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산채류의 미생물 안전성 증진을 위한 가식성 항균 코팅 개발 및 적용
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Abstract The edible coating system, consisting of gelatin and bacteriophages, has been developed to enhance the micro-

bial safety of wild vegetables. Newly isolated Escherichia coli phage EP and Staphylococcus aureus phage SP were

loaded into the gelatin coating solutions. The phages remained significantly stable for up to 3 days, respectively, and

exhibited rapid antibacterial capacity within 2 h of coating application (p < 0.05). The developed coating was applied to

bracken and exhibited antibacterial efficacy against E. coli and S. aureus within 6 h (1.9-log CFU/mL and 1.5-log CFU/

mL). Furthermore, the coated bracken significantly prevented weight loss and maintained firmness for 10 days (p < 0.05).

Consequently, gelatin-based edible coatings containing phages have the potential as an antibacterial packaging strategy. 
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서 론

최근 몇 년 동안 풍부한 영양소와 각종 생리활성 물질을

포함하고 있는 신선 채소류의 소비가 증가하였다1). 식용 가

능한 산지 자생 식물을 통칭하는 산채류는 다양한 신선 채

소류들 중에서도 가장 활발하게 소비되고 있는 식품 중 하

나이다. 산채류는 미네랄과 식이섬유 등이 풍부하고 파이토

케미컬과 같은 다양한 기능성 물질이 풍부하다2). 특히 고

사리는 산채류 시장의 주요 신선 채소 중 하나이며 다양한

건강상의 이점을 가지고 있어 활발하게 유통이 이루어지고

있다3). 이렇듯 산채류의 장점으로 인해 소비와 생산이 증

가함에 따라 안전하고 신선한 유통망 구축을 위한 연구가

추가적으로 필요하다4). 지금까지 신선 농식품의 살균 처리

방법은 물리적, 화학적 기반 기술이 대부분이다. 하지만 이

런 방법은 신선 농산품의 경우 식품 품질저하로 인해 가열

등 물리적 살균처리가 권장되지 않으며, 소비자들의 부정적

인 인식으로 인해 화학적 살균처리 또한 산채류에 적용하

기 바람직하지 않다2,5). 이런 살균 방법은 식품 병원균을

효과적으로 제어하지 못하기 때문에 교차오염과 잔여 미생

물로 인한 식중독이 발생할 위험이 있다5). 대표적인 식중

독 균인 병원성 대장균 O157:H7과 황색포도상구균은 신선

식품에서 공정 및 유통 시 잔여 미생물과 교차 감염으로

인한 안전성 문제가 지속적으로 제기되고 있어 고사리와 같

은 산채류에서의 병원성 대장균 O157:H7과 황색포도상구

균의 항균 연구가 필요하다6,7). 또한 최근 환경문제에 대한

관심이 급격히 증가함에 따라 친환경적인 식품 미생물 방

제 연구가 필요한 것이 실정이다.

가식성 코팅은 효율적이고 친환경적이며 저렴한 비용으

로 미생물 오염을 감소시키고 미생물의 생장을 억제할 수

있어 혁신적인 식품 품질 향상 기술로 기대되고 있다8). 또

한 보관 및 유통 중 식품의 경도를 유지하고 수분의 손실

을 지연시킬 수 있어 물리적 특성 및 영양소를 유지할 수

있다. 더불어 가식성 코팅에 다양한 항균 물질을 첨가했을
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시 화학적 고정화(chemical immobilization)와 혼입(incor-

poration) 등으로 인해 식품에 직접 적용할 때보다 안정적

인 효과를 발휘할 수 있다9). 따라서 기능적 특성이 향상된

포장 기술을 도입하면 식품의 유통기한 연장과 안전성 향

상을 기대할 수 있다10). 가식성 코팅은 주재료, 용매, 그리

고 첨가물로 구성되어 비율에 따른 다양한 특성을 지니므

로 식품에 적용하기에 물리적 특성이 적합해야 하며, 식품

의 향미에 간섭하지 않는 관능적 특성이 요구된다9). 가식

성 코팅의 주재료로는 천연 유래 다당류, 단백질, 지질과

같은 생체 고분자가 사용된다. 그 중 천연 고분자 물질인

젤라틴은 콜라겐을 부분적으로 가수분해하여 얻은 동물성

단백질로, 우수한 생체 적합성으로 인해 식품 산업에서 거

품과 유제를 안정시키는 성분으로 널리 사용되었으며 대규

모 생산을 통한 저렴한 유통이 가능하다11). 또한 젤라틴을

사용하여 제조된 필름은 유연하고 막 형성능이 뛰어나며,

투명하고 높은 기계적 성질을 가지고 있어 식품을 효과적

으로 코팅할 수 있다12). 따라서 에센셜 오일과 추출물, 나

노 고분자 물질 등 다양한 항균물질을 함유한 가식성 포장

에 사용되고 있으며, 유용 물질의 식품적용 매개체로서 주

목받고 있다13,14,15). 이러한 특성으로 인해 젤라틴 기반 가

식성 필름에 항균제를 첨가하여 식품의 안전성을 높이는 연

구가 제안되었다. 

박테리오파지(파지)는 식품 포장을 비롯한 다양한 응용

분야에서 생물학적 방제제 및 식품 보존제로서의 잠재력을

가지고 있다. 파지는 세균을 숙주로 삼는 바이러스로, 다양

한 환경에 분포하고 있다5). 또한 식품의 향미에 영향을 미

치지 않으며 높은 숙주 특이성을 가지므로 병원균만을 제

어할 수 있다16). 따라서 최근 다양한 분야에서 항균제로서

사용되고 있으며 식품 산업 내 파지 사용은 식품의 오염을

제거하고 유통기한을 연장하여 식품 안전을 향상시키는 유

망한 전략으로 여겨지고 있다8). 실제 FDA 승인을 받은

EcoShieldTM, SalmoFreshTM, ListShieldTM 등 다양한 파지

제품이 상용화되었으며, 건강상의 위험 없이 섭취가 가능함

을 입증했다12). 이러한 점에서, 파지 기반의 항균 가식성

코팅제제의 개발은 성공적인 미생물 안전성 증진 전략이 될

수 있다. 최근 연구에서 파지는 수성 제형의 적용 또는 포

장재 코팅 등 다양한 방식으로 식품 분야에 사용이 고려되

고 있다17). 

본 연구에서는 천연 고분자 물질인 젤라틴에 병원성 대

장균 O157:H7과 황색포도상구균을 숙주로 삼는 파지를 첨

가하여 고사리의 미생물 안전성을 높이기 위한 항균 코팅

시스템을 개발하고자 하였다. 젤라틴 코팅액 내에서의 파지

안정성과 항균능을 확인하였으며, 실제 식품에서의 식품 유

해균 제어능 및 다양한 품질 변화를 측정하여 산업 현장에

서 사용되는 생물학적 방제제로서의 응용 가능성을 살펴보

았다. 

재료 및 방법

1. 실험 재료

본 실험에서 사용된 젤라틴과 소르비톨, 그리고 agar는

대정화금(Siheung, Gyeonggi-do, Korea)에서 구매하였으며,

tryptic soy broth (TSB)와 tryptic soy agar (TSA), luria-

bertani (LB) broth는 MB cell (Seoul, Korea)에서 구매하

였다. 병원성 대장균 O157:H7 ATCC 43890를 숙주로 삼

는 파지 EP와 황색포도상구균 ATCC 29213을 숙주로 삼

는 파지 SP는 모두 환경 샘플에서 분리되었다. 

2. 방법

2.1. 박테리오파지의 분리 및 정제

병원성 대장균 파지 (E. coli phage, EP)와 황색포도상구균

파지 (S. aureus phage, SP)는 선행 연구된 분리 정제 방

법을 참고하여 분리하였다18). 간략하게, 병원성 대장균

O157:H7 ATCC 43890과 황색포도상구균 ATCC 29213을

각각 LB와 TSB에 하룻밤 동안 배양한 다음 대수증식기에

도달한 균주를 환경 시료와 혼합하여 37oC에서 24시간 배

양하였다. 배양액을 15,000×g에서 1분간 원심분리한 후 상

등액을 0.45 µm의 WhatmanTM PVDF 시린지 필터를 이용

하여 제균하였다. 본 단계는 충분한 양의 파지 용해물을 얻

기 위해 세 가지의 배양 용량(3, 50, 300 mL)으로 수행되

었다. 처리한 용액은 10진 희석한 후 TSA agar에 플라크

시험법(plaque assay)을 수행하여 단일 집락을 확인하였다.

2.2. 코팅액의 제조

코팅액 제조에 사용되는 비커와 마그네틱 바, 증류수는

모두 사전에 121oC에서 15분간 멸균되었다. 증류수에 젤라

틴(3%, w/w)과 소르비톨(1.5%, w/w)을 첨가한 후 90oC에

서 30분 교반하여 증류수에 완전히 용해시켰다. 40oC로 온

도를 낮춘 후 파지 EP와 SP PFU를 1:1로 첨가해 추가로

30분간 교반하여 코팅용액에 균일하게 분포되도록 제조하

였다. 

2.3. 코팅막 내 박테리오파지의 특성 평가

제조한 코팅용액을 직경 35 mm의 페트리 디쉬에 1 mL

분주하고 항온항습기(25oC, RH 50%)에서 24간동안 건조하

여 필름을 제조하였다. 제조한 필름은 0, 3, 7, 15, 25, 35

일마다 파지 생존성을 측정하였다. 보관된 필름을 멸균 증

류수 10 mL에 200 rpm으로 30분간 완전히 용해시킨 후

TSA agar에 spot assay를 수행하였으며 37oC에서 24시간

배양 후 plaque 형성을 확인하여 필름 내 파지의 안정성을

검증하였다. 

증류수 10 mL에 파지가 첨가된 젤라틴 필름을 넣고 30

분간 완전히 용해시킨 후 multiplicity of infection (MOI)
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이 1이 되도록 병원성 대장균 O157:H7 ATCC 43890과

황색포도상구균 ATCC 29213을 접종하였다. 균이 접종된

용해물을 200 rpm의 25oC 배양기에서 배양하며 0, 2, 4,

6시간마다 균 수를 측정하였다. 균 수 측정은 각 시간마다

37oC에서 24시간동안 TSA에 배양하여 필름 내 파지의 항

균력을 확인하였으며 동량의 phosphate buffer saline

(PBS)와 단일 파지가 접종된 실험군이 대조군으로 사용되

었다.

2.4. 항균 코팅액의 고사리 적용

항균 코팅액은 침지(dipping) 방법을 이용하여 고사리에

코팅하였다. 100±10 g의 고사리를 70% 에탄올에 1분간 침

지한 후 멸균 증류수로 2차 세척하였으며, 30분간 UV에

조사하여 멸균하였다. 물기를 제거한 고사리에 병원성 대장

균 O157:H7 ATCC 43890과 황색포도상구균 ATCC 29213

의 107 CFU/mL 균 액을 500 µL 분주한 후 무균 실험대

에서 15분 건조하였다. 균을 접종한 고사리를 40oC 코팅액

에 1분간 침지하여 코팅처리한 후 농산물 건조기(UDS-

2511F; 유니크대성, Gyeonggi-do, Korea)에서 6분 동안 건

조하였으며 이와 같은 과정을 총 3회 반복하였다. 코팅된

고사리는 항온항습기(25oC, 상대습도 50%)에서 6시간동안

보관되었으며 2시간 마다 균 수를 측정하였다. 

항균 활성 평가를 위해 고사리를 pulsifier (Pulsifier II

®; Microgen Bioproducts Ltd., Camberley, UK)를 이용

하여 고사리 100 g에 100 mL의 멸균 PBS 용액에 넣고 스

토마커를(BNFKOREA, Gimpo, Gyeonggi-do, Korea) 이

용해서 1분간 균질화 하였다. 균질화 시료 용액을 10진 희

석하여 TSA에서 잔존 균 수를 계수하였고 대조군으로는

파지를 넣지 않은 gelatin 코팅용액을 사용하였다.

2.5. 코팅액을 적용한 고사리의 품질 변화 측정

코팅된 고사리는 외관, 무게, 그리고 물성 분석을 통해

품질의 변화를 측정하였다. 포토박스(DH-PTS-40; Daehan,

Osan, Gyeonggi-do, Korea)를 사용하여 코팅된 고사리의

외관 변화를 확인하였다. 코팅 고사리는 10일간 항온항습

기(25oC, 상대습도 50%)에서 보관되어 2일 간격으로 무게

및 경도의 변화를 측정하였다. 17±2 cm의 고사리를 선별하

여 가운데 부분을 물성 분석기(UTA-500N; 연진, Seoul,

Korea)를 사용하여 경도를 측정하였으며 크로스헤드 속도

는 500 mm min-1로 설정되었다. 모든 품질 변화 측정에서

대조군으로 비코팅 고사리가 사용되었다.

2.6. 통계분석

모든 실험은 3회 반복하여 평균±표준편차로 나타냈고 각

실험 군 간의 유의성은 SPSS (Version 26, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)의 unpaired two-tailed t test를 실시하여

p<0.05 값을 유의성 임계 값으로 사용해 통계처리 하였다.

결과 및 고찰

1. 코팅막 내 박테리오파지의 특성 평가

활성 포장 제형에서 파지의 높은 안정성은 식품 시스템

에 적용하기 위해 고려되는 주요 사항이다. 107 PFU/film

를 포함하는 파지 필름을 제조 후 35일간 보관하는 동안

파지 EP와 SP의 안정성을 Fig. 1에 나타냈다. 필름 내의

파지 EP와 SP는 보관 3일차까지 안정적으로 파지의 역가

가 유지되었다. 그러나 두 파지 모두 보관 0일차와 비교하

여 7일차부터 파지의 생존수가 통계적으로 유의하게 감소

하였다. 또한 35일차에 EP와 SP가 각각 약 1.9-log PFU/

mL와 1.4-log PFU/mL이 유의하게 감소하였다. 하지만 이

런 연구 결과는 이전 연구 결과에서 6일간 보관된 키토산

기반 식용 코팅에 첨가된 VB_EcoMH2W 파지가 2-log

PFU/mL 감소한 것과 비교하였을 때 젤라틴 코팅이 높은

안정성을 가지고 있음을 시사한다8). 이는 EP와 SP가 젤라

틴 코팅액에 성공적으로 캡슐화되어 효과적으로 보존되고

있음을 나타낸다. 0일차부터 파지 SP의 초기 필름 함입

107 PFU/mL에 미치지 못하는 약 104 PFU/mL의 파지가

확인되었다. 

초기 파지 수가 감소하는 이유로는 필름에 접종한 파지

의 농도가 최적 조건이 아니거나 건조 시 파지의 변성 및

필름 구조에 따른 파지 방출 정도와 같은 다양한 원인에

의해 나타날 수 있다. 따라서 필름 내 최적 효율의 파지

농도를 확인하기 위해 필름에 다양한 농도의 파지를 접종

하여 0일차에 필름 내 파지 수를 비교하고 최적 효율의 파

지 농도를 확인할 필요가 있다. 또한 건조에 따른 바이러스

캡시드의 변성이 방출되는 파지의 역가에 영향을 미친 것

Fig. 1. Stability of the E. coli phage (EP) and S. aureus phage

(SP) in the 3% gelatin film up to 35 days. *, a significant dif-

ference (p<0.05).
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이라고 사료된다19). 그러나 건조로 인한 파지의 변성은 가

소제의 함입으로 일부 제어할 수 있음이 밝혀졌다12). 또는

젤라틴의 미세구조가 파지의 방출을 제한하여 초기 함입

PFU 수를 달성하지 못하였을 수 있다20). 결과적으로 필름

내 파지 활성이 고분자 구조에 의해 영향을 받는다는 것을

보여준다. 이에 따라 필름에 다양한 농도의 파지

파지가 로딩된 필름은 빠른 살균 효과를 나타냈다. EP가

함입된 필름은 접종 2시간 후 4.6-log CFU/mL의 병원성

대장균 O157:H7 ATCC 43890를 저해하였다. 6시간 보관

시 저항성 균의 생성으로 인해 균 재성장이 발생하였으나,

여전히 대조군과 비교하여 약 99.99999% (7-log CFU/mL)의

감소율을 보였다(Fig. 2A). SP가 함입된 필름은 접종 4시

간 후 황색포도상구균 ATCC 29213을 검출 한계 이하까지

제어하였으며 6시간까지 유지되었다(Fig. 2B). 두 파지 필

름은 파지만 단일 접종 실험 군과 비슷한 경향의 균 저해

능을 보였으며 이러한 결과는 파지 EP와 SP의 항균활성이

용액 건조 단계 후에도 같은 수준으로 유지되므로 젤라틴

필름이 파지의 항균능력을 보존할 수 있음을 보여준다12).

따라서 본 연구에서 개발된 파지 필름은 병원성 대장균

O157:H7 ATCC 43890와 황색포도상구균 ATCC 29213의

생육 제어를 위한 생물학적 방제제로서 적용될 수 있을 것

으로 기대된다. 

2. 항균 코팅액의 고사리 적용

실제 식품 모델에 대한 코팅의 미생물 감소 효과를 조사

하기 위해 공정 단위의 오염된 고사리에 EP와 SP를 함유

한 젤라틴 코팅을 적용하였다. 파지 젤라틴이 코팅된 고사

리는 2시간부터 통계적으로 유의적으로 병원균을 감소시켰

다(Fig. 3). 전반적으로 대조군은 시간이 지날수록 균 수가

증가하는 반면, 코팅 처리군은 균 수가 증가하지 않았다.

파지 코팅의 항균력은 6시간 동안 유지되었으며 고사리 표

면의 병원성 대장균 O157:H7 ATCC 43890는 대조군의

8.5-log CFU/mL보다 2.0-log CFU/mL 낮은 6.5-log CFU/

mL가 검출되어 미생물 생장이 억제되었다(Fig. 3A). 황색포

도상구균 ATCC 29213은 6시간 후 7.2-log CFU/mL로

증가하였으나 코팅 처리한 고사리에서는 5.7-log CFU/mL

Fig. 2. Antibacterial activities of the phages (A) EP and (B) SP in 3% gelatin film up to 6 h. The detection limit of the assay was 100

PFU/mL. ND, not detected. 

Fig. 3. Antibacterial activities of 3% gelatin coating with EP/SP (phages ratio of 1:1) and 3% gelatin coating without EP/SP in bracken.

*, a significant difference (p<0.05).
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가 검출되어 1.5-log CFU/mL가 감소하였다(Fig. 3B). 이

러한 결과는 이전 연구와 같이 젤라틴에 파지를 적용하면

식품 표면에 파지를 고정하고 병원체의 성장을 제어할 수

있음을 보여준다8). 또한 이전 연구에서는 치즈에서 황색포

도상구균에 대한 젤라틴-파지 필름의 효능을 평가했으며,

가식성 포장이 미생물 오염을 제어하기 위한 효과적인 접

근 방식이라고 보고했다8). 더불어 젤라틴 코팅은 수분을 장

기간 보존하여 표면의 건조를 방지하고 파지가 활동하기 좋

은 환경을 구성할 수 있다12). 또한 수성 환경에서는 파지가

자유롭게 이동할 수 있으므로 빠르게 병원균을 감염시킬 수

있다12). 이러한 결과는 폴리비닐알코올에 파지 PBSE191을

첨가하여 달걀 껍질에서의 지속적인 항균 활성을 밝힌 연

구에서도 보고되었다21). 따라서 본 연구에서 개발된 항균

코팅액이 실제 대량의 원물을 다루는 산업 현장에서 활용

될 수 있음을 입증하였다. 

3. 코팅액의 처리에 따른 고사리의 품질변화

항균 코팅액의 처리에 따른 고사리의 시각적인 외관평가

를 진행하였다. 코팅액을 처리한 고사리는 대조군과 육안으

로 구별할 수 없었으며, 색 변화와 건조 등의 두드러진 변

화가 나타나지 않았다(Fig. 4). 또한 코팅 중 고사리 머리의

탈락 및 외관적인 손상이 일어나지 않았다. 따라서 코팅액

및 코팅처리가 고사리의 품질을 변화시키지 않음을 알 수

있었다. 

대조군 및 코팅된 고사리의 시간에 따른 무게 감소의 변

화는 Fig. 5A에 제시되었다. 보관 기간 동안 코팅 처리되

지 않은 대조군은 지속적으로 무게 손실률이 증가하였다.

그러나 코팅된 고사리는 보관 8일차부터 대조군과 비교하

여 유의미한 무게 감소 차이를 나타냈으며, 무게 손실률이

둔화되었다(p<0.05). 또한 10일차까지 지속적인 무게 감소

방지능을 보였다. 이는 코팅액의 도포가 저장 중 수증기 장

벽과 물리적 장벽을 형성하여 무게 감소를 최소화할 수 있

음을 나타낸다22). 이런 결과는 딸기에 젤라틴 코팅을 처리

하여 품질 변화를 지연시킨 연구에서도 동일한 결과를 관

찰할 수 있다23).

식품의 경도 변화는 물리적 손상을 방지할 수 있어 저장

성과 유통기한을 결정하는 요소이다24). 비처리군과 코팅처

리군의 저장 중 경도 변화는 Fig. 5B에 제시되었다. 비처

리군 및 코팅처리군 모두 저장 기간 동안 점진적으로 미세

한 경도의 감소가 발생하였다. 0일차 대비 10일차에 각각

Fig. 5. Comparison of (A) weight loss and (B) firmness between uncoated and coated with EP/SP of brackens up to 10 days. *, a sig-

nificant difference (p<0.05).

Fig. 4. Comparison of the appearances of brackens (A) uncoated and (B) coated with EP/SP.
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1.5 kg/cm2와 1.3 kg/cm2의 경도가 감소하여 비처리군이 비

교적 넓은 감소폭을 보였으나 대조군과 실험군 모두 유의

한 감소를 보이지 않았다(p<0.05). 이러한 결과는 코팅처리

가 저장 중 고사리의 경도에 유의미한 영향을 미치지 않는

다는 것을 의미한다. 따라서 파지가 함입된 항균 젤라틴 코

팅은 고사리의 품질 변화 방지 및 유통기한을 연장하기 위

한 활성 포장재로 사용될 수 있다.

결 론

산채류의 미생물 안전성을 확보하기 위해 젤라틴에 천연

항균소재인 파지를 함입하여 새로운 코팅제를 개발하였다.

이를 위해 병원성 대장균 O157:H7과 황색포도상구균을 특

이적으로 용해하는 새로운 파지인 EP와 SP가 분리되었다.

두 파지는 젤라틴 코팅막 내에서 각각 3일까지 안정성을

유지하였으며 2시간부터 빠르게 항균 활성을 보이므로 생

물학적인 방제제로서의 잠재력을 가지고 있었다. 또한 공정

단위의 고사리에 적용하였을 때 2시간 이내로 빠르게 병원

균을 감소시켰으며 6시간까지 그 항균능을 유지하였다. 코

팅 처리군의 외관평가 결과, 가시적인 손상이 일어나지 않

았으며 보관 8일차부터 무게 감소율에 유의적인 차이가 나

타났다. 결론적으로 본 연구에서 개발된 항균 코팅액은 산

업 현장에서 적용 가능하며 산채류의 미생물 안전성을 증

진할 수 있는 새로운 활성 포장재임을 입증하였다. 
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