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<요약문>

연구의

목적 및 내용

○ 김치에서 분리한 우수 김치유산균의 유전체 연구를 통해 김치 

유산균의 기능적, 유전적 특성을 이해하고 김치발효환경에 맞

도록 진화(적응)시키고 대사과정을 조절하여, 고품질의 표준화

된 김치를 생산하기 위한 우수한 발효능과 기능성을 가진 김치

유산발효종균(starter)을 개발하고자 함.

○ 김치에서 분리한 김치유산균의 유전체 분석을 통해 기능적, 유

전적 특성분석 및 우수 발효능, 기능성을 가진 우수한 발효종

균용 김치유산균 발굴

○ 실험실적 진화기법 및 시스템 생물학적 진화기법을 이용하여 

김치환경(low pH, salt, 저온)에 최적화되고 기능성이 향상된 

김치유산종균개량

○ 개량된 김치유산균의 유전체 분석(genome, transcriptome) 및 

대사체(metabolome) 분석을 통해 김치유산균의 발효능, 기능성,

안전성 검증

○ 개량된 김치유산균의 발효능, 기능성, 안전성의 실증연구 및 

고기능성, 고품질을 가진 표준화된 김치개발

연구개발성과

○ 김치에서 분리한 김치유산균의 유전체 분석을 통해 기능적, 유
전적 특성분석 및 우수 발효능, 기능성을 가진 우수한 발효종
균용 김치유산균 발굴

○ 실험실적 진화기법 및 시스템 생물학적 진화기법을 이용하여 
김치환경(low pH, salt, 저온)에 최적화되고 기능성이 향상된 
김치유산종균개량

○ 개량된 김치유산균의 유전체 분석(genome, transcriptome) 및 
대사체(metabolome) 분석을 통해 김치유산균의 발효능, 기능성,

안전성 검증
○ 개량된 김치유산균의 발효능, 기능성, 안전성의 실증연구 및 

고기능성, 고품질을 가진 표준화된 김치개발

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

○ 김치유산균의 기능성 규명 및 안전성에 대한 과학적 정보를 
제공하여 김치의 우수성 및 이미지 제고에 기여

○ 우수 김치발효종균을 사용한 김치의 표준화 및 고급화는 김치
산업의 매출증대로 이어지고 김치의 국제화 및 수출증대에 기
여할 것임

○ 우수 김치발효종균을 개발하여 특허 및 산업재산권을 확보하
고 김치유산균을 김치종균으로서의 활용뿐만 아니라 유산균자
체 제품화 가능함

국문핵심어

(5개 이내)
김치유산균 유전체 분석 실험실 진화 오믹스분석 종균개발

영문핵심어
(5개 이내)

Kimchi,
lactic acid
bacteria

Genome
analysis

Adaptive
laboratory
evolution

Omics
analysis

starter
development
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<연구개발 개요 및 연구개발의 목적>

제 1 장. 연구개발과제의 개요

제 1 절. 연구개발 목적 및 필요성

1. 연구개발의 목적

○ 김치에서 분리한 우수 김치유산균의 유전체 연구를 바탕으로 우수 김치유산균의 대사적,

생리적, 발효적, 유전학적 특성을 이해하고 우수 발효능 및 기능성을 가진 김치 유산발

효종균(starter) 대상균주를 발굴하고자 함.

○ 김치유산균을 실험실 진화를 통해 김치발효환경에 적응성을 높이고 대사과정을 조절하

여 우수한 기능성을 가진 김치유산균으로 개량하고자 함.

○ 궁극적으로 김치 유산균의 안전성, 기능성 검증 및 실증화 연구를 통하여 고품질의 표준

화된 김치 생산을 위한 우수한 발효능과 기능성을 가진 발효종균을 개발하고자 함.

2. 연구개발의 필요성

○ 김치는 김치 고유의 맛뿐만 아니라 발효산물의 건강에 증진효과에 관한 인식고조로 최

근 세계적인 관심이 높아지고 있고 발효식품 산업분야에서 그 중요도가 높아지고 있음.

○ 우리나라 전통발효 김치의 특성상 제조공정과 관련기술이 표준화 되어 있지 않아 김치

발효에 참여하는 발효 미생물이 균일하지 못하고 따라서 발효되는 김치의 맛도 다르게 

될 수 있으며 이것은 김치의 세계화와 산업화를 가로막는 주요한 요소이며 김치가 한국

의 대표적 전통 발효 식품임에도 불구하고 김치의 국제 경쟁력을 저하시키는 요인으로 
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작용하고 있음.

○ 김치는 종균(스타터)을 사용하지 않고 김치원료에서 유래되는 유산균에 의한 자연발효에 

의존함으로서 동일한 제조법을 사용하더라도 김치 원료 조성, 원료의 재배시기, 원료산

지에 따라 미생물 천이가 다르게 나타나고 형성되는 맛과 풍미가 다르게 나타날 수 있

음.

○ 현재 일본과 중국 등에서 김치에 대한 과학적 연구가 활발하게 수행하고 있으며 이로 

인하여 김치의 종주국으로서의 지위를 상실할 수 있는 위기에 놓여 있으며 중국의 값싼 

저 품질의 김치가 대량으로 국내 도입 및 세계적으로 수출됨으로써 김치의 이미지 손상

이 우려되고 있는 실정임.

○ 따라서 표준화된 고품질 김치를 생산하기 위해서는 발효과정 및 제조 방법의 표준화가 

시급하여 이를 위해서는 우수한 발효능과 기능성을 가진 김치유산종균개발이 절대적으

로 요구되고 있음.

○ 현재 국내에서고 표준화된 품질 김치를 생산하기 위해서 김치에서 분리한 유산균

(Leuconostoc (Leu.) mesenteroides, Leu. citreum, Lactobacillus (Lb.) plantarum, Lb. sakei 등)을 

김치유산종균으로 사용하고 있음. 그러나 접종한 김치유산종균이 김치 환경(낮은 pH, 저

온, 원료에서 유래한 유산균과의 경쟁 실패, 소금 농도 등)에 적응하지 못해 김치발효가 

항상 성공을 거두지는 못하는 상황임.

○ 또한 사용하고 있는 김치유산종균의 발효적, 기능적, 유전적 특성 등이 규명되지 않은 

상황이고 김치유산종균의 안전성도 검증되지 않았음.

○ 종균 유산균을 사용한 김치의 항시적인 발효의 성공을 위해서는 접종한 김치 유산균이 

김치 환경에서의 잘 적응하도록 김치 유산균의 개량이 요구됨. 또한 김치의 품질 향상 

및 좀 더 많은 시장 개척을 위해서는 김치의 풍미 및 기능적 특성을 증가시키기 위한 

김치유산균의 개량 연구도 반드시 필요한 상황임.

○ 식품에 사용하는 종균의 개량을 위해 종균의 유전공학적 개량(genetically modification)

을 통한 종균 개량은 GMO (genetically modified organism) 사용의 안정성이 검증되지 

않은 상황에서, 김치유산균의 자연적인 변화(진화)을 유도하는 non-GMO 종균화 전략은 

보다 안전한 식품의 섭취를 추구하는 현대인에게도 거부감이 없으며 김치가 건강식품이

라는 시장과 소비자의 요구를 동시에 충족시키면서 자연스럽게 받아들여질 수 있는 방

안임.

○ 미국의 Lenski의 연구팀에서 실험적 진화 연구를 이용하여 E. coli를 유전적 변화의 관

찰할 결과 미생물이 매우 빠른 시간 안에 환경에 적응함을 보여 주었고 이러한 연구결

과를 바탕으로 실험실 진화(adaptive laboratory evolution)를 이용한 종균 개발이 이루어

질 수 있음을 제시함(Blount et al., 2008. PNAS; Barrick et al., 2009, Nature).

○ 네덜란드의 Bechmann 연구팀은 Lactobacillus lactis를 실험실 진화를 통하여 젖산 발효능

과 성장능이 우수한 균주를 얻을 수 있어 실험실적 진화(시스템 생물학적 진화기법)가 

균주 개량에 매우 유용한 방법임을 제시함(Bechmann et al., 2012. Genome Research).

○ 취리히공대 Sauer 연구팀은 초산 생산균인 Acetobacter aceti을 고농도 초산에 장시간 계
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대 배양하여 초산 저항성이 매우 우수한 균주 개발을 보고함(Steiner & Sauer, 2003.

Biotechnol. & Bioeng.).

○ 최근에는 미생물 균주의 환경적응성을 높이는 연구 이외에 미생물의 대사 경로를 변경

시키는 systematic evolutionary engineering을 사용한 균주개량이 이루어지고 있음. 한 

예로 프랑스의 Dequin 연구팀은 대사과정을 조절하는 실험실 진화기법을 이용하여 발효

향이 우수한 새로운 포도주 발효종균 효모를 개발하였음을 보고함(Cadière et al., 2012.

Food Microbiol.). 또한 세포내 환원력을 증가시키기 위한 위오탄당 인산화 대사경로의 

활성화로 초산 생성은 감소되고 발효향이 향상된 효모균주를 얻을 수 있었음(Cadière et

al., 2011. Met. Eng.).

○ 이외에 외국의 경우 진화기법을 이용하여 고품질 발효제품을 생산하기 위한 종균개량연

구가 활발하게 수행되고 있음.

○ 국내의 경우 오래전부터 김치, 술, 간장, 된장과 같이 전통발효 방법을 사용하여 발효식

품을 제조해온 나라임에도 불구하고 국내 전통식품 관련 발효 미생물의 계량 관련 기술

은 외국에 비해 연구가 매우 미진한 형편임.

○ 우수 김치유산균을 non-GMO 종균화 전략의 핵심인 실험실 진화(시스템 생물학적 진화

기법)를 통하여 발효환경에 맞도록 순화(domestication)시킴은 물론 김치유산균의 대사과

정을 변화시키고 개량하여 표준화된 고품질의 김치를 생산하기 위한 우수한 발효능과 

기능성을 가진 발효종균(starter) 개발이 유용함.

○ 김치의 발효특성(미생물 군집 및 발효산물) 및 김치 고유의 맛, 김치의 건강에 증진 효

과가 김치유산균의 발효과정에 의해 기인됨에도 불구하고 김치 유산균의 유전체 연구 

및 유전체의 기능적인 연구는 거의 전무한 실정임.

○ 현재 국내의 경우 발효 기술은 선진국과 비교하여 기술적으로 크게 차이를 보이지 않으

나, 유전체 분석기술 및 유전체정보 해석능력은 매우 뒤떨어져 있는 상황이며, 특히 유

전체연구 전문가의 기술 및 경험적 해석능력은 선진국과 현격한 기술적 수준차이를 보

이고 있음.

○ 김치유산균의 유전체 연구는 김치유산균의 발효적, 기능적, 유전적 특성 등의 규명을 통

하여 김치발효 특성을 이해하는 중요한 단서를 제공할 것으로 사료되고 김치발효의 향

상 및 체계적이고 효율적인 김치유산종균 연구가 가능함.

○ 요구르트 및 치즈 등 발효식품이 일찍 발달한 서구 선진국에서는 다양한 유산균 

(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Lactococcus, Streptococcus,

Bifidobacterium) 균주에 대한 genome 분석을 완료하여 그 특성에 대한 연구를 활발하게 

진행하고 있음. 그러나 최근 들어 국내에서도 Lb. kimchii, Leu. citrium, Leu. mesenteroides,

Weissella (W.) koreensis, Leu. carnosum, Leu. gellidum, Leu. kimchii 등의 김치유산균 유전

체분석 결과가 보고되고 있으나 단순히 유전체 서열분석에 머무르고 있는 상황임.

○ 김치유산균의 기능적, 발효적 특성을 좀 더 심도 있게 통합적으로 이해하기 위해서는 김

치유산균 및 개량된 김치유산종균의 전사체, 대사체와의 연계 연구 및 안전성 연구도 반

드시 병행되어야 함.
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○ 본 연구에서는 김치에서 분리한 우수 김치유산균의 유전체 연구를 통해 김치유산균의 

생리적, 발효적, 유전전적 특성을 이해하고 선별된 김치유산균을 김치환경에 맞도록 적

응시키고 대사과정을 조절하여 고품질의 표준화된 김치를 생산하기 위한 우수한 발효능

과 기능성을 가진 김치유산균 발효종균(starter)을 개발하고자 함.

제 2 절. 연구개발의 범위

1. 제 1세부 과제: 김치유산균 유전체 분석 및 종균개량 연구(중앙대학교)

○ 김치유산균의 유전체 분석을 통한 김치유산균 대사적, 기능적, 발효적, 유전적, 특성 연

구

- 국내 연구기관(주로 세부 및 협동연구 기관)에서 보유한 김치유산균의 발효특성조사(국내 

김치로부터 자주 발견되는 Leu. mesenteriodes, Lb. sakei, W. koreensis를 우선 대상으로 할 

예정임)

- 김치유산균 중 발효능과 기능성이 우수한 균주 선정 및 유전체 정보 서열 분석(김치유산

균 유전체 5건 이상 분석 및 NABIC에 유전체 정보등록)

- 분석된 김치유산균의 유전체 정보와 GenBank에 등록되거나 본 연구실에서 이미 확보한 

김치유산균 유전체 정보(본 연구실에서 5종의 주요 김치유산균의 유전체를 이미 완전 해

독함)를 바탕으로 김치유산균의 대사적, 기능적, 발효적, 유전적 특성을 분석하고 우수한 

발효능 및 기능성을 가진 김치유산균을 김치종균 개발 대상균주로 선정(우수 김치유산균 

자원 최소 2건 이상 확보)

- 김치유산균의 개량타겟(김치발효환경 적응성, 저온 적응성, 산저항성, 발효능 향상, 기능적 

물질 생산능 등) 선정

○ Non-GMO 균주 개량기술을 이용한 김치유산균의 종균개량연구 

- 선정된 개량타겟을 대상으로 non-GMO 균주 개량기술(실험실적 진화기술, 시스템 생물학

적 진화기법)을 이용한 김치유산균의 균주개량

- 개량 김치유산균의 환경적응성(fitness) 실험 및 유전체 변화 비교분석

- 유전체 변화에 따른 환경 적응성 변화 기작 연구

- 개량 균주의 오믹스 분석기술(전사체(transcriptome), 대사체(metabolome) 분석)을 이용한 

개량된 김치유산균 종균의 특성분석

- 개량된 우수 김치유산종균 선정

- 개량된 우수 김치유산종균의 김치유산종균으로의 사용에 따른 발효과정 중 김치 내 미생

물 군집 및 대사체 변화 분석(단일 종균 또는 복합종균으로서의 사용가능성 타진)

2. 제 1협동 과제: 김치유산균의 기능성 및 안정성 연구(충북대)

○ 김치유산균의 유전체 분석을 통한 건강 기능성의 분자생물학적 기작 규명 및 대사공학

적 조절 기술 개발

- 해당 기능성은 mannitol. bacteriocin, γ-amino butyric acid (GABA), dextran 다당류,

prebiotic 올리고당, 비타민 K, B9 생성능, 난소화성 소당류(stachyose, raffinose) 분해능,
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시안배당체 분해능, phytochemical 생물전환능  등임

- 기능성 관련 유전자 클로닝, 유사 유전자 비교분석, 발현된 효소단백질의 생리학적 특성 

분석, 대사과정에서의 역할 규명 및 발효기술을 통한 후성유전학적 조절

- 기 확보된 김치유산균 원균주 및 개량균주의 probiotic 효과 분석 (대장내 유익균 증식, 유

해균 억제, 원활한 배변활동, 면역활성 효과)

- 식품 섭취 시 장내 정착을 위한 위산 내성, 담즙산 내성 기작 규명 및 관련 유전자 분석

- 발효과정 중 김치 유산균에서 기능성 인자 발현 여부 검증연구 

- 김치유산균의 원균주 및 개량균주의 기능성 개선 여부 분석

- 김치유산종균을 사용하여 제조한 김치의 기능적 특성 변화 연구

- 김치유산종균의 기능성 발현을 극대화시키는 김치 발효 조건 규명 및 발효 기술 개발

○ 김치유산균의 유전체 분석을 통한 식품용 종균의 안전성 (safety) 관련 유전자 탐색 및 

기능 규명, 후성유전학적 조절 기술 개발

- 안전성 관련 유전자는 D-lactic acid 생성 효소 (d-lactate dehydrogenase), biogenic amine

생성 효소 (amino acid decarboxylase), 항생제 내성 효소 (vancomycin-resistance enzyme)

등임 

- 김치유산균 원균주 및 개량균주의 안전성 관련 유전자 보유 유무 분석

- 발효과정 중 김치 유산균에서 안전성 인자 발현 여부 검증연구 

- 기 확보된 김치유산균 원균주 및 개량균주의 안전성 개선 여부 분석

- 김치유산종균을 사용하여 제조한 김치의 안전성 개선 효과 분석

- 김치유산종균의 안전성을 확보하는 김치 발효 조건 규명 및 발효 기술 개발

- 김치유산종균의 probiotic 허가를 위한 안전성 분석

3. 제 2협동: 김치유산균의 실증화 및 산업화 연구(대상FNF)

○ 김치 제조의 표준화

- 김치 표준 제조 Manual화를 통한 년중 일정한 품질의 제조 기반 구축 및 스펙 개발

- 우수 김치유산종균 산업적 생산을 위한 배양 및 발효조건 최적화

- 유산균 Starter 우점 효과 향상을 위한 제조공정 구축

○ 우수 김치 유산종균의 김치 산업적 제조 및 품질 표준화 연구

- 제품 발효 패턴 표준화를 위한 유산균 최적 농도 설정

- 발효 단계별 김치유산종균(starter) 우점율 효과 분석 및 안정화

- 김치유산종균 김치 산업적 생산 최적화(시제품 생산 2건 이상)

- 유통 Simulation을 통한 김치 숙성 패턴 분석 및 발효 안정화 연구

○ 고기능성 유산균 Starter 김치 상품화

- 맛, 기호도 증진 기능성 김치 제품 개발 및 관능 특성 객관적 분석 

- 개량된 김치유산종균의 김치 발효 시스템 안정화

- 고기능 김치 유산균종의 표준화된 김치 상품화 2건
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제 2 장. 연구수행 내용 및 결과

제 1 절. 제 1세부(중앙대) 연구과제: 김치유산균 유전체 분석 및 종

균개량 연구

1. 김치발효용 스타터 개발을 위한 우수 유산균 선정

○ 최종 유산균후보 균주선정

- 본 연구팀과 본 연구의 협동과제 참여연구팀(충북대, 대상(주))은 다양한 종류의 국내 김치

로부터 약 300 여종의 김치 유래 유산균을 분리하여 보유하고 있었다.

- 논문자료, 유전체 분석 결과, 본 연구팀과 참여 연구팀의 선행연구 결과들을 바탕으로 김

치환경에서 잘 적응하여 발효능과 기능성이 우수한 특성을 보이는 김치스타터용 김치유산

균 8 종, 제 1협동의 선행연구를 바탕으로 프로바이오틱스 개발 후보 균주 1종을 합하여 

최종적으로 9종의 후보 유산균들을 선정하였다(표 1).

표 1. 전통발효식품인 김치에서 분리 선정한 최종후보 균주 선정

균주명 Strain 명 분리기관
Leuconostoc lactis EFEL005 충북대학교
Leuconostoc citreum BS14 충북대학교
Leuconostoc citreum M1 중앙대학교
Lactobacillus sakei YR4 중앙대학교
Leuconostoc mesenteroides J18 중앙대학교
Leuconostoc mesenteroides DRC0211 대상㈜
Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 공시균주
Leuconostoc gelidum JB7 중앙대학교
Weissella koreensis KACC 15510 중앙대학교

○ 9종의 후보 균주의 대장세포 면역 증진 및 유해미생물 방어 증진효과 연구

- 위에 선정한 9 균주를 대상으로 중앙대학 의학대학의 명순철 교수팀과의 공동으로 대장 

세포의 면역능 증진 및 유해미생물 방어 효과 실험을 진행하였다. 본 실험 결과를 김치유

산균의 프로바이오틱스 개발 균주선정을 위한 지표로 사용하고자 하였다.

- 선정된 9종의 후보 유산균을 유산균 배양 배지인 MRS 배지에서 배양한 후 인산완충액에 

현탁 후 동결 건조하여 정해진 세포의 양을 대장 세포에 처리하는 실험에 사용하였다.

- 9종의 대상 균주들을 각각 105, 106, 107, 108 (CFU/ml)의 cell을 배양 되어 있는 대장 상피

세포 배양액에 유산균을 첨가한 후 배양세포의 대장 상피세포의 총 전사체를 추출한 뒤,

전사체를 cDNA로 전환시켜 증폭하는 reverse transcriptase polymerase chain reaction

(RT-PCR)을 통해 면역 및 방어관련 유전자의 발현의 정도를 분석하였다.

- 9종의 대상 균주들 중 Leuconostoc (Leu.) mesenteroides J18 의 cell 양 (CFU/ml)이 약 108

정도 되었을 때 normal human embryonic keratinocyte (NHEK)세포에 존재하는 면역 및 

방어 관련된 HBD-1, FLG, OCLN, TJP1, TJP2, CLDN1 유전자들의 발현이 유도됨을 확인

하였다(그림 1).
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그림 1. Leu. mesenteroids J18와 Leu. lactis EFEL005의 대장세포에서의 면역 증진 및 

유해미생물 방어 증진효과

- Leu. lactis EFEL005(제 1협동연구팀)의 투입되는 세포 양 (CFU/ml)이 약 105 정도 되었을 

때 normal human embryonic keratinocyte (NHEK) cells 에 존재하는 다양한 면역 증진 

및 유해미생물 방어와 관련된 다양한 유전자의 발현을 증가시킴을 확인하였다.

- 위 결과를 바탕으로 Leu. mesenteroids J18 유산 균주는 김치 스타터로써 이용하는 것뿐만 

아니라 프로바이오틱스 개발의 후보 균주로도 선정 될 수 있다.

- 하지만, Leu. lactis EFEL005 균주는 김치발효환경에서 성장이 느리고 적응성이 떨어져 김

치 발효용 스타터로써의 적용에 한계점을 가지고 있을 것으로 예상되었다.

- Leu. gelidum JB7와 Weissella koreensis KACC 15510의 경우 대장세포에서 면역능 및 유해

미생물 방어관련 유전자의 발현이 유도 되지 않음을 알 수 있었다.

그림 2. Leu. gelidum JB7와 Weissella koreensis KACC 15510 대장세포에서의 면역 증진 및 유해

미생물 방어 증진효과

- Leu. gelidum JB7와 Weissella koreensis KACC 15510는 면역 증진 및 유해 미생물 방어 증

진 기능성 면에서 김치 스타터 및 프로바이오틱스로의 적용의 한계가 있다.

- 9종의 후보 균주들 중 Leu. mesenteroids J18와 Leu. lactis EFEL005를 제외한 나머지 김치 

유산균 균주 7 균주(Leu, citreum Lactobacillus sakei 등)는 대장세포에서 면역능 및 유해미

생물 방어관련 유전자 발현 증진효과가 없음을 확인하였다.



- 9 -

○ 김치 발효용 스타터 개발을 위한 최종후보 균주선정

- 김치 발효 스타터 개발을 위한 후보 균주의 선정을 위하여 선행한 면역 증진 및 유해 미

생물 방어 증진 효과 분석 결과와 후보균주들이 갖는 만니톨, 비타민 B2, B9 그리고 

bacteriocin 생산 유전자와 같은 유용 유전자와 바이오제닉 아민을 생합성하는 

decarboxylase의 존재 유무등을 조사하였다.

- Leu. meseteroides J18은 김치의 영양과 맛에 관련된 만니톨 및 비타민 B2, B9 그리고 

bacteriocin 생산 유전자를 보유하고 있을 뿐만 아니라 biogenic amine을 생성하는  amino

acid decarboxylase가 없어 김치 발효용 스타터 개발을 위한 최종후보 선정하였다.

- 국내 발효 김치에서 우점종으로 발견되는 Leu. meseteroides이며 대상(주)의 김치 스타터로 

사용되는 Leu. meseteroides J18 균주를 김치 발효용 스타터 개발을 위한 후보균주로 선정하

였다.

- 김치용 스타터 개발에 대한 후보로써 이미 프로바이오틱스로 알려진 Lactobacillus (Lb.)

rhamnosus GG의 유전체 분석을 수행하였다.

- 유전체 분석 수행 결과 Lb. rhamnosus GG 균주는 산 저항성에 관련된 유전자들을 상당수 

보유하고 있고, 김치의 청량감을 주는 물질인 만니톨(mannitol), 기능성 물질로 알려진 

GABA생성 유전자를 가지고 있을 뿐만 아니라 우수한 발효능을 나타내므로 김치발효 과

정에서 우점하며 기능성을 나타낼 것으로 예상된다. 프로바이오틱스를 김치에 적용시키면 

우수한 생리활성물질을 생산하는 건강기능성 김치를 개발할 수 있을 것으로 판단되므로 

Lb. rhamnosus GG의 김치 발효용 스타터 개발 연구도 동시에 실시하였다.

2. 프로바이오틱스 개발을 위한 김치 유산균후보 선정

- 면역 증진 및 유해 미생물 방어 기능성 및 유용 물질 생산 가능 균주인 Leu. meseteroides

J18 균주를 산 저항성과 같은 프로바이오틱스 특성 개발을 위한 연구를 실시하고자 하였

다.

3. 우수 미생물 자원의 유전체 서열분석

○ Leu. mesenteroides J18 유전체의 재분석 수행

- 김치스타터 및 프로바이오틱스 후보 균주인 Leu. mesenteroides J18는 본 연구진이 Jung et

al., 2012의 연구 논문에서 genome size는 약 2,02 Mb이며 1개의 chromosome과 5개의 

plasmid들을 가지며 1,942의 단백질 발현 유전자를 가지고 있는 완전한 수준의 유전체 분

석 결과를 보고 하였다.

- Leu. mesenteroides J18 균주를 김치발효용 스터터로 개발하기 위해서는 보다 정확한 유전 

정보가 필요할 것으로 판단됨. 차세대 염기서열 분석 방법 중 염기서열을 10 kb ~ 20 kb

길이로 분석하는 PacBio 사의 염기서열 분석 방법을 이용하면 좀 더 완성도 높은 미생물

의 전체염기서열을 얻을 수 있어 이 방법을 통하여 Leu. mesenteroides J18의 염기서열분석

을 진행하였다.

- Leu. mesenteroides J18로부터 genomic DNA를 전통적인 chromosome spooling 방법을 이

용하여 추출 한 뒤 마크로젠에서 PacBio sequencing system을 이용하여 전체염기서열을 

분석하였다.
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그림 3. Leu. mesenteroides J18의 전장유전체 어셈블리 결과

- PacBio사의 염기서열 분석 방법으로 분석된 Leu. mesenteroides J18의 chromosome의 크기

는 1,900,740 bp로 결정하였다.

- Leu. mesenteroides J18 유전체 분석 결과는 기존의 1 개의 chromosome과 5 개의 plasmid

를 보유한 것에서 1 개의 chromosome과 외에 4 개의 plasmid들을 갖는 것으로 보고됨(표 

2, 그림 4).

표 2. Leu. mesenteroides J18의 유전체 재분석 결과
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그림 4. Leu. mesenteroides J18의 chromosome과 plasmid의 유전체 지도

○ Leu. mesenteroides DRC0211 유전체 서열분석

- Leu. mesenteroides DRC0211균주는 현재 제 2협동연구팀인 대상(주)에서 김치 상품 제조

에 스타터로 사용하는 김치유산균주로써 본 연구에서 스터터 개발 균주인 J18 균주와 유

전체의 서열 및 특성을 비교하기 위해 유전체 정보서열을 완전 해독하고자 함.

- 전체 염기서열분석을 위하여 DRC0211 균주의 DNA를 chromosome spooling방법을 이용

하여 높은 순도와 농도를 갖는 gDNA를 추출함(그림 5).

그림 5. Leu. mesenteroides DRC0211 균주의 genomic DNA 추출결과

- 추출된 gDNA를 이용하여 마크로젠에서 PacBio 방법으로 전체염기서열을 분석

- 전체 유전체 염기서열 분석 결과를 바탕으로 유전자 지도를 그린 결과 Leu. mesenteroides

DRC0211에는 1개의 chromosome (1,923,948 bp)과 4개의 plasmid (59,141, 57,457, 47,426,

36,128 bp)가 존재하는 것이 확인됨 (표 3, 그림 6).

- Leu. mesenteroides DRC0211 균주는  tRNA, rRNA operon (16S, 23S, 5S)의 71, 12개를 가

지고 있음.

표 3. Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides strain DRC0211의 genome 분석결과
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그림 6. Leu. mesenteroides DRC0211의 유전체 지도

○ Leu. mesenteroides DRC1506 유전체 서열분석

- Leu. mesenteroides DRC1506균주는 제 2협동연구과제를 담당하는 대상(주)에서 김치 상품의 

제조에 스타터로 사용하기 위해 개발중인 김치유산균주로 본 유산균주에 대한 유전체 분

석을 통하여 생리적 기능적 특성을 규명하고자 함.

- Leu. mesenteroides DRC1506균주의 전체 유전체 서열분석을 위하여 위의 두 유산균주와 동

일하게 chromosome spooling방법을 이용하여 DNA를 추출하고 마크로젠의 PacBio 시퀀

싱 시스템을 이용해 염기서열분석을 진행함.
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그림 7. Leu. mesenteroides DRC1506 균주의 gDNA 추출결과 및 PacBio시퀀싱 결과를 이용한 

전장유전체 어샘블리 결과

- DRC1506 균주의 DNA 추출 결과 높은 순도와 농도를 가지는 genomic DNA 추출하였으

며, 이를 PacBio 시스템을 이용한 전장유전체 서열 분석 수행함(그림 7).

그림 8. Leu. mesenteroides DRC1506의 chromosome과 plasmid의 유전체 지도

- Leu. mesenteroides DRC1506는 1개의 chromosome과 3개의 plasmid를 가지고 있으며(그림 

8), 전체 유전체의 크기는 1,983,917 bp로 분석됨. 전체 유전자 중 단백질을 코딩하는 유전

자의 수는 1,931개, 그리고 tRNA와 rRNA의 수는 각각 70개, 12개를 가지고 있음(표 6).

표 5. Leu. mesenteroides DRC1506의 유전체 분석결과
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○ Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T) 유전체 서열분석

- Leu. mesenteroides종이 갖는 전반적인 특징을 비교하기 위해 현재 Leu. mesenteroides subsp.

suionicum의 표준균주로 알려진 LMG 8159균주의 유전체 서열을 완전 해독하고자 함.

- LMG 8159 균주의 DNA 추출 결과 높은 순도와 농도를 가지는 genomic DNA 추출하였

으며, 이를 PacBio 시스템을 이용한 전장유전체 서열 분석 수행함(그림 9).

그림 9. Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T) 균주의 genomic DNA 추출결과 

및  PacBio시퀀싱 결과를 이용한 전장유전체 어샘블리 결과
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그림 10. Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 유전체 지도

- 유전체 염기서열 분석 결과를 바탕으로 유전자 지도를 그린 결과 <그림 10>과 같이 Leu.

mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)에는 1개의 chromosome (2,026,850 bp)과 1개

의 plasmid (21,983 bp)가 존재하는 것을 확인됨.

- Leu. mesenteroides LMG 8159(T)는 1 개의 chromosome과 1 개의 plasmid를 가지고 있으며

(그림 10), 전체 유전체의 크기는 2,048,833 bp로 분석됨. 전체 유전자 중 단백질을 코딩하

는 유전자의 수는 1,973 개, 그리고 tRNA는 82 개를 가지고 있음(표 7).

표 6. Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 유전체 분석결과

○ Tetragenococcus halophilus MJ4 유전체 서열분석

- 김치유산균 Leu. mesenteroides과 멸치 젓갈에서 분리한 호염성 유산균 Tetragenococcus

halophilus MJ4의 유전적, 대사적 차이를 분석하기 위하여 호염성 유산균 Tetragenococcus

halophilus MJ4 전장유전체 서열을 완전 해독하고자 함.

- MJ4 균주의 DNA 추출 결과 높은 순도와 농도를 가지는 genomic DNA 추출하였으며, 이

를 PacBio 시스템을 이용한 전장유전체 서열 분석 수행함(그림 11).
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그림 11. 전장유전체 어셈블리(Whole genome assembly)

- 유전체 염기서열 분석 결과를 바탕으로 유전자 지도를 그린 결과 <그림 12>과 같이 

Tetragenococcus halophilus MJ4에는 1 개의 chromosome (2,389,470 bp)만이 단독으로 존재

하는 것을 확인됨.

그림 12. Tetragenococcus halophilus MJ4의 유전체 지도

○ Tetragenococcus halophilus subsp. halohpilus 유전체 서열분석

- 호염성 유산균인 T. halophilus종이 갖는 전반적인 특징을 비교하기 위해 T. halophilus

subsp. halophilus의 표준균주인 T. halophilus subsp. halophilus DSM 20339 균주의 전장유

전체 염기서열 분석을 수행하였다.
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- DSM 20339 균주의 DNA 추출 결과 높은 순도와 농도를 가지는 genomic DNA 추출하였

으며, 이를 PacBio 시스템을 이용한 전장유전체 서열 분석 수행하였다(그림 ).

그림 13. T. halophilus subsp. halophilus DSM 20339(T) 균주의 PacBio시퀀싱 결과를 이용한 

전장유전체 어샘블리 결과

- 유전체 염기서열 분석 결과를 바탕으로 유전자 지도를 작성하였다(그림 13). T. halophilus

subsp. halophilus DSM 20339(T)는 1개의 chromosome (2,000,642 bp)과 2개의 plasmid

(586,232 bp, 28,896 bp)를 갖는 것으로 분석되었다.

그림 14. T. halophilus subsp. halophilus DSM 20339(T)균주의 유전체 지도
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- T. halophilus DSM 20339(T)는 1 개의 chromosome과 2 개의 plasmid를 가지고 있으며(그

림 14), 전체 유전체의 크기는 2,595,756 bp로 분석됨. 전체 유전자 중 단백질을 코딩하는 

유전자의 수는 2,490 개, 그리고 tRNA는 65 개를 가지고 있음(표 7).

표 7. T. halophilus subsp. halophilus DSM 20339(T)의 유전체 분석결과

Size(bp)
No. of coding

gene sequences
C+G

content (%)
tRNA rRNA

Chromosome 2,000,642 1,894 36.0 59 9
Plasmid1 586,232 589 36.1 6 6
Plasmid2 28,896 7 34.9 0 0

○ Tetragenococcus halophilus subsp. flandriensis 유전체 서열분석

- T. halophilus의 아종 중 T. halophilus subsp. flandriensis의 표준균주로 알려진 LMG 26042

의 유전체 서열을 완전 해독하여 T. halophilus균주들의 유전적, 대사적 특징들을 분석하고

자 하였다.

- LMG 26042 균주의 DNA 추출 결과 높은 순도와 농도를 가지는 genomic DNA 추출하였

으며, 이를 PacBio 시스템을 이용한 전장유전체 서열 분석 수행하였다(그림 15).

그림 15. T. halophilus subsp. flandriensis LMG 26042(T)균주의 PacBio시퀀싱 결과를 이용한 

전장유전체 어샘블리 결과

- 유전체 염기서열 분석 결과를 바탕으로 유전자 지도를 그린 결과 그림 16과 같이 T.

halophilus subsp. flandriensis LMG 26042(T)에는 1개의 chromosome (2,695,908 bp)과 1개

의 plasmid (28,896 bp)가 존재하는 것이 확인되었다.
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그림 16. T. halophilus subsp. flandriensis LMG 26042(T)균주의 유전체 지도

- T. halophilus subsp. flandriensis LMG 26042(T)는 1 개의 chromosome과 1 개의 plasmid를 

가지고 있으며(그림 16), 전체 유전체의 크기는 2,724,804 bp로 분석되었으며, 전체 유전자 

중 단백질을 코딩하는 유전자의 수는 2,635 개, 그리고 tRNA는 63 개를 가지고 있음을 확

인하였다(표 8).

표 8. T. halophilus subsp. flandriensis LMG 26042(T)의 유전체 분석결과

Size(bp)
No. of coding

gene sequences
C+G

content (%)
tRNA rRNA

Chromosome 2,695,908 2599 36.3 63 15
Plasmid1 28,896 36 36.7 0 0

○ 미국 생물정보기술 센터(NCBI) 및 농촌진흥청 국가농생명기술정보센터(NABIC)에 미생

물 염기서열 등록

- 재분석하여 완성도를 높인 Leu. mesenteroidesJ18 균주의 유전체 정보를 NCBI에 수정등록

(update)하고 NABIC에 신규 등록하였다.

- 본 연구를 통하여 전장유전체 염기서열이 분석된 Leu. meseteroides DRC0211와 Leu.

mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T), Tetragenococcus halophilus MJ4의 유전체 정보

를 NCBI에 수정등록(update)하고 NABIC에 신규 등록하였다.

- Leu. meseteroides DRC1506 균주 또한 NCBI에 등록  료하였다.

- T. halophilus subsp. halophilus DSM 20339와 T. halophilus subsp. flandriensis LMG 26042의  

체 정보를 NCBI에 등록하고 NABIC에 신규 등록하였다.
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∙Riboflavin synthase subunit alpha
TGGCTTAGTTGTTGTTACTGCAACAATCGATTTGAAAAAGAAAGAAATTTTATCTGGACCAGA
TATTTTATCACGTGGTTTTGTCTATATGCGTGAATCTGGCGATTTGATTAATGAAGGTCGACGT
GTCATTTTCAGCACAATGCGCCGCGTTATGAATAGTTCAAACAATAGCGAGTCAGATATTCGT
CAAGCTGTTATTGATGACTTGTCTCGTTTCCTATTCAAAGAAACAGCTCGCAAACCAATGATT
ATGCCAATGCTAATTTTGGTTTAAGTAAAAAAACATCTAGAAAATAATCTAGGTGTTTTTTTA
TTTCACAAATTATTACTAATTCACATTACTTTGATTCAAAGTCCAGCGTGATTCCGGTGTCGTT
GGTAAAATCATTAAAATAAAGAACCAAATATTTCCGATAATCGGAATCAAATCAATAAATAT
CCAACCAGCACTTCGATTTGTATCGTGCAGACGGCGTGCTTTCAAAGTAAAAGTAGCAATCC
ACACAATTATCATGACGATTCTTGTTGTCAAATTAGTAGACAAGTCACCAACAGTGTAGATAT
CTTCAATTGAATGACCTTGCATAT
∙Riboflavin biosynthesis protein RibF
GCAGATTGTTGATGATATTTCACCAGTAACAGTGACAGCTTATTTTGAAGACGATGCATCTTT
ACCTAACACTGTTAGTCGGATAAAAGAACAGTTGGATAACTTAGTGACGCTTGGGGTTGATG
CATCACCTGCAACTATTACATTAAATGACGTGGCACAATCAGATTGGGAAAACAACTGGAAA
CAATATTATCATGCCACCCGCATAACAAGACACATTACTGTTGTACCTTCATGGGAAAACTTT
GTAGCAGCTCAAAAAGATGAATATCCAATTATTATGGATCCTAAGTTAGCTTTTGGAACAGG
AGTTCATGAAACAACACGATTAATGATCCAAGCGCTAGAAACTGTCGTTCGTGGCGGAGAA
AGCATGATAGACGTGGGTACGGGTTCAGGAGTACTATCCGTCGCTGCAAAACAACTCGGTGT
AGCAGGTATTTTAGCAACAGATATTGACGAGATGGCTGTGAATGTTGCTAAAGAAAATTTAG
CGTTAAACCCAGTGGCCAATGATGTTACAGTGGTAACTAGTGATTTACTGGAGTCAATTGCTA
TCGATAAGCCTGTAGACTTGATTGTTGCTAATATTCTAGCTGACGTTATTGAACGCCTTATTCC
ACAGACATGGTCACGCCTGAAGCCAGGTGGCTATTTCTTGGTTTCTGGAATCTATGATGCTAT
TTCAGTATCGATTGAACAACAGCTACAACAAGCGGGATATAAAATTTTTCAACACACAACAA
TGGGTGACTGGCATGCATTCATTGCAAAAAAGGATTTTAAATAATGCAACGCTATTTTCTAAA
CGAACCAATTAATGATACGATTCGCTTGACAGCTGACAATGACATTTTTAAGCACTTTGGCAA
AGTTTTGAGAGCTCGAGTGGGGTCAAAAGCTGAATTTGTTAGTAATAATTTGGAAATCTGCCT
TGGAGAAGTTACT
∙Riboflavin biosynthesis protein RibT
GCTAAGTTTTAGTTATTGGAAATAACCGTGACTCTCCAAAGTTCGACGGTTATTTTTTTCTGCT
AATTTTTTCTATTAGTAGAACTACAAACGTTAGTAAACTGATGATAAAGATACCAAAAGCTA
GTAACGTTTGCAGTGTGTCCGAAAGGGACATCAGGCATTTCCTTTCCTAGAATCTGGGTTTAC
AGTGATTACACCATAAGCACCACCTCCGTTCGGGATAGCCACCGTCTTAACTTGTTTGCTTCA

4. 분석된 김치유산균의 유전체 정보를 바탕으로 한 김치유산균의 대사적, 기능적, 발효적, 유

전적 특성 비교분석

○ 유전체 분석을 바탕으로 한 김치 유산균들의 유용 유전자의 탐색

- 문헌등을 기초로 김치유산균의 비타민 합성에 대한 분석을 수행함.

- 유용유전자의 탐색을 위하여 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 데이터

베이스나 NCBI의 GenBank 데이터베이스의 주석 결과를 활용함.

- Leu. mesenteroides J18의 유용 유전자 탐색 결과 비타민 B1 합성유전자(riboflavin synthase)

를 1 건 확보함.

∙Riboflavin synthase subunit alpha
atgtttacaggtattacacaagaagttggtcgtttaataagcatttatcagcgtaatgacaaagaaatgcgcttaaaaattgctgcatccgaggactatt
tttctgatagcagagtaggcgatagcattatggttgatggcgtttgtttaacaattaatcagctagaatcaaattatgctgaattcgatattatggtaccg
acttttgaaacgaccattgttaaattctatcaagttgggcaaaaagtaaacttggagaaagcacttttagtttccaaccgatttgatggtcactttgttcta
ggtcatgtagatcagacagctgaagtagtcaaaaaagagtacagtgaagaaaccacattgttaacttttaaattagcagaccgtcaacaaataaatca
aatcgtcaataaaggttcagttactatttcaggtgtgagcctaaccattgttcaagcgagagaagatgtatttcaagttggtctaataccacttacattaa
ccaagacaactttgggattattgcacgaacgagatttggtaaatgttgaaaccgatattttggcgaaatatttaatgaaaggaaagtaa
∙Riboflavin synthase subunit beta
atgatttataaagctaagttaattgatcaaacaaataaaaaaattgcaattgtggccagcaagtttaatgatttaattgttaaacaacttatttctggcgcg
caagaatctctagaaatgcatggtattgatgagagtaatattgatattatttgggtaccaggagctttggaaattccaatggttgcgaaaagaatagcg
caggttcaaaaatatgatggtattgtaacactaggtgctgtaataaaaggagacacagatcattatgaccttgttattaatggtgttgctaacggcattt
ctcaaataagtttaagtacagatgtaccaattgtttttggggtgttgactacagatactttagagcaagcacagcaacggtcaggtgccaaatcaggaa
acaaaggggccgaagttgcactcagtttgttggagcttattaatatctttgagcaaataaaatccatttga

- Leu. mesenteroides DRC1506 균주로부터 유용유전자 vitamin B1 합성유전자(riboflavin

synthase)를 1 건 확보함
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TCTAGTATAACATATGTAAAAACAGTAAAAATCGGGTAACAATTGTGAACAAAACTTACTTC
GCTTTTTTCTTTATAAGTTAGGCAATTAGTGTTCTTTGATTATTATGATTAGTGGCATGAT
∙Riboflavin biosynthesis protein RibD
TTTTCCAAGATGCTAACTAATATTCCACCCAAAAAATAATTGACAATTAACGGTACCCAGTA
CTGTGTCCTTGTTGCCGTTGCATGCCAAGAAAACATTTTTGTCCAAAATTCACGATAAGCATT
AATCATATGATTTCCCCCTTTTCTCTCATCATCAATCAATGATAACACTCTTTTTGGAAAAAGT
TAATTTAGAGAATCAAGCTAGAATATGTTGACAATATAAAAAGCAGCTTACTCTCAAACAAC
AATTTCCAAAGCTTACACTGGGTAAATTATTATTTTCTCATCTAAGCATCTGCTGAAATAGAG
CTATCAGGCACCATCAACATTTCTAGCCTAAACGCTGAGTAAACTGCTCCTGGATTGAAAGA
AACCCATTCCCGTTATCGTTAAGGATAACTTCAACAACTCGCATTGTTATTAGGACTTCCTCCT
AATCTATACACATAGTATAGCATATAAATGCTCCAATTGCAAACGCTTACATTTATGATATAT
AAACCACCTCAAATGACCAGAAAAGCCAACTCAACAAATTGTGAGTTGGCTTTTTACTAACT
GCTCCACTTGGATTCGAACCAAGGACCTGCGCATTAACAGTGCGTTATTCTACCACTGAACTA
TGGAGCAATGAAATAAACAATGATTAAATTATAATGTATTAATTATTAGTTGTCAACATATTT
TTCAGAAAAAAATATGTACTTTCATAATACAATTTTAATAATAAAAAAAGCCCCAACAGACA
GGACTATATCGAGGAATTTAATTTCAATCGTCTGTTGGGGTAGTAATGTTGTGAACAAACATT
ACTATTTTAGTATAGCCACTACTTTAACAATTATTCAAACAAATGTTAGGTTACTTATCAAGA
TGAATGTTTCTCAAAAATACTATGATTAATTTGTATCAGAAATTTATCCCCGCAATATTCGAA
CATTAGGGATCATTTAACTTAATTATTCGTAAAAAAGCTGACATTATTTCTGCTTGTCGTTTGT
CAGTATGTTACAATATCATCAGTACAAAT

∙Biotin biosynthesis protein BioY
ATCACGTACTCTCGATAGAAATTCATCGCTTCCTCTTTATCTGAATGGTGCAACTGATGTAGT
AGTTGCTCTAACTCAGCTAAATAATTCTCCATCTGCTTATCTCTCCTTCAATAATGTGTCAACG
TTTGCTTGGAACATTACCCAATCTTGGCGTATGCTAGCCAATCTGTCACGACCTCGTGTTGTA
ATCTGGTAGTAACGTCGATTTCTGCCTTGATAAGGTTGATCATACGTTGTAACAAATTGATTAT
TTTTTAATCTCCGTAGTACAGGGTATAACGTCGATTCCGAAACAGAAATCGTGCCCTGCACTC
TTTGCGTTAATGCATAACCGTAATAATCTTCTTTATCTAATATCGCTAAAACGCAACCGTCTA
ATAATTCTGAACTCATTTGAATTGCCATACTTATTTTCTCCAATACTATACGACATATAATATA
TGTTCAAAAATATTATATGGATTTTTAATTGTTTTGTCAACAAAAAAATATCTCAACAAATGT
CATTGTTGAGATATTTTTCGTTGCCTAATCATCTTT

- Leu. mesenteroides DRC1506 균주로부터 유용유전자 vitamin B7 합성유전자(biotin

biosynthesis protein)를 1 건 확보함

- 김치발효용 스타터개발 후보균주 후보로 선정된 Leu. meseteroides J18은 김치에서 분리되었

으며, 이종발효유산균으로써 만니톨 생성 유전자를 가지고 있음.

- Leu. meseteroides J18은 엽산, 리보플라빈 생합성과 박테리오신 생성 등 유용유전자를 보유

하고 있으며 amino acid decarboxylase를 보유하고 있지 않아 biogenic amine을 생성하지 

않는 안전한 유산균으로 판단됨.

○ Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T) 대사적 특성 분석

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 전장 유전체 분석을 통하여 얻어진 정

보를 바탕으로 본 유산균이 갖는 탄소 대사 경로를 재구성함

- 그림 17과 같이 Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)는 lactose, malotose,

galactose, glucose, cellobiose, mannose, sucrose, fructose, xylose, arabinose, ribose 등 다

양한 탄소원을 세포 외부로부터 받아들이며 이용할 수 있는 유전자를 보유함.

- 세포 내부로 유입되는 다양한 탄소원을 이용하는 대사 유전자를 보유함을 알 수 있으며 

탄소원의 이용은 Leu. mesenteroides J18과 높은 유사성을 가지고 있음을 알 수 있음.
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그림 17. Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 탄소대사경로

○ Leu. mesenteroides J18 와 Leu. mesenteroides DRC0211 유전체 비교분석

- J18균주와 DRC0211균주의 비교분석을 위해 plasmid 존재 유무이외에 두 균주 사이의 염

기서열을 비교하여 차이점들을 분석함(표 9).

표 9. Leu. mesenteroides J18균주와 Leu. mesenteroides DRC0211의 염기서열 비교 분석 결과

- Leu. mesenteroides J18 균주와 Leu. mesenteroides DRC0211의 유전체 염기서열을 비교한 결
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과 표 5와 같이 염색체 상의 22 부분에서 염기서열 차이를 보이며 나머지 염기서열은 동

일함을 확인함.

- DRC0211에 비해 J18의 유전체 크기가 작은 것은 김치 발효와 같은 특정 환경속에서 오랜

시간 적응하여 환경 내 생존에 불필요한 유전자를 제거했기 때문에 유전체 크기의 축소가 

일어난 것으로 사료됨.

○ Leu. mesenteroides DRC1506 균주와 기존에 분석된 유산균들 사이의 유전체 비교 분석

- Leu. mesenteroides 종의 생리학, 유전학적 특성을 규명하기 위하여 본 연구진에서 분석한 

Leu. mesenteroides J18, Leu. mesenteroides DRC0211, Leu. mesenteroides DRC1506, Leu.

mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)와 NCBI GenBank 데이터베이스에 등록되어 

있는 15 균주의 전장 유전체 서열을 대상으로 비교유전체 분석을 수행함.

- 분석에 이용한 19 균주에 대한 정보는 표 10.에 나타냄.

표 10. Leu. mesenteroides 균주들의 기본 유전체 특성

- 19 균주들의 유연관계를 파악하기 위하여 16S rRNA gene 서열을 바탕으로 계통수를 작성

하였음.

- 19 균주들의 유연관계 파악을 위하여 전장유전체의 서열을 이용하는 average nucleotide

identity (ANI)와 in silico DNA-DNA hybridization (in silico DDH) 분석을 각각 

Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (OAT)와  Genome-to-Genome Distance
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Calculator (GGDC, http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) (Auch et al., 2010, Meier-Kolthoff

et al., 2013)를 이용하여 분석함.

- Leu. mesenteroides 균주들이 갖는 생리학, 유전학적 특성 규명을 위해 Bacterial Pan

Genome Analysis pipeline (BPGA)(Narendrakumar et al., 2016)을 이용하여 pan-genome

및 core-genome 분석을 수행함.

- Leu. mesenteroides 균주들이 갖는 단백질에 대하여 유사도 90 %의 기준을 설정하여 모든 

단백질들의 클러스터링을 수행함.

- Pan-genome 및 Core-genome의 단백질들의 기능에 대해서는 KEGG 데이터베이스,

Cluster of Orthologous Groups (COG) 데이터베이스를 기반으로 분석을 수행함.

○ Leu. mesenteroides의 계통학적 분류와 김치발효 대사 특성 분석

- 16S rRNA 유전자 서열을 기반으로 한 Leu. mesenteroides strain들의 계통학적 유연관계는 

아래 그림 18. 와 같음.
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그림 18. 16S rRNA 유전자 서열을 기반으로 작성한 Leu. mesenteroides의 계통수

- 현재 Leu. mesenteroides는 Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides, Leu. mesenteroides subsp.

dextranicum, Leu. mesenteroides subsp. cremoris, Leu. mesenteroides subsp. suionicum인 4개

의 아종(subspecies)으로 그 계통이 분류되어 있음.

- 16S rRNA 서열을 기반으로 Leuconostoc 그룹 및 Leu. mesenteroides의 계통학적 분석 결과 

Fructobacillus 및 Weissella 속의 균주들과 높은 유연관계를 갖는 것으로 보임.

- Leu. mesenteroides 종들의 16S rRNA 유전자 서열은 상동성이 굉장히 높아 아종 수준까지

는 분류에 한계를 보이기 때문에 전장유전체 서열 전체를 이용하는 ANI와 in silico DDH

분석을 통하여 Leu. mesenteroides의 계통적 유연관계를 재분류 하였음(그림 19., 그림 20.).
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그림 19. Average Nucleotide identity(ANI) 값을 기반으로 제작된 히트맵

그림 20. in silico DNA-DNA hybridizations (in silico DDH) 값을 기반으로 제작된 히트맵
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- ANI 분석결과 Leu. mesenteroides group은 총 5 개의 아종(subspecies)로 재분류될 수 있음

(현재 분류되어 있는 3 가지 아종(subspecies)인 Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides,

Leu. mesenteroides subsp. dextranicum, Leu. mesenteroides subsp. cremoris와 새로운 2 가지 

아종이 추가될 가능성이 있음.)

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 경우 ANI 값이 95% 미만이기 때문에 

Leu. mesenteroides에 속한다고 보기 어려울 것으로 판단 (일반적으로 ANI 값이 95%이상일 

때 같은 종으로 분류)

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)은 heatmap 상에서도 다른 Leu.

mesenteroides들과 다른 색을 나타냄(흰색)

- LMG 8159 이외에 다른 Leu. mesenteroides는 1 그룹으로 잘 분류됨(빨간색)

- Leu. psudomesenteroides KCTC 3652(T)는 Leu. mesenteroides와 다른 종이기 때문에 유연관계

가 상당히 먼 것으로 나타남(파란색)

- in silico DDH 값을 기반으로 작성한 히트맵에서도 ANI분석 결과와 유사하게 Leu.

mesenteroides group은 총 5개의 아종(subspecies)으로 재분류될 수 있음

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)의 경우 Leu. mesenteroides의 균주들과 in

silico DDH 값이 70 % 미만으로 나타남. 이는 DDH값에 의한 종의 분류 기준인 70 %를 

넘기지 못하기 때문에 Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)은 Leu.

mesenteroides에 속한다고 보기 어려움.

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T)은 히트맵 결과 상에서도 다른 Leu.

mesenteroides들과 다른 색을 나타내고(파란색, 70 % 이하), Leu. psudomesenteroides KCTC

3652(T)와 오히려 유연관계가 가까운 것으로 생각됨.

- LMG 8159이외에 다른 Leu. mesenteroides는 한 그룹으로 명확히 분류됨(빨간색).

- Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T) 균주는 앞서 분석한 ANI와 dDDH

value 값을 보았을 때, Leu. mesenteroides에 속한다고 보기 어려울 것으로 판단되어 Leu.

mesenteroides 종의 생리학, 유전학적 특성분석에서 제외함.

- BPGA (a Bacterial Pan Genome Analysis pipeline) 을 이용하여 90% sequence identity를 

cut-off value로 정하여 분석 하였을 때, 총 17균주의 Leu. mesenteroides의 pan-genome 분

석결과, 3,185개의 pan gene과 999개의 core gene을 가지는 것으로 나타남(그림 21).

그림 21. Leu. mesenteroides 18 균주의 core and pan genome plot 및 Histogram of pan

genome distribution
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- Leu. mesenteroides 17 균주의 core gene pool은 999개, unique gene pool은 754개로 

unique gene를 가지고 있음. Leu. mesenteroides 균주들은 적은 core gene을 가지고 있고,

각 균주들의 지놈 사이에 횡적 유전자 전달(horizontal gene transfer)이 일어난 결과로 추

정됨.

- 가장 많은 unique gene을 보유하고 있는 균주들은 Leu. mesenteroides P45 균주이며, 가장 

적게 보유하고 있는 균주는 J18 및 DRC0211임(그림 ).

- J18 및 DRC0211균주는 유전체 크기가 조금 다를 뿐, ANI value=100% 로 유전체 정보는 

거의 같기 때문에 unique gene 개수가 가장 적게 분석됨.

그림 22. Core 및 unique gene의 개수를 나타내는 Flower plot diagram

- Unique gene의 대부분은 hypothetical protein으로 나타남. 이는 균주 내에 유일하게 존재

하는 단백질로 그 기능이 주석되어지지 않았기 때문으로 사료됨(표 11.).

표 11. 각 Leu. mesenteroides strain들의 unique gene 리스트
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- Leu. mesenteroides P45 균주는 매우 다양하고 많은 unique gene을 보유함을 알 수 있음.

- 16s rRNA sequence 기반으로 Leu. mesenteroides를 분석하면, strains들 사이의 계통학적 거

리가 서로 가깝기 때문에 이 결과만으로는 Leu. mesenteroides의 subspecies를 분명하게 구

분하기에 어려움이 있어 균주가 공통으로 보유하고 있는 core gene들을 기반으로 계통학

적 트리의 작성이 필요함.

그림 23. 18 Leu. mesenteroides 균주의 core gene 서열을 기반으로 작성한 계통수

- core gene 서열을 기반으로 유연관계를 살펴본 결과, type strain인 ATCC 8293, ATCC

19254, DSM 20484뿐만 아니라 strain P45를 새로운 아종(subspecies)로 분류한 group과  

DRC1506가 포함된 새로운 subspecies group으로 나눠 Leu. mesenteroides는 총 5

subspecies그룹으로 분류되어야 될 것으로 생각됨

- 17개의 Leu. mesenteroides의 cluster of ortholog genes (COG)의 존재 유무를 heatmap과 

hierarchial clustering 분석을 수행한 결과 Leu. mesenteroides subsp. cremoris에 속하는 

TIFN8, ATCC 19254, T26 균주들의 경우 하나로 그룹화 되는 반면, 다른 아종 균주들은 

잘 분류 되지 않는 것을 알 수 있음

- 김치 유래 유산균 DRC1506의 경우 다른 균주들에 비해 적은 유전자를 보유하는 것을 알 

수 있는데, 이는 환경적응성을 높이기 위해 불필요한 유전자들을 감소시키는 방향으로 진

화가 일어난 것으로 사료됨.
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표 12. 각 Leu. mesenteroides group 별 Subspecies-specific gene 리스트

- 5개의 subspecies 그룹별로 subspecies-specific gene의 리스트를 작성해 본 결과 Leu.

mesenteroides subsp. cremoris에 포함되는 strain들의 경우 DNA-binding phage protein,

head-tail joining protein, progead protease 등 Phage 관련 유전자들이 굉장히 많이 발견

됨을 확인함.

- COG 유무(빨강-존재/파랑-존재하지않음)로 Heatmap을 작성하여 clustering을 해본 결과 

Leu. mesenteroides subsp. cremoris에 포함되는 균주들(TIFN8, ATCC 19254, T26)의 경우 한 

그룹으로 clustering이 되는 것을 확인할 수 있는 반면, 다른 균주들은 아종끼리 잘 분류되

지 않음을 알 수 있음(그림 24).
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그림 24. 17 Leu. mesenteroides의 Clusters of Orthologous Groups (COG) 유무로 제작한 

히트맵

- DRC1506의 경우 다른 균주들에 비해 파란색이 많은 것을 보아 환경적응성을 높이기 위해 

불필요한 유전자들을 감소시키는 방향으로 진화가 일어난 것으로 생각됨.

- Leu. mesenteroides, Leuconostoc (Leu. mesenteroides을 제외), Fructobacillus 및 Weissella 종의 

COG category 분석결과 Leu. mesenteroides는 다른 group에 비해 metabolism에 관련된 유

전자를 다량 보유하고 있음을 확인함.
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그림 25. Leu. mesenteroides, Leuconostoc (Leu. mesenteroides을 제외), Fructobacillus 및 Weissella

종의COG category 분석결과

- 특히 [E] Cabohydrate transport and metabolism, [G] amino acid transport and

metabolism 관련 기능 유전자의 비율이 높은 것을 관찰 할 수 있음.

- Carbohydrate metabolism 및 transporter system을 중점적으로 하여 Leu. mesenteroides의 

대사 경로를 재구성하였음.

- KEGG 데이터베이스를 바탕으로 17개의 Leu. mesenteroides 균주들이 탄소원을 대사할 수 

있는 대사 경로를 분석. 17개의 Leu. mesenteroides 균주가 모두 대사할 수 있는 경로(파랑),

15-16 균주가 모두 대사할 수 있는 경로(보라), 그 외 1-14균주가 대사할 수 있는 경로(빨

강)로 표시(그림 26).

- KEGG 대사 경로 분석 결과 유산균 대부분이 공통의 대사 경로를 갖는 것으로 확인됨.

17, 15-16 균주 공통의 대사 경로(파랑, 보라색)가 대부분을 차지함.

- 주요 조절 유전자의 유무 분석 결과(B), 대부분 공통의 조절 유전자를 보유하고 있지만 

phosphotransferase system의 경우 특정 유산균주만이 보유하고 이용함을 알 수 있음. 이

는 유산균 종에 따라 세포 외부의 탄소원의 유입과 이용의 차이점을 일으킬 수 있는 것으

로 사료됨.
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- Leu. mesenteroides는 젓산, 에탄올, 이산화탄소, 아세트산을 생성할 수 있는 유전자들을 공

통적으로 보유하고 있으며, phosphoketolase 경로를 통해 발효를 진행함을 알 수 있음.

- 젓산, 에탄올, 아세트산뿐만 아니라 당의 일종인 만니톨은 발효된 김치에서 발견되는 주요

한 대사산물 중 하나로, 몇몇 분석 균주는 fructose transporter와 만니톨을 생성할 수 있

는 유전자를 보유하고 있음이 확인됨. 이들 균주는 김치환경에서 다양한 대사산물들을 생

성하며 발효가 가능할 것으로 판단됨.

- Leu. mesenteroides들은 다양한 membrane transport system을 가져 다양한 기질을 uptake

하고 이용할 수 있도록 적응되어 왔다고 추정됨

그림 26. KEGG를 이용해 제작한 Leu. mesenteroides의 대사 경로 (A)와 조절 경로 (B)
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- 김치 발효에 중요한 역할을 하며 김치 내 미생물 군집에서 발견되는 Leu. mesenteroides이 

김치 발효 과정 동안의 대사 경로 유전자 발현 활성에 대해 분석하는 것이 김치 발효 기

간동안 김치 내에서 일어나는 변화와 김치 유산균의 작용을 이해하는 중요한 자료가 될 

수 있음.

- 김치의 발효 과정 동안 7, 13, 18, 25, 29일의 메타트랜스크립톰 데이터를 분석한 결과 Leu.

mesenteroides의 탄소 대사 경로에 대한 시기별 유전자 발현 활성의 변화 추이를 알 수 있

음(그림 27).

그림 27. 김치 발효 기간 동안의 Leu. mesenteroides의 발효 경로에 대산 유전자 발현 양상

- 김치 발효 기간 동안의 메타트랜스크립톰 분석을 한 결과, 발효 시간에 따라서 외부 탄소

원의 유입을 유도하는 채널 유전자의 발현이 점차로 증가함을 알 수 있음. 또한 김치 발
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효에서 가장 중요한 역할을 하는 젖산을 생성하는 이형 젖산 발효 대사 경로의 유전자는 

김치 발효 전반에 걸쳐 활성이 매우 높은 상태로 유지됨을 알 수 있음.

- 김치 메타트랜스크립톰 분석을 통해 기간별 탄소 대사 경로와 조절 유전자 발현 활성에 

대해 조사한 결과(그림 28), 탄소 대사, 핵산 대사, 지방산 생합성, 산화적 인산화, 리보플

라빈 대사, 그리고 아미노산 중 하나인 글루타민과 글루탐산에 관련되어 있는 유전자의 

발현 활성이 김치 발효 기간 전반에 걸쳐 높은 상태인 것을 알 수 있음.

그림 28. 김치 발효 7, 13, 18, 25, 29일의 대사 경로에 관련 유전자 활성 분석 결과

- 본 연구를 통하여 Leu. mesenteroides이 갖는 계통학적, 유전적 특징에 대하여 심층적 파악

이 가능하였으며, 김치의 발효 기간 동안의 메타트랜스크립톰 분석을 수행하여 김치 발효

간의 김치 유산균의 대사 활성과 작용에 대한 이해가 가능함.

- 김치발효 종균으로 적용하기 위해서는 김치발효 환경으로부터 미생물에 가해질 수 있는 

다양한 스트레스 조건(저온, 저산조건 등)에 견딜 수 있는 스트레스 저항성 유전자의 보유 

여부가 중요한 요소로 작용 할 수 있음.
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- 18 Leu. mesenteroides 균주가 갖고 있는 스트레스 저항성 유전자의 분석 결과는 아래 표와 

같음(표 13).

표 13. Acid tolerance, heat & cold response, salt resistance, oxidative stress 대응관련 유

전자 정보
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- DRC1506균주 및 J18균주는 김치발효 환경에서 나타나는 다양한 stress에 견딜 수 있는 유

전자들을 많이 보유하고 있으므로 우수한 김치유산균 종균으로 사용이 가능할 것으로 판

단됨.

- 실제로 발효과정에서 김치 발효 종균 대상 Leu. mesenteroides 균주들이 생산하는 대사산물

들을 확인하기 위하여 1H-NMR을 통한 대사체 분석을 수행하였음.

- 유기산인 젖산, 아세트산 그리고 에탄올뿐만 아니라 만니톨, 포도당과 같은 탄소원 그리고 

GABA와 같은 기능성을 갖는 대사산물 역시 Leu. mesenteroides 균주들에 의한 생성을 비

교 분석함(표 14.).

표 14. 대상FNF(주)에서 개발 중인 종균들을 대상으로한 1H-NMR 샘플 목록
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표 15. MRS 배양액을 이용한 균주 접종 시료의 1H-NMR 결과

- Leu. mesenteroides (strain DRC0211, DRC1506)는 Lactobacillus 균주(strain M2, CK10,

DSR920)에 비해 젖산(lactate)을 많이 생성하는 것을 보아 MRS 배양액에서 생장이 매우 

빠르며, mannitol 및 GABA 등 김치발효조건에서 생성되는 대사물질들도 많이 생성함.

그림 29. Leu. mesenteroides DRC0211 및 DRC1506의 김치발효기간별 대사물질 분석

- 현재 대상(주)에서 김치발효종균으로 사용하고 있는 DRC0211과 새로 개발 중인 종균 

DRC1506의 김치발효기간별 대사물질 분석을 수행한 결과 농도차이가 거의 없이 비슷함을 

확인하였음. 기존 종균인 DRC0211 대신 DRC1506을 사용하면 김치 내 우점율 및 대사물
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질 생성능은 비슷하지만 맛은 더욱 뛰어난 김치제조가 가능할 것으로 생각됨.

○ Leu. mesenteroides DRC1506의 계통학적 분류

- 1차년도에 완료한 Leu. mesenteroides J18과 Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides DRC0211,

그리고 2차년도간 전장 유전체 분석을 완료한 Leu. mesenteroides DRC1506와 Leu.

mesenteroides subsp. suionicum LMG8159(T)를 포함하여 비교 유전체 분석을 수행.

- 본 연구과제를 통해 확보된 Leu. mesenteroides DRC1506의 전장 유전체를 이용한 계통학적 

분류를 목표로 함.

- Leu. mesenteroides DRC1506의 정확한 계통학적 분류를 수행하기 위하여 전장 유전체 분석

을 수행하였음.

- 김치 유산균 Leu. mesenteroides DRC1506의 계통적 분류를 위해 전장 유전체를 바탕으로한 

비교 유전체 분석을 수행함.

- 유전체 데이터 베이스 GenBank로부터 현재 업로드 되어 있는 Leu. mesenteroides의 16S

rRNA 유전자 서열를 수집하여 계통수를 제작한 결과 아래 그림 30과 같은 결과를 얻을 

수 있음.

그림 30. 16S rRNA gene sequence를 기반으로 제작한 계통수

- 16S rRNA 유전자 서열를 이용한 계통수 제작 결과 Leu. mesenteroides DRC1506는 Leu.
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mesenteroides 속의 미생물들과 근연관계에 있으며 Leu. mesenteroides의 아종으로 분류 될 

가능성이 있음을 알 수 있음.

- 또한 Leu. mesenteroides DRC1506는 다른 김치 유래 유산균과도 하나의 단위를 형성하여 

계통적으로 나뉨을 알 수 있음.

- 유산균 간의 유사도가 매우 높기 때문에 16S rRNA 유전자 서열 기반의 분석만으로는 미

생물의 구분에 한계점을 지니고 있음. 따라서 16S rRNA 유전자 서열뿐만 아니라 미생물

의 전장 유전체를 이용하여 더 정확한 계통학적 분류를 수행함.

- 전장 유전체를 바탕으로 하는 계통 분류학적 분석 방법에는 대표적으로 average

nucleotide identity(ANI)와 컴퓨터를 이용하여 DNA간의 상동성을 비교하는 in silico

DNA-DNA hybridyzation (in silico DDH) 두 가지 방법을 이용함.

- ANI 분석의 경우 종간의 구분을 95~96 %의 유사도를 기준으로 이상인 경우 같은 종으로 

이하인 경우 다른 종으로 구분하게 됨.

- In silico DDH는 기존의 DDH와 동일하게 70 %로 종간의 구분 기준으로 설정하여 균주간

의 유사도를 파악하게 됨.

- 이들 두 방법을 이용하여 Leu. mesenteroides의 표준 균주들을 대상으로 미생물들의 유사도

를 분석한 결과 아래 표 16과 같은 결과를 얻을 수 있음.

표 16. Leu. mesenteroides 내의 표준균주와 DRC 1506 균주간의 유사도 분석 결과

- ANI와 in silico DDH를 종합하여 판단할 때, 계통적으로 Leu. mesenteroides DRC 1506은 

Leu. mesenteroides에 속하는 새로운 아종으로 분류될 수 있으며 Leu. mesenteroides subsp.

suionicum DSM 20241(T)는 명확하게 Leu. mesenteroides의 아종이 아닌 신종 균주로 분류됨

을 알 수 있음.

- 다수 미생물의 전장 유전체들을 종합적으로 비교·분석하는 pan·core genome 분석은 유전

자간 유사도를 기반으로 미생물간 공통의 유전자와 균주 특이 유전자를 분석하여 미생물
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간의 공통점과 차이점을 분석할 수 있는 분석 기술임

- 본 비교 유전체 기술을 이용하여 Leu. mesenteroides의 전장 유전체를 분석한 결과 모든 

Leu. mesenteroides의 공통 유전자의 수는 478개로 분석됨.

- 478개의 공통 유전자를 이용하여 계통수를 제작한 결과 아래 그림 31과 같이 Leu.

mesenteroides의 균주들과 김치 유래 유산균 DRC1506의 유연관계가 매우 유사한 것으로 

나타남.

그림 31. 478개의 연쇄된 core-genome으로 제작한 계통수

- 전장 유전체를 이용한 유전체의 비교·분석 결과 김치유래 유산균 DRC 1506은 Leu.

mesenteroides의 아종으로 분류하여 Leu. mesenteroides subsp. jonggajibkimchii로 명명함. 또

한 Leu. mesenteroides subsp. suionicum DSM 20241(T)는 Leu. mesenteroides의 아종에 속하

는 것이 아닌 Leuconostoc 속의 새로운 종인 Leuconostoc suionicum으로 재명명함.

5. 실험실진화를 통한 김치유산균의 특성개량연구

○ 김치유산종균의 특성 개량을 위한 반응기 시스템구축

- 김치유산균의 저온 적응성 향상을 위한 실험실적 진화는 저온환경에서 개량 대상 균주를 

거듭하여 계대 배양함으로 진행하고자 함.

- 김치유산균 J18 균주를 프로바이오틱스로 개발하기 위해서는 pH가 낮은 사람의 위를 통과

하여 생존해야 하기 때문에 내산성을 가지고 있어야 함. 내산성 증진을 위한 실험실적 진

화 연구는 유산균의 발효 진행에 따른 pH의 감소로 김치유산균의 성장이 저해되는 요소

를 고려하여 김치 유산균 배양 배지 내의 일정한 pH를 유지하기 위한 시스템으로 연속배

양이 가능한 발효기 시스템을 구축하여 실험실적 진화 연구를 수행하고자 함(Fermentec

FMT ST-D).

- 구축한 발효기 시스템을 이용해 온도뿐만 아니라 pH도 일정하게 유지되도록 하고 배지를 

일정한 속도로 공급하여 연속배양으로 운전하도록 함.

- 유산균은 혐기상태에서 젖산발효를 진행하기 때문에 질소가스를 주입하여 혐기상태가 유

지되도록 함.
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그림 32. 김치유산균의 실험실 진화를 위한 연속배양기 시스템구축

○ 실험실진화를 통한 김치유산균 Leu. mesenteroides J18의 저온 저항성 향상 개량 연구

- 실험실적 적응 진화 기법을 이용하여 Leu. mesenteroides J18의 저온 환경 성장 특성을 개량

하고자 함. 김치는 저온 환경에서 발효를 진행하기 때문에. Leu. mesenteroides J18의 저온 

생장 특성과 분석함.

- Leuconostoc 배양에 최적 최소 배지인 CDM배지(Chemically Defined Medium)는 실험실적 

적응 진화에 있어 배지 영양 성분에 의한 적응으로 미생물의 성장이 증가하는 요소를 줄

일 수 있는 배지로, 그 성분은 아래 표와 같음(표 ).

표 17. CDM 배지 조성(Foucaud et al., 1997)

성분 g/L 성분 g/L 성분 g/L
Glucose 15 Aspargine 0.346 Vitamin B12 0.001

Fructose 15 Alanine 0.238 Orotic acid 0.005
KH2PO4 2.5 Lysine 0.438 Riboflavin 0.001
K2HPO4 3 Arginine 0.336 Folic acid 0.001
(NH4)3-citrate 0.6 Cysteine 0.173 Biotin 0.01
Na-acetate 1 Tyrosine 0.05 MnSO4∙H2O 0.028
Glutamine 0.39 Serine 0.125 MgCl2∙6H2O 0.2

Isoleucine 0.213 Glycine 0.25 CaCl2∙6H2O 0.05
Methionine 0.125 Tryptophan 0.29 FeCl2∙4H2O 0.005
Valine 0.325 Pyridoxal chloride 0.002 ZnSO4∙7H2O 0.005
Histidine 0.15 Nicotinic acid 0.001 CoCl2∙6H2O 0.0025
Leucine 0.475 Thiamine dichloride 0.001 CuSO4∙5H2O 0.0001
Threonine 0.225 Calcium pantothenate 0.001 Adenine 0.01

Proline 0.675 Inosine 0.005 Uracil 0.01
Phenylalanine 0.275 Pyridoxamine dichloride 0.005 Xanthine 0.01
Aspatate 0.3 Sodium p-aminobenzoate 0.01 Guanine 0.01

- Leu. mesenteroides J18 균주를 Leuconostoc 배양에 최적 최소 배지인 CDM배지(Chemically
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Defined Medium), MRS배지, minimal 배지을 이용하여 다양한 온도에서 생장을 비교함.

- CDM 배지에서 온도별 성장속도를 확인한 결과 OD600 = 1 에 도달하기까지의 시간은 3

0℃에서 6시간, 10℃에서 48시간, 4℃에서 6–7일 정도 소요되는 것을 확인됨. 이를 통해 

10℃ 이하의 저온에서 성장속도가 현저히 감소하는 것을 확인할 수 있었음.

- 배양 온도 조건에 따른 MRS배지, minimal배지 내 Leu. mesenteroides J18 균주의 성장을 관

찰한 결과 30℃ 온도 조건에서는 두 배지 환경 내에서 빠른 성장을 보이고 있음. 4℃환경 

조건에서 Leu. mesenteroides J18의 성장은 그 속도가 현저하게 느려지는 것이 관찰되며 영

양소가 풍부한 MRS배지에서는 그 성장의 속도가 여타의 배지보다 상대적으로 증가되는 

것을 관찰 할 수 있음(그림 33)

그림 33. Leu. mesenteroides J18의 온도별, 배지별 생장특성 비교

- 위 실험을 통하여 Leu. mesenteroides J18 균주의 김치 발효 스타터 적용을 위해서는 저온에

서 발효 하는 김치발효환경에 잘 적응하여 성장해야 하기 때문에 저온에 대한 저항성을 

좀 더 증가 시켜야 할 필요성 대두됨. 이를 위하여 실험실적 적응 진화 방법을 이용한 저

온 저항성 향상 균주개량이 필요함.

○ Leu. mesenteroides J18의 저온 내성 증진실험

- 저온진화 연구를 위한 배지의 선택은 진화를 결정하는 요인의 경우의 수(온도, pH, 영양분 

등)를 최소화하기 위해 Leuconosotoc 종의 최소배지로 많이 사용되는 CDM (Chemically

Defined Medium)을 사용하기로 결정함.

- 김치발효는 통상 낮은 온도에서 발효되기 때문에 김치발효환경에서 우점하기 위해 저온에

서의 저항성을 가져야 함. 그렇기 때문에, 김치가 발효되는 저온환경에 맞도록 김치유산발

효종균(starter) 개발 및 유전체분석을 통한 진화 메커니즘 연구를 목표하여 연구를 진행

함.
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그림 34. Leu. mesenteroides J18의 저온생장능 향상을 위한 연속 계대배양

- 실험실내에서 진화를 유도할 때 일반적으로 연속배양 또는 계대배양(subculture)을 통해 

진행하게 되는데, 저온진화를 유도하기 위해서는 일정한 온도의 조절만을 요구하므로, 계

대배양(subculture)을 통해 저온진화유도를 진행함.

- 각각의 계대는 CDM 액체배지에서 배양한 배양액을 새로운 배지에 5% (vol/vol) 접종함

으로써 진행함

- 최소배지인 CDM 액체배지에서 배양하였을 때, 접종량인 5% 의 균이 약 100% 으로 증가

할 때의 세대수를 4.4 세대로 계산하였음.

- Leu. mesenteroides J18 의 성장이 10℃ 이하에서 매우 감소하며, 4℃ 이하에서는 성장이 멈

춤으로, 8℃ 에서부터 단계적으로 온도를 낮춤기로 함.

- 매 계대시점마다 저온에서의 성장속도를 측정하여, 저온진화 여부를 판단함.

- 계대 시점마다 배양액과, 30% glycerol을 1:1로 섞어서 –80℃ 초저온 냉동고에 동결보존 

하여, 차후 시행할 환경적응력 실험이나, 비교 유전체 분석 수행에 이용하고자함.
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그림 35. Leu. mesenteroides J18의 세대별 OD600 와 pH 측정 결과

- 계대가 진행될수록 저온에서의 성장속도가 점차 증가하는 것으로 판단하여, 200세대에서 

계대 간격을 100시간에서 50시간으로 짧게 진행하였으며, 300세대에서는 8℃에서 6℃로 

온도를 낮춤, 그 결과 온도나 계대간격이 바뀌면 OD600 와 pH가 불안정하지만 계대를 

진행할수록 안정화되는 것을 볼 수 있음. 이는 저온에서의 진화가 이루어졌다는 것을 의

미하는 것으로 판단함.

- 저온에서의 진화여부를 확인하기 위하여, 8℃에서 모균주(0세대)부터 300세대까지 계대 배

양한 후, MRS 고체배지에 50세대 간격으로 획선 도말하여 30℃(실온)와 6℃(저온)에서 배

양을 수행하였음(그림 36).
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그림 36. 온도에 따른 각 세대별 MRS 고체배지에서의 성장속도 비교 (30℃, 6℃)

- 30℃와 6℃ 모두 모균주에 비해서, 300세대에서 좀 더 빠른 성장을 확인할 수 있었음. 이

는 저온 성장을 증진시킨 균주의 경우 저온에서 뿐만 아니라 상온에서도 성장이 증가되어 

종균으로서 사용시 좀 더 우점이 될 것으로 판단됨(스타터로서의 유용성 증가할 것으로 

판단됨).

- 형태학적 특징 또한, 모균주의 콜로니 크기보다 300세대에서의 콜로니가 조금 더 크며, 조

금 더 퍼진 모양을 나타내는 것을 확인할 수 있었음.

- 0, 50, 200, 250, 300, 500세대의 진화 균주들에 환경 적응성 실험을 진행하였음. 구체적으

로는 각 세대별 진화균주의 glycerol stock으로부터 MRS broth에 배양 후 MRS 고체배지 

10배씩 희석하여 spotting한 후 30℃, 8℃, 6℃의 다른 온도 조건에서 배양의 경향을 비교

함(그림 37).
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그림 37. 온도에 따른 각 세대별 MRS 고체배지에서 성장속도 비교

- 각각 1 일, 7 일 배양한 결과, 30℃에서는 모균주(wild type)와 비교하였을 때, 미약하게 

성장속도가 증가하는 것을 확인할 수 있었고, 8℃와 6℃에서의 성장속도는 진화의 세대가 

증가할수록 그 성장이 더욱 빠르게 나타남을 알 수 있음. 이를 통해 진화 균주의 저온에 

대한 내성 획득이 이루어진 것으로 판단됨.

- 저온에서 진화시킨 Leu. mesenteroides J18 균주 중 0 (wild type), 50, 200, 500 세대에서 집

락(colony)을 각 두 개씩 선정함.

- 진화 과정 중 Leu. mesenteroides J18의 유전체에 생긴 변이를 파악하기 위하여 각 단일 콜

로니 배양체로부터 genomic DNA를 추출(그림 38), 이를 Illumina Hiseq 2500을 이용한 

분석을 수행함.

그림 38. 저온진화 균주의 genomic DNA 추출결과
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- Illumina Hiseq 2500 시스템을 이용하여 유전체 서열 분석 진행하였으며 그 결과는 아래 

표 18와 같음.

표 18. Illumina hiseq 결과

Sample ID Total read bases (bp) Total reads GC (%) Q30 (%)

WT 5,743,388,028 56,865,228 37.244 93.846
50G-1 5,573,305,644 55,181,244 37.295 93.702
50G-2 5,114,649,898 50,640,098 37.395 93.874
200G-1 5,600,504,338 55,450,538 37.333 93.795
200G-2 5,286,375,956 52,340,356 37.139 93.908
500G-1 4,662,839,932 46,166,732 37.223 93.775
500G-2 5,552,975,748 54,979,948 37.288 93.752

- Illumina Hiseq 2500을 통하여 분석된 유전체 서열을 모균주(WT)와 비교하여 각 진화균주

의 전장 유전체 서열상에 생긴 뉴클레오타이드 변이를 분석함(표 19.).

표 19. 저온진화 과정에 따른 Leu. mesenteroides J18 유전체의 SNP 분석

No Gene annotation. position J18 Ref. 50G-150G-2200G-1 200G-2 500G-1 500G-2

1 hemolysin 206162 C A C C C C C C

2
4-aminobutyrate
aminotransferase 517426 G G

GGCAG

CGCTA

GGCAG

CGCTA

3
chloride channel

protein
771995 ?? TA T

4 Not annotated 991278 G- G- GT GT GT GT GT GT

5 pseudouridine synthase 1181920
T A G A C

CCGCTT

T A G A C

CCGCTT

T--------

-T

6
exopolysaccharide
biosynthesis protein 1323615 G G A A A

7 restriction endonuclease
subunit S

1413871 A A G->A

8

restriction endonuclease
subunit S 1416208 C C T->C T->C T->C

restriction endonuclease
subunit S

1416212 G T->G G G G

restriction endonuclease
subunit S

1416216 C T->C C C C C

9 Not annotated 1773715 AT AT A A A A A A

- 단일염기 다형성 분석 및 유전자의 삽입, 결실이 일어난 부분을 확인 한 결과 hemolysin,

4-aminobutyrate aminotransferase, chloride channel protein, exopolysaccharide

biosynthesis protein으로 annotation되는 부분에 염기서열 변화가 생긴 것을 확인하였음

- 확인된 염기서열의 변화가 실제 진화에 따른 변화인지 서열 분석 과정에서 발생한 오류인

지 재확인하기 위해 각각의 position을 포함하도록하는 primer set를 제작해 PCR을 한 후 

정확도가 높은 sanger 시퀀싱을 진행하여 유전체 서열을 확인하였음(표 20, 그림 39).
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표 20. 저온진화 균주의 SNP 확인을 위한 primer

No.
Oligo

name
Oligoseq

Temp.

(℃)

Oligo

name
Oligoseq

Temp.

(℃)

1 J18-SNP1-FTCGAGTACCGGCTGCATAAC 60.5 J18-SNP1-R GGCTTCAATTGCGGATGGAC 60.5

2 J18-SNP2-FGATCGGATGCAAACGATGCGA 61.3 J18-SNP2-R TGCTTTAGCCAACTCACCCA 58.4

3 J18-SNP3-FTCGGTAGTGTGATTGCTGCC 60.5 J18-SNP3-R TGTGCTAACGACCGACCATT 58.5

4 J18-SNP4-FACGATGTTGATGCGGCATTG 58.4 J18-SNP4-R ATTCACCTTTCAGCTGGCGA 58.4

5 J18-SNP5-FCATCATCATTGGTTGTCACAAC 58.4 J18-SNP5-R CGCAAGCACAACTCGAAACA 58.4

6 J18-SNP6-FCCATGGCTGTGCGATGAATG 60.5 J18-SNP6-R CTTCGGAAGGTAAGTCAACAG 59.4

7 J18-SNP7-FGGAAGGTGCTCGTAATCATG 58.4 J18-SNP7-R CCATCATGCGTAAACCCTTC 58.4

8 J18-SNP8-FCTCATCAGATATATCGTCTATTC 57.5 J18-SNP8-R CACACGATGGTTGCAAGAC 57.3

9 J18-SNP9-FGCTTACGCGACAGTCCAAC 59.5 J18-SNP9-R TTCTGTAGCTGTAACAAGTCGC 60.3

그림 39. 각 SNP 부분에 해당되는 염기서열의 변화

- Illumina Hiseq 결과에 대한 PCR을 이용한 확인실험을 수행한 결과, 생물정보학 프로그램

을 이용하여 나타나는 유전자의 변이 중 일부는 시퀀싱에 대한 오류를 포함하고 있음을 

알수 있으며, 최종적으로 네 개의 유전자에 대한 변이가 일어난 것으로 확정함.

- 저온의 환경에서 세포 내부의 효소들을 보호하여 그 활성을 유지하도록 도와주는 

compatible solutes의 한 종류인 클루탐산 생합성에 역할을 하는 4-aminobutyrate

aminotransferase 단백질의 경우 모균주의 뉴클레오타이드 G를 대신하여 

5’-GGCAGCGCTA-3’의 서열이 삽입됨으로 인해 알라닌-알라닌-라이신 아미노산이 단백질 
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서열상에 삽입됨을 발견함.

- 특히 세포막의 구조에 변화를 주어 저온 환경에서도 세포막의 유동성을 유지시키며 물질

의 유입과 유출을 원활히 이룰 수 있는 exopolysaccharide biosynthesis protein의 유전자 

서열에서 모균주의 뉴클레오타이드 G가 500세대 균주에서 A로 치환된 것을 관찰할 수 있

었는데, 이러한 치환으로 아르기닌의 아미노산이 세린으로 치환되는 것을 알 수 있음.

- 이러한 두 변화를 통하여 저온의 환경에서 좀 더 활성이 높은 단백질을 생합성 해 내고 

이들을 통한 저온 내성 기작을 획득한 것으로 예측하고 이후 연구를 수행 중.

그림 40. 4-aminobutyrate aminotransferase와 exopolysaccharide biosynthesis protein의 유전체 

서열 변화와 아미노산 서열 변화

- 유전자 서열의 변화로 저온에 대한 내성의 획득 여부를 확인하기 위하여 경쟁적 환경 적

응 실험(comparative fitness test)를 진행함.

- 경쟁적 환경 적응 실험 수행 과정은 0, 50, 200, 500세대의 각 콜로니를 택하여 이들이 저

온 환경 내에서 혼합 배양 되었을 대, 진화 균주의 성장 양상과 활성에 대한 분석을 수행

하는 것으로 혼합 배양액 내 각 세대 세포들의 상대적인 양을 파악하기 위하여 Illumina

sequencing을 수행함(그림 41)
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그림 41. 경쟁적 환경 적응 확인 실험 수행 모식도

- 상대적 적응성(relative fitness)를 비교하기 위하여 각 세대에서 선발된 0, 50, 200, 500 집

락 배양액을 1:1:1:1로 섞은 후 MRS broth에 1% 접종하고 30℃, 6℃에서 각각 배양하며 

성장곡선을 작성하였음(그림 42).

그림 42. 각 세대에서 선발된 0, 50, 200, 500 colony들의 배양액을 1:1:1:1로 섞어 접종후 

배양한 생육곡선

- 30℃에서 배양한 균주의 최대 OD 값은 1.4로 확인된 반면 6℃에서 배양한 경우 최대 OD

값은 1.4로 저온에서 균주의 성장이 확실히 지연되는 것을 확인하였음.

- 상대적 적응성(relative fitness)를 비교하기 위하여 모세균과 각 세대의 진화 균주들이 갖

는 특이적 mutation site를 증폭하는 primer set을 이용한 PCR을 통한 증폭 후 Illumina

Miseq 염기서열 분석 시스템을 이용하여 어느정도의 상대적 비율로 각 세대의 균주들이 
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존재하는 지를 분석하고자 함.

- 세포의 샘플링은 접종 직후인 0h에 실시하였고 30℃의 경우 12 시간, 6℃의 경우 120 시

간에 실시하였다.

- 각 세대에 특이적 mutation site를 검출을 위한 primer set의 서열은 아래 표에 나타내었

다(표 21).

표 21. 저온 진화균주의 저온 적응성(fitness)을 확인하기 위한 primer

First PCR step

PCR Primer pre-adapter primer sequence  Specific locus
primer

Combined sequence
(final sequence_forward)

LTAE 2-F  TCGTCGGCAGCGTC AGATGTGTATAAGAGACAG CGATTGCCAGTGGATTGC (58’C)
TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTGTATAAGAG

ACAG-CGATTGCCAGTGGATTGC

LTAE 2-R GTCTCGTGGGCTCGG AGATGTGTATAAGAGACAG TGCTTTAGCCAACTCACCCA (57’C)
GTCTCGTGGGCTCGG-AGATGTGTATAAGA

GACAG-TGCTTTAGCCAACTCACCCA

LTAE 4-F  TCGTCGGCAGCGTC AGATGTGTATAAGAGACAG GCCTTTGGGATGGCTACAC (57’C)
TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTGTATAAGAG

ACAG-GCCTTTGGGATGGCTACAC

LTAE 4-R GTCTCGTGGGCTCGG AGATGTGTATAAGAGACAG CGGTTCAGAAGGTCAGGT (58’C)
GTCTCGTGGGCTCGG-AGATGTGTATAAGA

GACAG-CGGTTCAGAAGGTCAGGT

LTAE 6-F  TCGTCGGCAGCGTC AGATGTGTATAAGAGACAG CATGGCTGTGCGATGAATG (57’C)
TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTGTATAAGAG

ACAG-CATGGCTGTGCGATGAATG

LTAE 6-R GTCTCGTGGGCTCGG AGATGTGTATAAGAGACAG CGGAAGGTAAGTCAACAGT (56’C)
GTCTCGTGGGCTCGG-AGATGTGTATAAGA

GACAG-CGGAAGGTAAGTCAACAGT

Second PCR step

i5 Index read 5’ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[i5]TCGTCGGCAGCGTC 3‘

i7 Index read 5’ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[i7]GTCTCGTGGGCTCGG 3‘

- 채취한 시료에 5% chelex를 첨가하여 DNA를 추출한 뒤 위에서 확인된 염기서열 중 각 

세대를 구분할 수 있는  4-aminobutyrate aminotransferase (517,426), Not annotated

(991,278), exopolysaccharide biosynthesis protein (1,323,615)의 차이를 이용해 각 세대의 

비율 계산하였다.

- LTAE2 (4-aminobutyrate aminotransferase), LTAE4 (Not annotated), LTAE6

(exopolysaccharide biosynthesis protein) primer set을 이용해 first PCR을 진행하였고 i5

index와 i7 index를 이용해 각 시료에 adapter를 부착한 뒤 Illumina miseq system을 이용

하여 적응성(fitness) 결과를 확인하였다.
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그림 42. 온도에 따른 relative fitness 차이

- 30℃에서는 15시간 배양 후 WT과 50G의 비율이 30% 이상인 것으로 확인되었고 상대적으

로 200G, 500G의 비율은 초기 값에 비해 20% 정도 감소하는 경향을 보였다.

- 6℃에서는 WT과 50G의 증가율이 30℃에서의 증가율 보다 낮았고, 500G의 감소폭이 줄어

드는 것으로 확인되었다.

- WT을 기준으로 진화 균주의 상대적 적응성(relative fitness)를 확인한 결과 50G는 오히려 

fitness가 약간 감소하는 경향을 보였고, 200G와 500G는 각각 170%, 200% 이상 증가하는 

경향을 보여 저온 조건에서 Leu. mesenteroides J18 균주의 진화가 성공적으로 이루어 진 것

을 확인하였다.

○ Leu. mesenteroides J18의 저온 저항성 기작 규명

- 진화된 Leu. mesenteroides J18의 저온 저항성 기작을 규명하기 위하여 6℃와 30℃ 온도 조

건에서 모균주(WT)와 500세대 진화 균주의 전사체 분석 실험을 수행하였다.

- 각 균주들은 생물학적으로 3반복으로 구성하였다. 각 균주들의 전사체 추출을 위하여 각 

온도 조건에서 균주를 배양한 뒤 이들의 성장곡선을 그리고 대수기 초기에 세포들은 초저

온 냉동고에 전사체 추출 전까지 보관하였다(그림 44).

그림 44. 6℃와 30℃ 온도 조건에서 각 진화균주들의 성장곡선
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- 각 환경조건으로부터 모은 세포들로부터 전사체의 추출은 Trizol 시약을 이용하여 수행하

였으며, 추출된 전사체의 순도와 농도를 파악하기 위한 전기영동 결과는 아래 그림과 같

다(그림 45).

그림 45. 세포로부터 추출된 전사체의 전기영동 결과

- 순도와 농도가 적합한 샘플을 이용하여 RNA 시퀀싱을 수행하였다. RNA시퀀싱을 위해서 

16S rRNA gene을 제거하여 mRNA를 농축하고 이를 cDNA로 역전사하여 시퀀싱에 이용

하였다. 제작된 cDNA의 시퀀싱은 Illumina 사의 Hiseq 2500 paired-end 시퀀싱을 수행하

였다.

- RNA 시퀀싱결과는 아래 표와 같다(표 21).

표 21. 6℃와 30℃ 온도 조건 균주의 RNA 시퀀싱 결과

Sample Total read
bases (bp) Total reads GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)

30℃-WT 3,116,678,604 30,858,204 40.8 59.2 98.2 95.0
6℃-WT 3,767,968,620 37,306,620 40.5 59.5 98.4 95.4

6℃-500G 4,029,386,516 39,894,916 40.6 59.4 98.4 95.5

- RNA 시퀀싱 결과 세가지 샘플 모두에서 고품질의 시퀀싱 결과들을 얻을 수 있었다. 시퀀

싱 결과를 이용하여 환경조건에 따른 발현량의 변화를 분석하였다.

- 세 조건의 전사체를 Leu. mesenteroides J18의 전장유전체에 맵핑하였다. 각 유전자의 매핑

된 리드의 개수를 세고 이를 이용하여 RPKM 값을 이용하여 normalization을 수행하였다.

- Leu. mesenteroides J18의 각 유전자의 발현 양상은 아래 그림과 같이 히트맵으로 제작하여 

그 경향을 파악하였다(그림 46).
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그림 46. 세가지 샘플에서 Leu. mesenteroides J18의 유전자 발현 양상 히트맵

- 6℃와 30℃의 조건에서 WT과 진화균주의 유전자 발현 양상은 거의 비슷한 양상을 보이는 

것을 알 수 있다(그림 46(A)). 6℃와 30℃의 조건의 차이에 따른 미생물의 반응과 6℃ 조

건에서 WT와 진화균주 사이의 발현량 차이를 좀 더 조사하기 위하여 이들의 발현량을 비

교하였다(그림 46(B)).

- 그림 46(B)에 WT과 진화 균주 사이의 극명한 차이를 보이는 유전자를 5 개의 클러스터로 

분류 한 뒤 이들의 발현양상과 그 기능에 대하여 좀 더 심층적 분석을 수행할 예정이다.

- WT과 진화 균주 사이의 발현량이 2배 이상 증감하는 유전자들을 아래 표 22., 표 23.와 

같이 정리하였다.

표 22. WT과 진화 균주 사이의 발현량이 2배 이상 증가 하는 유전자의 목록
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표 23. WT과 진화 균주 사이의 발현량이 2배 이상 감소 하는 유전자의 목록

- 이들 목록의 유전자들이 저온 환경 내에서의 적응을 위한 생리학적 기능에 대하여 심층적 

분석을 수행할 예정이다.

- 저온 환경에서 진화된 Leu. mesenteroides J18의 mutation site와 유전자 전사체의 발현량의 

관계를 파악하기 위하여 4 개의 mutation site와 유전자 발현의 양을 목록화 하였다(표 

24).

표 24. mutatio site와 유전자 발현량의 양상
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- 저온환경 내에서 진화된 Leu. mesenteroides J18 균주의 저온환경 적응 기작에 대한 규명을 

위해 mutation site와 관련된 유전자들의 기능, 저온환경에서 특이적으로 발현량이 변화하

는 유전자의 기능, 대사경로에 참여하는 유전자의 발현량 변화 등을 종합하여 심층적으로 

규명할 예정에 있다.

○ Leu. mesenteroides J18의 내산성 연구

- Leu. mesenteroides J18 균주를 프로바이오틱스로 개발하기 위해서는 pH가 낮은 위를 통과

하여 생존하는 능력이 필요함으로 Leu. mesenteroides J18 균주는 높은 내산성이 필요성이 

대두되었다.

- Leu. mesenteroides J18 균주를 pH를 조정한 MRS 배지를 이용하여 내산성 실험을 실시함.

그림 47. Leu. mesenteroides J18의 pH별 생장속도 비교

- Leu. mesenteroides J18의 pH별 생장실험을 실시한 결과, 대조군인 pH 6.36(무조정 pH)에 

비해 pH 4.0에서는 J18 균주의 성장이 현저히 낮아짐을 확인.

- pH 4.0에서는 거의 pH가 떨어지지 않는 것을 확인할 수 있었음. 즉, 성장이 거의 일어나

지 않음을 확인.

- 김치발효환경에서 우점하는 것으로 보고된 대표 유산균 중 Leu. mesenteroides의 산 저항성

이 다른 김치 유산균들에 비하여 상대적으로 낮은 것으로 알려져 있음: 내산성 향상을 위

한 균주개량이 필요함.
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표 25. 프로바이오틱스 개발을 위한 Leu. mesenteroides J18의 내산성 실험 

- Leu. mesenteroides J18 배양액을 강산(pH 2.5, 3.0)에 노출시킨 후, 노출 시간별 생균수를 측

정하여 산성 조건에서 생존능을 조사함.

- 그 결과 Leu. mesenteroides J18은 pH 3.0에서는 산 저항성이 높은 편이지만 pH 2.5에서는 

2시간이 지나면 거의 사멸하여 존재하지 않는 것을 보아, 위산과 거의 동일한 pH에서는 

내산성이 매우 낮은 것으로 확인됨, 따라서 사람의 위산에 살아남아 장까지 도달하기 위

해서는 좀 더 낮은 pH에서 생존할 수 있는 내산성 증진이 필요함.

- Leu. mesenteroides J18 의 반응기를 이용한 산성조간에서 진화를 유도하게 되면 김치환경에

서 생존율 및 우점도를 향상시킬 수 있을 뿐만 아니라 위산과 같은 낮은 pH에서 생존율

이 높아질 것으로 사료됨.

- 젖산(lactic acid)에 대한 저항성을 높이는 것이 아니라 pH에 대해 진화가 이루어져야하기 

때문에 다음과 같이 젖산의 양을 다르게 조정한 배지에서 젖산에 대한 내성실험을 실시하

였음(그림 48).
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그림 48. MRS 배지를 이용한 젖산 내성 실험

그림 49. CDM 배지를 이용한 젖산 내성 실험

- pH가 중성으로 변화시키면 젖산이 존재하여도 성장속도가 어느 정도 유지함. 즉, 유산균

의 성장은 젖산보다는 pH에 더 영향을 받으므로 저산조건에서의 적응성을 향상시키기 위

한 진화연구 수행이 필요함이 제시됨(저산조건에서 연속배양시 pH에 대한 내성증가)
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○ Leu. mesenteroides J18의 내산성 증진 실험

- 김치 환경내에서 발효 후기단계까지 Leu. mesenteroides가 우점하고 또한 프로바이오틱스로 

개발하기 위해서는 내산성 증진이 필요함. 김치유산균의 내산성 증진연구를 진행하고 내

산성이 증진된 균주의 유전체 분석을 통한 산성 조건에서의 미생물의 환경적응성 변화 기

작을 알아내는 것을 목표로 함.

- J18의 저산진화 실험을 위한 배지로 최소배지인 CDM을 설정하였으며, CDM 배지에서 시

간에 따른 Leu. mesenteroides J18의 성장속도를 측정함(그림 50).

그림 50. pH 4.0인 CDM 배지에서 Leu. mesenteroides J18의 성장속도 관찰

- pH는 유산균이 성장함에 따라 생성되는 젖산, 아세트산 등으로 계속해서 낮아지므로 일정

한 pH 조건에서 진화를 유도하기 위해서 계대배양방법대신 연속배양방법을 이용할 필요

성이 대두됨.

- Leu mesenteroides J18의 산저항성 향상을 위한 진화 연구를 위해 반응기(Fermentor)를 이용

한 batch culture를 수행하였음.

- 공급하는 CDM배지의 pH는 1N HCl를 사용하여 4.0으로 조정함.

- 배지의 volume은 700 ml, 균 접종량을 3%로 설정하였고, 최적온도인 30℃에서 배양을 진

행함.

- 0시간부터 5시간까지는 유도기(lag phase)이며, 5시간부터 20시간까지 대수기(log phase),

그 이후부터는 점차 정지기(stationary phase)에 도달함을 확인.
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그림 51. 반응기 시스템의 조건 설정 

- 저산진화 실험을 위한 연속배양(continuous culture) 조건 설정을 완료함

- pH 4.0 / 30℃/ 혐기적 조건 (질소 가스 주입) / 접종량 3%

- 해당조건에서 연속적으로 Leu mesenteroides J18의 배양을 실시함

그림 52. 반응기 시스템을 이용한 Leu. mesenteroides J18 의 연속배양

- OD가 일정하게 0.5가 되도록 유지시킴, 가장 성장이 활발한 대수기에서 연속배양진행

- 약 15시간째 OD=0.501에 도달하였으며, 이때부터 연속적으로 새로운 배지를 투입하기 시

작함.

- 배지를 주입하는 속도인 Flow rate는 7.6ml/h임. 하루 동안 약 182.4 ml의 배지가 투입됨.

- 약 3.84일에 1세대로 계산 하여 최소 100세대까지 저산진화를 진행할 예정.

- 그림 과 같이 반응기(Fermentor)를 사용하여 실험실 진화기법을 이용한 내산성 유산균 개

량 연구를 시작하였으며, 약 500여일, 100세대 이상의 진화과정을 거쳐 진화균주를 얻을 

수 있었다.
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그림 53. 반응기 시스템을 이용한 Leu. mesenteroides J18의 연속배양

- 0일, 72.9일, 122.9일 동안의 진화균주를 선택하여 저산조건에서 환경적응성이 증가되었는

지 여부를 판단하기 위해 중간점검단계로 Spotting test를 진행하였다.

- spotting test를 이용한 fitness test의 과정은 아래 그림 와 같으며 이를 이용하면 주어진 

환경 내에서 균주의 적응성이 어떻게 달라지는 지를 분명하게 파악할 수 있는 장점이 있

다.

그림 54. spotting test를 이용한 환경적응성 실험과정

- 0, 72.9, 215.2, 301.1, 401, 500 day의 진화 균주를 택하여 배지 내 pH 조건에 따른 환경적

응성 평가를 위하여 spotting test를 수행한 결과 pH가 4.4로 현 공급배지와 동일한 경우 

그 성장이 모든 시기의 균주들에서 비슷하게 나타나며 pH가 4.3, 4.2로 감소하는 경우 진

화 시간에 따라서 그 성장의 경향이 두드러진 차이를 나타내었다(그림 55).
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그림 55. 저산 배지 조건에서 진화중인 Leu. mesenteroides J18의 환경 적응성(fitness test)시험결

과

- 내산성을 갖는 개량균주들은 김치발효 스타터로써 적용하여 그 생장과 생리학적 활성이 

김치발효에 적절한지를 파악할 것이다. 또한, 프로바이틱스의 중요한 요소를 가졌음으로 

본 균주를 프로바이오틱스 균주로의 개발을 추후 추진할 것이다.

○ 프로바이오틱스의 김치종균개발연구

- 세계적으로 잘 알려진 프로바이오틱스 Lb. rhamnosus GG 균주의 실험실적 개량을    통해 

김치 종균으로의 활용을 목표로 하였다.

- 프로바이오틱스를 김치에 적용시키면 우수한 생리활성물질을 생산하는 건강기능성 김치를 

개발할 수 있을 것으로 판단되므로 Lb. rhamnosus GG의 김치 발효용 스타터 개발 연구를 

수행하였다.

- Lb. rhamnosus GG 균주를 Lactobacillus 배양 전용배지인 MRS agar 배지를 이용하여 다양

한 온도(처리구:　4, 6, 8, 10. 15℃. 양성 대조군: 30, 37℃)에서 다른 Lactobacillus 균주 3종

(Leu. mesenteroides 0211, Leu. citreum BS14, Lb. sakei YR4)과 생장 속도를 비교하였다(그림 

56).
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그림 56. Lb. rhamnosus GG와 김치유산균들의 저온 생장 특성

- MRS agar 배지에서 Lb. rhamnosus GG 온도별 성장 속도를 확인한 결과, 최적온도인 37℃

에서는 다른 균주들과 비교하여 굉장히 빠른 속도로 생장함을 보이나, 온도가 조금만 낮

아져도 생장 속도가 현저하게 감소하는 것이 관찰되었다. 또한 10℃이하에서는 생장속도

가 매우 느리며, 6℃이하에서는 72시간 안에 전혀 생장을 보이지 않았다.

- 김치 발효 환경이 일반적으로 6℃ 이하인 것을 고려하였을 때, 김치 발효 환경에서 적응하

여 미생물 군집 내에서 우점종으로 성장하기 위해서는 저온환경조건에 대한 저항성을 증

가시켜야 할 필요성이 있어 저온 저항성 향성을 위한 균주개량에 중점을 두고 이를 수행

하고자 하였다.

- 만니톨은 김치에 단맛 및 청량감을 주고 신맛을 억제하는 물질로써, 산폐균의 증식을 억제

해 신선한 상태로 오랫동안 보관·유통을 가능하게 도와주기 때문에 발효 김치에 사용되는 

종균은 만니톨을 생성할 수 있어야 한다.

- 기존에 알려져있는 Lb. rhamnosus GG의 유전체 분석 결과, 만니톨 유전자를 보유하고 있

는 것으로 알려져 있으나, 아직 실제로 생성하는 지는 알려진 바가 없음. 이를 확인하기 

위해 Lb. rhamnosus GG를 배양하여 대사체 변화를 분석, 실제 만니톨 생성능을 확인함(표 

26).

표 26. 1H-NMR분석을 이용한 Lb. rhamnosus GG의 대사물질 생성능 분석
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- 배지는 같은 Lactobacillus에 속하는 Lb. fermentum CRL 573에서 만니톨 생성을 확인하기 

위하여 사용했던 조성(Rodríguez C, et al., 2012)을 따라서 수행하였다.

- Lb. rhamnosus GG가 만니톨을 생성하는지 위의 배지(MRS medium containing

glucose(1%, w/v)and fructose(6.5%, w/v))에서 37℃, 24시간 배양하여 1H-NMR분석을 통

해 당, 유기산 등의 농도를 확인하였다.

- 또한 Lb. rhamnosus GG는 Glutamate decarboxylase 유전자를 보유하고 있지 않지만 같은 

종에 속하는 Lb. rhamnosus YS은 GABA (γ-aminobutyric acid)를 생성하는 것이 보고되었

기 때문에 Lb. rhamnosus GG가 실제 GABA 생성능이 있는지 확인하기 위해 배양하여 대

사체 변화를 분석, 실제 GABA 생성능 역시 확인하였다.

- 같은 Lactobacillus에 속하는 Lb. buchneri에서 GABA생성을 확인하기 위하여 사용했던 배지 

조성을 따라 수행하였다(Cho, et al., 2006).

- Lb. rhamnosus GG가 GABA를 생성하는지 위의 배지(MRS containing 5% monosodium

glutamic acid (MSG))에서 37℃, 24시간 배양하여 1H-NMR분석을 통해 농도를 확인하였

다.

- Lb. rhamnosus GG가 생성한 GABA는 적은 양을 생성하였으나 24시간 배양이라는 것과,

glucose 와 fructose 등이 많이 감소한 것을 감안하여 1주 이상 배양하였을 시에는 더 많

은 양을 생산 할 수 있을 것으로 예측되었다.

- 이와 같이 프로바이오틱스인 Lb. rhamnosus GG 균주는 산내성에 관련된 유전자들을 상당

수 보유하고 있고 만니톨 및 GABA와 같은 기능적 대사물질을 생성할 수 있기 때문에, 김

치에 발효종균으로 적용하고 우점율을 분석하여 김치발효종균으로 개량이 가능한지 여부

를 시험하고자 하였다. 또한 저온에서 성장이 느리므로 저온에서 발효되는 김치의 환경에

서 빠른 적응을 위해 저온진화실험이 필요할 것으로 판단하였다.

- 프로바이오틱스인 Lb. rhamnosus GG를 김치종균으로 개발하기 위해 실제 김치에 starter로

서 접종하여 우점종이 되기 위한 적절 발효 온도와 발효 시간을 알아내기 위한 연구를 진

행하였으며 발효의 각 단계에 따른 pH변화, 생균수의 변화, 1H-NMR을 통한 대사체 분석 

방법을 사용하여 실험을 수행하였다.

- 세계 김치연구소에서 사용하는 김치 원료조성을 이용하여 김치를 제조한 후, 6등분 하여 
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1/6은 대조군으로 사용하고, 5/6의 김치에 Lb. rhamnosus GG균을 접종하였다.

- 종균으로 사용할 Lb. rhamnosus GG는 MRS broth에서 37℃, 24시간 배양하여 centrifuge

후 0.9% saline에 2번 세척하고, 다시 0.9% saline에 현탁하여 107cells/g이 되도록 한 후 

양념에 접종하였다(Jung, et al., 2012).

- 양념과 함께 버무린 배추를 각 5kg씩 나누어 김장비닐에 담고 입구를 고무줄로 봉하였다.

- 대조군 김치는 4℃에서 바로 저장하였고, 종균 접종 김치의 경우 적정 온도를 관찰하기 위

해 4℃에서 바로 저장 전에 4, 15, 25℃에 일정 기간 보관하여 숙성시켰다. 또, Lb.

rhamnosus GG가 김치 숙성 환경에서 우점종이 될 수 있기 위한 적절 숙성 시간을 관찰하

기 위하여 15℃, 25℃에서 숙성하는 김치는 24시간 보관, 48시간 보관하여 숙성 시간이 끝

난 후에는 4℃에 보관하여 그 차이를 알고자 하였다.

그림 57. Lb. rhamnosus GG를 종균으로 사용한 김치제조 방법
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그림 58. 발효기간에 따른 pH와 생균수 변화

- 40일 간의 김치 발효 과정동안 pH는 계속 감소하고 있으나 그 변화폭이 처음에 비해 상

당히 감소함. 생균수도 거의 모든 시료에서 비슷한 값으로 수렴하는 것으로 보였다. 대조

군에 비해 15, 25℃에서 숙성시킨 김치가 pH가 더 낮고, 생균수가 더 많은 것을 알 수 있

었다.

- 김치 발효 기간 동안 김치 내 유산균의 증식과 젖산의 생산이 나타나며 김치 내 유산균 

중 Lb. rhamnosus GG의 우점도를 확인하기 위하여 콜로니 PCR을 이용하여 ARDRA 패턴 

분석 실험을 수행한 결과 김치 발효 기간 동안의 Lb. rhamnosus GG 생존율이 매우 낮은 

것을 확인할 수 있었다.

- 김치 종균으로써 김치발효 기간동안의 Lb. rhamnosus GG의 우점율을 높이기 위해서는 Lb.

rhamnosus GG의 실험실적 진화(순화)로 인한 저온 환경 내에 고 성장을 보이는 균주로의 

개량이 필요함을 알 수 있었다.

- Lb. rhamnosus GG는 저온에서 생장이 저하됨이 보고되었음. 이를 보완하기 위해 김치 발

효 온도인 6℃ 이하의 조건에서 최상의 생장율을 갖도록 저온 내성을 갖는 것이 매우 중

요한 요인으로 본 개량 연구에서는 Lb. rhamnosus GG의 저온내성 획득 진화 균주의 개발

과 진화균주의 저온 내성 기작 규명을 목표로 진행하였다.

- 실험실 내 진화를 위하여 그림 와 같이 저온환경(최초 15℃로 시작하여 단계적으로 낮춤)

내 계대배양을 통한 저온 진화 방법을 선택하여 수행하였다.

그림 59. Lb. rhamnosus GG의 저온생장능 향상을 위한 연속 계대배양

- 실험실내에서 진화를 유도할 때 일반적으로 연속배양 또는 계대배양(subculture)을 통해 

진행하게 되는데, 저온진화를 유도하기 위해서는 일정한 온도의 조절만을 요구하므로, 계

대배양(subculture)을 통해 저온진화유도를 진행하였다.

- 각각의 계대는 MRS 액체배지에서 배양한 배양액을 새로운 배지에 5% (vol/vol) 접종함으

로써 진행되었다.

- MRS 액체배지에서 배양하였을 때, 접종량인 5%의 균이 약 100% 으로 증가할 때 계대 진

행하였다.

- 저온 진화를 촉진 할 수 있는 방법으로 4W UV-C lamp를 저온 인큐베이터 안에 설치하

여 시간당 10분 동안 lamp가 켜지도록 타이머를 설정하여 UV에 의한 진화의 단계를 추
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가하였다.

- Lb. rhamnosus GG의 성장이 15℃ 이하에서는 매우 감소하고, 4℃ 이하에서는 성장이 정지

함으로, 15℃ 에서부터 단계적으로 온도를 저하시키기로 결정하여 현재까지 11.5℃의 온도

에서 진화를 진행하고 있다.

- 매 계대시점마다 저온에서의 성장속도를 측정하여, 저온진화 여부 판단하며 계대 시점마다 

배양액과, 30% glycerol을 1:1로 섞어서 –80℃ 초저온 냉동고에 동결·보존하여, 차후 시행

할 환경적응력 실험이나 비교 유전체 분석 수행에 이용할 수 있도록 준비하였다.O.D. and pH of LGG with UV treatment 
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그림 60. Lb. rhamnosus GG의 저온생장능 향상을 위한 연속 계대배양 성장곡선

- Lb. rhamnosus GG 균주의 저온 진화는 약 680일을 진행하였으며 진화과정 중 600일이 지

난 시점부터 Lb. rhamnosus GG의 성장이 감소하는 경향을 보이고 있는 상황으로 현재 

11.5℃ 온도 조건에 대한 적응성이 감소하여 위와 같은 결과가 나타는 것으로 사료된다.

- 온도를 꾸준히 감소하여 저온에 대한 적응 진화를 진행한 뒤 김치발효에 대한 스타터 균

주로서 적용하여 김치환경 내에서의 성장과 발효능력, 기능성에 대한 조사를 수행하고자 

한다.

○ 다중 오믹스 분석기술(대사체, 전사체 분석)을 이용한 개량균주 적용 김치의 발효특성 

분석

- 개량된 김치 스타터 균주를 적용한 김치의 발효 특성을 규명하기 위하여 아래의 그림과 

같은 순서를 통하여 분석을 수행하고자 한다(그림 61)
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그림 61. 다중 오믹스 기술을 이용한 김치 종균 적용 김치의 발효특성 규명 과정

- 본 과정을 통하여 개량된 김치 종균을 적용한 김치의 발효 과정에 따른 미생물 군집의 변

화와 대사체의 변화를 메타지노믹스 기술과 메타볼로믹스 기술을 이용하여 규명하고자 하

였다.

- 미생물 군집의 변화와 대사체의 변화를 파악하기 위하여 정해진 날짜(0, 6, 10, 16, 20, 25,

30 일)에 샘플링하여 상층액과 미생물 세포를 분리하여 –80℃ 초저온 냉동고에 보관하였

다.

- 미생물 군집이 갖는 전체 DNA을 추출하기 위하여 MPbio사의 fastDNA kit을 이용하여 

전체 DNA를 추출하였다.

- DNA를 추출한 후 16S rRNA 유전자의 V3~V5 region을 증폭하는 primer set과 Illumina

시퀀싱에 사용되는 adaptor 염기서열, 그리고 barcode를 포함하는 primer set을 이용하여 

PCR 증폭을 수행하였다.

- 동일한 양의 증폭 DNA를 혼합하여 library를 제작한 뒤, 이를 Illumina사의 Miseq 플렛폼

을 이용하여 염기서열 분석을 수행하였다.

- Miseq 플렛폼을 이용한 미생물 군집의 변화 분석은 Qiime 파이프라인을 이용하였으며 이

는 그림 62. 로 나타내었다.
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그림 62. 김치 종균 적용 김치의 발효 기간 동안의 미생물 군집 변화

- 본 연구에서 개량 김치 종균을 접종한 김치의 발효 기간 동안의 미생물 군집 변화를 관찰

한 결과 본 실험조건에서의 미생물 군집은 스타터 접종 여부에 관계없이 그 군집이 거의 

동일한 것을 알 수 있었다.

- 본 연구에서 온도 조건을 4℃와 10℃로 설정하여 실험하였는데, 4℃는 김치의 저장 온도이

며 10℃는 상품 김치의 유통온도이다. 두 온조 조건하에서 김치 내 미생물 군집은 큰 차

이를 보이고 있으며 4℃에 비하여 10℃에서 미생물 군집의 변화가 더욱 빠르게 나타나는 

것을 알 수 있었다.

- 김치 종균의 접종 여부와 관계없이 4℃ 조건에서 발효한 김치에서는 Weissella와  

Leuconostoc 속의 미생물이 주요 미생물로 관찰되는 반면, 10℃조건에서 발효한 김치에서는 

Weissella와  Lactobacillus 속의 미생물이 주요 미생물로 관찰되었다.

- 김치의 발효 중 김치발효의 온도조건이 미생물 군집의 변화에 중요한 영향을 주는 요소임

을 알 수 있으며 온도에 따라 변화된 미생물 군집으로 인한 대사체 생산 양상의 차이가 

있을 사료된다.

- 4℃와 10℃ 온도 조건에서 발효한 김치의 발효 기간에 따른 김치 내 당과 유기산의 변화

양상은 아래 그림 63.에 나타내었다.
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그림 63. 4℃와 10℃ 온도 조건에서 발효한 김치의 발효 기간에 따른 당과 유기산의 변화 

양상

- 당과 유기산의 변화양상은 4℃와 10℃ 온도 조건에서 확연한 차이를 나타낸다. 4℃ 발효 

온도 조건에서는 과당, 포도당의 농도의 감소가 발효 30일 차에도 크게 나타나지 않는 것

을 관찰 할 수 있다. 이는 10℃ 발효 조건의 결과와는 차이를 나타낸다. 10℃ 발효 조건에

서는 과당의 농도는 큰폭 감소하였으며 포도당의 경우 그 잔존하는 농도가 매우 낮을 것

을 알 수 있다.

- 이러한 결과를 통하여 4℃에 비하여 10℃ 온도 조건에서 미생물에 의한 김치의 발효가 더

욱 빠르게 진행되는 것을 알 수 있다.

- 김치 발효 온도 조건의 차이에 따른 김치 내 미생물 군집의 변화와 그로부터 생산되는 대

사체의 변화를 관찰하기 위하여 1H-NMR을 통한 대사체 분석을 수행하였다.

- 그 방법으로는 김치의 상등액을 채취하여 10 mM의 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic

acid　(DSS)를 포함한 중수소수와 1:1로 혼합하여 600 MHz 1H-NMR 측정을 수행하였다.

- 1H-NMR의 분석 결과 아미노산의 농도는 아래의 그림 64과 같다.
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그림 64. 4℃와 10℃ 온도 조건에서 발효한 김치의 발효 기간에 따른 아미노산 농도

- 4℃와 10℃ 온도 조건에 따른 발효 김치 내의 아미노산의 변화 양상은 두 온도 조건에서 

동일하여 큰 차이가 나타나지 않는 것을 알 수 있다.

- 발효 온도 조건에 따른 미생물 군집의 변화와 발효 김치내의 대사체의 변화를 종합적으로 

분석하고자 하였다.

제 2절. 제 1협동(충북대) 연구과제: 김치유산균의 기능성 및 안전성 

연구

1. 김치유산균의 유전체 연구

가. 김치유산균 중 발효능과 기능성이 우수한 균주 선정 및 유전체 분석

○ Leu. lactis EFEL005 Draft genosome 서열 분석

- EFEL005균주의 경우 프로바이오틱 특성을 보이는 김치 유산균으로 기존의 우유에서 분리

한 (KCTC 3528) type strain과 다른 특징을 가지고 있어 유전체 정보서열을 해독했다(그

림 65).
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그림 65. Leu. lactis EFEL005 유전자 지도 

- 균주의 genome size는 1,688,202bp이며 GC contents 43.43%, Contigs 35, Scaffolds 32 로 

분석되었다.

○ Leu. citreum EFEL 2700 NGS 분석

- 차세대 김치 스타터 균주로서 이용 될 수 있는 균주인 Leuconostoc citreum EFEL 2700 균

주와 그 플라스미드의 NGS 서열 분석을 통해 농업생명공학정보센터(NABIC)에 생명정보

를 등록하였다.

그림 66. Leu. citreum EFEL 2700 균주와 그 플라스미드의 생명정보 등록

표 27. Leu. citreum EFEL 2700 균주와 그 플라스미드의 NGS 서열 분석 결과
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No
유전체,

유전자원 명칭
분석내용 등록필증번호 용량

1 Leuconostoc citreum EFEL 2700 complete genome NG-0897-000001
1.14 MB

1.82Mbp

2
Leuconostoc citreum EFEL 2700

(plasmid)

complete genome

(4건)

NG-0898-000001~

NG-0898-000004

63.67KB

94.58kbp

- Leuconostoc citreum EFEL 2700 (NG-0897-000001)의 유전체 크기는 1.82Mbp, 그 플라스미

드 4건 (NG-0898-000001 ~ NG-0898-000004)의 유전체 크기는 94.58kbp 로 분석되었다.

2. 김치유산균의 안전성 및 효능 연구

가. Leu. lactis EFEL005 균주 안전성 및 효능 연구

① 안전성 

○ Leu. lactis EFEL005 의 산 내성

- EFEL005균주의 경우 김치 유래 유산균으로써, 프로바이오틱 특성을 가진 균주이다.

표 28. Leu. lactis EFEL 005의 내산성 

Strain

Initial mean 

counts

(Log CFU/ml)

pH 2.0

(Log CFU/ml)

pH 3.0

(Log CFU/ml)

L. lactis KCTC 3528T 9.32±0.10 4.48±0.05 8.60±0.05

L. lactis M 9.23±0.08 6.19±0.10 8.62±0.06

L. lactis EFEL005 9.29±0.03 6.31±0.09 8.72±0.04

L. lactis K8 9.20±0.05 5.50±0.06 8.60±0.05

L. lactis KCTC 3773 9.32±0.09 4.24±0.11 8.79±0.08

L. mesenteroides ATCC 8293 9.20±0.17 4.03±0.15 4.85±0.26

Lb. rhamnossus GG 9.64±0.01 8.67±0.05 9.41±0.12

* All values are means ± standard deviation 

- 내산성 시험은 HCl 용액을 사용하여 pH 2.0 및 3.0으로 각각 조정한 MRS 액체배지에 유 

산균 배양액을 10% 접종하고, 37℃에서 2시간 배양한 후 생균수를 측정했다.

- EFEL005 균주의 경우 pH 3.0에서 산내성을 보였으며 이는 LGG균주보다는 다소 낮은 산

내성 특성이지만, 같은 Leuconostoc 종에 비해서 높은 내산성을 보였다.

○ Leu. lactis EFEL005 의 담즙내성

표 29. Leu. lactis EFEL005의 내 담즙 산성
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Strain

Initial mean 

counts

(Log CFU/ml)

0.3%

(Log CFU/ml)

0.4% 

(Log 

CFU/ml)

L. lactis KCTC 3528T 9.32±0.10 7.36±0.07 5.79±0.06

L. lactis M 9.23±0.08 7.27±0.11 5.85±0.04

L. lactis EFEL005 9.29±0.03 7.59±0.06 6.08±0.08

L. lactis K8 9.20±0.05 7.87±0.01 5.74±0.04

L. lactis KCTC 3773 9.32±0.09 6.60±0.11 5.57±0.07

L. mesenteroides ATCC 8293 9.20±0.17 4.49±0.19 4.23±0.07

Lb. rhamnossus GG 9.64±0.01 8.65±0.04 7.77±0.03

* All values are means ± standard deviation

- 내 담즙 산성 시험은 담즙(Oxgall, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 0.3%가 첨가된 

MRS 액체배지에 유산균 배양액을 10% 접종하여 37℃에서 4시간 배양한 후 담즙을 첨가

하지 않은 대조군의 생균수와 비교하여 생존율을 계산했다.

- EFEL005 균주는 0.3% 담즙산의 함량에서는 GG균주보다는 낮은 내 담즙 산성을 보이지만,

같은 Leuconostoc 종에 비해서 높은 내 담즙 산성을 보였다.

○ Leu. lactis EFEL005 의 항생제 내성

표 30. Leu. lactis EFEL005의 항생제 내성 

Antibiotic   
(μg/ml)   

Strain EFSA
Breakpoint

(μg/ml)

L. lactis
KCTC 
3528T

L. lactis
M

L. lactis
EFEL005

L. lactis
K8

L. lactis  
KCTC 
3773

Ampicillin   1 1 1 1 1 2
Vancomycin   >512 >512 >512 >512 >512 n.r.
Streptomycin  8 16 8 16 16 64
Penicillin G 

sodium 
1 1 1 1 1 n.a.

Kanamycin   16 16 8 16 16 16
Novobiocin   4 4 4 4 4 n.a.

Chloramphenicol  
 

4 4 2 2 2 4

Ciprofloxacin   2 2 2 2 1 n.a.

Erythromycin   1 1 1 1 1 1
Rifampicin   1 1 1 1 1 n.a.

Tetracyclin   2 2 2 2 2 8

* LAB with MICs higher than the EFSA breakpoints are considered as resistant strains . n.r., not 

required; n.a., not available.

* All values are means ± standard deviation

- 모든 균주는 vancomycin을 제외하고 모든 항생제에 대해 민감하였고, 원래 Leuconostoc은 

원래 vancomycin 내성을 가지고 있음. 또한, 식품 관련 유산균들이 가지는 항생제 내성과 
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비교하면 다른 균주들에 비해 내성 유전자가 적은 것으로 나타났다.

○ Leu. lactis EFEL005 의 biogenic amines 유전자 유무

그림 67. Leu. lactis EFEL005의 Biogenic amines 유전자 검출

- Biogenic amines을 생성하는 gene의 유무를 확인하기 위해, genome data 분석 결과 

lysine decarboxylase gene이 존재하였고 이를 PCR을 통해서 확인한 결과, Lysine을 제외

한 Tyrdc 와 Hdc 유전자는 존재하지 않았다.

○ Leu. lactis EFEL005 의 용혈성 시험

그림 68. Leu. lactis EFEL005의 용혈현상 실험   

- 용혈성 검사에서 Leu. lactis EFEL005은 균체 주위에 적혈구가 파괴되어 생기는 환이 생성

하지 않아 용혈반응이 일어나지 않았다.

- 대조군으로 사용한 KCTC 2515는 균체 주위 적혈구가 파괴되어 생기는 투명환을 생성하여 

용혈반응을 일으켜 유해균으로 판단된다. 유산균은 GRAS 등급 미생물로 안전하고 유익한 
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균종임이 이미 밝혀져 있으나 본 연구에서는 김치로부터 분리된 신규 Leu. lactis이 유해균

에 대하여 항균작용은 있으나 용혈성과 같은 유해 작용이 전혀 없음을 검증하였다.

② 기능성

○ Leu. lactis EFEL005 의 항균활성

표 31. Leu. lactis EFEL005의 항균활성 특성

Strain

Inhibition(pathogen)

Listeria
monocyto

genes

E. coli
O157:H7

Yersinia
enterocoliti

ca

Bacillus
cereus

L. lactis KCTC 3528T + + +++ +

L. lactis M + + +++ +

L. lactis EFEL005 + + ++ +

L. lactis K8 ++ ++ +++ ++

L. lactis KCTC 3773 + + ++ +

+ , 10-15mm; ++, 16-19mm; +++, 20-23mm; -, no inhibition zone

- 분리 유산균 EFEL005의 항균 spectrum을 알아보기 위하여, 병원성 세균인 Listeria

monocytogenes ATCC 19115, E. coli O157:H7, Yersinia enterocolitica ATCC 23715, Bacillus

cereus KCTC1092를 검정균주로 사용하여 생육 저해 여부를 조사했다. 이를 위하여 각 검

정균주를 도말한 배지 위에 종이디스크(paper disk)를 올리고 그 위에 분리 유산균 배양액 

150 ㎕를 분주한 다음, 37℃에서 24시간 동안 배양한 후 penisyrinder 주변에 형성된 투명

환 (Clear Zone) 의 직경을 측정함으로써 저해환(inhibitor zone)의 형성여부를 확인하였다.

- (표 31.) 에서 보여지는 바와 같이, EFEL005의 배양액에 의하여 생성된 저해환 크기. 즉,

EFEL005 균주는 모든 검정균주들의 생육을 저해하는 활성을 나타냈다. 본 시험의 검정균

주들은 김치에서 자주 발생하는 식중독 원인균으로서 지금까지 류코노스톡 락티스속의 균

주 중에서 이들 검정균주들을 모두 저해하는 활성을 나타내는 균주는 보고된 바가 없다.

- 항생제 감수성을 European Food Safety Authority(2008)의 지침에 따라 다음 11종의 

ampicillin, vancomycin, streptomycin, penicillin G sodium, kanamycin, novobiocin,

chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, rifampicin, tetracycline(Sigma, St. Louis,

MO, USA) 항생제에 대하여 Minimal Inhibitory Concentrations(MIC) 방법으로 측정하였

으며, 결과를 아래의 표 4. 에 나타내었다. 실험의 대조군으로 Leu. lactis KCTC 3528T균주

를 사용하였다.

- EFEL005는 기존의 Leu. lactis 균주와 동등한 항생제 내성을 보이며, Vancomycin에 대한 

내성만을 가지고 있음을 확인하였다. Vancomycin은 Leuconostoc 균주의 세포벽 조성의 차

이에서 유래하는 본원적 항생제 내성으로서타세균으로는 전이되지 않는 형질이다. 따라서,

본 균주는 프로바이오틱스의 요구조건인 비전이항생제내성(non-transferable antibiotic

genes)을 가지는 것으로 항균활성 시험은 Paper disc 방법이용 각 균주의 상등액을 유해 

미생물을 indicator로 하여 측정하였다.
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○ Leu. lactis EFEL005 의 dextran 생성능

그림 69. Leu. lactis EFEL005의 Dextransucrase 효소 활성 

- 에탄올 침전법으로 덱스트란 생성량을 측정하고 DNS법으로 fructose의 농도변화로 효소 

활성을 측정한 결과, 밀크 유래의 Lb. lactis는 덱스트란을 생성하지 않았고, 효소 활성도 

측정되지 않았으며, 김치 유래의 Lb. lactis EFEL005가 3.3 Unit/ml의 효소 활성이 측정되

었다.

- 덱스트란은 포도당으로서 알파 1-6 당쇄구조를 가지는 다당류이며, 미생물에 의해 주로 생

성됨. 식품으로 섭취하는 경우 위와 소장에서 분해되지 않은 상태로 대장에 도달하여 장

내세균에 의해 발효되어 단쇄 지방산을 생성함으로써 잡균의 성장을 억제하는 물질이다.

- EFEL005 균주의 덱스트란 생성량을 측정하기 위하여 S-배지(sucrose 24.7 g, peptone 4.2

g, yeast extract 4.2g, K2HPO4 20g, MgSO42H2O 0.2g, NaCl 0.1 g, FeSO47H2O 0.1

g,MnSO4H2O 0.1 g, CaCl22H2O 0.13 g/L D.W)에서 배양한 다음, 에탄올 침전법을 이용

하여 측정하였다. 실험의 대조군으로 Lb. lactis KCTC 3528균주를 사용했다.

L. lactis EFEL005 20.1 (mg/㎖)
L. lactis KCTC 3528T 1.3 (mg/㎖)

- 우유에서 유래한 KCTC 3528 균주는 덱스트란을 생성하지 않은 반면, 김치 유래의 분리균

주인 Leu. lactis EFEL005는 20 mg/㎖의 덱스트란을 생성했다.

표 32. Leu. lactis EFEL005의 유전체 비교 분석 
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Feature EFEL005  KCTC 3528T KCTC 3773

Genome size (bp) 1,688,202 2,011,205 1,720,683

G+C Content (%) 43.43 42.64 42.89

Chromosomes 0 0 0

Plasmids 0 0 0

Contigs 35 1,151 98

Scaffolds 32 1,151 98

rRNA genes 3 3 3

tRNA genes 50 46 48

Predicted ORFs 1,644 2,727 1,759
Genes encoding 

signal peptides by  SignalP (%)
4.86 2.78 3.92

Isolated from Kimchi Milk Raw milk

GenBank number PRJNA244961 PRJNA68683 PRJNA64589

- EFEL005는 김치 유래 유산균이며, KCTC 3528와 비교 하여 Signal peptide가 전체 유전체 

중 4.86 %> 2.78 % 로 확인됐다.

- 분리된 균주 EFEL005의 생화학적 특성을 VITEK2 COMPACT(BioMerieux, France)를 사용

하여 측정했다. Gram Positive Colorimetric Identification Card를 이용하여 총 43개의 생

화학적 특성을 조사하였다. 실험의 대조군으로 L. lactis KCTC 3528 균주를 사용했다.

- EFEL 005균주는 N-acetyl-D-glucosamine, Dmaltose, Bacitracin resistance, Novobiocin

resistance, D-mannitol, D-mannose, Saccharose/Sucrose, Optochin Resistance에 대해 반응

을 나타내는 것을 확인하였다.

○ EFEL005 균주의 프리바이오틱스 이용특성

그림 70. 공시균주로 specific PCR 결과

- EFEL 005 균주의 프리바이오틱스 이용특성을 분석하기 위하여, 다음과 같은 상업용 프리

바이오틱스에 대한 생장을 분석하였다. IMO, FOS, XOS (Wako,Japan), Inulin(VIXXOL),

Glucose(Sigma). 전 배양으로 우선, EFEL005 균주를 MRS-배지(5 ㎖)에서 30°C 조건으로 

24시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 유산균을 원심분리(7000 rpm, 5 분)하여 pellet을 얻

은 다음, 0.85% 염화나트륨(sodium chloride)으로 2회 세척하고 다시 1%로 보정하여 균체

를 얻었다. 글루코스가 없는 MRS 배지(30 ㎖)에 각각의 프리바이오틱스 2%가 포함되도록 
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조성한 배지에서 상기 균체를 각각 배양하면서 6시간 간격으로 OD 660nm에서 세포의 성

장을 측정하였다.

③ Leuconostoc lactis-specific PCR 방법을 통한 균주 분리 

- Leu. lactis의 genome sequencing을 통해 얻은 genome data로 specific PCR 프라이머 디자

인하고 이 방법을 김치에 적용하여 균주를 분리했다.

그림 71. taget gene을 다른균주와의 alignment 결과

- genome data로부터 여러 개의 hypothetical protein을 찾아 NCBI의 blast를 통해 다른 균

주와 상동성이 가장 적은 gene으로 프라이머를 디자인하였다.

그림 72. 공시균주로 specific PCR 결과

- 16종의 Leuconostoc과 2종의 Weissella, 9종의 Lactobacilllus의 공시균주와 PCR 한 결과 Leu.

lactis에서만 특이적으로 증폭되었다.

나. Leu. mesenteroides DRC1506와 Leu. citreum의 안정성 및 효능 연구

① 안전성 

○ 장내 정착을 위한 위산 내성, 담즙산 내성 기작 규명 및 관련 유전자 분석

- 균주의 장관안정성을 측정하기 위하여 Leu. citreum EFEL2061, Leu. lactis EFEL005, Leu.

mesenteroides DRC1506의 내산성과 내담즙산성을 측정하였다.

- 내산성 실험은 HCl 용액을 사용하여 pH 2.0 및 3.0으로 각각 조정한 50mM의 Sodium

phosphate buffer에 유산균 배양액을 10% 접종하고, 30℃에서 2시간 배양한 후 생균수를 

측정했다.
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- 내 담즙 산성 실험은 담즙(Oxgall, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 0.3, 0.4%가 첨가된 

MRS 액체배지에 유산균 배양액을 10% 접종하여 30℃에서 180분 배양 후 생균수를 측정

했다.

표 33. Leu. mesenteroides DRC1506의 내산성 

Strain

Initial mean 

counts

(Log CFU/ml)

pH 2.0

(Log CFU/ml)

pH 3.0

(Log CFU/ml)

Le. mesenteroides DRC1506 9.83±0.08 4.65±0.08 4.96±0.06

Le. lactis EFEL005 9.73±0.08 0 8.94±0.23

Le. citruem EFEL2061 9.48±0.17 0 0

Lb. rhamnosus GG 9.67±0.03 8.41±0.11 9.10±0.06

* All values are means ± standard deviation

표 34. Leu. mesenteroides DRC1506의 내 담즙산성

Strain

Initial mean 

counts

(Log CFU/ml)

0.3%

(Log CFU/ml)

0.4% 

(Log 

CFU/ml)

Le. mesenteroides DRC1506 9.52±0.09 0 0

Le. lactis EFEL005 9.11±0.02 8.14±0.02 7.64±0.28

Le. citruem EFEL2061 9.37±0.06 6.62±0.02 3.31±0.28

Lb. rhamnosus GG 9.26±0.10 4.25±0.13 4.69±0.03

* All values are means ± standard deviation

- Leu. citreum EFEL2061, Leu. mesenteroides DRC 균주의 내산성을 측정한 결과 pH 2.0, 3.0

에서 모두 낮은 내산성을 나타냈다. 내담즙산을 측정한 결과 담즙산 농도 0.3, 0.4에서 매

우 낮은 내 담즙산 성을 나타냈다. 반면 Leu. lactis EFEL005 균주는 위 조건에서 각각 높

은 내성을 보여 위산과 소장 담즙산에서 다수 생존하여 대장에 도달할 것으로 판단된다.

- Leu. lactis EFEL005 균주는 류코노스톡 속 균주 중에서 가장 프로바이오틱스 가능성이 높

은 후보로 판단된다. 반면 Leu. citreum EFEL2061, Leu. mesenteroides DRC 두 균주는 산내

성과 담즙산내성 향상을 위한 실험실 진화기술을 이용하는 전략이 요구된다.

○ Biogenic amine 생성 효소 amino acid decarboxylases 관련 유전자 분석

- Histidine, Tyrosine decarboxylase gene을  specific primer를 제작하여, PCR을 통해 gene

의 유무를 실험을 통해 알아보았다.

- 다음과 같은 조건으로 PCR을 진행하였으며, Specific primer는 Coton의 논문을 참고 하여 

제작하였다.
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그림 73. PCR 조건 및 specific primer 서열

그림 74. Leu. mesenteroides DRC1506 균주의 Biogenic amines 유전자 검출

- Leu. citreum EFEL2061, Leu. lactis EFEL005, Leu. mesenteroides DRC 균주는 Histidine,

Tyrosine decarboxylase gene을 PCR을 통해 확인한 결과  biogenic amine 생성관련 유전

자를 가지고 있지 않은 것을 확인 했다.

- 상기 3개 균주는 발효과정에서 건강에 해로운 대사산물을 생성하지 않는 유산균으로 우수

한 프로바이오틱스 후보 균주라 판단된다.

② 유전체 분석을 통한 기능성 규명

○ 비타민 K, B9 생성능, 난소화성 소당류 (stachyose, raffinose 분해능

- 1차년도에 선발한 Leuconostoc 속 균주를 대상으로 미생물 난소화성 다당류인 stachyose,

raffinose와 같은 다당류를 분해하는 능력을 측정하였다.
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그림 75. Leu. mesenteroidesDRC1506의 난소화성 다당류 분해능 측정 

- Leu. citreum EFEL2061, Leu. lactis EFEL005, Leu. mesenteroides DRC 균주가 난소화성 다당

류 stachyose, raffinose를 분해하여 galactose와 glucose가 생성되었다. 분석 결과 α

-galactosidase 유전자를 보유한다고 판단된다.

- 따라서, 콩 발효시 가스발생을 억제하고 난소화성 당을 이용하여 생육이 가능함을 확인했

다. 본 균주는 식물성 원료 발효에 적합한 프로바이오틱 후보균주로 판단된다.

○ Leuconostoc citreum EFEL2061의 면역 조절 활성

- 김치에서 분리한 Leu. citreum EFEL2061 균주를 이용하여 면역활성을 측정하였다.

- Leu. citreum EFEL2061를 배양 후 Th2-매개 면역조절 활성을 확인하였다.

그림 76. 김치에서 면역에 관여하는 IL-12, TNF-α, IL-6를 다량 생성하는 

Leu. citreum EFEL2061의 분리
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그림 77. Leu. citreum EFEL2061을 투여한 쥐에서의 사이토카인 분비량 측정

- 면역 활성에 관여하는 IL-12, TNF-α, IL-6 를 다량 생산 하는 Leu. citreum EFEL2061 균주

를 김치에서 분리하였으며, 본 균주를 배양하여 얻은 배양액을 복강대식세포가 배양된 쥐

의 장내 상피세포에 투여시 면역 활성에 관여하는 사이토카인 분비량이 증가하여 Th2-매

개 면역조절에 영향을 주는 것을 in vitro 상에서 확인하였다.

- 김치로부터 분리한 균주 Leu. citreum EFEL2061가 면역활성에 도움을 주는 사실을 실험을 

통하여 입증하였다.

○ Leu. mesenteroides DRC 1506균주의 동결건조물을 이용한 면역 활성 측정

- 대식세포 분리 및 배양 : 마우스 복강에 3.5% tioglycollate media (BD, Sparks, MD, USA)

2ml을 주사하였다. 4일 후에 마우스를 경추탈골한 후, 복강에 10% fetal bovine serum

(FBS, Hyclone, Utah, USA), 1% penicillin-streptomycin이 함유된 DMEM (Hyclone) 8ml

을 주사하여 대식세포를 수집했다. 1000rpm에 10분 원심분리하고 대식세포를 배지로 

suspension한 후 세포수를 Countess Ⅱ FL Automated Cell Counter (Life Technologies)

를 이용하여 측정했다. 실험에 필요한 대식세포는 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에 

overnight 배양해 바닥에 붙지 않은 대식세포는 제거하고 100ng/ml LPS로 24시간 자극하

여 ex vivo 염증반응을 유도한 후 배지와 대식세포를 회수했다.

- 사이토카인 측정 : 사이토카인 함량은 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 방법

을 이용하여 측정했다. TNF-α, IL-6 Duoset (R&D Systems, USA), IL-12 OptEIA set (BD,

USA)을 사용하였으며 제조사의 프로토콜을 따라 ELISA를 수행했다.
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그림 78. 및 표 . 분리균주의 면역활성 유도능

- 마우스 복강 대식세포의 TNF-α, IL-6 분비는 균의 농도에 따라 증가하는 경향을 보이나,

IL-12는 다른 사이토카인과 달리 최고 농도인 100 ug/ml보다 4-20 ug/ml의 균을 처리하

였을 때 유도능이 높게 나타난 경향을 보였다. 시험 한 Leu. mesenteroides DRC 1506균주

는 대조군으로 사용한 LGG(Lb. rhamnosus GG)균주보다 면역 활성 유도능이 높은 것을 

확인했다.

○ Leu. mesenteroides DRC 1506의 β-glucosidase 활성능 조사

- Leuconostoc 속 균주가 glucose free(adding cellobiose) 조건에서 생성하는 βglucosidase 효

소가 배당체를 분해하는 능력을 측정하기 위해 β-Glucosidase gene screening 했다.

- NCBI 사이트를 통하여 유산균(Lactobacilli, Lactococci, Leuconoceae, Weisella, Bifidobacteria)을 

대상으로 전체유전체를 검색하고 β-glucosidase 효소 유전자를 데이터베이스로 저장, 각각

의 유전자 서열과 아미노산서열을 상대 비교하여 상동성을 분석하고 근연관계를 

phylogenetic tree 계통수로 표현했다. 각각의 그룹(group)을 대표하는 종을 대상으로 문헌

의 자료를 근거로 비활성(sp. activity)을 비교하여 건강기능성 배당체 폴리페놀화합물의 

생물전환 반응에 사용했다.

표 35. Leuconostoc mesenteroides DC102 균주의 효소 활성능 문헌조사

- 1) 각각의 유산균 별로 β-glucosidase 효소 유전자 데이터베이스를 구축했다. 2) 계통수를 

작성하고 각 그룹별로 대표 유산균을 선정하고, 3) 대표 유산균의 균주를 기탁기관에서 분

양받거나 직접 분리하여 효소활성을 분석했다. 4) 문헌조사를 통해 이미 분석된 비활성 정
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보를 모으고, 5) 각종 건강기능 폴리페놀배당체 화합물과의 반응 특성을 조사하였다.

- Leuconostoc mesenteroides 균주가 식물성 원료 발효에 적합한 프로바이오틱 후보균주임을 

발견함. 본 사업에서 사업화한 Leu. mesenteroides DRC1506 균주도 좋은 기능성 후보인 것

으로 판단되었다.

○ Leu. mesenteroides DRC 1506 균주로부터 얻은 β-glucosidase를 이용한 ginsenoside Rb1

의 ginsenoside Rd로 생물전환

- Leu. mesenteroides DRC 1506 균주를 whole cell enzyme fraction, lysed fraction, cell

precipitated crude enzyme으로 나누어 준비한 후 pH 7.0 Sodium phosphate buffer 에 

녹인 0.3% ginsenoside Rb1과 20 : 10 의 비율로 30℃에서 72시간 반응시켰다. 24시간마다 

TLC plate에 sampling. whole cell enzyme fraction은 cell pellet을 이용하였고, lysed

fraction은 cell pellet을 초음파로 파쇄하여 준비하고, cell precipitated crude enzyme은 상

등액을 에탄올에 4배 농축하여 준비했다.

그림 79. Leu. mesenteroides DRC 1506으로부터 얻은 조효소의 ginsenoside Rb1 생물전환 확인

- Leu. mesenteroides DRC 1506으로부터 얻은 whole cell fraction, lysed fraction에서 24시간 

후부터 ginsenoside Rd로 생물전환이 되었으므로, Leu. mesenteroides DRC 1506균주의 세

포막과 세포내부에 ginsenoside Rb1의 20-C-β-(1→6)-glucoside 결합을 분해하는 β

-glucosidase가 존재하는 것을 확인했다.

○ Leu. mesenteroides DRC 1506 균주로부터 얻은 β-glucosidase를 이용한 ginsenoside Rb1

의 ginsenoside Rd로 생물전환

- Leu. mesenteroides DRC 1506 균주를 Sonication으로 파쇄하여 crude enzyme 준비한 후 

pH 7.0 Sodium phosphate buffer 에 녹인 0.3% ginsenoside Rb1과 20 : 10 의 비율로 3

0℃에서 72시간 반응시킴. 32시간마다 sampling하여 TLC와 HPLC 분석. HPLC 전처리시 

sample에 동량의 에탄올 처리하여 분석했다.
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그림 80. Leu. mesenteroides DRC 1506를 처리한 Rb1의 TLC 및 HPLC 분석 결과

표 36. Leu. mesenteroides DRC 1506으로부터 얻은 조효소의 ginsenoside Rb1

생물전환율

Strain Ginsenoside Rb1 (mM) Ginsenoside Rd (mM)
Conversion

rate (%)

Leuconostoc mesenteroides DRC
1506

0 h 36 h 72 h 0 h 36 h 72h
36.2

0.094 0.080 0.087 0.0 0.019 0.034

- Leu. mesenteroides DRC 1506으로부터 얻은 lysed fraction의 조효소에서 32시간 후부터 

ginsenoside Rd로 생물전환이 되었으므로, Leu. mesenteroides DRC 1506균주에 ginsenoside

Rb1의 20-C-β-(1→6)-glucoside 결합을 분해하는 β-glucosidase가 존재하는 것을 확인할 수 

있었다. 72시간 이후 조효소의 Rb1에서 Rd로의 생물전환율은 36.2%로 나타났다.

3. 신규 분리 균주의 안전성 및 효능 연구

가. 김치유산균종 후보균주 분리

① Lactobacillus plantarum JS 9종 분리

- 산, 담즙에 대해 내성이 좋은 균주를 선별하고 BPB-MRS 선별배지로 2차 선별뒤 simple

staining, 16S rRNA squencing을 통해 9가지 균주를 분리하였다.

- 성인 분변을 산조건(pH3.0), 담즙조건(bile salt 0.25%)으로 각각 조겅한 PBS buffer에 접종

하고 37 °C에서 120분간 배양한 후 BPB-MRS 선택배지에 도말하여 1차적으로 선별한 뒤,

Simple staining을 거쳐 16S rRNA sequencing을 통하여 최종적으로 선별하였다.
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그림 81. Lb. plantarum JS 1-9 균주의 16S rRNA sequencing결과

- 성인 분변으로부터 분리한 프로바이오틱스 후보균주는 16s rRNA sequencing결과 모두 

Lactobacillus plantarum 균주로 나타났으며, phylogenetic tree 결과 Reference 균주로 사용

한 Lactobacillus plantarumWCFS1균주와도 유사한 Identity를 나타냈다.

- 산내성과 담즙산내성을 가지며 김치발효에 있어서 저온성장에도 적합한 프로바이오틱스 

후보균주로 판단된다.

② 안전성

○ 분리 균주의 산·담즙 내성

- 분리균주의 장관안정성을 측정하기 위하여 Lb. plantarum JS 1-9의 내산성과 내담즙 및 내

산성을 측정하였다.

- 내산성 실험은 HCl 용액을 사용하여 pH 2.0 및 3.0으로 각각 조정한 50mM의 Sodium

phosphate buffer에 유산균 배양액을 10% 접종하고, 30℃에서 2시간 배양한 후 생균수를 

측정하였다.

- 내 담즙 산성 실험은 담즙(Oxgall, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 0.3, 0.4%가 첨가된 

MRS 액체배지에 유산균 배양액을 10% 접종하여 30℃에서 180분 배양 후 생균수를 측정

하였다.

표 37. Lactobacillus plantarum JS 1-9의 내산성
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표 38. Lactobacillus plantarum JS 1-9의 내담즙산성

- Lb. plantarum JS 1-9균주의 내산성을 측정한 결과 pH3.0에서 모두 Lb. plantarum JS 균주가 

높은 내성을 보였다. 특히  pH2.0에서는 Lb. plantarum JS 6, 8균주가 높은 내성을 보였다.

내담즙산도를 측정한 결과 담즙산 농도 0.3, 0.4에서 모든 균주가 높은 담즙산 내성을 보

였다.

- Lb. plantarum JS 1-9균주는 산내성과 담즙산내성을 가진 프로바이오틱스 가능성이 높은 후

보로 판단되었고, 특히 Lb. plantarum JS 6, 8균주는 우수한 내산성 프로바이오틱스 후보로 

판단된다.

○ 분리 균주의 장내 부착능 평가

- 분리균주의 장내부착능을 측정하기 위하여 Lb. plantarum JS 1-9의 Caco-2 cell부착능을 측

정했다.

- 인체 대장 Caco-2 세포는 10%FBS, 2mM L-글루타민, 100U / mL 페니실린 및 스트렙토 



- 92 -

마이신 (HyClone)이 첨가 된 Dulbecco Modified Eagle배지에서 37°C, 5% C02조건에서 

배양했다. 배양된 세포를 24-well tissue plate에 4.7 x 104 cells/cm2에 도말하고 분리된 

Lactobacillus plantarum JS 1-9 균주를 108 CFU/mL 접종하여 3시간동안 배양하며 부착능

을 측정하였다.

그림 82. Lb. plantarum JS 1-9균주의 Caco-2 cell 부착능

- Lb. plantarum JS 1-9균주의 장내부착능을 측정한 결과 프로바이오틱스로 널리 알려진 Lb.

rhamnosus GG균주와 유사한 수준의 장내 상피세포 부착능을 보였다.

- Lb. plantarum JS 9균주는 Lb. rhamnosus GG균주보다 약 2배 이상의 장내 상피세포 부착능

을 보이며 높은 장내부착능 가진 프로바이오틱스 가능성이 높은 후보로 판단된다.

○ 분리 균주의 용혈 유무 측정

- 분리균주의 용혈유무를 측정하기 위하여 Lactobacillus plantarum JS 1-9의 Hemolysis test를 

측정했다.

- BHI에 5% Horse blood를 첨가하여 배지를 제조한 뒤 Lactobacillus plantarum JS 1-9 균주

를 도말하여 37°C에서 48시간 용혈유무를 평가했다.
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그림 83. Lb. plantarum JS 1-9균주의 용혈테스트 결과

- Lb. plantarum JS 1-9균주의 용혈유무를 측정한 결과 용혈되지 않는 것으로 보였다. control

로써 용혈현상을 나타내는 것으로 알려진 Listeria monocytogenes 유해균주 주변에는 용

혈되어 환이 생성된 것으로 보였다.

- Lb. plantarum JS 1-9균주는 장내에서 용혈현상을 일으키지 않는 프로바이오틱스 균주로 판

단된다.

○ 항생제 내성 유전자 분석

- 3차년도에 선발한 Lactobacillus plantarum JS 1-9균주를 대상으로 9가지 항생제 내성 효소 

관련 유전자를 분석했다.

- ampicilin, erythromycin, streptomycin, erythromycin, streptomycin, chloramphenicol,

kanamycin, vancomycin, tetracycline, novobiocin, penicillin 항생제에 대한 내성을 분석했

다.

표 39. Lactobacillus plantarum 균주의 항생제 내성분석 (MIC, Minimum inhibitory

concentration)
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* E : Erythromycin, S : Streptomycin, A : Ampicillin, K : Kanamycin, V : Vancomycin, C : 

Chlorampenicol, P : Penicillin, N : Novobiocin, T : Tetracycline

- Lactobacillus plantarum 균주는 control로써 프로바이오틱스로 널리 알려진 Lactobacillus

rhamnosus GG균주와 유사하거나 더 우수한 항생제 내성을 가지는 것을 확인했다. 특히 

ancomycin, kanamycin에서 강한 내성을 보였다.

- 따라서, 상기 9개의 분기균주는 항생제에 대해 안정성을 보이는 프로바이오틱스 후보 균주

로 판단된다.

○ 김치유산균의 모균주 및 개량균주의 발효능 및 안전성 분석

- histidine, tyrosine decarboxylase gene을  specific primer를 제작하여, PCR을 통해 gene의 

유무를 실험을 통해 밝혔다.

- 다음과 같은 조건으로 PCR을 진행하였으며, Specific primer는 Coton의 논문을 참고 하여 

제작하였다.

그림 84. PCR 조건 및 specific primer 서열
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그림 85. Leu. mesenteroides DRC1506 균주의 Biogenic amines 유전자 검출

그림 86. Lb. plantarum JS 1~9 균주의 Biogenic amines 유전자 검출

- Leu. mesenteroides DRC, Lb. plantarum JS 1~9 균주는 Histidine, Tyrosine decarboxylase

gene을 PCR을 통해 확인한 결과  biogenic amine 생성관련 유전자를 가지고 있지 않는 

것으로 판단된다.

- 상기 3개 균주는 발효과정에서 건강에 해로운 대사산물을 생성하지 않는 유산균으로 우수

한 프로바이오틱스 후보 균주로 판단된다.

③ 기능성

○ 헬리코박터 저해능 측정 - Paper disc method

- Helicobacter pylori가 107 CFU/mL 접종 된 평판배지에 paper disc를 얹어 각 fraction으

로 처리한 유산균 10종(Lb. plantarum JS1~9, Le. citreum BS14)을 로딩해 미호기성 환경

에서 2~3일 배양한 뒤 저해환의 지름 측정했다. (Lb. plantarum 9종 : 김치에서 분리, Leu.

citreum BS14 : bacteriocin생산균주)
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표40. 각 균주에서의 헬리코박터 저해능 비교

그림 87. 헬리코박터 저해능 측정과정

- 모든 균주의 CFS(Cell Free Supernatant, 균 펠렛 제거 상층액)와 Cell(세척 된 생균)에서 

H. pylori의 생육 저해환 측정 결과, 특히 CFS fraction에서 standard인 0.1% tetracyclin과 

비슷하게 저해한 것 확인했다.

○ Co-aggregation assay

- 107 CFU/mL 으로 배양한 유산균과 유해균 4종(Esherichia coli, Listeria monocytogenes,

Salmonella Typhitinum, Helicobacter pylori)을 co-aggregation buffer에 동량 첨가해 섞고,

10분 뒤 상층액의 흡광도를 측정하여 결과값을 산출했다. (Lb. plantarum 9종 : 사람 분변

에서 분리, Leu. citreum BS14 : 김치에서 분리, bacteriocin생산균주)

그림 88. 헬리코박터 저해능 측정과정

표 41. 각 균주에서의 응집능력 백분율 비교
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- 모든 유해균에 대해 공통적으로 Lb. plantarum JS3, 5, 6이 높은 응집력을 보였다. 특히 L.

monocytogenes에서는 Lb. plantarum JS2, 3, 5 균주가, S. Typhitirum에서는 Lb. plantarum

JS3, 5가 50% 이상으로 높은 응집력을 보였다.

○ Lb. plantarum JS 균주의 동결건조물을 이용한 면역 활성 측정

- 대식세포 분리 및 배양 : 복강에 3.5% tioglycollate media (BD, Sparks, MD, USA) 2ml을 

주사한 마우스를  4일 후경추탈골한 후, 복강에 DMEM (Hyclone)을 주사하여 대식세포를 

수집. 실험에 필요한 대식세포는 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에 overnight 배양해 

100ng/ml LPS로 24시간 자극하여 ex vivo 염증반응을 유도한 후 배지와 대식세포를 회수

했다.

- 사이토카인 측정 : 사이토카인 함량은 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 방법

을 이용하여 측정함. TNF-α, IL-6 Duoset (R&D Systems, USA), IL-12 OptEIA set (BD,

USA)을 사용하였으며 제조사의 프로토콜을 따라 ELISA를 수행했다.

표 42. 실험에 사용한 6균주
Strains Abbreviation

Lb. rhamnosus GG LGG
Lb. plantarum JS1 JS1
Lb. plantarum JS2 JS2
Lb. plantarum JS6 JS6
Lb. plantarum JS8 JS8
Lb. plantarum JS9 JS9
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그림 89. 분리균주의 면역 사이토카인 유도능 A. TNF-α B. IL-6 C. IL-12

- 마우스 복강 대식세포의 TNF-α, IL-6 분비는 균의 농도에 따라 증가하는 경향을 보이나,

IL-12는 다른 사이토카인과 달리 최고 농도인 100 ug/ml보다 4-20 ug/ml의 균을 처리하

였을 때 유도능이 높게 나타난 경향이 보임. 시험 한 Lb. plantarum JS 균주 5가지는 대조

군으로 사용한 LGG(Lb. rhamnosus GG)균주보다 면역 활성 유도능이 높은 것을 확인했

다.

4. 김치 스타터 산업적 생산을 위한 배양 및 발효조건 최적화 종균 생산 연구

가. 김치유산종균 메인 발효 유도를 위한 김치 표준화(산도, pH, 염도)

○ 분리 유산균 김치 적응성 분석을 위한 표준화된 살균 김치배지 제조

- 다양한 김치 주재료 부재료 포함하여 김치 원료 표준화. 살균조건 최적화로 영양성분 손실 

최소화 및 무균 배지 제조. 실용적이고 편리한 공정 선택하였다.

- 본 배지를 이용하여 probiotics 유산균 성장정도를 측정하였다.

그림 90. 살균 김치 배지에서의 유산균 성장률 비교

표 43. 살균 김치 배지에서의 유산균 성장률 (OD600)
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Strain 0 hr 12hr 24hr

Lb acidophilus 0 1.2±0.33 2.5±0.47

Lb. reuteri 0 1.9±0.09 1.5±0.65

Le. mesenteroides DRC1506 0 2.0±0.12 1.5±0.10

Le. citreum KM-20 0 1.0±0.1 1.8±0.0

Lb. plantarum 299V 0 1.3±0.17 1.9±0.70

Lb. rhamnosus GG 0 1.3±0.15 1.7±0.37

- 배추 주재료 및 무, 파, 마늘, 생강, 고추, 젓갈 등의 부재료 포함하여 다양한 김치 원료를 

망라한 표준화 배지 조성 선정. 저온살균법 및 방사선 살균법을 적용하여 영양성분 및 화

학조성 변화를 분석한 결과, 방사선법은 배지의 색상과 냄새가 많이 변하고 다량의 비타

민 및 아미노산이 파괴되는 것을 확인했다. 반면, 70℃ 30분 저온 살균법은 색상과 냄새 

변화가 미미하며 비타민과 아미노산의 분해되어 최소로 유지되었다. 또한, 미생물 살균 효

과도 높았다.

- 유산균들을 살균 김치 배지에 접종하여 배양한 결과 김치발효에 가장 적합한 Leu.

mesenteroides 균주의 생장률이 높게 나타났으며, 다른 미생물의 성장률 또한 이와 비슷하

였고, 6가지 유산균 중 Lb. acidophilus 가 가장 높은 성장률을 보였다.

- 저온살균법이 기업에서 적용 가능한 실용적인 방법이며, 살균 김치 배지에 유산균 배양 실

험을 진행한 결과 앞으로의 김치 미생물 실험에 도움이 될 것으로 사료된다.

○ 김치 배지 표준화

- 염 농도에 따른 김치 표준 배지에서의 균 성장 관찰, 그에 따른 ph변화와 발효패턴 조사,

그 외 여러 가지 인자(물리적 차이, 삼투압추출조건)를 고려하여 배지 최적화 실험을 수행

했다.

- (표 .)와 같은 구성요소를 조합함으로 김치 배지 표준화를 위한 실험을 수행했다.

표 44. 표준화를 위한 김치 배지 구성
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Blend extractor or Blender Pasteurizing at 70℃ for 30 min

1% of LAB were inoculated.

vFermentation

Shaking fermentation at 
30 ℃ for 24 hours, 200rpm

Preparing ingredients 
and washing them

Method

Sampling by 1ml every  6h
Cell counting  afer MRS culture

그림 91. 염농도에 따른 김치 표준화배지에서의 균성장 관찰 과정

- 액체 김치배지는 pulp를 첨가해 저온살균한 군이 균 성장이 좋은 것으로 판단된다. 일반 

착즙기로 착즙했을 때 보다 blender로 처리해 주었을 때 더 좋은 균 성장을 관찰. 소금 농

도에 따른 균 성장을 관찰한 결과 소금농도 3%와 6%첨가, 24h 삼투압추출 후 6%에만 1:1

비율의 물을 첨가해주어 농도를 같게 맞추어 비교했을 때 삼투압추출을 해준 배지가 대조

군인 MRS배지와 유사한 균 성장을 보여주었고, 6% 소금 첨가 배지를 같은 농도로 맞춰

주어 그 양을 2배 늘렸음에도 3%첨가 배지와 같은 결과를 보였다.

- 김치에서 유산균의 배양 특성을 연구하기 위해 김치 조건을 대표할 수 있는 최적화된 표

준 배지 조성을 확립. 더 높은 배지 수율을 얻을 수 있는 기업에 실용적인 방법을 구축했

다.

나. 발효 조건 규명 및 종균 생산 최적화 연구

○ Leu. mesenteroides ATCC 8293의 거대분자 및 원소 조성분석

- Leu. mesenteroides ATCC 8293의 세포 구성 및 대사 화합물은 혐기성 케모스타트에서 배양 

한 후 분석했다.

- C) O) N) H) S 순으로, 케모스타트 배양 물에서의 대사산물은 lactic acid (73.34 mM),

acetic acid (7.69 mM) 및 mannitol (9.93 mM)으로 분석되었다.

- 분자 조성물은 24.4 %의 다당류, 29.7 %의 단백질, 7.9 %의 지질, 2.9 %의 DNA 및 7.4 %

의 RNA로 구성되어 있고, 아미노산 조성은 많은 양의 라이신, 글루탐산, 알라닌 및 류신

을 포함하고 있음이 분석되었다.
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그림 92. Leu. mesenteroides ATCC 8293 세포의 원소 조성

표 45. Leu. mesenteroides ATCC 8293의 바이오 매스 조성 및 3 가지 다른 유산균과의 비교

- 신진 대사와 같은 기본적인 미생물 연구에 필수적인 화학적 조성을 필요로 한다. 이 연구

를 통해 Leuconostoc spp.에 대한 최초의 바이오매스 정보로 이용될 수 있을것으로 사료된

다.

○ 유산균의 in silico 게놈 모델 구축과 대사 공학 기술 이용

- 유전체 분석을 통해 확보 되는 많은 양의 데이터를 분석하고, 예측 가능한 수학적 모델링 

및 시뮬레이션을 통한 총체적인 분석이 필요하다.

- 복잡한 생물학적 과정의 원리를 수학적으로 이해할 수 있는 컴퓨터 가상모델을 구축했다.



- 102 -

그림 93. Leu. mesenteroides의 게놈 모델링 및 전사체 분석

- 유산균의 경우는 이미 Lc. lactis, Lb. plantarum, St. thermophilus 에 대해서 컴퓨터 가상모

델이 개발되었으며, 본 연구실에서는 싱가폴국립대 이동엽교수 연구실과 공동으로 헤테로 

발효 유산균, Leu. mesenteroides (iLME620)의 게놈 규모의 대사 모델을 개발했다.

- in silico 대사 모델링과 omics 데이터 통합을 기반으로 하는 시스템 생물학 접근법으로 유

산균의 대사 환경을 이해하여 현재 시스템 수준에서 불완전한 대사 경로를 

Constraint-based flux 분석 했다. 이에 따라 Leu. mesenteroides 에서 알려지지 않은 대사 

기능이 모델 재구성을 통해 정보를 추측할 수 있을 것으로 기대하며, 잠재적으로 프로바

이오틱 및 세포 공장 적용을 위한 설계에 이용될 수 있을것으로 사료된다.

○ 류코노스톡 스타터 산업적 생산용 Cabbage juice medium(CJM) 개발

- 김치 스타터 산업적 생산을 위해 김치 주재료를 포함한 표준 배지를 구축하고자 탄소원,

질소원 및 염류와 같은 다양한 부족한 영양소를 보충함으로써 조성을 최적화했다.

- 류코노스톡 스타터의 산업적 생산을 위해 배지 최적화를 수행하여 경제적이고 고효율의 

CJM을 개발했다.
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그림 94. CJM을 이용한 Leu. mesenteroides 균주 성장 및 대사산물 프로필

그림 95. 자당 및 효모추출물 등과 같은 영양분 첨가 하였을 때 생균 수

- cabbage juice medium (CJM)에 탄소원을 보충하기 위해 glucose, fructose, sucrose를 

0.5%, 1.0%, 1.5%첨가하여 생육에 미치는 영향을 평가함. 질소원을 보충하기 위해 yeast

extract, soy peptone, fish peptone을 각각 0.5%, 1.0% 첨가하거나 다양한 조합으로 혼합

하여 첨가하며 생육에 미치는 영향을 평가했다. 살균 방법에 따른 조성변화를 분석하기 

위해 80°C에서 1시간 살균 (pasteurized CJM)하거나, 121°C에서 15분 살균 (the sterilized

CJM) 하여 Gas Chromatography를 이용하여 분석했다.

- 배추 즙을 이용하여 김치 스타터를 대량으로 배양하기 위한 조성 최적화를 수행했다. 그 

결과 MRS 배지에서의 수율과 동등한 수율 값을 얻을 수 있었다.

- 고품질 김치 생산을 위한 류코노스톡 메센테로이데스 스타터의 산업적 생산이 효율적, 경

제적으로 가능할 것으로 사료된다.

제 3 절. 제 2협동(대상(주)) 연구과제: 김치유산균 실증화 및 산업화 

연구

1. 김치 제조의 표준화 연구 및 제조 기반 구축

가. 김치 표준 스펙 개발 및 공정 표준 제조 Manual화

○ 표준화된 김치 제조 연구를 통해 Manual화 하여 년중 일정한 품질의 제조 기반 구축

- 김치 제조 공정을 Manual화 하여 표준화된 품질의 김치를 생산할 수 있게 연구하였다.

- 표준 김치 제조 설계
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① 배주 1/2절 후 절임탱크에 넣고 염수로 절인다.

(염수 농도, 절임시간, 온도 : 대외비로 관리)

② 절임이 끝난 배추는 세척 후 탈수한다.

(절임배추 염도 기준 : 대외비로 관리)

③ 부재료인 무, 마늘, 양파, 생강을 비롯한 농산물 원료는 용도에 맞게 가공한다.

(각 원료별 가공 기준 수립)

④ 표준 김치 Recipe로 양념을 제조한다.

(양념 관리 기준 : 염도, 대외비로 관리)

⑤ 절임배추와 양념을 비율에 맞게 혼합한다.

(혼합비율 : 대외비로 관리)

⑥ 생산된 제품은 품질규격에 맞게 검사를 진행한다.

(기준 규격에 준한 검사를 통한 적부 판단)

⑦ 출하기준에 맞게 출하한다.

(출하기준 : 염도, 산도, pH, 대외비로 관리)

○ 우수한 김치유산균 Starter 적용한 김치의 산업적 생산을 위한 표준화 연구

- 김치의 식품 공전 규격 외 자체 품질규격을 설정하여 김치 표준화 검증을 실시하였다(표 

46).

표 46. 배추김치 기준 규격

품질규격
산도 대외비
염도 대외비

pH 대외비

법적

규격

개별

규격

성상
고유의색택과향미를가지며,

이미·이취가없어야함

납 0.3 mg/kg 이하

카드뮴 0.2 mg/kg 이하
타르색소 불검출
보존료 불검출

공통

규격

장출혈성 대장균 음성
L. monocytogenus 음성

S. aureus 음성
Salmonelaspp. 음성
C. perfringens 100 이하 / g

B. cereus 10,000 이하 / g

V. parahaemolyticus 음성

나. 김치 유산균의 발효 안정화 제조공정 설계

○ 유산균 Starter 표준 김치 연구를 위해 발효 안정화

○ 유산균 Starter 활성 온도, 시간 관리 기준 설정

- Starter 활성 최적 배양 온도 및 시간 설정 후 관리 기준 확립하였다(그림 96).



- 105 -

○ 유산균 Starter 적용 제품 숙성 발효 Pattern 모니터링

그림 96. 생산제품 숙성 발효 Pattern 모니터링

다. 균주 접종 시스템 개발 및 우점률 향상

○ 균주 보관, 배양 및 활성 System 구축(그림 97, 표 47)

- 유산균 Starter의 활성 최적화를 위한 김치 접종 단계 설정하였다.

- 유산균 Starter 접종 시스템 확립하였다.
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그림 97. 맛 및 발효 품질을 고려한 숙성 단계별 우점율 기준 설계

표 47. 우점률 관리 기준

관리기준
제조직후~3일이내 10% 이상

6일 이후 20% 이상

2. 김치유산균의 산업적 적용을 위한 특성연구

가. 유산균 Staretr 최적 농도 설계

○ 최적의 우점률 공정 설계

- 유산균 농도별 적용하여 우점률, 미생물 및 이화학적 특성 분석하여 최적 적용 농도 확립

하였다(농도 대외비)(표 48).

- 김치 starter 산업적 생산을 위한 배양 및 발효 조건을 확립하였다.

표 48. 김치 starter 제조 및 김치 적용 QC정도
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○ 배추김치 외 별미김치 유산균 Starter 적용 연구

- 제품 적용 농도 및 숙성 단계별 품질 표준화하였다.

- 별미김치에 맞는 유산균 starter 적용 공정 확립 및 우점률 분석 진행하였다.

나. 발효 단계별, 계절별 우점률 효과 분석

○ 계절별 김치 유산균 Starter 우점률 모니터링

- 유통모니터링(10℃)을 진행하여 이화학, 미생물 변화를 확인하였다(표 49).

- 우점률 약 40 % 이상으로 우점 양호하였다.

표 49. 포기김치 유통모니터링 분석 결과

　 산도(%) pH 총유산균 Starter 우점율(%) 관능

0일차 0.23 5.67 1.70.E+06 대외비 - 맛 양호

3일차 0.53 4.50 5.40.E+08 2.80.E+08 40.41 맛 양호

7일차 0.86 4.07 6.85.E+08 3.50.E+08 52.2
탄산미 및 시원한 맛 

우수

10일차 0.97 4.00 5.00.E+08 1.95.E+08 39.49
탄산미 및 시원한 맛 

우수

○ 맛테스터기를 이용한 초기, 적숙기의 맛패턴 변화 확인 

- 무첨가군과 스타터 첨가군의 초기 맛패턴은 유의차 없었으나, 적숙기(10 ℃, 7일차, 산도 

약 0.8%) 패턴 결과, 신맛이 상대적으로 적은 것을 확인하였다(차이 1.0 이상이면 유의차 

있음)(그림 98).
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그림 98. Teste Sensing System 통한 숙성 김치 맛 패턴 결과

○ 계절별 김치 유산균 Starter 우점률 모니터링

- 계절별 유산종균 적용 김치를 제조하여 우점률을 확인하였다(그림 99).

- 총 유산균수는 여름철 가장 높게 나타났고, 봄철 우점률이 가장 높게 나타났다.

그림 99. 계절별 김치 산도 및 총 유산균수 변화 

다. 김치 유통 Simulation

○ 각 온도별 김치 발효 Pattern 분석 및 품질 안정화 연구

- 5, 10 15 ℃ 유통 모니터링을 통한 우점율 확인하고 이화학 분석하여 발효 패턴 확인하였

다(표 50).

- 5 ℃ 보관 시, 미생물 증식은 거의 일어나지 않았으며, 10 ℃, 20 ℃ 보관 시, 발효가 진

행됨에 따라 우점율도 규격 이상으로 확인하였다.

표 50. 저장 온도별 김치 발효 패턴
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저장 

온도

분석 

일자

미생물  분석 (CFU/g) 이화학  분석

일반세균
총유산균

수
Starter

우점율 

(%)
pH 산도 (%) 염도 (%)

5°C

0일 3.16.E+06 3.98.E+05 7.94.E+04 19.95 6.25 0.26 1.83

3일 2.69.E+07 2.00.E+06 3.16.E+05 15.85 4.98 0.32 1.79

7일 6.31.E+07 7.94.E+06 7.94.E+05 10.00 4.58 0.89 1.80

10일 7.94.E+06 8.91.E+06 1.58.E+06 17.78 4.38 1.04 1.72

10°C

0일 2.28.E+06 8.52E+05 2.30E+05 27.00 5.34 0.24 1.77

3일 7.20.E+07 4.90E+07 2.30E+07 46.94 5.20 0.36 1.86

7일 1.66.E+08 1.00.E+09 5.21E+08 52.10 4.07 0.89 1.45

10일 1.35.E+08 9.20E+08 5.60E+08 60.87 4.23 1.12 1.65

20°C

0일 2.00.E+06 3.98.E+05 6.31.E+04 15.85 6.25 0.26 1.68

3일 1.58.E+09 1.58.E+09 3.98.E+08 25.12 4.10 0.87 1.82

7일 1.00.E+09 3.16.E+09 2.51.E+08 7.94 3.60 1.21 1.86

10일 1.00.E+08 1.26.E+08 1.58.E+07 12.59 3.40 1.74 1.69

○ 설정된 품질 규격 적합성 확인 

- 미생물 분석, 이화학적(pH, 산도, 염)분석하여 설정된 규격 적합성 검사 실시하였다(표 

51).

- 스타터 적용 시에도 규격 적합임을 확인하였다.

표 51. 김치 규격 적합성 결과

구분 항목 규격 적/부

품질규격

산도 대외비 적합

염도 대외비 적합

pH 대외비 적합

법적

규격

개별

규격

성상
고유의색택과향미를가지며,

이미·이취가없어야함
적합

납 0.3 mg/kg 이하 적합

카드뮴 0.2 mg/kg 이하 적합

타르색소 불검출 적합

보존료 불검출 적합

공통

규격

장출혈성 대장균 음성 적합

L. monocytogenus 음성 적합

Salmonella spp. 음성 적합

S. aureus 음성 적합

C. perfringens 100 이하 / g 적합

B. cereus 10,000 이하 / g 적합

V. parahaemolyticus 음성 적합
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3. 김치유산균의 실증화 및 산업화 연구

가. 김치 Starter 적용 표준 모델 개발

○ 년중 균일한 품질의 메인 발효 유도

- 계절별 유산균 스타터 적용 김치를 제조하여 미생물 및 이화학 분석을 진행하였다(그림 

100).

- 발효 초기 및 숙성 이후 계절별로 균일한 우점율 패턴을 보임. 적숙기 기준 겨울철에 우

점율이 가장 높으며 봄철에 우점율이 가장 낮았다.

- 발효 초기 및 숙성 이후 산도 변화는 균일한 산도 패턴을 보임. 여름철 가장 높게 나타났

으며 봄철에 가장 낮았다.

그림 100. 계절별 김치 Leu. mesenteroides DRC1506 우점율 및 산도 변화

나. 균주 접종 시스템 안정화

○ 우점율 향상 및 발효 안정화

- 균주 접종 시스템 통한 김치 제조 후 우점율 및 발효 패턴 모니터링 진행하였다(표 52).

- 미생물, 이화학 및 관능 분석하여 설정된 규격 적합성 확인하였다.

- 스타터 균주 접종 시스템 안정화를 통한 우점율 향상 및 발효 안정화하였다.

표 52. 균주 접종 시스템 통한 김치 제조 후 우점율 및 발효 패턴 모니터링

Leu. mesenteroides

DRC1506
우점율(%) 산도(%)

0일차 35.21 0.24

3일차 66.57 0.33

7일차 75.26 0.88

10일차 72.76 0.93

○ 기존 김치 및 스타터 적용 김치 발효 패턴 비교 분석

- 기존 김치 및 Leu. mesenteroides DRC1506 적용 김치 산도 패턴 분석하였다(그림 101).

- 적숙기 이후 기존 김치 대비 Leu. mesenteroides DRC1506 적용 김치 산도 1.0% 도달 기준 

3일 차이 발생, 가식기간 연장 효과를 확인하였다.
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그림 101. 기존 김치 및 Leu. mesenteroides DRC1506 적용 김치 산도 변화

다. 유산균 Starter 김치 산업적 생산 최적화(시제품 생산 2건 이상)

○ 설계된 제조 공정에 맞게 김치 제조 후 규격 적합성 확인 및 우점율 분석

- 유산균 starter 적용 김치 시생산 결과, 포기김치 우점율 규격 기준치 적합하였다(적숙기 

우점율 평균 87.89%)(표 53).

- 현장 적용시 우점율 및 발효 품질 안정화 확보하였다.

표 53. 김치 Starter 시생산 적용 및 우점율 측정

분석일자
시생산 차수

1차 2차 3차 4차 5차 6차

0일차 55.22 69.1 66.27 45.29 59.77 60.78

3일차 77.01 84.44 80.85 74.63 88.82 79.35

7일차 72.41 90.24 96.45 85.66 98.74 83.85

10일차 47.17 59.68 69.51 77.13 80.51 72.86

라. 유통 Simulation을 통한 김치 숙성 패턴 분석 및 발효 안정화 연구

○ 유통 온도에 맞게 보관 후 발효 패턴 분석

- 유통모니터링 결과 적숙기 우점율 약 50% 이상으로 발효 안정화 확보하여 김치의 품질

향상과 균일화 확보하였다(표 54).

표 54. 유통온도 숙성 김치 모니터링 및 발효 패턴
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유통모니터링(10℃) 우점율(%) 산도(%) 관능 평가

0일차 대외비 0.27 맛 양호, 조직감, 절임상태 양호

3일차 53.95 0.32 맛, 조직감 양호

7일차 72.86 0.87 탄산미 및 시원한 맛 우수, 조직감 양호

10일차 68.27 1.01 탄산미 및 시원한 맛 우수, 조직감 양호

마. 개량 균주의 김치 발효 안정화

○ 개량 균주 적용 김치 제조 후 모니터링(미생물, 이화학 및 관능)

- 균주 적용 김치 발효 품질 모니터링 결과, 적숙기 기준 우점율 약 50% 이상으로 발효 안

정화 확보하였다(표 55).

- 김치 숙성 시, 적용 균주 생산 대사산물인 만니톨, 이산화탄소, 유기산 등이 탄산미 및 시

원한 맛을 부여하여 관능 품질을 향상시켰다.

표 55. 균주 적용 김치 발효 품질 모니터링

　 산도(%) pH 총유산균 Starter 우점율(%) 관능

0일차 0.23 5.67 1.70.E+06 대외비 - 맛 양호

3일차 0.53 4.50 5.40.E+08 2.80.E+08 40.41 맛 양호

7일차 0.86 4.07 6.85.E+08 3.50.E+08 52.2
탄산미 및 시원한 맛 

우수

10일차 0.97 4.00 5.00.E+08 1.95.E+08 39.49
탄산미 및 시원한 맛 

우수

바. 개량 균주의 메인 발효 기능성 대사산물 생성 최적화

○ 개량 균주 적용 김치 대사산물 분석(적숙기, 과숙기)

- 발효 기간별 김치 대사산물 분석 결과, 과당 함량은 0일에서 발효 10일까지 급격히 감소

하였으며, 그 이후 발효 일수가 진행될수록 서서히 감소하였다(그림 102).

- 만니톨 함량은 0일에서 발효 10까지 급격히 증가하였으며, 이는 유산균에 의해 발효가 진

행되면서 과당을 대사하여 만니톨로 전환된 것으로 확인하였다.

- 유기산 함량 분석 결과, 구연산이 발효 초기에 급격히 감소하며 젖산은 10일까지 젖산발

효가 진행되면서 증가하며 이후에 감소하는 것을 확인하였다.

- 기능성 대사산물 생성 최적화 개량 균주 농도 확인하였다.
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그림 102. 유산균 균주 적용 김치 발효 기간별 대사산물 분석

사. 다양한 김치에 적용성 검증을 통한 제품별 특성 연구

○ 유산균 starter 적용 김치 제품 숙성 패턴 분석 및 발효 안정화 연구

- 맛김치, 깍두기, 열무김치, 총각김치 미생물, 이화학 및 관능 평가 진행하였다(그림 103).

- 김치 종류별 발효 품질 차이 발생하며 이는 김치 원부재료 함량 차이에서 기안한 것으로 

사료된다.

- 열무김치는 다른 종류의 김치에 비해 발효 속도가 느리며, 이는 김치 내 유산균의 증식 

속도가 크게 증가하지 않은 것으로 관찰된다.

그림 103. 유산균 starter 적용 김치 제품별 발효 특성 분석

4. 김치의 사업화 실용화

가. 관능성(맛 기호도) 증진 기능성 김치 제품 개발

○ 외부 소비자 조사 통한 맛기호도 확인

- 아삭한 식감, 시원한 맛, 알맞은 간은 공통적으로 선호되는 주요 요인임을 확인하였다.

- 적당한 숙성도, 아삭한 식감, 시원한 맛은 공통적으로 선호되는 주요 요인임을 확인하였

다(그림 104, 105).
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그림 104. 맛기호도 외부 소비자 조사
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그림 105. 김치 맛 및 외관 속성별 선호도 및 강도 비교

나. 고기능성 김치유산균종(개량 균종) 적용 표준화된 김치 상품화 2건

○ 김치 유산균종 메인 발효

- 119개 colony 동정 결과 85.7 % Leu. mesenteroides 균주로 동정하였다(표 ).

표 56. 적숙기 김치의 PES 배지에서 colony sequence 동정

Strains Count %

Leuconostocmesenteroides 102 85.71

Leuconostoc citreum 7 5.88

Leuconostoc pseudomesenteroides 4 3.36

Weissella cibaria 3 2.52

Uncultured Leuconostocsp. 2 1.68

Lactococcus lactis 1 0.84

Total 119 100

- 김치 유산균종 적용 김치 미생물 균총 분석 결과, 적숙 김치에서 40% 이상 우점 확인하

였다(그림 106).
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그림 106. 유산균종 적용 김치 미생물 균총 분석

○ 김치 제조 표준화 및 기능성 김치 Spec 개발

- 유산균의 최적 발효조건 및 공정표준 → QC 공정도 구성 및 점검하였다.

- 김치의 원부재료는 대부분 농산물로 토양미생물 등에 의해 위생적이지 못한 제품이 제조

될 수 있기 때문에 김치 원부재료 세척 전후의 일반세균, 대장균, 효모 분석하였다(표 57).

- 김치 원부재료의 미생물 수는 세척 전에 비해 세척 후 감소됨을 확인하였다.

표 57. 김치 원부재료의 세척 전, 후 미생물 변화

원재료 항목 세척전 세척후

마늘
일반세균 4.40E+06 2.38E+04

대장균군 6.00E+02 10 이하
효모 7.00E+03 1.50E+01

생강
일반세균 2.42E+06 2.16E+03

대장균군 2.20E+01 10 이하
효모 5.0.E+04 1.39E+02

절임배추 
일반세균 1.01E+05 2.70E+03

대장균군 4.10E+02 10 이하
효모 3.2.E+03 3.00E+01

○ 맛 기호도 확보 고품질 제품

- 김치 유산균종 적용 김치 특성 분석 결과, 기존 김치 대비 만니톨 고생성으로 김치에 시

원한 청량감 부여, 신맛 masking 효과를 확인하였다.

- 산도 1.0% 도달 기준 5일 차이 발생, 가식기간 연장 효과를 확인하였다(그림 107).
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그림 107. 유산균종 적용 김치 산도 및 만니톨 함량 분석

○ 숙성 단계별 향미 Profile 구축

○ 유통 안정성 안전성 검증

- 포기김치의 식중독 미생물 균총변화 분석 결과, 일반세균수와 유산균수는 유사하게 확인

되었으며, 초기 대장균군이 검출되었으나 발효가 진행되면서 감소됨을 확인하였다(표 ).

표 58. 포기김치 숙성 중 품질 변화

　

미생물분석(cfu/g) 이화학 분석

일반세균 유산균 대장균군 대장균 B.Cereus
Cl.

perfrigens
효모

산도

(%)
pH

1일차 1.3.E+06 1.1.E+06 3.0.E+01 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.25 5.74

3일차 3.5.E+07 2.5.E+07 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.33 5.51

7일차 2.6.E+08 5.0.E+07 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.56 4.48

14일차 1.3.E+08 3.4.E+08 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.92 4.04

21일차 7.0.E+07 1.6.E+08 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 1.3.E+02 1.02 4.04

28일차 5.3.E+07 5.7.E+07 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 0.0.E+00 2.3.E+02 1.06 3.9
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5. 연구성과

- 사업성과

가. 전략미생물 해독

No
유전체, 유전자원 명칭

(건별 각각 기재)
분석내용 비 고

1차

년

도

1 Leu. mesenteroides DRC0211 유전체 서열 완전해독 대상(주) 김치종균 균주

2 Leu. mesenteroides J18 유전체 서열 재분석
김치종균 및 

프로바이오틱스 개발 균주

3 Leu. lactis EFEL005 Draft 유전체 서열 해독   
제 1협동 연구팀 프로바

이오틱스 개발 균주 

2차
년
도

1 Leu. mesenteroides DRC1506 유전체 서열 완전해독
대상(주) 김치종균 개발 

균주

2
Leu. mesenteroides subsp.

suionicum LMG 8159(T)
유전체 서열 완전해독

Leu. mesenteroides의 

표준균주  

3 Tetragenococcus sp. MJ4 유전체 서열 완전해독
김치유산균과 젓갈유산균의 

유전적, 생리적 특성 비교

4차
년
도

1
Tetragenococcus halophilus subsp.

halophilus DSM 20339
유전체 서열 완전해독

김치유산균과 젓갈유산균의 

유전적, 생리적 특성 비교

2
Tetragenococcus halophilus subsp.

flandriensis LMG 26042
유전체 서열 완전해독

김치유산균과 젓갈유산균의 

유전적, 생리적 특성 비교

3 Leuconostoc citreum EFEL 2700 유전체 서열 완전 해독
차세대 김치 스타터 후보

균주

나. 유용 유전자원 확보
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No
유전체, 유전자원 명칭

(건별 각각 기재)
분석내용 비 고

No
유전체, 유전자원 명칭

(건별 각각 기재)
분석내용 비 고

3차

년

도

1 국내 전통 막걸리 (J막걸리) 국내 막걸리 1종 메타지놈 분석

2 국내 전통 막걸리 (S막걸리) 국내 막걸리 1종 메타지놈 분석

3 국내 전통 막걸리 (N막걸리) 국내 막걸리 1종 메타지놈 분석
4차

년

도

4
우수종균 Leuconostoc mesenteroides
DRC1506을 적용한 배추김치

종균 접종 배추김치의 미생물 
천이분석을 위한 16S rRNA gene을 
이용한 메타지놈 분석 수행

년
차 No

유전체, 유전자원 명칭
(건별 각각 기재)

분석내용 비 고

1차
년
도

1
Leu. mesenteroides J18의 
riboflavin 생합성 유전자

Vitamin B1 합성유전자 확보

2차
년
도

1
Leu. mesenteroides DRC1506의 
riboflavin 생합성 유전자

vitamin B1 합성유전자 확보

-riboflavin synthase

subunit alpha

-riboflavin biosynthesis

protein RibF, RibT,

RibD

2
Leu. mesenteroides DRC1506의 
biotin 생성 유전자

vitamin B7 합성유전자 확보
-biotin biosynthesis

protein BioY

3
Leu. citreum EFEL2061의 
면역조절활성 유전자

면역조절활성 유전자 보유

4
Leu. lactis EFEL005의 산/담즙 
내성 유전자

산/담즙 내성 유전자 보유

3차
년
도

1 Lactobacillus plantarum JS1
저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

2 Lactobacillus plantarum JS2
저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

3 Lactobacillus plantarum JS3 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

4 Lactobacillus plantarum JS4 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

5 Lactobacillus plantarum JS5 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

6 Lactobacillus plantarum JS6 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

7 Lactobacillus plantarum JS7 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

8 Lactobacillus plantarum JS8 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

9 Lactobacillus plantarum JS9 저온생장능, 산/담즙 내성 김
치 유산균 선발

10 Leuconostoc citreum EFEL2700 형질전환용 유산균 숙주 세
포

다. 표준유전체 해독 

라. 메타지놈 분석
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코드번호 C-06-01

No 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
발행
기관

SCI

여부
(SCI/

비SC

I)/IF

게재
일

등록
번호

1

차
년
도

1

Source tracking and

succession of kimchi

lactic acid bacteria during

fermentation

Journal

of Food

Science

이세희,

전체옥

80(8):

M1871

-7

미국
W i l e y

O n l i n e

Library

SCI

/IF

1.696

2015.

08.11

2

차
년
도

1

Simple Synthesis of

Isomaltooligosaccharides

during Sauerkraut

Fermentation by addition

of Leuconostoc Starter

and Sugars

Food

Science

and

Biotechno

logy

조승기,

한남수

24(4):1

443-14

46

대한
민국

T h e

K o r e a n

S o c i e t y

of Food

S c i e n c e

a n d

SCIE

/IF

0.699

2015.

08.31

No
유전체, 유전자원 명칭

(건별 각각 기재)
분석내용 비 고

1차
년
도

1 Leuconostoc mesenteroides J18 complete genome

2 Leuconostoc mesenteroides KACC 91922 complete genome

2차
년
도

1 Leu. mesenteroides DRC0211 complete genome

2 Leu. mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159(T) complete genome

3 Tetragenococcus sp. MJ4 complete genome

4차
년
도

1 Tetragenococcus halophilus subsp. halophilus LMG complete genome

2 Tetragenococcus halophilus subsp. flandriensis complete genome

3 Leuconostoc citreum EFEL 2700 complete genome

4 Leuconostoc citreum EFEL 2700 plasmid complete genome

마. 유전체 분석기술 개발

No
유전체, 유전자원 명칭

(건별 각각 기재)
분석내용 비 고

1

In silico metabolic flux model for

Leuconostoc mesenteroides ATCC
8293

유산균 Leuconostoc
mesenteroides의 유전체, 전사체
분석을 바탕으로한 대사흐름을

예측하는 모델을 제시

2

Characterization of metabolic

features in Leucnostoc
mesenteroides species

Leucnostoc mesenteroides species의
전체 유전체를 이용하여 대사적

특성을 나타내는 모델을 제시

바. NABIC 등록

- 기타성과

가. 국내외 논문 게재
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Technolo

gy

2

A zinc-dependent protease

AMZ-tk from a

thermophilic archaeon is a

new member of the

Archaemetzincin protein

family

Frontiers

in

Microbiol.

Baolei

Jia,

전체옥
6:1380

스위
스

FRONTI

ERS

MEDIA

SA

SCIE

/IF

4.165

2015.

12.17

3

Development of Bile

Salt-Resistant Leuconostoc

citreum by Expression of

Bile Salt Hydrolase Gene

J.

Microbiol.

Biotechnol

.

조승기,

한남수

25(12):

2100-2

105

대한
민국

The

Korean

Society

for

Microbio

logy and

Biotechn

ology

SCIE

/IF

1.685

2015.

12.31

4

Immunomodulatory effects

of Leuconostoc citreum

EFEL2061 isolated from

kimchi, a traditional

korean food, on the Th2

type-dominant immune

response in vitro and in

vivo

Journal of

functional

foods

강희,

한남수
20 영국 Elsevier

SCI

/IF

3.973

2016.

01.

01

5

Halomonas garicola sp.

nov., isolated from

saeu-jeot,

a Korean salted and

fermented shrimp sauce

Int. J.

Syst. &

Evol.

Microbiol.

정우용,

전체옥 

66:

731-73

7

영국
MICROB

IOLOGY

SCI

/IF

2.134

2016.

01.02

6

In vitro digestion and

fermentation of

sialyllactoses by infant

gut microflora

Journal of

functional

foods

문진석,

한남수
21 영국 Elsevier

SCIE

/IF

3.973

2016.

03.

01

7

Effects of temperature on

bacterial communities and

metabolites during

fermentation of

myeolchi-aekjeot, a

traditional Korean

fermented anchovy sauce

PLoS

ONE

정지영,

전체옥

11(3):e

015135

1

미국

PUBLIC

LIBRAR

Y

SCIENC

E

SCIE

/IF

3.057

2016.

03.15

8

Application of In Vitro

Gut Fermentation Models

to Food Components: A

Review

Food

Science

and

Biotechno

logy

문진석,

한남수
25 한국

한국식품
과학회

SCIE

/IF

0.699

2016.

03.

30

9

Functional characterization

of bacterial communities

responsible for

fermentation of doenjang:

A traditional Korean

Frontiers

in

Microbiol.

정우용,

전체옥
7:827

스위
스

FRONTI

ERS

MEDIA

SA

SCIE

/IF

4.165

2016.

05.31
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fermented soybean paste

3

차
년
도

1

Integrative view of

2-oxoglutarate/Fe(II)-depen

dent oxygenase diversity

and functions in bacteria

BBA-Gene

ral

Subjects

가보뢰,

전체옥

1861(2

):

323-33

4

네덜
란드

Elsevier

SCI

/IF

4.702

2017.

2.1

2

Evolutionary,

computational, and

biochemical studies of the

salicylaldehyde

dehydrogenases in the

naphthalene degradation

pathway

Scientific

Reports

가보뢰,

전체옥 
7:

43489
영국

NATUR

E

PUBLIS

HING

GROUP

SCI

/IF

4.259

2017.

2.24

3

Macromolecular and

elemental composition

analyses of Leuconostoc
mesenteroides ATCC 8293

cultured in a chemostat

Journal

of

Microbiol

ogy and

Biotechno

logy

방정수,

한남수
27 한국

Korean

Society

for

Microbio

logy and

Biotechn

ology

SCIE

/IF

1.75

2017.

05.

28

4

A proposal of Leuconotoc
mesenteroides subsp.

jonggajibkimchii subsp.

nov. and transfer of

Leuconotoc mesenteroides
subsp. suionicum (Gu et
al., 2012) as Leuconostoc

suionicum sp. nov., comb.

nov. based on complete

genome sequences

Int. J.

Syst. &

Evol.

Microbiol.

전혜희,

전체옥 
67:222

5-2230
영국

MICROB

IOLOGY

SCI

/IF

2.134

2017.

07.

03

4

차
년
도

1

Large-scale examination of

functional and sequence

diversity of

2-oxoglutarate/Fe(II)-depen

dent oxygenases in

Metazoa

BBA-Gene

ral

Subjects

가보뢰,

가Ke

Tang,

천병희,

전체옥

1861:

2922-2

933

네덜

란드
Elsevier

SCI

/IF

3.679

2017.

11.1

2

Pan-genomic and

transcriptomic analyses of

Leuconostoc mesenteroides

provide insights into its

genomic and metabolic

features and roles in

kimchi fermentation

Scientific

Reports

천병희,

김경현,

전혜희,

이세희,

전체옥

7:

11504 영국

NATUR

E

PUBLIS

HING

GROUP

SCI

/IF

4.122

2017.

9.14

3

Characteristics of Korean

Rice Sourdough,

Jeung-Pyun

Journal of

Microbiol

ogy and

박재현,

서지선,

김설아,

27(10):

1736-1

743

한국

The

Korean

Society

SCIE

/IF

1.650

2017.

10.02
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Biotechnol

ogy

신소연,

박종현,

한남수

for

Microbio

logy and

Biotechn

ology

4

Identification of

trans-4-hydroxy-L-proline

as a compatible solute

and its biosynthesis and

molecular characterization

in Halobacillus halophilus

Frontiers

in

Microbiol

ogy

김경현,

가보뢰,

전체옥

8:

2054

스위

스

FRONTI

ERS

MEDIA

SA

SCIE

/IF

4.019

2017-

10-20

5

Sphingobacterium humi

sp. nov., isolated from

soil

Int. J.

Syst. &

Evol.

Microbiol.

이윤희,

진현미.

정혜수,

전체옥 

67(11),

4632-4

638

영국
MICROB

IOLOGY

SCI

/IF

1.932

2017-

11-01

6

Cohnella algarum sp.

nov., isolated from a

freshwater green alga

Paulinella chromatophora

Int. J.

Syst. &

Evol.

Microbiol.

이윤호,

전체옥 

67(11),

4767-4

772

영국
MICROB

IOLOGY

SCI

/IF

1.932

2017-

11-01

7

Genome-scale modeling

and transcriptome analysis

of Leuconostoc

mesenteroides unravel

Scientific

Report

Lokana

nd

Koduru

,

이동엽,

한남수

15721

(2017)
영국 Nature

SCI

/IF

4.122

2017-

11-16

8

Sphingobium paulinellae

sp. nov. and Sphingobium

algicola sp. nov., isolated

from a freshwater green

alga Paulinella

chromatophora

Int. J.

Syst. &

Evol.

Microbiol.

이윤호,

전체옥 

67(12),

5165-5

171

영국
MICROB

IOLOGY

SCI

/IF

1.932

2017-

12-01

9

Integrative View of the

Diversity and Evolution

of SWEET and

SemiSWEET Sugar

Transporters

Frontiers

in Plant

Science

가보뢰,

전체옥

8:

2178

스위

스

FRONTI

ERS

MEDIA

SA

SCIE

/IF

3.678

2017-

12-20

Development of Cabbage

Juice Medium for

Industrial Production of

Leuconostoc mesenteroides

Starter.

J

Microbiol

ogy and

Biotechnol

gy

정은지,

한남수

27(12):

2112-2

118

한국

Korean

Society

for

Microbio

logy and

Biotechn

SCIE

/IF

1.650

2017-

12-28
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ology

코드번호 C-06-02
No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1차
년도

1

15th International 

Symposium on 

Microbial Ecology

이세희, 전체옥 2014.08.24 서울 대한민국

2 Dasan conference 한남수 2014.12.04 평창 대한민국

3 Dasan conference 주우하 2014.12.04 평창 대한민국

4

International 

conference on Tempe 

and its related 

products  

전체옥 2015.02.17 족자카르타 인도네시아

5 한국미생물학회 한남수 2015.04.18 창원 대한민국

6 한국식품과학회 문진석 2015.06.03 부산 대한민국

7 한국식품과학회 주우하 2015.06.04 부산 대한민국

8 한국식품과학회
dhanashekaran

sharon shiny
2015.06.04 부산 대한민국

9 한국식품과학회 권예원 2015.06.04 부산 대한민국

2차
년도

1

International Conference

on Food Factors

(ICoFF2015)

한남수 2015.11.23 서울 대한민국

2 ICoFF2015 이령 2015.11.23 서울 대한민국

3 ICoFF2015 주우하 2015.11.23 서울 대한민국

4 ICoFF2015 이수진 2015.11.23 서울 대한민국

5 ICoFF2015 문진석 2015.11.24 서울 대한민국

6 2016 한국미생물학회 김혜림 2016.04.20 광주 대한민국

7 2016 한국미생물학회 전혜희 2016.04.21 광주 대한민국

8
International conference

of beneficial microbe
전체옥 2016.06.01 푸켓 태국

9
International Conference

of Beneficial Microbe
한남수 2016.06.01 푸켓 태국

10 한국미생물생명공학회 전체옥 2016.06.23 대전 대한민국

나. 국내 및 국제학술회의 발표
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3차
년도

1 2016 한국유전체학회 전혜희 2016.09.06 서울 대한민국

2

2016 한국유산균·프로바
이오틱스학회 정기학술대

회
전체옥 2016.11.18 서울 대한민국

3

5th Asian Federation of

Societies for Lactic Acid

Bacteria International

Symposium

(5th AFSLAB)

방정수 2016.11.28 타이페이 대만

4 5th AFSLAB 서지선 2016.11.28 타이페이 대만

5 5th AFSLAB 한남수 2016.11.29 타이페이 대만

6 2016 한국미생물학회 천병희 2016.12.22 강원 대한민국

7
한국미생물생명공학회 

동계 심포지엄
서지선 2017.01.16 강원 대한민국

8
2016 한국유전체학회 동

계심포지엄
전체옥 2017.02.09 강원 대한민국

9
2017 한국미생물학회 국

제학술대회
김경현 2017.04.27 부산 대한민국

10
2017 한국미생물학회 국

제학술대회
천병희 2017.04.27 부산 대한민국

4차
년도

1
2018 한국 미생물학회 국

제학술대회
전체옥 2018.04.25 평창 대한민국

2
2018 한국 미생물학회 국

제학술대회
한동민 2018.04.25 평창 대한민국

3
2018 한국 미생물학회 국

제학술대회
김정은 2018.04.25 평창 대한민국

4 ISAPP2018 박다민 2018.06.05 싱가포르 싱가포르

5 ISAPP2018 한남수 2018.06.05 싱가포르 싱가포르

6
2018 한국 미생물 

생명공학회
장예지 2018.06.27 여수 대한민국

7
2018 한국 미생물 

생명공학회
박다민 2018.06.27 여수 대한민국

다. 생명자원(생물자원)/화합물

코드번호 C-06-03

No 생명자원(생물자원)/화합물명 등록/기탁번호 등록/기탁기관 발생년도

라. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)
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코드번호 C-06-04

No
지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1

면역조절 활성을 
갖는 류코노스톡 

시트리움 EFEL2061

균주 및 이의 용도

대한민국

충북대학
교 

산학협력
단 

2015.

06.15

10-2015-

0084101

2

류코노스톡 
메센테로이드 

DRC1506 균주 및 
이의 용도

대한민국
대상 

주식회사
2016.11

.25

10-2016-0

158488

마. 전문연구 인력양성

코드번호 C-06-06

No 분류
기준
년도

현 황
학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권
영남
권

호남권 기타

인력양성 2015 3 2 1 2 1

인력양성 2016 1 3 2 2 1 3

인력양성 2017 7 1 6 7

인력양성 2018 3 2 1 1 2

바. 기술거래(이전) 등

코드번호 C-06-08

8
기술이전 

유형
기술실시계약명

기술실시

대상기관

기술실시

발생일자

기술료

(당해연도 발생액)

누적

징수현황

사. 사업화 현황

(단위 : 명, 년)
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코드번호 C-06-10

No
사업화

방식

사업화 

형태
지역

사업화

명
내용 업체명

매출액

(백만원)
매출

발생년도

기술

수명
국내 국외

1 자가실시 기존제품개
선

국내
․국
외

배추김
치류 

스타터 
종균 

산업적 
적용

배추김치
류 내수 
및 외식,
수출김치  
스타터 

종균 적용

㈜대상 68,020 5,534 17.02 15년

2 자가실시 기존제품개
선

국내
․국
외

무김치
류 

스타터 
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아. 기타 (홍보·전시)

No
홍보유

형
매체명 홍보내용 홍보일자

1차
년도

(27권/06호
/

359)

학술기
고

한국미생물
생명공학회  
e-생물산업

“실험실 진화기법을 이용한 
전통발효식품용 종균개발 및 산업적 

활용”

2014년 11월

2차
년도

41권/4호/

ISSN

2383-5338

(Online)

학술기
고

한국미생물학
회 웹진(MSK

Webzine)

실험실 진화기법의 적용을 통한 
전통발효식품의 종균 개발 및 산업적 

이용
2015년 12월

3차
년도

1 TV방송 SBS 뉴스
김치 유산균의 1% '결정적 재료'…마

늘의 힘
2016년 7월

2 TV방송 SBS 뉴스
빨간 김치와 하얀 김치…'고춧가루의 

비밀'
2016년 7월

3 TV방송 SBS 뉴스
[건강리포트] 빨간 김치·하얀 김치…색

에 따라 달라지는 효능
2016년 7월

4
보도자

료
연합TV 뉴스,

전업농신문

김치종주국의 자존심을 세운다
- 유전체 연구를 통해 표준화된 

고품질 김치의 산업적 생산 길 열어
2017년 7월 

4차
년도

1 TV방송 YTN 사이언스 김치 맛과 향 조절하는 유산균 원리 
밝혔다 2017년 10월

(포상 및 수상 실적)

No 종류 포상명 포상내용 대상 일자 포상기관
2차

년도
1 학회시상

Young

Investigator
구두 발표 우수자 이 령 2015.11.25 ICoFF

3차

년도
1 학회시상

우수포스터발표

상
우수포스터발표상 서지선 2017.01.17

한국미생물

생명공학회
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차. 사업화성과 및 매출실적

- 사업화 성과

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액 관련제품
개발후 현재까지 3,360 억원

향후 3년간 매출 8,642 억원

시장

점유율
관련제품

개발후 현재까지
국내 : 47.6 %

국외 : 67.6 %

향후 3년간 매출
국내 : 53.7 %

국외 : 76.5 %

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 1 위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 1 위

- 사업화 계획 및 매출 실적

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 
소요기간(년)

4년

소요예산(백만원) 1,633

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

3,360 3,475 4,205

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내 47.6 53.7 61.2

국외 67.6 76.5 83.1

향후 관련기술,
제품을 응용한 타 

모델, 제품 
개발계획

김치 신제품 적용 계획

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수) 1.06 1.37 1.66

수    출 54.9 60.4 66.5
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구분 연구개발목표 세부연구목표

1차년도

(2014)

○김치유산균의 특
성 및  유전체 해
독연구

○세부 및 협동연구 기관에서 보유한 김치유산균(필요시 국
내외 연구기관으로 김치유산균 분양 예정)의 발효특성(pH

내성, mannitol. bacteriocin, 성장온도 및 성장 salt 범위,

성장 속도 등) 조사(국내 김치로부터 자주 발견되는 Leu.

mesenteriodes, Lb. sakei, W. koreensis가 우선대상 균주
임)

○발효능과 기능성이 우수한 균주 선정 및 유전체 정보 서
열 완전해독(유전체 2건 이상 해독 및 NABIC에 등록; 대
상(주)에서 사용 중인 유산균도 분석 대상임)

○분석된 김치유산균의 유전체 정보와 GenBank에 등록되거
나 본 연구실에서 이미 확보한 김치유산균 유전체 정보를 
바탕으로 김치유산균의 대사적, 기능적, 발효적, 유전적 특
성 분석
○김치유산종균의 특성 개량을 위한 반응기 시스템제작

2차년도

(2015)

○김치유산균의 유
전체 분석 및 김
치유산종균 개량
연구

○발효능과 기능성이 우수한 균주 선정 및 유전체 정보 서
열 해독(유전체 2건 이상 해독 및 NABIC에 등록)

○기존에 분석된 김치유산균의 유전체 정보와 비교분석
○김치유산종균의 특성 개량 대상 균주선정(최소 2종 선정)

○김치유산균의 개량타겟(김치발효 환경 적응성, 저온 적응
성, 산저항성, 발효능 향상, 기능적 향상 등) 선정
○김치유산종균 개량을 위한 반응기 운전 최적화 및 종균개
량연구

3차년도

(2016)

○김치유산균의 종
균개량 및 특성 
분석

○발효능과 기능성이 우수한 균주 선정 및 유전체 정보 서
열 해독(유전체 1건 이상 해독 및 NABIC에 등록)

○김치유산균의 개량타겟(김치 발효 환경, 대사 경로 조절)에 
대한 김치유산균의 균주개량연구

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액 관련제품
개발후 현재까지 3,360 억원

향후 3년간 매출 8,642 억원

시장

점유율
관련제품

개발후 현재까지
국내 : 47.6 %

국외 : 67.6 %

향후 3년간 매출
국내 : 53.7 %

국외 : 76.5 %

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 1 위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 1 위

제 3 장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

3-1. 목표

가. 제1세부과제: 김치유산균 유전체 분석 및 종균개량 연구
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○개량 김치유산균의 환경적응성(fitness) 실험을 통한 균주 
개량확인 및 유전체 변화 비교분석(llumina sequencing에 
의한 resequencing)

○유전체 변화에 따른 환경 적응성 변화 기작 연구(pH 내
성, mannitol, bacteriocin, GABA 생산능, 성장온도 및 salt

범위, 성장 속도 등)

4차년도

(2017)

○개량김치유산균주
의 특성 분석

○개량 균주의 오믹스 분석기술(전사체, 대사체 분석)을 이용
한 개량균주 특성분석
○개량된 우수 김치유산종균 선정
○김치유산종균으로의 사용에 따른 발효과정 중 김치 내 미
생물 군집 및 대사체 변화 분석연구(pyrosequencing과 
NMR을 이용하여 각각 미생물 군집 및 대사체를 분석할 
예정임): 단일 종균 또는 복합종균으로서의 사용시 미생물 
군집 및 대사체 변화 분석연구 수행

구분 연구개발목표 세부연구목표

1차년도

(2014)

○김치유산균의 기
능성 및 안전성 
연구

○김치유산균의 유전체 분석을 통한 3가지 기능성 규명 
(mannitol생성, bacteriocin 생성, prebiotic 올리고당생
성)

○안전성(D-lactic acid 생성 효소, d-lactate dehydrogenase)

관련 유전자 분석 및 관련 유전자들의 분자생물학적 기작 
규명 및 대사공학적 조절 기술 개발 
○원균주 및 개량균주의 probiotic 효과 분석(대장내 유익균 
증식, 유해균 억제, 원활한 배변활동, 면역활성 효과)

2차년도

(2015)

○김치유산균의 기
능성 및 안전성 
연구

○김치유산균의 유전체 분석을 통한 2가지 기능성 규명(비타
민 K, B9 생성능, 난소화성 소당류(stachyose, raffinose) 분
해능)

○1가지 안전성(biogenic amine 생성 효소군, amino acid

decarboxylases) 관련 유전자 분석
○관련 유전자들의 분자생물학적 기작 규명 및 대사공학적 
조절 기술 개발
○장내 정착을 위한 위산 내성, 담즙산 내성 기작 규명 및 
관련 유전자 분석
○발효과정 중 김치 유산균에서 기능성 인자 발현 여부 검
증연구
○김치유산종균의 probiotic 허가를 위한 안전성 분석 

3차년도

(2016)

○김치유산균의 기
능성 및 안전성 
연구

○김치유산균의 유전체 분석을 통한 2가지 기능성 규명 (시
안배당체 분해능, phytochemical 생물전환능)

○1가지 안전성(항생제 내성 효소, vancomycin-resistance)

관련 유전자 분석
○김치유산균의 원균주 및 개량균주의 발효능 및 안전성 연
구
○김치유산종균을 사용하여 제조한 김치의 기능적 특성 변
화 연구
○김치유산종균 메인 발효 유도를 위한 김치 표준화(산도,

pH, 염도)

나. 제1협동과제:
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구분 연구개발목표 세부연구목표

1차년도

(2014)

○김치 제조의 표준

화 연구 및 제조 

기반 구축

○김치 표준 스팩 개발 및 공정 표준 제조 Manual화
-계절별 균일한 발효 품질 김치 공정 개발

○김치 유산종균의 발효 안정화 제조공정 설계
○균주 접종 시스템 개발 및 우점율 향상 제조 공정 구축

2차년도

(2015)

○김치유산균의 산

업적 적용을 위한 

특성연구

○유산균 Staretr 최적 농도 설계
-최적의 우점율 공정 설계

-배추김치 외 별미김치 유산균 Starter 적용 연구

○발효 단계별, 계절별 우점율 효과 분석 
-김치 적숙기, 과숙기 품질 분석 (이화학, 맛 분석)

-계절별 김치 유산균 Starter 우점율 모니터링

○김치 유통 Simulation

-각 온도별 김치 발효 Pattern 분석 및 품질 안정화 연구

-미생물 분석, 이화학적 특성 분석, 유통 안정성 확인

3차년도

(2016)

○김치유산균의 실
증화 및 산업화 
연구

○김치 Starter 적용 표준 모델 개발
-년중 균일한 품질의 메인 발효 유도

○균주 접종 시스템 안정화
-우점율 향상 및 발효 안정화

○유산균 Starter 김치 산업적 생산 최적화(시제품 생산 1건 
이상)

○유통 Simulation을 통한 김치 숙성 패턴 분석 및 발효 안
정화 연구
○개량 균주의 김치 발효 안정화
○개량 균주의 메인 발효 기능성 대사산물 생성 최적화
○균주 접종 시스템 안정화
○다양한 김치에 적용성 검증을 통한 제품별 특성 연구

4차년도

(2017)

○김치의 사업화 실
용화

○맛 기호도 증진 기능성 김치 제품 개발
○고기능성 김치유산균종(개량 균종) 적용 표준화된 김치 상
품화 2건
-김치 유산균종 메인 발효

-숙성 단계별 향미 Profile 구축

-유통 안정성 안전성 검증

-배추김치 및 무김치 상품화 2건

○김치 Starter 산업적 생산을 위한 배양 및 발효조건 최적
화 종균 생산 연구 : 대량 배양 조건 확립

4차년도

(2017)

○제조 김치의 기능
적 특성 연구

○김치유산종균의 사용하여 제조한 김치의 기능적 및 안전
성 특성 변화 연구
○김치유산종균의 기능성과 안전성을 확보하는 김치 발효 
조건 및 발효 기술의 효과 검증

다. 제2협동과제: 김치유산균 실증화 및 산업화 연구

3-2. 목표 달성여부

가. 제1세부과제: 김치유산균 유전체 분석 및 종균개량 연구
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구분 세부연구목표
달성도

(%)
연구개발수행내용

1차년도

(2014)

○세부 및 협동연구 기

관에서 보유한 김치유

산균의 발효특성 조사

100 %

○연구팀이 보유하고 있는 김치유산균(Leu.

mesenteriodes, Lb. sakei, W. koreensis) 중 김치 

내 우점 및 발효특성 (pH 내성, mannitol,

bacteriocin, 성장온도 및 성장 salt 범위, 성

장 속도 등) 조사

○김치발효용 스타터 개발 및 진화 대상균주로

서 만니톨, 비타민 B2, B9 생성 유전자, 박테

리오신 생성유전자를 보유하고 있는 Leu.

meseteroides J18을 선정
○발효능과 기능성이 우

수한 균주 선정 및 유

전체 정보 서열 완전

해독

100 %
○김치유산균 2 균주 (Leu. meseteroides J18 및 

DRC0211) 유전체 정보서열 완전해독

○김치유산균의 대사적,

기능적, 발효적, 유전

적 특성 분석

100 %

○대장세포 면역 증진 및 유해미생물 방어 증

진효과 연구

○개량 후보 균주의 비타민, 박테리오신 생성 

등의 유용 유전자 보유여부 분석

○개량 후보 균주의 바이오제닉 아민 생성 유

전자와 같은 안전성 분석
○김치유산종균의 특성 

개량을 위한 반응기 

시스템제작

100 %
○김치유산종균의 특성개량을 위한 반응기 시

스템구축 및 반응기 시험운전완료 

2차년도

(2015)

○발효능과 기능성이 우

수한 균주 선정 및 유

전체 정보 서열 해독

100 %

○우수한 발효능과 기능성을 가진 Leu.

meseteroides J18와  프로바이오틱스 Lb.

rhamnosus GG를 개량 대상 균주로 최종 선

정

○유전체 분석결과 Leu. meseteroides J18은 만니

톨, 비타민 B2, B9 생성 유전자, 박테리오신 

생성유전자 등 다양한 유용유전자를 보유하

고 있음을 확인

○Lb. rhamnosus GG 균주는 내산성 관련 유전

자 보유 여부 분석

○기존에 분석된 김치유

산균의 유전체 정보와 

비교분석

100 %

○ Leu. mesenteroides DRC0211 (대상FNF, 종가

집김치)와 기존 종갓집김치에서 분리된 Leu.

mesenteroides J18균주 사이의 유전체 서열을 비

교 분석함으로써 김치유산균의 대사적, 기능적,

발효적, 유전적 특성을 연구

○ Leu. mesenteroides DRC1506 균주(대상FNF,
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종가집김치 스타터 예정 균주)와 기존에 분석

된 유산균들  사이의 김치 발효 관련 gene 및 

대사산물 비교분석

○김치유산종균의 특성 

개량 대상 균주선정 

및 개량 타겟 선정

100 %

○Leu mesenteroides J18의 저온진화를 위한 계

대배양 연구 진행

○Leu mesenteroides J18의 내산성 향상을 위한 

진화 연구 진행

○Lb. rhamnosus GG의 김치환경 및 저온 저항

성 향성을 위한 균주개량 연구 진행

○김치유산종균 개량을 

위한 반응기 운전 최

적화 및 종균개량연구

100 %

○김치환경에서 생존율 및 우점도를 향상시키

기 위해 J18의 저산 적응성 향상 실험을 위

한 반응기 시스템 구축 및 운전 조건 최적화

○Lb. rhamnosus GG을 김치 발효 환경에 적응

시키기 위한 연구 수행

3차년도

(2016)

○발효능과 기능성이 우

수한 균주 선정 및 유

전체 정보 서열 해독

100 %

○1H-NMR 및 LC/MS를 이용한 김치유산균의 

대사체 분석 및 Growth test 진행

○PacBio와 Illumina의 혼합 시스템을 이용한 

김치유산균 유전체 완전해독 수행

○김치유산균의 개량타

겟(김치 발효 환경, 대

사 경로 조절)에 대한 

김치유산균의 균주개

량연구

100 %

○저온 (6℃)환경 내 김치유산균 Leu

mesenteroides J18의 생존율을 높이기 위한 계

대배양을 수행

- 최종 500세대의 계대배양을 수행

○발효기를 이용한 연속 배양 방법으로 저산성

의 배지 투입방법으로 Leu mesenteroides J18

균주의 내산성 획득 개량 수행

○Lb. rhamnosus GG의 김치환경 및 저온 내 생

존율 향상을 위한 자외선 조사를 통한 돌연

변이 유도와 저온 환경 내 계대배양 수행

○개량 김치유산균의 환

경적응성(fitness) 실험

을 통한 균주 개량확

인 및 유전체 변화 비

교분석

100 %

○spotting test를 이용한 환경적응(fitness) 실험

을 통한 대상 균주의 개량 여부 분석 연구 

수행

-저온  적응성 균주들을 Illumina Hiseq으로 

전체 염기서열의 유전적 변이(SNP) 탐색

-변이된 유전체와 저온에 대한 저항성의 상관

관계 연구

-유전체 변이 지점을 마커로 이용한 저온 환

경내 경쟁적 적응성에 대한 연구를 수행

○환경적응(fitness) 실험을 통한 개량 확인 연

구

-낮은 pH 조건에 대한 개량 수행 균주들에 
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대한 개량 여부 확인을 위해 spotting test 를 

진행

○유전체 변화에 따른 

환경 적응성 변화 기

작 연구

100 %

○Illumina Hiseq을 통하여 생산된 유전체 서

열 정보를 분석하여 저온 환경에 대한 적응

성과의 상관관계를 파악

-각 개량 균주들의 대사체 분석을 통하여 김

치 종균으로의 기능성 측면 분석

4차년도

(2017)

○개량 균주의 오믹스 

분석기술(전사체, 대사

체 분석)을 이용한 개

량균주 특성분석

100 %
○온도 조건에 따른 전사체 분석을 통하여 개

량 균주의 특성 분석

○개량된 우수 김치유산

종균 선정
100 %

○우수 김치유산종균 Leu. mesenteroides DRC

1506의 선정
○김치유산종균으로의 

사용에 따른 발효과정 

중 김치 내 미생물 군

집 및 대사체 변화 분

석연구

100 %

○우수 김치유산종균 Leu. mesenteroides DRC

1506의 적용김치의 미생물 군집의 변화 분석

○1H-NMR을 이용한 김치 유산 종균 적용 김

치의 발효과정에 따른 대사체 변화 분석

구분 세부연구목표
달성도

(%)
연구개발수행내용

1차년도

(2014)

○김치유산균의 유전체

분석
100 % ○Leu. lactis EFEL005 유전체분석 

○특성 규명 dextran생성 100 % ○Leu. lactis EFEL005의 dextransucrase 활성 측정
○우수 미생물자원의 유

전체 정보서열 완전 

해독

100 % ○Leu. lactis EFEL005 NABIC 등록 

2차년도

(2015)

○유전체 분석을 통한 

기능성 및 안전성 관

련 유전자 분석

100 %

○1차년도에 선발한 Leuconostoc 속 균주를 대상으로 

미생물 난소화성 다당류인 stachyose, raffinose와 

같은 다당류를 분해하는 능력을 측정

○Histidine, tyrosine decarboxylase gene을  

specific primer를 제작하여, PCR을 통해 

gene의 유무를 실험을 통해 밝힘
○장내 정착을 위한 위

산 내성, 담즙산 내성 

기작 규명 및 관련 유

전자 분석

100 %

○균주의 장관안정성을 측정하기 위하여 Leu.

citreum EFEL2061, Leu. lactis EFEL005, Leu.

mesenteroides DRC의 내산성과 답즙산 내성을 

측정
○분리 유산균 김치 적

응성 분석을 위한 표

준화된 살균 김치배지 

100 %

○다양한 김치 주재료 부재료 포함하여 김치 

원료 표준화

○살균조건 최적화로 영양성분 손실 최소화 및 

나. 제1협동과제: 김치유산균의 기능성 및 안전성 연구
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제조
무균 배지 제조

○실용적이고 편리한 공정 선택

3차년도

(2016)

○김치유산균의 유전체 

분석을 통한 2가지 기

능성 규명 (시안배당체 

분해능, phytochemical

생물전환능)

100 %

○Leuconostoc 속 균주가 glucose free (adding

cellobiose) 조건에서 생성하는 β-glucosidase

효소가 다당류를 분해하는 능력을 측정하기 

위해 β-Glucosidase gene을 탐색

○김치유산균의 원균주 

및 개량균주의 발효능 

및 안전성 연구

100 %

○김치발효에 적합한 프로바이오틱스 후보균주 

9 종 분리

○김치유산균종 후보균주 Lactobacillus plantarum 9

종에 대한 9가지 항생제 내성을 측정

○Histidine, Tyrosine decarboxylase gene을  

specific primer를 제작하여, PCR을 통해 

gene의 유무를 실험을 통해 밝힘

○김치유산종균을 사용

하여 제조한 김치의 

기능적 특성 변화 연

구

100 %

○균주의 장관안정성을 측정하기 위하여 

Lactobacillus plantarum JS 1-9 균주의 내산성

과 내담즙산성을 측정

○균주의 장내정착성을 측정하기 위하여 Lb.

plantarum JS 1-9 균주의 Caco2-cell 부착능을 측정

○균주의 용혈현상 유무를 측정하기 위하여 Lb.

plantarum JS 1-9 균주의 용혈실험을 실시

○김치유산종균 메인 발

효 유도를 위한 김치 

표준화(산도, pH, 염

도)

100 %

○다양한 김치 주재료 부재료 포함하여 액체 

김치 배지 조성의 표준화

○준비 과정별 차이를 두어 김치 표준화 배지

에서의 유산균 적응성시험 수행(물리적 차이,

삼투압추출조건)
○김치 스타터 산업적 

생산을 위한 배양 및 

발효조건 최적화 종균 

생산 연구

100 %

○산업적 생산을 위해  김치 주재료를 포함한 

표준 배지를 구축하고자 탄소원, 질소원 및 

염류와 같은 다양한 부족한 영양소를 보충함

으로써 조성을 최적화

4차년도

(2017)

○김치유산종균을 사용

하여 제조한 김치의 

기능적 및 안전성 특

성 변화 연구

100 %

○식품 유래 유해균인 H.pylori 의 생육 저해

능을 조사하기 위하여 Paper disc법을 이용

하여 항균활성을 평가

○4종의 장내 유해균 (H. pylori, E. coli, L.

monocytogenes, S. Typhimurium)에 대한 항균

활성을 Co-aggregation 시험을 통해  평가

○Leu. mesenteroides DRC 1506 종균의 면역조

절 활성능 조사를 위해 3가지 사이토카인

(TNF-α, IL-6, IL-12) 유도능을 평가

○Lb. plantarum JS 균주의 동결건조물을 이용

한 면역 활성 측정



- 136 -

구분 세부연구목표
달성도

(%)
연구개발수행내용

1차년도

(2014)

○김치 표준 스팩 개발 100 %

○표준 김치 제품 규격 설정완료

-이화학적 기준 (염도, pH, 산도 등)

○제조 공정 설계

-각 공정별 관리 규격 설정(절임, 양념제조공

정, 출하공정)

○김치 유산균종의 발효 

안정화 공정 설계
100 %

○종균 공정 및 품질관리 기준 설정

-Starter 관리 공정별 내용 정의, CCP 및 관

리기준 설계

○제품 숙성 품질 점검

-제품 숙성 발효 Pattern 모니터링 
○균주 접종 시스템 개

발 및 우점율 향상 제

조공정 구축

100 %
○균주 배양 및 활성, 접종 System 구축

○우점율 관리 기준 설계 및 모니터링

2차년도

(2015)

○김치 유산종균 최적 

농도 설정
100 %

○유산종균 최적 농도 설계

○최적의 우점율 공정 설계

-유산균 농도별 적용하여 우점율, 미생물 및 

이화학적 특성 분석하여 최적 적용 농도 확

립

-김치 starter 산업적 생산을 위한 배양 및 발

효 조건을 확립

○배추김치 외 별미김치 유산균 Starter 적용 

연구

-제품 적용 농도 및 숙성 단계별 품질 표준

화

-별미김치에 맞는 유산균 starter 적용 공정 

확립 및 우점율 분석 진행

○발효 단계별 유산균 

Starter 우점율 효과 분

석

100 %

○발효 단계별, 계절별 우점율 효과 분석

○김치 적숙기, 과숙기 품질 분석 (이화학, 맛 

분석)

-유통모니터링을 진행하여 이화학, 미생물 변

화를 측정

-우점율 약 40 % 이상으로 우점 양호함.

○김치유산종균의 기능성과 

안전성을 확보하는 김치 

발효 조건 및 발효 기술

의 효과 검증

100 %
○유산균의 in silico 게놈 모델 구축과 대사 공

학 기술 이용

다. 제2협동과제: 김치유산균 실증화 및 산업화 연구
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-맛테스터기를 이용하여 초기, 적숙기의 맛패

턴 변화를 확인 

-무첨가군과 스타터 첨가군의 초기 맛 패턴

의 유의차는 없었으나, 적숙기(10 ℃, 7일차,

산도 약 0.8%) 패턴 결과, 신맛이 상대적으로 

적은 것을 확인

○계절별 김치 유산균 Starter 우점율 모니터링

-계절별 유산균 starter 적용 김치를 제조하여 

우점율 측정

○유통 Simulation을 통

한 김치 숙성 패턴 분

석 및 발효 안정화 연

구

100 %

○각 온도별 김치 발효 Pattern 분석 및 품질 

안정화 연구

-온도별(5℃, 10℃, 20 ℃) 유통모니터링 진

행, 발효 pattern 확인

○미생물 분석, 이화학적 특성 분석, 유통 안

정성 확인

-스타터 적용 시에도 규격 적합임을 확인

3차년도

(2016)

○김치 Starter 적용 표준 

모델 개발
100 %

○연중 균일한 품질의 메인 발효 유도

-계절별 유산균 스타터 적용 김치를 제조하

여 미생물 및 이화학 분석 

-발효 초기 및 숙성 이후 계절별로 균일한 

우점율 패턴을 보임. 적숙기 기준 겨울철에 

우점율이 가장 높으며 봄철에 우점율이 가장 

낮음

-발효 초기 및 숙성 이후 산도 변화는 균일

한 산도 패턴을 보임. 여름철 가장 높게 나

타났으며 봄철에 가장 낮음

○균주 접종 시스템 안

정화
100 %

○균주 접종 시스템 통한 김치 제조 후 우점

율 및 발효 패턴 모니터링 진행

-미생물, 이화학 및 관능 분석하여 설정된 규

격 적합성 확인

○동월 기존 및 신규 스타터 발효 패턴 비교 

분석

-기존 김치 및 Leu. mesenteroides DRC 1506

적용 김치 산도 패턴 분석

-적숙기 이후 기존 김치 대비 Leu.

mesenteroides DRC1506 적용 김치 산도 1.0%

도달 기준 3일 차이 발생, 가식기간 연장 효

과

○유산균 Starter 김치 산

업적 생산 최적화 (시
100 %

○설계된 제조 공정에 맞게 김치 제조 후 규

격 적합성 확인
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제품 생산 2건 이상)

-유산균 starter 시생산 결과, 포기김치 우점

율 규격 기준치 적합함 (적숙기 우점율 평균 

87.89%).

-현장 적용시 우점율 및 발효 품질 안정화 

확보
○유통 Simulation을 통

한 김치 숙성 패턴 분

석 및 발효 안정화 연

구

100 %

○유통 온도에 맞게 보관 후 발효 패턴 분석

-유통모니터링 결과 적숙기 우점율 약 50%

이상으로 발효 안정화 확보하여 김치의 품질

향상과 균일화 확보

○개량 균주의 김치 발

효 안정화
100 %

○개량 균주 적용 김치 제조 후 모니터링(미생

물, 이화학 및 관능)

-균주 적용 김치 발효 품질 모니터링 결과,

적숙기 기준 우점율 약 50% 이상으로 발효 

안정화 확보함

-김치 숙성 시, 적용 균주 생산 대사산물인 

만니톨, 이산화탄소, 유기산 등이 탄산미 및 

시원한 맛을 부여하여 관능 품질 향상

○개량 균주의 메인 발

효 기능성 대사산물 생

성 최적화

100 %

○개량 균주 적용 김치 대사산물 분석(적숙기,

과숙기)

-발효 기간별 김치 대사산물 분석 결과, 과당 

함량은 0일에서 발효 10일까지 급격히 감소

하였으며, 그 이후 발효 일수가 진행될수록 

서서히 감소함

-만니톨 함량은 0일에서 발효 10까지 급격히 

증가하였으며, 이는 유산균에 의해 발효가 

진행되면서 과당을 대사하여 만니톨로 전환

된 것으로 확인

-유기산 함량 분석 결과, 구연산이 발효 초기

에 급격히 감소하며 젖산은 10일까지 젖산발

효가 진행되면서 증가하며 이후에 감소하는 

것을 확인

○기능성 대사산물 생성 최적화 개량 균주 농

도 확인

○다양한 김치에 적용성 

검증을 통한 제품별 특

성 연구

100 %

○유산균 starter 적용 김치 제품 숙성 패턴 분

석 및 발효 안정화 연구

-맛김치, 깍두기, 열무김치, 총각김치 미생물,

이화학 및 관능 분석 진행

-김치 종류별 발효 품질 차이 발생하며 이는 

김치 원부재료 종류 및 함량 차이에서 기안

한 것으로 사료
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-열무김치는 다른 종류의 김치에 비해 발효 

속도가 느리며, 이는 김치 내 유산균의 증식 

속도가 크게 증가하지 않은 것으로 관찰

4차년도

(2017)

○관능성(맛 기호도) 증

진 기능성 김치 제품 

개발

100 %

○외부 소비자 조사 통한 맛기호도 확인

-아삭한 식감, 시원한 맛, 알맞은 간은 공통

적으로 선호되는 주요 요인임을 확인

-적당한 숙성도, 아삭한 식감, 시원한 맛은 

공통적으로 선호되는 주요 요인임을 확인

○고기능성 김치유산균

종(개량 균종) 적용 표

준화된 김치 상품화 2

건

100 %

○김치 유산균종 메인 발효

-119개 colony 동정 결과 85.7 % Leu.

mesenteroides 균주로 동정

-김치 유산균종 적용 김치 미생물 균총 분석 

결과, 적숙 김치에서 40% 이상 우점 확인

○김치 제조 표준화 및 기능성 김치 Spec 개

발

-유산균의 최적 발효조건 및 공정표준 →

QC 공정도 구성 및 점검

-김치 원부재료 세척 전후의 일반세균, 대장

균, 효모 분석

-김치의 원부재료는 대부분 농산물로 토양미

생물 등에 의해 위생적이지 못한 제품이 제

조될 수 있음

-김치 원부재료의 미생물 수는 세척 전에 비

해 세척 후 감소됨을 확인

○맛 기호도 확보 고품질 제품

-김치 유산균종 적용 김치 특성 분석 결과,

기존 김치 대비 만니톨 고생성으로 김치에 

시원한 청량감 부여, 신맛 masking 효과

-산도 1.0% 도달 기준 5일 차이 발생, 가식기

간 연장 효과

○숙성 단계별 향미 Profile 구축

○유통 안정성 안전성 검증

-포기김치의 식중독 미생물 균총변화 분석 

결과, 일반세균수와 유산균수는 유사하게 확

인되었으며, 초기 대장균군이 검출되었으나 

발효가 진행되면서 감소됨을 확인

○배추김치 및 무김치 상품화 2건

-별미김치 단량 다양화 및 FS 경로 어린이 

맞춤형 김치 등 김치유산균 적용 표준화 김

치 상품화 완료
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3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

제 4 장. 연구결과의 활용 계획 등

○본 연구 과제를 통하여 검증된 안정성과 기능성이 뛰어난 김치유래유산균의 산업적 적용

은 세계 시장에서 우위를 점할 수 있다.

○안정성과 기능성이 뛰어난 김치유래유산균을 종균으로 적용한 고기능성의 표준화된 김치

의 생산에 활용할 수 있다. 이를 통하여 세계시장에서 우리 김치의 위상을 높일 수 있다.

○본 연구 과제를 통하여 개발된 기능적으로 검증된 김치유래유산균을 프로바이오틱스 유

산균제로 상업화함으로 관련 산업의 발전을 도모하는데 활용하고자 한다.

○우수한 김치종균의 산업적 적용으로 김치제품의 매출증대, 고용창출 등의 시장 파급효과,

생산성 향상을 통한 산업화를 통한 기대효과를 얻을 수 있다.

○안정적이며 고기능성의 김치를 생산하기 위한 김치 종균 개발에 본 연구 과제의 연구 방

법을 활용할 수 있다.

○본 연구과제를 통하여 개발된 개량 김치 종균을 김치 생산 기업에의 기술 이전할 수 있

다.
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주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 포스트게놈 다부처유전체사업의 연구보고서입니

다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 포스트게놈 다부

처유전체사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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