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Abstract

Various microflora, including lactic acid bacteria, are important and necessary components of various cheeses and have 
significant roles in cheese manufacturing and ripening. In general, the starter culture and secondary microflora could affect 
the physicochemical properties of various cheeses and could contribute to modifications during manufacturing and ripening. 
Therefore, during cheese manufacturing and ripening, microbial diversity may depend on continuous interactions among 
microflora and various environmental conditions. The microbial diversity of cheese is very complex and difficult to control 
using the classical microbiological techniques. However, recent culture-independent methods have been rapidly developed 
for microflora in cheese, which could be directly detected using DNA (and/or RNA) in combination with culture-dependent 
methods. Therefore, this review summarizes state-of-the-art molecular methods to analyze microbial communities in order 
to understand the properties that affect quality and ripening as well as the complex microbial diversity of various raw-milk, 
long-ripened cheeses.
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  서 론

미생물은 치즈의 필요한 구성성분이며, 치즈의 제조와 숙
성동안에 가장 중요한 역할을 한다(Bottari et al., 2013). 스타
터와 2차 미생물균총은 치즈의 물리화학적 성질을 변화시키
고, 치즈의 제조와 숙성동안에 발생하는 변화에 기여하기도
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하고, 반응하기도 한다. 미생물 수는 제조와 숙성동안에 미생
물의 상호작용과 환경조건에 있어서 연속적인 변화의 영향

하에 변화하며, 주어진 치즈의 특성은 또한 미생물 dynamic
에 의존한다(Coppola et al., 2000). 치즈에 존재하는 미생물균
총은 복잡하며, 이들의 성장과 활력은 매우 중요하지만, 적어
도 제어가 가능한 공정이다(Neviani et al., 2013). 
과거에는 이러한 연구는 전통적인 미생물학 기술을 의존

하였다. 하지만 배양방법은 시간이 많이 소요되며, 숫자가 적
거나또는배양할수없는균들이존재할때에는배양단계에서

부정확한 결과를 나타내기도 하였다(Cremonesi et al., 2011). 
따라서 미생물 dynamic을 모니터링할 수 있는 독특한 도구로
사용되지는 않았다. 이러한 이유 때문에 치즈 미생물의 접근
이 극적으로 변화하였다(Neviani et al., 2013). 
이 문제를 해결하기 위해서, DNA(또는 RNA)의 직접적인

분석에 근거한 비배양방법의 사용에 초점이 맞추어져서 급

격하게 증가하고 있다(Duthoit et al., 2003). 치즈 미생물의 연
구에 이용되는 기술은 신속하고, 확실하고, 신뢰를 주며, 효
과적인 방법을 제시한다(El Baradei et al., 2007). 또한 이 기
술은 낙농제품에 있어서 존재하는 미생물의 검출과 동정이

가능하여 치즈의 숙성과 품질에 있어서 영향을 주거나, 복잡
한 미생물 생태계를 이해하는데 많은 이점을 제공할 수 있다

(Neviani et al., 2013). 
따라서 본 총설논문에서 치즈의 미생물 균집의 철저한 분

석을 위해서 사용되는 분자방법의 최근의 발전상황에 대한

전반적인개요를설명하였다. 더나아가서이탈리아의유명한
비살균 장기숙성 치즈(예를 들면, Grana Padano와 Parmigiano 
Reggiano)를 중심으로 미생물을 연구하는데 비배양방법으로
사용되는 다양한 기술 등이 정리되었다. 본 총설 논문의 내용
은 이미 발행된 다양한 문헌 및 자료 등을 정리하여 서술하

였다.

비살균 장기숙성치즈의 미생물 조성을

분석하기 위한 분자생물학적 기술방법

오늘날 미생물균총의 전체적인 다양성을 확보하기 위해서

다양한 기술들이 이용되고 있다(Neviani et al., 2013). 일반적
으로 2가지의 방법으로 접근이 되고 있는데, 이것은 배양법
과 비배양법으로 나눌 수 있다. 배양법 접근은 성장하는 세균
에 의존하게 되며, 다음과 같은 단계를 포함한다. (1) 세균수
를 개수(enumeration)하기 위해서는 미생물 배지에서 증식, 
(2) 분리, (3) 속과 종 수준까지 동정, (4) 종내 수준에서 생물
형(biotype) 특성을 파악한다(Gatti et al., 2008).
낙농산업에 있어서 유산균의 분리에 가장 적합하고 많이

사용배지는 MRS이다(de Man et al., 1960). 그러나 이탈리아

치즈로부터 다양한 미생물학적 그룹의 회수를 극대화하기 위

해서 배양배지의 조성성분 변화에 관한 많은 고려가 진행되

었다(Gatti et al., 2003; Fornasari et al., 2006; Neviani et al., 
2009). 전통배지법은 일반적으로 대부분의 미생물을 검출하
는 방법이다. 그러나 종(species)을 충분히 분리할 수 없다. 영
양학적으로 완전한 배지도 원유 및 장기숙성치즈에 소수로

존재하는 Staphylococcus thermophilus와 같은 유산균과 같은
모든 미생물들을 다 검출할 수는 없다(Neviani et al., 2013). 
이런 이유 때문에 Fornasari et al.(2006)은 멸균탈지유청 스타
터의 짧은 사전발효를 한 후 멸균탈지유청이 풍부한 M17에
배양함으로써 S. thermophilus의 배양가능성을 회복할 수 있
다고 제안하였다. 이 방법은 Grana Padano 자연유청배양액에
서 S. thermopilus를 분리하는 매우 좋은 방법이다. 배양배지
(유청한천배지, WAM)에서 산성화되지 않은 fresh 유청의 사
용은 Gatti et al.(2003)에 의해서 보고되었고, Parmigiano 
Reggiano 치즈를위한자연유청스타터의전형적인 thermophillc 
lactobacilli와 streptococci의 분리와 계수에 이용될 수 있다. 
소수의 미생물균총을 얻기 위해서 Neviani et al.(2009)은

치즈생산의 초기단계에 있어서(102 cfu/mL 이하) 치즈배지
(치즈한천배지, CAM)를 사용하였다고 보고하였다. 24개월된
grated Parmigiano Reggiano 치즈로 배합된 배지는 생산과 숙
성과정 중에 발생하는 영양학적인 이용가능성과 기술적인

매개변수에 있어서 변화에 더 좋게 적용할 수 있도록 미생물

균총을 활성화시킨다(Neviani et al., 2013). 특히 CAM에 있
어서 숙성 중에 Parmigiano Reggiano에 있어서 미생물학적인
연속성장에최적을배지가되는것과별개로이것은 Lactobacillus 
rhamnosus 균주의 검출도 가능하다. 2일부터 20개월까지의
치즈에 지배적인 균주들은 전통배지에 있어서 이것이 소수

일 때는 초기 단계에 있어서 거의 측정되지 않는다. 사용된
배양배지의 관계없이 분리에 관련해서 세균를 계수한 후 다

음 단계는 형태학과 색깔에 있어서 차이를 보이는 균주를 선

택하여 수행하였다. 다음으로, 다른 기술에 의해서 미생물 분
리균들은균주수준에서분별할수있고, 종간수준까지도분류
되어질 수 있다. 미생물다양성을분석하는 접근은 phenotyping
과 genotyping 방법이 모두 포함된다. 전통적인 유산균은 표
현형의 성질의 근거에 있어서 분리되어지고, 이들 방법은 속
또는 종 수준에서 분리하는데 낮은 재현성과 낮은 정확성과

같이 악영향을 끼친다는 결점을 가지고 있다. 더구나 생리학
적 및 생화학적인 검사는 종종 균주 수준에서 차별화할 수

있는 효과를 보이지 않는다. 왜냐하면 세균수는 종종 비슷한
영양요구량을 가지고 비슷한 환경 조건하에서 증식하기 때

문이다. 따라서 동정(identification)을 주요한 목적은 표현형
에서 더 민감하고 정확한 결과를 나타내는 유전자형 방법으

로 옮겨가고 있다.   
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유산균 종들은 종특이적인(species-specific) 중합효소연쇄
반응, amplified ribosomal DNA restriction analysis(16S-ARDRA), 
16S ribosomal RNA(rRNA) gene의 염기서열결정법에 의해서
유전자적으로 분리될 수 있다(Chagnaud et al., 2001; Roy et 
al., 2001; Bouton et al., 2002; Vasquez et al., 2005). 특별한
ARDRA(tRNAAla-23S rDNA-restricion fragment length poly-
morphism)은 최근에 Mancini et al.(2012)에 의해서 응용되었
고, Grana Padano 치즈의 생산과 숙성동안 수집된 균주들을
동정하였다. 16S~23S rDAN의 특별한 절편의 제한에 근거한
이 방법은 낙농 유산균의 확인과 분리에 유효한 선택으로 제

시하고 있다. 
더 나아가서 최근에는 16S rRNA 바 다른 목표 유전자는

산성화된 자연 유청으로서 특별한 낙농 생태계에 있어서 존

재하는 매우 가까운 균주들을 신뢰할 수 있을 정도로 구분할

수있도록제공한다(Cremonesi et al., 2011). Bottari et al.(2013)
의 최근 연구에서 phenylalanyl-tRNA 합성을 할 수 있는 phe-
nylalanine 합성효소(pheS) 유전자는 분자표적으로 사용할 수
있다. 다중 real-time PCR을 위한 종 특이적인 프라이머를 설
계하여 Parmigiano Reggiano 치즈 생산을 위한 29개의 자연
유청스타터에 있어서 thermophilic 유산균을 선별하였다. 제
안되어진 방법은 매우 신속하고 효과적으로 DNA 사본수가
600개 미만에서도 평균 민감도를 가지며, 샘플에 존재하는
균들을 분석하였다(Neviani et al., 2013). 따라서 thermophilic 
스타터 배양액에 심지어 소수의 유산균 균총도 충분히 검출

할 수 있다. 
치즈 생산동안에우세한미생물로서유산균의중요성이부

여되는 것은 지난 10년간 종 수준에서 유산균을 분리하는 것
뿐만아니라, 아종(subspecies) 수준에서특별한생물형의특성
에 관한 연구의 수가 증가하고 있음을 부여주고 있다(Neviani 
et al., 2013). 그래서, 다양한 분자 typing 기술들은 치즈의 생
산과 숙성동안에 분리된 유산균의 유전자형을 알기 위해서

광범위하게 응용되어지고 있다. 이들 중에서 가장 강력한 방
법은 DNA fingerprinting 기술, 주요 대사물질과 연관된 단백
질암호화유전자의 RFLP 그리고 16S rRNA, restriction enzyme 
analysis pulsed-field gel electrophoresis(REA-PFGE), randomly 
amplified polymorphic DNA(RAPD), amplified fragment length 
polymorphism(AFLP), 그리고 repetitive extragenic palindromic- 
PCR (REP-PCR) 등이 있다(Giraffa et al., 2003; Gala et al., 
2008; Lazzi et al., 2009; Bove et al., 2011; Herrero-Fresno et 
al., 2012; Solieri et al., 2012). 이들 기술들 가운에서 발견된
다른 차별적인 능력이 발견되었다(Neviani et al., 2013). 모든
것 중에서 RAPD는 세균의 특성분석에 널리 사용되는 신속
한 방법이며, 특히 낙농유제품에 있어서 유산균의 특성분석
에 이용된다(Randazzo et al., 2009; Monfredini et al., 2012). 

그럼에도 불구하고, 이 기술은 2가지 심각한 결점은 (1) 낮은
차별능력이고, (2) 낮은 재현성인데, 많은 연구자들의 보고에
의하면 실험실 내와 실험실 간에서도 차이를 보였다(Tyler et 
al., 1997). 비교하면 REP-PCR은비교적재현성높은데, 이것은
특별한 프라이머로 증폭을 하기 때문이다. 그러나 REP-PCR 
또한 잠재적인 오염, artifacts, 다중 제어의 요구 등을 포함한
결정을 가지고 있다(Li et al., 2009). 유전자형 방법 비교 연
구에서 AFLP는 RAPD보다 더 우수한 차별능력을 보인다고
강조하였다(Clerc et al., 1998). 최근, DiCagno et al(2010)은
RAPD-PCR과 AFLP의 D Index가 각각 0.92와 0.99라고 보고
하였다. Lazzi et al (2009)에 의해 수행된 결과를 보면 AFLP
는 같은 종의 균주 사이에서 유전형의 이질성 더 잘 보여주

는 주었다.
Parmigiano Reggiano와 Grana Padano의 경우에 있어서 다

양한 조사는 자연유청스타터 미생물균총의 분류의 다양성과

이질성에 대한 지식을 이해하는데 도움이 되었다(Neviani et 
al., 2013). 이들 생태계, 생리학적 역할과 다른 항생물질에 대
한저항상을특징짓는미생물학균주를결정하는연구가여러

연구자들에 의해서 진행되었다(Rossetti et al., 2009; Bottari et 
al., 2013). 특히, 자연유청배양액의 thermiphilic 미생물균총의
우점종인 Lb. helveticus의 생물다양성에 초점이 맞추어졌다
(Andrighetto et al., 2004). 

Lb. helveticus는 우유 단백질에 대한 활성 단백분해효소와
펩타이드 활력이 특별히 인정되고, 향미성분의 방출과 연관
되어 균특이적 특성 때문에, 여기에 관해서 많은 연구가 진행
되었다(Gatti et al., 2008; De Dea Lindner et al., 2009). Lb. 
helveticus에 있어서 단백분해 효소 시스템과 아미노산 이화
작용의 깊은 연구는 Broadbent et al.(2011)에 의해서 최근에
진행되었다. 비교게놈교배분석은 Parmigiano Reggiano과 Grana 
Padano 치즈처럼 다양한 곳에서 분리한 Lb. helveticus의 그룹
에서 단백질분해와 아미노산 이화작용이 포함된 유전자 분

포를 탐구에 이용된다. Parmigiano Reggiano와 Grana Padano 
미생물에 있어서 많은 연구들은 특정 숙성시간에서 샘플을

채취하여 진행되었다. Parmigiano Reggiano와 Grana Padano 
치즈의생산과숙성동안미생물의변화에관한많은연구들은

숙성치즈에있어서비스타터유산균(non-starter LAB, NSLAB)
의 중요성을 강조하고 있다(Zago et al., 2007; Monfredini et 
al., 2012; Solieri et al., 2012).
치즈 생태계의 특성을 나타내는 미생물을 분리하고, 특정

균주의 표현형을 결정하는 꾝 필요한 방법이 표준평판배양

법에도 불구하고, 이것의 심각한 점은 완전한 미생물 집단의
과소평가라는 것이다(Giraffa and Neviani, 2001; Santarelli et 
al., 2008). 사실 이런 접근에 의해서 가장 흔하게 발생하는
미생물은 밝혀지고, 그들 가운데 특정 배양 조건에 적응되어
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져서 집락을 형성하여 검출할 수 있는 수준까지 자랄 수 있

다(Neviani et al., 2013). 
비록 배양할 수 있는 미생물균총의 더 많은 회수가 되도록

새로운 배양 배지의 개발에 집중되어 개발되고 있을지라도, 
스트레스 또는 대사활력 때문에 배양할 수 없는 상태에 있는

미생물들을 회수하는데 목적을 두고 많은 연구가 진행되고

있다(Neviani et al., 2013). Gatti et al.(2006)은 형광현미경방
법(fluorescence in situ hybridization, FISH)을 처음으로 응용
하여 Grana Padano 치즈에 사용되는 자연유청스타터에서 미
생물활력을 평가하였다. 미생물 세균 생존능력은 세균 생리
학적 활성과 연관되어진 이 방법에 의하면 어떤 사전 분리

단계 없이 자연유청스타터로부터 직접 평가할 수 있다.
최근에는 전통적인 배양의존(culture-depenpent) 방법과 관

련된 편견 등을 고려하여, 자연표본으로부터 선택배양과 분
리의 사용이 필요 없는 비배양의존(culture-independent) 방법
으로 연구의 방향이 옮겨가고 있다(Neviani et al., 2013). 사
실, 배양에 의존한 방법에 의해서 주어진 환경의 미생물 조성
을 연구하는 전통적인 방법은 미생물 또는 특정 소수의 계수

를 밝혀내지 못한다는 것은 잘 알려져 있다. 이것은 수적으로
충분하게 많은 미생물 균주에 의해서 in vitro에서 경쟁되어
지거나 in vitro에서성장할수없기때문이다(Head et al., 1998; 
Hugenholtz et al., 1998). 이런 이유들 때문에 비배양접근은
식품제품의 미생물균총의 검출을 위해서 빠르고, 합리적인, 
효과적인 방법으로 많은 고려가 되어지고 있다. 
집단수준 연구는 어떠한 배양 단계 없이 DNA(또는 RNA) 

직접 분석에 근거한비배양방법이 많이 의존하고 있다(Neviani 
et al., 2013). 각 낙농제품의 미생물균총은 고유의 특성을 가
지고 있는데, 치즈생산과 숙성동안에 발생하는 환경요인의
연속적인 변화의 영향으로 미생물수의 구조는 변화가 된다

(Coppola et al., 2008). 빠르고 정확한 비배양방법은 미생물집
단을 분석하는 적합하며 치즈 미생물을 더 자세하게 연구할

수 있는 가능성을 제고하여 주는데, 이것은 배양할 수 있고, 
또는 배양할 수 없는 미생물을 검출할 수 있는 큰 이점이 있

기 때문이다. 
비배양평가는 전체 미생물수로부터 분리한 핵산 분석에

많이 의존하고 원하는 부분의 PCR 증폭을 사용한다(Quigley 
et al., 2011). DNA는 분자연구에서는 가장 많이 이용되고 있
는데, 왜냐하면변성이적고손쉽게이용할수있기 때문이다. 
그러나 DNA에 근거한 기술들은 살아있는 미생물과 죽은 미
생물을 구분할 수는 없다(Rudi et al., 2005). 생존할 수 없는
미생물 검출을 배제하기 위해서, DNA에 근거한 기술들은 증
식단계 또는 DNA 염색을 함께 이용한다. DNA 염색은 살아
있는 미생물과 죽은 미생물을 구별할 수 있도록 사용되고 있

는 EMA(ethidium bromide monoazide)와 PMA(propidium mono-

azide) 등이 이용되고 있다(Schaad et al., 1995; Josefsen et al., 
2010). 대안적으로 RNA는 살아있는 세포에 특이적으로 이용
될 수 있는데, 미생물집단의 구조와 기능성을 더 많이 이해할
수 있도록 활성 미생물균총을 측정 가능하게 한다(Bodrossy 
et al., 2006).   

DNA와 RNA를 사용한 비배양접근의 모든 경우에 있어서
결과는추출효율에 의존한다(Neviani et al., 2013). 사실, DNA
는 모든 유전자형으로부터 회수되지 않을 수도 있으며, PCR 
증폭은 부정확할 수도 있다. 따라서 모든 미생물 집단의 특성
을 알기 위해서 모든 다른 형태의 미생물로부터 DNA(또는
RNA)를 추출할 수 있도록 적합된 실험방법이 반드시 개발되
어야 한다(Bonaiti et al., 2006). 그러나 어떤 유전자형은 아마
도 기질에 있어서 낮은 균주 다양성, Matrix의 불충분한 균질
때문에 낮은 균주 이용성, 핵산 추출을 방해하거나 PCR 증폭
을 억제하는 적절하지 않은 세포용해 때문에 여전히 검출될

수 없는 상태로 존재할 수도 있다(Jany and Barbier, 2008). 따
라서 총미생물의 수를 대변하고, 높은 농도와 정제를 가지도
록 DNA(또는 RNA) 추출의 향상은 치즈 matrix의 완전한 균
질, 세포의기계적또는효소용해, 단백질분해, 그리고 DNA 침
전에 의해서 이루어질 수 있다(Duthoit et al., 2003; El Baradei 
et al., 2007; Parayre et al., 2007). 
치즈 matrix로부터 핵산의 추출한 후 대부분의 비배양방법

은 원하는 부분을 PCR 증폭에 의존하고 있다. 따라서 다양한
미생물을 구별하는데 사용되는 유전자 또는 유전자 marker의
선별은 미생물 집단을 분자적으로 평가하기 위한 중요한 단

계이다(Juste et al., 2008). 세균과 진핵세균을 확인하기 위해
서 자주 사용되는 target은 각각 16S와 26S rRNA 암호화 유
전자이다(Florez and Mayo, 2006). 이것은 보존적이면서 높은
변이 영역 모두를 가지고 있는 선호대상 부분이다. 또한 넓은
범위의 분류학 수준까지 구분할 수 있으며, 일반적인 PCR 프
라이머를 annealing site(DNA 상에서 프라이머가 달라붙는

target)로서역할을한다. pheS와같은다른유전자들또는 RNA 
polymerase B subunit는 치즈에서 세균을 분리하기 위해서 사
용되고 있다(Martin-Platero et al., 2009; Zago et al., 2009). 어
떤 경우에 있어서 PCR 증폭 결과는 각 균주마다 다양하게
나타나는 균주염기서열에 의한 증폭산물을 만든다. 다른 균
주로부터 PCR 증폭산물은 주어진 균총의 실제 다양성을 측
정할 수 있게 복제되고 염기서열되어질 수 있지만, 이런 방법
은높은 비용때문에특정탐침자(probe)에교잡 또는 겔또는
모세혈관 분리에 의해서 일반적으로 식별되어진다(Delbes et 
al., 2007; Neviani et al., 2013). 
치즈에 있어서 미생물 집단을 설명하기 위해서 이용되는

일반적인 기술은 다음과 같다. PCR-DGGE와 PCR-TTGE는
같은 크기의 PCR 증폭산물 분리에 의존하지만, 다른 염기서
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열을 가지고 있다(Myers et al., 1987; Yoshino et al., 1991). 변
성 acrylamide 겔에 있어서 DNA는 생산물의 길이, GC 함량, 
뉴클레오티드 염기서열에 따라 녹는점이 결정되며, 녹는 영
역(melting domain)으로 알려진 이산지역(discrete region)에서
부분적으로 변성되어진다. 따라서 같은 크기이지만 다른 염
기서열을 가진 증폭산물은 그들의 녹는 영역의 녹는 형태에

서의 차이에 근거해서 분리할 수 있다(Neviani et al., 2013). 
PCR-DGGE에서의 변성조건은 화학적인 변성제(formamide와
urea)의 사용에 의존한다. 반면에 PCR-TTGE에서는 변성구배
(denaturing gradient)는 화학물질 없이 시간이 지남에 따라 온
도를 변화에 의해서 얻어지게 되며, 더 많은 재생할 수 있는
자료를 생산하게 된다(Jany and Barbier, 2008; Juste et al., 
2008). 더 나아가서 PCR-DG/TTGE의 분리는 일반적으로 표
준균주와 비교하여 이동형태를 포함한 자료들을 비교하여

얻어진다(Ogier et al., 2004). 그러나 이런 database들은 조사
된 미생물 집단을 전적으로 대표하지 않기에 끊임없이 계속

하여 최선정보가 요구되어진다. 이런 이유때문에 증폭산물
(amplicon)은 또한 DG/TTGE acrylamide 겔로부터 직접 추출
되어지고 염기서열되어진다. 따라서 표준균주의 자료들과 비
교하여 일치되지 않는 비확인 자료들은 염기서열되어지고, 기
존의염기서열자료들과비교되어진다(Jany and Barbier, 2008).

PCR 산물의전기영동에의존하는다른기술인 SSCP-PCR로
치즈에 있어서 미생물학 집단의 분석에 이용되어진다(Delbes 
et al., 2007). DGGE와 TTGE와 같이 이 방법은 비슷한 길이
의 다른 DNA 절편의 분리를 허용하지만, DGGE/TTGE와의
차이점은접힌단일가닥산물의구조적차이에근거하여 PCR 
산물을 분리한다. 변성후 단일가닥 DNA 절편은 뉴클레오티
드 염기서열에 의존하여 분자내 상호작용을 결정하는 안전

한 이차구조가 형성되는 비변성 acrylamdie 겔에 놓이게 된
다. 겔에 있어서 이들 2차 구조의 움직임에 근거해서 비슷한
분자량을 가진 산물들은 분리되고 보여지게 된다(Neviani et 
al., 2013). 절편의 분리는 다른 싱글 단편(SSCP) 형태 또는
화학물질(DGGE) 변성 또는 열(TTGE) 변성의 discrete 지역의
정보에따라서얻어지고, 분석의마지막결과는지문법(finger-
print)이다. 지문법은 많은 미생물 균주와 연관되어서 많은 밴
드(band)로 구성되어져 있고, 분석되는 우유, 유산균, 중간생
산물, 치즈 등의 미생물 확인에 이용된다. 각 균들의 마지막
동정은 각 밴드의 순수정제와 염기서열 그리고 이용 가능한

data base와비교함으로써얻어질수있다(Coppola et al., 2008).
위에 언급된 방법 외에도 형광물질이 붙어있는 DNA 절편

의 레이저 검출을 위한 자동염기시스템과 연관되어 있는 새

로운 방법들이 지속적으로 증가하고 있다. 치즈 미생물 집단
에 가장 일반적으로 사용되는 것은 terminal-RFLP와 length 
heterogeneity-PCR이다(Rademaker et al., 2006; Bottari et al., 

2010). LH-PCR 분석은 16S ribosomal DNA 염기서열의 길이
에 있어서 자연적인 변이에 근거해서 다른 미생물들을 구분

한다(Ritchie et al., 2000). 형광물질이 말단에 붙어 있는 PCR 
산물들은 모세혈관 전기영동으로 분리되고, 자동유전자염기
배열장치를 가진 레이저유도형광에 의해서 검출된다. 다음으
로, 다른 미생물로부터 유래된 증폭 염기서열의 상대적인 양
은 측정되어질 수 있다(Suzuki et al., 1998). T-RFLP는 제한
효소를 가진 형광물질이 말단에 붙어있는 PCR 산물의 분해
에 근거한다(Liu et al., 1997). 증폭산물은 PCR 프라이머 하
나 또는 모두에 염색이 결합되어 5`과 3` 모두 또는 하나에
붙어지게 된다. 분해된 산물은 표지된 절편의 레이저 검출을
할 수 있는 acrylamide 겔 또는 모세혈관 자동염기서열장치를
이용하여 전기영동으로 분해된다. 그리고 나서 주어진 집단
의 다른 균주들의 분별은 표준샘플로부터 얻어진 종말제한

절편(TRFs) 프로필의 database를 사용하여 가능하다(Dickie et 
al., 2002). 이 시스템은 분해된 PCR 산물의 말단에 붙어진
TRF를 검출할 수 있고, 그들의 크기는 샘플분석시 동시에 분
석되어진 DNA 크기 표준의 사용을 근거로 하여 계산되어진
다. 제한부위의 존재와 위치의 변이는 결과적으로 다른 TRF 
길이를 가지는 다른 유전자형이다(Jany and Barbier, 2008). 

SSCP-PCR 또는 T-RFLP와 달리 다른 증폭산물과 연관되
어서 용출분획의 수집을 허용하는 기술은 변성 HPLC이다
(Xiao and Oefner, 2001). 이 높은 처리량 자동 검출 시스템은
PCR-DG/TTGE 방법보다 매우 손쉽게 분리된 증폭산물의 직
접 염기서열을 할 수 있다(Jany and Barbier, 2008). DHPLC는
치즈 제조시에 사용되는 자연유청배양액에 있어서 발견되는

세균다양성을 연구하고, 붉은 얼룩 치즈 표면에 있어서 효모
를 분별하는데 사용되어진다(Ercolini et al., 2008; Mounier et 
al., 2009).
미생물들은 또한 정량적인 방법으로 측정되는 것이 요구

되어질 때, 정량적인 real-tiem PCR이 사용되어진다(Neviani 
et al., 2013). 전통적인 PCR과 비교하여 이 방법은 PCR을 한
후에 어떠한 추가적인 과정도 필요없이 PCR 산물을 실시간
으로 검출을 확인할 수 있다. 보통 DNA 증폭은 형광물질의
방출로 연속적으로 관찰이 가능하다. 목적 DNA의 초기 농도
는 형광물질이 배경수준 이상 증가될 때 사이클 주기로 정의

되는 특정임계값주기와 연관이 있다. 끝으로, 목적 DNA는
주형 DNA의 정확한 농도는 임계값주기와 연관되어진 보정
커브를 사용하여 정량되어진다. 축적된 증폭산물은 형광

DNA결합 염색 또는 염기서열 특정 형광 탐침자로 구성된 다
양한 화학물질로 검출될 수 있다(Juste et al., 2008). DNA 대
신 RNA를 목표로 하면, 역전사-qPCR은 또한 어떤 치즈에 대
하여 특별한 관심이 되는 미생물 균주의 성장동력 및 신진대

사활동을 연구하는데 이용될 수 있다(Falentin et al., 2012). 
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비배양 방법은 미생물들이 다양한 환경변화가 일어나는

치즈의 제조와 숙성과정 중에 미생물 집단의 신속한 동력

(dynamics)을 모니터링할 수 있는 능력이 단지 증명되었다
(Juste et al., 2008; Neviani et al., 2013). 그러나 배양방법과
비배양방법은 같은 미생물집단일지라도 다른 결과를 보인다. 
따라서 많은 연구자들은 두 가지 방법을 함께 사용하는 다상

(polyphasic)의 접근법을 이용하면 미생물 집단의 구조의 보
다 정확한 관점을 얻을 수 있기에 더 가치가 있을 것이다

(Delbes et al., 2007; Neviani et al., 2013).
사실 많은 연구들은 배양방법과 비배양방법을 동시에 결

합하여 사용하고, Parmigiano Reggiano와 Grana Padano의 미
생물균총의 완전한 상태를 얻기 위해서 시도하고 있다. 예를
들면, Rossetti et al.(2008)은 표준평판배양법과 RT-LH-PCR
을 동시에 사용하여 Grana Padano 제조에 사용되는 자연유청
스타터 배양액으로부터 분리된 우점 유산균의 유전자형 균

주 다양성과 균주 조성을 평가하였다. RT-LH-PCR은 또한
Grana Padano를위한자연유청스타터에서대사적으로활성 유
산균을 쉽고, 신속하고, 재현성을 평가하는데 이전에는 사용
되었는데, 이것은 유청 스타터 미생물 수에 있어서 다양한 기
술적인 매개변수를 확인하기 위해서 이다(Santarelli et al., 
2008). 또한 Gatti et al.(2008)은 배양과 비배양 기술을 모두
사용하여 Parmigiano Reggiano 치즈 제조동안에 미생물학의
연속성을 조사하였다. 특히, 치즈 생산과 숙성의 다른 단계에
서 온전한 세포 또는 용해된 세포들은 LH-PCR에 의해서 연
구되었다. 전통적인 배지법과 균주분리를 PCR-DGGE과
rRNA 증폭산물의 염기서열과 결합한 다상의 접근법으로 12
개월 숙성된 Parmigiano Reggiano에 있어서 우점 유산균수의
다양성을 조사하는데 잘 이용되고 있다(Gala et al., 2008).
분자수준에서 진행된 많은 연구들은 다양한 치즈의 미생

물 조성을 조사하고, 치즈의 생산과 숙성 중에 미생물의 동
태, 다양성, 특성을 가능한 정확하게 설명할 수 있도록 기여
를 하였다. 그러나 단지 몇 개의 연구만이 원유에서부터 숙성
된 치즈인 Parmigiano Reggiano와 Grana Padano에서 미생물
균총이 새로운 분자방법을 이용하여 진행되었다(Neviani et 
al., 2013).  

비살균 숙성치즈의 미생물균총 분석을 위한

배양방법과 비배양방법의 이용

이탈리아에서 가장 널리 이용되는 치즈는 Grana Padano와
Parmigiano Reggiano이다. 이 치즈들은 비살균 장기숙성 치즈
이다(Neviani et al., 2013). Grana Padano와 Parmigiano Reggiano
는 중요한 기술적인 역할을 하는 특별한 미생물학적 설정이
있다(Bottari et al., 2010). 이 전통치즈는 모든 이탈리아 낙농

생산에서 가장 우수하며, 식품산업 경제에 대하여 중요한 위
치를 차지하고 있다(Neviani et al., 2013). Grana Padano 생산
에 있어서 Parmigiano Reggiano로 다른 점은 고품질의 사일
리지와 발효 사료가 소들에게 공급된다. 사일리지의 사용은
원유에서어떤포자형성박테리아의존재를포함한다. 이런이
유때문에 butyric 발효에의해서발생되는치즈의 late blowing
이 억제되기 때문에, vat 우유에 lysozyme의 첨가가 허용된다
(Coppola et al., 2000). 원유냉장보관이허용되며, Grana Padano
는 반드시 농장에서 8℃로 보관된 비살균 원유로 만들어져야
한다(Neviani et al., 2013). 
치즈 vat 우유에 첨가되는 Parmigiano Reggiano와 Grana 

Padano에 사용되는 자연유청스타터는 유산균 수의 증가가 되
어서 우유가 산성화가 된다(Cremonesi et al., 2011). 송아지
레닛 분말(고순도 카이모신의 준비된)의 첨가에 의해서 우유
응고가 발생되며, 원유는 32~34℃로가열된다. 커드가 적절한
굳기에도달하면약 2~4 mm의작은 알갱이로분해하고, 그리
고 교반하면서 53~56℃까지 가열한다. 산성화(4.0~4.3 SH/50
에 가까워지면)와 함께가열은 커드입자의 적절한조직의 형
성을 촉진하며, 유청 배출을 하게 된다(Neviani et al., 2013). 
가열 마지막 부분에서 교반은 멈추고, 커드 입자는 서로 뭉치
어서 vat의 밑으로 가라앉게 된다. 이탈리아 사람들에 의해서
이 두 치즈에 전통적으로 붙여진 이름은 “grana”인데, 이것은
치즈 paste의 특정 구조에 기인한 것이며 특히, 거칠 질감이
특징이다(Zago et al., 2007). 이 기술적인 단계에서 유청하에
남아있는 치즈들은 가열처리공정의 마지막 단계로 도달하게

된다(Neviani et al., 2013). Vat로부터 옮겨진 커드는 성형틀
에서 두 부분으로 나누어진다. 원통형에서 2일 간 형태가 만
들어진 후, 소금농도와 형태의 크기에 따라서 달라지지만, 3
주 동안 포화된 소금물에 담그면서 염지된다. 그리고, 염지된
치즈는 숙성실에 보관하게 된다. Grana Padano는 최소 9개월
그리고 Parmigiano Reggiano는 최소 12개월 숙성되는 동안에
치즈는 연속적인 물리적, 화학적 그리고 미생물학적 변화가
일어나며, 이것은 결국 관능특성과 연관되어진다. 이와 같은
딱딱한 입자 치즈는 일반적으로 30%의 수분과 70%의 영양
소로 구성되어져 있다(Neviani et al., 2013).  

Grana Padano와 Parmigiano Reggiano 제조에는 유산균의
dynamic 미생물 군집을 포함한다(Neviani et al., 2013). 원유
와 자연유청스타터(유청에서 확인되지 않은 thermophilic 스
타터 배양액)에서 유래한 유산균은 치즈 제조와 숙성기간동
안 매우 중요한 역할을 한다. 주로 당분과 단백질 분해 활동
을 기반으로 여러 가지 생화학적 반응이 일어난다. 숙성과정
중에 발생하는 가장 복잡하고 가장 중요한 생화학 반응은

대부분이 단백질 분해이다. 이것은 우유 단백질이 분해되어
치즈 조직 형성에 기여를 하며, 유리 카르복실과 아미노 그
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룹의 증가에 의해서 결합된 물을 통해서 수분활성을 저하하

며, 그리고 아미노산의 deamination과 decarboxylation와 같
은 다른 생화학적인 반응을 위한 물질의 생성에 의해서 간

접적으로 그리고 대부분 고미 펩타이드와 아미노산의 방출

을 통해서 직접적으로 주어서 향미 생성을 촉진한다(Gatti et 
al., 2008). 
치즈에 있어서 미생물의 생존, 성장, 생화학적 활력은 커

드-치즈 환경에 있어서 물리화학적 변화에 반응하여 세균의
stress와 연관이 되어 있다. 원유와 자연스타터로부터 유산균
은 같은 치즈 환경으로부터 선별되었으며, 이들 스스로가 숙
성동안에 변화에 기여하게 된다(Neviani et al., 2013).

원유에서부터 숙성치즈까지 미생물균총

일반적으로 말하면 치즈의 미생물균총은 원유, 스타터 그
리고 숙성 중에 환경으로부터 유래하게 된다. 숙성 중에 딱딱
한 껍질의 존재는 정기적으로 청소된다(Rossetti et al., 2009: 
Rasolofo et al., 2010). 따라서 커드에서부터 숙성된 Grana 
Padano와 Parmigiano Reggiano 치즈까지 전개되는 미생물균
총은 원유와 자연유청스타터에서 기인한 것이다. 반면, 우유
는 영양요소의 더 많은 이용가능성과 비선택적인 온도에 의

해서 특정지어지며, 또한 자연적으로 산성화된 유청은 영양
학적으로 풍부하지만 pH와 온도 조건에 더 선택적이게 된다
(Neviani et al., 2013). 

1. 원유의 미생물균총
우유는 영양학이 풍부한 배지이고, 모든 미생물 그룹(병원

성, 부패, 이용 가능한 미생물)은 일반적으로 식품 matrix와
연관되어져 있다(Settanni and Moschetti, 2010). Rasolofo et 
al.(2010)은 두 가지 분자지문방법, T-RFLP와 DGGE를 이용
하여 열처리되지 않은 우유에서 우점 세균들을 관찰하였다. 
여기에는 Staphylococcus, Streptococcus, Clostridia, Aerococcus, 
Facklamia, Corynebacterium, Acetobacger 그리고 Trichococcus 
등이다. 
배양방법을 이용하여, Coppola et al.(2000)은 Parmigiano 

Reggiano 원유에서 mesophilic 유산균이 104 cfu/mL가 관찰되
었지만, 반면에 De Dea Lindner et al.(2008)과 Neviani et al. 
(2009)은 거의 1 log 낮은 수준이라고 보고하였다. 그러나 이
변화는 계절에 영향을 받는다. Coppola et al.(2010)에 의해서
분리된 균들은 통성이형발효 mesophilic lactobacilli이다. 여
기에는 Lb. paracasei subsp. paracasei, 그리고 어떤 균주들은
Lb. paracasei subsp. tolerans로 나타났다. 몇몇의 thermophilic 
균들인 Streptococcus thermophilus, Lb. helveticus, 그리고 Lb. 
delvrueckii subsp. bulgaricus 등이 검출되었다. 어떤 경우에는

우유에서 Lb. rhamnosus를 검출할 수가 없었다. Neviani et 
al.(2009)에 의해 사용된 CAM은 MRS와 같은 전통배지보다
Lb. rhamnosus를 포함한 소수로 존재하는 유산균 검출에 효
과를 보였다. 

16S rRNA 유전자 염기서열에 의하면 대부분의 균주들은
St. uberis, Lactococcus lactis subsp. lactis와 subsp. cremoris 
등이다. 다음으로는 Lb. delbrueckii subsp. lactis이며, 세 번째
는 Leuconostoc(Ln.) mesenteroides subsp. mesenteroides와 Lc. 
lactis subsp. cremoris 또한 Enterococcus genus(faecalis and E. 
faecium)도 포함된다(Neviani et al., 2013). 최근에는 우유의
미생물균총을연구하기위해서비배양방법이이용된다. Grana 
Padano 원유의 샘플에서 Santarelli et al.(2012)에 의해서 fluo-
rescence microscopy 방법으로살아있는세균수가평가되었다. 
배양방법보다 무려 100배 이상 높은 값을 보였다. 배양방법
은 어떤 샘플은 우유 중에서 단지 1%의 세균만을 검출하는
한계를 밝혀주는 결과이다. 원유샘플의 세균 조성은 LH-PCR
에 의해서 밝혀지기도 하였다(Neviani et al., 2013).

2. 자연유청스타터의 미생물균총
자연유청스타터의 유산균 증식은 다양한 배지를 이용하여

표준평판법으로 하고, Grana Padano와 Parmigiano Reggiano 
샘플을 위해서는 epifluorescence microscopy를 간접적으로 이
용하였다. 이들 환경에서 MRS에서 집락 생성능력 같은 세균
의 생존성은 평가되지 않았다(Neviani et al., 2009). WAM은
MRS보다 더 효과적이었지만, WAM 또한 자연 시스템의 복
잡성(진행 중에 항상 일어나는 스트레스요인과 수적 평형

등)을 대표하기에는 불충분하다(Neviani et al., 2013).
24가지의 Grana Padano의 natural whey starter에서우점유산

균들은 Rossetti et al.(2008)에의해서보고되었는데, Lb. helveticus, 
Lb. delbrueckii subsp. lactis, St. thermophilus, 그리고 Lb. 
fermentum 등이다. 가장 빈도가 높은 것은 Lb. helveticus, Lb. 
delbrueckii subsp. lactis와 St. thermophilus이며, 두 번째는 단
지 두 개의 Lactobacilli이다. 이 결과는 Santarelli et al.(2012)
와 일치하였다.

Parmigiano Reggiano의 자연유청스타터 연구는 LH-PCR
와 FISH(Bottari et al., 2010) 방법으로 수행되었다. LH-PCR 
electropherogramsd와 FISH 결과, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii 
(또는 subsp. lactis), St. thermophilus, Lb. fermentum 등이 모든
샘플에서 검출되었다. Parmigiano Reggiano의 자연유청스타
터는 크게 3가지 주요 유형분류체개로 나눌 수 있다. 첫째로
가장 일반적인 분류는 Lb. helveticus와 Lb. delbrueckii의 상호
비교 비율이며, 두 번째로는 Lb. helveticusa가 우점균일 때, 
마지막으로다른균들의비율과 비교하여 Lb. helveticus와 Lb. 
delbrueckii 비율 함량이다(Bottari et al., 2010).
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3. 커드에서 숙성치즈까지의 미생물 성장
치즈의생산과숙성등을고려하면Grana Padano과 Parmigiano 

Reggiano의 유산균은 또한 스타터유산균(SLAB)과 NSLAB로
정의할 수 있다. 첫 번째는 제조과정 동안 산 생성을 하고 숙
성과정에 기여하는 것이고, 그 다음 단지 숙성 동안 중요한
역할을 하는 것이다(Beresford et al., 2001). 이것은 가장 일반
적으로 그들의 기원에 따라서 분류하는 것이며, SLAB는 주
로 숙성유청스타터에서 기원하며, NSLAB는 주로 우유에서
기원한다(Neviani et al., 2013). 

Grana Padano과 Parmigiano Reggiano의 제조시 SLAB로 주
로 구성된 자연유청스타터를 우유에 접종함으로써 발효공정

이 시작된다. 이것들은 염지과정(대략 20일 정도)과 숙성과정
(Grana Padano는 최소 9개월이며, Parmigiano Reggiano는 최소
12개월)동안 변화하는 다양한 환경(예를 들면 산성, 산화적, 
삼투압 그리고 영양적인 스트레스 등)에서도 자라고 생존한
다(Neviani et al., 2013). 이때 온도, 염농도, 물의 함량, pH의
변이는 각 치즈 생산 공정에 의해서 변화되어진다. 여건이 점
점 불리해지면 SLAB의 생존이 감소하는데, 스타터 세포의
상당한 부분까지 자기분해가 진행된다. 이러한 이유로 SLAB
는 유당 감소와 커드 산성화뿐만 아니라, 상당한 양의 박테리
아 용해의 결과로 분비되는 세포내 아미노 펩티다제의 생산

이 일어나며, 숙성동안 활성된다(De Dea Lindner et al., 
2008). 세포내 효소와 다른 세포성분이 치즈 maxtrix로 이동
은 치즈 카제인의 최종 단백분해를 측정함으로써 결정된다. 
치즈 카제인 NSLAB 미생물균총의 성장을 위한 기질로 이동
될 수 있는 아미노산을 생산하다. 마지막으로, 배양방법과 비
배양방법은 숙성상태에서 토착 유산균주의 미생물 생태와

dynamics을 더 깊이 조사하는데 이용되고 있다(Neviani et al., 
2013). LH-PCR은 비배양방법의 통합된 참조로 사용되어 비
살균 장기 숙성 치즈의 미생물균총을 확인하는 방법으로 중

요하게 인식되어지고 있다.

결 론

발효식품과 같은 자연적인 생태계는 가능한 많이 전체적

으로 검토되어야 한다. Grana Padano와 Parmigiano Reggiano
에 있어서, 이들 치즈의 독특한 맛과 향을 생산해내는 가장
가치 있는 미생물학적 생물다양성의 주요 재원은 원유, 우유
탈지의전형적인방법, 자연유청스타터의사용등이다. 치즈에
있어서미생물의성장, 생존그리고생화학적활력의 dynamics
는 치즈 미생물균총의 한 부분으로서 단일 세균 집락(colony)
간의 상호작용과 식품 matrix에 있어서 물리화학적인 변화에
대응하여 스트레스 반응의 결과이다. 이들 상호작용의 실제
역할 및 세포 존재와 활력의 효과를 이해하기 위해서는 다른

분석 전략이 요구되어진다. 비록 전체적인 접근법을 사용하
기에는 힘들지라도, 이들 처리공정의 이해를 높이기 위해서
는 식품발효를 연구하기 위해서는 최소한 다양한 접근법이

요구되어진다. 이러한 관점에서 이런 접근법은 치즈 제조와
숙성의 다양한 단계에 따라서 살아있는, 살아있지만 배양할
수 없는, 손상된, 그리고 용해된 스타터 유산균, 비스타터 유
산균에 의해서 영향을 받는 원유, 장기숙성치즈 연구가 필요
하다. 본 총설논문에서 언급된 방법들은 완벽한 것으로 간주
될 수는 없지만, 이 방법들을 지속적으로 개발되고, 성능이
향상된것으로 대체될 수 있을 것이다. 그러나 우유에서 숙성
치즈로 변환하는동안에 Grana Padano와 Parmigiano Reggiano 
의 미생물 생태학을 연구하는 가장 중요한 도구를 나타내는

치즈제조 처리공정 연구를 가능하게 한다. 표준평판 분석법
으로는 한계가 있을지라도 제외되어서는 안된다. 사실, 배양
방법(culture-dependent)과 비배양(culture-independent) 방법에
의해서 얻어진 결과의 결합은 미생물 dynamic의 상태를 이해
하는데 도움을 준다. 또한 이러한 방법들은 특정 형질을 위해
서 선택될 수 있거나, 다른 장기숙성치즈의 관능검사 프로필
을 향상시키는 스타터 배양액으로 사용되어질 수 있는 특수

한 미생물을 분별이 가능하게 한다. 
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