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사료첨가용 생균제 개발을 위한 마늘 내성 유산균의 배양 조건
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Abstract

Culture conditions of L. plantarum TJ-LP-002, the garlic resistant strain isolated from pakimchi (green onion kim-
chi), were investigated for the use of feed additives. Acetic acid, citric acid, lactic acid, and tartaric acid were
detected in the culture supernatant, and especially the concentrations of lactic acid and acetic acid significantly
increased during cultivation. The antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002 was not affected by proteases,
calatase or cellulase, which showed that the antimicrobial activity might be due to the production of acids rather
than proteinaceous antimicrobial substances. L. plantarum TJ-LP-002 was resistant to neomycin sulfate, spectinomy-
cin dihydrochloride, and lincomycin hydrochloride, sensitive to streptomycin sulfate, and intermediate resistant to
ampicillin trihydrate, chloramphenicol, erythromycin, tetracycline hydrochloride, and kanamycin sulfate. The opti-
mum initial pH of medium, fermentation temperature and time for the cell growth and antibacterial activity were
pH 7.0, 30oC and 24hr, respectively. The optimal composition of culture medium for the cell growth and antimi-
crobial activity was 3%(w/v) glucose as a carbon source, 3%(w/v) yeast extract as a nitrogen source, and manganese
sulfate and ammonium citrate as inorganic salts. The combinatorial supplementation of these inorganic salts, rather
than sole addition as an inorganic salt, resulted in better antibacterial activity.
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서 론

마늘은 탄수화물과 단백질이 풍부하고, 각종 비타민류를

함유하고 있으며, cysteine, histidine, lysine 등의 필수 아미

노산과 linoleic acid, linolenic acid, arachidonic acid 등의

지방산을 함유하고 있다(Hwang et al., 2004; 이용정,

1983). 마늘의 유효 성분으로는 allin과 allicin이 알려져 있

는데, allin은 allinase라는 효소의 작용에 의하여 allicin으로

전환되며, allicin을 비롯한 여러 종류의 황화합물들이 항균

작용 등의 생리활성을 지니고 있다(Wi, 2003).

마늘은 Aerobacter, Aeromonas, Bacillus, Citrella,

Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,

Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus, Mycobacterium,

Proteus, Providencia, Pseudomonas, Salmonella, Serratia,

Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio 등의 미생물에

항균력을 나타내어 증식을 억제한다고 보고되었으며

(Shokrzadeh & Ebadi, 2006), 병원성 세균에 대한 증식 억제

율이 유산균에 대한 증식 억제율보다 높고(Chung et al.,

2003), 유산균 중에서는 Lactobacillus mesenteroides와 L.

plantarum에 대해 높은 항균력을 나타내는 것으로 보고되었

다(Kim et al., 1998). 마늘 추출물의 높은 항균력에도 불구

하고 마늘 추출물이 첨가된 배지에서 생육 가능한 마늘 내

성 유산균이 전통발효식품인 김치, 젓갈, 장아찌로부터 본

연구진에 의해 분리된 바 있다(Kim et al., 2009). 한편, 마

늘 추출물의 유효성분이 김치에서 분리한 일부 유산균의 생

장을 촉진시킨다는 연구 결과도 보고된 바 있다(Hong,

2005). 폐기되는 마늘부산물을 활용하여 고기능성 사료첨가

제를 개발하기 위해서는 마늘 부산물과 혼합 시에 생육이

가능하도록 마늘의 항균력에 저항성을 나타내는 유산균주를

확보하여야 한다. 
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생균제는 숙주에게 투여되어 장내 미생물 균형을 향상시

킴으로써 유익한 작용을 하는 살아있는 미생물 첨가제를

말한다. 생균제는 병원성 세균이 장 내에 부착되는 것을

억제하며, 장 내의 제한된 영양소를 병원성 세균과 경쟁적

으로 이용하여 병원성 세균의 증식을 억제시킨다(Fuller,

1989; Hinton et al., 1991; Shahani et al., 1976). 또한 과

산화수소, 유기산, 박테리오신 등의 항균성 물질을 생성하

고, 유산과 같은 유기산 생성에 의해 장내 pH를 저하시켜

병원성균의 생육을 억제시키며(Dary et al., 1971; White et

al., 1969), 면역호르몬 생성을 유도하여 장내 면역체계를

자극시킴으로써 감염에 대한 저항력을 증가시킨다

(Perdigon et al., 1988).

가축에 투여 시에 사료의 이용효율 촉진, 생장 촉진, 질

병에 대한 면역기능 향상, 유해균의 증식억제, 폐사율 감소

및 분변의 발효억제, 악취, 유독가스의 생성 억제 등의 효

과를 나타내며, 사육 시 문제가 되는 항생제를 대체할 수

있는 대안으로서 생균제의 수요가 최근 증가하고 있다

(Chang et al., 2000; Francis et al., 1978; Hong et al.,

1996; Lee, 2008; Yoo et al., 2007). 

유용 미생물의 산업화에 있어서 유용 균주의 탐색 및 분

리뿐만 아니라, 최적생산배지의 개발이 중요하다. 미생물의

배양에 이용되는 배지 성분의 선발 시에는 균체성장 효율

의 극대화에 미치는 영향, 세균 대사산물 생산 효율의 극

대화에 미치는 영향, 원료 수급의 용이성, 배지의 제조과정

중 물리화학적 특성 변화의 최소화, 배양과정 중 배양액의

유체역학적 저해요인 최소화에 미치는 영향 등이 조사되어

야 한다(Bae, 2008). 배양조건과 영양요구성이 비교적 까다

로운 유산균의 특성과 이용되는 기질의 종류, 균체의 양,

균의 증식 속도에 따라 대사산물의 생성에 차이가 있는 유

산균의 특성에 따라 유산균의 균체성장과 대사물질의 생산

에 영향을 미치는 배지조성과 배양조건에 대한 조사가 필

요하다.

본 연구진에서는 선행연구를 통해 마늘과 생균제의 유익

한 효과를 동시에 낼 수 있는 고기능성 사료첨가제 개발을

위하여 마늘의 항균력에 대한 저항성을 갖는 유산균을 분리

하였으며, 생균제로서의 이용 가능성이 높은 Lactobacillus

plantarum TJ-LP-002를 선발 및 동정하였다(Kim et al.,

2009). 본 연구에서는 생균제의 생산성 향상을 위해서 L.

plantarum TJ-LP-002의 균체생육과 항균활성에 영향을 미

치는 배양조건과 배지조건을 조사하였다. 

재료 및 방법

사용균주 및 배지

본 실험에 사용한 균주는 전통발효식품인 김치, 젓갈, 장

아찌로부터 분리한 마늘 내성 유산균 중 생균제적 특성이

우수한 L. plantarum TJ-LP-002를 선정하여 사용하였다

(Kim et al., 2009). 선정 유산균의 배양과 최적배지조성 확

인 실험의 비교배지로 Lactobacilli MRS broth(protease

peptone No. 3 10 g/L, beef extract 10 g/L, yeast extract

5 g/L, glucose 20 g/L, tween 80 1 g/L, ammonium citrate

2 g/L, sodium acetate 5 g/L, dipotassium phosphate 2 g/L,

magnesium sulfate 0.1 g/L, manganese sulfate 0.05 g/L)를 사

용하였고, 37oC에서 2일간 통성혐기적으로 배양하였다. 항

균활성을 측정하기 위한 검정균주로는 Aeromonas

hydrophila subsp. hydrophila KCCM 32586을 nutrient

broth(Difco Co., USA)에 접종하여 37oC에서 1일간 호기적

으로 배양하여 사용하였다. 

유기산 함량 분석

선정 유산균이 생산하는 유기산을 분석하기 위하여 선정

유산균의 전배양액을 MRS broth에 2%(v/v) 접종하여 37oC

에서 24시간 배양한 후 배양 상등액의 유기산 함량을

HPLC(ACME 9000, Young Lin Instrument, Co., Ltd.

Anyang, Korea)를 이용하여 분석하였다. 컬럼은 Shodex

RSpak KC-811 (8.0×300 mm)를 사용하였고, 분석온도는

40oC, 이동상은 0.1%(w/v) perchloric acid, 유속은 1.0 mL/

min로 하였으며, 시료는 10 L를 주입하여 검출기(RI750F)로

측정하였다. 유기산 표준물질은 acetic acid, citric acid,

lactic acid, malic acid, succinic acid, tartaric acid를 0.1%(w/

v) perchloric acid 용액에 최종 농도가 1%(w/v)가 되도록

조제하였으며, 선정 유산균의 배양 상등액은 0.45 µm

membrane filter로 여과하여 사용하였다. 표준물질의

retention time과 peak area를 이용하여 대조구인 MRS broth

와 선정 유산균 배양 상등액의 유기산 함량을 mg/kg 단위

로 계산하였다. 

마늘 추출물의 항균력에 대한 저항성 조사

선정 유산균이 마늘의 항균력에 저항성을 갖는지를 확인

하기 위하여 선정 유산균과 유산균 표준균주 Lactobacillus

plantarum KCCM 12116, L. acidophilus KCCM 32820, L.

delbrueckii subsp. lactis KCCM 11357 배양액이 각각

1%(v/v) 중층된 MRS agar 위에 paper disc를 사용하여 마

늘 추출물을 0, 10, 20, 50, 100, 200 µL씩 접종하여 37oC

에서 24시간 배양한 후 저해환 형성 여부를 비교하였다.

각종 효소의 처리

선정 유산균이 생산하는 항균 물질의 항균활성에 미치는

효소의 영향을 확인하기 위하여 선정 유산균 배양 상등액

에 각종 효소를 20%가 되도록 첨가하고 37oC에서 24시간

반응시킨 후 검정균인 A. hydrophila KCCM 32586에 대한

항균활성을 확인하였다. Trypsin, proteinase K, protease

VIII, lysozyme, α-chymotrypsin은 50 mM Tris-HCl 완충용

액(pH 8.0), cellulase와 catalase는 50 mM sodium phosphate
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완충용액(pH 7.0)에 0.1%(w/v)가 되도록 효소액을 준비하여

사용하였다. 

항생제 감수성 조사

선정 유산균이 OD
625

=0.1±0.01 균체수로 접종된 mueller

hinton broth에 neomycin sulfate, ampicillin trihydrate,

spectinomycin dihydrochloride, chloramphenicol, erythromycin,

tetracycline hydrochloride, streptomycin sulfate, kanamycin

sulfate, bacitracin, lincomycin hydrochloride를 농도를 달리하

여 각각 첨가한 후 37oC에서 24시간 배양시킨 다음 균체

가 생육하지 않는 최소 농도를 확인하였다. 항생제의 최소

억제범위는 National Committee for Clinical Laboratory

Standards(NCCLS)의 판정기준과 비교하여 결정하였다

(Shryock et al., 2004).

배양 시간, 초기 pH, 온도에 의한 균체생육 및 항균활성 조사

선정 유산균의 균체생육과 항균활성에 영향을 미치는 배

양 조건을 확인하기 위하여 MRS broth에 선정 유산균 전

배양액을 2%(v/v) 접종하고 일정 간격으로 배양액을 취해

서 균체생육 및 항균활성을 측정하여 배양 시간에 의한 변

화를 확인하였다. 초기 pH에 의한 변화는 1 N NaOH와

1 N HCl 용액을 사용하여 MRS broth의 pH를 4.0-10.0으

로 조정하여 비교하였고, 배양 온도에 의한 변화를 확인하

기 위하여 배양 온도를 25, 30, 37, 40, 50oC로 달리하여

배양한 후 균체생육과 항균활성을 비교하였다. 균체생육은

625 nm에서의 흡광도를 측정하였고, 항균활성은 검정균주

인 A. hydrophila KCCM 32586이 1%(v/v) 중층된 nutrient

agar 위에 paper disc를 사용하여 유산균 배양액 100 µL를

접종하여 37oC에서 48시간 배양한 후 저해환의 직경을 측

정하여 나타내었다. 

탄소원의 종류 및 농도에 의한 균체생육 및 항균활성

선정 유산균의 균체생육 및 항균활성에 영향을 미치는

배지조건을 확인하기 위하여 탄소원을 제거한 MRS broth

에 rhamnose, fructose, glucose, galactose, mannose, xylose,

maltose, sucrose, lactose, cellobiose, raffinose, starch,

cellulose, pectin, dextran, mannitol, sorbitol를 각각 2%(w/

v)씩 첨가하고, 선정 유산균 전배양액을 2%(v/v) 접종하여

30oC에서 24시간 배양한 후 균체생육과 항균활성을 측정하

였다. 가장 우수한 균체생육과 항균활성을 나타내는 탄소

원을 0, 1, 2, 3, 4, 5%(w/v) 농도로 첨가하여 선정 유산균

전배양액 2%(v/v)를 접종하고 30oC에서 24시간 배양한 후

균체생육과 항균활성을 측정하였다.

질소원의 종류 및 농도에 의한 균체생육 및 항균활성

질소원을 제거한 MRS broth에 beef extract, casitone,

malt extract, meat peptone, neopeptone, peptone,

polypeptone, proteose peptone, soytone, tryptone, yeast

extract와 같은 유기태 질소원과 urea, Ca(NO
3
)
2
, KNO

3
,

NaNO
3
, NH

4
Cl, NH

4
H

3
PO

4
, (NH

4
)
2
HPO

4
, (NH

4
)
2
SO

4
와 같

은 무기태 질소원을 각각 2%(w/v)씩 첨가하고, 선정 유산

균 전배양액을 2%(v/v) 접종하여 30oC에서 24시간 배양한

후 균체생육과 항균활성을 측정하였다. 가장 우수한 균체

생육과 항균활성을 나타내는 질소원을 0, 1, 2, 3, 4,

5%(w/v) 농도로 첨가하여 선정 유산균 전배양액 2%(v/v)

를 접종하고 30oC에서 24시간 배양한 후 균체생육과 항균

활성을 측정하였다.

무기염류에 의한 균체생육 및 항균활성

균체생육과 항균활성이 우수한 탄소원과 질소원이 첨가

된 배지에 MRS broth의 무기염류인 ammonium citrate,

sodium acetate, magnesium sulfate, manganese sulfate,

dipotassium phosphate를 각각 단독으로 제거하고, 선정 유

산균 전배양액 2%(v/v)를 접종하여 30oC에서 24시간 배양

한 후 균체생과 항균활성을 측정하였다. 제거 시에 많은

영향을 주는 무기염류들을 각각 단독 첨가, 혼합 첨가, 5

가지 무기염류 모두 첨가하여 선정 유산균 전배양액

2%(v/v)를 접종하고 30oC에서 24시간 배양한 후 균체생육

과 항균활성을 측정하였다. 

결과 및 고찰

유기산 생성 특성

선정 유산균 L. plantarum TJ-LP-002가 나타내는 항균활

성과 관련하여 선정 유산균이 생성하는 유기산을 분석하기

위하여 HPLC를 이용하여 MRS broth와 선정 유산균 배양

상등액의 유기산 함량을 비교하였다(Table 1). 대조구로 사

용한 MRS broth는 저해능이 없는 발효 전 상태이지만, 배

지 내에 tartaric acid, acetic acid, citric acid, lactic acid의

순으로 유기산이 이미 존재하였다. 선정 유산균을 MRS

broth에 24시간 배양한 배양 상등액 내에는 acetic acid,

citric acid, lactic acid, tartaric acid가 함유된 것으로 조사

Table 1. Organic acid content in culture supernatant of L. plantarum TJ-LP-002                                       (mg/kg)

Acetic acid Citric acid Lactic acid Malic acid Succinic acid Tartaric acid

 Control (MRS) 3,425 2,264 286 868 -1) 13,318

TJ-LP-002 17,628 2,939 43,739 - - 6,900

1) Not detected.
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되었으며, 이 중 lactic acid의 함량이 43,739 mg/kg으로 대

조구인 MRS broth와 비교하여 약 150배 정도로 크게 증가

하여 선정 유산균의 발효에 의해 lactic acid가 다량 생성됨

을 확인할 수 있었다. Acetic acid의 함량도 17,628 mg/kg으

로 측정되어 대조구인 MRS broth의 3,425 mg/kg과 비교하

여 약 5배 증가하는 것으로 나타났다. 반면에, malic acid와

tartaric acid는 배양 후 감소한 것으로 나타났는데, 이것은

선정 유산균의 유기산 대사 과정에 의해 marlic acid와

tartaric acid로부터 lactic acid가 생산되었을 것으로 추측된

다(정창민, 2001). 이러한 유산균의 산 생성 특성에 따라

선정 유산균의 항균활성이 산 생성에 의한 pH 저하로 인

한 것으로 추측할 수 있다. 항균활성을 나타내는 특정 유

기산에 대한 다양한 연구 보고가 있는데, GC-MS로 유산

균이 생성한 유기산 프로파일을 분석하고, 각 유기산의 항

균특성을 조사하여 2OH-isocaproic, phenyllactic, 4OH-

phenyllactic acid에 의한 H. pyrori의 저해효과에 대해서

보고된 바 있으며(Park, 2003), L. pentosus K34가 생성하

는 phenyllactic acid의 항균활성에 대한 연구 보고도 있다

(Lee, 2005). 

마늘 추출물의 항균력에 대한 저항성

선정 유산균의 마늘의 항균력에 대한 저항성을 확인하기

위하여 선정 유산균과 유산균 표준균주들이 각각 중층된

배지에 마늘 추출물을 0, 10, 20, 50, 100, 200 µL 접종하

여 배양한 후 저해환 형성 여부를 확인하여 마늘 추출물의

항균력에 대한 저항성을 비교하였다(Fig. 1). 선정 유산균

L. plantarum TJ-LP-002는 마늘 추출물이 첨가된 배지에서

배양되어 분리한 균주이므로, 200 µL의 마늘 추출물을 접

종하여도 생육이 저해되지 않음을 확인할 수 있었다. L.

plantarum과 L. delbrueckii subsp. lactis의 경우에는 각각

20, 50 µL부터 생육이 저해되는 것을 볼 수 있었으며,

200 µL 접종 시에는 뚜렷하게 생육이 저해됨을 볼 수 있

었다. L. acidophilus의 경우에는 200 µL 접종 시에 약한

저해환을 나타내었다. 선정 유산균은 유산균 표준균주들과

비교하였을 때, 마늘 추출물의 항균력에 저항성이 있음을

확인할 수 있었으며, 마늘과의 혼합 배양 시에 생육이 저

해되지 않아 사료용 첨가제로 사용할 경우 마늘의 유용한

효과와 선정 유산균의 유용한 효과를 동시에 낼 수 있을

것으로 기대된다. 

각종 효소의 영향

선정 유산균의 항균활성에 미치는 효소의 영향을 확인하

기 위하여 유산균의 배양 상등액에 각종 효소를 처리하여

반응시킨 후 항균활성을 조사하였다. 선정 유산균의 배양

상등액은 효소처리에 의한 영향을 받지 않아 항균활성을

소실하지 않음을 알 수 있었다(Table 2). 단백질분해효소인

trypsin, proteinase K, protease VIII, α-chymotrypsin 처리에

의해 항균활성이 영향을 받지 않아 선정 유산균이 생산하는

항균성 물질이 bacteriocin과 같은 단백질성 물질이 아니거

나 단백질분해효소의 영향을 받지 않는 구조의 물질일 것으

로 추정된다. L. paraplantarum C7 유래 bacteriocin은

proteinase K, protease와 같은 단백질분해효소 처리 시에 효

소의 영향으로 잔존활성이 소실되었지만(Lee et al., 2007),

본 연구에서는 선정 유산균의 항균활성이 단백질분해효소

처리 시에도 그대로 유지되었다. 또한, catalase나 cellulase

또는 lysozyme에 의해서도 항균활성이 영향을 받지 않아

선정 유산균의 항균활성은 과산화수소나 당과 관련된 작용

이 아닐 것으로 추측되었다. 

선정 유산균의 항생제 감수성

생균제와 항생제의 병용 가능성을 확인하기 위하여 여러

가지 항생제에 대한 내성과 감수성을 조사하여 선정 유산

균이 생육하지 않는 항생제 농도를 최소억제농도(minimum

Fig. 1. Antimicrobial activity of the garlic extract against L.

plantarum TJ-LP-002 and type strains of LAB.
A, L. plantarum TJ-LP-002; B, L. plantarum KCCM 12116; C, L.
acidophilus KCCM 32820; D, L. delbrueckii subsp. lactis KCCM
11357; Garlic extract: a, 0 µL; b, 10 µL; c, 20 µL; d, 50 µL; e,
100 µL; f, 200 µL

Table 2. Effect of various enzymes on the antimicrobial activity

of L. plantarum TJ-LP-002

Enzyme Antimicrobial activity

Catalase +
1)

Cellulase +

Lysozyme +

Trypsin +

Proteinase K +

Protease VIII +

α-Chymotrypsin +

1)+, Positive activity.
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inhibitory concentration, MIC)로 표시하였다(Table 3). 세균

의 세포벽 합성을 저해하는 β-lactam 계열의 항생제인

ampicillin trihydrate는 선정 유산균의 최소억제농도범위가

0.3125~0.625 µg/mL였으며, NCCLS 판정 기준에 비교하였

을 때 중간 내성을 나타내었다. 세균의 ribosome에 작용하

여 RNA의 정상적 결합을 차단해 단백질 합성을 저해하는

작용을 하는 aminoglycoside 계열의 항생제인 kanamycin

sulfate는 최소억제농도범위가 10~50 µg/mL였고, 중간 내성

을 나타내었다. Streptomycin sulfate에는 2.5~5 µg/mL로 감

수성을 나타내었고, neomycin sulfate와 spectinomycin

dihydrochloride에는 내성을 나타내었다. 그 외 ribosome의

30S subunits에 결합하여 protein 대사를 억제하는

tetracycline hydrochloride는 5~10 µg/mL, 50S subunits에 결

합하여 peptidyltransferase를 억제하는 chloramphenicol은

12.5~25 µg/mL로 중간 내성을 나타내었다. 또한, 50S

subunits에 결합하여 protein 합성을 억제하는 lincomycin

hydrochloride에는 12.5~25 µg/mL의 최소억제농도범위로 내

성을 나타내었으며, erythromycin은 0.625~1.25 µg/mL로 중

간 내성을 나타내었다. 국립수의과학검역원은 2009년 9월

23일부터 시행하는 배합사료에 첨가하는 항생물질제제 및

Table 3. Antibiotic susceptibility test of L. plantarum TJ-LP-002

Antibiotics Minimum inhibitory concentration (µg/mL)

Neomycin sulfate
0 2.5 5 10 25 50 100 200

+ + + + + + - -

Ampicillin trihydrate
0 0.156 0.3125 0.625 1.25 2.5

+ + + - - -

Spectinomycin dihydrochloride
0 62.5 125 250 500 1000

+ + + - - -

Chloramphenicol 
0 1.25 2.5 5 10 12.5 25 50 100

+ + + + + + - - -

Erythromycin
0 0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10

+ + + - - - -

Tetracycline hydrochloride
0 1.25 2.5 5 10 12.5 25 50

+ + + + - - - -

Streptomycin sulfate
0 2.5 5 10 12.5 25 50

+ + - - - - -

Kanamycin sulfate
0 1.25 2.5 5 10 50 100

+ + + + + - -

Bacitracin
0 125 250 500 1000

+ + + - -

Lincomycin hydrochloride
0 0.625 1.25 2.5 5 10 12.5 25 50

+ + + + + + + - -

1)+: Growth, -, no growth.

Fig. 2. Time course of the cell growth and the antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002 in MRS broth.

- ● -, cell growth; - ■ -, antimicrobial activity; - ▲ -, pH
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항균제 등의 사용기준을 개정 고시하였다(국립수의과학검

역원 고시 제2009-10호, ‘09.09.23). 고시에는 배합사료에

첨가할 수 있는 항생제를 규제하고 있으나, 국내 축산 농

가에서는 여전히 자가 치료 및 예방 목적으로 사료에 허용

되지 않은 다양한 계열의 항생제를 사용하고 있다. 그러므

로 생균제로 적용 시에 감수성을 나타내는 항생제는 억제

농도범위를 고려하여 사용해야 할 것이며, 내성을 나타내

는 항생제는 선정 유산균의 내성이 확산되지 않도록 주의

하여 사용해야 할 것이다.

배양 시간에 의한 영향

선정 유산균의 배양 시간에 의한 변화를 확인하기 위하

여 4시간 간격으로 균체생육과 항균활성을 측정하여 나타

내었다(Fig. 2). 배양 4시간 이후부터 균체생육이 급격히

증가하여 24시간에서 최대 증식을 나타내었고, 항균활성은

균체생육과 비슷한 증가 양상을 보였으며, 20시간 이후부

터는 항균활성을 지속적으로 유지하였다. 배양액의 pH는

균체가 증식됨에 따라 저하되었는데 균체생육에 따른 산

생성에 의한 것으로 추정된다. 기존에 보고된 김치에서 분

리한 L. plantarum AF1의 생육곡선과 생육에 따른 항진균

활성 조사 결과와 비교했을 때, 생육 8-12시간에 대수기를

지나 20시간 정도에서 생육 정지기에 이르고, 생육에 따라

pH가 감소하여 pH 3.9 이후 그대로 유지되며, 항진균 활

성 또한 20시간에 최대 활성을 나타낸 후 그대로 유지된

결과와 패턴이 매우 유사하였다(Yang & Chang, 2008). 

초기 pH와 배양 온도에 의한 영향

균체생육 및 항균활성 향상을 위한 배양 배지의 최적 초

기 pH를 결정하기 위하여 MRS broth의 초기 pH를 달리

하여 균체생육과 항균활성을 측정하였다(Fig. 3). 균체생육

을 위한 적정 pH 범위는 6-9이며, 최적 pH는 7로 나타내

었으며, 항균활성은 pH 5-8 범위에서 높았고, pH 7에서

가장 높게 나타났다. pH 4에서는 균체생육이 저해되었지만

비교적 높은 수준의 항균활성을 나타내었고, pH 8 이상에

Fig. 3. Effect of initial pH on the cell growth and the antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002 during cultured in MRS
broth.

- ● -, cell growth; - ■ -, antimicrobial activity; - ▲ -, pH

Fig. 4. Effect of fermentation temperature on the cell growth and the antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002 during

cultured in MRS broth.
- ● -, cell growth; - ■ -, antimicrobial activity; - ▲ -, pH 
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서는 항균활성이 현저하게 낮아졌다. 최적 배양 온도를 결

정하기 위하여 배양 온도를 달리하여 균체생육과 항균활성

을 측정한 결과는 Fig. 4에 나타내었다. 균체생육과 항균활

성 모두 25-40oC에서 비교적 높게 나타났으며, 50oC에서는

균체생육과 항균활성이 현저하게 저하되었다. 균체생육과

항균활성 향상을 위한 최적온도는 30oC로 확인되었다. 전

통발효식품인 가자미식해에서 분리한 L. plantarum Y21은

pH 6.5, 30oC에서 최대 균체생육과 항균활성을 나타낸다고

보고하였으며(Chin et al., 2001), 동치미에서 분리한

Lactobacillus sp. FF-3은 pH 7.0, 37oC에서 최대 항균활성

을 나타낸다고 보고하여 본 연구결과와 유사하였다(Park et

al., 2003). 

탄소원에 의한 영향

균체생육과 항균활성 향상을 위한 최적배지조성을 결정

하기 위하여 탄소원의 종류와 농도에 따른 영향을 조사하

였다. 탄소원의 종류를 달리하여 균체생육과 항균활성을

측정한 결과(Table 4), 균체생육은 maltose, glucose,

cellobiose 순으로 높았으며, 항균활성은 fructose, glucose,

galactose 순으로 우수하였다. 균체 생육 후의 최종 pH나

당류의 확보 용이성 및 경제성 등을 고려할 때 탄소원은

glucose가 가장 적합한 것으로 판단되었다. Glucose를 농도

별로 조사한 결과(Fig. 5), glucose의 첨가량이 증가됨에 따

라 균체생육은 증가하였으며, 3%(w/v) 첨가하였을 때 가장

우수한 균체 생육도를 나타내었다. 항균활성은 2%(w/v) 이

상 첨가하였을 때 가장 우수하였다. 탄소원의 과다 첨가가

항균활성을 저해하는 영향을 준다는 연구 결과가 있으나

(Park et al., 2003), 본 연구의 선정 유산균은 5%의 높은 탄

소원 농도에도 크게 영향을 받지 않는 것으로 확인되었다.

가자미식해 유래 L. plantarum Y21은 탄소원으로 glucose를

첨가했을 때, 균체생육과 항균활성이 가장 높았다고 하였으

며(Chin et al., 2001), 동치미에서 분리한 Lactobacillus sp.

는 glucose를 3%(w/v) 첨가하였을 때 bacteriocin의 최대 생

산량을 나타내었다고 보고하였다(Park et al., 2003). 반면,

맥주에서 분리한 L. plantarum ST13BR은 maltose 2~3%

첨가 시에 최대 항균활성을 나타내었으며, glucose 첨가 시

에 maltose 첨가 시의 50% 정도의 낮은 활성을 나타내어

(Todorov et al., 2004), 같은 균종이더라도 생산되는 항균

물질에 따라서 다른 영양요구성을 나타내는 것을 알 수 있

었다. 

질소원에 의한 영향

질소원의 종류에 따른 균체생육과 항균활성의 영향을 확

인하기 위하여 각종 유기태 질소원과 무기태 질소원을 첨

가하여 조사한 결과 Table 5에 나타낸 바와 같이 균체생육

Table 4. Effect of carbon sources on the cell growth and

antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002

Carbon 
source

Cell growth
(Absorbance at 625 nm)

Antimicrobial 
activity  (mm)

pH

Rhamnose 2.36 15.0 4.81

Fructose 8.53 25.0 3.80

Glucose 10.80 24.5 3.73

Galactose 7.97 24.5 3.86

Mannose 9.60 23.5 3.74

Xylose 1.83 10.0 4.87

Maltose 11.70 24.0 3.77

Sucrose 9.95 23.5 3.74

Lactose 9.99 23.5 3.80

Cellobiose 10.25 22.0 3.76

Raffinose 8.45 20.5 3.93

Starch 1.83 9.0 5.42

Cellulose 2.00 9.5 5.41

Pectin 1.73 11.5 4.83

Dextran 1.66 9.0 5.43

Mannitol 7.80 21.0 3.85

Sorbitol 7.30 19.0 3.92

Fig. 5. Effect of glucose concentration as a carbon source on the cell growth and antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002.

- ● -, cell growth; - ■ -, antimicrobial activity; - ▲ -, pH
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은 yeast extract, proteose peptone, soytone 순으로 높았으

며, 항균활성은 soytone, yeast extract, beef extract가 우수

하였다. 균체생육 및 항균활성이 가장 우수한 질소원은

yeast extract로 확인되었으며, 대체적으로 유기태 질소원은

무기태 질소원보다 균체생육과 항균활성에 좋은 영향을 주

었으며, 무기태 질소원은 질소원으로서 균체생육에 이용되

지 못하였다. Yeast extract를 농도별로 조사한 결과(Fig. 6)

yeast extract의 첨가량이 증가됨에 따라 균체생육은 증가하

는 것을 확인할 수 있었고, 항균활성은 탄소원과 마찬가지

로 2%(w/v) 이상 첨가하였을 때 일정한 수준을 유지하였

다. 국내 논문 중에서 김치에서 분리한 L. plantarum

SK1305의 항균활성과 성장을 위한 주요 배지 성분 중 질

소원으로 yeast extract를 선발하였다는 보고가 있으며, 균

주별로 Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,

Bukholderia sp.에 대한 항균력에 우수한 효과를 나타낸다

고 보고된 바 있다(Bae, 2008).

무기염류에 의한 영향

MRS broth에 첨가되는 5가지 무기염류인 ammonium

citrate, sodium citrate, potassium phosphate, magnesium

sulfate, manganese sulfate 중에서 한가지 씩 단독으로 무

기염류를 제거하여 균체생육과 항균활성에 가장 큰 영향을

주는 무기염류를 확인하였다. 그 결과 Table 6에서와 같이

제거 시에 가장 영향을 많이 주는 무기염류는 manganese

sulfate였고, 다음으로 ammonium citrate의 영향이 컸다.

Sodium acetate, potassium phosphate, magnesium sulfate는

제거 시에도 균체생육과 항균활성에 크게 영향을 주지 않

았다. 단독 제거 시에 균체생육과 항균활성에 크게 영향을

주는 manganese sulfate와 ammonium citrate를 각각 단독

첨가, 혼합 첨가, 5가지 무기염류 모두 첨가했을 때의 영

향을 MRS broth에 비교한 결과를 Table 7에 나타내었다.

Ammonium citrate를 단독 첨가하였을 때 균체생육과 항균

활성이 MRS broth와 비교하여 절반 수준으로 낮았으며,

단독으로 제거되거나 단독으로 첨가되었을 때 모두 균체생

육과 항균활성이 낮게 나타났다. Manganese sulfate도 단독

으로 첨가되었을 때 MRS broth에 비해서 활성이 모두 낮

았으나, ammonium citrate의 단독 첨가 시보다는 높게 나

타났다. 이것은 ammonium citrate와 manganese sulfate가

균체생육과 항균활성에 비교적 영향을 많이 미치는 배지

성분이지만, 단독으로 첨가되었을 때는 좋은 효과를 나타

내지 못하는 것으로 판단된다. Ammonium citrate와

manganese sulfate를 혼합 첨가하였을 때의 균체생육은

Table 5. Effect of nitrogen sources on the cell growth and
antimicrobial activity of L. plantarum TJ-LP-002

Nitrogen 
source

Cell growth
(Absorbance at 625 nm)

Antimicrobial 
activity (mm)

pH

Beef extract 2.91 30.5 4.21

Casitone 7.27 30.5 3.83

Malt extract 0.73 25.0 4.68

Meat peptone 7.05 29.0 3.74

Neopeptone 5.40 22.5 3.89

Peptone 6.95 29.5 3.72

Polypeptone 4.23 23.5 4.04

Proteose 
peptone

9.17 26.5 3.65

Soytone 7.40 32.0 3.80 

Tryptone 6.58 29.0 3.78

Yeast extract 9.39 30.5 3.72

Urea 0.15 -1) 6.41

Ca(NO3)2 0.09 - 4.78

KNO3 0.46 - 4.55

NaNO3 0.13 - 6.49

NH4Cl 0.43 - 4.47

NH4H2PO4 0.33 - 5.44

(NH4)2HPO4 0.38 10.0 5.43

(NH4)2SO4 0.39 11.0 4.72

1)-, Not detected.

Fig. 6. Effect of yeast extract concentration as a nitrogen source on the cell growth and antimicrobial activity of L. plantarum TJ-

LP-002. - ● -, cell growth; - ■ -, antimicrobial activity; - ▲ -, pH
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MRS broth보다 낮았지만 항균활성은 비슷함을 볼 수 있었

으며, 각각 단독으로 첨가되었을 때보다 혼합 첨가 시에

좋은 영향을 나타냈다. 5가지 무기염류를 모두 첨가하였을

때는 MRS broth와 비교하여 균체생육과 항균활성이 모두

높게 나타났다. 종합적으로 무기염류는 단독 첨가 시보다

혼합 첨가 시에 좋은 영향을 나타내었으며, 제거되었을 때

영향을 많이 주는 manganese sulfate와 ammonium citrate

를 첨가하여 혼합하는 것이 균체생육과 항균활성 향상에

좋은 영향을 나타내는 것으로 확인되었다. 김치에서 분리

한 L. plantarum SK1305 배지 조성의 경우, Sal.

typhimurium, Sal. gallinarum과 Bukholderia sp.에 대한 항

균활성에 영향을 주는 무기염류는 sodium acetate이고,

Listeria monocytogenes에 대한 항균활성에는 MgSO
4
,

Enterococcus faecalis에 대한 항균활성에는 FeSO
4
가 우수

한 영향을 나타낸다고 보고되었다(Bae, 2008). 

요 약

파김치에서 분리한 마늘 내성 유산균인 Lactobacillus

plantarum TJ-LP-002 균주의 균체생육과 항균활성에 영향

을 미치는 배양조건 및 배지조건을 조사하였다. 선정 유산

균의 배양 상등액 내에는 acetic acid, citric acid, lactic

acid, tartaric acid와 같은 유기산이 존재하였고, 배양 중에

lactic acid와 acetic acid의 생성이 크게 증가하는 것으로

확인되었다. 단백질분해효소를 비롯한 각종 효소 처리에

의해 항균활성이 소실되지 않아, 선정 유산균이 생산하는

항균활성은 단백질성 물질이 아닌 산 생성에 의한 작용일

것으로 판단되었다. 항생제와 생균제의 병용 가능성을 확인

하기 위하여 선정 유산균의 항생제 감수성을 조사한 결과,

neomycin sulfate, spectinomycin dihydrochloride, lincomycin

hydrochloride에 내성을 나타내었고, streptomycin sulfate에는

감수성을 나타내었으며, ampicillin trihydrate,

chloramphenicol, erythromycin, tetracycline hydrochloride,

kanamycin sulfate에는 중간 내성을 나타내었다. L. plantarum

TJ-LP-002는 배양온도 30oC, 초기 pH 7.0, 24시간의 배양

조건에서 최적의 균체생육과 항균활성을 나타내었으며, 탄

소원은 glucose 3%(w/v), 질소원은 yeast extract 3%(w/v)

첨가 시에 균체생육과 항균활성이 높게 나타났다. 무기염

류는 manganese sulfate와 ammonium citrate가 항균활성에

많은 영향을 주는 것으로 나타났으며, 각 성분을 단독 첨

가하는 것보다 혼합 첨가하는 것이 더 우수한 영향을 나타

내는 것으로 확인되었다. 
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