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김치로부터 Lactobacillus sakei 생육저해 Leuconostoc 및

Weissella 속 균주의 분리
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Isolation of Leuconostoc and Weissella Species Inhibiting the Growth of Lactobacillus sakei from Kim-

chi. Lee, Kwanghee and Jong-Hoon Lee*. Department of Food Science and Biotechnology, Kyonggi Univer-
sity, Suwon 443-760, Korea − Kimchi is a group of traditional fermented vegetable foods in Korea and known

to be the product of a natural mixed-fermentation process carried out principally by lactic acid bacteria (LAB).

According to microbial results based on conventional identification, Leuconostoc mesenteroides and Lactoba-

cillus plantarum were considered to be responsible for the good taste and over-ripening of kimchi, respec-

tively. However, with the application of phylogenetic identification, based on 16S ribosomal RNA gene

similarities, a variety of Leuconostoc and Lactobacillus species not detected in the previous studies have been

isolated, together with a species in the genus Weissella. Additionally, Lactobacillus sakei has been accepted as

the most populous LAB in over-ripened kimchi. In this study, Leuconostoc and Weissella species inhibiting the

growth of Lb. sakei were isolated from kimchi for future applications to do with kimchi fermentation. From 25

kimchi samples, 378 strains in the genera Leuconostoc and Weissella were isolated and 68 strains identified as

Lc. mesenteroides, Lc. citreum, Lc. lactis, W. cibaria, W. confusa, and W. paramesenteroides exhibited growth

inhibition against Lb. sakei. Most of the strains also had antagonistic activities against Lb. brevis, Lb. curvatus,

Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, and Lb. plantarum. Their antagonistic activities against Lb. sakei were more

remarkable at lower temperatures of incubation.
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김치는 적당히 발효되면 특유의 상쾌한 맛을 가지게 되지

만, 발효 후기에 접어들면서 산도가 증가하고 연부현상이 일

어나 풍미가 떨어지게 된다. 살균공정이 없어 유통과정에서

도 발효가 진행되는 특성상 일정한 품질의 제품 생산이 어

렵기 때문에 품질 표준화와 함께 가식기간 연장은 상업김치

의 상품성 및 유통기한과 연관된 가장 큰 문제점으로 대두

되었고[29], 상업적 생산이 본격화되면서 김치발효에 관여하

는 미생물을 효과적으로 제어하여 풍미를 향상시키고 가식

기간을 연장시키려는 연구가 진행되고 있다.

방사선 조사, 열처리, 고압처리와 같은 물리적 방법을 적

용한 결과, 발효 초기 미생물의 생육저해를 통한 발효 지연

효과가 보고되었다[3, 4, 17, 19, 34, 47, 51]. 그러나 물리적

처리에 의한 품질 저하와 영양 손실의 가능성이 크고, 설비

투자에 따른 생산비용 증가가 발생할 수 있다. 자몽종자 추

출물 등의 천연추출물들[13, 23, 45, 53], sorbic acid 등의

식품보존료와 유기산 및 염 혼합물 등을 첨가한 시도가 진

행되었다[1, 15, 22, 30, 43, 44]. 그러나 그 효과가 미미하

거나 첨가물 자체가 가지고 있는 강한 맛과 향에 의해 김치

고유의 풍미가 저하되는 것으로 나타났다. 또한, 식품공전에

제시된 김치규격에는 식품보존료의 사용이 허용되지 않기

때문에 상업적 적용은 불가한 것으로 사료된다.

이러한 물리적, 화학적 처리를 이용한 김치발효 제어와 함

께 종균(starter)을 이용하여 김치발효를 제어하려는 연구가

다수 진행되었다. 종균을 적용한 초기 연구에서는 김치발효

미생물의 천이 및 역할에 대한 충분한 지식이 확보되지 못

해 김치에서 우점으로 검출되는 미생물을 적용하였다[10, 36,

50]. 이들 연구에서는 종균 첨가에 의한 높은 초기 균수의

달성으로 숙성기간의 단축과 품질 균일화에 대한 가능성을

확인할 수 있었지만, 상업적 김치생산과 관련된 가식기간 연

장은 고려되지 못했다.

김치의 상업화와 함께 김치발효 관련 미생물에 대한 연구

가 본격적으로 진행됨에 따라 Leuconostoc, Lactobacillus,

Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus 속의 유산균들이

김치발효에 관여한다는 사실이 밝혀졌고, Leuconostoc 속은

발효 초기에, 적숙기 이후에는 Lactobacillus 속이 우점으로
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검출되는 것으로 보고되었다[37, 40, 41, 49]. 특히, 분리된

Leuconostoc 속 중, 많은 수가 Lc. mesenteroides로 동정되

었고, 발효 후기에 검출되는 Lactobacillus 속 중에서 많은

수가 Lb. plantarum으로 동정되어, hetero 발효형 유산균 Lc.

mesenteroides는 유익균으로, homo 발효형 유산균 Lb.

plantarum은 산패균으로 인식되었다[37, 41].

이러한 미생물군집분석 결과를 토대로 Kang 등[21]과 Kim

등[26-28, 33]은 김치로부터 Leuconostoc 속 균주들을 분리

한 다음, 돌연변이를 유발시켜 내산성 변이주를 선발하고,

이들을 종균으로 김치를 제조하여 특성 변화를 검토하였다.

종균의 생장에 의해 유기산의 생성과 Lactobacillus 속의 생

장이 지연되어 가식기간이 연장되고 관능이 좋아지는 것으

로 보고하였다. 또한 발효 후기에 증가하는 유기산의 생성

을 제어하려는 시도는 내산성 효모의 사용으로 발전하였다.

Kim 등[24, 25]은 탄소원으로 유산(lactic acid)과 초산

(acetic acid)을 이용하는 Saccharomyces 속 효모를 분리하

여 종균으로 첨가한 결과, 효모가 유기산의 생성을 감소시

켜 김치의 가식기간을 연장하고 향기성분의 생성을 증가시

키는 것으로 보고하였다. 또한 내산성 Leuconostoc 변이주

를 효모와 함께 종균으로 첨가하는 경우, 그 효과가 커진다

고 보고하였다[28].

단백질성 항균물질인 bacteriocin 생성 유산균을 이용한

Lb. plantarum의 생육저해를 통하여 김치의 가식기간을 연장

하려는 시도들이 진행되었다. 김치로부터 분리한 bacteriocin

생성 Enterococcus 속 균주를 종균으로 적용한 결과, 가식기간

연장에 유효한 것으로 보고되었다[42]. 그러나 Enterococcus

속은 김치발효에서 차지하는 비중이 높지 않으며, 항생물질

내성에 의한 균주의 안전성이 거론되고 있어 김치발효를 위

한 종균으로는 적합하지 않은 것으로 사료된다[16, 18]. 또

한 Lb. plantarum의 생육을 억제하는 bacteriocin 생성

Leuconostoc 속 균주가 분리되어 bacteriocin의 특성이 규명

되었고[8, 54], 분리된 균주 중 Lc. citreum GJ7 균주를 김

치제조에 적용한 결과, 우수한 관능적 특성과 가식기간 연

장, 종균의 발효기간 중 지속적인 우점을 보고하였다[9].

김치의 건강기능성 향상을 목표로 bifidobacteria를 김치제

조에 사용하였으나[6, 7, 31], bifidobacteria의 첨가가 관능

적으로 우수하다는 유의성 있는 결과가 도출되지 못하였고,

첨가한 균주가 발효의 진행에 따라 감소한다는 문제점이 제

기되었다[6]. Choi 등[11]은 대장균 생육억제 및 가식기간 연

장을 위하여 유산을 김치의 절임단계에 소금과 함께 사용하

였고, 호염성 Lactobacillus sp.를 김치에 첨가하였으나, 제조

법이 김치의 규격과 맞지 않으며 관능성이 고려되지 않아 상

업적 적용 가능성은 낮은 것으로 생각된다.

현재까지 보고된 김치발효 관련 종균 연구는 1) 김치 적

숙기의 우점종을 종균으로 적용한 연구, 2) 내산성 균주를

이용하여 산패균의 생장을 제어하려는 연구, 3) bacteriocin

생산 균주를 이용하여 발효 후기 우점균의 생육을 제어하려

는 연구, 4) 그 외 건강기능성 부여, 관능성 향상, 식품위해

균의 억제능력을 보유한 종균을 적용한 연구 등으로 요약할

수 있으며, 각 연구들은 제시한 목표를 어느 정도 달성한 것

으로 사료된다.

한편, 16S rRNA 유전자(16S rDNA) 염기서열을 이용한

계통발생학적 분류가 확대됨에 따라 유산균 분류에 변화가

발생하였고, 국내에서 진행된 김치발효 관련 유산균 연구에

도 2000년을 기점으로 본격적으로 반영되기 시작했다. 특히

Collins 등[14]이 Lactobacillus 속 일부와 Lc. paramesen-

teroides를 Weissella 속으로 재분류한 연구결과가 김치발효

미생물 연구에 반영되어 Leuconostoc 속뿐만 아니라

Weissella 속이 김치발효 초기와 적숙기에 우점을 차지하고

있으며 적숙기 이후에는 Lb. sakei가 우점한다는 연구결과가

보고되었다[38, 39, 48].

이러한 김치발효 관련 미생물군집의 천이 및 우점종에 대

한 패러다임의 변화에도 불구하고, 여전히 Lb. plantarum을

생육제어의 대상으로 규정하고 있으며, 새롭게 도출된 김치

발효 관련 미생물 연구결과를 반영하지 못하고 있다[9, 42,

54]. 새로운 결과가 종균 연구에 적용된 예로는 Choi 등[12]

이 김치발효 초기의 미생물군집분석을 통하여 Lc. citreum의

우점을 확인하고 내산성 Lc. citreum 균주를 분리하여 김치

발효의 종균으로 사용한 정도에 불과하고, 발효 후기에 생

장하는 대표적 유산균 Lb. sakei의 생육을 저해하여 가식기

간을 연장하려는 연구는 시도된 바 없다.

본 연구자들은 계통발생학적 분류체계와 분자생물학적 방

법론의 도입으로 변화된 김치발효 관련 연구결과들을 반영

하여, 발효 후기의 우점종으로 알려진 Lb. sakei의 생육을 저

해하는 Leuconostoc 및 Weissella 속 균주의 선발을 시도하

여 Lb. sakei 생육저해 균주의 존재를 확인하였다.

김치로부터 Leuconostoc 및 Weissella 속

유산균의 분리, 배양 및 동정

Leuconostoc 및 Weissella 속 유산균의 분리를 위한 김치

시료는 시중의 대형마트에서 구입하였다. 김치시료의 국물

은 멸균한 거즈로 여과하였고, 고형물은 무게대비 2배의 멸

균수를 가하여 혼합한 후 여과하였다. 각 여액을 동량 혼합

한 다음, single colony의 분리가 가능한 농도로 생리식염수

로 희석하여 MRS medium(Difco, USA) 및 leuconostocs

selective medium(LUSM)[2]에 1.5%(w/v) 한천을 첨가한 고

체배지에 도말하고 30oC, 미호기 조건에서 24시간 배양하였

다. 각 배지에서 생장한 집락들 중, 색깔과 모양이 차이가

나는 다양한 집락을 선발한 다음 동일 배지를 이용하여 순

수분리 하였다. 순수분리한 균주들은 MRS medium을 사용

하여 30oC에서 배양하였다.

각 배지에서 분리한 bacteria는 16S rDNA 염기서열 분석

에 의해 계통발생학적으로 동정하였다. 16S rDNA의 증폭은



177 LEE AND LEE

DNeasy tissue kit(Qiagen, Germany)을 이용하여 추출된

DNA를 PCR 하거나 colony PCR을 통하여 수행하였고,

bacteria의 증폭에 많이 사용되는 eubacterial universal

primer 27F(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC A-3')와

1492R(5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')을 사용하

였다[35]. UNOII Thermocycler(Biometera, Germany)를

PCR 반응에 사용하였으며, 50 µL 반응계에는 template DNA,

100 mM dNTP, 1 U Taq polymerase(Roche, Germany), 20

pmol의 primer를 첨가하였다. 반응조건은 95oC에서 5분 예

비가열 후, 95oC 1분간 변성, annealing 57oC 1분, 72oC 1

분 중합반응의 과정을 30회 반복하고, 마지막에 72oC에서 5

분간 처리한 후 반응을 중단시켰다. PCR 반응산물은 0.8%

agarose gel을 이용한 전기영동으로 확인하였으며, 16S

rDNA 크기에 해당하는 DNA band를 Gel & PCR purifi-

cation system(SolGent, Korea)으로 회수, 정제하였다. 정제

된 단편의 염기서열결정은 수탁업체(SolGent)에 의뢰하여 수

행하였고, 결정된 염기서열은 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/)와 EzTaxon server 2.1(http://147.47.212.35:8080/)에

등록된 염기서열 정보를 대상으로 nucleotide blast search를

통해 계통발생학적으로 동정하였다. Database에 등록된 표

준균주(type strain)와 가장 높은 상동성을 나타내는 분류군

(Taxon)을 해당 염기서열에 해당하는 bacteria로 결정하였다.

총 25종의 김치로부터 순수분리한 균주들을 계통발생학적

으로 동정한 결과, Leuconostoc 속은 148균주, Weissella 속

은 230균주가 확보되어, 총 378균주가 분리 동정되었다

(Table 1).

Lb. sakei 생육저해활성 보유 Leuconostoc 및 

Weissella 속 균주 선발

생육저해활성 보유 미생물의 선발을 시도하는 경우, 많은

연구자들은 저해활성의 확인을 위한 대상 지시균주를 기탁

기관으로부터 분양받아 실험을 진행하였다[5, 8, 42, 55]. 그

러나 미생물의 생리활성은 종(species)보다는 균주(strain) 특

이적인 현상으로 나타내는 경우가 빈번하다. 따라서 본 연

구자들은 지시균주를 김치로부터 분리하여 계통발생학적으

로 Lb. sakei로 동정한 CK0155 균주를 지시균으로 사용하

여 Leuconostoc 및 Weissella 속으로 동정된 378균주의 지

시균 생육저해활성을 검토하였다. 전배양한 지시균주를 약

105 CFU/mL 농도로 희석하여 MRS 한천배지에 200 µL 도

말하여 건조시킨 다음, 약 108 CFU/mL 농도의 실험균주를

백금이를 이용해 획선접종하여 30oC에서 24시간 배양 후 생

육저지환의 생성 유무로 생육저해활성을 확인하였다. 생육

저지환 생성이 확인된 균주는 agar disk diffusion method

[55]를 이용하여 지시균 생육저해활성을 재확인하였다.

Leuconostoc 속 148균주, Weissella 속 230균주의 Lb. sakei

생육저해활성을 검토한 결과, Leuconostoc 속 23균주,

Weissella 속 45균주로 총 68균주가 선발되었다(Table 1). 김

치로부터 가장 높은 빈도로 분리된 Leuconostoc 속 균주는

Lc. mesenteroides로 88균주가 분리되었지만 10%의 균주가

저해활성을 나타내었고, 11균주가 분리된 Lc. lactis는 10균

주가 생육저해활성을 가지고 있어 가장 높은 빈도로 저해활

성을 나타내었다. Weissella 속의 경우에는 W. cibaria가 가

장 많이 분리되었고, 활성을 보유한 균주도 33균주로 가장

많은 수가 선발되었다. W. confusa는 31균주가 분리되었지

만, 11균주가 활성을 나타내어 Weissella 속에서 가장 높은

35%의 선발빈도를 나타내었다. 한편 W. koreensis는 W.

cibaria 다음으로 많은 63 균주가 분리되었지만, 활성을 나

타낸 균주는 분리되지 않았다. Lb. sakei의 생육저해는 Lc.

mesenteroides, Lc. citreum, W. cibaria, W. confusa의 경우

에는 균주 특이적 현상으로 분석되지만, Lc. lactis의 경우

91%의 확률로 생육저해활성을 나타내고 W. koreensis의 경

우에는 63 균주 중에서 생육저해를 보이는 균주가 없다는

점을 고려하면 종(species) 수준에서의 생리적 특성과도 깊

은 관계가 있는 것으로 추정된다.

선발균주의 Lactobacillus 속

유산균 생육저해활성

분자생물학적 방법의 적용으로 밝혀진 김치발효 후기의

미생물군집은 Lb. sakei가 우점한다는 보고가 주를 이루고

있지만, Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. paraplantarum, Lb.

pentosus, Lb. plantarum과 같은 Lactobacillus 속 유산균도

꾸준히 검출되고 있다. 따라서 Lb. sakei CK0155 균주 생육

저해활성을 나타낸 68균주의 Lactobacillus 속 유산균 생육

저해활성을 agar disk diffusion method를 이용하여 검토하

였다(Table 2). 생육저해활성의 검토는 김치에서 빈번히 검

출되는 것으로 알려진 7종 Lactobacillus 속 유산균의 표준

균주(Lb. brevis ATCC14869T, Lb. curvatus KCTC3767T,

Lb. paraplantarum ATCC700211T, Lb. plantarum KCTC3108T,

Lb. pentosus KCCM40997T, Lb. sakei subsp. sakei

KCTC3603T, Lb. sakei subsp. carnosus KCTC3802T)를

대상으로 선정하였고, 이들 표준균주들은 Korean Collection

for Type Cultures(KCTC), Korean Culture Center for

Microorganisms(KCCM), ATCC the global bioresource

center로부터 구입하였다. 이들 균주는 MRS broth에서 30oC,

24시간 전배양한 다음 약 105 CFU/mL의 농도로 희석하여

MRS 한천배지에 300 µL 도말하였고, 건조되면 살균된

paper disk(Ø 6 mm, Whatman, UK)를 올려놓았다. Paper

disk에 약 109 CFU/mL의 농도로 농축한 선발균주의 배양액

40 µL를 첨가하고, 30oC에서 24시간 배양하여 생육저지환

의 생성을 확인하였다.

Table 2에는 Lb. sakei CK0155 생육저해활성을 보유한

68균주의 7종 Lactobacillus 속 표준균주에 대한 생육저해활
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성을 중복을 고려하여 일부만을 제시하였다. 균주에 따라 생

육저해균의 스펙트럼에 약간의 차이는 있었지만 선발균주들

대부분이 Lb. plantarum에 대해 약한 생육저해를 나타냈고,

7종 Lactobacillus 속 유산균에 대해 유사한 생장억제 스펙

트럼을 가지고 있었다. 선발된 Leuconostoc 속 균주 중, Lc.

citreum 2균주, Lc. mesenteroides 8균주가 모든 지시균에 대

하여 생육저해를 나타내었고, 모든 지시균의 생육을 저해하

는 Lc. lactis 균주는 발견되지 않았다. 선발된 Weissella 속

45균주의 경우에는 W. confusa 1균주를 제외한 모든 균주가

7종 지시균 모두에 대하여 생육저해활성을 보유하고 있었다.

Leuconostoc 속보다는 Weissella 속 균주들이 다소 높은 생

육저해활성을 가지고 있었다(data not shown).

온도에 따른 Lb. sakei 생육저해

선발균주의 Lb. sakei 생육저해에 미치는 배양온도의 영

향을 agar disk diffusion method를 사용하여 확인하였다. 전

배양한 지시균 CK0155 균주를 약 105 CFU/mL의 농도로

MRS 한천배지에 200 µL 도말하여 건조시킨 후, 살균된

paper disk(Ø 6 mm, Whatman)를 올려놓았다. Paper disk

에 약 109 CFU/mL의 농도로 농축한 실험균주 배양액 40

µL를 첨가하여 10oC에서 5일, 20oC에서 4일, 30oC 및 37oC

에서는 2일간 배양하여 생육저지환(clear zone)의 생성을 확

인하였다(Fig. 1). 온도에 따른 생육저해활성 비교를 위한 균

주는 Table 1에 제시한 균주 일부를 임으로 선택하여 사용

하였다.

선발된 Lb. sakei 생육저해활성 보유 Leuconostoc 및

Weissella 속 균주의 생육저해 효과는 30oC 및 37oC의 중온

보다 10oC 및 20oC의 저온에서 뚜렷하게 나타났다. 본 실험

에서 선발된 Leuconostoc 및 Weissella 속 균주들은 저온발

효 김치에서 검출되고 있고, Lb. sakei 또한 저온발효 김치

의 우점종으로 보고되고 있다. 뿐만 아니라 Lb. sakei는

2~4oC에서도 생육하는 것으로 보고되었다[20]. 따라서 낮은

온도에서 Lb. sakei의 생육저해가 뚜렷하게 나타난 것은 균

주간의 생육온도 차이에 의한 영향이 아니라, 미생물의 생

장이 지연되는 낮은 온도에서 생육저해물질에 의한 Lb. sakei

Fig. 1. Effect of temperature on the growth inhibition of Lb. sakei by Leuconostoc (A) and Weissella (B) strains. The growth inhibi-

tion of Lb. sakei CK0155 by strains Lc. mesenteroides CK0241 (1), Lc. lactis CK0352 (2), Lc. citreum CK0496 (3), Lc. citreum KM1207

(4), Lc. mesenteroides CK0122 (5), W. confusa KK0655 (6), W. paramesenteroides KK0717 (7), W. cibaria CK0235 (8), and W. cibaria

CK0487 (9) was measured by agar disk diffusion method.

Table 1. Numbers of strains inhibited the growth of Lactobacil-

lus sakei CK0155 among the Leuconostoc and Weissella strains

isolated from 25 kimchi samples.

Genus Species
Isolated

strains

Selected

strains

Leuconostoc

Lc. carnosum 1 0

Lc. citreum 34 4

Lc. holzapfelii 13 0

Lc. kimchii 1 0

Lc. lactis 11 10

Lc. mesenteroides 88 9

Weissella

W. cibaria 123 33

W. confusa 31 11

W. hellenica 3 0

W. koreensis 63 0

W. paramesenteroides 1 1

W. soli 8 0

W. viridescens 1 0
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의 생장저해가 더 크게 나타난 것으로 추정된다.

고 찰

현재까지 진행된 김치발효 관련 종균 연구를 종합하면 우

수한 김치 종균이 갖추어야 할 조건은 1) 김치 유래 유산균

으로 김치발효 초기 및 적숙기의 우점종이어야 하며, 2) 산생

성이 적고, 청량감을 부여하는 hetero 발효형 유산균이 적합

하다. 또한 3) 내산성을 가지고 있어 발효 후기까지 생존하

고, 4) 김치발효 후기에 우점하는 homo 발효형 Lactobacillus

속 유산균의 생육과 식품위해균 억제능을 보유한 균주가 유

리하다.

본 연구에서 선발된 Lb. sakei 생육저해활성 보유 Lc.

mesenteroides, Lc. citreum, Lc. lactis, W. cibaria, W. confusa,

W. paramesenteroides 균주들은 저온발효 김치의 초기 및 적

숙기에 빈번히 검출되며, hetero 발효형 유산균이다. 이들의

내산성은 아직 검토되지 않았지만 김치발효 후기에 우점하

는 homo 발효형 Lactobacillus 속 유산균의 생육저해활성을

가지고 있어 김치발효의 종균으로 사용되기에 필요한 요건

들 중 3가지 요건을 갖추고 있어 기존에 보고된 종균들에

비해 우수한 것으로 판단된다. 상업적으로 제조된 김치가 저

온에서 유통되고 있다는 점을 고려하면, 선발균들의 Lb.

sakei 생육저해활성이 저온에서 높게 나타나는 점은 산업적

적용에 매우 유리한 특성 중의 하나로 사료된다. 한편, 선발

균주들이 발효후기 산패균으로 알려진 Lb. plantarum에 대

해 약한 생육저해활성을 나타내었지만, 저온발효 김치에서

는 발효 후기에 Lb. plantarum이 검출되지 않는다는 최근의

연구보고를 고려하면 Lb. plantarum에 의한 산패의 영향은

거의 없을 것으로 추정된다[32, 38, 46, 48, 52]. 향후, 본 연

구에서 선발된 68균주들 중, 내산성이 우수한 균주를 선발

하여 생육저해활성 물질 및 작용기작을 규명하고, 김치 적

용실험을 진행할 예정이다.
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