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ABSTRACT - Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) is one of gram-positive foodborne pathogens with a

very high fatality rate. Unlike most foodborne pathogens, L. monocytogenes is capable of growing at low temperatures,

such as in refrigerated foods. Thus, various physical and chemical prevention methods are used in the manufacturing,

processing and distribution of food. However, there are limitations to the methods such as possible changes to the food

quality and the consumer awareness of synthetic preservatives. Thus, the aim of this study was to evaluate the anti-listeria

activity of lactic acid bacteria (LAB) isolated from kimchi and characterize the bacteriocin produced by Lactococcus lac-

tis which is one of isolated strains from kimchi. The analysis on the anti-listeria activity of a total of 36 species (Lacto-

bacillus, Weissella, Lactobacillus, and Lactococcus) isolated from kimchi by the agar overlay method revealed that L.

lactis NJ 1-10 and NJ 1-16 had the highest anti-listeria activity. For quantitatively analysis on the anti-listeria activity, NJ

1-10 and NJ 1-16 were co-cultured with L. monocytogenes in Brain Heat Infusion (BHI) broth, respectively. As a result,

L. monocytogenes was reduced by 3.0 log CFU/mL in 20 h, lowering the number of bacteria to below the detection limit.

Both LAB strains showed anti-listeria activity against 24 serotypes of L. monocytogenes, although the sizes of clear zone

was slightly different. No clear zone was observed when the supernatants of both LAB cultures were treated with pro-

teinase-K, indicating that their anti-listerial activities might be due to the production of bacteriocins. Heat stability of the

partially purified bacteriocins of NJ 1-10 and NJ 1-16 was relatively stable at 60oC and 80oC. Yet, their anti-listeria activ-

ities were completely lost by 60 min of treatment at 100oC and 15 min of treatment at 121oC. The analysis on the pH

stability showed that their anti-listeria activities were the most stable at pH 4.01, and decreased with the increasing pH

value, yet, was not completely lost. Partially purified bacteriocins showed relatively stable anti-listeria activities in ace-

tone, ethanol, and methanol, but their activities were reduced after chloroform treatment, yet was not completely lost.

Conclusively, this study revealed that the bacteriocins produced by NJ 1-10 and NJ 1-16 effectively reduced L. monocy-

togenes, and that they were relatively stable against heat, pH, and organic solvents, therefore implying their potential as

a natural antibacterial substance for controlling L. monocytogenes in food.
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Listeria monocytogenes는 그람양성의 대표적인 식중독균

중 하나로 치명률이 대단히 높은 편이며 대부분의 식중독

균과 달리 저온에서도 생육 할 수 있어, 냉장 보관된 식

품에서도 식중독 사고를 일으킬 수 있다1). L. monocytogenes

에 의해 발생하는 식품매개질환인 리스테리아증(listeriosis)

은 특히 임산부, 신생아 및 노인 등과 같이 면역력이 저

하된 사람들에게 쉽게 발병되며, 임산부의 경우 중증일 때

유산, 사산 등을 유발할 수 있다2). L. monocytogenes는 매

우 다양한 식품에 오염될 수 있는데, 원재료인 축산물에

존재하기도 하고, 별다른 조리 없이 즉시 섭취할 수 있는

ready-to-eat (RTE) 식품의 가공과정 도중에 오염되어 유

통되기도 한다3). 최근에는 마트에서 판매하는 훈제연어제

품과 미국으로 수출한 국내산 팽이버섯에서 L.

monocytogenes가 검출되어 즉석섭취식품과 농산물을 통한

리스테리아증 발생에 대한 우려 또한 높아졌다4). 이러한 식

중독균의 증식을 억제하여 식품의 안전성을 확보하는 방안

으로 식품 보존제가 많이 사용되고 있다. 하지만, 산업적으

로 사용되는 대부분의 보존제는 화학적인 공정에 의해 합

성된 제품으로 과도하게 사용할 경우, 발암 및 돌연변이 유

발과 같은 문제점이 발생할 가능성이 있는 것으로 알려지

면서 최근 합성보존제에 대한 안전성 문제가 심각하게 인

식되고 있다5). 따라서 식품 보존제를 남용함으로 인해 발

생할 수 있는 부작용 및 잔류성 문제를 해결하고, 이와 동

시에 유해 미생물의 증식으로 인해 발생할 수 있는 식중독

의 발병을 감소시킬 수 있는 천연보존제가 필요한 실정이다6).

Lactic acid bacteria (LAB)는 자연계에 광범위하게 분포

하며, 전통적으로 다양한 발효식품에 이용되어 왔고, 일반

적으로 안전하다고 인식되는 미생물(GRAS, generally

recognized as safe)로서 특히, 박테리오신을 생산하여 항

균능력이 뛰어난 특성을 가지고 있다7,8). 박테리오신은 양

전하를 띄는 물질로서, 음전하를 띄는 인지질 이중층으로

구성된 세포막을 파괴하여 그 활성을 나타내는 천연 항균

단백질이며 박테리오신을 생산하는 미생물과 형태 및 계

통학적으로 유사한 균종에 대하여 항균작용을 가지고 있

다5,9). 또한 사람의 소화기관에 존재하는 단백질 가수분해

효소에 의하여 분해, 흡수되어 인체에 무독하고 잔류성이

없어 안전할 뿐만 아니라, 식품 산업에 있어서 최소의 열

처리와 저온 유통으로 식품의 안전성을 확보할 수 있는

천연보존제로 인식되고 있다10). 가장 잘 알려진 박테리오

신은 Lactococcus lactis subsp. lactis에서 생산되는 nisin이

며, 미국의 FDA (Food and Drug Administration)에서도

GRAS 품목으로 인정하여 유제품을 포함한 다양한 식품

의 천연보존제로서 활용되고 있고5,11), 국내에서는 nisin의

첨가가 가공치즈에만 250 mg/kg 이하의 농도로 허용되고

있다12). 아직까지도 다양한 미생물에 항균활성을 나타내는

박테리오신을 생산하는 균주를 탐색하고 박테리오신 생산

성과 물리화학적 특성을 증진시키기 위한 기초연구가 활

발하게 진행되고 있다13). Lee 등14)은 김치로부터 분리한

Lactobacillus paraplantarum C7가 생산하는 박테리오신을

분석한 결과 Enterococcus faecalis에 대하여 항균활성을

나타내는 type Ⅱ의 신규 박테리오신인 paraplantaricin C7

을 보고하였으며, Han 등15)에서는 Lactococcus lactis subsp.

lactis KC24 균주가 생산하는 L. monocytogenes에 대하여

높은 항균활성을 나타내는 박테리오신인 bacteriocin KC24

을 보고하였다.

따라서 본 연구에서는 기존의 합성보존제를 대체할 수 있

는 생물학적 보존제의 개발을 위한 목적으로 우리나라 전

통발효식품인 김치로부터 분리한 L. lactis 균주의 항리스테

리아활성을 평가하고, 항균물질의 특성을 규명하고자 하였다.

Materials and Methods

사용균주 및 배양

본 연구에서 사용된 총 36종(Lactobacillus brevis; 12균

주, Weissella confuse; 8균주, Lactobacillus plantarum; 14균

주, Lactococcus lactis; 2균주)의 LAB은 김치로부터 분리되

었으며, 세계김치연구소 김치미생물자원은행(Korean Collection

for Kimchi Microorganisms, KCKM) (Gwangju, Korea)에서

분양 받아 본 연구에 사용되었다. L. monocytogenes는 총 24

종(serotype 1/2a; 6균주, 1/2b; 7균주, 3a; 3균주, 4b; 8균

주)이 사용되었으며, 항리스테리아 활성에 대한 시험균주

로는 L. monocytogenes BAA-679 (serotype 1/2a)를 사용

하였다. L. monocytogenes BAA-679는 미국균주은행

(American type culture collection, ATCC, Manassas, VA,

USA)에서 구입하였으며, 그 외 균주는 모두 훈제연어에서

분리된 균을 사용하였다16). 동결 보관된 LAB과 L.

monocytogenes균주를 각각 Lactobacilli MRS Broth (MRS;

Difco, Sparks, MD, USA) 및 Tryptic Soy Broth (TSB;

Difco)에서 37℃에서 24-48시간 동안 배양하여 활성화 시

킨 뒤 같은 조건에서 최소 2번 이상 계대배양 한 후 각

실험에 사용하였다. 

LAB의 항리스테리아 활성 스크리닝

LAB 36종의 항리스테리아 활성 여부를 Turner 등17)에

따라 agar overlay 방법을 사용하여 스크리닝하였다. Soft

GM17 agar [0.7% agar; 5% glucose를 보충한 M17배지

(Difco)] 10 mL에 L. monocytogenes를 10 µL (약 105 CFU/

mL) 혼합한 다음 15 mL의 Brain Heart Infusion (BHI) agar

(1.4% agar) (KisanBio, Seoul, Korea)를 중층 하였다. 약

30분간 실온에서 배지를 굳힌 후 고체배지 표면에 각 LAB

균주 100 µL를 spot하여 접종한 다음 37oC에서 24시간 동

안 배양하여 생성된 생육 저해환(clear zone)의 직경(mm)

을 측정하여 가장 효과적인 항리스테리아 활성을 나타내

는 LAB 균주를 선별하였다.
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BHI에서의 정량적 분석

선별된 LAB 균주에 대한 항리스테리아 활성을 정량적

으로 분석하기 위해 Iulietto 등18)의 방법으로 BHI broth에

서 배양하여 각 LAB 균주와 L. monocytogenes의 생육을

관찰하였다. LAB 균주를 MRS broth에서 37oC에서 24시

간, L. monocytogenes를 TSB에서 37oC에서 48시간 배양

한 후 각각 초기균수가 106 CFU/mL과 104 CFU/mL이 되

도록 배양액 100 µL를 9 mL의 BHI broth에 다음과 같이

각각 접종했다: (i) LAB, (ii) LAB + L. monocytogenes,

(iii) L. monocytogenes균 접종 후 37oC에서 24시간 동안

배양했으며, 일정한 시간 동안 배양액을 phosphate buffered

saline (PBS, Biosesang, Seongnam, Korea)로 10배수 계열

희석법을 이용하여 적절히 희석시킨 후 100 µL를 취하여

유산균은 MRS agar (Difco)에, L. monocytogenes는

PALCAM (Oxoid, Basingstoke, UK) 배지에 도말하여 37oC

에서 24시간 동안 각각 배양한 후 균수를 계수하였다.

항균 스펙트럼 조사

L. monocytogenes는 총 13개의 혈청형이 있으며, 특히

혈청형 3종(serotype 1/2a, 1/2b, 4b)은 주요한 식중독균으로

알려져 있어 공중보건학적으로 문제가 되고 있다19,20). 따라

서 각 혈청형 별로 3-8균주 총 24균주의 L. monocytogenes

를 대상으로 상기에 기술한 agar overlay방법을 이용하여

선별된 LAB균주의 항균활성 범위를 조사하였다.

박테리오신의 부분정제

선별된 LAB균주로부터 생산된 박테리오신을 부분정제

하기 위해 Americh 등21)에 제시된 황산암모늄 침전법을

이용하였다. 각 LAB균주를 MRS broth에서 약 24시간 배

양한 다음 원심분리(2,947 ×g, 10 min, 4oC) (Micro 17TR,

HANIL Science Co., Ltd., Daejeon, Korea) 및 membrane

filter (0.20 µm pore size, HYUNDAI MICRO, Seoul,

Korea)로 제균하여 cell-free supernatant (CFS)를 회수하였

다. 얻어진 CFS에 황산암모늄(DUKSAN, Ansan, Korea)

0.4 g/mL를 서서히 녹여 포화시킨 후, 0oC에서 45분 동안

염석하여 원심분리(9,809 ×g, 30 min, 4oC)하였다. 침전물

을 회수하여 Buffer solution (pH 7.0, DAEJUNG, Siheung,

Korea)으로 용해시키고 80oC에서 10분간 열처리하였다.

박테리오신 검출 및 활성 확인

박테리오신의 항균활성은 well-diffusion assay를 사용하여

확인하였다. Well-diffusion assay는 Turner 등17)의 agar overlay

방법을 변형하여 soft GM17 agar에 L. monocytogenes를 약

105 CFU/mL 혼합하여 BHI agar (1.4% agar)위에 중층 하

여 완전히 굳힌 후, 멸균된 tip을 이용하여 직경 6 mm의

well을 만들고 선별된 LAB균주의 CFS 100 µL를 well 내

부에 주입하였다. 그런 다음, 배지를 37oC에서 약 24시간

배양하여 well 주위에 나타나는 생육 저해환의 생성 여부

를 확인하였다. 저해환을 생성하는 각 LAB균주의 항리스

테리아 활성 메커니즘을 확인하기 위해 부분 정제된 박테

리오신에 proteinase-K (20 mg/mL, QIAGEN, Hilden,

Germany)를 처리하였다. Buffer solution (pH 7.0)으로 최

종 농도 4 mg/mL로 맞춘 proteinase-K를 부분 정제된 박

테리오신 용액과 1:1의 비율로 혼합하여 45oC에서 12시간

반응시킨 다음22), 100oC에서 5분간 가열하여 효소를 불활

성화 시켰다23). 효소처리 및 처리하지 않은 박테리오신 용

액을 well-diffusion assay를 통해 항리스테리아 활성을 조

사하여 항균활성 물질의 유기산 또는 단백질성 여부를 확

인하였다.

박테리오신 안정성 조사

박테리오신 안정성 조사는 Jung 등10) 및 Moon 등23)의

방법에 따라 선별된 LAB균주가 생산하는 박테리오신의

특성을 파악하기 위해서 부분 정제된 박테리오신에 다양

한 조건의 열, 유기용매, pH를 처리하여 well-diffusion assay

을 통해 안정성을 측정하였다.

1) 열 안정성

박테리오신의 열에 대한 안정성을 조사하기 위하여 부

분 정제된 박테리오신 용액을 60oC, 80oC, 100oC에서 각

각 15분, 30분, 60분 그리고 121oC에서 15분 동안 처리한

후 잔존하는 항리스테리아 활성을 측정하였다.

2) pH 안정성

다양한 pH에서의 박테리오신 안정성을 조사하기 위하

여 pH 4.01, pH 7.0, pH 10.01의 완충용액(DAEJUNG)과

부분 정제된 박테리오신 용액을 1:1의 비율로 혼합하여 상

온(25oC)에서 24시간 방치한 후 잔존하는 박테리오신의 항

리스테리아 활성을 측정하였다.

3) 유기용매 안정성

유기용매 처리가 박테리오신 활성에 미치는 영향을 조

사하기 위하여 부분 정제된 박테리오신 용액과 유기용매

를 1:1의 비율로 혼합한 후, 용매의 최종 농도를 50%(v/

v) 맞추고 37oC에서 2시간 동안 반응시킨 다음 잔존하는 박

테리오신의 항리스테리아 활성을 측정하였다. 이때 사용한

유기용매의 종류는 ethanol, methanol, chloroform, acetone

(SAMCHUN,  Pyeongtaek, Korea)이며, membrane filter

(0.20 µm)로 여과 멸균하여 사용하였다.

통계분석

각 데이터는 실험을 독립적으로 3회 반복 실시하여 얻

어진 측정값으로 평균 ± 표준편차로 나타내었고, SPSS

Statistics software v.25.0 (IBM Co., Armonk, NY, USA)을
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이용하여 통계분석을 실시하였다. 시료 평균값간의 통계

적 유의성은 분산분석(ANOVA)으로 분석하였고, 또한

P<0.05 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test를 이용하

여 사후 검증하였다.

Results and Discussion

LAB의 항리스테리아 활성 스크리닝

김치로부터 분리한 총 36종(Lactobacillus속, Weissella속,

Lactobacillus속, Lactococcus속)의 LAB균주를 대상으로

agar overlay 방법을 이용하여 L. monocytogenes에 대한 항

균력을 검토한 결과, 총 36종 중 30종에서는 항리스테리

아 활성이 전혀 나타나지 않았으며 6균주(W. confuse

KCKM 0189, W. confuse KCKM 0333, W. confuse

KCKM 0336, W. confuse KCKM 0448, L. lactis NJ 1-10,

L. lactis NJ 1-16)에서는 항리스테리아 활성이 나타났다

(data not shown). 그 중에서도 L. lactis NJ 1-10과 L. lactis

NJ 1-16의 항리스테리아 활성이 가장 우수하게 나타났다.

따라서 L. monocytogenes에 대하여 강한 항리스테리아 활

성을 보인 L. lactis NJ 1-10, L. lactis NJ 1-16을 선정하

여 본 연구에 사용하였다.

BHI에서의 정량적 분석

L. lactis NJ 1-10과 NJ 1-16에 의한 L. monocytogenes 생

육 감소 효과를 분석한 결과는 Fig. 1과 같다. 본 연구에 사

용된 NJ 1-10과 NJ 1-16(106 CFU/mL) 및 L. monocytogenes

(104 CFU/mL)를 BHI broth에서 단독 배양 시 24시간 동

안 약 8.0–9.0 log CFU/mL까지 생육하였다. 이와 달리 공

동 배양한 결과, NJ 1-10은 단독 배양과 마찬가지로 24시간

동안 약 9.0 log CFU/mL까지 생육한 반면, L. monocytogenes

의 균수는 배양 4시간 이후부터 점차 감소하더니 20시간

이후부터는 검출한계(1.0 log CFU/mL) 이하까지 감소하

여 초기균수와 비교했을 때 약 3.0 log CFU/mL만큼 감소

하였다(Fig. 1A). NJ 1-16의 경우도 NJ 1-10과 유사하게

공동 배양 시 24시간 동안 9.0 log CFU/mL 까지 생육하

였으나, L. monocytogenes 균수는 점차 감소하여 20시간

이후부터는 검출한계 이하까지 감소하였다(Fig. 1B). Silvina

등24)의 연구에 따르면, 초기균수가 각각 106 CFU/mL과

104 CFU/mL인 Leuconostoc citreum와 L. monocytogenes를

skim milk배지에서 공동 배양한 결과, 50시간까지 L.

monocytogenes의 생육을 억제하지 않았다고 보고하였고,

lulietto 등18)은 Lactococcus : Lactobacillus : Enterococcus

faecium UBEF-41를 2:1:1 비율로 혼합한 균주와 L.

monocytogenes를 BHI broth에서 30oC에서 공동 배양했을

때, 120시간 만에 L. monocytogenes가 1.3 log CFU/mL까

지 감소했다고 보고하여 본 실험과 많은 차이가 있었는데

이는 LAB균주 별로 생산하는 박테리오신의 종류가 달라

항리스테리아 활성 및 항균스펙트럼의 범위가 다르기 때

문으로 여겨진다23). 따라서 BHI broth에서 20시간 만에 L.

monocytogenes를 검출한계 이하까지 감소시킨 NJ 1-10과

NJ 1-16의 항리스테리아 활성은 비교적 효과적임을 알 수

있다.

항균 스펙트럼 조사

NJ 1-10과 NJ 1-16균주가 다양한 혈청형의 L. monocytogenes

에 대한 항균효과가 있는지를 검증하기 위해 총 24종

(serotype 1/2a, 1/2b, 3a, 4b)의 L. monocytogenes 균주를

이용하여 두 LAB균주의 항리스테리아 활성을 확인한 결

과, Table 1에서 보는 바와 같이 항균활성의 정도는 다르

지만, NJ 1-10과 NJ 1-16 모두 24종의 L. monocytogenes

에 대해서 항균활성을 나타냈으며, L. monocytogenes 균주

중에서도 L. monocytogenes 혈청형 4b에 대해 NJ 1-10과

NJ 1-16 모두 가장 강력한 항균활성을 나타내었다. 또한

L. monocytogenes 3a SSA184균주를 제외하고 대체적으로

혈청형 1/2a 균주에 대한 NJ 1-10과 NJ 1-16의 항균활성은

낮은 것으로 평가되었다. 이러한 결과는 L. monocytogenes

Fig. 1. Anti-listeria activity of Lactococcus lactis NJ 1-10(A) and

NJ 1-16(B) in Brain Heart Infusion broth at 37oC for 24 h.
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혈청형 4b 분리주가 혈청형 1/2a 분리주보다 박테리오신

(Lb 265, Lb 706)에 더 민감한 경향이 있다고 보고한

Buncic 등25)의 연구와 유사하였다. 반면, Henderson 등26)

은 nisin을 처리했을 때, L. monocytogenes 혈청형 4b 균

주가 혈청형 1/2a 균주에 비해 더 낮은 감수성을 보였다

고 보고하여 본 연구결과와 차이가 있었는데, 이는 박테

리오신에 대한 L. monocytogenes 분리주의 반응은 혈청형

내에서 다양하며, 박테리오신 감도에 대한 균주 다양성이

존재하기 때문일 것으로 사료된다27).

박테리오신의 검출 및 활성 확인

LAB의 항균력은 주로 배양 중에 생성되는 유기산에 의

한 것이나, 이 외에도 박테리오신, 과산화수소, diacetyl 등

에 의한 것으로 알려져 있다28). 따라서 본 연구에서는 NJ

1-10과 NJ 1-16의 항리스테리아 활성을 나타내는 항균물질

을 명확하게 규명하기 위해 부분 정제된 박테리오신을 pH

7.0으로 조절하고 proteinase-K를 처리하여 L. monocytogenes

의 생육저해를 well-diffusion assay를 이용하여 확인하였

다(Fig. 2). 그 결과, pH 7.0의 proteinase-K 처리구에서는

항리스테리아 활성이 전혀 관찰되지 않았는데, 이는 NJ 1-

10과 NJ 1-16에 의해 생성되는 항균물질이 단백질이나

peptide분자로 이루어져 단백질분해효소인 proteinase-K에

의해 분해되는 박테리오신인 것으로 추정되며29), 또한 저

해환이 전혀 나타나지 않는 것으로 보아 과산화수소나 다

른 항균물질은 존재하지 않는 것으로 판단된다. 반면, 아

무것도 처리하지 않은 CFS (대조군)에 비해 pH만 조절한

실험군(pH 7.0)의 저해환 크기가 더 작은 것이 확인되어

젖산과 같은 유기산의 생성이 어느 정도 항리스테리아 활

성에 영향을 미치는 것으로 생각된다.

Jung 등30)의 연구에서는 7종류(L. monocytogenes, E.

faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium, S. Enteritidis, Yersinia enterocolitica)의 지표균

Table 1. Evaluation of anti-listeria spectrum of Lactococcus lactis NJ 1-10 and NJ 1-16 by agar overlay method

Serotype
Zones of growth inhibition in mm1)

NJ 1-10 NJ 1-16

Listeria monocytogenes 4b LM10 8.4±0.5a 7.7±0.1a

Listeria monocytogenes 4b LM12 8.1±0.2ab 8.0±0.2a

Listeria monocytogenes 4b LM52 7.5±0.4ab 7.4±0.4a

Listeria monocytogenes 4b LM2 7.8±0.4ab 7.8±0.1a

Listeria monocytogenes 4b LM3 8.1±0.1ab 7.9±0.2a

Listeria monocytogenes 4b LM24 8.1±0.2ab 8.3±0.4a

Listeria monocytogenes 4b 13932 4.6±0.8cdef 5.0±0.7bc

Listeria monocytogenes 4b LM5 4.0±0.3ab 3.7±0.2a

Listeria monocytogenes 1/2a SSA81 3.3±0.4efgh 3.8±0.9def

Listeria monocytogenes 1/2a SSA83 3.6±0.4h 3.4±0.5def

Listeria monocytogenes 1/2a SSA151 3.7±0.9h 3.3±0.2ef

Listeria monocytogenes 1/2a LM29 3.4±0.6fgh 3.2±0.6f

Listeria monocytogenes 1/2a LM35 3.9±0.5h 4.1±0.6f

Listeria monocytogenes 1/2a BAA-679 4.6±0.1fgh 4.7±0.5cdef

Listeria monocytogenes 1/2b LM13 5.2±0.3cdef 4.6±0.6bcd

Listeria monocytogenes 1/2b SSA156ae 7.4±0.6c 7.4±0.3bcd

Listeria monocytogenes 1/2b LM4 4.2±0.2b 4.3±0.3a

Listeria monocytogenes 1/2b LM7 5.1±0.2defgh 4.6±0.3bcde

Listeria monocytogenes 1/2b LM18 4.9±0.2cd 5.2±0.3bcd

Listeria monocytogenes 1/2b LM21 4.2±0.1cde 4.3±0.2b

Listeria monocytogenes 1/2b BAA-839 3.6±0.3defgh 3.8±0.1bcde

Listeria monocytogenes 3a LM8 4.6±0.1gh 4.1±0.2def

Listeria monocytogenes 3a LM44 4.1±0.1cdefg 3.2±0.9cdef

Listeria monocytogenes 3a SSA184 2.7±0.6efgh 2.7±0.6f

1)Different letters (a-h) within the same column for each strain indicate significant difference (n=6; P<0.05).
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주에 대한 시판 생막걸리에서 분리한 LAB (Lactobacillus

casei, L. plantarum, L. brevis, Pediococcus pentosaceus)의

항균활성은 발효 중 젖산의 생성에 의한 pH의 저하 때문

인 것으로 보고한 반면에, Moon 등23)은 E. faecium

CJNU2008은 L. monocytogenes에 대한 항균활성이 있으며,

protease처리 후에는 항균활성이 완전히 소실되는 것을 확

인하여 E. faecium CJNU2008 균주가 생산하는 항균물질

이 단백질성의 박테리오신임을 증명하였다. 따라서 본 연

구에서도 NJ 1-10과 NJ 1-16의 항리스테리 활성은 주로

박테리오신에 의한 것으로 여겨진다. 

박테리오신 안정성 조사

본 연구에서는 또한 NJ 1-10과 NJ 1-16 균주가 생산하

는 박테리오신이 열, pH, 및 유기용매 등 다양한 환경에

서 어느 정도 안정성이 있는지 검토하였다.

1) 열 안정성

Table 2는 열처리에 따른 부분 정제된 박테리오신의 안

정성을 평가한 결과로, NJ 1-10과 NJ 1-16의 박테리오신

Fig. 2. Changes in anti-listeria activity of partially purified bacte-

riocins from Lactococcus lactis NJ 1-10(a) and NJ 1-16(b) after

pH adjustment and proteinase K treatment. (1) cell free superna-

tant (CFS), (2) partially purified bacteriocin at pH 7.0, (3) par-

tially purified bacteriocin treated with proteinase-K at pH 7.0.

Table 2. Stability of the partially purified bacteriocin produced from Lactococcus lactis NJ 1-10 and NJ 1-16 after heat treatments

Strain Treatment Time (min) Residual activity (mm)1)

NJ 1-10 Control 8.6±0.4a

60oC 15 8.5±1.2a

30 8.7±1.1a

60 8.4±0.6a

80oC 15 7.7±0.2a

30 6.9±0.7ab

60 5.0±1.8bc

100oC 15 4.9±0.7bc

30 2.8±1.3c

60 -2)

121oC 15 -

NJ 1-16 Control 8.5±0.4a

60oC 15 8.3±1.4a

30 8.4±1.6a

60 8.6±1.2a

80oC 15 7.9±0.7a

30 7.0±0.0ab

60 5.1±1.8bc

100oC 15 4.8±0.6bc

30 2.7±1.2c

60 -

121oC 15 -

1)Different letters (a-c) for each strain indicate significant difference (n=6; P<0.05).
2) ‘-’ indicates that no clear zone was observed.
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모두 비열처리군과 비교하여 볼 때 60oC 및 80oC에서 30

분간 열처리 시까지 항리스테리아 활성이 비교적 안정하

게 유지되었으나, 80oC에서 60분, 100oC에서 15분과 30분

간 처리 시 그 활성이 점차 감소하다가 100oC에서 60분

과 121oC에서 15분 처리 시 항리스테리아 활성이 완전히

소실되어 고온 및 멸균살균 보다 저온살균으로 가공되는

식품에 적용이 가능할 것으로 사료된다. 일반적으로 각종

LAB이 생산하는 박테리오신의 열 안정성은 그 종류에 따

라 상이한 것으로 알려져 있다31). Lee 등32)의 연구에서는

Leuconostoc mesenterioides CK0122 균주가 생산하는 박

테리오신의 경우 121oC에서 15분간 열처리에 의해서도 항리

스테리아 활성이 감소가 되지 않은 반면에, Vaughan 등33)에

서는 Lactobacilus helvericus 1829의 CFS는 50oC에서 15

분간 열처리했을 경우 항리스테리아 활성이 약 50% 정도

감소되었고, 60oC에서 15분간 열처리했을 때 그 활성이 완

전히 소실되었다고 보고하였다.

2) pH 안정성

pH에 따른 NJ 1-10과 NJ 1-16의 박테리오신 안정성을

평가하기 위해 각 pH별 완충용액과 부분 정제된 박테리

오신 용액을 1:1의 비율로 혼합하여 항리스테리아 활성을

확인한 결과, NJ 1-10과 NJ 1-16이 생산하는 박테리오신

모두 활성이 pH가 증가함에 따라 항리스테리아 활성이 급

격하게 감소하는 경향을 나타내었다(Table 3). 예를 들면, NJ

1-10의 경우 대조군과 비교했을 때 pH 4.01에서는 약 5 mm,

pH 7.0에서는 6 mm, pH 10.01에서는 8 mm만큼 저해환의

직경이 감소하였으며, NJ 1-16은 pH 4.01에서는 약 5 mm,

pH 7.0에서는 5 mm, pH 10.01에서는 7 mm만큼 감소하는

경향을 나타내었으나, 활성이 완전하게 소실되지는 않았

다. Shin 등34)이 보고한 Lactobacillus salivarius LCH1227

가 생산하는 박테리오신의 경우 pH 2.0-12.0의 광범위한

영역에서 항균활성을 그대로 유지했다고 보고한 반면,

Park35)의 연구에서는 L. mesenteroides PH1과 PH2가 생산

하는 박테리오신은 pH 6.0-7.0에서만 활성이 안정하고 pH

4.0-5.0과 pH 11.0 구간에서는 활성이 불안정하다고 보고

되었다. LAB균주들이 생산하는 박테리오신은 낮은 pH에

서 활성을 보이거나, 국한된 범위의 pH에서만 안정한 것

으로 보고되었으나36), 본 연구에 선정된 NJ 1-10과 NJ 1-

16에 의해 생산되는 박테리오신은 넓은 pH영역에서도 항

리스테리아 활성이 소실되지 않았고, 산성영역에서 비교

적 안정하였기 때문에 pH가 낮은 식품에서의 활용가능성

도 기대할 수 있을 것이라고 판단된다.

3) 유기용매 안정성

일반적으로 미생물의 배양여액에는 여러 가지 단백질이

함유되어 있어, 산업적으로 이용할 때 가능한 한 불순 단

백질을 제거하는 것이 유리하므로37) 박테리오신 부분 정

제시 불순단백질의 제거에 유용한 유기용매를 알아보기

위한 안정성 실험을 진행하였다. 유기용매는 acetone,

ethanol, methanol, chloroform을 사용하였고 부분 정제된

박테리오신 용액을 동량 혼합하여, 37oC에서 2시간 방치

한 후 잔존 활성을 확인하였다(Table 4). 그 결과, NJ 1-

10의 박테리오신은 acetone, ethanol, methanol 처리 시 대

조군과의 저해환 직경 차이가 약 0.5-1.1 mm 만큼 확인되

어 활성이 안정적으로 유지된 반면 chloroform 처리 시에

는 약 3 mm의 차이가 확인되어 활성이 상대적으로 감소

한 것으로 나타났다. NJ 1-16의 박테리오신의 경우 acetone,

ethanol, methanol 처리 시 약 1-3 mm로 큰 차이가 없었으

나, chloroform 처리 시 약 4 mm의 차이가 나타나 NJ 1-

10이 생산하는 박테리오신과 유사한 안정성을 보였다. 박

테리오신은 주로 양이온 및 양친매성의 생화학적 성질을

가지고 있는데, 박테리오신 분자의 소수성 영역이 목적균

의 세포막과의 소수성 상호작용을 통해 결합하게 되면38)

Table 3. Stability of the partially purified bacteriocin produced

from Lactococcus lactis NJ 1-10 and NJ 1-16 at various pHs

Strain Treatment Residual activity (mm)1)

NJ 1-10 Control 12.5±0.8a

pH 4.01 7.1±0.2b

pH 7.0 6.0±0.8bc

pH 10.01 4.9±0.1c

NJ 1-16 Control 12.1±0.3a

pH 4.01 7.3±0.5b

pH 7.0 6.9±0.2b

pH 10.01 5.2±1.8c

1)Different letters (a-c) for each strain indicate significant differ-

ence (n=6; P<0.05).

Table 4. Stability of the partially purified bacteriocin produced

from Lactococcus lactis NJ 1-10 and NJ 1-16 in various solvents

Strain Treatment1) Residual activity (mm)2)

NJ 1-10 Control 8.5±0.7a

Acetone 7.4±0.7a

Ethanol 7.5±0.4a

Methanol 8.0±0.8a

Chloroform 5.3±0.5b

 NJ 1-16 Control 9.0±0.8a

Acetone 6.1±1.5ab

Ethanol 7.2±0.7abc

Methanol 7.2±1.2bc

Chloroform 5.0±0.4c

1)The final concentration of each solvent was 50%(v/v).
2)Different letters (a-c) for each strain indicate significant differ-

ence (n=6; P<0.05).
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그 생리적 기능을 파괴함으로서 세포의 에너지 대사와 물

질 이동을 저해하는 것으로 알려져 있다39). 따라서 박테리

오신 함유 상등액에 유기용매를 처리할 경우 박테리오신

은 양극성의 유기용매와의 소수성 상호작용을 하게 되어

활성 능력이 감소 할 수 있다. Lactobacillus gasseri G2가 생

산하는 박테리오신의 유기용매 내성을 측정한 Kim 등40)의

연구에서는 acetone, methanol, ethanol, butanol의 다양한

유기용매에 대해 항균 활성 소실이 전혀 없이 매우 우수

한 안정성을 보여준 반면에, Kim 등41)의 연구에서는

Pseudomonas putida에서 생성되는 박테리오신이 헥산과

에탄올을 제외한 methanol, toluene, chloroform, acetone,

methyl chloroform 등의 유기용매에 의해 활성이 현저하게

저하되었다고 보고했다. 또한 Pasteris 등37)은 L. lactis CRL

1584의 상등액에 유기용매를 처리했을 때, hexadecane과 ethyl

acetate는 박테리오신의 활성을 변형시키지 않은 반면, 10%

및 20%(v/v)의 chloroform을 처리했을 경우에는 활성을 각

각 29% 및 43% 감소시켰다고 보고하여 본 연구결과와 유

사하였는데 이는 chloroform의 소수성 상호작용의 힘이 다

른 유기용매에 비해 크기 때문에 박테리오신의 활성에 더

크게 영향을 미친 것으로 보이며, 불순단백질의 제거에 유

용한 유기용매로 적합하지 않은 것으로 사료된다.

본 연구결과, 김치에서 분리된 총 36종의 LAB균주 중

L. lactis NJ 1-10과 L. lactis NJ 1-16이 가장 효과적인 항

리스테리아 활성을 나타냈으며, 또한 다양한 혈청형에서

도 항리스테리아 활성이 확인되었다. 단백질분해효소를 처

리한 배양액에서 항리스테리아 활성이 감소하는 것으로

보아 주요 항리스테리아 활성은 박테리오신에 의한 것임

을 확인할 수 있었다. 또한 부분 정제된 박테리오신은 80oC

의 열처리에도 안정하였으며, 대조군에 비해 산성의 pH에

서 항리스테리아 활성이 감소되지만 알카리성 pH에 비해

상대적으로 높은 항리스테리아 활성을 보여주었다. 유기

용매에 대한 안정성을 검토한 결과, chloroform을 제외한

대부분의 유기용매에도 항리스테리아 활성을 유지하는 것

으로 보아 식품에 존재하는 L. monocytogenes를 제어하기

위한 천연항균제로서의 가능성이 있음을 보여주었다. 따

라서 본 연구결과는 L. lactis NJ 1-10과 NJ 1-16균주가

생산하는 항균물질은 가공육제품 및 RTE식품 등에 오염

되어 L. monocytogenes의 제어를 위해 사용 가능할 것으

로 여겨지며, 향후 L. lactis NJ 1-10과 L. lactis NJ 1-16

으로 부터 생산되는 박테리오신 규명 및 L. monocytogenes

오염 식품에 직접 적용하여 천연항균제로서의 가능성을

확인할 예정이다. 
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국문요약

L. monocytogenes는 그람양성의 대표적인 식중독균 중

하나로 치명률이 대단히 높으며 대부분의 식중독균과 달

리 저온에서도 생육 가능하여 냉장 보관된 식품에서도 식

중독을 발생시킬 수 있다. 이에 따라 식품의 제조, 가공

및 유통과정에서 다양한 물리, 화학적 방법이 사용되고 있

지만, 이러한 방법은 식품의 품질 변화를 초래하고 합성

보존제에 대한 소비자의 인식 등으로 적용에 한계가 있을

수 있다. 따라서 본 연구에서는 식품의 미생물적 안전성

향상을 위해 김치에서 분리된 LAB의 항리스테리아 활성

을 분석하여 천연항균제로서 활용 가능성을 평가하였다.

Agar overlay 방법으로 김치에서 분리된 총 36종(Lactobacillus

속, Weissella속, Lactobacillus속, Lactococcus속)의 유산균

에 대한 항리스테리아 활성을 분석한 결과 L. lactis NJ 1-

10과 NJ 1-16이 가장 항리스테리아 활성이 높은 것으로

나타났다. 항리스테리아 활성을 정량적으로 분석하기 위

해 NJ 1-10과 NJ 1-16을 각각 L. monocytogenes와 BHI

broth에서 공동 배양한 결과, 20시간 만에 L. monocytogenes

를 3.0 log CFU/mL 감소시켜 검출한계 이하까지 균수가

감소하였다. 두 LAB균주 모두 24개의 L. monocytogenes

혈청형에 대해 저해환의 크기는 조금씩 다르지만 모두 항

리스테리아 활성을 보였다. NJ 1-10과 NJ 1-16의 부분 정

제된 박테리오신 모두 proteinase-K 처리에서 항리스테리

아 활성이 소실되어 항균물질이 단백질의 박테리오신임을

확인하였다. 부분 정제된 박테리오신의 열에 대한 안정성

은 NJ 1-10과 NJ 1-16 모두 60oC 및 80oC에서 비교적 안

정했지만, 100oC에서 60분과 121oC에서 15분 처리로 활성

이 완전히 소실되었다. pH의 안정성의 경우, pH 4.01에서

활성이 가장 안정하였고 pH가 높아질수록 그 활성이 감

소하는 경향을 나타내었으나, 활성이 완전하게 소실되지

는 않았고, 유기용매 안정성은 acetone, ethanol, methanol

에 비교적 안정한 활성을 보였으나 chloroform 처리 시 활

성의 정도가 감소하였지만 완전히 소실되지는 않았다. 따

라서 본 연구의 결과, NJ 1-10과 NJ 1-16이 생산하는 박

테리오신은 L. monocytogenes를 효과적으로 저감시켰으며,

열, pH, 유기용매에 대해 비교적 안정하여 식품에 존재하

는 리스테리아균 제어를 위한 천연항균제로서의 잠재적인

가능성이 있음을 확인하였다.
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