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ABSTRACT

Effects of biopreservatives originated from food

microorganisms on food-borne pathogens and their

application into food

Kwon, Hye Ran

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

Department of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun University

Lactobacillus plantarum AF1, Lb. plantarum HD1, Lb. plantarum EM

and Bacillus subtilis SN7 were isolated from Kimchi and Meju. Growth

inhibitory effects of lactic acid bacteria and Bacillus subtilis producing

antimicrobial compounds on food pathogens were investigated using

co-cultivation technique; growth of the pathogenic molds and bacteria

were completely inhibited within 12∼36 hr, whereas growth of yeast was

completely inhibited after 48 hr of incubation by treatment of LAB.

Reduction of E. coli O157:H7 cell growth (2 log CFU/mL) was observed

at 24 hr by treatment of B. subtilis. However, growth of LAB and B.

subtilis were not affected by co-cultivation with the pathogens.

When hyphae and spores of molds were treated with culture

supernatant of the LAB, the growth of hyphae and germination of spores

were inhibited. Growth of the pathogenic bacteria was completely inhibited

within 4 hr and reduction of yeast cell growth (2 log CFU/mL) was

observed at 48 hr by treatment of the LAB culture supernatant. When E.

coli O157:H7 was treated with B. subtilis culture supernatant, cell growth
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of the E. coli O157:H7 was not inhibited. After the hyphae and spores

were treated with the LAB supernatant, they were inoculated into the

culture medium (MEB), and then their growth was observed. None of

growth of hyphae or spore was observed after this treatment. When the

molds and bacteria were treated with the LAB supernatant, outer cell wall

of the mold was shrinked or damaged and cytoplasmic space was empty.

Moreover, deformation of cell shape and empty hole in cytoplasmic space

from the treated bacteria were observed by SEM and TEM observation.

To investigate inhibitory effect of antimicrobial substance on E.coli

O157:H7, salad was prepared using mix of Lb. plantarum AF1 and B.

subtilis SN7 culture supernatant and additionally inoculation of E. coli

O157:H7 with 1∼2 log CFU/g. Salads were stored at 37℃, 15℃, and 4℃

for 1 day, 2 days, and 3 days, respectively. As a result, when the

antimicrobials were mixed and stored at 4°C for 3 days, the growth

inhibition of E. coli O157:H7 was the largest.

This study suggested an alternative to chemical preservatives such as

natural food preservative derived from GRAS microorganisms.
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제 1 장 서 론

일인당 국민소득의 증가와 함께 건강과 안전에 대한 관심이 높아지고 여성의 사회진

출이 늘어나면서 편리성에 대한 요구가 증대됨에 따라 신선편의식품 시장이 점차 발전

하게 되었다. ‘신선편의식품’이란 ‘농ㆍ임산물을 세척, 박피, 절단 또는 세절 등의 가공

공정을 거치거나 이에 단순히 식품 또는 식품첨가물을 가한 것으로서 그대로 섭취할

수 있는 샐러드, 새싹채소 등의 식품’을 말한다[60]. 신선편의식품의 제조공정 특성 상,

가열처리나 살균공정을 거치지 않고 최소가공 공정을 통해 제품화되므로 세척이나 포

장 등 유통과정에서 위생적으로 주의하지 않을 경우, 미생물의 오염에 쉽게 노출되어

식중독 발생 위험이 커지게 된다[1, 8, 20, 38].

‘식중독’이란, ‘식품의 섭취로 인하여 인체에 유해한 미생물 또는 유독 물질에 의하여

발생하였거나 발생한 것으로 판단되는 감염성 또는 독소 질환’을 말한다[58]. 식중독은

미생물 식중독과 자연독 식중독, 화학적 식중독으로 분류가 되며 이 중 미생물 식중독

이 가장 많이 발생되고 있다. 연도별 원인물질에 따른 미생물 식중독 발생 통계를 보

면 2006년부터 2016년까지 대장균과 노로 바이러스에 의한 식중독 발생 건수가 가장

많았으며 다음으로 살모넬라, 황색포도상구균, 클로스트리디움 퍼프린젠스 순서로 발생

하는 것으로 나타났다. 특히 최근 병원성 대장균의 경우 발생 양상이 점차 증가하고 있어

식품 안전에 문제가 되고 있다[59] (Table 1).

Escherichia coli (E. coli)는 그람 음성의 간균, 통성혐기성균으로 7∼50℃의 넓은 온

도 범위에서 생육할 수 있으며, 최적 온도는 37℃이다. 생육 가능 pH 범위는 4.4∼9.0

이며, 최적 pH는 6.0∼7.0이다. 일반적으로 사람이나 동물의 위장관에 존재하며, 표면에

존재하는 균체항원 (O 항원), 협막항원 (K 항원), 편모항원 (H 항원)과 각 항원에 특

이적인 항체의 면역학적 반응에 따라 혈청형 (serotype)을 구분한다. 대부분의 대장균

은 무해하나 일부독성을 생성하는 병원성 대장균을 독소의 종류, 특성에 따라 장출혈

성대장균 (EHEC, Enterohaemorrhagic E. coli), 장병원성대장균 (EPEC, pathogenic E.

coli), 장독소형대장균 (ETEC, Enterotoxigenic E. coli), 장관흡착성대장균 (EAEC,

Enteroaggregative E. coli), 장침입성대장균 (EIEC, Enteroinvasive E. coli) 5가지로

분류한다. 이 중 장출혈성대장균 (EHEC)은 출혈성 대장염과 용혈성 요독 증후군

(haemolytic uraemic syndrome, HUS)을 동반하는 위해도가 높은 병원성 대장균으로,

E. coli O157:H7이 대표적이다. 또한 EPEC 및 EHEC의 O157:H7과 같이 Shiga toxin
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과 연관된 병원성 대장균을 STEC (Shiga toxin-producing E. coli)로 부르기도 한다

[34]. E. coli O157:H7로 인한 식중독은 전 세계적으로 문제가 되고 있다. 2011년 유럽

에서 발견된 식중독의 원인균은 STEC에 속하는 것으로 EHEC O104:H4로 밝혀졌으며

원인식품은 유기농 새싹채소였다. 이와 같이 생고기, 덜 익은 육제품, 원유, 오염된 채

소 및 과일로부터 E. coli O157:H7의 감염이 보고된 바 있다[4, 21, 52].

선진국에서는 신선편의식품 관련법규가 구체적으로 마련되어있어 품질유지 및 위생

상 안전성을 확보할 수 있었으나, 국내에서는 2007년이 되어서야 신선편의샐러드ㆍ새

싹채소 규격 (미생물 기준)이 고시되어 2008년부터 시행되고 있다. 신선편의식품의 미

생물을 제어하기 위한 방법으로 온도 조절 및 포장 가공기술이 이용되고 있으며[17]

chlorine, sodium hydrochlorite, chlorine dioxide 등 화학적 세척제를 이용한 미생물 제

어도 이용되고 있다[8, 14, 25]. 그러나 화학제의 지속적인 사용으로 인해 체내에 잔류

되는 등 여러 문제가 야기될 수 있어 소비자들의 기피현상이 커지고 있다[15, 31, 41].

이와 같은 추세에 따라 화학적인 방법이 아닌 천연 항균물질을 이용한 미생물 제어

에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. Hexanal, hexyl acetate, (E)-2-hexenal은

휘발성 방향물질로 진균에 효과적이고, E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella에

대한 항세균 활성도 있어 천연보존제로 이용될 수 있으며[27], carvacrol과 cinnamic

acid을 처리한 과일의 부패 미생물의 제어도 보고된 바 있다[26, 40]. 특히 미생물로부

터 유래된 천연항균제의 사회적 요구성 또한 증대되고 있는데, 가장 널리 알려진 생물

학적 보존제인 nisin은 항균 스펙트럼이 넓어 치즈나 음료 등 여러 식품에 이용되고

있다[6, 13, 16, 18]. 유산균과 고초균은 인체에 안전한 GRAS (generally recognized as

safe) 등급의 미생물로 세계적으로 다양한 발효식품의 형태로 섭취되고 있으며[36], 생

균제로서 기능성식품의 개발이나 축산업 등에서도 활용되고 있다[3].

유산균 및 고초균이 생산하는 물질의 항균활성을 측정하는 여러 방법 중

spot-on-the-lawn test[53]와 같이 plate 내에서 항균활성을 측정하는 방법은 지시균의

일부에만 항균물질이 적용되어 지시균이 배양됨에 따라 항균물질의 역가가 점점 줄어

드는 한계가 있다. 그러나 공동배양은 broth 전체에 항균물질의 영향이 지속적으로 적

용되어 지시균이 저해되는 배양 시간을 알 수 있고, 이는 실제 식품에 항균물질을 적

용할 경우 식중독/부패 미생물의 생육 저해를 위한 항균물질의 사용 농도를 정하는 기

준이 된다. 또한 식용배지를 이용하여 천연항균물질을 생산하는 경우, 식품첨가물이 아

닌 식품원료 자체로 접근하므로 분리·정제 과정을 거치지 않아 비용 면에서 효율적이

다.
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소비자들의 건강과 위생에 대한 인식이 점차 높아짐에 따라 식중독/부패 미생물로부

터 식품의 미생물학적 안전성 확보가 중요한 문제로 대두되고 있고, 이를 해결하기 위

해 화학적 식품보존제가 사용되고 있으나 체내 축적과 독성으로 인해 사용량에도 제한

이 따르는 등 부작용이 발생하였다. 이를 대체하기 위하여 전통발효식품으로부터 항균

활성을 지니는 GRAS 미생물을 분리하여 천연 식품 보존제를 개발하고자 한다.

본 연구에 사용된 균주는 Lactobacillus plantarum AF1, Lb. plantarum HD1, Lb. pl

antarum EM, Bacillus subtilis SN7으로 선행된 실험을 통하여 김치 및 메주로부터

분리·동정되었고[12, 42, 53, 61], Lb. plantarum AF1의 항진균 물질은 3,6-bis(2-methy

lpropyl)-2,5-piperazinedion, δ-dodecalactone으로 규명되었으며[54, 55], Lb. plantarum

HD1의 항진균 물질은 5-oxododecanoic acid, 3-hydroxy decanoic acid, 3-hydroxy-5-

dodecenoic acid로 규명되었다[42]. 또한 Lb. plantarum EM의 내산성 및 인공담즙 저

항성, 항생제 감수성, 콜레스테롤 동화능 등의 특성과 항균활성[12, 56], B. subtilis SN

7의 안전성 및 효소, 온도, pH에 대한 안정성과 항균활성 등이 규명되었다[30, 61].

본 연구에서는 전통발효식품으로부터 분리된 유산균 및 고초균의 여러 식중독균에

대한 항균활성을 조사한 뒤, 식중독균에 대해 뛰어난 항균활성을 갖는 배양 상징액을

개발 식용배지[57]에서 생산하여 식품에 적용함으로써 천연 식품 보존제로서의 가능성

을 확인하였다.
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Table 1. Number of foodborne illness outbreaks and case by cause substance and year

원인물질 구분 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 합계

Pathogenic E. coil
Outbreaks 38 62 36 37 28 32 31 31 38 39 27 399

Illnesses 2,832 1,945 1,278 1,671 1,926 2,109 1,844 1,089 1,784 2,138 959 19,575

Salmonella
Outbreaks 22 42 22 17 27 24 9 13 24 13 12 225

Illnesses 576 1,497 387 477 677 1,065 147 690 1,416 202 231 7,365

Vibrio

parahaemolyticus

Outbreaks 25 33 24 12 18 9 11 5 7 5 9 158

Illnesses 547 634 329 106 223 133 195 40 78 25 241 2,551

Campylobacter
Outbreaks 1 7 6 7 15 13 8 6 18 22 14 117

Illnesses 53 449 73 405 380 329 639 231 490 805 768 4,622

Staphylococcus

aureus

Outbreaks 32 38 15 12 19 10 5 5 15 11 0 162

Illnesses 1,924 843 556 864 372 323 35 63 195 191 0 5,366

Clostridium

perfringens

Outbreaks 2 4 6 5 5 7 13 33 28 15 7 125

Illnesses 160 81 434 527 171 324 297 516 1,689 394 125 4,718

Bacillus cereus
Outbreaks 5 1 14 0 14 6 6 8 11 6 1 72

Illnesses 59 50 376 0 401 98 111 112 49 22 16 1,294

Other

microorganisms

Outbreaks 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 3

Illnesses 5 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 25

Norovirus
Outbreaks 51 97 69 32 31 31 50 43 46 58 25 533

Illnesses 3,338 2,345 2,105 568 1,994 1,524 1,665 1,606 739 996 502 17,382

Other Virus
Outbreaks 3 2 1 0 2 3 1 1 4 2 0 19

Illnesses 33 32 26 0 8 21 22 2 102 9 0 255

Natural poison
Outbreaks 1 3 2 6 6 4 3 1 1 0 0 27

Illnesses 4 22 50 126 33 27 13 16 5 0 0 296

Chemical

substance

Outbreaks 1 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 4

Illnesses 14 0 34 0 3 0 0 0 0 0 0 51

출처 : 식품의약품 안전처 식중독 통계시스템. 원인물질별/연도별 식중독 통계. 2016[59]
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제 2 장 실험 재료 및 방법

제 1 절 공동배양에 의한 식중독/부패 미생물의 생육저해

효과

1. 항균물질 생성균주와 식중독/부패 미생물의 공동배양

가. 사용한 균주

본 실험에 사용한 항균물질 생성균주인 유산균 3종과 고초균 1종, 식중독/부패

미생물은 Table 2와 같다..

(1) 항균물질 생성균주

유산균 3종은 5 mL MRS (De Man Rogosa Sharpe, Difco, Sparks, MD,

USA) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간동안 정치 배양하여 실험

에 사용하였다.

고초균 1종은 5 mL TSB (Tryptic Soy Broth, Difco, Sparks, MD, USA) 액

채 배지에 1% (v/v) 접종하여 37℃에서 24시간동안 진탕 배양하여 실험에 사용

하였다.

(2) 세균

식중독 원인균으로 사용된 세균 중 gram 음성균인 E. coli O157:H7 ATCC

43895, S. enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 19430은 LB (Luria

Bertani; 1% NaCl, 1% Bacto-tryptone, 0.5% Yeast extract) 액체 배지에 1%

(v/v) 접종하여 37℃에서 24시간 진탕 배양하였다. gram 양성균인 S. aureus

subsp. aureus ATCC 29213은 TSB (Difco) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 3

7℃에서 24시간 진탕 배양하여 실험에 사용하였다.
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(3) 곰팡이

식중독/부패 곰팡이인 A. fumigatus ATCC 96918, A. flavus ATCC 22546는

MEA (Malt Extract Agar, Difco) 배지에 접종하여 30℃에서 3∼4일 동안 배양

하였고, A. ochraceus PF-2는 PDA (Potato Dextrose AGar, Difco) 배지에 접종

하여 30℃에서 3∼4일 동안 배양하여 실험에 사용하였다.

(4) 효모

부패 미생물인 Pichia kudriavzevii DY1은 YPD (2% bacto-peptone, 1%

Yeast extract, 2% dextrose) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간

진탕 배양하여 실험에 사용하였다.
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Table 2. List of microorganisms used in the study

Group Microorganism Mediuma
Incubation

temperature
Reference

Antimicrobial

compound

producing

strain

Lactobacillus plantarum AF1 MRS 30℃ [54]

Lactobacillus plantarum HD1 MRS 30℃ [42]

Lactobacillus plantarum EM MRS 30℃ [12]

Bacillus subtilis SN7 TSB 37℃ [61]

Bacteria

Escherichia coli O157:H7

ATCC 43895
LB 37℃ [49]

Salmonella enterica serovar

Typhi ATCC 19430
LB 37℃ [35]

Staphylococcus aureus

subsp. aureus ATCC 29213
TSB 37℃ [45]

Mold

Aspergillus flavus ATCC

22546
MEA 30℃ [42]

Aspergillus fumigatus

ATCC 96918
MEA 30℃ [42]

Aspergillus ochraceus PF-2 PDA 30℃ [42]

Yeast P ichia kudriavzevii DY1 YPD 30℃ [37]

aMRS, De Man Rogosa Sharpe; TSB, Tryptic soy Broth; LB, Luria bertani;

MEA, Malt Extract Agar; PDA; Potato Dextrose Agar; YPD, Yeast extract

Peptone Dextrose
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나. 항균물질 생성균주와 식중독/부패균의 공동배양

(1) 항균물질 생성균주

유산균 3종은 5 mL MRS (Difco) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서

24시간 정치 배양한 후, 원심분리 (8000 × g, 15 min, 4℃)하여 균체를 회수하였

다. 고초균 1종은 5 mL TSB (Difco) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 37℃에서

24시간 진탕 배양한 후, 원심분리 (8000 × g, 15 min, 4℃)하여 균체를 회수하였

다.

(2) 식중독/부패균

식중독 원인균은 5 mL LB 또는 TSB (Difco) 액체 배지에 각각 1% (v/v) 접

종하여 37℃에서 24시간 진탕 배양한 후, 원심분리 (8000 × g, 15 min, 4℃)하여

균체를 회수하였다.

부패균은 5 mL YPD 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 진탕

배양한 후, 원심분리 (8000 × g, 15 min, 4℃)하여 균체를 회수하였다.

(3) 식중독/부패균의 초기 접종 농도 설정

식중독/부패 미생물의 초기균수가 106 CFU/mL 이하에서는 대부분의 식품에서

관능적 변화가 일어나지 않지만, 향후 식중독과 같은 문제를 제어하기 식중독/부

패 미생물의 초기 접종 농도를 104∼106 CFU/mL의 범위로 설정하였다. 하지만

효모의 경우, 국내 시판 김치의 담금 직후 초기 산막효모의 농도가 약 102

CFU/mL임을 근거로 하여 초기 접종 농도를 102∼103 CFU/mL의 범위로 설정하

였다[62].

(4) 식중독/부패균 생육저해 활성

항균물질 생성균주와 식중독/부패균을 Table 3의 조건과 같이 공동배양하여

식중독/부패균의 생육저해 효과를 측정하였다.
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MRS (Difco) 또는 TSB (Difco) 액체 배지에 항균물질 생성균주의 초기 농도

가 약 6.0∼7.0 log CFU/mL이 되도록 접종하고 여기에 식중독/부패균을 약 2.0

∼6.0 log CFU/mL 접종하여 30℃에서 0∼24시간동안 정치 또는 진탕 배양하면

서 4시간마다 항균물질 생성균주와 식중독/부패균의 생균수를 측정하였다. 항균

물질 생성균주는 MRS (Difco) 또는 TSB (Difco) 평판배지에 도말하였고, E.

coli O157:H7은 SMAC (Macconkey sorbitol agar, Difco), S. Typhi는 XLD

(Xylose Lysine Desoxycholate, Difco) 평판배지, S. aureus는 MSA (Mannitol

Salt Phenol, Difco) 평판배지, P. kudriavzevii DY1은 YPD 평판배지에 도말하

였다. MRS (Difco), YPD 평판배지는 30℃에서, 그 외 배지는 37℃에서 배양하였

다. 대조구로는 MRS (Difco) 또는 TSB (Difco) 액체 배지에 항균물질 생성균주

를 약 6.0∼7.0 log CFU/mL, 식중독/부패균을 약 2.0∼6.0 log CFU/mL가 되도

록 각각 접종하여 30℃ 또는 37℃에서 정치 또는 진탕 배양한 것으로 하였다.

다. 항균물질 생성균주와 식중독/부패 곰팡이의 공동배양

항균물질 생성균주와 식중독/부패 곰팡이를 Table 3의 조건과 같이 공동배양

하여 식중독/부패 곰팡이의 생육저해 효과를 측정하였다.

항균물질 생성균주의 균체를 상기된 방법으로 회수하여 준비하였다. 식중독/부

패 곰팡이의 포자는 현미경 (DS-U1, Nikon, Tokyo, Japan)과 haemacytometer

(MARIENFELD, Germany)로 포자의 수를 확인하였다. 5 mL MRS (Difco) 액체

배지에 항균물질 생성균주인 유산균 3종을 초기 농도가 약 6.0∼7.0 log

CFU/mL이 되도록 접종하고, 여기에 식중독/부패 곰팡이를 초기 농도가 약 4.0

∼6.0 log spores/mL이 되도록 접종하여 30℃에서 0∼48시간동안 정치 배양하면

서 12시간 간격으로 항균물질 생성균주와 식중독/부패 곰팡이의 생균수를 측정

하였다. 항균물질 생성균주는 MRS (Difco) 평판배지에 도말하였고, A. flavus와

A. fumigatus는 MEA (Difco) 평판배지에 도말하였으며, A. ochraceus는 PDA

(Difco) 평판배지에 도말하여 30℃에서 배양하였다.
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Table 3. Co-cultivation condition of antimicrobial compound producing

bacteria and food pathogen

Antimicrobial compound

producing bacteria
Food pathogen

Lactobacillus plantarum AF1

E. coli O157:H7 ATCC 43895

P. kudriavzevii DY1

A. fumigatus ATCC 96918

Bacillus subtilis SN7 E. coli O157:H7 ATCC 43895

Lactobacillus plantarum HD1

S. Typhi ATCC 19430

A. flavus ATCC 22546

A. ochraceus PF-2

Lactobacillus plantarum EM S. aureus ATCC 29213
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2. 항균물질 생성균주의 배양 상징액과 식중독/부패 미생물의

공동배양

가. 항균물질 생성균주의 배양 상징액 (항균물질) 준비

유산균 3종을 5 mL MRS (Difco) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 30℃에서

24시간 동안 정치하여 전배양하였다. 전배양액을 100 mL MRS (Difco) 액체 배

지에 1% (v/v) 접종하고, 다시 30℃에서 24시간 동안 본배양하였다.

고초균 1종을 5 mL TSB (Difco) 액체 배지에 1% (v/v) 접종하여 37℃에서

24시간 동안 진탕하여 전배양하였다. 전배양액을 50 mL TSB (Difco) 액체 배지

에 1% (v/v) 접종하고, 다시 37℃에서 24시간 동안 본배양하였다.

본배양액을 원심분리 (9950 × g, 15 min, 4℃)하여 얻은 상징액을 유산균 3종

은 0.45 µm membrane filter (Advantec MFS, Inc., Japan), 고초균은 0.20 µm

membrane filter (Advantec)로 제균하여 실험에 사용하였다.

나. 배양 상징액 (항균물질)과 식중독/부패균의 공동배양

식중독/부패균의 균체를 상기된 방법으로 회수한 뒤, 식중독균은 5 mL 배양

상징액에 초기 농도가 약 4.0∼6.0 log CFU/mL이 되도록 접종하여 37℃에서 0

∼24시간동안 진탕 배양하며, 4시간마다 선별배지에 도말하여 식중독균의 생균수

를 측정하였다. 부패균은 5 mL 배양 상징액에 초기 농도가 약 2.0∼3.0 log

CFU/mL이 되도록 접종하여 30℃에서 0∼48시간동안 정치 배양하며, 12시간까지

는 6시간 간격으로 도말하고, 그 이후로는 12시간 간격으로 도말하여 효모의 생

균수를 측정하였다.
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다. 배양 상징액 (항균물질)과 식중독/부패 곰팡이의 공동배양

식중독/부패 곰팡이의 포자와 균사를 각각 접종하였다. 균사의 경우, A. flavus

와 A. fumigatus는 MEA (Difco) 평판배지, A. ochraceus는 PDB (Difco) 평판배

지에서 자란 곰팡이의 균사를 백금이로 긁어 5 mL MEB (Difco) 또는 PDB

(Difco) 액체 배지에 접종하고, 30℃에서 24시간동안 진탕 배양하였다. 배양된 균

사를 sonication (VC 130, Sonics Inc., Newtown, USA)을 Amplitude: 60,

Pulse: 2 sec, Time: 40 sec 조건으로 시행하여 균질화한 후에 5 mL 배양 상징

액에 최종 흡광도 0.05가 되도록 접종하여 0∼48시간동안 30℃에서 정치 배양하

였다. 생육도를 측정하기 위해 12시간 간격으로 Spectrophotometer (Ultra spec

2100 pro, Amersham Bioscience, Bristol, UK) A600에서 흡광도를 측정하였다.

포자는 상기된 방법으로 포자의 수를 확인한 뒤에 5 mL 배양 상징액에 곰팡

이 포자의 최종 농도가 약 4.0∼6.0 log spores/mL가 되도록 접종하여 30℃에서

0∼15일동안 정치 배양하였다. 생육도를 측정하기 위해 3일 간격으로

Spectrophotometer (Amersham Bioscience) A600에서 흡광도를 측정하였다.
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제 2 절 정균/사균 기전 확인

1. 배양 상징액 (항균물질) 처리에 의한 식중독/부패 곰팡이의

생육저해 효과

식중독/부패 곰팡이 3종에 대한 배양 상징액 (항균물질)의 정균/사균 작용을

확인하기 위해 배양 상징액 5 mL에서 30℃, 24시간동안 처리된 A. flavus

ATCC 22546, A. fumigatus ATCC 96918, A. ochraceus PF-2의 균사 및 포자를

회수하여 곰팡이 전용배지인 MEB (Malt Extract Broth, Difco) 액체 배지에 재

접종하였다. 균사의 경우 회수된 전량을, 포자는 곰팡이의 초기 농도를 6.0 log

spores/mL로 접종한 처리구에서 회수된 전량을 MEB (Difco)에 접종하였다. 대

조구는 5 mL MEB (Difco) 액체 배지에 항균물질이 처리되지 않은 곰팡이 균사

(A600≒0.05) 및 포자 (6.0 log spoers/mL)를 접종한 것으로 하였다. 이를 30℃에

서 48시간 진탕 배양 후 사진 촬영하여 생육을 기록하였다.

2. 형태학적 관찰 (SEM/TEM)

배양상징액 (항균물질) 처리에 의한 식중독/부패 미생물의 외부 및 내부의 형

태학적 변화를 SEM (Scanning Electron Microscopy)과 TEM (Transmission

Electron Microscopy)으로 관찰하기 위해 Kalchayanand 등의 방법을 일부 변형

한 전처리 과정을 시행하였다[24].

100 mL 배양 상징액에 식중독/부패 미생물을 접종하고 37℃에서 24시간 진탕

배양한 뒤 원심분리 (9,950 × g, 5 min, 4℃)하여 균체를 회수하였다. 얻어진 균체

를 PBS (Phosphate Buffered Saline, GE Healthcare Hyclone, Korea)로 3회 수세

한 후 2.5% (v/v) glutaraldehyde (pH 7.4, Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland)로

4시간동안 전고정 시켰다. 전고정 된 시료를 pH 7.4의 0.1 M sodium cacodylate

buffer (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)로 상온에서 15분씩 방치하여 3회 수세

한 후 1% (v/v) osmium tetroxide (OsO4, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)를

넣어 2시간 동안 후고정하였다. 다시 0.1 M sodium cacodylate buffer
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(Sigma-Aldrich)로 상온에서 15분씩 방치하여 3회 수세한 후 50%, 60%, 70%,

80%, 90%, 95% (v/v) 농도의 에탄올을 이용하여 순차적으로 10분씩 탈수과정을

거친 다음 최종 100% 에탄올로 탈수과정을 3회 반복하였다.

SEM 시료를 만들기 위해 tert-butanol (Simga-Aldrich, Saint Louis, USA)로

15분씩 총 3회 치환한 다음, desicator에서 하루 동안 건조시켰다. 건조된 시료를

이온 코팅기 (E-1030, Hitachi, Tokyo, Japan)를 이용하여 진공상태에서 백금으로

100초간 코팅한 후, FE-SEM (Field Emission Scanning Electron Microscope

S-4700, Hitachi, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다.

TEM 시료를 만들기 위해 에탄올을 이용하여 순차적인 탈수과정을 거친 후, 포

매 과정은 Epoxy Embedding Medium Kit (Sigma-Aldrich)를 이용하여 60℃에서

28시간동안 처리하였다. 시료는 ultra-microtome (Leica EM UC6, Bensheim,

Germany)을 이용하여 절편 제작 후, uranyl acetate (Sigma-Aldrich)와 lead cit-

rate (Sigma)로 염색한 다음 JEOL CXⅡ Bio Transmission Electron Microscope

를 이용하여 관찰하였다. 대조구로는 식중독/부패 미생물의 배양액으로 위와 동일

한 방법으로 전처리하였다.
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제 3 절 항균물질 (배양 상징액)의 식품적용

1. 배양 배지에 따른 항세균 활성

가. 사용한 균주

본 실험에 사용한 항균물질 생성균주 2종과 감수성 균주 1종을 Table 4에 정리하였다.

나. 항균물질 준비

5 mL MRS (Difco) 또는 TSB (Difco) 액체 배지에 항균물질 생성균주를 1%

(v/v) 접종하고, Table 4의 조건대로 전배양하였다. 전배양액을 100 mL MRS

(Difco) 액체배지와 개발 식용배지에 각각 1% (v/v) 접종하여 배양한 후, 본배양

액을 원심분리 (8000 × g, 15 min, 4℃)하여 얻은 상징액을 0.45 µm 또는 0.20

µm membrane filter (Advantec MFS, Inc., Japan)로 제균하였다. 제균된 상징액

은 동결건조 (freeze dry system, SFDSM12, Samwon, Busan, Korea)한 후, Lb.

plantarum AF1의 상징액은 20 mM sodium acetae (pH 4.0) 완충용액에 녹여 5

배 농축 배율로 준비하였고, B. subtilis SN7의 상징액은 10 mM Tris-HCl (pH

7.5)에 녹여 준비하였다.

다. 배양 배지에 따른 항균물질의 항세균 활성 측정

시판 배지와 개발 식용배지에 따른 항균물질의 E. coli O157:H7에 대한 활성

을 조사하였다. 항세균 활성의 측정은 spot-on-the-lawn test 방법[53]을 사용하

였다. E. coli O157:H7를 LB 평판배지에 1.0×106 CFU/plate로 도말하여 준비하였

고 항균물질 10 µL를 배지에 spotting한 후, 37℃에서 15∼16시간 배양하여 활성

을 측정하였다.
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Table 4. List of microorganisms used in the study

Group Microorganism Mediuma
Incubation

temperature
Reference

Antimicrobial

compound

producing

strain

Lactobacillus plantarum AF1 MRS 30℃ [54]

Bacillus subtilis SN7 TSB 37℃ [61]

Sensitive

bacteria

Escherichia coli O157:H7

ATCC 43895
LB 37℃ [49]

aMRS, De Man Rogosa Sharpe; TSB, Tryptic soy Broth; LB, Luria bertani
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2. 항균물질 적용에 따른 배지 내 E. coli O157:H7의 생육저해 효과

가. 항균물질 적용

5 mL LB 액체 배지에 E. coli O157:H7를 각각 1 log CFU/mL, 2 log

CFU/mL로 접종하고, 개발 식용배지에서 배양한 Lb. plantarum AF1 배양 상징

액 3%, B. subtilis SN7 배양 상징액 1%를 각각 단독 처리하거나, Lb. planta-

rum AF1 배양 상징액 3%와 B. subtilis SN7의 배양 상징액 1%를 혼합하여

처리하고 37℃에서 정치 배양하였다. 이를 0∼24시간까지 8시간 간격으로

spectrophotometer (Amersham Bioscience) A600에서 흡광도를 측정함으로써

E. coli O157:H7의 생육도를 확인하였다. 대조구로는 5 mL LB 액체 배지에 E.

coli O157:H7를 각각 1 log CFU/mL, 2 log CFU/mL를 접종한 것으로 하였다.

나. 형태학적 관찰 (SEM)

항균물질의 단독 또는 혼합 처리에 의한 E .coli O157:H7 세포의 형태학적 변

화를 관찰하기 위해 Kalchayanand 등의 방법을 일부 변형한 전처리 과정을 거

쳐 SEM (Scanning Electron Microscopy)으로 확인하였다[24].

단독 처리는 개발 식용배지에서 배양한 Lb. plantarum AF1 배양 상징액과

B. subtilis SN7 배양 상징액을 각각 사용하였고, 혼합 처리는 Lb. plantarum

AF1 상징액과 B. subtilis SN7 상징액을 3:1 비율로 혼합하여 사용하였다. 실험

구는 100 mL의 배양 상징액 (단독/혼합)에 E. coli O157:H7을 접종하였고, 대조

구는 100 mL LB 액체 배지에 E. coli O157:H7을 접종하여 37℃에서 24시간 진

탕 배양하였다. 전처리 과정은 상기된 방법과 동일하게 시행하였다.
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3. 항균물질 적용에 따른 신선편의 식품 내 E. coli O157:H7의

생육저해 효과

가. 실험재료 및 준비

전남 광주 광역시 남구 소재의 대형할인매장에서 양상추, 로메인, 적채, 레드치

커리, 양배추, 청경채, 비타민, 적근대가 혼합되어있는 salad를 구입하여 사용하였

다. 구입한 salad는 흐르는 수돗물에 2회 세척한 후, 여러 종류의 야채가 고루 혼

합되도록 플라스틱 용기에 50 g씩 소분하여 실험에 사용하였다.

나. 항균물질 적용

50 g의 salad에 E. coli O157:H7을 약 1∼2 log CFU/g 으로 접종한 뒤, 개발

식용배지에서 배양한 Lb. plantarum AF1 배양 상징액 3%, B. subtilis SN7 배

양 상징액 1%를 단독 처리한 구간과 Lb. plantarum AF1 배양 상징액 3%와 B.

subtilis SN7 배양 상징액 1%를 혼합하여 처리한 구간으로 나누어 진행하였다.

모든 시료는 냉장온도인 4℃, 여름철 매대 온도인 15℃, E. coli O157:H7의 최적

온도인 37℃에서 실험을 진행하였다. 저장기간은 육안으로 관찰하였을 때 실제

섭취 가능하다고 판단되는 기간으로 설정하여 4℃는 3일, 15℃는 2일, 37℃는 1

일까지 저장하였다. 대조구로는 50 g의 salad에 E. coli O157:H7를 약 1∼2 log

CFU/g 접종한 것과 50 g의 salad에 E. coli O157:H7를 약 1∼2 log CFU/g 접종

후 기존 천연 보존제 중 하나인 주정을 1% 처리한 것으로 하였다.

다. E. coli O157:H7의 생육도 측정

50 g의 salad에 멸균수 25 mL를 가한 후, 균질기 (HHM-600, Hanil, Seoul,

Korea)를 이용하여 1분간 마쇄한 뒤, 멸균된 거즈로 시료를 거른 후 시험용액 1

mL를 취하여 멸균수 9 mL에 단계 희석하였다. SMAC (Difco) 평판배지에 각

단계 희석액 100 µL를 도말하고 37℃에서 24시간 배양한 뒤 집락을 계수하였다.
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제 3 장 결과 및 고찰

제 1 절 공동배양에 의한 식중독/부패 미생물의 생육저해

효과

1. 항균물질 생성균주와 식중독/부패 미생물의 공동배양

가. 항균물질 생성균주와 식중독/부패균의 공동배양

유산균 3종 (Lb. plantarum AF1, Lb. plantarum HD1, Lb. plantarum EM)과

고초균 1종 (B. subtilis SN7)의 식중독/부패균에 대한 생육 저해 활성을 조사하

였다(Fig. 1∼5). 유산균 3종은 단독배양과 공동배양 간의 생육에 차이 없이 약

9.0 log CFU/mL로 높은 생균수를 나타내었고, 고초균 1종 또한 단독배양과 공

동배양 간의 생육에 차이 없이 약 8.0 log CFU/mL의 생균수를 나타내었다.

P. kudriavzevii DY1은 단독배양 시 배양 시간의 경과에 따라 생육이 증가하

여 배양 48시간에 최대 생육도 (6.5∼6.7 log CFU/mL)를 나타내었으나, Lb.

plantarum AF1과 공동배양한 결과, P. kudriavzevii DY1의 2.0 log CFU/mL,

3 log CFU/mL 접종 구간 모두 배양 48시간에 P. kudriavzevii DY1의 생육이

완전히 저해되었다(Fig. 1).

E. coli O157:H7은 Lb. plantarum AF1과 B. subtilis SN7에 대해 각각 공동배

양을 진행하였다. Lb. plantarum AF1과의 공동배양에서 E. coli O157:H7을 단독

배양 시 배양 시간의 경과에 따라 생육이 증가하여 배양 24시간에 최대 생육도

(8.1∼8.5 log CFU/mL)를 나타내었으나, Lb. plantarum AF1과 공동배양 결과,

4.0 log CFU/mL 접종 시 배양 20시간에 생육이 완전히 저해되었고, 5.0 log

CFU/mL, 6 log CFU/mL 접종 시 배양 24시간에 E. coli O157:H7의 생육이 완

전히 저해되었다(Fig. 2). 그러나 B. subtilis SN7과 공동배양에서는 E. coli

O157:H7을 단독배양 시 배양 시간의 경과에 따라 생육이 증가하여 약 9.0 log
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CFU/mL의 높은 생균수를 보였고, B. subtilis SN7과 공동배양 시, E. coli

O157:H7의 가장 낮은 농도인 4.0 log CFU/mL로 접종한 구간에서도 생육이 완

전히 저해되지 않고, 대조구에 비해 ≃ 2.0 log CFU/mL 정도만 감소하는 결과

를 나타내었다(Fig. 3).

S. Typhi은 단독배양 시 배양 시간의 경과에 따라 생육이 증가하여 배양 24시

간에 최대 생육도 (8.1∼8.6 log CFU/mL)를 나타내었으나, Lb. plantarum HD1

과 공동배양 결과, 4.0 log CFU/mL, 5.0 log CFU/mL 접종 시 배양 20시간에 생

육이 완전히 저해되었고, 6.0 log CFU/mL 접종 시 배양 24시간에 생육이 완전

히 저해되었다(Fig. 4).

S. aureus은 단독배양 시 배양시간의 경과에 따라 생육이 증가하여 배양 24시

간에 최대 생육도 (8.0∼8.5 log CFU/mL)를 나타내었으나, Lb. plantarum EM과

공동배양 결과, 모든 접종 구간에서 배양 20시간에 S. aureus의 생육이 완전히

저해되었다(Fig. 5).
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Figure 1. Growth inhibition of P . kudriavzevii DY1 with different

initial numbers by Lb. plantarum AF1

●, Lb. plantarum AF1 (initial about 7 log CFU/mL) without P . kudriavzevii

DY1 inoculation

■, P . kudriavzevii DY1 (initial about 2 log CFU/mL) without Lb. plantarum

AF1 inoculation

▲, P . kudriavzevii DY1 (initial about 3 log CFU/mL) without Lb. plantarum

AF1 inoculation

◯, Lb. plantarum AF1 (initial about 7 log CFU/mL) with P . kudriavzevii

DY1 co-culture

□, P . kudriavzevii DY1 (initial about 2 log CFU/mL) with Lb. plantarum

AF1 co-culture

△, P . kudriavzevii DY1 (initial about 3 log CFU/mL) with Lb. plantarum

AF1 co-culture
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Figure 2. Growth inhibition of E. coli O157:H7 ATCC 43895 with

different initial numbers by Lb. plantarum AF1

●, Lb. plantarum AF1 (initial about 7 log CFU/mL) without E. coli O157:H7

ATCC 43895 inoculation

■, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 4 log CFU/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

▲, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 5 log CFU/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

◆, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 6 log CFU/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

◯, Lb. plantarum AF1 (initial about 7 log CFU/mL) with E. coli O157:H7

ATCC 43895 co-culture

□, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 4 log CFU/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture

△, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 5 log CFU/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture

◇, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 6 log CFU/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture
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Figure 3. Growth inhibition of E. coli O157:H7 ATCC 43895 with

different initial numbers by B. subtilis SN7

●, B. subtilis SN7 (initial about 7 log CFU/mL) without E. coli O157:H7

ATCC 43895 inoculation

■, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 4 log CFU/mL) without B.

subtilis SN7 inoculation

◯, B. subtilis SN7 (initial about 7 log CFU/mL) with E. coli O157:H7 ATCC

43895 co-culture

□, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (initial about 4 log CFU/mL) with B.

subtilis SN7 co-culture
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Figure 4. Growth inhibition of S. Typhi ATCC 19430 with different

initial numbers by Lb. plantarum HD1

●, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) without S. Typhi ATCC

19430 inoculation

■, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 4 log CFU/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

▲, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 5 log CFU/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

◆, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 6 log CFU/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

◯, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) with S. Typhi ATCC

19430 co-culture

□, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 4 log CFU/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture

△, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 5 log CFU/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture

◇, S. Typhi ATCC 19430 (initial about 6 log CFU/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture
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.

Figure 5. Growth inhibition of S. aureus ATCC 29213 with different

initial numbers by Lb. plantarum EM

●, Lb. plantarum EM (initial about 7 log CFU/mL) without S. aureus ATCC

29213 inoculation

■, S. aureus ATCC 29213 (initial about 4 log CFU/mL) without Lb.

plantarum EM inoculation

▲, S. aureus ATCC 29213 (initial about 5 log CFU/mL) without Lb.

plantarum EM inoculation

◆, S. aureus ATCC 29213 (initial about 6 log CFU/mL) without Lb.

plantarum EM inoculation

◯, Lb. plantarum EM (initial about 7 log CFU/mL) with S. aureus ATCC

29213 co-culture

□, S. aureus ATCC 29213 (initial about 4 log CFU/mL) with Lb. plantarum

EM co-culture

△, S. aureus ATCC 29213 (initial about 5 log CFU/mL) with Lb. plantarum

EM co-culture

◇, S. aureus ATCC 29213 (initial about 6 log CFU/mL) with Lb. plantarum

EM co-culture
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나. 항균물질 생성균주와 식중독/부패 곰팡이의 공동배양

항균물질 생성균주 2종 (Lb. plantarum AF1, Lb. plantarum HD1)의 식중독/

부패 곰팡이에 대한 생육 저해 활성을 조사하였다(Fig. 6∼8). 항균물질 생성균주

는 식중독/부패 곰팡이와의 공동배양에 영향을 받지 않아 단독배양과 공동배양

간의 생육에 차이 없이 배양 24∼48시간에 약 9.0 log CFU/mL의 생균수를 나타

내었다. 또한 식중독/부패 곰팡이 3종은 단독배양 시 배양시간의 경과에 따라 생

육이 증가하는 것으로 나타났다. 그러나 Lb. plantarum HD1과 A. flavus ATCC

22546 포자를 공동배양 시 배양 24시간 (4.0∼5.0 log spores/mL 접종 시)에서

36시간 (6.0 log spores/mL 접종 시)에 A. flavus ATCC 22546의 생육이 완전히

저해되었고, Lb. planatarum AF1과 A. fumigatus ATCC 96918 포자를 공동배

양 시 A. fumigatus ATCC 96918은 배양 24시간 (4.0∼5.0 log spores/mL 접종

시)에서 36시간 (6.0 log spores/mL 접종 시)에 생육이 완전히 저해되었다. Lb.

plantarum HD1과 A. ochraceus PF-2 포자를 공동배양 시 배양 12시간 (4.0∼

5.0 log spores/mL 접종 시)에서 24시간 (6.0 log spores/mL 접종 시)에 A.

ochraceus PF-2의 생육이 완전히 저해되었다.
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Figure 6. Growth inhibition of A. flavus ATCC 22546 with different

initial numbers by Lb. plantarum HD1

●, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) without A. flavus ATCC

22546 inoculation

■, A. flavus ATCC 22546 (initial about 4 log spore/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

▲, A. flavus ATCC 22546 (initial about 5 log spore/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

◆, A. flavus ATCC 22546 (initial about 6 log spore/mL) without Lb.

plantarum HD1 inoculation

◯, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) with A. flavus ATCC

22546 co-culture

□, A. flavus ATCC 22546 (initial about 4 log spore/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture

△, A. flavus ATCC 22546 (initial about 5 log spore/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture

◇, A. flavus ATCC 22546 (initial about 6 log spore/mL) with Lb. plantarum

HD1 co-culture
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Figure 7. Growth inhibition of A. fumigatus ATCC 96918 with different

initial numbers by Lb. plantarum AF1

●, Lb. plantarum AF1 (initial about 6 log CFU/mL) without A. fumigatus

ATCC 96918 inoculation

■, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 4 log spore/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

▲, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 5 log spore/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

◆, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 6 log spore/mL) without Lb.

plantarum AF1 inoculation

◯, Lb. plantarum AF1 (initial about 6 log CFU/mL) with A. fumigatus

ATCC 96918 co-culture

□, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 4 log spore/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture

△, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 5 log spore/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture

◇, A. fumigatus ATCC 96918 (initial about 6 log spore/mL) with Lb.

plantarum AF1 co-culture
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Figure 8. Growth inhibition of A. ochraceus PF-2 with different initial

numbers by Lb. plantarum HD1

●, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) without A. ochraceus

PF-2 inoculation

■, A. ochraceus PF-2 (initial about 4 log spore/mL) without Lb. plantarum

HD1 inoculation

▲, A. ochraceus PF-2 (initial about 5 log spore/mL) without Lb. plantarum

HD1 inoculation

◆, A. ochraceus PF-2 (initial about 6 log spore/mL) without Lb. plantarum

HD1 inoculation

◯, Lb. plantarum HD1 (initial about 6 log CFU/mL) with A. ochraceus PF-2

co-culture

□, A. ochraceus PF-2 (initial about 4 log spore/mL) with Lb. plantarum HD1

co-culture

△, A. ochraceus PF-2 (initial about 5 log spore/mL) with Lb. plantarum HD1

co-culture

◇, A. ochraceus PF-2 (initial about 6 log spore/mL) with Lb. plantarum HD1

co-culture
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2. 항균물질 생성균주의 배양 상징액과 식중독/부패 미생물의

공동배양

가. 배양 상징액 (항균물질)과 식중독/부패균의 공동배양

유산균 3종 (Lb. plantarum AF1, Lb. plantarum HD1, Lb. plantarum EM)과

고초균 1종 (B. subtlis SN7) 배양 상징액 (항균물질)의 식중독/부패균에 대한

생육 저해 활성을 조사하였다. P. kudriavzevii DY1은 단독배양 시 배양시간의

경과에 따라 생육이 점차 증가하여 배양 48시간에 최대 생육도 (6.9 log

CFU/mL)를 나타내었고, Lb. plantarum AF1의 상징액과 공동배양 시 배양 48시

간 이후 ≃ 2 log CFU/mL 정도 저해되었다(Fig. 9). E. coli O157:H7는 Lb.

plantarum AF1의 상징액과 B. subtilis SN7 상징액에 대한 생육 저해를 각각 확

인하였다. Lb. plantarum AF1의 상징액과의 공동배양에서 E. coli O157:H7을 단

독배양 시 배양시간의 경과에 따라 생육이 증가하여 배양 24시간에 최대 생육도

(8.4∼8.5 log CFU/mL)를 나타내었으나, Lb. plantarum AF1의 상징액과 공동배

양 시 배양 4시간에 생육이 완전히 저해되었다(Fig. 10). 그러나 B. subtilis SN7

과 공동배양에서는 E. coli O157:H7을 단독배양 시 배양시간의 경과에 따라 생

육이 증가하여 배양 24시간에 최대 생육도 (9.2∼9.4 log CFU/mL)를 나타내었

고, B. subtilis SN7의 상징액과 공동배양 시 생육이 완전히 저해되지 않고, 대조

구에 비해 0.3∼1.8 log CFU/mL 정도 감소하는 결과를 나타내었다(Fig. 11). S.

Typhi 은 단독배양 시 생육이 점차 증가하여 배양 24시간에 최대 생육도 (8.2∼

8.4 log CFU/mL)를 나타내었고, Lb. plantarum HD1의 상징액과 공동배양 시 배

양 4시간에 생육이 완전히 저해되었다(Fig. 12). S. aureus는 단독배양 시 배양

24시간에 최대 생육도 (8.7∼8.9 log CFU/mL)를 나타내었고, Lb. plantarum EM

의 상징액과 공동배양 시 배양 4시간에 생육이 완전히 저해되었다(Fig. 13)
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Figure 9. Growth inhibition of P . kudriavzevii DY1 with different

initial numbers by Lb. plantarum AF1 culture supernatant

■, P . kudriavzevii DY1 growth (initial about 2 log CFU/mL) in MRS

medium

▲, P . kudriavzevii DY1 growth (initial about 3 log CFU/mL) in MRS

medium

□, P . kudriavzevii DY1 growth (initial about 2 log CFU/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant

△, P . kudriavzevii DY1 growth (initial about 3 log CFU/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant
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Figure 10. Growth inhibition of E. coli O157:H7 ATCC 43895 with

different initial numbers by Lb. plantarum AF1 culture

supernatant

■, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 4 log CFU/mL) in

MRS medium

▲, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 5 log CFU/mL) in

MRS medium

◆, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 6 log CFU/mL) in

MRS medium

□, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 4 log CFU/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant

△, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 5 log CFU/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant

◇, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 6 log CFU/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant
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Figure 11. Growth inhibition of E. coli O157:H7 ATCC 43895 with

different initial numbers by B. subtilis SN7 culture

supernatant

■, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 4 log CFU/mL) in

TSB medium

▲, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 5 log CFU/mL) in

TSB medium

◆, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 6 log CFU/mL) in

TSB medium

□, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 4 log CFU/mL) in

B. subtilis SN7 culture supernatant

△, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 5 log CFU/mL) in

B. subtilis SN7 culture supernatant

◇, E. coli O157:H7 ATCC 43895 growth (initial about 6 log CFU/mL) in

B. subtilis SN7 culture supernatant
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Figure 12. Growth inhibition of S. Typhi ATCC 19430 with different

initial numbers by Lb. plantarum HD1 culture supernatant

■, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 4 log CFU/mL) in MRS

medium

▲, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 5 log CFU/mL) in MRS

medium

◆, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 6 log CFU/mL) in MRS

medium

□, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 4 log CFU/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant

△, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 5 log CFU/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant

◇, S. Typhi ATCC 19430 growth (initial about 6 log CFU/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant
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Figure 13. Growth inhibition of S. aureus ATCC 29213 with different

initial numbers by Lb. plantarum EM culture supernatant

■, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 4 log CFU/mL) in MRS

medium

▲, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 5 log CFU/mL) in MRS

medium

◆, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 6 log CFU/mL) in MRS

medium

□, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 4 log CFU/mL) in Lb.

plantarum EM culture supernatant

△, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 5 log CFU/mL) in Lb.

plantarum EM culture supernatant

◇, S. aureus ATCC 29213 growth (initial about 6 log CFU/mL) in Lb.

plantarum EM culture supernatant
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나. 배양 상징액 (항균물질)과 식중독/부패 곰팡이의 공동배양

유산균 2종 (Lb. plantarum AF1, Lb. plantarum HD1) 배양 상징액 (항균물

질)의 곰팡이 포자 및 균사에 대한 생육 저해 활성을 조사하였다(Fig. 17∼19).

곰팡이 3종의 포자를 4.0∼6.0 log spores/mL로 접종 후 단독배양 시 3종 모두

배양시간의 경과에 따라 생육이 점차 증가되었으나, 배양 상징액 (항균물질)에

공동배양한 결과, 포자의 발아가 거의 일어나지 않음을 나타내었다(Fig. 14∼16).

곰팡이 3종의 균사를 A600≒0.05로 접종 후 단독배양 시 배양시간의 경과에 따

라 생육이 점차 증가되었으나, 배양 상징액 (항균물질)에 공동배양한 결과, 36시

간 이후로는 생육이 증가하지 않는 것으로 나타났다.
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Figure 14. Growth inhibition of A. flavus ATCC 22546 spore with

different initial numbers by Lb. plantarum HD1 culture

supernatant

■, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 4 log spore/mL) in MRS

medium

▲, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 5 log spore/mL) in MRS

medium

◆, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 6 log spore/mL) in MRS

medium

□, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 4 log spore/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant

△, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 5 log spore/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant

◇, A. flavus ATCC 22546 growth (initial about 6 log spore/mL) in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant
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Figure 15. Growth inhibition of A. fumigatus ATCC 96918 spore with

different initial numbers by Lb. plantarum AF1 culture

supernatant

■, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 4 log spore/mL) in MRS

medium

▲, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 5 log spore/mL) in MRS

medium

◆, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 6 log spore/mL) in MRS

medium

□, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 4 log spore/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant

△, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 5 log spore/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant

◇, A. fumigatus ATCC 96918 growth (initial about 6 log spore/mL) in Lb.

plantarum AF1 culture supernatant
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Figure 16. Growth inhibition of A. ochraceus PF-2 spore with different

initial numbers by Lb. plantarum HD1 culture supernatant

■, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 4 log spore/mL) in MRS medium

▲, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 5 log spore/mL) in MRS medium

◆, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 6 log spore/mL) in MRS medium

□, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 4 log spore/mL) in Lb. plantarum

HD1 culture supernatant

△, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 5 log spore/mL) in Lb. plantarum

HD1 culture supernatant

◇, A. ochraceus PF-2 growth (initial about 6 log spore/mL) in Lb. plantarum

HD1 culture supernatant
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Figure 17. Growth of the inoculated A. flavus ATCC 22546 hyphae in

Lb. plantarum HD1 culture supernatant

▲, A. flavus ATCC 22546 growth in MRS medium

△, A. flavus ATCC 22546 growth in Lb. plantarum HD1 culture supernatant
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Figure 18. Growth of the inoculated A. fumigatus ATCC 96918 hyphae

in Lb. plantarum AF1 culture supernatant

▲, A. fumigatus ATCC 96918 growth in MRS medium

△, A. fumigatus ATCC 96918 growth in Lb. plantarum AF1 culture supernatant
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Figure 19. Growth of the inoculated A. ochraceus PF-2 hyphae in Lb.

plantarum HD1 culture supernatant

▲, A. ochraceus PF-2 growth in MRS medium

△, A. ochraceus PF-2 growth in Lb. plantarum HD1 culture supernatant
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제 2 절 정균/사균 기전 확인

1. 배양 상징액 (항균물질) 처리에 의한 식중독/부패 곰팡이의

생육저해 효과

항균물질의 정균/사균 작용을 규명하기 위해 항균물질 생성균주 2종(Lb.

plantarum AF1, Lb. plantarum HD1)의 배양 상징액 5 mL에서 30℃, 24시간동

안 처리된 곰팡이 3종(A. flavus, A. fumigatus, A. ochraceus)의 균사 및 포자를

5 mL MEB (Difco) 액체 배지에 재접종하여 배양 후 생육도를 확인하였다(Fig.

20). 항균물질이 처리되지 않은 곰팡이 균사와 포자를 접종한 대조구에서는 생육

이 잘 나타났으나, 항균물질 처리 후 재접종한 곰팡이 균사와 포자는 생육이 관

찰되지 않았다. 이를 통해 항균물질은 곰팡이 3종의 균사 및 포자에 대해 사균작

용을 나타냄을 규명하였다.
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A. flavus ATCC 22546 A. fumigatus ATCC 96918 A. ochraceus PF-2

Control

After treated

with

Lb. plantarum

HD1 culture

supernatant

Control

After treated

with

Lb. plantarum

AF1 culture

supernatant

Control

After treated

with

Lb. plantarum

HD1 culture

supernatant

Hyphae

Spore

Figure 20. Growth of the inoculated pathogenic molds in LAB culture supernatant.
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2. 형태학적 관찰 (SEM/TEM)

유산균 3종의 배양 상징액 (항균물질) 처리에 의한 식중독/부패 미생물의 형태

학적 변화를 관찰하기 위하여 전처리 과정을 거쳐 SEM과 TEM으로 확인하였

다.

가. 식중독 세균

상징액 처리 전 E. coli O157:H7은 세포 표면이 매끄러운 데 비해, Lb.

plantarum AF1의 상징액 처리 후에는 세포가 수축되어 쪼그라들고, 세포 표면

일부의 손상이 관찰되었다.

상징액 처리 전 S. Typhi의 세포 표면은 약간 울퉁불퉁하지만 정상적인 형태

였으나, Lb. plantarum HD1의 상징액 처리 후에는 세포가 심하게 쪼그라들었고,

세포 내 빈공간이 관찰되었다.

상징액 처리 전 S. aureus의 세포는 표면이 매끄러운 구균의 형태가 관찰되었

으나 Lb. plantarum EM의 상징액 처리 후에는 세포막이 파괴되어 세포내용물이

유출되었고, 세포가 와해되는 것으로 관찰되었다(Fig. 21, 23).

Shen 등은[43], 천연항균물질인 cinnamaldehyde는 세포의 외피를 관통하여 직

접적인 영향을 줌으로써 E. coli와 S. aureus의 세포벽 손상, 세포 용해를 일으켜

세포 외부의 구조를 변화시킨다고 보고하였다.

나. 식중독/부패 곰팡이

상징액 처리 전 곰팡이 포자 3종 모두 둥근 포자 형태가 관찰되었고, 포자의

외벽 또한 둥근 형태로 형성되어 있었으나, 상징액 처리 후 포자의 형태가 찌그

러졌으며 세포 외벽이 찌그러져 둥근 형태를 상실하였고, 일부는 세포 내 빈 공

간이 관찰되었다(Fig. 22, 24).
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Control Treated

Figure 21. Scanning electron photomicrographs of pathogenic bacteria

A, E. coli O157:H7 control; a, E. coli O157:H7 was treated with Lb. planta-

rum AF1 culture supernatant; B, S. Typhi control; b, S. Typhi was treated

with Lb. plantarum HD1 culture supernatant; C, S. aureus control; c, S. aur-

eus was treated with Lb. plantarum EM culture supernatant
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Control Treated

Figure 22. Scanning electron photomicrographs of pathogenic molds

A, A. flavus control; a, A. flavus was treated with Lb. plantarum HD1 culture

supernatant; B, A. fumigatus control; b, A. fumigatus was treated with Lb.

plantarum AF1 culture supernatant; C. A. ochraceus PF-2 control; c, A.

ochraceus PF-2 was treated with Lb. plantarum HD1 culture supernatant
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Control Treated

Figure 23. Transmission electron photomicrographs of pathogenic

bacteria

A, S. Typhi control; a, S. Typhi was treated with Lb. plantarum HD1 culture

supernatant; B, S. aureus control; b, S. aureus was treated with Lb. planta-

rum EM culture supernatant
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Control Treated

Figure 24. Transmission electron photomicrographs of pathogenic molds

A, A. flavus control; a, A. flavus was treated with Lb. plantarum HD1 culture

supernatant; B, A. fumigatus control; b, A. fumigatus was treated with Lb.

plantarum AF1 culture supernatant; C. A. ochraceus PF-2 control; c, A.

ochraceus PF-2 was treated with Lb. plantarum HD1 culture supernatant
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제 3 절 항균물질 (배양 상징액)의 식품적용

1. 항균물질 적용에 따른 배지 내 E. coli O157:H7의 생육

저해 효과

가. 배양 배지에 따른 항세균 활성

배양 배지에 따른 Lb. plantarum AF1과 B. subtilis SN7이 생산하는 항균물질

의 E. coli O157:H7에 대한 항균활성을 spot-on-the-lawn test를 통하여 확인하

였다.

시판 배지인 MRS (Difco)와 TSB (Difco)를 사용한 항균물질 생성 균주의 배

양 상징액과 개발 식용배지를 사용한 항균물질 생성 균주의 배양 상징액의 항균

활성을 측정한 결과, MRS (Difco)와 개발 식용배지를 사용한 Lb. plantarum

AF1의 상징액은 E. coli O157:H7에 대하여 동일한 활성 (800 AU/mL)이 나타났

고, TSB (Difco)와 개발 식용배지를 사용한 B. subtilis SN7의 상징액은 E. coli

O157:H7에 대하여 동일하게 활성이 나타나지 않았다(Table 5).

나. 항균물질 적용에 따른 배지 내 E. coli O157:H7의 생육 측정

Spectrophotometer (Amersham Bioscience) A600에서 흡광도를 측정하여 항균

물질의 단독 또는 혼합 처리에 의한 E. coli O157:H7의 생육 저해 활성을 조사

하였다(Fig. 25). 5 mL LB 액체 배지에 E. coli O157:H7를 각각 1 log CFU/mL,

2 log CFU/mL 접종하고 항균물질을 단독 또는 혼합 처리하여 37℃에서 정치

배양한 결과, 항균물질을 전혀 처리하지 않은 대조구와 비교했을 때, Lb.

plantarum AF1 또는 B. subtilis SN7을 단독 처리했을 때보다 혼합 처리한 경우

에 E. coli O157:H7의 생육이 가장 저해되는 것으로 나타났다.
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Table 5. Antimicrobial activities of Lb. plantarum AF1 and B. subtilis

SN7 producing antimicrobial compounds.

Strains Medium
Antimicrobial activity

(AU/mL)

Lb. plantarum AF1
MRS 800

edible media 800

B. subtilis SN7
TSB 000

edible media 000
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Figure 25. Growth inhibition of E. coli O157:H7 treatment of

antimicrobial compounds in LB broth

A, Growth of E. coli O157:H7 (initial about 1 log CFU/mL)

B, Growth of E. coli O157:H7 (initial about 2 log CFU/mL)

□, Growth of E. coli O157:H7 in LB broth

×, Growth of E. coli O157:H7 treated with Lb. plantarum AF1 culture supernatant

◇, Growth of E. coli O157:H7 treated with B. subtilis SN7 culture supernatant

◯, Growth of E. coli O157:H7 treated with Lb. plantarum AF1 and B. subtilis

SN7 culture supernatant
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다. 형태학적 관찰 (SEM)

항균물질 (배양 상징액) 처리에 의한 E. coli O157:H7의 생육 저해를 관찰하기

위해 전처리 과정을 거쳐 SEM으로 확인하였다(Fig. 26).

항균물질을 전혀 처리하지 않은 대조구에서는 E. coli O157:H7의 세포 표면이

정상적으로 매끄러운 모습이었으나, Lb. plantarum AF1 배양 상징액을 단독 처

리한 결과 전반적으로 세포 표면이 쪼그라드는 현상이 관찰되었고, B. subtilis

SN7 배양 상징액을 단독 처리한 결과, 세포껍질이 일부 관찰되었으나, 대부분

온전한 형태를 유지하는 것으로 관찰되었다. 그러나 Lb. plantarum AF1과 B.

subtilis SN7을 혼합 처리한 결과, 세포 표면에 구멍이 생기고 세포가 와해되는

현상이 관찰되었다. 이는 유산균과 고초균으로부터 생성된 항균물질이 세포벽이

나 세포막의 구조에 직접적으로 작용하여 세포의 구조적 안정성이나 세포벽의

투과성에 영향을 주는 것으로 여겨진다[46].
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Figure 26. Scanning electron photomicrographs of E. coli O157:H7 cells

A, E. coli O157:H7 control; B, E. coli O157:H7 was treated with Lb. planta-

rum AF1 culture supernatant; C, E. coli O157:H7 was treated with B. subtilis

SN7 culture supernatant; D, E. coli O157:H7 was treated with Lb. plantarum

AF1 and B. subtilis SN7 culture supernatant
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2. 항균물질 적용에 따른 신선편의식품 내 E. coli O157:H7

의 생육저해 효과

Salad 내에서 항균물질의 단독 또는 혼합 처리에 의한 E. coli O157:H7의 생

육 저해 활성을 조사하였다(Fig. 27). 항균물질 적용에 앞서 아무것도 처리하지 않

은 salad의 E. coli O157:H7의 분포를 확인한 결과, 검출되지 않았다(data not

shown).

50 g의 salad에 E. coli O157:H7을 약 1∼2 log CFU/g으로 접종한 후, 항균물

질을 단독 또는 혼합 처리하여 37℃, 15℃ 그리고 4℃에 저장하면서 E. coli

O157:H7의 생균수를 측정한 결과, 모든 온도에서 대조구에 비해 항균물질을 처

리한 salad의 E. coli O157:H7의 생육이 저해되는 것으로 나타났고, 항균물질을

단독 처리했을 때보다 혼합 처리한 경우에 E. coli O157:H7의 생육 저해가 더

크게 나타났다. E. coli O157:H7의 최적온도인 37℃에서는 저장 1일 차에 대조구

에 비해 항균물질 혼합 처리 시 2.25∼2.30 log CFU/g 감소하였고, 여름철 매대

온도인 15℃에서는 저장 2일차에 대조구에 비해 0.74∼1.66 log CFU/g 감소하였

다. 냉장온도인 4℃에서는 저장 3일 차에 대조구에 비해 항균물질 혼합 처리 시

1.33∼2.48 log CFU/g 감소하였다. 이는 항균물질과 온도에 의한 hurdle effect로

두 가지의 제어 요소를 병용함으로써 신선식품의 품질 유지와 안전성 향상에 도

움을 주는 것으로 사료된다.
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Figure 27. Growth inhibition of E. coli O157:H7 (initial about 2 log CFU/g) with

antimicrobial compounds in salad

□, Growth of E. coli O157:H7 without any treatment (control)

△, Growth of E. coli O157:H7 treated with alcohol

×, Growth of E. coli O157:H7 treated with Lb. plantarum AF1 culture supernatant

◇, Growth of E. coli O157:H7 treated with B . subtilis SN7 culture supernatant

◯, Growth of E. coli O157:H7 treated with Lb. plantarum AF1 and B. subtilis SN7 culture

supernatant
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제 4 장 결 론

경제가 발전함에 따라 외식 산업의 성장과 더불어 건강과 웰빙에 대한 관심이

높아졌고 신선편의식품 시장이 점차 발전하기 시작하였다. 하지만 신선식품이나

최소가공식품 (minimally processed food)은 원재료의 가열·살균 공정을 거치지

않거나 최소한의 공정만 처리 후 제품화 하는 특성 상 식품 유해 미생물에 노출

될 확률이 높아진다. 식품 유해 미생물의 감염으로 인한 생고기, 육제품, 살균되

지 않은 원유, 오염된 채소 및 과일 등의 식중독 발병 사례는 전 세계적으로 다

수 보고되고 있으며[4, 21, 52], 그 중 신선식품의 소비가 증가함에 따라 E. coli

O157:H7의 감염으로 인한 생 야채 또는 과일로부터의 식중독 발생이 증가하고

있다. E. coli O157:H7은 사람이나 동물의 위장관에 존재하며, 일반적으로 무해

하나, 일부 독성을 생성하는 병원성 대장균에 감염될 경우, 출혈성 대장염이나

용혈성 요독 증후군 (HUS)과 같은 증상이 나타날 수 있다[34]. 이와 같은 유해

미생물을 제어하기 위해 화학적 세척제나 보존료의 사용이 증대되었으나, 체내

축적과 같은 안전성에 대한 문제가 발생함에 따라 천연 보존제의 필요성이 대두

되고 있는 추세이다. 화학적 보존제의 대체제로 유산균이나 고초균, 또는 이로부

터 생산된 항균물질과 관련된 연구가 보고되고 있다[22, 29, 32, 33, 44, 50].

본 연구에서는 항균물질 생성균주인 유산균, 고초균과 항균물질 생성균주의 배

양상징액에 식중독/부패 미생물을 공동배양함으로써 유산균 및 고초균의 식중독/

부패 미생물에 대한 항균활성을 조사하고, 개발 식용배지로부터 생산한 항균물질

을 salad에 적용함으로써 유산균 및 고초균의 천연 식품 보존제로서 활용 가능성

을 확인하고자 하였다.

먼저 항균물질 생성균주의 식중독/부패 미생물에 대한 항균활성을 측정한 결

과, 항균물질 생성균주는 단독배양과 공동배양 간의 생육에 차이 없이 배양시간

의 경과에 따라 생육이 점차 증가하였고, 식중독/부패 미생물은 단독배양 시 배

양시간의 경과에 따라 점차 증가하여 배양 24∼48시간에 최대 생육을 나타내었

으나, 공동배양 시 배양시간의 경과에 따라 생육이 점차 감소되어 완전히 저해되

었다.
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식중독/부패균의 경우, P. kudriavzevii DY1은 Lb. plantarum AF1과 공동배양

시 배양 48시간에 생육이 완전히 저해되었고, E. coli O157:H7은 Lb. plantarum

AF1과 공동배양 시 초기 접종 농도에 따라 차이가 있지만, 배양 20∼24시간에

생육이 완전히 저해되었으나, B. subtilis SN7과 공동배양 시 생육이 완전히 저

해되지 않고, 대조구에 비해 감소되는 정도로 나타났다. S. Typhi는 Lb. planta-

rum HD1과 공동배양 시 배양 20∼24시간에 완전히 저해되었으며, S. aureus는

Lb. plantarum EM과 공동배양 시 배양 20시간에 완전히 저해되었다.

식중독/부패 곰팡이의 경우, A. flavus와 A. fumigatus를 Lb. plantarum AF1,

Lb. plantarum HD1에 각각 공동배양한 결과, 초기 접종 농도에 따라 차이가 있

으나 배양 24∼36시간에 생육이 완전히 저해되었고, A. ochraceus는 Lb. plata-

rum HD1과 공동배양 시 초기 접종 농도에 따라 차이가 있으나 배양 12∼24시

간에 생육이 완전히 저해되었다.

항균물질 생성균주인 유산균 3종과 고초균 1종 배양 상징액의 식중독/부패 미

생물에 대한 항균활성을 측정한 결과, 식중독/부패균은 단독배양 시 배양시간의

경과에 따라 생육이 점차 증가하여 배양 24∼48시간에 최대 생육을 나타내었지

만, 공동배양 시 P. kudriavzevii DY1은 배양 48시간 이후 ≃ 2 log CFU/mL 정

도 생육이 저해되었다. 또한 유산균 3종의 상징액을 처리한 E. coli O157:H7, S.

Typhi, S. aureus는 모두 배양 4시간에 생육이 완전히 저해되었으나, B. subtilis

SN7 상징액을 처리한 E. coli O157:H7은 완전히 저해되지 않고, 대조구에 비해 감

소하는 것으로 나타났다.

배양 상징액과 공동배양한 식중독/부패 곰팡이의 포자의 경우 단독배양 시 배

양시간에 따라 생육이 증가하는 데 비해 공동배양 시 포자의 발아가 거의 일어

나지 않았고, 균사의 경우에도 단독배양 시 배양시간에 따라 생육이 증가하였으

나, 공동배양 시 배양 36시간 이후로는 생육이 증가하지 않음을 확인하였다.

항균활성의 작용기전을 규명하기 위해 항균물질이 처리된 곰팡이 포자 및 균

사를 MEB (Difco) 액체배지에 재접종하여 배양한 결과, 곰팡이의 생육이 관찰되

지 않았고, 식중독/부패 미생물의 형태학적 변화를 SEM과 TEM을 통해 관찰한

결과, 항균물질을 처리한 식중독/부패 미생물의 세포가 쪼그라들거나 세포막이

붕괴되고, 세포 내용물이 유출되어 곳곳이 비어보이는 현상을 확인하였다. 이를
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통해 항균물질이 식중독/부패 미생물에 대하여 사균작용을 나타내는 것을 알 수

있었다.

유산균의 항세균 활성은 bacteriocin 또는 nonbacteriocin에 의해 나타난다.

Holo 등은[22], Lb. plantarum이 생산하는 bacteriocin인 plantaricin W에 의한

gram-positive 세균의 생육 저해를 보고하였고, Silva 등은[44], Lb. acidophilus,

Lb. bulgaricus, Lb. casei의 항세균 활성은 낮은 pH 환경에서만 나타나며 이 항

균활성은 열과 단백분해효소에 안정한 nonbacteriocin인 단쇄지방산에 의해 나타

난다고 보고하였다.

본 연구와 유사한 결과로 Varma 등은[50], Lb. fermentum 배양액과 배양 상

징액에 E. coli, S. paratyphi A, S. sonnei을 공동배양한 결과, Lb. fermentum이

생산하는 단백질성 항균물질에 의한 병원균의 생육 저해 뿐만 아니라 Lb. fer-

mentum으로부터 분리된 cell surface associated proteins에 의해 장내 세균인 E.

coli의 부착능이 저해됨을 보고하였다. 또한 Chang 등은[10], Leu. citreum GJ7

과 식중독균인 E. coli O157:H7, S. aureus, S. Typhi을 공동배양함으로써 Leu.

citreum GJ7이 생산하는 kimchicin GJ7의 식중독균에 대한 생육 저해 활성과 함

께 Leu. citreum GJ7을 starter로 첨가한 김치의 식중독균 생육 저해 활성을 나

타내었다.

또한 유산균은 유기산이나 대사산물, cyclic peptide를 생산함으로써 항진균 활

성을 나타내기도 한다. Li 등에 의하면[32, 33] Lb. casei AST 18의 항진균 물질

은 lactic acid, acetic acid, cyclo(Leu-Pro)이며, Lb. casei AST 18 처리 시 P.

chrysogenum의 균사 표면, cytoplasm의 이상과 세포 소기관의 소실 및 자가소

화가 일어나는 것을 확인하였다. 또한 Ström 등은[48], Lb. plantarum 393와 A.

nidulans J283의 공동배양에 의한 A. nidulans 균사의 vacuolization과 hyphal tip

이 부풀어오르는 등 곰팡이 균사의 형태학적 변화를 보고하였으며, Laref 등은

[28], Lactobacillus strain에 의해 나타나는 곰팡이 균사와 분생자의 발아 억제능

은 bacteriocin에 의한 것이 아닌 자유수와 결합수 차이로 인해 fungistatic, fun-

gicide 효과가 나타남을 보고하였다. 본 연구에서 나타나는 항균활성은 Lb. plan-

tarum AF1의 항균물질인 δ-dodecalactocne, 3,6-bis(2-methylpropyl)-2,5-piper-

azinedion과 Lb. plantarum HD1의  5-oxododecanoic acid, 3-hydroxy decanoic
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acid, 3-hydroxy-5-dodecenoic acid에 의한 것으로 확인되었다[42, 53, 55].

고초균의 병원성 미생물에 대한 저해는 β-1,3-glucanase[29], cyclic lipopeptide

antibiotics (CLPs)[39], 휘발성 유기산 화합물[5] 등에 의해 나타난다. Waewthon

grak 등에 의하면[51], B. subtilis ABS-S14의 P. digitatum에 대한 저해 활성은

CLPs에 의한 것으로 보고되었으며, Chitarra 등은[11], B. subtilis YM 10-20이

생산하는 iturin-like compound에 의한 P. roqueforti의 발아능 억제를 보고하였다.

또한 Lee 등은[30], B. subtilis SN7은 박테리오신을 생성함으로써 발효식품인 청

국장 내에서 B. cereus의 영양세포 뿐만 아니라 포자의 생육까지도 억제하는 것으

로 보고하였다.

식품 유래 미생물로부터 생성된 항균물질의 식품보존제로서의 가능성을 알아

보기 위해 개발 식용배지로부터 Lb. plantarum AF1과 B. subtilis SN7이 생산

한 항균물질을 salad에 처리하여 E. coli O157:H7의 생육 저해를 관찰하였다. 항

균물질을 단독 처리한 salad에 비해 혼합 처리한 salad에서 E. coli O157:H7의

생육저해가 가장 크게 나타났으며, 육안으로 봤을 때 실제 섭취할 수 있는 상태

까지를 저장기간으로 설정하여 실험한 결과, 4℃에서 3일까지 저장하였을 때의

E. coli O157:H7의 생육 저해가 가장 크게 나타났다. 이를 통해 온도와 항균물질

의 hurdle effect가 신선식품의 미생물학적 안전성에 도움을 주는 것으로 사료된다.

이와 비슷한 결과로 Bari 등은[7], L. monocytogenes를 접종한 cabbage, broc-

coli에 nisin과 pediocin을 단독 또는 sodium lactate, potassium sorbate, phytic

acid, citric acid와 혼합하여 처리한 결과, 항균물질 간의 hurdle effect에 의해 L.

monocytogenes의 생육이 감소되었다고 보고하였다.

또한 유산균과 고초균의 상승효과에 관한 연구 결과로, Jhan 등은[23] red

bean의 발효 시 B. subtilis와 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus를 혼합 처리할

경우 red bean의 항산화능, 피브린 용해능이 향상된다고 보고하였으며, Ge 에 의

하면[19], Lb. paracasei HD1-7의 상징액을 처리한 E. coli O157:H7, B. subtilis

의 생육 저해 효과와 Lb. paracasei HD1-7의 bacteriocin인 Paracin 1.7의 생산

은 B. subtilis에 의해 유도됨이 보고되었다.

본 연구에서는 김치 및 메주로부터 분리된 유산균, 고초균의 항균활성을 조사

하고, 이를 개발 식용배지로부터 생산하여 salad에 처리했을 때, 유산균과 고초균
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의 항균물질을 혼합한 경우에 항균 활성이 더 강하게 작용한다는 것을 확인하였

다. 본 논문에서 진행한 실험은 GRAS 미생물 유래의 천연 식품 보존제로서 화

학적 보존제를 대체할 수 있는 방안이 될 것이며, 향후 실험에서는 유산균과 고

초균의 상승작용에 대한 연구와 더불어 항균 활성을 나타내는 물질의 규명 및

기전에 관한 연구가 추가되어야 할 것이다. 이러한 점들을 보완한다면 식품산업

에서 보존제로서의 활용 가치가 증가될 것으로 사료된다.
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