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            초록
          
        

        
          This study investigated the antifungal effects of floating electrode barrier discharge (FE-DBD) plasma (1.1 kV, 43 kHz, 1.5 L/min N2 for 1~90 min) on Penicillium citrinum in Katsuobushi. There was no significant difference (P>0.05) of reduction between the control and FE-DBD plasma 1, 3, and 5 min treated samples, but there was a significant difference (P<0.05) of reduction between the control and FE-DBD plasma 7 min treated samples. In particular, a 0.81 log reduction was found in the 90 min treated samples. Hunter colors ‘L’, ‘a’, and ‘b’ values showed slightly decreased as the treatment time was longer and the pH in the plasma treated samples was not significantly different (P>0.05) from the control. FE-DBD plasma does not deteriously change the quality of the food, so it can be applied to dried seafood products such as Katsuobushi, which are difficult to sterilize after manufacture, and can be applied as another antifungal alternative physical method.
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      Ⅰ. 서 론
      가쓰오부시(Katsuobushi)는 수산가공품 중 하나로 가다랑어(Katsuwonus pelamis)를 원료로 만들어지며 자숙, 건조, 훈연, 곰팡이 입히기 등 다양한 단계를 거쳐 만들어진다(Sriwahyu, 2020). 가쓰오부시로 우려낸 육수는 맛과 향을 내는 400가지 이상의 향미성분을 함유하고 있다(Kawaguchi, 2005). 따라서 감칠맛과 특유의 향기를 가져 다양한 요리의 맛을 내는데 이용될 수 있어 애용하고 있다(Oh and Lee, 1989). 하지만 가쓰오부시와 같이 수분활성이 낮은 식품은 주변환경의 습도가 높을 경우 식품내로 수분이 많이 흡수되기 때문에 미생물이 쉽게 증식할 수 있다(Rhee and Cho, 1991).

      식품 종류별 소비자 불만 건수 중 12.7%는 곰팡이가 원인으로 외관상 불쾌감을 줄 뿐만 아니라 품질 저하, 곰팡이 독에 의한 건강장해를 일으킨다(Gwak et al., 2011). 곰팡이 중 특히 Penicillium spp.은 공기 중으로부터 분리되는 대표적인 곰팡이로서 알레르기원성이 있고, 일부 균종은 발암성 곰팡이 독소를 생산하기 때문에 식품위생관리상 중요한 곰팡이이다(Gwak et al., 2012). 실제로 Gwak et al.(2011)의 연구에 의하면 식품제조공장 9곳의 실내공기에서 Penicillium spp.가 29%가 검출된 바 있다. 또한 식품의약품안전처는 수산건제품 60종에서 Penicillium spp가 분리 검출되었고 그 오염도는 3 × 104 CFU/g이라고 보고하였다(MFDS, 2012).

      최근 식품에 품질변화를 일으키지 않는 차세대 기술로 플라즈마 등을 이용한 비열살균기술이 각광받고 있다. 플라즈마는 기체가 높은 에너지를 받을 때 생성되는 물질의 네번째 상태이다. 플라즈마가 형성되면 활성산소종 및 활성질소종이 발생되고 이러한 활성종은 미생물의 세포 외피 및 세포내 성분에 손상을 주어 살균효과를 나타낸다(Lopez et al., 2019). 또한 플라즈마 기술은 열을 발생하지 않아 식품에 영양소 및 품질 등에 영향을 최소화하거나 거의 미치지 않으며 이는 선행연구를 통해 입증되었다(Yong et al., 2015; Chen et al., 2019; Rod et al., 2012; Shi et al., 2011). 플라즈마를 이용한 항곰팡이 효과는 선행연구에서 일부 진행하였으나(Nojima et al., 2007; Heinlin et al., 2010; Domonkos et al., 2021) 항세균 연구에 비해 아직 미비한 실정이다.

      식품에 사용되는 대표적인 플라즈마 기술은 유전체장벽방전 (dielectric barrier discarge, DBD) 플라즈마로 두 개의 전극 사이에 플라즈마를 생성하는 기술이다. 최근에는 DBD 플라즈마를 향상시킨 기술인 부유전극 유전체장벽방전 (f;oating barrier discharg, FE-DBD) 플라즈마가 개발되고 있다. 부유전극 유전체장벽방전 플라즈마는 두 전극 중 하나로 시료를 사용함으로 시료에 직접 플라즈마를 형성하여 기존의 유전체장벽방전 플라즈마보다 더 강한 살균효과를 나타낸다(Joshi et al., 2011). 따라서 본 연구에서는 플라즈마 기술 중 하나인 부유전극 유전체장벽방전 플라즈마를 활용하여 가쓰오부시 중 P. citrinum에 대한 항곰팡이 효과를 조사하였으며 품질요소인 색차 및 pH의 변화도 함께 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 시료
        본 연구에서 사용한 가쓰오부시는 시중에서 유통 중인 가쓰오부시 제품을 구입하여 실험재료로 사용하였으며 구입 즉시 실험을 실시하였다. 가쓰오부시는 3 g씩 소분하였으며 표면의 잔존 미생물 제거를 위해 70% 에탄올로 닦아 클린벤치 (CHC Lab Co. Ltd., Daejeon, Korea)에 30분가량 건조를 시킨 후 시료로 사용하였다.

      

      
        2. 균주 준비 및 접종
        본 실험에 사용된 P. citrinum (NIBRFGC000128746)은 2021년 국립생물자원관 (National Institute of Biological Resources, NIBR, Incheon, Korea)에서 분양받은 균주를 사용하였다. P. citrinum은 포자 활성화를 위해 potato dextrose agar (PDA, Difco Co, KS, USA)에서 25℃, 7일간 배양되었다. 그 후 0.05% tween 80 (Fisher Scientific, NJ, USA) 용액을 첨가한 뒤 유리막대로 포자를 가볍게 긁어 포자 현탁액을 제조하였다. 제조된 포자 현탁액의 균사체를 제거하기 위해 멸균된 거즈를 통해 여과하고 여과된 포자 현탁액을 실험에 사용하였다. 포자 현탁액의 농도는 105 CFU/mL로 조절하였다. 소독 처리된 가쓰오부시 샘플 3 g을 petridish (90 × 15 mm)에 넣고 P. citrinum 포자 현탁액 10 µL를 균일하게 표면에 점 접종 (spot inoculation) 시켰으며 이후 클린벤치에서 1 시간동안 건조시킨 것을 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 부유전극 유전체장벽방전 플라즈마 처리
        본 연구에서 사용된 FE-DBD 플라즈마 장치 (µ-DBD Surface Plasma Generator, Model; Micro DBD Plasma)는 Plasma Biomedicine Institute (Plasma Bioscience Research Center, Seoul, Korea)에서 공급받았다. FE-DBD 플라즈마 장치의 작동전압은 진폭 2.8kV의 47kHz 사인파를 발생시키는 인버터로 지지하였으며, 질소를 이용하여 가상접지 역할을 하는 시료의 표면과 전기전극 아래 유리 사이에 플라즈마를 발생시켰다. 상기 과정 동안 분당 1.5 lpm의 유량을 유지하였으며, 플라즈마 방출 전극과 샘플 사이의 거리는 3 mm로 유지하였다. FE-DBD의 전기 전압 및 전류 특성은 각각 고전압 프로브(P6015A, Tektronix)와 픽업 프로브(P6021A, Tektronix)를 사용하여 측정하였다. 플라즈마 방전은 주로 1 kV에서 발생하였으며, 피크 방전은 16 mA에서 측정하였다. 전력은 0.55 W로 측정하였다. RMS(root mean square value) 전압과 전류는 각각 2.0 kV와 13.5 mA에서 측정하였다.

      

      
        4. P. citrinum 분석
        FE-DBD 플라즈마 처리된 샘플 3g을 멸균백에 넣고 0.85% 멸균생리식염수 27mL를 가한뒤 stomacher (EASY MIX, AES Chemunex, Rennes, France)로 2분간 균질화 하였다. 균질화된 시료는 9 mL의 0.85% 멸균생리식염수를 이용하여 10배씩 연속 희석하였고 희석액 1 mL를 petridish 에 분주하고 45-50℃정도로 식힌 PDA를 petridish에 주입평판법 (pour plate method)으로 혼합해주었다. 이후 25℃에서 7일간 배양한 후 집락을 형성한 배지만 계수하여 log CFU/g로 나타냈다.

      

      
        5. 색조 측정
        가쓰오부시 표면의 색조는 직시색차계 (Ne4000; Nippon denshoku, Tokyo, Japan)를 이용하여 Hunter L 값 (명도, lightness), a 값 (적색도, redness), b 값 (황색도, yellowness)을 측정하였다.

      

      
        6. pH 측정
        가쓰오부시 10 g과 희석수 100 mL를 혼합 후 실온에서 5분간 교반하여 pH 측정용 시료로 사용하였으며, pH meter (Orion Star A211, Thermo Scientific, MI, USA)를 사용하여 pH 값을 3회 반복 측정하였다.

      

      
        7. 통계처리
        FE-DBD 플라즈마 처리시간별 유의차는 통계분석으로 확인하였다. 모든 실험은 시료당 3회 반복 분석하여 데이터를 얻은 후 통계적 유의성을 평가하였으며, 평균±표준편차로 표시하였다. 통계처리는 SPSS software (version 12.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하였으며, 일원배치 분산분석 (one-way analysis of variance) 중 Duncan's 다중범위검정 (multi–range test)을 선택하여 유의차를 5% 수준에서 검증하였다 (P<0.05).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 부유전극 유전체장벽방전 플라즈마 처리시간별 저감화 효과
        비가열 살균기술인 FE-DBD 플라즈마를 활용하여 가쓰오부시 중 항곰팡이 효과를 조사하였다. 가쓰오부시 중 P. citrinum의 FE-DBD 플라즈마 처리시간별 (1, 3, 5, 7, 10, 30, 45, 60 및 90분) 저감화 효과는 <Table 1>에 나타내었다. FE-DBD 플라즈마를 1, 3, 5분 처리구를 대조군과 비교하였을 때 유의적인 차이는 발생하지 않았으나 (P < 0.05) 7분 이상부터 대조군과 유의적인 효과가 나타났다 (P > 0.05). 특히 90분 처리에서 최대 0.81 log의 감소가 나타났다. Choi et al.(2020b)의 연구에 따르면 아귀포에서 Bacillus cereus와 Staphylococcus aureus를 유전체장벽방전 플라즈마를 이용하여 최대 1 log 이상의 저감화 효과를 보여주었다. 본 연구와 미생물 저감화 정도의 차이가 나는 것은 곰팡이가 세균보다 저항성의 차이 때문이라고 사료된다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Effect of FE-DBD plasma treatment on the reduction of P. citrinum on the katsuobushi.
          
          

        

        
          
            
              	FE-DBD plasma
treatment (min)
              	Penicillium citrinum
(log CFU/g)
            

          
          
            	Control
            	5.11 ± 0.07a
          

          
            	1
            	5.02 ± 0.08ab
          

          
            	3
            	5.01 ± 0.12ab
          

          
            	5
            	5.01 ± 0.05ab
          

          
            	7
            	4.91 ± 0.01bc
          

          
            	10
            	4.79 ± 0.08cd
          

          
            	30
            	4.68 ± 0.17de
          

          
            	45
            	4.54 ± 0.19e
          

          
            	60
            	4.33 ± 0.10f
          

          
            	90
            	4.30 ± 0.04f
          

        

        
          
            The letters (a-f for P. citrinum) in a column indicate significant differences (P < 0.05) in reduction FE- DBD plasma treatment time for P. citrinum by Duncan’s multiple range test with 5% probability. The data represent mean values with standard deviations (three samples/treatment).
          

        

        

        Nojima et al.(2007)도 유전체장벽방전 플라즈마를 활용하여 P. citrinum을 99.9% 불활성화 시켰다고 보고하였다. 또한 Heinlin et al.(2010)과 Domonkos et al.(2021)도 저온 대기압 플라즈마가 세균 뿐 아니라 곰팡이를 효과적으로 저감화 시킬 수 있다고 보고하였으며 비열 플라즈마를 활용하여 항곰팡이 처리하기 힘든 식품 등에서 곰팡이를 효과적으로 비활성화 시킬 수 있다고 하였다.

      

      
        2. 부유전극 유전체장벽방전 플라즈마 처리시간별 가쓰오부시의 색조 및 pH 변화
        FE-DBD 플라즈마 처리시간 별 가쓰오부시의 색조 및 pH 변화는 <Table 2>에 나타내었다. FE-DBD 플라즈마 처리구는 대조군과 비교해 보았을 때 L, a, b 값이 감소되었으며 유의적인 차이가 나타났다(P>0.05). Adbi et al.(2019)에 의하면 빨간고추에 저온 플라즈마를 20분동안 처리하였을 때 L, a, b 값이 유의적인 차이를 보이며 감소하였으며, Choi et al.(2016)도 냉동 돼지고기에 저온 플라즈마를 처리하였을 때 L, a, b값의 감소를 확인하였다. 본 연구 결과를 토대로 분석해 보았을 때 FE-DBD 플라즈마 특성상 하나의 전극으로 구성되어있어 시료 표면에서 플라즈마의 직접적인 반응에 의해 색조 변화가 발생했을 것으로 사료된다. 하지만 본 연구에서 비록 기계적인 색상차이는 있었을지라도 육안의 차이는 나타나지 않았으므로 (data not shown) 처리시간 및 강도를 조절한다면 관능적으로 식품의 색깔 변화 없는 살균처리가 가능하다고 판단된다.

        pH는 대조군의 pH인 5.43과 비교하였을 때 FE-DBD 플라즈마 45, 60분 처리에서 유의적인 차이가 나타나지 않았다 (P < 0.05). Choi et al.(2020a)은 유전체장벽방전 플라즈마를 굴에 처리하였을 때 플라즈마로 인한 pH 변화가 없다고 보고하였으며 Jeon et al.(2021) 또한 조개젓갈을 FE-DBD 플라즈마 처리하였을 때 pH 변화가 나타나지 않았다고 보고하였다. 이외에도 선행 연구된 결과에서 플라즈마가 식품의 pH에 영향을 미치지 않는다고 하였다 (Xu et al., 2017; Pankaj et al.2017).

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 연구는 저온 살균기술인 FE-DBD 플라즈마의 가쓰오부시에 대한 항곰팡이 효과에 대해 조사하였다. FE-DBD 플라즈마 기술은 식품에 품질을 크게 변화시키지 않아 가쓰오부시 등과 같이 제조후 추가적인 살균처리를 하지않는 제품을 대상으로 적용될 가능성을 확인하였으며, 곰팡이를 포함한 미생물의 오염제거에 효과적으로 적용될 수 있을 것으로 기대되었다.
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