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Enterococcus 속 박테리아의 안전성과 식품발효용 종균 개발의 방향성
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Safety of the genus Enterococcus and the development of food fermentation 
starters in Korea: Current status and future steps
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Abstract Bacteria of the genus Enterococcus are of importance in food fermentations as well as their use as probiotics
in humans and livestock. However, they are also important nosocomial pathogens that cause infections. Some strains are
resistant to multiple antibiotics and possess virulence factors. The role of Enterococcus species in disease has raised issues
on their safety for use in foods or as probiotics. First, this review summarized the positive and negative traits of
Enterococcus spp. to illustrate the controversial nature of this bacterial genus and discussed the current genomic approaches
can eliminate pathogenic strains. Then, this review examined the current status of starter development for traditional food
fermentations and the regulation on the approval of novel food microorganisms in Korea to point out problems in the
regulation. Based on the conclusions from the studies on Enterococcus spp., we suggested the direction of safety
assessment of novel food microorganisms in Korea.
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서 론

발효를 통하여 유산을 생성하는 Enterococcus 속(genus) 박테리

아는 유산균 범주에 포함된다. 항체반응을 이용한 Lancefield 분

류에 의해 Enterococcus 속은 D그룹 Streptococcus로 분류되었지

만, DNA-DNA 및 DNA-RNA 혼성화 연구가 박테리아 동정에 도

입되면서 Enterococcus 속으로 독립하게 되었다(Schleifer와 Kilp-

per-Balz, 1984). 대부분의 Enterococcus 종(species)은 6.5% NaCl

농도까지 내염성을 가지고 있으며, 60oC에서 30분 생존이 가능하

고, 생장온도는 10-45oC로 알려져 있으며 넓은 pH 범위에서 생

육이 가능하다(Flahaut 등, 1996; Moellering, 1992). 그람 양성 통

성혐기성 박테리아 Enterococcus는 포유류 및 조류의 장관 공생

균으로 분변으로 방출되어 토양, 물, 식물체, 식품과 같은 광범위

한 자연계에서 쉽게 분리되며, 대장균과 함께 식품의 분변오염지

표세균으로 활용된다(Hanchi 등, 2018; Klein, 2003). 다양한 환경

에서의 빈번한 Enterococcus 검출은 화학적 및 물리적 요인에 대

한 강한 저항성으로 숙주의 장관환경 밖에서도 오랫동안 생존할

수 있기 때문으로 추정하고 있다(Giraffa, 2002).

치즈 및 유제품, 발효육제품에서 빈번히 검출되는 Enterococcus

는 단백질 및 지질 분해활성, 다당류 생성, citrate 대사 능력을

보유하고 있어 발효식품에서 특유의 풍미와 물성을 나타낼 뿐만

아니라 박테리오신(bacteriocin)을 생성하는 특성을 가지고 있어

식품발효의 종균으로 활용될 높은 가능성이 보고되었고(Giraffa,

2003), 건강기능성을 보유한 균주들이 발굴되어 프로바이오틱스

(probiotics)로 상품화 된 예도 있다. 건강한 사람에게 문제가 되

지 않는 Enterococcus는 식품산업에서 활용이 기대되는 긍정적 측

면을 가지고 있지만, 면역이 약화된 사람에게는 위장염, 요로감

염증, 심내막염, 뇌수막염 등의 원인이 될 수 있어 위해균의 측

면 또한 계속적으로 부각되고 있다(Moellering, 1992).

본 총설에서는 다양한 발효식품에서 우점으로 검출되는 Entero-

coccus의 식품산업에서의 활용을 위하여 긍정적 및 부정적 측면

에 대한 정보를 제공하고, 부정적인 측면을 보유하지 않은 안전

한 균주를 선발하여 활용할 수 있는 방향을 검토하였다. 또한,

Enterococcus 연구에서 도출된 결과를 바탕으로 전통발효식품의

종균화가 활발하게 추진되고 있는 우리나라에서 신규 식품용 미

생물의 안전한 활용을 위한 안전성 평가 방향을 제시하였다.

발효식품과 Enterococcus 속

치즈

그리스, 이태리, 스페인, 포르투갈 등의 지중해 지역에서 염소,

양, 물소 등의 반추동물 젖을 원료로 만들어진 치즈와 Enterococcus

속 박테리아의 관련성이 보고되었다(Giraffa, 2003). 발효유제품에

서의 빈번한 Enterococcus 검출은 발효유제품 가공과정에서 사람

이나 동물의 분변 오염에 기인하는 것으로 알려져 있지만, 간접

적으로는 세척 및 가공에 사용되는 물과 용기의 오염 또한 원인

으로 고려되고 있다. 치즈의 종류에 따라 차이가 있지만 104에서

107 CFU/g 수준의 Enterococcus가 검출되었고, 일부 치즈에서는

E. faecium과 E. faecalis가 우점종으로 알려졌다. Enterococcus 검
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출 수준과 치즈의 관능특성에 대한 상관성은 아직 결론이 도출

되지 않았지만, 단백질 및 지질 분해활성과 diacetyl을 비롯한 다

양한 향기성분 생성이 치즈 품질에 도움을 주는 것으로 보고되

었다(Foulquié Moreno 등, 2006).

또한 Enterococcus는 식중독균 Listeria와 Clostridium 속 뿐만

아니라 Escherichia coli 및 Vibrio cholerae 등의 생육을 저해하는

박테리오신을 생산하는 것으로 보고되어 식품발효용 종균제 및

혼합종균제로 검토되고 있으며, 이들이 생산한 박테리오신 자체

의 식품 적용에 대한 관심도 높다(Foulquié Moreno 등, 2006).

Enterococcus 종균제 및 혼합종균제를 다양한 치즈제조에 첨가하

여 이들을 산업적으로 활용하려는 많은 연구가 진행되었지만, 병

원감염의 주요 원인균이라는 보고가 지속적으로 발표되고 있어

산업적 활용은 신중하게 진행되고 있다(Franz 등, 2011).

육제품

육제품에서 검출되는 Enterococcus는 도살과정에서 동물의 장

관에 존재하던 Enterococcus가 오염되는 것으로 알려져 있다. 주

로 E. faecalis와 E. faecium이 비살균 육제품 뿐만 아니라 가공육

이나 소시지에서도 검출되는 것으로 보고되었다. 도살한 동물에

서 검출되는 Enterococcus의 수는 100 cm2 당 104-108 CFU 수준

으로 보고되었다. 가공육 제조과정의 열처리는 비교적 내열성이

높은 Enterococcus를 선택적으로 증식시키는 결과를 낳기도 한다.

Enterococcus는 살라미(salami)와 같은 발효육제품에서도 검출되

는데, 종균제의 사용과 관계없이 숙성된 제품으로부터 103-105

CFU/g 수준의 검출이 보고되었다. 지중해 지역에서 소규모로 제

조되는 전통발효육제품은 종균제 첨가 없이 자연발효에 의해 제

조되는데, 발효과정에서 Enterococcus 및 Lactobacillus와 같은 유

산균과 coagulase 음성 Staphylococcus 그리고 효모의 공존이 확

인되었다. 이러한 장인이 만든 전통발효육제품은 오랜 섭취이력

을 통하여 안전성이 입증되었다. 발효육제품에서의 Enterococcus

기능 연구는 발효유제품 대비 많이 진행되지 않았지만, Entero-

coccus의 당, 단백질, 지방 분해활성이 발효육류의 풍미 형성에

기여하는 것으로 알려져 있고, metmyoglobin 저감화에도 기여하

는 것으로 알려져 있다(Franz 등, 2011).

다양한 발효육제품으로부터 박테리오신을 생산하는 Enterococcus

가 분리되어, 이들을 육제품가공 환경에서의 동물 분변오염과 관

련이 깊은 Listeria의 억제를 목적으로 활용하려는 시도가 진행되

었다. E. faecalis 및 E. faecium 균주를 발효육제품의 종균으로 첨

가한 결과, Listeria의 생육 저해에 효과가 있었고, 풍미에 문제를

일으키지 않는 것으로 보고되어 우수한 발효육제품의 종균으로

거론되고 있으며, 이들이 생산한 박테리오신에 의한 Listeria 저

해효과 또한 보고되었다. 하지만 Listeria 저해효과는 항상 일정

하게 나타나지 않아 박테리오신의 적용 대상 미생물 및 효과의

최적 조건에 대한 세밀한 연구가 필요한 것으로 알려져 있다

(Franz 등, 2011).

올리브 및 채소 발효식품

유제품이나 육제품에서의 Enterococcus 연구에는 미치지 못하

나, 올리브를 중심으로 한 채소 발효식품에서도 높은 빈도로

Enterococcus가 검출되는 것으로 알려져 있다. 스페인의 녹색 올

리브 발효에서 E. faecalis 및 E. faecium가 높은 빈도로 검출되었

다. 올리브 발효에서 검출되는 유산균은 Lactobacillus가 주를 이

루고 있지만, Enterococcus도 상당수 검출되는 것으로 보고되었다

(Franz 등, 2011). 채소 발효식품의 경우, 사우어크라우트

(sauerkraut), 토마토 주스, 강낭콩, 케이퍼베리(caper berry) 등에서

의 검출이 보고되었다(M’hir 등, 2012).

김치

유산균 Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella 속 박테리아가 한

국의 대표적 발효침채류 김치의 주요 발효균이라 결과는 1980년

경부터 수행된 배양법 기반의 김치 미생물 분리 및 동정 연구 및

2000년 경부터 시작된 배양 비의존적 미생물상 연구로부터 확립

되었다(Jung 등, 2014; Patra 등, 2016). Enterococcus의 존재는 배

양법 기반의 다수 연구에서 보고되었지만(Lee 등, 1992; Lim 등,

1989; Mheen과 Kwon, 1984; Shin 등, 1996), microarray 분석법

(Bae 등, 2005)을 적용한 경우를 제외하고, 16S ribosomal DNA

clone 분석, pyrosequencing 등의 배양 비의존적 미생물 분석법을

적용한 김치 미생물상 연구에서는 그 존재가 확인되지 않은 점

으로 미루어 김치발효에서 Enterococcus는 Leuconostoc, Lactoba-

cillus, Weissella 대비 검출 빈도나 역할이 크지 않을 수 있지만,

김치로부터의 분리는 어렵지 않은 것으로 추정된다. 김치발효용

종균 개발을 목표로 박테리오신을 생산하는 Enterococcus 균주를

분리하여 김치에서의 적용성을 검토한 연구가 진행되었으나, 현

재 종균으로는 사용되고 있지는 않다(Ha와 Cha, 1994; Moon 등,

2004). 또한 김치로부터 분리한 E. faecium 균주를 프로바이오틱

스로 개발하기 위한 면역활성 연구도 보고된 바 있다(Rho 등,

2017).

장류

김치의 경우와 마찬가지로 한국의 대표적 콩발효식품 메주 및

장류의 우점종 규명 및 종균 개발을 목표로 미생물 분리 및 동

정 연구가 진행되어, 가장 빈번하게 검출된 Aspergillus 속 곰팡

이와 Bacillus 속 박테리아가 메주 및 장류 발효 우점 미생물로

보고되었다(Choi 등, 2003; Kang 등, 2000; Kwon 등, 1986; Yoo

등, 1999). 한편, 배양 비의존적 미생물상 연구가 진행되면서 이

들 외에도 다양한 곰팡이와 박테리아의 메주와 장류 발효 관련

성이 확인되었고, 특히 유산균 Enterococcus 속과 Tetragenococcus

속 및 coagulase 음성 Staphylococcus 박테리아의 깊은 관련성이

확인되었다(Kim 등, 2011a, b). 이러한 결과는 배양법을 이용한

미생물상 연구에서 다양한 배지 및 배양 조건이 도입되지 않았

고, 점질물을 생성하는 Bacillus의 생육이 다양한 박테리아의 분

리 및 동정에 방해요인으로 작용한 것으로 사료된다. 다양한 배

지를 배양법에 도입하여 된장발효 과정의 박테리아 천이를 모니

터링한 본 연구자의 연구에서는 Bacillus 외에도 Enterococcus,

Tetragenococcus 및 coagulase 음성 Staphylococcus의 존재를 확인

하였다(Jeong 등, 2014). 또한 우리나라 각 지역에서 수집한 메주

의 미생물상 연구에서 Enterococcus의 우점을 확인하였으며, 분리

된 대부분의 Enterococcus 속 박테리아가 E. faecium으로 확인되

었다(Jang 등, 2019). 메주로부터 분리된 Enterococcus의 박테리오

신을 식품용 보존제로 활용하기 위한 연구가 진행되었고(Lee 등,

2005; Lim 등, 2005), 장류발효 종균으로 사용하기 위한 Entero-

coccus의 안전성 및 기능성에 대한 연구가 진행되었지만(Jeong 등,

2015, 2017; Lee와 Park, 2012; Lee 등, 2017), 산업적으로 활용

단계에 도달하진 못했다.

프로바이오틱스로 개발된 Enterococcus 균주

프로바이오틱스는 인간을 포함한 숙주의 장내균총을 개선하고

건강증진효과를 부여할 수 있는 살아있는 미생물 제재를 의미한

다. 프로바이오틱스는 의약품 형태 뿐만 아니라 발효유, 유아식
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등의 식품 형태로 제품화되고 있다. 인간 장관 유래 Lactobacillus

및 Bifidobacterium 균주들이 프로바이오틱스의 주를 이루고 있지

만, E. faecium과 E. faecalis 뿐만 아니라 Streptococcus thermo-

philus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroi-

des, Propionibacterium freudenreichii, Pediococcus acidilactici,

Sporolactobacillus inulinus, Escherichia coli, Bacillus cereus var.

toyoi, yeast Saccharomyces boulardii 등도 프로바이오틱스로 사용

된 바 있다(Holzapfel 등, 1998). E. facium과 E. faecalis 균주들의

경우, 사람의 식이보조제나 가축사료 첨가제로 사용되고 있고, E.

faecium SF68과 E. faecalis Symbioflor 1 균주가 성공적으로 상품

화되었다. 항생물질 복용에 따른 설사에 대한 효능이 입증된 E.

faecium SF68 균주는 스위스 DSM (https://www.dsm.com)에서

Cylactin이라는 이름으로 상품화되어 지속적으로 판매되고 있다.

덴마크 MD Foods (https://mdfoods.net)는 SF 68 균주를 첨가한

GAIO라는 발효유제품을 상용화하였다. 독일 SymbioPharm (https:/

/www.symbiopharm.de)은 만성비염과 기관지염, 천식 등의 질환에

대한 면역활성 증강에 효과가 입증된 E. faecalis Symbioflor 1 균

주를 Symbioflor 1이라는 이름으로 판매하고 있으며, 이 제품은

어린 학생들을 대상으로 한 실험을 통하여 알레르기성비염 치료

에 도움이 된다는 점이 통계학적으로 증명되었다(Habermann 등,

2002). Enterococcus의 건강기능성은 다양한 분야에서 입증되었지

만, 항생제 내성 유전자의 획득 및 질병 관련성은 프로바이오틱

스 사용에 있어 여전히 논란이 되고 있다.

Enterococcus 속의 병원성

건강한 사람에게 Enterococcus는 문제가 되지 않지만, 면역이

저하된 사람에게는 위장염, 요로감염증, 심내막염, 균혈증, 뇌수

막염 등의 원인이 될 수 있다고 알려져 있고(Giraffa, 2002), 미국

에서는 병원 내 기회감염의 약 12%를 차지하는 원인 박테리아

로 보고된 바 있다(de Fatima Silva Lopes 등, 2005; Richards 등,

2000). Enterococcus의 대표적 병원성은 여러 항생제에 대한 내성

균의 발생을 들 수 있다. 박테리아의 항생제 내성은 항생제가 사

용되는 병원과 식품생산을 위한 축산, 양식 등의 환경에서 내성

박테리아의 선택적 증식을 촉진할 뿐만 아니라, 치료를 위한 항

생제 사용을 무력화 할 수 있는 결과를 초래할 수 있어, 세계적

으로 항생제 오남용에 대한 감시를 진행하고 있다. 특히 vanco-

mycin 내성 Enterococcus 균주의 등장은 치료의학분야의 세계적

인 문제점으로 등장하였다. 항생제 내성 외에도 숙주의 특이적

및 비특이적 방어 메커니즘을 저해하는 인자 및 숙주로의 침입

과 증식에 관여하는 인자들도 Enterococcus의 독성인자에 포함된

다. 독성인자를 보유한 균주는 직접적인 독소 생산을 통하여 병

리학적 특성을 발현하기도 하지만, 간접적으로 염증을 생성하여

병리학적 특성을 나타낸다(Johnson, 1994). 따라서 지금까지 보고

된 Enterococcus의 독성인자는 감염 및 병리학적 특성 관련 인자

를 포함한다.

용혈소 또는 세포용해소(cytolysin)로 불리는 β-hemolysin은

Enterococcus의 주요 독성인자의 하나로 알려져 있다. 동물실험에

서 세포용해소 보유 병원성 균주의 독성은 비보유 균주보다 높

은 것으로 보고되었다(Chow 등, 1993; Gilmore 등, 1994; Jett 등,

1992; Jett 등, 1994). 또 다른 주요 독성인자는 세포응집인자

(aggregation substance)를 들 수 있다. Pheromone 반응성 플라스

미드에 암호화된 부착분자(adhesin)의 일종인 세포응집인자는 E.

faecalis 세포의 응집을 유도하여, 세포응집인자 유전자가 암호화

된 플라스미드의 전달을 용이하게 한다고 보고되었다(Clewell,

1993). 세포실험을 통하여 E. faecalis의 세포응집인자는 숙주 부

착 및 감염을 용이하게 한다는 결과도 보고되었으며, 감염의 여

러 단계에서 작용하는 것으로 확인되었다(Kreft 등, 1992; Olmsted

등, 1994). 세포응집인자는 숙수세포로의 부착 뿐만 아니라 숙주

세포에서의 생존과 이동에도 영향을 주는 것으로 알려져 있다.

단백질분해효소의 일종인 gelatinase는 세포의 콜라겐성 물질을 분

해한다. 동물실험을 통하여 gelatinase를 생산하는 E. faecalis 균

주는 세포독성이 증가하는 것으로 확인되었고(Roberts 등, 2004;

Singh 등, 1998), gelatinase는 세포의 fibrin을 분해하여 숙주세포

에 손상을 주어 박테리아의 이동과 확산에 영향을 주는 것으로

알려져 있다. 그 외에도 부착분자의 일종인 Enterococcus surface

protein (Esp)과 E. faecalis 유래의 콜라겐 결합 adhesin (Ace) 등

이 있고(Rich 등, 1999; Shankar 등, 1999), 이들은 E. faecalis의

바이오필름 형성에 관여하는 것으로 보고되었다(Toledo-Arana 등,

2001). 부착분자와 유사한 Enterococcus 심내막염 항원(EfaA)은

Sreptococcus 유래 심내막염 관련 인자 FimA, SsaB, ScaA, PsaA

와 높은 유사성을 가지고 있어, 독성인자로 추정되고 있다(Lowe

등, 1995). Enterococcus 선모(pili) 또한 상피세포 부착과 심내막

염에 작용하는 것으로 알려져 있다. E. faecalis의 선모 관련 단

백질 Ebp (endocarditis and biofilm-associated pili)의 유전자 ebp

는 바이오필름 형성에 영향을 주는 것으로 알려져 있다(Nalla-

pareddy 등, 2006).

병원성 Enterococcus에서는 유전자 수평이동을 통하여 획득한

유전자군(genomic island) 또는 독성유전자군(pathogenicity islands)

이 발견된다. E. faecium에서 발견된 150 kbp 크기의 독성유전자

군은 Enterococcus surface protein의 정보를 암호화하는 esp 유전

자를 포함하는 것으로 보고되었으며(Leavis 등, 2004), esp 유전

자가 포함된 독성유전자군은 병원에서 분리된 균주로부터 빈번

하게 검출되고 있다. 결합조직이나 피부세포 사이에 존재하는 히

알루론산을 분해하는 효소 hyaluronidase의 hyl 유전자가 병원에

서 분리된 E. faecium으로부터 유전자군 형태로 발견되었다. 히

알루론산을 분해해서, 조직으로의 침입, 확산을 용이하게 하고 있

다고 생각하는 이 효소의 유전자는 항생제 내성 유전자 및 선모

유전자와 함께 플라스미드에서 발견된다(Laverde Gomez 등, 2011).

Shankar 등(2002)이 보고한 E. faecalis의 독성유전자군에는 Entero-

coccus surface protein, 세포용해소, 응집인자, 답즙산 분해효소 등

의 유전자가 존재하는 것으로 보고되었다.

병원성 Enterococcus 균주의 유전적 특성

식품 유래 Enterococcus의 독성인자 연구 및 유전적 상관성 연

구를 통하여 식품 유래 균주의 독성인자 보유는 균주 특이적인

현상으로 확인되었고, 독성의 발현은 단순히 특정 독성인자 유전

자 보유에 의해 나타나는 현상이 아닌 여러 인자들에 의한 복합

적인 현상으로 이해되고 있다. 대체로 병원성 균주들의 독성인자

관련 유전자는 insertion sequence element, transposon, 박테리오파

지, 독성유전자군 등의 이동형 유전인자(mobile genetic element)

의 형태로 획득하는 것으로 보고되었고, 독성인자 유전자의 획득

은 숙주에서의 생존에 도움을 주는 것으로 알려져 있다. 따라서

이러한 새로운 독성인자 유전자를 받아들인 균주들은 새로운 유

전적 계통을 형성하는 방향으로 진화하게 된다.

다양한 분리원에서 얻어진 E. faecalis 균주들을 대상으로 다수

의 세포유지 유전자(housekeeping 유전자) 염기서열의 차이를 비

교하여 특정 미생물 종의 균주간 유전적 상관관계 규명에 활용

되는 multilocus sequence typing (MLST) 분석을 진행하여 집단
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내에서의 유전적 상관관계를 분석한 결과, 유전형집단(clonal cluster,

CC) CC2, CC8, CC9가 항생제 내성 유전자 및 독성유전자군을

다수 포함하고 있으며, 세계적으로 확산되어 있음을 확인하였다

(McBride 등, 2007). 유전자 획득 및 소실은 특정 환경에서의 적

응성을 높이는 원동력으로 추정되고 있으며, 병원 유래 E. faecium

의 경우 이동형 유전인자를 통해서 다수의 유전자를 받아들이는

것으로 알려져 있다(Leavis 등, 2007; van Schaik 등, 2010).

병원 유래 E. faecium의 대표적 병원성 유전형집단 CC17의 경

우, esp 유전자, vancomycin 내성 유전자, 콜라겐 결합인자 유전

자를 포함하는 60 kbp 크기 이상의 독성유전자군을 가지고 있으

며, 유전형집단 CC17 계통의 균주는 현재 식품에서도 검출되는

것으로 보고되었다(Lopez 등, 2009). 다양한 환경에서 분리된

Enterococcus는 다양한 유전형을 가지고 있지만, 이동형 유전자의

형태로 항생물질 내성 유전자나 독성인자 유전자를 받아들이는

능력을 가지고 있어 병원성 유전형집단으로 발전하는 것으로 추

측하고 있다. 이동형 유전인자의 형태로 전이되는 유자자들은 항

생제 내성 유전자 외에도 세포표면구조, 대사, 독성 관련의 유전

자가 포함되며, 아직 Enterococcus의 병원성을 이해할 수 있는 독

성인자 유전자 및 관련 유전자 획득 기작이 완전히 밝혀지지 않

은 상태에 있다.

그러나, E. faecium SF68와 E. faecalis Symbioflor 1의 경우

높은 용량의 균을 한꺼번에 섭취함에도 불구하고 20년 이상 문

제를 일으키지 않고 프로바이오틱스로 판매되고 있다. E. faecium

SF68는 독성인자 유전자를 보유하고 있지 않고, 세포응집인자 유

전자도 보유하고 있지 않으며, 혈관상피세포에 결합하지 않는 것

으로 보고되었다(Chisari 등, 1992; Kayser, 2003). E. faecalis

Symbioflor 1 균주와 병원성 E. faecalis V583 균주의 유전체를 비

교한 결과, 병원성 균주가 보유한 세포용해소, Esp, gelatinase,

hyaluronidase, peptide antibiotic AS-48 유전자를 Symbioflor 1 균

주는 보유하지 않은 것으로 확인되었지만, 세포응집인자, 콜라겐

결합 단백질 등의 유전자가 확인되었다(Domann 등, 2007). Sym-

bioflor 1 균주가 보유한 독성인자 유전자는 군집화와 관련된 특

성으로 건강기능성 발현의 요인으로 추정되고 있다.

Enterococcus 속의 규제

유럽연합(EU)에서는 인가미생물목록(positive list)을 통하여 동

물사료 첨가용 미생물을 규제하고 있다. 2011년 독일에서는 유럽

연합 인가미생물목록을 포함하는 동물사료용 미생물목록(Feed

additives: microorganisms)을 발표하였고, 이 목록에 Enterococcus

속 박테리아가 포함되어 있다(Federal Office for Consumer Pro-

tection and Food Safety, http://www.bvl.bund.de/). 미국에서는 사

료 첨가용 프로바이오틱스를 Direct Fed Microorganisms (DFM)이

라 칭하고, The Association of American Feed Control Officials

(AAFCO)에서 DFM 목록을 발표하였는데, 여기에 E. faecium을

포함한 6개 종의 Enterococcus가 등재되어 있지만, E. faecalis는

목록에 없다. 유럽과 미국에서는 Enterococcus를 사료 첨가용 프

로바이오틱스로 허용하고 있다.

2000년 경까지 유럽연합에는 사료용과는 달리 식품에 사용하

는 미생물에 대한 특별한 규정이 존재하지 않았는데, European

Food Safety Authority (EFSA)는 Scientific Committee on Ani-

mal Nutrition (SCAN), Scientific Committee on Food (SCF),

Scientific Committee on Plants (SCP)의 전문가 그룹을 2002년과

2003년에 소집하여 식품이나 사료에 사용될 미생물의 안전성 평

가를 위한 Qualified Presumption of Safety (QPS) 개념을 제안하

였다(EFSA, 2005). EFSA는 QPS 규격을 통하여 식품 및 사료용

미생물의 안전성을 평가하고, 안전하다고 평가된 미생물 단위(종

또는 속)은 사용 용도를 제한하지 않는다. QPS에 의해 안전성이

확보된 미생물 단위는 QPS list에 등록되고, 이 목록은 매년 업

데이트된다(http://www.efsa.eu.int/). QPS list에 등록된 미생물 단위

는 일반적인 안전성이 입증되었기 때문에 균주 수준에서의 특이

적 안전성 문제가 없다면 식품에 사용 가능하다. 한편 등록되지

않은 미생물 단위에 대해서는 평가가 필요한 모든 안전성이 검

증되어야 한다. 현재, QPS list에 등재된 Enterococcus 속 박테리

아는 없지만, 미생물의 산업적 이용을 포함하는 역사적 사용 이

력, 주요 분포 생태계, 질병 관련성, 안전성 등의 과학적 정보에

근거하여 안전성이 확보된 균주의 사용은 가능하다.

Generally Recognized As Safe (GRAS)는 미국 Food and Drug

Administration (FDA)가 오랜 사용이력 및 전문가들의 평가를 통

하여 일반적으로 안전하다고 판단되는 식품원료 및 식품첨가물

을 관리하는 규격(status)이다. GRAS 시스템이 시행되기 시작한

1958년 이전부터 사용한 물질에 대해서는 사전승인(prior sanction)

물질로 간주해 안전성 평가 없이 GRAS로 인정되었지만, 현재는

안전성에 대한 과학적 근거 자료에 대한 전문가들의 심사를 통

하여 인정된다. GRAS notification program은 식품원료 및 식품첨

가물의 안전성을 증명하는 과정으로, GRAS로 인증된 식품원료

는 GRAS notice inventory에 등재되어 FDA homepage (http://

www.fda.gov)에 공개된다. GRAS 규격은 식품에 첨가하는 원료

자체에 대한 안전성을 제공하는 것이 아닌, 특정용도에서의 안전

성을 의미하기 때문에 항상 용도를 지정해야 한다. 또한 GRAS

규격은 QPS 규격과는 달리 미생물 단위의 안전성이 아닌 특정

균주의 안정성을 의미한다. Bifidobacterium, Lactobacillus 속의 약

20여 균주가 GRAS로 인정되었지만, Enterococcus 속의 균주는

GRAS로 인정된 바 없다.

우리나라에는 식품용 미생물 허가에 대한 구체적 법령은 없지

만, 현재 식품발효를 위해 사용되는 종균은 식품원료 목록에 등

재된 미생물 만이 사용 가능하다. 식품원료로 허가되지 않은 새

로운 식품원료 및 미생물은 안전성을 입증하여 식품의약품안전

처로부터 사용에 대한 인정을 받아야 한다. Enterococcus 속의 경

우, E. faecalis 사균체가 제한적으로 식품원료로 허가되어 있다

(Table 1). 한편, 프로바이오틱스로 개발하고자 할 경우, 건강기능

성식품법에 따라 안전성과 기능성을 입증해야 한다. 현재 건강기

능식품법은 Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococ-

cus, Bifidobacterium 속의 19종을 기준규격형으로 허가하고 있으

며, E. faecium과 E. faecalis가 허가되어 있다. 그 외의 미생물의

경우 개별인증형으로 허가를 받아야 한다.

우리나라의 종균 산업화

우리나라 김치, 된장, 젓갈 등의 전통발효식품은 자연발효를 기

반으로 지역과 가정에 따라 고유한 제조법으로 만들어지고 있으

나, 경제 및 사회 변화에 의해 상업적 대량생산의 방향으로 진행

되고 있다. 전통발효식품의 상업적 생산과 관련한 문제점 해결을

위하여 다양한 연구가 시도되었고, 종균의 사용은 가장 바람직한

해결책의 하나로 주목받고 있다.

우리나라 전통식품 세계화의 대표적 식품으로 자리매김한 김

치의 상품성 증진을 위한 종균 개발은 성공적으로 진행되어 대

단위 김치 제조업체에서는 종균을 사용한 제품을 출시하고 있다.

또한, 김치로부터 분리된 유산균주의 건강기능성을 규명하여 건

강기능식품으로 상업화에 성공한 예도 있다. 김치 유래 유산균이
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종균 및 프로바이오틱스로 산업화에 성공한 이유는 오랜 기간의

김치발효 미생물연구를 통하여 개발된 종균 및 프로바이오틱스

의 기능성이 과학적으로 뒷받침되었기 때문이지만, 김치발효를

담당하는 유산균 대부분 종이 식품원료로 허가되어 있어 산업화

과정에서 필요한 식품의약품안전처 인허가 과정이 생략될 수 있

었던 점이 주요 요인 중의 하나로 생각된다.

개량식 된장의 품질은 코지(koji) 사용으로 품질 균일화가 달성

되었지만 풍미가 단조롭고 재래식 대비 영양적으로 부족한 부분

을 극복해야 한다. 한편, 메주를 사용하는 재래식 담금에서는 메

주 및 된장의 품질 균일화 및 안전성 측면에서 취약한 부분이 있

다. 따라서 장류의 품질 균일화 및 풍미증진을 위하여 우점종으

로 알려진 B. subtilis를 중심으로 한 Bacillus 균주를 종균으로 사

용하려는 노력들이 진행되고 있다. 그러나, 최근의 메주 및 장류

미생물상 연구에서는 B. subtilis 외에도 B. amyloliquefaciens, B.

licheniformis, B. sonorensis, B. methylotrophicus 등의 우점이 확인

되었다(Jeong 등, 2014; Kim 등, 2011a; Kim 등, 2011b). 또한

최근의 메주로부터 Bacillus를 분리 및 동정 연구에서 B. velezen-

sis, B. sonorensis, B. subtilis, B. licheniformis 순의 우점이 확인

되었다(Jang 등, 2019). 이러한 결과는 분자수준의 연구를 통한

박테리아 동정기술의 발달로 근연종의 구분이 용이해짐에 따라

새로운 Bacillus 종의 등록이 증가했을 뿐만 아니라, 근연종 동정

에 유전체정보가 활용되면서 박테리아의 분류학적 위치가 계속

적으로 변경되고 있기 때문이다(Dunlap 등, 2015, 2016; Fan 등,

2017). B. velezensis가 메주의 우점종이라는 결과는 B. methy-

lotrophicus, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. oryzicola가

B. velezensis로 통합된 결과를 반영하고 있다(Dunlap 등, 2016;

Fan 등, 2017).

식품의약품안전처는 빠르게 변하고 있는 과학적 변화를 수용

하여 B. amyloliquefaciens의 근연종 B. velezensis를 식품원료에 포

함시켰고, 현재 B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. natto, B.

polyfermenticus, B. subtilis (B. globigii, B. natto)를 식품용으로

허가하고 있지만, 메주 및 장류에서 우점으로 검출되는 B. licheni-

formis를 비롯한 다수의 Bacillus 종이 식품원료로 등록되지 못했

다(Table 1). 따라서 제시되지 않은 Bacillus 속의 새로운 균주를

종균으로 사용하기 위해서는 안전성 자료를 첨부하여 식품의약

품안전처의 인정을 받아야 한다.

최근의 메주 및 장류 연구에서는 Bacillus 속 외에도 Enterococ-

cus 속 유산균, coagulase 음성 Staphylococcus를 포함한 다양한 미

생물의 존재가 장류 발효에 영향을 미칠 수 있다는 점이 지속적

으로 보고되고 있다. 따라서, 고품질 장류를 위한 종균 개발에 있

어 이들의 도입을 고려해야 할 시점에 있다.

김치와 장류 외에도 배양 비의존적 미생물상 분석이 전통발효

식품에 적용되면서 기존 연구에서 알려지지 않았던 다양한 미생

물의 존재가 전통발효식품의 발효에 관여하는 것으로 알려지고

있다. 한 예로 고염에서 숙성되는 젓갈과 coagulase 음성 Staphy-

lococcus의 발효 관련성을 들 수 있다(Guan 등, 2011; Jung 등,

2013a; Jung 등, 2013b). Coagulase 음성 Staphylococcus는 고염에

서 발효되는 유럽의 육류 및 소시지 발효 우점종으로 알려져 있

으며, S. carnosus가 종균 첨가제로 상용화된 예도 있다(https://

www.sausagemaker.com/bactoferm-f-rm-52-p/11-1310.). 우리나라에

서는 S. carnosus, S. vitulinus, S. xylosus가 발효육류 제조에 한하

여 허용되고 있다(Table 1). Coagulase 음성 Staphylococcus는 아

직 식품발효용 미생물로 주목받지 못하고 있지만 추가적인 과학

적 안전성 검증을 통하여 고염발효용 종균으로 산업화될 가능성

이 높은 미생물로 사료된다.

우리나라의 신규 식품용 미생물 허가

세계적으로 기존에는 사용되지 않았던 새로운 식품원료의 사

용이 늘면서 국내에서도 새로운 식품원료(novel food)에 대하여

체계적인 안전성 평가를 거친 후 식품에 사용하도록 하는 제도

마련의 필요성이 제기되어 왔다. 2009년 8월 12일 ‘식품위생법

시행규칙’이 개정 공포되면서 기존에 섭취하지 않았던 새로운 원

료를 식품원료로 사용하고자 하는 경우에는 식품의약품안전청장

이 정하는 자료를 구비하여 안전성 평가를 받아야 하며, 식품의

약품안전청장이 안전성 평가를 실시하여 안전성에 문제가 없는

경우에는 식품의 원료로서 한시적으로 사용할 수 있게 되었다.

따라서 새로운 원료를 식품 원료로 사용하고자 하는 경우에는 질

의를 통한 유권해석을 받는 것이 아니라 한시적 인정제도를 이

용하여야 한다.

신규 식품용 미생물은 식품원료의 한시적 인정 신청 대상으로

신청서와 함께 제반 자료를 제출해야 하는데, 신청 대상의 안전

성이 인정의 관건이다. 안전성 자료는 당해원료가 인체에 위해가

없음을 확인할 수 있는 과학적 자료를 제출하여야 하고, 안전성

Table 1. Partial list of microorganisms approved for food use in Korea

Genus Species Qualification

Lactobacillus L. acidophilus, L. brevis, L. bulgaricus, L. caucasicus, L. casei, L. crispatus, L. curvatus,
L. delbrueckii, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. hilgardii, L. johnsonii, L. kefiranofaciens,
L. kefiri, L. lactis, L. leichmannii, L. paracasei, L. paraplantarum, L. pentosus, L. plantarum,
L. perolens, L. reuteri, L. rhamnosus, L. sakei, L. salivarius, L. sanfranciscensis

L. sanfranciscensis is allowed 
only for bread dough make.

Bacillus B. amyloliquefaciens (B. velezensis), B. coagulans, B. natto, B. polyfermenticus,
B. subtilis (B. globigii, B. natto)

Enterococcus E. faecalis Dead cell is allowed.

Leuconostoc Leu. citreum, Leu. kimchii, Leu. mesenteroides, Leu. paramesenteroides,
Leu. pseudomesenteroides

Pediococcus P. acidilactici, P. parvulus, P. pentosaceus, Tetragenococcus halophilus (formerly P. halophilus)

Saccharomyces S. cerevisiae, S. carlsbergensis, S. lactis, S. rouxii

Staphylococcus S. carnosus, S. vitulinus, S. xylosus Allowed only for fermented 
meat production

Weissella W. cibaria, W. confusa,  W. koreensis
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에 관한 자료는 섭취 근거 자료, 관련 물질 및 해당 성분, 농·

축·수산물 등에 대한 안전성 정보 자료, 영양평가자료(영양성분

의 흡수·분포·대사·배설 등에 영향을 미치는 지를 평가한 자

료) 등 인체영향 자료, 독성시험자료 등을 사용할 수 있다. 독성

시험자료의 경우 1) 우수실험실운영규정(Good Laboratory Practice,

GLP)에 따라 운영된 기관에서 실시하고, 경제협력개발기구(Orga-

nization for Economic Co-operation and Development, OECD)에

서 정하고 있는 독성시험방법(OECD Test Guideline)에 따르거나

이에 준하여 시험한 보고서를 사용할 수 있다. 2) 독성시험자료

는 단회투여독성시험(설치류, 비설치류), 3개월 반복투여독성시험

(설치류), 유전독성시험(복귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 소핵

시험)에 관한 자료를 제출해야 하며 상기 실험결과에 따라 필요

한 경우에 한하여 생식독성시험, 항원성시험, 면역독성시험, 발암

성시험에 관한 자료를 제출한다.

결 론

다양한 환경에서 검출되는 Enterococcus 속 박테리아는 다양한

식품에서 우점으로 검출되며 우수한 발효특성과 건강기능성이 보

고되고 있어 식품산업에서 활용될 수 있는 높은 가능성을 가지

고 있다. 그러나 항생제 내성 및 독성인자 유전자의 높은 획득

능력은 병원성 균주의 출현을 야기하여 식품 유래 균주 활용에

큰 제한이 되고 있다. 20년 이상 E. faecium SF68과 E. faecalis

Symbioflor 균주가 프로바이오틱스로 문제를 일으키지 않고 계속

적으로 유통되고 있다는 점으로 미루어 Enterococcus 균주가 안

전성이 입증된다면 식품산업에서 활용될 수 있는 좋은 예를 보

여주고 있다. 또한 Enterococcus 속의 산업적 활용은 균주 수준

에서 검토되어야 함을 시사한다. 지금까지 축적된 Enterococcus의

병원성 연구결과는 몇가지 독성인자 유전자의 존재만으로 병원

성을 나타내는 것이 아니라, 이동형 유전인자에 포함된 항생제

내성 및 독성인자 유전자가 병원성을 나타내는 것으로 보고되었

다. MLST 기반의 Enterococcus 유전적 계통연구와 병원성 연구

를 종합하면 항생제 내성 및 독성인자 유전자가 포함된 이동형

유전인자 보유 균주가 병원성 유전형으로 진화하여 병원 내에서

의 감염의 원인이 되는 것으로 알려져 있다.

따라서, 지금까지 보고된 E. faecium과 E. faecalis를 중심으로

한 Enterococcus 속의 MLST 데이터와 함께 식품용 후보 균주의

병원성을 검토한다면 신규 개발 식품용 미생물의 안전성 검증에

유효한 결과를 도출할 수 있을 것으로 사료된다. 뿐만 아니라 유

전체분석 기술이 빠르게 진보하고 있어, E. faecium과 E. faecalis

에 대한 유전체정보가 빠르게 축적되고 있다. 유전체정보 기반의

Enterococcus 유전계통분석은 MLST를 통한 유전계통분석을 대체

하여, Enterococcus의 유전형과 분리원, 병원성, 기능성에 대한 상

관관계를 세밀하게 제시하여 보다 정확한 안전성 및 기능성 정

보 제공이 가능할 것으로 예상된다.

현재, 유전체정보 기반의 Enterococcus 안전성 연구는 독성인자

유전자의 확인에는 신뢰성이 입증되었지만, 독성인자 유전자 발

현에서는 의문이 제기된다. 생물은 특정 환경에서의 반응 기작이

병원성을 포함한 생리적 특성 발현에 영향을 미친다는 점을 고

려하여, 환경요인에 따른 전사체(transcriptome) 연구를 진행한다

면 Enterococcus의 위해성 결정에 큰 도움을 줄 수 있다. 이러한

연구는 새로운 식품용 균주의 발굴 뿐만 아니라 병원성 Entero-

coccus 감염에 대한 치료법 개발에도 큰 도움이 될 수 있다.

우리나라 전통발효식품의 상용화 및 대규모 제조의 증가에 따

른 품질 균일화 및 속성발효를 위한 종균 개발 및 종균제 사용

필요성은 증가하고 있지만, 종균의 안전성 규명을 통한 새로운

식품발효용 종균의 식품원료 인정은 거의 진행되지 못하고 있다.

신규 식품용 미생물의 식품원료 인정을 위한 [식품원료 한시적

인정제도]가 마련되어 있지만, 현실적으로 제도의 활용에는 어려

움이 있기 때문이다. 식품의약품안전처는 International Dairy Fed-

eration, 미국 FDA, 유럽연합 EFSA 등의 국제적 공인기관이 인

정한 미생물에 대해서는 사용목적에 한하여 식품원료로 인정하

는 유연성을 보여주고 있으나, 우리나라와 서구의 발효식품은 원

료의 차이에서 발생하는 미생물상의 차이가 나타나고 있어 우리

나라 및 아시아 지역에서만 섭취하는 발효식품 유래 미생물의 식

품원료 인정에는 도움이 되지 못하고 있다. 특히 아시아 지역의

종균 연구 및 산업화는 서구에 미치지 못하고 있어 새로운 미생

물의 식품 사용이력으로 참고가 되지 못하는 실정이다.

특정 균주의 용도를 한정하여 안전성을 평가하는 미국 FDA

GRAS 규격과 달리 우리나라 [식품원료 한시적 인정제도]는 안

전성을 평가하는 미생물과 대상 식품에 대한 구체적 언급이 없

기 때문에 막대한 비용이 소요되는 독성시험 진행 대상의 결정

에 어려움이 있다. 건강기능식품 소재인 프로바이오틱스와는 달

리 식품원료로 인정을 받아야 하는 식품용 미생물의 경우, 독성

시험의 진행 대상에 대한 보다 구체적인 언급이 필요하다고 사

료된다.

오랜 기간의 사용이력으로 안전성이 증명된 Lactobacillus 속

유산균의 경우에도 항생물질 내성을 유발할 수 있는 플라스미드

와 transposon과 같은 이동형 유전인자를 보유하고 있다는 연구

결과가 지속적으로 보고되고 있어, 이들의 사용을 위한 안전성

연구는 계속 증가하고 있다(Charteris 등, 1998; Mathur와 Singh,

2005; Temmerman 등, 2003; Teuber 등, 1999). 따라서 종 수준의

인가미생물목록을 제시하는 현재의 식품용 미생물 관리제도의 균

주 수준 관리로의 전환을 고려해 볼 필요성이 있다.

마지막으로 우리나라 전통발효식품산업의 상황을 고려하면 막

대한 비용을 지불하고 새로운 식품용 미생물을 식품원료로 인정

받아 생산에 도입할 수 있는 업체는 거의 없다. 이러한 관점에서

막대한 비용이 소요되는 독성시험을 간소화 할 수 있는 과학적

방안의 모색이 필요하다.

식품산업에서의 유용성과 병원성이라는 양면성을 가지고 있는

Enterococcus 속 박테리아의 예와 같이 지속적으로 발전하고 있

는 유전체분석 기술을 비롯한 오믹스(omics) 기술을 활용하여 우

리나라 전통발효식품 우점 미생물의 안전성 및 기능성 연구를 진

행한다면, 막대한 비용이 드는 독성시험의 비용을 줄이고, 실험

실에서 도출한 과학적 근거를 기반으로 신규 식품용 미생물의 안

전성 확보가 가능할 것으로 사료된다.

요 약

발효식품의 우점종 Enterococcus 속 박테리아는 식품발효에 중

요한 역할을 담당할 뿐만 아니라 사람과 가축의 프로바이오틱스

로 사용되는 긍정적 측면을 가지고 있지만, 균혈증, 심내막염 등

의 병원감염을 일으키는 병원균으로도 알려져 있다. 또한 여러

항생제에 대한 내성균주와 부착분자, 선모, 용혈소 등의 독성인

자 보유 균주들이 발견되고 있어 식품용 미생물 및 프로바이오

틱스로서의 적합성에 의문이 제기되고 있다. 본 총설에서는 우선

Enterococcus의 긍적적 및 부정적 측면에 대한 정보를 제공하여

논란이 되고 있는 문제점을 제시하였고, 유전체 연구를 통하여

부정적인 측면을 보유하지 않은 식품산업에서 활용할 수 있는 균

주 선발 방향을 검토하였다. 또한 우리나라 전통발효식품용 종균
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개발 현황과 신규 식품용 미생물 인허가 제도를 검토하여 문제

점을 파악하였다. 결론으로 Enterococcus 연구결과에 근거 우리나

라 신규 식품용 미생물의 안전성 평가 방향성을 제시하였다.
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