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            초록
          
        

        
          Lactic acid bacteria isolated from traditional Kimchi were tested on the characteristics and organic acid production during soymilk fermentation. Fifteen strains were selected as lactic acid producing bacteria, and two strains were selected based on their ability for curd formation (B19 and B29). The morphological and biochemical characteristics, carbohydrate utilization and 16S rRNA gene sequencing analysis were conducted. Both strains were identified as Lactobacillus plantarum at a medium temperature. L. plantarum B19 was finally selected and used for soymilk fermentation. An analysis of the probiotic properties of B19 revwaled it to be highly tolerant to 108% of bile acid and 86% of low pH, and antibacterial activity was observed for five pathogenic strains, of which Bacillus cereus showed the highest antibacterial effects When fermented at 37℃ for 15 hours, the viable cell count reached up to 1.1 × 109 CFU/mL. The organic acid analysis results in a distinctly higher lactic acid than the citric acid and formic acid. Therefore, L. plantarum B19 is a potential probiotic strain for the manufacture of fermented soymilk. Morover, the fermentation process of soymilk can be used as basic data for the manufacture of healthy functional soymilk products.
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      서 론
      유산균은 발효과정을 통해 유기산, 향기성분, 항생물질 및 다당류 등을 생성하며, 효소에 의한 단백질의 분해시에도 부패성 물질을 생성하지 않는 유익한 미생물이다(Klaenhammer TR 1988; Sybesma W 등 2006). 또한, 당, 단백질 및 지방성분 등을 이용하여 식품의 풍미를 향상시켜 주고 관능개선 효과가 있으며, 생성된 항생물질과 다량의 유기산 등은 유해균의 증식을 억제하는 등 식품의 보존성과 안전성을 높여준다(Leroy F & De Vuyst L 2004; Kim MJ & Kim GR 2006). Probiotics는 체내에 들어가서 건강에 좋은 효과를 주는 살아 있는 균을 말하는 것으로, 건강기능성으로는 유산균 증식 및 유해균 억제, 장내 세균총의 균형을 유지하고 배변활동 원활에 도움을 줄 수 있다(Lourens-Hattingh A & Viljoen BC 2001; Seo JG 등 2010). 특히, 섭취 후 장내 소화기관들에서 분비되는 소화효소 등에 견딜 수 있는 내담즙성과 내산성이 우수하여 장내 생존력이 높아야 하며, 항균물질의 생산 등에 의한 유해균 제어기능도 우수해야 한다(Salminen S & Von Wright A 1998). 한편, 국내에서 산업적으로 이용되고 있는 유산균 종균의 경우는 대부분 수입에 의존하고 있는 실정이며, 이는 국내의 유산균 개발관련 산업이 서구선진국들에 비해 아직 활성화되지 못한 것을 원인으로 볼 수 있다.

      김치는 우리나라의 대표적인 식물성 발효식품으로서 최근에는 김치의 건강기능적인 효능에 관한 연구가 활발해지면서 김치 발효과정에 관여하는 유산균에 대한 관심이 높아지고 있고(Cheigh HS & Hwang JH 2000), 이러한 김치유래 유산균들은 항균작용, 면역기능 강화 등의 다양한 건강 증진 기능성이 보고되고 있다(Kim SJ 2005; Shida K 등 1998; Yasui H 등 1999). 김치 유래 유산균은 김치의 종류와 관계없이 Lactobacillus 속이 발효후기에 왕성하게 증식한다(Han HU 등 1990; Kim M & Chun J 2005). 김치 유래 유산균에 대한 연구는 L. sakei 383(Kim EA 등 2013), W. koreensis KO3(Jung MG 등 2016), L. plantarum(Jang DH & Kang DK 2004; Moon GE 등 2015; Kim SK & Lim SD 2017), Leuconostoc 속과 Lactobacillus 속(Ko KH 등 2013) 등 여러 보고가 진행되어 있다. 하지만 아직 토종 분리유산균을 이용하는 산업화는 미흡한 수준으로 이를 활성화하기 위한 다양한 연구가 필요하다.

      콩은 우리나라를 비롯하여 아시아지역에서 오랜 기간 재배되고 있는 곡물로서, 쌀을 주식으로 하는 식생활에서 부족하기 쉬운 단백질이나 지방의 급원으로서 중요한 역할을 해왔다(Son DY & Kim YJ 2010). 대두의 일반성분 조성은 수분함량이 9% 수준일 때 단백질 41.3%, 지방 17.6% 및 탄수화물 26.1%로 양질의 단백질과 지방성분을 비교적 다량 함유하고 있다. 대두단백질의 구성은 glycinin 84%, albumin 4%, proteose 4%, 비단백태 질소화합믈 6% 수준이며, methionine과 tryptophan을 제외한 필수아미노산을 고르게 함유하고 있어 영양가가 우수한 식물성 단백질식품이다(Kwon YJ 등 1998). 또한, 대두에는 식물성 스테롤, 올리고당, 사포닌, 아이소플라본, 대두 펩타이드 등 많은 기능성 성분들(Graf E & Eaton JW 1993; Henn RL & Netto FM 1998; Ryu KJ 등 2008)을 함유하고 있어 혈중 콜레스테롤 저하(Sugano M 등 1990), 심혈관질환 예방(Omori M 등 1987; Kim JS 1996; Shin HC 등 2004) 등 생리적 기능성에 대하여 많이 보고되고 있다. 대두를 이용한 대표적인 가공품중 하나인 두유는 대두를 분쇄한 것 또는 분쇄하여 수용성분을 추출한 것으로서, 양질의 단백질과 필수지방산이 풍부하고, 우유에 대한 대용식품으로서도 많이 이용되고 있는 추세이다(Chou CC & Hou JW 2000). 이와 같이 액상두유 제품은 높은 영양가와 기능성 성분들을 함유하고 있지만, lipoxygenease 등에 의한 콩비린내 또는 이취(off-flavor, beany-flavor)로 표현되는 특이취가 식품선호도를 낮춘다고 알려져 있는데, 두유를 발효시키면 이취를 개선하고, 소화율과 기능성을 높일 수 있는 장점이 있다(Yoo JC 등 1984; Kim CJ 1988; Ruas-Madiedo P 등 2002). 그러나 아직 발효두유에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

      따라서 본 연구에서는 전통발효김치로부터 내산성과 내담즙성, 항균활성 등 프로바이오틱 활성이 우수한 신규 유산균을 분리하고, 이를 적용한 두유의 발효특성과 유기산 생성 등에 대한 평가를 통해 기능성이 높은 두유발효유 제조를 위한 기초자료로 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        유산균 분리용 시료는 재래시장에서 전통발효김치를 구매하여 사용하였으며, 두유는 고형분 함량 7.4%의 국내산 전두유(Hanmi, Korea)를 구입하여 사용하였다. 유산균 분리 및 증균용 배지는 MRS 배지(Difco, USA)와 BCP 배지(Eiken chemical Co., Ltd., Japan)를 사용하였으며, 항균활성 실험에는 MRS 배지 및 BL(Difco, USA) 배지를 사용하였고, 대조군 유산균은 상업균주인 Lactobacillus acidophilus CSLA(Culture systems, USA)를 사용하였다. 내산성과 내담즙성 실험에는 1N HCl(Daejung chemicals & metals, Korea)과 Bile salts (Oxoid, England)을 사용하였으며, 당발효 실험에는 API 50 CHL Kit(biomerieux, France)을 사용하였고, 유기산 표준품은 Sigma Aldrich(USA)로부터 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 유산균의 분리 및 선발
        김치시료 10 g씩을 멸균수에 25배 희석한 후 MRS(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 평판배지를 이용하여 37℃에서 48시간 동안 배양하고, 집락을 크게 형성하는 균락을 1차적으로 15 균락 분리하였다. 선별한 colony를 다시 BCP 평판배지에 획선 접종하여 젖산 생성으로 노란색을 형성하는 균락을 유산균으로 확인하였다. 젖산생성균으로 확인된 분리균 중 젖산생성능이 가장 우수한 2개의 colony를 선발한 후 대두단백질 커드 형성능을 확인하기 위하여 멸균두유에 분리균 배양액을 1%씩 접종하고, 37℃에서 8시간 동안 배양하면서 커드 형성상태를 실험하였다.

      

      
        3. 분리균주의 형태학적 분석 및 생장특성
        분리균주의 형태관찰은 MRS 평판배지에서 37℃, 24 hr동안 배양하고 crytstal violet으로 그람염색 한 다음 광학현미경(×1,000) 및 주사전자현미경(SEM)으로 관찰하였다. 주사전자현미경 관찰은 TM3030 plus(Hitachi, Japan)을 사용하였다. 분리균주를 MRS agar에 streaking하여 24시간 동안 증식시킨 후 단일 colony를 백금이로 취하여 slide glass에 균일하게 도포하였으며, 이를 SEM용 샘플 holder에 고정시켰다. 샘플 holder를 SEM에 위치시킨 후 진공상태를 형성하여 외부 공기를 차단시킨 다음, 저진공에서 15 kV로 imaging 하였다. 이미징 사이즈는 15,000∼30,000 배율로 형태를 관찰하였다. 생화학적 특성으로 catalase test를 실시하였으며, 단일 colony를 slide glass에 옮기고, 3% hydrogen peroxide(H202)를 피펫으로 1∼2 방울 떨어뜨려 기포 발생 유무를 관찰하였다. 최적생장온도는 분리균주를 BCP 평판배지에 획선 접종하고, 35℃와 45℃의 온도조건과 혐기 Jar를 이용한 aerobic 및 anaerobic 조건에서 배양하여 생장 유무를 확인하였다.

      

      
        4. 분리균주의 당분해 특성
        분리균주를 MRS agar에 접종하여 37℃에서 24시간 동안 배양한 다음 형성된 colony를 무균적으로 취하여 API 50CHL medium(Bio Meriex Co., Lyon, France)에 현탁하고, 이 현탁액을 API 50 CHL strip에 기포가 생기지 않도록 분주한 다음, 미네랄 오일을 적하하여 혐기조건을 형성하였으며, 37℃에서 48시간 동안 배양한 후, 각각의 당 이용 패턴을 확인하였다. 스트립의 판독은 각 튜브의 색변화로 negative(—), positive(+) 등으로 판정하였으며, API 50 CHL database를 이용하여 동정하였다.

      

      
        5. 분리균주의 16S rRNA 염기서열 분석
        분리균주의 동정은 16S rRNA gene 분석을 통하여 최종적으로 실시하였다. 선발균주는 MRS 액체배지에서 24시간 배양하여 genomic DNA를 추출 후 rRNA gene 증폭을 위하여 forward primer 27F(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3')와 reverse primer 1492R(5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')을 사용하였으며, 염기서열은 ABI PrismTM BigdyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit v3.1(Applied Biosystems, Foster, CA, USA)와 ABI 3730XL capillary DNA Sequencer(Applied Biosystems)를 사용하여 분석하였다. 염기서열 결정은 NCBI genebank에 등록된 염기서열 정보를 토대로 상동성을 비교하여 유전학적 동정을 실시하였으며, 염기서열 분석에 기초하여 phylogenetic tree를 나타내었다.

      

      
        6. 분리균주의 생장특성
        분리균주의 생장률을 확인하기 위해 균주의 증식정도를 pH 변화와 생균수로 측정하였다. 비교 균주로 상업균주인 Lactobacillus acidophilus CSLA을 구매하여 사용하였다. MRS broth에 각 균주를 접종한 후 37℃에서 12시간 동안 배양하면서 2시간 간격으로 시료를 취하고, Spectrophotometer(X-ma 1200, Human corporation, Korea)로 660 nm에서의 흡광도를 측정한 후 각 시간대별 시료를 MRS agar배지에 증식시켜 생균수를 확인하고 생육곡선을 작성하였으며, pH의 변화를 측정하였다.

      

      
        7. 분리균주의 내산성 및 내담즙성 측정
        내산성은 Clark PA 등(1993)의 방법을 응용하여 실시하였으며, 분리균주를 MRS broth에 접종하여 37℃에서 24시간 배양한 배양액을 1 N-HCl로 보정하여 만든 pH 3.0 MRS broth에 각각 107 CFU/mL 수준으로 접종하여 37℃에서 3시간 배양방법으로 테스트하였다. 또한 내담즙성은 Park SY 등(1996)의 방법에 준하여 시험하였으며, 분리균주 배양액을 0.3% bile salts(Oxoid, England)를 첨가한 MRS broth에 각각 접종하여 37℃에서 6시간 배양방법으로 테스트하였다. 각각 배양된 샘플을 멸균수에 십진 희석하고 1 mL 채취하여 MRS agar에 접종한 다음, 37℃에서 24시간 배양하여 생성된 콜로니를 계수하고, 초기 균수와 배양 후의 균수를 비교하여 산성 pH 및 염기성 pH에 대한 내성을 확인하였다.

      

      
        8. 분리균주의 병원성균 성장억제 효과
        분리균주의 항균활성 테스트는 paper disc 방법을 이용하여 Bacillus cereus ATCC27348, Listeria monocytogenes ATCC15313, Salmonella typhimurium ATCC14028, Escherichia coli KCCM32396, Staphylococcus aureus ATCC25923 등의 5개 병원성 미생물을 각각 tryptic soy broth에 접종한 뒤, 35℃에서 24시간 동안 배양한 후 시료로 사용하였다. 분리 유산균배양액은 MRS broth에 분리균주를 접종하여 37℃에서 12시간 동안 배양시킨 후 샘플로 사용하였으며, 비교 유산균으로 상업균주인 L. acidophilus CSLA를 동일한 방법으로 전배양하여 사용해 비교균주로 하였다. 각 피검균주를 MRS 배지와 BL 배지를 같은 비율로 혼합하여 만든 평판배지에 100 μL씩 유리막대로 고르게 도말한 다음, 멸균한 paper disc(ø8 × 1.5 mm, Toyo Roshi Kaisha Ltd., Japan)를 올려 각 유산균 배양액 샘플 50 μL를 적가하고, 37℃에서 48시간 동안 배양한 후 clear zone의 형성 여부를 확인하였다. 실험 결과는 저해환의 크기가 12 mm 초과(++), 12∼9 mm(+)와 9 mm미만(w)로 표시하였다.

      

      
        9. 두유발효유 제조
        고형분함량 7.4%의 전두유액을 95℃에서 10분간 가열살균하고 37℃로 냉각한 다음 유산균을 접종하였다. 유산균은 분리균주와 대조구로서 상업균주인 L. acidophilus CSLA를 106 CFU/mL 수준으로 접종하고, 37℃에서 12시간 동안 배양시켜 발효유를 제조한 후 4℃에서 저장하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        10. 발효두유의 pH 및 유산균수 측정
        발효 중 pH는 3시간 간격으로 시료를 취한 후 pH-meter(Orion 3 star plus, USA)를 이용하여 측정하였다. 유산균수의 측정은 시료를 멸균수로 10배 희석 방법을 이용하여 10—7 CFU/mL 수준으로 희석한 다음, BCP 평판배지에 도말한 후 37℃에서 48시간 동안 배양하고 생성된 colony를 log CFU/mL로 나타내었다.

      

      
        11. 발효두유의 유기산 정량
        유기산 정량은 건강기능식품공전 시험방법을 이용하여 UHPLC(UltiMate 3000, Thermo, USA)로 분석을 하였다. 표준품은 Acetic acid(99%), Citric acid(99.5%), Formic acid(95%), Lactic acid(85%)을 Sigma Aldrich(USA)에서 구입하여 사용하였다. 검량선 작성은 10 μg/mL의 표준용액을 증류수로 순차적으로 희석하여 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL 농도로 조제한 후 분석하여 크로마토그램피크의 면적에 대하여 농도별 검량선을 작성하였다. 발효유시료는 1 g을 정량하여 10배수의 증류수를 첨가한 후 1시간 동안 환류추출기(MS-EAMD 9404-06/1 L, Misung Scientific, Korea)를 이용하여 1회 가열 추출하여 0.45 μm syringe filter로 여과한 후 Table 1의 조건으로 분석하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Operating conditions of UHPLC for analyzing organic acids
          
          

        

        
          
            
              	Specification
              	Condition
            

          
          
            	Column
            	HYPERSSIL GOLD AQ C18 (5 μm, 250 × 4.6 mm), Thermo Fisher
          

          
            	Detector
            	DAD detector (210 nm)
          

          
            	Mobile phase
            	20 mM Na2SO4
          

          
            	Flow rate
            	0.8 mL/min.
          

          
            	Column temp.
            	40℃
          

          
            	Injection vol.
            	10 μL
          

          
            	Run time
            	20 min
          

        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 분리유산균의 형태 및 생화학적 특성
        재래식 전통김치로부터 유산균을 분리하였으며, 시료 10 g씩을 멸균수에 25배 희석한 후 MRS 평판배지를 이용하여 37℃에서 48시간 동안 배양하고, 집락을 크게 형성하는 균락을 1차 선발하여 15 colony를 순수분리 하였다. 분리한 colony들 중 BCP 평판배지에서 노란색 환을 크게 형성하는 젖산생성능이 가장 우수한 2개 균주(B19, B29)를 선발하고, 형태적, 생화학적 특성을 분석한 결과는 Table 2와 같았다. 현미경 관찰을 통해 rod 형태를 가지는 것을 확인하였고, 그람염색을 통해 그람(+)균임을 확인하였다. 또한, catalase test 결과, 음성 반응을 나타내었고, 45℃에서는 잘 증식하지 못한 반면 35℃에서 잘 증식하였으며, 산소 유무와 관계없이 잘 증식하는 통성혐기성균으로 확인하였다. 즉, 분리균주들은 전형적인 유산균이면서 중온성균의 특성을 보였다. Kim SK & Lim SD(2017)는 김치에서 분리한 L. plantarum K6을 MRS 배지에서 45℃ 및 15℃로 배양한 결과, 잘 생장하지 않는 것을 확인하고, 37℃에서 생장특성 실험을 실시하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Physiological characteristics of selected lactic acid bacteria
          
          

        

        
          
            
              	Strains
              	B19
              	B29
            

          
          
            	Morphology
            	rod
            	rod
          

          
            	Gram staining (+/-)
            	+
            	+
          

          
            	Catalase test (+/-)
            	-
            	-
          

          
            	Aerobic / anaerobic
            	+/+
            	+/+
          

          
            	Growth at 35℃
            	+
            	+
          

          
            	Growth at 45℃
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        2. 단백질 커드형성능이 우수한 유산균 선발
        분리균주의 대두단백질을 이용한 커드 형성능을 확인하기 위하여 고형분 함량 7.4%의 전두유에 MRS broth로 12시간 동안 증식시킨 배양액을 1%씩 접종하고, 37℃에서 8시간 동안 배양하면서 커드 형성상태를 실험한 결과 아래 Fig. 1과 같다. 분리균 중 두유단백질 커드 형성능은 B19균이 가장 단단한 굳기의 커드를 형성하였으며, B29균은 비교적 소프트한 커드를 형성하면서 상이한 형태를 보였다. Kim EA 등(2013)은 김치유래 유산균들을 이용하여 37℃에서 두유발효실험을 진행한 결과, 유기산 생성과 함께 단단한 커드를 형성하였으며, 이때 커드의 경도는 유산균 종류에 따라 다양한 형태를 보였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Photograph of curd formation by the strains(B19, B29) isolated from Kimchi of fermented soymilk at 37℃ for 8 hr.
          
          

          

        

      

      
        3. 분리유산균의 당분해 특성
        분리균주를 API 50 CHL medium에 현탁한 후 strip에 분주하여 37℃에서 48시간 동안 배양하였으며, 각 튜브의 색변화를 negative(—), positive(+)로 판정하고, API 50 CHL database를 이용하여 동정한 결과는 Table 3과 같다. 두 균주 모두 raffinose 및 lactose를 포함하여 양성 반응을 나타내는 것을 확인하였고, 각각 99.8% 및 99.9%의 상동성을 가지면서 Lactobacillus plantarum으로 동정되었다. Kim SK & Lim SD(2017)가 김치에서 분리한 L. plantarum K6은 raffinose 및 lactose를 발효하는 특성에서는 유사한 경향을 보였지만 Inulin, Rhamnose 및 L-Sorbose는 발효하지 않아 다소 차이를 보였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Carbohydrate utilization of B19 and B29 using the API 50 CHL system
          
          

        

        
          
            
              	Carbohydrate
              	Reaction
              	Carbohydrate
              	Reaction
            

            
              	B19
              	B29
              	B19
              	B29
            

          
          
            	Control
            	—1)
            	—
            	Esculin
            	+
            	+
          

          
            	Glycerol
            	—
            	—
            	Salicin
            	+
            	—
          

          
            	Erythritol
            	—
            	—
            	Cellobiose
            	+
            	+
          

          
            	D-Arabinose
            	—
            	—
            	Maltose
            	+
            	+
          

          
            	L-Arabinose
            	+
            	+
            	Lactose
            	+
            	+
          

          
            	Ribose
            	+
            	+
            	Melibiose
            	+
            	+
          

          
            	D-Xylose
            	—
            	—
            	Sucrose
            	+
            	+
          

          
            	L-Xylose
            	—
            	—
            	Trehalose
            	+
            	+
          

          
            	Adonitol
            	—
            	—
            	Inulin
            	+
            	—
          

          
            	Methyl-βD-xylopyranoside
            	—
            	—
            	Melezitose
            	+
            	+
          

          
            	D-Galactose
            	+
            	+
            	Raffinose
            	+
            	+
          

          
            	D-Glucose
            	+
            	+
            	Starch
            	—
            	—
          

          
            	D-Fructose
            	+
            	+
            	Glycogen
            	—
            	—
          

          
            	D-Mannose
            	+
            	+
            	Xylitol
            	—
            	—
          

          
            	L-Sorbose
            	+
            	—
            	Gentiobiose
            	—
            	—
          

          
            	Rhamnose
            	+
            	—
            	D-Turanose
            	+
            	+
          

          
            	Dulcitol
            	—
            	—
            	D-Lyxose
            	—
            	—
          

          
            	Inositol
            	—
            	—
            	D-Tagatose
            	—
            	—
          

          
            	Mannitol
            	+
            	+
            	D-Fucose
            	—
            	—
          

          
            	Sorbitol
            	+
            	+
            	L-Fucose
            	—
            	—
          

          
            	α-Methyl-D-mannoside
            	—
            	—
            	D-Arabitol
            	—
            	—
          

          
            	α-Methyl-D-glucoside
            	—
            	—
            	L-Arabitol
            	—
            	—
          

          
            	N-Acetyl-glucosamine
            	+
            	—
            	Gluconate
            	—
            	—
          

          
            	Amygdalin
            	+
            	—
            	2-Keto-gluconate
            	—
            	—
          

          
            	Arbutin
            	+
            	+
            	5-Keto-gluconate
            	—
            	—
          

        

        
          
            1) +, positive; —, negative.
          

        

        

      

      
        4. 분리 유산균의 DNA Sequence
        대두단백질의 커드형성능이 우수하고 당분해 반응에서 비교적 다양한 탄수화물의 분해능을 가진 B19를 최종 선발하였으며, 이의 정확한 동정을 위하여 16S rRNA gene분석을 통한 유전학적 동정을 실시하였다. 일반적으로 97% 이상으로 염기서열 상동성을 나타내는 균주들의 경우를 하나의 종으로 분류할 수 있는데, 분석 결과 99% 이상의 상동성을 가지는 Lactobacillus plantarum으로 동정되었다. 김치유래 유산균은 김치의 종류와 관계없이 Lactobacillus 속이 발효후기에 왕성하게 증식한다(Han HU 등 1990; Kim M & Chun J 2005). Phylogenetic tree는 Fig. 2와 같이 나타내었으며, 광학현미경 및 주사전자현미경(SEM) 관찰결과는 Fig. 3과 같이 Gram(+)의 단간균 형태로서 크기는 약 3 μm를 보였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequence of B19 isolated from Kimchi.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Micrographs of L. plantarum B19 isolated from Kimchi.
            (A) optical microscope, (B) SEM.

          
          

          

        

      

      
        5. L. plantarum B19의 생장특성
        분리 균주(B19)의 생장률을 확인하기 위해 MRS broth에서 37℃로 증식정도를 pH 변화(B)와 생균수(A)로 측정한 결과, Fig. 4와 같이 배양 6시간에서 10시간 사이에 대수증식기를 보였으며, 10시간 이후에는 증가세가 완만하여 정체기에 접어들고 있음을 알 수 있었다. 분리 균주(B19)와 대조균(L. acidophilus CSLA)의 생장 형태는 유사한 경향을 보여 분리균주(B19)가 대조군인 상업균주 L. acidophilus CSLA와 같이 우수한 생장능력이 있음을 확인할 수 있었다. 또한, pH의 변화는 분리균과 대조균이 생장곡선에 비례하여 6시간에서 10시간 사이에 급격한 저하를 보였고, 대수증식기 이후 pH 4.5수준을 보였다. Kim EA 등(2013)은 김치에서 분리한 L. sakei 383을 35℃에서 24시간 배양시 최적의 생장률을 보였다고 하였으며, Park JH(2011)는 동치미에서 분리한 L. sakei J4를 30℃ 조건으로 MRS배지에서 12시간 이상 배양시 최적의 생장을 보였다고 하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Kinetics of growth (A) and pH (B) during the cultivation of L. plantarum B19 and L. acidophilus CSLA in MRS broth at 37℃ for 12 hr.
          
          

          

        

      

      
        6. L. plantarum B19의 내산성 및 내담즙성
        내산성 확인은 pH 3.0 MRS broth에서 37℃, 3시간 배양방법으로 테스트하였으며, Table 4와 같이 초기균수 대비 86.0%의 생존률을 보였으며, 이는 일반적으로 pH 2.5∼3.5에서 90% 이상의 내산성으로 보이는 것으로 알려진 L. acidophilus 균종보다는 조금 낮은 수준이었지만, 거의 유사한 수준의 우수한 내산성을 보이는 것을 확인하였다. 일반적인 발효유는 pH 4.0 이상인 것을 고려할 때 분리 균주(B19)는 발효유 스타터로 사용이 적합한 것으로 판단되었다. pH 2.0에서 억제되지 않고 100%의 생존성을 보인 Kim SK & Lim SD(2017)의 결과보다는 낮은 수준이지만, pH 2.5에서 60∼80%의 생존율을 보인 것과 유사한 결과이다(Pennacchia C 등 2004).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Survival of Lactobacillus plantarum B19 in HCl solution (pH 3.0, 3 hr) and bile salts solution (0.3%, 6 hr)
          
          

        

        
          
            
              	Strain
              	Survival (%)
            

            
              	pH 3.0 / 3 hr
              	Bile salts 0.3% / 6 hr
            

          
          
            	L. plantarum B19
            	86.0%
            	108.0%
          

        

        

        내담즙성 확인은 0.3% bile salts를 첨가한 MRS broth에서 37℃, 6시간 배양방법으로 테스트 하였으며, 초기균수 대비 108.0%의 생존율을 나타냈다. 이는 Bile salts 0.3% 농도에서는 분리균주(B19)의 생장이 억제되지 않고 다소 증식이 가능하였음을 보인 것으로 매우 우수한 내담즙성을 나타내었다. Probiotics는 섭취 후 장내 소화기관들에서 분비되는 소화효소 등에 견딜 수 있는 내담즙성과 내산성이 우수하여 장내 생존력이 높아야 한다(Salminen S & Von Wright A 1998). 이를 통해 분리균주(B19)는 발효유 제조용으로 사용시 유산균의 장내 생존성을 높여주어 프로바이오틱 기능성을 향상시켜줄 수 있을 것으로 판단되었다.

      

      
        7. Lactobacillus plantarum B19의 항균활성
        분리 균주(B19)의 5개 병원성 미생물에 대한 항균활성 테스트는 paper disc agar diffusion method을 이용하여 clear zone의 형성 여부를 확인한 결과는 Table 5와 같다. 표에서와 같이 Salmonella typhimurium ATCC14028와 Listeria monocytogenes ATCC 15313에 대하여는 약 9 mm의 저해환을 형성하였으며, Staphylococcus aureus ATCC25923와 Escherichia coli KCCM32396은 약 8 mm로 비교적 약한 항균성을 보였으며, Bacillus cereus ATCC27348에 대하여는 약 13 mm로 우수한 저해능을 보였다. 시험한 5개 모두의 병원성 균주에 대해 항균 활성을 나타내었고, 포도상구균을 제외한 다른 4종의 병원성균에 대하여 모두 대조군인 L. acidophilus CSLA보다 우수한 항균특성을 보였다. 일반적으로 유산균은 젖산을 생성하여 산도를 낮춤으로써 병원성 세균의 생육을 억제하며, bacteriocin 등의 항균물질을 생성하여 항균작용을 나타내는 것으로 알려져 있다(Leroy F & De Vuyst L 2004; Kim MJ & Kim GR 2006). 따라서 본 발명의 항균 활성이 우수한 분리 균주(B19)는 생균제로 이용시 유해균의 증식을 억제하여 장내균총을 개선시키는 probiotic 효과를 기대할 수 있을 것으로 사료된다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Inhibition of pathogens by Lactobacillus plantarum B19 in TS agar
          
          

        

        
          
            
              	Pathogens
              	L. acidophilus CSLA
              	L. plantarum B19
            

          
          
            	S. typhimurium ATCC14028
            	w1)
            	+
          

          
            	B. cereus ATCC27348
            	+
            	++
          

          
            	L. monocytogenes ATCC15313
            	+
            	+
          

          
            	S. aureus ATCC25923
            	+
            	w
          

          
            	E. coli KCCM32396
            	w
            	w
          

        

        
          
            1) ++, > 12 mm; +, 9∼12 mm; w, < 9 mm.
          

        

        

      

      
        8. L. plantarum B19를 이용한 발효두유의 pH 및 생균수 변화
        두유발효유는 L. plantarum B19와 상업균주인 L. acidophilus CSLA를 각각 106 CFU/mL수준으로 접종한 후 37℃에서 15시간 동안 발효시켜서 두유발효유를 제조하였으며, 발효과정 중의 pH 및 유산균수 변화는 Fig. 5와 같다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Change of pH (A) and bacterial counts (B) of soy milk yogurt during fermentation at 37℃ for 15 hr with L. plantarum B19 and L. acidophilus CSLA.
          
          

          

        

        두유배지에서의 생장은 L. plantarum B19와 대조군 모두 MRS 배지에서의 생육에서와 유사한 형태로 배양 6∼9시간 사이에 가장 큰 폭의 pH 변화를 보이며 잘 생장하였고, 배양 15시간 후에는 각각 pH 4.43과 pH 4.12를 나타내었다. 생균수 또한 분리균과 대조군 모두에서 pH 저하 경향과 유사한 형태로 배양 6시간 이후 빠르게 증가하였고, 배양 15시간 후에는 1.1 × 109 CFU/mL와 1.6 × 109 CFU/mL를 나타내어 발효유뿐만 아니라, 농후발효유의 유산균수 기준인 1.0 × 108 CFU/mL에도 적합한 생장형태를 보였다. 김치 유래 분리균을 이용한 두유발효에서 pH가 3.9∼4.2를 나타낸 결과와 유사한 경향을 보였으며(Kim KO & Kim WH 1994; Kim JS 1996), 생균수에 있어서는 30℃에서 12시간 발효시 생균수가 8.71 × 108 CFU/mL를 보인 Jung MG 등(2016)의 발효두유 선행연구에서 보다는 높은 경향을 보였는데, 이는 균종 및 최적 배양온도 조건의 차이가 영향을 미친 것으로 사료된다.

      

      
        9. 발효두유의 유기산 정량
        분리유산균인 L. plantarum B19와 대조군인 L. acidophilus CSLA를 이용하여 37℃에서 12시간 동안 발효시켜 발효두유를 제조하고, HPLC를 이용하여 lactic acid, acetic acid, citric acid 및 formic acid 등의 유기산 함량을 측정한 결과는 Table 6과 같다. 표에서와 같이 분리유산균 및 대조군 모두에서 lactic acid의 생산량이 1,074 mg/100 g과 1,076 mg/100 g으로 다른 유기산에 비하여 크게 높은 생성량을 보였고, formic acid는 168 mg/100 g 및 284 mg/100 g을 생산하였고, citric acid는 113 mg/100 g과 111 mg/100 g을 각각 생산하였으며, acetic acid는 두 시료 모두에서 검출되지 않았다. 유산균에 의한 젖산 발효는 생성된 유기산에 의해 저장성을 높여주며, 섭취시 장내 유해미생물의 생장을 억제하고 유익균의 생장을 도와주는 장내 환경개선 효과를 줄 수 있다(Seo JG 등 2010). 분리유산균 L. plantarum B19는 두유발효에서 상업균주인 L. acidophilus CSLA와 매우 유사하면서 우수한 수준의 유기산 생성능력이 확인된 것으로 발효유용 스타터 및 probiotic으로서의 이용 가능성을 확인할 수 있었다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Contents of organic acids in soymilk yogurt fermented with L. plantarum B19 and L. acidophilus CSLA
            (Unit: mg/100 g)

          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Lactic acid
              	Citric acid
              	Formic acid
              	Acetic acid
            

          
          
            	L. plantarum B19
            	1,074
            	113
            	168
            	ND
          

          
            	L. acidophilus CSLA
            	1,076
            	111
            	284
            	ND
          

        

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구에서는 김치로부터 유산균을 분리 동정하여 특성을 확인하였고, 두유 발효 중 유기산 생성능을 확인하였다. 산생성이 우수한 15균락 중 두유액의 커드형성능이 우수한 2균주(B19, B29)를 임의로 선발하고, 형태 및 생화학적 특성과 당분해 특성 및 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 실시하였으며, 2개 균주 모두 중온성의 Lactobacillus plantarum으로 동정되었다. 분리균의 프로바이오틱 특성을 분석한 결과, 내산성은 86.0%, 내염기성은 108.0%의 우수한 내성을 나타내었으며, 항균활성은 5개 병원성 균주에 대하여 항균활성을 나타내었으며, 그중 Bacillus cereus에 대하여 가장 높은 항균작용을 보였다. 이중 프로바이오틱 활성이 우수한 L. plantarum B19균을 최종 선발하고 발효두유를 제조하였으며, 두유배지에서의 생육특성은 37℃에서 15시간 발효시켰을 때 생균수가 1.1 × 109 CFU/mL를 보였다. 유기산 분석결과는 lactic acid을 뚜렷하게 높게 생성하였으며, citric acid와 formic acid는 유사한 수준으로 생산하였다. 따라서 프로바이오틱 활성이 우수한 B19유산균의 발효두유 제조용 스타터로서 사용가능성을 확인하였으며, 또한 두유의 발효공정을 통해 유기산 생성량을 크게 높여줌으로써 건강기능적인 두유 가공품 제조를 위한 기초자료로서 활용 가능할 것으로 판단된다.
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