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김치에서 분리한 유산균의 항균 활성 연구
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Abstract: A survey was conducted on the isolation of lactic acid bacteria with antibacterial activity. Total 500 lactic acid

bacteria were isolated from kimchi and their antibacterial activity was tested against bacteria associated with acidification

and hygiene of kimchi, including Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei, Pediococcus pentosaceus, and Escherichia

coli using a deferred method. Among them, 15 lactic acid bacteria isolated from kimchi showed antibacterial activity against

two or more indicator strains, and they were identified using a 16S rDNA sequence analysis. As a result, seven Lactobacil-

lus sakei, four Lactobacillus plantarum, one Lactobacillus paraplantarum, two Lactobacillus brevis, and one Leuconostoc

citreum were identified. These results suggest that those might be used to improve kimchi quality as a potential starter.

Keywords: kimchi, lactic acid bacteria, antibacterial activity

서 론

유산균은 채소발효식품 및 유제품의 주된 미생물로 정장

작용, 면역 조절, 항암 및 항돌연변이 효과, 콜레스테롤 저

하, 항알러지 효과, 유당불내증 완화 등의 효과가 있는 것

으로 알려지면서 유산균의 활용 및 산업화에 대한 인식이

재평가되고 있다(Klaver and vander Meer, 1993; Lim et al.,

2011; Ko et al., 2013). 김치는 배추나 무, 기타 채소의 주

재료에 소금, 고춧가루, 젓갈, 마늘, 생강 등의 각종 양념을

혼합하여 일정기간 발효시킨 한국의 대표적인 전통식품으

로, 발효초기에는 Achromobacter, Flavobacterium, Pseudo-

monas 등의 호기성 미생물이 발견되고, 적숙기 이후에는

Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus, Lacto-

bacillus sakei 등의 젖산균이 번식하여 과도한 신맛을 주게

되며, 발효 말기에는 산막효모가 생장하여 연부작용에 관

여한다. 김치의 상업적 생산이 본격화되면서 김치 품질 균

일화나 품질유지기한 연장과 관련하여 미생물의 발효 패턴

을 조절하여 가식기간을 연장시키려는 연구가 계속되고 있

다(Lee and Lee, 2011). 이미 방사선 조사, 고압처리 등과

같은 물리적 처리 또는 에탄올과 같은 화학적 처리를 통한

미생물 제어에 관한 연구는 많이 진행된 바 있으나(Byun

et al., 1989; Lee and Byun, 2007; Kim and Hahn, 2003),

식품공전에 제시된 김치 규격에 따르면 식품보존료의 인위

적 사용이 허용되지 않으며, 채소를 주·부재료로 쓰는 김

치의 경우 품질 저하와 영양 손실의 가능성이 크므로 이를

적용하는데 있어 어려움이 있다. 이러한 이유로 종균을 이

용하여 김치 발효를 제어하려는 연구가 다수 진행되었으나,

상품 김치 생산과 관련된 가식기간 연장은 아직 완전히 해

결되지 못하고 있는 실정이다(So et al., 1996; Cho and

Rhee, 1991). 이는 16S rDNA 염기서열을 이용한 계통학적

분류 등을 통해 김치에 존재하는 다양한 미생물상이 밝혀

지고 있음에도 불구하고 Lb. plantarum의 생육 저해 균주

개발에만 의존해온 부분도 있다(Yang et al., 2002; Moon

et al., 2004; Cha and Ha, 1996). 따라서 본 연구에서는 김

치의 과도한 산생성과 밀접한 관련이 있을 것으로 생각되

는 P. pentosaceus, Lb. sakei, Lb. plantarum과 원·부재료

부터 유래되는 대장균군의 저감화를 목표로 Escherichia coli

의 생육을 저해하는 김치 유래 유산균을 탐색하고 분리·
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동정하여 김치의 품질유지기한 연장 및 위생성 향상에 이

용하고자 하였다.

재료 및 방법

유산균의 분리

시료는 전국 각 도별 소매업체로부터 총 10종의 배추김

치를 수집하여 유산균 분리실험에 사용하였다. 시료를 0.85%

NaCl에 현탁하여 순차적으로 희석한 뒤 MRS-BPB 고체배

지(BD Difco, Sparks, MD, USA)에 도말하고 30oC에서 3일

간 배양하여 colony를 분리하였으며, 분리된 colony는 MRS

broth에 순수배양한 후 -80oC에서 보관하면서 실험에 이용

하였다.

항균활성 시험

항균활성 시험은 deferred method(Ahn and Stiles, 1990)

를 이용하여 김치 과숙 관련 지시균주 및 대장균에 대하여

분리 균주들의 생육저해활성을 확인하였다. 분리된 500여

개의 균주의 항균활성을 측정하기 위해 김치 과숙 관련 지

시균주로 김치에서 분리된 P. pentosaceus, Lb. sakei, Lb.

plantarum, 대장균군 지시균주로 E. coli DH5α를 사용하였

으며, 김치로부터 분리된 균주들은 MRS agar plate 표면에

접종하여 30oC에서 15시간 동안 전배양하고, 지시균주 배

양액 100 µL를 0.7%(v/v) soft MRS agar에 접종하여 전배

양한 plate에 overlay하여 30oC에서 24시간 배양한 후, 지시

균주들의 생육저해 정도를 확인하였다.

Genomic DNA 추출 및 16S rDNA 염기서열 분석

항균활성이 우수하여 선발된 15균주는 MRS broth에 배

양시킨 후 genomic DNA extraction kit(iNtRON Biotechno-

logy, Daejeon, Korea)를 사용하여 DNA를 추출하였다. 추

출된 DNA는 1% agarose gel을 이용하여 확인하였다.

16S rRNA gene을 증폭하기 위하여 추출된 genomic DNA

를 template로 하여 27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3’,forward),1492R (5’-GGCTACCTTGTTACGACTT-3’, re-

verse) primer를 이용하여 PCR을 진행하였다(Moon et al.,

2004). PCR조건은 95oC에서 1분간 denaturation, 45oC에서

1분간 annealing, 72oC에서 1분 30초간 extension으로 30

cycle을 수행하였다. 얻어진 PCR product는 sequencing을

위하여 purification Kit(iNtRON Biotechnology, Daejeon,

Korea)를 이용하여 정제하였다. DNA 염기서열은 ABI PRISM

3700 DNA analyzer(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

를 사용하여 염기서열을 결정하였으며, 이것을 National

Center for Biotechnology Information(NCBI)의 Basic Local

Alignment Search Tool(BLAST)를 이용하여 분리균주를 동

정하였다(Altschul et al., 1997).

결과 및 고찰

김치로부터 유산균의 분리

김치의 과숙에 관여하는 지시균주 및 대장균에 대한 항

균활성을 가지는 유산균을 선발하기 위하여 전국 6개도(경

기, 강원, 전라, 경상, 충청, 제주)에서 배추김치 10종을 수

집한 후, MRS-BPB 고체배지를 이용하여 약 500균주를 분

리하였다. 이들 균주의 지시균주들에 대한 항균활성을 확

인하였다.

지시균주에 대한 항균활성을 가지는 균주 선발

전국 6개도의 배추김치 10종으로부터 분리한 500여개의

균주를 대상으로 김치 과숙에 관여하는 균주로 생각되는 P.

pentosaceus, Lb. sakei, Lb. plantarum과 김치위생 관련 균

주인 E. coli에 대하여 항균활성을 확인한 결과, 뚜렷한 생

육저지환을 나타낸 균주들의 일부 결과를 Fig. 1에 나타내

었고 최종적으로 15균주를 선발하였다(Table 1). 그 중 2-7

30균주가 타 균주들에 비해 김치 과숙 균주 및 대장균에

대해 보다 넓은 항균활성 범위를 나타내었다.

선발된 항균활성 우수 균주 동정

김치 과숙 균주 및 대장균에 대해 생육저지환을 나타낸

15균주를 최종적으로 선발하여 동정을 수행하였다(Table 2).

16S rDNA sequencing을 통해 동정한 결과, 1-3 63, 2-7 28,

2-7 29, 2-7 30, 2-7 60, 2-8 10, 2-12 24는 Lb. sakei, 2-12

5, 2-12 32, 2-12 41, 2-12 53은 Lb. plantarum, 2-12 44와

2-8 59는 Lb. brevis, 2-12 54은 Lb. paraplantarum으로 동

정되어 15균주 중 14종이 Lactobacillus 속으로 나타났으며,

2-8 72는 Leu. citreum 으로 동정되었다. Kim 등(2004)과 Park

Fig. 1. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria isolated from kimchi using deferred method. Strain isolated from kim-

chi<Indicator strain>: (A)2-7 30<P. pentosaceus>, (B)2-7 28<P. pentosaceus>, (C)2-8 59<Lb. sakei 153>, (D)2-12 54<E.

coli>, (E)2-12 32<Lb. sakei 153>, (F)2-12 5<P. pentosaceus>.



Antibacterial Activity of Lactic Acid Bacteria Isolated from kimchi 21

등(2012)은 김치로부터 분리한 유산균의 항균활성을 보고

하고 이들 균주들이 분비하는 bactericin의 특성을 분석하

는 등 김치유래 유산균들의 항균활성에 관한 연구가 많이

이루어지고 있다. 특히, 안 등(2012)의 연구에서 분리한 Lb.

sakei의 경우 그람양성균 뿐만 아니라 그람 음성균까지도

저해하여 넓은 저해범위를 지닌다고 하였는데 본 연구에

서 분리된 몇몇 균주들도 E. coli 저해능이 있는 것으로

나타났다.

그러나, 김치 산패관련 균주들 및 대장균군에 대해 뚜렷

한 항균활성을 지닌 균주를 선발하고 이를 산업화에 적용

한 예는 아직 미비한 실정이다.

전통장, 전통주 등 식품 산업에 있어서 박테리오신 생산

균을 분리하고 이를 조사하는 연구(Jung et al., 2009; Baek

et al., 2012)가 다양하게 진행되었다. 김치의 경우에도 박

테리오신에 대한 연구가 지속적으로 진행되고 있는데 이는

원재료로부터 E. coli 등 대장균군의 유입이나 과도한 발효

로 인한 산패균의 생육으로 품질이 저하되는 것을 막을 수

있을 것으로 평가되기 때문이다. 상품 김치에 대한 수요가

증가하고 품질유지기한의 연장이 요구됨에 따라 김치제조

산업에서는 이러한 문제점을 해결하기 위한 일환으로 박테

리오신을 생산하는 유산균 스타터의 개발이 필요하게 되었다.

본 실험에서 선발된 균주 중 일부는 김치의 산패를 일으

키는 균주 및 E. coli를 효과적으로 저해하여 김치의 과숙

을 억제하는 효과와 동시에 김치의 안전성을 향상시켜 줄

것으로 기대되었다. 향후 이들 균주들이 생산하는 항균물

질의 특성을 알아보기 위하여 항균물질의 정제 및 온도,

pH, 효소 처리에 따른 항균물질의 안정성을 확인하는 실험

이 요구된다(Jeong et al., 2011; Lee et al., 2011). 또한,

선발된 균주에 대하여 김치 종균으로써 갖추어야 할 조건

및 특성을 검토하여 김치 적용 실험을 진행하고자 한다.

요 약

김치 과숙에 관여하는 균주와 대장균의 성장을 억제하는

항균활성을 지닌 균주를 김치로부터 선발하고자 하였다. 전

국 6개도의 배추김치 10종으로부터 분리한 500여개의 균주

를 대상으로 김치의 과도한 산생성에 관여할 것으로 예상

되는 P. pentosaceus, Lb. sakei, Lb. plantarum과 원·부재

로로부터 초기에 유입되는 대장균군의 저감화를 위하여 E.

coli에 대한 항균활성을 살펴본 결과, 2-7 30 균주가 모든

지시균주에 대해 뚜렷한 생육저지환을 나타내었다. 지시균

주들에 대해 일부 항균활성을 나타낸 15균주를 최종적으로

선발하여 동정한 결과, Lb. sakei, Lb. plantarum, Lb. brevis,

Lb. paraplantarum, Leu. citreum으로 각각 동정되었다.

Table 1. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria isolated from kimchi

Strains
Indicator strain

Lb. sakei 153 Lb. sakei 154 P. pentosaceus Lb. plantarum E. coli

1-3 63 +1) + + + +

2-7 28 + + + + +

2-7 29 + + − − ++

2-7 30 + ++ ++ ++ +

2-7 60 + ++ − + ++

2-8 10 + ++ + − +

2-8 59 + + − − −

2-8 72 + + − (+) −

2-12 5 ++ + ++ ++ −

2-12 24 + + + + (+)

2-12 32 + − ++ − −

2-12 41 + ++ − ++ −

2-12 44 + + + (+) −

2-12 53 + − ++ − −

2-12 54 + − − − ++
1)Degree of clarity of clear zone by growth inhibition : ++; strong inhibition, +; weak inhibition, −; negative inhibition.

Table 2. Identification of lactic acid bacteria isolated from

kimchi by 16S rDNA sequencing

Strain No. Identification

1-3 63 Lactobacillus sakei

2-7 28 Lactobacillus sakei

2-7 29 Lactobacillus sakei

2-7 30 Lactobacillus sakei

2-7 60 Lactobacillus sakei

2-8 10 Lactobacillus sakei

2-8 59 Lactobacillus brevis

2-8 72 Leuconostoc citreum

2-12 5 Lactobacillus plantarum

2-12 24 Lactobacillus sakei

2-12 32 Lactobacillus plantarum

2-12 41 Lactobacillus plantarum

2-12 44 Lactobacillus brevis

2-12 53 Lactobacillus plantarum

2-12 54 Lactobacillus paraplantarum
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