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ABSTRACT

Characterization of Leuconostoc mesenteroides TA isolated

from Kimchi harboring antimicrobial activity and its

antimicrobial compound

Lee, Seol Hwa

Adviser : Prof. Chang, Hae Choon, Ph. D.

Department of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun Unversity

A lactic acid bacterium having antifungal activity was isolated from kimchi.

The isolate was identified as Leuconostoc sp. based on its morphological and

biochemical properties, and 16S rRNA gene sequences determination. Growth

and antifungal, and antibacterial activities of Leu. mesenteroides TA were

measured at 28℃, 30℃, and 37℃ at 24, 48 hr. The effects of initial pH (pH

4.0, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0) on growth, antifungal and antibacterial were also

determined. Leu. mesenteroides TA could grow well at 30℃ with initial pH of
6.0∼7.0.

Leu. mesenteroides TA was non-hemolytic. To obtain antibiotic

susceptibilities of LAB, minimum inhibitory concentration (MIC) of 9

antibiotics for Leu. menseteroides TA. Leu. menseteroides TA was sensitive

of ampicillin, vancomycin, gentamycin, streptomycin, erythromycin,

clindamycin, tetracycline, chloramphenicol. The enzyme profiling is an

important factor for selection of strains as starter cultures. The enzymatic

potential of the Leu. mesenteroides TA was evaluated using the API ZYM kit.

Leu. mesenteroides TA was observed strong -glucosidase activity and

β-glucosidase.

Leu. mesenteroides TA showed antifungal activity against Aspergillus



- VIII -

fumigatus ATCC 96918, A. flavus ATCC 22546, A. ochraceus PF-2, A.

nidulans PF-3, Penicillium expansum KCTC 6434, and Pichia kudriavzevii GY1

using a dual culture overlay assay and paper disc assay. Furthermore, Leu.

mesenteroides TA represented antibacterial activity against various species of

gram-positive and gram-negative bacteria.

The antifungal and the antibacterial activity were stable at heat or proteolytic

enzyme treatment, but it was unstable at pH 5.0∼7.0.

The antifungal compounds were partial purified by solid phase extraction

(C18 SPE column), and The antifungal compounds were observed antimicrobial

activity. The antifungal compounds showed antifungal activity against various

species of fungi. However, The antifungal compounds were not inhibited

almost bacteria except Bacillus sp.

The antifungal and the antibacterial compounds were stable at heat or solvent,

but it was unstable at pH 3.0 and pH 5.0∼8.0
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제 1 장 서 론

치즈, 된장, 간장, 술 등과 같은 식품의 발효와 관련된 이로운 곰팡이들이 있지만 많

은 종류의 곰팡이들이 식품에서 부패를 일으키며, 이취, 독소 생성, 변색 등 식품의 품

질 저하뿐만 아니라 인체에 유해한 작용을 일으킬 수 있다[8, 28, 67].

곰팡이에 의한 식품의 품질 저하는 곰팡이가 생육하면서 분비하는 exoenzyme들에 의

해 발생할 수 있다[3]. 또한, dimethyl disulphide, geosmin, 2-methyl isoborneol 등과

같은 휘발성 물질을 생산하여 매우 적은 양으로도 식품과 음료의 품질 저하를 가져올

수 있다[30]. FAO (Food and Agriculture Organization)는 전 세계 농산물의 25%가

곰팡이 독소로 오염되었을 것임을 추정하였으며[1, 27], 전 세계 식품 시장에서 곰팡이

의 오염에 따른 경제적 손실이 10% 이상 차지하고 있다[59]. 더 나아가 식품 속 곰팡

이 포자는 심각한 건강 문제를 야기하기도 한다[54]. 그러나 곰팡이의 오염으로 인한

가장 큰 문제는 곰팡이 독소 (mycotoxin)의 생성이다. 곰팡이 독소는 인체에 여러 가

지 만성적 또는 급성적인 영향을 미치며, 연간 수백만 달러의 피해를 입혀 농산물을

폐기하게 만든다[27]. 현재까지 400종 이상의 곰팡이 독소가 알려져 있으며, 식품과 사

료에서 생성되는 mycotoxin의 대부분은 Aspergillus 속, Penicillium 속에서 생성되며

곡류에서 생성되는 mycotoxin의 대부분은 Fusarium 속 등에 의하여 생성된다[26].

이에 식품과 사료에서 유해 미생물 및 곰팡이를 억제하기 위한 여러 가지 보존 방법

들이 제시 되고 있으며, 크게 물리적인 방법과 화학적인 방법으로 나눌 수 있다[8].

물리적인 방법에는 drying, freeze-drying, cold storage, modified atmosphere

storage, heat treatment 등이 포함되며, 화학적인 방법으로는 보존료로 사용되는 화

학 첨가물을 이용하는 방법이다. 즉, acetic acid, lactic acid, propionic acid, sorbic

acid, benzoic acid 등과 같은 유기산들이 식품첨가제로 이용되고 있으며[8], 특히

benzoic acid와 sodium benzoate는 항진균 물질로 널리 사용되고 있다. 그 중 편의성

과 저렴한 비용으로 인해 nitrite, sorbic acid, sodium metabisulfite, 염소제 등 다양한

합성 보존료가 장기간 사용되어 왔다[59].

많은 합성 보존료가 진균의 성장을 억제하기 위해 음료 및 훈육제품에 사용되고 있지

만, 오랜 기간 동안의 냉장 보관 온도에서 효과가 없음이 보고되었다[59]. 뿐만 아니라

몇몇 효모 및 곰팡이는 화학 방부제 및 일부 방부제에 대해 내성을 가지고 있다. 예를

들어, 일부 Penicillium, Saccharomyces, 및 Zygosaccharomyces 속에 속하는 종들은
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potassium sorbate의 존재 하에 생장할 수 있으며, 몇몇 곰팡이들은 sorbic cid를 분해

할 수 있는 능력을 가지고 있기도 하다[59].

현재 사용되고 있는 항생제와 합성 보존료의 빈번한 사용은 미래에 항생제 내성 증

가, 인체내 축적 등 안전성에 관한 문제가 지속적으로 대두되고 있고, 물질의 종류, 사

용량 등에 따라 인체에 부정적 영향을 주기도 한다. 이러한 문제 등으로 소비자들의

화학 방부제 사용 감소에 대한 요구가 증가하고 있으며 최근 몇 년 동안 자연 식품에

서 발생하는 세균의 보존 능력에 대하여 관심이 증가하고 있는 추세이다.

항생제와 합성 보존료 문제점을 해결할 수 있는 새로운 식품 보존 방법으로 천연물

유래의 식품 보존제에 대한 연구들이 많이 진행되어 왔으며, 특히 생물학적 보존제로

오랜 역사와 함께 인체에 매우 유익한 균으로 알려진 유산균을 이용하려는 노력들이

진행되고 있다[19, 20, 61].

유산균은 그람 양성, 무아포, 비 운동성, 간균과 구균 모양의 형태의 이종 그룹을 포

함하여 탄수화물을 이용하여 젖산을 생성하는 미생물로서[77], 유산균의 초기 분류 체

계는 Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus로 대표적인 4가지

속으로 분류되어 왔다. 그러나 현재 4가지 속은 재분류하여 개정되었으며 다음과 같은

Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,

Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,

M lissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus 및 Weissella 속으로 구성되어졌다[18].

유산균 식품의 역사는 고대 농경목축시대로 거슬러 올라가며 현재 자연계에 널리 존

재하며 발효 가공 식품에서 종균으로 널리 사용되고 있다. 그러한 이유에는 식품의 보

존성 향상 및 향기 등의 관능적 특성과 영양학적 가치에 기여하기 때문이다[15, 36,

64]. 뿐만 아니라 유산균의 발효를 이용한 농·축산물의 보존 가공법의 발전은 식생활

개선에 큰 변화를 가져왔다.

그 중 김치는 한국인 식사에서 중요한 구성 요소로 오랫동안 간주되어 온 유산균에

의해 발효된 한국의 전통 식품으로 김치의 발효는 미생물, 산도, 소금과 같은 환경적인

요인에 의해 영향을 받는다[48]. 김치는 영양학적으로 우수하며 면역력 강화, 정장작용,

항암효과 등 건강식품으로 알려져 있다[12]. 김치발효에 주로 관여하는 미생물에는

Leuconostoc속, Lactobacillus속, Weissella속, Lactococcus속, 그리고 Pediococcus속이

있다[48]. 최근에는 주요 김치 생산 업체 김치의 맛과 품질을 개선하기 위해 종균 배양

액으로 Leuconostoc mesenteroides를 사용하기 시작하였다[9, 65].
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Leuconostoc은 제당공업이나 인체 임상시료에서 분리된 경우 식품연부와 안전성 면

에서 일부의 부정적 견해가 있지만, Leuconostoc에 속하는 균주들은 식품의 발효

(sauerkraut, 절임류, 육제품 등), 낙농제품의 향미 및 가스 생산, 산업 또는 임상용

dextran 및 고가폴리머 생산, mannitol 생산, 유지 산업의 생물학적 보존제 생산, 기

능성 식품으로서의 잠재적 역할 등 산업적으로 매우 중요하며[44], 인체에 노출되거나

인류가 장기간 소비한 역사를 고려할 때 Leuconostoc은 섭취하여도 되는 안전한

(generally regarded as safe: GRAS)미생물이다[70].

유산균은 lactic acid, acetic acid, propionic acid 등의 유기산과 함께 각종 발효산물을

생성한다. 또한 pH의 저하와 발효산물 중 항균 활성 물질의 생산으로 부패 미생물과

병원성 미생물을 사멸시키거나 생육을 억제하는 작용을 하여 식품의 보존성과 안전성

을 유지하게 한다[42]. 유산균이 생산하는 유기산의 비해리 분자는 항균성이 있는 것으

로 알려져 있으며 이외에도 H2O2, CO2, diacetyl, bacteriocin 등이 항균작용을 한다[33,

51, 71]. 또한, 유산균에 의해 생성된 유기산 중 젖산, 아세트산, phenyllactic acid

(PLA) 및 p-OH-phenyllactic acid (OH-PLA)는 곰팡이 및 세균의 성장을 억제하는

역할을 한다[25, 37, 46, 51, 53, 68, 69].

유산균 배지인 MRS 배지에 있는 sodium acetate와 유산균이 생산하는 lactic acid

의 조합이 항진균 활성을 상승시키며, 유산균이 생산하는 다른 항진균 물질들과 상승

작용을 한다는 보고들이 있다[4, 5]. 반면 항진균 활성을 가진 유산균보다 더 많은 양

의 lactic acid를 생성하는 유산균에서 항진균 활성이 관찰되지 않았다는 보고도 있다

[39].

본질적으로 복잡한 유산균의 항진균성 화합물에 대해 이전에 여러 연구에서 분리 과

정에 발생하는 어려움에 대해 보고되어온 바 있다[35, 38, 45, 77]. 분리 과정 중 대부

분의 항진균 화합물은 LLE (Liquid-Liquid Equilibrium) 또는 SPE (solid phase

extraction)를 포함한 각각의 유기 분획 또는 흡착제 컬럼에 흡착하는 물질에 대해 연

구되어왔으며[18], 소수성 C18 column을 이용한 SPE는 성공적으로 사용되어 현재 항진

균 화합물의 분리를 위해 널리 적용되어 왔다[63].

지금까지 밝혀진 유산균에 의해 생성된 항진균 활성 물질은 유기산, cyclic

dipeptides, reuterin, fatty acid, carboxylic acids 등의 물질이 있으며(Figure 1), 현

재 발표된 천연 식품 보존제로의 유산균의 경우 대부분이 서구 발효 식품 유래의 유산

균으로 이루어져 있다[4]. 더욱이나 Leuconostoc 속 유산균에 대한 항진균 활성 논문

의 경우 매우 소수이며, 대다수의 연구가 단순히 항진균 활성을 나타내는 현상에 관한
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보고들로 항진균 활성을 가진 Leuconostoc 속 균주에 대한 항세균 활성 실험은 더더

욱 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구는 유해 세균뿐만 아니라 인체에 유해한 곰팡이를

억제할 수 있는 유산균을 우리 나라 발효 식품인 김치로부터 분리·동정한 Leu.

mesenteroides TA 균주의 항미생물 활성 범위와 균주의 특성을 조사하였으며, 더 나

아가 이 균주가 생산하는 항진균 물질의 특성을 확인하고자 실시하였다.
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Figure 1. Chemical structures of various antifungal compounds

produced by LAB[18].
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제 2 장 실험 재료 및 방법

제 1 절 항진균 활성 균주의 분리 및 동정

1. 항진균 활성 균주 분리

중소기업 태백에서 시판 김치를 구입한 후 숙성하여 적정 산도 0.4∼0.5% 범위에 도

달한 김치를 김치 내용물 전체를 마쇄하여 멸균거즈로 여과하였다. 김치 여과액을 멸

균수를 이용하여 단계적으로 희석한 후 100 μL를 취하여 Man Rogosa Sharpe (MRS,

Difco, Sparks, MD, USA) broth 한천배지(1.5% agar, w/v)와 CaCO3 (Amersco,

Cochran, GA, USA)가 2% (w/v) 첨가된 MRS (Difco) 한천배지에 도말하였다. 30℃에

서 평판배양하면서 MRS (Difco) 한천배지에서 집락을 형성하는 균주들 중 곰팡이에

대한 저해활성을 보이는 균주를 분리하였다. 분리 균주는 24시간 동안 30℃에서 배양

한 후에 25% (w/v) glycerol stock으로 -70℃에서 보관하였다. 실험에 사용할 경우에

는 5 mL MRS (Difco) 액체 배지에 접종하여 24시간 동안 30℃에서 배양한 후에 본

배양할 배지에 계대하여 사용하였다.

2. 분리 균주의 동정

항진균 활성을 나타내는 분리균주의 동정을 위하여 일차적으로 형태학적, 생화학적

특성을 조사하였다. 그람 염색 (Gram stain kit, Difco) 및 현미경 관찰과 API 50CHL

system (Biomerieux, Marcy IEtiole, France)을 이용하여 당 발효 능을 조사한 후에

균주동정 프로그램 (http://apiweb.biomerieux.com)을 이용하여 균주를 동정하였다.

최종적인 동정을 위하여 분리균주의 16s rRNA gene 염기서열을 결정하여 알려진 균

주들과 비교하였으며, 16s rRNA gene 염기서열을 분석하기 위하여 분리 균주로부터의

genomic DNA 추출은 DNeasy blood & tissue Kit DNA (Qiagen, Chantilly, VA,

USA)을 사용하였다.
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3. 공시균주와 분리 균주의 상이성

가. 당 발효능

API 50CHL system (Biomerieux)을 이용하여 당 발효 능을 조사한 후에 균주동정

프로그램 (http://apiweb.biomerieux.com)을 이용하여 분리균주와 공시균주 Leu.

mesenteroides ATCC 8293T과의 당 발효능 차이를 비교분석하였다. 공시균주 Leu.

mesenteroides ATCC 8293T는 한국 미생물 자원 센터에서 구입하였다.

제 2 절 분리균주의 특성

1. 생육 최적 조건

가. 배양 온도에 따른 생육도 및 항균 활성 측정

분리 균주의 배양 온도에 따른 생육도 조사 및 항진균 및 항세균 활성을 측정하기 위

하여 MRS (Difco) 액체 배지에 분리 균주를 1% (w/v) 접종하여 28℃, 30℃, 37℃에

서 24시간과 48시간 동안 각각 정치 배양하여 A600 (Ultra spec 2100 pro, Amersham

Biosciences, Bristol, UK)에서 흡광도를 측정하여 생육도를 확인한 후 배양 상징액을

제조하였다. 배양 상징액은 본 배양액을 4℃에서 원심분리(9,500 ×g, 15 min, 4℃)하여

얻은 배양 상징액을 0.45 ㎛ membrane filter (Adventec MFS, Tokyo, Japan)로 제균

하였다. 제균한 상징액은 동결건조 (freeze dry system, SFDSM12, Samwon, Bucheon,

Korea)한 후에 20 mM sodium acetate (pH 4.0) 완충액에 녹여 25배 농축 배율로 준

비하여 이를 조항균 물질로 하여 항균 활성 실험에 사용하였다. 대조구로는 균주를 배

양하지 않은 MRS (Difco) broth를 동일한 과정으로 처리하여 사용하였다.

항진균 및 항세균 활성 측정은 spot on the lawn test [76]방법으로 다음과 같이 시행

하였다. 지시 곰팡이인 Aspergillus fumigatus (Asp. fumigatus) ATCC 96918의 포자

를 MEA (malt extract agar, Difco) 배지 20 mL에 5.0×104 CFU/mL로 첨가하여 petri

dish에 부은 후 굳으면 분리 균주의 배양 상징액 10 μL를 배지 위에 spotting하여 3

0℃에서 48시간 동안 배양한 후 활성을 측정하였다. 지시 균인 Bacillus subtilis (B.



- 8 -

subtilis) ATCC 6633은 LB (1% bacto-tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl) 액체

배지에 1% 접종하여 37℃에서 24시간 배양하였으며, 1.0×10
6
CFU/plate로 도말하여 배

양 상징액 10 μL를 배지 위에 spotting하여 37℃에서 하룻밤 동안 배양한 후 활성을

측정하였다.

역가는 항균 물질을 순차적으로 2배씩 희석하여 저해 환을 형성하는 최대 희석배수의

역을 취하고, 이 값에 1 mL에 대해서 환산해주는 환산 계수를 곱하여 AU/mL로 나타

내었다. 흡광도 및 항균 활성 측정은 3회 반복하여 측정하였다.

나. 초기 pH에 따른 생육도 및 항균 활성 측정

배지 초기 pH가 분리 균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여, pH를 보정하지

않은 pH 6.5의 100 mL MRS (Difco) 액체 배지와 5 N NaOH 또는 5 N HCl로 pH

4.0, 5.0, 6.0 그리고 7.0으로 보정한 100 mL MRS (Difco) 액체 배지에 분리 균주를

1% (w/v) 접종하여 30℃에서 24시간과 48시간 동안 각각 정치 배양한 후 A600

(Amersham Biosciences)에서 흡광도를 측정하여 생육도를 확인하였으며, 초기 pH에

따른 분리 균주의 배양액은 배양 상징액으로 제조하여 항균 활성 실험에 사용하였다.

항진균 및 항세균 활성 측정은 spot on the lawn test 방법으로 시행하였다[76]. 항세

균 활성 측정의 지시 균으로는 B. subtilis ATCC 6633을 항진균 활성 측정의 지시 곰

팡이는 Asp. fumigatus ATCC 96918을 사용하였다.

2. 생육시기에 따른 항균 활성

분리균주를 30℃에서 0∼48시간 동안 정치배양하면서 A600 (Amersham Biosciences)

에서 흡광도를 측정하여 생육곡선을 그리고 생육에 따른 배양액의 pH를 pH meter

(510 pH meter, Fisher, Singapore)로 측정하였다. 배양 시간마다의 배양 상징액을 제

조하여 항균 활성 실험에 사용하였다. 항진균 및 항세균 활성 측정은 spot on the

lawn test 방법으로 시행하였다[76]. 항세균 활성 측정의 지시 균으로는 B. subtilis

ATCC 6633을 사용하였으며, 항진균 활성 측정의 지시 곰팡이는 Asp. fumigatus

ATCC 96918을 사용하였다.
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3. 안전성 평가

가. 용혈성 확인

분리 균주가 적혈구를 파괴하거나 분해하는 현상인 용혈성을 나타내는지 조사하였다.

Blood agar base (Oxoid, Hampshire, England)를 멸균 후에 7% horse blood (Oxoid)

를 첨가하고 평판배지를 만들어서 준비한 후, 5 mL MRS (Difco) 액체배지에 1%

(w/v) 접종하여 30℃에서 24시간 배양한 분리 균주를 백금이로 streaking한 후 30℃에

서 48시간 배양하였고, 적혈구 용혈에 의한 균체 주위 투명환 생성여부로 용혈성을 판

단하였다. 용혈을 일으키는 양성반응 대조군으로는 B. cereus KCTC 3624를 사용하여

위 방법과 동일하게 실험하였다.

나. 항생제 감수성

분리 균주의 항생제 감수성은 액체 배지 희석법 (Broth microdilution method)을 이

용하여 측정하였다[56]. 실험에 사용된 항생제는 9종으로 ampicillin (Sigma Co., St.

Louis, MO, USA), vancomycin (Sigma), gentamycin (Sigma), streptomycin (Sigma),

erythromycin (Sigma), clindamycin (Sigma), tetracycline (Sigma), chloramphenicol

(Sigma)이며, 이들 항생제는 규정된 용매에 녹인 후 사용하였다. 항생제 감수성을 측

정하기 위한 배지는 0.5% dextrose를 첨가한 MH (Mueller-Hinton, Difco) 액체 배지

에 항생제를 각 농도별로 조절하여 첨가하였다. 항생제의 최소 생육저해 농도

(minimum inhibitory concentration, MIC)를 측정하기 위하여 분리 균주는 MRS 액체

배지에 1% (w/v) 접종하여 30℃에서 24시간 배양한 후 배양액을 원심분리 (9,950 ×g,

4 min, 4℃)하여 균체를 회수한 후 0.5% dextrose가 첨가된 MH (Difco) 액체 배지에

현탁하여 A600=0.4∼0.5가 되도록 한 후 현탁액을 MH (Difco) 액체 배지에 1:1000 희석

하고, 항생제를 단계별로 희석하여 준비한 배지에 균주의 현탁액을 접종한 후 혐기적

인 조건에서 30℃에서 24시간동안 배양하였다. 감수성 여부 및 탁도는 A600

(Amersham Biosciences)에서 흡광도를 측정하여 확인하였으며, 균주에 대한 감수성

해석은 European Food Safety Authority (EFSA, 2012)를 참고하여 각각의 항생제가
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첨가된 배지에서 균주가 증식하지 않는 최소 농도로 최소 생육저해 농도를 결정하였

다.

다. 효소 활성

분리 균주의 효소 활성을 측정하기 위하여 API ZYM kit (BioMerieux)를 사용하였다.

실험을 위해 먼저 분리 균주는 MRS (Difco) 액체배지에 1% (w/v) 접종하여 30℃에서

24시간 배양한 후 배양액을 원심분리 (9,950 ×g, 4 min, 4℃)하여 균체를 회수한 후 멸

균수에 균을 풀어 현탁액을 준비하였다. 현탁액 500 μL를 5 mL suspension medium

(BioMerieux)에 풀어준 후 5∼6 Mcfarland (BioMerieux)로 탁도를 맞추었다. 스트립을

준비하여 희석한 유산균을 API ZYM kit (BioMerieux)의 각 cupule에 65 μL씩 분주한

뒤, 37℃에서 4시간동안 배양하였다. 그리고 표면활성 증가와 용해를 돕기 위한

ZYM-A (BioMerieux)와 ZYM-B (BioMerieux)시약을 각각 cupule에 한 방울씩 떨어

뜨린 후 밝은 곳에서 약 5분간 반응시킨 후 색의 변화 정도를 관찰하며 효소 활성을

측정하였다. 색의 변화 정도에 따라 0∼5까지의 값으로 표시할 수 있으며, 0 (=0

nmole)은 음성반응, 5 (≥40 nmoles)는 최대 강도의 반응이고 4, 3, 2, 1은 각각 30, 20,

10, 5 nmoles을 나타내며, ≥3이면 양성으로 판정하였다.

4. 분리 균주의 항균 활성 측정

가. 사용한 균주

본 실험에 사용한 곰팡이 7종과 효모 1종은 Table 1에 정리하였으며, 세균 18종은

Table 2에 정리하였다.

(1) 곰팡이

항진균 활성 실험을 위하여 지시 곰팡이로 사용한 곰팡이는 다음과 같이 준비하였다.

Asp. fumigatus ATCC 96918, Aspergillis flavus ATCC 22546, Aspergillus nidulans

PF-3의 경우 MEA 배지에 접종하여 30℃에서 3∼4일 동안 배양하였다. Aspergillus
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petrakii PF-1, Aspergillus ochaceus PF-2는 PDA (potato dextrose agar, Difco) 배

지에 접종하여 30℃에서 3∼4일 동안 배양하였으며, Clasdosporium gossypiicola

KF-2, Penicillium roqueforti ATCC 10110는 PDA 배지에 접종하여 25℃에서 3∼5일

동안 배양하여 준비하였다.

(2) 효모

항진균 활성에 사용한 효모는 Pichia kudriavzevii GY1[56]은 YPD (1% yeast

extract, 2% bacto-peptone, 2% dextrose) 액체 배지에 접종하여 25℃에서 1일 동안

배양하여 사용하였다.
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Table 1. List of fungi used in the study

Group strains Mediuma
Incubation

temperature
Source

Mold

Aspergillus flavus ATCC

22546
MEA 30℃ ATCCb[52]

Aspergillus fumigatus ATCC

96918
MEA 30℃ ATCC[48]

Aspergillus petrakii PF-1 PDA 30℃ [56]

Aspergillus ochaceus PF-2 PDA 30℃ [56]

Aspergillus nidulans PF-3 MEA 30℃ [56]

Clasdosporium gossypiicola

KF-2
PDA 25℃ [56]

Penicillium roqueforti ATCC

10110
PDA 25℃

ATCC

[16]

Yeast P ichia kudriavzevii GY1 YPD 30℃ [56]

aMEA, Malt extract agar; PDA, Potato dextrose agar; YPD, 1% yeast extract, 2%

bacto-peptone, and 2% dextrose

bATCC, American Type Culture Collection



- 13 -

(3) 세균

지시 균으로 사용한 세균은 Bacillus cereus KCTC 3624, Staphylococcus aureus

subsp. aureus ATCC 29213, Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895, Salmonella

enterica serovar Typhi ATCC 19430, Micrococcus luteus ATCC 15307, Bacillus

subtilis ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC 25175, Enterococcus faecalis

ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

은 LB 액체 배지에 1% (w/v) 접종하여 37℃에서 24시간 배양하였다. Listeria

monocytogenes ATCC 19113은 BHI (Brain heart infusion, Difco) 액체 배지에 1%

(w/v) 접종하여 37℃에서 24시간 배양하였다. Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802

는 NB (Nutrient broth, Difco) 액체 배지에 2% NaCl (Duchefa, Haarlem,

Netherlands)를 첨가한 액체 배지에 1% (w/v) 접종하여 37℃에서 24시간 배양하여 실

험에 사용하였다.

지시 균으로 사용한 유산균은 Lactobacillus plantarum KFRI 464, Lactobacillus

plantarum KFRI 236, Lactobacillus acidophilus KFRI 150, Leuconostoc

mesenteroides KFRI 218, Lactobacillus delbrueckii KFRI 347이며, MRS (Difco) 액

체 배지에 1% (w/v) 접종하여 30℃에서 24시간 배양하여 실험에 사용하였다.

나. 항균 활성 측정 방법

곰팡이, 효모 및 세균에 대한 항균 활성 실험은 dual culture overlay assay [38]방법

을 변형하여 다음과 같이 시행하였다. 분리 균주의 배양액 10 μL를 micropipette을 이

용하여 MRS (Difco) 평판배지의 중앙에 3 cm 길이로 분주하며 그어주었다. 감수성

곰팡이와 효모 및 세균은 각 배양 배지의 soft agar (0.75% agar) 10 mL에 1.0x106 효

모 및 세균 cell 또는 곰팡이 포자를 첨가하여 분리 균주가 접종된 MRS (Difco) 평판

배지 위에 부어주었다. 분리 균주와 지시 균이 접종된 평판 배지는 30℃에서 24시간

동안 배양한 후에 지시 균의 생육 온도에서 배양하면서 생육 저해환의 생성 여부를 관

찰하였다.
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Table 2. List of bacteria used in this study

Group Strains Medium
a
Incubation

temperature
Source

b

Bacteria

Bacillus cereus KCTC 3624 LB 37℃ KCTC[78]

Staphylococcus aureus subsp.

aureus ATCC 29213
LB 37℃ ATCC

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 LB 37℃ ATCC

Salmonella enterica serovar Typhi

ATCC 19430
LB 37℃ ATCC[60]

M icrococcus luteus ATCC 15307 LB 37℃ ATCC[77]

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 NB+2%NaCl 37℃ ATCC[40]

Bacillus subtilis ATCC 6633 LB 37℃ ATCC[73]

Streptococcus mutans ATCC 25175 LB 37℃ ATCC[17]

Enterococcus faecalis ATCC 29212 LB 37℃ ATCC[2]

Listeria monocytogenes ATCC 19113 BHI 37℃ ATCC

Escherichia coli ATCC 25922 LB 37℃ ATCC[7]

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LB 37℃ ATCC[42]

Lactic

acid

bacteria

Lactobacillus plantarum KFRI 464 MRS 30℃
KFRI

[10, 41]

Lactobacillus plantarum KFRI 236 MRS 30℃ KFRI[10]

Lactobacillus acidophilus KFRI 150 MRS 30℃ KFRI[22]

Leuconostoc mesenteroides KFRI 218 MRS 30℃ KFRI[10]

Lactobacillus delbrueckii KFRI 347 MRS 30℃ KFRI[10]

aLB, Luria-Bartani medium; BHI, Brain heart infusion medium; NB, Nutrient broth MRS, de Man,

Rogosa Sharpe medium

bATCC, American Type Culture Collection; KFRI, Korea Food Research Institute; KCTC, Korean

collection for Type Cultures
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5. 항균 spectrum 조사

가. 조항균 물질 (배양 상징액)의 준비

본 실험에 사용된 배양 상징액은 다음과 같이 준비하였다. 분리 균주를 5 mL MRS

(Difco) 액체 배지에 접종하여 30℃에서 24시간 동안 정치 배양하였다. 100 mL MRS

(Difco) 액체 배지에 전배양액을 1% 접종하고, 다시 30℃에서 24시간 동안 정치하면서

본 배양하였다. 본 배양액을 4℃에서 원심분리(9,500 ×g, 15 min, 4℃)하여 얻은 배양

상징액을 0.45 ㎛ membrane filter (Adventec)로 제균하였다. 제균한 상징액은 동결건

조 (freeze dry system, Samwon)한 후에 20 mM sodium acetate (pH 4.0) 완충액에

녹여 25배 농축 배율로 준비하여 이를 조항균 물질로 하여 항균 활성 실험에 사용하였

다. 대조구로는 균주를 배양하지 않은 MRS (Difco) broth를 동일한 과정으로 처리하

여 사용하였다.

나. 사용한 균주

본 실험에 사용한 곰팡이 7종과 효모 1종 은 Table 1에 정리하였으며, 세균 18종은

Table 2에 정리하였다.

다. 항균 활성 실험

(1) 지시 균주의 준비

지시 곰팡이로 사용한 곰팡이들은 PDA (Difco) 또는 MEA (Difco) 배지 20 mL를 멸

균하여 식힌 후 곰팡이 포자를 5.0x104 CFU/mL로 첨가하여 petri dish에 부은 후 굳

으면 실험에 사용하였다.

지시균으로 사용한 효모와 세균들은 배지에 1.0x106 CFU/plate로 도말하여 준비하였

고, 유산균은 MRS (Difco) soft agar (0.75%, w/v) 10 mL에 1.0x105 CFU/mL로 첨가
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하여 top agar로 부어서 사용하였다[76].

(2) 항균 활성 측정 방법

항균 활성은 paper disc method[76]를 이용하여 조사하였다. 곰팡이 포자가 첨가된 평

판 배지 또는 효모와 세균이 도말된 평판 배지 위에 8 mm 직경의 paper disc

(Advantec, Tokyo, Japan)를 놓고 항균 물질을 100 μL씩 일정하게 분주하여 지시 균

에 대한 생육 저해 활성을 측정하였다. 생육 저지환은 digimatic caliper (CD-15CPX,

Mitutoyo, Kawasaki, Japan)를 사용하여 지름을 측정하였으며, 실험은 3회 반복하였다.

6. 조항균 물질 (배양 상징액)의 안정성

가. pH 안정성

pH에 대한 영향을 알아보기 위하여 분리균주의 배양 상징액을 5 N HCl과 5 N

NaOH를 사용하여 pH 3.0∼8.0으로 조정하고 4℃에서 6시간 동안 처리하였다.

pH-renaturation 실험을 위하여 pH 3.0∼8.0으로 조정된 시료 중 일부를 5 N HCl과 5

N NaOH를 사용하여 원래의 유산균 배양 직후 배양액 pH인 4.4로 조정하고 4℃에서

6시간 동안 처리하였다. pH 처리된 시료와 이를 다시 원래의 균체 배양 직후 pH로 복

원 (renaturation)시킨 시료를 모두 동결 건조한 후에 3차 증류수에 녹여 항진균 활성

실험 및 항세균 활성 실험에 사용하였다. 분리 균주를 배양하지 않은 MRS (Difco) 배

지를 동일한 과정으로 처리하여 항진균 활성 실험 및 항세균 활성 실험의 대조구로 사

용하였다.

나. 온도 안정성

온도에 따른 영향을 알아보기 위하여 준비된 조항균 물질 200 μL를 4℃, 30℃, 37℃,

50℃, 70℃에서 24시간, 100℃에서 30분, 121℃에서 15분간 열처리한 후에 항진균 및

항세균 활성을 측정하였다.
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다. 효소 안정성

실험에 사용한 효소는 다음과 같이 준비하였다. Proteinase K (EC 3.4.21.64.,

Sigma), protease (type Ⅰ, Sigma), trypsin (EC 3.4.21.4, Sigma)은 50 mM Tris-HCl,

10 mM CaCl2 완충액 (pH 7.5)에, pepsin (EC 3.4.23.1, Sigma)은 50 mM citrate 완충

액 (pH 2.0)에, lipase (EC 3.1.1.3, type Ⅶ, Sigma)는 50 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2

완충액 (pH 7.0)에, -amylase (EC 3.2.1.1, Type Ⅷ, Sigma)는 50 mM sodium

phosphate, 10 mM NaCl 완충액 (pH 7.0)에 20 mg/mL가 되도록 준비하였다. 상징액

은 2 mg/mL의 농도로 37℃에서 6시간 처리한 다음, 100℃에서 5분 동안 끓여 효소를

불 활성화시킨 후 잔존활성을 측정하였다. 대조구는 항균 물질에 효소액 대신 완충액

을 첨가하여 동일한 조건으로 처리한 후에 활성을 비교하였다.

라. 항진균 및 항세균 활성 측정

온도, pH, 그리고 효소를 처리한 항균 물질의 잔존 활성은 spot on the lawn test를

사용하여 상기된 방법으로 시행하였다[76]. 항세균 활성 측정의 지시 균으로는 B.

subtilis ATCC 6633을 사용하였으며, 항진균 활성 측정의 지시 곰팡이는 Asp.

fumigatus ATCC 96918을 사용하였다.

제 3 절 항균 물질의 정제 및 특성

1. SPE 정제

항균 물질의 부분 정제를 위하여 SPE 정제를 시행하였다. 분리 균주를 MRS (Difco)

액체 배지에 접종하여 30℃, 24시간 동안 배양하였다. 배양액을 원심분리 (8,000 RPM,

30 min, 4℃)하여 얻은 상징액을 0.45 ㎛ membrane filter (Adventec)로 제균하여 2.5

L의 배양 상징액을 준비하였다. SPE column (Isolute, C18 EC, 10 g; International

Sorbent Technology, Hengoed, United Kingdom)은 methanol (HPLC-grade, Fisher,
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Fair Lawn, NJ, USA) 100 mL로 활성화 시킨 후 10 mM sodium acetate (pH 4.0) 완

충액을 100 mL 흘려내려 equilibration 상태로 준비하였다. 제균된 상징액 2.5 L를

SPE column에 통과시킨 후 5% aqueous acetonitrile (HPLC-grade, Fisher)로 column

을 수세하고 95% aqueous acetonitrile (HPLC-grade, Fisher)로 30 mL 수집하였다.

fraction은 진공원심농축기 (VS-802, Vision, Daejeon, Korea)를 이용하여 용매를 휘발

시킨 후에 10 mM sodium acetate (pH 4.0)에 녹여 사용하였다.

2. 항균 spectrum 조사

지시균 및 지시 곰팡이로 사용한 세균, 곰팡이 및 효모는 항균 활성 측정에 상기된

방법으로 배양하여 준비하였다.

항균 활성 실험에 사용한 공시 균주 및 유해 균주는 다음과 같이 준비하였다. B.

cereus KCTC 3624, S. aureus subsp. aureus ATCC 29213, E. coli O157:H7 ATCC

43895, Sal. enterica serovar Typhi ATCC 19430, M . luteus ATCC 15307, B. subtilis

ATCC 6633, Pseudo. aeruginosa ATCC 27853는 LB 액체 배지에 1% (w/v) 접종하

여 37℃에서 하룻밤 배양하였다. V. parahaemolyticus ATCC 17802는 NB 액체 배지

에 2% NaCl를 첨가한 액체 배지에 1% (w/v) 접종하여 37℃에서 하룻밤 배양하여 실

험에 사용하였으며 Pichia kudriazevii GY1은 YPD 액체 배지에 1% (w/v) 접종하여

25℃에서 24시간 배양하여 사용하였다. 지시 곰팡이로 사용한 곰팡이들은 Table 1에

기재된 곰팡이를 이용하였으며, PDA 또는 MEA 배지 20 mL를 멸균하여 식힌 후 곰

팡이 포자를 5.0x104 CFU/mL로 첨가하여 petri dish에 부은 후 굳으면 실험에 사용하

였으며, spot on the lawn test 방법으로 시행하였다[76].

3. 항균 물질의 안정성

가. pH 안정성

pH에 대한 영향을 알아보기 위하여 부분 정제물을 pH 3.0 (50 mM glycine-HCl),

pH 4.0 (50 mM sodium acetate), pH 5.0 (50 mM sodium acetate), pH 6.0 (50

mM sodium acetate), pH 7.0 (50 mM Tris-HCl), pH 8.0 (50 mM Tris-HCl) 완충액
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에서 6시간 동안 4℃에서 처리한 후 항진균 및 항세균 활성을 측정하였다.

나. 온도 안정성

온도에 따른 영향을 알아보기 위하여 준비된 조항균 물질 150 μL를 4℃, 30℃, 37℃,

50℃, 70℃에서 6시간, 100℃에서 30분, 121℃에서 15분간 열처리한 후에 항진균 및 항

세균 활성을 측정하였다.

다. 용매 안정성

용매에 대한 안정성을 알아보기 위하여 용매를 휘발시킨 조항균 물질에 methanol

(Fisher), acetone (Fisher), acetonitrile (Fisher), ethanol (Merck, Darmstadt,

Germany)을 녹여 25℃에서 1시간 동안 처리하였다. 그 후 용매를 제거하고 10 mM

sodium acetate (pH 4.0)에 녹여 항진균 및 항세균 활성을 측정하였다.

라. 항진균 및 항세균 활성 측정

온도, pH, 용매 그리고 효소를 처리한 항균 물질의 잔존 활성은 spot on the lawn

test를 사용하여 상기된 방법으로 시행하였다[76]. 항세균 활성 측정의 지시 균으로는

B. subtilis ATCC 6633을 사용하였으며, 항진균 활성 측정의 지시 곰팡이는 Asp.

fumigatus ATCC 96918을 사용하였다.
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제 3 장 결과 및 고찰

제 1 절 항진균 활성 유산균주의 분리 및 특성 규명

1. 항진균 활성 균주의 분리

숙성된 김치로부터 유산균을 분리하기 위하여 김치 여과액을 MRS (Difco) 평판배지

와 2% CaCO3가 첨가된 MRS (Difco) 평판배지에 도말하여 30℃에서 48시간 배양하면

서 형성되는 미생물 집락을 관찰하였다(Figure 2). MRS (Difco) 평판배지 상에서 하얗

게 균사를 형성하면서 자라는 곰팡이 1종이 관찰되었으며, 곰팡이에 대한 뚜렷한 저해

활성을 보이는 균주 1종을 분리하였다. 항진균 활성 균주는 TA라고 명명하였다.

2. 분리균주의 동정

분리 균주를 MRS (Difco) 액체배지에 접종하여 24시간 혐기 배양한 후 gram

staining을 하여 현미경으로 관찰 결과 그람 양성의 구균으로 관찰되었다(Figure 3).

생화학적 특성으로 Biolog에 의한 유산균 동정 kit에 해당하는 API 50CHL system을

이용하여 당 대사능을 조사 결과 분리 균주를 Leuconostoc mesenteroides로 판정하였

다. 분자생물학적인 정확한 동정을 위하여 16s rDNA 염기서열을 결정하고(Figure 4),

이를 Genbank에 등록된 다른 균주들과 염기서열을 비교한 결과 Leu. mesenteroides

ATCC 8293T과 100% 상동성을 보였다(Figure 5). 따라서 항진균 활성을 보이는 분리

균주에 대하여 Leu. mesenteroides로 동정하였으며, Leu. mesenteroides TA로 명명

하였다.
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Figure 2. Isolation of antifungal lactic acid bacteria
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Figure 3. Gram staining and microscopic observation of Leu.

mesenteroides TA
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Table 3. Sugar ultilization characterization of Leu. mesenteroides TA

Sugar Metabolism Sugar Metabolism

Control - Esculin -

Glycerol - Salicin +

Erythritol - Cellobiose -

D-Arabinose - Maltose +

L-Arabinose + Lactose -

Ribose + Melibiose +

D-Xylose + Sucrose +

L-Xylose - Trehalose +

Adonitol - Inulin -

β Methyl-D-xyloside - Melezitose -

Galactose + Raffinose +

Glucose + Starch -

Fructose + Glycogen -

Mannose + Xylitol -

Sorbose - Gentiobiose -

Rhamnose - D-Turanose +

Dulcitol - D-Lyxose -

Inositol - D-Tagatose -

Mannitol + D-Fucose -

Sorbitol - L-Fucose -

α Methyl-D-mannoside - D-Arabitol -

α Methyl-D-glucoside + L-Arabitol -

N Acetyl glucosamine + Gluconate +

Amygdalin - 2 keto-gluconate -

Arbutin - 5 keto-gluconate -

-, negative; +, positive
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Figure 4. 16s rRNA sequence of Leu. mesenteroides TA
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Figure 5. Phylogenetic relationship between the Leu.

mesenteroides TA and other related bacteria based on

16s rRNA sequences
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3. 공시균주와 분리 균주의 상이성

분자 생물학적으로 100% 상동성을 이루는 Leu. menseteroides TA와 Leu.

mesenteroides ATCC 8293T에 대하여 생화학적 특성 차이를 확인하기 위하여 Biolog

에 의한 유산균 동정 kit에 해당하는 API 50CHL system을 이용하여 당 대사능을 조

사한 결과, 49종의 당 중에 cellobiose, lactose, gentiobiose, gluconate 4 종의 당 대사

능에서 차이를 보이는 것을 확인할 수 있었다. 이는 균주가 자라나는 환경의 차이에

따라서 발효하는 당의 차이로 예상 된다.
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Table 4. Compare of sugar ultilization characterization between

Leu. mesenteroides TA and Leu. mesenteroides ATCC

8293T

Sugar
Metabolism

Sugar
Metabolism

TA 8293 TA 8293

Glycerol - - Mannitol + +

Erythritol - - Sorbitol - -

D-Arabinose - - -Methyl-D-mannoside + +

L-Arabinose + + -Methyl-D-Glucoside + +

Ribose + + N-Acetyl glucosamine - -

D-Xylose + + Amygdalin - -

L-Xylose - - Arbutin - -

Adonitol - - Esculine - -

β-Methyl-xyloside - - Salicin + +

Galactose + + Cellobiose - +

D-Glucose + + Maltose + +

D-Fructose + + Lactose - +

D-Mannose + + Melibiose + +

L-Sorbose - - Sucrose + +

Rhamnose - - Trehalose + +

Dulcitol - - Inuline - -

D-Raffinose + +
D-Tagatose - -

D-Fucose - -

Starch - - L-Fucose - -

Glycogene - - D-Arabitol - -

Xylitol - - L-Arabitol - -

β-Gentiobiose - + Gluconate + -

D-Turanose + + 2 keto-gluconate - -

D-Lyxose - - 5 keto-gluconate - -

Inositol - - Melezitose - -

 -, negative; +, positive
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제 2 절 분리균주의 특성 규명

1. 생육 최적 조건

가. 배양 온도에 따른 생육도 및 항균 활성 측정

분리 균주 Leu. mesenteroides TA를 28℃, 30℃, 37℃에서 24시간, 48시간 동안 24시

간 간격으로 흡광도를 측정하여 배양 온도에 따른 생육도를 조사하였다. 흡광도는 3번

씩 배양한 균주를 측정하여 평균치로 나타내었으며, 24시간, 48시간의 배양 상징액은

지시 곰팡이는 Asp. fumigatus ATCC 96918, 지시 균는 B. subtilis ATCC 6633으로

하여 배양 온도에 따른 항균 활성을 측정하였다. 그 결과 Figure 6과 같이 분리 균주

는 28℃, 30℃에서 24시간 배양 시 높은 생육도를 보였으며, 30℃에서 가장 높은 생육

을 보였다. 37℃에서는 24시간 동안 정치 배양하였을 때 최대 생육의 절반정도 생육하

였다. Asp. fumigatus ATCC 96918과 B. subtilis ATCC 6633에 대한 항균 활성 측정

결과 28℃, 30℃에서 24시간에서 최대 활성 (800 AU/mL)을 보여 48시간까지 유지되는

것을 확인할 수 있었으며, 37℃에서 배양 시 48시간 이후에도 최대 활성의 절반인 400

AU/mL의 항진균 및 항세균 활성을 나타내었다. 이를 바탕으로 Leu. mesenteroides

TA는 30℃에서 가장 높은 생육도와 항균활성을 보이는 것을 확인하였다.
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Figure 6. Effect of temperature on the growth of Leu.

mesenteroides TA

□, cell growth at 28℃(A600); ■, cell growth at 30℃(A600); ■, cell growth at 37℃

(A600). Asp. fumigatus ATCC 96918 and B. subtilis ATCC 6633 were used as

indicators. All values were mean ± SD (n=3)
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나. 초기 pH에 따른 생육도 및 항균 활성측정

pH 4.0, 5.0, 6.0 6.5 그리고 7.0으로 보정한 MRS 액체 배지에 30℃에서 24시간과 48

시간 동안 각각 정치 배양하여 Leu. mesenteroides TA의 생육도를 확인하였으며, 흡

광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여 평균치로 나타내었다. 24시간과 48시간의 배양

상징액은 지시 곰팡이는 Asp. fumigatus ATCC 96918, 지시 균은 B. subtilis ATCC

6633으로 하여 초기 pH에 따른 항균 활성을 측정하였다. 그 결과, Figure 7과 같이

Leu. mesenteroides TA는 pH 6.0에서부터 pH 7.0까지의 범위에서 잘 생육하였으나,

pH 6.0 이하에서는 생육도가 감소하였으며 pH 4.0에서는 거의 생육하지 못하였다. 항

균 활성 측정 결과 Asp. fumigatus ATCC 96918에 대해서는 pH 6.0에서부터 pH 7.0

까지의 범위에서 최대 활성 800 AU/mL를 유지하였으며 pH 6.0 이하에서는 항진균 활

성이 점점 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 반면 B. subtilis ATCC 6633에 대해서는

pH 6.5∼7.0에서는 최대 활성 800 AU/mL를 유지하였으나 pH 6.0 이하에서는 항균 활

성이 점점 더 감소하여 초기 배지의 pH 4.0으로 배양 시 100 AU/mL를 나타내었다.
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Figure 7. Effect of initial pH of the growth medium on the growth of

Leu. mesenteroides TA

□, cell growth at 24hr(A600); ■, cell growth at 48hr(A600). Asp. fumigatus ATCC

96918 and B. subtilis ATCC 6633 were used as indicators. All values were mean ±

SD (n=3)
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2. 생육시기에 따른 항균 활성

Leu. mesenteroides TA의 생육 최적 조건을 바탕으로 생육곡선과 생육에 따른 항균

활성을 조사하였다. 그 결과 Leu. mesenteroides TA는 4∼12시간 사이에 대수기를 지

나 16시간 정도에 생육 정지기에 이르렀으며, 생육에 따라 pH도 점점 감소하면서 생

육 정지기 이후에 pH 4.4를 유지하였다. 생육에 따른 Asp. fumigatus ATCC 96918에

대한 항진균 활성은 생육곡선과 함께 증가하기 시작하여 생육 정지기에 이르기 전 12

시간부터 최대 활성 (800 AU/mL)을 나타냈으며, 48시간까지 활성이 유지되었다. B.

subtilis ATCC 6633에 대한 항세균 활성은 항진균 활성과 달리 생육 정지기에 들어선

20시간 후부터 최대 활성을 나타내었으며, 48시간까지 활성이 감소되지 않고 유지되었

다.

항진균 활성 유산균에 관한 연구[38]들에서 항진균 물질이 단백질성 물질일 경우 세

포 사멸기에 접어들면서 항진균 활성이 감소하는 결과를 보였으며, 반대로 비단백질성

물질일 경우 세포의 사멸에 영향을 받지 않고 활성이 그대로 유지되는 결과를 보였다.

따라서 Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질은 비단백질성 물질이거나 세

포의 사멸에 따른 단백분해효소의 영향을 받지 않는 안정한 물질로 추정되었다.
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Figure 8. Growth, pH, antibacterial and antifungal activities of

Leu. mesenteroides TA

Asp. fumigatus ATCC 96918 and B. subtilis ATCC 6633 were used as indicators.

All values were mean ± SD (n=3)
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3. 안전성 평가

가. 용혈성 확인

Leu. mesenteroides TA의 용혈성을 7% horse blood agar로 확인한 결과 용혈 현

상을 유발하지 않는 것을 확인할 수 있었다. 양성 대조구 B. cereus KCTC 3624 균

주는 균체 주위에 투명환을 나타내는 용혈현상을 유발하는 β-hemolysis 반응를 보였

다(Figure 9).

나. 항생제 감수성

최근 질병예방 및 치료 목적으로 사용되는 항생제는 매년 그 사용빈도와 농도가 증가

하며 무분별한 항생제 오·남용에 의한 항생제 내성 균주가 사회적으로 문제되고 있다.

이에 항생제 사용을 규제하고 그 사용량을 줄여가는 추세이다. 본 실험에서는 김치로

부터 분리한 Leu. mesenteroides TA에 대하여 European Food Safety Authority

(EFSA, 2012)에서 제시한 Leuconostoc 속에 대한 break point를 참고하여, 여러 항생

제 ampicillin (Sigma), vancomycin (Sigma), gentamycin (Sigma), streptomycin

(Sigma), erythromycin (Sigma), clindamycin (Sigma), tetracycline (Sigma),

chloramphenicol (Sigma)을 포함한 9 종류의 항생제 감수성 또는 내성을 최소 생육 저

해 농도(MIC)로 측정하였다. 그 결과 9종류의 항생제에 대하여 EFSA 2012에서 제시

한 breakpoint보다 낮은 MIC를 보이면서 감수성을 나타냈다(Table 5).
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Figure 9. Hemolysis test of B. cereus KCTC 3624 (A) and Leu.

mesenteroides TA (B)

The medium plate of blood agar base supplement with 7% horse blood. The plates

were incubated at 37℃ overnight.
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Table 5. Minimum inhibitory concentration(MIC) of various antibiotics

against Leu. mesenteroides TA

strains
MIC (㎍/mL)bbb

AMP VAN GEN KAN STR ERY CLI TET CHL

Break points for Leuconostoc

mesenteroidesa
2 n.r.c 16 16 64 1 1 8 4

Leuconostoc mesenteroides TA 2 >512 0.125 1 2 0.06 1 4 4

a
Break points were according to the guidelines of the EFSA (EFSA 2012)

b
Strain with MICs lower than or equal to the breakpoints are considered susceptible. AMP

ampicillin,; VAN vancomycin,; GEN gentamycin,; STR streptomycin,; ERY eryrhromycin,; CLI

clindamycin,; TET tetracycline,; CHL, chloramphenicol.
c
n.r. Not required.
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다. 효소 활성

Leu. mesenteroides TA의 효소활성을 확인하기 위하여 API-ZYM kit를 사용하였다.

Esterase (C4), Leucine arylamidase, Naphtol-AS-BI-phosphohydrolases는 5 nM로 미

약한 활성을 보였으며 β-galactosidase의 경우 10 nM의 활성을 보였다.

-glucosidase, β-glucosidase은 20∼30 nM으로 강한 활성을 보였다. 발암효소로 알

려진 β-glucuronidase는 benzopyrene과 같은 독성물질이 인체에 들어왔을 때 간에서

glucuronic acid와 결합되어 그 독성이 중화가 되지만, 이 결합된 물질이 소장에서 담

즙과 함께 장내에 배설되고 장내세균의 β-glucuronidase에 의해 탈포합되면 다시 독성

이 생길 수 있다. Leu. mesenteroides TA는 β-glucuronidase 활성이 0 nM로 활성을

보이지 않아 발암유발의 잠재적 위험성이 없다는 것을 입증하였다(Table 6).
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Table 6. Enzymatic activities of Leu. mesenteroides TA by API

zym analysis

Enzyme Leu. mesenteroides TA

Control 0

Alkaline phosphatase 0

Esterase (C4) 5

Esterase Lipase (C8) 0

Lipase (C14) 0

Leucine arylamidase 5

Valine arylamidase 0

Crystine arylamidase 0

Trypsin 0

-Chymotrypsin 0

Acid phosphatase 0

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 5

-Galactosidase 0

β-Galactosidase 10

β-Glucuronidase 0

-Glucosidase 20

β-Glucosidase 30

N–Acetyl-β-glucosaminidase 0

-Mannosidase 0

-Fucosidase 0

0, No enzyme activity; 5, 10, 20, 30, ≥40 indicates nM of hydrolyzed substrate

after 4hr of incubation at 37℃.
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4. 분리 균주의 항균 활성 측정

Leu. mesenteroides TA의 항진균 및 항세균 활성을 확인하기 위하여 dual culture

overlay assay를 이용하여 곰팡이, 효모 및 세균에 대한 생육 저해 활성을 조사하였

다.

Leu. mesenteroides TA는 식품과 사료를 오염시키며 인체에 aspergillosis를 유발

시키는 Asp. fumigatus ATCC 96918와 알레르기나 염증성 폐렴에 관여하는 C.

gossypiicola KF-2의 병원성 곰팡이에 대하여 강한 저해활성을 나타내었다. 또한, 곰

팡이 독소를 생성하는 곰팡이 종류인 Asp. petrakii PF-1과 메주에서 분리한 식품과

사료에서 보관 기간 동안 부패를 일으키며 독소를 생성하는 곰팡이 종류인 Asp.

nidulans PF-3와 Asp. ochraceus PF-2에 대해서도 생육 저해 활성을 보였다. 뿐만

아니라 간암 유발 물질인 aflatoxin을 생성하는 Asp. flavus ATCC 22546에 대하여

Leu. mesenteroides TA 균체 주변으로 포자 형성이 억제되는 것을 확인 할 수 있었

으나, Pichia kudriavzevii GY1과 저온저장 식품에서 변패를 일으키는 P. roqeuforti

ATCC 10110에는 항균 활성을 나타내지 않는 것을 확인하였다.

Leu. mesenteroides TA는 식품 및 사료에서 부패를 일으키는 P. aeruginosa

ATCC 27853 및 M . luteus ATCC 15307에 대해서 강한 항세균 활성을 나타내었다.

뿐만 아니라 식중독의 원인균인 Sal. enterica serovar Typhi ATCC 19430, B.

cereus KCTC 6434, E. coli O157:H7 ATCC 43895, V. parahaemolyticus ATCC

17802 균주에 대해서도 항균 활성을 나타내었다.

Magnusson 등[39]은 다양한 곳에서 분리한 유산균 42종에 대해 항진균 활성을

dual culture overlay assay를 이용하여 실험하였으며, 실험된 유산균 속이나 종에 따

라 항진균 활성은 다양하게 나타난다고 보고하였다. Wulijideligen 등[74]은 520종의 유

산균에 대하여 P. chrysogenum 균주에 대하여 dual culture overlay assay를 이용하여

실험한 결과 138종의 유산균에서 항진균 활성이 나타났으며, 그 중 항진균 활성이 강

한 17종에 대하여 더 다양한 곰팡이에 대하여 항진균 활성을 보았다. 그 중 Leu.

mesenteroides ATCC 8293T과 계통학적으로 100% 일치하는 Leu. mesenteroides 368

에서 가장 강한 항진균 활성을 확인하였다.

기존 보고에 따르면 유산균은 유기산, diacetyl, bacteriocin, H2O2 등의 항균 물질을

생산하여 항균 활성을 나타내는 것으로 알려져 있으나 현재 대부분의 연구들이 항세균
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활성에만 집중되어 왔으며[13, 29, 32], 현재에 이르러 항진균 활성 유산균에 관한 연구

및 항진균 물질을 규명하는 연구에 주목을 받고 있다. 기존에 보고된 유산균을 생산하

는 항진균 물질로는 유기산, phenyllactic acid, reuterin, cyclic peptides, fatty acid,

proteinaceous compounds 등[18]이 있으며 현재 끊임없이 보고되고 있다. 그러나

Leuconostoc 속 유산균에 대한 항진균 활성 논문의 경우 매우 소수이며, 대다수의 연

구가 단순히 항진균 활성을 나타내는 현상에 관한 보고들이며, 항진균 활성

Leuconostoc 속 균주에 대한 항세균 활성 실험은 더더욱 매우 미흡하다.

따라서 본 연구 결과 Leu. mesenteroides TA의 균체는 다양한 곰팡이에 대하여 항

진균 활성을 나타내었으며, 식중독 균주 및 식품 부패 미생물을 포함한 세균에 대하여

서도 광범위한 항세균 활성을 지니는 것을 관찰하였다.
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Figure 10. Antifungal activity of Leu. mesenteroides TA
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Figure 11. Antibacterial activity of Leu. mesenteroides TA
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5. 항균 spectrum 조사

세균 17종, 효모 1종, 그리고 곰팡이 7종에 대한 Leu. mesenteroides TA가 생산하는

항균 물질에 의한 항균 활성을 paper disc assay를 통해 확인하였다(Table 7).

세균에 대한 항균 활성 결과 대체로 모든 세균에 대하여 항균 활성을 나타냈으며, 특

히 V. parahaemolyticus ATCC 17802, B. subtilis ATCC 6633, P . aeruginosa

ATCC 27853 그리고 Lb. acidophilus KFRI 150 균주들에 대하여 강한 항균 활성을

보였으며, S. aureus subsp. aureus ATCC 29213에 대해서 약한 항균 활성을 보였

다. 효모 1종에 대해서는 dual culture overlay assay 결과와 유사하게 약한 활성을

보였다.

곰팡이에 대한 항균 실험 결과에서는 Asp. fumigatus ATCC 96918에 대하여 가장

강한 저해 활성을 나타내었으며, dual culture overlay assay 결과와 마찬가지로

Asp. flavus ATCC 22546에 대해서는 약한 활성을 보였다. 그러나 균체를 이용한 항

균 활성 실험에서 P. roqueforti ATCC 10110에 대해 항균 활성이 나타나지 않았으

나 Leu. mesenteroides TA가 생산한 항균 물질에 의해서는 항균 활성을 나타내었다.

Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질은 곰팡이뿐만 아니라 세균에 대해서

도 광범위한 항균 spectrum을 가지고 있다. 그러나 효모에 대해서는 낮은 활성을 보

이므로 이는 항균 물질의 항균 활성 기작이 곰팡이나 세균의 세포벽이나 세포막에는

특이적으로 영향을 미치지만 효모의 세포벽 구조에는 덜 민감할 수 있음을 알 수 있었

다.

기존 보고에 의하면 우리나라에서 발효식품인 김치에서 분리한 Leu. mesenteroides

LK3는 Saccharomyces cerevisiae에 대하여 paper disc assay를 이용하여 항효모 활성

을 조사하여 항균 활성을 나타내었다[49].
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Table 7. Inhibitory spectrum of culture supernatant

M/O Indicator species
Antimicrobial
activitiy

Bacteria

Bacillus cereus KCTC 3624 +++

Staphylococcus aureus subsp.

aureus ATCC 29213
+*

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 ++

Salmonella enterica serovar Typhi

ATCC 19430
+++

M icrococcus luteus ATCC 15307 ++

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ++++

Bacillus subtilis ATCC 6633 ++++

Streptococcus mutans ATCC 25175 +++

Enterococcus faecalis ATCC 29212 ++

Listeria monocytogenes ATCC 19113 +

Escherichia coli ATCC 25922 +++

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ++++

Lactobacillus plantarum KFRI 464 ++

Lactobacillus plantarum KFRI 236 ++

Lactobacillus acidophilus KFRI 150 ++++

Leuconostoc mesenteroides KFRI 218 +++

Lactobacillus delbrueckii KFRI 347 ++

Yeast P ichia kudriavzevii GY1 +*

Mold

penicillium roqueforti ATCC 10110 +

Aspergillus nidulans PF-3 ++

Aspergillus ochraceus PF-2 ++

Aspergillus fumigatus ATCC 96918 +++

Aspergillus petrakii PF-1 ++

Clasdosporium gossypiicola KF-2 ++

Aspergillus flavus ATCC 22546 +

Acitivity was expressed as the diameter of inhibition zone against each sensitive

indicator. Degree of clarity of clear zone by growth inhibition: -, no inhibitory zone; +,

below 10.0mm; ++, 10.0∼14.0 mm; +++, 14.0∼18.0 mm; ++++,above 18.0mm;
*
, turbid

zone.
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6. 조항균 물질 (배양 상징액)의 안정성

가. pH 안정성

배양 상징액의 pH에 대한 영향을 실험한 결과 B. subtilis ATCC 6633에 대한 항세

균 활성에서는 pH 3.0에서 본래의 활성보다 높은 2400 AU/mL가 나타났으며, pH 4.0

에서 본래의 활성을 유지하였으나 pH 5.0 이상에서는 활성이 급격히 상실되어 pH 6.0

이상부터 활성을 상실하였다. 그리고 pH를 3.0∼8.0으로 조정하여 4℃에서 6시간 동안

처리 후, 균체 배양 후의 배양액 pH 4.4로 복원시켰을 때, pH 처리에 의해 활성이 감

소되었던 pH 5.0∼8.0 구간의 활성이 100% 회복되었다(Table 8). Asp. fumigatus

ATCC 96918에 대한 항진균 활성에서는 pH 3.0∼4.0에서는 본래의 활성을 유지하였으

나 pH 5.0 이상에서는 활성이 급격히 상실되어 pH 6.0 이상부터 활성을 상실하였다.

이를 바탕으로 항균 물질은 pH 3.0∼4.0 사이의 산성 구간에서 최적의 활성을 나타냄

을 알 수 있다.

나. 온도 안정성

온도에 대한 안정성 실험에서는 항세균과 항진균 활성 모두 4℃, 30℃, 50℃, 70℃에

서 24시간, 100℃에서 30분, 121℃에서 15분간 열처리한 후에도 활성을 100% 유지하여

(Table 8) 온도에 매우 안정한 물질로 추정할 수 있었다.

다. 효소 안정성

각종 효소에 대한 영향을 알아본 결과 항진균과 항세균 활성을 어떠한 효소에도 영향

을 받지 않았다(Table 8). 따라서 항균 활성 물질은 비단백질성 물질이거나 단백가수

분해효소에 영향을 받지 않는 물질이며, 당이나 지질의 결합이 항진균 활성에 영향을

주지 않음을 알 수 있다.

기존의 보고에 의하면 항진균 물질인 phenyllactic acid를 생산하는 Lb. plantarum

21B의 배양액 (pH 3.7)을 pH 5.0∼7.0로 조정하였을 때 활성이 감소하였으나 원래의

pH로 복원시켰을 경우 항진균 활성도 회복되었으며, 100℃에서 15분간 열처리한 후에
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도 항진균 활성을 유지하였다[34]. 단백질성 물질을 생산하는 Lactobacillus brevis

NCDC 02는 pH 4.0∼8.0로 조정하였을 때 활성을 유지하였으나, 121℃에서 15분간 열

처리한 후에는 부분적으로 활성이 감소하였으며 pepsin과 protease 처리에서는 활성을

상실하였다[23].

항진균 물질 및 항세균 물질의 안정성 실험 결과 Leu. mesenteroides TA가 생산하

는 항균 물질은 산성 구간에서 안정하며, pH 3.0∼7.0으로 처리 후 다시 원래 균체 배

양액 pH (pH 4.4)로 복원시켰을 때 항균 활성이 100% 회복되었다. 또한 열과 효소처

리에도 항균 물질의 활성이 100% 유지되는 것으로 나타나 Leu. mesenteroides TA의

항균 물질은 열과 효소처리에 매우 안정한 물질로 추정된다.
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Table 8. Effect of pH, heat, and enzyme treatment on the

supernatant of Leu. mesenteroides TA

Treatment
Antifungal

activity (AU/mL)

Antibacterial

activity (AU/mL)

pH

3.0 800 2400

4.0 800 1200

5.0 200 200

6.0 0 0

7.0 0 0

8.0 0 0

pH-

renaturation

3.0 → 4.4 800 800

4.0 → 4.4 800 800

5.0 → 4.4 800 800

6.0 → 4.4 800 800

7.0 → 4.4 800 800

8.0 → 4.4 800 800

Heating

4℃, 24h 800 800

30℃, 24 h 800 800

50℃, 24 h 800 800

70℃, 24 h 800 800

100℃, 30 min 800 800

121℃, 15 min 800 800

Enzyme

Proteinase K 800 800

Protease 800 800

Pepsin 800 800

Trypsin 800 800

-Amylase 800 800

Lipase 800 800

The antifungal activity and the antibacterial activity were measured by spot on the lawn

test. Asp. fumigatus ATCC 96918 and B. subtilis ATCC 6633 were used as indicators.
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제 3 절 항진균 물질의 정제 및 특성

1. SPE 정제 및 항균spectrum 조사

항균 물질의 부분 정제를 위하여 SPE를 시행하였다. C18 SPE column (Isolute)을 사

용하여 hydrophilic fraction을 제거하고 hydrophobic compounds만을 흡착하여 95%

aqueous acetonitrile을 이용하여 용출하였다. 용출한 후 항균 활성을 확인하기 위하여

용매를 휘발시킨 후 농축하여 시료를 사용하였다. 세균 7종, 효모 1종, 그리고 곰팡이

7종에 대한 Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질에 의한 항균 활성을 spot

on the lawn test를 통해 확인하였다.

세균에 대한 항균 활성 결과 Baciilus 속 2종을 제외한 세균에 대하여 항균 활성이

나타나지 않았으며, 효모 1종에 대한 항균 활성도 나타나지 않았다. 그러나 지시 곰팡

이로 사용한 5종의 곰팡이에 대해서는 모두 항진균 활성을 나타내었다. 이는 Leu.

mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질 중 hydrophobic한 물질은 항진균 활성을 가

지고 있으며, 세균에 대해서는 좁은 spectrum을 나타내는 것을 알 수 있다.
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Table 9. Inhibitory spectrum of antimicrobial compound

M/O Indicator species
Antimicrobial

activty (AU/mL)

Bacteria

Bacillus cereus KCTC 3624 10

Staphylococcus aureus subsp.

aureus ATCC 29213
0

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 0

Salmonella enterica serovar Typhi

ATCC 19430
0

M icrococcus luteus ATCC 15307 0

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0

Bacillus subtilis ATCC 6633 10

Yeast P ichia kudriavzevii GY1 0

Mold

Penicillium roqueforti ATCC 10110 5

Aspergillus nidulans PF-3 160

Aspergillus ochraceus PF-2 10

Aspergillus fumigatus ATCC 96918 10

Aspergillus petrakii PF-1 20

Clasdosporium gossypiicola KF-2 40

Aspergillus flavus ATCC 22546 5

The antifungal activity and the antibacterial activity were measured by spot on the lawn

test.
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2. SPE 정제 조항균 물질의 안정성

가. pH 안정성

조항균 물질의 pH에 대한 영향을 실험한 결과 B. subtilis ATCC 6633에 대한 항세

균 활성에서는 pH 4.0에서 본래의 활성 (800 AU/mL)을 유지하였으나 pH 4.0보다 낮

은 pH 3.0과 pH 4.0보다 높은 pH 5.0∼8.0에서는 본래의 활성보다 낮은 100 AU/mL가

나타났다(Table 10). Asp. fumigatus ATCC 96918에 대한 항진균 활성에서는 pH 4.0

에서는 본래의 활성 (800 AU/mL)를 유지하였으나 pH 3.0에서는 본래의 활성보다 낮

은 100 AU/mL를 보였으며, pH 5.0 이상에서는 활성이 급격히 상실되었다.

나. 온도 안정성

조항균 물질의 온도에 대한 안정성 실험에서는 항세균 활성과 항진균 활성 모두 4℃,

30℃, 50℃, 70℃에서 24시간, 100℃에서 30분, 121℃에서 15분간 열처리한 후에도

활성을 100% 유지하여(Table 10) 온도에 매우 안정한 물질로 추정할 수 있었다.

다. 용매 안정성

조항균 물질의 용매에 대한 안정성 실험에서는 methanol, acetone, acetonitrile,

ethanol에 25℃에서 1시간 처리한 후 용매를 제거하고 10 mM sodium acetate (pH

4.0)에 녹여 항세균 및 항진균 활성을 확인하였다. 그 결과 항세균 및 항진균 활성을

100% 유지하여(Table 10) 용매에 매우 안정한 물질로 추정할 수 있었다.
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Table 10 Effect of pH, heat, and enzyme treatment on the

antimicrobial compound of Leu. mesenteroides TA

Treatment
Antifungal

activity (AU/mL)

Antibacterial

activity (AU/mL)

pH

3.0 1.25 1.25

4.0 10 10

5.0 1.25 0

6.0 1.25 0

7.0 1.25 0

8.0 1.25 0

Heating

4℃, 24h 10 10

30℃, 24 h 10 10

50℃, 24 h 10 10

70℃, 24 h 10 10

100℃, 30 min 10 10

121℃, 15 min 10 10

Solvent

Ethanol 10 10

Acetonitrile 10 10

Acetone 10 10

Methanol 10 10

The antifungal activity and the antibacterial activity were measured by spot on the lawn

test. Asp. fumigatus ATCC 96918 and B. subtilis ATCC 6633 were used as indicators.
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제 4 장 결 론

현재 식품 보존 방법으로 물리적인 방법에는 drying, freeze-drying, cold storage,

modified atmosphere storage, heat treatment 등이 있으며, 화학적인 방법은 보존

료로 사용되는 화학 첨가물을 이용하는 방법이 있다. 그 예로는 acetic acid, lactic

acid, propionic acid, sorbic acid, benzoic acid 등이 사용되고 있다. 그러나 현재 사

용되고 있는 항생제와 방부제의 빈번한 사용은 항생제 내성 및 체내 축적성 등 안전성

에 관한 문제가 지속적으로 대두되고 있다[8]. 이에 소비자들의 화학 방부제 사용 감소

에 대한 요구로 인해 최근 몇 년 동안 새로운 식품 보존 방법에 대한 관심이 증가하고

있다.

현재 천연물 유래의 식품 보존제에 대한 연구들이 많이 진행되어 왔으며, 특히 생물

학적 보존제로서 오랜 역사와 함께 인체에 매우 유익한 균으로 알려진 유산균을 이용

하려는 노력들이 진행되고 있다.

유산균은 유기산을 포함한 각종 발효산물을 생성하여 발효식품에 산미와 독특한 풍미

를 부여한다. 또한 pH의 저하와 발효산물 중 항균 활성 물질의 생산으로 부패 미생물

과 병원성 미생물을 사멸시키거나 생육을 억제하는 작용을 하여 식품의 보존성과 안전

성을 유지하게 한다. 그러나 식품 부패균 및 병원성 미생물뿐 아니라 곰팡이에 의한

경제적 손실과 인체에 매우 치명적이라는 문제로 인해 광범위한 항균 활성을 나타내는

유산균에 대한 연구가 필요한 실정이다.

이에 본 연구에서는 우리나라의 발효식품 김치로부터 항진균 및 항세균 활성 유산균

을 분리하고 항진균 활성 균주의 특성 규명 및 항진균 물질의 특성을 규명하고자 하였

다.

숙성된 김치로부터 항진균 활성을 나타내는 유산균을 분리하여 형태학적, 생화학적

및 분자생물학적 동정을 시행하였다. 항진균 활성 유산균은 분자생물학적으로 Leu.

mesenteroides ATCC 8293T에 대하여 100% 상동성을 나타내었으며, 이에 Leu.

mesenteroides TA로 동정하였다. 그러나 두 균주간의 생화학적 특성을 조사한 결과

두 균주간의 당 대사능에서 차이가 관찰되었으며, 이는 두 균주가 서로 다른 환경에서

자라나며 차이를 나타내었다고 보았으며 계통학적인 유전자는 동일하여도 당대사능이

다르게 나타나는 것으로 추정하였다.

Leu. mensenteroides TA의 배양 온도에 따른 생육을 조사한 결과 30℃에서 가장
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높은 생육을 나타내며 최대 항진균 활성 (800 AU/mL) 및 항세균 활성 (800 AU/mL)

을 나타냄으로 최적 배양 온도가 30℃임을 알 수 있었다. 배양 배지의 초기 pH를 pH

4.0∼7.0 범위로 조정하여 균주를 24시간, 48시간 배양 시 생육도는 pH 6.0∼7.0 구간에

서 높았으며, Leu. mensenteroides TA의 항진균 활성은 생육도와 비례하여 pH 6.0∼

7.0에서 24시간 만에 최대 활성 (800 AU/mL)을 보였다. 또한 항세균 활성도 pH 6.0∼

7.0구간에서는 배양 24시간 이후에 최대 항균 활성 (800 AU/mL)를 나타내어 48시간까

지 유지되었다.

최적 배양 조건을 Leu. mesenteroides TA의 생육시기에 따른 항진균 및 항세균 활

성을 조사한 결과 생육 정지기에 이르는 배양 16시간 전인 12시간 만에 항진균 활성

은 최대 활성 (800 AU/mL)을 나타내었다. 반면, 항세균 활성은 생육 정지기 이후인

20시간만에 최대 활성 (800 AU/mL)를 나타냈으며 항진균 및 항세균 활성은 48시간

까지도 활성이 감소되지 않는 것으로 나타났다. 항진균 활성 유산균에 관한 연구[42]

들에서 항진균 물질이 단백질성 물질일 경우 세포 사멸기에 접어들면서 항진균 활성이

감소하는 결과를 보였으며, 반대로 비단백질성 물질일 경우 세포의 사멸에 영향을 받

지 않고 활성이 그대로 유지되는 결과를 보였다. 따라서 Leu. mesenteroides TA가

생산하는 항균 물질은 비단백질성 물질이거나 세포의 사멸에 따른 단백분해효소의 영

향을 받지 않는 안정한 물질로 추정되었다.

용혈 현상은 적혈구가 붕괴하여 헤모글로빈이 혈구(血球) 밖으로 용출하는 현상으로

적혈구가 지나치게 많이 파괴되는 경우 혈액의 산소 운반 능력이 떨어져 빈혈 현상이

발생하게 되므로 식품에 유산균주로 이용 시 체내에 공급되어 용혈 현상을 유발하는지

조사하였다. 그 결과 Leu. mesenteroides TA는 용혈 현상을 일으키지 않는 안전한 균

주로 나타났다.

안전성 조사로 항생제 감수성을 조사하는 것은 항생제를 복용하는 환자에 대하여 적

절한 유산균 선택에 올바른 정보를 제공하여 내성유전자의 확산방지에 도움이 될 수

있다. Leu. mesenteroides TA는 9종의 항생제 ampicillin과 vancomycin, gentamicin,

kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol에

대하여 감수성을 측정한 결과 9종류의 항생제에 대해 EFSA 2012 [20]에서 제시한

breakpoint보다 낮은 MIC를 보이면서 감수성을 나타냈다.

Leu. mesenteroides TA 균주를 이용하기 위한 안전성 조사로 균주가 생산하는 효

소 또한 중요한 부분을 차지하고 있다. Leu. mesenteroides TA가 발암효소로 알려진

β-glucuronidase에 대해 0 nmole로 체내에 이용시 안전한 균주이며 이당체 또는 배당
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체의 β - 1,4 glycosidic acid bond를 가수분해하여 glucose를 생산하는 중요한 효소인

β - Glucosidase의 활성이 30nmole 이상으로 강한 활성이 확인됨에 따라 에너지원으

로 도움이 될 것으로 사료된다[47].

Leu. mesenteroides TA 균주의 균체에 의한 항진균 및 항세균 활성을 dual culture

overlay assay로 시행하여 관찰한 결과, 식중독 원인균이며 인체에 유해한 Asp.

flavus, A. ochraceus뿐만 아니라 식품과 사료에서 부패를 일으키는 원인인 Asp.

fumigatus, Asp. nidulans와 병원성 곰팡이인 C. gossypiicola에 대하여 저해 활성을

보였다. 뿐만 아니라 다양한 항세균에 대하여 항균 활성을 보였다. 특히 식중독 원인균

인 V. parahaemolyticus와 Sal. enterica serovar Typhi, 그리고 부패 미생물인

M icrococcus luteus에 대하여 강한 저해 활성을 보였다.

Leu. mensenteroides AFT는 Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor 속 등 다

양한 곰팡이에 대한 항진균 활성을 나타내었으며, Hansenula 속 효모에 대하여서도

항균 활성을 나타내었다[31].

Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질에 의한 항진균 및 항세균 활성을 조

사한 결과, 식중독 원인 곰팡이 및 식품과 사료 부패 곰팡이 모두에 항진균 활성을 보

였다. 또한 세균에 대한 항균 활성 실험 결과 그람 양성과 그람 음성균 및 다른 유산

균에 대하여 강한 저해활성을 나타내어 Leu. mesenteroides TA가 곰팡이뿐만 아니

라 세균에 대하여 넓은 항균 활성을 가지는 것을 알 수 있었다. 몽골의 전통 식품인

Airag에서 분리한 Leu. mesenteroides 368은 Leu. mesenteroides ATCC 8293T과

분자생물학적 동정이 상동성을 이루는 균주로서 현재 Aspergillus, Penicillium,

Rhizopus 속 등의 곰팡이에 대하여 저해 활성을 나타내었다[74]. 이는 환경에 따라 당

대사능에서 차이가 관찰되었더라도 계통학적인 유전자는 동일한 두 균주에서 모두 항

진균 활성이 나타나는 것으로 사료된다.

Mouna Boulages[47]는 Leu. mesenteroides 27종에 대하여 항진균 및 항세균 활성

을 알아본 결과 13종의 균주에서 항진균 및 항세균 활성을 나타내는 것을 확인하였다.

현재 Leuconostoc 속 균주에 대하여 항세균 활성을 나타내는 보고는 많으나, 항진균

활성을 보고한 논문을 매우 드물며, 항진균 활성을 나타내는 유산균 Leuconostoc sp.

에 대하여 항세균 활성에 대하여 보고한 논문은 더욱이나 드물다. 이는 항진균 활성을

나타내는 Leuconostoc sp.이 항세균 활성을 나타내지 않는 것보다는 항균 활성 조사를

항진균에 국한하여 실험한 것으로 추정된다.

Leu. mesenteroides TA의 조항균 물질 (배양 상징액)의 pH, 온도, 그리고 효소에 대
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한 안정성 실험을 실행하였다. Leu. mesenteroides TA는 pH 3.0∼4.0에서는 안정하였

으며 pH 5.0 이상에서는 불안정한 결과를 보였으나, pH 3.0∼8.0으로 처리한 후 다시

원래 배양 직후 pH (pH 4.4)로 복원시켰을 때 항진균 및 항세균 활성을 100% 회복함

을 알 수 있었다. 뿐만 아니라 121℃, 15분간 열처리한 후에도 항진균 및 항세균 활성

을 유지하였으며 각종 효소의 처리에도 항진균 및 항세균 활성에 영향을 받지 않으므

로 TA의 배양 상징액은 열과 효소처리에도 매우 안정한 물질임을 확인하였으며, 이러

한 결과는 생육곡선에 따른 항진균 및 항세균 활성 실험에서 추정한 결과와 유사하다.

항진균 물질인 phenyllactic acid를 생산하는 Lb. plantarum 21B의 배양액을 pH 5.0∼

7.0로 조정하였을 때 활성이 감소하였으나 원래의 pH (pH 3.7)로 복원시켰을 경우 항

진균 활성도 회복되었으며, 100℃에서 15분간 열처리한 후에도 항진균 활성을 유지하

였다[34]. 단백질성 물질을 생산하는 Lactobacillus brevis NCDC 02는 pH 4.0∼8.0로

조정하였을 때 활성을 유지하였으나, 121℃에서 15분간 열처리한 후에는 부분적으로

활성이 감소하였으며 pepsin과 protease 처리에서는 활성을 상실하였다[23].

Benzoic acid, 5-methyl-2,4-imidazolidinedione, tetra hydro-4-hydroxy-4-methyl-

2H-pyran-2-one, 그리고 3-(2-methylpropyl)-2,5-piperazinedion의 항진균 물질들을

생산하는 Lb. plantarum VTTE-78076 배양액의 항균 활성은 121℃에서 15분 동안 열

처리한 후에도 안정하였으며 단백분해효소 처리에 영향을 받지 않았다[45]. 뿐만 아니

라 delta-dodecalactone의 항진균 물질을 생산하는 Lb. plantarum AF1의 배양액(pH

3.9)을 pH 5.0∼7.0로 조정하였을 때 활성이 감소하였으나 원래의 pH로 복원시켰을 경

우 항진균 활성도 회복되었으며, 121℃에서 15분간 열처리한 후에도 항진균 활성을 유

지하였을 뿐만 아니라 각종 효소의 처리에도 항진균 활성에 영향을 받지 않았다[76].

Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질의 특성을 조사하기 위하여 C18 SPE

column으로 처리하여 95% aqueous acetonitrile로 용출한 분획에 대하여 항균 활성을

조사하였다. 그 결과 C18 SPE column으로 분리한 항균 물질은 다양한 곰팡이에 대해

서는 항균 활성을 나타내었으나, 배양 상징액과 달리 세균에 대해서는 좁은 항균

spectrum을 나타내었다. 이는 Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질 중 SPE

정제 분획에서 나타나는 hydrophobic한 물질은 항진균 활성을 가지고 있으며, 세균에

대해서는 좁은 spectrum을 나타내는 것을 알 수 있다.

Leu. mesenteroides TA가 생산하는 항균 물질에서 hydrophobic한 물질에 대한 안정

성 실험으로 pH, 온도, 용매에 대한 안정성 실험을 실행하였다. Leu. mesenteroides

TA는 121℃, 15분간 열처리한 후에도 항진균 및 항세균 활성을 유지하였다. methanol,
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ethanol, acetone, acetonitrile 용매에 대해서도 항진균 및 항세균 활성이 안정하였다.

그러나 Leu. mesenteroides TA가 생산하는 hydrophobic한 항균 물질은 pH 4.0에서는

안정하였으나 pH 3.0 및 pH 5.0 이상에서는 불안정한 결과를 보였다. 배양 상징액을

이용한 안정성 실험에서는 산성구간에서는 안정한 결과와는 달리 pH 4.0 구간에서만

안정하며 pH 3.0 및 pH 5.0 이하에서는 항균 활성은 부분 상실하였다. 이는 배양 상징

액은 유기산의 영향에 의해 산성 구간에서 안정하였으나, SPE column에 흡착된

hydrophobic한 항균 물질의 경우 강한 산성 구간에서는 항균 활성을 상실하며, 중성

구간뿐만 아니라 알칼리 구간에서도 항균 활성을 가지지 못하는 것으로 추측된다.

본 연구에서는 곰팡이를 억제할 수 있는 새로운 식품 보존 방법으로 천연 식품 보존

제로 사용이 가능한 유산균을 분리하고 특성을 규명하였다. 현재 유산균의 항세균 활

성에 대한 연구는 많으나, 항진균 활성에 대한 연구는 많이 이루어지지 않아 있으며,

특히 Leuconostoc 속 균주의 항진균 활성에 대한 연구는 매우 미흡하다. 본 연구는

우리나라 전통 발효식품인 김치로부터 분리한 항진균 활성을 가진 유산균을 분리하고

균주의 특성 및 항진균 물질을 부분적으로 규명하였다.

김치에서 분리한 Leu. mesenteroides TA는 안전성 실험을 바탕으로 인체에 매우 안

전하며 유익한 특성을 가지는 균주이며 항진균 활성뿐만 아니라 식중독 균주 및 식품

부패 미생물을 포함한 다양한 세균에 대하여 항세균 활성을 나타내어 식품이나 사료에

서 보존제로의 가능성을 알 수 있었다.

향후 실험에서는 Leu. mesenteroides TA가 생산하는 유기산을 포함한 다른 물질들

과의 상승 작용에 대한 연구와 더불어 항진균 물질들이 어떠한 기작으로 곰팡이를 저

해하는지에 대한 연구들이 추가되어야 할 것이다.
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않고 저희에게 긍정의 힘을 주신 은혜언니, 저의 덜렁거리는 성격을 꾸짖기보다 많

이 웃어준 수줍은 똑순이 언니 은아 언니, 제 부족함을 메꿔주시고 항상 제 밝은 모

습만 봐주시려하던 슬기언니, 실험에 힘들어할 때면 말없이 다 토닥여준 세연

언니 감사합니다. 우리 실험실의 야무진 또박 또박 글씨 성경이, 툴툴거리지만 속 

깊은 왜요∼동생 해비, 머리보다 감성으로 통한 수진이, 포기 하지 않고 최선을 다할 

줄 알던 할머니 다혜, 이제 시작이라는 앞에서 겁먹지 않고 야무지게 나아가는 우리 

혜란이, 초롱이에게도 고마움 전합니다.

 그 누구보다 제가 선택한 길을 믿어주시고 지지해주시며 한결같이 저를 사랑해주시

는 엄마, 아빠께도 너무나도 감사드리며 사랑합니다. 주말이면 잠만보가 되버린 저를 

대신 해 부모님 일을 잘 도와주는 오빠와 아직 철부지 막둥이 우리 착한 경훈이에게

도 고맙다는 말 전합니다. 그리고 언제나 제 걱정 많이 하시고 음식 솜씨 끝내주는 

우리 할머니, 명절이면 제가 좋아하는 새우를 가득 준비해주시던 외할머니, 멀리 있
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으면서 제 걱정 많이 해주신 저희 고모, 이모, 삼촌 모두에게 감사드립니다.

 힘들고 지칠 때 항상 웃음으로 날 받아주던 내 소중한 친구들..고등학교 3년이라는 

시간동안 내 산책길을 함께하던 해인이, 감성 충만하지만 옳은 말 해주던 지선이, 바

쁘다고 힘들어하는 날 위해 언제든 와주는 봉쓰타일 수인, 툴툴거리지만 내 생각 많

이 해주는 궁금함 많은 은슬이, 내게만은 화도 못내는 욱녀 민지, 고등학교 추억으로 

만날 때면 언제나 행복하게 해주는 하나, 기쁨, 슬픔, 행복 그보다 더 많은 감정을 함

께 해온 미주, 실험실 생활에 힘든 나와 커피 한잔의 여유를 즐겨주던 망구다은, 그

리고 실험실 2년이라는 시간동안 내 곁에서 위로가 되어준 우리 은지, 모두모두 고

마운 마음 전합니다.
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