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Abstract

This study investigated the effect of electron beam (EB) treatment on the microbial reduction of dried laver (Porphyra 
tenera) and identified EB-resistant bacteria from the treated dried laver. After EB treatments of 4 kGy and 7 kGy, 
the numbers of total bacteria and EB-resistant bacteria were measured using tryptic soy agar and mannitol salt 
agar, respectively. The morphological and biochemical characteristics of each isolated EB-resistant bacteria were 
investigated and these bacteria were identified. Compared to the control (1.5±0.2)×106 CFU/g, the total bacterial 
number was significantly decreased to (5.4±0.5)×104 CFU/g and (1.1±0.6)×104 CFU/g after EB treatments of 4 
kGy and 7 kGy, respectively. With a higher EB dosage, the number of red colonies was almost same, whereas 
the number of yellow colonies was significantly decreased to (3.3±1.2)×103 CFU/g and 0 CFU/g for 4 kGy and 
7 kGy, respectively. All red and yellow colonies were gram-positive cocci, catalase-positive, and resistant to 3% 
and 5% NaCl media. From the 16S rDNA sequence analysis, yellow and red colonies were identified as either 
Micrococcus flavus or M. luteus, with 99% similarity for the yellow colonies, and Deinococcus proteolyticus and 
D. piscis, with 99% and 97% similarity for the red colonies, respectively.
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서 론
1)

김(Porphyra tenera)은 우리나라의 중요한 해조류 중 하

나로 미역, 다시마 다음으로 많이 생산되고 있으며, 30%

이상의 단백질과 1% 이하의 지방함량을 가지는 비타민과

무기질이 풍부한 알칼리 식품으로 필수아미노산, 비타민,
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식이섬유, 타우린 등이 다량 함유된 식품이다(1-3). 국내

김 생산량은 236천톤으로 가정(33%), 식당 및 외식업체

(39%), 급식(11%), 김밥 전문점(11%) 등에서 소비되고 있

으며특히외식산업의발달로인해그국내소비가증가하고

있는 추세이다(4,5). 또한 건강지향적인 소비자의 요구에

발맞추어 일본, 중국, 대만, 태국 등의 아시아를 비롯하여

서구권으로의 수출도 증가하는 추세이다(4). 마른 김은 세

척 및 이물질 제거, 선별, 그리고 건조 등 비교적 단순한

제조공정을거치면서해수및공기등에의해 1차오염되기

도하고비위생적인작업환경및제조공정에의해 2차오염

이 되기도 한다(6). 실제로 시중에 시판되는 김을 수거하여

검사 한 결과 6 log CFU/g 내외의 미생물이 보고되었으며
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(5), 마른 김에서 보고된 위해미생물로는 Bacillus속 4종,

Pseudomonas속 2종, Alcaligenes속 등과 방사선 저항균인

Micrococcus roseus 등이 보고되고 있다(7).

최근 들어 선진국에서는 김을 포함한 수산물이나 수산

가공 식품의 안전성에 대한 수입규제를 강화하면서 김의

균수 저감화를 위해서 열처리에 관한 연구가 진행되어 왔

다. Kang 등(8)은 김 표면에 직접적인 열처리를 통해 2~3

log CFU/g 정도의 저감화 효과를 보았으며, Lee 등(9)은

배소기를활용한열처리를통해 1~3 log CFU/g 정도의저감

화 효과를 보고하기도 하였으나 이들 열처리 과정만으로

마른 김에 존재하는 위해 미생물을 효과적으로 제거 할

수는 없었다. 따라서 마른 김의 미생물 수 저감화를 위한

방법으로방사선및전자선처리방법이논의되고있는실정

이다(7).

조사기술은 1981년 “Golden rule(10 kGy 이하의 선량으

로조사된식품은인체에무해하다)”로발표된이후식품산

업에폭넓게이용되고있으며, 비가열(non-thermal treatment)

처리를 통해서 식품의 영양 및 관능적인 품질의 변화를

최소화하면서도 살균·사멸 효과가 매우 뛰어난 미생물 제

어법으로 보고되고 있다(10). 현재 56개국에서 230여개의

품목이 허가되어있으며국내에서는 26개식품품목에대해

감마선과전자선조사가허가되어 있으며조사선량은처리

목적에 따라 0.15~10 kGy로 허가되어 있으며 김의 경우는

최대 7 kGy로 허가되어 있다(11). 특히 기존의 방사선(주로

감마선)과는 달리 전자를 빠른 속도로 가속시켜 방출되는

에너지를활용한전자선은전원에 의해서조절이가능하여

공정제어의 효율성, 신속·정확성, 에너지 효율성 측면에서

장점을가지고있으며무엇보다도소비자수용성등의측면

에서방사선에비해뛰어난장점을가지고있어식품으로의

적용이 활발히 연구되고 있는 실정이다(12,13). 하지만 전

자선의식품으로의적용은아직기초단계에머무르고있으

며특히마른김을대상으로하는연구는거의전무한상황

이다. 따라서 본 연구에서는 마른 김의 전자선조사를 통해

미생물 저감화 효과를확인하고 조사처리 후 생존한 전자

선 저항성균을 분리·동정하여 전자선 처리를 위한 기초자

료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 마른 김(수분함량 9~10%)은 전라남도 무

안에서 구입하였고, polyethylene 필름에 밀봉·포장한 후

전자선 조사 시료로 사용하였다.

전자선 조사 처리

전자선 조사는 electron beam accelerator(ELV-8, EB-Tech

Inc., Daejeon, Korea)를 이용하였으며 총 흡수선량이 4, 7

kGy가 되도록 조사하였으며, ceric cerous dosimeter를 사용

하여 흡수선량을 확인하였다.

전자선 조사 김의 총균수 및 전자선 저항성 세균 측정

전자선조사직후각조사선량에따라 2 g의김을취하여

멸균된 phosphate buffered saline(PBS, pH 7.4, Life

technologies Co., Grand Island, NY, USA) 400 mL를 넣고

stomacher(WS-400, Hansol Tech Co., Seoul, Korea)에서 300

rpm으로 3분간 균질화하였다. 현탁액을 십진법에 의해 희

석하여 tryptic soy agar(TSA, Difco Inc., Detroit, MI, USA)와

mannitol salt agar(MSA, Difco Inc., Detroit, MI, USA) 평판

배지에 각각 도말한 후 37℃에서 24시간 배양 후 형성된

군락수를계수하였다. TSA 배지는총균수의측정에사용하

였으며, MSA 배지는전자선저항성세균측정을위한선택

배지로 사용하였다. 군락 수는 25~250개 사이의 것을 계수

하였으며 그 결과는 CFU/g로 나타내었다.

그람염색 및 광학 현미경 관찰

무작위로 선별된 균주의 한 개 colony를 slide glass에

도포한후, 증류수를 slide glass에한방울떨어뜨린후열고

정시켰다. 여기에 crystal violet 용액을 2~3 방울 떨어뜨린

후 1분간 염색하였다. 염색된 시료를 증류수로 세척한 후

Lugol 용액을 2~3 방울 떨어뜨려 1분간 반응시킨 후 95%

ethanol 용액으로 탈색하였다. 최종적으로 safranin 용액으

로 1분간 대조 염색 후 광학 현미경(BX40, Olympus Inc.,

Tokyo, Japan)을통해세포의형태학적특성및그람염색성

을 관찰하였다.

Catalase test

선별된 균주의 colony를 slide glass에 도포한 후, 과산화

수소를한방울떨어뜨려기포가발생하면양성으로판정하

였고, 기포가 발생하지 않으면 음성으로 판정하였다.

내염성 검사

선별된 균주를 3%, 5%, 10%의 NaCl(Bio Basic Canada

Inc., Markham, Ontario, Canada)이 첨가된 TSA 배지에 배양

시킨 후, colony가 생성되면 양성으로 판정하였고, colony가

생성되지 않으면 음성으로 판정하였다.

전자선 저항성 균주의 분리 및 동정

4 kGy에서선별된붉은색및 노란색 colony와 7 kGy에서

선별된 붉은색 colony를 tryptic soy broth(TSB, Difco Inc.,

Detroit, MI, USA)에 접종하여 37℃에서 24시간 동안 배양

후, TSA에 획선 도말하여 단일 colony를 획득하였다. 단일

colony의 유전자 염기서열 분석은 primer 1492R을 사용하

여 솔젠트사(Solgent Co., Daejeon, Korea)에 의해 수행되었
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고 동정분석은 bioedit program(Ibis Biosciences, Carlsbad,

CA, USA)과 NCBI(National Center for Biotechnology

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의 BLAST 검색

프로그램을 활용하였다.

통계분석

모든 실험의 각 항목은 3회반복 실시하여 평균(mean)과

표준편차(SD)를 산출하였고, 통계처리는 SAS(9.2, SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA) program을 사용 하였으며,

유의성 검정은 분산분석(ANOVA) 후 p<0.05 수준에서

Duncan's multiple range test를 실시하였다.

결과 및 고찰

총균수 측정

전자선조사 후조사선량에따른마른 김의총균수변화

는 Fig. 1에나타내었으며, 전자선조사를하지않은대조구

의 총균수 (1.5±0.2)×10
6

CFU/g과 비교시, 전자선 조사 후

마른 김의 총균수는 4 kGy, 7 kGy에서 각각 (5.4±0.5)×104

CFU/g과 (1.1±0.6)×10
4

CFU/g으로 유의적으로 감소하였다

(p<0.05).

Fig. 1. The number of total bacteria using TSA after exposing to
various electron beam irradiation doses.

Means with different letters above bars are significantly different at p<0.05.

전자선 저항성 세균수 측정

MSA 배지에서는붉은색을띠는 colony와노란색을띠는

colony가 확인되었으며, 각 colony 총균수는 Fig. 2에나타내

었다. 전자선 조사를 하지 않은 대조구는 붉은색 colony와

노란색 colony가 각각 (2.1±1.2)×104 CFU/g와 (1.9±0.5)×104

CFU/g으로 계수되었으며, 두 그룹 간의 유의적인 차이는

없었다. 또한 4 kGy 조사 처리구에서는 붉은색 colony와

노란색 colony의 수가 (1.9±1.0)×104 CFU/g와 (3.3±1.2)×103

CFU/g으로각각나타났으며두그룹간에유의적인차이가

확인되었다(p<0.05). 7 kGy 조사 처리구에서는 붉은색

colony의 수는 (1.1±0.3)×104 CFU/g로대조구및 4 kGy 처리

구와 유의적인 차이를 보이지 않았으나, 노란색 colony는

0 CFU/g으로 급격하게 감소함을 알 수 있었다. 따라서, 붉

은색 colony는조사선량별유의적인차이가없었으나노란

색 colony는 민감하게 영향을 받아 저감화됨을 알 수 있었

다.

Fig. 2. The number of bacteria using MSA after exposing to various
electron beam irradiation doses.

Means with different letters above a bar are significantly different at p<0.05.

전자선 저항성 세균의 형태학적·생화학적 특성

MSA에서 붉은색 colony와 노란색 colony를 순수 분리하

여 그람 특성 및 형태학적 특성(Fig. 3)을 살펴보았다. 현미

경 관찰 결과 붉은색·노란색 colony 모두 구형이었으며,

그람염색결과모두양성임을알수있었다. 붉은색 colony

의 경우큰 집락을 형성하기보다는 2~10개의균주가 작은

군락을 형성하는 반면, 노란색 colony의 경우 많은 수의

균주가 다발성 집락을 형성하는 특성을 보여주었다. 배양

특성에 관한 고찰 결과(Table 1), 붉은색·노란색 colony모두

catalase test에서 양성반응을 나타내었으며, 3%와 5%의

NaCl 함유배지에서는 생육이 가능하나 10%의 NaCl 함유

배지에서는 생육이 불가능함을 알 수 있었다.

Fig. 3. Microscopic images of red colonies (A) and yellow colonies
(B) isolated from MSA plates.
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전자선 저항성 세균의 동정

MSA에서 순수 분리한 전자선 저항성 세균의 동정 결과

(Table 2), 4 kGy와 7 kGy의붉은색 colony는동일한 균주임

을 알 수 있었고, Deinococcus proteolyticus(99% 유사성)와

Deinococcus piscis(97% 유사성)로 확인되었다. 이에 비해

4 kGy의 노란색 colony는 Micrococcus flavus(99% 유사성)

와 Micrococcus luteus(99% 유사성)로 확인되었다.

Table 1. Morphological and biochemical characteristics of isolated electron beam-resistant bacteria

4 kGy 7 kGy

colony1 colony2 colony3 colony4 colony5 colony6 colony1 colony2 colony3

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci

Gram stain + + + + + + + + +

Catalase + + + + + + + + +

Pigment Red Red Red Yellow Yellow Yellow Red Red Red

NaCl 3% + + + + + + + + +

NaCl 5% + + + + + + + + +

NaCl 10% - - - - - - - - -

Table 2. Identification of isolated red and yellow colonies

E-beam
dosage Colony

Sequence
length (bp) Identified strains

Similarity
(%)

4 kGY

Red 1096
Deinococcus proteolyticus MRP 99%

Deinococcus piscis 3ax 97%

Yellow 1087

Micrococcus flavus PS5 99%

Micrococcus flavus LW4 99%

Micrococcus flavus cp-50 99%

Micrococcus flavus HAU-3 99%

Micrococcus luteus ZBGKL 99%

Micrococcus luteus NSM12 99%

Micrococcus luteus BGN4B-01d 99%

7 kGy Red 1096
Deinococcus proteolyticus MRP 99%

Deinococcus piscis 3ax 97%

요 약

본 연구에서는 김의 위생상 안전성 확보를 위해 전자선

조사선량에따른미생물의저감화효과를확인하고전자선

저항성 세균을 분리·동정하였다. 시중에서 시판되고 있는

건조 김에 4 kGy와 7 kGy 선량으로 전자선을 각각 조사한

후 총균수를 측정하였으며, 대조구 (1.5± 0.2)×10
6

CFU/g와

비교 시, (5.4±0.5)×104 CFU/g와 (1.1±0.6)×104 CFU/g로 각

각유의적으로감소함을알수있었다, 또한방사선저항성

세균의 수는 조사선량이 증가함에 따라 붉은색 colony수의

변화는 거의 없었으나 노란색 colony의 수는 유의적으로

감소하여 7 kGy에서는발견되지않음을알수있었다. 방사

선 저항성 세균을 순수 분리하여 형태학적·생화학적 특성

을살펴본결과붉은색과노란색 colony 모두구균의그람양

성이었으며 catalase test에서 양성반응을 나타내었고 3%와

5%의 NaCl 함유 배지에서 생육이 가능함을 알 수 있었다.

균주 동정 결과 붉은색 colony는 D. proteolyticus와 D. piscis

로, 노란색 colony는M. flavus와M. luteus로각각확인되었다.
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