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Lactobacillus brevis DK25의 박테리오신과 안식향산칼륨과의 

혼용에 의한 Hurdle Technology 적용 가능성
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Lactobacillus brevis DK25 isolated from Dongchimi was identified by physiological and biochemical 

tests and 16S rDNA sequence analysis. Bacteriocin of L. brevis DK25 exhibits inhibitory activity 

against Enterococcus faecalis and Listeria monocytogenes when using agar well diffusion method. 

Maximal production of bacteriocin was reached in the beginning of the stationary phase, and 

inhibitory activity declined after the late stationary phase. This result suggested that bacteriocin was 

produced in a growth-associated manner. Complete inactivation of bacteriocin activity was observed 

after treatment with protease, but the activity was stable between pH 4-9 and heat resistant (30 min 

at 100°C). Bacteriocin showed a concentration-dependent antimicrobial activity against L. monocytogenes 

KCTC 3569. Moreover, the application experiment showed that combination of bacteriocin (320 

AU/ml) with potassium benzoate (0.05%) could significantly reduce the counts of L. monocytogenes 

KCTC 3569 in mayonnaise during storage at 4 or 25°C for 10 days. Thus, bacteriocin from L. brevis 

DK25 may be used for hurdle technology by combination with potassium benzoate in order to increase 

pathogenic bacteria inactivation in food processing and food safety control.
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지구온난화로 인하여 기온이  상승하고 각 국가들간 

국제 교역은 날로 활발해지며 단체 식이 확  보 됨에 따라 

세계 으로 식 독 사고는 끊임없이 계속해서 발생하여 막

한 경제  피해와 공 보건을 하고 있다. 1981년 캐나

다 노바스코샤주에서 오염된 샐러드를 먹은 41명의 환자로부

터 Listeria monocytogenes을 확인한 이후 해마다 리스테리아

균에 의한 식 독 사고는 끊이질 않고 있으며 얼마  미국 

보건당국의 발표에 따르면, 리스테리아균에 오염된 멜론을 먹

고 100여 명이 식 독에 걸렸고 이 에서 총 18명이 사망한 

것으로 보고된 바 있다(33). 음식물을 통해 체내에 유입된 리

스테리아균은 류를 따라 추신경계 장애를 일으켜 설사, 

발열, 근육통  두통을 동반하며 특히 임산부들에게는 유산

이나 사산을 유발하고 신생아들에게는 뇌수막염을 일으킬 뿐
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만 아니라 면역력이 약한 노인들과 에이즈나 암 환자, 알코올 

독자  면역억제제를 복용하는 장기 이식수술 환자들에게 

험성이 높은 것으로 알려져 있다(28). 리스테리아균은 온 

하에서도 증식이 가능한데 이는 세포막을 구성하는 지방산의 

조성을 변화시켜 세포막의 유동성을 유리한 조건으로 만들고 

온에 강한 단백질(cold shock proteins, Csps)을 생산하며 

glycine betaine  carnitine과 같은 동해방지물질을 생산하여 

자신의 세포를 보호할 수 있기 때문이다. 한편 리스테리아균

은 식세포에 포식된 후에도 사멸되지 않을 뿐만 아니라 

강산인 액에도 견딜 수 있는 것으로 알려져 있는데 산성 

역에서 GroEL 단백질  ATP synthase와 glutamate 

decarboxylase 효소를 유도하고 pH 항상성 유지 능력이 있어

서 생존 가능하며, GbuA 단백질을 유도하고 proline betaine, 

acetyl carnitine, ϒ-butyrobetaine 등의 삼투압 보호물질을 생

산함으로써 높은 삼투압에서도 견딜 수 있고, penicillin이나 
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tetracycline 등 다양한 항생제에 해서도 강한 내성을 보이는 

것으로 보고되고 있다(13).

주로 가공육, 훈연생선, 생야채, 사과쥬스, 우유, 치즈, 버터

와 같은 유제품 등 다양한 식품에서 흔히 발견되므로 식품의 

제조, 유통, 보   조리 과정  각별한 주의가 필요하며, 학

계나 식품 제조업체에서는 식품의 능학   양학  성분 

변화없이 리스테리아균을 제어할 수 있는 식품 장 기술 개

발에 한 연구가 활발하게 진행되고 있다(39). 식 독균의 오

염으로부터 안 한 식품 제조를 해 철 한 해요소 분석 

 제품의 범 한 미생물 조사, 식품제조 시설의 리 감독 

 식품제조업자의 생교육 강화 등의 해요소 리기

(Hazard Analysis Critical Control Point, HACCP) 제도 도입

을 극 권장하고 있다. 한 미생물의 증식을 억제할 수 있는 

다양한 방법을 여러 단계에 걸쳐 용시킴으로써 식품의 변질

을 방지하고 장기간을 향상시키는 hurdle technology 용

에 한 심이 집 되고 있다(5). 최근 이 기술에 용될 수 

있는 hurdle로는 일부 세균들이 생산하는 단백질성 항균물질

인 박테리오신이 있으며, 이것은 병원성 세균에 한 항균 작

용이 뛰어날 뿐만 아니라 체내 소화효소에 의해 쉽게 분해되

어 인체에 무해하며 식품 자체 고유의 성분 변화도 유발하지 

않아 식품첨가물로서의 이용 가치가 높다. L. monocytogenes 

세포에 박테리오신(nisin)을 단독으로 처리한 경우 2 log cycle

의 균수가 감소되었으며, 이를 이산화탄소와 혼합 처리했을 

때에는 4 log cycle 이상 감소되어 항균효과가 크게 상승하

다(27). 한 가열에 의해 L. monocytogenes 세포막의 유동성

을 변화시킨 후 nisin을 처리한 경우 세포막이 완 히 괴됨

을 알 수 있었고(23), 가열 처리함으로 인해 식품의 성분 변화

를 래할 수 있는 난백이나 유제품의 경우에는 비가열처리 

기술인 Pulsed Electric Fields (PEF)과 박테리오신을 혼용했

을 때 상승효과가 나타난 것으로 보고되었다(7). 게다가 그람

음성균에 한 항균력이 다소 낮은 nisin은 2가 양이온 킬 이

트제인 ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)가 세포외막에 

분포하는 lipopolysaccharide를 괴함으로써 nisin이 세포막

을 쉽게 투과할 수 있었다고 하 다(4). 이외에도 hurdle tech-

nology 용을 해 박테리오신과 함께 고압이나 방사선처리, 

수분활성도 조 , 산화환원  조 , 가스치환 혹은 온 장

법 등을 단계 으로 처리하여 식품의 신선도 유지, 미생물 세

포 불활성화  교차오염을 방지시킬 수 있는 것으로 알려져 

있다(11, 12).

따라서 본 연구에서는 숙성된 동치미로부터 분리된 Lacto-

bacillus brevis DK25가 생산하는 박테리오신의 항균 스펙트

럼과 물리화학  안정성을 조사하고, 한 박테리오신과 화학 

합성품인 안식향산칼륨과의 혼합 처리가 L. monocytogenes 

KCTC 3569의 증식에 미치는 향을 살펴보고자 한다.

재료 및 방법

실험균주 배양조건

본 실험에 사용된 유산균은 가정에서 담궈 숙성시킨 동치

미를 무균 으로 수거하여 0.85% (w/v) NaCl 용액과 1:9의 

비율로 혼합한 후 약 3분간 분쇄한 시료를 1% (w/v) CaCO3

이 첨가된 Lactobacilli MRS (Difco Co., USA) 평 배지 상

에서 배양(37°C, 48시간)하여 집락 주 에 투명한 환을 생성

한 DK25 균주를 분리하여 사용하 다. 분리된 균주를 MRS 

broth에서 배양(37°C, 24시간)하여 얻은 배양액을 20% glycerol

과 1:1의 비율로 혼합하여 -80°C에서 보 하는 동안 실험에 

사용하기 직  MRS agar 사면배지에서 3회 계  배양하여 

사용하 다. 항균스펙트럼 측정에 사용된 Bacillus subtilis 

ACTCC 35421, L. monocytogenes KCTC 3569, Staphylo-

coccus aureus ATCC 6538, Enterobacter aerogenes ATCC 

13480  Salmonella enteritidis ATCC 13076는 Brain Heart 

Infusion agar (BHI) (Difco Co.) 배지에서 배양하 다. 게다

가 Enterococcus faecalis KCTC 3206, L. brevis KCTC 3102 

 L. plantarum KCTC 1048는 MRS agar 상에서 그리고 

Vibrio vulnificus KCTC 2982는 Marine agar (Difco Co.) 배

지에서 계  배양하여 실험하 다.

생화학적 특성 및 염기서열 분석에 의한 동정 

실험 균주 DK25의 형태학   배양학  특성은 Bergey’s 

Manual of Determinative Bacteriology (24)에 따라 그람염색, 

항산성염색  포자염색, 편모, blood agar상에서의 용 능, 

amylase, protease, catalase, oxidase, urease, 아미노산 탈탄산 

효소 등의 생성능, tryptophan 분해능, 생육 가능한 온도, pH 

 염농도 범  등을 조사하 다. 게다가 API 50 CHL kit 

(bioMérieux, France)를 이용하여 당 분해능을 조사하 다. 한

편, 염기서열 분석을 해 16S rDNA는 518F (5′-CCAGCAG 

CCGCGGTAATACG-3′)과 800R (5′-TACCAGGGTATCTA 

ATCC-3′) primer를 사용하여 polymerase chain reaction (PCR, 

Biorad Laboratories Ltd., Canada)로 증폭시켜 얻은 PCR 산

물은 QIA quick PCR kit (QIAGEN, Germany)로 정제하고 

Macrogen Co. (South Korea)사에 의뢰하여 DNA sequcen-

cing하 다. 염기서열은 GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov)의 

database와 비교한 후 BLASTN program으로 상동성을 검색

하 고, sequence alignment는 CLUSTER W 알고리즘으로 

정렬한 후 MEGA 5.05 program으로 Neighbor-joining tree 

(Bootstrap method, Replication : 1,000)에 의해 계통도를 작

성하여 유  유사성을 확인하여 동정하 다(19).

총산도 및 과산화수소 활성 측정

실험 균주를 MRS broth에 종한 후 37°C에서 24시간 배

양하는 동안 정해진 시간에 일정량의 배양액을 채취한 다음 

원심분리(7,000×g, 4°C, 20분간)하여 회수한 상등액은 pH 

meter (Hanna Instruments, Sarmeola di Rubano, PD, Italy)

로 pH를 측정하 다. 총산도는 Mante 등 (21)의 방법에 따라 

배양액 (10 ml)에 증류수를 첨가해서 250 ml로 정용하고 난 

후 여과(Whatman, No. 2)하여 0.1% 페놀 탈 인 지시약을 

첨가한 다음 0.1 N NaOH로 정해서 총산도를 측정하 다

(총산도 = {[0.009×NaOH 소비량(ml)×NaOH 역가×희석배수]/ 
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시료의 무게(g)}×100). 한편, Otero과 Nader-Macias (30)의 

방법에 따라 과산화수소 활성을 측정하 는데 즉, 실험 균주

를 1 mM 3,3′,5,5′-tetramethyl-benzidine (TMB)와 2 U/ml 

peroxidase (Sigma-Aldrich)가 첨가된 MRS agar 평 배지에

서 37°C, 기 인 조건(anoxomat system, MART, Netherlands)

으로 48시간 배양한 후 20분 동안 공기 에 산소와 시킨 

다음 집락의 색깔 변화를 조사하 다. 이때 청색(+++), 짙은 

갈색(++), 은 갈색(+)  백색(-)으로 구분하여 활성을 측정

하 다. 

항균물질 제조

DK25 균주를 Lactobacilli MRS broth (10 ml)에 종하여 

37°C, 24시간  배양한 배양액 1.0% (v/v)을 MRS broth (1 

L)에 종하여 동일한 조건에서 본 배양한 다음 얻어진 배양

액을 7,000×g, 4°C에서 20분간 원심분리하여 배양 상등액을 

회수하 다. 유기산의 향을 제거하기 해 pH 7.0으로 조정

한 다음 황산암모늄(55%, w/v)을 첨가하여 4°C에서 overnight 

교반하면서 단백질을 침 시켰다. 염석한 용액을 12,000×g, 

4°C에서 20분간 원심분리한 다음 얻어진 pellet은 20 mM 

phosphate buffer saline (PBS, pH 6.0)로 용해시켜 황산염 제

거를 해 투석막(molecular weight cut-off: 500 Da, Spectrum 

Medical Industries Inc., USA)으로 4°C에서 6시간 동안 투석

시켰다. 탈염된 용액은 과산화수소를 제거하기 하여 catalase 

(1 mg/ml, Sigma-Aldrich)를 처리하여 25°C에서 30분간 반응

시킨 후 80°C에서 10분간 가열하여 효소를 불활성화시켜 박

테리오신 용액을 조제하 다. 

한편, 안식향산칼륨(Sigma-Aldrich)은 물에 용해시켜 농도

를 맞춘 다음 여과 제균(0.45 μm, Milipore Corp., USA) 하

여 실험에 사용하 다.

박테리오신의 항균 스펙트럼

박테리오신 활성은 Parente 등(31)의 방법에 따라 agar well 

diffusion method를 일부 수정하여 측정하 다. 즉, B. subtilis 

ACTCC 35421, L. monocytogenes KCTC 3569, S. aureus 

ATCC 6538, E. aerogenes ATCC 13480  S. enteritidis 

ATCC 13076는 BHI broth, E. faecalis KCTC 3206, L. 

brevis KCTC 3102  L. plantarum KCTC 1048는 MRS 

broth  V. vulnificus KCTC 2982는 Marine broth에 각각 

종하여 37°C에서 24시간 배양하고 난 뒤 각각의 균수를 

1.0×105 CFU/ml로 조정한 다음 반고체 배지(agar 0.8%, w/v)

에 종한 후 평 배지 에 층하고 일정 시간 방치하여 응

고시켰다. 응고된 평 배지 에 well (Ø 8 mm)을 뚫어 단계

으로 희석한 박테리오신 용액 50 μl를 well 내에 주입한 후 

37°C에서 24시간 배양한 다음 해환을 생성하는 최 의 희

석배수에 20을 곱하여 박테리오신 활성(arbitrary unit, AU/ml)

을 측정하 다.

박테리오신의 안정성 조사

실험 균주가 생산한 박테리오신의 열에 한 안정성을 조

사하기 해 박테리오신 용액을 100°C에서 30분  121°C에

서 15분간 각각 가열 처리한 후 조구와의 활성과 비교하

다. 한편, pH에 한 안정성을 살펴보기 해 박테리오신 용

액을 pH 4.0-10.0의 범 에서 1.0의 간격으로 조정하여 1시간 

동안 반응시킨 후 다시 pH 7.0으로 되돌린 후 박테리오신의 

활성 변화를 조사하 다. 한 효소(Sigma-Aldrich)의 향을 

알아보기 해 amylase는 50 mM sodium acetate (pH 6.0), 

trypsin은 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), pepsin는 10 mM 

citrate (pH 2.0), protease는 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)  

lipase는 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)에 용해한 효소액(1 

mg/ml)을 조제한 후 박테리오신 용액과 37°C에서 1시간 반응

시킨 다음 80°C에서 10분간 가열 처리하여 효소를 불활성화 

시켜 잔존하는 박테리오신의 활성을 측정하 다.

박테리오신의 분자량 측정

DK25 균주가 생산한 박테리오신의 분자량은 Laemmli (20)

의 방법에 따라 sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel 

(SDS-PAGE)를 사용하여 측정하 다. 즉, 박테리오신 용액을 

sample buffer와 동량 혼합하여 95°C에서 3분간 가열 처리한 

후 protein marker (3.5-205 kDa, KOMA Biotech., Korea)와 

함께 gel (Tris-Tricine SDS-PAGE)의 각 well 내에 loading한 

다음 100V 압 하에서 2시간 동안 개시켰다. 기 동 후 

gel은 Coomassie brilliant blue R-250 (Tokyo Chemical 

Industry Co., Japan) 용액으로 2시간 동안 염색하고 난 다음 

40% (v/v) 메탄올과 10% (v/v) 빙 산 혼합용액으로 탈색하

고 나서 분자량을 측정하 다. 한편 20% (v/v) 이소 로 올

과 10% (v/v) 빙 산 용액에 gel을 담궈 상온에서 2시간 고정

시킨 후 탈이온수에 넣어 30분 마다 교체하면서 세척하 다. 

세척된 gel은 L. monocytogenes KCTC 3569 (1.0×105 

CFU/ml)가 종된 BHI 평 배지 에 올려 놓고 37°C에서 

24시간 배양하여 항균 활성을 확인하 다.

혼합 배양 및 항균물질 농도에 따른 항균 효과

실험 균주와 L. monocytogenes KCTC 3569를 MRS와 

BHI broth 각각의 배지에 37°C, 24시간 배양시킨 후 원심분

리(7,000×g, 4°C 20분)하여 세포만을 회수한 다음 PBS로 2회 

washing하 다. PBS에 탁된 세포들의 균수를 각각 1.0×105 

CFU/ml로 조정한 다음 BHI broth에 종하여 37°C에서 배

양하는 동안 Oxford agar (Difco Co.)를 사용하여 표 한천평

배양법으로 L. monocytogenes KCTC 3569생균수를 측정함

으로써 실험 균주와의 혼합배양에 의한 식 독균의 균수 변화

를 조사하 다. 한편, 항균물질의 단독  혼합에 의한 L. 

monocytogenes KCTC 3569의 증식에 미치는 향을 살펴보

기 해 L. monocytogenes를 1.0×105 CFU/ml로 맞춘 후 BHI 

broth에 종한 다음 실험 균주의 배양 상등액 50과 100 μl/ml, 

박테리오신 용액 320과 640 AU/ml  안식향산칼륨 용액 

0.05와 0.1% 각각을 단독으로 첨가하고, 한 배양 상등액 50 

μl/ml와 안식향산칼륨 용액 0.05%  박테리오신 용액 320 

AU/ml 혹은 640 AU/ml와 안식향산칼륨 용액 0.05%를 혼합 
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Table 1. Physiological and biological characteristics and pattern of carbohydrate fermentation of the L. brevis DK25

Contents Results Sugar Results Sugar Results

Cell shape Rod Glycerol ‐ Salicine ‐
Gram staining + Erythritol ‐ Cellobiose ‐
Spores staining ‐ D‐Arabinose ‐ Maltose +

Acid‐fast staining ‐ L‐Arabinose + Lactose ‐
Motility ‐ Ribose + Melibiose +

Gas from glucose + D‐Xylose + Saccharose ‐
H2S production ‐ L‐Xylose ‐ Trehalose ‐
Isomer of lactic acid DL Adonitol ‐ Inuline ‐
Nitrate reduction ‐ β‐Methyl‐xyloside + Melezitose ‐
Methyl red + Galactose + D‐Raffinose ‐
Voges‐Proskauer       ‐ D‐Glucose + Amidon ‐
Horse blood hemolysis ‐ D‐Fructose + Glycogene ‐
Amylase + D‐Mannose ‐ Xylitol ‐
Protease + L‐Sorbose ‐ β‐Gentiobiose ‐
Catalase ‐ Rhamnose ‐ D‐Turanose ‐
Oxidase + Dulcitol ‐ D‐Lyxose ‐
Urease ‐ Inositol ‐ D‐Tagatose ‐
Arginine hydrolysis ‐ Mannitol + D‐Fucose ‐
Ornithine hydrolysis + Sorbitol ‐ L‐Fucose ‐
Lysine hydrolysis + α‐Methyl‐D‐Mannoside ‐ D‐Arabitol ‐
Indole production ‐ α‐Methyl‐D‐glucoside + L‐Arabitol ‐
Growth in aerobic and 
anaerobic condition

+ N‐Acetyl glucosamine + Gluconate ‐
Growth at 10‐45°C + Amygdaline ‐ 2‐ceto‐gluconate ‐
Growth at pH 4.0‐10.0 + Arbutine ‐ 5‐ceto‐gluconate ‐
Growth in 0‐10% NaCl + Esculine ‐  

         20% NaCl ‐
+, positive reaction; ‐, negative reaction; DL, configuration of lactic acid produced from glucose. 

첨가하여 30시간 배양하는 동안 L. monocytogenes KCTC 

3569의 균수 변화를 찰하 다.

마요네즈에 박테리오신과 안식향산칼륨 혼합 처리에 의한 

저장 효과

샐러드 드 싱(마요네즈)에 실험 균주가 생산한 박테리오신

과 안식향산칼륨 용액을 첨가하여 장하는 동안 L. mono-

cytogenes KCTC 3569의 균수 변화를 찰하 다. 우선 얼음

이 담긴 용기 내에 볼(bowl)을 넣고 계란 노른자에 머스타드

를 혼합한 후 식용유를 소량씩 첨가하여 한쪽 방향으로 계속

해서 어주면서 마요네즈를 제조하 다. 여기에 L. mono-

cytogenes KCTC 3569 (1.0×105 CFU/ml)를 종하고 박테리

오신 용액 320 AU/ml  안식향산칼륨 용액 0.05%를 각각 

단독  혼합 첨가하여 한 다음 4°C와 25°C의 온도 에

서 장하면서 2일 간격으로 시료를 채취하여 Oxford agar 

(Difco Co.) 배지에서 L. monocytogenes KCTC 3569의 균수

를 조사하 다.

통계처리

박테리오신과 안식향산칼륨 처리에 의한 L. monocytogenes 

KCTC 3569의 균수를 측정하여 얻은 실험값은 SPSS (version 

12.0) 로그램을 이용하여 일원배치 분산분석법 (one-way 

ANOVA)의 Duncan’s test로 유의수  p<0.05에서 측정값들 

간의 유의 인 차이를 검증하 다. 

결과 및 고찰

실험 균주의 생화학적 특성 및 염기서열 분석

본 실험에 사용한 DK25 균주의 형태학 , 배양학   생

화학  특성을 조사한 결과는 Table 1과 같다. DK25 균주는 

그람양성 간균이며, 포자를 형성하지 않고, 항산성 염색결과 

음성이며, 운동성이 없는 균이다. 포도당으로부터 산을 생성하

며, 생성된 젖산의 이성질체는 DL형이고, 황화수소 생성능은 

없고, 질산염 환원력도 나타내지 않았으며 포도당으로부터 

acetoin 생성능도 없었다. Horse 액한천배지 상에서 구 

용 능은 보이지 않았고, amylase, protease  oxidase 등은 

생성하 으나, catalase와 urease 생성능은 없었다. 한 ornithine

과 lysine는 가수분해할 수 있었으나, arginine 가수분해능은 

나타내지 않았고, tryptophan으로부터 indole 생성능도 음성으

로 나타났다. 호기   기  조건에서 모두 증식 가능하고 
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Fig. 1. Neighbor-joining tree based on 16S rDNA gene sequences, showing relationships between DK25 and the strains having 
high homogeny with the selected bacteria. Bar, 0.005 nucleotide substitutions per position.

10-45°C와 pH 4.0-10.0  염 농도 0-10% 범 에서도 성장 

가능하 으나, 20%의 식염 존재 하에서는 증식이 불가능하

다. 게다가 API kit를 이용한 당 분해능을 조사한 결과, 

L-arabinose, ribose, D-xylose, β-methyl-xyloside, galactose, 

D-glucose, D-fructose, mannitol, α-methyl-D-glucoside, N-acetyl 

glucosamine, maltose  melibiose 등의 당을 발효할 수 있었

던 반면, 그 외에 D-arabinose, D-mannose, rhamnose, inositol, 

sorbitol, amygdaline, esculine, cellobiose, saccharose  

inuline 등의 당은 분해할 수 없었다. 이와 같은 당분해능 결

과 DK25 균주는 L. brevis와 99.9% 일치하 고 이때 T-index

는 0.62로 나타났다. 한편, DK25의 16S rDNA 염기서열 분석 

결과는 Fig. 1과 같다. Neighbor-joining tree에 의해 계통도를 

작성하여 유  유사성을 확인했을 때 L. brevis ATCC 

14687
T와 98.7% 상동성을 나타내었다.

Ha 등(14)의 보고에 따르면, 김치로부터 분리한 L. brevis 

DU0241과 0242 균주의 배양학  특성 결과, L. brevis DK25 

균주와는 달리 esculine 분해능이 있었으며 45°C에서는 증식

이 불가능 하 지만, 그 외의 효소 생성능, 가수분해능  증

식 가능한 온도, pH, 염농도 범  등은 거의 유사한 것으로 

나타났다. 한 Kang과 Kim (18)도 동치미로부터 분리된 
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Table 2. Antimicrobial spectrum of the bacteriocin produced by strain L. brevis DK25 against some strains

Indicator strains Incubation temperature (°C) Medium Bacteriocin activity (AU/ml)

B. subtilis ATCC 35421 37 BHI ND

L. monocytogenes KCTC 3569 37 BHI 1,280

S. aureus ATCC 6538 37 BHI ND

E. aerogenes ATCC 13480 37 BHI ND

S. enteritidis ATCC 13076 37 BHI ND

E. faecalis KCTC 3206 37 MRS 320

L. brevis KCTC 3102 37 MRS ND

L. plantarum KCTC 1048 37 MRS ND

V. vulnificus KCTC 2982 37 MA ND

BHI, Brain Heart Infusion agar; MRS, Lactobacilli MRS agar; MA, Marine agar.
Bacteriocin activity was estimated by agar well diffusion method.
ND; not detected.

DF01 균주를 API 50 CHL kit에 의한 당 분해능을 조사한 결

과 99.4%의 상동성을 나타낸 L. brevis DF01로 확인하 고, 

16S rRNA 염기서열 분석으로 동정하여 보고한 바 있다. L. 

brevis는 김치 후발효에 여하는 hetero형 유산균으로써 체내 

산이나 담즙산에도 생존율이 높고 장  상피세포에 부착하

여 장 기능을 향상시키며 면역기능 증진에도 도움을 주는 것

으로 알려져 있고, 한 항균물질 생산에 의하여 B. cereus와 

같은 식 독균이나 진균독(mycotoxin)을 생성하는 곰팡이에 

한 항균효과도 보고되고 있으며, vancomycin과 같은 항생

제에 한 항성도 높은 것으로 확인되어 probiotic strain 

(생균제)로서의 이용 가능성이 높다고 보고되고 있다(22, 34, 

40).

박테리오신 활성 및 항균 스펙트럼

L. brevis DK25 균주의 배양 상등액으로부터 제조한 박테

리오신 용액의 항균활성과 항균 스펙트럼을 agar well 

diffusion method에 따라 측정한 결과는 Table 2와 같다. L. 

brevis DK25가 생산한 박테리오신의 항균활성은 B. subtilis, 

S. aureus, E. aerogenes, L. plantarum, L. brevis, S. enteritidis 

 V. vunificus에 해서는  나타나지 않은 반면, E. 

faecalis에 한 항균 활성은 320 AU/ml로 나타났고, L. 

monocytogenes KCTC 3569에 해서는 이 보다 더 높은 항

균활성(1,280 AU/ml)을 나타내었다. 따라서 L. brevis DK25

의 박테리오신은 일부 특정한 균에 해서만 항균 효과를 보

여 항균 스펙트럼은 비교  좁은 범 로 나타났다.

Kang과 Kim (18)이 보고한 L. brevis DF01의 박테리오신

은 L. curvatus KFRI 166, P. acidilactici IFO 3884, Pseudo-

monas aeruginosa ATCC 27853, S. enteritidis KCCM 

12021, S. typhimurium KCTC 1925, Shigella flexneri ATCC 

12022  S. mutans ATCC 25175 등 그람양성균 뿐만 아니

라 그람음성균에 해 범 한 항균 스펙트럼을 나타내어 본 

결과와는 다소 차이가 있었다. 하지만 Ha 등(14)이 보고한 L. 

brevis DU0241과 0242의 박테리오신은 Lactobacillus spp., 

Enterococcus spp., Pediococcus spp.  Leuconostoc spp. 등

의 유산균에 해서만 항균 효과를 나타내었다.

박테리오신의 항균 스펙트럼은 균종에 따라 큰 차이가 있

는데 표 인 박테리오신인 nisin은 staphylococci, strepto-

cocci, bacilli, clostridia  mycobacteria 등에 항균효과를 나

타내고, pedocin AcH도 많은 그람양성균에 해 넓은 범 의 

항균력을 나타내었으나, lactococcin A는 L. lactis 등 일부 세

균에만 작용하는 것으로 알려져 있다(15). 한 항진균 활성을 

가지는 L. lactis subsp. lactis 의 박테리오신도 보고되고 있으

며, 이들 유산균은 세포에 곰팡이의 독소를 부착시켜 aflatoxin

의 활성을 억제시키는 효과도 알려져 있다(36). 박테리오신 생

산균들은 박테리오신에 한 특이  면역 단백질(Lan I) 덕분

으로 세포에 향을 받지 않는 것으로 알려져 있고, 일반 으

로 그람음성균은 그람양성균과는 달리 세포벽과 세포막의 구

조에 의해 박테리오신에 한 방어력이 커서 항성이 더 높

은 것으로 보고되고 있다(15).

L. brevis DK25가 생산한 박테리오신의 특성

L. brevis DK25가 생산한 박테리오신의 가열, pH  효소

에 한 안정성을 살펴본 결과는 Fig. 2와 같다. 박테리오신을 

100°C에서 30분간 가열 처리한 후 L. monocytogenes KCTC 

3569에 한 항균활성을 측정했을 때 조구와 같은 수 을 

유지하 으나, 121°C에서 15분간 가열한 경우에는 87.5%의 

활성이 감소되어 160 AU/ml의 값을 나타내었다. 한편, pH 

4-9의 범 에서도 활성에 변함에 없었으나, pH 10에서 L. 

brevis DK25의 박테리오신 활성은 반으로 감소되었다. 

한 amylase, pepsin  lipase 처리에 해서는 활성에 향을 

받지 않았으나, trypsin에 의해선 75% 감소되었고 protease 처

리에 의해서는 활성이 완 히 소실되었다. 따라서 L. brevis 

DK25의 박테리오신은 일반 인 가열 처리 공정이나 산성식

품 등 범 하게 이용될 수 있을 것으로 사료되며, 특히 

pepsin에 해선 안정하여 장을 통과하는 동안에도 향을 

받지 않고 소장에 도달하면 trypsin의 작용에 의해 분해되어 

체내에 잔류하지 않을 것으로 여겨진다. 한편, L. brevis 

DK25 균주가 생산한 박테리오신의 분자량을 측정한 결과 약 

9.4 kDa으로 확인되었다(Fig. 3). 

Batish 등(3)은 유산균이 생산한 박테리오신은 proteinase 



370  Sung-Mee Lim

pH

Control 100 30min℃ 121 15min℃ 4 5 6 7 8 9 10 amylase pepsin protease trypsin lipase

R
el

at
iv

e 
ba

ct
er

io
ci

n 
ac

tiv
ity

 (%
)

0

20

40

60

80

100

120

Heating Enzyme

Fig. 2. Stability of bacteriocin isolated from L. brevis DK25 against enzyme, heat, and pH conditions.

100°C 30min 21°C 15min

Fig. 3. Tris‐Tricine SDS‐PAGe of the partially purified 
bacteriocin from L. brevis DK25. Lanes: 1, molecular 
weight markers; 2, the bacteriocin of L. brevis DK25; 3, gel 
overlaid with a lawn of L. monocytogenes KCTC 3569.

처리에 의해 항균활성이 완 히 사라져 이는 단백질성 물질임

을 확인하 다. L. lactis JW3이 생산한 박테리오신은 protease 

I, protease IX, protease XII, α-chymotrypsin, β-chymo-

trypsin, trypsin  pepsin 등의 단백질 분해효소에 해선 

 향을 받지 않았으나, protease IV에 의해선 활성이 완

히 괴되었고 특이하게도 α-amylase에 의해서도 항균 활성이 

일부 소실되어 단백질과 일부 당으로 구성된 박테리오신임을 

확인하 다. 그리고 121°C에서 15분간 가열 처리에도 일부의 

활성이 유지되었는데 박테리오신의 열에 한 안정성은 크기

가 작은 구형 단백질의 형성, 강한 소수성 역의 존재, 안정

한 교차결합  높은 glycine 함유량에 기인하는 것으로 보고

되고 있다(17). 그리고 L. brevis DF01의 박테리오신은 α
-chymotrypsin, pronase E, proteinase K, trypsin 등에 의해 

활성을 잃었으나, pH 2-12의 범 와 121°C에서 15분간의 가

열 처리에도 활성은 그 로 유지하 다. 한 이 박테리오신

의 분자량 크기는 8.2 kDa으로 나타나 본 실험의 L. brevis 

DK25가 생산한 박테리오신과는 분자량의 크기와 물리화학  

처리에 한 안정성이 다소 다른 것으로 나타났다(18).

배양시간에 따른 L. brevis DK25가 생산한 항균물질  

MRS broth 배지 내에서 30시간 배양하는 동안 L. brevis 

DK25가 생산한 항균물질의 종류와 활성을 측정한 결과는 

Table 3과 같다. L. brevis DK25 균주의 배양액 pH는 시간이 

지남에 따라 감소된 반면 총 산도의 양은 비례 으로 증가하

여 배양 30시간 만에 1.07±0.08%를 나타내었는데 이는 유기

산 생성에 의한 것이다. 한편, 박테리오신의 활성도 수기에 

나타나기 시작하여 배양 시간이 지날수록 격하게 증가하여 

18-24시간 동안 최 의 활성을 나타내었다. 하지만 정지기 이

후에는 자가용해효소 작용에 의한 박테리오신의 분해로 인하

여 항균활성은 다시 격하게 하되었다. 그리고 L. brevis 

DK25 균주는 과산화수소를 생성하지 않는 것으로 확인되었

다(자료 미제시). 

Kang과 Kim (18)의 보고에 따르면, 동치미에서 분리한 L. 

brevis DF01은 MRS broth에서 37°C, 34시간 배양하는 동안 

기 균수 8×106 CFU/ml에서 2×109 CFU/ml로 증가하 고, 

pH는 6.29에서 4.30으로 감소하 으며, 박테리오신 활성은 

기 수 증식기 즉 배양 4시간째부터 생성되기 시작하여 수

증식기 후반에 최 의 활성(640 AU/ml)를 보 고 정지기 동
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Table 3. Change of pH and production pattern of the titratable acidity and bacteriocin by L. brevis DK25 during incubation 
in MRS broth at 37°C and effect of different antimicrobial substances on the viability of L. monocytogenes KCTC 3569 

Incu-
bation
Time 
(h)

pH
Titratable 

acidity 
(%)

Bacteriocin
activity 
(AU/ml)

Viable cell counts (Log CFU/ml) of L. monocytogenes KCTC 3569

Control
Co-incu-
bation1)

CFCS
2)

50 μl/ml

CFCS
100 
μl/ml

Bacteriocin
320 AU/ml

Bacteriocin
640 AU/ml

Potassium 
benzoate 
0.05%

Potassium 
benzoate 

0.1%

CFCS 50 
μl/ml+ 

Potassium 
benzoate  
0.05%

Bacteriocin 
320 

AU/ml+ 
Potassium 
benzoate 
0.05%

Bacteriocin 
640 

AU/ml+ 
Potassium 
benzoate 
0.05%

0
6.84±
0.04

ND3) ND
5.02±
0.31a

5.08±
0.29a

5.10±
0.33a

5.13±
0.58a

5.04±
0.46a

5.28±
0.35a

5.12±
0.25a

5.37±
0.19a

5.20±
0.24a

5.14±
0.30a

5.22±
0.11a

6
6.11±
0.05

0.09±
0.08

ND
6.13±
0.40

e
3.72±
0.33

a
5.76±
0.60

de
4.76±
0.41

bc
4.67±
0.26

bc
4.13±
0.80

ab
5.56±
0.37

cde
5.06±
0.66

bcd
4.64±
0.52

abc
4.20±
0.46

ab
3.80±
0.55

a

12
5.17±
0.05

0.51±
0.09

320
8.14±
0.27e

3.10±
0.56a

6.57±
0.55d

4.41±
0.37bc

4.35±
0.33bc

3.81±
0.27ab

6.32±
0.45d

4.75±
0.72bc

5.23±
0.67c

4.15±
0.58b

3.03±
0.43a

18
4.82±
0.03

0.68±
0.06

1,280
8.89±
0.63g

2.67±
0.48a

7.46±
0.71f

5.07±
0.29cde

4.09±
0.62bc

3.26±
0.61ab

6.98±
0.63f

5.22±
0.59de

5.72±
0.50e

4.28±
0.61bcd

2.84±
0.27a

24
4.38±
0.06

0.90±
0.10

1,280
9.35±
0.44

e
3.01±
0.66

ab
7.59±
0.66

d
5.78±
0.39

c
5.72±
0.51

c
3.57±
0.36

b
7.23±
0.58

d
5.67±
0.78

c
5.99±
0.46

c
4.86±
0.38

b
2.30±
0.61

a

30
3.99±
0.05

1.07±
0.08

640
9.11±
0.52e

3.80±
0.70b

8.03±
0.87e

6.24±
0.51d

5.89±
0.74cd

4.14±
0.44b

7.94±
0.77e

6.05±
0.60d

6.38±
0.70d

4.54±
0.56bc

2.58±
0.40a

Values are mean±standard deviation of triplicate determinations and means with the different letters in the same row are significantly different (p<0.05) as 
determined by Duncan’s multiple range test.
1)

 After co-incubation with L. brevis DK25 (1.0×10
5
 CFU/ml) and L. monocytogenes KCTC 3569 (1.0×10

5
 CFU/ml) at 37°C in BHI broth, viable cell counts of 

L. monocytogenes KCTC 3569 was estimated in Oxford medium by standard pour plate method.
2)

 CFCS; Cell-free culture supernatant.
3)

 ND; Not detected.

안 일정한 박테리오신 활성을 계속 유지하 다고 하여 L. 

brevis DK25의 배양액 특성과 박테리오신 활성에 다소 차이

가 있음을 알 수 있었다. 하지만 L. mesenteroides KCCM 

11324에 한 항균 효과를 나타내는 L. lactis JW3이 생산한 

박테리오신은 정지기 기에 최 의 활성에 도달한 후 정지기 

후반 이후에는 활성이 격하게 감소되었다 하여 본 결과와 

유사하 으며, 이는 세포외 단백질 분해효소 등 해제의 작

용에 의해 분해되거나, 세포 표면에 박테리오신을 흡착시키거

나 혹은 기타 세포외 사산물과 복합체를 형성함으로서 불활

성화 되는 것으로 보고되었다(17).

유산균은 유기산, diacetyl, acetoin, 과산화수소  박테리

오신 등 매우 다양한 항균물질을 생산하는 것으로 알려져 있

다. 유기산은 표 인 유산균의 사산물로서 pH를 감소시켜 

많은 미생물의 증식을 억제하는데 비해리된 산은 소수성으로 

세포막 내로 확산되어 세포 내부를 분리시키고 H+이온을 증

가시켜 세포막을 산성화시킬 뿐만 아니라 기 화학  양성자 

구배를 붕괴시켜 세포를 죽게 만든다. 특히, 이상발효형 젖산

균이 생산하는 acetic acid나 propionic acid는 pKa가 높아서 

비해리성 산의 비율이 더 높은 것으로 알려져 있다(36). L. 

lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis가 생산한 유기산에 

의해 S. aureus의 균수는 99% 이상 감소되었다(9). 한편 유산

균들은 flavoprotein oxidase를 가지고 있어서 산소 존재하에

서 과산화수소를 생산하는데 부분의 유산균들은 catalase를 

생산하지 않으므로 과산화수소가 분해되지 않고 축 됨으로서 

다른 세포들에게 강력한 산화작용을 유발하고 세포 단백질의 

분자  구조를 괴시켜 항균효과를 발휘한다(8). Nisin, 

subtilin, epidermin, gallidermin  SA-FE22와 같은 lantibiotic 

박테리오신은 에 지를 변환하는 세포막에 주로 작용하여 생

합성 과정을 수행하는데 필요한 에 지를 고갈시키고, DNA, 

RNA, 단백질  다당류의 생합성을 지하거나, 세포막에 구

멍을 뚫어 ATP를 유출시켜 세포를 사멸시킨다(35). 한편, 

lanthionine을 함유하지 않는 박테리오신인 pediocin PA-1이

나 lactacin F는 세포막의 침투력을 증가시켜 세포 내로 분

자 화합물을 유입시키고 아미노산, K
+
이나 ο-nitrophenol와 같

은 UV 흡수 물질들을 유출시키며 양성자구동력(proton motive 

force, PMF)을 소멸시켜 결국 세포를 죽게 만든다(15). 

L. brevis DK25의 박테리오신과 안식향산칼륨 처리에 의

한 항균 효과

L. monocytogenes KCTC 3569와 L. brevis DK25를 BHI 

broth에 종하여 37°C에서 30시간 동안 혼합 배양하는 과정 

 L. monocytogenes의 균수 변화를 찰하 고, 아울러 L. 

brevis DK25의 배양 상등액(50과 100 μl/ml)과 박테리오신 

용액(320과 640 AU/ml), 안식향산칼륨 용액(0.05와 0.1%)의 

단독  이들의 혼합 처리에 의한 L. monocytogenes KCTC 

3569의 항균효과를 살펴본 결과는 Table 3과 같다. L. brevis 

DK25와 혼합 배양할 때 L. monocytogenes KCTC 3569의 

기 균수는 진 으로 감소하여 24시간 후 기균수에 비해 

약 2 log cycle 정도 감소되었는데 이는 배양과정 동안 생성

된 유기산과 박테리오신의 향인 것으로 추정된다. 한 L. 

brevis DK25의 배양 상등액 50 μl/ml 처리 시 L. monocytogenes 

KCTC 3569의 기 균수는 유도기가 조구에 비해 다소 연

장 되었으나, 그 이후에는 서서히 증가되기 시작하 고, 배양 

상등액 100 μl/ml 처리한 경우 12시간까지는 기 균수가 감

소된 반면 이후에는 조 씩 증가되었다. 게다가 L. brevis 

DK25가 생산한 박테리오신 320 AU/ml 처리시에는 배양 18

시간 만에 기 균수가 약 1 log cycle 감소되었고, 640 AU/ml 

처리시에는 약 2 log cycle 정도의 감소되었는데 320 AU/ml 
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Table 4. Effect of L. brevis DK25 bacteriocin combined with potassium benzoate on the viability of L. monocytogenes KCTC 
3569 in a manufactured mayonnaise stored at 4°C or 25°C

Storage 
time 

(days)

Viable cell counts (Log CFU/ml) of L. monocytogenes KCTC 3569

4°C 25°C

Control 
Potassium 
benzoate 
0.05%

Bacteriocin 
320 AU/ml

Bacteriocin 
320 AU/ml+ 

Potassium 
benzoate
0.05%

Control
Potassium 
benzoate 
0.05%

Bacteriocin 
320 AU/ml

Bacteriocin 
320 AU/ml+ 

Potassium 
benzoate
0.05%

0 5.17±0.11a 5.21±0.28a 5.02±0.30a 5.30±0.40a 5.33±0.35a 5.16±0.35a 5.05±0.10a 4.99±0.25a

2 5.36±0.25b 4.27±0.55a 4.59±0.22a 4.03±0.47a 7.74±0.62a 6.05±0.48b 5.81±0.56b 5.69±0.41b

4 5.72±0.41b 4.51±0.45a 4.22±0.58a 4.26±0.51a 8.55±0.45c 6.62±0.40ab 7.04±0.73b 6.03±0.52a

6 5.97±0.56b 4.78±0.36a 4.34±0.41a 3.99±0.74a 8.62±0.51b 6.99±0.50a 7.13±0.61a 6.82±0.42a

8 6.05±0.49c 5.17±0.51b 4.82±0.39ab 4.22±0.60a 8.99±0.52c 7.24±0.63ab 8.02±0.84b 6.50±0.71a

10 6.28±0.64c 5.23±0.82b 5.11±0.66ab 4.45±0.53a 9.29±0.20c 7.71±0.56b 8.11±0.92bc 6.34±0.30a

Values are mean±standard deviation of triplicate determinations and means with the different letters in the same row are significantly different (p<0.05) as 
determined by Duncan’s multiple range test.

첨가했을 때 보다는 균 증식 억제효과가 크게 나타나 박테리

오신의 항균 활성은 농도의존 인 것을 확인하 다. 그리고 

배양 상등액 50 μl/ml와 안식향산칼륨 용액(0.05%)을 혼합 처

리한 경우에는 배양 기에 균수가 뚜렷하게 감소되었고, 박

테리오신 320 AU/ml와 안식향산칼륨 용액 0.05%를 혼합 처

리한 경우에는 12시간 만에 기 균수가 약 1 log cycle 감소

되었고, 이후에도 균수는 크게 증가하지 않았다. 박테리오신 

640 AU/ml와 안식향산칼륨 용액 0.05%를 혼합했을 때에는 

배양 기부터 격하게 균수가 감소하여 24시간 후에는 기 

균수로부터 약 3 log cycle 정도의 균수가 감소되어 다른 처

리구 보다 유의하게 높은 항균 효과가 나타났다. 한편 각 배양 

시간별 항균 물질의 종류에 따른 항균 효과를 비교해 볼 때, 

배양 24시간 후 모든 항균 물질 처리구는 조구에 비해 항균 

효과가 유의 으로 높았으며 (p<0.05), 그 에서 특히 박테리

오신 640 AU/ml와 안식향산칼륨 0.05%를 혼합 처리했을 때 

가장 항균 효과가 높게 나타났고, 그 다음으로는 박테리오신 

640 AU/ml의 단독 처리  박테리오신 320 AU/ml와 안식향

산칼륨 0.05%의 혼합 처리 순으로 나타났다. Garcia 등(10)에 

따르면 E. faecalis EJ97이 생산한 enterocin EJ97은 안식향산

나트륨(0.2%)과의 혼합 처리에 의해 상승효과가  나타나

지 않았다고 하여 본 연구 결과와 다소 차이를 보 다.

L. brevis DK25의 박테리오신과 안식향산칼륨 처리가 마

요네즈의 저장기간에 미치는 영향

샐러드 드 싱은 표 인 식 독 주요 원인식품으로 L. 

monocytogenes를 비롯한 S. enteritidis, S. aureus  enterohe-

morrhagic Escherichia coli 등의 병원성 식 독균이 자주 검

출되고 이로 인해 많은 환자가 발생하고 있다(38). 직  제조

한 마요네즈에 L. brevis DK25가 생산한 박테리오신과 안식

향산칼륨의 단독과 혼합처리에 의한 L. monocytogenes KCTC 

3569의 증식에 미치는 향을 살펴본 결과는 Table 4와 같다. 

L. monocytogenes KCTC 3569를 제조한 마요네즈에 종 후 

4°C에 장한 조구의 경우 10일 후에는 기 균수 보다 약 

1 log cycle 이상 증가되었다. 여기에 박테리오신 320 AU/ml

와 안식향산칼륨 용액 0.05%를 각각 단독으로 처리한 경우 

2-4일까지는 감소 경향을 보이다가 다시 서서히 증가하 다. 

하지만 이들을 혼합 처리한 경우에 10일 후 기 균수보다 약 

1 log cycle 은 균수를 나타내었는데 이는 조구나 안식향

산칼륨 단독 처리구 보다 유의 으로 낮은 수 이었다(p<0.05). 

한편, 25°C에 장한 경우 조구의 균수 증가율은 4°C 보다 

훨씬 높아 장 4일째에는 기 균수로부터 약 3 log cycle 

이상 증가되었다. 박테리오신과 안식향산칼륨 용액을 각각 단

독으로 처리한 경우에는 장하는 동안 조구에 비해 유의

으로 낮은 균수를 유지하 으나(p<0.05), 장 10일째에는 박

테리오신 용액만을 처리했을 때 조구와 유의 인 차이가 없

을 정도로 균수가 높게 나타났고 안식향산칼륨 단독처리구 보

다 균수는 더 높게 검출되었다. 하지만 박테리오신과 안식향

산칼륨 용액을 혼합 처리했을 때에는 이들을 단독으로 처리한 

경우보다 유의하게 낮은 균수를 유지할 수 있었다(p<0.05). 

Jung 등(16)에 따르면, 식품 내에 존재하는 지방은 nisin의 균

일한 분포를 방해하여 항균 활성이 낮아진다고 보고한 바 있

어 본 결과에서도 액체배지에서 보다 마요네즈 내에서 박테리

오신의 항균 활성이 안식향산칼륨 용액에 비해 다소 낮게 나

타났는데 이는 마요네즈에 함유된 지방의 향인 것으로 추정

된다.

Nielsen 등(26)은 신선육에 존재하는 L. monocytogene의 

해를 해 P. acidilactici에 의해 생산된 박테리오신이 효과

이라고 보고하 고, Park 등(32)도 갈은 쇠고기에 있는 L. 

monocytogenes에 한 lacticin NK24의 항균 작용을 보고한 

바 있다. Neetoo 등(25)에 의하면 훈연 연어를 4°C에 장할 

때 nisin 0.00125%와 potassium sorbate 0.15% 혹은 sodium 

diacetate 0.125%를 혼합 처리한 경우 2주 동안 조구보다 

유의하게 낮은 균수를 유지하 다. 한 nitrite, pentasodium 

tripolyphosphate, sodium benzoate 혹은 potassium sorbate와 

E. faecalis가 생산한 enterocin AS-48의 혼합 처리는 항리스

테리아 효과를 크게 향상시켰다고 하 다(1).
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식품 유해균에 해 한가지 제어 방법만을 처리한 경우 그 

농도가 치사량에 도달하지 못했거나 세포가 포자를 형성하여 

항성이 높은 상태라면 균들이 생존할 가능성이 매우 높아지

게 되며, 만약 세포의 일부가 손상되었다고 하더라도 미생물 

세포는 면역력을 활성화시키고 응 메커니즘을 발달시켜 손

상된 부분을 복구하고 항균물질에 한 항성을 더욱 높이게 

된다. 하지만 다수의 제어 방법들을 계속해서 처리하게 되면 

세포의 손상 강도는 높아지게 되고 세포는 복구를 해 더 많

은 에 지를 소모하고 결국 한계를 이르러 사멸할 수 밖에 없

게 된다. 게다가 다수의 항균 요소들에 의한 상승효과로 인해 

각각의 항균 물질 소요량도 감소시킬 수 있으므로 hurdle 

technology 방법은 식품 제조 가공 공정  보 과정  리 

이용될 수 있다. 박테리오신과 함께 hurdle technology에 용 

가능한 방법으로는 무기염, 킬 이트, 유기산, 지방산 분해물, 

페놀화합물, 라이소자임  락토페린 등의 항균물질과 혼용하

거나 물리 인 방법으로는 pH, 온도, 수분활성도, 산화환원

 조 과 가스치환  방사선 조사 등의 허들들을 조합하여 

용할 수 있다. 한 화학 합성품과 병용 처리함으로써 돌연

변이, 발암 등의 유발 험이 높은 이들 합성품의 사용량을 감

소시킬 수 있을 것이다(11). 효과 으로 L. monocytogenes를 

제어할 수 있다고 보고되는 허들로는 enterocin EJ97과 nitrite 

(10), nisin과 lactate (6), nisin과 sorbate (2), nisin과 lactopero-

xidase system (41) 등의 처리 방법들이 알려져 있다.

박테리오신을 식품보존제로 이용할 경우, 식품의 장기간 

연장을 비롯하여 하지 않은 장 조건에 보 된 식품의 

품질 보호, 식 독 사고 험성 감소, 교차오염 방지, 식품이 

부패와 변패되어 폐기할 때 발생되는 경제  손실 방지, 화학 

합성품 사용량 감소, 비가열 처리로 인한 비타민과 같은 양

성분 괴 감소  향미 유지, 새로운 장 기술 용으로 인

한 매 효과를 얻을 수 있을 뿐만 아니라 독성이 낮은 천연 

보존제로서 소비자들의 만족도 제고 등의 유리한 잇 이 있으

므로 향후 박테리오신의 용 가능성은 매우 확 될 것으로 

망된다(37).

하지만 박테리오신을 식품보존제로 용하기 해선 GRAS 

(generally recognized as safe)에 등재될 수 있을 만큼 독성이 

 없어야 하고 L. monocytogenes, Clostridium botulinum 

 그 외 병원성균 등에 한 항균활성이 뛰어나야 할뿐만 아

니라 가열 처리에도 활성을 유지해야 하며 식품에 첨가할 때 

품질이나 향미  성분 변화를 래하지 않아야 하는 등의 조

건이 충족되어야 한다(29). 일반 으로 오랫동안 많은 사람들

이 섭취한 식품에서 유래된 유산균이 생산한 박테리오신의 경

우는 독성 유발 가능성이 은 것으로 알려져 있으며 L. 

brevis DK25는 동치미에서 분리되었으므로 인체에 미치는 유

해성은 을 것으로 사료된다. 한 L. brevis DK25의 박테리

오신은 산이나 열에 안정하 으므로 산성식품이나 가열처리 

식품에도 용 가능하며, L. brevis DK25 균주를 발효식품 스

타터로서 사용할 경우 발효과정  생성된 유기산이나 박테리

오신에 의한 항균활성 효과로 인하여 식품의 장기간 연장 

 식품의 변질을 억제할 수 있을 것으로 단된다. L. brevis 

DK25의 박테리오신과 안식향산칼륨을 복합 으로 사용할 경

우 합성보존료의 사용량을 여 인체의 해 발생 험을 감

소시키고, 최소 가공식품을 선호하는 소비자들의 요구를 충족

시킬 수 있으며, 항균 활성에 한 상승효과를 얻을 수 있을 

것이다. 향후 식품보존제로서 박테리오신을 용하기 해선 

동물 독성시험을 통해 박테리오신의 안 성이 우선 입증되어

야 하며, 식품에 용하거나 가공  보존 과정  박테리오신

의 활성 유지 방법 모색, 박테리오신의 활성을 높일 수 있는 

배양 방법, 유 자 재조합 기술을 통한 박테리오신의 량 생

산 기술  박테리오신과 함께 용할 수 있는 다양한 허들들

을 개발하여 식품첨가물로서의 이용 가치를 향상시켜야 할 것

이다.

적요

동치미에서 분리된 Lactobacillus brevis DK25 균주는 생

화학  특성, 당 분해능  16S rDNA 염기서열 분석을 통해 

동정하 다. L. brevis DK25가 생산한 박테리오신의 항균활성

은 Enterococcus faecalis와 Listeria monocytogenes에 해서

만 나타나 항균 스펙트럼은 비교  좁은 것으로 확인되었다. 

배양과정 동안 L. brevis DK25의 박테리오신은 정지기 기

에 최 의 활성(1,280 AU/ml)을 나타내었으나, 그 이후에는 

격하게 감소되었으므로 박테리오신은 생산균이 증식하는 과

정 동안 생성됨을 알 수 있었다. 박테리오신의 활성은 protease 

처리에 의해 완 히 소실되었으나 pH 4-9의 범 에서는 활성

에 변함이 없었고, 100°C에서 30분간 가열처리에도 활성을 

유지하 으므로 열에 비교  안정하 다. 박테리오신의 L. 

monocytogenes KCTC 3569에 한 항균활성은 농도의존 으

로 나타났고 특히, 4°C와 25°C에 장하는 동안 마요네즈 내

에 존재하는 L. monocytogenes KCTC 3569의 증식을 억제하

기 해선 박테리오신과 안식향산칼륨 용액을 단독으로 처리

하는 것보다는 이들을 혼합하여 처리했을 때 유의 으로 더 

높은 항균 효과를 얻을 수 있었다. 따라서 L. brevis DK25가 

생산한 박테리오신은 안식향산칼륨과 함께 식품의 제조 공정 

 식 독균 제어를 해서 hurdle technology에 용될 수 

있다고 단된다.
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