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요 약 문

I. 제목

극호염성 및 호산성 유산균의 탐색을 통한 배추의 신가공 기술 개발

ⅡII. 연구개발의 목적 및 중요성

김치는 한국인의 식생활에 있어서 년 중 빠질 수 없는 우리 고유한 발효 식품이며, 정

상 장내 세균총에 많은 영향을 미치는 중요한 식품중의 하나이다. 사람의 장관 내에는 편

성 혐기성 유산균인 Bifidobacterium이 통성 혐기성 유산균인 Lactobacillus, Streptococcus,

Leuconostoc 등보다 약 100-1000배 이상 많이 존재하고 있으며, 생체에 미치는 생리활성 효

과 또한 매우 높다. 김치의 경우는 발효 속도 조절이 힘들어 유통기간에 문제가 있어서

상품화에 난점이 있다. 김치 발효에 관련되는 미생물은 pediococcus, Lactobacillus,

Lactococcus 및 Leuconostoc 속에 대한보고는 많이 되고 있지만, 미생물 종균을 이용한 김치

제조에 응용은 김치원료 자체의 다양함과 살균된 상태로 제조할 수 없는 단점 때문에 잘

이뤄지지 못하고 있다. 배추의 가공 기술 중 김치 이외에 배추의 발효가공 기술은 국내에

서는 전무한 실정이다. 외국의 경우 양배추를 절여 발효시킨 Sau erkrau t, Pickles등이 보고

되지만 주로 초절임 후 발효쪽 보다는 숙성에 관한 보고가 대다수여서 배추의 신가공 기

술이 필요하다. 배추를 극호염성 및 극호산성 유산균을 이용한 저장성과 풍미성이 있는 배

추의 신 가공기술을 개발하고 이를 대량생산하는 체계를 구축하여 배추의 공급의 탄력성

부여와 1차 가공을 통한 고부가가치화로 농가 소득을 증대시키고, 아울러 이를 통한 수출

상품화 기술을 구축함을 그 목적으로 한다.

III. 연구개발 내용 및 범위

인체에 유용한 극호염성 및 호산성 균주를 탐색하고 발효기술을 확립하며, 김치의 신

가공기술을 개발하여 산업적 생산 김치의 품질향상과 수출증대를 위하여 다음과 같은 연
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구를 수행하였다.

1. 극호염성, 그리고 호산성 균주의 탐색 및 발효 연구

2. 유용균주들을 이용한 김치 발효기술 연구

3. 젖산소금의 개발 및 각개 발효 김치의 연구

4. 김치의 품질관리 기법연구

IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 극호염성, 그리고 극호산성 균주의 탐색 및 발효 연구

분리 및 동정: 김치 또는 배추가공용으로 사용될 유용균주는 식품으로 널리 사용되고

있는 FDA에 식품용으로 사용가능한 미생물인 Lactobacillu s 등을 사용함이 타당할 것으로

결정하였다. 먼저, 염전, 바닷가, 김치류, 젓갈류 및 바다근처 토양 200여 점에서 총 4,000

여개의 미생물을 순수분리 하였으며, 검토과정을 거쳐서 최종 1개의 호염성 유산균을 선정

하였고, 건강한 유아 6명과 성인 6명의 장관에서 Streptococcus sp . 72균주, Lactobacillus sp .

98균주, Bifidobacterium sp . 84균주들을 분리한 후 이중 가장 내산성이 높은 1개 균주를 최

종 선별하였다. 형태학적, ap i 유산균 kit을 이용한 생화학적 분석, GC함량 및 당이용성을

조사하여 동정한 결과, 호염성 균주는 Lactobacillus sp . H L-48의 신규 유산균으로 밝혀져서,

대한민국 균주기탁 기관인 유전자은행에 등록하고 기탁번호 KCTC 8808P(1997.6.12)를 부

여받았으며, 호산성 균주는 Bifidobacterium longum으로 밝혀져 Bifidobacterium longum

BO-11로 명명하였다.

특성: 선발된 호염성 유산균은 염분농도 12%까지의 농도에서는 균체의 생육과 증식이

가능하였고, 5%의 염분의 포함시 최적생육을 나타내었으며, 안정성 조사결과 병원성과 독

성이 없는 안정한 균주로 식품첨가 미생물을 사용 가능한 것으로 결정하였다. 극호산성 균

주의 내산성과 내 담즙성을 검토한 결과 두 가지의 특성을 모두 가지고 있으므로, 김치에

활용시 유통에 따른 생육 및 보존될 수 있음을 알았다.

발효 및 보존: Lactobacillus sp . H L-48의 최적 생산 배지조건은 질소원으로 Tryp tone
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0.1%, 탄소원으로 su crose 1% 이었고, Fermen ter 생산조건 공기공급량 1vvm , 교반속도

200rp m에서 15시간에 7.0× 10/ m l을 생산할 수 있었다. Bifidobacterium longum BO-11의 최

적배지조성은 skim m ilk 8%, yeast extract 0.3%, soyton e 0.3%, d extrose 3%, L-cystein

H cl 0.05%, MgSO4·7H 2O 0.01%, Tw een 80 0.1%이며, 18시간 배양후 9.7X 109의 미생물수를

얻을 수 있었다. 또한 동결건조제도 7가지에 대해서 시험한 결과, 0.01M p hosp hate bu ffer

100m l에 lactose 5g, p ep tone 1g, MSG 0.1%를 사용하였을 때 93.1%의 생존율을 보였다.

이러한 유용균주의 높은 균체생산율 조건은 김치 및 배추 가공시의 이용성뿐만 아니라 의

약품, 화장품, 다른 식품들에 다양하게 적용이 가능할 것으로 본다.

2. 김치의 신가공 기술

김치의 기능성을 향상시킬 수 있으며 인체에 유익한 유산균주들을 김치에 직접 적용하

여 발효시 종균으로 작용시키는 신발효법을 시도하였다. 더불어 김치의 다양성과 저장성,

그리고 부가가치를 향상시키기 위한 목적으로 전통적인 김치제조 방법과는 달리 절임 배

추와 김치 속을 제조하여 분리 저장하면서 필요에 따라 즉석에서 기호에 맞는 김치를 제

조해서 섭취할 수 있는 방법을 자체 개발하였으며, 김치의 위생성을 도모할 수 있는 젖산

소금을 개발하였다. 이 젖산 소금은 자체 상품화함으로서 향미와 맛을 증진시키는 목적으

로 다른 식품에도 적용이 가능할 것으로 본다.

3. 신발효 김치의 품질관리 기법연구

김치의 가장 안정적인 보존을 위해서 여러 가지 포장재를 이용한 유용균주 이용김치의

품질과 저장성을 조사한 결과, PET-JDSF에서 저장된 절임배추의 저장성이 더 좋았고, 특히

젖산균을 첨가한 것이 더 저장성이 좋았음을 알 수 있었다. 뿐 아니라 20대 젊은층을 대상

으로 관능테스트를 실시한 결과, 신제조법에 의해 제조된 김치에 있어서 품질이 우수하였

다.
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SUMMARY

Kimchi is a trad itional fermented food necessary to our food life and

important as a food which affects the bacterial growth in intestine. But,

this have disadvantage, short storage period , which is caused by

over-ripeness as a result from fermentation of various microorganisms.

To improve this, the halophilic and acid -resistant microorganisms were

isolated from human intestine with screening , characterized and used

for investigation of Kimchi-fermentation technology as a starter. We

conducted the development of lactic acid -salt and fermented Kimchi with

Chinese cabbage and seasoning. We obtained following resu lts;

Isolates were identified and named as halophilic Lactobacillus sp. HL-48

and Bifidobacterium longum BO-11.

1. HL-48 grew in 12 % NaCl and BO-11 was acid and bile resistant.

2. We developed the new method for Kimchi manufacture, which is to

make Kimchi fit for ind ividual favor immediately using salted Chinese

cabbage and seasoning stored separately.
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3. We developed the lactic acid-salt improving sanitation of Kimchi with

prevention of contaminants, numerous and various microorganisms in

initial step of fermentation.

4. PEP-JDSF was the most effective package material for preservation of

Kimchi.
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제 1 장 서론

김치는 우리 식탁에서 가장 중요한 부식의 하나인 독특한 맛과 향을 가진 복합발효 식

품으로서 세계에서 그 유례를 찾아볼 수 없는 우리의 독창적인 식품이다. 김치는 전래의

보편적인 방법으로 만들어져 상품화되고 있으나, 살아 있는 발효식품이므로 품질을 균질화

하는데 어려움이 있고 장기간 보관이 힘든 상태이다.

김치의 발효에 관한 연구는 1960년, 1970년대, KIST, 국방과학연구소, 원자력 연구소 등

지에서 김치발효에 관계되는 Leuconostoc, Lactobacillus 및 Streptococcus 속에 대한 분리 동

정을 기점으로 1980년대에 미생물과 김치의 품질에 관한 연구가 많이 보고되었고, 1988년

서울 올림픽을 전후하여 식품개발 연구원에서 김치 발효조절 (1995), 김치 품질 생산을 위

한 스타터 개발 (1990), 김치의 품질 균일화 연구(1991), 김치제조의 자동화 (1992), 김치의

산업화 기술(1995)이 경희대학교를 중심으로 김치제조 공정개선 및 보존성증대 (1995) 및

부산대학교에서 기능성 김치개발 (1995)등에 대해서 다양하게 연구되었다. 김치 발효에 관

련되는 미생물인 pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus 및 Leuconostoc 속에 대한보고는 많이

되고 있지만, 미생물 종균을 이용한 김치제조에 응용은 김치원료자체의 다양함과 살균된

상태로 제조할 수 없는 단점 때문에 잘 이루어지지 못하고 있다. 김치의 소비량은 연간

150만 톤으로 시장규모가 1,500억 원으로 추정하면, 소금으로 탈수 한 것을 감안하면 배추

생산량의 70%를 김치로 소비하고 있고 1차 가공시 부가가치 상승률을 감안할 때 신규 배

추가공 기술이 개발되어서 상품가치를 인정받는다면 적어도, 20% 이상의 추가 수요를 창

출하여 600억 이상의 국내시장을 창출 할 수 있으리라 기대한다. 배추가격이 폭락할 때나

또는 배추의 생산량이 남아 돌 때, 김치의 신기술을 이용한다면 고부가가치의 제품 생산이

가능할 뿐만 아니라 출하시간을 자유롭게 조정할 수 있어서 농가의 안정적인 배추 생산

소득원을 보장할 수 있다. 국내의 경우는 무를 이용한 장아찌, 배추를 이용한 짠지 등 고

염성 식품이 많이 존재하지만 현대의 건강적인 차원에서 저염성 식품을 원하는 가공 형태
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에 부합되지 못할 뿐 아니라, 상품화를 위한 체계적인 연구가 이루어지지 않아서 대단위로

실용화되지 못한 실정이다. 김치의 저장성에 관한 연구로는 염 및 염혼합물의 첨가(2-4),

보존료 첨가(5-7), 완충제 첨가(8-9), 겨자유 첨가(10), 계피유, 산초유, 호프 추출물첨가(11),

키토산 첨가(12)등이 있으나 아직 뚜렷한 보존기간의 연장방법이 확립되어 있지는 않은 실

정이다.

또한, 배추의 가공 기술 중 김치의 발효 가공 기술에 대해서 약 530여건의 연구자료 및

문헌이 보고되어 있어서 어느 정도 기술적인 축적이 이루어 졌지만, 김치 이외에 배추의

발효가공기술은 국내에서는 전무한 실정이다. 배추의 생산량은 연간 2,400,000 M/ T

3,700,000 M/ T 정도이고 가격추이는 도매의 경우는 출하하는 달에 따라 약 3배, 소매의 경

우는 약 17배의 차를 가져서 농민의 입장에서는 가격이 생산가격에 미치지 못해서 노지에

방치하는 경우가 종종 있어서 막대한 손실을 발생시키는데, 이는 배추의 가공기술이 너무

한정적이어서 새로운 기술개발로 유통구조의 개선이 필요하다. 외국의 경우는 미국의 경우

Sau erkrau t, Pickles에 대한 연구보고가 있고, 일본의 경우는 절임류외 제조에 대한 연구는

많이 있지만, 배추의 고염도에서 첨가물과 함께 발효하여 만든 제품에 대한 연구는 거의

없다. 배추는 생산되는 시기가 일년 중에 주로 여름철에 편중되어 있어 계절에 따라 가격

변동이 심하고 유통 과정 중 부패에 의한 손실이 많으므로 수송과 저장에 어려움이 많다.

이러한 배추의 저장성을 높이기 위한 연구는 거의 없다(1). 이등(1)의 염지 저장에 의한 저

장 간 절임 배추의 품종별 저장성에 관한보고 외에는 그 예가 전무하다.

이러한 차원들에서, 배추를 이용한 신 발효기술은 기술적으로 중요한 의미를 갖고 특

히 고농도의 소금이 존재하는 데에서의 발효는 새로운 발효기법일 뿐 아니라 김치 제조시

문제시되는 미생물 종균 처리는 고농도의 소금을 첨가한 발효를 함으로써 열로 발효하지

않고서도 살균 효과를 가질 뿐 아니라 발효조절 및 품질관리가 용이해서 상품화하는 기술

로 중요한 의미를 갖는다. 아울러, 발효 후 장내 미생물에 유용한 유산균인 내산성 Bifid u s

등의 유산균 첨가는 생산 품질의 향상에 큰 도움이 되는 중요한 기술로 평가된다. 우리나

라 전통기술을 극한 첨단 제조 방법으로 집중시켜서 고부가가치의 신규 제품의 개발함과
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유통기간의 신축성으로 인한 농민 소득원의 안정화를 기할 수 있을 것이다.
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제 2 장 연구개발수행 방법

제 1 절 김치에 유용한 균주의 탐색

1. 균주의 선별

극호염성균주: 시료는 우리나라 바닷가의 염전지역에서 100점의 시료와 젖갈류 50여점

및 김치류 50여점으로 총 200여점의 시료를 Fig. 1에서의 탐색순서에 의거하여 1단계로

10% N aCl이 포함된 MRS(Difco) agar 배지에 도말하여 37에서 48시간 배양하여, colony

를 형성하는 균주를 무작위로 1차 선발하였다. 1차 선발된 균주를 5%의 N aCl과 0.4%

CaCO3가 포함된 MRS agar 배지에 Teeth p ickin g 하여 37에서 48시간 배양했는데, colon y

주위에 투명환이 형성된 경우 1차 선발된 미생물이 산을 생성한다고 판단하여 2차 산성용

균주를 선발하였다. 이때 투명환은 CaCO3 ＋2H + Ca(OH )2 ＋CO2로 산이 생성되면 불투명

한 CaCO3가 투명한 Ca(OH )2로 변하는 성질을 이용하였다. 2차에서 선발된 균주는 3차 형

태적 관측으로 Gram stain ing을 한 후 현미경으로 관측하여 Gram p ositive 및 rod 형태의

미생물만 선발하였다. 이렇게 3차에 걸쳐서 형성된 미생물은 과산화수소수를 이용한

catalase반응에서 negative 균만 선발하였고, L-, D- Lactic d ehyd rogen ase을 이용한 L. D.

Lactic acid 생산 유무를 판단하였다.

극호산성 균주: 본 실험에서 사용한 사람의 장내세균총 검색용 배지는 TS, EG, BL의

비선택배지(N on-selective m ed iu m ) 3종류와 DH L, PEES, TATAC, LBS, BS, VS, N BGT,

ES, N N의 선택배지(Selective m ed iu m ) 9종류, 합계 12종류의 배지를 사용하였다. 각 사용

배지의 종류, 목적, 배양 방법 및 배양 시간은 Table 1에 나타내었다.

Fig. 2.에서와 같이 건강한 유아 6명과 성인 6명 합계 12명의 신선한 분변을 채취한 후,

즉시 수송배지(tran sp ort m ed iu m )인 BH I broth에 넣어, 실험실로 수송해온 뒤 O2-free

CO2 gas로 치환시킨 후, 혐기적 희석액인 Dilu ent B로 10 배 단계 희석을 실시하였다. 각
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단계 희석액을 무균적으로 0.05m l 씩 각각의 평판배지에 1/ 3-1/ 4 구획에 접종한 후, 멸균

된 Sp read er로 도말한다. TS, DH L, PEES 배지는 37oC 에서 호기배양(Aerobic cu ltu re)을

실시하며, EG, BL, BS, ES, VS, N N , LBS는 Anaerobic jar에 Steel w ool m eth od를 사용하

여 혐기배양 (An aerobic cu ltu re)(37oC, 48h)을 실시하였다.

배양 종료 후, 각각의 평판배지에서 배양된 colon y의 Morp hology를 기입한 후, 균수를 측

정하고, 백금이로 colony를 띠어 내 slid e glass에 도말표본을 만들고, Gram stain을 실시

하였다. Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium 속 세균은 BL 배지에 순수배양 (p u re

cu ltu re)시켜 당분해 성상검사에 사용한다. 그 후 현미경으로 1000배에서 cell m orp h ology

를 확인한 후 분변에 존재하는 균군을 확인하였다.
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시료 (200점) 염전토양, 젓갈, 김치

1차 Screening
호염성

호염성 Screening

2차 Screening
산생성정도

산 생성 Screening

3차 Screening
형태적 관찰

Gram staining, rod 형

4차 Screening

생리관측Catalase 반응

L.D- Lactic acid

5차 Screening
균동정 및 확정

균주 동정

Fig. 1. 호염성 미생물의 탐색순서
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Table 1. The m ed ia and cu ltu ral method u sed in this stu d y for com p reh ensive

investigation of intestin al flora

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Med iu m Organism s u su ally In cu bation Incu bation

enu m erated method tim e(d ays)

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

N on-selective m ed ia

EG agar Anaerobes Steel w ool m eth od 2

BL agar An aerobes Steel w ool method 2

TS agar Aerobes Aerobic cu ltu re 1

Selective m ed ia

BS agar Bifidobacterium Steel w ool m eth od 2

ES agar Eubacterium Steel w ool m ethod 2

N BGT agar Bacteroid aceae Steel w ool m ethod 2

VS agar Veillonella Steel w ool m ethod 2

N N agar Clostridium Steel w ool m ethod 2

LBS agar Lactobacillus Steel w ool method 2

DH L agar Enterobacteriaceae Aerobic cu ltu re 2

PEES agar Staphylococcus Aerobic cu ltu re 2

TATAC agar Streptococcus Aerobic cu ltu re 2

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

- 18 -



Sam p ling(feces)

|

Weigh sam p ling feces

|

Serial d ilu tion (10-1, -2, . . . -7)

|

--------------------------------------------------------------------------------------------

TS DH L PEES TATAC EG BL LBS BS ES N N

10-5, -6, -7 10-1, -3, -5, -7 10-5, -6, -7 10-1, -3, -5, -7

--------------------------------------------------------------------------------------------

| |

Aerobic cu ltu re (37oC, 24h r) Anaerobic cu ltu re

| Steel w ool jar(37oC, 48h r)

| |

Colon y morp hology, Gram stain , Cell m orp hology

|

Tentative Id entification

|

Bacterial Cou nts

Fig. 2 Sch eme for th e isolation method s of the norm al intestinal m icroflora from the

feces of h u m an s.
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2. 균주의 동정

분리된 미생물은 순수배양한 후 형태적 관측과 ap i 유산균 kit을 이용해서 동정하였고, 동

정된 결과는 Bergy' s Manu al을 이용하여 비교할 뿐 아니라, ap i의 com p u ter d ata base를

이용하였다.

3. 분리된 유산균의 특성조사

분리균주의 내산성 검사는 선발된 Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium 균주를

EGF broth에 48시간 계대 배양하여 접종균액을 제조하였다. 멸균된 Dilu en t A를 p H 3.0

과 p H 4.0으로 조정하여 멸균 vial에 2 m l씩 분주한 후, 접종균액을 0.05 m l씩 접종한다.

37 0C에서 3 h r 배양 후, 내산성 균주를 확인하기 위하여, 백금이로 배양균주를 BL 배지에

도말하고, 혐기배양 및 호기배양을 실시하여, Colony 형성 상태에 따라 내산성 균주로 판

정하였다. 분리균주의 내담즙성 검사는 내산성 검사에서와 마찬가지로 선발된

Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium 균주를 EGF broth에 48시간 계대 배양하여 접종

균액을 제조한다. 멸균된 Dilu ent A에 0.15% oxgall(p H 7.0)을 첨가한 후, 멸균 vial에 2

m l씩 분주한 후, 접종균액을 0.05 ml씩 접종한다. 37 0C에서 3 h r 배양 후, 백금이로 배양

균주를 BL 배지에 도말하고, 혐기배양 및 호기배양을 실시하여, Colon y 형성 상태에 따라

내담즙성 균주로 판정하였다. 선발된 미생물의 안정성시험은 Lactobacillus sp . H L-48과

Bifidobacterium longum BK11을 대상으로 실험하는데, Bifidobacterium longum BK-11은 이미

완전히, 동정되었고, Bifidobacterium longum 은 인체에 안전한 균주로 보고되어있기 때문에

균주명이 확실히 동정되지 않은 Lactobacillus sp . H L-48을 대상으로 시험하였다.

Lactobacillus sp . H L-48의 병원성시험에 사용한 동물은 임상적으로 건강한 마우스를 사

용하였으며 병원성 시험의 경우 ICR 마우스 총 40 마 리(19.2 ± 1.5 g)를 사용하였다. 사육

관리는 항온 (온도: 23 ± 2) 항습(상대습도: 55 ± 3%) 그리고 무진무균의 청정 공기가 공급

되는 동물 환경 제어사육장치 (GOG Environ m ental Control Unit, 명진기계상사, 서울)에

서 시험군에 따라 암수 각각 5마리씩 배치된 카보네이트 사육상자 (420W x 260D x 190H
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m m )를 이용하여 2 주간의 순화기간을 거친 후 건강하고 피모 상태가 양호한 동물을 선별

하여 시험에 사용하였다. 깔집은 칠레산 육송을 깎아 만든 실험동물 전용 깔집 (계룡엔지

니어링, 대전)을 사육상자에 주 2회 교환하여 주었다. 시험군의 구성 및 투여방법은 미생물

에 대한 병원성유무를 확인하기 위하여, 건강한 ICR 마우스를 10 마리씩 구성하여 대조군,

중용량군 (kg 당 107 CFU) 그리고 고용량군 (kg 당 109 CFU)으로 구분하여 군당 10 마리

의 마우스를 배치하여 Lactobacillus sp . H L-48를 마리당 0.5ml씩 복강주사한 후 14 일 동안

관찰하였다. 급성독성시험에서의 시험군 구성 및 투여방법은 건강한 ICR 마우스를 10마리

씩 구성하여 대조군, 중용량군 (kg 당 107 CFU), 고용량군 (kg 당 109CFU)으로 나누었다.

미생물을 현탁액으로 제조하여 용량에 맞게 제조한 후 0.5 ml씩 강제 경구투여를 실시하였

다. 관찰 및 검사항목은 일반증상 및 치사율의 관찰, 체중 측정 그리고 각 군에서 시험시

작전과 투여 후 체중의 변화를 관찰하였다. 체중 측정은 동물의 요동을 보정하여 평균체중

을 측정하는 체중계인 AN D Electron ic Balance FA-6000 (일본)을 이용하였다. 혈액 화학적

검사는 각 군에서 시험 시작전과 시험 종료 후에 심장에서 채혈하여 Ep p en d orf tu be에 옮

겨 30분간 실온 방치한 후 5,000 rp m , 10 분간 원심분리하여 혈청을 얻어 혈액생화학적 검

사의 시료로 하였다. 분리된 혈청은 d eep freezer (-70'C)에 보관하였고, 측정은 Sh im azu

Au tom atic Biochem istry Analyzer (일본)를 이용하였으며, 측정항목은 AST, ALT, ALP,

BUN , ALB. CREA, GLU, TBIL, TP, ALB, CPK, CA 이었으며 대조군, 저용량군과 고용량

군에서 실시하였다. 마지막으로 요검사는 시험시작전과 시험 종료 후의 랫트의 복부를 마

사지하여 나오는 요를 청결한 유리판에 흔적을 묻히고 이를 요검사용 스틱 (Com bu r 9

Test RL)을 이용하여 p H , 단백, 당, 잠혈 등을 조사하였다. N aCl에 대한 내성은 MRS

broth에 N aCl이 5%, 10%, 15%가 되게 첨가한 후 시험균을 접종하고 30에서 배양하면서

균의 증식여부를 관찰하였다. 8시간 이내에 증식을 보이는 것은 p ositive로, 8시간 이후에

증식을 보이는 것은 w eak p ositive로, 증식하지 못하는 것은 negative로 판정하였다.

4. 분리된 유산균주들의 발효특성
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Lactobacillus sp . H L-48은 생산조건을 검토하기 위해서 영양 요구성중 탄소원에 대한 조

사는 기존의 유산균 선택 배지인 MRS 배지의 조성에서 carbon sou rce만을 뺀 c-sou rce 기

본 배지를 만든 후 test tu be에 4.5m l씩 분주 한다. Glu cose, Fru ctose, Galactose, Maltose,

Su crose, Lactose, Molasses, Cellobiose, Mann ose, Trehalose. Xylose, Glycerol, Arabinose,

Starch , Mann itol 등의 Carbon sou rce들의 각각을 100m M 농도로 만들고, 이 용액을 test

tu be에 0.5m l씩 분주하고 24시간 액체 배양한 Lactobacillus sp . H L-48을 50㎕접종한다. 30 항

온기에서 24시간 배양한 후 OD(600nm )에서 흡광도를 측정하였다. N itrogen sou rce는

carbon sou rce 실험에서 생육도가 높게 나타난 Su crose를 c-sou rce 로 하여서 nitrogen

sou rce만을 뺀 n -sou rce 기본 배지를 만든 후 100m M의 Beef extract, Bacto p ep ton e,

Casam ino acid , Defated soybean, Polyp ep tone, Tryp tone, Yeast extract, Amm oniu m

su lfate, Amm oniu m p hosp hate, Am mon iu m chlorid e 등의 n -sou rce에 대해서 생육도를

비교해 보았다. Min eral sou rce는 황산마그네슘, 연화 마그네슘, 염화 망가네이트, 황산 망

가네이트, 황산 아연, 염화 아연, 황산구리, 염화구리, 황산 철, 황산칼슘, 염화칼슘, 탄산칼

슘, 염화알루미늄, 염화코발트, 염화 스트론튬 등의 m-sou rce에 대해서 상기와 같은 방법으

로 알아보았다. 내산성 Bifidobacteria 의 최적 생산조건을 검토하기 위해서 기본배지에 단백

질원을 달리한 7가지의 배지, 기본배지에 효소를 처리한 5가지의 배지조성으로 총 12가지

의 배지조성을 제조하여 시험하였다.

제 2 절. 김치의 신가공 기술

1. 김치의 품질개선을 위한 젖산소금개발

천일염으로 15% 염농도가 되도록 맞추어진 소금물에 젖산을 0.5 ㎖첨가한 후 잘 희석하

여 실온과 30, 55의 온도에서 방치하거나 가열을 하여서 소금의 재 결정화를 관찰 해 보았

으며, 재결정화 전과 후의 p H의 변화는 p H m eter (Fisher Scientific Accu m etR p H Meter

915)를 이용해서 조사하였다. 일반소금과 젖산 소금의 차이를 비교하고, 더 넓은 범위로의
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젖산소금의 사용 가능성을 검토하기 위해서 관능 요원 12명을 대상으로 관능 실험을 수행

하였다.

2. 김치의 신 절임조건

배추내 미생물수와 최적절임조건을 검토하기 위해서 배추는 크게 잎부분(UP)과 줄기부

분(LP)으로 이등분하였으며, UP, LP 및 UP+LP 각각에 대해서 젖산소금으로 절임액의 및

염농도(5-25%)를 달리하여 절인 후 배추내의 염분농도, p H를 조사하였고, MRS, DH L 배지

를 이용하여 미생물수의 변화를 알아보았다. 또한 젖산소금으로 절여진 배추의 관능성을

조사하기 위해서 먼저 절임액의 p H가 2.5가 되도록 젖산을 첨가한 후, 대조구의 절임액과

함께 일정량의 배추를 상온에서 5시간 절여서 배추의 맛, 텍스쳐, 그리고 전체적인 기호도

를 평가하였다. 관능검사 요원의 구성은 본 실험에 흥미를 가지고 있으며 배추의 맛에 식

별 능력이 있는 연구원 중 12명의 관능검사 요원을 선정하였다. 이들로 하여금 김치의

맛, 텍스쳐의 관능적 품질을 향미 묘사법에 의하여 묘사케 하였다. 향미 묘사법 (flavor

p rofile m eth od )에 의하여 선정된 묘사는 신맛 (acid ic taste), 짠맛 (salt taste), 생배추맛

(fresh cabbage taste)과 질김 (chew iness), 부서짐성 (crisp ness)의 텍스쳐 등의 5가지 관능

품질 묘사와 전체적 기호도 (overall eating qu ality)를 조사하였다. 관능테스트를 위해서 사

용된 전단지는 Table 2.에서 보여주고 있다.
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Table. 2. 젖산소금으로 절인 배추의 관능실험을 위해 사용되어진 전단지

관능 테스트

성별 : 남, 여

나이 :

일시 : 1999년 월 일

김치 제조를 위한 배추의 절임시 젖산 처리한 실험구 배추와 처리 안 한 대조구

배추에 있어서 맛의 차이를 알아보기 위한 3점 만점의 scoring tes t 입니다.

항 목 A B

1. 신내

(acidic tas te)
2. 생배추맛

(fresh cabbag e tas te)
3. 짠맛

(s alt tas te)
4. 사각사각

(crispnes s )
5. 질김

(chew ines s )
6. 군덕맛

(yeas t moldy tas te)

7. overall earing quality

8. Comments
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3. 김치의 호염성균주 적용연구

김치제조는 배추를 젖산과 소금으로 염분농도 15%, p H 2.5가 되게 한 젖산 제조하여

25 에서 4시간 절인 배추를 85%로 하고 여기에 새우젓 1%, 고춧가루 3.5%, 마늘 1.5%, 파

2%, 생강 0.5%, 무체 6%, 실시 예 4.에서 제조된 발명의 유산균 0.5%를 넣고서 김치를 제

조하였고, 대조구로서 젖산을 포함하지 않고, 유산균 제제를 포함하지 않은 통상적인 김치

제조방법을 사용하여 25에서 김치발효를 시키면서 시료를 채취해서 분석하였다.

4. 김치의 호산성균주 적용연구

김치내의 생존능력: 생김치의 김치 적용 특성 조사를 위한 Bifid obacteriu m 최종 선발

균주의 접종 균액은 Bifidobacterium longum BK-11 균주를 MRS broth 9㎖에 접종하여, 37 에

서 24시간, steel w ool m eth od를 이용한 혐기배양을 실시하여 본 실험의 접종균액으로 사

용하였다. 용액상태에서 시험하기 위해서 김치용액을 제조하였는데, 김치용액은 신선한 김

치 500g을 시중에서 구입하여 실험실로 신속하게 운반하였다. 분쇄기(mixer)를 이용하여

김치를 잘게 분쇄한 후, 멸균거즈로 고형분을 제거하고, 그 여과액을 1500 rp m에서 10분간

원심분리 하였다. 그 후 상층액을 여과지 (filter p ap er)를 통하여 4개의 test tu be에 30 ㎖씩

분주하고, 각각 p H 3.0, p H 4.0, p H 5.0, p H 6.0으로 조정한 후, mem brane filter(0.45㎛p ore

size)로 여과 멸균하여 6㎖씩 각각 멸균된 test tu be에 분주하여 본 실험의 김치 용액으로 사

용하였다. p H 3.0, 4.0, 5.0, 6.0으로 여과 멸균된 각각 4개의 김치 용액에 Bifid obacteriu m

(4.8× 109 cfu / MRS broth 1㎖) 접종액을 0.3㎖씩 접종하였으며, 1개의 김치 용액은 대조구로 사

용하였다. 접종 후, 각 2개씩 4와 25에서 보관하면서 1일째, 3일째, 5일째, 7일째의

Bifid obacteriu m의 생존균수를 측정하기 위하여 비선택배지 (n on-selective m ed iu m)인 BL

배지를 사용하였다. 김치 용액 0.1m l을 정량하여 멸균한 9.9m l d ilu ent A를 사용하여 100

배 단계 희석하여 100, -2, -4, -6으로 BL 배지에 0.05㎖씩 도말하였으며, 37 48시간 steel

w ool m eth od를 이용한 혐기 배양을 실시하였다. 배양 후, colon y의 숫자를 계측하고, 희석

배율을 환산하여 생존균수를 계산하였다.
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비피도박테리아를 이용한 김치의 제조 및 평가 :건강한 성인의 분변에서 분리한 내산성

의 Bifidobacterium longum을 김치 제조용 스타터로 이용하여 그 생존 능력과 김치 발효에

미치는 영향에 대해 조사하였다.

가. 미생물

Bifidobacterium longum은 생명공학연구소 오태광 박사로부터 동결건조된 상태의 것을 제

공받아 사용하였다. 선행 연구에서 선발된 내산성 Bifidobacterium longum을 0.05% cysteine

이 첨가된 MRS broth에 seed 접종하여 37에서 48시간 배양한 후 원심분리하고 (7,000rp m,

40m in) 균체를 생리식염수로 세척한 후 김치 제조에 사용하였다.

나. 비피도박테리아 첨가 김치의 제조

김치 제조법: 김치제조용 재료로는 배추(100g), 무(10g), 파(2g), 생강(0.6g), 마늘(1.4g), 마른

고추(2g), 고춧가루(1g), 까나리 액젓(2g), 새우젓(1g), 배(1.5g), 양파(1.5g), 찹쌀풀(0.5g), 설

탕(0.5g), MSG(0.3g)를 사용하였다. 먼저 배추를 일정한 크기로 잘라서 오염된 미생물의 수

를 줄이기 위하여 선행 연구에서 확립한 젖산-소금법(0.25% 젖산 +15% 소금)을 이용하여

15 에서 3시간 동안 배추를 절였다.

균주 혼합: 양념을 만들어 절인 배추와 함께 배추김치를 담갔다. 비피도박테리아는 김치를

담그기 직전에 양념에 첨가하였으며 균수를 106/ g이 되도록 하였다. 대조 실험군은 김치에

비피도박테리움을 첨가하지 않은 상태로 제조하였다. 김치는 4± 1에서 발효하였으며 이것을

5일 간격으로 시료를 취하였다.

다. 김치즙의 제조

위와 동일한 방법으로 김치를 제조한 후, 분쇄기로 마쇄하여 4겹 거즈로 즙을 냈다. 즙

을 cen trifu gation (7,000rp m, 1h r)하고 u ltracentrifu gation(30,000rp m , 2hr)하여 제조하였다.

라. 발효과정 중 미생물 수의 측정
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시료의 제조: 김치 100g을 멸균된 blend er에 넣어 3분간 마쇄하고 멸균된 거즈를 이용하여

김치즙을 얻었다. 모든 과정들은 무균상자내에서 실시되었다. 발효과정중 미생물의 계수를

위한 배지로는 총생균수- Plate cou n t agar; 효모- YM agar, 젖산균(Lactobacillus sp.):

m od ified LBS agar, Leuconostoc sp - PES agar; 대장균- DH L agar를 사용하여 배지에 도

말한 후 30에서 호기 배양하였다. 비피도박테리아의 숫자를 정확하게 계수하기 위하여 2가

지 방법을 검토하였다. 즉, 김치즙 1m l을 채취하여 혐기성 희석액으로 순차적으로 희석하

고 Blood -BL배지에 도말한 후, Anaerobic jar(BBL 社)에서 48시간 배양하였다. 김치즙내에

존재하고 있는 Bifidobacterium을 정량화하기 위해 Fru ctose-6-p hosp h ate p hosp hoketolase

(F6PPK) assay를 사용하였다.

총균수: 총균수를 측정에는 p late cou n t agar(PCA, Difco Lab. U. S. A.; Bacto tryp tone

5g, Bacto yeast extract 2.5g, Bacto d extrose 1g, Bacto agar 15g, 증류수 1,000m l, p H 7.0)

를 사용하였다.

Lactobacillus spp.: LBS(BBL Co. U.S.A.)배지를 개량한 m -LBS배지(Pan creatic d igest of

casein 10.0g, Yeast extract 5.0g, Dextrose 20.0g, KH 2PO4 6.0g, Am m oniu m citrate 2.0g,

Polysorbate 80 1.0g, Sod iu m acetate hyd rate 25.0g, MgSO47H 2O 0.575g, Mn SO4 0.12g,

FeSO47H 2O 0.034g, Acetic acid 2.5m l, Bacto agar 15g, 증류수 1000m l)를 사용하였다.

Leuconostoc spp.: Ph enylethyl alcoh ol su crose(PES, Bacto p ep tone 5.0 g , yeast extract

0.5 g, su crose 20.0 g, (N H 4)2SO4 2.0 g, MgSO4·7H 2O 0.5 g, KH 2PO4 1.0g, agar 15g,

p h enylethyl alcohol 2.5m l, 증류수 1,000m l, p H 6.8) 배지를 사용하였다.

효모: 효모계수를 위한 배지는 YM agar(Difco Co. U.S.A.)배지를 개량한 m -YM 배지

(m od ified YM agar ; Bacto yeast extract 3g, Bacto m alt extract 3g, Bacto p ep ton e 5g,

Glu cose 20g, Bacto agar 15g, Chloram p hen ical 100m g, 증류수 1,000m l)를 사용하였다.

Bifidobacterium :

1) 평판 계수법

Bifidobacterium 계수를 위한 배지는 BL(glu cose-blood -liver) 배지(Bacto beef extract 2.4g,
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Bacto p roteose p ep tone N o.3 10g, Bacto tryp tone 5g, Bacto soyton e 3g, Bacto yeast

extract 5g, Liver extract 3.2g, Dextrose 5g, Lactose 5g, Solu ble starch 0.5g, Potassiu m

p h osp hate m onobasic 1g, Potassiu m p h osp hate d ibasic 1g, Magn esiu m su lfate 0.2g,

Ferrou s su lfate 0.01g, Sod iu m chlorid e 0.01g, Mangan ese su lfate 0.007g, Antifoam A

0.2g, Polysorbate 80 1g, L-Cysteine hyd rochlorid e 0.5g, Agar 15g, Distilled w ater

1,000m l)를 사용하였다.

2) F6PPK assay of Bifidobacterium cells

김치 시료를 Centrifu gation(12,000rp m , 5m in)한다. p ellet을 0.05M p h osp h ate bu ffer로

재현탁하여 세척(2회) bu ffer를 첨가하고 son ication한 후 N aF, K iod oacetate soln,

fru ctose-6-p hosp hate를 첨가하여 37에서 30분간 반응을 시킨다. H yd roxylam ine

H Cl(p H 6.5)을 첨가하고 10분 정치하였다가 15% TCA, 4M H Cl 첨가한다. 잠시 후 5%

FeCl3·6H 2O를 첨가하고 자줏빛 변색을 확인한다.

마. 발효과정 중 김치의 이화학적 검사

pH : 시료액의 p H는 p H m eter(Jenco Electron ics LTD Mod el 1671)를 이용하여 측정하였

다.

환원당: 환원당 함량은 시료액을 4, 10,000rp m에서 10분간 고속 원심분리한 다음 DN S법을

이용하여 정량하였다. 20배 희석한 100㎕의 시료액과 200㎕의 DN S 시약(Dinitrosalicylic acid ;

N aOH 14g, DN S 7.5g, Potassiu m sod iu m tartrate 216g, Ph enol 5.4m l, Sod iu m

p yrosu lfite 5.9g, 증류수 1,000m l)을 혼합한 후 끓는 물에서 5분간 가열하였다. 가열 후 바

로 냉각하여 반응액 100㎕에 증류수 1,000㎕를 첨가한 뒤 200㎕를 취해 562nm 에서 흡광도를 측

정하였다. 이 측정치들은 glu cose 표준곡선에 적용하여glu cose의 양으로 계산하고 이를 김

치에 대해 환원당 함량(mg/ m l)으로 나타내었다.

비타민 C: 비타민 C 함량은 시료액을 4, 14,000rp m에서 10분간 고속 원심분리한 후 DN P

법으로 측정하였다. 시료액 200㎕에 5% m etap hosp horic acid 용액을 1,800㎕첨가하여 추출하
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고 추출액 2m l에 DCP(2,6-d ichlorop henolin d op hen ol)용액 1m l을 첨가하여 혼합한 후 약 1

분간 방치해서 용액에 p in k색이 잔존하는가를 확인했다. 여기에 th iou rea m etap hosp horic

acid 용액을 2ml 첨가하여 p ink색이 없어지면, DN P (2,4-d initro p henylhyd razine)용액을

1m l 첨가하여 60의 수욕에서 90분간 방치한다. 반응이 끝나면 즉시 얼음물에 넣어, 진탕

혼합시키면서 85% H 2SO4용액 5m l을 서서히 가하여 혼합시킨다. 얼음물로부터 꺼내어 실

온에서 30분간 방치한 후 반응액 400㎕를 파장 562n m에서 흡광도를 측정하였다. 표준 비타

민 C는 L-ascorbic acid (Sigm a. Co.)를 사용하였다.

Acetic acid와 Lactic acid 생성량 조사 : 시료의 전처리는 시료 1m l를 증류수로 전체

10m l가 되도록 10배 희석한 후 1분간 vortexing을 실시하였다. 처리된 시료는 원심분리

(12,000rp m , 1hr)하여 상층액만을 회수하고 0.45 ㎛멸균된 주사기와 C18 SEP-PAK

cartrid ge(Millip ore Co.)로 여과 후 사용하였다. 시료를 H PLC(Colu m n : Am in ex

H PX-87H (300m m × 7.8m m, Bio-Rad , Mobile p hase : 4m M Su lfu ric acid , Flow rate : 0.6㎖

/ m in , Detector : UV d etector at 206nm , Detector Temp eratu re : 37)로 분석하여 acetic

acid와 lactic acid의 생성량을 조사하였다.

바. 김치의 관능검사

김치 발효 후의 관능검사를 위해서 전남대학교 식품영양학과 대학원생 10명을 대상으로

발효된 김치의 향, 맛, 전체적인 기호도에 대해 9점 평가법으로 조사하였다.

5. 김치의 신발효법 개발

가. 젖산을 이용한 배추의 단독발효법 개발

배추의 발효는 발효액에 포기배추를 완전히 침지시켜 20 발효조에서 발효하는 방법으

로 하였다. 발효액의 염과 젖산의 적합한 조건을 찾기 위해서 염농도는 정제된 염을 사용

해서 0%∼15%로 염농도를 변화시키며 반복실험을 하였고, p H는 젖산을 첨가하여 발효액의

p H를 젖산을 사용해서 2∼4.5로 변화시키며 반복실험 하였다. 최적 조건의 결정은 대장균과
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유산균 그리고 총균수의 변화 양상과 p H , 염농도의 변화, 유기산 등을 조사하였다. 더불어

발효 시에 배추 색의 변화를 관찰하였다. 이러한 조사는 균주의 증식을 지연 시킬 수 있는

p H 2와, 5% 염농도로 맞춘 발효액을 실험군으로 5% 고염만을 첨가한 발효액을 대조군으

로 하였다. 전통적인 김치제조법과는 달리 배추의 절임 저장과 함께 김치 속을 분리하여

발효 저장한 후에 소비 직전에 두 가지를 혼합하여 제조하는 변형된 김치의 저장법의 가

능성을 위해서, 젖산균과 염, 젖산을 이용한 저장배추의 기호도를 조사하였다. 이를 위해서

먼저 저장기간에 따른 맛 , 색깔, 냄새 등의 변화를 관능검사를 통하여 2회 측정하였으며,

h ed onic scale 에 따라 측정에 참여한 관능검사요원의 기호도를 1(매우 싫음)에서부터 5(매

우 좋음)까지 다섯 단계로 나누어 측정하여 측정된 값의 평균값으로 표시하였다.

나. 배추단독발효시 균주적용연구

Lactic acid를 사용하여 p H를 4.0 으로 조정하였으며 젖산균의 생육을 위해 glu cose를

0.5%, 그리고 p otassiu m p h osp hate를 0.01%첨가하였다. 젖산균의 접종은 미리 배양된

Lactobacillu s sp . H L-48 항미생물질 생성 균주 BK-11 균주를 혈구계수기를 사용하여 균

주의 농도를 측정한 다음 살균된 생리식염수로 세척하여 105/ m l 로 접종하였다. 장내세

균의 수는 DH L 한천배지(Eiken Chem icals, Tokyo)에 희석 도말하여 생균수를 측정하였으

며, 젖산균의 균수 측정은 Lactobacilli 한천배지 (Difco, Detroit)를 사용하여 생균수를 측정

하였다. 이때 배양은 37 에서 48시간 동안 배양하였다. 모든 실험에서 대조구는 젖산균과

젖산의 첨가 없이 소금용액으로만 절인 배추로 하여 각각의 실험과 같은 온도로 저장하면

서 비교하였다.

재료 및 시약: 배추는 품종을 가리지 않고 시장에서 구입하여 사용하였으며, 배추의 절

임은 시판 천일염과 식용젖산, 분리된 젖산균을 목적에 맞게 첨가량을 달리하여 시행하였

다. 세로로 절단한 배추 150 g을 용량 2 짜리 플라스틱 용기에 넣고, 여기에 5% 소금용액

500 ㎖을 가하여 염장하였으며 사용된 식용 Lactic acid는 PURACR 사의 제품을 사용하였다.

사용균주: 생명공학연구소 응용미생물그룹에서 분리한 극호산성 호염성 Lactobacillus
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sp . H L-48 균주와 본 연구실에서 분리한 항미생물질 생성균주 BA-8균주를 사용하였다.

두 균주는 모두 10%의 소금농도에서도 잘 생육하는 호염성 균주이다. 균주들은 MRS 한천

배지(Difco)에 접종하여 37 에서 2일간 배양하여 사용하였으며 보관은 vial에 넣어 -20 에

서 보존제와 함께 냉동 보관하였다.

pH 의 조정과 젖산균의 접종: Lactic acid를 사용하여 p H를 4.0 으로 조정하였으며 젖

산균의 생육을 위해 glu cose를 0.5%, 그리고 p otassiu m p hosp hate를 0.01%첨가하였다. 젖

산균의 접종은 미리 배양된 Lactobacillus sp . H L-48 항미생물질 생성 균주 BA-8 균주를

혈구계수기를 사용하여 균주의 농도를 측정한 다음 살균된 생리식염수로 세척하여 105/

로 접종하였다.

장내세균수 및 젖산균의 균수측정: 젖산 소금 절임 배추의 저장성을 판단하기 위하여

장내세균의 수는 DH L 한천배지 (Eiken Chem icals, Tokyo)에 희석 도말하여 생균수를 측

정하였으며, 젖산균의 균수측정은 Lactobacilli 한천배지(Difco, Detroit)를 사용하여 생균수

를 측정하였다. 이때 배양은 37 에서 48시간 동안 배양하였다. 모든 실험에서 대조구는 젖

산균과 젖산의 첨가 없이 소금용액으로만 절인 배추로 하여 각각의 실험과 같은 온도로

저장하면서 비교하였다.

관능검사: 저장배추의 기호도 조사를 위하여 저장기간에 따른 맛, 색깔, 냄새 등의 변화

를 관능검사를 통하여 2회 측정하였으며 hed onic scale 에 따라 측정에 참여한 10 명의 관

능검사요원의 기호도를 1(매우 싫음)에서부터 5(매우 좋음)까지 다섯 단계로 나누어 측정하

여 측정된 값의 평균값으로 표시하였다.

맛, 풍미, 색깔의 변화: 저장온도 20에서 식용젖산을 첨가하여 초기 p H를 4로 조정하

여 Lactobacillus sp . H L-48 균주와 본 연구실에서 분리한 항미생물성 물질의 생성균주

BA-8 균주와 젖산균을 접종하지 않은 대조구에서의 저장기간에 따른 맛, 향미, 색깔의 변

화를 관능검사를 하여 hed on ic scale에 의한 5점 채점법으로 2 회 측정하였다. 배추의 발효

는 발효액에 완전히 침지시켜서 20 로 맞추어진 B.O.D IN CUBATOR(VISION SCIEN TIFIC

VS-1203P5N )에서 방치하면서 수행하였다. 발효액의 염농도와 p H의 적합한 조건을 찾기
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위해서 염농도는 정제된 염을 사용해서 0%∼15%로 염농도를 변화시키며 반복해서 배추발효

실험을 하였고, p H는 젖산을 첨가하여 발효액의 p H를 2∼4.5로 변화시키며 반복해서 발효

실험을 하였다. 균주의 증식을 지연시킬 수 있는 p H 2와, 5% 염농도로 맞춘 발효 액을 실

험구로하고, 5% 염만을 첨가한 발효 액을 대조구로 하였다. 실험구 발효액은 1.5 용량의

용기를 여러 개 준비한 후 정제염으로 염농도 5%, 젖산으로 p H 2 로 맞추어 1 를 채우고,

배추 잎은 겉과 속의 배추 잎을 골고루 분배하여서 같은 양으로 각각의 발효액에 침지시

킨 후 물을 채운 플라스틱 멸균콘으로 누름돌을 대신하였다. 대조구는 발효액에 젖산은 첨

가하지 않고 염농도만을 조정한 것으로 하였다. 균수의 변화와 p H , 염농도의 변화, 유기산

분석 실험 시료는 배추를 발효시키면서 2시간 간격마다 하나의 발효용기에 배추를 모두

수거하여 깨끗한 물로 한번 세척하여 배추표면의 물기를 제거하고, w arring blan d er로 2분

가량 마쇄 한 후 여과하여 얻은 배추즙액을 사용하였다. 최적 조건의 결정은 대장균과 유

산균 그리고 총균수의 변화 양상과 p H , 염농도의 변화, 유기산 등을 조사함으로서 판단하

였다. 더불어 발효 시에 배추 색의 변화를 Colorim eter (SPECTRO COLORIMETER JS555,

TOKYO JAPAN )를 이용해서 관찰하였다.

다. 부원료의 단독발효연구

부원료들의 영향검토: 각기 다른 사람들의 기호성을 고려해서 새로 고안한 배추와 부원

료의 각개발효 기법 연구에 있어서 김치 맛에 큰 영향을 주면서 다각도적인 연구의 수행

가능성이 많은 김치의 부원료에 대한 실험을 수행하였다. 김치 양념에 있어서 각각의 부원

료가 미치는 영향을 알아보기 위해서 대조구와 실험구로 나누어 비교 검토하였으며, 기본

부재료는 무채와 고춧가루, 마늘, 생강으로 하고 여기에 아무것도 첨가하지 않은 것을 대

조구로 보았다. Table 3 에서의 비율로 기본 부재료(S1)에 염을 첨가한 것(S2), 새우젓을 첨

가한 것(S3), 당을 첨가한 것(S4), 스타터로서 Lactobacillu s를 첨가한 것(S5) 이렇게 대조구

외에 네 가지의 실험구를 각기 일정한 온도에서 발효시키면서 균주 변화와 p H , 산도, 유기

산 변화 등에 대해서 조사하였다. 발효는 100g의 양념을 비닐 팩으로 두 번 밀봉하여 다시
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유리 팩에 넣어 25에서 발효시켰다. 일정한 시간 간격으로 각각의 양념을 두 겹의 멸균된

거즈로 즙을 짠 후에 그 즙액의 l㎖을 3차 증류수 9㎖로 희석하여 p H와 산도를 측정, 다시 단

계적으로 희석하여 총균수 계수배지(TS m ed iu m)와 젖산균 분리용 배지(MRS m ed iu m ), 대

장균 분리용 배지(DH L m ed iu m )에 p ou rin g cu ltu re m eth od로 접종하여 균수의 변화를 살

펴보았다.

유기산 변화는 H PLC 분석으로 조사하였으며, 분석조건은 Table 4 와 같다. 전처리는

solid p hase extraction cartr id ge로 처리하여 양념의 색소를 제거한 후 0.2 ㎛p ore d isc-typ e

filter로 여과하여 분석 시료로 사용하였다.

젖산첨가 농도 결정: 고춧가루 2%와 무채 10% 그리고 마늘 2%, 생강 1%, 소금 1%를

일정량 혼합한 양념을 대조구로 하고, lactic acid를 0, 0.4, 0.6, 0.8%씩 각각 첨가한 양념

을 실험구로 하였다. 네 가지의 실험구를 20 항온실에서 발효 시키면서 균주 변화와 p H ,

그리고 색의 변화 등에 대해서 조사하였다. 양념의 발효는 100g의 양념을 비닐 팩으로 두

번 밀봉하여 다시 유리 팩에 넣어 20에서 발효시켰다. 실험에 사용한 시료는 일정한 시간

간격으로 각각의 양념을 두 겹의 멸균된 거즈로 즙을 짠 후 그 즙액을 사용하였다. 시료 1

m l을 3차 증류수 9 ml로 희석하여 p H를 측정하였으며, 시료를 단계적으로 희석하여 젖산

균 분리용 배지(MRS med iu m )에 p ou ring cu ltu re m eth od로 접종하여 균주 변화를 살펴보

았다. 색도의 비교는 Sp ectro colorim eter(color JS555, Jap an)를 이용해서 측정하였다.
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Table 3. Com p osition of Kim ch i-seasonin g

Materials S* 1 S2 S3 S4 S5

Radish 10** 10 10 10 10

Red pepper powder 2 2 2 2 2

Garlic 2 2 2 2 2

Ginger 1 1 1 1 1

NaCl - 1 - - -

S. shrimp*** - - 1 - -

sugar - - - 1 -

Starter - - - - 0.5

* : Seasoning

** : Ratio (%)

*** : 새우 젖
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Table 4. Con d itions of liqu id chrom atograp hy for organic acid an alysis.

Instru m ent Waters 501 H PLC Pu m p

W aters 486 H PLC Detector

Colu m n Sup elco TM C-610 colu m n

30 cm ㎝× 7.8 m m㎜ID

Mobile p hase 0.1% p hosp horic acid

Flow rate 0.5 ㎖m l/ m in .

Detector Ultraviolet 210 nm

Injection volu m e 20 m icroliter
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제 3 절. 김치의 품질관리 기법연구

1. 포장 방법에 따른 균주적용 발효배추의 저장성연구

시약 및 포장재: 실험에 사용된 배추는 품종을 가리지 않고 시장에서 구입하였으며, 배

추의 절임은 시판 천일염과 식용젖산으로 하였으며 분리된 젖산균은 목적에 맞게 106-108/

로 첨가하였다. 세로로 배추를 절단하고 각 150g의 배추에 5%소금용액을 150㎖을 가하여 염

장하고 식용 Lactic acid는 PURAC사의 제품 (Jap an)을 사용하였다. 높은 염농도에 의한 저

장성이 연장되는 것을 피하고 포장재에 의한 영향을 살펴보기 위해 5%로 하였다. 포장재

는 일반시중에서 흔히 구입할 수 있으며 레토르트 파우치로서 주로 한약재 봉지로 사용되

는 PET+JDSF와 시중에서 일반 소비자들이 간편하게 사용할 수 있는 포장재인 H DPE(high

d ensity p olyethylen e) 그리고 LDPE(low d ensity p olyethylen e 의 세 종류의 포장재들을

사용하였다.

균주: 사용된 균주는 생명공학연구소에서 분리한 극호산성, 호염성 Lactobacillus sp .

H L-48 균주를 사용하였다. Lactobacillus sp . H L-48은 glu cose의 분해능력이 뛰어난 Gram양

성의 간균이다. 이 균주는 10% 소금농도에서 잘 생육하는 호염성 균주이며 MRS 한천배지

(Difco)에 접종하여 30에서 2일간 배양하여 사용하였다. 보관은 vial에 넣어 -20에서 냉동보

관을 하였다.

pH조정과 젖산균의 접종: Lactic acid를 사용하여 p H를 4.0으로 조정을 하고 젖산균의

생육을 위해서 p otassiu m p hosp hate (K2H PO4 : ATP생성)를 0.01% 첨가하였다. 미리 배양

된 Lactobacillus sp . H L-48의 균주의 농도를 혈구계수기 (h emocytom eter)로 측정하고 살균

된 생리식염수로 세척하여 실험목적에 맞게 106-108으로 접종하였다. 초기 p H를 4.0 이하로

낮추지 않은 이유는 김치의 p H가 4.0 이하가 되면 먹을 수 없을 정도로 기호도가 떨어진

다고 알려져 있기 때문이다.

생균수의 측정과 사용배지조성: 젖산균의 생균수 측정을 위해서는 멸균 생리식염수를

사용하여 알맞게 희석한 후에 Table 5의 MRS 한천 배지에 도말하여 30에서 배양을 하였
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고, 장내세균 (E. coli)의 생균수 측정을 위해서는 DH L 배지 (Eiken Chem ical Tokyo) 를

사용하여 37에서 배양을 하였다. 살균된 0.85% 생리식염수를 이용해서 세척을 한 후 10-1,

10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7으로 희석하여 접종 배양을 하였다.

발효온도와 포장: 대부분의 식품의 저장성은 저장온도가 낮을수록 저장에 좋지만 이

실험의 성격상 너무 낮은 온도에서 실험을 할 경우 이 실험의 목적인 포장재의 효과 때문

이 아니고 단순히 저장온도에 의한 저장기간이 길어지므로 저장온도는 20로 하였다. 모두

다 20에서 발효를 하게 되고 김치통에서 3일 동안 발효시킨 후 종이 타월로 물기를 닦아

내고 레토르트 파우치로서 주로 한약재 봉지로 사용되는 PET+JDSF와 시중에서 일반 소

비자들이 간편하게 사용할 수 있는 포장재인 H DPE (high d ensity p olyethylen e) 그리고

LDPE (low d ensity p olyethylene 의 세 종류의 포장재를 사용하여 포장을 하였으며 저장

온도는 20로 하였다. 그리고 10일 동안 하루간격으로 시료를 채취하여 젖산균과 장내세균

의 수, p H , 염도, 기호도(맛, 색깔, 냄새)를 측정하였다. 대조구는 젖산균을 첨가하여 3일

동안 발효시킨 후 물기를 닦아내고 김치통에 넣은 것과 젖산균은 첨가하지 않고 물기를

닦아낸 다음 포장재에 넣은 것을 같은 온도로 저장하면서 비교하였다.

염도측정 및 조직감 분석: 염도는 시판 염도계 (SEKISUI SS-31A, jap an )를 구입하여

사용하였고, 배추조직에 염도계를 꽂아 측정한 것과 절여져 있는 상태의 배추를

h om ogen izer로 분쇄하여 염도를 측정한 것을 모두 표시하였다. 저장 중의 배추조직의 여

러 가지 특성의 변화를 측정하기 위하여 TAXTei textu re analyzer (MH K trad in g co,

England )를 사용하였으며 그 중 조직의 경도 (hard ness)만 표시하였다. 포장된 저장배추

의 사진은 폴라로이드카메라를 사용하여 자연광하에서 촬영하였다.
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Table 5. MRS 배지와 DH L 배지의 조성

M R S 배지 D H L 배지

·Bacto Proteose Peptone No.3 10g

·Bacto Beef Extract 10g

·Bacto Yeas t Extrat 5g

·T w een80 1g

·Ammonium Citrate 2g

·Sodium A cetate 5g

·Magnes ium Sulfate 0.1g

·Mang anese Sulfate 0.05g

·Dipotass ium Phos phate 2g

·agar 1.5g

·Bacto Beef Ex tract 3g

·Peptone 20g

·Lactos e 10g

·Glucose 10g

·Bile Salt(No.2) 1g

·Sodium thiosulfate 2.2g

·Feric ammonium citrate 1g

·Sodium citrate 1g

·Neutral red (pH indicator) 0.03g

·ag ar 15g
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2. 단독 발효배추의 관능테스트

배추단독 발효시의 관능테스트에 이어 다양한 김치 제조법에 의한 김치(Table 8)들에

대한 최종 평가로서 발효배추와 마찬가지로 관능테스트를 실시하였다. 김치시료의 제조방

법은 Table 8에서와 마찬가지로 배추는 절임배추와 발효배추로 나누고, 양념은 발효 된 것

과 안 된 것으로 나누어서 이전 년도에서 조사결과 확인된 배추절임과 발효시의 염농도,

시간, 젖산 첨가량, 그리고 양념발효 시간, 젖산함유량 등의 최적처리 조건에 따라 처리를

하여 최종적으로 배추와 양념을 Table 8의 조합에 따라 혼합하여 제조하였다. 관능테스트

시의 평가항목은 향미 (flavor), 맛 (taste), 조직감 (textu re), 전체 기호도 (overall

accep tability) 4가지 항목이며, 5점 만점 평점법 (scoring test)으로 채점하였다(Tab le 6).

3. 신발효법에 의해 제조된 김치의 관능성 비교

이 전년도의 김치 연구에서 기존의 절임방법과 발효방법과는 다른 새로운 신가공 김치

제조법을 개발하여 보다 높은 고효율의 기능성 김치를 만들고자 시도하였다. 전년도에 수

행되어진 연구에서 개발된 젖산소금은 김치의 전처리 단계인 절임시에 적용한 후 양념과

혼합하여 김치를 제조하는 방법과 배추 단독 발효법에 따라 배추 발효시에 적용하여 완성

된 김치 제조법, 그리고 양념의 단독 발효기법 등에 이용되어졌다. 다양한 김치 제조법에

의한 김치(Table 8)들의 최종 평가로서 발효배추와 마찬가지로 관능테스트를 실시하였다.

김치시료의 제조방법은 Table 8에서와 마찬가지로 배추는 절임배추와 발효배추로 나누고,

양념은 발효 된 것과 안 된 것으로 나누어서 이전 년도에서 조사결과 확인된 배추절임과

발효시의 염농도, 시간, 젖산 첨가량, 그리고 양념발효 시간, 젖산함유량 등의 최적처리 조

건에 따라 처리를 하여 최종적으로 배추와 양념을 Table 8의 조합에 따라 혼합하여 제조하

였다. 관능테스트시의 평가항목은 향미 (flavor), 맛 (taste), 조직감 (textu re), 전체 기호도

(overall accep tability) 4가지 항목이며, 5점 만점 평점법 (scorin g test)으로 채점하였다(Table

6).
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T able 6. 김치 관능테스트 전단지

이름: 성별: 男, 女 연령(만):

일시: 2000년 월 일

시료의 종류: 김치

각각의 항목(향미, 맛, 조직감, 전체기호도)에 대해서 평가하시오. 각 시료에

대해 다음의 척도를 사용하여 점수를 지정하시오.

아주 싫다 1

싫다 2

그저 그렇다 3

좋다 4

아주 좋다 5

시료번호

평가 항목
a b c d e f g h

향미 (flav or)

맛 (tas te)

조직감 (T ex ture)

전체 기호도

(Overall

acceptability)

Comments :
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T able 7. 발효배추의 관능실험을 위해 사용되어진 전단지

관능 테스트

성별 : 남, 여

나이 :

일시 : 1999년 12 월 1 일

배추의 단독 발효후 젖산 처리한 실험구 배추와 처리 안 한 대조구

배추에 있어서 맛의 차이를 알아보기 위한 5점 만점의 s coring tes t입니다.

감지 불가능하다 (1점)

약하게 감지할 수 있다 (2점)

보통정도로 감지할 수 있다 (3점)

강하게 감지할 수 있다 (4점)

극도로 강하게 감지할 수 있다 (5점)

항 목 365번 시료 375번 시료 385번 시료 395번 시료

1. 신내

(acidic tas te)

2. 생배추맛

(fres h cabbage tas te)

3. 짠맛

(salt tas te)

4. 사각사각

(cris pness )

5. 질김

(chew iness )

6. 군덕맛

(yeas t moldy tas te)

7.전체 기호도

(overall eat ing quality)

8. Comments
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T able 8. 관능 테스트 시료 ( tota l 16가지 시료)

배추

(Chinese cabbag e)

1. 절임배추
A. 15% 소금용액 3시간 절임
B. 15% 젖산소금용액 3시간 절임

2. 발효배추

A. 5% 염농도 발효액에서 5일 동안 발효

B. 5% 염농도, 0.25% 식용젖산 첨가한

발효액에서 5일 동안 발효

양념

(Seasoning)

1. 비발효양념
A. 젖산첨가하지 않은 일반양념
B. 0.4% 젖산 첨가

2. 발효양념
A. 젖산처리하지 않고 10일간 발효
B. 0.4% 젖산첨가 후 10일간 발효

Sample No.

절임 배추

+

비발효양념

1 배추1,A - 양념1,A
2 배추1,A - 양념1,B
3 배추1,B- 양념1,A
4 배추1,B- 양념1,B

발효 배추

+

비발효양념

5 배추2,A - 양념1,A
6 배추2,A - 양념1,B
7 배추2,B- 양념1,A
8 배추2,B- 양념1,B

절임 배추

+

발효양념

9 배추1,A - 양념2,A
10 배추1,A - 양념2,B

11 배추1,B- 양념2,A
12 배추1,B- 양념2,B

발효 배추

+

발효양념

13 배추2,A - 양념2,A
14 배추2,A - 양념2,B
15 배추2,B- 양념2,A
16 배추2,B- 양념2,B
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제 3 장 연구개발수행 결과 및 고찰

제 1 절. 김치에 유용한 균주의 탐색

1. 극호염성 균주 탐색

가. 균주의 분리

시료 200점에서 10% N aCl의 포함된 MRS 배지에서 colony를 형성하는 균주는 4,000여

균주를 선발할 수 있었고 이중 2차 5% N aCl과 0.4% CaCO3가 포함된 MRS 배지에서 산을

생산하는 균주 500여개를 선발하여 3차 형태적 관찰과 4차 catalase 반응결과를 확인한 결

과 Table 9와 같은 결과를 얻었다. 10% N aCl이 함유된 MRS배지에서 많이 발견되는 미생

물은 주로 Coccu s 형태의 미생물과 yeast 계통의 미생물임을 알 수 있고, 균형태가 rod형

이고 catalase negative 균주는 4000여 균주에서 거의 찾아보기 힘들 정도로 희소했다.

나. 균주의 동정

4차에 걸쳐서 선발된 극호염성 유산균 2균주에 대해서 균주동정을 하기 위해서 API kit

을 이용해서 당이용성을 조사한 결과 Table 10에서 보는 바와 같이 H L-48은 arabin ose.

r ibose, galactose, glu cose, fru ctose, m an nose, N -acetyl glu cosam in, melibiose, trehalose

를 이용하는 것으로 나타나서 Lactic acid bacteria 중 Lactobacillus fermentum, Leuconostoc

lactis, Leuconostoc mesenteroides, 및 Lactobacillus brevis와 비슷한 결과이고 이중

id entification %가 35%이상 되는 것은 Lactobacillus fermentum과 Leuconostoc lactis로 나타났

다. 하지만, 본 선발균주 H L-48은 lactic acid 생산에서 D. L. m ixtu re를 생산하는 특성으로

보아 Lactobacillus fermentum임을 확정지을 수 있지만, id entification p ercen t가 Table 11에

서 보는 바와 같이 낮은 이유는 본 선발 균주인 H L-48이 극호염성 조건에서 선발되어서
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정상적인 상태의 Lactobacillus fermentum이 갖는 결과와 잘 일치하지 않아서 id entification

p ercen t 가 38.5% 밖에 되지 않음을 알 수 있다. 따라서 H L-48은 Lactobacillus fermentum과

가장 가까운 Lactobacillus sp . H L-48로 명명할 수 있다.

다. 균주의 특성연구

N aCl 내성: 선발된 유산균의 염분의 농도에 따른 생육여부와 증식정도를 파악한 결과

Table 12의 결과에서와 같이 염분농도 12%까지의 농도에서는 균체의 생육과 증식이 가능

하였지만, 5%의 염분의 포함시 최적생육을 하였다. 기존의 Lactobacillus sp . 의 경우는 5%

이상에서는 생존은 가능하지만, 전혀, 생육하지 않고 특히, 장시간, 방치 시는 사멸하는 결

과를 보이는데, 이런 결과에서 선발된 유산균은 호염성임을 알 수 있다. 이런 결과에서 기

존보다 약간 높은 염분을 배추발효에 사용하면 기존에 오염된 미생물을 상당히 제거할 수

있는 효과가 있다고 판단한다.

안정성: 신균주이기 때문에 안정성문제를 조사하기 위해서 마우스를 이용해서 식용하

고 있는 야쿠르트 유산균과 Pseudomonase aeroginosa를 각각 p ositive, negative control로 하

여 시험한 결과, 복강주사시 야쿠르트 유산균과 Lactobacillus sp . H L-48은 주사 후, 경시변

화가 없어서 안정한 것으로 나타났고, Pseudomonas aeroginosa 는 주사 후, 1일에서 2일 상

에 시험한 마우스가 모두 사멸하여, 선정된 균주는 안정성이 있음을 알 수 있었다. 또한,

마우스 경구로 음용시도 복강주사한 비슷하게 Lactobacillus sp . H L-48은 안전하게 나타나

서 독성이 없음을 1차 확인 할 수가 있었다. 총 3군, 즉 대조군1 (Lactobacillus bulgaricus,야

쿠르트 유산균), 대조군2 (Pseudomonas maeroginosa ) 그리고 시험군 (Lactobacillus sp .

H L-48, 107,109 CFU/ ㎖)으로 구분하여 군당 10마리씩 배치후, 마리당 0.5㎖씩 복강 주사후 14일

관찰한 결과, Pseudomonas aeroginosa를 주사한 대조군이외는 치사한 개체는 발견할 수 없

었음을 알 수 있어서 병원성이 없었다. 또한 총 3군, 즉 대조군1, 대조군 2, 시험군으로 구

분하여 경구투여 후 체중변화, 체온, 음수량, 사료소모량, 혈액화학치(Table 13), 뇨분석

(Table 14)을 실시한 결과 모든 군에서 정상의 범위의 수치를 나타내어 독성에 대한 안정
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성을 확보하였다.
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Table 9. Distr ibu tion of m icroorgan ism s isolated from soil an d Korea p ickled food

Characterization

Cell

morphology

Acid Secretion Gram staining
Percentage

from total population

Coccus shape ＋／－ ＋ ＞ 90%

Yeast ＋／－ ＋ ＜ 10%

Irregular shape － － 0.1%

Rod shape ＋／－ ＋ rarely
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Table 10. Carbon u tilization of isolated strain H L-48

Factor Resu lt Factor Resu lt

Glycerol

Erythritol

D-Arabinose

L-Arabinose

Ribose

D-Xylose

L-Xylose

Ad onitol

Methyl-xylosid e

Galactose

D-Glu cose

D-Fru ctose

D-Mannose

L-Sorbose

Rham nose

Du lcitol

Inositol

Mannitol

Sorbitol

Methyl-D-mannosid e

Methyl-D-glu cosamin

N Acetyl glu cosam in

Am ygd aline

Arbu tine

－

－

－

＋

＋

－

－

－

－

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

－

－

－

＋

－

－

Escu line

Salicine

Cellobiose

Maltose

Lactose

Melibiose

Saccharose

Trehalose

Inu line

Melezitose

D-Raffinose

Amid on

Glycogene

Xylitol

Genitobiose

D-Tu ranose

D-Lyxose

D-Tagatose

D-Fu cose

L-Fu cose

D-Arabitol

Glu conate

2 ceto-glu conate

5 ceto-glu conate

－

W

－

＋

－

＋

W

＋

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

W

－

W : Green color

-, W : Red ish green color
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Table 11. Com p arisons of taxomom ic sim ilarity of H L-48 an d typ e strains

Type strains identification percent(%)
Lactobacillus ferm entum

Leuconos toc lactis

Leuconos toc m ensenteroides

Lactobacillus brevis

Lactobacillus collinoides

38.5 ± 0.53

36.2 ± 0.50

15.3 ± 0.47

9.4 ± 0.45

0.2 ± 0.30
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Table 12. Grow th rate an d resistance of Lactobacillus sp . H L-48 accord ing to sod iu m

chlorid e con centrations in m ed ia.

Conce ntra tion of Na Cl Growth ra te Re s is ta nce
0 %

5 %

10 %

12 %

15 %

18%

+5

+8

+2

+1

0

0

+

+

+

+

+

+
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Table 13. Seru m bioch emistry in m ice before and after 7-d ay treatm ent of

Lactobacillus sp . H L-48.

Treatme
nt

Group
GOT

(IU/L)
GPT
(IU/L)

ALP
(IU/L)

BUN
(mg/dL)

GLU
(mg/dL)

ALB
(g/dL)

PRO
(g/dL)

CHO
(mg/dL)

BIL
(mg/dL)

CRN
(mg/dL)

Before Control

Low

High

164.2

± 24.2

150.8

± 19.8

168.8

± 25.8

62.9

± 6.8

52.1

± 5.8

61.9

± 23.0

743.5

± 123.4

738.5

± 27.7

728.5

± 13.7

32.3

± 15

32.5

± 4.7

33.6

± 2.8

94.2

± 27.6

111.3

± 5.1

102.2

± 20.0

3.7

± 0.2

3.9

± 0.5

3.5

± 0.3

5.7

± 0.3

4.8

± 1.1

4.5

± 0.4

98.4

± 1.1

82.7

± 14.4

84.4

± 1.3

0.1

± 0.0

0.1

± 0.0

0.0

± 0.0

0.7

± 0.1

0.6

± 0.2

0.5

± 0.2

After
Control

Low

High

162.4

± 30.2

142.9

± 29.0

135.5

± 36.2

65.0

± 6.5

46.1

± 2.0

65.3

± 21.8

631.2

± 1.2

570.3

± 67.0

572.9

± 72.5

32.0

± 2.6

31.4

± 5.2

41.5

± 8.5

121.0

± 18.9

164.2

± 12.8

138.2

± 16.6

3.9

± 0.3

3.6

± 0.3

3.7

± 0.4

5.7

± 0.3

4.8

± 1.1

4.5

± 0.4

90.8

± 7.8

97.3

± 4.2

87.2

± 16.7

0.1

± 0.0

0.0

± 0.0

0.1

± 0.0

0.7

± 0.1

0.7

± 0.1

0.7

± 0.1

GOT: glu tamic oxaloacetic transaminase, GPT: glu tam ic pyru vic transam inase, ALk: alkaline phosphatase,

BUN : blood urea nitrogen , GLU: glucose, ALB: albumin, CH O: cholesterol, BIL: bilirubin , PRO: protein , CRN:

creatin ine.
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Table 14. Urin alysis in rats after 7-d ay exp osu re to Lactobacillus sp . H L-48.

( n=10 N o. of anim als )

Items
+

Degree
Control Low High

Pre- exposure 1- week Pre- exposure 1- week Pre- exposure 1- week

pH 6.0
6.5
7.0
7.5
8.0
8.5

0
0
7
2
1
0

0
0
7
1
0
0

1
0
6
2
1
0

0
1
7
2
0
0

0
1
8
1
0
0

0
0
8
1
1
0

Protein negative
30

100
300

6
4
0
0

4
6
0
0

4
6
0
0

6
4
0
0

6
4
0
0

5
5
0
0

Glucose normal
50

100
300

1000

8
2
0
0
0

10
0
0
0
0

10
0
0
0
0

10
0
0
0
0

10
0
0
0
0

10
0
0
0
0

Ketone
body

negative
+

++
+++

7
3
0
0

6
4
0
0

9
1
0
0

8
2
0
0

8
2
0
0

9
1
0
0

Bilirubin negative
+

++
+++

9
1
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

9
1
0
0

Urobili-
nogen

normal
10
40
80

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

Occult
blood

negative
+/-

+
++

9
1
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

9
1
0
0

10
0
0
0

10
0
0
0

protein : m g/ d urobilinogen : mg/ L, glucose : mg/ dL
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라. 균주의 발효

생산용 배지조건을 검토하기 위해서, 우선 탄소원을 결정하기 위해서 질소원으로 Yeast

extract를 0.1% 로 하고 Fig. 3에서 보는 바와 같이 탄소원을 조사한 결과, Su crose을 가장

잘 이용하였고 질소원은 Fig. 4에서와 같이 Tryp ton e, 미량광물질은 Fig. 5에서와 같이

Calciu m su lfate로 나타나서, 최종생산용 배지를 Su crose 10g, Tryp ton e 1g, Calciu m

su lfate 0.1g, Disod iu m p h osp hate 0.05g, N aCl 5g을 1리터의 물에 녹여서 사용하였다. 제

품화를 위한 생산시험을 하기 위해서 퍼멘터 (Ferm enter)를 사용하여 균체 생산을 위해서

정해진 생산용 배지에 미리 배양된 Lactobacillus sp . H L-48의 종배양 1%l을 접종하여 공기

공급량 1 vvm , 교반속도 200 rp m의 조건에서 30에서 배양시켰다. 생산결과는 Table 15에

서와 같이 균 접종후 15 시간에 최대의 균수인 7.0 x109/ m l을 생산할 수 있었다. 생산된

유산균을 락토오스을 부용제로하여 건조한 분말을 유산균의 미생물제제로 하였다.
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Fig. 3. Effect of carbon sou rce on grow th of Lactobacillus sp . H L-48
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Fig. 4. Effect of nitrogen sou rce of Lactobacillus sp . H L-48

Fig. 5. Effect of minerals on growth of Lactobacillus sp. HL-48

Table 15. Ferm en tation p rofiles of Lactobacillus sp . H L-48

T ime(hr) O.D(600nm) c.f.u./m l

0

2

4

6

10

12

14

48

0.000

0.012

0.340

1.147

1.788

1.862

1.867

2.020

2.2x 107

2.0x 107

1.4x 108

3.0x 108

8.0x 108

2.4x 109

7.8x 109

< 105
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2. 극호산성 균주 Bifidobacterium sp .의 탐색

최근 건강과 장내세균과의 상관관계가 알려지고 장내 유용균인 Bifid obacteriu m의 중요

성이 부각되어 우리나라에서도 상업적인 제품에 Bifid obacteriu m을 이용하는 추세이다. 그

러나 Bifid obacteriu m은 절대 혐기적인 조건에서 생육하고 특수한 생육촉진물을 첨가하거

나 다른 방법으로 생육조건을 조절하여야 하기 때문에 제품개발에 장애가 되고 있다.

Bifid obacteriu m의 증식 및 생존성에 영향을 미치는 요인으로 p H , 산의 종류, 혐기적 조건,

생육인자의 특성, 탄소원, 질소원의 종류 등이 있다. 또 Bifid obacteriu m이 장기간 활성을

유지하기 위해서는 위액, 각종소화효소 등 미생물의 생존을 저해하는 요인들을 극복하여야

하므로 생균으로 이용하기 위해서는 저장시 생존력을 증진시키며 외부환경에 저항력을 가

지는 배양조건이 필요하다.

Bifidobacterium은 장내에서 젖산과 초산을 2 : 3으로 특히 L(+) lactic acid를 생산하고, 생

성된 산은 장내 p H를 낮춤으로써 장내 유해한 미생물의 생육을 억제하고, 장내에서 장관

독소를 생산하는 균들의 이상증식에 의해 설사가 유발되었을 때, 이들의 증식을 억제하여

설사를 개선하고, Bifidobacterium이 생산하는 유기산에 의해 대장의 운동이 항진되어 변비

가 개선된다. 장내 유해균은 미흡수의 단백질, 아미노산 및 요소 등으로부터 am in e,

p h enol 류, am m onia, steroid metabolites, bacterial toxin , in d ole, skatole 등을 생산한다.

이와 같은 부패산물은 세포 독성을 가지며 발암에 관여하는데 Bifidobacterium은 부패산물의

생성과 발암물질의 형성을 억제한다. Bifidobacterium은 장내 암을 유발시키는 아미노산 대

사 생성물(인돌, 페놀 등), 니트로 화합물(니트로소 아민), 담즙산 대사산물 등의 해독에 유

리하게 작용한다. Bifidobacterium 세포 성분은 생체의 면역 기능을 자극하여 감염이나 암에

대하여 저항력을 높여주며, 장내에서의 유해물질을 무독화하는 효과가 있다. 세포벽의

glycop ep tid e 성분은 m acrop hage 활성화와 B 임파 세포의 활성화 등을 통하여 면역 활성

을 증가시킨다. Bifidobacterium은 티아민, 리보플라빈, 비타민 B1, B2, B6, B12와 비타민 K 등

을 합성한다. 또한 -galactosid ase를 생산하여 유당 불내증 개선 효과, 소화기 질환 예방

등을 통해 여러 건강 증진 효과를 나타내므로 여러 분야 등에서 활발하게 사용되고 있다.
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가. 균주의 분리 및 동정

건강한 유아 6명과 성인 6명을 대상으로 장내 세균총을 검색한 결과, 호기성 세균군에

서는 Enterobacteriaceae가 12명 모두에게서 100%의 분리율로 105-108의 균수로 분포하고

있었다. 이외에 Bacillus는 58%의 분리율, Stap hylococcu s는 33%, Y east는 17%의 분리율을

나타내었다. 혐기성 세균군에서는 Bacteroid aceae, Eubacterium이 12명 모두에게서 109-1010

의 높은 균수로 분리되었으며, Clostridium은 67%, Pep tococcaceae는 42%, V eillonella는

33%, M egasphaera는 25%의 분리율로 분리되었다. 한편 검색한 12명의 장내세균총의 총균

수(total cou n ts)는 1010-1011을 나타내었다. 또한 Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium

속 유산균을 분리하기 위하여, 유산균의 선택배지(selective m ed iu m )인 TATAC, LBS, BS

m ed iu m , 과 비선택배지(non -selective med iu m )인 BL, EG m ed iu m을 사용하여 유산균을

분리한 결과, Streptococcus 72균주, Lactobacillus 98균주, Bifidobacterium 84균주를 분리하였

다. Bifidobacterium은 12명 중 11명에서 분리되었으며(분리율 92%), 균수도 107-1010의 높은

균수로 분리되었다. Lactobacillus는 12명 모두에게서 100%의 분리율로 검출되었지만, 균수

는 104-109으로 비교적 낮은 균수로 분리되었다. 한편 Streptococcus는 12명 중 10에게서 검

출되었으며(분리율 83%), 균수는 105-108을 나타내었다. 따라서 건강한 유아와 성인의 유산

균은 Bifidobacterium이 최우세 균총을 형성하고 있음을 확인할 수 있었다. 건강한 12인의

성인을 대상에서 얻은 분변에서 p H 4.0에서 생육이 가능한 15균주의 Bifid obacteria를 대상

으로 p H 3.0에서 반응하여 생육가능한 균주를 최종적으로 선별한 결과 BK-11이 가장 양호

한 결과를 가져서 최종 선발하였다.(Table 16)

최종 선발된 Bifidobacterium BK-11 균주의 세균학적 동정(id en tification)을 실시하기 위하여,

23종류의 당분해(Carboh yd rate ferm en tation )성상 검사를 실시하여 균종(sp ecies)을 동정하

였다. PYF broth에 23종류의 당(Carbohyd rate)을 각각 0.5% 농도로 용해시킨 후, EGF에서

배양시킨 Bifidobacterium 접종 균액을 접종시킨 후, 37oC에서 7일간 혐기 배양 후, 당분해

성상을 판정하였다(Table 17). 그 결과 최종 선발균주로 선정된 Bifidobacterium BK-11균주는

당분해성상과 GC content 60.2%로 나타내어 Bifidobacterium longum과 세균학적 성상이 유
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사한 균주로 확인되었다. Bifidobacterium longum 은 인체에 유익한 균주이기 때문에 부가적

인 독성 및 병원성시험은 필요하지 않았다.

내산성 유산균을 Screenin g하기 위하여, 분리된 Streptococcus 72균주, Lactobacillus 98균

주, Bifidobacterium 84균주를 EGF broth에 계대 배양하여 접종균액을 제조하고, p H 3.0과

p H 4.0으로 조정한 Dilu en t A 접종한 후, 37 0C에서 3 h r 배양하여, 내산성 균주를 확인

하였다. 그 결과 Table 18에서와 같이 Streptococcus 72균주 중에서 32균주(44.5%)가,

Lactobacillus 98균주 중에서 25균주(25.5%), Bifidobacterium 84균주 중 15균주(17.9%)가 내산

성 균주로 확인되었다. 분리된 유산균 중에서 내산성 균주로 판명된 Streptococcus 32균주,

Lactobacillus 25균주, Bifidobacterium 15균주를 대상으로 내담즙성 균주를 Screening하기 위

하여, 내산성 균주를 EGF broth에 계대 배양하여 접종균액을 제조하고, 0.15% oxgall(p H

7.0)이 첨가된 Dilu ent A에 접종하고, 37 0C에서 3 h r 배양하여, 내담즙성 검사를 실시하였

다. 그 결과 Table 18에서와 같이 Streptococcus 32균주 중 12균주(37.5%), Lactobacillus 25균

주 중 11균주(44.0%), Bifidobacterium 15균주 중 7균주(46.7%)에서 내담즙성이 확인되었다.

나. 균주의 발효 및 보존

Bifid obacteria의 생산은 ferm enter를 이용해서 여러 가지 배지 조성을 시험한 결과 초

기, 예비조건 및 배양조건을 검토하기 이전에 107 / m l의 수준에서 최종 109-10̀수준으로

100-1000배 수준으로 생산성을 높일 수 있었고, 이때의 배지조성은, skim m ilk 8%, yeast

extract 0.3%, soytone 0.3%, d extrose 3%, L-cystein H CL 0.05%, MgSO47H 2O 0.01%,

Tw een 80 0.1%로 했을 때, 18시간 배양후 9.7X 109의 미생물수를 얻을 수 있었다. 또한 동

결건조제도 7가지에 대해서 시험한 결과, 0.01M p h osp hate bu ffer 100m l에 lactose 5g,

p ep tone 1g, MSG 0.1%를 사용하였을 때 93.1%의 생존율을 보여서, 동결보존제를 결정할

수 있었다. 이를 근거로 호산성미생물의 생산공정은 아래와 같다.

Bifid obacteria 전배양(MRS broth 16hrs) 본 배양 (ferm enter, 1% 접종, N 2 gas 치환, 암

모니아수(28%) p H 7.4 ) 37 , 17hrs 저온배양(30 ,4h rs) 원심분리 12,580g/ 10 m in
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동결 보존제 첨가 (배양액 2%) 냉장온도에서 10m in방치 -70 급속동결 진공

동결건조 30 hrs (-40 , 10 m H g ) 최종제품 이렇게, 제조된 제품 1g에는 3.0 X 1011의

미생물이 존재하였다.
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Table 16. Characteristics of Bifid obacteriu m strain s isolated from the intestin e of hu m an

s.

No.
Isolated

medium

Sample

No.
Cella Gram AEb Identificat ion

pHc

res is tance

Biled

res is tance

BK- 1 BL 1 Y ＋ － Bifidobacterium + +

BK- 2 BS 1 Y ＋ － " ++ ++

BK- 3 BS 2 Y ＋ － " + +

BK- 4 " 3 Y ＋ － " + +

BK- 5 " 3 Y ＋ － " + +

BK- 6 BL 3 Y ＋ － " ++ ++

BK- 7 " 6 Y ＋ － " + ++

BK- 8 BS 7 Y ＋ － " + +

BK- 9 " 7 Y ＋ － " + +

BK- 10 BL 8 Y ＋ － " + +

BK - 11 " 10 Y ＋ － " +++ ++

BK- 12 " 10 Y ＋ － " + +

BK- 13 BS 11 Y ＋ － " + +

BK- 14 BL 12 Y ＋ － " + +

BK- 15 " 12 Y ＋ － " + +

a Cell m orphology(Y: y-shaped rods).

b Aerobic grow th.

c pH 3.0 resistance.

d 0.3％Oxgall resistance.
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T able. 17. Carbon utilizat ion of isolated B ifidobacterium s p. BK- 11

Factors Results Factors Results
Arabinose

Xylose

Ribose

Glucose

Mannose

Fructose

Galactose

Sucrose

Maltose

Cellobiose

Lactose

Trehalose

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Negative

Pos itive

Negative

Melibiose

Raffinose

Melitriotose

Soluble starch

Inulin

Manitol

Sorbitol

Inos itol

Esculin

Salicin

Amygdalin

Gluconate

Pos itive

Pos itive

Pos itive

Negative

Negative

Negative

Negative

Negative

Negative

Negative

Negative

Negative
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Table 18. N u m ber of resistan t strains for p H 3.0 and bile(0.15% oxgall) treatmen t

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

N o. isolated strains p H 3.0 0.15% bile

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Strep tococcu s 72 32/ 72 (44.5%) 12/ 32 (37.5%)

Lactobacillu s 98 25/ 98 (25.5%) 11/ 25 (44.0%)

Bifid obacteriu m 84 15/ 84 (17.9%) 7/ 15 (46.7%)

Total 254 72/ 254 (28.4%) 30/ 72 (41.7%)

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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또 Bifid obacteriu m의 생장배지 중 Tryp ticase-p hytone-glu cose med iu m ,

Bifid obacteriu m med iu m , Oatm eal m ed iu m , BL(Glu cose-blood -liver) m ed iu m , 그리고

GAM m ed iu m 등을 시험한 결과 기초배지로 생육이 양호한 BL m ed iu m을 선택하였다.

Bifid obacteriu m의 배양조건에서 혐기적 배양이 중요하다. Bifid obacteriu m의 배양에서

혐기적인 조건은 고순도의 N 2 gas를 0.1 vvm의 flow rate로 공급하여 얻을 수 있었다.

Bifid obacteriu m 배양조건에 혐기적 환경이 필요한 이유는 과산화수소(H 2O2)의 축적을 방

지하기 위해서인데, 과산화수소가 축적되면 fru ctose-6-p hosp hate p hosp hoketolase를 불활

성화 시켜 발효과정의 경로가 저해되기 때문이다. 선택된 BL med iu m의 조성물 중 5탄당

과 6탄당의 단당류, 이당류, 올리고당류, 그리고 다당류 등으로 탄소원을 선정한 결과

fru ctose와 lactose가 가장 적당한 것으로 나타났다. Bifid obacteriu m의 생장을 촉진하기 위

해 생육촉진물 또는 grow th factor를 첨가제로 사용하여 Bifid obacteriu m의 생육을 비교,

관찰한 결과 대조구에 비해 생장이 촉진되지 않았으며 오히려 첨가제의 농도가 높을 경우

생육이 저해되는 것을 알 수 있었다. BL m ed iu m의 조성 성분 중 생육에 중요한 영향을

미칠 것으로 생각되는 인자를 선별하기 위해 m u ltifactorial screenin g method 중

Plackett-Bu rm an d esign에 따른 연구를 수행하여 Bifid obacteriu m의 생육을 비교한 결과

yeast extract와 tw een 80이 p ositive effect를 나타내는 것으로 밝혀졌다. 또 두 가지

p ositive 성분을 su rface resp onse m ethod ology를 통해 contou r p lotting한 결과 이들 두

성분의 농도를 결정하였다. 최종적으로 결정된 m od ified BL m ed iu m의 조성은 Table 22과

같다. Table 22와 같은 조성의 최적화배지를 사용하여 5리터급 발효조에서 발효를 수행한

결과 발효 후 15-20 시간 이내에 ㎖당 3.0× 108개의 세포수를 얻었다.
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T able 19. Placket t- Burman des ign에 따른 Bifidobacterium의 생육비교

Run A B C D E F G Growth (A610) Cell (no./ ml)

1

2

3

4

5

6

7

8

+

-

-

+

-

+

+

-

+

+

-

-

+

-

+

-

+

+

+

-

-

+

-

-

-

+

+

+

-

-

+

-

+

-

+

+

+

-

-

-

-

+

-

+

+

+

-

-

-

-

+

-

+

+

+

-

3.99

4.23

3.22

4.22

3.54

3.39

3.05

3.97

3.6E+08

3.8E+08

2.9E+08

3.8E+08

3.2E+08

3.1E+08

2.8E+08

3.6E+08
Effect

MS

- 0.08

0.01

0.06

0.00

0.01

0.00

- 0.04

0.00

0.08

0.01

0.29

0.17

- 0.80

1.29

Factors ; A:Lab- lamco pow der, B:Proteos e peptone No.3 (Difco 0122), C:T rypticase p

eptone (BBL 11920), D:Phytone (BBL 11906), E:Yeas t extract , F :T w een 80, G:5% Cy

steine
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T able 20. Bifidobacterium의 생장에 대한 탄소원의 영향

Carbohydrate Growth (A610) Cell (no./ ml) Medium pH

Inulin

Starch

Dextrin

Arabinose

Xylose

Ribose

Glucose

Galactose

Mannose

Fructose

Maltose

Sucrose

Lactose

Cellobiose

Trehalose

Mannitol

myo- Inositol

Sorbitol

Arabitol

Xylitol

0.886

1.962

0.751

0.809

0.940

1.339

0.955

0.629

0.553

3.225

1.280

1.438

2.550

0.457

1.484

0.997

0.457

1.604

0.403

0.509

8.0E+07

1.8E+08

6.8E+07

7.3E+07

8.5E+07

1.2E+08

8.6E+07

5.7E+07

5.0E+07

2.9E+08

1.2E+08

1.3E+08

2.3E+08

4.1E+07

1.3E+08

9.0E+07

4.1E+07

1.4E+08

3.6E+07

4.6E+07

5.02

5.76

5.39

4.37

4.05

4.22

4.22

4.40

5.66

3.93

4.07

4.27

3.73

5.70

4.88

4.16

5.87

4.33

5.92

6.01
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T able 21. Bifidobacterium의 생장에 대한 g row th factor의 영향

Growth

factor

Concentra-

tion

Growth

(A610)

Cell

(no./ ml)
Medium pH

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

N icotinic aci

d

Pan toth enic

acid

Biotin

Casam ino aci

d

Menad ione

16.246m M

1.6246m M

97.5n M

100m M

20m M

100n M

164n M

16.4n M

1.64n M

1%

0.10%

0.01%

11.62m M

116.2n M

11.62n M

0.478

0.533

0.575

-

0.538

0.520

0.647

0.590

0.520

0.480

0.714

0.458

-

0.529

0.533

4.3E+07

4.8E+07

5.2E+07

-

4.9E+07

4.7E+07

5.8E+07

5.3E+07

4.7E+07

4.3E+07

6.5E+07

4.1E+07

-

4.8E+07

4.8E+07

6.01

5.92

5.83

-

5.79

5.87

5.83

5.87

5.81

5.83

5.88

5.85

-

5.83

5.87
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Fig. 6. Yeast extract와 Tw een 80의 농도에 따른 Bifid obacteriu m의 생육.

Table 22. Bifid obacteriu m의 생산을 위한 최적배지

Lab- lamco powder

Proteose peptone No.3 (Difco 0122)

Trypticase peptone (BBL 11920)

Phytone (BBL 11906)

Yeast extract

Liver extract

Lactose

Soluble s tarch

K2HPO4

KH2PO4

MgSO4 7H2O

NaCl

FeSO3 7H2O

MnSO4 xH2O

Tween 80

5% L- Cys teine HCl H2O

2.4

10.0

5.0

3.0

30.0

150.0

10.0

0.5

1.0

1.0

0.2

0.01

0.01

0.006

3.0

10.0

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

ml/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

g/ L

ml/ L
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Fig. 7. 최적배지를 사용한 Bifid obacteriu m의 생산

제 2 절 김치의 신가공 기술

1. 김치의 품질 개선을 위한 젖산 소금 개발

김치의 제조에 있어서 전단계인 염절임 과정은 삼투압의 힘에 의해 배추의 조직을 파

괴함으로서 염 침투를 가능하게 하여 간(幹)을 맞춰주고, 발효에 관련된 미생물들의 생육을

왕성하게 도와주며 부피를 줄여주는 효과가 있다. 김치 발효 미생물인 유산균의 생육이 너

무 왕성하게 진행되면 김치 과숙의 원인이 되므로, 적절한 발효의 조절을 유도하기 위해서

유산균의 생산물이기도한 비휘발성 유기산(젖산)을 소금에 침투시켜 제조하는 젖산소금을

개발하였다. 일상적으로 배추는 절임시에 건염법(乾鹽法) 또는 습염법(習染法)과 같은 방법

을 사용한다. 이때 일반적으로 사용하는 소금(천일염)을 사용하지 않고 젖산소금을 사용하

면 손쉽게 배추 내에 존재하는 유해 미생물들을 제거해 줌으로서 위생적인 김치를 만들

수 있다. 더불어 젖산소금은 물에 녹게 되면 젖산이 분리되어 배추내 젖산의 침투로 인한

p H 저하로 속성김치의 효과를 볼 수 있으며, 발효 기간동안 유산균의 생육을 적절히 지연

시켜 김치의 가식기간을 연장시키고, 김치에 보존성을 부여할 수 있으리라 본다. 젖산을

첨가한 소금물을 여러 온도에서 방치하면서 재결정화를 관찰하였을 때 30에서는 5일 이상,

55에서는 1일 정도의 시간이 소요되었고 실온에서는 약 5일이 소요되었고 결정의 형태는

온도가 높을수록 분말화 되었다. 재결정화 전과 후의 p H를 비교한 결과 젖산을 첨가하

지 않은 대조구는 6.98에서 7.52, 그리고 실험구는 1.84에서 1.78로 p H의 변화에 대해서 알

아본 결과는 소금물에 젖산으로 적정 p H로 조정 한 후의 p H와 소금으로 재결정화 시킨

후의 p H가 일치하였다. 이로서 젖산소금의 제조 가능성을 확인하면서, 젖산소금에 대해서

관능test의 수행시에 사용된 전단지 표는 Table 23에서 보여지고 있으며, 젖산소금과 일반

소금과의 차이점을 알아본 결과는 Fig. 8에서 보여주고 있다. 젖산으로 처리된 젖산소금의
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관능실험 결과를 실선으로 표현하고 대조구로 일반소금의 결과를 점선으로 표현하였다. 젖

산소금의 면적이 더 넓게 나타나 젖산을 처리하므로서 관능적 특성이 일반소금에 비해서

더 증가하는 것으로 보았다
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T able 23. 젖산소금의 관능실험을 위해 사용되어진 전단지

젖산소금 관능 테스트

성명 : _________________

일시 : 1988년 월 일

젖산 처리를 안한 소금과 젖산을 처리하여 재결정화를 거친 소금에 있어서 맛의 차이를

알아보기 위한 테스트입니다.

1번 항목에 있어서는 차이가 없으면 0, 미약한 차이가 있으면 1, 조금 차이가 나면 2, 많

은 차이가 있으면 3의 숫자 위에 표를 하시고, 그 외는 해당 항목의 맛이나 냄새가 없으

면 0, 맛의 정도에 따라 1(약), 2(중), 3(강)의 숫자 위에 표를 해주세요.

시료

항목
A B

1. 짠맛

2. 신맛

3. 부드러운 맛

4. 상쾌한 맛

5. 신내

6. 불쾌취

7. COM MENT S
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2. 배추의 신절임 조건

가. 절임시 배추내의 세균 및 p H변화

먼저 김치용 원재료인 배추의 미생물수는 배추를 잎부분과 줄기부분을 구분하고, 잎과

줄기를 다시, 속, 중간, 및 겉으로 구분했을 때, 속잎의 경우는 2 × 105 , 속줄기 5 × 104,

중간 잎은 6 × 105 , 중간줄기는 8 × 105 , 겉잎은 8 × 106, 겉줄기는 1.5 × 106으로 나타나

서, 105-106 수준으로 오염되어 있고, 고춧가루는 1.5 × 106, 파는 6 × 105 , 당근은 5.4 ×

106, 생강 6.5 × 106, 마늘은 1 × 106 으로 미생물이 오염되어 있음을 확인하였다. 이에 선

정된 유용균주들을 신기술에 적용하여 처리할 시 문제점이 있고 이를 극복하기 위해서는

새로운 가공기술이 필요하다.

염수의 염농도 15%, 20%, 25%로 조정하고 저장온도를 4℃, 실온 30 로 환경을 만들어

배추의 특성을 조사한 결과 염수의 농도처리 농도에 따른 p H 및 미생물의 변화는 Table

24와 같다.

즉 N aCl의 농도가 높을수록 p H 및 미생물의 균주가 올라가지 않아서 5일까지의 침지로

는 산도와 미생물 오염문제도 어느 정도 해결할 수 있으리라 전망한다. 저장온도는 4℃,

실온 및 30 를 비교한 결과 에상한대로 온도가 낮을수록 산생성과 미생물 균체생성이 적

어서 낮은 온도가 유리하지만 염농도를 줄이면 실온에서도 품질변화가 큰 것으로 나타났

다. 염분농도를 20%로 맞추고 10시간 침외 한 후 4 와 실온에서 10일까지 보관 시험을

한 결과 Table 25와 같이 나타났다. 즉 실온에서 침지시켜도 N aCl의 농도가 높을 때에는

배추가공상 품질의 변화가 크게 없음을 알 수 있어서 극호염성 유산균의 개발이 되면 고

염도에서 처리하면 배추 품질상 큰 변화가 없을 것으로 생각된다.
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Table 24. Effect of N aCl concentration on p H an d m icrobial p op u lation of chinese

cabbage.

NaCl concentration
pH Microbial population (logN)

0 day 3 day 5 day 0 days 3 days 5 days

15%

20%

25%

5.7

5.8

5.9

5.0

5.5

5.8

5.0

5.3

5.4

6.30

6.20

6.20

7.20

7.10

6.80

7.98

7.80

7.10

* 4 에서 저장
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Table 25. Effect of p reservation tem p eratu re on p H , textu re, and microbial

p op u lation of ch inese cabbage treated 20% N aCl d igestion.

T emperature
pH texture* Lactobacillus

0 days 10 days 0 days 10 days 0 days 10 days

4

Room Temperature

5.87

5.87

5.51

5.44

5

5

4

3

1.92× 107

1.92× 107

2.65× 108

3.62× 108

* Textu re w as determined by pannal test ( 5 is h ighest score )
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나. 배추에 산처리 시험

배추에 15% N aCl을 포함 식염액에 젖산을 이용해서 p H를 p H 2.0에서 p H 5까지 조정

한후 p H의 변화를 조사한 결과, p H 3.0으로 처리 했을 때 배추내의 p H의 유지가 초기

6.1에서 5.4로 변화하면서 미생물의 수를 젖산의 저해작용으로 초기 측정된 미생물수에 비

해서 크게 올라가지 않아서 배추에 가공 기술중 극호염성 유산균의 개발도 배추를 식염액

과 유산균 발효액을 동시 사용했을 시 배추처리에 확실한 효과를 얻을 수 있을 것으로 기

대한다. 이와 같은 조건인 염분 15%와 젖산에 의한 p H를 3.0으로 처리하고 시간에 따라

배추를 침지했을 때, 4시간에서 16시간까지 침지하면, 4시간 침지 이후의 효과는 비슷하지

만, 배추에 포함되는 염도가 5%로 유지하기 위한 8시간 침지를 기준으로 했을 때, 대장균,

총균 및 효모가 Table 26과 같이 현격히 떨어져서 신가공기술에서 미생물에 의한 오염을

해결할 수 있다고 판단하고 이런 방법에 의한 김치유사발효 방법을 개발하면 김치의 유통

기간과 보존성 및 미생물에 의한 안정성이 해결된 고기능의 식품을 제조할 수 있다고 판

단한다.
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Table 26. Change of m icrobial p op u lation s after salt-acid treatmen t of Chinese cabbage.

u nit : log N / g

Items

Coliform bacteria T otal bacteria Yeas t
Non- treat* T reat Non- treat T reat Non- treat T reat

leaf s tem leaf s tem leaf s tem leaf s tem leaf s tem leaf s tem
0 hr

4 hr

8 hr

12 hr

16 hr

6.26

5.60

5.40

5.26

5.08

5.78

5.45

5.38

5.26

5.00

6.84

- **

-

-

-

5.51

-

-

-

-

6.78

6.15

5.90

5.60

5.40

6.00

5.79

5.42

5.62

5.38

6.87

2.84

2.48

2.22

2.00

6.75

2.70

2.70

2.30

2.00

4.46

3.59

3.48

3.48

3.14

4.26

3.45

3.45

3.92

3.09

4.99

1.95

1.77

1.48

1.25

4.76

1.95

1.85

1.60

1.60
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다. 배추의 신절임법 개발

젖산소금을 이용한 배추의 절임조건을 확립하기 위해서 p H 변화, 절인 배추중의 염농

도, 절인배추의 유해미생물 및 총미생물수를 시간에 따라서 측정한 결과 Fig. 9에서와 같이

대장균의 젖산을 첨가했을 때에 균수가 처리하지 않았을 때 보다 현저하게 감소됨을 알

수 있고, 특히, 15%의 염분에서 효과가 탁월하였다. Fig. 10에서는 총균의 변화를 조사하였

는데 역시 대장균에서와 같은 경향을 보여서 절인 후에 김치 발효시 처리된 미생물에 의

해서 효과를 볼 수가 있는 것을 알 수 있었다. Fig. 11에서는 처리시간에 따른 배추내의 소

금의 농도로 2-3%의 수준은 3-5시간정도가 충분함을 알 수 있었는데, 배추의 줄기부분보다

는 잎부분이 침지시 염분의 농도가 훨씬 높음을 알았다. 이상의 결과에서 젖산의 량을 물

에 녹였을 때 p H가 2.5가 되고 염분농도가 15% 되게 한 20-25에서 3-5시간 침지 했을 때

가 유해미생물 및 총미생물의 수가 가장 많이 감소했으며, 배추조직내의 염분농도도 잎과

줄기부분에 따라서 다르지만, 2-3%수준을 가져서 배추의 단독발효시는 접종할 Lactobacillus

sp . H L-48 와 Bifidobacterium longum BK-11 의 접종시 잡균의 생육을 억제할 뿐만 아니라

배추절인 후 초기상태에서 생배추에서 느끼는 맛과 다른 숙성된 맛을 느낄 수 있었다
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라. 배추의 절임시 젖산 처리 효과

여러 미생물들에 의해 발효가 진행되어지는 김치는 최근 공장 단위로 대량 생산되어

외국으로 수출되고 있으며, 그 인기를 날로 더해가고 있는 실정이나 김치의 수송 및 유통

과정 중 발생되는 산패가 문제시되고 있다. 이에 김치의 절임시와 발효진행에 따른 위생적

인 면을 개선하여 김치의 저장기간을 연장시키기 위한 방안으로 전년도에는 배추 절임시

젖산 처리와 김치 발효시 starter 처리에 따른 효과로서 김치의 숙성상태의 판단 지표인

p H 변화와 대장균 및 유산균 등의 변화 양상을 살펴보았다.

배추 절임시에 젖산을 처리 함으로 해서 15와 20% 염 농도에서 대조구의 대장균 수보다

실험구의 대장균 수가 현저하게 감소하는 경향을 보였으며, 또한 유산균에 있어서 실험구

와 대조구 모두 절임 초기부터 서서히 감소하는 경향을 보이는 효과가 있었다. 김치의 품

질로서 가장 중요한 것은 무엇보다 맛, 냄새, 텍스쳐, 색등 모든 관능적 특성을 포괄적으로

의미하는 맛이라고 여겨진다. 앞의 실험들에 이어지는 실험으로 젖산을 처리한 절임액에서

절인 배추의 관능 테스트를 수행하였다. 향미묘사 결과는 Fig. 12.에서 보여주고 있다.

Fig. 12.에서 보여주듯이 젖산 처리구와 무처리구 배추 사이에서 산미의 차이가 거의 없었

다. 이 결과로 인해 젖산의 처리를 하였을 때 우려한 산미의 특징이 보완됨을 알 수 있었

다. 짠맛은 무처리구가 더 높게 나타났고, 전체적인 기호도가 월등히 높게 나타났다.
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3. 김치의 호염성 균주의 적용

김치발효를 시키면서, 시료 채취후 p H의 변화를 조사한 결과 Fig. 13 의 결과와 같이

처리한 개발한 신제조 방법이 김치의 품질에 가장 영향을 미치는 p H가 신제조 방법은 지

속성에 있어서, 보존력이 충분히 확보됨을 알았다.

또한, 김치발효시 가장 맛이 있다고 판단되어 상품가치가 있는 p H 4.5에서 p H 3.7까지

에 걸리는 시간을 조사한 결과 전통적인 방법은 42시간인데 비해서 개발된 방법에서는 시

험한 시간인 140시간이상에서도 떨어지지 않아서, 개발된 방법은 유통시 보존성이 높은 방

법으로 판단되었다. 대장균수는 DH L 배지, 유산균은 MRS 배지를 사용하여 조사한 결과

Fig. 14에 나타난 바와 같이 대장균수는 본 개발된 방법으로 제조시는 현저히 줄어듦을 알

수 있어서 김치의 식품으로서의 안정성을 보장할 수 있었고, 또한, 미생물중 유산균은 처

리시 전통적인 방법에 의해서 제조된 김치에 비해서, 유산균의 수가 최고 발효점을 이루었

을 때도 8-10배정도 적게 생산되어서, 김치가 너무 많이 발효되어 쉬어지는 현상을 막을

수 있어서 맛이 좋은 상태로 오랫동안 보장할 수 있다.
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4. 김치의 호산성 균주의 적용 연구

가. 호산성 균주의 김치에의 생존력

김치첨가용 최종선발 균주로 선발된 Bifid obacteriu m BK-11 균주의 실제 김치용액에서

의 생존성을 확인하기 위하여, MRS broth에서 배양된 접종균액을 p H 3.0, 4.0, 5.0, 6.0으로

각각 조정된 멸균 김치용액에 접종하고, 4로 나누어 접종 후 1일째, 3일째, 5일째, 7일째의

생존율을 측정하였다. 냉장온도인 4에서의 시간별, p H별 생존균수 측정 결과를 상용 Log

로 환산하여, Table 27에 나타내었다. 그 결과 접종전의 생균수는 8.4를 나타내었으며, p H

3.0의 김치용액에서의 생존율은 접종 후 1일째에 5.2, 5.3의 수치를 나타내었지만, 3일째에

서는 검출되지 않았다. p H 4.0의 경우 접종 5일째까지 2.0, 2.6의 균수로 생존하였지만, 7일

째에서는 모두 사멸하였다. p H 5.0 및 p H 6.0의 경우에는 7일째에서도 6.8-7.6의 높은 균

수로 생존함을 확인하였다.
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℃Table 27. Changes of Bifid obacteriu m cou nts by storage p eriod and p H in Kim chi
solu tion at 4

Days

pH
0 1 2 3 4 5 6 7 8

3.0 8.41) 5.2 5.3 0 0 0 0 0 0

4.0 8.4 6.8 6.4 4.9 5.6 2.0 2.6 0 0

5.0 8.4 7.6 7.9 8.3 8.1 6.9 7.2 6.9 6.8

6.0 8.4 8.0 8.0 8.3 8.6 7.9 7.3 7.6 7.6

1) Log10 counts of Bifid obacteriu m / ml of Kim chi solu tion .
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나. 비피도박테리아를 이용한 김치의 제조 및 평가

1) 김치배지에서의 생육 정도

Bifidobacterium longum은 김치배지에서 약간 생육하는 것을 알 수 있었다. 따라서 김치제

조 중에도 이 미생물이 생존 할 수 있을 것으로 생각되었다.
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2) 발효과정 중 미생물학적인 분석

Bifidobacterium 첨가군(이하 첨가군)과 무첨가군의 발효 과정 중 총균수의 변화는 유의적

인 차이를 보이지 않았다. 초기에 101 cfu / g정도 첨가군의 총균수가 많으나, 약 20일 경과

함에 따라 두 군 모두 약 3 × 1010 cfu / g로 증가하였다.

Lactobacillus 속은 발효 초기에, 첨가군과 무첨가군 모두 4× 103 cfu / g 정도를 나타냈으며,

발효 15일경에 최대를 보인 후 점차적으로 감소하였다. 이러한 변화는 첨가군과 무첨가군

모두 비슷한 양상을 보였다. 이러한 결과는 김치 제조시 첨가된 Bifidobacterium이

Lactobacillus 속의 생육에 영향을 미치지 않았을 것이라고 사료된다.

발효 기간에 따른 Leuconostoc 속과 효모의 균수 변화 역시, 다른 미생물들의 변화와 마찬

가지로 첨가군과 무첨가군 모두 비슷한 양상을 보이면서 변화하였다. 이들은 일반적인 김

치에서 나타나는 미생물 변화와 유사하며, 그 숫자 역시 비슷한 정도를 나타내었다.

대장균군의 경우, 발효가 진행됨에 따라 감소하는 양상은 비슷하였지만, 무첨가군이 첨

가군보다 약간 더 높은 균수를 나타내었다. 이는 Bifidobacterium이 성장하는 과정에서 생성

해내는 여러 산에 의해 대장균군의 생장이 억제되었을 것이라고 사료된다.

김치중의 Bifidobacterium를 계수하기 위해서 BL-blood 배지와 F6PPK 방법을 이용하였다.

이때 F6PPK방법은 Bifidobacterium 배양을 위한 혐기성 조건이나 특정 시설을 필요로 하지

않고 신속하게 김치 중에 함유된 Bifidobacterium를 계수할 수 있었다. 김치에

Bifidobacterium을 이용시 고려해야 될 점은 Bifidobacterium의 내산소성과 내산성이다.

Bifidobacterium은 편성 혐기성균으로 유산소 조건에서는 생육할 수 없으나, 계대 배양함에

따라 산소에 대한 내성이 생기며, 액체 배지에서 성장시 산화환원 전위를 낮추어주는 물질

(ex. cystein e)이 존재시 완전 편성 혐기성 조건이 아닌 조건에서도 생장할 수 있다고 알려

져 있다. 김치제조시 초기 p H는 약 4.9정도이며, 이는 발효 진행과정 중 Lactobacillus 등의

미생물이 생산하는 산에 의해 약 p H 4.0이하로 저하하게 된다. 그러므로 김치에 이용되기

위해서는 발효 과정 중 생산되는 산에 의한 균의 사멸을 막기 위해 내산성을 가지고 있어
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야 한다. 본 실험에서 사용된 Bifidobacterium은 p H 4.0에서도 내성을 가지는 균이다.

Bifidobacterium의 선택적 증식을 위해서 초기 배추절임 과정 중 젖산소금을 처리하여 cot에

부착된 미생물을 감소시킨 후, Bifidobacterium을 초기에 105 cfu / g으로 첨가하였다. 발효 진

행에 따라 Bifidobacterium은 약 106 cfu / g 이상으로 증가하였다. 비록 Bifidobacterium의 활발

한 증가가 나타나지 않았지만, 완전 혐기성 조건이 아닌 미호기적 조건에서도

Bifidobacterium은 증가하였고, 또한 김치의 발효과정 동안 p H 저하 동안에도 완만한 증가

를 보였다. 이와 같은 결과로서 완전 혐기적 조건이 아닌 김치에서 Bifidobacterium의 이용

이 가능하고 이는 기능성 있는 김치의 제조 가능성을 제시해 준다.
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Fig. 17. A Stand ard cu rve for B. longum cou nts u sin g Fru ctose-6-p hosp h ate

p hosp hoketolase.

…●… : Th e Fru ctose-6-p h osp h ate p hosp hoketolase of

B. longum in kimchi ju ice

: The Fru ctose-6-p h osp h ate p hosp hoketolase of
B. longum
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3) 발효과정 중 김치의 이화학적 검사

김치 제조 초기 p H가 4.7로 김치 발효 초기부터 적숙기에 가까움을 보여주고 있다. 이는

두 시료에서 모두 발효 5일 경에 약간의 상승을 보였지만, 발효가 진행됨에 따라 서서히

감소됨을 알 수 있었다. 초기 p H는 일반 김치에 비해 낮았지만, 그 저하 속도가 둔화됨에

따라 확인할 수 있었으며, 초기에 낮은 p H는 본 실험에서 절임 과정에 이용한 젖산-소금

에 의한 영향이라고 판단된다.

발효 과정 중 환원당의 변화는 두 군 모두 완만하게 감소하였지만, 전체적으로 무첨가군

이 약간 더 높은 값을 유지하면서 변화하였다. 이는 첨가군에서 Bifidobac- terium에 의해

환원당이 더 많이 소모되었을 것이라고 사료된다.

두 군 간의 유기산 분석시 무첨가군보다 첨가군에서 lactic acid , acetic acid 생성이 더

두드러지게 나타났다. 일반적인 Bifidobacterium의 유기산(A/ L) 생성비율은 1.5 : 1인데 본

실험의 결과에서는 1 : 0이하의 비율을 보이면서 전체적으로 lactic acid의 생성이 두드러졌

다. 이는 김치 발효시 Bifidobacterium에 의한 산생성이라기 보다는 일반 김치의 발효에 관

여하는 Lactobacillus가 생산해낸 것이라고 생각된다.
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4) 김치의 관능검사

20일 발효 후 김치의 p H가 약 4.2가 되었을 때 냄새, 맛, 질감, 전체적인 기호도를 9점

평가법으로 평가하였다. 두 군 간의 색깔이나 매운맛에 있어서는 유의적인 차이를 보이지

않았으나, Bifidobacterium 첨가 군에서는 대조군보다 새콤한 맛·냄새가 강하게 나타났고, 덜

익은 맛이나 풋내가 더 낮게 나타났다. 이러한 결과를 바탕으로 전체적인 기호도에서는

Bifidobacterium 무첨가 김치보다 첨가군이 더 높게 나타났다. 이는 첨가시킨 Bifidobacterium

이 발효과정 중 다량의 acetic acid를 생성하여 김치의 새콤한 맛에 영향을 주었다고 생각

된다.
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Table 28. Sen sory sh eet of score test of kim ch i

관능검사 평가표

시료번호 : 일시 : 년 월 일 이름 :

앞에 제시된 각 시료를 색깔, 냄새, 맛, 질감, 종합적인 맛의 순서대로 평가하고 그 강도에 따라 해
당하는 곳에 ○를 하시오.

색깔 매우나쁨 조금나쁨 보통 조금좋음 매우좋음
1 2 3 4 5 6 7 8 9

-----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

냄새 매우약함 조금약함 보통 조금강함 매우강함
1 2 3 4 5 6 7 8 9

신내 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

풋내 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

새콤한내 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

맛 매우약함 조금약함 보통 조금강함 매우강함
1 2 3 4 5 6 7 8 9

매운맛 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

신맛 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

덜익은맛 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

새콤한 맛 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

질감 매우약함 조금약함 보통 조금강함 매우강함
1 2 3 4 5 6 7 8 9

연함 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

사각사각함 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

질깃함 -----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----

종합적인 맛 매우나쁨 조금나쁨 보통 조금좋음 매우좋음
1 2 3 4 5 6 7 8 9

-----+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-------+-----
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Table 29. Sen sory score of kim chi w ith Bifid obacteriu m d u ring ferm entation at 4℃

A ttributes A B

Color 5.38± 2.131) 6.00± 1.00

Odor

Acetic odor 3.25± 1.03b2) 6.71± 1.38a

Fresh cabbag e odor 4.75± 1.39a 3.00± 2.16b

Fresh acidic odor 3.63± 1.69b 6.57± 1.52a

T as te

Hot tas te 3.63± 1.19 4.71± 1.25

Acidic tas te 3.12± 0.83b 6.00± 1.73a

Fresh cabbag e tas te 4.50± 2.33 4.86± 2.79

Fresh s ournes s tas te 2.88± 0.99b 5.86± 1.95a

T ex ture

Softness 4.75± 1.58 4.29± 1.70

Fracturability 5.38± 1.51 6.00± 1.00

Chew iness 5.00± 2.00 5.14± 1.86

Ov erall acceptability 4.25± 1.28b 5.71± 0.49a

1) Mean± SD, Data were analyzed by ind ependen t t-test.

2) Differen t superscrip ts w ith in a colum n ind icate sign ifican t d ifference (p<0.05).

A : kimchi withou t Bifidobacterium

B : kim chi with Bifidobacterium
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5) 위와 같은 결론을 요약하면 다음과 같다.

가) 김치 발효 과정 중 Bifidobacterium은 105 cfu / g에서 106 cfu / g 이상으로 증식하였고,

Bifidobacterium 첨가군과 무첨가군에서 Lactobacillus 균수의 현저한 차이는 없었다.

나) 김치 발효과정 중 호기성 총균수는 Bifidobacterium 첨가군에서 약간 더 많았다.

다) 환원당은 Bifidobacterium 첨가군에서 발효 초기에 더 높았으나, 발효 15일 경과 후에는

더 낮은 경향이었다.

라) 김치 발효 초기에는 Bifidobacterium 첨가군의 p H가 더 높았으나, 발효가 진행됨에 따라

p H의 감소정도가 더 컸다.

마) 제조된 김치는 Bifidobacterium 첨가군이 종합적인 맛에서 더 좋게 평가되어 앞으로 산

업화의 가능성이 있는 것으로 사료된다.

5. 김치의 신발효법 개발

새로운 김치의 발효방법은 전통적인 김치제조 방법과는 달리 절임 배추와 김치 속을

제조하여 분리 저장하면서 필요에 따라 즉석에서 기호에 맞는 김치를 제조하는 방법이다.

저장 배추가 저장 기간 중에 일어나는 변화는 유산균에 의해서 젖산이 만들어지면서 p H는

저하되고 산도는 증가하게 된다. 김치의 유통기한이 짧은 단점을 보완하면서 김치의 질적

향상을 위해서 배추와 김치 속의 각개 발효시 식용 젖산을 적용하였으며, Lactobacillus를

양념 발효 시에 스타터로 사용하여 그 영향을 검토하였다.

가. 배추의 각개 발효법 연구
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실험군의 p H는 발효 0시간째에 p H 6부근에서 서서히 감소하여 발효 7일 정도에 적숙

기로 생각되는 p H 4부근까지 감소하였으나 대조군에서는 발효 7일 정도에 p H 5까지 감소

하다가 다시 증가하였다(Fig. 29). H PLC를 이용해서 배추내의 유기산을 분석한 결과 소량

의 lactic acid와 oxalic acid가 존재할 뿐 유기산의 큰 변화나 특성은 관찰할 수 없었다

(d ata not show n). 이에 의해서 김치의 유기산생성 발효는 양념발효에 의해 좌우됨을 예측

하였다. 염농도(%)의 변화는 대조구와 실험구가 비슷하게 증가하였고, p H에서와 마찬가지

로 발효 7일 정도에 김치의 적정 염농도로 잘 알려진 3%가 되었다(Fig. 30).

균수측정: 단계적으로 희석한 배추즙액을 총균수 계수배지(TS m ed iu m )와 젖산균 분리

용 배지(MRS m ed iu m ), 대장균 분리용 배지(DH L m ed iu m )에 p ou ring cu rtu re method로

접종하여 균주 변화를 살펴보았다. 총균수와 젖산균수의 변화 양상이 같은걸로 봐서 배추

발효에 관여하는 균주는 거의가 젖산균임을 알 수 있었고, 대조군과 실험군의 비교에서 대

조군보다 실험군에서 젖산균은 5일 가량 증식이 느려지는 효과가 있었다(Fig. 31, 32).

대장균의 변화에서 초기 배추내의 대장균수는 상용 log로 환산하여 4와 5 사이였으며, 대

조구는 발효 5일째에 log 8까지 급격히 증가하는 경향을 보였고, 실험구는 발효초기부터

서서히 감소하는 경향을 보여 발효 7일째에 log 3까지 대장균수가 감소하였다(Fig. 33).
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배추의 색변화: 염으로만 처리한 배추 발효액과 염과 젖산을 동시에 처리한 발효액에

서 배추의 단독 발효시 배추의 색을 관찰해 본 결과, 발효 경과 7일째 젖산을 처리한 실험

구에서는 발효 액으로의 배추내 색소유출이 적어서 배추와 발효액의 색 변화가 거의 없었

다. 이에 반해 대조구에서는 거의 모든 색소가 유출되어서 Photo. 1에서 보여 주듯이 미관

상 좋지 않은 시들시들한 배추로 변했다. 발효 전반에 걸친 배추와 배추 발효액의 색 변화

를 색도계 (Sp ectro colorim eter JS555 Tokyo, Jap an )로 측정한 결과는 Fig. 35, 36에서 보여

주고 있으며, 배추 발효액에 젖산을 첨가하지 않은 대조구를 u n treatm ent라 하고 젖산을

처리한 실험구를 treatmen t라 하였다. 발효경과에 따른 배추 색의 변화를 보여주고 있는

Fig. 35에서 u ntreatmen t와 treatm ent 의 차이점을 살펴보았다. 발효 10일째에 색의 변화율

을 나타내는 E값이 u ntreatmen t는 30이며 treatmen t는 10임을 보여주는데 이는 젖산을 배

추 발효시에 첨가함으로 인해서 배추 색의 유지력을 높여줌을 말해준다. 밝기를 나타내는

‘L'값이 발효 10일째 u n treatm ent는 30으로 배추의 밝기가 급격히 높아졌고, treatm ent는

-10으로 큰 변화는 없었다. 이것은 젖산처리에 의해 조직이 연화되어 배추조직 외부로의

색소 유출을 느리게 함에 따라 treatm en t는 거의 밝기에 변화가 없으나, 대조구는 발효액

으로의 색소 유출로 인해서 조직의 밀도가 떨어지면서 밝기가 급격히 증가하였다. 적색을

나타내는 ’a'값의 차이는 거의 없었으며, ‘b'값은 u ntreatmen t가 발효 10일째에 5였으며

treatmen t는 -5를 보였다. 이는 대조구에서 갈변화가 일어남을 가시적으로 보여줌을 확인

할 수 있다. Fig. 36에서는 u ntreatm ent와 treatm ent 발효액의 색 변화를 보여 주고 있다.

밝기의 변화율에서는 u ntreatm ent가 40에 약간 못 미쳤으며 treatmen t는 45까지 증가하였

고, 황색을 나타내는 ‘b'값의 변화에서는 u ntreatm ent가 20 까지 증가하는 반면 treatm ent

10에도 못 미치는 것을 볼 수 있다. 적색을 나타내는 ’a'값은 u ntreatm ent와 treatm ent 모

두 변화가 거의 없었다. Fig. 35와 36에서 보여주는 이러한 색 변화의 양상은 젖산이 발효

액에 첨가됨으로 해서 p H를 저하시켜서 배추 자체에 가지고 있는 효소와 미생물에 의해

생성되는 조직을 연화시키는 효소의 작용을 억제하는 것에서 기인하는 것으로 생각 할 수

있다.
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조직의 변화: 과채류의 조직을 결정하는 주요 구성물질은 주로 펙틴(p ectin)과 목질소

(lignin)이다. 펙틴은 다당류로서 m ethyl ester화정도, 사슬의 중합도 등에 따라 채소나 과

실류의 전체적인 조직감이 달라진다. 따라서 펙틴물질은 과실, 채소의 조직에 매우 중요한

역할을 하며 품질결정에도 중요하게 취급되는 것이 바로 이 때문이다. 펙틴물질은 생화학

적으로 변하여 재료의 조직감 특성에 크게 영향을 미치는데, 미숙(未熟)한 녹색과일의 상태

일 때는 사슬의 중합체가 길고 불용성 p rotop ectin이 많아 다소 딱딱하고 경고한 조직을

형성하지만 성숙(成熟)하면서 p rotop ectin ase 효소에 의해 p rotop ectin이 가수분해되어 수용

성 p ectin 으로 변함으로서 조직의 연화가 일어난다. 만약 야채를 중성용액 중에서 가열하

면 조직은 부드럽게 된다. 이것은 -탈리 (transelim in ation)에 의해 펙틴의 glycosid e 결합

이 끊어지기 때문이다. 그러나 연근, 우엉, 감자 등을 식초에서 담가둘 경우 조직은 부드럽

게 되지 않고 딱딱하게 씹히는 느낌을 가지게 되는데, 이것은 약산성에서 탈리현상에 의한

분해가 일어나지 않기 때문이다. 펙틴은 가열용액에서 p H 7.1에서는 빠르게 p H 6.3에서는

서서히 탈리 현상에 의해 분해되며 p H 4.1 에서는 반응이 나타나지 않는다. 이러한 발효시

의 배추 조직의 안정성의 효율을 높이기 위한 방안으로 젖산을 처리하여 발효과정 중의

조직변화를 살펴보았다. 배추의 조직감을 알아보기 위하여 TAXT2i Textu re An alyser

(MH K Trad ing Co., English)를 이용하여 Com p ression test (압축시험)에 의해 TPA

(Textu re Profile Analysis) 분석을 하였다. 분석항목은 Fractu ability (파괴강도), H ard ness

(경도), Ch ew iness (씹음성), Gu m iness(검성)의 4가지 항목에 대해서 조사하였다. 시료는

5% 염농도의 발효액 (u ntreatm en t)과 배추와 5% 염농도와 0.25%(p H 2.5) 젖산이 첨가된

발효액 (treatm ent)에서 각각 배추를 겉잎과 속잎을 제거한후 줄기 끝부분과 잎 부분을 제

거한 나머지 부분만을 일정량씩 발효액에 침지시켜 20에서 발효하면서 2 일 간격으로

sam p ling 하여 TPA 분석을 하였다. 분석결과 Fig. 37에서 보여주듯이 배추의 발효시 젖

산의 처리에 의한 p H의 저하로 인해서 배추조직을 연하게 만드는 효소의 작용을 억제함으

로서 대조구에 비해서 경도의 완만한 감소를 볼 수 있었으며 발효 2일째에 파괴강도가 대

조구는 1.5에서 5 Kg까지 증가했다가 감소하데 비해 실험구에서는 1,5에서 2 Kg의 완만한
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증가 있었다. 이러한 결과에서 배추발효시 젖산 처리에 의해 발효초기의 급격한 조직의 변

화를 막아주면서, 발효 전반적인 배추의 조직 연화를 지연 시킬 수 있으리라 예측할 수 있

다.
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조직과 관련된 효소에 관한 연구: Pectin 또는 p ectinic acid는 그 분자속의 유산기의

일부가 m eth yl ester로 되어 있는 p olygalactu ron ic acid인데, 적당한 산과 당이 존재하면

겔을 형성하는 성질을 가진 물질이다. 또 펙틴물질은 펙틴분해효소에 의해 분해되어 조직

의 연화를 가져오는 물질로 여기에 관여하는 주요 효소로는 p olygalactu ronase(p oly-

-1,4-galactu ron id e glycan oh yd rolase)와 p ectinesterase(p ectin-p ectyl h yd rolase)가 있다.

Pectinesterase는 펙틴의 m ethylester grou p을 가수분해하는 효소로 탈메틸화

(d eesterification)에 참여하는 효소이다. 이 효소의 특징은 다가 이온이 존재할 때는 과실이

나 채소의 조직이 단단해진다. Polygalactu ronase는 펙틴의 -1,4 결합을 불규칙적으로 가

수분해하여 펙틴분자, 즉 p olygalactu ronic acid 분자의 크기를 감소시킨다. 실제 식품가공

에서는 과실이나 채소를 가열처리하는 경우가 많은데, 이 경우 p rotop ectin과 p ectin의 중

간체의 분해 (d ep olymerization )가 촉진되어 조리에 따른 조직의 변화가 초래된다.

Fig. 38. Polygalactu ronic acid의 구조

Fig. 39. 펙틴물질의 탈메틸화 반응

배추 맛의 중요한 요소인 조직의 변화를 완화하기 위한 방안의 일환으로 배추 발효시

젖산을 처리하여 조직 관련 효소인 PG와 PE의 변화 양상을 살펴보았다. PG의 추출은 1M

N aCl과 함께 마쇄하여 24시간 침출한 후 황산암모늄으로 75%까지 포화시켜 투석하였고,
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PE는 0.1M p hosp hate 완충용액(p H 8.0)과 함께 마쇄하여 24시간 침출하고, 원심분리한 후

의 상등액을 효소액으로 하였다. PG의 활성은 d initrosalicyclic acid (DN S)법에 의한 변색

법으로 측정하였으며, PE는 titrimetric assay 법으로 활성을 측정하였다. 배추의 각개 발효

를 수행 하여 Fig. 40.의 stand ard cu rve를 이용해서 PG의 역가를 측정한 결과는 Fig. 41.

에서 보여주고 있다. 그림에서 보이듯이 젖산 처리구보다 젖산을 처리하지 않은 대조구의

PG 역가가 두배가량 높게 나타났다. 이 데이터에 의해 조직감 실험 결과에서와 마찬가지

로 젖산처리에 의해 조직의 연화현상을 완화 시킬 수 있음을 확인 할 수 있었다.

이는 젖산에 의해서 조직 연화 관련 효소를 생성하는 미생물의 생육을 저해함으로서 나타

나는 현상으로 생각된다.

Fig. 42, 43은 배추의 발효를 10일동안 수행하면서 2일 간격으로 PE와 PG의 역가를 측

정하여 발효 전반적인 효소의 변화 양상을 비교한 그림이다. PE와 PG의 역가에 있어서 젖

산 처리구가 무처리구보다 다소 낮게 나타남을 확인하였다.
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나. 배추 단독 발효시의 균주 적용 연구

본 연구에서는 전통적인 김치제조법과는 달리 배추의 절임 저장과 함께 김치 속을 분

리하여 발효 저장한 후에 소비 직전에 두 가지를 혼합하여 제조하는 변형된 김치의 저장

법의 가능성을 위한 예비과정으로서, 젖산균과 염, 젖산을 이용한 저장배추의 기호도를 조

사하였다. Table 30에서 보는 바와 같이 젖산균의 접종이 없이 절인 배추를 저장하는 경우

저장 4일 후부터 맛이 급격하게 나빠져 먹을 수 없는 상태가 되었으나 젖산균을 접종한

Table 31과 Table 32의 결과에서는 저장 4 일 후에도 맛이 나빠지지 않았으며 BA 균주를

접종한 경우 맛은 오히려 저장기간이 지날수록 향상되었다. flavor 역시 젖산균을 접종한

두 실험구에서 모두 좋았으나 color의 경우 대조구와 마찬가지로 Lactobacillus sp . H L-48

균주를 접종한 실험구에서도 3일 째부터 색이 안 좋게 변하였으나 향 미생물성 물질을 생

산하는 BA-8 균주를 접종한 경우에는 산막효모(film yeast)나 곰팡이의 번식이 다른 실험

구와는 달리 잘 자라지 못하여 저장 8일 후 까지도 색깔의 변화가 없었다. 맛이나 향미보

다 색깔의 변화(Fig.44, Fig. 45, Fig. 46)는 저장배추의 상품성을 판단하게 하는 외관상의

기호도를 나타내주는 중요한 변수이므로 색깔의 변화 없이 가장 오랜 기간 품질을 유지하

는 BA-8 균주를 이용한 배추의 저장에 관한 연구가 더욱 요청된다고 하겠다. 그러나 8일

이후에는 산막효모(film yeast)나 곰팡이의 번식으로 인하여 기호성이 저하되었다. 이것은

유산균들이 생산하는 bacteriocin이 장내세균들인 Gram 음성균과 곰팡이 등의 생육을 완전

하게 억제하지 못한다고 한 하(13)의 보고와 일치하였으며, 또한 젖산균의 접종효과를 알아

보기 위하여 10 이하의 저온이 아닌 20 에서 실험하여 저장기간이 길지 않았기 때문이다.

추후 더욱 낮은 온도에서의 실험도 필요하리라 여겨진다.

그러나 BA-8 균주를 사용한 경우에는 다른 실험구와는 달리 저장 8일 이후에도 절임 배

추의 저장성을 해치는 산막 효모나 기타 곰팡이들의 포자가 가장 적게 나타나 맛과 향미

(flavor), 색깔도 가장 우수하였으므로 이 BA-8 균주의 특성 및 이 균주가 생산하는

bacteriocin의 특성에 관한 연구가 필요하며 이 균주를 이용한 절임 배추의 저장성 증진에

관한 연구가 기대된다.
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Table. 30 Sensory evalu ation of salted cabbage w ithou t in ocu lation of Lactic Acid

Bacteria by hed on ic scale.(1)

day

parameter
0 1 2 3 4 5 6 7 8

taste 3.00 2.80 3.33 2.78 2.38 2.40 2.60 2.48 2.23

flavor 3.00 2.55 2.90 3.08 3.15 3.18 3.30 2.98 2.73

color 3.00 2.88 2.75 2.72 2.70 2.60 2.35 2.31 2.28

1) Each value represen ted the mean of 10 observation using on hedon ic scale of 1 (d islike very mu ch) to 5

(like very mu ch).
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Table. 31 Sensory evalu ation of salted cabbage w ith Lactobacillus sp . H L-48 by hed on ic

scale1).

day

parameter
0 1 2 3 4 5 6 7 8

taste 3.00 3.15 3.78 3.40 2.90 2.70 3.60 3.29 2.90

flavor 3.00 3.20 3.20 3.34 3.48 3.65 3.73 3.42 3.10

color 3.00 3.00 3.20 2.76 2.38 2.18 2.18 2.09 2.03

1) Each value represen ted the mean of 10 observation using on hedon ic scale of 1 (d islike very mu ch) to 5

(like very mu ch).
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Table 32. Sensory evalu ation of salted cabbage w ith Lactobacillu s strain BA-8 by

h ed onic scale.(1)

day

parameter
0 1 2 3 4 5 6 7 8

taste 3.00 3.03 3.43 3.54 3.63 3.70 3.88 3.47 3.25

flavor 3.00 3.25 3.38 3.43 3.55 4.05 3.98 3.32 3.18

color 3.00 3.20 3.53 3.50 3.48 3.45 3.50 3.22 2.95

1) Each value represen ted the mean of 10 observation using on hedon ic scale of 1 (d islike very mu ch) to 5

(like very mu ch).
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Table 33. The chan ge of other organic acid s concentration d u ring Kim chi-seasoning

fermen tation. (n㏖/ ㎖)

유기산

day

sam

ple

Lactic acid Acetic acid Malic acid

0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

1 39.15 38.33 280.5 455.2 524.6 861.7 ㆍ- ㆍ-· 6.176 13.52 18.29 40.83 16.56 2.596 14.93 27.11 32.17 37.39

2 123.2 68.52 68.45 135.9 161.4 314.4 - ·ㆍ- ㆍ-· ㆍ-· ㆍ-· ㆍ-· 10.49 2.500 18.33 23.47 21.55 19.33

3 156.8 197.0 478.7 447.4 587.7 587.3 - 9.26 18.15 13.24 21.81 34.04 11.12 6.666 26.84 18.66 25.18 23.45

4 29.52 60.13 305.4 163.7 402.7 598.3 - ·ㆍ- 8.16 1.86 3.89 19.93 2.388 6.795 31.11 9.418 16.80 23.08

5 251.4 165.2 322.3 328.1 549.8 723.0 - 14.03 13.67 15.12 16.88 18.38 13.12 3.436 16.76 14.53 18.49 26.69

6 261.7 519.1 264.6 426.9 428.4 411.4 - ·ㆍ- ·ㆍ- ·ㆍ- ㆍ-· ㆍ-· 21.68 29.92 21.44 24.86 32.52 23.26

7 782.8 172.1 260.3 301.9 406.4 327.6 - ·ㆍ- ·ㆍ- ·ㆍ- ㆍ-· ·ㆍ- 24.73 9.039 25.14 29.00 19.63 20.51

유기산

day

sam

ple

Citric acid Succinic acid Oxalic acid

0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

1 - ·ㆍ- ·ㆍ- ·ㆍ- ㆍ-· ·ㆍ- 22.08 1.969 32.88 50.49 41.36 ·- 17.63 4.47 34.18 40.11 37.15 34.53

2 10.54 4.663 11.39 8.867 3.924 4.627 ·- ·- 30.04 38.52 34.91 27.64 14.27 18.53 37.69 40.49 33.68 40.35

3 - ·ㆍ- ·ㆍ- ·ㆍ- ㆍ-· ·ㆍ- -· 32.19 47.29 36.97 35.92 35.39 14.72 27.39 48.71 32.17 35.15 42.14

4 4.824 5.313 6.575 3.068 0.518 0.531 10.78 14.17 54.86 21.87 32.96 17.38 9.631 8.419 32.20 27.04 32.96 46.13

5 16.64 0.346 0.381 0.321 0.321 0.949 -· 12.30 51.92 46.35 43.65 37.37 31.41 11.34 28.43 25.65 43.58 46.83

6 8.791 10.82 8.994 7.350 10.86 5.136 23.62 36.84 25.17 35.21 22.80 30.51 44.17 29.98 45.99 37.80 38.20 39.89

7 1.691 10.26 18.93 17.31 11.74 11.24 22.66 18.62 25.43 34.31 30.48 19.50 47.36 40.82 56.06 41.67 50.45 48.15
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젖산첨가농도결정: 김치의 양념의 각개발효법에 있어서 발효를 조절하고자 젖산의 적

용시 적절한 첨가농도를 알아보았다. 먼저 양념의 각개 발효시 색도의 변화에 있어서 측정

결과는 Table 34에서 보여주듯이 젖산 첨가구는 색의 변화율이 거의 없었으나, 대조구에서

는 E 값이 0에서 6까지 큰 폭으로 변화하였다. 이는 양념 내에 효소적 갈변 현상에 의해서

적색이던 양념이 발효시간 경과에 따라 점차로 황색으로 바뀜에 따라 황색을 지시하는

color ' b' 값의 상승에서 기인하는 것이라 할 수 있겠다. p H의 변화에 있어서 대조구는 발

효 초기 6에서 발효 40일째에 3.6부근까지 떨어졌으며, 젖산 0.4% 첨가구는 발효 초기 4.8

에서 40일째 4.3까지 떨어졌다. 젖산 첨가구는 발효초기에서부터 발효 후기까지 김치의 적

숙기 p H 범위 사이에 있음을 볼 수 있다(Fig. 48). 유산균수의 변화는 Fig. 49에서 보여지

듯이 대조구는 발효 초기에 상용log로 환산하여 9까지 균수가 급격히 증가하였으며, 젖산

0.4% 첨가구에서는 감소하다가 완만히 증가하였고, 젖산 첨가량 이 높을수록 균수가 더 많

이 감소하는 것을 볼 수 있었다. 김치 발효에 있어서 김치의 풍미 향상과 김치를 부패시켜

서 연부현상을 일으키는 효모와 같은 잡균의 번식을 지속적으로 저해하기 위해서는 유산

균의 생육이 필요하므로 유산균이 어느 정도 생육을 유지하는 0.4%의 젖산 첨가량을 최적

젖산 첨가 농도로 결정하였다.
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Table 34. Changes in color valu es of Kim chi-season ing ad d ed variou s lactic acid con

cen tration d u ring ferm entation at 20.techno system

Ferm entation
time (d ays) 0 3 6 9 12 16 24 30 36 42

Control

E

"L"

"a"

"b"

0.05

0.02

-0.02

0.03

2.19

1.06

0.74

1.77

2.53

1.26

0.62

2.10

2.43

1.23

0.43

2.05

0.92

0.11

-0.90

0.16

1.43

0.73

0.14

1.22

4.75

2.40

0.92

4.00

4.33

2.17

1.00

3.61

3.74

1.92

-0.46

3.18

6.69

3.38

1.24

5.63

0.4%

E

"L"

"a"

"b"

0.09

-0.04

-0.04

-0.07

1.71

0.87

0.24

1.45

1.85

0.93

0.36

1.55

2.34

1.19

0.39

1.97

0.75

0.38

-0.17

0.62

1.67

0.86

0.12

1.43

1.36

-0.52

-0.90

-0.88

0.72

0.34

-0.29

0.56

1.48

0.74

-0.38

1.22

1.43

0.71

-0.42

1.17

0.6%

E

"L"

"a"

"b"

0.03

-0.01

-0.03

-0.01

0.82

0.42

0.15

0.69

0.97

0.49

0.17

0.82

0.73

0.38

-0.09

0.62

0.81

0.39

0.26

0.66

0.88

0.45

-0.17

0.74

0.91

0.44

-0.33

0.73

0.80

0.39

-0.27

0.64

1.27

-0.15

-1.24

-0.27

0.91

0.31

-0.71

0.49

0.8%

E

"L"

"a"

"b"

0.06

-0.03

-0.03

-0.05

0.72

0.37

0.08

0.61

0.84

0.43

0.13

0.71

0.59

0.30

-0.09

0.50

1.16

-0.49

-0.64

-0.83

0.35

0.06

-0.33

0.09

0.55

-0.13

-0.48

-0.23

0.46

-0.03

-0.46

-0.05

1.29

-0.41

-1.01

-0.69

0.87

0.03

-0.87

0.03
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제 3 절 김치의 품질관리 기법연구

1. 포장 방법에 따른 발효배추의 저장성 연구

본 연구에서는 전통적인 김치 제조법과는 달리 배추의 절임 저장과 함께 김치 속을 분

리하여 발효 저장한 후에 소비 직전에 혼합하여 제조하는 변형된 김치의 제조법의 가능성

을 타진하기 위한 과정으로써 젖산균과 염, 젖산을 이용한 절임배추의 저장성에 높이기

위하여 여러 가지 포장재를 이용한 포장방법에 따라서 저장중의 배추의 p H , 염도, 조직감,

색, 냄새 등의 변화와 장내세균과 젖산균의 수 변화를 조사하였다.

균수의 변화: 초기 젖산균의 수는 젖산균을 접종한 실험구가 높았으나 발효 3일 후부

터는 젖산균의 수가 거의 같아졌다. 젖산균의 수는 5-6일까지 증가한 후에 9일까지 그 수

가 감소했고, 다시 11일 까지 증가했다 감소했다. 배양 12일째는 젖산균을 접종한 포장재

의 젖산균이 대조구보다 낮았다(Fig. 50). 대장균의 경우는 초기 대장균의 수가 젖산균을

첨가하지 않은 포장재의 것이 높았다. 그리고 다른 포장재의 경우는 대장균의 수가 증가와

감소를 반복하지만 PET-JDSF는 한번 증가한 다음 계속 감소하는 모양을 보여 주었고, 배

양 12일에는 대장균이 거의 사멸하였다(Fig. 51).

pH의 변화: 배양 전 기간 동안 젖산균을 첨가하지 않은 포장재의 p H 값이 약간 높았

고,(Fig. 52) 특히 배양 10일째 이후에는 곰팡이가 가장 많이 생긴 고밀도 포장재의 p H가

급격히 증가함을 보였다. 이 p H의 급격한 변화는 젖산균을 넣지 않은 고밀도 포장재가 더

심했다. 또한 젖산균을 첨가하지 않은 저밀도 포장재도 배양 11일째에서 급격한 p H의 변

화를 보였다. 이에 반해 PET-JDSF는 배양 전 기간 동안젖산균을 넣은 것이나 넣지 않은

것 모두 다 일정하게 p H가 유지되었다.

염도의 변화: 염도가 배추의 부위별로 틀리기 때문에 배추를 갈아서 염도를 측정하였

다. 그래서 초기 염도는 배추자체의 염도는 0이지만, 배양액을 첨가하여 염도를 측정하여

2% 의 초기 염도값을 얻었다. 배양 3일째의 젖산균을 첨가한 포장재와 첨가하지 않은 포
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장재의 염도가 각각 2.8과 2.6으로 배양기간 중 가장 높았으며 4일째부터 배양 마지막 까

지는 거의 일정한 수준의 염도를 보였다(Fig. 53).

맛과 향미의 변화: 포장재에 따른 절임 배추의 기호도를 조사하기 위하여 저장기간에

따른 맛, 향미, 색깔의 변화를 관능검사를 통해서 2회 측정하였으며 hed onic scale에 따라

측정에 참여한 관능검사요원의 기호도를 1 (매우 싫음)에서 5 (매우 좋음)까지 다섯 단계로

나누어 측정하였다. 배양 4일까지는 초기 배추 맛과 비슷하였고, 6일까지 맛이 급격하게

나빠졌다. LDPE 와 H DPE 포장재를 사용한 저장 배추는 맛이 일찍 나빠져서 배양 6일째

부터는 거의 먹지 못할 정도였지만, PET-JDSF를 사용하여 포장 보관한 경우에는 배양이

끝나는 날까지 맛이 유지되었다. 그리고 배양 6일째에는 포장재 H DPE와 LDPE와 젖산균

을 접종한 대조구에서는 곰팡이가 피기 시작했고, 특히 젖산균을 넣은 대조구가 특히 심해

서 악취가 나기 시작했다. 배양 7일부터는 젖산균을 넣은 대조구에서는 전체적으로 곰팡이

가 생겼고, H DPE와 LDPE에서도 표면은 곰팡이로 덮여 있었으나 조직감은 PET-JDSF 못

지않았다. 특히 젖산균을 넣지 않은 H DPE가 연부 현상이 가장 심했다. PET-JDSF는 배양

마지막 날까지 곰팡이가 생기지 않았고, 6일째 이후 맛이 일정하게 유지되었지만 냄새는

갈수록 나빠졌다. PET-JDSF 포장 중에서도 젖산균을 넣은 쪽이 젖산균 접종 없이 저장된

경우보다 맛이 더 좋았으며 냄새도 좋았다.

경도의 비교: 경도는 배양 8일과 12일에 각각 측정하였는데, 8일째의 경도는 젖산균을

접종하지 않은 LDPE와 젖산균을 접종한 PET-JDSF가 가장 높았다(Fig. 56). 그리고 젖산균

을 접종한 대조구와 포장재 H DPE의 경도는 상대적으로 낮았다. 배양 12일째의 경도는

PET-JDSF 포장재의 것이 높은 경도를 나타냈다. 특히 젖산균을 넣은 PET-JDSF의 경우는

경도의 변화가 거의 없었다. 그리고 젖산균을 접종하지 않은 LDPE는 경도의 차이가 가장

심하게 났다.

본 실험을 통해 사용된 세 가지의 포장재 중에서 PET-JDSF에서 저장된 절임배추의

저장성이 더 좋았고, 특히 젖산균을 첨가한 것이 더 저장성이 좋았음을 알 수 있었다.

H DPE의 포장재 같은 경우 곰팡이가 일찍 생기고, 이로 인해 맛과 조직감이 현저하게 나
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빠짐을 알 수 있었고 내부의 미생물의 변화도 심한 것을 볼 수 있었다. 이에 반해

PET-JDSF의 경우는 곰팡이가 생기지 않고 그로 인해 미생물 군집에 대한 영향이 작아서

대장균의 수의 변화가 일정했다. 그리고 p H의 변화에서 배양 10일째가 되었을 때 부패가

가장 심했던 H DPE와 젖산균을 접종하지 않은 LDPE에서 급격히 증가함을 보인데 반해

PET-JDSF는 일정한 p H의 변화를 보였다. 이러한 결과는 맛과 향미의 관능검사에서도 유

사하게 나타나 PET-JDSF 포장재에서 저장된 배추가 가장 맛이 좋았고, 경도도 가장 높은

수준을 유지함을 알 수가 있었다. 이것은 PET-JDSF 포장재가 밀봉이 가장 잘 되어 공기와

의 접촉이 생기지 않기 때문인 것으로 생각된다. 그러므로 현재가지 실험구에서의 결과는

젖산균을 첨가하여 저장한 것이 첨가하지 않은 것보다 더 좋은 저장성을 보였으며, 포장재

중에서는 PET-JDSF 가 H DPE 나 LDPE 보다 더 좋았다. 김치제조를 위하여 사용할 수 있

는 저장기간은 12일 까지 맛과 향미의 변화 없이 유지되었다.

배양 4일째까지는 초기 배추 맛과 비슷하였고, 6일째까지 맛이 급격하게 나빠졌다. 다

른 포장재의 맛을 일찍 나빠져서 배양 6일째부터는 거의 먹지 못할 정도였지만, PET-JDSF

는 배양이 끝나는 날까지 그 맛이 유지되었다. 그리고 배양 6일째에는 포장재 H DPE와

LDPE와 젖산균을 접종한 대조구에서는 곰팡이가 피기 시작했고, 특히 젖산균을 넣은 대조

구가 특히 심해서 악취가 나기 시작했다. 배양 7일부터는 젖산균을 넣은 대조구에서는 전

체적으로 곰팡이가 생겼고, H DPE와 LDPE에서도 표면은 곰팡이로 덮여 있었으나 조직감

은 PET-JDSF 못지않았다. 특히 젖산균을 넣지 않은 H DPE가 연부현상이 가장 심했다.

PET-JDSF는 배양 마지막 날까지 곰팡이가 생기지 않았고, 6일째 이후 맛이 일정하게 유지

되었지만 냄새는 갈수록 나빠졌다. PET-JDSF에서도 젖산균을 넣은 쪽이 맛이 약간 더 좋

았으며 냄새도 더 좋았다.

- 124 -



Fig. 50 Ch an ges of Lactobacillus n u m ber of cabbage p reservation in the variou s

p ackaging m aterials.

C: control w ith Lactobacillus inocu lation, LP: PET-JDSF w ith Lactobacillus inocu lation, LH: HDPE with

Lactobacillus inocu lation, LL: LDPE w ith Lactobacillus inocu lation, P: PET-JDSF, H : HDPE, L: LDPE
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Fig. 51. Change of E. coli p op u lations of cabbage d u rin g p reservation in the variou s

p ackaging m aterials.

C: control w ith Lactobacillus inocu lation, LP: PET-JDSF w ith Lactobacillus inocu lation, LH : H DPE with

Lactobacillus inocu lation, LL: LDPE w ith Lactobacillus inocu lation, P: PET-JDSF, H : HDPE, L: LDPE
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Fig. 52. Ch an ges of p H of cabbage d u ring p reservation in the variou s p ackagin g

m aterials.

C: con trol w ith Lactobacillus inocu lation, LP: PET-JDSF w ith Lactobacillus inocu lation, LH : HDPE w ith

Lactobacillus inocu lation , LL: LDPE with Lactobacillus inocu lation , P: PET-JDSF, H: H DPE, L: LDPE
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Table 35. Sen sory evalu ation of taste of salted cabbage w ith / w ith ou t inocu lation of

Lactic acid bacteria to the variou s p ackagin g m aterials by hed on ic scale

Sample day 0 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

control w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 4 2 1 1 1 1 1 1 1

PEP+JDSF w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 4 3 3 2 2 2 2 2 2

HDPE w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 4 2 2 1 1 1 1 1 1

LDPE w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 4 2 2 1 1 1 1 1 1

PEP+JDSF 5 5 4 3 2 2 2 2 2 2 2

HDPE 5 5 4 2 1 1 1 1 1 1 1

LDPE 5 5 4 2 1 1 1 1 1 1 1

* Ind icated num ber is the m ost frequent num ber is chosen in the score m ade by panel.
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Table 36. Sensory evalu ation of flavor of salted cabbage w ith/ w ith ou t in ocu lation of

Lactic acid bacteria to the variou s p ackagin g m aterials by hed on ic scale

Sample day 0 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

control w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 5 3 1 1 1 1 1 1 1

PEP+JDSF w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 5 4 3 2 2 2 2 2 2

HDPE w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 5 3 2 1 1 1 1 1 1

LDPE w ith Lactobacillus

inoculation
5 5 5 3 2 1 1 1 1 1 1

PEP+JDSF 5 5 5 3 2 2 2 2 2 2 2

HDPE 5 5 5 3 1 1 1 1 1 1 1

LDPE 5 5 5 3 1 1 1 1 1 1 1

*Ind icated num ber is the m ost frequent num ber is chosen in the score m ade by panel.
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2. 신가공법에 의한 김치의 최종평가

김치의 위생성과 보존성 증대의 일환으로 기존의 절임방법과 발효방법과는 다른 새로

운 신가공 김치 제조법을 개발하여 보다 높은 고효율의 기능성 김치를 만들고자 시도하

였다. 전년도에 수행되어진 연구에서 개발된 젖산소금은 김치의 전처리 단계인 절임시

에 적용한 후 양념과 혼합하여 김치를 제조하는 방법과 배추 단독 발효법에 따라 배추

발효시에 적용하여 완성된 김치 제조법, 그리고 양념의 단독 발효기법 등에 이용되어졌

다. 이러한 다양한 발효기법에 의해 제조된 김치의 품질과 맛을 평가하기 위해서 무 처

리김치와 처리김치로 나누어 관능테스트를 실시하였다.

가. 단독 발효배추의 관능테스트

배추 발효액에 젖산소금을 첨가하여 염분 5%가 되도록 하고 p H 2.5부근이 되도록 만

든 발효액에서 발효를 수행한 후에 신내 (acid ic taste), 생배추맛 (fresh cabbage taste),

짠맛 (salt taste), 사각사각 (crisp n ess), 질김 (chew iness), 군덕맛 (yeast m old y taste),

전체 기호도 (overall eating qu ality) 7가지 항목에 대해서 10∼13명의 관능테스트에 흥미

를 가지고 있는 20-30대의 연구원들을 대상으로 관능테스트를 실시한 결과, Fig. 57에서

보여지듯이 전체적인 기호도가 무처리구에 비해 높아졌다.
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나. 다양한 제조법에 의한 김치의 관능성 비교

배추단독 발효시의 관능테스트에 이어 다양한 김치 제조법에 의한 김치들에 대한 최종

평가로서 발효배추와 마찬가지로 관능테스트를 실시하였다. 김치시료의 제조방법은 Table

8에서와 마찬가지로 배추는 절임배추와 발효배추로 나누고, 양념은 발효 된 것과 안 된 것

으로 나누어서 이전 년도에서 조사결과 확인된 배추절임과 발효시의 염농도, 시간, 젖산

첨가량, 그리고 양념발효 시간, 젖산함유량 등의 최적처리 조건에 따라 처리를 하여 최종

적으로 배추와 양념을 Table 8의 조합에 따라 혼합하여 제조하였다. 관능테스트시의 평가

항목은 향미 (flavor), 맛 (taste), 조직감 (textu re), 전체 기호도 (overall accep tability) 4가지

항목이며, 5점 만점 평점법 (scoring test)으로 채점하였다(Table 6).

그 결과 향미는 sam p le N o. 9번(젖산처리 안된 절임배추와 젖산처리 안된 발효양념의

혼합 김치)과 sam p le N o. 16번에서 3.5점으로 가장 높았고, 조직감은 대체적으로 비슷하게

나왔으며 맛은 sam p le N o. 16번에서 3.3점으로 가장 높았다. 전체 기호도와 총 관능점수

또한 sam p le N o. 16번 젖산 처리된 발효배추와 젖산 처리된 발효양념의 혼합 김치가 3.5

점으로 가장 높게 채점되었다(Table 37). 이러한 결과들로 보아서 젊은층에서 김치에 대한

기호는 겉절이 김치보다 발효가 적절히 진행되어 향미가 풍부하고 신맛이 나는 김치를 선

호함을 알 수 있었다. 전년도 연구결과에서는 김치의 젖산처리 결과 대장균 및 기타 유해

미생물들을 저해시켜 주므로서 김치의 위생성을 향상시킴을 확인한 바가 있었고, 본 연구

에서는 이러한 신김치 제조법의 장점과 더불어 기호성까지 향상시킬 수 있음을 본 연구에

서 확인할 수 있었다.
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T able 37. Palatability tes t s core.

Sample No. 향미 조직감 맛 기호도 T otal score

1 3.1 3.7 3.2 3.2 13.2

2 2.9 3.2 2.9 3.2 12.2

3 3.0 3.2 3.1 2.9 12.2

4 3.1 3.4 3.2 3.2 12.9

5 3.2 3.3 2.8 3.4 12.7

6 2.8 3.0 2.8 2.8 11.4

7 2.9 3.4 2.8 2.9 12.0

8 2.4 3.2 2.8 2.6 11.0

9 3.5 3.5 3.0 3.0 13.0

10 3.0 3.7 3.3 3.3 13.3

11 2.8 3.7 2.7 2.7 11.9

12 3.3 3.7 2.7 3.0 12.7

13 3.0 3.5 2.7 2.8 12.0

14 3.1 3.7 2.7 3.2 12.7

15 3.3 3.8 3.0 3.3 13.4

16 3.5 3.7 3.3 3.5 14.0
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