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서   론

당장법(sugaring)을 적용한 생물재료의 삼출액이 식품 등 
여러 분야에 이용되고 있다. 당장법은 당의 삼투압을 이용하
여 생물 조직 내부의 물과 유용성분의 추출 및 미생물 생육을 
억제함과 동시에 감미를 부여하는 저장 방법으로 그 과정에 

발생하는 액상의 부분을 삼출액이라고 한다. 이것은 당절임 
삼출액(Park 등, 2020), 당침출액(Park 등, 2020), 식물발효액 
(Han 등, 2012), 발효 추출액(Kim 등, 2011), 청(Kim 등, 
2020), 효소식품(Kim 등, 2015; Lee와 Lee, 2001) 등 다양한 
이름으로 불리고 있다. 이 당장법에 의한 삼출액은 현재 식품
공전 중 농수산 가공식품류의 효소식품 항목에 해당할 수 있
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Abstract

Exudates were prepared using sucrose from the edible parts of sea tangle, aloe, onion, maesil (Prunus mume fruit) 
and kale. Changes in the amount of sugar and organic acid were investigated during 12-month storage of the exudates 
in hangari (a traditional Korean jar) and stainless-steel containers. Dominant lactic acid-producing bacteria were 
isolated and identified. Lactic acid was the major organic acid in the exudates of sea tangle, onion, and aloe, whereas 
citric acid and acetic acid were the major organic acids in maesil and kale exudates, respectively. In addition, it 
was confirmed that container type affected the composition of each exudate. Overall, the pH of these exudates decreased 
without any significant changes in acidity. As the storage time increased, viable bacterial counts decreased, and 
the number of acid-producing bacteria also decreased or disappeared. A total of 18 dominant species of lactic 
acid-producing bacteria were screened and classified into Lactobacillus homohiochii, Lactobacillus plantarum, and 
Bacillus megaterium based on 16S rRNA gene sequencing. Lactobacillus spp. showed high sugar tolerance and 
multiplied even at sucrose concentrations of 20-50%. Depending on the strain, these dominant bacteria hydrolyze 
sucrose to glucose and fructose, with lactic acid as the final product. The dominant type of lactic acid-producing 
bacteria differed depending on the type of sugaring exudate. Further research on the role of these microorganisms 
in the food industry, such as preparing exudates using bacterium as a starter material, is required.
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으나, 당장법과는 관계없이 일정량 이상의 조단백질과 효소
를 함유하는 등 규격 기준에 적합해야 하며, 그 외에도 제품
의 종류에 따라 발효 음료류 등에 포함될 수 있다.

제조하는 방법은 일반적으로 과일이나 채소 등의 생물성 
식품 재료에 동량의 당을 혼합하여 실온에서 저장하는 것이
다(Kim 등, 2013). 이 혼합물은 저장 기간이 증가함에 따라 
생물조직이 파괴되어 액즙의 형성 등 외관의 변화, 가스의 생
성, 질감이나 냄새, 그리고 색깔 변화 등 여러 면에서 대폭 
변하는데 이 과정을 발효로 표현하기도 한다. 따라서 이러한 
삼출액의 저장은 단지 식품의 가식 기간을 연장하는 의미의 
저장 외에 지속적으로 식품이 제조되는 과정을 포함한다. 한
편, 삼출액의 제조에는 보통 설탕이 사용되나, 올리고당(Kim 
등, 2011)이나 꿀(Kim 등, 2020)이 사용되기도 한다.

이러한 당장법에 따른 삼출액은 원료에 따라 그 기능성이 
다양하다. 대표적인 것이 다시마, 양파, 알로에, 매실, 케일 등
이다. 이들 원료 중 다시마는 항산화 효과, 항돌연변이, 항균 
활성 등의 생물학적 활성을 갖고 있다(Okai 등, 1993; Park 
등, 2009; Wang 등, 2006; Yoo 등, 2002). 또한, 양파는 지질
에 대한 항산화 효과(Bracco 등, 1981; Kwak 등, 2000), 항암
작용(Jeong 등, 2009), 항돌연변이 활성(Gwon 등, 1999), 혈
중 콜레스테롤 감소(Kim과 Chun, 1999), 고혈압 및 당뇨병
에 대한 효과(El-Demerdash 등, 2005; Yang 등, 2008) 등 중
요한 생리활성을 가지는 것으로 알려져 있다. 알로에는 항염
증 효과를 나타내며(Cho 등, 2006), 매실은 항산화 활성 
(Hwang 등, 2004; Park 등, 2002; Xia 등, 2010), 항균력(Ha 
등, 2006; Ko와 Yang, 2009), 항암 효과(Bae 등, 2000; Chuda 
등, 1999) 등이 있는 것으로 보고되었다. 케일은 발암 억제 
효과(Cheigh 등, 1998; Kim 등, 1999; Park, 등, 1992)와 항
암성(Hertog 등, 1992)이 알려져 있다. 

그러나 시판 당장법에 의한 이들 삼출액에 대하여는 명확
한 정의와 규격, 제조 기술의 과학화, 고품질 상품화, 식품의 
안전성 확보 등의 면에서 충족되지 못한 부분이 있어 고시형 
건강기능 식품 유형에서 제외되었다(Han 등, 2012). 따라서 
본 연구에서는 당장법에 의한 삼출액의 과학적인 이해를 위
해 다시마, 양파, 알로에, 매실 및 케일을 원료로 하여 설탕을 
이용한 당장법에 의한 삼출액을 만들고, 1년 동안 저장하는 
동안 주요 화학적 성분의 변화를 확인하고, 우점종 젖산 생성 
세균을 분리 및 동정하고, 이에 대한 미생물학적 특성을 조사
하였다. 또한, 전통적인 항아리 저장 방법을 대신하여 스텐리
스강 용기가 사용될 수 있는지도 알고자 하였다. 

재료 및 방법

당을 이용한 삼출액 제조

삼출액의 제조에는 ㈜건강을지키는사람들(나주, 전남)의 생

산 설비가 이용되었다. 다시마, 양파, 알로에, 매실, 케일을 시
중(광주광역시 각화동 농산물 도매시장)에서 구입하여 가식 
부위를 실험재료로 사용하였다. 각 원료를 깨끗이 씻고, 다시
마와 알로에 그리고 케일은 사전 절단작업을 거쳤다. 그리고 
모든 원료를 각각 롤러를 이용하여 약 2 mm 이하로 잘게 분
쇄하고, 설탕을 총량의 50%(w/w)가 되게 첨가하여 각각 유
약을 바르지 않은 항아리(180 L)와 스텐리스강 재질의 용기
(200 L)에 넣어 당장하였다. 저장 온도는 20-25℃, 습도는 
30±1%를 유지했다. 저장 기간 동안 주 2회 교반하였다. 당장 
개시 후 1, 2, 3, 6개월 그리고 12개월째에 75 mL의 각 시료
를 무균적으로 채취하여 즉시 실험하였다.

pH, 산도, 당 및 유기산 분석

pH는 시료액 20 mL에 대하여 pH meter(Model 520, 
Orion Research Inc., Boston, MA, USA)를 이용하여 측정하
였다. 총산도는 각 시료액 10 g에 증류수 100 mL를 가하여 
혼합한 후 0.1N-NaOH 용액으로 pH 8.3이 될 때까지 적정하
여 소비된 NaOH 용액의 양(mL)을 젖산 함량(%)으로 나타냈
다. 당(설탕, 포도당, 과당)과 유기산(구연산, 주석산, 호박산, 젖
산, 초산, 프로피온산)은 HPLC(Shimadzu LC-20AD, Shimadzu 
Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 분석하였다. 즉, 시료액은 
Sep-pak® plus C18 cartridges(Waters, Milford, MA, USA)로 
정제하여 20 µL를 30℃로 유지된 컬럼(Aminex HPX-87H, 
Bio.Rad laboratories)에 주입하였다. 이동상으로는 6.5mM 
H2SO4를 0.5 mL/min 유속으로 사용하였으며, 검출기는 당의 
분석에 RI 검출기(Shimadzu RID-10A), 유기산의 분석에는 
UV 검출기(Shimadzu SPD-20A, UV 210 nm)를 사용하였다.

세균수의 측정 및 젖산 생성 세균 분리

일반세균수의 측정은 식품공전에 수록된 PCA 배지를 사
용한 표준평판법으로 수행하였다. 젖산생성 세균은 20% 포도
당과 1% 탄산칼슘을 첨가한 MRS 한천(Difco Lab., Sparks, 
MD, USA) 배지를 사용하였다. 먼저 시료를 단계적으로 희
석하여 평판 표면에 도말법으로 접종한 후 30℃에서 7-10일
간 배양하였다. 그리고 배지 중에 투명 환을 형성하는 모든 
집락을 젖산생성 세균으로 선택하였으며, 순수분리를 위하여 
3회 계대 배양하였다. 젖산을 생성하는 우점종 세균은 희석 
배수를 높인 평판으로부터 선발하였다. 

균주 동정

탄수화물 대사에 의한 예비동정은 API 50 CH 키트
(BioMerieux, Marcy, l’Etoile, France)를 이용하였으며, 16S 
rRNA 유전자 염기서열 분석으로 최종적으로 확인하였다. 
16S rRNA 유전자의 증폭(Baker 등, 2003)은 콜로니 PCR을 
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사용하였다. 단일 colony로부터 1 toothpick 채취하여 PCR- 
premix(iNtRON Biotechnology, Korea)와 혼합한 후, bacteria
에 특이적인 primer(8F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'; 
1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3')를 사용하여 
94℃에서 30초간 변성, 55℃에서 30초간 결합, 72℃에서 50
초의 신장 조건으로 22 cycle을 행한 후 최종적으로 72℃에
서 10분간 DNA를 증폭시켰다. 증폭된 PCR 산물 크기를 1% 
agarose gel에서 확인한 후, ㈜Solgent에서 16S rRNA 유전자 
염기서열을 분석하였다.

각 미생물의 16S rRNA 염기서열에 대하여 GenBank data
base(NCBI database)를 통해 기존에 보고된 미생물의 유전자 
염기서열과 상동성을 비교하였다. 그리고 각 염기서열을 Bio
Edit Sequence Alignment Editor program(version 7.0.5; North 
Carolina State University, Raleigh, NC, www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html)의 ClustalW Multiple alignment로 Multiple 
Sequence Alignment한 후, MEGA 4.0을 사용하여 phylogenetic 
tree를 작성하였으며, 해당 분석은 neighbor-joining 알고리즘
을 사용하였다(Tamura 등, 2007). 

분리 균주의 생육 및 발효

농도별(0%, 10%, 20%, 30%, 40% 그리고 50%, w/w)로 
설탕을 첨가한 MRS 액체 배지 10 mL에 흡광도 값이 0.4가 
될 때까지 배양된 세균 배양액 10 μL를 각각 접종하여 30℃
에서 배양하면서 UV-Vis spectrophotometer(S-1100, Scinco, 
Seoul, Korea)를 이용하여 660 nm에서 24시간 간격으로 4일 
동안 측정하였다(Saitou와 Nei, 1987). 그리고 각 미생물이 4

일 동안 시료 중에 생육하면서 생산 또는 소비한 당과 유기산
의 함량을 HPLC를 이용하여 분석하였다.

통계처리

통계분석은 SPSS for Windows(version 17.0, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 이용하여 분산분석(ANOVA)과 Duncan
의 다중검정법(Duncan’s multiple range test)으로 시료 간의 
유의차를 검증하였다(p<0.05). 

 
결과 및 고찰

pH, 산도, 당 및 유기산 함량의 변화

식품 재료와 당을 동량으로 당장하면서 기간별 pH는 전체
적으로 점점 낮아졌으며, 이 경향은 저장 용기의 종류와는 관
계가 없었다(Fig. 1). 매실의 경우, 당장 6개월째에 다른 4종
류의 삼출액보다 현저히 낮은 값(2.90-2.99)을 나타내었다. 
당장 개시 후 1개월 만에 다시마의 경우(pH 4.55-4.59)를 제
외하고, 모두 pH 4 이하가 되었다. 이들 원재료의 pH는 각각 
다시마 5.78, 양파 5.84-6.18, 알로에 5.24, 매실 2.73, 케일 
5.24로 보고된 바 있다(Bae와 Kim, 2010; Kim 등, 2018; 
Muñoz 등, 2015; Noisopa 등, 2010; Oancea와 Draghici, 
2018). 그러므로, 본 연구에서 설정한 시료 최초 채취일인 당
장 1개월째에는 이미 삼출 과정이 상당 부분 진행되었을 것
으로 판단되었다. 모든 삼출액의 pH는 당장 6개월 이후에는 
안정적으로 낮은 값을 나타냈다. 다시마와 양파의 경우만 서
로 다른 통에 저장할 경우, 각각 스텐리스강 용기와 항아리에

Fig. 1. pH of exudates of sea tangle, onion, aloe, maesil, and kale stored in a Korean jar and stainless steel container.
(A), sea tangle; (B), onion; (C), aloe; (D), maesil, (E), kale.
Dotted line with open circle denotes the traditional Korean jar, hangari, and solid line with filled circle denotes stainless steel container. Storage 
temperature was 20-25℃. Data points are mean values of independent measurements in triplicate.
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서 pH가 더 낮았다. 따라서 추후 품질 검사를 바탕으로 하여 
시료에 따라 더 적절한 저장 용기의 선택이 가능할 것이다. 
이러한 pH의 감소는 시료에 따라 저장 초기에 내삼투압성을 
갖고 있으며, 산을 생성하는 미생물이 존재할 가능성이 있음
을 시사한다(Son 등, 2005). 그런데 매실 삼출액은 당장 초기
부터 pH 3.5에서 생육할 수 있는 젖산균마저 증식하기 어려
운 정도의 낮은 pH를 보였다(Song과 Jung, 2006). 일반적으
로 강산보다는 해리도가 낮은 유기산이 미생물에게는 더 치
명적이라고 알려져 있다(Warnecke와 Gill, 2005). 따라서 저
장 12개월째에 접어든 5종의 삼출액은 pH 3.5 정도로서 그 
저장성이 우수할 것으로 생각한다.

한편, 당장 기간별 총산도의 변화는 1개월 저장한 삼출액들
의 경우 산도(%)가 다시마(항아리: 0.36±0.15, 스텐리스강 용
기: 0.48±0.27), 양파(0.76±0.28, 0.73±0.08), 알로에(0.83±0.23, 
0.75±0.23), 매실(2.77±0.54, 3.29±0.74), 케일(1.02±1.05, 
1.49±0.31)로서 pH의 경우와는 달리 12개월까지 등락하는 
양상이었으나 유의미한 차이는 아니었다(data not shown).

당장 기간에 따라 삼출액 중에는 첨가된 이당류인 설탕의 
함량이 감소하는 대신 단당류인 포도당과 과당의 함량은 증
가하였다(Fig. 2). 이러한 설탕의 분해 속도는 삼출액 제조 원
료에 따라 다름을 알 수 있었다. 저장 2개월째에 다시마가 약 
30%의 설탕 농도를 보인 반면, 알로에와 양파는 거의 남아 
있지 않은 정도를 보여 빠르게 분해되었음을 알 수 있다. 설
탕은 산이나 효소에 의해 그 구성 당인 포도당과 과당으로 
가수분해된다. pH 감소 폭이 작은 다시마의 경우만 포도당 

농도 증가속도가 현저하게 작은 것으로 보아, 설탕의 분해에 
의한 포도당과 과당의 생산이 삼출액 중에서 산의 영향을 받
음을 알 수 있다. 대두와 유산발효 대두의 유리당을 분석한 
연구에서는 발효 후에 전체적인 유리당의 총량이 현저히 감
소하였는데, 이는 발효과정 중 미생물에 의해 당류가 영양원
으로 이용되었기 때문으로 보고하였다(Song과 Jung, 2006). 
본 실험에서는 설탕, 포도당 그리고 과당의 세 가지 당을 합
한 총 당의 함량이 당장 기간의 증가에 따라 크게 변화하지는 
않았다. 이는 당류가 미생물에 의해 다량 이용되지 않았음을 
시사하며, 설탕의 분해는 미생물 효소 작용보다는 유기산에 
의한 산 가수분해임을 보여준다. 그러나 저장 1개월째에 채
취한 시료의 pH가 매우 낮은 것으로 보았을 때 1개월 전까지
는 미생물이 당류를 분해하여 산을 생성했을 수 있다(Son 등, 
2005). 또한, 저장 용기에 따른 변화로는 특히 다시마의 경우, 
저장 초기에는 스텐리스강 용기의 경우보다 항아리 용기 중
의 설탕 분해가 적었으나, 3개월 이후에는 더 많은 양이 분해
되어 용기에 따른 영향이 관찰되었다(Fig. 2). 즉, 이러한 차
이가 나는 것은 항아리의 미세기공을 통한 공기의 출입과 관
련이 있다고 사료된다(Han 등, 2013).

당장 기간에 따른 유기산의 종류 및 함량은 삼출액 제조 
원료에 따라 다르게 나타났다(Fig. 3). 다시마의 경우, 구연산, 
주석산, 호박산, 젖산, 초산 그리고 프로피온산이 모두 검출
되었고, 저장 기간에 따라 감소 또는 증가하는 유기산의 종류
가 다름을 확인하였다. 저장 1개월 이후 삼출액 중의 유기산 
함량은 매실, 알로에, 양파의 경우 100 g 당 0.8-1 g 정도였

Fig. 2. Changes in sucrose, glucose, and fructose amounts in stored exudates of sea tangle, onion, aloe, maesil, and kale prepared using 
sugar. 
(A), sea tangle; (B), onion; (C), aloe; (D), maesil; (E), kale. 
Dotted line denotes the traditional Korean jar, hangari, and solid line with denotes a stainless steel container. Open square, filled square, and open 
circle represent sucrose, fructose, and glucose, respectively. Storage temperature was 20-25℃. Data points are mean values of independent measurements 
in trplicate. 
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다. 이와는 달리 다시마와 케일은 0.2 g의 낮은 값을 보였다. 
한편, 다시마, 양파, 알로에는 유기산 중 젖산이 가장 많았으
며 이 중에서 양파와 알로에는 항아리를 사용한 경우가 더 
많았다(Han 등, 2013). 한편, 매실 삼출액 중에는 구연산이 다
량 들어 있었으며, 케일은 전체적인 유기산의 함량은 적으나, 
그중에서 초산함량이 가장 많았다. 매실 삼출액 중의 높은 구
연산의 함량은 원재료에(Shin, 1995) 기인하나, 케일 중의 초
산은 원재료 중에는 함유되지 않아 삼출액 저장 중 생산된다
고 할 수 있다(Ayaz 등, 2006).

삼출액 중의 일반세균수와 우점종 젖산 생성 세균의 분리

삼출액 중의 일반세균수는 저장 기간이 늘어남에 따라 용
기와는 무관하게 감소하였다(Fig. 4). 저장 1개월 후부터는 다
시마의 107-108 CFU/mL를 제외하고, 다른 시료들은 103-106 
CFU/mL의 범위를 보였다. 모든 시료가 저장 3-6개월까지는 
일반세균수가 감소하였고, 이후 그 수준을 유지하였다. 특히 
매실의 경우에는 저장 6개월 이후에는 세균이 검출되지 않았
다. 이는 매실 중의 구연산이 갖는 세균 사멸 효과 때문일 수
도 있다. 따라서 삼출액의 저장 중에는 저장 1개월 이후에는 
미생물이 생육하는 양상을 보이지 않았으므로 이 기간의 변
화는 일반적인 발효과정이라고 할 수 없으며, 원재료 조직 중
의 효소와 미생물의 용균에 따른 균체 효소가 작용한 결과일 
수도 있다(Rice와 Bayles, 2008).

20% 포도당과 1% 탄산칼슘을 첨가한 MRS 한천배지를 이
용하여 삼출액 중의 젖산생성 세균을 분리하였을 때 5종의 삼
출액은 발효 1개월째에는 젖산생성 세균 수가 2×102-2×105 
CFU/mL 이하로 나타났다(Fig. 5). 그리고 저장 기간이 지남
에 따라 그 수가 점점 줄어들어 12개월째에는 2×101-1×102 
CFU/mL 이하가 되었다. 대상 우점종 미생물은 다시마 삼출
액에서 발효 2개월째에 2종, 알로에 삼출액에서 발효 1개월
째에 3종, 양파 삼출액 저장액에서는 발효 12개월째에 2종, 
그리고 케일 삼출액에서는 발효 3개월과 6개월째에 11종이 
분리되었으며, 매실 삼출액 저장액에서는 산을 생산하는 세
균을 검출할 수 없었다.

분리 균주의 동정

매실을 제외한 다시마, 양파, 알로에 그리고 케일 삼출액 
저장액에서 산 생성균으로서 선발된 총 18 균주의 염기서열
을 BioEdit Sequence Alignment Editor program의 ClustalW 
Multiple alignment를 이용하여 비교한 결과, 크게는 3개, 세
부적으로는 9개로 균주를 구분할 수 있었다(Table 1). 크게 
나누었을 때는 SS2-22와 SS2-29, AS1-10, AS1-15, AS1-21
과 양파와 케일에서 분리한 나머지 미생물로 나누어졌다. 일
단 SS2-22는 나머지 17 균주와 다른 염기서열을 가지고 있었
다. SS2-29와 AS1-10, 15, 21은 염기서열 하나만 달랐고, 양
파와 케일에서 분리된 13개의 미생물은 각각의 16S rRNA 염.

Fig. 3. Organic acid content in sugar exudates of sea tangle, onion, aloe, maesil, and kale during storage.
(A), sea tangle; (B), onion; (C), aloe; (D), maesil; (E), kale. 
Dotted line denotes the traditional Korean jar, hangari, and solid line denotes a stainless steel container. Open circle, lactic acid; c, citric acid; 
open triangle, acetic acid; filled square, tartaric acid; filled circle, succinic acid; filled diamond, propionic acid. 
Data points are mean±SE (n=3).
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Fig. 4. Viable bacterial counts of stored exudates of sea tangle, onion, aloe, maesil, and kale prepared using sugar. 
(A), sea tangle; (B), onion; (C), aloe; (D), maesil; (E), kale. 
Dotted line with open circle denotes the traditional Korean jar, hangari, and solid line with filled circle denotes a stainless steel container. Storage 
temperature was 20-25℃. Data points are mean±SE (n=3).

Fig. 5. Growth curves of isolated bacteria in MRS medium with added sucrose. 
(A)-(I) indicate isolated bacterial strains SS2-22, SS2-29, AS1-10, KJ3-19, KS3-2, KJ6-1, KJ6-2, KJ6-12, and KS6-2, respectively. MRS broth (■) 
and MRS broth with added sucrose (◆, 10%; ▲, 20%; ●, 30%; ×, 40%; ＊, 50%). Data points are mean±SE (n=3). 
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기서열이 작게는 4개, 많게는 9개가 달랐다(data not shown). 
이를 동정한 결과, Lactobacillus homohiochii. Lactobacillus 
plantarum 그리고 Bacillus megaterium으로 나타났으며, 99- 

100%의 유사성을 나타내었다. SS2-22 균주는 다시마 시료에
서 분리되었는데, L. homohiochii LMG 9478T와 가장 높은 
염기서열 유사성(% identity 99)을 나타내었다. 또, 다시마에

Table 1. Carbohydrate fermentation characteristics of acid-producing bacteria from exudates using sucrose by the API 50 CH kit

Carbohydrates | Strains SS2-
22

SS2-
29

AS1-10, 
1-15, 
1-21

KJ6-
3

KJ3-
3

KJ3-
19

KS3-
2

KJ6-
17

OJ12-
2

KJ6-
2

OS12-
1

KJ6-
6

KJ6-1, 
KS6-1

KJ6-
12

KS6-
2

B. 
mega-

terium1)

L. 
planta-
rum1)

D-Glucose, D-fructose + + + + + + + + + + + + + + + + +

N-Acetyl glucosamine, 
L-Arabinose, Arbutin, 
D-Cellobiose, 
Esculin ferric citrate, 
Gentiobiose, D-Maltose, 
D-Mannitol, D-Melibiose, 
D-Ribose, D-Saccharose 
(sucrose), Salicin, 
D-Trehalose 

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

Amidon (starch) - - - + + + + + + + + + + + + + -

Amygdalin - + + + + + + - + + - + + + + + +

D-Arabitol - + - - - - - - - - + - - - - - -

D-Galactose - + + + - + + + - + + + + + + + +

Glycerol - - - - + + + + + + + + + + + + -

Glycogen - - - + + + + + + + + + + + + + -

Inositol - - - - - - - - - - - + + + + + -

Inulin - + + - - - - - - - - - + + + + -

D-Lactose (bovine origin) - + + + + - - + - + + + - + + + +

D-Mannose - + + - - - - - - - - - - + - - +

D-Melezitose - - - - - + - - + + + + - - - - +

Methyl-α-D-mannopyranoside - - - - - - - - - - - - - - - - +

Potassium gluconate - + + - + - - - - - + - - - - - +

D-Raffinose - - - + + + + + + + + + + + + + +

D-Sorbitol - + + - - + - - - - + + - - - - +

D-Turanose - + + - + + + - + + + + + - + + +

D-Xylose - - - - - - + + + + + + + + + + -

D-Adonitol, D-Arabinose, 
L-Arabitol, Dulcitol, 
Erythritol, D-Fucose, 
L-Fucose, D-Lyxose, 
Methyl-α-D-glucopyranoside, 
Methyl-β-D-xylopyranoside, 
Potassium 2-ketogluconate, 
Potassium 5-ketogluconate, 
L-Rhamnose, L-Sorbose, 
D-Tagatose, Xylitol, 
L-Xylose

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

+: Positive, -: Negative.
1)The source of references is API Manual.
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서 분리된 SS2-29는 L. plantarum으로 확인되었다(% identity 
100). 알로에 시료 중의 AS1-10, AS1-15, AS1-21은 동정 결
과, 모두 L. plantarum인 것으로 나타났다. 양파 삼출액과 케
일에서 분리된 13개 균주는 B. megaterium에 속하였는데, 4
개의 균주(KJ3-19, KJ6-1, KJ6-2, KS6-2)가 % identity 99이
었으며, 그 외는 모두 100%를 나타냈다. B. megaterium은 젖
산을 생성할 수는 있지만, 젖산세균으로 분류되지 않고 있다. 
또한, 이들이 발견된 케일 삼출액 중의 산 조성도 젖산의 함
량이 아주 낮아, 비록 해당 삼출액 중에서 산 생성균으로 발
견되었지만 그 역할은 미미한 것으로 보인다.

따라서 산을 생성하는 우점종 세균은 삼출액 원료에 따라 다
른 것을 알 수 있다. 즉, 다시마 삼출액 중에는 L. homohiochii
와 L. plantarum, 알로에에는 L. plantarum, 양파와 케일의 경
우에는 B. megaterium이 우세하였다.

분리된 세균의 미생물의 탄수화물 이용 특성

5종의 삼출액으로부터 당장 기간에 따라 선발된 우점종 균주 
18종을 30℃에서 배양 및 순수 분리한 후 API system으로 탄소
원 이용성을 확인하였다. API 50CHL 배지 및 API 50CHB 배
지로 49종의 탄수화물 대사를 조사한 결과는 Table 1과 같다. 
L. homohiochii로 확인된 SS2-22는 49종의 탄소원 중에 D-포
도당과 D-과당만을 이용할 수 있어 다른 분리 미생물과는 확
연한 차이가 있었다. 따라서 이 세균은 다시마 삼출액 중에서 
설탕이 화학적인 방법으로 분해되어 생산되었거나, 원료 고
유의 포도당이나 과당만을 이용하여 생육할 수밖에 없다. L. 
plantarum으로 확인된 SS2-29, AS1-10, 15, 21은 49종의 탄
소원 중 공통적으로 L-arabinose를 비롯한 23종의 탄소원 이
용성을 가지고 있었으며, SS2-29만 D-arabitol에 양성반응을 나
타냈다. 특히 식물 조직을 구성하는 셀룰로스, 헤미셀룰로스, 
펙틴, 키틴질 등 다당류의 분해산물인 D-ribose, D-cellobiose, 
D-galactose, L-arabinose, N-acetylglucosamine, gluconate 등
을 이용하는 능력을 갖고 있어 삼출액 중에서 활발하게 생육 
및 발효한 것으로 보인다. B. megaterium으로 확인된 나머지 
13 균주는 21-27종의 탄소원을 이용할 수 있으며, 글리세롤, 
D-xylose 등 11가지 탄소원에 대해서는 그 이용 능력이 균주
마다 조금씩 차이가 있었다.

분리 균주의 생육 및 발효 특성

분리 동정된 균주의 발효 특성을 검토하기 위하여 이들의 
16S rRNA 염기서열의 phylogenetic tree를 바탕으로 하여 9
종으로 압축하였다(data not shown). 이 선발된 균주를 설탕 
농도를 달리한 배지에 각 균주를 4일간 생육시킨 후에 그 생
육 정도와 당의 함량, 그리고 유기산 함량의 변화를 조사하였
다(Fig. 5). 대조구로 사용한 MRS 액체 배지는 발효 전 상태

이지만, 소량의 포도당이 함유되어 있었다. 또, 유기산으로서 
소량의 구연산, 호박산, 젖산 그리고 초산이 함유된 것으로 조
사되었다(data not shown). 케일에서 분리한 B. megaterium의 
경우(6종), Lactobacillus sp.보다 낮은 생육도를 보였다. 각 
균주는 50% 설탕 함유 배지를 제외한 모든 배지에서 생육하
였다(Fig. 5). 특히 분리된 L. plantarum이 잘 생육하여 이 균
주가 내삼투압성이 큼을 알 수 있었다(Fig. 5(B), 5(C)). L. 
homohiochii SS2-22는 설탕 함량이 50%인 경우 4일 동안에
는 전혀 생육하지 않았다. 이는 이 미생물이 설탕을 이용하지 
못하는 위 실험결과와 일치한다. B. megaterium 균주들은 생
육 양상이 서로 유사하였다. 그러나 Lactobacillus 속의 종류
들보다는 생육 정도가 낮지만 4일 동안 모든 당 농도에서 꾸
준한 생육 양상을 나타냈다. 그리고 설탕의 함량은 첨가한 농
도별로 다르게 나타났다(Fig. 6). 당 농도 중 20-40%일 경우 
설탕의 분해와 포도당과 과당 증가가 큰 것을 알 수 있다. B. 
megaterium 균주들에 의한 발효의 경우 포도당과 과당의 생산 
능력이 Lactobacillus의 경우보다 컸다. 이들 균주에 의한 주된 
유기산 생성은 젖산과 초산의 생성에 있어서 Lactobacillus가 
Bacillus보다 10배 정도로 많음을 알 수 있다(Fig. 7). 그러나 
L. homohiochii SS2-22는 40% 이상의 설탕 조건에서는 젖산
이 거의 생산되지 않았다. 이는 Fig. 2에서 확인된 것처럼 
40-50%의 설탕 농도에서 잘 생육하지 못하기 때문으로 보인
다. 모든 당 농도 조건에서 젖산을 잘 생산하는 균주는 L. 
plantarum이었다. 초산의 경우 모든 균주에서 100 mL당 0.3 
g 정도로 일정하게 생산됨을 알 수 있었다. 

다시마와 양파, 그리고 알로에, 매실 및 케일을 재료로 하
여 설탕을 사용한 당 삼출액을 각각 만들고, 이것을 1-12개월
간 저장 후 당과 유기산을 분석하였다. 그리고, 산을 생성하
는 세균을 분리하여 동정하였다. 저장 기간 동안 모든 삼출액
의 pH는 낮아졌다. 설탕은 분해 및 감소되었지만, 포도당과 
과당 함량이 늘어나서 전체적으로 당의 함량에는 큰 변화가 
없었다. 주요 유기산은 젖산, 구연산, 초산이었으며, 그 양은 
삼출액에 따라 달랐다. 또한, 항아리와 스테인리스강 용기를 
비교할 때 시료의 종류에 따라 산의 종류별 생성도가 다름이 
확인되었다. 이는 삼출액 최종제품의 기호도 향상 조건에 용
기의 선택이 고려사항이 될 수 있음을 의미한다. 일반 세균과 
젖산 생성 세균의 수는 저장 기간이 길어짐에 따라 감소하였
으며, 그 폭은 삼출액의 종류마다 달랐다. 젖산세균으로서 L. 
homohiochii SS2-22, L. plantarum SS2-29를 분리 및 동정하
였으며, 이들 균주는 고농도의 당에서 생육할 수 있으며, 또한 
다량의 젖산을 생산함을 알 수 있었다. 이러한 연구 결과는 
당을 이용한 삼출액을 제조하는 식품산업을 과학적으로 발전
시키는 데 도움이 될 수 있을 것으로 사료된다.
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요   약

다시마, 양파, 알로에, 매실 그리고 케일의 가식 부분을 대
상으로 하여 설탕을 사용한 당장법으로 삼출액을 제조하고, 
이를 제조 1개월 후부터 1년까지 항아리와 스테인리스강 용
기에 저장하면서 기간별로 당분과 유기산 함량의 변화를 조
사하고, 젖산을 생성하는 우점종 세균을 분리 및 동정하였다. 
양파와 알로에 삼출액은 젖산 음료에 해당하며, 다시마의 경
우 젖산과 초산이 함유되어 있었다. 케일 삼출액 중의 주된 
유기산은 초산이었고, 매실액은 구연산 함량이 높았다. 또한, 
용기가 삼출물의 종류에 따라 그 삼출물의 조성에도 영향을 
미치는 것을 확인하였다. 삼출액의 pH는 전반적으로 낮아졌

으며, 일반세균수와 젖산 생성 세균수는 저장 기간이 늘어남
에 따라 점점 감소하거나 검출되지 않았다. 세균수는 매실 삼
출액의 경우에만 측정되지 않았으며, 모두 18종의 우점종 젖
산생성 세균이 확인되었다. 16S rRNA 유전자 염기서열을 확
인한 결과, 이들 미생물은 모두 L. homohiochii, L. plantarum 
그리고 B. megaterium 속으로 분류되었다. 이 중에서 염기서
열이 서로 다른 9종의 미생물을 설탕 첨가 배지에서 4일 동
안 배양한 결과, 10% 이하의 조건에서 모두 잘 자랐으며, 특
히 Lactobacillus 속은 내당성이 커서 20-50%의 높은 당 농
도에서도 생육하였다. 이들은 종에 따라 차이는 있지만, 설탕
을 포도당과 과당으로 가수분해하며, 젖산을 발효 생산하였
다. 우점종 젖산 생성 세균이 삼출액의 종류에 따라 서로 다

Fig. 6. Changes in sucrose, glucose, and fructose amounts in MRS broth with added sucrose fermented by isolated bacterial strains.
(A)-(I) represent the isolated bacterial strains SS2-22, SS2-29, AS1-10, KJ3-19, KS3-2, KJ6-1, KJ6-2, KJ6-12, and KS6-2, respectively. Sucrose 
concentrations were 0, 10, 20, 30, 40, and 50% (w/w). Filled circle (●), sucrose; filled square (■), glucose; open circle (○), fructose. Fermentation 
period was 4 days. Data points are mean values±SE (n=3). 
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름도 확인하였다. 이 연구 결과는 이들 미생물을 스타터로 하
여 당장법에 따른 삼출액을 제조하는 등 식품산업에 응용될 
수 있을 것이다.
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