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Abstract

This study was conducted to investigate effect of psychrotrophic bacteria on the quality of raw milk. Acinetobacter geno-

mospecies 10 was selected as lipolytic species, and Serratia liquefaciens as proteolytic species. Lipase present in inoculated

raw milk with Acinetobacter genomospecies 10 did not affect total solid and fat contents. However, the free fatty acid (FFA)

content, especially short chain FFAs, of milk with Acinetobacter genomospecies 10 was dramatically increased. FFAs pro-

duced by lipolysis of milk fat are important in flavor of dairy products, excessive lipolysis occurring in milk and dairy prod-

ucts could cause off-flavor, and produced FFAs may have an underiable effect on their flavor. In addition, protease influenced

the quality of inoculated raw milk with Serratia liquefaciens. In degradation patterns of casein by SDS-PAGE analysis from

inoculatred raw milk with Serratia liquefaciens, casein content was gradually decreased during storage at 4oC, and extensive

degradation of κ-casein was observed on the storage day of 13. The free amino acids such as leucine, valine, arginine, and

tyrosine were dramatically increased, which causes bitter taste in raw milk. These excessive peptides in dairy products, pro-

duced by psychrotrophic bacteria, can be possible to develop off-flavors and be responsible for gelling of milk by degrada-

tion.

Key words: psychrotrophic bacteria, lipase, protease, free fatty acid, free amino acid

서 론

집유과정에서 내냉성 미생물에 오염된 원유는 공장에서

저온저장 중 내냉성 미생물의 증식으로 인하여 유제품의

품질이 저하되는 주요한 원인이 되고 있다. 내냉성 미생물

은 살균처리과정에서 대부분 사멸하지만 생성된 내열성 효

소는 활력을 유지할 수 있으며, 제품의 제조 이후에도 우

유단백질과 지질을분해하여 off-flavor, bitter taste 및 ranci-

dity 등의 좋지 않은 풍미를 생성하고 원유와 유제품의 보

존성을 저하시킨다(Rowe et al., 2001). 내냉성 미생물과 원

유의 품질과의 상관관계에 관한 연구는 현재까지 지속적으

로 활발하게 연구되고 있는데, 대량생산된 원유로부터 분

리한 저온성 미생물의 46%가 Pseudomonas 속이며, 그 중

77%는 지방을 분해하고 85%는 케이신을 분해한다고 보고

하였다(Bockelmann, 1970). 내냉성 미생물이 생산하는 지

방분해효소는 유지방을 분해하여 유리지방산을 생성하며,

지나친 지방의 분해는 원유와 유제품의 rancidity를 초래한

다. Kosikowski와 Iwaski(1975)는 원유 내 P. fluorescens가

생성한 지방분해효소는 치즈 제조 후에도 잔존하여 중쇄지

방산(medium chain fatty acids)을 유리시켜 심각한 off-flavor

를 발생시키고, P. fluorescens가 생성한 단백질분해효소는

κ-casein을 분해하여 para-κ-casein의 생성에 의해 멸균유의

gel화를 초래하며, 유단백질에서 유래된 쓴맛아미노산들에

의하여 bitterness와 off-flavor 현상을 나타낸다고 보고하였

다. Chung(2000)은 내냉성 미생물이 생산하는 단백질 분해

효소를 첨가한 원유로 제조한 Cheddar cheese의 숙성기간

중 쓴맛아미노산의 급격한 증가에 따른 관능상의 bitterness

증가를 보고하였으며, 또한 Alcaligenes metalcaligenes와
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Pseudomonas viscose는 Cottage cheese의 점질막을 형성하

여 유제품의 변패에 관여한다고 보고하였다.

본 연구는 오염된 내냉성 미생물이 원유의 품질에 미치

는 영향을 연구하기 위하여 지방분해효소와 단백질분해효

소의 활성이 높은 균주로 선발된 균주를 원유에 접종하여

저장 중 원유의 품질에 미치는 영향을 조사하는 데 있다.

재료 및 방법

내냉성 미생물의 배양과 세균수의 측정

내냉성 미생물이 원유에 미치는 영향을 조사하기 위해서

균을 접종하지 않은 대조군과 지방분해효소활성이 높은 균

주로 선발된 Acinetobacter genomospecies 10과 단백질분해

효소활성이 높은 균주로 선발된 Serratia liquefaciens(Shin

et al., 2013)를 원유에 접종하였다. 원유의 균질은 수행하지

않고 75oC에서 15초간 살균하였고, Acinetobacter genomo-

species 10은 5.00 Log CFU/mL의 농도로 접종하였으며,

Serratia liquefaciens는 2.00 Log CFU/mL와 5.00 Log CFU/

mL의 농도로 접종한 후 4oC에서 냉장저장하면서 실험을

수행하였다. 원유 내 일반세균수 측정(Wehr and Frank, 2004)

은 접종 0일, 3일, 5일, 7일 및 10일에 실시하였다.

일반 성분의 분석

원유의 수분, 조지방 및 조단백질 함량 분석은 식품공전

(식품의약품안전처, 2010)의 일반성분시험법에 따라 수행하

였다. 원유 내 수분, 조지방 및 조단백질 측정은 접종 0일

차와 14일차에 실시하였다.

유리지방산의 분석

유리지방산의 분석은 De Jong과 Badings(1990)의 방법을

변형하여 FFAP column(50 m × 0.25 mm, 0.25 µm)이 장착된

Agilent model 6890 GC-FID(Agilent, USA)을 사용하였다.

Carrier gas(nitrogen)의 유속은 2 mL/min이고, 오븐 온도는

최초 65oC에서 분당 10oC로 높이고 240oC까지 승온시켜 분

석하였다. 검출기의 온도는 250oC, 주입구의 온도는 260oC

로 조정하여 사용하였다. 유리지방산 분석을 위한 전처리

는 균질화된 시료 1 g을 칭량한 후 3 g anhydrous Na
2
SO

4
와

0.3 mL H
2
SO

4
(2.5 mol/L)와 1.0 mL 표준물질용액을 첨가하

였다. 내부표준물질은 enantic acid(C7:0)와 margaric acid

(C17:0)를 사용하였다. 혼합액은 3 mL의 ether/heptane(1:1,

v/v) 용액으로 추출하여 2,500 rpm에서 5분 동안 원심분리

하여 상징액을 취하였다. 유리지방산의 분리는 anion-exchange

method를 사용하였고, aminopropyl column(Waters, USA)은

10 mL의 heptane으로 활성화시켜 사용하였다. 추출액에 존

재하는 중성지질을 제거하기 위하여 10 mL의 chloroform:2-

propanol(2:1, v/v)로 용출시켰으며, 2% formic acid가 포함

된 diethyl ether 2.5 mL로 용출한 것을 최종시험용액으로

사용하였다. 원유 내 유리지방산의 분석은 접종 0일, 7일

및 14일에 실시하였고, 최종시험용액은 1 µL 주입하여 유

리지방산을 정량하였다.

SDS-PAGE

SDS-PAGE는 Laemmli의 방법(1970)을 변형하여 실시하

였다. Gel의 구성은 15%의 resolving gel과 4%의 stacking

gel로 사용하였고, 각 lane별로 단백질 20 µg씩 첨가하였다.

단백질 정량은 BCA protein assay kit(Thermo Fisher sci-

entific, USA)를 사용하여 실시하였으며, 표준곡선은 bovine

serum albumin으로 작성하였다. SDS-PAGE용 시료는 62.5

mMTris-HCl(pH 6.8), 2% SDS, 25% glycerol, 0.01% bro-

mophenol blue를 함유한 Laemmli sample buffer(Bio-Rad,

USA)와 β-mercaptoethanol (Bio-Rad, USA)을 함께 혼합하

여 100oC에서 5분 동안 가온하여 준비하였다. SDS-PAGE

는 mini-PROTEIN Tetra Cell(Bio-Rad, USA)을 이용하여

70 V로 전류를 흘려주어 실시하였으며, SDS-PAGE가 끝난

gel은 Coomassie Brilliant Blue R-250(Bio-Rad, USA)으로

염색하여 밴드를 확인하였다.

유리아미노산의 분석

단백질 분해효소활성이 높은 Serratia liquefaciens를 5.00

Log CFU/mL의 농도로 접종한 후 4oC에서 냉장저장하면서

실험을 수행하였다.

유리아미노산의 전처리는 AQC-precolumn derivatization 방

법(Hong, 1994)으로 실시하였으며, HPLC-FLD(Waters, USA)

와 Waters AccQ. Tag amino acid analyzing column(Nova-

Pak C
18

,150 mm × 3.9 mm, 4 µL)을 장착하여 분석하였다.

분석한 아미노산의 종류는 aspartic acid(Asp), serine(Ser),

glutamic acid(Glu), glycine(Gly), histidine(His), arginine

(Arg), threo-nine(Thr), alanine(Ala), proline(Pro), cysteine

(Cys), tyrosine(Tyr), valine(Val), methionine(Met), lysine

(Lys), isoleucine(Ile), leucine(Leu) 및 phenylalanine(Phe)로

17종의 아미노산을 분석하였으며, 아미노산 표준물질로

hydrolysate standard(Waters, USA)와 내부표준물질인 amino-

butyric acid를 사용하여 유리아미노산을 정량하였다. 표준

시료용액은 아미노산 표준용액(Waters, USA) 40 µL를 취하

여 3차증류수 960 µL를 첨가하여 사용하였으며, 내부표준

용액(internal standard)은 gamma-aminobutyric acid(Sigma,

USA)를 0.1 M HCl에 2.5 mM의 농도로 첨가하여 조제하였

다. 시료의 유도체화는 6-aminoquinolyl-N-hydroxy succini-

midylcarbamate(AQC), 0.2 M borate buffer 및 DNA-grade

acetonitrile로 구성된 유도체화시약 kit(Waters, USA)를 사

용하였으며, 유도체시약인 AQC는 acetonitrile을 첨가한 후

55oC에서 10분 동안 가열하며 용해하여 사용하였다. 표준

용액의 유도체화는 내부표준용액 40 µL와 아미노산 표준용

액 40 µL에 물 920 µL를 첨가한 용액을 10 µL 취하여 0.2 M
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borate buffer 70 µL를 첨가한 후 수 초간 잘 혼합하고 여

기에 AQC용액 20 µL를 첨가한 후 실온에서 1분 동안 방치

하고, 55oC에서 10분 동안 가열하여 유도체화한 후 표준용

액으로 하였다. 시료의 전처리는 시료 0.5 g에 증류수 5 mL

를 첨가한 후 혼합액에 1 g의 sulphosalicylic acid(Sigma,

USA)를 첨가하고 100oC에서 30분 동안 가열하였다. 이후

3,500 g로 15분 동안 원심분리하고 그 상징액을 0.45 µm

membrane filter(Pall corporation, USA)로 여과한 후 감압농

축하여 1 mL의 0.1 N HCl에 녹인 시험용액을 표준용액과

동일한 방법으로 유도체화하였다. 원유 내 유리아미노산 분

석은 접종 0일, 7일 및 14일에 실시하였다.

통계분석

본 실험은 3반복으로 수행하였으며 실험결과는 SAS 프

로그램(2010)을 이용하여 분산분석을 실시하고 Duncan의

다중검정법을 통해 5% 수준에서 처리구 평균값 간의 유의

성을 검증하였다.

결과 및 고찰

내냉성 미생물의 지방분해효소가 원유의 품질에 미치는

영향

일반
 

성분

선발된 균주(Shin et al., 2013)인 Acinetobacter genomo-

species 10을 접종한 원유와 접종하지 않은 원유의 총 고형

분과 유지방의 함량은 Table 1에 나타내었다. 접종 0일에는

원유의 총 고형분 함량은 12.20%이었으며, 접종 후 14일에

12.45%로서 유의적인 함량 차이가 없는 것으로 나타났다.

유지방의 함량 또한 접종 후 0일에 3.79%이었으며, 접종

후 14일에 3.67%로서 유의적 차이가 없었다. 대조구 역시

접종한 원유와 동일한 경향의 함량 변화를 나타내었다. 따

라서 Acinetobacter genomospecies 10은 14일의 냉장보관 중

일반 성분의 변화에는 영향을 주지 않는 것으로 판단된다.

일반
 

세균수

지방분해효소의 활성이 높은 Acinetobacter genomospecies

10을 살균한 원유에 5.00 Log CFU/mL로 접종하여 냉장보

관하는 동안 일반 세균수의 변화를 나타낸 것은 Fig. 1과

같다. 접종 후 냉장보관 3일, 5일 및 7일차 원유에서 각각

5.86 Log CFU/mL, 6.48 Log CFU/mL 및 7.44 Log CFU/

mL로 점점 증가하는 경향을 나타내었고, 냉장보관 10일째

원유에서는 7.42 Log CFU/mL로 7일차 원유에 비해 큰 변

화는 관찰되지 않았다. Sasano 등(1977)은 원유에서 분리한

내냉성미생물인 Pseudomonas A, Pseudomonas B, Flavo-

bacterium, Klebsiella를 케이신마이셀용액에 배양하였는데,

그 결과 배양 3일째 6-7 Log CFU/mL로 증식하였고, 5일째

는 8 Log CFU/mL로, 10일째는 9 Log CFU/mL까지 증가하

였다. 이는 본 연구에서 원유에 접종한 Acinetobacter genomo-

species 10의 균수 결과보다는 높은 것으로 보고하였는데

이는 내냉성 미생물의 종류가 다르기 때문으로 판단된다.

유리지방산

Acinetobacter genomospecies 10을 접종한 원유와 접종하

지 않은 대조구의 유리지방산 함량은 Table 2와 같다. 생성

된 개별 지방산의 특성을 확인하기 위하여 short-chain free

fatty acids(SCFFA, C4:0-C8:0), medium-chain free fatty

acids(MCFFA, C10:0-C12:0) 및 long-chain free fatty acids

(LCFFA, C14:0-C18:2)로 구분하여 나타내었다. Acinetobac-

ter genomospecies 10의 접종에 따른 냉장보관기간 중 원유

내 유지방 함량의 변화는 없었던 반면, 이로부터 생성된 지

방분해효소의 활성으로 인하여 지방산의 조성은 크게 변화

하는 것을 확인하였다. 최초 내냉성 미생물의 접종 후 유리

지방산(C4:0-C18:2)의 함량은 163.7 mg/kg이었으며, 냉장저

장 7일 후에는 185.6 mg/kg으로 증가하였다. 분석종료시점

인 14일째의 총 유리지방산은 454.9 mg/kg으로서 냉장저장

7일 이후 약 2.5배 증가하였다. 총 14일의 냉장저장기간 중

SCFFA는 15.8 mg/kg에서 59.1 mg/kg으로 3.7배가 증가하여

가장 높은 증가율을 나타냈으며, MCFFA는 14.0 mg/kg에서

33.1 mg/kg으로 2.4배가 증가하였으며, LCFFA는 133.9 mg/

Table 1. Compositional concentrations of inoculated raw milk

Composition (%) 0 day 14 days

Control

Total solid 12.25±0.18a 12.43±0.07a

Fat 3.79±0.13a 3.66±0.20b

Protein 3.19±0.38a 3.17±1.05a

Sample

Total solid 12.20±0.09a 12.45±0.05a

Fat (5.0 log

CFU/mL)
3.79±0.38a 3.67±0.63b

Protein (5.0 log

CFU/mL)
3.20±1.01a 3.18±0.60a

a,bMeans with different superscripts within same rows are signifi-

cantly different, p<0.05.

Values were expressed as mean±standard deviation(S.D.)(n=3).

Fig. 1. Total bacterial counts from inoculated raw milk with

Acinetobacter genomospecies 10 during storage at 4oC.
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kg에서 362.8 mg/kg으로 2.7배가 증가하였다. 개별 유리지

방산의 함량은 LCFFA가 가장 높게 나타났으며, SCFFA에

서는 butyrate(C4:0)가 LCFFA에서는 palmitate(C16:0), ste-

reate(C18:0) 및 oleate(C18:1)가 주요 지방산이었다. Ouattara

등(2004)은 13종의 내냉성 미생물을 접종한 원유의 냉장저

장기간(10일) 중 유리지방산의 변화를 관찰한 결과 모든 유

리지방산이 증가하였으며, 그중 특히 SCFFA의 butyrate(C4:

0)와 LCFFA의 oleate(C18:1)가 가장 많이 증가하여 본 연

구와 유사한 경향의 결과를 나타내었다. Walstra와 Jenness

(1984)는 유지방은 비교적 많은 양의 SCFFA를 포함하고 있

으며, 총 지방산 중 SCFFA는 21%를 차지하고 butyrate(C4:

0)는 8.5%를 차지하는데, 이러한 SCFFA 중 97%의 butyrate

(C4:0)와 84%의 caporate(C6:0)는 triglyceride의 sn-3에 위치

한다고 보고하였다(Weihrauch, 1988). 본 연구에서 가장 높

은 증가율을 보인 SCFFA의 유리지방산은 butyric acid(C4:0)

이였으며, caporate(C6:0)가 두번째로 나타났다. 따라서 원유

에 접종한 Acinetobacter genomospecies 10이 생성한 지방

분해효소는 sn-3에 위치한 지방산의 분해에 특이성이 있는

것으로 사료되었다. 또한 균주를 접종하지 않은 원유의 대

조구는 살균 후 총 유리지방산의 함량이 173.1 mg/kg이었

고, 냉장저장 14일째는 173.7 mg/kg으로 나타나 유의적인 함

량 변화가 없는 것으로 나타났다(p<0.05). 원유 내 지방분

해의 발생원은 indigenous lipase, lipoprotein lipase(LPL) 등

이 대표적이며, 지방분해효소는 triacylglyceride의 ester 결

합으로부터 유리지방산과 mono 및 diglyceride를 생성하는

반면, LPL은 열에 매우 불안정하여, HTST 살균(72oC, 15

초)에 의하여 거의 불활성화되는 것으로 알려져 있다(Beuvier

and Buchin, 2004; Farkye et al., 1995). 시료로 사용된 원

유는 지방분해효소활성이 높은 균주의 접종 전 HTST 수준

의 살균처리를 하였기 때문에 다른 잡균 없이 오직 원유에

접종된 Acinetobacter genomospecies 10에 의해 지방분해효

소가 유지방을 분해하여 SCFFA, MCFFA 및 LCFFA의 생

성에 직접적인 영향을 주는 것을 알 수 있었다. 접종한 균

주의 지방분해효소가 생성한 원유 내 총 유리지방산의 함

량은 정상 원유인 대조구와 비교하여 약 2.6배 이상 높게

나타났다. 생성된 개별 유리지방산의 조성과 함량은 정상

원유인 대조구와 비교하여 SCFFA, MCFFA 및 LCFFA가

모두 높은 함량을 나타내었으며 이중 특히 SCFFA의 증

가율이 가장 높은 것으로 나타났다. 유리지방산은 치즈 등

의 풍미를 형성하는 방향성 물질 생성에 직접적인 전구물

질로서 매우 중요한 반면, 원유 내의 지나친 지방분해는

지방의 산화에 의한 off-flavor의 발생과 연관되며, 생성된

유리지방산은 중성 지질보다 더욱 산화되기 쉬운 것으로

알려져 있다(Aubourg, 2001). 특히 단쇄지방산과 중쇄지방

산의 생성은 강한 풍미의 발생으로 우유의 풍미에 부정적

인 영향을 주게 되며, 증가된 유리지방산의 함량이 1.5 mM

이상일 경우 대부분의 소비자에게 거부감을 유발하는 것

으로 보고하였다(Urbach, 1993). 따라서 실험에 사용된

Acinetobacter genomospecies 10은 원유 내 지방분해를 일

으켜 SCFFA와 MCFFA를 현저하게 증가시켰으며, 이로 인

하여 이상 풍미 등의 생성에 직접적으로 관여하여 시유의

품질 저하에 영향을 크게 미칠 것으로 사료된다.

내냉성 미생물의 단백질분해효소가 원유의 품질에 미치

는 영향

일반
 

성분

단백질 분해활성이 높은 Serratia liquefaciens를 접종한 원

유와 접종하지 않은 원유의 조단백질 함량은 Table 1에 나

타내었다. 접종 0일에 원유의 조단백질 함량은 3.20%로 나

타났으며, 접종 후 14일째는 3.18%로서 유의적인 함량 차

이가 없는 것으로 나타났다. 대조구 역시 접종한 원유와 동

Table 2. Concentrations of free fatty acid in inoculated raw

milk

Fatty acid

(mg/kg)
0 day 7 days 14 days

Control

C4:0 5.6±0.1a 5.6±0.0a 5.6±0.0a

C6:0 5.0±0.1a 5.0±0.1a 5.0±0.0a

C8:0 5.2±0.1a 5.1±0.0a 5.1±0.1a

C10:0 7.1±0.1a 7.2±0.1a 7.2±0.1a

C12:0 6.7±0.4a 6.7±0.1a 7.0±0.1a

C14:0 9.4±0.1a 9.2±0.4a 9.3±0.2a

C16:0 56.4±2.3a 56.6±1.6a 56.5±1.4a

C18:0 34.1±1.1a 35.4±1.4a 36.2±1.6a

C18:1 37.2±0.9a 35.4±1.0b 35.5±0.3b

C18:2 6.4±0.0a 6.3±0.0a 6.3±0.1a

SCFFA 15.8±0.0a 15.8±0.1a 15.7±0.2a

MCFFA 13.8±0.4a 13.9±0.2a 14.2±0.1a

LCFFA 143.5±4.3a 142.9±3.3a 143.7±3.2a

Total FFA 173.1±4.1a 172.6±3.4a 173.7±3.2a

Sample

C4:0 5.6±0.0a 9.7±0.1b 33.3±0.0c

C6:0 5.0±0.1a 7.4±0.1b 15.5±0.1c

C8:0 5.2±0.1a 6.3±0.1b 10.2±0.1c

C10:0 7.2±0.1a 8.3±0.2b 16.3±0.1c

C12:0 6.8±0.1a 6.8±0.2a 16.8±0.1b

C14:0 8.9±5.1a 8.7±0.5a 29.5±0.4b

C16:0 52.5±2.7a 56.9±0.4a 107.9±2.6b

C18:0 32.2±2.1a 35.3±0.4a 66.6±1.8b

C18:1 33.3±0.9a 39.2±0.4b 141.3±1.5c

C18:2 7.0±0.6a 7.0±0.2a 17.6±0.2b

SCFFA 15.8±0.2a 23.4±0.3b 59.1±0.2c

MCFFA 14.0±0.2a 15.1±0.3b 33.1±0.2c

LCFFA 133.9±5.3a 147.0±1.8b 362.8±5.9c

Total FFA 163.7±5.1a 185.6±2.3b 454.9±5.8c

a,bMeans with different superscripts within same rows are signifi-

cantly different, p<0.05.

Values were expressed as mean±standard deviation(S.D.)(n=3).

SCFFA=Short-chain FFA(sum of C4:0 to C8:0); MCFFA=medium-

chain FFA(sum of C10:0 to C12:0); LCFFA=long-chain FFA(sum

of C14:0 to C18:2); Total FFA(sum of C4:0 to C18:2)
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일한 경향의 함량 변화를 나타내었다. 따라서 Serratia lique-

faciens는 14일의 냉장보관 중 조단백질 함량의 변화에 영

향이 없는 것으로 확인되었다.

일반
 

세균수

높은 단백질 분해효소의 활성을 나타낸 Serratia liquefaciens

를 농도별로 접종하여 냉장저장하는 동안 일반 세균수의

변화는 Fig. 2에 나타난 바와 같다. 접종 농도는 2.00 Log

CFU/mL와 5.00 Log CFU/mL의 두 가지 조건으로 설정하

였으며, 2.00 Log CFU/mL로 접종한 시료의 경우 접종 후

냉장저장 3일, 5일, 7일 및 10일째 원유에서 각각 3.16 Log

CFU/mL, 3.64 Log CFU/mL, 6.57 Log CFU/mL 및 8.45 Log

CFU/mL로 증식하였으며, 5.0 Log CFU/mL로 접종한 시료

는 각각 5.56 Log CFU/mL, 6.16 Log CFU/mL, 8.86 Log CFU/

mL 및 9.29 Log CFU/mL로 증식함을 알 수 있었다. 두 시

료 모두 냉장보관 5일까지는 균이 서서히 증가하다가 5일

이후부터 급격히 증가함을 알 수 있었으며, 2.00 Log CFU/

mL로 접종한 시료의 경우에는 냉장저장 7일 이후부터 다

시 완만한 증가 추세를 나타내었다.

단백질의
 

조성

단백질 분해효소의 활성이 높은 Serratia liquefaciens를 농

도별로 접종한 원유의 단백질 조성변화를 분석하기 위하여

SDS-PAGE를 수행한 결과는 Fig. 3에 나타난 바와 같다.

2.00 Log CFU/mL의 농도로 접종한 원유의 냉장저장에서

10일까지는 원유의 케이신 조성에 큰 변화가 나타나지 않

았으나, 저장 13일째부터는 α-케이신 및 κ-케이신의 밴드

가 현저히 감소한 것을 확인할 수 있었다. 또한 5.00 Log

CFU/mL의 농도로 접종한 원유의 저장기간 중 변화는 저

장 10일까지는 큰 변화가 없었으나, 저장 13일째 시료에서

는 κ-케이신의 밴드가 거의 사라진 것으로 확인되었다. 따

라서 내냉성 미생물, 특히 Serratia liquefaciens가 생성한 단

백질 분해효소는 κ-케이신을 분해하여 전체적인 케이신마

이셀구조의 안정성에 영향을 미치는 것으로 판단된다. 이

는 Fajardo-Lira 등(2000)의 보고와도 유사한 결과로 Pseu-

domonas fluorescens M3/6 균주를 우유에 접종하여 7oC에

서 저장하면서 SDS-PAGE를 통해 케이신과 유청분획으로

나누어 단백질 조성을 비교분석하였다. 그 결과, 접종 3일

째 시료에서 케이신이 감소하는 것을 관찰할 수 있었으며

이는 본 연구의 Serratialiquefaciens를 접종한 저장 13일째

원유에서 κ-케이신이 분해되는 시기보다는 더 짧은 시간이

었다. Fairbairn과 Law(1986)는 대표적인 내냉성 미생물의 하

나인 Pseudomonas 속의 경우, 대부분의 단백질 분해효소는

κ-케이신과 para-κ-케이신을 분해하여 케이신마이셀을 불안

정화시켜 우유의 응고작용에 영향을 미친다고 보고하였다.

또한 Barnes 등(1999)은 원유 내 내냉성 미생물에 의한 단

백질 분해는 유단백질 중 특히 κ-케이신과 β-케이신에서 발

Fig. 2. Total bacterial counts from inoculated raw milk with

Serratia liquefaciens during storage at 4oC. Sample A;

inoculated raw milk with Serratia liquefaciens 1×102

CFU/mL, Sample B; inoculated raw milk withSerratia

liquefaciens 1×105 CFU/mL.

Fig. 3. Changes pattern of casein from inoculated raw milk inoculated with Serrati aliquefaciens during storage at 4oC. Lane 1,10;

prestained molecular mass standard (kilodalton), Lane 2; 0 day, Lane 3; 3 days, Lane 4; 5 days, Lane 5; 7 days, Lane 6;

10 days, Lane 7; 13 days, Lane 2~7; inoculated 102 CFU/mL, Lane 8; uninoculated raw milk, Lane 9; pasteurized milk,

Lane 11; 0 day, Lane 12; 3 day, Lane 13; 5 day, Lane 14; 7 day, Lane 15; 10 day, Lane 16; 13 day, Lane 11~16; inoculated

105 CFU/mL.

jooyon
노트
Serratia liquefaclens

jooyon
노트
with Serratia
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생한다는 연구결과를 발표하였다. Sasano 등(1977)은 4종의

원유에서 분리한 내냉성 미생물, 즉 Pseudomonas A, Pseu-

domonas B, Flavobacterium 및 Klebsiella에 의한 유단백질

조성 변화에서 Pseudomonas A는 우유에 접종한 지 5일만

에, Pseudomonas B와 Flavobacterium은 접종 10일만에 α
S
-

케이신과 β-케이신이 완전히 분해되었으며, 4종 중 Pseudo-

monas B와 Flavobacterium 균종만이 접종 10일 후에 β-락

토글로불린이 분해되었다고 보고하였다. 또한 Kikuchi와

Matsui(1974)는 원유에서 분리한 내냉성미생물을 케이신배

양액에 7oC로 배양한 결과, 배양 10일째 케이신이 22.7%가

분해되었고, 20oC인 경우 배양 2일째 20.2%가 분해되었다.

지방분해활성은 7oC에서 배양 10일째 지방이 22.3%가 분

해되었고, 20oC에서는 배양 2일째 22.2%가 분해되었다고

보고하였다. Miura 등(1977)은 내냉성미생물인 Flavobacte-

rium과 Pseudomonas 균의 케이신 분해활성을 비교한 결과,

Flavobacterium의 활성이 더 높은 것을 확인하였고, 5oC에

서 배양하였을 때 14일 후부터 케이신이 현저히 감소하여

28일 째에는 대부분 분해되었음을 확인하였다.

유리아미노산

단백질 분해효소의 활성이 높은 Serratia liquefaciens를 접

종한 원유의 유리아미노산 조성을 분석한 결과는 Fig. 4에

나타난 바와 같다. 균을 접종하지 않은 대조구(A)와 5.00

Log CFU/mL의 조건으로 균주를 접종한 원유(B)의 총 유리

아미노산 함량은 각각 188.3 mg/kg과 191.3 mg/kg이었다.

저장 14일후에는 대조구의 총 유리아미노산은 256.4 mg/kg

으로 증가하였고, 균주를 접종한 원유의 총 유리아미노산

은 719.8 mg/kg으로 증가하여 대조구와 비교하였을 때 2.8

배 이상 많은 양이 생성된 것으로 나타났다. 균주 접종 0

일의 아미노산 조성은 threonine이 86.7 mg/kg으로 가장 높

았으며, proline > arginine > histidine > aspartic acid 순으로

높게 나타났다. 대조구 역시 threonine의 함량이 88.5 mg/kg

으로 가장 높았으며, proline > arginine > histidine > aspartic

acid 순으로 높게 나타났다. 균주 접종 14일째 원유의 아미

노산 조성은 threonine 함량이 201.9 mg/kg으로 가장 높았

으며, proline > leucine > lysine > valine 순으로 0일의 조성

과는 다른 결과인 반면 대조구는 0일과 동일한 조성을 나

타내어 내냉성 미생물을 접종한 원유는 냉장보관 중 소수

성으로서 쓴맛을 내는 아미노산인 leucine, lysine 및 valine

등의 뚜렷한 증가를 보여주었다. 내냉성 미생물의 단백질 분

해효소는 원유 내 단백질 분해를 통하여 bitter peptide를 생

성하여 쓴맛 등의 풍미를 발생시키고, 유리된 아미노산들

의 반응은 가온 시 갈변화를 유발하는 등 원유의 품질에

부정적인 영향을 주게 되며, 특히 케이신마이셀의 안정화

에 중요한 역할을 하는 κ-케이신의 분해는 우유의 응고를

유발하는 주요 원인이 되었다(Punch et al., 1965). Lee 등

(1993)은 Pseudomonas fluorescens의 단백질 분해효소를 처

리한 원유를 사용하여 Cheddar cheese를 제조하였을 때 숙

성 중 대조군과 비교하여 월등히 많은 양의 쓴맛 아미노산

의 증가를 나타내었으며, 특히 valine, phenylaline, leucine,

lysine 등이 많이 생성된다고 보고하였다. 또한 Adams 등

(1976)은 그램음성 내냉성미생물의 수가 5 Log CFU/mL 이

상이면 상온 저장 7일째에 우유의 응고현상이 관찰된다고

보고하였다. 따라서 냉장저장기간 중 단백질 분해효소활성

이 높은 균주를 접종한 원유는 대조구와 비교할 경우 급격

한 유리아미노산의 증가를 보여 유단백질의 분해로 인한

우유의 품질 저하와 쓴맛을 내는 아미노산 조성의 증가로

풍미에 매우 나쁜 영향을 끼칠 것으로 판단되었다.

요 약

살균한 원유에 지방분해효소와 단백질 분해효소활성이 가

장 높게 나타났던 균주를 접종하고 저장하면서 내냉성미생

물이 생성하는 효소가 원유의 품질에 미치는 영향을 조사

하였다. 지방분해효소활성이 높은 Acinetobacter genomospe-

cies 10은 냉장저장기간 중 총 고형분과 유지방의 함량에

영향을 미치지 않았고, 지방의 분해는 냉장보관 14일째에

대조구와 비교하여 2.6배 이상의 유리지방산을 생성하였다.

생성된 지방산의 조성은 short chain free fatty acid(SCFFA),

middle chain free fatty acid(MCFFA) 및 long chain free

Fig. 4. Concentration of free amino acids in raw milk without

(A) and with inoculation (B). Asp;aspartic acid, Ser;

serine, Glu;glutamic acid, Gly;glycine, His;histidine,

Arg;arginine, Thr;threonine, Ala;alanine, Pro;proline,

Cys;cysteine, Tyr;tyrosine, Val;valine, Met;methion-

ine, Lys;lysine, Ile;isoleucine,Leu;leucine, Phe;pheny-

lalanine.
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fatty acid(LCFFA)를 모두 생성하였으며, 특히 SCFFA와

MCFFA의 증가율이 높았다. 단백질 분해효소활성이 높은

Serratia liquefaciens은 원유의 총 고형분과 유단백질 함량에

영향을 미치지 않았고, 단백질 조성의 변화는 냉장저장기

간 동안 케이신의 함량이 서서히 감소하다가 10일째부터

κ-케이신의 함량이 현저히 감소하였다. 유리아미노산은 대

조구와 비교하여 냉장저장 14일째 2.8배 이상 생성되었으

며 특히 소수성 아미노산으로 쓴맛을 내는 leucin, valine

등의 함량이 급격히 증가하였다.
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