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김치의 저장성 향상을 위한 항균활성 우수 유산균 선발 
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ABSTRACT A survey was conducted on the isolation of lactic acid bacteria with antibacterial activity to extend 
kimchi shelf-life. Antibacterial activity was tested against bacteria associated with acidification of kimchi, including 
Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus, and Lactobacillus sakei, using agar-well diffusion assay. Two isolates 
from kimchi were identified as Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactobacillus brevis by 16S rRNA gene sequence 
analysis and API 50 CHL assay, and they showed antibacterial effects against indicator strains. The isolates displayed 
acid tolerance at pH 3.5, salt tolerance in 5% NaCl, and growth at 4°C. These result imply that the selected strains 
might be used to extend kimchi shelf-life as a potential starter.
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서   론

김치는 절인 배추나 무, 오이 등의 주원료에 각종 양념을 

혼합하여 일정기간 발효, 숙성시킨 한국의 중요한 전통 발효

식품으로 우리의 식생활에서 가장 큰 비중을 차지하는 부식

이다. 김치는 여러 가지 채소류를 이용하여 제조되는데 이러

한 채소류에는 토양, 공기, 물 등으로부터 유래된 세균, 곰팡

이, 효모 등의 여러 미생물들이 부착되어 있다. 이들 미생물

들은 절임, 세척 등의 공정을 거치면서 일부는 제거되지만 

내염성 유산균이 다수 잔존하여 김치발효에 주도적으로 관

여하게 된다.

김치 발효단계에 따른 유산균 군집의 변화는 김치 품질을 

결정하는 중요한 인자가 된다. Leuconostoc mesenter-

oides 등과 같은 hetero 발효형 유산균의 증식은 김치의 

관능적 특성을 향상시켜 주지만 적숙기 이후 homo 발효형 

유산균의 증식은 김치의 품질을 저하시키는 것으로 알려져 

있다(1-4).

최근 들어 상품김치의 소비가 점차 늘어나고 있으나 김치

의 상품화에 있어 품질 균일화나 품질유지기한 연장 문제는 

여전히 해결해야 할 문제로 남아 있다. 품질 균일화를 위해

서는 품종, 절임 방법, 양념 혼합, 숙성 방법 및 미생물 발효 

패턴 조절 등 많은 변수가 조절되어야 한다. 이 중 제조 공정 

관리 부분은 현재까지 축적된 산업화 노하우와 연구 데이터

가 있기에 산업현장에서 어느 정도의 품질관리가 가능하지

만, 미생물 발효패턴 조절 기술은 아직 산업현장에서 현실화

된 것이 미비한 실정이다. 또한 김치는 살균공정 없이 유통

되기 때문에 유통과정에서도 발효가 진행되는 특성을 가지

고 있어 김치의 산도가 계속 증가하여 김치의 상품성이 저하

되는 문제점을 안고 있다. 김치의 저장성을 연장하고자 물리

적(5,6), 화학적 처리(7,8)를 이용한 김치발효 제어와 함께 

종균(starter)을 이용하여 김치발효를 제어하려는 연구가 

다수 진행되었다(9-12). Bacteriocin을 생성하는 Leuco-

nostoc citreum GJ7을 김치제조에 적용한 결과 발효기간 

동안 지속적인 우점을 차지함으로써 우수한 관능적 특성과 

가식기간의 연장 효과가 있었다고 보고하였으나 저장온도

가 상품김치의 유통온도와 다소 상이하였다(11). 또한 
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Lactobacillus plantarum의 생육 억제를 목적으로 한 기존 

연구와는 달리 발효 후기에 우점하는 Lactobacillus sakei

의 생육을 저해하는 Leuconostoc 및 Weissella 속 균주의 

선발을 시도한 연구도 있었다(12). 그러나 Lb. plantarum, 

Lb. sakei 두 균주 모두에 대해 생육억제능을 나타낸 보고는 

없었다. 본 연구에서는 기존 종균 관련 연구 결과들을 고려

하여 김치의 저장성을 증가시키기 위한 일환으로 김치발효

과정 중 과도한 산생성에 관여하는 균주를 지시균(indicator 

strain)으로 선정하고 지시균의 성장을 억제할 수 있는 항균

활성을 지닌 균주를 적숙기 김치로부터 선발한 다음, 이들 

균주 중 김치 환경의 특수성을 고려한 pH, 염도, 저온의 조

건에서 잘 생육할 수 있는 균주를 최종적으로 선발하여 김치 

종균으로 이용하고자 하였다. 

재료 및 방법

김치로부터 배양액의 pH가 낮은 유산균의 분리

김치의 pH를 과도하게 저하시켜 김치의 품질을 손상시키

는 균주를 분리하고자 20°C와 4°C에서 각각 4일, 3개월간 

발효시킨 발효 후기단계의 김치 및 묵은지 시료로부터 유산

균을 분리하였다. 거즈를 이용하여 김치국물에 있는 고형분

을 제거하고 순차적으로 희석한 뒤 MRS(Lactobacilli MRS 

agar, BD Difco, Sparks, MD, USA)에 0.2% BPB(bromo-

phenol blue) 지시약 1%를 넣어 제조한 MRS-BPB 배지에 

도말하여 30°C에서 48시간 동안 BD GasPak™ EZ(BD 

Difco)를 사용하여 혐기적 조건으로 배양한 다음 colony를 

분리하였다. 분리된 유산균은 MRS broth에 순수배양한 후

(30°C, 24시간) 이들의 pH를 측정하여 다른 균들보다 상대

적으로 배양액의 pH가 낮았던 균주를 김치의 과숙에 관여하

는 균주로 간주하여 지시균으로 실험에 사용하였다. 그리고 

김치발효 후기의 우점종으로 알려진 Lb. sakei CK0153과 

Lb. sakei CK0154도 경기대로부터 분양받아 지시균에 포

함시켜 실험에 사용하였다.

김치로부터 배양액의 pH가 높은 유산균의 분리 

김치 종균으로 사용했을 때 김치의 적숙상태를 오랫동안 

유지시키기 위한 일환으로 배양액의 pH가 높고 항균활성이 

높은 균주를 선발하고자 적숙기 김치로부터 유산균들을 분

리하였다. 김치유산균의 분리방법은 상기 배양액의 pH가 낮

은 유산균의 분리방법과 동일한 방법으로 수행하였다. 분리

된 유산균은 MRS broth에 순수배양한 후(30°C, 24시간) 

배양액의 pH가 높은 균주들을 분리하고 이들의 항균활성 

특성을 분석하였다. 

항균활성 시험

항균활성 시험은 agar-well diffusion assay 방법(13)을 

사용하여 김치 과숙 관련 지시균주에 대해서 분리균주들의 

생육저해활성을 확인하였다. 실험에 사용한 균주들은 MRS 

broth에 접종한 후 30°C에서 18시간 동안 전배양한 후, 

MRS 액체배지에 전배양액 1%를 접종하여 30°C에서 18시

간 동안 배양한 후 사용하였다. 분리균주의 항균활성을 측정

하기 위해 MRS 고체배지에 지시균 배양액 100 μL를 0.7% 

(v/v) soft agar에 접종하여 중층한 후 구멍을 뚫어 well을 

준비하였다. 분리균주 배양액은 0.45 μm membrane fil-

ter(Sartorius, Frankfurt, Germany)로 제균한 뒤 100 μL

를 준비된 well에 가하였다. 30°C에서 2일간 배양하여 생육

저지환의 생성을 확인하였으며 항균활성의 정도는 배양 후 

생성된 clear zone의 크기를 측정하여 나타내었다.  

Genomic DNA 추출, 16S rDNA 염기서열 분석 및 API 

kit를 이용한 균주의 동정

항균활성이 우수하여 선발된 균주는 MRS broth에 배양

시킨 후 genomic DNA extraction kit(iNtRON Biotech-

nology, Daejeon, Korea)를 사용하여 DNA를 추출하였다. 

추출된 DNA는 1% agarose gel을 이용하여 확인하였다. 

16S rRNA gene을 증폭하기 위하여 추출된 genomic 

DNA를 template로 하여 27F(5'-AGAGTTTGATCCTG-

GCTCAG-3', forward), 1492R(5'-GGCTACCTTGTT-

ACGACTT-3', reverse) primer를 이용하여 PCR을 진행

하였다(14). PCR 조건은 95°C에서 1분간 denaturation, 

45°C에서 1분간 annealing, 72°C에서 1분 30초간 ex-

tension으로 30 cycle을 수행하였다. 얻어진 PCR product

는 sequencing을 위하여 purification kit(iNtRON Bio-

technology, Daejeon, Korea)를 이용하여 정제하였다. 

DNA 염기서열은 ABI PRISM 3700 DNA analyzer(Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 염기서열

을 결정하였으며, 이것을 National Center for Biotechnol-

ogy Information(NCBI)의 Basic Local Alignment Search 

Tool(BLAST)를 이용하여 분리균주를 동정하였다. 또한, 

이들 균주의 생화학적 특성을 알아보고자 API 시스템(API 

system, bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France)을 

이용하여 분석하였다. 우선 균체를 McFarland 표준 용액 

No.2(McFarland Standard Solution No.2)의 농도로 균질

화시킨 후, API 50 CHL kit에 상기 배양액을 넣고 30°C에서 

48시간 동안 배양시켜 49종의 탄수화물 발효패턴을 확인하

였다. 

내산성, 내염성, 저온생육 가능성 시험

항균활성 우수균주의 김치 환경 내 적응 가능성을 알아보

고자 내산성, 내염성, 저온생육 가능성을 측정하였다. 내산

성 시험은 pH를 3, 3.5, 4로 조절한 MRS배지에 전배양한 

균주를 배양액의 1% 농도로 접종하여 30°C에서 24시간 배

양한 후 생균수를 측정하였다(15). 내염성 실험은 MRS 액

체배지에 1%, 3%, 5%의 NaCl을 첨가한 후 전배양한 균주 

배양액을 1% 접종하여 30°C에서 24시간 배양한 후 NaCl을 

첨가하지 않은 대조군의 생균수와 비교하여 생존율을 계산
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                A                  B                 A                B                 A

Fig. 1. Antibacterial activity of Lactococcus lactis subsp. lactis WK11 (A) and Lactobacillus brevis WK12 (B) against indicators 
by agar-well diffusion assay. Indicator strains: (1), Lb. plantarum A-1; (2), P. pentosaceus A-2; (3), Lb. sakei 0154.

Table 1. Antimicrobial activity of isolates from kimchi 

Isolates　
Indicator strains 

Lb. 
plantarum

A-1

P. 
pentosaceus

A-2

P. 
pentosaceus

A-5

Lb. 
plantarum

A-6

P. 
pentosaceus

B-11

Lb. 
plantarum

20-10

Lb. sakei 
0153

Lb. sakei 
0154

Lc. lactis
WK11  ++1) ++ + + + + + ++

Lb. brevis
WK12 ++ ++ + + + + + +

Activity was expressed as the diameter of inhibition zone against each indicator strain.
1)Degree clarity of clear zone by growth inhibition: ++, strong inhibition; +, weak inhibition. 

하였다. 저온생육 가능성은 선발한 균주를 MRS 액체배지에 

접종하여 4°C에서 배양하며 1일 간격으로 600 nm에서 흡

광도를 측정하며 저온 생육성을 살펴보았다. 

결과 및 고찰 

김치로부터 배양액의 pH가 낮은 유산균의 선발 

발효 후기단계의 김치 및 묵은지에서 분리한 유산균들 중

에서 배양액의 pH가 낮은 균주를 분리하고자 MRS-BPB 

고체배지를 이용하여 100여개의 균주를 분리한 다음, 이들 

균주를 MRS broth에 순수배양한 후 pH를 측정하여 다른 

균들보다 상대적으로 배양액의 pH가 낮았던 6균주(pH 

3.7~3.9)를 김치의 과숙에 관여하는 균주로 간주하여 지시

균(indicator strain)으로 선발하였다. 이들 균주들은 16S 

rDNA 분석을 통해서 동정한 결과 Lb. plantarum 20-10, 

Lb. plantarum A-1, Pediococcus pentosaceus A-2, P. 

pentosaceus A-5, Lb. plantarum A-6, P. pentosaceus 

B-11로 각각 동정이 되었다. 김치 발효 후기에 검출되는 

Lactobacillus 속 중에서 많은 수가 Lb. plantarum으로 동

정되어 homo 발효형 유산균인 Lb. plantarum은 산패균으

로 인식되고 있다(11). 본 연구에서 분리･동정된 P. pento-

saceus 균들의 경우 배양액의 pH는 3.9~4.0 정도를 나타내

어 pH 3.7∼3.8을 나타내었던 Lb. plantarum 균주들보다는 

다소 높았지만 저온에서 발효시킨 김치 적숙기의 pH가  

4.2~4.5인 점을 감안하다면 homo 발효형 유산균인 이들 

P. pentosaceus 균들도 김치를 과도하게 시어지게 하는데 

어느 정도 기여를 할 것으로 생각되었다.

지시균주에 대한 생육억제능을 지닌 균주 선발 및 동정

적숙기 김치에서 분리한 유산균 중에서 배양액의 pH가 

상대적으로 높았던(pH 4.3 이상) 200여개의 균주들 중 지시

균 Lb. plantarum 20-10, Lb. plantarum A-1, P. pento-

saceus A-2, P. pentosaceus A-5, Lb. plantarum A-6, 

P. pentosaceus B-11, Lb. sakei CK0153, Lb. sakei 

CK0154에 대해서 항균활성을 조사한 결과 두 균주가 지시

균에 대해서 우수한 항균활성을 나타냄으로써 최종적으로 

선발하여 동정을 수행하였다(Fig. 1, Table 1). 지시균에 대

한 생육억제능이 우수했던 두 균주에 대해 16S rDNA 염기

서열 분석과 API kit를 이용하여 동정한 결과(Table 2), 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lb. brevis로 동정이 되

어 Lc. lactis WK11, Lb. brevis WK12로 각각 명명하였다. 

김치발효관련 미생물에 대한 연구가 16S rDNA 염기서열을 

이용한 계통발생학적 분류가 일반화되고 분자생물학적 방

법론을 적용한 배양 비의존적 김치 미생물 군집연구가 진행

됨에 따라 Leuconostoc 속뿐만 아니라 Lactobacillus 속 

유산균이 김치발효에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다(16). 또한 Lactococcus lactis subsp. lactis가 생성해내

는 nisin은 소규모의 아미노산으로 구성된 단백질 물질이며, 

높은 온도에서나 낮은 pH에서 세균을 억제하는 항균활성을 

보이고 인체에도 무해하기 때문에 식품보존제로서 활용되

고 있다(17,18). 이들 선발균주들은 Lb. plantarum, Lb. sa-

kei, P. pentosaceus 균주에 대해 생육억제능을 나타냄으로

써 기존에 보고된 김치종균들에 비해 우수한 것으로 판단되

었다. 
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Table 2. Characteristics of carbohydrates fermentation patterns of isolates

Carbohydrate
Lc.

lactis 
WK11

Lc. lactis 
(KCTC
3769)

Lb.
brevis
WK12

Lb. brevis
(KCCM 
40399)

Carbohydrate
Lc.

lactis 
WK11

Lc. lactis 
(KCTC
3769)

Lb.
brevis
WK12

Lb. brevis
(KCCM 
40399)

Control 
Glycerol 
Erythritol
D-Arabinose 
L-Arabinose 
Ribose 
D-Xylose 
L-Xylose 
Adonitol 
Methyl-β-xyloside 
D-Galactose 
D-Glucose 
D-Fructose 
D-Mannose 
L-Sorbose 
Rhamnose 
Dulcitol 
Inositol 
Mannitol 
Sorbitol
Ethyl-α-D-mannoside 
Methyl-α-D-glucoside 
N-Acetylglucosamine 
Amygdaline
Arbutine 

－
－
－
－
+
+
+
－
－
－
+
+
+
+
－
－
－
－
+
－
－
－
+
+
+

－
－
－
－
－
+
+
－
－
－
+
+
+
+
－
－
－
－
－
－
－
－
+
+
+

－
－
－
－
+
+
+
－
－
－
+
+
+
－
－
－
－
－
+
－
－
+
+
－
－

－
－
－
－
+
+
+
－
－
－
+
+
+
－
－
－
－
－
－
－
－
－
+
－
－

Esculine
Salicine
Cellobiose
Maltose 
Lactose
Melibiose
Saccharose 
Trehalose
Inulin
Melezitose 
D-Raffinose
Amidon
Glycogene
Xylitol
β-Gentiobiose 
D-Turanose
D-Lyxose 
D-Tagatose
D-Fucose 
L-Fucose 
D-Arabitol
L-Arabitol 
Gluconate 
2-Keto-gluconate
5-Keto-gluconate

+
+
+
+
+
－
+
+
－
－
－
+
－
－
+
－
－
－
－
－
－
－
+
－
－

+
+
+
+
+
－
－
+
－
－
－
+
－
－
+
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－

－
－
－
+
－
+
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
+
－
+

－
－
－
+
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－
+
－
－

+: positive reaction, －: negative reaction. 

항균활성 우수균주의 내산성, 내염성, 저온생육가능 특성 

분석 

본 연구에서 선발된 항균활성이 우수한 균주가 김치 종균

으로 사용되기 위해서는 김치발효 환경에 잘 적응해야 함으

로 이들 균주의 내산성, 내염성, 저온생육 가능성을 분석해 

보았다. 식품공전에 따르면 냉장보관 제품의 보존온도는 

0~10°C로 되어 있으며, 보통 상품김치의 유통온도는 10°C 

부근으로 알려져 있다. 또한 이 온도에서 발효가 완료된 김

치의 경우 pH가 4.0 부근에 도달하였으며, 염도는 일반적으

로 2.5~3%를 나타내었다(19). 분리 균주의 특성을 살펴본 

결과, 내산성의 경우 pH 3.5에서 Lc. lactis는 70.8%, Lb. 

brevis는 91.5%의 생존율을 나타내었다. 내염성의 경우 

3% NaCl에서 Lc. lactis는 108.5%, Lb. brevis는 103.1%

의 생존율을 나타내었다. 한편 저온생육성의 경우 Lc. lactis 

균주가 Lb. brevis에 비해 다소 느린 증식율을 나타내었지

만 두 균주 모두 증식능이 있는 것으로 판단되었다. 최종 

선발된 Lc. lactis, Lb. brevis 두 균주 모두 pH 3.5에서의 

내산성, 3% NaCl에서의 내염성, 4°C에서의 생육가능성을 

나타내었다. Lee와 Lee(12)는 김치종균이 갖추어야 할 조

건으로 김치발효 초기 및 적숙기의 우점종이어야 하며, 산생

성량이 적고 청량감을 부여하는 hetero 발효형 유산균, 내

산성 보유, 김치발효 후기에 우점하는 homo 발효형 Lacto-

bacillus 속 유산균에 대해 생육억제능을 지닌 균주가 적합

하다고 하였는데, 본 연구에서 선발된 항균활성 보유 균주들

이 위의 요건들을 일부 갖추고 있는 것으로 나타났다. 향후 

본 연구에서 선발된 균주에 대하여 생육저해활성 물질 및 

작용기작 구명, 타 균주와 혼합 배양 시 길항작용 여부, 안전

성 시험 등을 거쳐 김치 적용 실험을 진행할 예정이다.

요   약

김치는 살균공정 없이 유통되기 때문에 유통과정에서도 발

효가 진행되는 특성을 가지고 있어 김치의 산도가 계속 증가

하여 김치의 상품성이 저하되는 문제점을 안고 있다. 본 연

구에서는 김치발효과정 중 과도한 산생성에 관여하는 균주 

선발과 더불어 이들 균주의 성장을 억제할 수 있는 항균활성

을 지닌 균주를 김치로부터 선발하고자 하였다. 우선 김치과

숙 관련 균주를 선발한 결과 Lb. plantarum 20-10, Lb. 

plantarum A-1, P. pentosaceus A-2, P. pentosaceus 

A-5, Lb. plantarum A-6, P. pentosaceus B-11로 동정이 

되었다. 이들 균주를 억제할 수 있는 항균활성을 지닌 균주

를 적숙기 김치로부터 선발한 결과 Lc. lactis, Lb. brevis 

두 균주가 항균활성이 우수한 것으로 나타났다. 이들 균주의 

김치 종균으로서의 적용 가능성을 살펴본 결과 모든 균주가 

pH 3.5에서의 내산성, 3% NaCl에서의 내염성, 4°C에서의 

생육가능성을 나타내었다.
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