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열충격 Salmonella Typhimurium의 산과 산화제에서 생존력 증가
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Increased Viability of Sub-lethal Heat Shocked Salmonella Typhimurium
on Acids and Oxidants
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Abstract In an effort to evaluate Salmonella food safety using combinations of preservation techniques, its viabilities
when exposed to HCl, acetic acid, and the oxidative agents (hydrogen peroxide and butyl hydrogen peroxide), were
analyzed using sub-lethal heat-shocked Salmonella Typhimurium at 56oC. 2D gel electrophoresis and MALDI-TOF MS
analyses were also conducted to determine the expression and repression of proteins in heat-shocked cells. Heat-shocked
S. Typhimurium evidenced a reduction of viable counts by 1-2 log CFU/mL. However, viality of non heat-shocked S.
Typhimurium decreased markedly by 5-6 log CFU/mL at a pH 4 in response to acid and oxidative stresses. Sub-lethal
heat treatment greatly increased the resistance of S. Typhimurium against acid and oxidant agents. As for 2D gel
electrophoresis and protein identification via MALDI-TOF MS, 17 major proteins in non heat-shocked S. Typhimurium
were detected, and only 13 proteins among these proteins were detected in heat-shocked S. Typhimurium. The heat shock
proteins such as DnaK and small heat shock proteins were included, and may be associated with the resistance of S.
typhimurium against exposure to acids and oxidants. Therefore, even though the promising hurdle technology using the
combined mild treatments including heat was applied to S. Typhimurium, the proper heat treatment to reduce its cross-
protection activity toward the following preservative agents might be considered.
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서 론

전통적인 많은 식품보존은 식품을 가열, 냉장, 냉동, 건조, 염

장, 산첨가, 발효 등의 한두 가지 방법으로 처리하여 이루어져 왔

다. 그런데 이러한 여러가지 인자를 서로 병용으로 처리할 경우

각각 개별의 극단적인 처리 조건보다는 보다 더 완화된 조건에

서도 세균을 제어할 수가 있는 것으로 제안되고 있다(1,2). 이때

서로 다른 보존인자를 병용 처리하여 부가적으로 혹은 시너지 효

과를 보여 주는 hurdle effect를 기대할 수 있다. 따라서 이러한

병용처리는 앞으로 효과적인 식품보존과 식품품질의 제고에 중

요하게 활용될 것으로 보인다. 그러나 이와 같이 완화된 병용처

리 방법으로 식품을 보존처리하는 경우에 완화된 조건에서 살아

있는 저항성 균이 생길 수 있어 그의 효과가 많이 줄어들 수 있

을 것으로 보인다.

식품에 오염된 미생물에 의한 사고는 식품안전 선진국에서도

계속 증가하고 있고 그 중에서 세균이 주요한 식중독 유발인자

로 알려져 있다. 여러 세균중 Salmonella는 전 세계적으로 발생

되는 주된 식중독 세균으로 많은 연구와 관리의 대상이 되고 있

는 세균이다. 이 세균에 의하여 오염된 날고기, 가금류, 계란, 우

유, 새우, 초콜릿 등으로부터 감염되는 것으로 알려져 있다. 최근

에는 이러한 육류식품 뿐만 아니라 신선편의 식품과 즉석섭취 농

산식품에 의해서도 빈번히 살모넬라 식중독(salmonellosis)이 일어

나고 있다(3). 이러한 식품에의 오염은 가공 중에서 부적절한 조

리, 교차오염 등으로 가장 빈번히 일어나는 것으로 알려져 있다(4).

일반적으로 세균은 변화하는 외부환경의 도전에 대응하게 하

는 적응 network를 갖도록 진화해 왔고 그러한 이유로 외부의 스

트레스에 살아남을 수 있다(5). 즉, 세균이 잠시 동안 그들이 살

수 있는 생육 온도보다 높은 온도에 노출되었을 때 노출온도에

적응할 수 있는 방어력이 생긴다고 한다. 이들 세균은 그러한 온

도에서 열충격 단백질(heat shock protein)로 알려진 단백질이 발

현되어 열저항성(thermotolerance)이 생기는데 이들 단백질들이 열

스트레스에 적응하도록 한다고 알려져 있다(6,7) 그러한 유전자

는 stimulon 유전자의 유도에 의하여 일어나며 외부의 다른 환경

스트레스에도 적응할 수 있게 된다고 보고되었다(8). 일반적으로

Salmonella는 산(9), 염(10), 열(11), 과산화수소와 활성산소(12)에

대한 적응 반응을 보여 주고 있다. 특히 S. Typhimurium은 액체

배지, 계란배지, 환원우유 등의 모델 식품에서 한계 열처리로는

살균이 충분하지 않다고 보고되었으며(13), 또한 치사량 이하의

과산화수소의 농도에서는 열충격 단백질을 생성하여 열저항성을

높인다고 하였다(14). 또한 삼투압보호제(osmoprotectant)로 균체
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내에 축적된 트리할로스(trehalose)는 열 저항성을 높이는 교차보

호 활성(cross-protection activity)을 가지고 있다고 한다(15). 따라

서 Salmonella가 살균될 때 불완전하게 열처리되어 살아남을 경

우에 이 세균들은 열 저항성을 가지게 되고 다른 스트레스에도

저항성을 보이는 것으로 보인다. 따라서 이러한 사실은 hurdle

technology를 활용하여 식품의 안전성과 보존성을 높이고자 할 때

보다 면밀한 검토를 필요하게 한다.

그러므로 본 연구에서는 현재 식품보존법으로 가장 중요하게

활용되고 있는 열처리 후에 초산(acetic acid)류 등의 산성 보존료

를 처리할 때 세균의 저항성을 분석하였다. 아울러 열처리 후 살

균제인 과산화수소와 산화제 등에서의 저항성을 분석하여 hurdle

effect를 활용하는 식품의 안전과 보존에 고려되어야 할 기초자료

로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

Salmonella균과 배양조건

실험전에 냉동건조 상태의 Salmonella Typhimurium NCTC

12023를 tryptic soy broth(TSB; Difco, Detroit, MI, USA)배지에

서 활성화한 후에 사용하였다. 여러가지 스트레스 처리를 하기

전에는 TSB 배지로 37oC에서 하루밤 배양한 후에 또 다시 새로

운 TSB 배지로 2회 연속계대 배양한 균을 회수하여 실험에 사

용하였다.

열충격 처리와 산/산화제에 대한 내성분석

열충격 세균 제조의 조건은 Wang과 Doyle의 방법(16)에 준하

여 수행하였다. TSB 배지 10 mL에서 16시간 배양한 초기 정체

기 상태의 S. Typhimurium을 sub-lethal temperature인 56oC에서

한 시간 동안 천천히 진탕 열처리하였다. 처리된 10 mL 배양액

에서 균을 원심분리(8,000×g, 10분)하여 회수하고 멸균 증류수

1 mL로 세척하였다. 다시 원심 분리한 후 TSB 1 mL로 환원시키

고 37oC 항온수조에서 한 시간 동안 천천히 진탕하면서 회복시

켰다. 그 후에 염산으로 pH가 조정된 TSB 9 mL 용액(pH 4.0)에

첨가한 후 0, 30, 60, 90분간 37oC 조건으로 산에 노출하였다. 산

스트레스의 정도는 매 30분마다 tryptic soy agar(TSA) 배지에서

생균수를 측정하여 비교하였다. 산화 스트레스는 산 스트레스와

같은 방법으로 실험하였는데 열처리된 세균 1 mL를 18 µL/mL의

buthyl hydrogen peroxide(BHP)와 과산화수소가 함유된 9 mL의

TSB 용액에 첨가한 후 37oC로 같은 시간 노출하면서 생균수를

측정하여 내성을 분석하였다. 대조구 초기균수(0분)는 산과 산화

제 처리구와 달리 56oC에서 한 시간 동안 열처리하지 않고 TSB

에서 배양 회수한 후 곧바로 산과 산화제 스트레스에 노출시켰

으므로 균수가 더 높았다.

이차원 전기영동(2D-PAGE)

Salmonella의 세포 내 단백질을 2D-PAGE로 분석하여 열처리

전후의 단백질 발현 패턴 변화를 분석하였다. 이것은 Berkelman

Stenstedt의 방법(17)에 따라 수행하였다. 10 mL TSB배지에서 37oC

로 하루밤 배양된 세균을 56oC에서 1시간 열처리한 후 4oC에서

10,000×g로 원심분리하고 생리식염수(pH 7.0)로 2회 세척하였다.

세척 회수된 균을 1 mL 시료 완충액(Tris-HCl 100 mM(pH 7.0),

1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF), 1 mM EDTA)에 첨

가한 후에 얼음수조에서 초음파로 세포를 파쇄하였다(pulse on

1 sec and pulse off 1 sec, 7회). 파쇄액에 용해완충액(2 M thio-

urea, 7 M urea, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 4% {3-[(3-cholami-

dopropyl)dimethylammonio] propanesulfonate}(CHAPS), 100 mM

dithiothreitol(DTT), 0.5% immobilized pH gradient(IPG) buffer

pH 3.0-10)을 첨가하여 상온에서 격렬하게 20분 동안 흔들고 다

시 15,000×g, 4oC 조건에서 원심분리하였다. 상등액을 아세톤으

로 침전시키고 원심분리 후 단백질을 환원완충액(8 M urea, 1 mM

PMSF, 1 mM EDTA, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer, and

10 mM DTT)으로 회수하였다. 이 단백질을 Bradford 방법(18)으

로 정량 분석하였다. 이 단백질 액을 Ettan IPGphorTM(Amersham

Bioscience, Piscataway, NJ, USA)의 pH gradient(pH 4-7 Immo-

bilin dry strip 13 cm IPG) strips에 적용한 후 전기영동하였다. 2

번째의 2D-PAGE는 stacking gel 없이 12.5% separating polyacry-

lamide gel로 수행하였다. IPG strip은 전기영동하기 전에 15분간

상온에서 SDS 완충용액(10 mL; 50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 6 M

urea, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS, and 0.0025% bromophe-

nol blue)으로 평형화시킨 후에 실시하였다. IPG strip은 SDS-

PAGE gel에서 agarose로 처리된 후 10oC 조건에서 SDS 전기영

동을 하였다. 전기영동한 후에 은염색하여 Melanie 4

viewer(ExPASy Molecular Biology Server, Switzerland)로 이미지

분석하였다.

MALDI-TOF 질량분석

2D SDS-PAGE gel에서의 spot을 분리하여 100 µL 탈염색 용액

에서 5분간 처리하였다. 그 후 20 µg의 trypsin이 함유된 50 mM

의 ammonium bicarbonate 20 µL에 넣은 후 4oC에서 30분간 반응

시켰다. 이어서 30 µL의 50 mM ammonium bicarbonate에서 37oC

로 하루 밤 정치시켰다. C
18

 nanoscale 컬럼으로 탈염시키고 0.8 µL

matrix 용액에서 peptide를 분리하였다. 이어서 MALDI-TOF mass

spectrophotometer(Micromass, Milford, MA, USA)로 분석하였다

(19).

결과 및 고찰

열충격 S. Typhimurium의 산과 산화제에 대한 저항성

S. Typhimurium을 sub-lethal temperature 56oC에서 한 시간 동

안 열처리한 후 다시 산용액에 노출시키고 생균수를 계수하여 교

차 보호성(cross-protection)을 분석하였다. 이때 열처리하지 않은

균과 열처리한 균을 염산과 초산으로 각각 pH 4.0로 조정된 TSB

배지에 0, 30, 60, 90분 동안 노출시키고 생균수를 측정하였다

(Fig. 1). 열처리된 세포들은 비열처리 세포들보다 더 큰 산 저항

성을 보여 주었다. 염산으로 pH가 조정된 용액에서 비열처리 세

포들은 90분 후에 약 5 log CFU/mL가 사멸되었지만 열처리 세

포들은 1.8 log CFU/mL의 균수가 줄어드는 정도로 산에 대한 생

육 저항성이 증가하는 것을 알 수가 있었다. 초산으로 pH가 조

정된 용액에서도 열처리 균들은 1.3 log CFU/mL의 생균수가 감

소하고 있는 반면에 비열처리 균들은 5.1 log CFU/mL의 생균수

가 줄어들고 있었다. 산 처리의 초반 30분안에 생균수는 현저히

감소하였고 그 이후에는 균수가 완만히 감소하고 있음을 알 수

가 있었다. 그리고 열처리된 S. Typhimurium을 산화제에 처리시

킨 후에 생균수를 측정하였다(Fig. 2). 이들 세포를 과산화수소와

BHP에 처리할 때 비열처리된 세포는 약 5.5 log CFU/mL 생균

수가 감소하였으나 열처리 균들은 각각 1.7 log CFU/mL와 1.1

log CFU/mL 감소하는 정도로 약간 감소하고 있음을 알 수가 있

었다.

이는 S. Typhimurium이 열충격에 의하여 저항성이 증가함으로

나타나는 현상으로 다른 환경인자에 의한 스트레스 연구결과와
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유사하게 나타나고 있다. 즉, Leyer와 Johnson(20)은 산처리 세포

를 열, 염, lactoperoxidase, crystalviolet, polymyxin B 등에 노출

하였을 때 저항성이 증가되었다고 보고하였다. Bacon 등(11)은 산

에 적응된 세포가 열처리에 저항성을 보여주고 있으나 항균성과

열저항성은 관련이 없다고 보고하였다. Folster(20)는 이러한 현상

은 세포 내부에서의 단백질의 발현과 관련이 있다고 보고하였다.

따라서 본 연구에서도 열충격 후에 다른 스트레스에의 교차저항

성 반응을 일으키는 단백질 발현에 대한 분석이 필요하였다.

식품산업에서 가장 많이 활용하고 있는 식품보존법은 가열살

균과 초산류, 안식향산(benzoic acid)류, 소르빈산(sorbic acid)류 등

의 약산성 보존제를 병용처리하는 방법이다. 그러므로 이 과정에

서 살균이 완전하게 되지 않으면 생존 S. Typhimurium 세균은 보

존료에 대한 저항성이 높아져 위해성이 높아질 수 있으리라 사

료된다.

S. Typhimurium의 열충격 발현 단백질의 분석

열충격을 받은 S. Typhimurium을 2D SDS-PAGE로 분석하여

발현 단백질을 알아 보고자 하였다. 대상 단백질은 가용성 단백

질로 pH 4-7 IPG strip을 사용하여 분석하였고 12.5% 분리 PAGE

를 사용하였다(Fig. 3). 열처리가 되지 않은 S. Typhimurium은 17

개의 주요한 단백질이 검출되었으나 열충격 균은 주요한 단백질

이 13개였다. 특히 열충격 균은 산성의 단백질 3개(No. 11, 12,

19)가 더 많이 발현되는 것을 알 수가 있었고 열충격을 받지 않

은 균은 염기성 단백질이 발현(No. 15, 16, 17, 18)되고 있었다.

발현이 많이 된 이들 단백질을 MALDI-TOF 질량분석기로 분

석한 결과를 Table 1에 나타내었다. 발현이 많이 된 10개의 단백

질은 DnaK protein, chapherone protein dnaK, GroEL protein,

trigger factors, ATP synthase β subunit, phosphoglycerate kinase,

enolase, elongation factor Tu/Ts/G, DNA-binding protein H-NS,

60 kDa chaperonin, small heat shock protein, ClpB protein, ATP

synthase α chain, fructose1,6-bisphosphateldose, malate dehydro-

genase 등인 것을 알 수가 있었다(14,21-23). 특히 DnaK와 GroEL

은 열충격 단백질로 잘 알려져 있는 단백질로 여러가지 스트레

스에 의한 저항성을 높혀주고 세포사멸을 방지한다(21). 이러한

단백질 뿐만 아니라 열충격에서 새롭게 발현되는 단백질이 그러

한 저항성을 준다고 한다. Mekalonis(22)는 여러가지 스트레스에

의 교차 보호성은 스트레스 단백질의 발현과 molecular chaperone

에 의하여 이루어진다고 했다. 또한 Burning 등(14)은 S. Typh-

imurium이 높은 온도에 노출되었을 때 전형적인 열충격 저항 특

성을 보여 준다고 하였다. 이러한 단백질은 GroEL, GroES, DnaK,

DnaJ 등의 chaperonin 단백질이 세포내의 완전성(integrity)를 유지

시키는 역할을 하고 있다고 한다. 열충격 후에 elongation factor

Fig. 1. Viable count of heat-shocked S. Typhimurium NCTC
12023 under the acid stress of HCl and acetic acid. (A) HCl, TSB
solution was adjusted by HCl to pH 4; (B) Acetic acid, TSB solution
was adjusted by acetic acid to pH 4.0. Treat: Heat shock of S.
Typhimurium was done for one hour at 56oC.

Fig. 2. Viable count of heat-shocked S. Typhimurium NCTC
12023 under the oxidative stress by buthyl hydorxy peroxide and

hydrogen peroxide. (A) BHP, 1.6%(v/v) butyl hydrogen peroxide in
TSB; (B) H

2
O

2
, 1.6%(v/v) hydrogen peroxide in TSB. Treat: Heat

shock of S. typhimurium was done for one hour at 56oC.
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G, ClpB protein, ATP synthase α chain, fructose-1,6-bisphos-

phate aldolase, malate dehydrogenase 등의 단백질이 발현되지 않

았고 산성 단백질인 60 kDa chaperonin, small heat shock protein,

trigger factor가 발현되었다. 60 kDa chaperone은 chaperonin(23)으

로 알려져 있다. 그러므로 이러한 56oC에서 한시간 열처리로 발

현된 DnaK, GroEL, 60 kDa chaperonins 등이 열스트레스에 대한

저항성과 관련이 있을 것으로 보인다.

요 약

Salmonella로부터 식품 안전성을 높이기 위한 보존법의 병용처

리에 의한 효과를 평가하고자 S. Typhimurium을 열과 산, 산화제

등으로 연속 처리한 후 생균수를 측정하여 효과를 분석하였다.

그리고 열충격에 의하여 S. Typhimurium 내에 발현되거나 억제

되는 단백질을 이차원 전기영동과 MALDI-TOF 질량분석기로 분

석하였다. 열처리된 S. Typhimurium은 초산과 염산의 pH 4에서

의 생균수가 1.3-1.8 log CFU/mL가 줄었고 비열처리 S. Typhimu-

rium은 생균수가 약 5 log CFU/mL가 감소하였다. 열처리 S.

Typhimurium은 butyl hydrogen peroxide와 과산화수소에서 생균수

가 1.1-1.7 log CFU/mL가 줄었으나 비열처리 S. Typhimurium은

5.4-5.6 log CFU/mL 감소하였다. 충분하지 않은 사멸 열처리는 S.

Typhimurium의 생존력을 증가시키고 산과 산화제 등의 보존제에

서 저항성이 커지는 것을 알 수가 있었다. 이차원 전기영동과

MALDI-TOF 질량분석에 의한 발현 단백질 분석 결과 비열처리

Fig. 3. Major proteins expressed in non heat-shocked and heat-shocked S. Typhimurium by 2D-SDS-PAGE. Heat shock of S.

Typhimurium was done for one hour at 56oC and two dimensional gel electrophoresis were done after the pretreatement.

Table 1. Protein identification of S. Typhimurium by MALDI-TOF MS after harvesting the proteins from 2D-PAGE agarose gel 

Spot No.* Accession No. Protein name MW/pI
No. of peptide

 matched
Coverage

(%)

1 AE0503 DnaK protein 69189/4.83 25 55

1-1 Q8Z9R1 Chaperone protein dnaK 69057/4.83 16 31

2 AE1045 GroEL protein 57250/4.85 11 33

3 AB0558 Trigger factor 48037/4.84 17 39

4 O68397 ATP synthase α subunit 28638/5.10 6 20

5 Q8XG18 Phosphoglycerate kinase 40976/5.09 17 58

6 ENO_SALTY Enolase 45439/5.25 9 32

7 P21694 Elongation factor Tu 43125/5.30 14 52 

8 AC0529 Elongation factor Ts 30339/5.13 13 61

9 P7428 DNA-binding protein H-NS 15402/5.32 13 70 

11 P48217 60 kDa chaperonin 57119/ 4.85 12 31

12 Q8ZL03 Small heat shock protein 16074/ 4.88 8 50

13 P26229 Elongation factor G 77419/5.17 24 50

14 AI0831 ClpB protein 95378/5.32 28 35

15 AD0954 ATP synthase α chain 55079/5.71 20 48

16  AD0587 Fructose 1,6-bisphosphate aldolase 39132/5.68 14 49

17 AD0910 Malate dehydrogenase 32485/6.01 12 45

19 AB0558 Trigger factor 48037/ 4.84 12 19

*Please confer to the numbers in Fig. 3.
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S. Typhimurium은 17개의 단백질이 검출되었고 열처리 S. Typh-

imurium에는 13개의 단백질만 검출되었다. 이들 중에 열충격 단

백질로 알려진 DnaK, small heat shock protein 등이 검출되었고

이들이 산과 산화제에서의 생존 저항성 증가와 관련이 있을 것

으로 보인다. 그러므로 열처리를 포함하는 hurdle technology를 적

용하여 식품을 보존처리할 때 다른 보존제에 대한 교차보호성이

증가되는사실을 고려하여 적절한 열처리가 고려되어야 된다는 것

을 알 수 있었다.
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