard kimchi KCCM

B15 Seoul Kimchi Konkuk University

G1 Seoul Kimchi Konkuk University

KU15006 Incheon Turnip kimchi Konkuk University

KCCP 11348 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11350 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11351 Seongnam Kimchi Gachon University

Strain No. Area/locality Source Isolator

KCCP 11001 Seongnam Sweet pumpkin Gachon University

KCCP 11037 Sunchang Salted small octopus Gachon University

KCCP 11076 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11077 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11082 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11093 Seongnam Pear Gachon University

KCCP 11382 Seongnam Salted small octopus Gachon University

KCCP 11388 Seongnam Young reddish kimchi Gachon University

KCCP 11391 Seongnam Salted small octopus Gachon University

KCCP 11413 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11414 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11422 Seongnam Kimchi Gachon University

KCCP 11432 Seongnam Salted oyster Gachon University

KCCP 11447 Seongnam Salted fish Gachon University

Table 4-40. L. brevis strains isolated from different sources

Table 4-41. Leu. citreum strains isolated from different sources

나. Multilocus sequence typing(MLST) 분석법 개발

Ÿ MLST 분석법은 염색체 DNA에서 약 6∼8개의 housekeeping 유전자의 염기서열을

결정하고 MLST database에 입력한 후 allelic profile들을 조합하여 sequence

type(ST)을 결정하는 방법이다(Homan et al., 2002).
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Gene Protein PCR primer
Amplicon

size(bp)

atpA
ATP synthase

subunit alpha

F-5’-CTTACGGCATGGCCC-3’

R-5’-CAACATTGGTGCTGGT-3’
530

gyrB Gyrase subunit B
F-5’-TTGGTGCTTCTGTTGTT-3’

R-5’-CATCCCCAAAGCCAG-3’
1,100

groEL
Molecular

chaperone groEL

F-5’-CCTGGCATACCACCTTGTG-3’

R-5’-AAAATATGGGCGCTAAGCTTG

T-3’

1,414

pheS
Phenylalanine

tRNA synthetase

F-5’-ATTGAAGATCTTACGGC-3’

R-5’-TCAACATAGCAAATCG-3’
960

pyrG CTP synthase
F-5’-AGCAACGTTCTCTGGTG-3’

R-5’-CTGTAGCACAATTACGTTC-3’
437

rpoA RNA polymerase

F-5’-TTTGAAAAGCCAAATATTCAT

-3’

R-5-‘GTTACGCACTTTCATCAT-3’

860

uvrC
Exinuclease Uvr

ABC,

F-5’-TACAACACAACATATCG-3’

R-5’-CAAGAGTAACTATCTGA-3’
1,508

Ÿ MLST 결과는 분리균들의 ST나 clonal complex(CC)를 확인할 수 있기 때문에 실험

자와 실험실간의 오차 없이 동일 균종들의 역학적 기원 및 진화적 배경들을 추정할

수 있는 방법으로 재현성은 매우 우수한 장점이 있는 반면에, 각 특정 유전자의 염기

서열 분석 방법에 의해 종에 제한이 있는 단점이 있다(Coffey et al., 2006; Madslien

et al., 2012).

(1) Leu. mesenteroides의 MLST

(가) MLST target gene 선정과 PCR을 이용한 분리

Ÿ Leu. mesenteroides의 MLST 분석에 사용된 target gene은 core genome 분석

(https://server.gview.ca)과 Dan et al.(2014), Tanigawa et al.(2011)의 연구를 참고하

여 Table 4-42와 같이 atpA(ATP synthase subunit alpha), gyrB(gyrase subunit B),

groEL(molecular chaperone groEL), pheS(phenylalanine tRNA synthetase),

pyrG(CTP synthase), rpoA(RNA polymerase), uvrC(exinuclease Uvr ABC,

endonuclease subunit) 유전자 등 총 7개 유전자를 선정하였으며, 유전자의 염기서열

은 NCBI database에서 확보하였다.

Ÿ 각 유전자의 특정 부위를 PCR로 증폭한 결과 PCR 산물의 크기는 pyrG 유전자가

437 bp로 가장 작았고 uvrC가 1,508 bp로 가장 컸다(Table 4-42).

Table 4-42. Target genes and PCR primers for MLST analysis of Leu.

mesenteroides



- 415 -

endonuclease

subunit

Ÿ 따라서 이들 target 유전자를 cloning하기 위한 primer를 NCBI의 Primer-Blast

program을 이용하여 위치와 서열을 디자인하여 Table 4-42와 같이 설계하였으며, 이

를 위한 genomic DNA의 분리와 PCR 조건은 다음과 같았다.

Ÿ Leu. mesenteroides 균주로부터 genomic DNA를 분리하기 위하여 lactobacilli MRS

액체배지(Difco, MI, USA)에 단일 집락을 접종하여 37℃에서 16시간 정치배양하였다.

배양액 3 mL을 13,200 rpm에서 1분 간 원심분리하여 균체를 수획하고, 상등액을 제

거하였다. 이후 AccuPrep◯R Genomic DNA Extraction kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를

이용하여 균주의 genomic DNA를 분리하였다.

Ÿ PCR은 AccuPrep◯R PreMix(Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 forward primer와

reverse primer를 각각 1 μL씩 첨가하고, 2 μL의 증류수를 첨가한 후 최종 부피가 20

μL가 되도록 하였고, My Cycler(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA)로 반

응시켰다. 기본적인 PCR 반응은 pre-denaturation을 95℃에서 2분 실시한 후,

denaturation step을 94℃에서 20초, annealing step은 각 유전자 별 특정 온도(atpA,

51℃; groEL, 60℃; gyrB, 49.2℃; pheS, 46.3℃; pyrG, 53.7℃; rpoA, 50.5℃; uvrC,

58.3℃)에서 30초, extension step은 72℃에서 30초로 하여 35 cycle을 실시한 후,

post-extension을 72℃에서 7분 실시하였다.

Ÿ 분리된 균주의 genomic DNA와 PCR 산물을 확인하기 위하여 0.5 μg/mL ethidium

bromide 용액이 첨가된 agarose gel 전기영동을 수행하였는데, genomic DNA는

0.8%(w/v), PCR 산물은 1.2%(w/v)의 agarose gel을 이용하여 100 V의 정전압으로

수행하였다. 전기영동 후 agarose gel은 UV-filter가 장착된 gel document

system(BIO-RAD)을 이용하여 사진촬영을 진행하였다.

Ÿ PCR 산물의 정제는 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system Kit(Promega,

USA)를 이용하여 정제하였다. Kit 내의 membrane binding solution을 PCR 산물과

동량으로 첨가하여 binding column tube에 옮겨 원심분리(13,000 rpm, 1분)를 진행하

였다. 원심분리 후, membrane을 빠져나온 용액을 제거하고, washing buffer 500 μL

를 다시 분주하여 원심분리를 진행하여 membrane을 두 번 세척한 다음, 비어있는

column을 다시 한 번 원심분리(13,000 rpm, 5분)하여 washing buffer 내에 존재하는

에탄올을 제거하였다. Column을 새로운 tube에 옮겨 멸균 증류수로 PCR 산물을 용

출하여 염기서열 분석에 이용하였다.

Ÿ 정제된 PCR 산물은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA

analyzer로 염기서열을 분석하였다. 그 결과는 BLASTN 프로그램을 이용하여

GenBank의 ribosomal DNA 염기서열과 비교하였으며, 염기서열의 상동성은 Clustal

X와 Mega 5 program을 이용하여 비교분석하였다.
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Ÿ PCR 산물의 염기서열 결정은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM

3700 DNA analyzer를 이용하여 수행하였다. 결정된 염기서열은 Bioedit Sequence

Alignment Editor ver. 7.2.5 program(Tom Hall Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 분석하였고, 염기서열의 alignment는 Clustal

X(http://www.clustal.org/clustal2)와 Mega 5 program(Center for Evolutionary

Functional Genomics, The Biodesign Institute, Tempe, AZ, USA)을 이용하여 수행

하였다.

(나) MLST sequence type 분석

Ÿ MLST 분석을 위한 target 유전자의 GC content와 polymorphism data는 DNA

sequence polymorphism 5.10(DnaSP) program을 이용하여 계산 및 작성하였으며,

nonsynonymous substitution과 synonymous substitution과의 비율은 SNAP

program(www.hiv.lanl.gov)(Korber, 2000)을 이용하여 계산하였다.

Ÿ MLST 분석법은 target 유전자의 염기서열 분석을 통해 분석 대상의 균주들에 대한

single nucleotide polymorphism에 기반을 둔 분석법이므로 본 연구에 사용된 37주의

Leu. mesenteroides가 지니고 있는 7가지 target 유전자의 single nucleotide

polymorphism을 Bionumerics(Applied-Maths, Sint Maartens-Latem, Belgium)

software program을 이용하여 분석함으로써 allelic profile을 작성하였으며, 이로부터

각 균주의 sequence type(ST)을 결정하였다.

Ÿ 각각의 sequence type에 대한 진화적 상관관계는 Bionumerics program을 이용하여

조사하였으며, sequence type 간의 상관관계는 S.T.A.R.T. 2 ver. 0.9.0를 이용하여

UPGMA 법에 의해 phylogenetic tree를 작성하여 분석하였다. 또한 split

decomposition 분석은 splits tree software(version 4.14)(Huson and Bryant, 2006)를

이용하여 각 균주 별 7개의 target 유전자에 대한 split tree를 작성하였으며,

bionumerics software를 이용하여 분석하였다.

Ÿ 본 연구에서 선정한 37주의 Leu. mesenteroides 중에서 2균주는 7개의 target 유전자

중 일부 유전자에 대한 분리 또는 염기서열 결정이 성공적으로 이루어지지 않아 최

종 35균주를 대상으로 MLST 분석을 수행하였다.

Ÿ 그 결과 각각의 target 유전자에 대한 polymorphic site, GC content, nonsynonymous

substitution과 synonymous substitution과의 비율을 분석하여 Table 4-43에 나타내

었다. Polymorphic site는 groEL 유전자가 9개로 가장 적었고, pheS 유전자가 282개

로 가장 많은 것으로 나타났다. 이 결과는 Leu. mesenteroides 중에서 일부 균주들은

상당한 대립유전자들의 변이가 있음을 나타내는 것으로, pheS 유전자의 polymorphic

site가 많은 이유는 No. 11078 균주가 지니는 pheS 유전자가 다수의 polymorphic

site를 지니고 있기 때문이다.

Ÿ 각 target 유전자의 여러 allele을 구성하는 polymorphic nucleotide site의 염기서열을

Figure 4-63에 나타내었다.
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Locus Polymorphic sites GC content (mol%) dN/dS
atpA 34 42.5 0.2143
groEL 9 42.0 1.1039
gyrB 18 38.7 0.0718
pheS 282 40.1 0.6334
pyrG 48 37.2 1.5332
rpoA 27 43.4 0.0752
uvrC 23 39.1 1.8643

Ÿ 7종류 target 유전자의 GC content는 pyrG 유전자가 37.2%로 가장 낮았고, rpoA 유

전자가 43.4%로 가장 높았다. Makarova et al.(2006)의 연구에 의하면 Leu.

mesenteroides의 전체 유전체의 GC content는 37.7%로 보고되었다.

Ÿ Nonsynonymous substitution과 synonymous substitution과의 비율인 dN/dS 값은 특

정 유전자의 염기서열의 진화 속도를 측정할 수 있는 척도이다. Nonsynonymous

substitution은 nonsynonymous site당 발생하는 nonsynonymous substitution의 숫자

이고, synonymous substitution은 synonymous site당 발생하는 synonymous

substitution의 숫자이다. Synonymous substitution은 선택 압력하에서 기능적 변화가

없는 중성적 진화이기 때문에 dN/dS 값은 진화의 background 속도에 대한 적응 진

화의 속도를 나타낸다. 따라서 dN/dS 값은 개체의 진화에 대한 선택 압력을 나타내

는 것을 의미하는 것으로 dN/dS 값이 1보다 클 경우 nonsynonymous substitution이

synonymous substitution보다 빠르다는 것을 의미하며, dN/dS 값이 1보다 작을 경우

에는 단백질의 기능에 영향을 주는 substitution이 제거됨을 의미한다. 따라서 dN/dS

값이 클수록 적응 변이가 발생되고 빠른 속도로 진행된다는 것을 의미한다.

Ÿ 조사한 7종류 유전자에 대한 dN/dS 값은 gyrB 유전자는 0.0718로 가장 작았고,

uvrC는 1.8643으로 가장 컸다. 7개의 유전자 중 3개의 유전자(groEL, pyrG, uvrC)의

dN/dS 값은 1보다 큰 것으로 나타나 선택 압력이 높은 것으로 나타났다.

Table 4-43. Allelic variation in seven target genes of Leu. mesenteroides
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ST atpA groEL gyrB pheS pyrG rpoA uvrC
1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 2 2 2 2
3 1 2 1 3 3 3 3
4 1 1 1 4 4 4 4
5 3 2 1 3 3 3 3
6 1 2 1 3 5 3 3
7 1 2 1 5 3 3 5
8 4 2 1 3 3 3 3
9 5 3 2 6 6 5 6
10 3 1 1 7 3 6 3
11 1 1 1 3 3 3 3
12 6 4 3 8 7 2 2
13 3 2 1 4 3 3 3
14 6 5 4 9 8 7 7

Figure 4-63. Polymorphic nucleotide sites(SNPs) in Leu. mesenteroides

MLST target genes. Only the variable sites are shown

with respect to the putative consensus sequence.

Ÿ 조사한 35균주들의 sequence type을 결정한 결과, Table 4-44과 같이 27개의

sequence type이 존재함을 알 수 있었다. 35균주 중에서 No. 11204, 11251, 11357,

11359, 11396 등 5균주가 ST-3를 지니고 있었고, No. 11289, 11360, 11362, 11364,

11389 등 5균주는 ST-5를 지니고 있었으며, 나머지 균주들은 각각 고유의 sequence

type을 지니고 있었다. Sequence type에 대한 phylogenetic 분석을 수행하여

sequence type 간의 유전적 상관성을 조사하여 Figure 4-64에 나타내었다.

Table 4-44. Sequence types(ST) and allelic profile of Leu. mesenteroides
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15 7 6 5 6 8 8 8
16 8 7 6 10 8 9 9
17 8 7 6 6 8 8 10
18 6 4 3 11 7 10 11
19 2 4 3 8 2 11 2
20 5 5 4 11 8 7 12
21 7 7 6 6 8 12 13
22 1 2 1 3 3 13 3
23 3 2 1 12 3 3 3
24 3 1 1 3 3 14 3
25 3 1 1 4 3 15 4
26 2 1 7 4 2 16 2
27 9 1 7 4 2 17 2

Figure 4-64. UPGMA dendrogram showing the genetic relationship

between 27 STs belonging to Leu. mesenteroides via

MLST typing.

Ÿ Target 유전자 내부의 재조합 정도를 측정하기 위하여 각 유전자에 대한 split

decomposition 분석을 실시하여 Figure 4-65에 나타내었다. 조사한 7개의 유전자 중

에서 pheS 유전자 만이 parallelogran 모양의 구조를 지니고 있었는데, 이는 pheS 유

전자 내부에서 재조합이 일어났음을 의미한다. Meslier et al.(2012)의 연구에 따르면

Leuconostoc spp.에서는 bacteriophage, genomic island, transposable element 등과

같은 mobile element들이 유전체 내에 발견되어 유전자 재조합이 빈번히 일어남을 보

고한 바 있다.
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Figure 4-65. Split-decomposition analysis of 7 individual alleles for

multilocus sequence typing(MLST) loci(pheS, pyrG,

rpoA, atpA, groEL, gyrB, and uvrC) of 35 Leu.

mesenteroides strains.
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Ÿ 한편, De Las et al.(2004)에 따르면 parallelogram 모양의 구조가 O. oeni의 ddl,

pgm, recP의 split 그래프에서 나타난바 있다. pheS 유전자 이외의 나머지 여섯 유전

자의 split tree decomposition은 tree 유사구조를 나타내었는데, 이는 유전자 내 재조

합이 일어나지 않음을 의미하는 것이다. 반면에, 7 유전자의 concatenated 염기서열은

전형적인 network 유사구조를 나타내었으며, 2개의 주요 그룹으로 나눌 수 있었다

(Figure 4-66).

Figure 4-66. Combined split decomposition analysis of alleles of 7

sequence type(ST) loci(pheS, pyrG, rpoA, atpA, groEL,

and gyrB) of 35 Leu. mesenteroides strains.

Ÿ 각 균주와 sequence type 간의 유전적 유사성을 비교하기 위하여, minimum

spanning tree(MST)(Dan et al., 2014)를 작성하여 Figure 4-67에 나타내었다. 각각

의 원은 특정 sequence type을 의미하며, 원의 크기는 같은 sequence type을 지니는

균주의 개수를 의미한다. 또한 원을 연결시키는 선의 길이는 균주들의 profile에 대한

유전적 유사성을 나타낸다.
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Gene Protein PCR primer
Amplicon

size(bp)

dnaK Chaperone hsp70
F-5’-TCGTCGTCGTTAACTTCGTG -3’

R-5’-CACATGGGTGAAGCTGGCTA-3’
1,637

Figure 4-67. Minimum-spanning tree analysis of the 35 Leu. mesenter-

oides strains. Each circle corresponds to a sequence

type(ST) and the circle size denotes the number of strains

sharing the same ST.

(2) L. brevis의 MLST

(가) MLST target gene 선정과 PCR을 이용한 분리

Ÿ L. brevis의 MLST 분석에 사용된 target gene은 core genome 분석

(https://server.gview.ca)과 Dan et al.(2014), Tanigawa et al.(2011)의 연구를 참고하

여 Table 4-45과 같이 dnaK(chaperone hsp70), gyrB(gyrase subunit B),

groEL(molecular chaperone groEL), pheS(phenylalanine tRNA synthetase),

recA(recombinase A), rpoA(RNA polymerase), rpoB(RNA polymerase beta

subunit) 유전자 등 총 7개 유전자를 선정하였으며, 이들 유전자의 synteny는 1차년

도에 분석을 이미 완료하여 선정한 유전자들이 target gene으로서 유용한 것임을 확

인한 바 있다. 유전자의 염기서열은 NCBI database에서 확보하였다.

Ÿ 각 유전자의 특정 부위를 증폭한 PCR 산물의 크기는 rpoB 유전자가 314 bp로 가장

작았고 dnaK가 1,637 bp로 가장 컸다.

Table 4-45. Target genes and PCR primers for MLST analysis of L. brevis
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gyrB Gyrase subunit B

F-5’-AAGGCGTCAAGATTACCCTAAC

-3’

R-5’-TTCATTTTTCATGATGTCGGGC

-3’

815

groEL
Molecular

chaperone groEL

F-5’-GGATTGAAAAGGCGACTGG-3’

R-5’-TCATCAGCGATGATTAAGAGT-

3’

400

pheS
Phenylalanine

tRNA synthetase

F-5’-CAAGGAAATTTTGATGCGGA-3’

R-5’-GTTACAACCCTTTCCACCAC-3’
340

recA Recombinase A
F-5’-CACTTGACGTTGCCT-3’

R-5’-CCGTGCCATCTTTAATCT-3’
570

rpoA RNA polymerase

F - 5 ’ -

AGCTGTTACCAGCATTCAAA-3’

R-5’-GCTCTTCGATGGTCATCTC-3’

626

rpoB
RNA polymerase

beta subunit

F-5’-GATACCGGTGAAATTATTGCC-

3’

R-5’-TCAATATCATCAGTGTTACCAA

-3’

314

Ÿ 따라서 이들 target 유전자를 cloning하기 위한 primer를 NCBI의 Primer-Blast

program을 이용하여 위치와 서열을 디자인하여 Table 4-45와 같이 설계하였으며, 이

를 위한 genomic DNA의 분리와 PCR 조건은 다음과 같았다.

Ÿ L. brevis 균주로부터 genomic DNA를 분리하기 위하여 lactobacilli MRS 액체배지

(Difco, MI, USA)에 단일 집락을 접종하여 37℃에서 16시간 정치 배양하였다. 배양액

3 mL을 13,200 rpm에서 1분 간 원심분리하여 균체를 수획하고, 상등액을 제거하였

다. 이후 AccuPrep◯R Genomic DNA Extraction kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용

하여 균주의 genomic DNA를 분리하였다.

Ÿ PCR은 AccuPrep◯R PreMix(Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 forward primer와

reverse primer를 각각 1 μL씩 첨가하고, 2 μL의 증류수를 첨가한 후 최종 부피가 20

μL가 되도록 하였고, My Cycler(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA)로 반

응시켰다. 기본적인 PCR 반응은 pre-denaturation을 95℃에서 2분 실시한 후,

denaturation step을 94℃에서 20초, annealing step은 각 유전자 별 특정 온도(dnaK,

60.5℃; groEL, 57.4℃; gyrB, 60.3℃; pheS, 57.3℃; recA, 49.8℃; rpoA, 56.8℃;

rpoB, 57.0℃)에서 30초, extension step은 72℃에서 30초로 하여 35 cycle을 실시한

후, post-extension을 72℃에서 7분 실시하였다.

Ÿ 분리된 균주의 genomic DNA와 PCR 산물을 확인하기 위하여 0.5 μg/mL ethidium

bromide 용액이 첨가된 agarose gel 전기영동을 수행하였는데, genomic DNA는

0.8%(w/v), PCR 산물은 1.2%(w/v)의 agarose gel을 이용하여 100 V의 정전압으로

수행하였다.
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Ÿ 전기영동 후 agarose gel은 UV-filter가 장착된 gel document system(BIO-RAD)을

이용하여 사진촬영을 진행하였다.

Ÿ PCR 산물의 정제는 Wizard SV Gel과 PCR Clean-Up system Kit(Promega, USA)

를 이용하여 정제하였다. Kit 내의 membrane binding solution을 PCR 산물과 동량으

로 첨가하여 binding column tube에 옮겨 원심분리(13,000 rpm, 1분)를 진행하였다.

원심분리 후, membrane을 빠져나온 용액을 제거하고, washing buffer 500 μL를 다시

분주하여 원심분리를 진행하여 membrane을 두 번 세척한 다음, 비어있는 column을

다시 한 번 원심분리(13,000 rpm, 5분)하여 washing buffer 내에 존재하는 에탄올을

제거하였다. Column을 새로운 tube에 옮겨 멸균 증류수로 PCR 산물을 용출하여 염

기서열 분석에 이용하였다.

Ÿ 정제된 PCR 산물은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA

analyzer로 염기서열을 분석하였다. 그 결과는 BLASTN 프로그램을 이용하여

GenBank의 ribosomal DNA 염기서열과 비교하였으며, 염기서열의 상동성은 Clustal

X와 Mega 5 program을 이용하여 비교분석하였다.

Ÿ PCR 산물의 염기서열 결정은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM

3700 DNA analyzer를 이용하여 수행하였다. 결정된 염기서열은 Bioedit Sequence

Alignment Editor ver. 7.2.5. program(Tom Hall Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 분석하였고, 염기서열의 alignment는 Clustal

X(http://www.clustal.org/clustal2)와 Mega 5 program(Center for Evolutionary

Functional Genomics, The Biodesign Institute, Tempe, AZ, USA)을 이용하여 수행

하였다.

(나) MLST sequence type 분석

Ÿ MLST 분석을 위한 target 유전자의 GC content와 polymorphism data는 DNA

sequence polymorphism 5.10(DnaSP) program을 이용하여 계산 및 작성하였으며,

nonsynonymous substitution과 synonymous substitution과의 비율은 SNAP

program(www.hiv.lanl.gov)(Korber B., 2000)을 이용하여 계산하였다.

Ÿ MLST 분석법은 target 유전자의 염기서열 분석을 통해 분석 대상의 균주들에 대한

single nucleotide polymorphism에 기반을 둔 분석법이므로 본 연구에 사용된 13주의

L. brevis가 지니고 있는 7가지 target 유전자의 single nucleotide polymorphism을

Bionumerics(Applied-Maths, Sint Maartens-Latem, Belgium) software program을

이용하여 분석함으로써 allelic profile을 작성하였으며, 이로부터 각 균주의 sequence

type(ST)을 결정하였다.
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Locus Polymorphic sites GC content (mol%) dN/dS

dnaK 10 44.5 2.490

groEL 0 42.9 0

gyrB 16 48.3 0.2253

pheS 9 46.7 0.8248

recA 17 50.2 1.3617

rpoA 10 45.7 0.7596

rpoB 3 42.2 0.1345

Ÿ 각각의 sequence type에 대한 진화적 상관관계는 Bionumerics program을 이용하여

조사하였으며, sequence type 간의 상관관계는 S.T.A.R.T. 2 ver. 0.9.0를 이용하여

UPGMA법에 의해 phylogenetic tree를 작성하여 분석하였다. 또한 split

decomposition 분석은 Splits tree software(version 4.14)(Huson and Bryant, 2006)를

이용하여 각 균주별 7개의 target 유전자에 대한 split tree를 작성하였으며,

Bionumerics software를 이용하여 분석하였다.

Ÿ 본 연구에서 선정한 13주의 L. brevis의 target 유전자에 대한 polymorphic site, GC

content, nonsynonymous substitution과 synonymous substitution과의 비율을 분석하

여 Table 4-46에 나타내었다. Polymorphic site는 groEL 유전자가 0개로 가장 적었

고, recA 유전자가 17개로 가장 많은 것으로 나타났다. 이 결과로 L. brevis의

polymorphic site의 변화는 Leu. mesenteroides와 비교해서 높지 않음을 알 수 있었

고 groEL 유전자는 SNP가 없는 것으로 나타났다.

Table 4-46. Allelic variation in seven target genes of L. brevis

Ÿ 각 target 유전자의 여러 allele을 구성하는 polymorphic nucleotide site의 염기서열을

Figure 4-68에 나타내었다.

Ÿ 7종류 target 유전자의 GC content는 rpoB 유전자가 42.2%로 가장 낮았고, recA 유

전자가 50.2%로 가장 높았다. 7개 target 유전자의 평균 GC content는 45.78%로

Leu. mesenteroides나 Leu. citreum보다 높은 것으로 나타났다.

Ÿ 조사한 7종류 유전자에 대한 dN/dS 값은 groEL 유전자는 0으로 가장 작았고, dnaK

유전자는 2.490으로 가장 컸다. 7개의 유전자 중 5개의 유전자(groEL, gyrB, pheS,

rpoA, rpoB)의 dN/dS 값은 1보다 낮은 것으로 나타나 선택 압력이 낮은 것으로 나

타났다.
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ST dnaK groEL gyrB p6heS recA rpoA rpoB
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 2 2 2 2 1 2
3 1 2 2 3 3 1 1
4 1 3 2 4 4 2 1
5 2 4 2 5 5 1 1
6 1 5 3 5 6 3 3
7 1 6 2 6 7 4 1
8 1 7 4 7 8 3 4
9 1 8 5 8 9 1 1
10 1 9 2 9 10 1 5
11 1 10 2 10 11 1 1
12 2 11 6 11 12 1 1
13 1 12 7 12 13 1 1

Figure 4-68. Polymorphic nucleotide sites(SNPs) in L. brevis MLST

target genes. Only the variable sites are shown with

respect to the putative consensus sequence.

Ÿ 조사한 13균주들의 sequence type을 결정한 결과, Table 4-47과 같이 13균주 모두 각

각의 sequence type을 지니고 있어 총 13개의 sequence type이 존재함을 알 수 있었

다. Sequence type에 대한 phylogenetic 분석을 수행하여 sequence type 간의 유전적

상관성을 조사하여 Figure 4-69에 나타내었다.

Table 4-47. Sequence types(ST) and allelic profile of L. brevis
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Figure 4-69. UPGMA dendrogram showing the genetic relationship

between 13 STs belonging to L. brevis via MLST

typing.

Ÿ Target 유전자 내부의 재조합 정도를 측정하기 위하여 각 유전자에 대한 split

decomposition 분석을 실시하여 Figure 4-70에 나타내었다. 조사한 7개의 유전자 중

에서 recA, rpoB, gyrB 유전자들이 parallelogran 모양의 구조를 지니고 있어 유전자

내부에서 재조합이 일어났음을 알 수 있었다. groEL, pheS, recA, rpoA 유전자들의

split tree decomposition은 tree 유사구조를 나타내어, 유전자내 재조합이 일어나지

않음을 확인하였다. 반면에, 7 유전자의 concatenated 염기서열은 전형적인 network

유사구조를 나타내었다(Figure 4-71).



- 428 -

Figure 4-70. Split-decomposition analysis of 7 individual alleles for

multilocus sequence typing(MLST) loci(dnaK, groEL,

gyrB, pheS, recA, rpoA, and rpoB) of 13 L. brevis

strains.
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Figure 4-71. Combined split decomposition analysis of alleles of 7

sequence type(ST) loci(dnaK, groEL, gyrB, pheS,

recA, rpoA, and rpoB) of 13 L. brevis strains.

Ÿ 각 균주와 sequence type 간의 유전적 유사성을 비교하기 위하여, minimum

spanning tree(MST)(Dan et al., 2014)를 작성하여 Figure 4-72에 나타내었다.

Figure 4-72. Minimum-spanning tree analysis of the 13 L. brevis strains.
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Gene Protein PCR primer
Amplicon
size(bp)

atpA
ATP synthase
subunit alpha

F-5’-GTTTTCGAGCCATTACAA-3’
R-5’-GTGATTGAGATAACGTTTG-3’

590

dnaA
Chromosomal

replication initiation
protein

F-5’-CCAATTACAAAAGAGGAACTA-3’
R-5’-TTATCTTGTTGGTTGCGTG-3’

1,261

dnaK Chaperone hsp70
F-5’-GAAGGTGGCGAACCAAAAA-3’
R-5’-AGCCAATGCTTCTGTCTTAG-3’

1,647

gyrB Gyrase subunit B
F-5’-ATAAAGTCTCTGGTGGATT-3’
R-5’-TGGTAGGATAGCTTGTGTTA-3’

1,022

pheS
Phenylalanine tRNA

synthetase
F-5’-CACAAACTTCACCTGT-3’
R-5’-ACGTCTACTTCAACTG-3’

286

pyrG CTP synthase
F-5’-ACCGTGGCTTAAAATTGGC-3’

R-5’-TCACTGCCAAGATCTGATTTCAT-3’
415

rpoA RNA polymerase
F-5’-CGTTGTTGAAGATGTCACAC-3’
R-5’-GCCAACACGCCGATAG-3’

291

(3) Leu. citreum의 MLST

(가) MLST target gene 선정과 PCR을 이용한 분리

Ÿ Leu. citreum의 MLST 분석에 사용된 target gene은 atpA(ATP synthase subunit

alpha), dnaA(chromosomal replication initiation protein), dnaK(chaperone hsp70),

gyrB(gyrase subunit B), pheS(phenylalanine tRNA synthetase), pyrG(CTP

synthase), rpoA(RNA polymerase) 유전자 등 총 7개 유전자를 선정하였다.

Ÿ 따라서 이들 target 유전자를 cloning하기 위한 primer를 NCBI의 Primer-Blast

program을 이용하여 위치와 서열을 디자인하여 Table 4-48과 같이 설계하였으며, 이

를 위한 genomic DNA의 분리와 PCR 조건은 다음과 같았다.

Table 4-48. Target genes and PCR primers for MLST analysis of Leu. citreum

Ÿ Leu. citreum 균주로부터 genomic DNA를 분리하기 위하여 lactobacilli MRS 액체배

지(Difco, MI, USA)에 단일 집락을 접종하여 37℃에서 16시간 정치 배양하였다. 배양

액 3 mL을 13,200 rpm에서 1분 간 원심분리하여 균체를 수획하고, 상등액을 제거하

였다. 이후 AccuPrep◯R Genomic DNA Extraction kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이

용하여 균주의 genomic DNA를 분리하였다.

Ÿ PCR은 AccuPrep◯R PreMix(Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 forward primer와

revedrse primer를 각각 1 μL씩 첨가하고, 2 μL의 증류수를 첨가한 후 최종 부피가

20 μL가 되도록 하였고, My Cycler(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA)로

반응시켰다.
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Ÿ 기본적인 PCR 반응은 pre-denaturation을 95℃에서 2분 실시한후, denaturation step

을 94℃에서 20초, annealing step은 각 유전자 별 특정 온도(atpA, 51.1℃; dnaA,

54.2℃; dnaK, 56.8℃; gyrB, 54.6℃; pheS, 46.6℃; pyrG, 58.0℃; rpoA, 56.0℃)에서

30초, extension step은 72℃에서 30초로 하여 35 cycle을 실시한 후, post-extension

을 72℃에서 7분 실시하였다.

Ÿ 분리된 균주의 genomic DNA와 PCR 산물을 확인하기 위하여 0.5 μg/mL ethidium

bromide 용액이 첨가된 agarose gel 전기영동을 수행하였는데, genomic DNA는

0.8%(w/v), PCR 산물은 1.2%(w/v)의 agarose gel을 이용하여 100 V의 정전압으로

수행하였다. 전기영동 후 agarose gel은 UV-filter가 장착된 gel document

system(BIO-RAD)을 이용하여 사진촬영을 진행하였다.

Ÿ PCR 산물의 정제는 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system Kit(Promega,

USA)를 이용하여 정제하였다. Kit 내의 membrane binding solution을 PCR 산물과

동량으로 첨가하여 binding column tube에 옮겨 원심분리(13,000 rpm, 1분)를 진행하

였다. 원심분리 후, membrane을 빠져나온 용액을 제거하고, washing buffer 500 μL

를 다시 분주하여 원심분리를 진행하여 membrane을 두 번 세척한 다음, 비어있는

column을 다시 한 번 원심분리(13,000 rpm, 5분)하여 washing buffer 내에 존재하는

에탄올을 제거하였다. Column을 새로운 tube에 옮겨 멸균 증류수로 PCR 산물을 용

출하여 염기서열 분석에 이용하였다.

Ÿ 정제된 PCR 산물은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA

analyzer로 염기서열을 분석하였다. 그 결과는 BLAST 프로그램을 이용하여

GenBank의 ribosomal DNA 염기서열과 비교하였으며, 염기서열의 상동성은 Clustal

X와 Mega 5 program을 이용하여 비교분석하였다.

Ÿ PCR 산물의 염기서열 결정은 Macrogen사(Seoul, Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM

3700 DNA analyzer를 이용하여 수행하였다. 결정된 염기서열은 Bioedit Sequence

Alignment Editor ver. 7.2.5 .program(Tom Hall Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 분석하였고, 염기서열의 alignment는 Clustal

X(http://www.clustal.org/clustal2)와 Mega 5 program(Center for Evolutionary

Functional Genomics, The Biodesign Institute, Tempe, AZ, USA)을 이용하여 수행

하였다.

(나) MLST sequence type 분석

Ÿ MLST 분석을 위한 target 유전자의 GC content와 polymorphism data는 DNA

sequence polymorphism 5.10(DnaSP) program을 이용하여 계산 및 작성하였으며,

nonsynonymous substitution과 synonymous substitution과의 비율은 SNAP

program(www.hiv.lanl.gov)(Korber, 2000)을 이용하여 계산하였다.
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Locus Polymorphic sites GC% content dN/dS

atpA 7 41.2 0
dnaA 12 38.6 1.0000
dnaK 26 41.9 1.5000
gyrB 173 41.6 0.7900
pheS 5 42.3 0.3874
pyrG 194 39.4 0.6202
rpoA 2 43.5 0.2460

Ÿ MLST 분석법은 target 유전자의 염기서열 분석을 통해 분석 대상의 균주들에 대한

single nucleotide polymorphism에 기반을 둔 분석법이므로 본 연구에 사용된 37주의

Leu. citreum이 지니고 있는 7가지 target 유전자의 single nucleotide polymorphism

을 Bionumerics(Applied-Maths, Sint Maartens-Latem, Belgium) software program

을 이용하여 분석함으로써 allelic profile을 작성하였으며, 이로부터 각 균주의

sequence type(ST)을 결정하였다.

Ÿ 각각의 sequence type에 대한 진화적 상관관계는 Bionumerics program을 이용하여

조사하였으며, sequence type 간의 상관관계는 S.T.A.R.T. 2 ver. 0.9.0를 이용하여

UPGMA법에 의해 phylogenetic tree를 작성하여 분석하였다. 또한 split

decomposition 분석은 Splits tree software(version 4.14)(Huson and Bryant, 2006)를

이용하여 각 균주별 7개의 target 유전자에 대한 split tree를 작성하였으며,

Bionumerics software를 이용하여 분석하였다.

Ÿ 본 연구에서 선정한 14주의 Leu. citreum이 지니고 있는 7개의 target 유전자에 대한

polymorphic site, GC content, nonsynonymous substitution과 synonymous

substitution과의 비율을 분석하여 Table 4-49에 나타내었다.

Ÿ Polymorphic site는 rpoA 유전자가 2개로 가장 적었고, pyrG 유전자가 194개로 가장

많은 것으로 나타났으며, gyrB 유전자가 173개로 두 번째로 많은 것으로 나타났다.

이 결과는 Leu. citreum 중에서 일부 균주들은 상당한 대립유전자들의 변이가 있음

을 나타내는 것으로, pheS 유전자와 gyrB 유전자의 polymorphic site가 많은 이유는

No. 11001 균주가 지니는 pheS 유전자와 gyrB 유전자가 다수의 polymorphic site를

지니고 있기 때문이다.

Table 4-49. Allelic variation in seven target genes of Leu. citreum

Ÿ 각 target 유전자의 여러 allele을 구성하는 polymorphic nucleotide site의 염기서열을

Figure 4-73에 나타내었다.

Ÿ 7종류 target 유전자의 GC content는 dnaA 유전자가 38.6%로 가장 낮았고, rpoA 유

전자가 43.5%로 가장 높았다. Leu. citreum의 전체 유전체의 GC content는 41.21%로

보고되어 있다.
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ST atpA dnaA dnaK gyrB pheS pyrG rpoA

1 1 1 1 1 1 1 1

2 2 2 2 2 2 2 1

3 1 3 3 3 3 3 1

4 1 4 3 2 4 4 1

Ÿ 조사한 7종류 유전자에 대한 dN/dS 값은 rpoA 유전자는 0.2460으로 가장 작았고,

dnaK는 1.5000으로 가장 컸다. 7개의 유전자 중 5개의 유전자(atpA, gyrB, pheS,

pyrG, rpoA)의 dN/dS 값은 1보다 작았고, 2개의 유전자(dnaA, dnaK)의 dN/dS 값은

1과 같거나 큰 것으로 선택 압력이 높은 것으로 나타났다.

Figure 4-73. Polymorphic nucleotide sites(SNPs) in Leu. citreum

MLST target genes. Only the variable sites are

shown with respect to the putative consensus

sequence.

Ÿ 조사한 14균주들의 sequence type을 결정한 결과, Table 4-50과 같이 각각의 균주들

이 고유한 sequence type을 지니고 있어 총 14개의 sequence type이 존재함을 알 수

있었다.

Table 4-50. Sequence types(ST) and allelic profile of Leu. citreum
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5 3 5 4 2 5 5 1

6 1 6 5 4 6 6 1

7 4 7 6 2 7 7 1

8 5 8 7 3 8 8 1

9 1 9 8 3 9 9 1

10 2 10 9 2 2 2 2

11 2 11 2 5 4 4 1

12 1 12 10 2 10 10 3

13 1 13 11 3 5 5 1

14 6 14 3 3 2 2 1

Ÿ Sequence type에 대한 phylogenetic 분석을 수행하여 sequence type 간의 유전적 상

관성을 조사하여 Figure 4-74에 나타내었다.

Figure 4-74. UPGMA dendrogram showing the genetic relationship

between 14 STs belonging to Leu. citreum via MLST

typing.

Ÿ Target 유전자 내부의 재조합 정도를 측정하기 위하여 각 유전자에 대한 split

decomposition 분석을 실시하여 Figure 4-75에 나타내었다. 조사한 7개의 유전자 중

에서 dnaK 유전자 만이 parallelogran 모양의 구조를 지니고 있어 유전자 내부에서

재조합이 일어났음을 알 수 있었다. dnaK 유전자 이외의 나머지 여섯 유전자의 split

tree decomposition은 tree 유사구조를 나타내어 유전자내 재조합이 일어나지 않음이

확인되었다. 반면에, 7 유전자의 concatenated 염기서열은 전형적인 network 유사구

조를 나타내었으며, 2개의 주요 그룹으로 나눌 수 있었다(Figure 4-76).



- 435 -

Figure 4-75. Split-decomposition analysis of 7 individual alleles for

Multilocus sequence typing(MLST) loci(atpA, dnaK, dn

aA, pheS, pyrG, rpoA, and gyrB) of 14 Leu. citreum s

trains.

Figure 4-76. Combined split decomposition analysis of alleles of 7 s

equence type(ST) loci(atpA, dnaK, dnaA, pheS, pyrG,

rpoA, and gyrB) of 14 Leu. citreum strains.
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Ÿ 각 균주와 sequence type 간의 유전적 유사성을 비교하기 위하여, minimum

spanning tree(MST)(Dan et al., 2014)를 작성하여 Figure 4-77에 나타내었다.

Figure 4-77. Minimum-spanning tree analysis of the 14 Leu. citreum strains.

다. Repetitive sequence-based PCR(rep-PCR) 분석

Ÿ 원핵세포 유전체 내에는 단백질을 발현하지 못하는 non-coding 지역에 대부분 500

bp 이하의 비교적 짧은 단편이 반복적으로 존재하고 있는데 이는 종의 특성에 따라

strain 간에도 반복되는 단편의 횟수에 차이를 보이고 있다.

Ÿ rep-PCR 분석방법은 이러한 세균의 염색체에 존재하는 interspersed repetitive DNA

sequence 구간을 PCR을 통해 증폭함으로써 strain 수준까지 구별할 수 있는

fingerprinting pattern을 얻을 수 있는 검사법이며, 높은 재현성을 보인다고 알려져

있다(Koeuth et al., 1995; Louws et al., 1994).

Ÿ 특히, 나타나는 유전자 지문이 균주에 따라 서로 다른 barcode 형태를 보임으로써 세

균 종, 아종 및 균주 수준까지도 구별이 가능하여 세균의 신속한 분류 및 동정 이외

에도 역학적인 연구에도 널리 사용되고 있다(Lupski and Weinstock, 1992;

Versalovic et al., 1994; Woods et al., 1993).

Ÿ 현재 널리 사용되고 있는 반복 염기서열에 기초한 유전자 지문법(rep-PCR genomic

fingerprinting)은 반복 염기서열의 종류에 따라 Gram 음성 장내 세균에 존재하는 35

∼40 bp의 REP(repetitive extragenic palindrome), 124∼127 bp의

ERIC(enterobacterial repetitive intergenic consensus) 및 Streptococcus pneumoniae

에서 처음 발견되어 Gram 양성 세균의 분류에 이용되고 있는 154 bp의 BOX motif

등의 3종류로 구성되어 있다(Hulton et al., 1991; Martin et al., 1992; Versalovic et

al., 1991).
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Ÿ Repetitive extragenic palindromic PCR(REP-PCR)은 bacteria의 extragenic sequence

중 계속 반복되는 palindromic sequence에 대한 complement sequence를 primer로 하

여 PCR을 수행한 후 다양한 크기의 product pattern을 비교하는 기술로, bacteria와

같이 비교적 DNA의 변형이 많은 종의 경우에는 종뿐만 아니라 strain이 다를 경우에

도 대부분 extragenic palindromic sequence의 위치가 다르므로 미생물의 분류 동정

과 유연관계 분석에 사용 가능하다.

Ÿ REP sequence들은 5 bp의 유동적인 loop 구조를 포함한 38 bp palindromic unit들로

이루어져 있다(Higgins et al., 1982).

Ÿ 특히 lactobacilli와 bifidobacteria 등과 같은 probiotics 균주들에서도 (GTG)5,

REP1R-I, REP2R-I 등과 같은 marker를 이용하여 typing할 수 있는 것으로 보고되

고 있다(Gevers et al., 2001; Krizova et al., 2008; Tafvizi and Ebrahimi, 2015).

Ÿ ERIC sequence들은 126 bp element들로서 중앙에 보존된 palindromic 구조를 가지고

있는데(Hulton et al., 1991), Gram 음성 장내세균들뿐만 아니라 많은 계통분류체계상

서로 연관이 없는 다양한 문(phyla)들에 속하는 세균들에서도 보존되어 발견되고 있

다(De Bruijn, 1992).

Ÿ ERIC sequence의 몇몇 특성은 REP sequence와 유사한데, 두 종류 sequence 모두 염

색체 상에서 non-coding 부위에 위치하고, 염색체상의 위치는 종(species)마다 각기

다르며, 두 종류 모두 전사 방향과 비교하여 방향성(orientation)에 있어서 같은 방향

혹은 반대방향에 관계없이 염색체 상에 위치할 수 있다.

Ÿ ERIC sequence와 REP sequence 모두 보존된 inverted repeat구조(잠정적 stem-loop

구조)를 포함하고 있다.

Ÿ 그러나 ERIC sequence와 REP sequence들 사이에 몇 개의 서로 다른 점들도 존재하

는데, REP sequence들(33 bp)은 ERIC sequence들(126 bp)에 비해서 매우 짧고, 동

일한 염색체 위치상에서 다양한 REP sequence들이 종종 발견되지만, ERIC sequence

들은 한 가지 종류 만이 존재하는 것으로 확인되며, E. coli 내에서 염색체 당 추산되

는 REP sequence들의 숫자는 ERIC sequence들의 숫자보다 10배정도 더 많은 것으

로 알려져 있다.

Ÿ BOX element들은 자연계의 기본 구성단위이고, 차별적으로 보존된 subsequence들로

구성되어 있으며, Gram양성균인 S. pneumoniae으로부터 분리된 최초의 산재된 반복

성 element이다(Martin et al., 1992).

Ÿ BOX element에는 boxA(59 bp), boxB(45 bp) 그리고 boxC(50 bp)라고 불리는 세 개

의 다른 subunit들이 발견되는데(Martin et al., 1992), 단지 boxA와 유사한 subunit

sequence들 만이 다양한 여러 세균들 사이에서 높은 정도로 보존된 것으로 밝혀졌다.

Ÿ BoxB와 boxC subunit들과 유사한 sequence들은 오직 S. pneumoniae에서 만 발견되

었고, boxA subunit은 S. pneumoniae에서는 많은 copy수로 분산되어 존재하지만, S.

pyogenes와 S. agalactiae와 같은 다른 streptococci 미생물들에는 존재하지 않는 것

으로 알려져 있다.
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PCR Primer Sequence

REP-PCR
REPIR-I 5’- NNNNCGNCGNCATCNGGC-3’
REP2-1 5’-NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’

ERIC-PCR
ERICF 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3’

ERIC-1R 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’
(GTG)5-PCR (GTG)5 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’

Temperature(℃) Time(sec) Cycle number

95 420 1
95

41

65

60

60

180

35

65 960 1

Temperature (℃) Time(min) Cycle number

94 180 1
94

52

68

30

90

480

35

68 480 1

Ÿ 그러나 E. coli나 Salmonella Typhimurium과 같은 전혀 계통분류학적으로 무관한

Gram음성균은 그들의 각각의 genome에 여러 copy수의 boxA와 같은 sub-sequence

들을 가지고 있는 것으로 확인되었다.

Ÿ BOX DNA element들은 세균 strain의 동정을 위하여 PCR-based DNA

fingerprinting에 거의 사용되지 않는데, 그 이유는 이러한 BOX DNA element가

Gram양성균인 S. pneumoniae의 게놈 상에서 만 발견됐다는 한계 때문이다(Martin

et al., 1992).

Ÿ 본 연구에서 사용된 유산균주의 분석을 위한 genomic DNA는 상기 MLST 분석법에

서 사용한 genomic DNA 분리방법을 이용하여 분리하여 사용하였다. Rep-PCR에 사

용된 primer는 REP1R-I, REP2-I, ERIC1R, ERIC2, (GTG)5를 이용하여 분석하였고,

PCR은 AccuPrep◯R PreMix(Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 forward primer와

reverse primer를 각각 1 μL씩 첨가하고, 2 μL의 증류수를 첨가한 후 최종 부피가 20

μL가 되도록 하였고, My Cycler(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA)로 반

응시켰다. Primer의 염기서열은 Table 4-51에 나타내었고 REP-PCR, ERIC-PCR,

(GTG)5-PCR의 반응조건은 Table 4-52∼4-54과 같았다.

Table 4-51. Primers used for 3 types of rep-PCR

Table 4-52. PCR condition for REP-PCR

Table 4-53. PCR condition for ERIC-PCR

Table 4-54. PCR condition for (GTG)5-PCR
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Temperature(℃) Time(min) Cycle number

94 420 1
95

36

72

120

120

120

4

95

50

72

60

60

60

30

72 300 1

Ÿ PCR 산물을 확인하기 위하여 0.5 μg/mL ethidium bromide 용액이 첨가된 agarose

gel 전기영동을 수행하였는데, 1.5%(w/v)의 agarose gel(Seakem, Lonza, USA)을 이

용하여 1×TAE 완충용액에서 70 V의 정전압으로 4℃에서 6시간동안 수행하였다. 전

기영동 후 agarose gel은 UV-filter가 장착된 gel document system(BIO-RAD Gel

Doc XR+)을 이용하여 사진촬영을 진행하였다. Agarose gel상의 PCR band는

NYSYS software package를 이용하여 unweighted pair group method with

arithmetic mean(UPGMA) clustering 방법으로 dendrogram을 작성하여 분석하였다.

(1) Leu. mesenteroides의 rep-PCR

(가) REP-PCR

Ÿ 37주의 Leu. mesenteroides의 REP-PCR 수행 결과 생성된 band들은 Figure 4-78과

같이 100∼3,000 bp의 크기를 지니고 있었는데, 균주에 따라 최대 26개의 서로 다른

크기를 지니는 band가 생성되었다. 300 bp 크기의 band는 No. 11260, 11392, 11416을

제외한 모든 균주에서 생성되었고, 1,300 bp 크기의 band는 No. 11259 균주를 제외한

모든 균주에서 발견되었다. 37주의 Leu. mesenteroides의 REP-PCR 분석에서 총

296개의 band가 생성되었으며, 배추김치에서 분리된 No. 11289 균주가 13개 band가

생성되어 가장 많은 band가 생성되었고, 무에서 분리된 No. 11426 균주에서는 3개의

band 만이 생성되었다. No. 1435, 11436, 11437, 11438, 11440, 11441 균주들은 유사한

REP-PCR band pattern을 나타내었다.
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Figure 4-78. REP-PCR profile of 37 isolates Leu. mesenteroides isolates

studies based on REP primer on 1.5% agarose gel. M, 100 bp

marker; 1, 11083; 2, 11204; 3, 11253; 4, 11259; 5, 11260; 6,

11392; 7, 11416; 8, 11426; 9, 11427; 10, 11460; 11, 11078; 12,

11251; 13, 11289; 14, 11323; 15, 11357; 16, 11358; 17, 11359; 18,

11360; 19, 11361; 20, 11362; 21, 11363; 22, 11364; 23, 11386; 24,

11396; 25, 11434; 26, 11435; 27, 11436; 28, 11437; 29, 11438; 30,

11439; 31, 11440; 32, 11441; 33, 11443; 34, 11461; 35, 11463; 36,

11464; 37, 11465; M, 100 bp marker; M, 1 kb marker.

Ÿ REP-PCR 결과 생성된 각 균주들의 band들을 UPGMA법으로 dendrogram을 작성한

결과 Figure 4-79에 나타낸 바와 같이 4개의 group으로 분류할 수 있었다. Group I

에는 26균주(11083, 11253, 11078, 11204, 11251, 11323, 11357, 11358, 11359, 11360,

11361, 11362, 11386, 11364, 11396, 11392, 11427, 11416, 11460, 11289, 11439, 11443,

11461, 11463, 11464, 11465)가 속해 있었는데, 이들은 조개젓, 생선젓갈, 김치, 무, 배

추김치, 열무, 열무김치, 낙지젓갈 등 8종류의 분리원으로부터 분리된 균주들이다.

Group II와 IV에는 각각 된장에서 분리된 No. 11260 균주와 No. 11259 균주 만이 속

해 있었고, Group III에는 무에서 분리된 No. 11426 균주와 김치에서 분리된 No.

11363, 11434, 11435, 11436, 11437, 11438, 11440, 11441 균주들이 속해 있었다.
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Figure 4-79. UPGMA dendrogram of 37 Leu. mesenteroides isolates

based on REP marker by NTSYS software. 11083,

salted clam; 11204, radish; 11253, salted fish; 11259,

soyabean paste; 11260, onion; 11392, salted small

octopus; 11416, young radish; 11426, young radish;

11427, young radish; 11460, salted clam; 11078, kimchi;

11251, chinese cabbage kimchi; 11289, chinese cabbage

kimchi; 11323, young radish; 11357, kimchi; 11358,

kimchi; 11359, kimchi; 11360, kimchi; 11361, kimchi;

11362, kimchi; 11363, kimchi; 11364, kimchi; 11386,

kimchi; 11396, radish kimchi; 11434, kimchi; 11435,

kimchi; 11436, kimchi; 11437, kimchi; 11438, kimchi;

11439, kimchi; 11440, kimchi; 11441, kimchi; 11443,

chinese cabbage kimchi; 11461, chinese cabbage

kimchi; 11463, radish kimchi; 11464, kimchi; 11465,

kimchi.

(나) ERIC-PCR

Ÿ 37주의 Leu. mesenteroides의 REP-PCR 결과 200 bp부터 2,500 bp까지 다양한 크기

를 지니는 총 22종류의 band가 생성되었으며, 37균주에서 생성된 band는 총 154개로

확인되었다(Figure 4-80). 양파에서 분리한 No. 11260 균주에서는 12개의 band가 생

성되어 가장 많은 band를 생성하였으며, 김치에서 분리한 No. 11439 균주에서는 단 1

개의 band가 생성되었다. 한편, 김치에서 분리한 No. 11357, 11359, 11360, 11361 1136

2 균주는 유사한 band profile을 지니고 있었다.
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Figure 4-80. REP-PCR profile of 37 isolates Leu. mesenteroides isolates

studies based on ERIC primer on 1.5% agarose gel. M, 100

bp maker; 1, 11083; 2, 11204; 3, 11253; 4, 11259; 5, 11260;

6, 11392; 7, 11416; 8, 11426; 9, 11427; 10, 11460; 11, 11078;

12, 11251; 13, 11289; 14, 11323; 15, 11357; 16, 11358; 17,

11359; 18, 11360; 19, 11361; 20, 11362; 21, 11363; 22, 11364;

23, 11386; 24, 11396; 25, 11434; 26, 11435; 27, 11436; 28,

11437; 29, 11438; 30, 11439; 31, 11440; 32, 11441; 33, 11443;

34, 11461; 35, 11463; 36, 11464; 37, 11465; M, 100 bp

marker; M, 1 kb marker.

Ÿ NTSYS PC와 Jacquard 방법에 의해 dendrogram을 작성한 결과 4개의 group으로 분

류할 수 있었다(Figure 4-81). Group I에는 No. 11083, 11078, 11204, 11427, 11323,

11460, 11251, 11289, 11392, 11416, 11253, 11357, 11359, 11360, 11361, 11362, 11358,

11461,11465, 11464, 11396, 11364, 11386, 11443, 11463, 11439 등 10종류의 분리원(조

개젓, 열무, 김치, 배추김치, 생선젓갈, 낙지젓갈, 무김치, 무)에서 분리된 26균주가 포

함되어 있었다. 이 결과는 REP-PCR 결과와 유사하였다. Group II에는 열무에서 분

리한 No. 11426 균주와 김치에서 분리한 No. 11438, 11440, 11435, 11436, 11437,

11441, 11363이 포함되어 있었다. Group Ⅲ과 Ⅳ에는 각각 양파에서 분리한 No.

11260과 된장에서 분리한 No. 11259 만이 속해 있었다.
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Figure 4-81. UPGMA dendrogram of 37 Leu. mesenteroides isolates

based on ERIC marker by NTSYS software. 11083, salted

clam; 11204, radish; 11253, salted fish; 11259, soyabean

paste; 11260, onion; 11392, salted small octopus; 11416,

young radish; 11426, young radish; 11427, young radish;

11460, salted clam; 11078, kimchi; 11251, chinese cabbage

kimchi; 11289, chinese cabbage kimchi; 11323, young

radish; 11357, kimchi; 11358, kimchi; 11359, kimchi; 11360,

kimchi; 11361, kimchi; 11362, kimchi; 11363, kimchi; 11364,

kimchi; 11386, kimchi; 11396, radish kimchi; 11434, kimchi;

11435, kimchi; 11436, kimchi; 11437, kimchi; 11438, kimchi;

11439, kimchi; 11440, kimchi; 11441, kimchi; 11443, chinese

cabbage kimchi; 11461, chinese cabbage kimchi; 11463,

radish kimchi; 11464, kimchi; 11465, kimchi.

(다) (GTG)5-PCR

Ÿ 37주의 Leu. mesenteroides 균주의 (GTG)5-PCR 수행결과 200∼1,650 bp 크기를 지

닌 24종류의 band가 생성되었다(Figure 4-82). 37균주에서 총 268 band가 생성되었는

데, 각각 된장, 양파, 낙지젓갈에서 분리된 No. 11259, 11260, 11392 균주에서는 10개

의 band가 형성되어 가장 많은 band를 형성하였으며, 김치에서 분리한 No. 11426은

2개의 band 만이 형성되었다. 분석한 37균주 중에서 No. 11259, 11438, 11439 균주에

서 만 200 bp 크기의 band가 생성되었고, 된장에서 분리한 No. 11259와 김치에서

분리한 No. 11363, 11464, 11465 균주를 제외한 모든 균주에서 400 bp 크기의 band가

관찰되었다. No. 11259 균주에서는 1,650 bp와 1,500 bp 크기의 band가 생성되었고,

No. 11260과 11392에서는 각각 1,600 bp와 1,500 bp가 관찰되었다. 열무 유래의 No.

11426, 11427, 11323, 조개젓 유래의 11460, 배추김치 유래의 11251, 11289, 김치 유래

의 11357, 11358, 11359, 11360, 11361, 무김치 유래의 11363은 유사한 band pattern을

나타내었다.
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Figure 4-82. REP-PCR profile of 37 isolates Leu. mesenteroides isolates

studies based on (GTG)5 primer on 1.5% agarose gel. M,

100 bp maker; 1, 11083; 2, 11204; 3, 11253; 4, 11259; 5,

11260; 6, 11392; 7, 11416; 8, 11426; 9, 11427; 10, 11460; 11,

11078; 12, 11251; 13, 11289; 14, 11323; 15, 11357; 16, 11358;

17, 11359; 18, 11360; 19, 11361; 20, 11362; 21, 11363; 22,

11364; 23, 11386; 24, 11396; 25, 11434; 26, 11435; 27, 11436;

28, 11437; 29, 11438; 30, 11439; 31, 11440; 32, 11441; 33,

11443; 34, 11461; 35, 11463; 36, 11464; 37, 11465; M, 100 bp

marker.

Ÿ Dendrogram 분석 결과, Leu. mesenteroides 37균주는 5개의 group으로 분류할 수

있었는데, 가장 큰 group인 group I에는 열무, 무김치, 배추김치, 조개젓, 김치, 낙지젓

갈, 무, 조개젓갈 등 8종류의 분리원에서 유래한 No. 11083, 11426, 11427, 11460,

11463, 11251, 11289, 11323, 11357, 11358, 11359, 11360, 11361, 11204, 11253, 11078,

11364, 11396, 11386, 11443, 11461, 11464, 11465, 11392, 11416 등 25균주가 속해 있었

다(Figure 4-83). Group II에는 11362, 11435, 11437, 11436이 속해있었고, group Ⅲ에

는 11434, 11440, 11441, 11438, 11439이 속해 있었는데, 모두 김치에서 유래된 균주들

이었다. Group Ⅳ에는 된장에서 분리한 11259 균주와 김치에서 분리한 11363 균주가

포함되어 있었고, group Ⅴ에는 양파에서 분리한 11260 균주 만이 속해 있었다. 이

결과로부터 된장에서 분리한 11259와 양파에서 분리한 11260은 REP-, ERIC-,

(GTG)5-PCR 등 3가지 rep-PCR profile에서 서로 다른 group에 속해 있었다. 그러나

대부분의 균주들은 분리원이 동일할 경우, 3가지 rep-PCR profile에서 같은 group에

속해있음을 알 수 있었다.
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Figure 4-83. UPGMA dendrogram of 37 Leu. mesenteroides isolates

based on (GTG)5 marker by NTSYS software. 11083,

salted clam; 11204, radish; 11253, salted fish; 11259,

soyabean paste; 11260, onion; 11392, salted small octopus;

11416, young radish; 11426, young radish; 11427, young

radish; 11460, salted clam; 11078, kimchi; 11251, chinese

cabbage kimchi; 11289, chinese cabbage kimchi; 11323,

young radish; 11357, kimchi; 11358, kimchi; 11359, kimchi;

11360, kimchi; 11361, kimchi; 11362, kimchi; 11363, kimchi;

11364, kimchi; 11386, kimchi; 11396, radish kimchi; 11434,

kimchi; 11435, kimchi; 11436, kimchi; 11437, kimchi; 11438,

kimchi; 11439, kimchi; 11440, kimchi; 11441, kimchi; 11443,

chinese cabbage kimchi; 11461, chinese cabbage kimchi;

11463, radish kimchi; 11464, kimchi; 11465, kimchi.
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(2) L. brevis의 rep-PCR

(가) REP-PCR

Ÿ 13주의 L. brevis의 REP-PCR 수행결과, 150∼5,000 bp 크기를 지니는 24종류의

band를 확인하였다(Figure 4-84). 13균주에서 총 194 band가 생성되었고, 순무김치에

서 분리한 KU15006은 17개의 band가 생성되어 가장 많았으며, 김치와 갓김치에서

각각 분리된 B151과 No. 200080은 13개의 band가 형성되어 가장 적은 band 수를 나

타내었다. 1,300 bp 크기의 band는 B7 균주에서, 1,600과 2,000 bp 크기의 band는

B151 균주에서, 2,100 bp 크기의 band는 B13 균주에서, 2,200 bp 크기의 band는 G1

균주에서 만 존재하지 않는 것으로 확인되었다. 1,000 bp 크기의 band와 1,100 bp 크

기의 band는 김치에서 분리된 B151 균주를 제외한 모든 균주에서 존재하지 않았으

며, 3,000 bp 크기의 band는 순무김치에서 분리된 KU15006균주에서 만 생성되었다.

Figure 4-84. REP-PCR profiling of L. brevis. M, 1 kb marker; M, 100 bp

marker; 1, 200019; 2, B151; 3, B13; 4, B7; 5, 200054; 6, 13-2;

7, 200080; 8, B15; 9, G1; 10, KU15006; 11, 11348; 12, 11350;

13, 11351; M, 100 bp marker; M, 1 kb marker.

Ÿ 13주의 L. brevis 균주에 대한 REP-PCR profile에 대한 dendrogram을 작성한 결과,

Figure 4-85와 같이 가장 큰 group인 group I은 김치에서 분리한 6균주(B13, B13-2,

B15, 11350, 11351, 11348)와 조개젓, 장아찌, 갓김치, 순무김치에서 각각 분리한

200019, 200054, 200080, KU15006 균주가 속해 있었다. Group II, Ⅲ, Ⅳ는 김치에서

분리한 B7, G1, B151 균주가 각각 속해 있었다.
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Figure 4-85. REP-PCR profiling of 13 strains of L. brevis. 200019,

salted clam; 200080, mustard kimchi; B13, kimchi; B13-2,

kimchi; B15, kimchi; 200054, pickled vegetable; 11350,

kimchi, 11351, kimchi, 11348, kimchi; KU15006, turnip

kimchi; B7, kimchi; G1, kimchi; B151, kimchi.

(나) ERIC-PCR

Ÿ 13주의 L. brevis의 ERIC-PCR 수행결과, 200 bp부터 7,500 bp의 크기를 지니는 36종

류의 band가 확인되었고, 13균주에서 총 130 band가 생성되었는데, 순무김치에서 분

리된 KU15006 균주는 14개의 band가 생성되어 가장 많았고, 조개젓에서 분리된 No.

200019 균주에서는 2개의 band 만이 관찰되었다. 530 bp의 크기를 지니는 band는 김

치에서 분리된 B151 균주를 제외한 모든 균주에서 관찰되었고, 1,100 bp를 지니는

band는 조개젓과 김치에서 각각 분리된 No. 200019 균주와 B151 균주를 제외한 모든

균주에서 관찰되었다. 2,700 bp 크기의 band와 3,100 bp 크기의 band는 No. 11350 균

주와 No. 200054 균주에서 만 각각 관찰되었다(Figure 4-86).
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Figure 4-86. ERIC-PCR profiling of L. brevis. M, 1 kb marker; M, 100

bp marker; 1, 200019; 2, B151; 3, B13; 4, B7; 5, 200054;

6, B13-2; 7, 200080; 8, B15; 9, G1; 10, KU15006; 11,

11348; 12, 11350; 13, 11351; M, 100 bp marker; M, 1 kb

marker.

Ÿ ERIC-PCR profile을 UPGMA법을 사용하여 dendrogram을 작성한 결과, Figure 4-87

에서와 같이 group I은 No. 200019, 11348, 11350, 11351, B13, B7,200054, B13-2, G1,

B15, 200080, KU15006 균주 등 총 12균주가 속해 있었는데, No. 200019, 200054,

200080, KU15006 균주는 각각 조개젓, 장아찌, 갓김치, 순무김치에서 분리되었고, 나

머지 균주들은 김치에서 분리되었다. Group II에는 김치에서 분리한 B151 균주 만이

속해 있었다.

Figure 4-87. ERIC-PCR profiling of 13 strains of L. brevis. 200019,

salted clam; 11348, kimchi; 11350, kimchi; 11351, kimchi;

B13, kimchi; B7, kimchi; 200054, pickled vegetable;

B13-2, kimchi; G1, kimchi; B15, kimchi; 200080, mustard

kimchi; KU15006, turnip kimchi; B151, kimchi.
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(다) (GTG)5-PCR

Ÿ 13종류의 L. brevis 균주의 (GTG)5-PCR 결과, 250∼2,000 bp 크기를 지니는 band들

이 19개 형성되었다(Figure 4-88). 13균주에서 총 105개의 band가 생성되었으며, 김

치에서 분리한 B7, 11350, 11351과 장아찌에서 분리한 No. 200054 균주는 band의 숫

자가 9개로 가장 많았으며, 조개젓에서 분리한 No. 200019 균주는 band의 숫자가 6개

로 가장 적었다. 1,000 bp와 1,300 bp의 크기를 지니는 band는 김치로부터 분리된

B151 균주를 제외한 모든 균주에서 관찰되었으며, 19종류의 band 중에서 6개의 band

는 13 균주 중에서 단 한 균주에서 만 관찰되었다. 350, 650, 750, 850 bp의 크기를

지니는 band는 김치에서 분리한 B151에서 만 관찰되었고, 1,600, 2,000 bp 크기를 지

니는 band는 김치에서 분리한 G1, B7 균주에서 만 관찰되었다.

Figure 4-88. (GTG)5-PCR profiling of L. brevis. M, 1 kb marker; M, 100

bp marker; 1, 200019; 2, B151; 3, B13; 4, B7; 5, 200054; 6,

B13-2; 7, 200080; 8, B15; 9, G1; 10, KU15006; 11, 11348; 12,

11350; 13, 11351; M, 100 bp marker; M, 1 kb marker.

Ÿ (GTG)5-PCR DNA profile을 dendrogram으로 분석한 결과, Figure 4-89와 같이 5개

의 group으로 나눌 수 있었으며, group I에는 No. 200019, B13, B13-2, B15, 200080

등 5개의 균주가 속해있었으며, group Ⅳ에는 No. 200054, 11348, 11350, 11351,

KU15006 균주가 포함되어 있었다. 이들 균주들은 대부분 김치에서 분리된 균주들이

었다. Group II, Ⅲ, Ⅴ는 김치에서 분리한 G1, B7, B151 균주가 각각 포함되어 있었

다.
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Figure 4-89. (GTG)5-PCR profiling of 13 strains of L. brevis. 200019,

salted clam; B13, kimchi; B13-2, kimchi; B15, kimchi;

200080, mustard kimchi; G1, kimchi; B7, kimchi; 200054,

pickled vegetable; 11348, kimchi; 11350, kimchi; 11351,

kimchi; KU15006, turnip kimchi; B151, kimchi.

(3) Leu. citreum의 rep-PCR

(가) REP-PCR

Ÿ Leu. citreum 14균주에 대한 REP-PCR을 수행한 결과, 300∼6,000 bp 크기를 지닌

31종류의 band를 확인하였으며, 14균주에서 총 191 band가 생성되었다(Figure 4-90).

김치에서 분리한 No. 11082 균주는 17개의 band를 지니고 있어 가장 많았고, 단호박

에서 분리한 No. 11001은 가장 적은 10개의 band를 생성하였다. 820 bp 크기의 band

는 낙지젓에서 분리한 No. 11037을 제외한 모든 균주에서 발견되었다. 단호박에서 분

리한 No. 11001 균주는 다른 균주들과는 매우 상이한 band pattern을 보여주었다.

300, 1,050 bp 크기를 지니는 band는 모든 균주에서 관찰되었으며, 380, 590, 1,200 bp

크기의 band는 단호박에서 분리한 No. 11001을 제외한 모든 균주에서 발견되었다.

500, 580 bp 크기의 band는 굴젓에서 분리한 No. 11432에서 만 발견되었으며, 1,000,

1,400, 2,200, 5,000 bp 크기의 band는 No. 11001 균주에서 만 관찰되었다. 또한 900,

1,600, 2,100 bp 크기의 band는 김치에서 분리된 No. 11422, 11082 균주와 낙지젓갈에

서 분리된 No. 11382 균주에서 각각 생성되었다.
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Figure 4-90. REP-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. M, 1 kb

marker; M, 100 bp marker; 1, 11001; 2, 11037; 3, 11076; 4,

11077; 5, 11082; 6, 11093; 7, 11382; 8, 11388; 9, 11391; 10,

11413; 11, 11414; 12, 11422; 13, 11432; 14, 11447; M, 100 bp

marker; M, 1 kb marker.

Ÿ REP-PCR profile을 dendrogram을 작성하여 분석한 결과, Figure 4-91과 같이 가장

큰 group인 group II는 낙지젓, 김치, 생선젓갈, 배, 낙지젓에서 각각 분리한 No.

11037, 11076, 11447, 11093, 11382 균주가 속해 있었다. 김치에서 분리한 No. 11077,

11414, 11422 균주는 group Ⅲ에 속해있었으며, group I과 group Ⅴ에는 단호박에서

분리한 No. 11001 균주와 열무김치에서 분리한 No. 11388 균주가 각각 속해 있었다.

Group Ⅳ에는 No. 11082, 11391, 11413, 11432 균주가 속해 있는 것으로 확인되었다.

Figure 4-91. REP-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. 11001,

sweet pumpkin; 11037, salted small octopus; 11076,

kimchi; 11077, kimchi; 11082, kimchi; 11093, pear; 11382,

salted small octopus; 11388, young radish kimchi; 11391,

salted small octopus; 11413, kimchi; 11414, kimchi; 11422,

kimchi; 11432, salted oyster; 11447, salted fish.
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(나) ERIC-PCR

Ÿ ERIC-PCR 결과, Leu. citreum 14균주는 150∼6,000 bp 크기의 서로 다른 25개의

band를 생성하였으며, 14균주에서 모두 110개의 band가 형성되었다. 단호박 유래의

No. 11001 균주는 13개의 band를 지니고 있어 가장 많았으며, 김치에서 분리한 No.

11414와 11422 균주는 5개의 band를 지니고 있어 가장 적었다(Figure 4-92). 이 결과

는 REP-PCR profile에서 No. 11001 균주가 가장 적은 band 수를 가진 것과는 상반

된 결과이다. 900, 1,000 bp 크기의 band는 굴젓과 단호박에서 각각 분리한 No.

11432 균주와 11001 균주를 제외한 모든 균주에서 발견되었다. 1,200, 2,900, 5,000,

6,000 bp 크기의 band는 No. 11001 균주에서 만 발견된 반면, 4,500 bp는 김치 유래

의 No. 11076 균주에서 만 존재하였다. 한편, 1,800, 2,100 bp 크기의 band는 낙지젓

과 배에서 각각 분리한 No. 11037, 11093 균주에서 만 관찰되었다.

Figure 4-92. ERIC-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. M, 1

kb marker; M, 100 bp marker; 1, 11001; 2, 11037; 3,

11076; 4, 11077; 5, 11082; 6, 11093; 7, 11382; 8, 11388; 9,

11391; 10, 11413; 11, 11414; 12, 11422; 13, 11432; 14,

11447; M, 100 bp marker; M, 1 kb marker.

Ÿ ERIC-PCR profile을 dendrogram으로 분석한 결과, 가장 큰 group인 group II는 No.

11037, 11422, 11076, 11077, 11082, 11413, 11447, 11414 균주가 속해 있었는데, 이 중

No. 11037은 낙지젓에서, No. 11447은 생선젓갈에서 분리되었고, 나머지 균주들은 김

치에서 분리되었다. Group Ⅲ에는 배에서 분리된 No. 11093과 열무김치에서 분리된

No. 11388, 그리고 낙지젓에서 분리된 No. 11382, 11391 균주가 속해 있었다. Group I

과 Ⅳ는 단호박에서 분리한 No. 11001과 열무김치에서 분리한 No. 11432 만이 각각

속해 있었다(Figure 4-93).
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Figure 4-93. ERIC-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. 11001,

sweet pumpkin; 11037, salted small octopus; 11076,

kimchi; 11077, kimchi; 11082, kimchi; 11093, pear; 11382,

salted small octopus; 11388, young radish kimchi; 11391,

salted small octopus; 11413, kimchi; 11414, kimchi; 11422,

kimchi; 11432, salted oyster; 11447, salted fish.

(다) (GTG)5-PCR

Ÿ Leu. citreum 14균주의 (GTG)5-PCR 수행결과, 200∼1,700 bp 크기를 지니는 20종류

의 DNA가 형성되었으며, 14균주에서 총 167개의 band를 확인하였다(Figure 4-94).

김치와 열무김치에서 각각 분리된 No. 11082, 11388 균주는 15개의 band를 지니고 있

었으며, 김치에서 분리한 No. 11422 균주는 9개의 band를 지니고 있어 가장 적었다.

20종류의 band 중에서 450, 700, 1,300 bp 크기의 band는 모든 균주에서 관찰되었다.

200, 600, 1,100 bp 크기의 band는 단호박에서 분리한 No. 11001 균주를 제외한 모든

균주에서 관찰되었으며, 900 bp 크기의 band는 굴젓에서 분리한 No. 11432 균주에서

만 관찰되지 않았다. 또한 200, 280 bp 크기의 band는 각각 No. 11001, 11082에서 만

발견되었다.
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Figure 4-94. (GTG)5-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. M, 1

kb marker; M, 100 bp marker; 1, 11001; 2, 11037; 3, 11076;

4, 11077; 5, 11082; 6, 11093; 7, 11382; 8, 11388; 9, 11391;

10, 11413; 11, 11414; 12, 11422; 13, 11432; 14, 11447; M,

100 bp marker; M, 1 kb marker 1kb.

Ÿ (GTG)5-PCR profile에 대하여 dendrogram을 작성하여 분석한 결과, 14개의 균주를 5

개의 group으로 분류할 수 있었으며, 가장 큰 group인 group II에는 김치에서 분리된

No. 11076, 11077, 11082, 11388, 11413, 낙지젓에서 분리한 No. 11037, 11391, 배에서

분리한 No. 11093, 생선젓갈에서 분리한 No. 11447 등 9균주가 속해 있었다. Group

Ⅴ에는 김치에서 분리한 No. 11414와 11422 균주 만이 속해있었고, group I, Ⅲ, Ⅳ에

는 단호박, 열무김치, 낙지젓갈에서 각각 분리한 No. 11001, 11432, 11382 균주가 속

해 있었다(Figure 4-95).

Figure 4-95. (GTG)5-PCR profiling of 14 strains of Leu. citreum. 11001,

sweet pumpkin; 11037, salted small octopus; 11076, kimchi;

11077, kimchi; 11082, kimchi; 11093, pear; 11382, salted

small octopus; 11388, young radish kimchi; 11391, salted

small octopus; 11413, kimchi; 11414, kimchi; 11422, kimchi;

11432, salted oyster; 11447, salted fish.
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라. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) 분석

Ÿ DNA의 임의적인 부분을 증폭하는 RAPD는 유산균주의 genetic typing을 위한 신속

하고 감도가 높으며 경제적인 분석 방법으로 알려져 있다.

Ÿ PCR을 기반으로 한 이 기술은 한 개체의 염색체 내의 미지 영역에 부분적으로 또는

완벽하게 상보적인 일련의 염기서열에 결합할 수 있는 임의적인 primer를 사용하는

데, 만약에 결합부위가 DNA 단편의 증폭이 가능할 정도로 간격이 있고 방향성이 맞

으면 특정 균주에 특이적인 fingerprint pattern이 형성되는 것을 이용한다(O’Sullivan,

1999).

Ÿ 유전자 다형분석인 RAPD 방법은 실험조작이 간편하여 쉽게 DNA 다형성을 관찰할

수 있으며, 단 하나의 DNA절편까지도 증폭되어 밴드로 나타날 수 있을 정도로 그

감응도가 높기 때문에 소량의 DNA 만을 사용하여도 수행이 가능하여 종 및 품종의

분자생물학적 분류 및 집단간 다양성 연구에 널리 이용되고 있다(William et al.,

1993).

Ÿ 또한 이 방법은 대상 생물의 자세한 유전정보가 알려져 있지 않아도 arbitrary primer

등을 사용하여 특정 유전자 부분의 증폭 및 증폭된 DNA 절편을 비교함으로서 쉽게

종간 혹은 개체간의 유전적 유사도를 구할 수 있으나 primer의 길이가 상대적으로 짧

아서 비 특이적인 결합을 너무 쉽게 하기 때문에 반응 조건에 따라 결과가 달라지는

등 재현성이 낮은 단점이 있다(Kim et al., 2003).

(1) Leu. mesenteroides의 RAPD

(가) 239 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ 239 primer를 이용하여 Leu. mesenteroides 37균주를 RAPD 분석한 결과, 14종류의

profile을 얻을 수 있었다(Figure 4-96). 그 결과, 많은 균주들이 공통된 band를 지니

고 있었으며, band 들은 300∼4,000 bp의 크기를 지니고 있었다. 총 7개의 major

band가 관찰되었으며, 그 크기는 350, 600, 700, 1,000, 1,600, 2,000, 3,000 bp였다. No.

11436 균주는 가장 많은 band를 나타내었으며, No. 11083, 11204, 11427, 11460,

11251, 11289, 11323, 11357, 11358, 11359, 11360, 11361, 11362, 11364, 11386, 11439,

11443, 11461, 11463, 11464, 11465 균주는 1,100 bp 크기의 major band를 가지고 있

었다. No. 11426 균주는 350 bp 크기의 단일 band를 지니고 있었다. Moschetti et

al.(2000)은 Leu. mesenteroides의 RAPD profiling을 보고한 바 있다.
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Figure 4-96. RAPD profiling of 37 Leu. mesenteroides using 239 primer.

M, 100 bp maker; 2, 11083; 3, 11204; 4, 11253; 5, 11259; 6,

11260; 7, 11392; 8, 11416; 9, 11426; 10, 11427; 11, 11460; 12,

11078; 13, 11251; 14, 11289; 15, 11323; 16, 11357; 17, 11358;

18, 11359; 19, 11360; 20, 11361; 21, 11362; 22, 11363; 23,

11364; 24, 11386; 25, 11396; 26, 11438; 27, 11434; 28, 11435;

29, 11436; 30, 11437; 31, 11439; 32, 11440; 33, 11441; 34,

11443; 35, 11461; 36, 11463; 37, 11464; 38, 11465; M, 100 bp

maker.

Ÿ RAPD profile을 dendrogram을 작성하여 분석한 결과, 37균주는 7 group으로 분류할

수 있었는데, 가장 큰 group인 group Ⅶ에는 20균주가 속해 있었고, group Ⅴ에는 7

균주가 속해 있었다. Group I과 Ⅵ은 한 균 만이 속해있었고, group II, Ⅲ, Ⅳ는 각각

3, 3, 2균주가 속해 있었다(Figure 4-97).

Figure 4-97. Dendrogram generated after cluster analysis of the RAPD

239 primer of the Leu. mesenteroides strains isolated

from various food products and vegetables using UPGMA

method by Quantity1 software.
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(나) KAY3 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ KAY3 primer를 이용하여 Leu. mesenteroides 37균주를 RAPD 분석한 결과, 가장

작은 크기의 band는 500 bp였고, 가장 큰 크기의 band는 2,500 bp였다(Figure 4-98).

No. 11392 균주는 가장 많은 band를 지니고 있었고, No. 11078 균주는 500 bp 크기

의 단일 band를 지니고 있었다. 18 균주는 2,500 bp 크기의 band와 1,600 bp 크기의

band를 공통적으로 지니고 있었으며, No. 11358 균주는 1,600 bp 크기의 단일 band만

을 지니고 있었다.

Figure 4-98. RAPD profiling of 37 Leu. mesenteroides using KAY3

primer. M, 1kb marker; M, 100 bp maker; 2, 11083; 3,

11204; 4, 11253; 5, 11259; 6, 11260; 7, 11392; 8, 11416; 9,

11426; 10, 11427; 11, 11460; 12, 11078; 13, 11251; 14, 11289;

15, 11323; 16, 11357; 17, 11358; 18, 11359; 19, 11360; 20,

11361; 21, 11362; 22, 11363; 23, 11364; 24, 11386; 25, 11396;

26, 11438; 27, 11434; 28, 11435; 29, 11436; 30, 11437; 31,

11439; 32, 11440; 33, 11441; 34, 11443; 35, 11461; 36, 11463;

37, 11464; 38, 11465; M, 100 bp maker; M, 1 kb marker.

Ÿ Dendrogram 분석 결과, 239 primer를 이용한 RAPD에서는 37균주가 7 group으로 분

류될 수 있었는데, 가장 큰 group인 group Ⅶ은 21균주를 포함하고 있었으며, group

Ⅲ에는 8균주가 속해 있었다. Group II와 Ⅴ는 각각 1균주씩 만을 포함하고 있었으며,

Group I, Ⅳ, Ⅵ에는 각각 2균주씩을 포함하고 있었다(Figure 4-99).
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Figure 4-99. Dendrogram generated after cluster analysis of the RAPD

KAY3 primer of the Leu. mesenteroides strains isolated

from various food products and vegetables using UPGMA

method by Quantity1 software.

(2) L. brevis의 RAPD

(가) 239 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ 239 primer를 이용하여 L. brevis 13균주를 RAPD 분석한 결과, 8개의 profile을 얻을

수 있었으며, 가장 작은 band는 500 bp였고, 가장 큰 band는 4,000 bp였다. B151 균

주는 다른 균주들과 비교하였을 경우, band의 intensity가 가장 약하였다. Major band

로는 500, 550, 1,250, 2,500 bp 크기의 4개의 band가 관찰되었으며, KU15006 균주는

500 bp 크기의 단일 band만을 지니고 있었다. B-15 균주는 가장 많은 band pattern

을 지니고 있음을 관찰하였다(Figure 4-100).

Figure 4-100. RAPD profiling of L. brevis using 239 primer. M, 1 kb

marker; M, 100 bp marker; 2, 200019; 3, B151; 4, B13; 5,

B7; 6, 200054; 7, B13-2; 8, 200080; 9, B15; 10, G1; 11,

KU15006; 12, 11348; 13, 11350; 14, 11351; M, 100 bp

marker; M, 1 kb marker.
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Ÿ Dendrogram 분석 결과, 분석된 13개의 균주는 6개의 group으로 분류될 수 있었으며,

가장 큰 group인 group Ⅵ에는 7개의 균주가 속해 있었다. Group Ⅴ는 두 개의 균주

가 속해있었으며, 나머지 group I, II, Ⅲ, Ⅳ에는 각각 1균주씩 만 속해 있었다.

Group I부터 Ⅴ에 속하는 균주들은 서로 다른 band pattern을 보여주었다(Figure

4-101).

Figure 4-101. Dendrogram generated after cluster analysis of the RAPD

239 primer of the L. brevis strains isolated from various

food products and vegetables using UPGMA method by

Quantity1 software.

(나) KAY3 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ KAY3 primer를 이용한 RAPD 분석 결과, 13균주는 8종류의 RAPD profile을 나타내

었으며, 이 중 B-15 균주가 가장 많은 band pattern을 보여주었다(Figure 4-102). 이

결과는 239 primer를 이용하였을 때와 동일함을 확인할 수 있었다. 가장 큰 band는

4,000 bp였으며, 가장 작은 band는 600 bp로 확인되었다. 주요 band의 크기는 500,

600, 900, 1,200, 2,000, 2,500 bp의 크기를 나타내었다. No. 200019, 200054, 200080,

G1 균주는 서로 유사한 band pattern을 나타내었다.
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Figure 4-102. RAPD profiling of L. brevis using KAY3 primer. M, 1 kb

marker; M, 100 bp marker; 2, 200019; 3, B151; 4, B13; 5,

B7; 6, 200054; 7, B13-2; 8, 200080; 9, B15; 10, G1; 11,

KU15006; 12, 11348; 13, 11350; 14, 11351; M, 100 bp

marker; M, 1 kb marker.

Ÿ Dendrogram 분석 결과, 13균주는 6개의 group으로 분류할 수 있었으며, 2개의 주요

group인 group Ⅵ과 Ⅲ에는 각각 B-13-2, B151, B15, G1, KU15006 균주와 No.

200054, 11348, 11350, 11351 균주 등 5균주씩 속해 있었다. 한편, group I, II, Ⅳ, Ⅴ

에는 각각 1균씩 만이 속해 있었다(Figure 4-103).

Figure 4-103. Dendrogram generated after cluster analysis of the KAY3

primer of the L. brevis strains isolated from various food

products and vegetables using UPGMA method by

Quantity1 software.



- 461 -

(3) Leu. citreum의 RAPD

(가) 239 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ 239 primer를 이용하여 RAPD profile을 분석한 결과 7종류의 각기 다른 profile을 관

찰할 수 있었고, 각 profile에는 7개의 major band가 존재하였는데, 그 크기는 200,

350, 480, 600, 1,000, 1,200, 1,600, 1,800 bp였다. 1,800 bp 크기의 band는 No. 11001

균주에만 존재하였고, 500, 600 bp 크기의 band는 각각 No. 11093, 11388에서 발견되

었다. 350 bp 크기의 band는 No. 11432에서 만 major band로 관찰되었고, 200 bp 크

기의 band는 NO. 11076과 11447 균주에서 만 관찰되었다(Figure 4-104).

Figure 4-104. RAPD profiling of 14 strains of Leu. citreum using 239

primer. M, 100 bp marker; 2, 11001; 3, 11037; 4, 11076; 5,

11077; 6, 11082; 7, 11093; 8, 11382; 9, 11388; 10, 11391;

11, 11413; 12, 11414; 13, 11422; 14, 11432; 15, 11447; M,

100 bp marker.

Ÿ Dendrogram 분석 결과, 14균주는 7 group으로 분류할 수 있었으며, 가장 큰 group인

group Ⅶ에는 7균주가 속해 있었다. Group Ⅴ에는 2균주 만이 속해 있었으며, 나머지

group I, II, Ⅲ, Ⅳ, Ⅵ에는 각각 한 균주 만이 속해 있었다(Figure 4-105).
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Figure 4-105. Dendrogram generated after cluster analysis of the RAPD

239 primer of the Leu. citreum strains isolated from

various food products and vegetables using UPGMA

method by Quantity1 software.

(나) KAY3 primer를 이용한 RAPD 분석

Ÿ KAY3 primer를 이용하여 RAPD profile을 분석한 결과, 총 7개의 profile을 확인할

수 있었고, 각 profile에는 7개의 major band가 확인되었는데, 그 크기는 500, 600,

1,000, 1,600, 2,000, 2,500 bp였다. No. 11432 균주는 가장 큰 band인 4,000 bp의 band

가 관찰되었고, No. 11388 균주는 유일하게 500 bp의 band가 확인되었다(Figure

4-106).

Figure 4-106. RAPD profiling of 14 strains of Leu. citreum using KAY3

primer. M, 1 kb marker; M, 100 bp marker; 2, 11001; 3,

11037; 4, 11076; 5, 11077; 6, 11082; 7, 11093; 8, 11382; 9,

11388; 10, 11391; 11, 11413; 12, 11414; 13, 11422; 14, 11432;

15, 11447; M, 100 bp marker; M, 1 kb marker.
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Ÿ Dendrogram 분석 결과, 14균주는 4개의 group으로 분류할 수 있었으며, 이 중 group

Ⅳ에는 10개의 균주가 속해 있었다. Group I은 두 개의 균주 만이 속해 있었고, 나머

지 group II와 Ⅲ에는 각각 1개의 균주 만이 속해 있었다(Figure 4-107).

Figure 4-107. Dendrogram generated after cluster analysis of the RAPD

KAY3 primer of the Leu. citreum strains isolated from

various food products and vegetables using UPGMA

method by Quantity1 software.

마. Culture-dependent DNA profiling

Ÿ 유산균 등의 식품발효용 균주들을 스타터로 이용하여 발효식품을 산업적으로 제조할

경우, 스타터 균주의 보존 관리가 매우 중요하다.

Ÿ 특히 제품에 생균의 형태로 소비자에게 제공되는 발효식품의 경우에는 제품에 스타

터 균주가 생존하므로 타 연구자가 이를 배양시켜 산업적으로 악용할 소지가 있으며,

산업적으로 유용한 특허균주의 경우에는 타 연구자 또는 타 기업이 제품에 존재하는

생균을 분리 배양하여 이를 스타터로 사용하여 제품을 생산할 가능성도 있다.

Ÿ 따라서 산업적으로 유용한 발효용 스타터 균주의 도용을 차단하기 위해서는 균주의

추적시스템 구축이 필수적이다. 이에 본 연구에서는 대표적인 발효균주인 유산균주의

유전자 지문 채취를 위한 최적의 분석법을 개발하였으며, 이 분석법의 현장 적용 가

능성을 연구하였다.

Ÿ 이를 위하여 우선적으로 대표적인 고상 발효식품인 김치와 액상 발효식품인 요구르

트에 본 연구에서 사용한 유산균주인 Leu. mesenteroides를 접종한 후 김치와 요구

르트에 존재하는 미생물들의 유전자 지문을 채취 분석함으로써 접종한 Leu.

mesenteroides 균주의 존재 여부를 확인할 수 있는지 조사하였다.
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Ÿ 37주의 Leu. mesenteroides 중에서 배추김치에서 분리된 No. 11251과 11289 두 균주

를 선정하여 MRS 배지를 이용하여 37℃에서 하룻밤 배양한 후, 시중 마트에서 구입

한 김치와 플레인 요구르트에 각각 10%(v/w), 5%(v/v)을 접종하였다.

Ÿ 접종된 시료를 잘 혼합한 다음, 일정량을 취하여 십진희석법에 의해 104까지 희석한

후 MRS agar 배지에 도말하여 배양한 후 형성된 colony 중 10개를 취하여 genomic

DNA를 분리하였다.

(1) RAPD 분석

(가) 김치에 존재하는 유산균주의 RAPD 분석

Ÿ 상기 기술된 RAPD 분석법에 의하여 239 primer와 KAY3 primer를 이용하여 김치와

요구르트에서 각각 10개씩 분리된 colony의 RAPD profile을 분석한 결과, Leu.

mesenteroides No. 11251 균주를 접종한 김치에서는 10개 균주 중에서 8균주의

genomic DNA가 분리되었다. 이를 template DNA로 하여 239 primer를 이용하여

RAPD를 수행한 결과 Figure 4-108에 나타낸 바와 같이 8균주 중에서 5균주(K3, K4,

K5, K6, K8)가 No. 11251 균주와 동일한 RAPD profile을 지니고 있었다. 한편

KAY3 primer를 이용하여 RAPD를 수행하였을 경우에는 Figure 4-109와 같이 8균주

중에서 4균주(K3, K4, K6, K8) No. 11251 균주와 동일한 RAPD profile을 지니고 있

었다.

Figure 4-108. RAPD profiles with 239 primer for 8 colonies of No. 11251

Leu. mesenteroides obtained from the kimchi culture.
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Figure 4-109. RAPD profiles with KAY3 primer for 8 colonies of No.

11251 Leu. mesenteroides obtained from the kimchi

culture.

Ÿ 한편 Leu. mesenteroides No. 11289 균주를 접종한 김치에서 분리한 10개 균주에 대

한 RAPD 분석을 KAY3 primer를 이용하여 수행한 결과 Figure 4-110에 나타낸 바

와 같이 10 균주 중에서 4균주(K1, K4, K6, K8)가 Leu. mesenteroides No. 11289 균

주와 동일한 RAPD profile을 나타내었다.

Ÿ 이 결과로부터 대표적인 고상 발효식품인 김치에 특정 유산균주가 존재할 경우 김치

시료로부터 해당 유산균주에 대한 RAPD 분석이 가능하다는 것을 확인할 수 있었다.

Figure 4-110. RAPD profiles with KAY3 primer for 10 colonies of No.

11289 Leu. mesenteroides obtained from the kimchi

culture.
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(나) 요구르트에 존재하는 유산균주의 RAPD 분석

Ÿ 김치의 경우와 동일한 방법으로 상기 기술된 RAPD 분석법에 의하여 KAY3 primer

를 이용하여 요구르트에서 각각 10개씩 분리된 colony의 RAPD profile을 분석한 결

과, Leu. mesenteroides No. 11251 균주를 접종한 김치에서는 10개 균주 중에서 7균

주(Y3, Y4, Y6, Y7, Y8, Y9, Y10가 No. 11251 균주와 동일한 RAPD profile을 지니고

있었다(Figure 4-111). 한편 Leu. mesenteroides No. 11289 균주를 접종하였을 경우

에는 Figure 4-112과 같이 10균주 중에서 3균주(Y4, Y6, Y9)가 No. 11251 균주와 동

일한 RAPD profile을 지니고 있었다.

Figure 4-111. RAPD profiles with KAY3 primer for 10 colonies of No.

11251 Leu. mesenteroides obtained from the yogurt

culture.

Figure 4-112. RAPD profiles with KAY3 primer for 10 colonies of No.

11289 Leu. mesenteroides obtained from the yogurt

culture.
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Ÿ 이 결과로부터 대표적인 액상 발효식품인 요구르트에 특정 유산균주가 존재할 경우

요구르트 시료로부터 해당 유산균주에 대한 RAPD의 효율적 분석이 가능하다는 것을

확인할 수 있었다.

Ÿ 본 연구에서 109 CFU/g의 유산균을 지니는 김치와 요구르트에 109 CFU/mL의 유산

균 배양액을 10%(v/w) 접종한 직후 colony를 생성시켜 RAPD 분석을 실시하였으므

로, 분석한 10균주 중에서 확률적으로 10%인 1균주 정도가 접종한 유산균주와 동일

한 RAPD profile을 지니고 있을 것으로 예상하였으나 30∼80%의 균주가 접종한 유

산균주와 동일한 RAPD profile을 나타내었는데 이는 김치와 요구르트에 이미 존재하

는 유산균주들의 RAPD profile이 접종한 유산균주와 동일한 RAPD profile을 지니고

있기 때문인 것으로 해석된다. 따라서 이들 균주에 대한 유전자 지문 분석을

rep-PCR로 추가 분석하였다.

(2) rep-PCR 분석

(가) 김치에 존재하는 유산균주의 rep-PCR 분석

Ÿ KAY3 primer를 이용한 RAPD 분석 결과 김치에 접종한 Leu. mesenteroides No.

11251 균주와 동일한 RAPD profile을 나타내는 4균주(K3, K4, K6, K8)에 대하여

REP primer, ERIC primer, (GTG)5 primer를 이용하여 rep-PCR profile을 분석하였

다.

Ÿ 그 결과 REP primer를 이용한 rep-PCR profile에서는 3균주(K4, K6, K8)가 Leu.

mesenteroides No. 11251 균주와 동일한 rep-PCR profile을 나타내었고(Figure

4-113), (GTG)5 primer를 이용한 rep-PCR에서는 K3, K4, K6 균주가 동일한

rep-PCR profile을 나타내었으며(Figure 4-114), ERIC primer를 이용한 rep-PCR

profile은 K3, K6, K8 균주가 동일한 profile을 나타내었다(Figure 4-115).

Ÿ 분석한 4균주 중에서 K6 균주 만이 REP primer, ERIC primer, (GTG)5 primer를 이

용한 rep-PCR에서 모두 Leu. mesenteroides No. 11251 균주와 동일한 rep-PCR

profile을 나타내었기 때문에 본 연구에서 분석한 김치에서 분리한 10개 균주 중에서

K6 균주가 접종한 Leu. mesenteroides No. 11251 균주인 것으로 판단되었다.

Ÿ 이상의 결과로부터 주요 고상 발효식품인 김치나 액상 발효식품인 요구르트로부터

유산균주를 분리하여 culture-dependent한 방법으로 유전자 분석을 수행할 경우 정확

한 DNA profiling이 가능하다는 것이 확인되었다.
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Figure 4-113. rep-PCR profiles with REP primer for 4 colonies of No.

11251 Leu. mesenteroides selected on the RAPD band

pattern from the kimchi culture.

Figure 4-114. rep-PCR profiles with (GTG)5 primer for 4 colonies of No.

11251 Leu. mesenteroides selected on the RAPD band

pattern from the kimchi culture.
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Figure 4-115. rep-PCR profiles with ERIC primer for 4 colonies of No.

11251 Leu. mesenteroides selected on the RAPD band

pattern from the kimchi culture.

2. 분리 균주의 유전자 지문 데이터베이스 구축

가. 유전자 지문 데이터의 암호화 작업

Ÿ 본 연구에서 Leu. mesenteroides, L. brevis, Leu. citreum 등 3종의 유산균주에 대한

최적의 유전자 지문 분석법을 개발하기 위하여 MLST, RAPD, rep-PCR 분석법을 이

용하여 3종 유산균주의 유전자 지문 분석을 실시한 결과 MLST 분석법이 최적의 분

석법인 것으로 확인되었다.

Ÿ L. brevis 14주와 Leu. citreum 15주 각 균주는 고유의 MLST sequence type을 지니

고 있어 MLST 분석에 의한 sequence type만으로 개별 균주를 확인할 수 있었으나

Leu mesenteroides의 경우 일부 균주들의 MLST sequence type이 동일하여 MLST

분석법만으로는 균주 식별이 불가하였기 때문에 rep-PCR 또는 RAPD 분석법을 병용

하여 분석하는 것이 필요한 것으로 확인되었다.

Ÿ MLST의 경우 유전자 분석 결과는 sequence type이라는 숫자의 형태로 표시되어 디

지털 형식으로 데이터베이스화할 수 있지만, rep-PCR이나 RAPD의 경우에는 유전자

지문이 agarose gel상에 아날로그 형식의 band의 형태로 나타나고. 이 band pattern

을 dendrogram으로 분석하여 분석 대상 균주들을 band pattern의 유사성에 따라

grouping할 수 있다.

Ÿ 따라서 rep-PCR이나 RAPD 분석 결과인 band pattern을 이용하여 각각의 균주들에

group number를 부여할 수 있지만 일반적으로 하나의 group에 여러 균주가 존재하

기 때문에 특정 균주에 고유한 디지털 형식의 유전자 지문을 부여할 수 없는 문제점

이 있다.
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Band
size
(bp)

Strain No.
11
08
3

11
20
4

11
25
3

11
25
9

11
26
0

11
39
2

11
41
6

11
42
6

11
42
7

11
46
0

11
07
8

11
25
1

11
28
9

11
32
3

11
35
7

11
35
8

11
35
9

11
36
0

11
36
1

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2,200 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2,100 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,800 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
1,600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1
1,400 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,300 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,150 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,100 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,050 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
950 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
700 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

600 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
490 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
350 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
300 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

250 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
200 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
100 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size

Strain No.
11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11

Ÿ 이에 본 연구에서는 rep-PCR과 RAPD 분석에 의해 얻어진 agarose gel 전기영동상

의 특정 크기를 지니는 DNA band의 존재 여부를 이용하여 아날로그 형식의 유전자

지문을 숫자로 표현하여 디지털화 하고자 하였다.

Ÿ 즉 3가지 primer(REP, ERIC, (GTG)5)를 각각 이용하여 rep-PCR을 수행한 다음 이로

부터 얻어진 PCR 산물을 agarose gel에 전기영동하여 얻어진 결과에서 특정 크기를

지닌 band의 존재 유무에 따라 이진법을 이용하여 디지털 code를 작성하였다

(McDaniel and Pillai, 2002). 즉, 특정 위치에 band가 존재할 경우를 ‘1’, 존재하지 않

을 경우를 ‘0’으로 하여 각 band의 크기에 따라 digital code를 부여하였고 DNA band

의 크기가 큰 band부터 작은 band순으로 나열하여 Table 4-55부터 4-63에 나타내었

다.

Table 4-55. Digital data of Leu. mesenteroides in the form of binary number(1,0)

for the rep-PCR fingerprint using REP primer
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(bp) 36
2
36
3
36
4
38
6
39
6
43
4
43
5
43
6
43
7
43
8
43
9
44
0
44
1
44
3
46
1
46
3
46
4
46
5

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,100 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
1,800 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

1,700 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1
1,500 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,150 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

1,100 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,050 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1
950 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
800 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0
700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

600 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
500 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
490 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

250 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
200 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ban
d
size
(bp)

Strain No.
11
08
3

11
20
4

11
25
3

11
25
9

11
26
0

11
39
2

11
41
6

11
42
6

11
42
7

11
46
0

11
07
8

11
25
1

11
28
9

11
32
3

11
35
7

11
35
8

11
35
9

11
36
0

11
36
1

2,500 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,700 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,220 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,020 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
950 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
900 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

850 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 4-56. Digital data of Leu. mesenteroides in the form of binary number(1,

0) for the rep-PCR fingerprint using ERIC primer
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650 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
550 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
530 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

500 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
230 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0

Ban
d
size
(bp)

Strain No.
11
36
2

11
36
3

11
36
4

11
38
6

11
39
6

11
43
4

11
43
5

11
43
6

11
43
7

11
43
8

11
43
9

11
44
0

11
44
1

11
44
3

11
46
1

11
46
3

11
46
4

11
46
5

2,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
1,220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,020 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1

950 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1
850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
700 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
650 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

550 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
530 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
11
08
3

11
20
4

11
25
3

11
25
9

11
26
0

11
39
2

11
41
6

11
42
6

11
42
7

11
46
0

11
07
8

11
25
1

11
28
9

11
32
3

11
35
7

11
35
8

11
35
9

11
36
0

11
36
1

1,650 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,550 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1,300 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,150 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 4-57. Digital data of Leu. mesenteroides in the form of binary number(1,

0) for the rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer
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1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,050 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

800 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
720 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
650 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

500 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
450 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
420 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
380 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
200 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
11
36
2

11
36
3

11
36
4

11
38
6

11
39
6

11
43
4

11
43
5

11
43
6

11
43
7

11
43
8

11
43
9

11
44
0

11
44
1

11
44
3

11
46
1

11
46
3

11
46
4

11
46
5

1,650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,300 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1
1,200 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0
1,150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,100 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
1,050 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
900 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
800 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
750 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

720 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
450 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

420 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1
400 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
380 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
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Band
size
(bp)

Strain No.
200
0
19

B13 B15
1 B7

200
0
54

B13
-2

200
080 B15 G1

KU
150
06

113
48

113
50

113
51

5,000 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0
3,200 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0
3,100 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

2,800 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
2,700 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
2,200 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
2,100 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,800 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
1,600 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,500 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1

1,100 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1
800 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
700 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1
690 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1

680 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
650 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
600 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
400 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1
150 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

200
019 B13 B15

1 B7
200
0
54

B13
-2

200
0
80

B15 G1
KU
150
06

113
48

113
50

113
51

7,500 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
7,000 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
6,000 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0

5,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
3,100 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 4-58. Digital data of L. brevis in the form of binary number(1,0) for the

rep-PCR fingerprint using REP primer

Table 4-59. Digital data of L. brevis in the form of binary number(1,0) for the

rep-PCR fingerprint using ERIC primer
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Band
size
(bp)

Strain No.
200
0
19

B13 B15
1 B7

200
0
54

B13
-2

200
0
80

B15 G1
KU
150
06

113
48

113
50

113
51

2,000 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

1,500 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0
1,400 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1
1,050 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1
1,000 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

900 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
850 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
2,700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2,600 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2,500 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0

2,300 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,100 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
2,000 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
1,900 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
1,800 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
1,700 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0

1,600 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1,500 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,400 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
1,300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
1,200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1,150 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,100 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
900 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
880 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
800 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
700 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

650 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
530 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
450 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0
430 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

380 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
350 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0

Table 4-60. Digital data of L. brevis in the form of binary number(1,0) for the

rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer
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750 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1
650 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

500 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1
400 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1
350 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
110
01

110
37

110
76

110
77

110
82

110
93

113
82

113
88

113
91

114
13

114
14

114
22

114
32

114
47

6,000 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
5,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,100 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0

3,000 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0
2,900 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
2,700 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
2,500 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
2,200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,100 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

2,000 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1
1,700 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
1,400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,250 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

1,200 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,100 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
1,050 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
820 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

800 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
750 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1
700 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
590 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
580 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
490 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
380 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0
300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Table 4-61. Digital data of Leu. citreum in the form of binary number(1,0) for

the rep-PCR fingerprint using REP primer
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Ban
d
size
(bp)

Strain No.

110
01

110
37

110
76

110
77

110
82

110
93

113
82

113
88

113
91

114
13

114
14

114
22

114
32

114
47

1,700 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,200 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1
1,150 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
1,100 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
800 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1

Ban
d
size
(bp)

Strain No.

110
01

110
37

110
76

110
77

110
82

110
93

113
82

113
88

113
91

114
13

114
14

114
22

114
32

114
47

6,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,500 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4,000 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1
3,500 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

2,900 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,800 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
2,100 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1,800 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,500 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0

1,200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
850 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
780 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1
630 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0
550 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
480 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
420 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0
300 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
270 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

250 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
150 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Table 4-62. Digital data of Leu. citreum in the form of binary number(1,0) for

the rep-PCR fingerprint using ERIC primer

Table 4-63. Digital data of Leu. citreum in the form of binary number(1,0) for

the rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer
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700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
600 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
550 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0
450 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

400 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
380 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
350 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1
300 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1
280 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

200 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
11
08
3

11
20
4

11
25
3

11
25
9

11
26
0

11
39
2

11
41
6

11
42
6

11
42
7

11
46
0

11
07
8

11
25
1

11
28
9

11
32
3

11
35
7

11
35
8

11
35
9

11
36
0

11
36
1

3,000 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
900 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

700 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
350 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
11
36
2

11
36
3

11
36
4

11
38
6

11
39
6

11
43
4

11
43
5

11
43
6

11
43
7

11
43
8

11
43
9

11
44
0

11
44
1

11
44
3

11
46
1

11
46
3

11
46
4

11
46
5

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1

900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
700 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
600 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
350 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ÿ RAPD 분석의 경우에도 rep-PCR과 동일한 방법을 이용하여 RAPD 분석 결과 얻어

진 PCR 산물인 band들을 특정 위치에서의 band 존재 여부로 이진법화하여 디지털

code를 부여하여 Table 4-64부터 4-69에 나타내었다.

Table 4-64. Digital data of Leu. mesenteroides in the form of binary number(1,

0) for the RAPD fingerprint using 239 primer
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Band
size
(bp)

Strain No.
11
08
3

11
20
4

11
25
3

11
25
9

11
26
0

11
39
2

11
41
6

11
42
6

11
42
7

11
46
0

11
07
8

11
25
1

11
28
9

11
32
3

11
35
7

11
35
8

11
35
9

11
36
0

11
36
1

2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
2,000 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,500 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1

1,250 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
11
36
2

11
36
3

11
36
4

11
38
6

11
39
6

11
43
4

11
43
5

11
43
6

11
43
7

11
43
8

11
43
9

11
44
0

11
44
1

11
44
3

11
46
1

11
46
3

11
46
4

11
46
5

2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,500 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,250 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

900 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ban
d
size
(bp)

Strain No.
20
00
19

B13 B15
1 B7

200
0
54

B13
-2

200
0
80

B15 G1
KU
150
06

113
48

113
50

113
51

3,500 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
2,800 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
2,700 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
2,500 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

2,000 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
1,800 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
1,250 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1
950 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
700 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

550 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
480 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

Table 4-65. Digital data of Leu. mesenteroides in the form of binary number(1,0)

for the RAPD fingerprint using KAY3 primer

Table 4-66. Digital data of L. brevis in the form of binary number(1,0) for the

RAPD fingerprint using 239 primer

\
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Band
size
(bp)

Strain No.
110
01

110
37

110
76

110
77

110
82

110
93

113
82

113
88

113
91

114
13

114
14

114
22

114
32

114
47

2,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,500 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0
1,400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
1,200 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0

1,000 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
800 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
700 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0
680 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
600 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
500 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

480 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
350 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1
200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

110
01

110
37

110
76

110
77

110
82

110
93

113
82

113
88

113
91

114
13

114
14

114
22

114
32

114
47

4,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

2,800 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1
2,500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Ban
d
size
(bp)

Strain No.
200
0
19

B13 B15
1 B7

200
0
54

B13
-2

200
0
80

B15 G1
KU
150
06

113
48

113
50

113
51

4,000 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,000 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1
2,500 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,000 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0

1,400 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1
1,200 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0

Table 4-67. Digital data of L. brevis in the form of binary number(1,0) for the

RAPD fingerprint using KAY3 primer

Table 4-68. Digital data of Leu. citreum in the form of binary number(1,0) for t

he RAPD fingerprint using 239 primer

Table 4-69. Digital data of Leu. citreum in the form of binary number(1,0) for

the RAPD fingerprint using KAY3 primer
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1,600 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1
1,500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1,000 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
600 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

500 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

나. 최적 유전자 지문 분석법을 이용한 유전자 지문 데이터베이스 구축

Ÿ 본 연구에 사용한 37주의 Leu. mesenteroides, 13주의 L. brevis, 14주의 Leu.

citreum의 유전자 지문은 MLST 분석의 sequence type, REP primer, ERIC pimer,

(GTG)5 primer 등 총 3종류의 primer를 이용한 rep-PCR 분석, 234 primer, KAY3

primer 등 총 2종류의 primer를 이용한 RAPD 분석을 통해 각 균주 당 총 6종류의

유전자 지문을 확보하였으며, rep-PCR과 RAPD 분석의 경우에는 gel상의 band

pattern을 이진법으로 디지털화함으로써 본 연구에서 분석한 모든 유전자 지문을 디

지털화하였다.

Ÿ 본 연구에서 사용된 37주의 Leu. mesenteroides, 13주의 L. brevis, 14주의 Leu.

citreum에 대한 유전자 지문을 데이터베이스화하기 위하여 디지털화한 6종류의 유전

자 지문을 통합하여 code화하였으며, 이를 이용하여 bar code를 제작함으로써 유산균

에 대한 유전자 지문 데이터베이스를 구축하였다.

Ÿ 디지털화된 유전자 지문의 code화는 Figure 4-116에 나타낸 바와 같이 총 6개의 유

전자 지문 code, 즉 MLST, REP primer를 이용한 rep-PCR, ERIC primer를 이용한

rep-PCR, (GTG)5 primer를 이용한 rep-PCR, 239 primer를 이용한 RAPD, KAY3

primer를 이용한 RAPD로 구성하였다.

Ÿ 각 유전자 지문 code는 유전자 지문의 종류를 영문자로 표시하여 MLST는 ‘M’, REP

primer를 이용한 rep-PCR은 ‘R’, ERIC primer를 이용한 rep-PCR은 ‘E’, (GTG)5

primer를 이용한 rep-PCR은 ‘G’, 239 primer를 이용한 RAPD는 ‘T’, KAY3 primer를

이용한 RAPD는 ‘K’로 표시하였다.

Ÿ 각 영문자 뒤에는 2자리 숫자를 부여하였으며, 이는 MLST의 경우에는 sequence

type, rep-PCR과 RAPD의 경우에는 agarose gel상에 존재하는 band의 수, 즉 Table

4-55부터 4-69에 나타낸 각 균주별 디지털 데이터에서의 ‘1’의 개수를 의미한다.

Ÿ 예를 들어 Table 4-70에서 Leu. mesenteroides No. 11083의 경우 MLST의

sequence type이 2이므로 이에 해당하는 code는 ‘M02’이 되고, REP primer를 이용한

rep-PCR의 band 수는 7개이므로 이에 대한 code는 ‘R07’이 되며, ERIC primer를 이

용한 rep-PCR의 band 수는 4개이므로 code는 ‘E04’이고, (GTG)5 primer를 이용한

rep-PCR의 band 수는 8개이므로 code는 ‘G08’이고, 239 primer와 KAY3 primer를 이

용한 RAPD의 code는 각각 ‘T01’, ‘K02’가 된다. 이를 통합하면 완성된 code는

‘M02R07E04G08T01K02’가 된다.
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Figure 4-116. Scheme of digital code of integrated DNA fingerprints.

Ÿ L. brevis와 Leu. citreum의 경우 본 연구에서 분석한 MLST sequence type은 모든

균주가 고유의 sequence type을 지니고 있어, rep-PCR이나 RAPD 분석이 필요 없이

MLST 분석만으로도 균주 확인이 가능하나, Leu. mesenteroides의 경우에는 분석한

37균주 중에서 No. 11259와 No. 11260은 염기서열 분석이 정확하지 않아 sequence

type을 부여하지 못하였고, No. 11204, 11251, 11357, 11359, 11396 등 5 균주는

sequence type이 3으로 동일한 sequence type을 지니고 있었고, No. 11289, 11360,

11362, 11364, 11386 등 5균주는 sequence type이 5로 역시 동일한 sequence type을

지니고 있어, MLST 분석만으로는 균주를 구별할 수 없는 것으로 확인되었다.

Ÿ 따라서 Leu. mesenteroides의 경우에는 MLST이외에 rep-PCR과 RAPD를 병행하여

유전자 지문을 분석해야 하여, 이럴 경우 Leu. mesenteroide의 모든 균주는 고유의

유전자 지문 code를 지니고 있는 것으로 확인되었다.

Ÿ 동일한 sequence type 3을 지니고 있는 No. 11204, 11251, 11357, 11359, 11396 등 5

균주의 16S rRNA 유전자의 염기서열을 alignment한 결과, No. 11359를 제외한 4균

주는 동일한 염기서열을 지니고 있었고, No. 11359는 다른 균주들의 염기서열과 비교

하여 조사된 1,312 bp 중 4 bp가 일치하지 않는 것으로 나타났다(Figure 4-117). 이

는 No. 11359를 제외한 4균주는 일부 분리원이 동일하기 때문에 동일한 균주일 가능

성이 있다고 판단된다.

Ÿ 동일한 sequence type 5를 지니고 있는 No. 11289, 11360, 11362, 11364, 11386 등 5

균주의 16S rRNA 유전자의 염기서열을 alignment한 결과 모든 균주의 염기서열이

동일한 것으로 나타났다. 이 결과는 동일한 16S rRNA 유전자의 염기서열이 동일할

경우 MLST sequence type이 동일하다는 것을 보여준다.

Ÿ Digital code화 된 유전자 지문은 Table 4-70부터 4-72에 나타낸 바와 같이 bar code

로 변환하여 데이터베이스에 리스트화하여 데이터베이스 구축을 완성하였다.

Ÿ Bar code는 웹사이트(http://www.terryburton.co.uk/barcodewriter/generator/)의 bar

code 생성 프로그램을 이용하여 제작하였으며, barcode의 형식은 ‘Code 128’을 이용하

였다.
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Strain
No.

MLST
(Seque
nce
type)

Number of band

Digital barcodeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERI
C

(GT
G)5

239 KAY
3

11083 2 7 4 8 1 2

11204 3 9 3 9 1 2

Ÿ 본 연구 결과, 유산균주의 DNA fingerprint를 이용한 균주 확인은 MLST 분석에 의

해 일차적으로 가능하며, 만약 MLST 분석에 의해 확인이 가능하지 않을 경우에는

본 연구에서 개발한 유전자 지문의 디지털 코드 작성에 의해 정확하게 확인할 수 있

다는 것을 보여 주었다.

Figure 4-117. Alignment of nucleotide sequence of 16S rRNA gene of

Leu. mesenteroides strains which share same sequence

type of MLST.

Table 4-70. Database of DNA fingerprints for Leu. mesenteroides
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11253 4 6 5 9 1 2

11259* - 8 2 10 3 2

11260* - 10 12 10 2 5

11392 10 10 4 9 2 2

11416 11 10 5 8 4 2

11426 12 3 5 8 3 2

11427 13 9 3 8 2 2

11460 23 10 4 8 2 2

11078 1 7 8 9 1 2

11251 3 9 4 8 1 2

11289 5 12 4 8 1 2

11323 6 10 3 8 1 4
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11357 3 10 4 8 1 1

11358 7 10 3 8 1 4

11359 3 10 4 8 1 4

11360 5 10 4 8 1 4

11361 8 10 4 8 1 4

11362 5 10 4 5 1 4

11363 9 6 3 9 2 4

11364 5 10 4 7 1 4

11386 5 10 3 8 1 2

11396 3 9 3 7 1 2

11434 14 4 7 3 2 3

11435 15 5 6 3 3 3
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11436 16 5 5 2 3 3

11437 17 5 5 3 4 3

11438 18 5 4 6 3 3

11439 19 9 1 5 1 2

11440 20 5 3 3 2 3

11441 21 5 4 5 2 3

11443 22 8 2 9 1 2

11461 24 7 4 9 1 2

11463 25 7 3 8 1 2

11464 26 8 4 8 1 2

11465 27 9 4 7 1 2

* Sequences were not obtained in good quality, therefore, these two strains were removed from MLST analysis.
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Strain
No.

MLST
(Seque
nce
type)

Number of band

Digital barcodeRep-PCR RAPD-PC
R

REP ERI
C

(GT
G)5

239 KA
Y3

200019 4 15 2 6 2 4

B13 9 15 14 8 2 4

B151 11 13 10 8 3 6

B7 8 15 11 9 4 3

200054 5 14 12 9 3 4

B13-2 7 16 10 8 4 5

200080 6 13 11 8 3 4

B15 10 16 11 8 5 4

G1 12 15 10 8 2 5

KU1500
6 13 17 14 7 2 4

Table 4-71. Database of DNA fingerprints for L. brevis
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11348 1 15 9 8 2 3

11350 2 15 10 9 2 2

11351 3 15 6 9 1 3

Strain
No.

MLST
(Sequ
ence
type)

Number of band

Digital barcodeRep-PCR RAPD-PCR

REP
ERI
C

(GT
G)5

239
KA
Y3

11001 1 10 13 10 2 3

11037 2 14 7 10 6 3

11076 3 12 9 12 3 4

11077 4 13 9 13 5 3

11082 5 17 8 15 6 4

11093 6 13 9 14 6 4

11382 7 16 7 10 4 4

Table 4-72. Database of DNA fingerprints for Leu. citreum
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11388 8 13 7 15 4 4

11391 9 14 7 13 3 3

11413 10 14 8 11 7 3

11414 11 15 5 11 6 4

11422 12 16 5 9 6 5

11432 13 12 9 12 4 6

11447 14 12 7 12 4 4
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제 11절 선정 균주를 이용하여 제조한 발표식품에서의 미생

물 추적 평가

1. 시판 발효식품에 존재하는 미생물 유전자 지문 분석

가. 개발한 유전자 지문 분석법을 이용한 유전자 지문 채취

Ÿ 본 연구에서 개발한 최적의 유전자 지문 분석법은 RAPD, Rep-PCR, MLST 분석법

을 조합하여 특정 미생물의 유전자 지문을 디지털 코드화 하는 것이며, 코드화된 유

전자 지문은 특정 미생믈 고유의 DNA profiling을 나타낸다. 따라서 본 연구에서 개

발한 유전자 지문 분석법이 실제로 발효식품에 적용 가능한지를 검증하기 위하여 대

표적인 고상 발효식품인 김치와 액상 발효식품인 요구르트에 존재하는 미생물들의

유전자 지문을 분석하고, 동시에 본 연구에서 사용한 Leu. mesenteroides, L. brevis,

L. plantarum을 김치와 요구르트에 각각 접종한 후 김치와 요구르트로부터 해당 유

산균의 유전자 지문을 분석함으로써 본 연구에서 개발한 유전자 지문법의 유효성을

검증하고자 하였다.

(1) 유산균주의 분리 및 genomic DNA 분리정제

Ÿ 유전자 지문 채취를 위한 발효 식품은 한국야쿠르트사의 메치니코프 발효유 또는 덴

마크 드링킹 요구르트와 가정에서 제조된 김치를 이용하였다. 메치니코프 발효유에는

코카서스 유산균, S. thermophilus, B. longum, L. casei, L. acidophilus가 함유되어

있었다.

Ÿ 발효유에는 MRS broth에 배양된 Leu. mesenteroides 11251, L. brevis B151, L.

plantarum Lb41K을 각각 10%(v/v)으로 접종하였고, PBS에 십진 희석하여 106까지

희석한 후 MRS agar 배지에 도말하여 37℃에서 하룻밤 배양한 후 형성된 colony 중

무작위로 30개를 취하여 genomic DNA를 분리하였다.

Ÿ 김치에는 MRS broth에 배양된 Leu. mesenteroides 11251과 L. brevis B151을 각각

10%(v/w)로 접종하였고, 접종 후 3 g의 김치를 취하여 25 mL의 멸균생리식염수를

첨가하여 십진희석법으로 106까지 희석한 후 MRS agar 배지에 도말하여 37℃에서

하룻밤 배양한 후 형성된 colony 중 무작위로 30개를 취하여 genomic DNA를 분리

하였다.
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Prime
r

Pre-
denaturat
ion

Denaturati
on Annealing Extensio

n

No.
of

cycle
s

Post
extension

Produ
ct

storag
e

16S

rRNA

94°C/2

min
94°C/30 sec 50°C/1 min

72°C/1

min
35

72°C/7

min

4°C/∞

RAPD
94°C/4

min

94°C/2 min 39°C/2 min
72°C/2

min
2

72°C/7

min
95°C/15 sec 39°C/15 sec

72°C/20

sec
35

REP
95°C/7

min
95°C/1 min 41°C/1 min

65°C/3

min
35

65°C/16

min

(GTG)

5

95°C/7

min

95°C/2 min 36°C/2 min
72°C/2

min
4

72°C/5

min
95°C/1 min 50°C/1 min

72°C/1

min
30

ERIC
94°C/3

min
94°C/30 sec

52°C/1.5

min

68°C/8

min
35

68°C/8

min

MLST
94°C/2

min
95°C/20 sec

*(Av.Tm+1)

°C/

30 sec

72°C/30

sec
35

72°C/7

min

(2) 유전자 지문 채취를 위한 PCR 수행 및 PCR 산물의 염기서열 결정

Ÿ 유전자 지문 채취를 위하여 본 연구에서 선정된 방법인 RAPD-PCR은 239와 KAY3

프라이머를 동일하게 사용하였고, Rep-PCR 분석을 위하여 REP, ERIC, (GTG)5 프라

이머를 사용하였다. MLST 분석에는 Leu. mesenteroides 11251의 추적에는 atpA,

gyrB, groEL, pheS, pyrG, rpoA, uvrC 유전자를 증폭하여 분석하였고, L. brevis

B151의 추적에는 dnaK, groEL, gyrB, pheS, recA, rpoA, rpoB 유전자를 분석하였

으며, L. plantarum Lb41의 추적을 위하여 ddl, gdh, gyrB, mutS, pgm, Purk1, tkt4

유전자를 분석하였다.

Ÿ PCR 반응 조건은 Table 4-73와 같다.

Table 4-73. PCR conditions used for the amplification of various genes and

fingerprinting methods of the target colonies
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Colony
ID BLAST result Colony

ID BLAST result Colony
ID BLAST result

Y1 S. thermophilus YB1 S. thermophilus YP1 S. thermophilus
Y2 S. thermophilus YB2 L. brevis YP2 S. thermophilus
Y3 Leu. mesenteroides YB3 S. thermophilus YP3 S. thermophilus
Y4 S. thermophilus YB4 L. brevis YP4 S. thermophilus
Y5 S. thermophilus YB5 S. thermophilus YP5 L. plantarum
Y6 L. plantarum YB6 S. thermophilus YP6 L. plantarum
Y7 Leu. mesenteroides YB7 S. thermophilus YP7 S. thermophilus
Y8 S. thermophilus YB8 S. thermophilus YP8 S. thermophilus
Y9 S. thermophilus YB9 L. brevis YP9 L. plantarum
Y10 Leu. mesenteroides YB10 S. thermophilus YP10 S. thermophilus
Y11 S. thermophilus YB11 S. thermophilus YP11 S. thermophilus
Y12 S. thermophilus YB12 S. thermophilus YP12 S. thermophilus
Y13 S. thermophilus YB13 S. thermophilus YP13 S. thermophilus
Y14 Leu. mesenteroides YB14 S. thermophilus YP14 S. thermophilus
Y15 Leu. mesenteroides YB15 L. brevis YP15 L. plantarum
Y16 Leu. mesenteroides YB16 S. thermophilus YP16 S. thermophilus
Y17 S. thermophilus YB17 S. thermophilus YP17 S. thermophilus
Y18 S. thermophilus YB18 L. brevis YP18 S. thermophilus

나. 주요 발효식품에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석

(1) 발효유 내에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석

(가) 발효유에서 선별한 유산균의 동정

Ÿ 발효유에 Leu. mesenteroides 11251, L. brevis B151, L. plantarum Lb41K를 각각 접

종하여 무작위로 선별한 각 30개의 균주에 해당하는 결과는 Table 4-74에 나타내었

다.

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 접종한 덴마크 드링킹 발효유에서 무작위로 선별한 30

개의 균주 중 22개의 균주는 S. thermophilus로 동정되었고, 7개의 균주가 Leu.

mesenteroides로 동정되었다(Y3, 7, 10, 14, 15, 16, 27). 또한 1개의 균주는 L.

plantarum으로 확인되었다.

Ÿ L. brevis B151을 접종한 메치니코프 발효유에서 무작위로 선별한 30개의 균주 중 21

개의 균주가 S. thermophilus로, 9개의 균주가 L. brevis로 동정되었다(YB2, 4, 9, 15,

18, 21, 23, 25, 30).

Ÿ L. plantarum Lb41K를 접종한 메치니코프 발효유에서 무작위로 선별한 30개의 균주

중 5개의 균주가 L. plantarum으로 동정되었고(YP5, 6, 9, 15, 29), 나머지 25개의 균

주가 S. thermophilus로 동정되었다.

Table 4-74. 16S rRNA gene sequencing results for Leu. mesenteroides(11251),

L. brevis(B151), and L. plantarum(Lb41K) strains inoculated in

Yoghurt
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Y19 S. thermophilus YB19 S. thermophilus YP19 S. thermophilus
Y20 S. thermophilus YB20 S. thermophilus YP20 S. thermophilus
Y21 S. thermophilus YB21 L. brevis YP21 S. thermophilus
Y22 S. thermophilus YB22 S. thermophilus YP22 S. thermophilus
Y23 S. thermophilus YB23 L. brevis YP23 S. thermophilus
Y24 S. thermophilus YB24 S. thermophilus YP24 S. thermophilus
Y25 S. thermophilus YB25 L. brevis YP25 S. thermophilus
Y26 S. thermophilus YB26 S. thermophilus YP26 S. thermophilus
Y27 Leu. mesenteroides YB27 S. thermophilus YP27 S. thermophilus
Y28 S. thermophilus YB28 S. thermophilus YP28 S. thermophilus
Y29 S. thermophilus YB29 S. thermophilus YP29 L. plantarum
Y30 S. thermophilus YB30 L. brevis YP30 S. thermophilus

(나) 선별된 유산균의 RAPD-PCR 결과

Ÿ 선별된 유산균의 유전자 지문을 분석하기 위하여 RAPD-PCR을 수행하였다. Figure

4-118A는 Leu. mesenteroides 11251를 접종한 결과(Y1-Y30)를 나타내었고, Figure

4-118B는 L. brevis B151를 접종한 결과(YB1-YB30), Figure 4-118C는 L. plantarum

Lb41K을 접종한 결과(YP1-YP30)를 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 접종한 발효유에서 선별한 균주의 RAPD-PCR 결과에

서 Figure 4-118AA에는 primer 239를 이용하였는데 1,100 bp에서 주요 band가 나타

났으며, Leu. mesenteroides 11251과 동일하게 모든 균주에 있어서 나타나는 band로

확인되었다. 그러나 primer KAY3를 이용한 결과에서는 단지 7개의 균주가 Leu.

mesenteroides 11251과 동일한 band 양상을 보였고, 주요 band는 1,600 bp부근에서

나타났다(Figure 4-118AB).

Ÿ 두 가지 primer를 사용하였을 경우, 분리된 Leu. mesenteroides는 Leu.

mesenteroides 11251과 유사한 band 패턴을 나타내었는데, 이는 덴마크 드링킹 발효

유에서 분리된 7개의 Leu. mesenteroides가 Leu. mesenteroides 11251과 동일한 균

주인 가능성이 높은 것임을 나타낸다. 또한 Leu. mesenteroides는 상업적 요구르트에

많이 이용되지 않는 균주로서, 이는 16S rRNA 염기서열 결과에서 나타난 Leu.

mesenteroides가 본 연구에서 접종한 Leu. mesenteroides 11251과 동일한 균주일 가

능성이 높은 것으로 확인되었다.

Ÿ L. plantarum으로 동정된 Y6 균주의 경우 primer 239를 이용하여 RAPD-PCR로 분

석하였을 때, Leu. mesenteroides 11251과 동일한 band 양상을 나타내었는데, 이는

두 균주에 대하여 primer가 binding하는 장소가 유사하여 이와 같은 결과를 나타낸

것으로 판단되었다.
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② L. brevis B151

Ÿ L. brevis B151을 접종한 발효유에서 선별한 균주의 RAPD-PCR결과에서 Figure

4-118BC에는 primer 239로, Figure 4-119BD에는 primer KAY3로 분석한 결과를 나

타내었다. 총 9개의 균주가 L. brevis B151과 같은 band 양상을 나타내었고, 660∼

1,200 bp 사이에 band가 나타난 것을 확인할 수 있었다.

Ÿ B. longum, L. casei, L. acidophilus, S. thermophilus를 함유한 발효유에서는 S.

thermophilus를 제외한 나머지 3가지 균주를 16S rRNA 유전자 분석 결과에서는 검

출되지 않았는데, 이는 본 연구가 통성혐기적 배양 조건으로 진행되었기 때문이라고

사료되었다. 또한 L. acidophilus의 경우 무작위적인 선별 시 선택되지 않은 colony일

것이라 판단되었다.

Ÿ L. brevis는 본 연구에서 이용한 발효유에는 첨가되지 않은 유산균으로서, 16S rRNA

유전자의 분석 결과에서 나타난 9개의 L. brevis는 L. brevis B151로 동정할 수 있었

다.

③ L. plantarum Lb41K

Ÿ L. plantarum Lb41K을 접종하여 RAPD-PCR로 분석한 결과는 Figure 4-118CE와

Figure 4-119CF에 나타내었다. 16S rRNA 동정결과는 총 5개의 균주가 L. plantarum

으로 동정되었는데, 이와 유사한 경향으로 primer 239를 이용하였을 때 3,000 bp의

band가 동일하게 나타냄을 확인할 수 있었고, primer KAY3를 이용하여 분석하였을

때, 2,000과 2,500 bp 두 개의 주요 band가 나타났다.

Ÿ L. brevis의 결과와 유사하게, L. plantarum은 발효유에 함유되어 있는 유산균주가 아

니기 때문에 분리된 L. plantarum은 본 연구에서 접종한 L. plantarum Lb41K 균주로

확인되었다.
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Figure 4-118. RAPD-PCR analysis of 30 colonies picked from yoghurt

inoculated with Leu. mesenteroides 11251 using 239 primer

(A) and KAY3 primer (B), lane: 1, 100 bp ladder; 2, Leu.

mesenteroides 11251; 3-17, Y1-Y15; (lower half of the gel)

18, 100 bp ladder; 19-33, Y16-Y30; 34, Leu. mesenteroides

11251. From yoghurt inoculated with L. brevis B151 using

239 primer (C) and KAY3 primer (D), lane: 1, 100 bp

ladder; 2-16, YB1-YB15; 17, L. brevis B151; 18, 100 bp

ladder; 19, 1 kb ladder; (lower half of the gel) 20, 100 bp

ladder; 21-35, YB16-YB30; 36, L. brevis B151, 37, 100 bp

ladder, 38, 1 kb ladder. From yoghurt inoculated with L.

plantarum Lb41K using 239 primer (E) and KAY3 primer

(F), lane: 1, 1kb ladder; 2, 100 bp ladder; 3-17, YP1-YP15;

18, L. plantarum Lb41K; 19, 100 bp ladder; 20, 1 kb ladder;

(lower half of the gel) 21, 1 kb ladder; 22, 100 bp ladder;

23-37, YP16-YP30; 38, L. plantarum Lb41K; 39, 100 bp

ladder; 40, 1 kb ladder.
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(다) 선별된 유산균의 Rep-PCR 결과

Ÿ 선별된 유산균의 유전자 지문을 분석하기 위하여 Rep-PCR을 수행하였다. Figure

4-119A는 Leu. mesenteroides 11251를 접종한 결과(Y1-Y30)를 나타내었고, Figure

4-119B는 L. brevis B151를 접종한 결과(YB1-YB30), Figure 4-119C는 L. plantarum

Lb41K을 접종한 결과(YP1-YP30)를 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ RAPD-PCR 결과와 유사하게 rep-PCR 결과 또한 분리된 Leu. mesenteroides의

band 패턴이 Leu. mesenteroides 11251의 band패턴과 동일함을 확인할 수 있었다.

(GTG)5, REP, ERIC의 결과는 Figure 4-120Aa, b, c에 각각 나타내었고, Leu.

mesenteroides로 동정된 7개의 균주는 세 가지 rep-PCR 결과에서 각각 band 패턴이

동일하였다.

Ÿ 세 가지의 primer 중, (GTG)5 primer를 이용하여 지문분석을 하였을 때, 430, 700,

900, 1,150, 1,200 bp에 band가 확인되었고(Figure 4-120Aa), REP primer를 이용하였

을 때는 350, 1,050, 1,500, 1,610, 2,000, 2,500 bp에서 band가 나타났다(Figure

4-120Ab).

Ÿ ERIC primer를 이용하였을 때는, Leu. mesenteroides로 동정된 균주와 Leu.

mesenteroides 11251균주에서 900, 1,050 bp부근의 band가 동일하게 나타났다(Figure

4-120Ac). 상기 결과에서 확인하였을 때, Leu. mesenteroides로 동정된 분리 균주는

본 연구에서 접종한 Leu. mesenteroides 11251로 확인할 수 있었다.

② L. brevis B151

Ÿ 발효유에 L. brevis B151을 접종하여 RAPD-PCR에서 9개의 균주가 L. brevis B151

과 같았고, rep-PCR 결과에서도 동일하게 나타났다.

Ÿ Figure 4-119Ba에 나타낸 바와 같이 (GTG)5 primer 이용하여 분석한 결과 1,000,

1,100, 1,500 bp에 주요 band가 검출되었고, L. brevis B151과 비교하였을 때, L.

brevis로 동정된 9개의 균주의 band 양상이 동일하였다.

Ÿ REP-PCR 결과에서는 1,600과 2,000 bp에서 band가 나타났고, (GTG)5-PCR의 결과

와 동일하게 L. brevis B151과 9개의 균주에서 유전자 지문이 일치하였다(Figure

4-119Bb).

Ÿ Primer ERIC을 이용한 결과는 Figure 4-119Bc에 나타내었는데, 9개의 균주에 있어

350, 500, 1,200, 2,000, 2,200 bp에 나타나는 band 양상이 L. brevis B151과 유사한 것

이 확인되었다.
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③ L. plantarum Lb41K

Ÿ RAPD-PCR 결과를 기반으로 L. plantarum Lb41K을 접종하여 선별된 균주 중 5개의

균주가 L. plantarum으로 동정되었는데, rep-PCR 결과도 동일한 양상을 나타내었다

(Figure 4-119C).

Ÿ Figure 4-119Ca에는 (GTG)5-PCR 결과를 나타내었는데, 350, 700, 800, 1,000, 1,100,

1,200 bp에 L. plantarum Lb41K와 동일한 유전자 지문이 5개의 균주에서도 동일하게

확인되었다.

Ÿ REP-PCR 결과를 바탕으로, 5개의 균주에서 1,000, 1,200, 1,500, 1,700, 2,100, 4,000

bp에서 유전자 지문을 나타내었고, L. plantarum Lb41K와 동일한 유전자 지문이 검

출되었다(Figure 4-119Cb).

Ÿ Figure 4-119Cc에는 ERIC-PCR 결과를 나타내었고, 5개의 균주에서 380, 1,700, 2,800

bp에 3개의 유전자 지문이 검출되었고, L. plantarum Lb41K의 유전자 지문에서도 동

일한 양상을 나타내었다.
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Figure 4-119. Rep-PCR analysis of 30 colonies picked from yoghurt

inoculated with Leu. mesenteroides 11251 using (GTG)5

primer (Aa), REP primer (Ab) and ERIC primer (Ac),

lane: 1, 100 bp ladder; 2-31, Y1-Y30; 32, Leu.

mesenteroides 11251; 33, 100 bp ladder; 34, 1 kb ladder.

From yoghurt inoculated with L. brevis B151 using

(GTG)5 primer (Ba), REP primer (Bb) and ERIC primer

(Bc), lane: 1, 100 bp ladder; 2-31, YB1-YB30; 32, L.

brevis B151; 33, 100 bp ladder; 34, 1 kb ladder. From

yoghurt inoculated with L. plantarum Lb41K using

(GTG)5 primer (Ca), REP primer (Cb) and ERIC primer

(Cc), lane: 1, 1 kb ladder; 2, 100 bp ladder; 3-32,

YP1-YP30; 33, L. plantarum Lb41K; 34, 100 bp ladder; 35,

1 kb ladder.
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(라) 선별된 유산균의 MLST 분석 결과

Ÿ MLST 분석을 위하여 발효유에 Leu. mesenteroides 11251, L. brevis B151, L.

plantarum Lb41K을 접종하여 선별된 유산균주 중 7개의 Leu. mesenteroides, 9개의

L. brevis, 5개의 L. plantarum으로 동정된 균주를 이용하여 MLST 분석하였다.

Ÿ 선별된 유산균주의 염기서열에서 reference strain인 Leu. mesenteroides 11251, L.

brevis B151, L. plantarum Lb41K을 기준으로 SNP를 탐색하였다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ Leu. mesenteroides를 위한 housekeeping 유전자는 atpA, gyrB, groEL, pheS,

pyrG, rpoA, uvrC를 이용하였다. 7개의 Leu. mesenteroides로 균주와 Leu.

mesenteroides 11251의 housekeeping 유전자를 비교한 결과 SNP는 검출되지 않았다

(Figure 4-120A∼G).
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Figure 4-120. Comparative gene sequence analysis- atpA (A), gyrB (B),

groEL (C), pheS (D), pyrG (E), rpoA (F), and uvrC (G)

of 7 colonies isolated from yoghurt inoculated with

reference strain 11251(Leu. mesenteroides).
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② L. brevis B151

Ÿ Figure 4-121A∼G에는 L. brevis에 해당하는 균주에 대한 MLST 결과를 나타내었

다. L. brevis의 housekeeping 유전자는 dnaK, groEL, gyrB, pheS, recA, rpoA,

rpoB를 이용하여 분석하였다.

Ÿ 9개의 L. brevis는 reference 균주인 L. brevis B151과 모든 염기서열이 일치하였고,

housekeeping 유전자 내에 SNP는 존재하지 않았다.
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Figure 4-121. Comparative gene sequence analysis- dnaK (A), groEL

(B), gyrB (C), pheS (D), recA (E), rpoA (F), and rpoB

(G) of 9 colonies isolated from yoghurt inoculated with

reference strain B151(L. brevis).
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③ L. plantarum Lb41K

Ÿ L. plantarum의 MLST 결과도 Leu. mesenteroides, L. brevis와 동일하게 나타났다

(Figure 4-122A-G). L. plantarum에 이용된 housekeeping 유전자는 ddl, gdh, gyrB,

mutS, pgm, purK1, tkt4를 분석에 사용하였다.

Ÿ 5개의 균주는 L. plantarum Lb41K와 동일한 염기서열을 지니고 있었고, SNP는 검출

되지 않았다.

Ÿ 결과적으로 발효유에 Leu. mesenteroides 11251을 접종하여 선별된 Y3, Y7, Y10,

Y14, Y15, Y16, Y27 균주와 L. brevis B151을 접종하여 선별된 YB2, YB4, YB9,

YB15, YB18, YB21, YB23, YB25 균주, L. plantarum Lb41K를 접종하여 선별된 YP5,

YP6, YP9, YP15, YP29 균주는 각각 접종해준 reference 균주와 RAPD-PCR,

rep-PCR, MLST 분석에서 동일한 유전자 지문을 나타내었다.
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Colony ID BLAST result Colony ID BLAST result
KM1 Leu. mesenteroides KB1 L. plantarum
KM2 Leu. mesenteroides KB2 L. plantarum
KM3 L. sakei KB3 L. plantarum
KM4 L. sakei KB4 L. plantarum
KM5 Leu. mesenteroides KB5 L. brevis

Figure 4-122. Comparative gene sequence analysis- ddl (A), gdh (B),

gyrB (C), mutS (D), pgm (E), purK1 (F) and tkt4 (G) of

5 colonies isolated from yoghurt inoculated with reference

strain Lb41K(L. plantarum).

(2) 김치 내에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석

(가) 김치에서 선별한 유산균의 동정

Ÿ 김치에 Leu. mesenteroides 11251, L. brevis B151을 접종하여 무작위로 선별한 각

30개의 균주에 해당하는 결과는 Table 4-75에 나타내었다.

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 접종한 김치에서 무작위로 선별한 30개의 균주 중 15개

의 균주는 Leu. mesenteroides로 동정되었고(KM 1, 2, 5, 6, 7, 14, 15, 20, 21, 22, 24,

25, 26, 29), 14개의 균주가 L. sakei로 동정되었다. 또한 1개의 균주는 L. curvatus로

밝혀졌다.

Ÿ L. brevis B151을 접종한 발효유에서 무작위로 선별한 30개의 균주 중 28개의 균주가

L. plantarum으로, 2개의 균주가 L. brevis로 동정되었다(KB 5, 17).

Table 4-75. 16S rRNA gene sequencing results for Leu. mesenteroides(11251), L.

brevis (B151) inoculated in kimchi
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KM6 Leu. mesenteroides KB6 L. plantarum
KM7 Leu. mesenteroides KB7 L. plantarum
KM8 L. sakei KB8 L. plantarum
KM9 L. sakei KB9 L. plantarum
KM10 L. sakei KB10 L. plantarum
KM11 L. curvatus KB11 L. plantarum
KM12 L. sakei KB12 L. plantarum
KM13 L. sakei KB13 L. plantarum
KM14 Leu. mesenteroides KB14 L. plantarum
KM15 Leu. mesenteroides KB15 L. plantarum
KM16 L. sakei KB16 L. plantarum
KM17 L. sakei KB17 L. brevis
KM18 L. sakei KB18 L. plantarum
KM19 L. sakei KB19 L. plantarum
KM20 Leu. mesenteroides KB20 L. plantarum
KM21 Leu. mesenteroides KB21 L. plantarum
KM22 Leu. mesenteroides KB22 L. plantarum
KM23 L. sakei KB23 L. plantarum
KM24 Leu. mesenteroides KB24 L. plantarum
KM25 Leu. mesenteroides KB25 L. plantarum
KM26 Leu. mesenteroides KB26 L. plantarum
KM27 L. sakei KB27 L. plantarum
KM28 L. sakei KB28 L. plantarum
KM29 Leu. mesenteroides KB29 L. plantarum
KM30 Leu. mesenteroides KB30 L. plantarum

(나) 선별된 유산균의 RAPD-PCR 결과

Ÿ 선별된 유산균의 유전자 지문을 분석하기 위하여 RAPD-PCR을 수행하였다. Figure

4-123A는 Leu. mesenteroides 11251를 접종한 결과(KM1-KM30)를 나타내었고,

Figure 4-123B는 L. brevis B151를 접종한 결과(KB1-KB30)를 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 1125

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 김치에 접종하여 무작위로 선별하여 집락의 DNA로부

터 RAPD-PCR 지문 분석을 수행한 결과, primer 239를 이용하였을 때 Leu.

mesenteroides로 동정된 15균주에서 1,100 bp에 주요 band가 나타났으며 이는 Leu.

mesenteroides 11251과 동일한 band 양상을 보였다(Figure 4-123Aa).

Ÿ Primer KAY3를 이용하여 RAPD-PCR 분석 결과는 Figure 4-123Ab에 나타내었고,

주요 band는 1,600 bp에서 관찰되었고, 2개의 band가 함께 나타나는 양상을 보였다.
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② L. brevis B151

Ÿ L. brevis B151을 김치에 접종하여 무작위로 30균주를 선별하였을 때, 단지 2균주 만

L. brevis로 동정되었다(KB5, KB17). RAPD-PCR 결과에서도 primer 239와 KAY3를

이용하여 분석한 결과, 2균주는 L. brevis B151과 같은 유전자 지문을 나타내었다

(Figure 4-123B).

Ÿ Figure 4-124Bc에 KB5와 KB17균주는 L. brevis B151은 primer 239를 이용하였을

때 1,200 bp에서 주요 band가 나타난 것이 일치하였고, primer KAY3를 이용하였을

때 주요 band는 ∼660 bp에서 나타났다.

Figure 4-123. RAPD-PCR analysis of 30 colonies picked from Kimchi

inoculated with Leu. mesenteroides 11251 using 239

primer (A) and KAY3 primer (B), lane: 1, 1 kb ladder; 2,

100 bp ladder; 3-17, KM1-KM15; 18, Leu. mesenteroides

11251; 19, 100 bp ladder; 20, 1 kb ladder; (lower half of

the gel) 21, 1 kb ladder; 22, 100 bp ladder; 23-37,

KM16-KM30; 38, Leu. mesenteroides 11251; 39, 100 bp

ladder; 40, 1 kb ladder. From kimchi inoculated with L.

brevis B151 using 239 primer (C) and KAY3 primer (D),

lane: 1, 1 kb ladder; 2, 100 bp ladder; 3-17, KB1-KB15;

18, L. brevis B151; 19, 100 bp ladder; 20, 1 kb ladder;

(lower half of the gel) 21, 1 kb ladder; 22, 100 bp ladder;

23-37, KB16-KB30; 38, L. brevis B151; 39, 100 bp ladder;

40, 1 kb ladder.
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(다) 선별된 유산균의 Rep-PCR 결과

Ÿ 선별된 유산균의 유전자 지문을 분석하기 위하여 Rep-PCR을 수행하였다. Figure

4-124A는 Leu. mesenteroides 11251를 접종하여 30개의 균주를 선별하여 분석한 결

과(KM1-KM30)를 나타내었고, Figure 4-124B는 L. brevis B151를 접종하여 30개의

균주를 선별하여 분석한 결과(KB1-KB30)를 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ (GTG)5 primer를 이용한 rep-PCR 분석 결과는 Figure 4-124Aa에 나타내었다. 선별

된 30개의 균주 중 15개의 균주가 동일한 band 양상을 보였고, 이는 430∼1,200 bp에

서 band를 확인할 수 있었다. 이러한 양상은 발효유에 Leu. mesenteroides 11251을

접종하여 선별된 Leu. mesenteroides의 (GTG)5-PCR 결과와 동일하였다.

Ÿ Figure 4-124Ab에는 REP primer를 이용한 분석 결과를 나타내었는데, Leu.

mesenteroides로 동정된 15개의 균주 중 KM24 균주를 제외하고 300∼5,000 bp에서

유전자 지문 양상이 동일하였다. KM24 균주의 경우 1,200과 1,500 bp 부근에 두 개

의 구별되는 band가 나타났다.

Ÿ ERIC primer를 이용한 결과는 REP primer 결과와 유사한 것으로 나타났다(Figure

4-124Ac). KM24를 제외한 14개의 균주와 Leu. mesenteroides 11251 균주는 900과

1,050 bp에 band 양상이 동일하게 확인되었다. 반면에 KM24 균주의 경우 1,600 bp에

band가 더 나타난 것으로 보아, KM24 균주를 제외하고 김치에 접종한 Leu.

mesenteroides 11251과 나머지 14균주는 동일한 종임이 확인할 수 있었다.

② L. brevis B151

Ÿ 김치에 L. brevis B151을 접종하여 30균주를 선별하였을 때, 단 2개의 균주 만이 L.

brevis로 동정되었고, 2균주는 (GTG)5, REP, ERIC-PCR 분석에서 L. brevis B151과

동일한 유전자 지문을 나타내었다.

Ÿ 이들의 (GTG)5 primer를 이용한 rep-PCR 분석 결과는 Figure 4-124Ba에 나타내었

는데, 1,000, 1,100, 1,500 bp에 검출된 band가 나타났고, 2균주와 L. brevis B151의 유

전자 지문이 동일한 것을 확인할 수 있었다.

Ÿ REP primer로 분석하였을 때, 1,600과 2,000 bp에 주요 band가 나타남이 확인되었고,

(GTG)5 primer의 결과와 마찬가지로 2균주와 L. brevis B151의 유전자 지문이 동일

하였다(Figure 4-124Bb).

Ÿ Figure 4-124Bc에 ERIC primer를 이용한 결과를 나타내었다. 2균주의 유전자 지문은

350, 500, 1,200, 2,000, 2,200 bp에 검출되었고, L. brevis B151의 유전자 지문이 동일

하였다.
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Figure 4-124. Rep-PCR analysis of 30 colonies picked from kimchi

inoculated with Leu. mesenteroides 11251 using (GTG)5

primer (Aa), REP primer (Ab) and ERIC primer (Ac),

lane: 1, 100 bp ladder; 2-31, KM1-KM30; 32, Leu.

mesenteroides 11251; 33, 100 bp ladder; 34, 1 kb ladder.

From kimchi inoculated with L. brevis B151 using

(GTG)5 primer (Ba), REP primer (Bb) and ERIC primer

(Bc), lane: 1, 1 kb ladder; 2, 100 bp ladder; 3-32,

KB1-KB30; 33, L. brevis B151; 34, 100 bp ladder.

(라) 선별된 유산균의 MLST 분석 결과

Ÿ 선별된 유산균의 유전자 지문을 분석의 유용성을 더하기 위하여 7개의 housekeeping

유전자를 이용하여 MLST 분석을 수행하였다. MLST 분석을 위하여 김치에 Leu.

mesenteroides 11251과 L. brevis B151을 접종하여 선별된 유산균주 중 15개의 Leu.

mesenteroides와 2개의 L. brevis로 동정된 균주를 이용하여 MLST 분석하였다.

Ÿ 선별된 유산균주의 염기서열에서 reference strain인 Leu. mesenteroides 11251와 L.

brevis B151을 기준으로 SNP를 탐색하였다.
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① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ Leu. mesenteroides로 동정된 15균주를 MLST 분석하였을 때 결과는 Figure 4-125

에 나타내었다. 7개의 housekeeping 유전자 중에 atpA, groEL, gyrB, pheS, uvrC

유전자에서 SNP를 확인할 수 있었고, 나머지 두 가지 유전자인 pyrG, rpoA는 Leu.

mesenteroides 11251과 15균주는 SNP가 나타나지 않았다.

Ÿ 따라서 16S rRNA 유전자 염기서열의 결과와 RAPD, rep-PCR(REP, ERIC primer에

서 KM24 제외)결과에서 Leu. mesenteroides 11251과 동일한 유전자 지문을 나타내

었으나, 5개의 housekeeping 유전자에서 다른 결과를 나타낸 것으로 확인되었다.

Ÿ 유전자의 염기서열을 비교하였을 때도, 14개의 균주는 적어도 하나의 유전자에서

SNP를 지니고 있었다. SNP가 존재하는 유전자 염기서열에 기반하여, 15개의 균주

중 14개 균주는 김치에 이미 존재하던 Leu. mesenteroides로 확인되었고, 단지

KM22 균주 만이 7개의 유전자에서 Leu. mesenteroides 11251과 동일한 염기서열을

지닌 것으로 확인되어 본 연구에서 접종한 균주로 결정할 수 있었다.

Ÿ 김치에 접종한 Leu. mesenteroides 11251의 유전자 지문을 추적할 때, MLST 분석이

가장 효과적이라고 판단되는 바이다. 선별된 30개의 균주 중 Leu. mesenteroides로

동정된 15개의 균주가 모두 접종해준 Leu. mesenteroides 11251로 추정할 수 있었다.

Ÿ 김치에서 30개의 균주를 분리할 때 상당히 많은 양의 유산균주가 검출되었는데, 이는

많은 유산균주의 좋은 분리원으로서 Leu. mesenteroides 뿐만 아니라 Leu. citreum

등이 김치 발효의 중간 단계에서 많이 생성된다고 보고되어 있다(Chang et al.,

2010).

Ÿ 초기에 분리된 유산균주가 모두 16S rRNA 유전자 분석 결과에 기반하여 Leu.

mesenteroides 11251이라 추정하였으나, MLST 분석을 통하여 KM22 균주 만이

Leu. mesenteroides 11251과 SNP를 갖지 않는 유일한 균주임이 밝혀졌다.

Ÿ 16S rRNA 유전자 염기서열은 유산균의 동정과 계통학적 분석을 위한 좋은 방법이

나, 계통발생학적으로 밀접하게 관련된 종이나 그의 아종일 경우 아주 밀접한 관계를

갖고 있을 때는 16S rRNA 유전자 염기서열 분석에 있어서 불완전한 방법이라고 보

고되었다(Fox et al., 1992; Temmerman et al., 2004). 따라서 16S rRNA로 분석한

결과는 100%의 신뢰성을 갖지는 않는다(Björkroth et al., 2002).

Ÿ RAPD나 rep-PCR과 같은 유전자 지문 분석법은 16S rRNA 염기서열 분석과 유사한

판별력을 지니고, 다수의 미생물의 식별에 적합한 것으로 알려져 있다. 그러나 이러

한 방법은 실험실간의 비교가 어렵고, 재현성이 떨어진다. 본 연구에서 김치의 Leu.

mesenteroides 11251을 추적할 때 확인할 수 있듯이 이 방법은 유전자의 염기서열

비교에 있어 판별력이 떨어지는 것을 확인할 수 있었다.
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Figure 4-125. Comparative gene sequence analysis-atpA (A), gyrB (B),

groEL (C), pheS (D), pyrG (E), rpoA (F), and uvrC (G)

of 15 colonies isolated from kimchi inoculated with refer-

ence strain 11251(Leu. mesenteroides) (H) representing

variations in 5 gene sequences.

② L. brevis B151

Ÿ L. brevis로 동정된 2균주를 MLST 분석하였을 때 결과는 Figure 4-126에 나타내었

다. 2개의 균주는 housekeeping 유전자(dnaK, groEL, gyrB, pheS, recA, rpoA,

rpoB)에서 SNP를 나타내지 않았다.

Ÿ KB5와 KB17은 L. brevis B151과 염기서열이 완전하게 일치하는 것을 확인할 수 있

었고, 이는 김치에 접종한 L. brevis B151과 같은 균주라고 판단하였다.

Ÿ 또한 KB5와 KB17을 제외하고, 28균주가 모두 L. plantarum으로 동정된 것으로 보아,

김치의 숙성 단계에서 L. plantarum이 가장 두드러진 종이라 추측할 수 있었다.

Ÿ 발효유와 김치를 이용한 유산균의 추적 방법으로 이용된 4가지 방법에서 염기서열

기반의 추적기술인 MLST 기법이 다른 16S rRNA 유전자 염기서열 분석,

RAPD-PCR, rep-PCR 기술보다 신뢰성 있는 결과를 보여주었다.
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Figure 4-126. Comparative gene sequence analysis- dnaK (A), groEL

(B), gyrB (C), pheS (D), recA (E), rpoA (F), and rpoB

(G) of 2 colonies isolated from inoculated kimchi with

reference strain B151(L. brevis).
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Band
size
(bp)

Strain No.

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y
10

Y
11

Y
12

Y
13

Y
14

Y
15

11
25
1

3,000 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
520 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

300 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Band Strain No.

(3) 확보된 유산균 유전자 지문 데이터베이스 분석

Ÿ 본 연구에서 확보된 유산균의 유전자 지문 분석법으로 MLST 분석법이 최적의 분석

법인 것으로 재차 확인되었다. 또한 발효유나 김치에 접종한 Leu. mesenteroides, L.

brevis, L. plantarum에 해당하는 균주 추적에는 종전의 RAPD, rep-PCR, MLST

sequence type을 이용한 유전자 암호화가 요구되었다.

(가) 발효유에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축

Ÿ 발효유에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축을 위하여 RAPD-PCR

분석은 239와 KAY3 primer를 이용하였고, rep-PCR 유전자 지문의 분석은 REP,

ERIC, (GTG)5 primer를 이용하였다. 발효유에 접종하였던 균주는 Leu.

mesenteroides 11251, L. brevis B151, L. plantarum Lb41K이고, 각 30개의 균주를

확보하여 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 접종했던 발효유에서 분리된 30개의 균주를 239와

KAY3 primer를 이용하여 RAPD-PCR로 유전자 지문을 분석한 결과는 각각 Table

4-76과 4-77에 나타내었다. 또한 REP, ERIC, (GTG)5 primer를 이용한 유전자 지문

분석 및 암호화 결과는 각각 Table 4-78, 4-79, 4-80에 나타내었다.

Ÿ Y3, 7, 10, 14, 15, 16, 27 균주는 같은 band 양상을 나타내어 암호화되었고, 30개의

균주 중 L. plantarum으로 동정된 Y6 균주는 다른 균주와는 다른 유전자 지문을 나

타낸 것을 확인할 수 있었다. 나머지 S. thermophilus로 동정된 22개의 균주의 유전

자 지문 분석에서 각 유전자 지문이 유사하였다.

Table 4-76. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) from inoculated yoghurt in

the form of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using

239 primer
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size
(bp)

Y
16

Y
17

Y
18

Y
19

Y
20

Y
21

Y
22

Y
23

Y
24

Y
25

Y
26

Y
27

Y
28

Y
29

Y
30

11
25
1

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
520 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
300 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9
Y
10

Y
11

Y
12

Y
13

Y
14

Y
15

11
25
1

2,600 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

2,500 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
2,000 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
1,200 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
16

Y
17

Y
18

Y
19

Y
20

Y
21

Y
22

Y
23

Y
24

Y
25

Y
26

Y
27

Y
28

Y
29

Y
30

11
25
1

2,600 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
2,500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1

1,200 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

Band 
size 
(bp)

Strain No.

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y
10

Y
11

Y
12

Y
13

Y
14

Y
15

11
25
1

5,000 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
3,500 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
3,000 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,600 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
1,400 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Table 4-77. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in yoghurt in

the form of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using

KAY3 primer

Table 4-78. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in yoghurt in

the form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using

REP primer
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1,210 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
1,200 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
1,000 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
900 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
850 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
700 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
550 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
500 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
490 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
400 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
300 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
210 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
150 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band 
size 
(bp)

Strain No.

Y
16

Y
17

Y
18

Y
19

Y
20

Y
21

Y
22

Y
23

Y
24

Y
25

Y
26

Y
27

Y
28

Y
29

Y
30

11
25
1

5,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
3,500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
1,400 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,210 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,200 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
900 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
850 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
550 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
490 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
400 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
300 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1
210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Band
size
(bp)

Strain No.

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y
10

Y
11

Y
12

Y
13

Y
14

Y
15

11
25
1

5,000 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
3,500 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
3,000 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
2,600 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

2,100 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
2,000 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,800 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
1,550 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,300 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
1,200 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
800 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
700 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

400 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
350 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
300 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
190 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
16

Y
17

Y
18

Y
19

Y
20

Y
21

Y
22

Y
23

Y
24

Y
25

Y
26

Y
27

Y
28

Y
29

Y
30

11
25
1

5,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
3,500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
3,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

2,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
2,100 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,800 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1,300 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 4-79. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in yoghurt in

the form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using

ERIC primer
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700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

350 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
190 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y
10

Y
11

Y
12

Y
13

Y
14

Y
15

11
25
1

1,500 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0
1,300 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
1,250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

1,200 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
1,100 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
1,000 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
950 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
900 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
800 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

700 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1
600 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0
550 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0
500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
420 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
400 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1

380 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
350 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
16

Y
17

Y
18

Y
19

Y
20

Y
21

Y
22

Y
23

Y
24

Y
25

Y
26

Y
27

Y
28

Y
29

Y
30

11
25
1

1,500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,300 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
1,250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

950 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
800 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
700 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
600 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
550 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

Table 4-80. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in yoghurt in

the form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using

(GTG)5 primer
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500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
420 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
380 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

350 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B1

Y
B2

Y
B3

Y
B4

Y
B5

Y
B6

Y
B7

Y
B8

Y
B9

Y
B
10

Y
B
11

Y
B
12

Y
B
13

Y
B
14

Y
B
15

B1
51

1,800 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
300 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
Y
B
16

Y
B
17

Y
B
18

Y
B
19

Y
B
20

Y
B
21

Y
B
22

Y
B
23

Y
B
24

Y
B
25

Y
B
26

Y
B
27

Y
B
28

Y
B
29

Y
B
30

B1
51

1,800 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
300 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B1

Y
B2

Y
B3

Y
B4

Y
B5

Y
B6

Y
B7

Y
B8

Y
B9

Y
B
10

Y
B
11

Y
B
12

Y
B
13

Y
B
14

Y
B
15

B1
51

3,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,600 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,400 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

② L. brevis B151

Ÿ L. brevis B151을 접종한 발효유에서 분리된 30개의 균주에 해당하는 결과는 Leu.

mesenteroides와 유사하게 나타났다. 239와 KAY3 primer를 이용하여 RAPD-PCR로

유전자 지문을 분석한 결과는 각각 Table 4-81과 4-82에 나타내었다. 또한 REP,

ERIC, (GTG)5 primer를 이용한 유전자 지문 분석 및 암호화 결과는 각각 Table

4-83, 4-84, 4-85에 나타내었다.

Ÿ 확보된 유산균 중 YB2, 4, 9, 15, 18, 21, 23, 25, 30에 해당하는 균주는 L. brevis

B151과 같은 유전자 지문 양상을 보였고, 나머지 21개의 균주 또한 같은 유전자 지문

이 확보되었다.

Table 4-81. Digital data of L. brevis inoculated in yoghurt in the form of binary

number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using 239 primer

Table 4-82. Digital data of L. brevis inoculated in yoghurt in the form of binary

number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using KAY3 primer
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1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
650 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
600 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
400 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
Y
B
16

Y
B
17

Y
B
18

Y
B
19

Y
B
20

Y
B
21

Y
B
22

Y
B
23

Y
B
24

Y
B
25

Y
B
26

Y
B
27

Y
B
28

Y
B
29

Y
B
30

B1
51

3,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,600 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

1,400 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
650 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
600 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
400 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B1

Y
B2

Y
B3

Y
B4

Y
B5

Y
B6

Y
B7

Y
B8

Y
B9

Y
B
10

Y
B
11

Y
B
12

Y
B
13

Y
B
14

Y
B
15

B1
51

5,000 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
4,500 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
3,800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,100 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2,200 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

2,100 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,600 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
800 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
700 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

600 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
500 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
450 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
400 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
300 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
250 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

180 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
150 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Band
size

Strain No.

Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y B1

Table 4-83. Digital data of L. brevis inoculated in yoghurt in the form of binary

number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using REP primer
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(bp) B
16

B
17

B
18

B
19

B
20

B
21

B
22

B
23

B
24

B
25

B
26

B
27

B
28

B
29

B
30 51

5,000 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
4,500 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
3,800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,100 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
2,200 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

2,100 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
1,600 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,000 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
700 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

600 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
500 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
450 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
400 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
300 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
250 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

180 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
150 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B1

Y
B2

Y
B3

Y
B4

Y
B5

Y
B6

Y
B7

Y
B8

Y
B9

Y
B
10

Y
B
11

Y
B
12

Y
B
13

Y
B
14

Y
B
15

B1
51

5,000 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
4,000 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
2,100 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

2,000 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,900 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,500 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,400 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
950 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

700 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
650 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
400 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
350 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Table 4-84. Digital data of L. brevis inoculated in yoghurt in the form of binary

number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using ERIC primer
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300 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
200 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
120 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B
16

Y
B
17

Y
B
18

Y
B
19

Y
B
20

Y
B
21

Y
B
22

Y
B
23

Y
B
24

Y
B
25

Y
B
26

Y
B
27

Y
B
28

Y
B
29

Y
B
30

B1
51

5,000 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
4,000 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
2,100 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

2,000 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
1,900 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
1,500 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
1,400 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
950 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

700 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
650 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
400 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
350 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

300 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
200 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
120 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

Y
B1

Y
B2

Y
B3

Y
B4

Y
B5

Y
B6

Y
B7

Y
B8

Y
B9

Y
B
10

Y
B
11

Y
B
12

Y
B
13

Y
B
14

Y
B
15

B1
51

2,100 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
2,000 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

1,600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
700 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
400 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
390 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
Y
B
16

Y
B
17

Y
B
18

Y
B
19

Y
B
20

Y
B
21

Y
B
22

Y
B
23

Y
B
24

Y
B
25

Y
B
26

Y
B
27

Y
B
28

Y
B
29

Y
B
30

B1
51

2,100 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

Table 4-85. Digital data of L. brevis inoculated in yoghurt in the form of binary

number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer



- 525 -

2,000 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
1,600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
700 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
400 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1

390 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
1
YP
2
YP
3
YP
4
YP
5
YP
6
YP
7
YP
8
YP
9
YP
10

YP
11

YP
12

YP
13

YP
14

YP
15

Lb
41
K

6,000 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
3,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,300 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,500 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

1,100 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,000 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
550 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
290 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
16

YP
17

YP
18

YP
19

YP
20

YP
21

YP
22

YP
23

YP
24

YP
25

YP
26

YP
27

YP
28

YP
29

YP
30

Lb
41
K

6,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
3,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

③ L. plantarum Lb41K

Ÿ 상기 두 균주와 유사하게도 L. plantarums Lb41K를 접종한 발효유에서 분리된 30개

의 균주에 해당하는 유전자 지문이 유사하게 나타났다. 239와 KAY3 primer를 이용

하여 RAPD-PCR로 유전자 지문을 분석한 결과는 각각 Table 4-86과 4-87에 나타내

었다. 또한 REP, ERIC, (GTG)5 primer를 이용한 유전자 지문 분석 및 암호화 결과는

각각 Table 4-88, 4-89, 4-90에 나타내었다.

Ÿ 확보된 유산균 중 16S rRNA 유전자 염기서열의 결과로 5개의 균주(YP5, 6, 9, 15,

29)가 L. plantarums Lb41K와 동일하게 유전자 지문이 암호화되었고, 반면에 S.

thermophilus로 동정된 균주 등도 동일한 유전자 지문이 나타났다.

Table 4-86. Digital data of L. plantarum(Lb41K) inoculated in yoghurt in the form

of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using 239

primer
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1,100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
290 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
1
YP
2
YP
3
YP
4
YP
5
YP
6
YP
7
YP
8
YP
9
YP
10

YP
11

YP
12

YP
13

YP
14

YP
15

Lb
41
K

2,900 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

2,400 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2,000 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,200 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,100 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
950 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
900 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

750 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
16

YP
17

YP
18

YP
19

YP
20

YP
21

YP
22

YP
23

YP
24

YP
25

YP
26

YP
27

YP
28

YP
29

YP
30

Lb
41
K

2,900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

2,400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
950 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

750 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
1
YP
2
YP
3
YP
4
YP
5
YP
6
YP
7
YP
8
YP
9
YP
10

YP
11

YP
12

YP
13

YP
14

YP
15

Lb
41
K

5,000 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
4,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,900 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
2,700 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2,200 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

2,000 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,700 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,600 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Table 4-87. Digital data of L. plantarum(Lb41K) inoculated in yoghurt in the

form of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using

KAY3 primer

Table 4-88. Digital data of L. plantarum(Lb41K) inoculated in yoghurt in the form

of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using REP primer
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1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,210 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,200 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
750 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
690 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
600 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

550 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
500 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
450 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
250 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
16

YP
17

YP
18

YP
19

YP
20

YP
21

YP
22

YP
23

YP
24

YP
25

YP
26

YP
27

YP
28

YP
29

YP
30

Lb
41
K

5,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
4,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

2,700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
750 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
690 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

450 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
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Band
size
(bp)

Strain No.

Y
P1

Y
P2

Y
P3

Y
P4

Y
P5

Y
P6

Y
P7

Y
P8

Y
P9

Y
P
10

Y
P
11

Y
P
12

Y
P
13

Y
P
14

Y
P
15

Lb
41
K

4,500 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
3,500 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
2,500 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2,100 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,800 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

1,590 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,500 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,400 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,200 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

850 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
750 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
550 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
400 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
380 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
320 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

230 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
Y
P
16

Y
P
17

Y
P
18

Y
P
19

Y
P
20

Y
P
21

Y
P
22

Y
P
23

Y
P
24

Y
P
25

Y
P
26

Y
P
27

Y
P
28

Y
P
29

Y
P
30

Lb
41
K

4,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
3,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
2,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,590 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

750 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
380 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Table 4-89. Digital data of L. plantarum(Lb41K)inoculated in yoghurt in the form

of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using ERIC

primer
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200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
1
YP
2
YP
3
YP
4
YP
5
YP
6
YP
7
YP
8
YP
9
YP
10

YP
11

YP
12

YP
13

YP
14

YP
15

Lb
41
K

2,000 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,600 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1,400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,100 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

1,050 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
950 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
900 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
850 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
790 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
700 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

550 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
380 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.

YP
16

YP
17

YP
18

YP
19

YP
20

YP
21

YP
22

YP
23

YP
24

YP
25

YP
26

YP
27

YP
28

YP
29

YP
30

Lb
41
K

2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
1,400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
1,050 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

950 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
790 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

380 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Table 4-90. Digital data of L. plantarum(Lb41K) inoculated in yoghurt in the form

of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using (GTG)5

primer

Ÿ 본 연구에서 발효유에서 확보된 유산균의 RAPD, rep-PCR, MLST sequence type 결

과를 통하여 Table 4-91부터 4-93에 Y1-Y30(Leu. mesenteroides), YB1-YB30(L.

brevis), YP1-YP30(L. plantarum)에 해당하는 digital code를 완성하였다.
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Strain
No.

MLST
(Seque
nce
type)

Number of band

Digital bar codeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)
5

239 KAY3

Y1 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y2 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y3 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y4 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y5 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y6 0 12 11 9 4 2 M00R12E11G09T04K02

Y7 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y8 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y9 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y10 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y11 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y12 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03

Y13 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y14 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y15 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y16 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y17 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y18 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03

Y19 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y20 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y21 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y22 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y23 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y24 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03

Y25 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y26 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y27 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
Y28 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y29 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03
Y30 0 12 12 9 3 3 M00R12E12G09T03K03

Strain
No.

MLST
(Sequ
ence
type)

Number of band

Digital bar codeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)
5

239 KAY3

YB1 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB2 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB3 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03

YB4 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06

Table 4-91. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(Y1-Y30) in-

oculated in yoghurt with Leu. mesenteroides(11251) strain

Table 4-92. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(YB1-YB30) in-

oculated in yoghurt with L. brevis(B151) strain
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YB5 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB6 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB7 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB8 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03

YB9 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB10 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB11 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB12 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB13 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB14 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03

YB15 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB16 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB17 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB18 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB19 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB20 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03

YB21 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB22 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB23 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB24 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB25 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
YB26 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03

YB27 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB28 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB29 00 16 10 9 3 3 M00R16E10G09T03K03
YB30 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06

Strain
No.

MLST
(Sequ
ence
type)

Number of band

Digital barcodeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)
5

239 KAY3

YP1 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP2 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP3 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP4 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP5 15 13 12 7 6 4 MR1513E12G07T06K04
YP6 15 13 12 7 6 4 MR1513E12G07T06K04

YP7 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP8 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP9 15 13 12 7 6 4 MR1513E12G07T06K04
YP10 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP11 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP12 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04

YP13 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP14 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP15 15 13 12 7 6 4 MR1513E12G07T06K04

Table 4-93. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(YP1-YP30) in-

oculated in yoghurt with L. plantarum(Lb41) strain
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YP16 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP17 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP18 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP19 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04

YP20 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP21 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP22 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP23 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP24 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP25 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04

YP26 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP27 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP28 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04
YP29 15 13 12 7 6 4 MR1513E12G07T06K04
YP30 0 17 9 8 3 4 M00R17E09G08T03K04

(나) 김치에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축

Ÿ 발효유에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축을 위하여 RAPD-PCR

분석은 239와 KAY3 primer를 이용하였고, rep-PCR 유전자 지문의 분석은 REP,

ERIC, (GTG)5 primer를 이용하였다. 발효유에 접종하였던 균주는 Leu.

mesenteroides 11251과 L. brevis B151이고, 각 30개의 균주를 확보하여 나타내었다.

① Leu. mesenteroides 11251

Ÿ Leu. mesenteroides 11251을 접종했던 김치에서 분리된 30개의 균주를 239와 KAY3

primer를 이용하여 RAPD-PCR로 유전자 지문을 분석한 결과는 각각 Table 4-94과

95에 나타내었다. 또한 REP, ERIC, (GTG)5 primer를 이용한 유전자 지문 분석 및 암

호화 결과는 각각 Table 4-96, 4-97, 4-98에 나타내었다.

Ÿ 확보된 30개의 균주 중 KM1, 2, 5, 6, 7, 14, 15, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 29, 30에 해당

하는 균주는 Leu. mesenteroides 11251과 동일한 유전자 지문을 나타내었으나,

KM24 균주는 일부 primer에서 다양한 유전자 지문 양상을 보였다.

Ÿ L. curvatus로 동정된 KM11의 유전자 지문도 예상과 같게 유전자 지문의 양상이 다

른 균주들과 다른 것을 확인할 수 있었다.

Ÿ 독특하게도 14개의 균주가 L. sakei로 동정되었으나 RAPD-PCR에서 239 primer를

사용하였을 때 유전자 지문이 다르게 나타났다. 예를 들면, KM3, 4, 10, 16, 19, 23,

28이 하나의 그룹으로, KM8, 12, 18이 두 번째 그룹, KM9, 17이 세 번째 그룹,

KM13, 27이 네 번째 그룹으로 나뉘었다. L. sakei 균주를 증폭시킨 다른 primer도 유

사한 결과를 나타내었고, 이는 특정 부위에 약한 증폭을 나타낸 것으로 판단할 수 있

었다.
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Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
1

K
M
2

K
M
3

K
M
4

K
M
5

K
M
6

K
M
7

K
M
8

K
M
9

K
M
10

K
M
11

K
M
12

K
M
13

K
M
14

K
M
15

11
25
1

4,000 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2,800 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

1,250 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1,200 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1,100 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
900 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
700 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0

650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
600 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0
550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
490 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
390 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
16

K
M
17

K
M
18

K
M
19

K
M
20

K
M
21

K
M
22

K
M
23

K
M
24

K
M
25

K
M
26

K
M
27

K
M
28

K
M
29

K
M
30

11
25
1

4,000 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0

2,800 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
1,250 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
1,200 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
1,100 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1
1,000 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

700 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
600 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
490 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
390 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 4-94. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in kimchi in the

form of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using 239

primer
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Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
1

K
M
2

K
M
3

K
M
4

K
M
5

K
M
6

K
M
7

K
M
8

K
M
9

K
M
10

K
M
11

K
M
12

K
M
13

K
M
14

K
M
15

11
25
1

2,500 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
1,800 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,600 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
1,400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

850 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
16

K
M
17

K
M
18

K
M
19

K
M
20

K
M
21

K
M
22

K
M
23

K
M
24

K
M
25

K
M
26

K
M
27

K
M
28

K
M
29

K
M
30

11
25
1

2,500 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1,800 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,600 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1,400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
850 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
1

K
M
2

K
M
3

K
M
4

K
M
5

K
M
6

K
M
7

K
M
8

K
M
9

K
M
10

K
M
11

K
M
12

K
M
13

K
M
14

K
M
15

11
25
1

5,000 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1

4,000 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
3,000 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
1,800 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,200 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
900 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
850 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
790 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

710 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

Table 4-95. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in kimchi in the

form of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using

KAY3 primer

Table 4-96. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in kimchi in the

form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using REP

primer
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600 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
400 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
300 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1

200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
16

K
M
17

K
M
18

K
M
19

K
M
20

K
M
21

K
M
22

K
M
23

K
M
24

K
M
25

K
M
26

K
M
27

K
M
28

K
M
29

K
M
30

11
25
1

5,000 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1

4,000 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
3,000 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1,300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,200 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
850 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
790 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

710 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
600 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
300 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
1

K
M
2

K
M
3

K
M
4

K
M
5

K
M
6

K
M
7

K
M
8

K
M
9

K
M
10

K
M
11

K
M
12

K
M
13

K
M
14

K
M
15

11
25
1

2,500 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

2,200 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,900 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,600 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,400 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
1,100 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
490 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
400 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
350 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
200 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1

Table 4-97. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in kimchi in the

form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using ERIC

primer
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100 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
16

K
M
17

K
M
18

K
M
19

K
M
20

K
M
21

K
M
22

K
M
23

K
M
24

K
M
25

K
M
26

K
M
27

K
M
28

K
M
29

K
M
30

11
25
1

2,500 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
2,200 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,900 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,600 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

1,400 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,100 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
900 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
490 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
400 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1

350 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
200 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
100 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
1

K
M
2

K
M
3

K
M
4

K
M
5

K
M
6

K
M
7

K
M
8

K
M
9

K
M
10

K
M
11

K
M
12

K
M
13

K
M
14

K
M
15

11
25
1

2,300 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
1,300 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

1,200 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
1,100 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
900 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
750 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

700 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
600 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
550 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
500 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
420 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1

380 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
300 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
M
16

K
M
17

K
M
18

K
M
19

K
M
20

K
M
21

K
M
22

K
M
23

K
M
24

K
M
25

K
M
26

K
M
27

K
M
28

K
M
29

K
M
30

11
25
1

Table 4-98. Digital data of Leu. mesenteroides(11251) inoculated in kimchi in the

form of binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using (GTG)5

primer
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2,300 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1,600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,300 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

1,200 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1,100 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

700 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
600 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
550 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
500 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
420 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

380 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
300 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

K
B1

K
B2

K
B3

K
B4

K
B5

K
B6

K
B7

K
B8

K
B9

K
B1
0

K
B1
1

K
B1
2

K
B1
3

K
B1
4

K
B1
5

B1
51

3,000 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
2,500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,800 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1,400 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,200 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,100 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
B1

K
B1

K
B1

K
B1

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B2

K
B3

B1
51

② L. brevis B151

Ÿ L. breivs B151을 접종했던 김치에서 분리된 30개의 균주를 239와 KAY3 primer를

이용하여 RAPD-PCR로 유전자 지문을 분석한 결과는 각각 Table 4-99와 4-100에

나타내었다. 또한 REP, ERIC, (GTG)5 primer를 이용한 유전자 지문 분석 및 암호화

결과는 각각 Table 4-101, 4-102, 4-103에 나타내었다.

Ÿ 확보된 30 균주 중 KB5와 KB17은 L. brevis B151과 완전하게 일치하는 유전자 지문

을 나타내었고, 나머지 28개의 균주들도 유사한 유전자 지문의 양상을 보였다.

Table 4-99. Digital data of L. brevis inoculated in kimchi in the form of binary

number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using 239 primer
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6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
3,000 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
2,500 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1,800 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

1,400 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
1,200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
1,100 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
400 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

KB
1

KB
2

KB
3

KB
4

KB
5

KB
6

KB
7

KB
8

KB
9

KB
10

KB
11

KB
12

KB
13

KB
14

KB
15

B151

3000 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

2500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

2000 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

1600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1400 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

650 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

400 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

KB
16

KB
17

KB
18

KB
19

KB
20

KB
21

KB
22

KB
23

KB
24

KB
25

KB
26

KB
27

KB
28

KB
29

KB
30 B151

3000 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

2500 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

2000 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

1600 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

650 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

K
B1

K
B2

K
B3

K
B4

K
B5

K
B6

K
B7

K
B8

K
B9

K
B1
0

K
B1
1

K
B1
2

K
B1
3

K
B1
4

K
B1
5

B1
51

3,800 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
3,100 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

2,200 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Table 4-100. Digital data of L. brevis inoculated in kimchi in the form of binary

number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using KAY3 primer

Table 4-101. Digital data of L. brevis inoculated in kimchi in the form of binary

number(1,0) for the Rep-PCR fingerprint using REP primer
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1,300 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,200 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,000 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
900 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

800 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
750 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
700 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
650 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
180 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
150 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.
K
B1
6

K
B1
7

K
B1
8

K
B1
9

K
B2
0

K
B2
1

K
B2
2

K
B2
3

K
B2
4

K
B2
5

K
B2
6

K
B2
7

K
B2
8

K
B2
9

K
B3
0

B1
51

3,800 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
3,100 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,500 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
2,200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,800 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,300 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,000 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

900 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
800 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
750 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
700 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
650 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

550 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
180 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
150 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

K
B1

K
B2

K
B3

K
B4

K
B5

K
B6

K
B7

K
B8

K
B9

K
B1
0

K
B1
1

K
B1
2

K
B1
3

K
B1
4

K
B1
5

B1
51

5,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2,500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
2,100 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,000 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Table 4-102. Digital data of L. brevis inoculated in kimchi in the form of binary

number(1,0) for the Rep-PCR fingerprint using ERIC primer
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1,900 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

750 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
650 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
600 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
550 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
500 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
400 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

350 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
300 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
220 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
B1
6

K
B1
7

K
B1
8

K
B1
9

K
B2
0

K
B2
1

K
B2
2

K
B2
3

K
B2
4

K
B2
5

K
B2
6

K
B2
7

K
B2
8

K
B2
9

K
B3
0

B1
51

5,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,500 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
2,100 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2,000 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,900 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,200 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
750 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
650 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
600 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

550 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
500 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
400 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
350 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
300 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
220 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

K
B1

K
B2

K
B3

K
B4

K
B5

K
B6

K
B7

K
B8

K
B9

K
B1
0

K
B1
1

K
B1
2

K
B1
3

K
B1
4

K
B1
5

B1
51

1,600 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,500 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,400 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,050 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

1,000 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
900 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
850 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Table 4-103. Digital data of L. brevis inoculated in kimchi in the form of binary

number(1,0) for the Rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer
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750 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
650 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

400 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
350 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.
K
B1
6

K
B1
7

K
B1
8

K
B1
9

K
B2
0

K
B2
1

K
B2
2

K
B2
3

K
B2
4

K
B2
5

K
B2
6

K
B2
7

K
B2
8

K
B2
9

K
B3
0

B1
51

1,600 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,500 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,050 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1,000 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

900 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
850 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
750 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
650 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
350 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Strain
No.

MLST
(Seque
nce
type)

Number of band

Digital bar codeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)
5

239 KAY3

KM1 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM2 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02

Ÿ 본 연구에서 발효유에서 확보된 유산균의 RAPD, rep-PCR, MLST sequence type 결

과를 통하여 Table 4-104, 4-105에 KM1-KM30(Leu. mesenteroides)과

KB1-KB30(L. brevis)에 해당하는 digital code를 완성하였다.

Ÿ KM22의 경우 Leu. mesenteroides 11251과 완전하게 일치하였고, 나머지 Leu.

mesenteroides로 동정된 14개의 균주는 일치하지 않았다. MLST 분석에서 7개의

housekeeping 유전자에서 14개의 균주는 rpoA와 pyrG에서 SNP가 존재하였으나,

KM22만 Leu. mesenteroides 11251와 비교하여 SNP가 존재하지 않았다.

Ÿ 뿐만 아니라, KM2, 7, 14, 25 균주들은 7개의 housekeeping 유전자 중 6개는 동일하

였으나 uvrC 유전자의 염기서열이 상이하였기 때문에 이들 4균주는 Leu.

mesenteroides 11251 균주가 아닌 것으로 확인되었다.

Ÿ 또한 KB5와 KB17은 완전히 같은 digital code가 생성되어 같은 균주라고 판단할 수

있었다.

Table 4-104. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(KM1-KM30)

inoculated in kimchi with Leu. mesenteroides(11251) strain
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KM3 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM4 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM5 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM6 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02

KM7 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM8 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM9 0 12 10 8 5 2 M00R12E10G08T05K02
KM10 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM11 0 10 3 9 2 4 M00R10E03G09T02K04
KM12 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02

KM13 0 12 10 8 5 2 M00R12E10G08T05K02
KM14 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM15 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM16 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM17 0 12 10 8 5 2 M00R12E10G08T05K02
KM18 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02

KM19 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM20 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM21 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM22 3 9 4 8 1 2 M03R09E04G08T01K02
KM23 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM24 0 11 5 8 1 2 M00R11E05G08T01K02

KM25 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM26 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM27 0 12 10 8 5 2 M00R12E10G08T05K02
KM28 0 12 10 8 7 2 M00R12E10G08T07K02
KM29 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02
KM30 0 9 4 8 1 2 M00R09E04G08T01K02

Strain
No.

MLST
(Seque
nce
type)

Number of band

Digital bar codeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)
5

239 KAY3

KB1 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB2 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB3 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

KB4 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB5 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
KB6 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB7 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB8 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB9 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

KB10 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB11 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB12 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB13 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB14 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

Table 4-105. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(KB1-KB30) in-

oculated in kimchi with L. brevis(B151) strain
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KB15 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB16 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB17 11 13 10 8 3 6 M11R13E10G08T03K06
KB18 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

KB19 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB20 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB21 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB22 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB23 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB24 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

KB25 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB26 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB27 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB28 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB29 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03
KB30 00 13 11 9 6 3 M00R13E11G09T06K03

2. 개발한 프로바이오틱스 균주를 이용하여 제조한 프로바이오틱스 제품에서의 미생물

추적 기술 평가

가. 프로바이오틱스 분말 내에 존재하는 유산균 유전자 지문 분석

Ÿ 본 연구과제에서 기능성이 높아 산업적으로 활용성이 높은 것으로 선정된 균주들 중

에서 L. plantarum Lb41P 균주는 프로바이오틱스로서의 기능성이 확인되었다 따라서

본 연구과제의 협동기관이자 참여기업인 ㈜아람에서는 상기 균주를 이용하여 프로바

이오틱스 분말 제품을 개발하여 시제품을 제조하였는데 개발한 프로바이오틱스 분말

에는 L. plantarum(Lb41P), B. longum, S. thermophilus, L. acidophilus가 함유되어

있다. 이에 본 연구에서는 ㈜아람에서 개발한 프로바이오틱스 제품 내에 존재하는 L.

plantarum Lb41P 균주의 유전자 지문을 분석함으로써 본 연구에서 개발한 유전자 지

문 분석법의 균주 추적 효능을 검증하였다.

(1) 프로바이오틱스 분말 제품에서 분리한 유산균의 동정

Ÿ 상기 연구방법과 동일하게 프로바이오틱스 분말을 멸균생리식염수에 현탁하여 MRS

agar 배지에서 나타난 집락을 무작위로 30개를 선별하여 PP1-PP30으로 나타내었다.

Ÿ Table 4-106에 나타낸 바와 같이 30개의 집락 중 PP4, 7, 13, 14, 16, 22, 25 균주가

L. plantarum으로 동정되었다. 나머지 균주는 S. thermophilus와 L. acidophilus로 동

정되었다. 완전하게 혐기적 배양을 진행하지 않았기 때문에 B. longum은 나타나지

않은 것으로 판단된다.
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Colony ID BLAST result Colony ID BLAST result
PP1 S. thermophilus PP16 L. plantarum
PP2 S. thermophilus PP17 S. thermophilus
PP3 S. thermophilus PP18 L. acidophilus
PP4 L. plantarum PP19 S. thermophilus
PP5 S. thermophilus PP20 S. thermophilus
PP6 S. thermophilus PP21 S. thermophilus
PP7 L. plantarum PP22 L. plantarum
PP8 - PP23 L. acidophilus
PP9 L. acidophilus PP24 S. thermophilus
PP10 L. acidophilus PP25 L. plantarum
PP11 L. acidophilus PP26 L. acidophilus
PP12 L. acidophilus PP27 L. acidophilus
PP13 L. plantarum PP28 S. thermophilus
PP14 L. plantarum PP29 L. acidophilus
PP15 S. thermophilus PP30 S. thermophilus

Table 4-106. 16S rRNA gene sequencing results for L. plantarum(Lb41P) identi-

fied from probiotics powder

(2) 분리 유산균의 RAPD 분석

Ÿ 프로바이오틱스 분말 제품으로부터 분리된 유산균의 유전자 지문을 분석하기 위하여

RAPD-PCR을 수행하였다. Figure 4-127A는 primer 239를 이용하여 분석한 결과이

고, Figure 4-127B는 primer KAY3를 이용하여 분석한 결과이다.

Ÿ L. plantarum으로 동정된 7개의 균주의 band 양상은 서로 유사하였다. Primer 239를

이용한 균주의 band는 700∼3,000 bp에 나타났고, primer KAY3로 증폭시킨 균주의

band는 900∼2,500 bp에서 나타났다.
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Figure 4-127. RAPD-PCR analysis of 30 colonies picked from probiotics

powder using 239 primer (A) and KAY3 primer (B), lane: 1,

1 kb ladder; 2, 100 bp ladder; 3-17, PP1-PP15; 18, L.

plantarum Lb41P; 19, 100 bp ladder; 20, 1 kb ladder; (lower

half of the gel) 21, 1 kb ladder; 22, 100 bp ladder; 23-37,

PP16-PP30; 38, L. plantarum Lb41P; 39, 100 bp ladder; 40, 1

kb ladder.

 

(3) 분리 유산균의 rep-PCR 분석

Ÿ 프로바이오틱스 분말 제품으로부터 분리된 유산균의 rep-PCR 분석을 수행한 결과

Figure 4-128에 나타내었다. Figure 4-128A는 (GTG)5 primer, Figure 4-128B는

REP, Figure 11C는 ERIC primer를 이용한 결과이다.

Ÿ RAPD-PCR의 결과와 마찬가지로 (GTG)5 primer를 이용하였을 때, 7개의 균주는

350-2,500 bp의 band 양상을 보였고, 이는 L. plantarum Lb41P와 유사하였으며, REP

과 ERIC primer를 사용하였을 때도, 각각 200∼5,000 bp, 230∼5,000 bp에서 band 양

상이 나타나 L. plantarum Lb41P와 동일한 균주로 예상되었다.
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Figure 4-128. Rep-PCR analysis of 30 colonies picked from probiotics

powder using (GTG)5 primer (a), REP primer (b) and

ERIC primer (c), lane: 1, 100 bp ladder; 2-31, PP1-PP30;

32, L. plantarum Lb41P; 33, 100 bp ladder.

(4) 분리 유산균의 MLST 분석

Ÿ 분리 유산균의 7개의 housekeeping 유전자를 이용하여 MLST sequence type을 분석

한 결과(Figure 4-129). L. plantarum으로 동정된 7개의 균주는 모두 L. plantarum L

b41P와 비교하였을 때 SNP가 존재하지 않아 동일한 MLST sequence type을 지니는

것으로 확인되었다.
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Figure 4-129. Comparative gene sequence analysis- ddl (A), gdh (B),

gyrB (C), mutS (D), pgm (E), purK1 (F) and tkt4 (G) of

7 colonies isolated from probiotic powder inoculated with

reference strain Lb41P(L. plantarum).

나. 프로바이오틱스 분말 내에 존재하는 유산균 유전자 지문의 디지털코드화와 데이터베이

스 구축

Ÿ 프로바이오틱스 분말로부터 분리한 30주의 유산균주를 RAPD로 유전자 지문을 분석

한 결과는 각각 Table 4-107과 4-108에 나타내었다. 또한 REP, ERIC, (GTG)5

primer를 이용한 유전자 지문 분석 및 암호화 결과는 각각 Table 4-109, 4-110,

4-111에 나타내었다. 2종류의 primer로 수행한 RAPD 분석, REP, ERIC, (GTG)5 등

3종류의 primer로 수행한 rep-PCR 분석, MLST 분석 등 총 6종류의 유전자 분석법

을 조합하여 작성한 유산균주 30주에 대한 유전자 지문 데이터베이스는 Table 4-112

에 정리하였다.

Ÿ 분석한 30균주 중 PP4, 7, 13, 14, 16, 22, 25 균주는 16S rRNA 유전자 염기서열 분

석 결과 L. plantarum으로 확인되었으며, RAPD, rep-PCR, MLST 분석 결과를 이용

하여 작성한 유전자 지문이 L. plantarum Lb41P와 동일한 것으로 확인되었다.
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Band
size
(bp)

Strain No.

PP
1

PP
2

PP
3

PP
4

PP
5

PP
6

PP
7

PP
8

PP
9

PP
10

PP
11

PP
12

PP
13

PP
14

PP
15

Lb
41
P

3,000 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
2,600 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
2,200 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0

1,600 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
1,100 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
1,050 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
700 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
550 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
400 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

380 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
300 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
16

PP
17

PP
18

PP
19

PP
20

PP
21

PP
22

PP
23

PP
24

PP
25

PP
26

PP
27

PP
28

PP
29

PP
30

Lb
41
P

3,000 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
2,600 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
2,200 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,600 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
1,100 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,050 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

700 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
550 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
400 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
380 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
1

PP
2

PP
3

PP
4

PP
5

PP
6

PP
7

PP
8

PP
9

PP
10

PP
11

PP
12

PP
13

PP
14

PP
15

Lb
41
P

2,800 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2,500 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
2,000 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1

1,200 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1,100 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
900 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1

Band Strain No.

Table 4-107. Digital data of L. plantarum(Lb41P) from probiotics powder in the form

of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using 239 primer

Table 4-108. Digital data of L. plantarum(Lb41P) from probiotics powder in the form

of binary number(1,0) for the RAPD-PCR fingerprint using KAY3

primer
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size
(bp)

PP
16

PP
17

PP
18

PP
19

PP
20

PP
21

PP
22

PP
23

PP
24

PP
25

PP
26

PP
27

PP
28

PP
29

PP
30

Lb
41
P

2,800 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

2,500 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
2,000 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
1,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,100 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
900 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
1

PP
2

PP
3

PP
4

PP
5

PP
6

PP
7

PP
8

PP
9

PP
10

PP
11

PP
12

PP
13

PP
14

PP
15

Lb
41
P

4,000 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
3,500 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
2,500 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
2,100 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
2,000 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1,800 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

1,700 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0
1,600 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
1,580 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1,500 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
1,400 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
1,210 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

1,200 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
1,050 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
1,000 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0
900 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
800 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
710 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1

700 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
600 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
580 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
500 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
450 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
400 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

390 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
320 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
300 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
250 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
180 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
105 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.
PP
16

PP
17

PP
18

PP
19

PP
20

PP
21

PP
22

PP
23

PP
24

PP
25

PP
26

PP
27

PP
28

PP
29

PP
30 Lb

Table 4-109. Digital data of L. plantarum(Lb41P) from probiotics powder in the form o

f binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using REP primer
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41
P

4,000 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
3,500 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
2,500 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
2,100 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
2,000 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

1,800 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
1,700 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0
1,600 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
1,580 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,500 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
1,400 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0

1,210 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
1,200 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
1,050 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,000 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0
900 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
800 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1

710 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
700 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
600 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
580 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
500 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
450 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

400 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
390 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
180 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
1

PP
2

PP
3

PP
4

PP
5

PP
6

PP
7

PP
8

PP
9

PP
10

PP
11

PP
12

PP
13

PP
14

PP
15

Lb
41
P

6,000 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
5,000 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
4,500 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
3,500 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

3,100 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2,700 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
2,400 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
2,200 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1,900 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
1,500 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1

Table 4-110. Digital data of L. plantarum(Lb41P) from probiotics powder in the form o

f binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using ERIC primer
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1,200 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
1,100 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1,050 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
950 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0

800 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1
750 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
720 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
650 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0
550 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
510 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

400 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
390 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
310 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
220 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
210 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0

190 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
16

PP
17

PP
18

PP
19

PP
20

PP
21

PP
22

PP
23

PP
24

PP
25

PP
26

PP
27

PP
28

PP
29

PP
30

Lb
41
P

6,000 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
5,000 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
4,500 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
3,500 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
3,100 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
2,700 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0

2,400 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
2,200 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
1,900 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
1,500 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
1,200 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
1,100 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

1,050 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
950 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0
800 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
750 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
720 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
650 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0

550 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
510 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
390 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
310 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
220 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0
190 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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120 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
1

PP
2

PP
3

PP
4

PP
5

PP
6

PP
7

PP
8

PP
9

PP
10

PP
11

PP
12

PP
13

PP
14

PP
15

Lb
41
P

3,000 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1,600 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

1,500 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1,400 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
1,300 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1,100 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
1,050 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

950 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
900 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0
850 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
800 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
790 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
700 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0

600 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
650 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
580 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1
480 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
450 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
400 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0

370 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
310 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
240 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
150 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Band
size
(bp)

Strain No.

PP
16

PP
17

PP
18

PP
19

PP
20

PP
21

PP
22

PP
23

PP
24

PP
25

PP
26

PP
27

PP
28

PP
29

PP
30

Lb
41
P

3,000 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,600 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
1,500 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,400 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1

1,300 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
1,100 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
1,050 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
1,000 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
950 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
900 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0

850 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
800 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
790 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

Table 4-111. Digital data of L. plantarum(Lb41P) from probiotics powder in the form o

f binary number(1,0) for the rep-PCR fingerprint using (GTG)5 primer
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700 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
600 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
580 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1

480 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
450 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
400 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0
370 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
310 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
240 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1

150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Strain
No.

MLST
(Sequ
ence
type)

Number of band

Digital bar codeRep-PCR RAPD-PCR

REP ERIC (GTG)5 239 KAY3

PP1 00 10 4 8 3 3 M00R10E04G08T03K03
PP2 00 10 4 8 3 3 M00R10E04G08T03K03
PP3 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP4 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03

PP5 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP6 00 10 4 8 3 3 M00R10E04G08T03K03
PP7 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03
PP8 00 8 7 8 6 3 M00R08E07G08T06K03
PP9 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP10 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03

PP11 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP12 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP13 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03
PP14 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03
PP15 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP16 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03

PP17 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP18 00 10 7 9 4 2 M00R10E07G09T04K02
PP19 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP20 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP21 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP22 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03

PP23 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP24 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02
PP25 16 13 12 8 5 3 M16R13E12G08T05K03
PP26 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP27 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP28 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02

PP29 00 10 9 8 4 3 M00R10E09G08T04K03
PP30 00 13 13 8 3 2 M00R13E13G08T03K02

Table 4-112. Digital database of DNA fingerprints for 30 colonies(PP1-PP30) isolated

from commercial probiotics powder.
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3. 결론

Ÿ 유산균 등의 식품발효용 균주들을 스타터로 이용하여 발효식품을 산업적으로 제조할

경우, 스타터 균주의 보존 관리가 매우 중요하다.

Ÿ 특히 제품에 생균의 형태로 소비자에게 제공되는 발효식품의 경우에는 제품에 스타

터 균주가 생존하므로 타 연구자가 이를 배양시켜 산업적으로 악용할 소지가 있으며,

산업적으로 유용한 특허균주의 경우에는 타 연구자 또는 타 기업이 제품에 존재하는

생균을 분리 배양하여 이를 스타터로 사용하여 제품을 생산할 가능성도 있다.

Ÿ 따라서 산업적으로 유용한 발효용 스타터 균주의 도용을 차단하기 위해서는 균주의

추적시스템 구축이 필수적이나 현재까지 정확도가 높은 균주 추적시스템은 개발되지

않은 상황이다.

Ÿ 16S rRNA 유전자의 염기서열 분석은 종 수준의 동정은 매우 정확하나 균주(strain)

수준에서의 동정은 불가하며, full genome sequencing에 의한 균주 확인은 균주의 계

대 배양 시 세포분열에 의해 세대가 지나갈 경우 돌연변이에 의해 염기서열이 100%

일치하지 않게 됨에 따라 균주 확인에 어려움이 따른다. 또한 균주의 염색체 DNA에

특정 염기서열을 삽입하는 일종의 유전적 마킹법인 DNA cryptography 기법은 해당

균주를 정확하게 확인할 수 있는 방법이지만, 본 연구에서 사용한 유산균과 같은

GRAS 균주에는 적용할 수 없는 기법이다.

Ÿ 본 연구에서는 산업적으로 이용성이 높은 3종의 유산균주에 대한 pan genome 분석,

core genome 분석 및 snyteny 분석을 통하여 돌연변이의 영향을 거의 받지 않는

housekeeping 유전자 7개를 발굴하여 MLST 분석을 위한 target 유전자로 선정하였

으며, 이를 이용하여 MLST 분석을 위한 sequence type을 결정하였다.

Ÿ 한편, MLST 분석법 이외에 RAPD와 rep-PCR 분석법을 추가하여 6개의 유전자 분

석법을 조합한 후 분석 결과를 디지털코드화 함으로써 정확하고 효율적인 유전자 지

문을 개발하였다.

Ÿ 본 연구 결과, 유산균주의 DNA fingerprint를 이용한 균주 확인은 MLST 분석에 의

해 일차적으로 가능하며, 만약 MLST 분석에 의해 확인이 가능하지 않을 경우에는

본 연구에서 개발한 유전자 지문의 디지털 코드 작성에 의해 정확하게 확인할 수 있

다는 것을 보여 주었다.

Ÿ 또한 김치와 발효유 등 대표적인 발효식품에 존재하는 유산균주들의 유전자 지문 분

석과 프로바이오틱스 제품을 제조한 후 제품 내에 존재하는 균주의 유전자 지문 분

석을 수행하여 해당 균주를 추적함으로써 본 연구에서 개발한 유전자 지문 분석법은

식품 종균 개발 현장에서 적용 가능함을 검증하였다.

Ÿ 본 연구 결과는 현재까지 개발된 균주 추적기술 또는 도용방지기술 중에서 DNA

cryptography 기법을 제외하고는 가장 정확도와 효율이 높은 것으로 판단되며, 따라

서 상업적으로 개발된 특허균주들에 본 개발기술을 적용한다면 해당 균주의 도용 또

는 오용을 방지할 수 있을 것으로 기대한다.
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제 12절 유용 균주에 대한 안전성, 발효특성, 기능 자료 홈페

이지 구축

1. 산업용 유용 미생물 자원 확보 및 균주 제공

가. 다양한 발효 식품으로부터 미생물 분리

(1) 발효 식품 유래 미생물 자원 수집

Ÿ 국내의 가정집, 재래시장 등에서 김치, 장아찌, 젓갈류를 수집하여 미생물을 분리하였

다. 세균은 nutrient agar에서 30℃ 호기 배양, 효모는 chloramphenicol이 첨가된 YM

agar에서 26℃ 호기 배양, 유산균은 lactobacilli MRS agar에서 37℃ 혐기 배양하였다.

Ÿ 식중독 균인 Bacillus cereus에 대한 저해 활성, 생물전환능을 확인하기 위한 β-gluco

sidase 생산 및 protease 생산능이 있는 미생물을 1차적으로 선별하여, 1차년도에 세균

12주, 효모 62주, 유산균 77주 총 151주를 수집하였다.

나. 토종 미생물 자원을 수집하여 안전하게 보존

(1) 국내 순수 분리 미생물 자원 확보

Ÿ 각 협동 기관으로부터 미생물 자원을 기탁받아 국내 순수 분리 미생물 자원을 수집하

였다. 국내 다양한 발효 식품인 장류(된장, 고추장), 젓갈류(오징어젓, 새우젓, 낙지젓,

창란젓, 어리굴젓, 명란젓, 밴댕이젓, 게장 등), 김치류(배추김치, 총각무김치, 열무김치,

갓김치, 파김치, 깍두기, 동치미, 토마토김치, 오이소박이 등), 장아찌류(감장아찌, 우엉

장아찌, 더덕장아찌, 오이장아찌 등)와 그의 원재료인 배추, 무, 부추, 양파, 고추, 메주

등의 식재료로부터 분리된 미생물과 국내 다양한 환경(유아분변, 돼지초유 등)에서 분

리한 토착 미생물을 수집하여 1차년도 총 2,128주를 확보하였다.

(2) 국내 순수 분리 미생물 자원의 안전 보존

Ÿ 각 세부, 협동 기관으로부터 기탁 받은 총 2,128주를 안전하게 보존하기 위하여 다음

과 같은 방법으로 보존하였다.

Ÿ 각 미생물 자원은 생균 형태로 배양하여 활성이 높은 상태에서 멸균된 10% skim mil

k를 보존제로 하여, 미생물과 보존제를 혼합하여 유리 앰플에 분주한 후 -70℃에서 예

비 동결 후, -50℃에서 20 mmHg이하의 진공 하에 동결건조 하였다. 동결건조한 앰플

은 진공 상태에서 밀봉하여 보안 유지 하에 안전하게 보존하였다.
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Figure 5-1. 국내 순수 분리 미생물 자원의 동결건조기 및 보관용 앰플.

Ÿ 활성 상태의 생균을 멸균된 20% glycerol을 보존제로 하여, 미생물과 보존제를 혼합하

여 cryo vial에 분주한 후 -70℃ 초저온냉동고에 동결 보존하였다.

다. 미생물 자원의 스크리닝 툴 제공

(1) 식품 산업용 유용 균주 선별을 위한 스크리닝 툴 제공

Ÿ 각 세부, 협동 기관으로부터 기탁 받은 국내 순수 분리 미생물 자원 총 2,128주를 활

성 상태의 생균으로 1차년도 식품 산업용 후보 균주 선별을 위한 스크리닝 툴에 제공

하였다.

2. 유용 균주에 관한 미생물 정보를 효율적으로 검색할 수 있는 홈페이지 구축

가. 홈페이지 운영 개요

(1) 홈페이지 운영 소프트웨어 구성

Ÿ 서버는 홈페이지 데이터(html, 이미지, php 파일 등)을 저장하는 컴퓨터를 말한다. 24

시간 구동되어 있으며, 전 세계 어디에서든 접속할 수 있도록 인터넷 회선이 연결된

곳에 설치된 컴퓨터이다. 서버는 24시간 동작해야하기 때문에 안정성에 우선되어 설계

되어있다.

Ÿ 이 서버 컴퓨터에 운영체계를 설치해야 서버가 돌아가는데 이 운영체계를 LINUX를

근간으로 하였다. Linux server는 1989년 Linus Torvalds가 Unix를 기반으로 개발한

공개용 오퍼레이팅시스템(OS)로, 인터넷을 통해 프로그램 소스 코드를 완전 무료로 공

개하여 사용자가 원하는 대로 특정 기능을 추가할 수 있도록 하여 안정성과 확장성을

검증받아 현재까지 서버 구성으로 전 세계에서 가장 많이 사용되고 있으며, 클라우드

컴퓨팅의 지배적인 플렛폼으로 사용되고 있으며, 새로운 어플리케이션이나 서비스, 빅

데이터 분야에 많이 사용되고 있다.
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Ÿ Web server는 apache를 사용하였다. Apache Web Server는 1995년 처음 발표된 월드

와이드웹 서버용 소프트웨어로, 웹에서 홈페이지 주소를 입력하면, apache 서비스가

받아서 서버에 있는 홈페이지 데이터를 사용자에게 보내주는 역할을 한다.

Ÿ 데이터베이스 관리 시스템(DBMS)은 LINUX의 MySQL을 사용하였다. MySQL 데이

터베이스 서버는 세계에서 가장 널리 사용되는 오픈소스 데이터베이스로, 빠른 성능과

쉬운 사용자 구성을 가능하게 해준다.

Ÿ 홈페이지를 구성하는 프로그래밍 언어로는 텍스트, 특히 html의 처리에 강점을 가지고

있는 PHP(Hypertext Preprocessor)를 사용하였으며, 개체 기반의 스크립트 프로그래

밍 언어로는 JavaScript를 사용하였다.

(2) 홈페이지 운영 개발툴

Ÿ 홈페이지 운영을 위한 개발툴로는 사용자가 입력한 것을 처리하는 프로그램을 작성하

는데 쓰이는 PHPED를 사용하였으며, 게시판과 같은 화면을 구성할 때 사용자가 게시

판에 입력하면, 데이터베이스에 기록하고, 이 내용을 화면에 리스트로 보여주는 등의

기능을 한다.

Ÿ 홈페이지의 이미지 제작, 편집 기능을 갖춘 이미지 편집 프로그램으로는 Adobe Photo

shop을 사용하였으며, 이미지를 화면에 알맞게 배치하고 html로 변환하는데 사용되는

웹개발 응용 프로그램으로는 Dream weaver를 사용하였다.

나. 홈페이지 화면 설계 및 구축

(1) 홈페이지 디자인 컨셉

Ÿ 편안하고 일반적인 디자인: 홈페이지 사용자가 손쉽게 원하는 정보를 찾을 수 있도록

익숙하고 일반적인 디자인과 배치로 구성하였다. ① 가장 위쪽에 로그인과 회원가입을

배치, ② 쉽게 메뉴를 찾을 수 있도록 구성, ③ 다양한 컨텐츠와 미생물 검색을 쉽게

할 수 있도록 구성하였다.

Figure 5-2. 홈페이지 첫 화면(HOME).
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Ÿ 편리한 네비게이션: 원하는 메뉴와 전체 사이트 맵을 쉽게 볼 수 있도록 마우스를 올

려놓으면 전체 메뉴가 나오도록 구성하였다.

Figure 5-3. 홈페이지 메뉴 활성화 화면.

Ÿ 자료실: 서식이나 자료를 다운로드 받을 수 있도록 구성하였다.

Figure 5-4. 홈페이지 자료실 화면.

(2) 홈페이지 중요 화면 설계

Ÿ 사업(설립)목적 화면: 사업(연구) 목적을 소개할 수 있도록 화면을 구성하였다.
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Figure 5-5. 홈페이지 사업(설립)목적 화면.

Ÿ 분양절차 안내 화면: 분양절차 및 방법에 대하여 안내할 수 있도록 화면을 구성하였

다.

Figure 5-6. 홈페이지 분양절차 안내 화면.

Ÿ 공지사항 화면: 고객센터 내 공지사항을 게시할 수 있도록 화면을 구성하였다.

Figure 5-7. 홈페이지 공지사항 화면.
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Ÿ 회원가입 화면: 분양 등의 서비스를 이용하기 위해서 회원가입 할 때 회원 정보를 입

력하기 위한 화면으로 구성하였다.

Figure 5-8. 홈페이지 회원가입 화면.

(3) 홈페이지 중요 프로그램 설계

Ÿ 회원 개인정보 암호화: 회원 정보의 중요성에 기인하여 강력한 암호화 기법인 sha25,

rijndael-256를 결합하여 비밀번호, 전화번호, 휴대폰 번호, 주소를 암호화하여 DB에

저장하였다.

Figure 5-9. 홈페이지 회원가입 화면 중 회원 정보의 암호화 부분(Ⓟ표시).

Ÿ 사용자 모드 메뉴 구성: 사업소개, 미생물 DB 현황, 미생물 검색/분양, 미생물 기탁,

회원시스템, 고객센터(알림)를 메뉴화하여 사용자가 홈페이지에서 사업 내용을 파악하

거나 미생물의 분양 신청, 기탁 신청 방법 등을 쉽게 안내받을 수 있도록 하였으며,

미생물의 보유 정도 및 미생물의 정보를 검색/열람할 수 있도록 하였다. 또한, 사용자

에게 필요한 서식이나 자료 등을 다운로드 받을 수 있도록 고객센터를 포함하여 구성

하였다.
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Figure 5-10. 홈페이지 사용자 모드 메뉴 구성.

3. 산업화 후보 종균의 분리, 분류 및 동정에 관한 다양한 정보(문헌, 이미지, 균주 정보

등)를 지원

가. 유용 미생물 자원의 분류, 분리원, 배양, 보존 특성 정보 수집

Ÿ 유용 미생물 자원의 정보를 수집하여 excel 파일로 입력하였다. 각 세부, 협동 기관으

로부터 미생물과 함께 각 미생물에 대한 분류(구분, 학명, 코드명), 분리원 정보(분리

원, 분리장소, 분리시기, 타기관 보관번호), 배양 및 보존 정보(배양조성, 배양온도, 배

양 pH, 보존방법) 등의 기본 정보를 수집하였으며, 연구를 통해서 얻게 된 특성 정보

(발표논문, 특허출원 정보, 염기서열, 주요 균주 특성, 산업적 유용 특성, 기타 특성)를

수집하였다.

Figure 5-11. 유용 미생물 자원 정보 Excel 파일 입력창.
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나. 수집된 raw data의 데이터베이스화

Ÿ 유용 미생물 자원의 정보를 수집하여 excel 파일로 입력하여 raw data를 데이터베이

스로 변환하였다.

Figure 5-12. 데이터베이스 내 미생물 정보 구성.

다. 웹기반 데이터베이스 구축

Ÿ 식품 산업용 유용 균주 데이터베이스의 중요 구성

Figure 5-13. 데이터베이스 내 미생물 정보 테이블창.
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4. 산업체 등 민간에 산업화 활용 종균의 조회, 검색 서비스 제공

가. 식품 산업용 유용 미생물에 대한 홈페이지 검색 세분화

(1) 미생물 번호, 미생물, 용도 및 특성으로 미생물 검색 세분화

Ÿ 미생물에 대한 검색을 세분화하여 미생물 번호, 미생물명, 용도 및 특성으로 구분하여

화면을 별도로 구성하여 검색 예를 보여줌으로써 산업체 등 민간 사용자가 미생물을

손쉽게 검색할 수 있도록 구성하였다. ① 미생물 번호로 검색 ② 미생물명으로 검색

③ 용도 및 특성으로 검색으로 구성하였다.

Figure 5-14. 홈페이지 미생물 검색 화면.

나. 유용 미생물에 대한 홈페이지 검색 화면 구성

(1) 미생물 정보 조회 화면

Ÿ 식품 산업용 미생물 정보를 데이터베이스화 하였으며, 산업화에 활용 가능한 미생물에

대한 정보를 홈페이지를 통해서 찾아볼 수 있으며, 검색한 미생물 정보는 한 화면에

담아 사용자가 원하는 정보를 한 눈에 쉽게 볼 수 있도록 구성하였다.
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Figure 5-15. 홈페이지 미생물 정보 조회 화면.
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제 13절 웹기반 DB의 활용 방안 및 연계

1. 식품 산업용 균주의 확보 및 안전 보존

가. 식품 산업용 유용 미생물 자원의 수집 및 확보

(1) 식품 유래 토종 미생물 분리

Ÿ 산업용 유용 미생물 자원을 확보하기 위하여 국내 서울특별시, 인천광역시, 충청남도,

전라북도 지역의 가정집, 재래시장 등에서 김치, 장아찌, 장류를 수집하여 미생물을 분

리하였다. 일반 세균은 nutrient agar에서 30℃, 2일 호기 배양, 효모는 chloramphenico

l이 첨가된 YM agar에서 26℃, 3일 호기 배양, 유산균은 lactobacilli MRS agar에서 3

7℃, 3일 혐기 배양하였다.

Ÿ 배양된 미생물은 순수 분리하여 2차년도 세균 625주, 효모 28주, 유산균 545주를 수집

하였다.

(2) 유용 균주 선별 스크리닝 툴 제공을 위한 1차 선별

Ÿ 국내 발효 식품에서 분리한 미생물 중에서 유용 균주 선별을 위한 스크리닝 툴 제공

을 위하여 분리 균주에 대한 내산성을 확인하였고, 내담즙성을 병행 확인하였다. 내산

성 생존률 70%이상을 나타내는 분리 미생물을 스크리닝 툴에 제공하였다.

Ÿ 내산성 확인을 위한 실험 방법은 다음과 같다. MRS broth에 분리 미생물을 16시간

이상 배양시킨 후 균 배양액 100 μL를 96 well plate에 2가지 조건(pH 7.0, pH 2.5)을

지닌 MRS broth 100 μL에 각각 접종하여 37℃에서 24시간 배양하였다. Microplate re

ader를 이용하여 흡광도 630 nm에서 pH 7.0 배양액과 pH 2.5 배양액의 흡광도를 비

교하여 생존률을 측정하였다.

Ÿ 내산성 확인 실험에 대한 생존률을 측정하는 식은 다음과 같다.

생존률측정식  OD  h  pH 

OD  h  pH 
×

Ÿ 내담즙성 확인을 위한 실험 방법은 다음과 같다. MRS broth에 분리 미생물을 16시간

이상 배양시킨 후 균 배양액 100 μL를 96 well plate에 2가지 조건(MRS broth, MRS

broth+0.3% oxgall)을 지닌 MRS broth 100 μL에 각각 접종하여 37℃에서 24시간 배

양하였다. Microplate reader를 이용하여 흡광도 630 nm에서 흡광도를 비교하여 생존

률을 측정하였다.

Ÿ 내담즙성 확인 실험에 대한 생존률을 측정하는 식은 다음과 같다.

생존률측정식  OD  h MRS
OD  h MRS  oxgall

×
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Ÿ 내산성, 내담즙성 확인 실험 결과(Table 5-1), 생존률 70%이상인 균주 291주를 2차년

도 유용 균주 선별을 위한 스크리닝 툴에 제공하였다.

Table 5-1. 스크리닝 툴 제공을 위한 내산성, 내담즙성 1차 선별

< 25 % < 50 % < 70% ≧ 70 %

내산성 확인 균주 수 8 29 68 291

내담즙성 확인 균주 수 22 28 149 197

나. 식품 산업용 유용 미생물 자원의 안전 보존

(1) 식품 산업용 미생물 자원 확보

Ÿ 각 세부, 협동 기관으로부터 국내에서 순수 분리한 미생물 자원을 기탁받아 미생물을

수집하였다. 식품 유래 분리 미생물들로, 주로 배추김치, 물김치, 열무김치, 깍두기, 백

김치, 갓김치, 파김치, 총각김치, 부추김치, 고들빼기김치, 섞박지, 오이소박이 등의 다

양한 김치류로부터 분리한 미생물이며, 국내 전통 발효 식품인 장류(청국장, 간장, 된

장, 고추장), 젓갈류(새우젓, 조개젓, 오징어젓, 게장 등), 절임류(동치미, 오이지), 장아

찌류(깻잎장아찌), 그 외 양파와 같은 식재료, 식혜, 식초, 누룩으로부터 분리한 미생물

을 수집하여 2차년도에 총 2,020주를 확보하였다.

(2) 식품 산업용 미생물 자원의 안전 보존

Ÿ 2차년도에 각 세부, 협동 기관으로부터 기탁받아 수집한 국내 순수 분리 미생물 자원

2,020주를 장기적으로 안전하게 보존하기 위하여 동결건조 앰플 보존과 초저온냉동고

동결 보존 방법으로 이중으로 보존하였다.

Ÿ 동결건조 앰플 보존 방법은 다음과 같다. 미생물 자원은 각 미생물에 맞는 고체 증균

배지에 배양하여 활성이 높은 상태로 만들었다. 유산균은 MRS agar에서 37℃, 2∼3일

배양, 일반 세균은 nutrient agar나 tryptic soy agar에서 30℃, 2일 배양, 효모는 YM

agar에서 26℃, 2∼3일 배양하였다. 동결건조보존제로 멸균된 10% skim milk를 사용

하였으며, 미생물과 보존제를 현탁하여 멸균된 유리 앰플에 분주 후 면전으로 앰플을

막은 후 -70℃에 예비 동결하였다. -50℃에서 20 mmHg 이하의 진공 하에 15∼24시

간 동결건조하였고, 동결건조한 앰플은 진공 상태에서 화염 밀봉하였다. 제작된 동결

건조 앰플은 보안 유지 하에 부여된 번호 순서대로 앰플 장에 안전하게 보존하였다.
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Figure 5-16. 식품 산업용 미생물 자원 동결건조 과정(좌: 동결건조기,

우: 앰플 성형틀).

Ÿ 초저온냉동고 동결 보존 방법은 다음과 같다. 동결건조 앰플 보존 방법과 같이 미생물

자원은 고체 증균 배지에 배양하고, 동결보존제로 멸균된 20% glycerol(v/v)을 사용하

였다. 미생물과 보존제를 현탁하여 멸균된 cryo vial에 분주한 후 부여된 번호 순서대

로 cryo vial box에 넣어 -70℃ 초저온냉동고에 이중으로 보존하였다.

Figure 5-17. 식품 산업용 균주의 안전 보존(좌: 동결건조 앰플, 우:

초저온냉동고 동결 보존).
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2. 웹기반 DB의 관리자 페이지 구축

가. 웹기반 DB 관리자 페이지 운영 개요

(1) 웹기반 DB 구축 체계

Ÿ 유용 미생물 데이터베이스를 구축하기 위하여 미생물의 정보를 저장하기 위한 웹서버

를 만들고, 사용자가 접근하여 서비스를 이용할 수 있는 사용자 모드의 웹사이트인 식

품산업미생물은행 홈페이지를 구축하였고, 관리자가 접근하여 미생물의 정보 관리, 회

원 관리 등의 서비스를 관리할 수 있는 관리자 페이지를 구성하였다.

Figure 5-18. 웹기반 DB 구성(홈페이지, 관리자 페이지 메뉴 구성).

Ÿ 사용자 모드 홈페이지 메뉴 구성: 사업소개, 미생물 DB 현황, 미생물 검색/분양, 미생

물 기탁, 회원시스템, 고객센터(알림)를 메뉴화하여 사용자가 홈페이지에서 미생물의

정보를 검색/열람할 수 있으며, 미생물의 분양 신청 및 기탁 신청 방법 등을 안내받

을 수 있도록 하였다. 사용자에게 필요한 서식이나 자료 등을 자료실에서 다운로드

받을 수 있으며, 관련 기관 사이트를 링크하여 타기관 미생물 정보를 검색할 수 있도

록 구성하였다.

Ÿ 관리자 모드 관리자 페이지 메뉴 구성: 홈페이지에 게재될 공지사항, 팝업창, 자료실

등을 관리할 수 있으며, 회원관리, 미생물 정보 관리를 할 수 있도록 하였다. 미생물

의 등록, 정보 입력, 추가, 수정, 삭제, 검색 등의 기능을 포함하여 구성하였다.
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(2) 식품산업미생물은행 홈페이지 개선

Ÿ 식품산업미생물은행 홈페이지 도메인 결정: 1차년도 구축한 유용 균주에 대한 안전성,

발효특성, 기능 자료 홈페이지인 식품산업미생물은행 사용자 모드 홈페이지의 도메인

을 Korea Food Industry Microorganisms Center의 약자로 한 kfimc로 하여 http://kfi

mc.net으로 정하였다.

Figure 5-19. 식품산업미생물은행 홈페이지 첫 화면.

(3) 관리자 페이지 소프트웨어 구성

Ÿ 서버는 다양한 형태의 데이터를 전체적으로 저장 및 관리하는 컴퓨터이다. 일반 컴퓨

터와는 다르게 장시간 구동 시에도 기계적인 무리가 없어 상시 가동되어야 하는 서비

스에 알맞으며, 대용량의 데이터를 빠르게 처리할 수 있어 빅데이터의 관리에도 알맞

다. 서버를 효과적으로 운용하기 위해서는 이에 알맞은 운영체제가 필요한데, 크게 Wi

ndows 기반의 서버 운영체제와 Linux 기반의 운영체제가 있다. Linux는 오픈베이스

운영체제로서 운영용도에 맞게 설정이 용이하며, 유연성이 우수하며, 강력한 보안체계

를 가지고 있어 외부요인에 의한 데이터베이스의 손실을 방지하기에 매우 강력한 운

영체제이다. 또한 직관적인 명령어 체계를 가지고 있어 숙련된 운영자가 다루기에 강

력한 tool이 된다. Linux는 오픈베이스 운영체제인 만큼 우분투, 레드햇 등 다양한 버

전이 존재하며 버전마다 고유의 장점들이 있어, 사용 용도에 맞게 선택할 수 있다는

장점이 있다. 이러한 여러 이유를 바탕으로 Linux system을 근간하여 서버를 구성하

였다.
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Ÿ 웹서버는 apache를 사용하였다. 웹서버 역시 상기의 운영체제와 마찬가지로 여러 tool

이 존재하나 여러 기관에서 오랫동안 사용되어 그 기능과 안정성이 입증된 Apache를

선택하였다. Apache는 현재까지 꾸준히 패치파일을 개선해 제공하고 있으며, 개선시마

다 최고 수준의 성능을 발휘하기 때문에 월드와이드웹 서버용 소프트웨어로 가장 많

이 사용되고 있다. 오픈소스 라이센스에 따라 무료로 배포되어 원하는 사람들이 자유

롭게 사용할 수 있으며, Linux 또는 윈도우 등을 비롯해 거의 모든 운영체제와 시스템

에서 운용이 가능하다.

Ÿ 대규모의 데이터베이스를 효과적으로 관리하기 위하여 DBM system은 Linux의 MyS

QL을 선택하였다. MySQL은 개방 소스의 관계형 데이터베이스 관리 시스템으로 매우

빠르고, 유연성이 높으며, 사용하기 쉬운 특징이 있다. 다중 사용자, 다중 스레드를 지

원하고 많은 프로그래밍언어를 위한 응용프로그램 인터페이스(API)를 제공하고 있다.

다양한 운영체제에서 사용할 수 있으나 Linux와 호환성이 매우 높다.

Ÿ 관리자 페이지를 효과적으로 구축하기 위하여 홈페이지 구성 프로그래밍 언어는 PHP

(Hypertext Preprocessor)를 사용하였다. PHP는 하이퍼텍스트 생성 언어(HTML)에 포

함되어 동작하는 스크립팅 언어로서 별도의 실행 파일을 만들 필요 없이 HTML 문서

안에 직접 포함시켜 사용가능하다는 장점이 있다. 또한 C언어, 자바, 펄 언어 등에서

많은 문장 형식을 준용하고 있어 동적인 웹문서를 빠르게 쉽게 작성할 수 있다. 또한

PHP 이외 개체 기반의 스크립트 프로그래밍 언어는 수년간 널리 사용되어 온 Javasc

ript를 사용하여 호환성 등의 안정성을 증가시켰다.

(4) 관리자 페이지 운영 개발 툴

Ÿ 관리자 페이지 작성 및 관리를 위한 운영 개발 툴로는 상기의 PHP를 기반으로 하는

PHPED를 사용하였다. PHPED는 서버와 클라이언트 간의 상호작용을 수월하게 하며

이러한 장점을 바탕으로 양방향 개체 등의 구축에 용이하다. 이를 이용한 게시판의 경

우 관리자가 글을 작성할 수 있는 에디터 툴을 제공하고, 이로부터 입력된 내용을 체

계화하여 서버 데이터베이스에 저장하며, 이를 형식화하여 실제 사용자가 확인할 수

있도록 리스트 도식화를 하게 해주는 일련의 작업을 쉽게 구현할 수 있다.

Ÿ 관리자 페이지의 구축에 이용되는 대부분의 이미지는 널리 사용되고 있는 Adobe사의

photoshop을 이용하고 있으며, Dream weaver 프로그램을 사용하여 이미지, 각종 메뉴

등의 배치를 html로 원활하게 전환시켰다.
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나. 관리자 페이지 화면 설계 및 구축

(1) 관리자 페이지 디자인 컨셉

Ÿ 사용하기 쉬운 디자인: 웹사이트 관리자가 사용하기 쉽도록 컨텐츠를 배치하고, 일반

적으로 많이 쓰는 디자인을 사용하여 관리자가 쉽게 적응하도록 구성하였다. ① 가장

위쪽에 로그아웃, 홈 연결을 배치, ② 손쉽게 메뉴를 찾을 수 있도록 구성, ③ 관리자

의 컨텐츠 영역을 오른쪽 영역으로 구성하여 쉽게 접근 가능하도록 배치하였다.

Figure 5-20. 관리자 페이지 메인 화면(미생물 정보관리 창).

Ÿ 편리한 네비게이션: 전체 메뉴를 모든 페이지의 왼쪽에 항상 배치하여 원하는 메뉴에

바로 접근 가능하도록 구성하였다.

Figure 5-21. 관리자 페이지 메뉴 화면.
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(2) 관리자 페이지 중요 프로그램 설계

Ÿ 관리자 페이지 화면 보안을 위해 외부에서 노출이 안된 별도 URL 사용: 사용자 모드

의 홈페이지에 노출이 전혀 없는 URL을 사용하여 외부에서는 관리자 페이지 여부를

확인할 수 없도록 하였다.

Figure 5-22. 관리자 페이지 로그인 화면.

Ÿ 관리자 로그인/비밀번호 암호화: 관리자 로그인 암호의 중요성에 기인하여 강력한 암

호화 기법인 sha256, rijndael-256를 결합하여 암호화하였다.

Ÿ 회원 관리 및 회원 내역 관리: 홈페이지에서 회원 가입한 회원들의 정보를 관리할 수

있도록 구성하였다. 회원 관리창에서는 가입된 회원 리스트를 열람할 수 있으며, 회

원의 이름, 아이디, 소속기관으로 관리자가 검색할 수 있도록 하였고, 회원 개인의 내

역을 수정, 삭제할 수 있도록 하였다.

Figure 5-23. 회원 관리 및 회원 내역 관리 화면.
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Ÿ 미생물 정보관리: 미생물 정보를 상시 등록/관리 할 수 있도록 구성하였다. ① 미생물

번호/미생물명/코드/분리원으로 검색 지원, ② 등록된 미생물에 대해서 수정 및 삭제

기능 지원, ③ 등록된 미생물에 대한 자세한 내역 보기 기능이 지원되도록 하였다.

Figure 5-24. 관리자 페이지 미생물 정보관리 화면.

Ÿ 미생물 등록: 미생물 정보를 상시 등록할 수 있도록 구성하였다. 신규 수집한 미생물

을 등록하고 그 미생물의 정보를 입력할 수 있도록 하였다.

Ÿ 균주의 생화학적 특성 및 기초 생리활성 연구결과에 대한 통계 처리 및 평가범위표

확보

ü 1차 미생물 등록 화면: 데이터베이스 내 미생물 정보 구성에 따라 미생물 분류, 분리

원 정보, 배양 및 보존 정보, 특성 정보를 입력할 수 있도록 하였다.

ü 2차 미생물 등록 화면: 배지조성 및 염기서열 입력창을 짧은 텍스트 입력에서 1,500

자 이상의 긴 텍스트 입력창으로 입력 방식 변경함. 주요 균주 특성을 기존의 일차

원적인 글자 나열 방식에서 균주 특성을 한눈에 볼 수 있도록 표로 구성하여 데이터

배열 방식을 변경하였다.

Figure 5-25. 관리자 페이지 미생물 등록 화면(배지조성, 염기서열 입력 방식 변경).
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Figure 5-26. 관리자 페이지 미생물 등록 화면(주요 균주 특성 배열 방식 변경).

Ÿ 주요 균주 특성 배열 방식 변경: 내산성, 내담즙성, protease, amylase, β-glucuronida

se, 세포독성, 장부착능, DPPH 분석 결과를 표 형태로 구성하여 excel 파일로 입력하

였다. raw data를 데이터베이스로 변환하여 표 형태의 표현 방식으로 변경하였고, 사

용자 모드의 홈페이지에서도 미생물 정보 조회 시에 표 형태로 표현되도록 구현하였

다.

Figure 5-27. 주요 균주 특성 excel 파일 입력창.
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Figure 5-28. 홈페이지 미생물 정보 조회 화면(변경 후).

Ÿ 고객영역 관리: 사용자가 필요한 서식이나 자료를 다운로드받아 사용할 수 있도록 자

료실을 구성하여 파일을 첨부할 수 있도록 하였다. 자료실 내 파일을 추가 등록 및

삭제 할 수 있으며, 등록된 자료 중에서 제목, 내용으로 관리자가 쉽게 검색할 수 있

도록 구성하였다.

Figure 5-29. 관리자 페이지 자료실 관리 화면.
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3. 웹기반 DB 인덱싱을 통한 사용자 편의 강화 검색 기반 구축

가. 식품 산업용 유용 미생물에 대한 DB 검색 기능

(1) 인덱싱을 통한 단어 별 검색 지원

Ÿ 단어 별 검색은 모든 검색엔진에서 지원하고 있는 형태로 현재 가장 널리 사용되는

검색 방식이다. 단어 별 검색을 이용하면 빠른 시간 내에 정보 검색을 할 수 있는 것

이 가장 큰 장점이며, 초보자들도 쉽게 이용할 수 있다. 단어 별 검색은 사용자가 찾

고자 하는 정보의 단어를 입력하여 검색엔진이 그 단어에 대하여 만족하는 검색 내용

을 보여주는 형식으로, 사용자가 찾고자 하는 정보에 대한 키워드만 알면 쉽게 찾을

수 있다.

Ÿ 인덱싱은 빠른 탐색을 위하여 연관 데이터를 작성해두는 기법으로, 웹기반 DB 데이터

를 인덱싱 처리하여 단어 별 검색 엔진을 구동하여 빠른 검색이 가능하도록 하였다.

웹기반 DB에서 미생물번호, 미생물명, 분리원, 특성에 대해서 인덱싱을 자체 처리하였

다. 사용자가 찾고자 하는 단어를 입력하면 검색 엔진 프로그램은 사용자의 검색 키워

드를 가지고 DB에 검색 조건을 넘기도록 되어 있고, DB에서는 인덱싱된 데이터를 중

심으로 해당되는 키워드를 비교 검색하여 출력하는 방식으로 기능을 한다.

Ÿ 웹기반 DB 사용자 모드 홈페이지에서 지원하는 미생물 검색은 미생물 번호, 미생물명,

용도 및 특성 검색으로 구성되어 있다. 미생물명 검색의 경우에는 미생물의 학명(Scie

ntific name) 중에서 속(Genus)명 또는 종(species)명 만 입력하여 검색해도 그 단어를

포함하는 모든 미생물의 목록이 조회되도록 하였으며, 용도 및 특성 검색의 경우에는

미생물의 특성과 관련된 키워드를 입력하면 해당 키워드가 포함된 모든 미생물의 목

록이 조회 가능하도록 설계하였다.

4. 타 연구기관의 균주 활용을 위한 DB의 연동화 구축

가. 식품 유관기관의 DB 연계 방안 모색

(1) 식품 유관기관 미생물 검색 웹사이트 링크

Ÿ 식품산업미생물은행 홈페이지에 식품 유관기관 미생물 검색 사이트를 연결하여 타 연

구기관의 균주를 함께 검색하고, 균주 정보를 열람할 수 있도록 하였다. 홈페이지 우

측에 배너를 추가하여 배너를 클릭하면 해당기관의 미생물 검색 웹사이트로 연결되도

록 하였다.
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Ÿ 한국미생물보존센터 미생물 검색 사이트(http://www.kccm.or.kr), 한국식품연구원 발효

식품 미생물 검색 사이트(http://www.kfri.net), 식품의약품안전처 식품안전정보포털 사

이트(http://www.foodsafetykorea.go.kr/portal/main.html)를 해당 기관의 로고를 사용

하여 홈페이지 우측에 배너를 추가하고, 해당 사이트를 홈페이지에 연결하였다. 사용

자가 식품산업미생물은행 홈페이지에서 미생물을 검색하는 동시에 필요시에 언제든지

타 기관의 미생물을 검색할 수 있도록 모든 화면의 우측에 배너를 추가하여 연결될

수 있도록 하였다.

Figure 5-30. 식품산업미생물은행 홈페이지 미생물 검색 화면(우측 배너).

Ÿ 한국미생물보존센터 홈페이지와 한국식품연구원 발효식품 미생물 홈페이지에도 식품

산업미생물은행 홈페이지를 링크하여 식품 산업용 유용 균주 검색을 연계하여 할 수

있도록 설계하였다.

Figure 5-31. 한국미생물보존센터 홈페이지 화면(우측 배너).
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Figure 5-32. 한국식품연구원 발효식품 미생물 검색 홈페이지 화면(우측 배너).

Figure 5-33. 식품의약품안전처 식품안전정보포털 식품원료목록 검색 화면.
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제 14절 유용 균주 보존, 관리 시스템 구축

1. 유용 균주의 특성에 따라서 동결건조, L-drying, 초저온 보존법 등의 보존 방법을

통하여 안정적인 균주 보존

가. 식품 산업용 유용 균주의 수집 및 확보

(1) 식품 유래 토종 균주의 분리

Ÿ 식품 산업용 유용 균주를 수집하기 위하여 국내 가정집, 재래시장 등에서 김치류와 장

류를 수집하여 미생물을 분리하였다. 시료로 사용된 김치류에는 배추김치, 파김치, 무

김치, 열무김치, 갓김치, 고들빼기 김치, 고춧잎 김치, 겉절이, 동치미, 무생채, 오이소박

이 등이 있으며, 장류에는 재래식 된장, 표고 된장, 청국장, 저염 청국장 등이 있다.

Ÿ 미생물은 순수 분리하여 일반 세균 218주, 효모 10주, 유산균 1,711주를 분리하였다.

식품 유래 토종 균주는 3년 연구 기간 동안 일반 세균 855주, 효모 100주, 유산균 2,33

3주를 신규로 분리하여 총 3,288주를 수집하였다.

(2) 유용 균주 선별 스크리닝 툴 제공

Ÿ 국내 가정집 및 재래시장 등에서 수집한 발효 식품에서 분리한 유용 균주 중에서 선

별 스크리닝 툴 제공을 위하여 분리 균주에 대한 내산성, 내담즙성을 확인하였다. 내

산성 생존률 70%이상인 181주를 스크리닝 툴에 제공하였다. 내산성 생존률 70%이상

인 균주는 2차년도 제공한 291주를 포함하여 총 472주를 제공하였고, 1차년도에 제공

한 2,128주를 포함하여 3년 연구 기간 동안 총 2,600주를 유용 균주 선별 스크리닝 툴

에 제공하였다.

(3) 식품 산업용 유용 균주의 보유 현황

Ÿ 1차년도 2,128주, 2차년도 2,020주, 3차년도 1,939주를 확보하여 총 6,087주(세균 5,888

주, 효모 199주)를 보존하였다.
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Figure 5-34. 식품 산업용 유용 균주 보존.

Ÿ 주관 기관 및 협동 기관으로부터 국내에서 순수 분리한 토종 미생물 자원을 기탁받았

으며, 건국대학교 477주, 한국식품연구원 745주, 단국대학교 69주, 가천대학교 454주,

(사)한국종균협회 4,342주 제공한 것을 보유하고 있다. 본 연구 사업으로 총 6,087주를

확보하였다.

Table 5-2. 식품 산업용 유용 균주 확보 균주수

확보 균주수

건국대학교 477

한국식품연구원 745

단국대학교 69

가천대학교 454

(사)한국종균협회 4,342

총 계 6,087

나. 유용 균주의 특성에 따른 보존 방법 및 유용 균주의 안정적 보존

(1) 유용 균주 보존의 목적

Ÿ 균주 보존은 균주의 사멸 방지, 본래 형질 유지, 보존 기간의 연장, 균주의 반복 재생,

오염 방지, 조작의 용이 등의 목적이 있다.

Ÿ 식품 산업용 균주를 확보하여 오염을 방지하고, 장기간 반복 재생하여 사용할 수 있도

록 분리된 균주의 안정적 보존이 중요하다. 균주가 갖는 유용한 형질을 그대로 유지하

며, 동시에 생존력을 장기간 유지할 수 있어야 하며, 산업체와 같은 민간 사업장에 분

양하기 위해서 이동 및 사용이 용이한 형태로 보존되어야 한다.
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(2) 유용 균주 보존 방법

Ÿ 유용 균주를 보존하기 위한 방법 중에서 초저온냉동고 동결 보존법은 동해 방지제(동

결보존제)를 첨가하여 -70∼80℃에 보존하는 방법으로, 보존제로는 보통 5∼20% glyc

erol, 2.5∼10% DMSO 등을 사용한다.

Ÿ 동결건조 앰플 보존법은 동해 방지제(보존제)를 첨가하여 동결건조 후 밀봉하는 방법

으로, 보존제로는 10% skim milk, soluble starch, arabic gum, gelatin, polysaccharide

등이 사용된다. 동결건조 조건은 온도 -50℃, 압력 30 mm Torr. 이하이며, 미생물보존

기관에서 주로 사용하는 일반적인 보존 방법이다.

Ÿ 동결건조 앰플 제작 과정은 미생물 배양, 동결건조 보존제 분주, 균주 현탁, 멸균 앰플

준비, 현탁된 균주 앰플 분주, 예비 동결, 동결건조, 앰플 성형, 진공 및 밀봉의 순으로

이루어진다.

① 미생물 배양
② 10% skim milk

분주 ③ 균주 현탁 ④ 멸균 앰플 준비 ⑤ 앰플 분주

⑥ -70℃ 예비 동결 ⑦ 동결건조 ⑧ 앰플 성형 ⑨ 진공 및 밀봉 동결건조 앰플

Figure 5-35. 동결건조 앰플 제작 과정.

Ÿ L-drying 앰플 보존법은 예비 동결에 의한 초기 동결 장해 미생물에 이용 가능하며,

동결과정 없이 liquid 상태에서 바로 건조하는 방법이다.

Ÿ L-drying 앰플 제작 과정은 미생물 배양, L-drying medium 분주, 균주 현탁, 멸균 앰

플 준비, 현탁된 균체 앰플 분주, 진공 건조, 앰플 성형, 진공 및 밀봉의 순으로 이루

어진다.
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① 미생물 배양 ② 10% skim milk
분주

③ 균주 현탁 ④ 멸균 앰플 준비 ⑤ 앰플 분주

⑦ 진공 건조 ⑧ 앰플 성형 ⑧ 진공 및 밀봉 L-drying 앰플

Figure 5-36. L-drying 앰플 제작 과정.

(3) 유용 균주의 보존 방법에 따른 생존력 확인 실험

Ÿ 유용 균주의 보존 방법에 따른 생존력을 확인하기 위하여 실험균주 KCCM 32820 Lac

tobacillus acidophilus KCCM 32820, Lactobacillus delbrueckii KCCM 35463, Lactoba

cillus plantarum KCCM 200440를 대상으로 동결건조법, L-drying법, glass bead 첨가

L-drying법, silicagel 첨가 L-drying법으로 동일 균주에 대하여 4가지 방법으로 앰플

을 제작한 후 앰플을 깨서 생균수를 측정하여 보존 방법에 따른 생존력을 비교하였다.

Ÿ L-drying법은 보존제만 첨가하여 진공 건조하였고, 같은 L-drying법에 glass bead와

silicagel을 첨가한 실험군을 추가하여 bead를 이용한 균주 현탁액의 부착 면적 증가

효과를 확인하였다.

Ÿ Lactobacillus acidophilus KCCM 32820는 Lactobacillus acidophilus 종의 type strain

으로, 10% skim milk를 보존제로 하여 동결건조 하였을 때 생존력이 좋지 않아 L-dr

ying법으로 앰플을 제작하고 있는 균종이다. 보존 방법을 달리하여 생존력을 확인한

결과, glass bead를 첨가하여 L-drying법으로 앰플을 제작하였을 때 생존력이 가장 높

았다.
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Figure 5-37. Lactobacillus acidophilus KCCM 32820 보존 방법에 따

른 생존력.

Ÿ Lactobacillus delbrueckii KCCM 35463는 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

종의 type strain으로, 배양과 복원이 쉽지 않아 L-drying법으로 앰플을 제작하고 있

는 균종이다. 보존 방법을 달리하여 생존력을 확인한 결과, 보존 방법에 따른 큰 영향

은 없는 것으로 확인되었다.

Figure 5-38. Lactobacillus delbrueckii KCCM 35463 보존 방법에 따

른 생존력.

Ÿ Lactobacillus plantarum KCCM 200440은 유용 균주로 선발된 균주로, Lactobacillus

plantarum 종은 다른 종에 비하여 배양 및 보존이 용이한 균종이다. 보존 방법을 달리

하여 생존력을 확인한 결과, 동결건조법으로 제작한 앰플의 생존력이 가장 우수하였

고, L-drying법으로 제작한 앰플도 생존력이 모두 107 CFU/mL이상을 나타내었다.
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Figure 5-39. Lactobacillus plantarum KCCM 200440 보존 방법에 따른

생존력.

Ÿ 균주에 따른 보존 방법을 달리하여 생존력을 비교한 결과, 균종에 따라서 보존 방법에

따른 생존력에 차이가 생길 수 있으며, 이에 따라 균주의 종류와 특성을 고려하여 보

존 방법을 선택해야함을 확인하였다.

Ÿ 현재 균주의 안정적인 보존을 위한 보존 방법은 동결건조법, L-drying법을 기본으로

하여 확립한 상태이며, 식품 산업용 유용 균주는 초저온냉동보존법과 동결건조법을 기

본으로 보존하고 있다. 동결건조법으로 제작한 앰플을 생존시험하여 생존 상태가 양호

하지 않을 경우에는 L-drying법으로 앰플을 제작하여 보존하고 있으며, 균주의 배양

속도가 느리거나 colony 크기가 작은 균주의 경우에는 L-drying법으로 보존하고 있다.

2. 균주의 장기 보존 및 분양을 위한 분양시스템 구축

가. 식품 산업용 유용 균주 분양 개요

(1) 식품 산업용 유용 균주 분양 절차

Ÿ 사용자가 홈페이지에서 미생물을 검색하고, 필요로 하는 미생물을 신청하기 위하여 홈

페이지에서 온라인으로 신청하거나, 분양신청서를 작성하여 팩스나 이메일로 오프라인

분양 신청을 할 수 있다.

Ÿ 분양 신청이 접수되면 관리자가 분양 적절성, 분양 형태, 재고 등을 파악하여 분양 비

용을 청구한다. 분양 비용이 납부되면, 사용자에게 미생물을 우편으로 발송한다. 경우

에 따라서는 사용자가 직접 수령할 수 있다.
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Ÿ 분양 후 사용자가 균주에 의문이 있을 때는 균주 이의 신청을 할 수 있고, 이의 신청

이 접수되면 이의 신청 사유에 따라 실험 또는 배양 확인 등을 수행하여 재분양 또는

분석 결과 등을 통보한다. 분양 후 연구 및 실험을 통하여 얻게 된 미생물 활용/연구

결과는 데이터 파일 형태로 관리자에게 보고한다.

Figure 5-40. 식품 산업용 미생물 분양 절차.

(2) 분양 신청 방법

Ÿ 온라인 신청: 식품산업미생물은행 홈페이지 회원 가입 > 홈페이지 로그인 > 미생물

검색 > 미생물 신청 > 신청 내역 확인 > 분양신청

Ÿ 오프라인 신청: 식품산업미생물은행 홈페이지 > 고객센터 > 자료실 > 분양신청서 양

식 다운로드 > 분양신청서 작성 > Fax 또는 E-mail 신청

  

Figure 5-41. 분양 신청 방법(좌: 온라인 분양 신청 화면, 우: 오프라인

분양신청서 양식).
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(3) 분양 형태

Ÿ 미생물 분양은 기본적으로 동결건조 된 앰플 형태로 발송한다. 신청자의 요청에 따라

활성화된 생균의 형태로도 분양 가능하며, 생균 분양시에는 배양 수수료 20%가 추가

청구된다.

Ÿ 앰플 제작이 어려운 균주의 경우는 glycerol stock vial 형태로 분양하거나 활성화 하

여 생균 형태로 분양할 수 있다. 신청자의 별도 요청에 의한 경우가 아니고, 불가피하

게 배양하여 분양되는 경우에는 배양 수수료가 추가되지 않는다.

Figure 5-42. 식품 산업용 균주 분양 형태(좌: 앰플, 우: 생균).

나. 분양 시스템을 위한 화면 설계 및 구축

(1) 분양 시스템을 위한 사용자 홈페이지 기능

Ÿ 미생물 선택 및 분양 신청: 홈페이지의 한 페이지 내에서 사용자가 미생물을 빠르게

검색하고, 필요로 하는 미생물을 바로 선택하여 분양 신청하거나 한꺼번에 모두 신청

할 수 있도록 구성하였다. ① 미생물 검색(번호, 학명, keyword)을 위한 검색바, ② 체

크 박스를 구성하여 신청하고자 하는 미생물을 각각 클릭하여 필요로 하는 미생물을

선택 가능, ③ 선택한 상태에서 분양 신청 버튼을 통해 일괄 신청이 가능하도록 하였

으며, 클릭하면 신청 다음 단계로 이동하도록 배치하였다.
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Figure 5-43. 식품산업미생물은행 홈페이지 온라인 분양신청 화면.

Ÿ 장바구니(카트): 장바구니 시스템을 활용하여 사용자가 선택 내역을 확인할 수 있도록

하였으며, ① 선택한 미생물에 대한 수량 조정 및 삭제 기능 배치, ② 체크 박스를 구

성하여 최종 선택한 미생물만 주문 가능, ③ 배송 방법, 세금계산서 발행 여부, 기타

요청사항 칸을 배치하여 배송 정보를 확인하고 신청완료 할 수 있도록 구성하였다.

Figure 5-44. 홈페이지 장바구니 화면.

Ÿ 주문확인 (주문내역): 전체 주문 내역과 주문리스트에서 각각의 주문 상세 내역을 확

인할 수 있도록 구성하였다. ① 홈페이지 상단에 주문확인 메뉴 배치, ② 미생물 전체

주문리스트 확인 가능, ③ 원하는 주문리스트를 클릭하면 각 상세 주문 내역이 확인

가능하도록 구성하였다.
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Figure 5-45. 홈페이지 주문리스트 및 주문내역 확인 화면.

3. 웹 DB에 균주의 보존 방법, 보존 위치 및 재고 파악을 통합적으로 관리할 수 있는

균주 관리 시스템 구축

가. 식품 산업용 유용 균주의 보존 관리 시스템 구축

(1) 식품 산업용 유용 균주의 보존 관리 구성

Ÿ 기존 구축한 웹기반 DB에 보존 방법, 보존 위치, 보존 수량 등의 정보를 포함한 데이

터베이스로 개선하였다. 보존 방법은 freeze drying, L-drying, cryopreservation 등의

입력 항목 중에서 선택할 수 있으며, 보존 위치는 앰플장(1), 앰플장(2), 앰플장(3), 초

저온냉동고(1), 초저온냉동고(2)의 입력 항목 중에서 선택하여 입력할 수 있다. 보존

수량은 숫자로 입력하도록 구성하였다.

Figure 5-46. 데이터베이스 균주 정보 입력창.
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(2) 식품 산업용 균주 보존 관리자 지정

Ÿ 균주 보존 관리자를 지정하여 지정 관리자만 균주의 보존 정보를 파악할 수 있도록

하였다. 여러 명의 관리자가 보존 정보를 관리할 경우, 보존 수량 파악 시에 차이가

발생할 수 있고, 보존 정보의 변경 시에 착오가 생길 수 있어 보존 관리자를 지정하

고, 지정 관리자만 정보를 입력하고 파악할 수 있도록 하였다.

4. 유용 균주의 분양 신청, 분양 과정, 분양 후 관리를 할 수 있는 관리 시스템의 구축

가. 유용 균주 분양 관리 시스템 화면 설계 및 구축

(1) 분양 시스템을 위한 관리자 홈페이지 기능

Ÿ 사용자가 홈페이지에서 분양 신청하면 관리자 페이지에서 분양 신청 내역을 한 눈에

볼 수 있도록 목록을 표시하여 구성하였다. 관리자 페이지 좌측 메뉴에서 미생물 분양

신청 목록을 클릭하면 전체 분양 신청 목록을 표기한다. ① 신청자 이름으로 검색 가

능, ② 신청 목록에 대한 이전, 이후 목록 제공, ③ 신청한 내역에 대해서 자세한 내역

보기를 제공하도록 구성하였다.

Figure 5-47. 관리자 페이지 전체 분양 신청 목록 화면.

Ÿ 각 신청 목록을 클릭하면 사용자가 신청한 상세 주문 내역을 확인할 수 있도록 구성

하였으며, 결제사항, 결제서류 발송 여부 등을 표시하거나 입력할 수 있도록 하였다.

① 신청자 기본정보 표시, ② 신청한 미생물 목록 표시, ③ 결제사항, 견적서 발송 여

부와 배송방법 등 표시하였으며, ④ 수정, 삭제, 인쇄 기능을 추가하여 신청 수량을 수

정할 수 있으며, 각 항목에 대하여 취소하거나 전체 항목을 삭제할 수 있고, 신청 내

역을 인쇄할 수 있도록 하였다.
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Figure 5-48. 관리자 페이지 상세 분양 신청 정보화면.

나. 분양 후 관리 시스템

(1) 미생물 활용/연구 결과 보고

Ÿ 분양된 미생물의 연구 결과 및 산업적 활용 결과를 보고받아 데이터베이스에 추가하

도록 하였다. 해당 유용 미생물에 대하여 실험을 통해 확인한 다양한 특성, 물질 생산,

염기서열 등 미생물의 정보와 미생물의 활용으로 인한 결과물 및 활용 성과에 대한

정보를 사용자가 제출하도록 하고, 그 정보는 데이터베이스에 추가하여 더욱 풍성한

정보로 다음 사용자에게 제공되도록 하였다.

Figure 5-49. 식품산업용 균주 피드백 시스템 모식도.
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Ÿ 홈페이지의 자료실에서 식품산업용 균주 활용보고서 양식을 다운로드 받을 수 있도록

하였으며, 사용자가 작성하여 데이터는 파일 형태로 첨부하여 이메일로 제출하도록 하

였다. 이를 받아서 관리자는 관리자 페이지를 통해 데이터베이스의 해당 부분에 입력

하여 홈페이지에서 미생물 정보로 조회되도록 하였다.

Figure 5-50. 식품산업용 균주 활용보고서 양식.

(2) 균주 이의 신청

Ÿ 분양받은 미생물이 파손, 오염 등으로 인해 활성화가 되지 않을 경우를 포함하여 균주

에 문제가 있다고 판단되는 경우에는 균주 이의 신청을 할 수 있다. 이의 신청 사유를

기재하여 균주 이의 신청을 하면, 활성화하여 재분양하거나 실험을 통해 확인 후 분석

결과 통보 또는 환불 등의 조치를 할 수 있도록 하였다.

5. 보존 균주의 백업본을 주관 및 협동 기관에 이중으로 보존하여 안전하게 보존 관리

가. 유용 균주 이중 보존의 필요성

(1) 유용 균주 이중 보존의 필요성 제시

Ÿ 식품 산업용 유용 균주는 국내 식품 종균 산업의 활성화, 식품 산업용 종균의 민간 보

급을 위하여 안전하게 보존 관리되어야 한다. 하지만, 화재, 자연재해, 전쟁 등과 같은

재난 발생 시에 유용 균주의 소실, 훼손 등의 문제가 발생할 수 있어, 이를 대비한 유

용 균주의 이중 보존이 필요한 실정이다.
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Ÿ 유용 균주를 이중으로 중복 보존하였을 때, 이중 보존한 한 기관에 문제가 발생하여

유용 균주가 복원되지 않을 경우, 나머지 기관에 보존된 균주를 복원하여 재보존하고,

종균으로 다시 활용할 수 있는 이점이 있다.

(2) 균주 이중 보존의 국내외 현황

Ÿ 국내 생물자원은 복제본의 중복 보존을 통해 주 보관 균주의 문제 발생 시에 중복 보

존된 균주를 복원하는 방법으로 비상시를 대비하고 있다. 중복 보존은 기관 사정에 따

라 분산 보존, 통합 보존 등의 방법을 사용하여 이중으로 안전하게 보존 관리하고 있

다.

Ÿ 국내 특허생물자원 기탁기관은 특허청고시 2013-28호 제3조 제4항에 의거하여 주보관

시설과 적어도 10 m 이상 떨어진 다른 건물 또는 다른 층에 별도의 자체 백업시설을

구축하고 있다. 특허생물자원은 2013년 국가특허미생물 통합보존소를 지정하여 국내 4

개 특허기탁기관의 복제본을 통합하여 중복 보존하고 있다.

Ÿ 미국 NRRL의 경우, 본시설과 약 300마일(482 km) 떨어진 곳에 백업시설을 설치하여

운영하고 있으며, 비상시를 대비하여 모든 생물자원과 정보를 중복 보존하고 있다. 일

본은 2011년 발생한 대지진으로 인해 NPMD의 경우, 백업시설에 건물 파손, 실험시설

파손 등의 상당한 피해를 입었다. 이후 생물자원의 안전한 보존을 위하여 비상시를 대

비한 전력 누수 최소화, 비축 연료 증대와 같은 방안을 강화하여 수립하였다.

Ÿ 일본의 피해 사례와 같이 지진 등 비상 상황에 효과적으로 대처하기 위해서는 주보관

시설과 비교적 멀리 백업시설을 갖추고, 유용 균주를 안전하게 이중 보존해야한다.

나. 유용 균주의 안전한 이중 보존

(1) 유용 균주의 이중 보존 형태 및 방법

Ÿ 이중 보존을 위해서는 보존 형태가 중요하다. 동결보존 형태로 이중 보존을 하기 위해

서는 동결보존을 위한 초저온냉동고 또는 액체질소탱크와 같은 보존 시설이 이중으로

필요하다. 동결보존 시설 비용과 소모되는 전력 또는 액체질소 유지 관리 비용이 다중

으로 들기 때문에 시설 유지 비용에 대한 부담이 크다. 또한 이중 보존을 위하여 균주

의 이동이 불가피한데, 이동하기에도 간편하고, 보존 시에 공간을 많이 차지하지 않는

형태로 고려해야 한다.

Ÿ 보존 관리 비용, 이동, 보존 공간 문제 등을 고려하여 이중 보존을 위한 형태로 동결

건조 앰플을 선택하였다. 동결건조 앰플은 별도의 시설 없이 상온에서 보관할 수 있으

며, 이동시에도 별도의 운송 방법이나 수단이 필요하지 않은 이점이 있다. 동결건조

앰플은 유리 앰플의 특성상 파손의 위험이 있기 때문에 파손에 대한 대비를 충분히

할 경우에는 보관상 어려운 문제는 없다. 앰플의 파손을 방지하기 위하여 각각의 앰플

을 플라스틱 포장재에 넣고, 다시 비닐 파우치에 포장하여 이동하고, 보존하였다.
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Figure 5-51. 유용 균주의 이중 보존 형태.

(2) 유용 균주의 주관 기관 이중 보존

Ÿ 산업화 후보 종균으로 선발된 유용 균주의 동결건조 앰플은 파손에 대비하여 안전하

게 포장하여, 주관 기관인 건국대학교 내의 생물공학실험실에 중복으로 이중 보존하였

다.

6. 산업화 후보 종균의 유전체 분석을 통한 고유성 자료 확보

가. 산업화 후보 종균의 고유성 자료 확보

(1) 16S(18S) rRNA sequence 확보 및 sequence 등록

Ÿ 산업화 후보 종균은 genomic DNA를 추출하여 세균은 16S rRNA, 효모는 18S rRNA

염기서열을 분석하여 phylogenetic tree를 통해 계통도를 분석하였다. 확보한 rRNA se

quence는 NCBI GenBank에 등록하였다.

Ÿ 확보한 산업화 후보 종균의 고유성을 나타낼 수 있는 자료들을 취합하여 strain numb

er, source, sequence, phylogenetic tree, GenBank accession number를 표로 나타내었

다(Table 5-3).
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Table 5-3. 산업화 후보 종균 24주의 고유성 자료

KCCM #

200019
Sequence

균주명

Lactobacillus

brevis

CGTGAGTGCGGCATGCTATACATGCAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTT

CAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATA

ACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGC

TTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGA

CGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAG

TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAA

GGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG

GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTC

TAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGC

CAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGG

CTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAA

분리원

조개젓
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992221
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(Table 5-3, 계속)

KCCM #

200054
Sequence

균주명

Lactobacillus

brevis

ACCAAGCGGCTGCTAGTACATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTC

AACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAA

CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTT

CGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACG

ATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA

CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGT

GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAG

GGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT

AGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGC

CAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGG

CTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTGCTAATA

GGGGAATCACGCTT

분리원

장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992222
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KCCM #

200060
Sequence

균주명

Lactobacillus

fermentum

CGGTAAGGCGGATCTGCTATACATGCAGTCGAACGCGTGTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCAC

CTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAG

CGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTA

AAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGG

CCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGG

CCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAAC

ACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAG

TAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGT

CTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAG

AGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAG

GCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACC

CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGC

TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC

ATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCC

AGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC

AGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAA

CTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA

CGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC

ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTATTAGGAGCCA

GCCGCGCTAATGGTGGATCACCCT

분리원

물김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992223
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200080
Sequence

균주명

Lactobacillus

brevis

GGCCGGGCGGCATGCTATACATGCAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTC

AACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAA

CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGAATTTTGTTTGAAAGGTGGC

TTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGA

CGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAG

TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAA

GGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG

GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTC

TAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGC

CAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGG

CTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGGT

GACAGAGTTATGG

분리원

갓김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992224
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200173
Sequence

균주명

Lactobacillus

curvatus

GACGTGGCGGCTGCTATACATGCAAGTCGAACGCACTCTCGTTAGATTGAAGAAGCTTGCTTCTGAT

TGATAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGA

TAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACCTAGCACCGCATGGTGCAAGGTTGAAAGATG

GTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAA

GACCGTGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTATTTGATAGTAACTGATCA

GGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG

GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA

AAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT

GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATT

AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC

AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG

ACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTTA

GTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCA

TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAG

GTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG

AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTCGGGAGCCAGCCGTCTAATG

GTGACAGAGATGG

분리원

게장
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992225
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200270
Sequence

균주명

Saccharomyces

cerevisiae

AGGTTCTGCATGTCTAGTATAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCG

TTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAAT

CTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGATTCA

TAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTT

TCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGG

AGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATC

CTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATG

AGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCCC

GGTTGGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGATTTCCAACGGGGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTTGA

GTCCTTGTGGCTCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGTA

TTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC

CATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG

ATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT

TAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG

GTGGTGTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAG

TATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG

GCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAG

AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTT

AATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTGCTAGCATTTGCTGGTTATCCACTT

CTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTA

GACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTCTAACCTTGGCCGAGAGGTC

TTGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGA

ATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT

CGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCAT

CTCAGAGCGGAGAATTGGACAAACTAGTCATACCGATCCC

분리원

오이장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MG101834

    

                                                                    

        

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200278
Sequence

균주명

Saccharomyces

cerevisiae

GGATCTTCATGTCTAGTATAAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCG

TTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAAT

CTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGATTCA

TAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTT

TCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGG

AGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATC

CTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATG

AGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCCC

GGTTGGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGATTTCCAACGGGGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTTGA

GTCCTTGTGGCTCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGTA

TTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC

CATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTTCTTG

GATTTATTGAAGACTAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTTCATTAATCAAGAACGAA

AGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAACTATGCCGACTAGGGA

TCGGGTGGTGTTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGG

GGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGC

CTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGA

TTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTC

TGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTGCTAGCATTTGCTGGTTATC

CACTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC

CCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTCTAACCTTGGCCGAG

AGGTCTTGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAAC

GAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCG

CCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAAC

TCCATCTCAGAGCGGAGAATTTGGACAAACACGGTCATTAGGAATAAGCTAAAACCGCCGGTTTT

분리원

오이장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MG101835

    

                                                                    

        

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200280
Sequence

균주명

Saccharomyces

cerevisiae

AGGTTCTGCATGTCTAGTATAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCG

TTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAAT

CTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGATTCA

TAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTT

TCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGG

AGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATC

CTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATG

AGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCCC

GGTTGGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGATTTCCAACGGGGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTTGA

GTCCTTGTGGCTCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGTA

TTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGAC

CATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG

ATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT

TAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG

GTGGTGTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAG

TATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG

GCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAG

AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTT

AATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTGCTAGCATTTGCTGGTTATCCACTT

CTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTA

GACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTCTAACCTTGGCCGAGAGGTC

TTGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGA

ATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT

CGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCAT

CTCAGAGCGGAGAATTTGGACAAACTTGGTCATTAGAGAACTAAAGTCGTAATGG

분리원

오이장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MG101836

    

                                                                    

        

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200281
Sequence

균주명

Saccharomyces

cerevisiae

AGGTCCTCATGTCTAGTATAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT

TTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATC

TCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGATTCAT

AATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTT

CGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGA

GAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCC

TAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGA

GTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCCCG

GTTGGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGATTTCCAACGGGGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTTGAGT

CCTTGTGGCTCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGTATT

GCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACC

ATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA

TTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT

AGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG

GTGGTGTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAG

TATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG

GCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAG

AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTT

AATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTGCTAGCATTTGCTGGTTATCCACTT

CTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTA

GACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTCTAACCTTGGCCGAGAGGTC

TTGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGA

ATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT

CGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCAT

CTCAGAGCGGAGAATTTGGACAAACTTGGTCATTAGAGAACAAAAGTAGAAACCGC

분리원

오이장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MG101837

    

                                                                    

        

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200284
Sequence

균주명

Saccharomyces

cerevisiae

AGTTCTTGCATGTCTAGTATAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATC

GTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAA

ATCTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGA

TTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATC

AACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGAT

TCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTAC

CCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAAT

TGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG

CCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAA

CTTTGGGCCCGGTTGGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGATTTCCAACGGGGCCTTTCCTTCTG

GCTAACCTTGAGTCCTTGTGGCTCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGGTC

AAAGCAGGCGTATTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTG

TTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAG

AGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATT

AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACT

ATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAG

TCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCAC

CACCAGGAGTGGAGCCTGCGGATTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAC

AATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAG

TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTG

CTAGCATTTGCTGGTTATCCACTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTAGAGGC

AATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAG

CGAGTCTAACCTTGACCGAGAGGTCTTGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGC

ATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTAC

GTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGTACCGATAGAAAGGCTTAGAGAGGCCTCAG

GATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGGAGAATTGGACAAACCTGGTCATTAG

ACGAACAAAAATTAGTTTTTG

분리원

오이장아찌
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MG101838

    

                                                                   

         

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200650
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

CGGGCGCGTGCCTATACATGCAGTTCGAACGAACTTCCTGGTTATTTGATTTGGTGCTTGCATTCATG

ATTTACATTTTGAGTTGAGTTGGCGAACTTGGTGAGTAACACGTTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG

GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCAGGTCCGAGCTTGAAAG

ATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCAC

CATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGC

GTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTG

TTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATG

TGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA

GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

GTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC

ATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTA

TGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA

AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC

ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAG

AGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAAGTCGGTGGGGTACCTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGTG

ACAGAGT

분리원

동치미
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992226
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200655
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

GCCATGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTTCGAACGAACTTCCTGGTTATTTGATTGGTGCTTGCATCA

TGATTTTACATTTGAGTTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG

GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA

GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA

CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG

CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACT

GTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT

GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA

CAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG

CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACT

ATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATT

AAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT

CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA

GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

GTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAG

TGGACAGAGTTCGT

분리원

토마토김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992227

    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)



- 608 -

KCCM #

200656
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

CGGGCGGGCGTGCCTATACATGCAGTCCGAACGAACTCCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGAT

TTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAA

CACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCT

TCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGC

AATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG

TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAG

GTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT

GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGC

AAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGA

GTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAAGTTTGTACACCCAAAAGTCGGTGAAGTACCTTTGGAACCAAGCCGCCTAAGCTG

ACAGAGT

분리원

토마토김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF99228

    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200661
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

GCAATGGCTAGCGCCAAGTATGCAGTTCGAACGAACTCTGGTATTGATGTGGTGCTTGCATCATGAT

TTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAA

CACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCT

TCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGC

AATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG

TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAG

GTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT

GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGC

AAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGA

GTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAAGTTTGTAACAACCCAAAAAGTCGGTGGGGTAAACCTATTAGGAACCAGCCGCG

CTAATAGATGTCAGAGTTCG

분리원

토마토김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992229
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200693
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

GGGGAGGGCCGGCGTGCCTATACTTGCAGTTCGAACGAACTTCCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC

ATGATTTACATTTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG

GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA

GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA

CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG

CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACT

GTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT

GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA

CAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG

CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACT

ATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATT

AAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT

CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA

GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

GTCACACCATGAGGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAA

GGTGGACAGAGTGGA

분리원

오이김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992230
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

200793
Sequence

균주명

Lactobacillus

buchneri

GCAGTGGGCGGCATGCTATACATGCAGTCGAACGCGTCTCCGTTGATGATTTTAGGTGCTTGCACTT

GAAAGATTTAACATTGAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGT

AGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAAAACCACCTGGTTTTGGTTTAA

AAGACGGCTTCGGCTGTCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCC

TACCAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC

CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGC

CGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACAGGTGTCAGAGTAA

CTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTG

ATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG

ACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG

GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA

CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC

CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC

TTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT

CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGC

ATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT

CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACC

GCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA

AGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAACA

CCGCCCGTCACACCATGAGAAGTTTGTAACAACCCAAAGCCGGTGGAAGGTAAACCTTCGGGGACC

AGCCGTCTAAGTGACAGAGTTGG

분리원

김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992231
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

202302
Sequence

균주명

Lactobacillus

brevis

CCGGGCGGCTGCCTATACTTGCAGTTCGAACGAAGCTTTCCGTTTGAATGACGTTGCTTTGCACTGAT

TTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGA

GAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTG

GCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAA

GACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTG

AGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTC

AAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT

GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGT

CTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CATGCCGTAAACGATGAGTGTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGC

CAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG

TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGG

CTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATAGAGTTTGTACACCCAAAAGCCGGTAGATACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGTGATCA

G

분리원

깻잎
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992232
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

202303
Sequence

균주명

Lactobacillus

plantarum

GGGACTGGCGGCTGCCTATACTGCAGTTCGAACGAACTTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATTCATGA

TTTACATTTTGAGTTGAGTGGCGAACTTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGG

ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGAT

GGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCA

TGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTT

CAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT

GAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA

GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

GTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCA

TTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA

CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTAT

GCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC

TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAA

GTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA

TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGA

GTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCATAAGTCGGTGAGTACCTTTGGAACCAGCCGCGAAGGTGGA

CAGATTTCG

분리원

깻잎
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992233
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

202361
Sequence

균주명

Leuconostoc

lactis

GAGGGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAACGCGCAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGCGAG

TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGAT

GCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGATACAAAGTTGAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAG

ATGGGTCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGA

GTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTA

GGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTAGGG

TCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAGAATAGGGAATGATTCTAGTTCGACGGTACCATA

CCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGG

ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTC

CGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGT

GGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTG

AGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAAT

ACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAG

TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT

TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTCTAGAGATAGAAGT

GTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG

TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCGAGA

CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC

TACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAG

TACGTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA

TCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGT

AATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTATGGAGGGAGCCGTCTAAGGCAGACAGATTCTTGG

분리원

배추김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992234
    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)
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KCCM #

202369
Sequence

균주명

Leuconostoc

lactis

GAATTGGCGGGCGTGCTATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGCG

AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAG

ATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGATACAAAGTTGAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAG

AGATGGGTCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCC

GAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAG

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTAG

GGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAGAATAGGGAATGATTCTAGTTCGACGGTACCA

TACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCC

GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAA

CTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGC

GGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACG

TTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATG

AATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGG

GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTCTAGAGATAG

AAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGC

GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCT

GGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTT

AAAGTACGTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG

CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG

TTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTATGGAGGAGCCGTCTAAGCAGACAGATATTG

분리원

동치미
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992235
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KCCM #

202399
Sequence

균주명

Lactobacillus

brevis

TGAAGGGCGCATGCCTATACATGCAAGTTCGAACGAGCTTCCGTTTGAATGACGTGCTTGCACTGAT

TTCCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGG

ATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGT

GGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCA

AGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCG

TGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGT

TCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATG

TGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACA

GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

GTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA

GTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC

ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTC

TGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC

AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC

ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGA

GGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

GTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAG

GGTGATCT

분리원

총각김치
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992236
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KCCM #

202541
Sequence

균주명

Lactobacillus

perolens

CGGGAGGGCGGGTGCTATACATGCAGTCGAACGAGGTTTGATCAGTTTGCGGTGGTGCTTGCATCAC

CAATTACCGATTAAACCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTCAGCAGGG

GATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACCACGGAGACCGCATGGTCTCCGGGTAAAAG

ATGGCGCAAGCTATCACTGAGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCCAGTTGGTGGGGTAATGGCCTA

CCAAAGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

AACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG

CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTATTGAAGAAGAACGTGTGTGAGAGTAACT

GCTCATGCAGTGACGGTATTCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA

GAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAAGTGTTGGGGGGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGCAGCTAACG

CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTT

CTGCCAAGCTGAGAGATCAGCCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGATTAGTTGCCAGCA

TTCAGTTGGGCACTCTAGTCAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATC

ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAACGAGCAGCGAGACCG

CGAGGTCAAGCGAATCTCTAAAAACCATCCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA

GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC

CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTAGGACAACCGCAAGGAGTCAGCCGT

CTAAGGTGGACAACCGATCGGG

분리원

식초
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992237
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KCCM #

202543
Sequence

균주명

Lactobacillus

hilgardii

TTTCCCCTGGTTAGCGTCAGAGTATGATCGTGGATCGCGACTTCGGTCAATAGAATTTCGAGTGCTTG

CATTTAACTGATTTGACATTAAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACTTGCCCCGA

AGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAACAAAAACCACATGGTTTTTGTT

TAAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG

GCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG

GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAA

CGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGGGTGTCAGA

GTAACTGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAG

GTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGA

AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA

AGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATA

CCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA

GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG

ACATCTTCTGCTAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACGGAATGACAGGTGGTGCATGGTT

GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTCAGTTG

CCAGCATTTAGTTGGGCACTCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT

CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGA

AACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC

ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC

ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGAGGTAACTAAAGTCGTGACA

AAAGTTGCCGTGAAATGCACCGTTGGC

분리원

식초
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992238
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KCCM #

203098
Sequence

균주명

Bacillus

coagulans

GCTAATACATGCAAGTCGTGCGGACCTTTTAAAAGCTTGCTTTTAAAAGGTTAGCGGCGGACGGGTG

AGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGGATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT

AGTTTTTTCCTCCGCATGGAGGAAAAAGGAAAGACGGCTTTTGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCG

GCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT

GATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACT

CTGTTGCCGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCGCCTTGACGGTACCCGGCCAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT

GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCG

GTCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT

GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG

CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA

GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG

CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACCTCCCTGGAGACAGGGCCTTCCC

CTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA

GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA

CACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCAGAAAACCA

TTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACCCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA

GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC

ACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTACGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGG

분리원

고추장
Phylogenetic tree

Gene Bank #

MF992239

    

                                                                     

       

(Table 5-3, 계속)



- 620 -

나. 산업화 후보 종균의 RAPD법을 이용한 유전체 분석

(1) 산업화 후보 종균의 RAPD분석 조건

Ÿ 산업화 후보 종균 중에서 Lactobacillus plantarum 균주를 대상으로 random primer를

사용하여 유전체 DNA를 증폭함으로써 실험 균주 간의 유전적 유사도를 예측할 수 있

는 RAPD(randomly amplified polymorphic DNA) 분석을 수행하였다.

Ÿ 표준 균주 2주, 산업화 후보 종균 10주를 포함하여 총 12주에 대하여 분석하였다. RA

PD분석을 위한 방법은 다음과 같다. 실험 균주에서 추출한 genomic DNA를 template

DNA로 하여, primer 239(CTGGCGACTG), primer A-1(CAGGCCCTTC)을 제작하여

사용하였고, 최종 부피가 50 μL가 되도록 하여 RAPD-PCR을 수행하였다. BIO-RAD

T100 Thermal Cycler를 사용하여, 다음의 조건으로 PCR 반응시켰다. 초기 변성을 위

해 94℃에서 2분 간 반응한 후, 변성 단계에서 94℃로 2분, 결합 단계에서 36℃로 1분,

신장 단계에서 72℃에서 2분, 40회 반복하였고, 후기 신장 단계에서 72℃로 5분 간 반

응시켰다. PCR 생성물은 0.8% agarose gel로 전기영동 한 후, Gel Doc XR System을

이용하여 UV상에서 gel image를 촬영하여 Quantity One software를 이용하여 UPGA

(unweighted pair group method)를 기초로 하여 실험균주 간의 유사도에 따라 groupi

ng하여 분석하였다.

(2) A-1 primer를 이용한 RAPD분석

Ÿ A-1 primer를 이용하여 표준 균주 KCCM 12116, KCCM 11322, 산업화 후보 종균 10

주를 포함하여 12주의 Lactobacillus plantarum 균주를 대상으로 RAPD band pattern

을 분석한 결과, 증폭된 DNA 단편의 크기는 0.2 kb와 2.0 kb 사이에서 나타났고, 실

험 균주마다 3개에서 8개까지 다양한 band pattern을 나타내었다.

Figure 5-52. RAPD banding patterns of 12 strains using A-1 primer.

Lane M, 1.0kb marker; 1, Lactobacillus plantarum KCCM

12116; 2, KCCM 11322; 3, 200440; 4, 200448; 5, 200573;

6, 200650; 7, 200655; 8, 200656; 9, 200661; 10, 200693; 11,

202303; 12, 201055; M, 1.0 kb marker.
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Ÿ A-1 primer를 이용한 RAPD band pattern을 dendrogram으로 나타내어 분석한 결과,

200655, 201055, 200573 균주가 속한 Group A, 202303, KCCM 11322 균주가 속한 Gro

up B, 200440, KCCM 12166, 200656, 200693, 200661, 200650 균주가 속한 Group C로

분류할 수 있었다.

Figure 5-53. Dendrogram depicting the genetic relationship among 12

strains using RAPD A-1 primer by UPGMA method of

cluster analysis.

(3) 239 primer를 이용한 RAPD분석

Ÿ 239 primer를 이용하여 12주의 Lactobacillus plantarum 균주를 대상으로 RAPD band

pattern을 분석한 결과, 증폭된 DNA 단편의 크기는 0.3 kb와 4.0 kb 사이에서 나타났

고, 실험 균주마다 4개에서 11개까지 다양한 band pattern을 나타내었다.

Figure 5-54. RAPD banding patterns of 12 strains using 239 primer.

Lane M, 1.0kb marker; 1, Lactobacillus plantarum KCCM

12116; 2, KCCM 11322; 3, 200440; 4, 200448; 5, 200573; 6,

200650; 7, 200655; 8, 200656; 9, 200661; 10, 200693; 11,

201055; 12, 202303; M, 1.0 kb marker.
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Ÿ 239 primer를 이용한 RAPD band pattern을 dendrogram으로 나타내어 분석한 결과, 2

00655, KCCM 12116 균주가 속한 Group A, 202303, 200440, KCCM 11322 균주가 속

한 Group B, 201055, 200573, 200448 균주가 속한 Group C, 200693, 200656, 200661, 2

00650 균주가 속한 Group D로 분류할 수 있었다.

Figure 5-55. Dendrogram depicting the genetic relationship among 12

strains using RAPD 239 primer by UPGMA method of

cluster analysis.

Ÿ 산업용 후보 균주의 RAPD분석을 통해서 strain 특이성에 의한 특이적인 fingerprintin

g pattern을 확인할 수 있었으며, 같은 균 종 내에서 유전적으로 서로 다른 특성을 갖

고 있음을 예상해볼 수 있었다. 사용된 primer에 따라 분류되는 group에 차이가 나타

나긴 했지만, 2개의 primer를 이용하여 분석하였을 때, 공통적으로 201055, 200573, 20

0448 균주 간, 202303과 표준 균주 KCCM 11322 균주 간, 200693, 200656, 200661, 200

650 균주 간의 유전적 유사도가 비교적 높음을 확인할 수 있었다.

Ÿ 산업용 후보 균주의 유전체 분석을 통한 유전적 pattern 분석 데이터를 확보할 수 있

었으며, 이를 토대로 균주의 고유성을 증명할 수 있는 타당성이 있는 근거 자료로 활

용할 수 있을 것으로 생각된다.
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제 15절 식품 산업용 균주 고농도 배양(1010 CFU/mL 이상)

기술 확보 및 충격(Shock) 조건 검증 도구 구축 및

종균 사업화

1. 고농도 배양 기술을 위한 배지 최적화 및 배양 조건 최적화

Ÿ 현재 사용 중인 상업용 균주를 기준으로 최적배지 조성 및 배양 조건을 확립하였으

며, 1차적으로 flask 배양 수준에서 적정 배지원을 선별하고 각 선별된 배지원에 대한

최적화 과정을 수행하였다.

Ÿ 1차적 flask 배양의 배지 조성 최적화 과정이후에 5 L Jar-Fermenter를 이용하여 최

적배지조건에서의 배양 조건에 따른 배양 최적화를 수행하였다.

Ÿ 1단계 flask 배양과정과 2단계 5 L Jar-Fermenter 과정을 통해 최적배지와 배양 조

건 최적화를 수행한 이후 마지막 단계인 생산 현장 스케일에 따른 배양 최적화를 수

행하며, 생산스케일의 저가 배지를 사용하여 생산성을 기존대비 동일하거나 더 향상

시키기 위한 저가 배지 최적화 및 생산스케일 배양 최적화를 수행하였다.

가. 균주 배양 최적화 실험을 위한 균주 리스트

Ÿ Lactobacillus acidophilus LA1

Ÿ Lactobacillus fermentum LF1

Ÿ Lactobacillus rhamnosus LR1

Ÿ Bifidobacterium animalis spp. lactis BL3

Ÿ Bifidobacterium longum BG7

나. 분리균주에 대한 배양 최적화 과정

Ÿ 1단계: Flask 배양을 이용한 배지 최적화 단계

인자선정:　탄소원, 질소원, 무기이온 등

영양배지 조성 검토

Ÿ 2단계: Jar-Fermenter를 이용한 배양조건 최적화 단계

배양조건 검토: 온도, pH

배지 최적화

저가 배지 원료를 이용한 배양성 평가

Ÿ 3단계: 대형 발효조(1,000 L)를 이용한 배양조건 최적화 단계   
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Figure 6-1. 선별균주에 대한 배지 및 배양 최적화 및 생산수준의 저가배지를

이용한 경제성 확보를 위한 단계별 최적화 과정 요약.
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2. Flask 배양 수준에서의 배지원 선별 및 최적화

가. 균주별 탄소원의 영향 조사

(1) L. acidophilus LA1

(가) 당 동정 실시

Table 6-1. API 키트를 이용한 당 이용성

No Carbohydrates Utilized No Carbohydrates Utilized

0  Control - 25  Esculine -

1  Glycerol - 26  Salicine -

2  Erythritol - 27  Cellobiose -

3  D-Arabinose - 28  Maltose +

4  L-Arabinose - 29  Lactose -

5  Ribose - 30  Melibiose -

6  D-Xylose - 31  Saccharose +

7  L-Xylose - 32  Trehalose -

8  Adonitol - 33  Inuline -

9  β-Methyl-xyloside - 34  Melezitose -

10  Galactose + 35  D-Raffinose -

11  D-Glucose + 36  Amidon -

12  D-Fructose + 37  Glycogene -

13  D-Mannose - 38  Xylitol -

14  L-Sorbose - 39  β-Gentiobiose -

15  Rhamnose - 40  D-Turanose -

16  Dulcitol - 41  D-Lyxose -

17  Inositol - 42  D-Tagatose -

18  Mannitol - 43  D-Fucose -

19  Sorbitol - 44  L-Fucose -

20  α-Methyl-D-mannoside - 45  D-Arabitol -

21  α-Methyl-D-glucoside - 46  L-Arabitol -

22  N-Acetyl glucosamine + 47  Gluconate -

23  Amygdaline - 48  2-Ceto-gluconate -

24  Arbutine - 49  5-Ceto-gluconate -

(나) 당 이용성

Ÿ 당 이용성 검사에서 주로 사용하는 당에 대한 개별 배양성 검사를 실시하였으며, ‘

fructose'를 적용한 배지조성에서 생균수가 1.6×109 CFU/mL으로 가장 좋은 생균수를

보였으며, 현미경으로 morphology를 관찰한 결과 양호한 모양을 보였다.
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Figure 6-2. 당 배지 별 배양균수와 morphology.

(2) L. fermentum LF1

(가) 당 동정 실시

Table 6-2. API 키트를 이용한 당 이용성

No Carbohydrates Utilized No Carbohydrates Utilized
0  Control - 25  Esculine -
1  Glycerol - 26  Salicine -
2  Erythritol - 27  Cellobiose -
3  D-Arabinose - 28  Maltose +
4  L-Arabinose + 29  Lactose -
5  Ribose + 30  Melibiose -
6  D-Xylose + 31  Saccharose +
7  L-Xylose - 32  Trehalose -
8  Adonitol - 33  Inuline -
9  β-Methyl-xyloside - 34  Melezitose -
10  Galactose - 35  D-Raffinose -
11  D-Glucose + 36  Amidon -
12  D-Fructose + 37  Glycogene -
13  D-Mannose - 38  Xylitol -
14  L-Sorbose - 39  β-Gentiobiose -
15  Rhamnose - 40  D-Turanose -
16  Dulcitol - 41  D-Lyxose -
17  Inositol - 42  D-Tagatose -
18  Mannitol - 43  D-Fucose -
19  Sorbitol - 44  L-Fucose -
20  α-Methyl-D-mannoside - 45  D-Arabitol -
21  α-Methyl-D-glucoside - 46  L-Arabitol -
22  N-Acetyl glucosamine - 47  Gluconate +
23  Amygdaline - 48  2-Ceto-gluconate -
24  Arbutine - 49  5-Ceto-gluconate +
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No Carbohydrates Utilized No Carbohydrates Utilized

0  Control - 25  Esculine +

1  Glycerol + 26  Salicine +

2  Erythritol - 27  Cellobiose +

3  D-Arabinose + 28  Maltose +

4  L-Arabinose - 29  Lactose +

5  Ribose + 30  Melibiose -

6  D-Xylose - 31  Saccharose +

7  L-Xylose - 32  Trehalose +

8  Adonitol - 33  Inuline -

9  β-Methyl-xyloside - 34  Melezitose +

10  Galactose + 35  D-Raffinose -

11  D-Glucose + 36  Amidon -

12  D-Fructose + 37  Glycogene -

13  D-Mannose + 38  Xylitol -

14  L-Sorbose + 39  β-Gentiobiose +

15  Rhamnose + 40  D-Turanose -

(나) 당 이용성

Ÿ 당 이용성 검사에서 주로 사용하는 당에 대한 개별 배양성 검사를 실시하였으며,

‘glucose'를 적용한 배지조성에서 생균수가 2.2×109 CFU/mL으로 가장 좋은 생균수를

보였으며, 현미경으로 morphology를 관찰한 결과 양호한 모양을 보였다.

Figure 6-3. 당 배지 별 배양균수와 morphology.

(3) L. rhamnosus LR1

(가) 당 동정 실시

Table 6-3. API 키트를 이용한 당 이용성
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16  Dulcitol - 41  D-Lyxose -

17  Inositol + 42  D-Tagatose +

18  Mannitol + 43  D-Fucose -

19  Sorbitol + 44  L-Fucose +

20  α-Methyl-D-mannoside - 45  D-Arabitol -

21  α-Methyl-D-glucoside - 46  L-Arabitol -

22  N-Acetyl glucosamine + 47  Gluconate +

23  Amygdaline + 48  2-Ceto-gluconate -

24  Arbutine + 49  5-Ceto-gluconate -

No Carbohydrates Utilized No Carbohydrates Utilized

0  Control - 25  Esculine -

1  Glycerol - 26  Salicine -

2  Erythritol - 27  Cellobiose -

3  D-Arabinose - 28  Maltose +

4  L-Arabinose - 29  Lactose +

5  Ribose + 30  Melibiose +

(나) 당 이용성

Ÿ 당 이용성 검사에서 주로 사용하는 당에 대한 개별 배양성 검사를 실시하였으며,

‘glucose'를 적용한 배지조성에서 생균수가 2.5×109 CFU/mL으로 가장 좋은 생균수를

보였으며, 현미경으로 morphology를 관찰한 결과 양호한 모양을 보였다.

Figure 6-4. 당 배지 별 배양균수와 morphology.

(4) B. animalis spp. lactis BL3

(가) 당 동정 실시

Table 6-4. API 키트를 이용한 당 이용성
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6  D-Xylose - 31  Saccharose +

7  L-Xylose - 32  Trehalose -

8  Adonitol - 33  Inuline -

9  β-Methyl-xyloside - 34  Melezitose -

10  Galactose - 35  D-Raffinose +

11  D-Glucose + 36  Amidon -

12  D-Fructose - 37  Glycogene -

13  D-Mannose - 38  Xylitol -

14  L-Sorbose - 39  β-Gentiobiose +

15  Rhamnose - 40  D-Turanose -

16  Dulcitol - 41  D-Lyxose -

17  Inositol - 42  D-Tagatose -

18  Mannitol + 43  D-Fucose -

19  Sorbitol - 44  L-Fucose -

20  α-Methyl-D-mannoside - 45  D-Arabitol -

21  α-Methyl-D-glucoside - 46  L-Arabitol -

22  N-Acetyl glucosamine - 47  Gluconate -

23  Amygdaline + 48  2-Ceto-gluconate -

24  Arbutine - 49  5-Ceto-gluconate -

(나) 당 이용성

Ÿ 당 이용성 검사에서 주로 사용하는 당에 대한 개별 배양성 검사를 실시하였으며,

‘glucose'를 적용한 배지조성에서 생균수가 2.3×109 CFU/mL으로 가장 좋은 생균수

를 보였으며, 현미경으로 morphology를 관찰한 결과 양호한 모양을 보였다.

Figure 6-5. 당 배지 별 배양균수와 morphology.
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(5) B. longum BG7

(가) 당 동정 실시

Table 6-5. API 키트를 이용한 당 이용성

No Carbohydrates Utilized No Carbohydrates Utilized

0  Control - 25  Esculine +

1  Glycerol - 26  Salicine +

2  Erythritol - 27  Cellobiose +

3  D-Arabinose - 28  Maltose +

4  L-Arabinose + 29  Lactose +

5  Ribose + 30  Melibiose +

6  D-Xylose + 31  Saccharose +

7  L-Xylose - 32  Trehalose -

8  Adonitol - 33  Inuline -

9  β-Methyl-xyloside - 34  Melezitose -

10  Galactose + 35  D-Raffinose +

11  D-Glucose + 36  Amidon -

12  D-Fructose + 37  Glycogene -

13  D-Mannose + 38  Xylitol -

14  L-Sorbose - 39  β-Gentiobiose -

15  Rhamnose - 40  D-Turanose w

16  Dulcitol - 41  D-Lyxose -

17  Inositol - 42  D-Tagatose -

18  Mannitol + 43  D-Fucose -

19  Sorbitol + 44  L-Fucose -

20  α-Methyl-D-mannoside - 45  D-Arabitol -

21  α-Methyl-D-glucoside + 46  L-Arabitol -

22  N-Acetyl glucosamine - 47  Gluconate -

23  Amygdaline - 48  2-Ceto-gluconate -

24  Arbutine + 49  5-Ceto-gluconate w

(나) 당 이용성

Ÿ 당 이용성 검사에서 주로 사용하는 당에 대한 개별 배양성 검사를 실시하였으며, ‘

glucose'를 적용한 배지조성에서 생균수가 2.4×109 CFU/mL으로 가장 좋은 생균수를

보였으며, 현미경으로 morphology를 관찰한 결과 양호한 모양을 보였다.
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Figure 6-6. 당 배지 별 배양균수와 morphology.

나. 균주 별 유기질소원의 영향

(1) 균주 별 단백질원 이용성 조사

(가) L. acidophilus LA1

Figure 6-7. 단백질 배지 별 배양균수와 morphology. 
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(나) L. fermentum LF1

Figure 6-8. 단백질 배지 별 배양균수와 morphology.

(다) L. rhamnosus LR5

Figure 6-9. 단백질 배지 별 배양균수와 morphology.
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(라) B. animalis spp. lactis BL3

Figure 6-10. 단백질 배지 별 배양균수와 morphology.

(마) B. longum BG7

Figure 6-11. 단백질 배지 별 배양균수와 morphology.
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다. 무기이온의 영향(Mg2+, Ca2+, SO4
2- 등)

(1) 균주 별 무기이온 영향성 조사

(가) L. acidophilus LA1

Figure 6-12. 무기이온 배지 별 배양균수와 morphology.

(나) L. fermentum LF1

Figure 6-13. 무기이온 배지 별 배양균수와 morphology.
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(다) L. rhamnosus LR5

Figure 6-14. 무기이온 배지 별 배양균수와 morphology.

(라) B. animalis spp. lactis BL3

Figure 6-15. 무기이온 배지 별 배양균수와 morphology.
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(마) B. longum BG7

Figure 6-16. 무기이온 배지 별 배양균수와 morphology.

3. Jar-Fermenter 수준에서의 배양 조건 최적화

Ÿ Flask 배양에서 얻은 최적의 배지 조성을 이용하여 Jar-Fermenter에서 최적의 배양

조건을 구하는 실험을 진행하였다.

Ÿ 배양 최적화 조건으로는 온도, pH를 선정하여 최적화하였다.

가. 최적의 온도 조건 확인

(1) L. acidophilus LA1

Table 6-6. 온도 별 배양성 확인
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Figure 6-17. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(2) L. fermentum LF1

Table 6-7. 온도별 배양성 확인
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Figure 6-18. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(3) L. rhamnosus LR5

Table 6-8. 온도 별 배양성 확인
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Figure 6-19. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(4) B. animalis spp. lactis BL3

Table 6-9. 온도 별 배양성 확인
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Figure 6-20. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(5) B. longum BG7

Table 6-10. 온도 별 배양성 확인
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Figure 6-21. 각 온도 조건 별 생장곡선.

나. 최적의 pH 조건 확인

(1) L. acidophilus LA1

Table 6-11. pH 별 배양성 확인
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Figure 6-22. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(2) L. fermentum LF1

Table 6-12. pH 별 배양성 확인
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Figure 6-23. 각 온도 조건 별 생장곡선

(3) Lactobacillus rhamnosus LR5

Table 6-13. pH 별 배양성 확인
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Figure 6-24. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(4) B. animalis spp. lactis BL3

Table 6-14. pH 별 배양성 확인



- 645 -

Figure 6-25. 각 온도 조건 별 생장곡선.

(5) B. longum BG7

Table 6-15. pH 별 배양성 확인
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Figure 6-26. 각 온도 조건 별 생장곡선

4. 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발 및 배양 조건 최적화

가. Jar-Fermenter 배양 수준에서의 배지원 선별 및 최적화

(1) N-Source의 저가 배지 적용을 위한 배지 조성 개발

Ÿ 플라스크 배양실험에서 여러 당 종류 별 이용성과 N-source에 대한 배지 최적화 실

험 및 배양조건 최적화 실험을 하였으며. 이를 바탕으로 대량 생산 시스템(1,000 L

이상)에서의 경제성을 고려한 저가 배지 최적화 실험을 수행하였다.

(가) L. acidophilus LA1

① Protein & peptone 조합의 최적화

Ÿ N-Source로써 protein 배지인 ISP(Isolate Soybean Protein)와 peptone 배지인 soy

peptone을 이용하여 각각의 농도 별 조합을 만들어 가장 최적의 배양성을 보이는 배

지 조성을 확립하였다. 기존의 peptone 배지는 protein 배지 대비 가격 원가가 높은

편이며, 경제성을 확보하기 위하여 저가 배지인 protein 배지류인 ISP를 혼합하여 최

적의 배양성을 확보하고자 하였다.



- 647 -

Ÿ 배지 조성에서 ‘기존’이라 함은 생산현장에서 생산 배지로써 사용되는 양을 기준으로

그 절반 수준과 없이 “0%”로 3가지 조성 조합을 만들어 최적 배지원을 선정하였다.

Table 6-16 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

계획

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% 기존 1/2 기존

B:

peptone

(고가)

B0 0% 제외1 1 2

B1 기존 1/2 3 4 5

B2 기존 6 7 제외2

Ÿ 7가지 배지 조성 조합을 만들어 배양성 테스트를 진행하였다.

Table 6-17. 7가지 조합 배지 별 배양 생균수 비교

결과

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% ×1 ×2

B:

peptone

(고가)

B0 0%
제외

(불필요)

9.7×108

(탈락1)

2.0×109

(1순위)

B1 ×1
8.2×108

(탈락1)

1.9×109

(2순위)

1.9×109

(탈락2)

B2 ×2
1.7×109

(3순위)

1.8×109

(탈락2)

제외

(경제성X)

Ÿ 7가지 배지 조성 조합으로 각각 배양 후 생균수 분석을 하여 가장 높은 생균수를 나

타내는 배지조성을 1순위부터 3순위까지 3개의 후보군을 도출하였다.

Ÿ 순위 선정 기준으로는 배양성(생균수)과 경제성을 종합하여 순위 선정을 하였다.

② Yeast extract 저가 배지의 최적화

Ÿ 유산균 배양 시 배지의 N-source로써 yeast extract의 유무에 배양성에 많은 차이를

보이며 yeat extract는 N-source로써 들어갈 때 향상된 배양성을 보인다.

Ÿ 그러므로, 필수 불가결한 배지원으로 yeast extract는 생산원가의 상승 요인으로 작용

하며, yeast extract에 대한 저가 배지를 적용하고 최적화함으로써 생산 경제성 확보

를 가능하게 할 수 있다.

Ÿ 이번 실험에서는 flask 배양에서 최적화된 배지 조성에 yeast extract를 혼합하여 사

용하되, 3개 회사 제품을 각각 적용하였으며, 각 회사의 제품은 단가측면에서 “고가”,

“중가”, “저가”로 구분하였으며, 고가 원료 대비 저가는 약 1/2의 단가 차이를 보인다.
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Ÿ 각 회사 제품의 yeast extract를 사용함에 최적의 결과를 얻기 위하여, 각 제품 별

enzyme 처리 방법을 별도로 처리한 후 동일 배양 조건에 대한 배양성 결과를 비교

관찰 하였다.

Table 6-18. Yeast extract의 제조사 별(단가 별) 배양성 비교 결과

배양시간

(h)

실험 조건

1 2 3

A社(고가) B社(중가) C社(저가)

0 1.1×106 1.2×106 1.3×106

2 1.3×106 1.5×106 1.7×106

4 1.3×107 3.2×106 1.5×107

6 3.7×107 4.5×106 5.4×107

8 1.9×108 1.2×107 2.3×108

10 4.4×108 3.6×108 8.1×108

12 8.4×108 4.3×108 1.4×109

14 1.5×109 5.7×108 2.1×109

16 1.8×109 5.5×108 2.8×109

18 1.9×109 5.5×108 3.5×109

20 1.9×109 5.3×108 3.5×109

Figure 6-27. Yeast extract의 제조사 원료 별 생장곡선 비교.
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③ 배양성 비교 결과

Ÿ C사 원료를 적용하여 배양한 생균수가 가장 높게 나왔으며, 증가되어 수준 실험 및

교차 사용 실험은 제외하였다.

④ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화 검증

Ÿ N-source인 protein(ISP), peptone(Soy), yeast extract의 조합으로 저가 배지의 최적

화 배지를 제조하였다.

Ÿ 생산현장의 스케일로 scale-up 하여 3회 배양결과에 대한 validation을 진행하였다.

Table 6-19. 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

실험 횟수 발효액량 건조량
분석 결과

생산성 절감율(%)
발효 건조

Control 1,000 L 8.3 2.5×109 2.3×1011 100% -

1

1,000 L

8.5 3.3×109 3.1×1011 138% 54%

2 8.3 3.4×109 3.3×1011 140% 55%

3 8.7 3.4×109 3.2×1011 144% 56%

평균 8.5 3.4×109 3.2×1011 141% 55%

⑤ 저가 원료를 사용한 최적화 배양의 validation 결과

Ÿ N-source 배지 조성: A2(ISP)+Yeast extract(C사) 조합 배지 적용

Ÿ 기존대비 결과: 생산성 약 40% 향상, 원가 55% 절감

(나) L. fermentum LF1

① Protein & peptone 조합의 최적화

Ÿ N-source로써 protein 배지인 ISP(Isolate Soybean Protein)와 peptone배지인 soy

peptone을 이용하여 각각의 농도 별 조합을 만들어 가장 최적의 배양성을 보이는 배

지 조성을 확립하였다. 기존의 peptone 배지는 protein 배지 대비 가격원가가 높은 편

이며, 경제성을 확보하기 위하여 저가 배지인 protein 배지류인 ISP를 혼합하여 최적

의 배양성을 확보하고자 하였다. 배지 조성에서 ‘기존’이라 함은 생산현장에서 생산

배지로써 사용되는 양을 기준으로 그 절반 수준과 없이 “0%”로 3가지 조성 조합을

만들어 최적 배지원을 선정하였다.
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배양시간

(h)

실험 조건

1 2 3

A社(고가) B社(중가) C社(저가)

0 1.4×106 1.1×106 1.2×106

2 3.4×106 3.3×106 3.5×106

4 1.4×107 1.5×107 1.8×107

6 7.3×108 6.2×108 8.2×108

8 1.6×109 1.3×109 2.1×109

10 2.8×109 2.1×109 3.1×109

Table 6-20. 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

계획

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% 기존 1/2 기존

B:

peptone

(고가)

B0 0% 제외 1 2

B1 기존 1/2 3 4 5

B2 기존 6 7 제외

Ÿ 7가지 배지 조성 조합을 만들어 배양성 테스트를 진행하였다.

Table 6-21. 7가지 조합 배지 별 배양 생균수 비교

결과

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% ×1 ×2

B:

peptone

(고가)

B0 0%
제외

(불필요)

8.3×108

(탈락1)

2.8×109

(2순위)

B1 ×1
1.2×109

(탈락1)

2.9×109

(3순위)

2.7×109

(탈락2)

B2 ×2
3.4×109

(1순위)

2.7×109

(탈락2)

제외

(경제성X)

Ÿ 7가지 배지 조성 조합으로 각각 배양 후 생균수 분석을 하여 가장 높은 생균수를 나

타내는 배지조성을 1순위부터 3순위까지 3개의 후보군을 도출하였다.

Ÿ 순위 선정 기준으로는 배양성(생균수)과 경제성을 종합하여 순위 선정을 하였다.

Ÿ Yeast extract 저가 배지의 최적화

Table 6-22. Yeast extract의 제조사 별(단가 별) 배양성 비교 결과
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12 3.3×109 2.5×109 3.9×109

14 3.4×109 2.3×109 3.7×109

16 3.3×109 2.3×109 3.4×109

18 3.3×109 2.2×109 3.5×109

20 3.2×109 1.9×109 3.4×109

Figure 6-28. Yeast extract의 제조사 원료 별 생장곡선 비교.

Ÿ 배양성 비교 결과: C사 원료와 A사 원료를 적용하여 배양한 배지조성의 생균수가 높

게 나왔으며, B사의 원료는 배양성이 저조하여 비교 대상에 제외하였다.

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 수준 별 비교): 2인자 4수준 실험계획. A사 원료

와 C사 원료를 4가지 농도 수준으로 ‘2인자 4수준’ 배지 조성을 만들어 배양성을 비

교하였다.

Table 6-23. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성표(2인자 4수준)

계획
A: A社(고가)

A0 A1 A2 A3
0수준 1수준 2수준 3수준

B:

C社

(저가)

B0 0수준 제외1 1 2 Control 3

B1 1수준 4 5 6 7

B2 2수준 8 9 10 제외2

B3 3수준 11 12 제외2 제외2
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Table 6-24. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성으로 배양한 생균수 결과(2인자

4수준)

결과
A: A社(고가)

A0 A1 A2 A3
0수준 1수준 2수준 3수준

B:

C社

(저가)

B0 0수준 제외1
1.5×109

(탈락1)

2.4×109

(탈락1)

3.4×109

(Control, 4위)

B1 1수준
2.0×109

(탈락1)

2.2×109

(탈락1)

3.3×109

(3순위)

3.4×109

(탈락2)

B2 2수준
2.6×109

(탈락1)

3.4×109

(2순위)

3.52×109

(탈락2)
제외2

B3 3수준
3.7×109

(1순위)

3.5×109

(탈락2)
제외2 제외2

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, C社 수준 별 비교): 2인자 4수준 배지 조성 조합으로

각각 배양하여 생균수를 측정하여 1순위부터 3순위 까지 후보군 순위를 도출하였다.

Ÿ 4순위는 1부터 3순위까지의 비교군으로 적용하였다.

② 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화

Table 6-25. Yeast extract 조합의 3개 후보군배양 배지 조성으로 대량 배양한 생균수

결과(2인자 4수준)

실험 No.

Yeast extract

(상대비율) 발효액량 건조량
분석 결과 절감율

(%)
A社 C社 발효 건조

3

(Control)
3수준 0수준

1,000 L

7.2 3.3×109 1.9×1011 -

6 2수준 1수준 7.3 3.3×109 2.2×1011 20%

9 1수준 2수준 7.5 3.6×109 1.6×1011 8%

11 0수준 3수준 7.5 3.6×109 1.2×1011 -14%

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, C社 수준 별 비교) 결과 6번의 조합이 배양성과 경제

성이 가장 좋은 것으로 나타났다.

Ÿ 6번 조합: 배양성은 동일하나, 공정 사멸율이 낮아, 생산성 향상 효과가 있으며, 더불

어 원료비　절감에 따른 원가 절감 효과도 발생하였다.

Ÿ ９번 조합: 원료 단가 하락으로 원가 절감 효과는 발생했으나, 생산성 하락으로 효과

부족함. 생산성 하락으로 인한 추가 생산도 필요하였다.

Ÿ 11번 조합: 배양성은 좋으나, 공정 사멸율이 높아, 생산성이 감소하여, 원료단가가 낮
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아져 발생한 원가 절감 효과가 상쇄되었다.

③ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화 검증(3회 validation)

Table 6-26. Yeast extract 조합 배지 조성 선정으로 대량 3회 배양하여 재현성 검증

실험 횟

수
발효액량 건조량

분석 결과
생산성 절감율(%)

발효 건조

1

1,000 L

7.3 3.3×109 2.2×1011 119% 20%

2 7.4 3.5×109 2.4×1011 131% 28%

3 7.3 3.5×109 2.2×1011 122% 22%

평균 7.3 3.4×109 2.3×1011 124% 23%

Ÿ Validation 결과(3회 재현성 확인 및 평균결과): 생산성 개선(24%), 원가 절감(23%)

(다) L. rhamnosus LR5

① Protein & peptone 조합의 최적화

Ÿ N-source로써 protein 배지인 ISP(Isolate Soybean Protein)와 peptone배지인 soy

peptone을 이용하여 각각의 농도 별 조합을 만들어 가장 최적의 배양성을 보이는 배

지 조성을 확립하였다.

Ÿ 기존의 peptone 배지는 protein 배지 대비 가격원가가 높은 편이며, 경제성을 확보하

기 위하여 저가 배지인 protein 배지류인 ISP를 혼합하여 최적의 배양성을 확보하고

자 하였다.

Ÿ 배지 조성에서 ‘기존’이라 함은 생산현장에서 생산 배지로써 사용되는 양을 기준으로

그 절반 수준과 없이 “0%”로 3가지 조성 조합을 만들어 최적 배지원을 선정하였다.

Table 6-27. 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

계획

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% 기존 1/2 기존

B:

peptone

(고가)

B0 0% 제외 1 2

B1 기존 1/2 3 4 5

B2 기존 6 7 제외

Ÿ 7가지 배지 조성 조합을 만들어 배양성 테스트를 진행하였다.
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Table 6-28. 7가지 조합 배지 별 배양 생균수 비교

결과

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% ×1 ×2

B:

peptone

(고가)

B0 0%
제외

(불필요)

3.8×109

(탈락1)

1.1×1010

(1순위)

B1 ×1
5.2×109

(탈락1)

1.2×1010

(2순위)

1.1×1010

(탈락2)

B2 ×2
1.1×1010

(3순위)

1.1×1010

(탈락2)

제외

(경제성X)

Ÿ 7가지 배지 조성 조합으로 각각 배양 후 생균수 분석을 하여 가장 높은 생균수를 나

타내는 배지조성을 1순위부터 3순위까지 3개의 후보군을 도출하였다.

Ÿ 순위 선정 기준으로는 배양성(생균수)과 경제성을 종합하여 순위 선정을 하였다.

② Yeast extract 저가 배지의 최적화

Table 6-29. Yeast extract의 제조사 별(단가 별) 배양성 비교 결과

배양시간

(h)

실험 조건
1 2 3

A社(고가) B社(중가) C社(저가)

0 1.4×106 1.2×106 1.3×106

2 3.5×107 3.3×107 3.5×107

4 1.6×108 1.5×107 2.0×107

6 4.5×108 4.2×108 6.3×108

8 1.7×109 1.5×109 2.1×109

10 3.3×109 3.1×109 4.4×109

12 5.3×109 4.5×109 8.3×109

14 7.5×109 6.6×109 1.0×1010

16 1.1×1010 9.6×109 1.0×1010

18 1.0×1010 1.0×1010 1.0×1010

20 1.1×1010 1.1×1010 1.0×1010
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Figure 6-29. Yeast extract의 제조사 원료 별 생장곡선 비교.

Ÿ 배양성 비교 결과 yeast extract 제품 별 배양성 차이는 크지 않음. 단, C社 사용시

배양시간이 빨라지는 특성이 있다.

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 C社 수준 별 비교): 3인자 3수준 실험계획

Ÿ A사 원료와 B사, C사 원료를 농도 별 수준으로 ‘3인자 3수준’ 배지 조성을 만들어 배

양성을 비교하였다.

Table 6-30. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성표(3인자 3수준)

계획

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0

수준
C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3
0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

1 2 3 4

제외

(경제

성×)

5

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

6 7 8 9 10

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

11 12 13 14

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 3수준 15

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)
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실험

No.

Yeast extract (상대비율)
발효액량 건조량

분석 결과 절감율

(%)A社 B社 C社 발효 건조

2 2수준 0수준 2수준

1,000 L

7.6 1.0×1010 4.5×1011 -11%

3

(Control)
3수준 0수준 0수준 7.8 1.1×1010 5.6×1011 -

5 0수준 0수준 3수준 7.9 1.1×1010 2.5×1011 -70%

8 2수준 1수준 1수준 7.5 1.1×1010 6.5×1011 21%

12 1수준 2수준 2수준 7.5 1.1×1010 2.4×1011 -93%

Table 6-31. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성으로 배양한 생균수 결과(3인자

3수준)

결과

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0

수준

C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3

0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

6.3×

109

(탈락1)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(탈락2)

제외

(경제

성×)

1.1×

1010

(1차선

정)

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

8.1×

109

(탈락1)

8.4×

109

(탈락1)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(탈락2)

1.0×

1010

(탈락2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

7.2×

109

(탈락1)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(탈락2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B3 3수준

1.1×

1010

(1차선

정)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 수준 별 비교): 3인자 3수준 배지 조성 조합으로

각각 배양하여 생균수를 측정하여 7개의 후보군을 도출하였다.

③ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화

Table 6-32. Yeast extract 조합 후보군배양 배지 조성으로 대량 배양한 생균수 결과
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13 2수준 2수준 0수준 7.6 1.1×1010 4.2×1011 -22%

15 0수준 3수준 0수준 7.8 1.1×1010 1.5×1011 -194%

Ÿ 현장 배양결과: 8번 조합에서 배양성은 동일하나, 공정 사멸율이 낮아, 생산성 향상

효과가 있으며, 더불어 원료비 절감에 따른 원가 절감 효과가 발생하였다.

④ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화 검증(3회 validation)

Table 6-33. Yeast extract 조합 배지 조성 선정으로 대량 3회 배양하여 재현성 검증

실험 횟

수
발효액량 건조량

분석 결과
생산성

절감율

(%)발효 건조

1

1,000 L

7.5 1.1×1010 6.5×1011 112% 20%

2 7.6 1.1×1010 6.3×1011 109% 19%

3 7.5 1.1×1010 6.5×1011 111% 20%

평균 7.5 1.1×1010 6.4×1011 111% 20%

Ÿ Validation 결과(3회 재현성 확인 및 평균결과) : 생산성 개선(11%), 원가 절감(20%)

(라) B. animalis subsp. lactis BL3

① Protein & peptone 조합의 최적화

Ÿ N-source로써 protein 배지인 ISP(Isolate Soybean Protein)와 peptone배지인 soy

peptone을 이용하여 각각의 농도 별 조합을 만들어 가장 최적의 배양성을 보이는 배

지 조성을 확립하였다.

Ÿ 기존의 peptone 배지는 protein 배지 대비 가격원가가 높은 편이며, 경제성을 확보하

기 위하여 저가 배지인 protein 배지류인 ISP를 혼합하여 최적의 배양성을 확보하고

자 하였다.

Ÿ 배지 조성에서 ‘기존’이라 함은 생산현장에서 생산 배지로써 사용되는 양을 기준으로

그 절반 수준과 없이 “0%”로 3가지 조성 조합을 만들어 최적 배지원을 선정하였다.

Table 6-34. 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

계획
A: Protein(저가)

A0 A1 A2
0% 기존 1/2 기존

B:

peptone

(고가)

B0 0% 제외 1 2

B1 기존 1/2 3 4 5

B2 기존 6 7 제외
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배양시간

(h)

실험 조건

1 2 3

A社(고가) B社(중가) C社(저가)

0 1.2×106 1.2×106 1.3×106

2 2.5×106 3.3×106 3.2×106

4 3.5×106 4.2×106 5.4×106

6 4.5×107 4.2×107 5.7×107

8 7.9×107 8.2×107 1.0×108

10 1.3×108 1.3×108 3.2×108

12 1.3×109 1.1×109 2.2×109

14 3.2×109 3.2×109 4.3×109

16 4.3×109 4.1×109 5.1×109

18 5.8×109 5.3×109 5.1×109

20 5.2×109 5.2×109 4.9×109

Ÿ 7가지 배지 조성 조합을 만들어 배양성 테스트를 진행하였다.

Table 6-35. 7가지 조합 배지 별 배양 생균수 비교

결과

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% ×1 ×2

B:

peptone

(고가)

B0 0%
제외

(불필요)

2.7×109

(탈락1)

5.7×109

(1순위)

B1 ×1
3.2×109

(탈락1)

5.1×109

(2순위)

5.2×109

(탈락2)

B2 ×2
5.2×109

(3순위)

5.2×109

(탈락2)

제외

(경제성X)

Ÿ 7가지 배지 조성 조합으로 각각 배양 후 생균수 분석을 하여 가장 높은 생균수를 나

타내는 배지조성을 1순위부터 3순위까지 3개의 후보군을 도출하였다.

Ÿ 순위 선정 기준으로는 배양성(생균수)과 경제성을 종합하여 순위 선정을 하였다.

② Yeast extract 저가 배지의 최적화

Table 6-36. Yeast extract의 제조사 별(단가 별) 배양성 비교 결과
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Figure 6-30. Yeast extract의 제조사 원료 별 생장곡선 비교.

Ÿ 배양성 비교 결과, yeast extract 제품 별 배양성 차이는 크지 않으며, C社 사용시 배

양시간이 빨라지는 특성이 있다.

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 C社 수준 별 비교): 3인자 3수준 실험계획

Ÿ A사 원료와 B사, C사 원료를 농도 별 수준으로 ‘3인자 3수준’ 배지 조성을 만들어 배

양성을 비교하였다.

Table 6-37. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성표(3인자 3수준)

계획

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0수

준
C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3

0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

1 2 3 4

제외

(경제

성×)

5

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

6 7 8 9 10

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제성

×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

11 12 13 14

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제성

×)

B2 3수준 15

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제성

×)
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실험 No.
Yeast extract (상대비율)

발효액량 건조량
분석 결과 절감율

(%)A社 B社 C社 발효 건조

2 2수준 0수준 2수준

1,000 L

7.1 5.2×109 3.9×1011 -35%
3

(Control)
3수준 0수준 0수준 7.2 5.1×109 5.9×1011 -

5 0수준 0수준 3수준 7.3 5.2×109 1.2×1011 -257%

8 2수준 1수준 1수준 7.1 5.1×109 5.7×1011 -6%

12 1수준 2수준 2수준 7.2 5.1×109 3.3×1011 -38%

Table 6-38. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성으로 배양한 생균수 결과(3인자

3수준)

결과

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0

수준
C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3
0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

3.3×

109

(탈락

1)

5.2×

109

(1차선

정)

5.1×

109

(1차선

정)

5.3×

109

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

5.2×

109

(1차선

정)

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

4.1×

109

(탈락

1)

4.4×

109

(탈락

1)

5.0×

109

(1차선

정)

5.3×

109

(탈락

2)

5.2×

109

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

4.3×

109

(탈락

1)

5.1×

109

(1차선

정)

5.1×

109

(1차선

정)

5.0×

109

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B3 3수준

5.1×10
9

(1차선

정)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 수준 별 비교): 3인자 3수준 배지 조성 조합으로

각각 배양하여 생균수를 측정하여 7개의 후보군을 도출하였다.

③ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화

Table 6-39. Yeast extract 조합의 6개 후보군배양 배지 조성으로 대량 배양한 생균수

결과(3인자 3수준)
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13 2수준 2수준 0수준 7.2 5.0×109 7.3×1011 28%

15 0수준 3수준 0수준 7.3 5.1×109 3.2×1011 -43%

Ÿ 현장 배양결과 13번 조합의 배양성은 동일하나, 공정 사멸율이 낮아, 생산성 향상 효

과가 있으며, 더불어 원료비 절감에 따른 원가 절감 효과가 발생하였다.

④ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화 검증(3회 validation)

Table 6-40. Yeast extract 조합 배지 조성 선정으로 대량 3회 배양하여 재현성

검증

실험 횟수 발효액량 건조량
분석 결과

생산성
절감율

(%)발효 건조

1

1,000 L

7.2 5.0×109 7.3×1011 124% 28%

2 7.2 5.2×109 7.3×1011 123% 28%

3 7.3 5.1×109 7.2×1011 124% 28%

평균 7.2 5.1×109 7.2×1011 124% 28%

Ÿ Validation 결과(3회 재현성 확인 및 평균결과) 생산성 개선(24%), 원가 절감(28%)

(마) B. longum BG7

① Protein & peptone 조합의 최적화

Ÿ N-source로써 protein배지인 ISP(Isolate Soybean Protein)와 peptone배지인 soy

peptone을 이용하여 각각의 농도 별 조합을 만들어 가장 최적의 배양성을 보이는 배

지 조성을 확립하였다.

Ÿ 기존의 peptone 배지는 protein 배지 대비 가격원가가 높은 편이며, 경제성을 확보하

기 위하여 저가 배지인 protein 배지류인 ISP를 혼합하여 최적의 배양성을 확보하고

자 하였다.

Ÿ 배지 조성에서 ‘기존’이라 함은 생산현장에서 생산 배지로써 사용되는 양을 기준으로

그 절반 수준과 없이 “0%”로 3가지 조성 조합을 만들어 최적 배지원을 선정하였다.

Table 6-41. 고가배지와 저가배지의 조합으로 얻은 배지 최적화

계획

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% 기존 1/2 기존
B:

peptone

(고가)

B0 0% 제외 1 2

B1 기존 1/2 3 4 5

B2 기존 6 7 제외
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Ÿ 7가지 배지 조성 조합을 만들어 배양성 테스트를 진행하였다.

Table 6-42. 7가지 조합 배지 별 배양 생균수 비교

결과

A: Protein(저가)

A0 A1 A2

0% ×1 ×2

B:

peptone

(고가)

B0 0%
제외

(불필요)

1.3×109

(탈락1)

5.3×109

(3순위)

B1 ×1
3.2×109

(탈락1)

7.2×109

(2순위)

8.1×109

(탈락2)

B2 ×2
1.1×1010

(1순위)

1.0×1010

(탈락2)

제외

(경제성X)

Ÿ 7가지 배지 조성 조합으로 각각 배양 후 생균수 분석을 하여 가장 높은 생균수를 나

타내는 배지조성을 1순위부터 3순위까지 3개의 후보군을 도출하였다.

Ÿ 순위 선정 기준으로는 배양성(생균수)과 경제성을 종합하여 순위 선정을 하였다.

② Yeast extract 저가 배지의 최적화

Table 6-43. Yeast extract의 제조사 별(단가 별) 배양성 비교 결과

배양시간

(h)

실험 조건
1 2 3

A社(고가) B社(중가) C社(저가)

0 2.1×106 3.2×106 2.5×106

2 1.9×107 1.3×107 1.5×107

4 3.3×107 3.5×107 5.3×107

6 4.5×108 3.3×108 5.2×108

8 1.7×109 1.5×109 2.1×109

10 3.3×109 3.7×109 4.7×109

12 6.3×109 5.5×109 8.4×109

14 9.3×109 8.3×109 1.1×1010

16 1.2×1010 1.2×1010 1.1×1010

18 1.2×1010 1.0×1010 1.1×1010

20 1.2×1010 1.1×1010 1.0×1010
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Figure 6-31. Yeast extract의 제조사 원료 별 생장곡선 비교.

Ÿ 배양성 비교 결과: yeast extract 제품 별 배양성 차이는 크지 않으며, C社 사용시 배

양시간이 빨라지는 특성이 있다.

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 C社 수준 별 비교): 3인자 3수준 실험계획

Ÿ A사 원료와 B사, C사 원료를 농도 별 수준으로 ‘3인자 3수준’ 배지 조성을 만들어 배

양성을 비교하였다.

Table 6-44. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성표(3인자 3수준)  

계획

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0

수준
C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3
0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

1 2 3 4

제외

(경제

성×)

5

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

6 7 8 9 10

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

11 12 13 14

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 3수준 15

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)
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실험

No.

Yeast extract (상대비율)
발효액량 건조량

분석 결과 절감율

(%)A社 B社 C社 발효 건조
2 2수준 0수준 2수준

1,000 L

7.1 8.3×109 2.3×1011 -40%
3

(Control)
3수준 0수준 0수준 7.2 1.1×1010 3.4×1011 -

5 0수준 0수준 3수준 7.2 1.1×1010 1.3×1011 -119%
8 2수준 1수준 1수준 7.2 1.1×1010 3.5×1011 12%
12 1수준 2수준 2수준 7.3 1.3×1010 2.3×1011 -22%

13 2수준 2수준 0수준 7.2 1.1×1010 3.1×1011 0%

15 0수준 3수준 0수준 7.1 1.1×1010 2.5×1011 -14%

 Table 6-45. Yeast extract 조합의 배양 배지 조성으로 배양한 생균수 결과(3인자

3수준)

결과

A: A社(고가)

A1 1수준 A2 2수준 A3 3수준
A0 0

수준
C: C社(저가)

C0 C1 C2 C0 C1 C2 C0 C1 C2 C3
0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 0수준 1수준 2수준 3수준

B:

B社

(중가)

B0 0수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

5.2×

09

(탈락

1)

8.3×

109

(1차선

정)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.2×

1010

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

1.1×

1010

(1차선

정)

B1 1수준

제외

(불필

요)

제외

(불필

요)

6.2×

109

(탈락

1)

7.4×

109

(탈락

1)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(탈락

2)

9.6×

109

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B2 2수준

제외

(불필

요)

5.2×

109

(탈락

1)

1.3×

1010

(1차선

정)

1.1×

1010

(1차선

정)

1.0×

1010

(탈락

2)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

B3 3수준

1.1×

1010

(1차선

정)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

제외

(경제

성×)

Ÿ Yeast extract 조합 실험(A社, B社 수준 별 비교): 3인자 3수준 배지 조성 조합으로

각각 배양하여 생균수를 측정하여 7개의 후보군을 도출하였다.

③ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화

Table 6-46. Yeast Extract 조합의 6개 후보군배양 배지 조성으로 대량 배양한 생균

수 결과(3인자 3수준)
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Ÿ 현장 배양결과 8번 조합의 배양성은 동일하나, 공정 사멸율이 낮아, 생산성 향상 효과

가 있으며, 더불어 원료비 절감에 따른 원가 절감 효과가 발생하였다.

④ 대량생산(1,000 L)을 위한 현장 최적화 검증(3회 validation)

Table 6-47. Yeast extract 조합 배지 조성 선정으로 대량 3회 배양하여 재현성 검증

실험 횟

수
발효액량 건조량

분석 결과
생산성

절감율

(%)발효 건조

1

1,000 L

7.2 1.1×1010 3.5×1011 103% 12%

2 7.3 1.2×1010 4.0×1011 118% 23%

3 7.3 1.1×1010 3.7×1011 110% 18%

평균 7.2 1.2×1010 3.8×1011 110% 17%

Ÿ Validation 결과(3회 재현성 확인 및 평균결과) 생산성 개선(10%), 원가 절감(17%)

나. 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발 및 배양 조건 최적화 결과

Ÿ 5개 후보균주에 대한 배지 및 배양조건 최적화 및 대량생산(1,000 L)을 통한

scale-up 과정에서의 저가 배지 도입과 배양성 향상을 목표로 진행하였으며, 배양성

향상을 통한 생산성 측면과 저가 배지를 활용한 경제성 측면의 원가 절감의 결과를

Table 6-48와 같은 최종 결과를 도출하였다.

Table 6-48. 5개 선정 후부균에 대한 배지(저가) 최적화 및 배양조건 최적화 결

과(단위:%)

항목 LA1 LF1 LR5 BL3 BG7 비고

생산성 향상 40 24 11 24 10

원가 절감 55 23 20 28 17
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5. 생산 프로세스 상에서의 충격으로 유기산 생성, agitation, 공정 과정에 따른 균수의

변화를 측정하고 충격조사를 통한 검증체계 구축

가. 생산 프로세스 상에서의 충격조건 조사 및 검증

(1) 유산균의 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석

Ÿ 유산균 배양시간에 따른 유기산 생성 농도와 균수의 상관관계를 측정하기 위하여 배

양시간 별 샘플을 채취하고 생균수와 배양액 상에서의 유기산의 농도를 측정하였다

(Figure 6-32).

Figure 6-32. L. acidophilus LA1 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석.

Figure 6-33. L. fermentum LF1 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석.
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Figure 6-34. L. rhamnosus LR5 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석.

Figure 6-35. B. lactis BL3 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석.

Figure 6-36. B. longum BG7 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석.
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Ÿ 균주별 배양시간에 따른 생균 수 및 유기산 분석결과 배양 중 분비하는 유기산의 종

류와 양은 균주별로 차이를 보이나, 균주가 분비하는 유기산과 농도에 의한 배양성의

저해는 관찰되지 않았다. 이 결과로 미루어 보아 유기산이 생산 공정 중 발생하는 충

격 요인은 아닌 것으로 판단된다.

(2) Agitation 속도 별 배양성 비교실험

Ÿ 균주별 최적의 agitation 조건을 확인하고자 교반속도에 따른 배양성을 비교하기 위하

여 각 조건 별 샘플을 수거하여 생균수를 확인하였다(Figure 6-37∼6-41).

Figure 6-37. L. acidophilus LA1 agitation 속도 별 배양성 확인.

Figure 6-38. L. fermentum LF1 agitation 속도 별 배양성 확인.
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Figure 6-39. L. rhamnosus LR5 agitation 속도 별 배양성 확인.

Figure 6-40. B. lactis BL3 agitation 속도 별 배양성 확인.

Figure 6-41. B. longum BG7 agitation 속도 별 배양성 확인.
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Ÿ 균주별 agitation 속도에 따른 배양성 차이 비교실험 수행 결과 배양 중 교반속도

(agitation)는 대체적으로 배양성에 영향을 주는 것으로 확인이 되었고, 고속 회전으로

갈수록 배양성이 낮아지는 것이 관찰되었다. 그러나 특이하게 LF1 균주는 교반속도

에 영향을 받지 않는 것으로 확인되었다.

(3) 각 유산균주의 생산 공정 별 사멸율 평가

Ÿ 각 생산 공정상에서의 균주의 생존율에 영향을 미치는 충격조건을 조사하기 위하여

공정 별 샘플을 수거하고 생균수 및 생존율을 측정하였다(Figure 6-42).

Figure 6-42. 유산균주의 단위공정 별 생존율 확인.



- 671 -

Ÿ 단위 공정 별 유산균주의 생존율 측정 결과 Lactobacillus계열의 3종(LA1, LF1, LR5)

은 동결단계까지 높은 안정성을 유지하고 있으나 건조 단계에서만 사멸율이 증가하

는 반면, Bifidobacterium 계열 2종(BL3, BG7)은 동결 단계부터 급격하게 생존율이

감소하는 것을 확인하였다.

Ÿ 동결 및 건조단계에서 각 유산균주의 생존율 증가를 위해 동결건조 조건 및 보호제

를 변경하여 생존율을 증가시키기 위한 연구를 추가로 진행 중이다.

나. 생산 프로세스 외에 예상되는 충격조건

(1) 내산성, 내담즙성 시험

Ÿ 각 생산 공정 외에 예상되는 충격조건으로 위액 또는 담즙산에 의한 균주의 사멸을

극복하기 위해 유산균을 코팅하고 안정성을 평가하였다. 인공위액(pH 2.5) 및 담즙액

(0.5% oxgall) broth에 non-coating 및 dual-coating 유산균을 넣고, backlight 처리

후 형광현미경으로 관찰하였고(Figure 6-43∼6-47), 생균수를 측정하였다(Figure 6-4

8).

Figure 6-43. L. acidophilus LA1 유산균주의 내산, 내담즙 안정성.
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Figure 6-44. L. rhamnsus LR5 유산균주의 내산, 내담즙 안정성.

Figure 6-45. B. lactis BL3 유산균주의 내산, 내담즙 안정성.
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Figure 6-46. B. longum BG7 유산균주의 내산, 내담즙 안정성.

Figure 6-47. Streptococcus thermophilus ST3 유산균주의 내산, 내담즙 안정성.
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Figure 6-48. 각 유산균주의 인공위액 및 담즙액 조건에서의 생균 수.

Ÿ 인공위액 및 담즙액을 이용한 균주의 안정성 평가 결과 non-coating 유산균보다

dual-coating 유산균에서 내산·내담즙 활성이 더 우수한 것을 확인 하였으며, L계열

B계열 균주간의 차이는 확인할 수 없었다.

Ÿ 생산 공정상에서의 충격조건 및 생산 공정 외에 발생하는 충격조건에 대한 균주의

안정성을 평가한 결과 균주에 따라 다양한 충격조건에서의 sensitivity가 서로 다름을

확인하였으며, 생산균주 별 충격조건에 대한 영향을 감안하여 대응방법을 찾는 것이

필요함을 확인하였다.

6. 오염도 저하를 위한 생산 위생도 강화시스템 연구

가. 생산 현장의 오염도 모니터링 및 오염 방지 설비 개선 및 강화 시스템 연구

(1) 생산 현장의 오염도 모니터링(clean room)

(가) 부유균 및 낙하균 검사

Ÿ 부유균은 작업장 내 공기 1,000 L을 air sample로 포집하여 진행하였으며, air sample

의 위치는 작업장 별 출입문에서 내부 왼쪽으로 약 30 cm, 바닥에서 약 1 m 위치에

설치 후 측정하였다.

Ÿ 낙하균의 경우 작업장 별 바닥으로부터 약 80 cm 높이에서 plate을 약 15분 개방시

킨 후 배양하였다.
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Ÿ 측정 배지로는 일반세균의 경우 TSA, 진균은 SDA, 대장균군은 DLA을 사용하였으

며, TSA, DLA의 경우 37℃에서 2일 간 배양 하였고, SDA의 경우 25℃에서 5일 간

배양 후 결과를 확인하였다.

Figure 6-49. 낙하균과 부유 미생물의 기준 및 측정 주기.

Figure 6-50. 위생도 강화시스템 적용 전 부유균 및 낙하균 측정 결과.

나. 생산 현장의 오염도 저하를 위한 위생도 강화 시스템

(1) 위생도 강화 시스템

Ÿ 생산 현장에서 오염도 저하를 위해 소독제 및 세척제 최적 사용 조건을 선정하고 설

비 및 배관의 scale 잔류를 예방하기 위해 잔류 성분에 맞는 CIP(Clean In Place) 방

법을 적용하였다.
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Ÿ 소독제 및 세척제의 종류, 농도, 사용 횟수 등의 방법을 조사하여 비교실험을 통하여

최적화를 진행하였으며(cleaning validation), 소독제 및 세척제가 제품에 유입되는 것

을 방지하기 위해 잔류검사를 시행하였다.

Figure 6-51. 소독제 및 세척제의 최적 농도를 설정하기 위한 미생물 제거효과 확인.

Ÿ 소독제 및 세척제 농도 별 미생물 제거효과 확인 실험 결과 설비 및 작업장 내 오염

(미생물)제거는 세척제 및 소독제의 농도에 따라 효과의 차이가 있었으며, 작업장의

구조 및 세척도구의 종류에 따라 그 정도가 달라질 수 있음을 확인하였다.

Ÿ 위 결과를 토대로 소독제 및 세척제의 종류와 유효 농도의 선정은 위생 강화에 있어

중요한 항목임을 알 수 있었다.

(2) 위생도 강화 시스템 적용에 따른 부유균 및 낙하균 측정

Figure 6-52. 위생도 강화시스템 적용 후 부유균 및 낙하균 측정 결과.
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Ÿ 결론: 소독제 및 세척제의 농도, 횟수, 사용방법 등의 조건을 최적화하는 cleaning

validation을 통하여 작업 환경에서의 오염도를 낮출 수 있는 조건을 확립 하였으며,

설비 및 배관의 scale 잔류 예방을 위해 잔류 성분에 맞는 CIP(Cleaning In Place)

방법을 적용하고 오염도를 낮출 수 있었다. 또한 잔류검사를 통해 소독제 및 세척제

가 잔류함으로서 제품에 유입되는 것을 방지함으로서 생산 공정에서의 오염도를 낮

출 수 있는 시스템을 개선하였다.

7. 식품산업용 균주 고농도 배양기술 확보 및 원말 사업화

가. Lactobacillus plantarum Ln4, Lactobacillus plantarum Lb41, Lactobacillus brevis G1

의 대량생산 공정 최적화

(1) 16S rRNA sequence 확인을 통한 동정 및 API kit를 이용한 당 이용능 확인

Ÿ Ln4의 경우 API Kit를 이용한 당 이용능 및 동정 결과 현장에서 사용 중인 glucose,

fructose, maltose, lactose, sucrose를 모두 이용하였으며, Lactobacillus plantarum(CI

P 103151)과 99.8%의 상동성을 보였다.

Ÿ G1의 경우 API Kit를 이용한 당 이용능 및 동정 결과 현장에서 사용 중인 glucose, f

ructose, maltose를 이용하였으며, Lactobacillus brevis(NRIC 0137)과 99.7%의 상동성

을 보였다.

Ÿ Lb41의 경우 API Kit를 이용한 당 이용능 및 동정 결과 현장에서 사용 중인 glucos

e, fructose, maltose, lactose, sucrose를 모두 이용하였으며, Lactobacillus plantarum

(CIP 103151)과 99.8%의 상동성을 보였다.

(2) SSR 최적화

Ÿ Ln4의 경우 LGA1 배지에서 4.2×109 CFU/mL으로 배양성이 가장 우수하여 SSR 배

지로 선정하였다.

Ÿ G1의 경우 LGA1 배지를 제외한 모든 배지 조건에서 잘 자랐으며, LV2 배지에서

3.6109 CFU/mL으로 배양성이 가장 좋아 SSR 배지로 선정하였다.

Ÿ Lb41의 경우 G1과 마찬가지로 경우 LGA1 배지를 제외한 모든 배지 조건에서 잘

자랐으며, LA1 배지에서 2.4×109 CFU/mL으로 배양성이 가장 좋아 SSR 배지로 선

정하였다.
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Table 6-49. Ln4 균주의 16S rRNA sequencing 결과

Table 6-50. G1 균주의 16S rRNA sequencing 결과
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Table 6-51. Lb41 균주의 16S rRNA sequencing 결과

Figure 6-53. Ln4 API kit을 이용한 당 이용능 분석 결과.
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Figure 6-54. G1 API kit을 이용한 당 이용능 분석 결과.

Figure 6-55. Lb41 API kit을 이용한 당 이용능 분석 결과.



- 681 -

Table 6-52. Seed 배지 조성 연구

Figure 6-56. Seed 검경 결과.
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Figure 6-57. Seed 흡광도 및 pH 분석 결과.

(3) Scale-up(Jar-Fermenter 실험)

(가) L. plantarum Ln4

Ÿ 37℃, pH 6.0으로 배양하였으며, 배양 16시간에 ΔOD 0.843에 OB 생균수는 5.7×109

CFU/mL이었다.

Ÿ Jar-Fermenter 배양 후 회수하여 원말 제조하였으며, 생균수 분석 결과 7.4×1011

CFU/g의 생균수를 보였다.

(나) L. brevis G1

Ÿ 37℃, pH 5.0으로 배양하였으며, 배양 16시간에 ΔOD 0.464에 OB 생균수는 3.8×109

CFU/mL이었다.

Ÿ Jar-Fermenter 배양 후 회수하여 원말 제조하였으며, 생균수 분석 결과 3.9×1011

CFU/g의 생균수를 보였다.

Ÿ G1의 경우 자체적으로 암모니아를 생성하여 암모니아 소비가 거의 없었다.

Ÿ Broth 배양 시 균이 뭉치는 현상이 발생하였다.

(다) L. plantarum Lb41

Ÿ 37℃, pH 6.0으로 배양하였으며, 배양 16시간에 ΔOD 0.732에 OB 생균수는 5.5×109

CFU/mL이었다.

Ÿ Jar-Fermenter 배양 후 회수하여 원말 제조하였으며, 생균수 분석 결과 9.3×1011

CFU/g의 생균수를 보였다.
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Table 6-53. Jar-Fermenter 배지 조성

Figure 6-58. Jar-Fermenter 배양액 검경 결과.
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Figure 6-59. Jar-fermenter 배양액 분석 결과.

(4) 현장 적용

(가) L. plantarum Ln4

Ÿ 현장 적용 결과 배양 14시간에 ΔOD 0.906에 cutting되었으며, OB 생균수는 6.2×109

CFU/mL이었다.

Ÿ 회수 후 원말 제조 결과 생균수 5.9×1011 CFU/g,내산성 61%, 내담즙성 60%, 가속 4

주 안정성 40%이었다.

(나) L. brevis G1

Ÿ 현장 적용 결과 배양 12시간에 ΔOD 0.353으로 cutting되었으며, OB 생균수는 3.8×109

CFU/mL이었다.

Ÿ 회수 후 원말 제조 결과 생균수 1.6×1011 CFU/g,내산성 100%, 내담즙성 65%, 가속 4

주 안정성 44%이었다.

Ÿ 원말 분석 시 뭉침 현상이 발생하였다.
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(다) L. plantarum Lb41

Ÿ 현장 적용 결과 배양 14시간에 ΔOD 0.587으로 cutting되었으며, OB 생균수는 4.2×109

CFU/mL이었다.

Ÿ 회수 후 원말 제조 결과 생균수 8.6×1011 CFU/g,내산성 67%, 내담즙성 48%, 가속 4

주 안정성 44%이었다.

Table 6-54. 현장 배지 조성

Figure 6-60. 현장 배양성 분석 결과.
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Figure 6-61. 원말 성상 확인 결과.

(5) 원말 오염 검사 결과

(가) 현장 생산 L. plantarum Ln4 균주의 오염검사

Figure 6-62. L. plantarum Ln4 원말 오염 검사 분석 결과.
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(나) 현장 생산 L. brevis G1 균주의 오염검사

Figure 6-63. L. brevis G1 원말 오염 검사 분석 결과.

(다) 현장 생산 L. plantarum Lb41 균주의 오염검사

Figure 6-64. L. plantarum Lb41 원말 오염 검사 분석 결과.
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나. 시제품 및 사업화

(1) 시제품 생산

(가) L. plantarum Ln4

Ÿ 생균 수 5.9×1011 CFU/mL의 시제품 생산(6.2 kg).

Ÿ 내산, 내담, 가속안정성 시험 완료.

(나) L. brevis G1

Ÿ 생균 수 1.6×1011 CFU/mL의 시제품 생산(5.4 kg).

Ÿ 내산, 내담, 가속안정성 시험 완료.

(다) L. plantarum Lb41

Ÿ 생균 수 8.6×1011 CFU/mL의 시제품 생산(5.0 kg).

Ÿ 내산, 내담, 가속안정성 시험 완료.

(2) 시제품 사업화

Ÿ L. plantarum Lb41 균주는 OEM 형식으로 원말을 제조하여 완제품 제조사인 (주)

아람에 판매하는 방법으로 사업화를 추진하고 있다.

Ÿ L. plantarum Ln4 및 L. brevis G1 균주는 향후 주관기관이 기술이전을 통해 사업

화할 계획이며 본사는 대량생산을 지원할 예정이다.

Ÿ 자사 유통망을 통하여 국내 판매 및 유럽, 동남아시아, 중국 등으로 수출하여 매출

발생을 유도할 계획을 세우고 있다.
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Scientific

name

Strain

No.

KACC

No.
Colony

Stipe

size

(μm)

Conidi

a size
Aflatoxin

Cyclo

piazo

nic

acid

Steri

gmat

ocyst

in

Asperg i ll

us oryzae

CF1001 47838 Floccose
Middle

(866)
6.1 ND1) ND ND

CF1002 47839 Floccose
Short

(527)
4.5 ND ND ND

CF1003 47840 Floccose
Middle

(1115)
5.9 ND ND ND

제 16절 전통발효식품용 종균의 생산 환경 및 제품 적합능

검증 시스템 구축 및 사업화

1. 곰팡이 종균 생산용 최적배지의 개발

Ÿ 전통발효식품(장류 및 전통주) 제조과정에서 제국 또는 입국(粒麴)과정에 사용되는 종

국(種麴)을 제조하기 위해 가장 널리 사용되어온 국균(麴菌)을 사용하여 단일균주로

단백질과 전분 분해능력이 우수한 국균만을 선발 배양하여 고농도의 분생포자를 함유

하는 접종용 종균(Starter)으로서의 종국을 제조하여 우수한 전통 발효식품 제조용 종

국(種麴)을 개발하였다. (순수 분리된 종균용 균주는 국립농업과학원 농업미생물은행

(KACC)에 균주기원 자료 및 균주기탁을 통해 국가미생물자원으로 등록, Table 7-2에

KACC 기탁번호를 기재함.)

가. 곰팡이 공시균주 및 순수분리배양

Ÿ 전통발효식품에서 순수 분리하여 (주)충무발효 연구실에서 확보한 곰팡이 Aspergillus

sp. 5종(Table 6-1)을 MEA 배지에 25℃, 5일 간 계대배양한 후, 4℃ 보관하면서 배양

형태학적 특징을 조사한 후(Table 6-2) 본 연구에 사용하였다.

Table 7-1. Strains of koji mold

No Strains

1 Aspergillus oryzae var. CF1001

2 Aspergillus oryzae var. CF1002

3 Aspergillus oryzae var. CF1003

4 Aspergillus oryzae var. CF1004

5 Aspergillus luchuensis var. CF1005

Table 7-2. Morphological character and safety of Aspergillus koji seed molds
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Asperg i ll

us luchen

sis

Cf1005 47841 Floccose
Short

(470)
5.0 ND ND ND

1)ND: Not detected.

Figure 7-1. Morphological character of culture Aspergillus sp. molds.

나. 곰팡이 종균의 탄소원 이용능

Ÿ 공시균인 곰팡이가 생육에 필요한 최적 탄소원, 질소원을 구명하기 위해 곰팡이 포자

현탁액(4.1×109 spores/mL)을 각 탄소원 및 질소원 배지에 접종하여 8일 간 25℃에서

배양한 후, 균체성장 및 생육도(A660)를 측정한 결과를 Table 7-3과 Table 7-4에 나타

내었다.

Ÿ 황국균인 Aspergillus oryzae의 탄소원 이용성은 arabinose〉sorbitol〉sucrose 순으로

나타났고, 백국균인 Aspergillus luchuensis 균주가 이용하는 탄소원은 xylose〉galact

ose=maltose=inositol=sorbitol 순이었다.
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Carbon compounds
Strains

CF1001 Cf1002 CF1003 CF1005

Sucrose 2.69 1.82 1.70 1.45

Lactose 1.81 0.55 0.90 1.54

Mannose 1.55 1.85 1.45 1.90

Rhamnose 0.82 0.75 0.81 0.69

Galactose 0.95 0.89 0.99 2.00

Fructose 1.55 1.17 1.28 1.49

Maltose 2.00 1.72 1.48 1.78

Glycerol 1.45 1.14 1.85 0.07

Melibiose 1.00 0.80 0.81 1.42

Xylose 1.21 1.05 1.05 2.15

Inositol 0.98 0.68 0.79 1.97

Mannitol 1.22 0.86 0.99 1.67

Sorbitol 1.94 1.73 1.85 1.95

Arabinose 2.35 2.89 2.30 1.32

Amygdalin 0.88 0.87 0.90 1.22

Lactate 0.20 0.16 0.17 1.16

Gluconate 1.13 1.15 1.37 0.69

Nitrogen source
Strains

CF1001 Cf1002 CF1003 CF1005

NaNO3 +++ ++ ++ +

(NH4)2SO4 +++ ++ ++ ++

NH4Cl ++ ++ +++ ++

Meat extract +++ +++ +++ +++

Tryptone ++ ++ ++ ++

KNO3 ++ ++ ++ ++

Ethylamine-HCl - - - -

Table 7-3. Carbon sources for mold culture

다. 곰팡이 종균의 질소 이용능

Ÿ 공시균인 곰팡이가 생육에 필요한 최적 질소원을 구명하기 위해, 각각의 질소원을 첨

가한 배지에서 8일 배양하여 각 균주들이 생육한 결과를 Table 7-4 에 나타내었다.

Ÿ 곰팡이는 meat extract를 첨가한 배지에서 가장 높은 생육도를 보였으며 (NH4)2SO4,

NH4Cl, Tryptone, KNO3, NaNO3에서 유사한 정도의 생육도를 보였다. 한편, ethylami

ne-HCl에서는 거의 성장하지 못하였다.

Table 7-4. Nitrogen source for mold culture
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Condition
Growth(A660)

CF1001 CF1002 CF1003 CF1005

pH

5 1.14 0.99 0.88 1.52

6 1.10 1.09 1.10 1.49

7 1.20 1.29 1.30 1.58

8 1.23 1.20 1.05 1.53

Temperature

(℃)

25 1.17 1.20 1.05 1.48

28 1.30 1.35 1.24 1.30

30 1.42 1.33 1.41 1.60

35 1.52 1.48 1.48 1.59

Time

(days)

0 0 0 0 0

4 0.44 0.11 0.18 0.40

6 0.67 0.48 0.49 0.43

8 1.51 1.33 1.02 1.09

Wheat rice powder 5.5 g

Sucrose 18 g

Meat extract 1.5 g

(NH4)2SO4 0.5 g

Tap water 1,000 mL

pH Non adjusted

Temperature 30∼35℃

Rotor speed 160 rpm

라. 곰팡이 종균의 최적 배양조건

Ÿ 앞서 각 균주 별로 선발된 탄소원(xylose, arabinose, sucrose)과 질소원을 첨가한 배지

에 초기 pH, 배양온도, 배양시간에 따른 최적 조건을 조사하였다. Aspergillus luchuen

sis, Aspergillus oryzae 곰팡이는 초기 pH는 7, 배양온도는 30℃와 35℃에서 생육의

차이가 크지 않아 최적 배양온도는 30℃로, 배양시간은 8일이 이들 곰팡이가 생육하기

가장 좋은 최적 조건이 설정되었다(Table 7-5).

Table 7-5. Culture conditions for mold

마. 곰팡이 종균의 최적 액체배지 조건

Ÿ 상기 실험 결과로 볼 때 산업용 곰팡이 종균의 액체 배양배지 최적 조건은 재료 구입

의 편리함이나 경제성을 고려하여 최적 배지조건을 설정 하였다. 최적 액체배지조성

및 배양조건은 아래의 Table 7-6과 같다.

Table 7-6. Optimum culture media for industrial mold
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Hemocytometer를 사용한 곰팡이 포자수 측정(×108 g)

곡물종류

Aspergillus

oyzae CF

1001(중모)

Aspergillus

oyzae CF

1002(단모)

Aspergillus

oyzae

CF1003(청주용)

Aspergillus

luchuensis

CF 1005(백국)

메조 58 62 60 98

차조 22 20 29 29

현미 21 25 20 43

일반미 19 20 20 38

보리쌀 21 26 29 44

밀쌀 22 25 26 43

백태콩(소립종) 11 19 15 28

백태콩(중립종) 14 18 17 19

바. 곰팡이 종균의 최적 고체배양 배지 조건

Ÿ 곰팡이와 같은 고등균류는 절대 호기성 균주(strict aerobes)이므로 액체 배양과 같은

submerged culture보다는 산소가 풍부한 대기상태 즉, 고체 배양배지에서 생육도가 훨

씬 높으며 종균으로 사용가능한 외생포자를 다량으로 충분히 착생시키는 고상 발효배

양법(solid-state fermentation)이 적합하다. 본 연구에서는 주위에서 흔히 구할 수 있

고, 비교적 배지 원료비가 저렴하여 경제적이며 전통적으로 누룩 제조 등에 사용되어

왔던 곡물재료를 사용하여 곰팡이 종균 배지로서의 산업적 응용을 실시하였다.

사. 곡물 원료 별 곰팡이 배양 포자수 측정 실험

Ÿ 곰팡이와 같은 고등균류는 외생포자로 번식해 나가므로 충분한 양의 포자가 생산되어

야 한다. 따라서 본 실험에서는 다양한 곡물원료를 대상으로 곰팡이 균주를 착생시켜

배양 후 포자 생산에 가장 적합한 곡물의 종류를 선정하여 최적 대량생산 배지로 사

용하기 위한 실험을 실시하였다.

Ÿ 상기 실험결과로 볼 때 가장 우수한 외생포자 착생률을 보이는 곡물로는 곡물의 입도

가 가장 작고, 글루텐 함량이 낮아 호화시 점도가 낮아 덩어리지는 현상이 낮은 메조

가 가장 우수하였고 밀쌀, 보리쌀이 비교적 양호한 외생포자 착생률을 보였다.

Ÿ 따라서 산업용 곰팡이 고상배양용 종균배양용 곡물배지원료로 좁쌀과 밀쌀을 최적 배

지로 선정하여 고상 발효 최적 배양조건을 선정하였다.

Table 7-7. Molds spore counting of various grains



- 694 -

2. 효모 종균 생산용 최적 배지의 개발

가. 공시균주 및 순수분리배양

Ÿ 효모생산용 최적 배지를 선정하기 위해 당사에서 보유 중인 효모균주인 Saccharomyc

es cervisiae SJ-1균주를 YM 배지상에 배양된 공시균주로 사용하여 배양 최적 조건

실험을 실시하였다.

Figure 7-2. Pure culture of Saccharomyces cervisiae TY-2.

나. 효모 균주의 최적 배지조건

Ÿ 공시균주 효모가 생육에 필요한 최적 탄소원, 질소원, 무기염의 종류를 선정하기 위해

24시간 배양된 효모배양액(2×109 CFU/mL)을 각종 탄소원 및 질소원 및 무기염 배지

에 접종하여 2일 간 30℃에서 배양한 후 생육도(A600)를 측정한 결과를 Table 7-8부터

Table 7-11에 나타내었고 효모배양 공정은 Figure 7-3과 같다.

Ÿ 상기 실험결과에 따르면 탄소원으로는 fructose>glucose>maltose>sucrose 순으로 우

수하였으며 유기태 질소원으로는 peptone>yeast extract>corn steep liquor 순, 무기태

질소원으로 ammonium sulfate>ammonium chloride>ammonium nitrate 순, 무기염으

로는 MgSO4·7H2O>CaCl2·2H2O>NaCl 순으로 나타났다.

Ÿ 비교적 경제적인 질소원으로는 corn steep liquor(CSL) 등이 사용되고 있으나 발효공

정 중 오염발생, 탈색공정 추가 등의 이유로 본 실험에서는 CSL을 제외하였다.
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Carbon source (1%) Growth (OD at 600 nm)

Glucose 4.0

Maltose 3.0

Xylose 3.1

Arabinose 2.0

Fructose 3.8

Lactose 2.0

Sucrose 3.1

Soluble starch 1.7

Potato starch 0.5

Corn starch 0.9

Inorganic nitrogen source (0.2%) Growth (OD at 600 nm)

Ammonium sulfate 2.4

Ammonium nitrate 2.0

Ammonium chloride 1.8

Ammonium phosphate 1.4

Sodium nitrate 1.0

Inorganic mineral salt (0.1%) Growth (OD at 600 nm)

MgSO4·7H2O 1.9

CuSO4·5H2O 0.9

MnCl2·4H2O 0.8

NaCl 1.8

CaCl2·2H2O 1.3

Organic nitrogen source (0.5%) Growth (OD at 600 nm)

Nutrient broth 3.4

Yeast extract 3.0

Trypton 2.8

Peptone 3.1

Corn steep liquor 3.1

Casein hydrolysate 1.9

Table 7-8. Effect of carbon source for yeast growth

Table 7-9. Effect of nitrogen source for yeast growth

Table 7-10. Effect of inorganic salts for yeast growth

Table 7-11. Effect of mineral salts for yeast growth
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Glucose 20 g

Yeast extract powder 15 g

Ammonium sulfate 1 g

Magnesium sulfate 1g

Ca2PO4 0.5 g

Water 1,000 mL

Initial pH 5.7

Table 7-12. Optimum culture medium for yeast growth

Figure 7-3. Culture process for yeast.
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제 17절 전통발효식품용 종균생산 방법의 최적화 시스템 개발

1. 곰팡이 종균생산용 고상 발효공법의 최적화 시스템 개발

가. 곰팡이 종균생산용 최적 곡물배지의 선정

Ÿ 곰팡이종균 생산은 액체배양보다는 고체배양이 종균 활성 유지에 우수하므로 곡물을

2시간 정도 침수, 배수한 후 121℃에서 약 1시간 정도 고압스팀 살균 처리하였다. 3

7℃로 냉각한 후 순수분리 배양된 곰팡이 포자를 접종하여 고체배양 공정에 사용하

였다. 곡물을 사용한 곰팡이 고체배양에는 접종용 종 배양 곡물조건과 본 생산용 곡

물 배양조건을 별도로 사용하였다.

나. 접종용 종 배양(inoculum for mold starter) 곡물배지 조건

Ÿ 대량생산을 위한 접종용 곡물은 곡물의 표면적이 많은 입자가 미세한 곡물인 좁쌀을

사용한 것이 고농도 포자수 생성이 우수하여 아래와 같은 비율로 곡물 배지조성을

결정하여 사용하였다.

Ÿ 곡물 배지조성: nonglutinous millet(메조) 99%, potassium phosphate 0.2%.

다. 본 생산용 곡물배지조건

Ÿ 곰팡이 고체배양을 위한 본 생산용 곡물은 호화 시 곡물은 점성이 너무 높으면 뭉침

현상이 발생하여 곡물의 표면적이 줄어들고 통기성이 나빠져서 곰팡이 포자형성에

불리해진다. 따라서 본 생산용 곡물배지의 조성은 아래와 같이 설정하여 실시하였다.

Ÿ 또한 곡물의 경도가 너무 딱딱하면 곰팡이 성장 시 곡물 내부로 균사의 침투 빛 발

생이 힘들므로 아래와 같이 당화효소액을 희석 처리하여 실시하였다.

Ÿ 본 생산용 곡물배지 조건: wheat(밀) 70%, barley(보리) 27.5%, 효소처리 malt extrac

t juice 2%, potassium phosphate 0.5%.

라. 곰팡이 종균생산용 최적 고상 발효시스템(solid-state fermentation system) 개발

Ÿ 곰팡이 등과 같은 고등균류(fungi)의 산업적 발효방법은 기존 세균 및 효모와 같은

단세포균에 주로 이용되는 액상배양 발효법(submerged fermentation)보다 고체 매트

릭스 내에 산소전달이 용이하고 고체매트릭스 내에 함유수분을 이용하는 고상 발효

공법이 생산에 유리하였다.
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Ÿ 또한 대부분의 호기성 고등균류배양에 있어 고상 발효공법을 적용 시 효소 및 균사

체의 생산 수율이 높았다. 또한 고상 발효공법은 액상발효공법에 비해, 시설비 및 운

영 유지비가 저렴하여 경제적인 대량생산이 가능하다는 이점을 가지고 있다.

마. 곰팡이 종균생산용 고상 발효시스템의 설계

Ÿ 곰팡이 종균 대량 생산을 목적으로 한 고상 발효시스템은 배양실내의 청정도유지, 원

활한 산소공급과 항온·항습 유지, 온도편차의 최소화 등을 충분히 고려하여 설계하여

야 한다. 따라서 발효시스템의 설계에는 아래와 같은 기준으로 발효실의 설계를 실시

하였다.

바. 고상 발효시스템 설계의 기본사항

Ÿ 배양장치의 내부 재질은 내약품성, 내부식성 재질을 사용해야하며 미생물에 독성을

나타내지 않아야 한다 (내부재질 100T 방폭우레탄재질, 내면 0.5T 스테인리스 스틸

재질사용).

Ÿ 공정 상 오염이 방지되어야 하고 공기의 출입 부분에 공기 여과장치 등이 필요하며

출입구는 에어커튼 장치가 부착되어야 한다 (외부공기 유입구 HEPA 필터장치 부착,

실내공기압력 상시 양압유지, 자외선 살균 초음파 가습을 통한 실내습도 자동제어 시

스템 채택).

Ÿ 온도, 수분 활성도 및 산소농도를 적절히 제어가 가능하여야 한다.

Ÿ 고체매트릭스배지 내 온도,수분의 균일성 유지가 매우 중요하며 특히 기질 내 온도의

불균일성을 최소화하는 공정관리가 중요하다 (발효실내 온도, 습도조절은 자동제어

마이컴 방식을 통한 자동제어 시스템 적용).
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Figure 7-4. 곰팡이 종균용 고상 발효 배양시스템의 설계.

사. 곰팡이 종균 생산 제조

Ÿ ① 원료증자(121℃/1 h) → ② 원료냉각(35℃로 냉각) → ③ 목회첨가(냉각한 원료에

첨가제로서 육송이나 참나무의 재를 0.1∼1%, 중탄산소다를 0.1∼1% 첨가) → ④ 종

균접종(종균배양 한 좁쌀(종국의 starter)을 본 배양 할 곡물의 중량에 대하여 0.1∼

5% 농도로 접종) → ⑤ 고체배양(28∼35℃로 통풍이 가능한 상자(산소농도 0.2%이

상)에 광목을 덮어 수분율을 50±10%, 35℃가 넘지 않는 조건으로 2∼3일 간 배양)

→ ⑥ 건조공정(포자가 충분히 착생되면 35∼40℃로 온도를 높이고 제습을 실시하면

서 1∼2일 간 건조하여 수분율이 6∼10% 정도가 되도록 건조) → ⑦ 분쇄 및 포장

(건조된 종국(포자와 균사에 덮인 통밀)은 별도의 분쇄공정을 거쳐 일정 용량으로 진

공 또는 질소충진 포장으로 제품화).
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2. 효모 종균생산용 분말화 기술 및 잡균 오염방지법 개발

Ÿ 고농도의 효모 종균의 생산을 위한 효모의 수율과 생산성을 최대화하기 위해 일반적

인 batch fermentation법보다는 영양분의 간헐적인 보충을 실시하는 유가식 배양법(fe

d-batch fermentation)이 유리하다. 또한 효모의 생리적 특성인 산소공급이 원활할 때

는 알콜발효보다는 세포분열로 유도하기 위해 1 vvm 이상의 산소분압과 100 rpm 이

상의 교반을 충분히 실시하여야 한다.

가. 효모 종균 생산용 최적 배지조건과 대량 생산 최적 조건 설정

Ÿ 효모 종균생산의 최적 배지조성은 효모의 수율과 배지의 경제성을 고려하여 아래와

같이 최적 배지조성을 설정하였다. 발효조 배양조건은 30℃에서 약 54시간동안 탄소

원으로 1% 고과당을 6시간 간격으로 투입하면서 실시하였다. 배양종료 후 배양액은

10,000 rpm의 연속 원심분리 공정을 통해 균체를 회수하여 건조공정에 투입한 후 유

당분말을 혼합하여 효모분말을 제조하였다.

Table 7-13. 산업용효모생산용 최적 배지조성

Component Amount

Glucose 20 g

Yeast extract powder 15 g

Ammonium sulfate 1 g

Magnesium sulfate 1 g

Ca2PO4 0.5 g

Water 1,000 mL

Initial pH 5.7
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Figure 7-5. 유가식 발효 배양기(fed-batch fermenter) 운전 조건.

Figure 7-6. 종균효모 발효생산 공정.

나. 현장 오염 저감기술과 건조공법 설정

(1) 현장 오염 저감기술의 개발(C.I,P. 기법)
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Ÿ 생산 현장 미생물 제어는 생산공정 중에 잡균오염을 최소화시키는 기술로서 통상 C.

I.P.(clean-in-place)라고 일컬어지는 현장 미생물 오염제어 기술이다. 현장 미생물의

오염도를 파악하기 위해 배양실, 연속 원심분리기, 건조기를 대상으로 미생물 오염도

를 측정하였다.

Ÿ 더불어 현장 오염 미생물의 제어를 위해 다양한 알콜류, 염소류, 과초산류 소독살균제

를 대상으로 미생물 검출 시험을 실시해본 결과 과초산 계열의 물질이 살균 소독력

이 가장 우수 하였다.

Table 7-14. 현장 별 미생물의 오염도 측정(단위: CFU/g)

Table 7-15. 과초산 계열 살균제의 농도 별 살균 효과

(2) 건조공법 설정

Ÿ 완제품의 품질과 보관 안정성을 유지하기위한 품질 안정방법으로 건조기술은 제품의

유통 안정성과 상품화의 중요한 요소이다.

Ÿ 일반적인 미생물의 분말화 기술로서 동결건조법이나 열풍건조법, 냉풍건조법을 실시

하였으나 균체의 생존률, 건조비용, 공정의 경제성을 고려할 때 하이브리드 냉각제습

건조법이 가장 우수한 것으로 판단된다.



- 703 -

Table 7-16. 건조방법 및 장단점 비교

Figure 7-7. 하이브리드 냉각제습건조기 구조 및 원리.
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제 18절 전통발효식품용 종균 시제품 개발

1. 종균제품의 보관 활성 유지법 개발

Ÿ 종균 제품은 제품의 특성상 포장용기의 미생물학적 무균화와 보관 및 유통기간 중의

변질 방지가 필수적이다. 액상 효모 제품은 보관 과정 중 탄산가스 발생으로 인한 효

모액의 누출의 위험성이 있으므로 용기 내부의 가스압력을 방지 할 수 있는 유리용

기나 내압용 PET 용기의 사용이 필요하다. 곰팡이 등의 분말 포자 상의 제품은 흡습

을 방지할 수 있는 밀폐형 용기이거나 은박 파우치 진공포장 방법을 사용해야 유통

기간 중 흡습으로 인한 제품의 변질을 예방할 수 있다.

가. 액상 종균 제품과 분말 종균 제품의 활성 유지 방안

(1) 액상 효모 종균의 보관 기간 별 생존율

Ÿ 상기 당 첨가 및 무기염류 첨가에 따른 종균의 생존율과 활성연구 결과를 토대로 하

여 2% xylooligo당, 0.2% NaCl이 함유된 배양액(4.0×109 CFU/mL)을 액상 종균시료

를 대상으로 보관기간과 온도 별 액상종균의 생존율 시험을 실시하였다.

Ÿ 해당 당류와 무기염을 적정농도로 첨가한 액상종균은 1∼4℃에서 보관하였을 시는

약 2개월 간은 비교적 양호한 생존율을 보였으나 30℃이상의 고온 상태에서는 1개월

내에서도 급격한 생존율 저하를 나타났다.

Table 7-17. 보관기관과 온도에 따른 액상 효모종균의 생존율(shelf-life test)

(단위: CFU/mL)

보관 기간(일) 1℃ 4℃ 20℃ 30℃ 40℃

30 5.0×109 5.0×109 4.0×109 3.0×109 3.0×109

60 4.0×109 4.0×109 4.0×109 2.0×109 1.0×109

90 3.0×109 3.0×109 3.0×109 1.0×109 1.0×109

120 2.0×109 2.0×109 2.0×109 1.0×109 1.0×109

Ÿ 5개월 간 상온 25℃에 보관하여 균주 생존력의 shelf-life test를 실시해 본 결과, 액

상효모 제품은 1개월 정도까지는 비교적 생존율이 유지가 되었으나 4개월 이후에는

생존율의 급격한 감소(생존율 약 50%대)가 일어났다.
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포장유형

보관기간 별 균주 생존율(%)
(생균수 측정법에 의한 shelf-life test)

1개월 2개월 3개월 4개월 5개월

진공포장 은박지
(분말 효모용)

90% 90% 85% 95% 81%
수분함량 

8%
수분함량 

8%
수분함량 

8%
수분함량

9%
수분함량 

9%

진공포장 은박지
(곰팡이 분말용)

100% 100% 100% 94% 87%
수분함량 

6%
수분함량 

6%
수분함량 

6%
수분함량 

7%
수분함량

7%

밀폐형 원터치PE 용기
(곰팡이 분말용)

100% 100% 100% 98% 98%

수분함량
 4%

수분함량
 4%

수분함량
 5%

수분함량
 5%

수분함량
5%

나. 분말 종균제품의 보존 안정성

(1) 균주 별 분말 종균제품의 생존율

Ÿ 분말 종균제품은 포장 내부에 수분이 흡습되지 않는 조건에서는 효모는 5개월 후 약

20%의 균주 생존율 저하를 나타내었으나 곰팡이 분말 종균제품은 98%까지 생존율을

보여 비교적 양호한 균주 생존율을 나타내었다. 이는 효모는 세포상태에서 건조 분말

화되고, 곰팡이는 포자 상태로 건조 분말화되어 비교적 높은 생존율을 보이는 것으로

사료된다. 액상 종균의 보존 안정성 저하에 따른 문제점을 해결하기 종균의 분말화를

시도한 후, 실리카겔 흡습제 사용에 따른 종균제품의 균주 활성 및 생존율을 검토하

였다.

2. 종균제품의 유통 최적 포장용기 및 방법의 개발

가. 포장 용기에 따른 생균수 shelf-life test

Ÿ 본 시험에서는 유리용기 및 내압용 PET 용기(액상종균 보관용)와 진공포장용 은박지 필름

(AL/PE 혼합재질, 분말종균 보관용)를 사용하여 기존 방법으로 제조한 액상종균과 분말종

균 시료를 밀폐 보관하여 25℃ 상온에서 약 3개월 보관시에 액상 종균제품과 분말종균 제

품의 흡습현상과 균주 생존율을 검토하였다.

Ÿ 효모의 생존율은 5개월 동안 보관 후, 월 별로 YM배지상에 희석 배양하여 생균수를 측

정하였고, 곰팡이의 생존율은 PDA배지상에 중층도말 희석 배양법으로 배양하여 생균

수를 측정하였다.

Table 7-18. 보관 용기별 분말종균 제품의 생존율
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3. 종균 시제품 개발

가. 연구개발 활용 시제품의 현장 적용 시험

Ÿ 본 연구를 활용한 기술로써 생산된 곰팡이종균(황국 시제품), 효모종균(효모 시제품)

을 경북고령의 전통장류 제조업체((주)해단지)와 전통탁주제조업체((주)대한주조)를 

대상으로 제품생산을 실시하여 종균의 품질을 평가한 결과 장류의 풍미가 우수하고, 

탁주의 주질이 향상되는 결과를 얻을 수 있었다.

(1) 탁주 제조 품질평가

Figure 7-8. 탁주제조 공정도.
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Table 7-19. 탁주발효 중 양조특성 품질 평가

(2) 장류제조 품질 평가

Ÿ 전분분해효소, 단백분해효소 기존 균주 대비 우수, 특히 단백분해효소 역가 우수함.

Ÿ 유리아미노산 다량 생산, 특히 감칠맛을 내는 글루타메이트, 아스파테이트 생산 우수

함.

Ÿ 구수한 맛 아미노산의 다량 생산으로 콩을 이용한 장류 제조에 적합할 것으로 기대

함.

Figure 7-9. 전통 장류 제조공정.
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Figure 7-10. 총 유리아미노산 생성.

Figure 7-11. 주요 아미노산 생성.
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나. 종균 시제품 2건 개발(제품 출시일: 2017. 10. 28.)

Figure 7-12. 종균(곰팡이/효모) 시제품 제조공정.

Figure 7-13. 곰팡이 종균 시제품(제품명: 황국).
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Figure 7-14. 효모 종균 시제품(제품명: 충무 종효모).

다. 시제품 2건 매출 증빙 세금계산서

Ÿ 시제품 개발 초기단계로 인해 매출발생이 미진하였으나 본격적인 마케팅 활성화를

통해 국내 시장 및 해외수출 시장 개척을 통해 종균제품의 매출 증대를 꾀할 계획임.
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Figure 7-15. 매출증빙 전자세금계산서(곰팡이 종균 매출액(1,408,000원), 효모

종균 매출액(440,000원)).

Figure 7-16. 효모 종균, 곰팡이 종균 2종 시제품의 공인기관 시험분석.
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제 19절 건강기능용 균주를 위한 후보 균주의 상용화 생산

환경 및 제품 적합능 검증

1. 후보 균주의 상용화 생산 환경 적합능 검증

가. 후보 균주에 대한 생장곡선 및 pH 변화

Ÿ 건국대학교에서 최종 선발된 프로바이오틱스용 후보 균주 Lactobacillus plantarum L

b41에 대한 균수가 최대가 도달하는 지점을 확인하기 위하여 0시간부터 14시간까

지의 시간 별 균수 및 pH에 대해 측정하였다.

Ÿ 후보균주에 대한 생장곡선 및 pH 측정 방법은 균을 접종시킨 seed culture 6 mL를 6

00 mL MRS broth가 담긴 1 L 삼각플라스크에 넣은 후 배양 0시간부터 14시간까지

시간 별 균수 및 pH를 측정하였다.

Ÿ 후보균주에 대한 시간 별 균수 및 pH를 측정한 결과(Figure 8-1), Lactobacillus plan

tarum Lb41이 10∼12시간 사이에서 균수는 5.1×109 CFU/mL으로 측정되었으며 pH는

4.04까지 내려가는 결과를 통해 10시간 이후에 최대 균수가 유지되는 것을 확

인할 수가 있었다.

Figure 8-1. Lactobacillus plantarum Lb41에 대한 시간 별 균수 및 pH 변화.
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나. 실험용 MRS 및 산업용 MRS배지에 대한 적합성 검증

Ÿ 실험용 MRS배지(Difco)와 1,200 L 배양 시 사용하게 될 산업용 MRS배지(유어랩바

이오)의 차이점을 파악하기 위해서 각 5.5% 농도로 배지를 만든 후 후보균주 Lactob

acillus plantarum Lb41을 실험실적으로 접종, 배양하여 10, 12시간 때 균수를 측정하

였다.

Ÿ 실험용 MRS 및 산업용 MRS배지에 대한 10, 12시간 때 균수를 측정한 결과(Table 8

-1), 실험용 MRS와 산업용 MRS배지에 대한 10, 12시간 때 균수가 큰 차이가 없는

것으로 나타났으므로 scale-up 배양 시 산업용 MRS 배지를 사용하기로 하였다.

Table 8-1. 실험용 MRS 및 산업용 MRS 균수 비교

배양시간(h) 실험용 MRS 산업용 MRS

10 3.2×109 CFU/mL 1.1×109 CFU/mL

12 4.6×109 CFU/mL 1.3×109 CFU/mL

다. Scale-up 생산을 위한 접종액 제조

Ÿ 1,200 L 발효조(후보균주, Lactobacillus plantarum Lb41) 및 300 L 발효조(상용균주,

Lactobacillus plantarum KCTC 12036BP-㈜메디오젠으로부터 제공)를 사용한 대량생

산을 위해 실험실에서 배양시킨 각 균주에 대한 배양액의 균수는 아래와 같았다(Tab

le 8-2).

Ÿ 각 균주의 유산균 수는 배지적합성이나 균주 특성에 따라 생장성이 다르며 또 배양

액 규모에 따라서도 달라지므로 위 접종액으로 scale-up 생산을 하기로 하였다.

Table 8-2. Scale-up에 사용된 각 균주에 대한 배양액의 균수

접종한 균
Lactobacillus plantarum

Lb41

Lactobacillus plantarum

KCTC 12036BP

배양 배지 MRS broth(Difco), 5.5%

배양 시간 36℃, 12시간

균수 2.7×109 CFU/mL 3.7×109 CFU/mL

라. Scale-up 생산

Ÿ 아래와 같은 조건으로 후보균주 및 대조구로 사용균주를 Scale-up 생산하였다(Table

8-3).
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Table 8-3. Scale-up에 사용된 각 균주에 대한 배양액의 균수

접종한 균
Lactobacillus plantarum

Lb41

Lactobacillus plantarum

KCTC 12036BP

발효 조건

발효조 크기 1,200 L 300 L

배양액 양 500 L 300 L

접종 양 5 L 3 L

온도 37℃ 37℃

rpm 30 30

pH 6.0 6.0

공기 조건 0.06 vvm 0.06 vvm

압력 0.5 kg/cm2 0.5 kg/cm2

배양 시간 12시간 12시간

동결 건조

조건

온도 -35∼25℃ -35∼25℃

압력 1.2 mbar 1.2 mbar

보호제 7% Skim milk 7% Skim milk

균수 9.8×108 CFU/mL 1.5×109 CFU/mL

2. 후보 균주의 제품 적합능 검증

가. 프로바이오틱스 제형 제조

Ÿ Scale-up으로 생산된 후보균주 및 상용균주를 아래의 포뮬라(Table 8-4∼5)로 혼합

하여 타정 및 스틱 제조하여 프로바이오틱스 생존율을 검토하였다.

Table 8-4. 프로바이오틱스 제품의 포뮬라(Sachet)

성분 함유량(%)

올리고당류 20

정제포도당 50

치커리식이섬유 10

자일리톨 10

갈락토올리고당 10

계 100
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Table 8-5. 프로바이오틱 제품의 포뮬라(Tablet)

성분 비율(%)

유산균 19.61

포도당 53.92

치커리식이섬유 9.80

자일리톨 9.80

갈락토올리고당 4.90

스테아린산M 1.96

계 100.00

나. 프로바이오틱스 상품 유형 및 저장 조건에 따른 유산균 수 분석

Ÿ 프로바이오틱스 상품 유형 및 저장 조건(Table 8-6)에 의하여 타정 및 분말제품을 제

조하고 저장조건 및 기간 별로 유산균 수를 분석하여 압력이나 저장기간 별에 따른

제품 적합능을 검증하였다.

Ÿ 프로바이오틱스 상품 유형 및 저장 조건에 따른 유산균 수 분석은 2차년도 연구기간

중에 완료하였다.

Table 8-6. 프로바이오틱스의 상품 유형 및 저장 조건

조건 Tablet Sachet

크기 21 mm × 5 mm 100 mm × 11 mm

중량 2 g 2 g

정제 조건 5, 10, 15 kg/cm2 -

저장 온도 2∼8℃ 2∼8℃

저장 기간 0, 30, 60, 90, 120일 0, 30, 60, 90, 120일
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제 20절 건강기능식품용 균주의 제품 적합능 및 제품을 위한

포뮬라 개발

1. 제품화를 위한 프로바이오틱 포뮬라 개발

가. 제형별 저장조건 별 유산균 안정성 실험

(1) 실험용 유산균 제조

Ÿ 본 연구과제로 개발된 Lactobacillus plantarum Lb41 은 충북바이오센터에서 pilot sc

ale로 제조하였으며, 대조구로는 시중 유산균 회사인 M사에서 판매하는 Lactobacillus

plantarum을 구입해서 사용하였다.

(2) 타정 및 분말용 제품 제조

Ÿ 분말제품은 Table 8-4의 포뮬라에 따라 용량 20 L 비닐백에 위 혼합비율로 총 용량

7.5 kg되게 유산균 및 부원료를 넣고, 밀봉한 다음 손으로 약 10분 간 혼합하여 제조

하였다.

Ÿ 분말은 알미늄-PE 파우치(가로 13 cm×세로 20 cm, 두께 0.1 mm)에 위 혼합물 80 g

을 넣고, 열접착 밀봉하였다.

Ÿ 타정제품은 Table 8-5의 포뮬라에 따라 2 g/정으로 타정몰드를 제작하였으며, 타정압

력은 10, 15, 20 kg/㎠으로 타정하여 분말과 마찬가지로 알미늄-PE 파우치에 80 g(40

정)을 넣고 열접착 밀봉하였다

Ÿ 위 분말 및 타정 제품은 실온 및 냉장 저장하면서 1개월 간격으로 꺼내어서 잔존 유

산균수를 분석하였다.

(3) 유산균 분석방법(BCP 배지법)

Ÿ 멸균 샘플백에 위 분말 및 타정 형태 시료 50 g 정도를 정밀하게 달아 넣고, 9배의

생리식염수를 가한 다음 냉장고에 30분 간 넣고, 때때로 흔들어 준다. 타정 제품은

타정 형태가 완전히 붕해되었는지 확인하였다.

Ÿ 위 용해된 시료를 9 mL 멸균 희석액으로 단계 별로 희석한 다음, 1 mL 용액을 페트

리디쉬에 넣고, BCP 배지(Eiken Chemical Co.)를 부어서 잘 흔들어 준다. 인큐베이터

에서 35℃, 72시간 배양 후에 유산균수를 측정하였다.
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(4) 유산균, 제형, 저장조건 별 안정성 실험 결과

Ÿ Lactobacillus plantarum Lb41 및 M사의 Lactobacillus plantarum을 분말제품으로 제

조하고 7개월 간 실온 및 냉장(4℃ 냉장고)보관하면서 측정한 결과는 Figure 8-2와

같았다.

Ÿ Lactobacillus plantarum Lb41의 균수는 3×1010 CFU/g 이며 M사 Lactobacillus plant

arum의 균수는 6×1010 CFU/g으로 투입량 19.61%에 대한 이론치는 5.9×109 CFU/g

및 1.2×1010 CFU/g이었다.

Ÿ 분말제형에서 혼합 직후 프로바이오틱 제품의 유산균수는 5×109 CFU/g으로 이론치

5.9×109 CFU/g의 85%였다. 이것은 혼합 공정 중 유산균의 사멸로 인한 것으로 추정

되었다.

Ÿ Lactobacillus plantarum Lb41의 경우 상온 및 저온 저장안정은 시중 상업화 유산균

인 M사 Lactobacillus plantarum보다 저장 안정성이 우수하였다. 냉장저장 Lactobacil

lus plantarum Lb41의 초기 유산균수는 5×109 CFU/g이었으며 7개월 후 유산균수는

6×109 CFU/g으로 유산균수의 변화가 거의 없었다. 반면 M사 Lactobacillus plantaru

m의 경우 초기 1.3×1010 CFU/g에서 7개월 후 1×109 CFU/g으로 1/10로 감소하였다.

Ÿ 상온 저장의 경우 차이는 더 커서 Lactobacillus plantarum Lb41의 초기 유산균수는

5×109 CFU/g이었으며 7개월 후 유산균수는 2×108 CFU/g으로 1/10 감소하였으나, M

사 Lactobacillus plantarum의 경우 초기 1.3×1010 CFU/g에서 7개월 후 9×107 CFU/g

으로 1/1,500로 감소하였다.

Figure 8-2. Lactobacillus plantarum Lb41 및 M사 Lactobacillus

plantarum의 저장조건 및 저장기간 별 안정성(분말제형).

Ÿ 타정압력 10 kg/㎠, 냉장 저장 조건에서 7개월 후 안정성을 보면 Lactobacillus plant

arum Lb41의 초기 유산균수는 4.9×109 CFU/g이었으며, 7개월 후 유산균수는 3.2×109

CFU/g으로 약 35%정도 감소되었다(Figure 8-3). 반면 M사 Lactobacillus plantarum

의 경우 초기 1×1010 CFU/g에서 7개월 후 5×109 CFU/g으로 50%정도 감소하였다.
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Ÿ 상온 저장의 경우 차이는 더 커서 Lactobacillus plantarum Lb41의 초기 유산균수 4.

9×109 CFU/g에서 7개월 후 유산균수는 3.9×108 CFU/g으로 1/100 감소하였으나 M사

Lactobacillus plantarum의 경우 초기 1×1010 CFU/g에서 7개월 후 6×107 CFU/g으로

1/5,000 감소하였다. 타정의 경우에서도 Lactobacillus plantarum Lb41의 경우 상온

및 저온에서 시중 상업화 유산균인 M사 Lactobacillus plantarum보다 저장 안정성이

우수하였다.

     

Figure 8-3. Lactobacillus plantarum Lb41 및 M사 Lactobacillus plantarum의

저장조건 및 저장기간 별 안정성(타정압: 10 kg/㎠).

Ÿ 타정압력 15 kg/cm2, 냉장 저장 조건에서 7개월 후 안정성을 보면 Lactobacillus plan

tarum Lb41의 초기 유산균수 5.5×109 CFU/g에서 7개월 후 유산균수는 2.9×109 CFU/

g으로 약 43%정도 감소되었다(Figure 8-4). 반면 M사 Lactobacillus plantarum의 경

우 초기 9×109 CFU/g에서 7개월 후 4.9×109 CFU/g으로 46%정도 감소하여 두 제품

은 유사한 저장 안정성을 나타내었다.

Ÿ 상온 저장의 경우 Lactobacillus plantarum Lb41의 초기 유산균수 5.5×109 CFU/g에

서 7개월 후 유산균 수는 3.4×108 CFU/g으로 1/100 감소하였으나 M사 Lactobacillus

plantarum의 경우 초기 9.9×109 CFU/g에서 7개월 후 1×108 CFU/g으로 1/1,000로 감

소하였다. 타정압력 15 kg/cm2의 경우에서도 Lactobacillus plantarum Lb41의 경우

상온 및 저온에서 시중 상업화 유산균인 M사 Lactobacillus plantarum보다 저장 안

정성이 우수하였다.
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Figure 8-4. Lactobacillus plantarum Lb41 및 M사 Lactobacillus plantarum의

저장조건 및 저장기간 별 안정성(타정압: 15 kg/㎠).

Ÿ 타정압력 20 kg/cm2, 냉장 저장 조건에서 7개월 후 안정성을 보면 Lactobacillus plan

tarum Lb41의 초기 유산균수 5.5×109 CFU/g에서 7개월 후 유산균수는 2.7×109 CFU/

g으로 약 51%정도 감소되었다(Figure 8-5) 반면 M사 Lactobacillus plantarum의 경

우 초기 9×109 CFU/g에서 7개월 후 4.1×109 CFU/g으로 55%정도 감소하여 두 제품

은 유사한 저장 안정성을 나타내었다.

Ÿ 상온 저장의 경우 Lactobacillus plantarum Lb41의 초기 유산균수 5.5×109 CFU/g에

서 7개월 후 유산균수는 1.6×108 CFU/g으로 1/350 감소하였으나 M사 Lactobacillus

plantarum의 경우 초기 9×109 CFU/g서 7개월 후 3×107 CFU/g으로 1/3,000로 감소하

였다. 타정압력 20 kg/㎠, 상온 저장의 경우 Lactobacillus plantarum Lb41은 시중 상

업화 유산균인 M사 Lactobacillus plantarum보다 저장 안정성이 우수하였다.

Ÿ 전체 실험구에서 M사 Lactobacillus plantarum은 실온 저장 4개월 후부터 유산균의

사멸속도가 Lactobacillus plantarum Lb41보다 빠른 것으로 나타났다.

Figure 8-5. Lactobacillus plantarum Lb41 및 M사 Lactobacillus plantarum의

저장조건 및 저장기간 별 안정성(타정압: 20 kg/㎠).
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나. 프리바이오틱 및 부원료별 유산균 상용성 실험

Ÿ 시중 제품에 많이 사용되는 프리바이오틱 소재 및 부원료를 선정하여 아래비율대로

유산균과 혼합하여 분말제형을 제조한 후 상용성을 비교하였다.

(1) 실험용 유산균

Ÿ 실험에 사용된 Lactobacillus plantarum Lb41은 2015년 10월 충북바이오센터에서 pilo

t scale로 제조하여 아람 냉장고에 보관하고 있는 제품을 사용하였다.

(2) 성분 배합 비율

Ÿ 시중에 판매되고 있는 프리바이오틱 제품 10종을 조사하여 부형제, 프리바이오틱스,

산미제로 분류하고 많이 사용되는 원료를 위주로 다음과 같이 배합비를 구성하였다.

Table 8-7. 프리바이오틱 및 부원료별 성분 배합 비율(%)

(3) 실험방법

Ÿ 유산균 및 부원료를 Table 8-7에 의거하여 혼합 한 다음 알미늄-PE 파우치에 50 g

씩 넣은 후 열접착 밀봉하여 실온 저장하면서 유산균 함량 분석하였다.

(4) 실험결과

Ÿ 유산균 10% 및 부형제 90%로 혼합한 후 유산균을 분석하였다. 유산균 원말은 2.4×10
10 CFU/g으로 유산균 10% 혼합 시 이론적으로 2.4×109 CFU/g이 나와야한다. 식물성

크림 분말이나 무수포도당은 유산균수 감소 없이 나왔으나, 말토덱스트린 혼합구에서

는 역가가 38% 감소된 1.49×109 CFU/g으로 나왔다. 말토덱스트린 혼합구에서 유산균

이 감소된 이유는 당류의 높은 삼투압이 유산균 생육에 영향을 주었을 것으로 추정

된다(Figure 8-6).
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Ÿ 프리바이오틱 제품에서 말토덱스트린의 사용을 줄이는 것이 효율적이다.

Figure 8-6. 부형제 별 상용성.

Ÿ Figure 8-7과 같이 유산균 10% 및 부형제(말토덱스트린 20%, 식물성크림분말 25%,

무수포도당 25%)에 각 프리바이오틱 소재 20%를 첨가하였다.

Ÿ 유산균 10% 첨가에 대한 이론균수는 2.4×109 CFU/g으로 프락토올리고당, 이소말트,

락툴로스, 자일리톨 순으로 유산균의 생육을 도우는 프리바이오틱 상용성이 우수하였

으며, 폴리덱스트로스나 난소화성 말토덱스트린의 프리바이오틱 효과는 알려진 것 보

다는 미흡한 것으로 나왔다. 갈락토올리고당의 경우는 프리바이오틱 효과가 우수한

것으로 알려졌으나 본 실험에서는 약하게 나왔다.

Figure 8-7. 프리바이오틱 소재 별 상용성.

Ÿ 프리바이오틱 효과가 우수한 프락토올리고당의 함량 별 효과를 분석하였다(Figure 8-

8). 기본 포뮬라는 프리바이오틱 소재 별 상용성 포뮬라와 같으나 프락토올리고당 4

0% 함량의 경우는 말토덱스트린과 무수포도당 함량을 10% 줄이고, 프락토올리고당

을 20% 더 추가하였다.
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Ÿ 프락토올리고당의 경우 이론 균수보다 약간씩 높은 경항을 보였으며 함량 40%의 경

우가 더 높았으나 프락토올리고당 함량에 비례적으로 높아지진 않았다.

Figure 8-8. 프락토올리고당 함량 별 상용성.

Ÿ 유산균 분말제품의 기호성을 증진하기 위해서 비타민C나 구연산을 첨가하기도 하는

데 전체 용액의 pH가 산성이 됨으로서 유산균 생육에 영향을 줄 수가 있는데 이것을

파악하기 위함이다.

Ÿ 기본 포뮬라는 프리바이오틱 소재 별 상용성 실험과 같으나 말토덱스트린 함량을 2%

줄이고, 산미제를 첨가 하였다. 비타민 C나 구연산 모두 유산균수에 영향을 미쳐서 2

0%내외의 유산균 감소현상을 나타내었다(Figure 8-9).

Ÿ 산미제의 경우 현재 투입량보다 더 줄여서 보완 실험이 필요하다.

Figure 8-9. 산미제 별 상용성.
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다. 프리바이오틱 및 부원료별 유산균 저장 안정성 실험

Ÿ 혼합된 제품을 하절기 2개월 간 실온저장(2016. 06. 27.∼2016. 08. 25.)하면서 유산균

함량 변화를 분석하였다(Figure 8-10).

Ÿ 유산균 10% 및 부형제 90%로 혼합한 후 2개월 실온 저장한 후 잔존 유산균을 분석

하여 부형제 별 저장 안정성을 분석하였다. 말토덱스트린 혼합구는 유산균 사멸률이

가장 높았다.

Figure 8-10. 부형제 별 저장 안정성.

Ÿ 유산균 10% 및 부형제(말토덱스트린 20%, 식물성크림분말 25%, 무수포도당 25%)에

각 프리바이오틱 소재 20%를 첨가하고, 실온에서 2개월 저장 후 잔존 유산균을

분석하였다(Figure 8-11). 프로바이오틱 소재 중에서는 프락토올리고당의 저장 안정

성이 가장 좋았으나 모든 실험구에서 1% 이하로 사멸되어 프로바이오틱 소재가 저장

안정성에 미치는 영향은 부정적이었다.

Ÿ 비타민 C나 구연산은 큰 차이 없으며 둘 다 저장 안정성에는 부정적인 영향을 주었

다(Figure 8-12).

Figure 8-11. 프리바이오틱 소재 별

저장 안정성.
Figure 8-12. 산미제 별 저장 안정성.
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제 21절 건강기능식품용 균주의 시제품 개발

1. 포장 형태 및 포장 환경에 따른 저장 안정성 검증

Ÿ 시중 프리바이오틱스 제품은 주로 분말 스틱 형태와 하드캡슐 형태의 2가지 종류가

있다. 이 두가지 포장 형태를 실온 및 상온에 저장하면서 생균수를 측정하여 안정성

을 검증하였다.

가. 저장 안정성 실험을 위한 성분 배합 및 포장 형태

(1) 실험용 유산균

Ÿ 실험에 사용된 Lactobacillus plantarum Lb41은 2015년 10월 충북바이오센터에서 pilo

t scale로 제조하여 아람 냉장고에 보관하고 있는 제품을 사용하였다. 제조직후는 3.0

×1010 CFU/g이었으며 냉장보관 15개월 후는 1.0×1010 CFU/g으로 감소되었다. 16종 혼

합유산균은 유산균제조사(M사)에서 구입하였으며 역가는 2.0×1011 CFU/g였다.

(2) 포장 형태

Ÿ 스틱포장은 PE-알미늄코팅지를 사용하였으며 각 2 g씩 수동포장하고, 열접착기로 밀

봉하고 실온 및 냉장 상태로 6개월 간 저장하면서 유산균수를 MRS배지법으로 분석

하였다. 캡슐은 350 mg 용량의 HPMC 하드캡슐을 이용하여 수동으로 유산균 혼합물

을 200 mg 충진하고, PE통에 실리카겔 방습제와 함께 밀봉 포장한 후 실온 및 냉장

상태로 6개월 간 저장하면서 유산균수를 MRS배지법으로 분석하였다.

Table 8-8. 스틱 저장 안정성 실험용 배합 비율(%) (2 g/스틱)

성분 비율(%) 비고

16종 유산균 5 2.0×1011 CFU/g

Lactobacillus plantarum Lb41 5 1.5×1010 CFU/g

무수포도당 30

프락토올리고당 10

자일리톨 5

이소말트 20

식물성크림분말 25

계 100

   * 유산균 함량 이론치 : 215억 CFU/g



- 725 -

Table 8-9. 캡슐 저장 안정성 실험용 배합 비율(%) (200 mg/캡슐)

성분 비율(%) 비고

16종 유산균 50 2.0×1011 CFU/g

Lactobacillus plantarum Lb41 50 1.5×1010 CFU/g

계 100

* 유산균 함량 이론치 : 215억 CFU/g

나. 저장 안정성 실험 결과

Figure 8-13. 스틱포장 후 저장조건 별 안정성.

Figure 8-14. 하드캡슐 포장후 저장조건 별 안정성.

Ÿ 국내에서 프로바이오틱스 제품 형태로 가장 많은 스틱포장의 경우 초기 유산균 함량

2×1010 CFU/g에서 실온 보관 6개월 후에는 6.1×109 CFU/g으로 약 70%가 사멸되었

으며 냉장 보관의 경우 1.3×1010 CFU/g으로 35%정도가 사멸하였다. 2차년도 실험결

과와 같이 프로바이오틱스 제품의 경우 냉장보관 제품이 실온보다 안정하였다.
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Ÿ 캡슐 형태의 프로바이오틱스 제품은 주로 수입품에서 많이 사용되는데 프리바이오틱

스 소재나 향, 맛 등의 첨가 없이 유산균 만을 캡슐에 포장하는 형태이다. 초기 유산

균 2×1010 CFU/g에서 실온 보관 6개월 후에는 8.4×109 CFU/g으로 약 58%가 사멸되

었으며 냉장 보관의 경우 1.6×1010 CFU/g으로 20%정도가 사멸하였다. 캡슐 형태의

포장도 마찬가지로 냉장 상태에서의 안정성이 더 우수하였다.

Ÿ 스틱포장은 하드캡슐 포장의 안정성을 비교하면 하드캡슐 포장이 더 안정한 것으로

나타났다. 이 원인으로서는 스틱포장의 경우 유산균분말 이외에 여러 가지 당류나

맛, 향 분말 등을 첨가함으로서 유산균과 접촉하는 당류의 삼투압 영향으로 안정성이

떨어지는 것으로 추정된다. 이와는 다르게 캡슐은 다른 당류나 향분말 등의 부원료

없이 순수한 유산균 만 충진하기 때문에 부원료에 의한 영향이 없어서 안정성이 더

높은 것으로 추정이 된다.

Ÿ 프로바이오틱 제품은 올리고당 등 프리바이오틱스 성분이나 당류 등의 첨가에 의해

제품 안정성이 떨어지지만, 실험실적인 유산균수 분석치보다는 실제 사람이 섭취해서

장내에서 어떻게 영향을 주는가가 더 중요하다. 따라서 실제 사람의 장내 유산균의

생육을 도우는 올리고당 등 프리바이오틱스 소재가 함유된 제품이 더 효과가 있을

것으로 추정된다.

2. 시제품 개발

Ÿ 본 과제로 개발된 Lactobacillus plantarum Lb41 유산균을 활용하여 다음과 같이 시

제품 2종을 제조하였다.

가. 스틱포장형 제품

(1) 사용 유산균

Ÿ 아래와 같이 3종류의 생 유산균을 사용하였다. 본 과제 수행으로 기술이전 받은 Lact

obacillus plantarm Lb41, (주)아람에서 농업실용화재단으로부터 통상실시권을 부여받

은 Bifidobacterium longum KACC 91563 및 건강기능식품 공전에 등록된 혼합유산

균 16종을 첨가하여 초기 유산균 투입량을 7×109 CFU/2 g으로 하였다.

Table 8-10. 유산균 종류

유산균명 생산업체 생산일자 균주역가

Lactobacillus plantarum Lb41 ㈜쎌바이오텍 2017. 08. 30. 5.0×1011 CFU/g

16종 유산균 ㈜메디오젠 2017. 01. 19. 1.0×1011 CFU/g

Bfidobacterium longum
KACC 91563

㈜메디오젠 2017. 10. 28. 9.0×1010 CFU/g
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성분 비율(%) 비 고

혼합유산균 16종

(Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri,

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius,

Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium longum,

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,

Bifidobacterium animalis spp. lactis, Streptococcus

thermophilus)

1.50 2.0×1011 CFU/g

Lactobacillus plantarum Lb41 0.50 5.0×1011 CFU/g

Bifidobacterium longum KACC 91563 1.00 9.0×1010 CFU/g

프락토올리고당 5.00

이소말트 21.50

락츄로스 5.00

초유분말 0.10

자일리톨 10.00

레몬농축분말 5.00

(2) 포장 형태

Ÿ PE-알미늄코팅 스틱지를 사용하고, 10열 스틱포장기로 자동 충진하였으며 10개씩 필

로 포장하여 케이스에 3필로(30스틱) 포장하였다. 유산균수는 MRS배지법으로 분석하

였다.

(3) 제품 특징

Ÿ 본 시제품은 건강기능식품으로 초기 유산균 투입량을 7×109 CFU/2 g, 보장량을

2×108 CFU/2 g스틱으로 설정하였으며 유산균의 생육을 도우는 프리바이오틱스 소재

로 프락토올리고당 및 락츄로스, 비충치성 기능성당류인 이소말트, 비타민C 등을 첨

가하였다. 또한 맛은 레몬 맛으로 하여 유산균제품이면서도 먹을 때 상쾌한 맛을 느

끼게 설계하였다.

(4) 원료 배합비(Table 8-11)

Table 8-11. 프로바이오틱스 시제품 성분 비율(2 g 스틱제품)
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레몬향분말 1.00

효소처리스테비아 0.30

무수포도당 48.60

비타민C 1.00

구연산 1.00

계 100.00

(5) 제조공정

Ÿ 원료 건조: 원료의 수분을 낮춰서 유산균의 안정성을 높이고 흐름성을 좋게 하기 위

해서 프락토올리고당 등 일부 원료를 유통층 건조기를 이용하여 건조시켰다.

Ÿ 칭량: 배합비율에 맞게 원료들을 칭량하였다.

Ÿ 혼합: 각 원료들을 더블콘 혼합기 혹은 스피드믹서기를 이용하여 혼합하고, 미량원료

는 미리 배산 방법으로 혼합하여 두었다.

Ÿ 스틱충진: 10열 스틱기를 이용하여 2 g씩 충진하였다.

Ÿ 포장: 스틱 10개를 필로로 포장하고 한 박스에 3 필로씩 포장하였다.

Ÿ 품질검사: 대장균군 음성, 프로바이오틱스 수 7×109 CFU/2 g 이상이면 적합하다.

(6) 제품 사진

Figure 8-15. 락토랑 Y 시제품.

나. 타정/PE통 포장 제품

(1) 사용 유산균

Ÿ 아래와 같이 2종류의 생 유산균을 사용하였다. 본 과제 수행으로 기술이전 받은 Lact

obacillus plantarum Lb41 및 (주)아람에서 농업실용화재단으로부터 통상실시권을 부

여 받은 Bifidobacterium longum KACC 91563을 사용하였다.
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성분 비율(%) 비 고

Lactobacillus plantarum Lb41 0.50 5.0×1011 CFU/g

Bifidobacterium longum KACC 91563 1.00 9.0×1010 CFU/g

정제포도당 82,00

자일리톨 9.65

비타민C 2.00

DL-사과산 0.50

레몬엑기스분말 1.00

김치유산균 추출분말 1.00

스테아린산마그네슘 0.70

합성향료(레몬향) 1.00

무수구연산 0.50

효소처리스테비아 0.15

계 100.00

Table 8-12. 유산균 종류

유산균명 생산업체 생산일자 균주역가

Lactobacillus plantarum Lb41 ㈜쎌바이오텍 2017. 08. 30. 5.0×1011 CFU/g

Bfidobacterium longum
KACC 91563

㈜메디오젠 2017. 10. 28. 9.0×1010 CFU/g

(2) 포장 형태

Ÿ 1.43 g/tablet로 타정하여 PE통에 60정씩 넣고 방습제를 넣어서 밀봉 포장하였다.

(3) 제품 특징

Ÿ 본 시제품은 비타민C 및 유산균 보충용 캔디류로 제조하였다. 전 연령대에 걸쳐서 간

식 개념으로 간편하게 먹을 수 있으며 타정형이라서 유산균수는 보장할 수 없어서

식품유형을 캔디류로 하였다. 비충치성 당류인 자일리톨과, 상쾌하고 새큼한 맛을 내

기 위해서 레몬 엑기스 및 무수구연산과 DL-사과산을 첨가하였다.

(4) 원료 배합비

Table 8-13. 프로바이오틱스 시제품 성분 비율(1.43 g 타정제품)
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(5) 제조공정

Ÿ 원료 건조: 원료의 수분을 낮춰서 유산균의 안정성을 높이고 흐름성을 좋게 하기 위

해서 프락토올리고당 등 일부 원료를 유통층 건조기를 이용하여 건조시켰다.

Ÿ 칭량: 배합비율에 맞게 원료들을 칭량하였다.

Ÿ 혼합: 각 원료들을 더블콘 혼합기 혹은 스피드 믹서기를 이용하여 혼합하고, 미량원

료는 미리 배산 방법으로 혼합하여 두었다.

Ÿ 타정: 42 T 타정기를 이용하여 1.43 g으로 15 kg/cm2의 압력으로 타정하고, 강도를 1

0 kg/cm2 이상으로 하였다.

Ÿ 포장: PE통에 타정제품 60개 및 방습제를 같이 넣고, 초음파실링하였다.

Ÿ 품질검사: 일반세균 1×104 CFU/g 이하면 적합하다.

(6) 제품 사진

Figure 8-16. 락토랑 타블렛 시제품.
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유동층 건조기 더블콘믹서

진동체 스피드믹서기

타정기 10열 스틱기

다. 시제품 제조에 사용된 설비

Figure 8-17. 시제품 제조에 사용된 (주)아람 생산설비.
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라. 사업화 전략

(1) 사업화 배경

Ÿ 건강 관심 증대 및 인구 고령화에 따른 건강기능 식품 수요 증대

Ÿ 근래 유산균의 면역활성 향상, 항염증, 항비만, 정장작용 등 다양한 기능이 부각됨.

Ÿ 건강식품 중 프로바이오틱제품 시장은 매년 큰 폭으로 증가 (2016년: 전년대비 

20% 예상)

Ÿ ㈜아람에서 프로바이오틱 제품을 자체브랜드 및 OEM 으로 생산, 판매 중

Ÿ 시장 성장성이 높은 프로바이오틱제품 분야의 생리기능성 확보 유산균으로 시장 

점유율 향상

(2) 핵심경쟁요인

(가) 생리기능성: 종균과제로 개발된 유산균 제품의 생리기능성 확보로 시장경쟁력 강화  

L. plantarum Lb41 은 항당뇨, 항비만 기능성 보유    

(나) 아람 핵심경쟁요소: 우수한 생리기능성을 보유한 자사 유산균울 확보, 효율적인 유

산균 생산, 유통망 확보

(3) 건강기능식품 시장 구조

(가) 경쟁기업 현황 

Ÿ 건강기능식품 분야 대기업 및 중소기업들 간의 경쟁 치열함.

Ÿ 국내 유산균 업체도 유산균 원말뿐만 아니라 프로바이오틱 완제품 사업에도 진출

Ÿ 일부 업체들은 생리기능성(아토피 등)을 부각시킨 제품 출시함.       

  

(나) 경쟁구조 

Ÿ 대기업의 브랜드 파워 및 대량생산에 의한 저가 제품 

Ÿ 중소기업은 주로 대기업제품 OEM 형태로 시장 참여

(다) 시장진입 장벽  

Ÿ 대기업의 브랜드 파워 및 유통망          

(4) 수익 확보 전략

(가) 주요 고객층 

Ÿ L. plantarum Lb41을 활용하여 항당뇨, 항비만 효능을 지닌 프로바이오틱제품 출시

Ÿ 추가적인 생리기능성 연구 (임상시험)로 개별인정형 취득 추진

    

(나) 동남아 등 김치가 생소한 국가의 김치유산균의 우수성 홍보 및 수출 추진
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항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 소요기간(년) 0.5

소요예산(백만원) 50

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년 후 5년 후

- 3 5

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내 - 0.6 1.0

국외 - - -

향후 관련기술, 제품을 
응용한 타 모델, 제품 

개발계획

기술이전 받은 L. plantarum Lb41 및 Ln4를 자사제품 및 
OEM 프로바이오틱 건강기능식품에 사용할 계획임

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년 후 5년 후

수입대체(내수) - - -

수    출 - 0.5 1

마. 사업화 계획 및 매출예상
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코드번호 D-06

연구개발의 목표
달성도

(%)
연구개발의 내용

o 제1세부 (건국대

학교, 백현동)

식품 산업용 균주

연구를 위한 유용

미생물 자원 확보 및

실험법의 국제

표준화

100 Ÿ 기초생리활성 실험법과 관련한 표준화 동향 조사

100 Ÿ 분리균주, 상용균주, 표준균주 및 관련 자료 확보

100 Ÿ 미생물 자원 확보(6,000주)

100
Ÿ 타깃을 대상으로 한 스크리닝 툴 개발 및 적용

(2,000주)

100
Ÿ 분리균주, 상용균주, 표준균주의 생화학적 특성 및

인체 적용을 위한 기초생리활성의 데이터베이스화

o 제1협동 (한국식

품연구원, 임성일)

국내외 시장개척을

위한 식품 미생물

안전성 및 기능성

평가 시스템 확보를

위한 전략 수립

100
Ÿ 잠재적 수출 대상국가의 국가 별 식품 미생물에 대

한 안전성 판단기준/방법 현황 파악

100

Ÿ 식품 산업용 균주의 안전성 평가 시스템 구축

- 식품 미생물에서 생성되는 toxin 등, 바이오제닉 아

민, ethyl carbamate 등의 평가 시스템 구축

- Mouse 모델을 이용 안전성을 평가할 수 있는 in

vivo 검증법 구축

100

Ÿ 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식

품알레르기 등), 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in

vitro/in vivo 기능성 평가 시스템 구축

o 제2협동 (단국대

학교 천안캠퍼스,

강대경)

발효특성 분석조건

확립 및 1차 선발된

균주들의 발효특성

분석

100

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성: 발효배지에서의

생장 특성, pH 및 적정산도 변화, 유기산 생산 패

턴, 저장 안정성 분석

100
Ÿ 양조용 균주의 발효 적합성: 알콜 생산과정 중의

알콜 생산능 조사 및 향미 분석

100
Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성: 효소 생산능

조사 및 비교 분석

o 제3협동 (가천대

학교, 박영서)

식품 산업용 균주의

genome분석을 통한

유전자 표지 탐색 및

100
Ÿ 유전자지문 분석법의 문헌 조사 및 장단점 비교 분

석

100 Ÿ 식품 발효용 균주의 full genome 염기서열 수집

100 Ÿ 식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자

제 1절 목표달성도

1. 연구개발 목표 달성도

가. 1차년도

제 4장 목표달성도 및 관련분야 기여도
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표준균주를 이용한

각종 유전자 지문

분석 및 최적

분석법의 선정

표지 탐색

100
Ÿ Ribotyping, PFGE, PCR-DGGe, rep-PCR,

T-RFLP, multiplex PCR

100
Ÿ 유전자 지문 분석방법의 정확도와 편의성 및 경제

성 등을 고려한 최적의 유전자 지문 분석방법 선정

o 제4협동 ((사)한국

종균협회, 김유진)

유용 균주에 대한

안전성, 발효특성,

기능 자료 홈페이지

구축

100 Ÿ 산업용 유용 미생물 자원 확보 및 균주 제공

100
Ÿ 유용 균주에 관한 미생물 정보를 효율적으로 검색

할 수 있도록 홈페이지의 구축

100
Ÿ 산업화 후보 종균의 분리, 분류 및 동정에 관한 다

양한 정보(문헌, 이미지, 균주정보 등)을 지원

100
Ÿ 산업체 등 민간에 산업화 활용 종균의 조회, 검색

서비스 제공

o 제5협동 ((주)쎌바

이오텍, 김진응)

고농도 배양 기술을

위한 배지 최적화 및

배양 조건 최적화

100
Ÿ 배지 최적화 및 배양 조건 최적화: 탄소원, 유기질

소원, 무기염이온의 영향

100

Ÿ 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발: 식품용

whey, soybean, flour 등을 이용한 저가형 배지 개

발
o 제6협동 ((주)충무

발효, 김재민)

전통발효식품용

종균의 최적배지의

개발

100 Ÿ 곰팡이 종균생산용 최적 배지의 개발

100 Ÿ 효모 종균생산용 최적 배지의 개발

o 제7협동 ((주)아

람, 박대철)

건강기능식품용

균주를 위한 후보

균주의 상용화 생산

환경 및 제품 적합능

검증

100 Ÿ 후보 균주의 상용화 생산 환경 적합능 검증

100 Ÿ 후보 균주의 제품 적합능 검증
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연구개발의 목표
달성도

(%)
연구개발의 내용

o 제1세부 (건국대

학교, 백현동)

식품 산업용 균주

연구를 위한 유용

미생물 자원 확보,

생화학적 특성 및

기초생리활성의

데이터베이스화

100

Ÿ 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한

토종 균주의 수집 및 스크리닝(2,000주)대상으로 한

스크리닝 툴 개발 및 적용(2,000주)

100
Ÿ 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 기

초생리활성의 데이터베이스화

100
Ÿ 기초생리활성 항목 별 실험분석법에 따른 실험결과

의 평가 범위표 구축 및 산업용 후보 균주 제공

o 제1협동 (한국식

품연구원, 임성일)

식품 산업용 균주의

통합 안전성 평가 및

분리균주의 기능성

평가

100

Ÿ 식품 산업용 균주의 통합 안전성 평가 시스템 구축

및 평가

- 식품 미생물에서 생성되는 toxin 등, 바이오제닉 아

민, ethyl carbamate 등의 평가 시스템 구축 및 생

성능 평가

- Mouse 모델을 이용한 안전성 평가 시스템 구축 및

평가

- 산업체에서 간단한고 빠르게 검증할 수 있는 안전

성 검증 시스템 구축

100

Ÿ 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식

품알레르기 등), 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in

vitro/in vivo 평가 시스템 구축 및 기능성 평가

- in vitro/in vivo 평가 시스템 구축

- 항당뇨, 항비만, 간기능 및 면역질환 개선 활성 평

가

o 제2협동 (단국대

학교 천안캠퍼스,

강대경)

1, 2차 선발된

균주들의 발효특성

비교 분석

100

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성: 발효배지에서의

생장 특성, pH 및 적정산도 변화, 유기산 생산 패

턴, 저장 안정성 분석

100
Ÿ 양조용 균주의 발효 적합성: 알콜 생산과정 중의

알콜 생산능 조사 및 향미 분석

100
Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성: 효소 생산능

조사 및 비교 분석

o 제3협동 (가천대

학교, 박영서)

최적 미생물 추적

기술 선정 및 분리

100
Ÿ 유전자지문 분석법의 단독 혹은 병용 분석을 통한

최적 분석법 확립

100
Ÿ 암호화 작업표준 균주를 이용한 각종 유전자 지문

분석 및 최적 분석법의 선정

나. 2차년도
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균주의 유전자 지문

데이터베이스 구축
100 Ÿ 분리 균주의 유전자 지문 데이터베이스 구축

o 제4협동 ((사)한국

종균협회, 김유진)

웹 기반 DB의 활용

방안 및 연계

100 Ÿ 기존 구축된 DB의 활용 방안 및 연계

100

Ÿ 웹기반 DB의 구축에 단어별 검색 엔진을 연동하여

인터넷 상에서 사용자가 간단히 유용 균주를 찾을

수 있는 기반 구축

100
Ÿ 타 연구기관의 균주 활용을 위한 DB의 연동화 구

축

o 제5협동 ((주)쎌바

이오텍, 김진응)

후보 균주의 충격

조건 검증 및 생산

위생도 강화 시스템

연구

100

Ÿ 생산 프로세스상에서의 다양한 충격(shock) 조사

및 개선

- 생산 프로세스 상에서의 충격으로, 유기산 생성,

agitation, 당 농도 등에 따른 균수의 변화를 특정하

여 충격을 조사하여 검증 체계를 구축

- 상기 조건에 맞춰 통계프로그램에 의한 영향 결정

후 최적화

100 Ÿ 오염도 저하를 위한 생산 위생도 강화 시스템 연구

o 제6협동 ((주)충무

발효, 김재민)

전통발효식품용 종균

생산 방법의 최적화

시스템 개발

100
Ÿ 곰팡이 종균 생산용 최적배지 및 고상 발효공법의

최적화 시스템 개발

100
Ÿ 효모 종균 생산용 최적배지 및 고상 발효공법의 최

적화 시스템 개발

o 제7협동 ((주)아

람, 박대철)

건강기능식품용

균주의 제품 적합능

및 제품을 위한

포뮬라 개발

100

Ÿ 제품화를 위한 포뮬라 개발

- 프로바이오틱스의 생존률을 향상시키면서 시너지

효능이 있는 올리고당의 종류에 따라 검토하여, 이

를 부원료로 적용하여 완제품의 포뮬라로 개발

- 어린이, 성인, 노인 등이나 항산화, 대사질환 별 등

의 특정 용도나 대상을 상대로 하여 적합한 형태의

포뮬라를 개발
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연구개발의 목표
달성도

(%)
연구개발의 내용

o 제1세부 (건국대

학교, 백현동)

기초생리활성

실험분석법에 따른

실험결과의 평가

범위표 구축 및

검증된 식품 산업용

균주의 후보 수집

100

Ÿ 유제품, 전통발효식품, 건강기능식품을 타깃으로 한

토종 균주의 수집 및 스크리닝(2,000주)대상으로 한

스크리닝 툴 개발 및 적용(2,000주)

100
Ÿ 분리균주의 생화학적 특성 및 인체 적용을 위한 기

초생리활성의 데이터베이스화

100
Ÿ 기초생리활성 항목 별 실험분석법에 따른 실험결과

의 평가 범위표 구축 및 산업용 후보 균주 제공

o 제1협동 (한국식

품연구원, 임성일)

식품 산업용 균주의

안전성 및 기능성

평가

100

Ÿ 식품 산업용 균주의 안전성 평가 시스템 구축 및

평가

- 주관 및 협동기관에서 제공하는 식품산업용 균주의

toxin, 바이오제닉 아민, ethyl carbamate 생성능 평

가

- Mouse 모델을 이용한 식품산업용 균주의 안전성

평가

- 산업체에서 간단한고 빠르게 검증할 수 있는 안전

성 검증 시스템 구축

100

Ÿ 항당뇨, 간기능 개선, 항비만, 면역질환(아토피, 식

품알레르기 등), 장 건강 증진 활성 평가를 위한 in

vitro/in vivo 평가 시스템 구축 및 기능성 평가

- in vitro/in vivo 평가 시스템 구축

- 항당뇨, 항비만, 간기능 및, 면역질환 개선 활성 평

가를 통한 기능성 우수균주 제시

100
Ÿ 식품산업용 미생물의 인체적용시험을 통한 검증법

표준화(전북대학교 병원 위탁)

o 제2협동 (단국대

학교 천안캠퍼스,

강대경)

최종 선발된

균주들의 발효특성

비교 분석 및 발효

적합성 평가

100

Ÿ 요구르트용 균주의 발효 적합성: 발효배지에서의

생장 특성, pH 및 적정산도 변화, 유기산 생산 패

턴, 저장 안전성 분석

100
Ÿ 양조용 균주의 발효 적합성: 알콜 생산과정 중의

알콜 생산능 조사 및 향미 분석

100
Ÿ 전통발효식품용 균주의 발효 적합성: 효소 생산능

조사 및 비교 분석

o 제3협동 (가천대

학교, 박영서)
100

Ÿ 시판 발효 식품에 존재하는 미생물의 유전자지문

분석

다. 3차년도
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선정 균주를

이용하여 제조한

발효식품에서의

미생물 추적 평가

100
Ÿ 특정 발효 균주를 이용한 발효 식품에서의 미생물

추적 기술 평가

o 제4협동 ((사)한국

종균협회, 김유진)

유용 균주 보존, 관리

시스템 구축

100 Ÿ 균주의 장기 보존 및 분양을 위한 분양시스템 구축

100

Ÿ 유용 균주의 특성에 따라서 동결 건조, L-drying,

초저온 보존법 등의 보존 방법을 통하여 안정적인

균주 보존

100

Ÿ 웹 DB에 균주의 보존 방법, 보존 위치 및 재고 파

악을 통합적으로 관리할 수 있는 균주 관리 시스템

구축

100
Ÿ 유용 균주의 분양 신청 및 분양 과정 그리고 분양

후 사후 관리를 할 수 있는 관리 시스템의 구축

100
Ÿ 보존 균주의 backup본을 주관 및 협동 기관에 이중

으로 보존하여 안전하게 보존 관리

100
Ÿ 산업화 후보 종균 및 프로바이오틱스 등의 유전체

분석을 통한 고유성(identity) 자료 확보

o 제5협동 ((주)쎌바

이오텍, 김진응)

대량생산공정 구축

및 수출 전략 수립

100 Ÿ 대량생산 공정 적용 및 대량생산 공정 구축

100 Ÿ 시제품 개발 및 수출 전략 수립

o 제6협동 ((주)충무

발효, 김재민)

전통발효식품용 종균

시제품 개발

100 Ÿ 종균제품의 보관 활성 유지법 개발

100 Ÿ 종균제품의 유통 최적 포장용기 및 방법의 개발

100 Ÿ 종균 시제품 개발

o 제7협동 ((주)아

람, 박대철)

건강기능식품용

균주의 시제품 개발

100 Ÿ 포장 형태 및 포장 환경에 따른 저장 안정성 검증

100 Ÿ 시제품 개발
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성과목표

지식재산권 논문
학술

발표

기술

거래

보고

서1)
시제

품2)
산업

화

인력

양성

홍보

전시

기타
3)

출원 등록
품종

등록
SCI

비

SCI

최종목표 10 1 - 8 2 10 5 7 5 1 18 7 1

연구기간

내 달성

실적

15 3 6,0874) 13 3 28 5 8 7 1 19 8 1

달성율

(%)
150% 300% 162% 150% 280% 100% 115% 140% 100% 106% 115% 100%

2. 연구성과 목표 대비 실적

1) 식품미생물 자원 스크리닝 도구(tool)의 개발, 가이드라인 구축 보고서/ 식품 산업용 균주의 안전성 평가 시스

템 구축 보고서/ 발효적합성, 기능성 평가 시스템 구축 보고서/ 고유성 자료 분석 보고서/ 개발 DB 및 상용화

용도별 활용적합성, 안전성 및 기능성 평가 모델의 민간 보급·확산을 위한 관련 연구 보고서/ 충격(shock) 조

건상에서의 사전 검증 도구 구축 보고서/ 본 연구를 활용한 민간, 공공 분야에서 부가가치를 창출한 성과 실적

보고서
2) 수입 대체용 식품 산업용 균주 5종 이상 발굴 및 발굴된 균주를 활용한 시제품
3) 식품 산업용 균주 데이터베이스화 및 관련 업체, 민간 분양기반 구축과 서비스
4) 목표 외 달성: 품종등록 6,087건, 매출액 1,848,000원, 고용창출 3건

가. 특허 출원

1. 이미경, 권효정, 방보연, 변옥희, 김유진, 박정민, 배동훈. 카제인 인산펩티드를 생산하기

위한 균주 및 이를 이용하여 카제인 인산펩티드를 생산하는 방법. (사)한국종균협회. 대한

민국 출원 제 10-2015-0138111호(출원일: 2015. 09. 30.)

2. 이소영, 손동화, 임성일, 남영도, 박소림, 김효진, 이지연. 바실러스 아밀로퀘파시엔스 플란

타럼 아종 균주를 유효성분으로 포함하는 Th1-매개 면역 질환의 예방, 개선 또는 치료용

조성물. 한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2015-0140588호(출원일: 2015. 10. 06.)

3. 이소영, 신희순, 임성일, 남영도, 박소림, 김효진, 엄지은. 스타필로코쿠스 에피더미디스 균

주를 유효성분으로 포함하는 Th1-매개 면역 질환 또는 Th2-매개 면역 질환의 예방, 개

선 또는 치료용 조성물. 한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2015-0140589호(출원일: 20

15. 10. 06.)

4. 백현동, 이은정, 이소영, 이나경, 임성일, 박소림, 손성호, 전은비, 이장은. 신규한 락토바실

러스 플란타룸 Lb41 균주 및 이를 포함하는 비만의 예방 및 치료용 약학적 조성물. 건국

대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2016-0132761호(출원일: 2016. 1

0. 13.)

5. 백현동, 이은정, 임성일, 이소영, 이나경, 남영도, 손성호, 전은비, 김재호. 신규한 락토바실

러스 플란타룸 Lb41 균주 및 이를 포함하는 당뇨 또는 인슐린 저항성 증후군의 예방 및

치료용 약학적 조성물. 건국대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-201

6-0132770호(출원일: 2016. 10. 13.)

6. 백현동, 이은정, 손성호, 이나경, 임성일, 이소영, 김효진, 김혜련. 신규한 락토바실러스 플
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란타룸 Ln4 균주 및 이를 포함하는 비만의 예방 및 치료용 약학적 조성물. 건국대학교

산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2016-0132778호(출원일: 2016. 10. 13.)

7. 이상우, 이규연, 변옥희, 방보연, 김유진, 박정민, 배동훈. 증가된 엑소폴리사카라이드 생산

량을 갖는 신규한 류코노스톡 시트리움 균주. (사)한국종균협회. 대한민국 출원 제 10-201

6-0132782호(출원일: 2016. 10. 13.)

8. 백현동, 이은정, 손성호, 이나경, 이소영, 임성일, 이지연, 김태완. 신규한 락토바실러스 플

란타룸 Ln4 균주 및 이를 포함하는 당뇨 또는 인슐린 저항성 증후군의 예방 및 치료용

약학적 조성물. 건국대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2016-01327

87호(출원일: 2016. 10. 13.)

9. 이소영, 이은정, 신희순, 임성일, 엄지은, 남영도. 프로바이오틱스 혼합균주를 유효성분으

로 포함하는 알레르기 예방 또는 치료용 조성물. 한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2

016-0172930호(출원일: 2016. 12. 16.)

10. 백현동, 임성일, 이소영, 이은정, 이나경, 전혜린, 남영도, 박소림, 손성호. 신규 락토바실

러스 브레비스 G1 균주 및 이를 포함하는 식품 알레르기 예방 또는 치료용 조성물. 건

국대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 출원 제 10-2017-0056898호(출원일: 201

7. 05. 04.)

11. 강대경, 김상훈, 정명훈. 락토코커스 락티스 SL6에 의해 발효된 소 탈지유로부터 분리하

여 동정한 신규 항산화능 보유 펩타이드. 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 대한민국

출원 제 10-2017-0087592호(출원일: 2017. 07. 11.)

12. 박영서, 이설희, 자스민 카우어, 안슐 사마. 유산균의 균주동정 방법. 가천대학교 산학협

력단. 대한민국 출원 제 10-2017-0088057호(출원일: 2017. 07. 11.)

13. 백현동, 손성호, 양서진, 이나경, 전혜린. 신규 바실러스 서브틸리스 균주 및 이를 포함하

는 식중독 원인균 예방 또는 치료용 조성물. 대한민국 출원 제 10-2017-0117039호(출원

일: 2017. 09. 13.)

14. 백현동, 김기태, 이나경, 송명욱, 장혜지, 손성호. 신규 락토바실러스 프란타룸 균주 및

이를 포함하는 염증성 질환 예방 또는 치료용 조성물. 대한민국 출원 제 10-2017-01232

50호(출원일: 2017. 09. 25.)

15. 남영도, 이소영, 신희순, 임미영, 정원형, 이은숙, 서동호, 신동욱. 비만 억제 활성을 갖는

페디오코커스 에시디락티시 AO22 균주 및 이를 포함하는 비만 개선 또는 치료용 조성

물. 대한민국 출원 제 10-2017-0168086호(출원일: 2017. 12. 08.)

나. 특허 등록

1. 이미경, 권효정, 방보연, 변옥희, 김유진, 박정민, 배동훈. 카제인 인산펩티드를 생산하기

위한 균주 및 이를 이용하여 카제인 인산펩티드를 생산하는 방법. (사)한국종균협회. 대한

민국 등록 제 10-1726349호(등록일: 2017. 04. 06.)

2. 백현동, 이은정, 임성일, 이소영, 이나경, 남영도, 손성호, 전은비, 김재호. 신규한 락토바실

러스 플란타룸 Lb41 균주 및 이를 포함하는 당뇨 또는 인슐린 저항성 증후군의 예방 및

치료용 약학적 조성물. 건국대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 등록 제
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10-1825836호(등록일: 2018. 01. 31.)

3. 백현동, 이은정, 손성호, 이나경, 이소영, 임성일, 이지연, 김태완. 신규한 락토바실러스 플

란타룸 Ln4 균주 및 이를 포함하는 당뇨 또는 인슐린 저항성 증후군의 예방 및 치료용

약학적 조성물. 건국대학교 산학협력단/한국식품연구원. 대한민국 등록 제 10-1825837호

(등록일: 2018. 01. 31.)

다. 품종 등록

1. 미생물 자원 6,087주 (사)한국종균협회에 기탁

라. 논문 성과 (SCI급)

1. Han, K. J., Lee, N. K., Park, H., Paik, H. D. 2015. Anticancer and anti-inflammatory

activity of probiotic Lactococcus lactis NK34. Journal of Microbiology and

Biotechnology, 25: 1697-1701.

2. Lee, N. K., Han, K. J., Son, S. H., Eom, S. J., Lee, S. K., Paik, H. D. 2015.

Multifunctional effect of probiotic Lactococcus lactics KC24 isolated from kimchi. LWT

–Food Science and Technology, 64: 1036-1041.

3. Jeon, E. B., Son, S. H., Jeewanthi, R. K. C., Lee, N. K., Paik, H. D. 2016.

Characterization of Lactobacillus plantarum Lb41, an isolate from kimchi and its

application as a probiotic in cottage cheese. Food Science and Biotechnology, 25:

1129-1133.

4. Sharma, A., Kaur, J., Lee, S. H., Park, Y. S. 2016. RAPD typing of Lactobacillus

brevis isolated from various food products from Korea. Food Science and

Biotechnology, 25: 1651-1655.

5. Lee, N. K., Paik, H. D. 2017. Bioconversion using lactic acid bacteria: Ginsenosides,

GABA, and phenolic compounds. Journal of Microbiology and Biotechnology, 27:

869-877.

6. Kaur, J., Lee, S. H., Park, Y. S., Sharma, A. 2017. RAPD analysis of Leuconostoc

mesenteroiedes strains associated with vegetables and food products from Korea.

LWT–Food Science and Technology, 77: 383-388.

7. Kim, S. H., Lee, J. Y., Balolong, M. P., Kim, J. E., Paik, H. D., Kang, D. K. 2017.

Identification and characterization of a novel anti-oxidant peptide from bovine skim

milk fermented by Lactococcus lactis SL6. Korean Journal for Food Science of Animal

Resources, 37: 402-409.

8. Son, S. H., Jeon, H. L., Jeon, E. B., Lee, N. K., Park, Y. S., Kang, D. K., Paik, H. D.

2017. Potential probiotic Lactobacillus plantarum Ln4 from kimchi: Evaluation of β

-galactosidase and antioxidant activities. LWT–Food Science and Technology, 85:

181-186.
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9. Son, S. H., Jeon, H. L., Yang, S. J., Lee, N. K., Paik, H. D. 2017. In vitro

characterization of Lactobacillus brevis KU15006, and isolate from kimchi, reveals

anti-adhesion activity against foodborne pathogens and antidiabetic properties.

Microbial Pathogenesis, 112: 135-141.

10. Sharma, A., Kaur, J., Lee, S. H., Park, Y. S. 2017. Molecular discrimination of

Lactobacillus brevis strains isolated from food products in South Korea using

multilocus sequence typing. LWT–Food Science and Technology, 86: 337-343.

11. Choi, D. W., Jung, S. Y., Kang, J. S., Nam, Y. D., Kim, K. T., Shin, H. S. 2018.

Preventive effects of a probiotic mixture in an ovalbumin-induced food allergy model.

Journal of Microbiology and Biotechnology, 28: 65-76.

12. Shin, H. S., Eom, J. E., Shin, D. U., Yeon, S. H., Lim, S. H., Kim, K. T., Shin, H. S.

2017. Immune-enhancing effect of nanometric Lactobacillus plantarum nF1 (nLp-nF1)

in a mouse mode of cyclophosphamide-induced immunosuppression. Journal of

Microbiology and Biotechnology, 28: 218-226.

13. Son, S. H., Jeon, H. L., Yang, S. J., Sim, M. H., Kim, Y. J., Lee, N. K., Paik, H. D.

2018. Probiotic lactic acid bacteria isolated from traditional Korean fermented foods

based on β-glucosidase activity. Food Science and Biotechnology, 27: 123-129.

라. 논문 성과 (비SCI급)

1. 이설희, 박영서. 2015. Pediococcus pentosaceus의 multilocus sequence typing 분석에서

신균 sequence type의 확인. Food Engineering Progress, 19: 427-432.

2. 이미경, 권효정, 변옥희, 방보연, 김유진, 박정민, 배동훈. 2016. Casein phosphopeptide를

생산하는 김치 유래 유산균의 분리 및 특성 연구. Microbiology and Biotechnology

Letters, 44: 68-73.

3. Kaur, J., Lee, S. H., Sharma, A., Park, Y. S. 2017. Molecular typing of Leuconostoc

citreum strains isolated from Korean traditional fermented foods using a random

amplified polymorphic DNA marker. Food Engineering Progress, 21: 174-179.

마. 학술발표

1. Lee, S. H., Paik, H. D., Park, Y. S. 2015. Multilocus sequence typing of Pediococcus

pentosaceus strains isolated from vegetables. Annual Meeting of Korean Society of

Food Science and Technology in Busan. 2015. 06. 3-5.

2. Jeon, E. B., Yu, H. H., Son, S. H., Lee, N. K., Paik, H. D. 2015. Screening of Bacillus

strains for potential probiotics isolated from kimchi. Annual Meeting of Korean Society

of Food Science and Technology in Busan. 2015. 06. 3-5.

3. Son, S. H., Lee, N. K., Jeon, E. B., Jung, G. H., Paik, H. D. 2015. Anticancer effect of

probiotic Bacillus polyfermenticus KU3 isolated from kimchi. Annual Meeting of
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4. Son, S. H., Lee, N. K., Eom, S. J., Paik, H. D. 2015. Antioxidant, anti-inflammatory,

and anticancer effect of probiotic Lactococcus lactis KC24. Annual Meeting of Korean

Society of Food Science and Technology in Busan. 2015. 06. 3-5.

5. Son, S. H., Jeon, E. B., Yu, H. H., Lee, N. K., Paik, H. D. 2015. Screening of potential

probiotic lactic acid bacteria isolated from Korean fermented foods. Annual Meeting of

The Korean Society for Microbiology and Biotechnology in Gyeongju. 2015. 06. 24-26.

6. Eom, J. E., Shon, D. H., Jung, S. Y., See, H. S., Nam, Y. D., Lee, S. Y. 2015.

Immunomodulatory and anti-allergic effects of orally administered Lactococcus lactis

in OVA-sensitized BALB/c Mice. Annual Meeting of The Korean Society for

Microbiology and Biotechnology in Gyeongju. 2015. 06. 24-26.

7. Jeon, E. B., Jeewanthi, R. K. C., Son, S. H., Han, K. J., Lee, N. K., Lee, G. Y., Paik,

H. D. 2016. Effect of probiotic Lactobacillus plantarum Lb41 isolated from kimchi on

cottage cheese. Institute of Food Technologists, Annual Meeting in Chicago. 2016. 07.

16-19.

8. Jeon, E. B., Son, S. H., Yu, H. H., Lee, N. K., Paik, H. D. 2016. Probiotic properties of

Lactobacillus brevis G1 isolated from kimchi. Annual Meeting of Korean Society of

Food Science and Technology in Daegu. 2016. 08. 17-19.

9. Son, S. H., Jeon, E. B., Jeon, H. L., Lee, N. K., Paik, H. D. 2016. Probiotic property of

Lactobacillus plantarum Ln4 isolated from kimchi. Annual Meeting of Korean Society

of Food Science and Technology in Daegu. 2016. 08. 17-19.

10. Kaur, J., Sharma, A., Lee, S. H., Paik, H. D., Park, Y. S. 2016. Multilocus sequence

typing of Lactobacillus brevis from Korea. Annual Meeting of T Korean Society of

Food Science and Technology in Daegu. 2016. 08. 17-19.

11. Kaur, J., Sharma, A., Lee, S. H., Paik, H. D., Park, Y. S. 2016. Comparative

characterization of Lactobacillus brevis strains from South Korea using RAPD and

Rep-PCR Molecular Fingerprinting. Annual Meeting of Korean Society of Food

Science and Technology in Daegu. 2016. 08. 17-19.

12. Kaur, J., Lee, S. H., Paik, H. D., Park, Y. S. 2016. Multilocus sequence typing of

Lactobacillus brevis, and Leuconostoc mesenteroides strains. The International Union

of Food Science and Technology, Annual Meeting in Dublin. 2016. 08. 21-25.

13. Lee, S. Y. Development of anti-allergic food using probiotics. Annual Meeting of The

Korean Society of Food Science and Nutrition in Jeju. 2016. 10. 31.-11. 02.

14. Sim, M. H., Son, S. H., Jeon, H. L., Yang, S. J., Lee, N. K., Paik, H. D. 2016.

Evaluation of potential new probiotic lactic acid bacteria isolated from kimchi.

International Meeting of the Federation of Korean Microbiological Societies in Ilsan.

2016. 11. 03-04.

15. Jeon, H. L., Son, S. H., Jeon, E. B., Lee, N. K., Paik, H. D. 2016. Probiotic properties

of Lactobacillus plantarum G72 isolated from Korean traditional fermented food.
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International Meeting of the Federation of Korean Microbiological Societies in Ilsan.

2016. 11. 03-04.

16. Lee, S. Y. 2016. Functionality and safety of probiotic bacteria from Korean fermented

foods. International Meeting of the Federation of Korean Microbiological Societies in

Ilsan. 2016. 11. 03-04.

17. Kang, D. K. 2016. Isolation and characterization of antioxidative peptide from

fermented milk. International Meeting of the Federation of Korean Microbiological

Societies in Ilsan. 2016. 11. 03-04.

18. Kaur, J., Sharma, A., Lee, S. H., Park, Y. S. 2017. Characterization of Lactobacillus

brevis isolates using PCR-based molecular typing technique. Annual Meeting of The

Korean Society for Food Engineering in Seoul. 2017. 04. 21.

19. Kaur, J., Sharma, A., Lee, S. H., Park, Y. S. 2017. DNA profiling of Leuconostoc

mesenteroides isolates distributed in Korean fermented foods by multilocus sequence

typing (MLST) and repetitive element PCR (rep-PCR). Annual Meeting of The

Korean Society for Microbiology and Biotechnology in Jeju. 2017. 06. 21-23.

20. Yang, S. J., Son, S. H., Jeon, H. L., Lee, N. K., Kim, Y. J., Paik, H. D. 2017.

Probiotic Lactobacillus plantarum KCCM 200655 isolated from tomato kimchi. Annual

Meeting of Korean Society of Food Science and Technology in Jeju. 2017. 06. 21-23.

21. Yang, S. J., Son, S. H., Jeon, H. L., Lee, N. K., Kim, Y. J., Paik, H. D. 2017.

Screening of plant lactic acid bacteria for potential probiotics isolated from kimchi.

Annual Meeting of Korean Society of Food Science and Technology in Jeju. 2017. 06.

21-23.

22. Shin, D. U., Lee, E. S., Song, E. J., Eom, J. E., Lee, S. Y., Nam, Y. D. 2017.

Anti-obesity effect of Lactobacillus zeae in diet-induced obeses mice. Annual

Meeting of Korean Society of Food Science and Technology in Jeju. 2017. 06. 21-23.

23. Son, S. H., Jeon, H. L., Yang, S. J., Lee, N. K., Paik, H. D. 2017. A reduction in

lactose in probiotic yogurt using Lactobacillus plantarum Ln4 with high β

-galactosidase activity. Federation of European Microbiological Society in Valencia.

2017. 07. 09-13.

24. Son, S. H., Jeon, H. L., Yang, S. J., Lee, N. K., Paik, H. D. 2017. An antidiabetic

effect of novel probiotic Lactobacillus strains isolated from kimchi. Federation of

European Microbiological Society in Valencia. 2017. 07. 09-13.

25. Hong, J. Y., Son, S. H., Yi, S. H., Lee, N. K., Hong, S. P., Park, J. M., Paik, H. D.

2017. Probiotic properties of Saccharomyces cerevisiae isolated from traditional

fermented foods with a cholesterol-lowering effect. Federation of European

Microbiological Society in Valencia. 2017. 07. 09-13.

26. Jeon, H. L., Son, S. H., Lee, N. K., Kim, Y. J., Paik, H. D. 2017. Screening and

characterization of lactic acid bacteria as potential probiotics isolated from kimchi.

Federation of European Microbiological Society in Valencia. 2017. 07. 09-13.
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27. Park, J. M. 2017. Probiotic properties of Lactobacillus brevis KCCM 200080 isolated

from Korean traditional fermented foods. International Congress of Bacteriology and

Applied Microbiology in Marina Bay. 2017. 07. 17-21.

28. Kang, D. K., Kim, S., Lee, J. 2017. A novel antioxidant peptide from fermented milk.

International Symposium on Lactic Acid Bacteria in Egmond aan Zee. 2017. 08.

27-31.

바. 기술거래

1. “전통발효식품 분리균주의 효소활성 측정”에 관한 기술이전. 건국대학교 산학협력단. 기술

이전(기술이전료: 10,000,000원). 2015. 06. 24.

2. “전통 발효식품 유래 프로바이오틱 분리 및 특성에 관한 기술”에 관한 기술이전. 건국대

학교 산학협력단. 기술이전(기술이전료: 30,000,000원). 2015. 07. 01.

3. “김치유산균 락토바실러스 플란타람 Lb41”에 관한 기술이전. 건국대학교 산학협력단. 기

술이전(기술이전료: 10,000,000원). 2016. 03. 21.

4. “곰팡이균 고상발효 적합성 분석”에 관한 기술이전. 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단.

기술이전(기술이전료: 2,200,000원). 2017. 09. 26.

5. “김치유산균 락토바실러스 브레비스 G1”에 관한 기술이전. 건국대학교 산학렵력단. 기술

이전(기술이전료: 10,000,000원). 2017. 10. 16.

사. 보고서

1. “충격(Shock)조건상에서의 사전 검증 도구 구축 보고서”. (주)쎌바이오텍. 2017. 11. 01.

2. “식품미생물 자원 스크리닝 도구의 개발 보고서”. 건국대학교 산학협력단. 2017. 11. 10.

3. “본 연구를 활용한 민간, 공공분야에서 부가가치를 창출한 성과 보고서. (주)충무발효.

2017. 12. 13.

4. “개발 DB 및 상용화 용도별 활용적합성, 안전성 및 기능성 평가 모델의 민간 보급 확산

을 위한 연구보고서”. (사)한국종균협회. 2017. 12. 14.

5. “고유성 자료 분석 보고서”. (사)한국종균협회. 2017. 12. 14.

6. “식품산업용 균주의 안전성 평가 시스템 구축”. 한국식품연구원. 2017. 12. 14.

7. “식품산업용 균주의 기능성 평가 시스템 구축”. 한국식품연구원. 2017. 12. 15.

8. “식품산업용 균주의 용도별 발효적합성 평가시스템 보고서”. 단국대학교 천안캠퍼스 산학

협력단. 2017. 12. 15.

아. 시제품

1. Lactobacillus plantarum Lb41, L. plantarum Ln4, L. brevis G1에 대한 원말 시제품 3건

생산. (주)쎌바이오텍. 2017. 10. 11.

2. 황국, 충무종효모 시제품 2건 생산. (주)충무발효. 2017. 10. 28.
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3. 락토랑 와이, 락토랑 타블렛 시제품 2건 생산. (주)아람. 2017. 12. 08.

자. 산업화

1. 황국, 충무종효모 제품판매에 의한 산업화. (주)충무발효. 매출액: 1,848,000원.

차. 인력양성

1. 학사 졸업생(김나래). 건국대학교 산학협력단. 2015. 02. 23.

2. 학사 졸업생(전은비). 건국대학교 산학협력단. 2015. 02. 23.

3. 학사 졸업생(임세혁). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2015. 02. 25.

4. 학사 졸업생(황인찬). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2015. 02. 25.

5. 석사 졸업생(변옥희). 가천대학교 산학협력단. 2015. 08. 20.

6. 학사 졸업생(정기훈). 건국대학교 산학협력단. 2015. 08. 24.

7. 학사 졸업생(전혜린). 건국대학교 산학협력단. 2016. 02. 22.

8. 학사 졸업생(유환희). 건국대학교 산학협력단. 2016. 02. 22.

9. 석사 졸업생(오주경). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2016. 02. 24.

10. 석사 졸업생(이진아). 가천대학교 산학협력단. 2016. 02. 25.

11. 석사 졸업생(김상훈). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2016. 08. 24.

12. 석사 졸업생(봉오바곤베르나데트). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2016. 08. 24.

13. 박사 졸업생(에드워드파자릴로). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2016. 08. 24.

14. 석사 졸업생(박자원). 가천대학교 산학협력단. 2016. 08. 25.

15. 석사 졸업생(전은비). 건국대학교 산학협력단. 2017. 02. 22.

16. 석사 졸업생(황인찬). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2017. 02. 23.

17. 박사 졸업생(채종표). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2017. 02. 23.

18. 박사 졸업생(발레리아노발레리). 단국대학교 천안캠퍼스 산학협력단. 2017. 08. 23.

19. 석사 졸업생(JASMINE KAUR). 가천대학교 산학협력단. 2017. 08. 24.

카. 홍보전시

1. BK21 플러스 건국대학교 “축산식품사업단” 기사 게재. 건국대학교 산학협력단. Dynamic

KOREA잡지. 2015. 03. 01.

2. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 홍보. (사)한국종균협회.

2015 (사)한국식품과학회 국제학술대회 및 정기총회. 2015. 06. 04-05.

3. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 홍보. (사)한국종균협회.

2015 (사)한국미생물생명공학회 국제학술대회 및 정기학술대회. 2015. 06. 25-26.

4. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 홍보. (사)한국종균협회.

2016 (사)한국미생물생명공학회 국제학술대회 및 정기학술대회. 2016. 06. 22-24.
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5. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 홍보. (사)한국종균협회.

2016 (사)한국식품과학회 국제학술대회 및 정기총회. 2016. 08. 17-19.

6. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 웹기반 DB의 기능성 및 정

보 제공의 효율적인 구성에 대한 홍보 동영상 재생. (사)한국종균협회. 2017 (사)한국미생

물학회 국제학술대회. 2017. 04. 26-28.

7. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 유용 미생물의 장기보존을

위한 보존 기술에 대한 홍보 동영상 재생. (사)한국종균협회. 2017 (사)한국미생물·생명공

학회 국제학술대회 및 정기학술대회. 2017. 06. 28-30.

8. 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구 소개 및 분양 신청 및 활용 피드백

시스템에 대한 홍보 동영상 재생. (사)한국종균협회. 2017 (사)한국미생물·생명공학회 국

제학술대회 및 정기학술대회. 2017. 06. 28-30.

타. 고용창출

1. 고용창출 2건. (주)쎌바이오텍.

2. 고용창출 1건. (주)아람.

차. 기타

1. 식품 산업용 균주 데이터베이스화 및 관련 업체, 민간 분양기반 구축과 서비스 개시. (사)

한국종균협회. 분양 매출액: 990,000원. 2017. 07. 28.

3. 관련분야 기여도

가. 전통발효식품에서 분리한 종균 수집, 보관 및 분양서비스 구축

Ÿ 2016년 5월 18일 일동제약은 최근 개관한 분당서울대학교병원 헬스케어이노베이션파

크(HIP)내에 부설 프로바이오틱스 종균은행을 구축함. 일동제약이 설립한 종균은행에

서 보유하고 있는 균주는 1940년대 유산균 연구를 시작하여 현재까지 축적한 총

3,000여 균주에 이르는 방대한 유산균 은행 데이터를 제품개발 및 기타 연구에 활용

하고 있는 실정임(서울경제, 2016년). 본 연구에서는 각 협동에서 전통발효식품에서

분리한 균주(유산균, Bacillus, 효모, 곰팡이)에 대한 기초생리활성 및 기능성에 대한

데이터를 (사)한국종균협회에 제공함으로써 홈페이지를 이용한 분양서비스를 통해 산

업적인 면에서 외부에서 균주를 구입하여 균주를 산업적으로 활용할 가치를 높일 수

있을 것이라고 기대됨.

나. 기능성 및 발효 적합성이 증명된 균주의 산업적 활용 가치

Ÿ 현재까지 우리나라는 외국종균을 활용하는 조건으로 로열티만 200억원 지불하고 있
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는 실정임(전라일보, 2015년). 본 연구를 통해 기초생리활성 및 기능성이 우수한 균주

(유산균, 효모, 곰팡이)를 선별하여 (주)쎌바이오텍, (주)충무발효, (주)아람에게 균주

를 제공하여 산업적 적합성을 확인하고, 시제품 및 산업화함으로써 많은 외국 종균에

의존하고 있는 국내시장에 활기 및 수익을 창출할 수 있다고 사료됨.

Ÿ 국내 전통식품에서 분리한 발효미생물은 전 세계적으로 기능성, 경쟁에 있어서 무한

한 가능성을 가짐. 국내의 전통 발효식품(김치, 간장, 된장, 고추장 등)에 대한 발효미

생물의 종균화 연구가 진행될시 기능적, 활성적인 측면에서 우수한 균주가 발견되어

식품, 의학계는 물론 여러 산업에 걸쳐 무한한 발전을 이룰 수 있음.

Ÿ 사업화 전략

- 균주협회 및 종균 제조업체를 통한 개발된 종균발효제의 독자적인 균주정보제공 및 산

업용 종균 공급 및 판매 시스템 개발

- 발효업체 특성에 맞는 주문형 발효 종균제품의 개발 (현장 접목형)
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제 5장 연구결과의 활용계획

코드번호 D-07

제 1절 추가 연구의 필요성

1. 기초생리활성이 뛰어난 산업용 후보 균주에 대한 다양한 기능성에 관한 연구

Ÿ 본 연구에서는 기초생리활성이 뛰어나고, 안전성이 입증된 다양한 종균(유산균,

Bacillus, 효모, 곰팡이)들을 이용하여 항당뇨, 항비만, 항염, 발효적합성을 평가하여

과제 참여기업을 통해 다양한 건강기능식품용, 유제품용, 전통발효식품용 종균관련 시

제품을 생산 및 산업화하였음. 그러나 프로바이오틱 유용 균주들의 다른 기능성에 관

한 추가 연구를 통해 균주의 활용가능성을 높일 방안에 관한 연구가 필요함.

제 2절 타 연구에서의 응용

1. 다양한 균주 확보를 통한 타 연구에 대한 응용 가능성

Ÿ 본 연구를 통해 전통발효식품에서 다양한 균주(유산균, Bacillus, 효모, 곰팡이)들을

저장하여 확보함으로써 산업화 적용한 균주를 제외한 유용 균주를 이용하여 타 연구

에 많은 도움이 될 수 있을 것이라고 생각됨.

2. 산업화 기술의 응용

Ÿ 본 연구를 통해 확립된 여러 상용화 기술(배지 최적화 및 배양 방법)이 타연구에 크

게 도움이 되리라 판단됨.
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코드번호 D-08

No. 논문명 저자 저널명

1

Isolation of lactic acid bacteria with pr

obiotic potentials from kimchi, tradition

al Korean fermented vegetable

Lee et al.

(2016)

LWT-Food

Science and

Technology
내용

프로바이오틱스 특성 측정실험을 진행함.

제 6장 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보
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No. 논문명 저자 저널명

2

Effect of Lactobacillus plantarum

Strain K21 on high-fat diet-fed obese

mice

Wu et al.

(2015)

Evidence-Based

Complementary

and Alternative

Medicine
내용

생균(L. plantarum)을 활용한 항비만 효능을 in vitro 및 in vivo 측정실험을 진행함.



- 753 -

No. 논문명 저자 저널명

3

Beneficial effect of oral administration

of Lactobacillus casei strain Shirota on

insulin resistance in diet-induced

obesity mice

Naito et al.

(2011)

Journal of

applied

microbiology

내용
Lactobacillus casei를 활용한 in vivo 항당뇨 측정실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

4
The probiotic activity of Lactobacillus

murinus against food allergy

Huang et al.

(2016)
Allergy

내용
Lactobacillus murinus 경구 투여 시 Th1/Th2 balance를 유도하고 intestinal dendritic

cell 기능 조절을 통한 식품알레르기 증상 완화 측정실험을 진행함.



- 755 -

No. 논문명 저자 저널명

5

Protective effects of selenium-enriched

probiotics on carbon tetrachloride-

induced liver fibrosis in rats

Yunhuan et al.

(2015)

Journal of

Agricultural and

food chemistry
내용

사염화탄소로 유도된 간섬유화 동물모델에 프로바이오틱스와 셀레늄을 섭취시켜 간

보호효과 측정실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

6

Update of the list of QPS–

recommended biological agents

intentionally added to food or feed as

notified to EFSA

EFSA panel

on biological

hazards

(2017)

EFSA journal

내용
유럽의 미생물 안전성 평가 체계인 Qualified presumption of safety(QPS) system에

대한 설명과 함께 2016년에 신규로 평가된 미생물 정보와 QPS list에 업데이트 된

미생물 목록을 제시함.
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No. 논문명 저자 저널명

7

Antioxidant activity of yoghurt peptide

s: Part 2 – Characterization of peptide

fractions

Sabeena Farvin

et al.

(2010)

Food Chemistry

내용
발효유 내 항산화 펩타이드 분리실험을 진행함.

No. 논문명 저자 저널명

8

Effect of tea extract on lactic acid bac

terial growth, their cell surface charact

eristics and isoflavone bioconversion d

uring soymilk fermentation

Danyue et al.

(2014)

Food Research

International

내용
두유 발효에서의 저장 안정성 및 적정산도 측정실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

9

Amylase production by Aspergillus ni

ger in submerged cultivation on two

wastes from food industries

Hernandez et al.

(2006)

Journal of Food

Engineering

내용
Amylase 및 protease 효소능 측정실험을 진행함.

No. 논문명 저자 저널명

10

The effects of freeze drying and rehyd

ration on survival of microorganisms i

n Kefir

Chen et al.

(2005)

Asian-Australasi

an Journal of

Animal Sciences
내용

케피어에서의 저장안정성 실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

11

A novel multi-locus sequence typing

(MLST) protocol for Leuconostoc

lactis isolates from traditional dairy

products in China and Mongolia

Dan et al.

(2014)

BMC

Microbiology

내용
L, lactis의 MLST 분석을 위한 sequence type을 8개의 target 유전자를 선정하여

분석실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

12

Application of repetitive extragenic

palindromic elements based on PCR in

detection of genetic relationship of

lactic acid bacteria species isolated

from traditional fermented food

products

Tajabadi et al.

(2015)

Journal of

Agricultural

Science and

Technology

내용
이란 전통 식품으로부터 분리된 유산균주의 다양성을 rep-PCR로 분석실험을 진행함.
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No. 논문명 저자 저널명

13

Comparative genome analysis of Pedio

coccus damnosus LMG 28219, a strain

well-adapted to the beer environment

Snauwaert et al..

(2015)
BMC Genomics

내용
P . damnosus LMG 28219의 draft genome sequence를 수행하여 유전체를 분석실험을

진행함.
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제 7장 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

해당 사항 없음.
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제 8장 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비

현황(해당 사항 없음)

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치 

장소)

NTIS장비

등록번호
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코드번호 D-11

제 1절 안전조치 이행실적

1. 건국대학교

가. 생물 안전 교육 이수

Ÿ 2015년 전반기 생물 안전 교육 이수

- 2015년 3월 건국대학교에서 실시

- 제1세부 기관 참여 연구원들이 참석하여 온라인 및 오프라인 교육 수행

Ÿ 2016년 전반기 생물 안전 교육 이수

- 2016년 4월 건국대학교에서 실시

- 제1세부 기관 참여 연구원들이 참석하여 온라인 및 오프라인 교육 수행

Ÿ 2017년 전반기 생물 안전 교육 이수

- 2017년 4월 건국대학교에서 실시

- 제1세부 기관 참여 연구원들이 참석하여 온라인 및 오프라인 교육 수행

나. 위험물 보관함 설치

Ÿ 가연성 위험물 보관함을 제1세부 기관에 설치하여 알콜 및 가연성 물질의 보관(2016년

7월 1일)

2. 한국식품연구원

 

가. 안전조치 이행

Ÿ 연구기간 동안 모든 참여연구원이 건강검진을 실시하였으며, 아래 내용의 상해보험에

가입하였음.

Ÿ 각 연구실마다 소화시설 운영 등을 설치하고 있음.

보  험  명 보  상  내  용 대  상 주관부서

단체 상해보험

- 사망: 1억원

- 암치료비: 1천만원/인당 

- 입원의료비지원: 5만원/일 

- 상해의료실비: 7천만원/인당

위촉 연구직 

포함 전직원
총무재무실

제 9장 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이

행실적
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나. 교육 훈련

Ÿ 연구기간동안 모든 참여연구원이 산업안전보건버 제31조(안전보건교육)에 따라 매월

1시간 이상 아래와 같은 방법으로 정기 교육을 의무적으로 실시하였음,

Ÿ 교육구분 

- 교육방법: 사이버 교육 환경안전교육 등(홈페이지 개설 동영상 교육), 자료/유인물,

외부 온라인상, 외부강사, 전문교육기관 의뢰 등

 - 특별교육: 해당기관에서 자체 또는 외부의 전문기관에 의뢰하여 위탁교육 실시

3. 단국대학교 천안캠퍼스

가. 연구실 안전 교육 이수

Ÿ 2015학년도 연구실 온라인 정기안전교육 실시

- 강좌명 : 연구실 안전 교육

- 교육대상 : 과제참여 연구원(교원, 연구원, 대학원생, 학부생)

- 안전교육 이수 조건(출석 : 12강, 시험 : 60점 이상 이수)

- 교육결과 : 교육대상 전원 이수완료

Ÿ 2016학년도 연구실 온라인 정기안전교육 실시

- 강좌명 : 연구실 안전 교육

- 교육대상 : 과제참여 연구원(교원, 연구원, 대학원생, 학부생)

- 안전교육 이수 조건(출석 : 12강, 시험 : 60점 이상 이수)

- 교육결과 : 교육대상 전원 이수완료

Ÿ 2017학년도 연구실 온라인 정기안전교육 실시

- 강좌명 : 연구실 안전 교육

- 교육대상 : 과제참여 연구원(교원, 연구원, 대학원생, 학부생)

- 안전교육 이수 조건(출석 : 12강, 시험 : 60점 이상 이수)

- 교육결과 : 교육대상 전원 이수완료

4. 가천대학교

가. 생물 안전 교육 이수

Ÿ 2015년 전․후반기 생물 안전 교육 이수

- 2015년 3월(전반기), 11월(후반기) 가천대학교에서 실시

- 제3협동 기관 참여 연구원들이 참석하여 오프라인 교육 수행

Ÿ 2016년 전․후반기 생물 안전 교육 이수
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- 2016년 3월(전반기), 9월(후반기) 가천대학교에서 실시

- 제3협동 기관 참여 연구원들이 참석하여 오프라인 교육 수행

Ÿ 2017년 전반기 생물 안전 교육 이수

- 2017년 3월 가천대학교에서 실시

- 제3협동 기관 참여 연구원들이 참석하여 오프라인 교육 수행

5. (사)한국종균협회

가. 연구실 안전 교육 이수

Ÿ 정기 교육 실시

- 상반기, 하반기 연 2회 생물안전 집합 교육 실시

- 2015년 1월, 2015년 7월, 2016년 1월, 2016년 7월, 2017년 1월, 2017년 7월 집합 교육 실

시

Ÿ 외부 교육 이수

- 국가연구안전관리본부 주관 연구활동종사자 오프라인 교육 수료

2016년 6월 16일(3시간), 2017년 7월 20일(3시간)

- 국가연구안전관리본부 주관 생물안전관리자 오프라인 교육 수료

2015년 9월 22일(4시간), 2016년 6월 15일(4시간), 2017년 9월 14일(4시간)

나. 연구실 안전 점검

Ÿ 연구실 일상점검 : 주 5회 연구실 일상점검 실시함(연구시설 운영 점검표 작성).

다. 연구활동종사자 건강검진

Ÿ 참여연구원 매년 건강검진 실시함.

- 2015년 11월 24일, 2016년 10월 11일, 2017년 11월 17일 실시

6. (주)쎌바이오텍

가. 정밀안전진단 실시 및 후속조치 진행

Ÿ 일반, 소방 안전

- 안전표지, 안전관리 규정, 비상시 응급조치 요령이 포함된 표시판을 각 연구실 출입

에 부착 및 비치

- 사고 상황 발생 별 응급조치 매뉴얼 작성

Ÿ 화공 안전

- 보호장구 및 중화제 비치: 화학 약품 및 폐시약, 폐기물 전도사고 및 폭발사고 발생



- 767 -

시 응급조치(연구활동 종사자 교육 시 사용법 교육 진행)

- 미사용 시약 정리: 년 2회 정기적으로 공문을 통하여 일괄 처리 진행함으로써 화재

예방 및 공간 확보

- 배기형 시약장 및 안전 케비넷 설치: 실험실 별 공문을 통한 수요조사 진행하여 설치

Ÿ 가스안전

- 가스용기 전도 방지 장치 설치, 가스라인 벤딩처리, 충전기한 지난 가스 용기 정리

나. 정기안전 점검 진행

Ÿ 2016년 6월 미래창조과학부에서 시행한 연구시설 정밀안전진단 현장실태 점검 후 시

행령 제7조에 의거 연구시설 안전점검 후속조치 이행 보고 완료(2016. 11)

Ÿ 점검 방법 및 주기

- 일상점검: 연구활동 종사자, 1회/1일

- 정기점검: 연구실 안전환경 관리자 및 전문 대행기관, 1회/1년

- 정밀안전진단: 전문 대행기관 1회/2년

다. 연구활동 종사자 교육 진행

Ÿ 반기 별 6시간 이상 집합 교육 진행, 상하반기 각 1회 진행

Ÿ 개별 메일을 이용하여 수시로 공지사항 전달 및 교육자료 발송

라. 참여연구원 대상 건강검진 시행

Ÿ 특수건강진단과 일반건강진단 병행 시행

마. 연구공간 및 연구자 보안관리를 위한 출입통제 시스템 설치 및 시행
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LWT-Food
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and isolate from
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properties

건국대
교신

저자
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Pathogenesis
2.009 2017. 11. 15. 중복 SCI급
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Preventive effects
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mixture in an

ovalbumin-induce

d food allergy
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한국식

품연구

원

교신

저자

Journal of

Microbiology

and

Biotechnology

1.750 2017. 12. 09. 중복 SCI급
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Molecular

discrimination of

Lactobacillus

brevis strains

isolated from food

products in South

Korea using

multilocus

sequence typing

가천대
교신

저자

LWT-Food

Science and

Technology

2.329 2017. 12. 15. 단독 SCI급
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연구기관부담금 - 외부인원 -

○ 연구개발 목표 및 성과

Ÿ 나고야 의정서에 따르면 유용한 동물, 식물, 미생물 등을 이용하여 제품을 생산하는 경

우 원산지국과 그 이익을 공유하게 됨으로써 유용한 종균의 확보가 중요하다고 인식되

어 왔음. 본 과제에서는 한국 전통 발효식품에서 분리한 균주를 확보한 후 유용한 균

주를 선별하여 국내 종균을 확보하고자 함. 또한 균주 추적기술을 이용하여 제품의 해

당 균주 유/무를 확인하고, 분리균주를 저장 및 보존하고, 홈페이지를 통한 균주 분양

서비스를 구축하여 민간에 분양하며 유용한 균주를 이용한 시제품 개발을 통하여 다양

한 가치를 창출하고자 함.

○ 연구내용 및 결과

Ÿ 각 협동기관에서 받은 균주 6,087주에 대해 유제품, 건강기능식품, 전통발효식품 종균

에 대한 후보 균주를 제공하기 위해 내산·내담즙성, 효소 생산능, 정상세포에 대한 세

포독성, 장 부착능, 항생제 저항성, protease 활성, amylase 활성 평가를 통해 기초 생

리활성이 뛰어난 후보균주 34주를 각 협동기관에 제공하였음.

Ÿ 항당뇨 효과(in vivo 실험을 이용한 내당능 개선 효능, 인슐린 저항성 분석), 항비만 효

과(ex vivo 실험을 이용한 지방축적 억제능, in vivo 실험을 이용한 체지방 감소)가 뛰

어난 Lactobacillus plantarum Lb41, Ln4를 선별하였음. 또한 면역활성 효과(in vivo를

통한 Th1/Th2 균형 조절 또는 Th2 관련 사이토카인 억제능, 식품 알레르기 억제능)가

뛰어난 L. brevis G1을 선별하였음.

Ÿ 발효적합성 평가를 통해 항산화 효과를 내는 펩타이드를 생산하는 요구르트용 종균인

Lactococcus lactis SL6, 알코올 생성능이 뛰어난 양조용 종균인 Saccharomyces

cerevisiae SJ, TY-2, amylase 및 protease 활성이 뛰어난 전통발효식품용 종균인

Aspergillus oryzae CF1001를 선별하였음.

[별첨 1] 

연구개발보고서 초록
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Ÿ 전통발효식품 및 프로바이오틱스 제품에 존재하는 해당 균주에 대해 MLST 분석 및

개발한 유전자 지문의 디지털 코드 작성에 의해 균주를 추적할 수가 있음을 확인하였

음.

Ÿ 전통발효식품에서 분리한 균주에 대해 동결건조 앰플 및 초저온냉동고 동결 보존 방법

을 통해 이중으로 보존하였으며, 각 협동기관에서 받은 연구결과 데이터를 홈페이지를

통해 제공함으로써 균주 분양시스템을 구축하였음.

Ÿ 참여기업을 통해 유용성이 입증된 선별된 종균을 이용한 7개의 시제품 생산을 통해 높

은 수익 및 다양한 부가 가치를 창출하였음.

○ 연구성과 활용실적 및 계획

Ÿ 본 연구를 통하여 특허출원 15건, 특허등록 3건, 품종등록 6,087건, SCI급 논문 12건, 비

SCI급 논문 3건, 국내·외 학술발표 24건, 기술거래 5건, 보고서 8건, 시제품 7건, 산업화

1건, 인력양성 19건, 홍보전시 8건, 기타 1건을 발생시킴으로써 기존 목표이상의 성과를

달성함. 본 연구의 성과를 통해 기업에서는 우수한 종균을 이용한 다양한 제품을 생산

하여 고부가가치를 창출하고, 수입 종균에 대해 상당부분 대체함으로써 기업의 이익을

증가시킬 수 있을 것으로 기대됨.
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Ⅰ. 연구개발실적

1. 연구개발결과의 우수성/창의성

 ■ 등급 : (아주우수)

본 과제에서는 한국 전통 발효식품에서 다양한 균주를 확보하고, 기초 생리활성, 기능성, 안

전성, 발효 적합성 평가를 통해 선별된 유용 종균을 확인하여 배양공정을 통해 제품화하여

수입종균에 대체할 수 있는 유용한 종균을 이용한 제품을 개발함. 또한 제품에 포함된 균주

의 존재를 개발한 방법을 통해 확인하고, 최적의 저장방법을 통해 분리균주를 저장하고, 균

주 데이터베이스를 통한 홈페이지를 통해 균주 분양시스템을 구축하였음. 이러한 종합적인

한국형 종균에 대한 연구결과들이 학계 및 산업계에 큰 영향을 끼칠 것으로 사료됨. 한국형

종균의 기반 연구로서 큰 성과를 얻었음.

 2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수)

현재 식품에 활용되고 있는 종균의 대부분은 외국에 수입하고 있는 실정이므로 종균 수입

에 의한 손실이 발생되고 있음. 본 연구를 통해 개발한 유용 종균을 활용하는 기업이 늘어

날수록 국내기업의 종균 수입에 의한 손실을 막고, 이익이 증대될 것으로 예상됨.

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수)

최근 들어 종균에 관한 연구는 국내·외에서 활발하게 진행되고 있으며 종균 시장의 매출 및

생산량이 꾸준히 증가되고 있음. 본 연구를 통해 한국 전통 발효식품에서 분리한 유용 종균

의 우수함을 검증하였으며 산업적으로 적용할 시 문제가 없음을 확인함. 유용 종균의 제품

적용은 기존의 종균 수입을 대체할 수 있을 것으로 예상됨. 또한 우수 종균을 활용한 연구

들이 특허 및 논문을 근거로 국내·외 시장에서 활용되리라 판단됨.

4. 연구개발 수행노력의 성실도

 ■ 등급 : (아주우수)

연구개발 기간동안 매년 수차례 정기 및 상시 과제 회의를 가졌으며, 한국 전통 발효식품에

서 분리한 종균의 우수성을 검증하여 시제품을 개발하였음. 참여기업들은 종균의 제품화를

통해 판매실적 및 고용창출을 통해 경제 발전에 기여함. 또한 연구 개발을 위해 국내·외 다

양한 학술대회 참석을 통해 최신 연구 동향을 파악하여 연구 수행에 성실히 임하였다고 생

각됨. 이러한 결과로 계획된 연구성과를 초과 달성하였음.
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 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수)

본 연구기간동안 총 특허출원 10건, 특허등록 3건, 품종등록 6,087건, SCI급 논문 12건, 비

SCI급 논문 3건, 국내·외 학술발표 28건을 진행함. 균주 데이터를 분양 홈페이지에 기재함

으로써 민간에게 분양할 수 있는 기반을 구축하고, 제품화를 통해 매출 창출 및 고용 창출

등을 초과 달성함.
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

식품 산업용 균주 연구를 위한

농산물 매개물 및 자연 환경 유

래 유용 미생물 확보, 스크리닝

툴의 개발과 가이드라인 구축

15 100

균주를 확보하고, 스크리닝 도

구를 개발하였으며 유용 종균

를 각 협동기관에 제공함.

식품 산업용 균주의 안전성 및

기능성 평가시스템 구축
24 100

안전성 및 기능성 평가를 통해

기능성 관련 유용 종균을 선별

함.

식품 산업용 균주의 용도별 발

효 적합성 평가시스템 구축
9 100

발효 적합성 평가를 통해 발효

관련 유용 종균을 선별함.

식품 산업용 균주 추적기술 개

발
10 100

개발한 균주의 유전자 지문 분

석을 통해 제품의 존재 유/무

를 확인함.

식품 산업용 균주 데이터베이스

및 분양기반 구축
13 100

각 협동기관에서 제공받은 균

주 데이터베이스를 이용한 홈

페이지를 통해 민간에게 정보

를 제공하고 균주를 분양함.

식품 산업용 균주 고농도 배양

기술 확보 및 충격 조건 도구

구축 및 사업화

13 300

고농도 배양 및 충격 조건 연

구를 통해 적합한 조건을 정립

한 후 제품화하여 시제품 1건

이 목표였으나 3건으로 초과

달성함.

전통발효식품용 종균의 생산 환

경 및 제품 적합성 시스템 구축
8 100

개발한 전통발효식품용 종균을

이용하여 목표인 시제품 2건

및 매출실적을 달성함.

건강기능식품용 종균의 생산 환

경 및 제품 적합성 시스템 구축
8 100

개발한 건강기능식품용 종균을

이용하여 목표인 시제품 2건을

달성함.

합계 100점 125
본 연구과제 수행한 결과

125%의 초과 달성도를 기록함.
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

연구개발 기간동안 한국 전통 발효식품에서 분리한 균주에 대해 기초 생리활성, 안전성, 기

능성, 발효 적합성에 대한 본 과제에서 예정되었던 것을 검증하였으며 유전자 지문 추적기

술을 통해 개발한 종균의 존재 유무를 확인할 수 있었음. 또한 분리균주 저장 및 각 협동기

관에서 제공받은 균주 데이터를 활용하여 홈페이지 구축을 통해 분양 서비스를 제공하고,

유용 종균을 이용한 제품 개발 및 매출 창출을 달성함. 본 연구를 통해 수입종균을 대체할

수 있는 다수의 국내 종균을 확보를 통해 고부가가치 기술을 개발하였다고 생각됨. 또한 본

연구의 성과를 통해 수입에 의존하던 종균을 상당부분 대체할 수 있는 국내 종균의 개발로

인해 기업의 이익을 증대시킬 수 있다고 생각되며 성공적인 과제 수행으로 판단됨.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

최초 목표로 하였던 SCI급 논문 8건, 비SCI급 논문 2건, 국내·외 학술발표 10건, 지적재산권

11건을 초과 달성하여 SCI논문 12건, 비SCI논문 3건, 국내·외 학술발표 28건, 지적재산권 16

건을 달성함. 해외 및 국내 학술대회 참가를 통해 개발한 우수한 종균의 우수성을 알렸으며

제품 개발을 통해 경제 활성에 기여하며 연구 목표 계획을 초과하는 125%의 연구목표를 달

성함. 목표외 달성(품종등록 6,087건, 매출달성 1,848,000원, 고용창출 3건)에 대해서 긍정적

인 평가를 요청함.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

품

본 연구를 통해 한국 전통 발효식품에서 분리한 종균의 우수함을 확인함. 6,087주의 균주를

확보함으로써 추가적인 종균의 활용도의 다양성을 고려하여 추후 후속 연구가 필요하다고

생각됨. 연구개발 기간동안 기초 생리활성, 기능성, 발효 적합성이 뛰어난 종균을 이용한 제

품화를 통해 국내 및 해외 시장으로의 판매를 통해 매출 확대가 기대됨. 또한 본 연구를 통

해 종균 수입에 의존하던 국내기업이 과제를 통해 개발한 종균을 이용하여 경제 발전에 기

여하는 기회가 될 것임. 또한 분리된 균주를 균주 보존기관에서의 분양을 통해 균주의 산업

화 및 연구가 지속적으로 진행될 수 있다고 생각됨.
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Ⅳ. 보안성 검토

해당 사항 없음.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과
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당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

식품 산업용 균주 연구를 위한 농산물 매개

물 및 자연 환경 유래 유용 미생물 확보, 스

크리닝 툴의 개발과 가이드라인 구축

한국 전통 발효식품에서 분리한 6,087주에

대해 스크리닝 방법을 통해 기초생리활성이

우수한 균주 34주를 각 협동기관에 제공하

였음.

식품 산업용 균주의 안전성 및 기능성 평가

시스템 구축

항비만, 항당뇨, 면역 활성, 간 기능 개선 등

의 기능성 평가를 통해 건강 기능 식품용으

로 활용 가능한 종균(Lactobacillus

plantarum Lb41, L. plantarum Ln4, L.

brevis G1) 3주를 선별하였음.

식품 산업용 균주의 용도별 발효 적합성 평

가시스템 구축

요구르트, 양조, 전통발효식품용 발효 적합성

평가를 통해 유제품 및 전통발효식품용으로

활용 가능한 종균(Lactococcus lactis SL6,

Saccharomyces cerevisiae SJ, TY-2,

Aspergillus oryzae CF1001) 3주를 선별하

였음.

식품 산업용 균주 추적기술 개발 개발한 종균을 이용한 제품에 대해 유전자

지문 분석을 이용한 균주 추적 기술을 통해

[별첨 3] 

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태
□자유응모과제

■지정공모과제
분 야 고부가가치식품기술개발사업

연구과제명 식품산업 활용 종균의 상용화를 위한 기반구축 연구

주관연구기관 건국대학교 산학협력단 주관연구책임자 백현동

연구개발비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

2,000,000 670,000 - 2,670,000

연구개발기간 2014. 12. 17. ∼ 2017. 12. 16.

주요활용유형
■산업체이전 □교육 및 지도 □정책자료 □기타( )

□미활용(사유: )

2. 연구목표 대비 결과
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해당 종균을 확인하였음.

식품 산업용 균주 데이터베이스 및 분양기

반 구축

각 협동기관에서 받은 균주 데이터베이스를

기초로 하여 제작한 홈페이지를 통해 민간

에게 정보를 제공하고, 균주를 분양해주는

서비스를 제공하였으며 균주 보존 기술을

이용하여 주관기관과 함께 이중 보존을 통

해 균주를 안전하게 보존하였음.

식품 산업용 균주 고농도 배양 기술 확보

및 충격 조건 도구 구축 및 사업화

고농도 배양 및 충격 조건 확립을 통해 최

적의 배양 및 충격 조건 및 위생 시스템을

구축하였으며 선별된 종균을 이용해 Lb41,

Ln4, G1 원말 제품을 제조하였음.

전통발효식품용 종균의 생산 환경 및 제품

적합성 시스템 구축

효소활성이 우수하여 선별된 종균을 이용해

황국, 충무종 효모 제품을 제조하였고, 매출

실적 1,848,000원을 달성하였음.

건강기능식품용 종균의 생산 환경 및 제품

적합성 시스템 구축

프로바이오틱스 특성이 우수하여 선별된 종

균을 이용해 락토랑 Y(스틱형), 락토랑 Y(타

정형) 제품을 제조하였음.

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기

술

이

전

사업화

기

술

인

증

학술성과

보

고

서

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타

연

구

활

용

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품종

등록

건

수

제

품

화

매출

액

(백만

원)

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문

학술발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

최종목표 10 1 - 5 5 - - - - - 8 2 10 7 18 - 7 1

연구기간

내

달성실적

15 3
6,087

(*)
5 7

1.848

(*)
-

3

(*)
- - 13 3 28 8 19 - 8 1

달성율

(%)
150 300 100 140 - - - 162 150 280 115 106 - 115 100

3. 연구목표 대비 성과

* 목표 외 달성: 품종등록 6,087건, 매출액 1,848,000원, 고용창출 3건
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핵심기술명 핵심기술별 연구결과 활용계획 및 기대효과

①의 기술

상업용 균주랑 비교할 때 해당 균주의 발효 특성이 우수한지 확인하는데

활용될 수 있으며 제품으로 활용 가능할지에 대한 평가기준을 정립하는데

활용될 수 있음.

②의 기술

상업용 균주랑 비교할 때 해당 균주의 프로바이오틱스 특성이 우수한지 확

인하는데 활용될 수 있으며 제품으로 활용 가능할지에 대한 평가기준을 정

립하는데 활용될 수 있음.

③의 기술

In vitro 및 in vivo 관련 항비만 및 항당뇨 실험을 통해 기능성이 증명된

종균을 이용해 프로바이오틱스 제품을 제조하고, 기존 수입 관련 종균을

상당한 부분 대체할 수 있음.

④의 기술

In vitro 및 in vivo 관련 알레르기 완화 실험을 통해 기능성이 증명된 종

균을 이용해 프로바이오틱스 제품을 제조하고, 기존 수입 관련 종균을 상

당한 부분 대체할 수 있음.

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 전통발효식품 분리균주의 효소활성 측정에 관한 기술

② 전통발효식품 유래 프로바이오틱 분리 및 특성에 관한 기술

③ 김치유산균 락토바실러스 플란타럼 Lb41에 관한 기술

④ 김치유산균 락토바실러스 브레비스 G1에 관한 기술

⑤ 곰팡이균 고상발효 적합성 분석에 관한 기술

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

산업체이전

(상품화)

현장애로

해 결

정책

자료
기타

①의 기술 v v v

②의 기술 v v v

③의 기술 v v v

④의 기술 v v v

⑤의 기술 v v v

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획
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⑤의 기술
곰팡이용 고상발효 적합성 평가에 관한 기술이전을 통해 평가 기준을 정립

하고, 고상발효에 적합한 곰팡이를 선별하는데 활용될 수 있음.

성과목

표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기

술

이

전

사업화
기

술

인

증

학술성과

보

고

서

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타
(타
연
구
활
용
등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품종

등록

건

수

제

품

화

매출

액

(백만

원)

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문

학술발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

최종목표 10 1 - 5 5 - - - - - 8 2 10 7 18 - 7 1

연구기간

내

달성실적

15 1
6,087

(*)
5 7

1.848

(*)
-

3

(*)
- - 13 3 28 8 19 - 8 1

연구종료후

성과창출

계획

6

건

예

정

2

건

예

정

4

건

예

정

7. 연구종료 후 성과창출 계획

※ 목표 외 달성: 품종등록 6,087건, 매출액 1,848,000원, 고용창출 3건

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 전통발효식품 분리균주의 효소활성 측정에 관한 기술

이전형태 □무상 ■유상 기술료 10,000 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 ■통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1개월 실용화예상시기3) -

기술이전시 선행조건4) -
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핵심기술명1) 전통발효식품 유래 프로바이오틱 분리 및 특성에 관한 기술

이전형태 □무상 ■유상 기술료 30,000 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 ■통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1개월 실용화예상시기3) -

기술이전시 선행조건4) -

핵심기술명1) 김치유산균 락토바실러스 플란타럼 Lb41에 관한 기술

이전형태 □무상 ■유상 기술료 10,000 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 ■통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1개월 실용화예상시기3) 2018년

기술이전시 선행조건4) -

핵심기술명1) 김치유산균 락토바실러스 브레비스 G1에 관한 기술

이전형태 □무상 ■유상 기술료 10,000 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 ■통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1개월 실용화예상시기3) 2019년

기술이전시 선행조건4) -

핵심기술명1) 곰팡이균 고상발효 적합성 분석에 관한 기술

이전형태 □무상 ■유상 기술료 2,200 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 ■통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1개월 실용화예상시기3) 2017년

기술이전시 선행조건4) -
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	바. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD)
	사. Amplified fragment length polymorphism(AFLP)
	아. Multilocus sequence typing(MLST)

	2. 식품 발효용 균주(유산균, 효모, 곰팡이, Bacillus spp. 등)의 full genome 염기서열 수집
	가. Full genome 염기서열 수집을 위한 균주 선정
	(1) 미국 FDA의 GRAS균주
	(2) 유럽의 QPS시스템
	(3) 우리나라 식품의약품안전처 고시 식품원재료로 사용 가능한 미생물

	나. 식품의약품안전처 고시 식품원재료로 사용 가능한 미생물의 full genome 염기서열

	3. 식품 산업용 균주의 genome 분석을 통한 유전자 표지 탐색
	가. Multilocus sequence typing 분석을 위한 유전자 표지 탐색
	(1) Sequence type과 target gene에 대한 데이터베이스 구축
	(2) 각 균주에 대한 MLST allelic profiles
	(3) P. pentosaceus를 모델 균주로 한 MLST 분석의 유용성 평가

	나. Comparative genomics기법을 이용한 유전자 표지 탐색
	(1) Pediococcus pentosaceus의 유전체 분석
	(2) Lactobacillus brevis의 유전체 분석
	(3) Leuconostoc mesenteroides의 유전체 분석
	(4) Leuconostoc citerum의 유전체 분석

	다. MLST 분석을 위한 target gene 분석
	(1) Pediococcus pentosaceus의 target gene 분석
	(2) Lacobacillus brevis의 target gene 분석
	(3) Leuconostoc mesenteroides의 target gene 분석
	(4) Leuconostoc citreum의 target gene 분석

	라. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) 분석
	(1) Pediococcus pentosaceus의 RAPD 분석
	(2) Lactobacillus brevis의 RAPD 분석
	(3) Leuconostoc mesenteroides의 RAPD 분석



	제 10절 최적 미생물 추적 기술 선정 및 분리 균주의 유전자지문 데이터베이스 구축
	1. 유전자 지문 분석법의 단독 또는 병용 분석을 통한 최적 분석법 확립
	가. 균주의 분리 및 동정
	(1) 유산균주 분리
	(2) 균주 동정

	나. Multilocus sequence typing(MLST) 분석법 개발
	(1) Leu. mesenteroides의 MLST
	(2) L. brevis의 MLST
	(3) Leu. citreum의 MLST

	다. Repetitive sequence-based PCR(rep-PCR) 분석
	(1) Leu. mesenteroides의 rep-PCR
	(2) L. brevis의 rep-PCR
	(3) Leu. citreum의 rep-PCR

	라. Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) 분석
	(1) Leu. mesenteroides의 RAPD
	(2) L. brevis의 RAPD
	(3) Leu. citreum의 RAPD

	마. Culture-dependent DNA profiling
	(1) RAPD 분석
	(2) rep-PCR 분석


	2. 분리 균주의 유전자 지문 데이터베이스 구축
	가. 유전자 지문 데이터의 암호화 작업
	나. 최적 유전자 지문 분석법을 이용한 유전자 지문 데이터베이스 구축


	제 11절 선정 균주를 이용하여 제조한 발표식품에서의 미생물 추적 평가
	1. 시판 발효식품에 존재하는 미생물 유전자 지문 분석
	가. 개발한 유전자 지문 분석법을 이용한 유전자 지문 채취
	(1) 유산균주의 분리 및 genomic DNA 분리정제
	(2) 유전자 지문 채취를 위한 PCR 수행 및 PCR 산물의 염기서열 결정

	나. 주요 발효식품에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석
	(1) 발효유 내에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석
	(가) 발효유에서 선별한 유산균의 동정
	(나) 선별된 유산균의 RAPD-PCR 결과
	(다) 선별된 유산균의 Rep-PCR 결과
	(라) 선별된 유산균의 MLST 분석 결과

	(2) 김치 내에 존재하는 유산균의 유전자 지문 분석
	(가) 김치에서 선별한 유산균의 동정
	(나) 선별된 유산균의 RAPD-PCR 결과
	(다) 선별된 유산균의 Rep-PCR 결과
	(라) 선별된 유산균의 MLST 분석 결과

	(3) 확보된 유산균 유전자 지문 데이터베이스 분석
	(가) 발효유에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축
	(나) 김치에서 확보된 유산균의 유전자 지문 데이터베이스 구축



	2. 개발한 프로바이오틱스 균주를 이용하여 제조한 프로바이오틱스 제품에서의 미생물 추적 기술 평가
	가. 프로바이오틱스 분말 내에 존재하는 유산균 유전자 지문 분석
	(1) 프로바이오틱스 분말 제품에서 분리한 유산균의 동정
	(2) 분리 유산균의 RAPD 분석
	(3) 분리 유산균의 rep-PCR 분석
	(4) 분리 유산균의 MLST 분석

	나. 프로바이오틱스 분말 내에 존재하는 유산균 유전자 지문의 디지털코드화와 데이터베이스 구축

	3. 결론

	제 12절 유용 균주에 대한 안전성, 발효특성, 기능 자료 홈페이지 구축
	1. 산업용 유용 미생물 자원 확보 및 균주 제공
	가. 다양한 발효 식품으로부터 미생물 분리
	나. 토종 미생물 자원을 수집하여 안전하게 보존
	다. 미생물 자원의 스크리닝 툴 제공

	2. 유용 균주에 관한 미생물 정보를 효율적으로 검색할 수 있는 홈페이지 구축
	가. 홈페이지 운영 개요
	나. 홈페이지 화면 설계 및 구축

	3. 산업화 후보 종균의 분리, 분류 및 동정에 관한 다양한 정보(문헌, 이미지, 균주 정보등)를 지원
	가. 유용 미생물 자원의 분류, 분리원, 배양, 보존 특성 정보 수집
	나. 수집된 raw data의 데이터베이스화
	다. 웹기반 데이터베이스 구축

	4. 산업체 등 민간에 산업화 활용 종균의 조회, 검색 서비스 제공
	가. 식품 산업용 유용 미생물에 대한 홈페이지 검색 세분화
	나. 유용 미생물에 대한 홈페이지 검색 화면 구성


	제 13절 웹기반 DB의 활용 방안 및 연계
	1. 식품 산업용 균주의 확보 및 안전 보존
	가. 식품 산업용 유용 미생물 자원의 수집 및 확보
	나. 식품 산업용 유용 미생물 자원의 안전 보존

	2. 웹기반 DB의 관리자 페이지 구축
	가. 웹기반 DB 관리자 페이지 운영 개요
	(1) 웹기반 DB 구축 체계
	(2) 식품산업미생물은행 홈페이지 개선
	(3) 관리자 페이지 소프트웨어 구성
	(4) 관리자 페이지 운영 개발 툴

	나. 관리자 페이지 화면 설계 및 구축
	(1) 관리자 페이지 디자인 컨셉
	(2) 관리자 페이지 중요 프로그램 설계


	3. 웹기반 DB 인덱싱을 통한 사용자 편의 강화 검색 기반 구축
	가. 식품 산업용 유용 미생물에 대한 DB 검색 기능

	4. 타 연구기관의 균주 활용을 위한 DB의 연동화 구축
	가. 식품 유관기관의 DB 연계 방안 모색


	제 14절 유용 균주 보존, 관리 시스템 구축
	1. 유용 균주의 특성에 따라서 동결건조, L-drying, 초저온 보존법 등의 보존 방법을 통하여 안정적인 균주 보존
	가. 식품 산업용 유용 균주의 수집 및 확보
	나. 유용 균주의 특성에 따른 보존 방법 및 유용 균주의 안정적 보존

	2. 균주의 장기 보존 및 분양을 위한 분양시스템 구축
	가. 식품 산업용 유용 균주 분양 개요
	나. 분양 시스템을 위한 화면 설계 및 구축

	3. 웹 DB에 균주의 보존 방법, 보존 위치 및 재고 파악을 통합적으로 관리할 수 있는 균주 관리 시스템 구축
	가. 식품 산업용 유용 균주의 보존 관리 시스템 구축

	4. 유용 균주의 분양 신청, 분양 과정, 분양 후 관리를 할 수 있는 관리 시스템의 구축
	가. 유용 균주 분양 관리 시스템 화면 설계 및 구축
	나. 분양 후 관리 시스템

	5. 보존 균주의 백업본을 주관 및 협동 기관에 이중으로 보존하여 안전하게 보존 관리
	가. 유용 균주 이중 보존의 필요성
	나. 유용 균주의 안전한 이중 보존

	6. 산업화 후보 종균의 유전체 분석을 통한 고유성 자료 확보
	가. 산업화 후보 종균의 고유성 자료 확보
	나. 산업화 후보 종균의 RAPD법을 이용한 유전체 분석


	제 15절 식품 산업용 균주 고농도 배양(1010 CFU/mL 이상) 기술 확보 및 충격(Shock) 조건 검증 도구 구축 및 종균 사업화
	1. 고농도 배양 기술을 위한 배지 최적화 및 배양 조건 최적화
	가. 균주 배양 최적화 실험을 위한 균주 리스트
	나. 분리균주에 대한 배양 최적화 과정

	2. Flask 배양 수준에서의 배지원 선별 및 최적화
	가. 균주별 탄소원의 영향 조사
	(1) L. acidophilus LA1
	(2) L. fermentum LF1
	(3) L. rhamnosus LR1
	(4) B. animalis spp. lactis BL3
	(5) B. longum BG7

	나. 균주 별 유기질소원의 영향
	다. 무기이온의 영향(Mg2+, Ca2+, SO42- 등)

	3. Jar-Fermenter 수준에서의 배양 조건 최적화
	가. 최적의 온도 조건 확인
	나. 최적의 pH 조건 확인

	4. 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발 및 배양 조건 최적화
	가. Jar-Fermenter 배양 수준에서의 배지원 선별 및 최적화
	(1) N-Source의 저가 배지 적용을 위한 배지 조성 개발
	(가) L. acidophilus LA1
	(나) L. fermentum LF1
	(다) L. rhamnosus LR5
	(라) B. animalis subsp. lactis BL3
	(마) B. longum BG7


	나. 산업용 대량생산을 위한 저가배지 개발 및 배양 조건 최적화 결과

	5. 생산 프로세스 상에서의 충격으로 유기산 생성, agitation, 공정 과정에 따른 균수의 변화를 측정하고 충격조사를 통한 검증체계 구축
	가. 생산 프로세스 상에서의 충격조건 조사 및 검증
	(1) 유산균의 배양시간 별 생균수 및 유기산 분석
	(2) Agitation 속도 별 배양성 비교실험
	(3) 각 유산균주의 생산 공정 별 사멸율 평가

	나. 생산 프로세스 외에 예상되는 충격조건
	(1) 내산성, 내담즙성 시험


	6. 오염도 저하를 위한 생산 위생도 강화시스템 연구
	가. 생산 현장의 오염도 모니터링 및 오염 방지 설비 개선 및 강화 시스템 연구
	(1) 생산 현장의 오염도 모니터링(clean room)

	나. 생산 현장의 오염도 저하를 위한 위생도 강화 시스템
	(1) 위생도 강화 시스템
	(2) 위생도 강화 시스템 적용에 따른 부유균 및 낙하균 측정


	7. 식품산업용 균주 고농도 배양기술 확보 및 원말 사업화
	가. Lactobacillus plantarum Ln4, Lactobacillus plantarum Lb41, Lactobacillus brevis G1의 대량생산 공정 최적화
	(1) 16S rRNA sequence 확인을 통한 동정 및 API kit를 이용한 당 이용능 확인
	(2) SSR 최적화
	(3) Scale-up(Jar-Fermenter 실험)
	(4) 현장 적용
	(5) 원말 오염 검사 결과

	나. 시제품 및 사업화
	(1) 시제품 생산
	(2) 시제품 사업화



	제 16절 전통발효식품용 종균의 생산 환경 및 제품 적합능 검증 시스템 구축 및 사업화
	1. 곰팡이 종균 생산용 최적배지의 개발
	가. 곰팡이 공시균주 및 순수분리배양
	나. 곰팡이 종균의 탄소원 이용능
	다. 곰팡이 종균의 질소 이용능
	라. 곰팡이 종균의 최적 배양조건
	마. 곰팡이 종균의 최적 액체배지 조건
	바. 곰팡이 종균의 최적 고체배양 배지 조건
	사. 곡물 원료 별 곰팡이 배양 포자수 측정 실험

	2. 효모 종균 생산용 최적 배지의 개발
	가. 공시균주 및 순수분리배양
	나. 효모 균주의 최적 배지조건


	제 17절 전통발효식품용 종균생산 방법의 최적화 시스템 개발
	1. 곰팡이 종균생산용 고상 발효공법의 최적화 시스템 개발
	2. 효모 종균생산용 분말화 기술 및 잡균 오염방지법 개발
	가. 효모 종균 생산용 최적 배지조건과 대량 생산 최적 조건 설정
	나. 현장 오염 저감기술과 건조공법 설정


	제 18절 전통발효식품용 종균 시제품 개발
	1. 종균제품의 보관 활성 유지법 개발
	2. 종균제품의 유통 최적 포장용기 및 방법의 개발
	3. 종균 시제품 개발
	가. 연구개발 활용 시제품의 현장 적용 시험
	나. 종균 시제품 2건 개발(제품 출시일: 2017. 10. 28.)
	다. 시제품 2건 매출 증빙 세금계산서
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