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ABSTRACT

This experiment was conducted to investigate enzyme activity, antimicrobial activity, and antibiotics 
susceptibility of Lactobacilli strain (Lactobacillus reuteri BLA5, Lactobacillus crispatus BLA7, Lactobacillus 
reuteri BLA9, Lactobacillus amylovorus LLA7, Lactobacillus crispatus LLA9, Lactobacillus vaginalis 
LLA11) isolated from chicken ceca and were selected by organic acid synthesis, acid tolerance, bile salt 
tolerance. The enzymes activities were different among strains of Lactobacilli. The amylase activity and 
lipase activity of Lactobacillus were high but cellulase activity and protease activity of that were low. 
Lactobacillus culture showed high antimicrobial activity against E. coli but low antimicrobial activity 
against Salmonella. The inhibitory factor of Lactobacilli isolated from chickens’ cecum on E. coli was low 
pH by organic acid. All of Lactobacillus isolated from chicken’s cecum were susceptible to ampicillin and 
amoxicillin but weren’t susceptible at the optimum level of feed additive antibiotics (virginiamycin and 
salinomycin).
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. 서    론

가축 사료 내 항생제의 사용은 가축의 생산
성 극대화, 고밀도 사육 및 열악한 사육 환경
으로 인한 질병발생 예방 등을 통해 대규모의 
집약적 축산을 가능하게 하였다 (Hernandez 등, 
2004). 그러나 최근 축산물 내 항생제 잔류 및 
내성균 출현 등의 문제가 대두되면서 항생제 
사용에 대한 논란이 계속되고 있다. EU에서는 
성장촉진용 항생제의 사용을 전면 금지하였으
나 가축의 생산성 감소 및 치료용 항생제의 사

용량 증가라는 문제점이 나타났다. 이로 인해 
생산성 감소 및 질병 발생을 최소화하기 위한 
새로운 사양 프로그램 개발, 성장촉진용 항생
제 대체제 개발 및 사육 환경 개선을 위한 연
구가 요구되고 있다. 생균제란 그리스어로 ‘for 
life'를 의미하며 가축의 성장 촉진, 장내 환경 
개선 및 장내 미생물 균형 등 긍정적인 영향을 
미치는 살아있는 미생물을 말한다 (Fuller, 1989; 
Gibson과 Fuller, 2000). 생균제로 많이 이용되고 
있는 미생물은 Lactobacillus속, Streptococcus속, 
Bifidobacterium속, 유포자 유산균인 Bacillus속 
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및 효모 등이 있다 (Bongaerts, 2005). 이 중 유
산균은 그람 양성균으로서 형태적, 대사적, 생
리적 특성에 따라 Lactobacillus, Lueconostoc, 
Pediococcus 및 Enterococcus 속으로 분류된다. 
이러한 유산균은 장내환경 변화를 통해 E. 
coli 및 Salmonella 등의 병원균을 억제하여 
장질환 및 내인성 질병을 감소시키고 (Fuller, 
1973; Dunham 등, 1993), 장관 내에서 단백질, 
비타민, 효소, 유기산 및 미지성장인자 등을 합
성하여 가축에 긍정적인 영향을 미치며, 영양
소 소화율 개선 및 장관 면역 발달에 관여하여 
가축의 생산성 및 면역 능력을 향상시킬 수 있
다고 보고되어 왔다 (Mohan 등, 1996; Watkins 
등, 1982; Watkins와 Kratzer, 1983). 유산균의 
생체 내 작용기전으로 대표적인 것은 Nurmi와 
Rantala (1973)에 의해 소개된 경쟁적 배제로 영
양소 및 장관 부착 부위 등의 경쟁을 통해 병
원성 미생물의 집락 형성 및 증식을 저해한다
고 알려져 있다. 이 외에도 유산균은 장내 미
생물에 영향을 미치는 여러 종류의 대사 물질
을 생산한다. 이 중 lactic acid는 장관 pH를 낮
추고, acetic acid 및 H2O2는 다른 미생물에 대
한 독소로 작용한다고 알려져 있으며 (White 
등, 1969), acidophilin, reuterin, nicin 등과 같은 
항생물질을 생산한다고 보고되었다 (Tagg 등, 
1976). 그러나 생균제로서 가치를 발휘하기 위
해서는 동일 숙주 기원, 비병원성, 가공 및 저
장 용이성, 상피 및 점막 부착 능력, 장관 생존
능력, 위산 및 담즙산 저항성, 유기산 생산 능
력, 병원균 저해능, 면역반응 조절 및 장내 미
생물 균총 조정 등과 같은 특성을 갖춰야 한다
(Fuller, 1989; Gilliland, 1979). 특히 target animal
에서 채취한 미생물은 비슷한 환경하에서 생존
할 수 있는 능력이 있기 때문에 토양, 식물 및 
타 축종 유래 미생물에 비하여 생존력, 적응력 
및 효과에서 보다 우수하다고 보고되었으며
(Jin 등, 1996), 또한 미생물의 장관 상피세포 
및 점막 부착 가능 여부는 숙주 동물 특이성 
차이에 의해 결정된다는 보고가 많다. Fuller
(1975)는 조류에서 분리하지 않은 유산균은 닭 
소낭에 부착하지 못하였다고 하였다. Spencer와 
Chesson (1994)은 돼지의 소화 기관에서 채취한 

유산균은 돼지의 공장 상피세포에 부착하는 능
력이 있었다고 보고하였으며 Barrow 등 (1980)
도 유사한 보고를 하였다. 또한 Jin 등 (1996)은 
닭 소화기관에서 분리한 유산균이 닭의 회장벽
에 부착하는 능력이 있음을 in vitro 상에서 확
인하였다. 이러한 부착 능력은 유산균의 경쟁
적 배제를 통한 병원성 미생물의 집락 차단 및 
저해, 또한 부착 후 대사 활동을 통해 대사 물
질을 배출하기 때문에 중요한 요인 중 하나이
다. 이에 따라 본 연구에서는 육계 및 산란계
의 맹장에서 분리된 유산균 중 유기산 생성 능
력, 내산성 및 내담즙성을 통해 1차적으로 생
균제로서의 이용 가능성이 있는 유산균을 선발
한 후, 동정하였으며 이렇게 분리 동정된 유산
균의 생균제적 특성를 구명하고자, 이들의 효
소 분비능력, 항균 활성 및 항생제 감수성을 
조사하였다.

. 재료 및 방법

1. 

본 시험에서는 육계 맹장에서 분리한 L. 
reuteri BLA5, L. crispatus BLA7 (KFCC 11195), 
L. reuteri BLA9 (KFCC 11195)와 산란계 맹장에
서 분리한 L. amylovorus LLA7, L. crispatus 
LLA9 (KFCC 11195), L. vaginalis LLA11 (KFCC 
11195)을 사용하였다. 이들은 육계 2계종(Hybro, 
Ross) 및 산란계 1계종 (ISA brown)의 맹장에서 
분리하여 유기산 생성 능력, 내산성 및 내담즙
성을 토대로 선발하고 16rRNA 분석 방법을 이
용하여 동정한 후, 명명한 것이다. 항균 활성을 
조사하기 위하여 Salmonella 2종 (Salmonella 
pullorum KCTC 2932, Salmonella typhimurium 
KCTC 2515)과 E. coli 5종 (KCCM 40406, KCTC 
2618, KCTC 1039, KCTC 1682, KCTC 2593)을 
한국생명공학연구원 생물자원센터 및 한국미
생물보존센터에서 분양 받아 사용하였다.

2. 

닭의 맹장 유래 유산균 6종의 amylase, cellulase, 
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lipase 및 protease 활성을 분석하였다. 균주를 
혐기적 조건에서 배양하고 6, 12, 24, 48 및 72
시간에 배양액을 채취하여 0.22 syringe filter
를 이용하여 제균한 후 시험에 이용하였다. 
Amylase의 활성은 Miller (1959)의 dinitrosalicyclic 
acid (DNS)법에 준하여 실시하였다. 기질로는 
starch를 이용하였으며, 1% starch 용액에 배양
액을 넣고 37 에서 30분간 반응시킨 후, DNS
를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 이를 가온하
여 발색을 시키고 상온에서 5분간 냉각시킨 후 
UV spectrophotometer (GenesysTM 2, ThermoSpectronic, 
NY, USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측
정하였다. Amylase 활성도 1 unit는 37 에서 1
분 동안 1 μmol에 상응하는 환원당 (glucose)을 
생성하는 효소의 양으로 정의하였다. Cellulase 
활성 역시 Miller (1959)의 DNS법에 준하여 측
정하였으며, 기질로는 carboxymethyl cellulose 
(CMC)를 이용하였다. 1% CMC 용액에 배양액
을 넣고 37 에서 30분간 반응시킨 후, DNS를 
첨가하여 반응을 정지시켰다. 이후 amylase와 
같은 과정을 거쳐서 540 nm에서 흡광도를 측정
하였다. Lipase의 활성은 Ransac 등 (1994)의 방
법을 응용하여 실시하였다. 합성 기질인 ρ- 
nitrophenyl caprylate (ρNPC)를 사용하여 효소의 
활성을 측정하였다. 10 mM ρNPC, 1M Tris-HCl 
그리고 배양액을 혼합하여 37 에서 30분간 반
응시킨 후, 1 M sodium carbonate를 이용하여 
반응을 정지시키고 405 nm에서 흡광도를 측정
하였다. Lipase 활성 1 unit는 37 에서 1분동안 
1μmol의 ρ-nitrophenol을 생산하는 효소의 양으
로 정의하였다. Protease의 활성은 Afrin 등
(2000)의 방법을 응용하여 조사하였다. 0.7% 
casein 용액에 배양액을 넣고 37 에서 30분간 
반응시킨 후, trichloroacetic acid (TCA) 용액을 
가하여 반응을 정지시켰다. 이를 4 에서 5000
rpm으로 10분간 원심분리를 하고, 상등액을 취
하여 275 nm에서 흡광도를 측정하였다. Protease 
활성 1 unit는 37 에서 1분동안 1 μmol의 
tyrosine을 유리시키는 것을 1 unit로 하였다. 

3. 
 

육계 및 산란계 맹장에서 분리된 유산균 6종
의 항균 활성 및 이에 영향을 미치는 주요 요
인을 구명하기 위하여 디스크 확산법을 이용하
여 Salmonella pullorum KCTC 2932, Salmonella 
typhimurium KCTC 2515 및 E. coli (KCCM 
40406, KCTC 2618, KCTC 1039, KCTC 1682, 
KCTC 2593)에 대한 억제 효과를 조사하였다. 
육계 및 산란계 맹장에서 분리된 유산균 6종을 
혐기적 조건으로 24시간 배양한 후, 얻어진 배
양액에 NaOH, trypsin, pronase, 및 catalase 처리
를 하였다. 이렇게 처리된 배양액을 disc paper
에 흡수시키고 병원성 미생물이 도말된 고체 
배지에 놓고 24시간 동안 배양한 후 clear zone
의 직경을 측정하였다. NaOH 처리는 유기산 
및 배양액 pH의 효과를 검정하기 위하여 1M 
NaOH를 첨가하여 배양액을 pH 6.5로 중화시켰
으며, Trypsin과 pronase 처리는 bacteriocin과 같
은 항균 단백질의 효과 여부를 확인하기 위한 
것으로 최종 농도가 1 mg/ml가 되도록 첨가하
여 trypsin은 37 에서 12시간, pronase는 37 에
서 1시간 동안 반응시켰다. Catalase 처리는 
H2O2의 작용 여부를 확인하기 위한 것으로 최
종 농도가 0.5 ml/ml가 되도록 하였다.

4. 

닭의 맹장에서 분리된 유산균 6종에 대한 항
생제 감수성은 Kirby-Bauer 디스크 확산법 (1966)
을 이용하여 실시하였다. Sensi disc (BBL , 
Becton Dickinson, USA)를 이용하여 penicillin 
계열인 amoxicillin/clavulanic acid과 ampicillin, 
aminoglycoside 계열인 kanamycin 그리고 quinolone 
계열인 ciprofloxacin과 norfloxacin에 대한 항생
제 감수성을 조사하였으며, 추가적으로 성장 
촉진용 항생제로 많이 이용되는 virginiamycin과 
항콕시듐제로 사용되는 salinomycin의 농도에 
따른 항생제 감수성을 조사하였다. 닭의 맹장
에서 분리된 6종의 유산균을 MRS agar 평판 
배지에 도말한 후, disk dispenser를 이용하여 
sensi disc를 배치하였다. 8 mm disc paper에 virgini- 
amycin 및 salinomycin을 농도별로 흡수시킨 후 
멸균된 핀셋을 이용하여 배치하고, 혐기적 조
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Table 1. Enzyme activity of cecal Lactobacilli of chickens 

Enzyme activity (unit/mL)
Amylase Cellulase Lipase Protease

 L. reuteri BLA5 0.5143 0.0053 15.556 0.0006

 L. crispatus BLA7 0.5795 0.0011 10.842 0.0020

 L. reuteri BLA9 0.1183 0.0174 39.125 0.0007

 L. amylovorus LLA7 0.7252 0.0009 13.827 0.0026

 L. crispatus LLA9 0.4522 0.0017 25.926 0.0025

 L. vaginalis LLA11 0.3002 0.0007 32.525 0.0028

건으로 24시간 배양한 후 clear zone의 직경을 
측정하였다.

. 결과 및 고찰

1. 

육계 및 산란계 맹장에서 분리된 유산균 6종
의 효소 활성은 Table 1 및 Fig. 1에 나타내었
다. Table 1에는 최대 생균수에 도달하는 24시
간 배양시 효소 활성을 나타냈으며, Fig. 1에는 
배양 시간에 따른 효소 활성 변화 추이를 나타
냈다. 본 시험에서는 효소 활성과 함께 배양 
시간대별로 생균수를 조사하였고, 그 결과 12~ 
24시간 사이에 최대 균수를 보였으며, 균수와 
효소 활성은 정의 상관 관계를 보였다. 또한 
유산균의 종류에 따라 약간의 차이를 보이긴 
하였지만, 일반적으로 amylase와 lipase에서 높
은 활성을 보였으며 cellulase 및 protease에서는 
낮은 활성을 보였다. Amylase 활성에 있어서는 
L. amylovorus LLA7가, lipase 활성에 있어서는 
L. reuteri BLA9가 가장 우수하였다. 닭의 맹장
에서 분리된 유산균의 cellulase 활성이 낮고 
amylase와 lipase 활성이 높은 것은 사료에 의한 
것으로 판단된다. 사료는 장관 내 서식하는 미
생물의 종류 및 특성을 결정하는 주요 요인 중 
하나로서, Jennson (1993)는 사료 조성이 장관 
미생물의 활동을 조절한다고 보고하였으며, 
Rubio 등 (1998)의 장내 미생물을 조사한 연구
에서 단백질 공급원 및 섬유소가 장내 미생물
에 영향을 미쳤다고 보고하였으며, Morishita 등

(1982)은 탄수화물 공급원의 종류 및 함량이 맹
장 미생물 균총에 영향을 미쳤다고 보고하였
다. 일반적으로 가금 사료는 옥수수 대두박을 
기초로 하는 곡류 위주의 고에너지 사료로 전
분 및 지방의 함량은 높은 반면 섬유질 함량이 
매우 낮기 때문에 맹장 내 amylase 및 lipase 분
비 능력이 높은 미생물이 서식하고, cellulase 
분비 미생물의 형성은 어려웠을 것으로 사료된
다.

2. 
 

맹장 유래 유산균 6종의 E. coli 및 Salmonella
에 대한 항균 활성은 Fig. 2에 제시하였으며, 
유산균 배양액이 E. coli 및 Salmonella 의 성장
에 영향을 미치는 요인에 대해 조사한 결과는 
Fig. 3 및 Table 2에 나타내었다. 균주별로 차이
는 있었으나 E. coli에는 강력한 항균력을 보인 
반면, Salmonella에서는 약한 항균력을 보였으
며 Salmonella pullarium의 경우에는 L. reuteri 
BLA5 및 L. crispatus BLA7을 제외한 다른 유
산균주에서는 항균 활성을 보이지 않았다. 유
산균 배양액의 E. coli 및 Salmonella에 대한 저
해 기전을 구명하고자 NaOH, trypsin, pronase 
및 catalase 처리한 결과, NaOH를 제외한 다른 
효소 처리시 아무것도 처리하지 않은 대조구와 
유사한 억제성으로 보인 반면, pH를 중화시킨 
NaOH 처리에서는 항균 활성이 감소하는 결과
를 보였다. 이를 통해 유산균 배양액 중 낮은 
pH가 E. coli의 성장을 저해하는 주요 요인임을 
알 수 있었다. Salmonella의 경우 항균활성이 
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D) Protease activity

             L. reuteri BLA5,         L. crispatus BLA7,      L. reuteri BLA9,
             L. amylovorus LLA7,      L. crispatus LLA9,       L. vaginalis LLA11

Fig. 1. Enzyme activity of cecal Lactobacilli of chickens.
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Fig. 2. Antimicrobial effect of cecal Lactobacilli of chickens.
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1) L. reuteri BLA5, L. crispatus BLA7, L. reuteri BLA9, L. amylovorus LLA7, L. crispatus LLA9,  L. vaginalis LLA11. 

Fig. 3. Antimicrobial effect of cecal Lactobacilli of chickens on E. coli.

낮아 처리간 비교가 어려웠으며, pH 중화에 따
른 영향을 받지 않는 것으로 나타났다. 유산균
은 병원성 미생물의 성장 및 증식을 저해하며, 

그 주요 요인은 유산균이 생산하는 유기산, 
H2O2 및 다양한 종류의 항생물질로 알려져 있
다 (Gilliland, 1979; Klaenhammer, 1988). Jin 등
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Table 2. Antimicrobial effect of of cecal Lactobacilli of chickens on Salmonella typhimurium 
and Salmonella pullorum

Salmonella typhimurium
(KCTC 2510)

Salmonella pullorum
(KCTC 2932)

Culture NaOH Culture NaOH
 Clear zone, mm
 L. reuteri BLA5 8.3 8.8
 L. crispatus BLA7 9.0 9.5 10.3 8.0
 L. reuteri BLA9 9.0 9.0
 L. amylovorus LLA7
 L. crispatus LLA9 8.0 8.0
 L. vaginalis LLA11

Table 3. A comparison of susceptibility to antibiotics 

Ampicillin Amoxicillin Kanamycin Ciprfloxacin Norfloxacin

Clear zone, mm

 L. reuteri BLA5 30.0 33.0

 L. crispatus BLA7 29.0 33.5

 L. reuteri BLA9 35.0 34.0

 L. amylovorus LLA7 20.2

 L. crispatus LLA9 28.0 30.5

 L. vaginalis LLA11 27.5 27.5

Table 4. A comparison of susceptibility to virginiamycin

 
Concentration of virginiamycin(ppm)

0 5 10 20 50 100 200
 Clear zone, mm
 L. reuteri BLA5 10.5 12.5 17.0 20.5 27.0
 L. crispatus BLA7 10.0 11.5 14.3 19.3
 L. reuteri BLA9   8.8 15.0
 L. amylovorus LLA7 10.5 16.5
 L. crispatus LLA9   8.3 12.8
 L. vaginalis LLA11     8.25

(1996)은 가금 맹장에서 유래한 유산균을 이용
하여 병원성 미생물에 대한 항균 활성을 조사
한 결과, E. coli 및 Salmonella를 억제하였으며 
이는 유기산의 작용에 기인 한 것이라고 보고
하였다. 

3. 
 

육계 및 산란계 맹장 유래 유산균 6종에 대
한 항생제 감수성 결과는 Table 3, 4 및 5에 나
타내었다. Table 3에서는 일반 항생제로 이용되
는 ampicillin, amoxicillin, kanamycin, ciprofloxacin 
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Table 5. A comparison of susceptibility to salinomycin

 
Concentration of salinomycin (ppm)

0 30 60 120 300 600 3000

 Clear zone, mm
 L. reuteri BLA5 9.0 11.3 11.8 12.3 12.0
 L. crispatus BLA7   9.5 10.5 11.0 10.8
 L. reuteri BLA9   8.8   9.5 10.5   9.5
 L. amylovorus LLA7   9.0 10.3 11.5
 L. crispatus LLA9   8.8 10.0 10.0
 L. vaginalis LLA11   9.5 12.0 12.8 12.3

및 norfloxacin에 대한 유산균의 항생제 감수성
을 제시하였다. 육계 및 산란계 맹장 유래 유
산균 6종은 페니실린 계열인 ampicillin과 
amoxicillin에 감수성이 매우 큰 것으로 나타났
으며, kanamycin과 ciprfloxacin과 norfloxacin에는 
영향을 받지 않는 것으로 나타났다. 사료용 항
생제로 사용되는 virginiamycin 및 항콕시듐제로 
사용되는 salinomycin에 대한 감수성 조사는 
Table 4와 Table 5에 나타난 바와 같다. 맹장 
유래 유산균은 virginiamycin 및 salinomycin의 
사료 내 첨가 수준인 10 ppm 및 60 ppm에서 영
향을 받지 않는 것으로 나타났으며 첨가 수준 
이상의 고농도의 경우 영향을 받는 것으로 나
타났다. 본 시험 결과, 치료용으로 이용되는 항
생제는 병원성 미생물 뿐만아니라 일반적으로 
유익균으로 알려진 유산균의 성장 역시 저해하
는 것을 알 수 있었다. 반면 사료용 항생제 및 
항콕시듐제의 정상적인 첨가 수준에서는 맹장 
유래 유산균의 생장에 영향을 받지 않아 육계 
및 산란계 유래 유산균을 사료 내 첨가 급여하
여도 큰 문제가 없을 것으로 사료된다.

. 요    약

본 연구는 육계 및 산란계 맹장에서 분리하
여 유기산 생성 능력, 내산성, 내담즙성 및 성
장특성을 토대로 선발된 유산균 6종(Lacto- 
bacillus reuteri BLA5, Lactobacillus crispatus 
avibro1, Lactobacillus reuteri avibro2, Lacto- 
bacillus amylovorus LLA7, Lactobacillus crispatus 

avihen1, Lactobacillus vaginalis avihen2)의 효소, 
항균 활성 및 항생제 감수성을 조사하여 생균
제로서의 이용 가치를 구명하고자 실시하였다. 
육계 및 산란계 맹장 유래 유산균은 효소 활성
에 있어서는 균주마다 차이가 있었으나, 일반
적으로 amylase와 lipase 활성이 강한 것으로 나
타났고 반면, cellulase 및 protease의 활성은 약
한 것으로 나타났다. 유산균 배양액은 병원성 
E. coli에 대하여 강한 항균 활성을 보였으며, 
주요 억제 요인으로는 유기산 분비에 의한 pH 
저하에 의한 것으로 나타났다. 병원성 Salmo- 
nella에 대해서는 유산균 배양액의 억제성이 약
한 것으로 나타났다. 유산균은 치료용 항생제
로 이용되는 ampicillin과 amoxicillin에 대해서
는 높은 감수성을 보인 반면 사료용 항생제
(virginiamycin 및 salinomycin)의 경우 정상적
인 첨가 수준에서는 영향을 받지 않았다.
 (색인어 : 유산균, 효소활성, 항균활성, 항생제 

감수성) 
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