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Abstract 

The reaction stability and antimicrobial activities of alliin and alliinase exσacted from garlic were stud
ied and the results are summarized as follows. The optimum pH and temperature of alliinase extracted 
from garlic bulbs were 6.0 때d 370 C, respectively. Alliinase held the maxmum activity for 10 mins. at 
the optimum temperature, and was relatively stable for 30 min. The activity decreased significantly after 
35 mins. at 370C. The antimicrobial activities of alliin-alliinase reaction compounds v삐ed among micro
organisms. MIC of the alliin-alliinase reaction compounds were 0.13- 1.0% against Gram positive bacte
ria, 1.0- 1.5% against Gram negative bacteria, 0.3% against yeasts, and 0.3-0.5% against molds. 
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서 률 

마늘어llium sativum L.)은 백 합과의 Allium속에 

속하는 작물로， 주성분은 fructosan이라는 수광성 

fructose 중합체인 탄수화물 70%, 단백질 20%, 섬 

유소 30%, 회분 3.4%으로 이루어져 있다. 그리고 
마늘의 향유 성 분은 diallyl sulfide, di떠lyl disulfide, 

diallyl trisulfide, divinyl sulfide등이 었으며 (Nock, 
1987), 이들 성분은 allicin의 분해산물로 항미생뜰성 

에 중요한 역할을 한다. 

마늘의 주된 항미생물성 성분인 allicin은 allyl 2-

propenethiosulfinate의 화학구조를 가졌으며 , 이는 생 

마늘에 들어 있는 것이 아니라 마늘에 상처를 엽혔 

을 때 마늘에 전구체로 들어 있는 alliin (S-ally-L

cysteine sulfoxide)이 alliinase 효소에 의 해 allicin으 

로 분해된다(A얘lUf stoll, 1949; 195 1). 마늘에는 

alliin 이 외 에 S-methyl-L-cysteine sulfoxide 등이 함 
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유되어 있고 야 역시 alliinase에 의해 미생물 생육 

저해작용이 있는 methyl methanethiosulfinate로 분해 

된다. 

본 연구에서는 마늘을 천연보존제로 사용하여 식 

품의 품질수명을 연장하고자하는 시도의 기초연구 

로 alliin과 alliinase를 마늘로부터 각각 추출하여 반 

웅 안정성을 조사하고， 선정된 미생물에 대한 항미 

생물성을 측정 하였다. 

재료및방법 

재료 
본 실험에 사용된 마늘은 서산 마늘로 산지에서 

직접 구입하여 외피를 제거한 후 PE백에 넣어서 

-700C의 냉동고에 보관 하였다. 이것을 40C에서 해 

동한 후 물기를 제거하고 시료로 사용 하였다. 

셰liin추출 
Alliin추출은 Stoll (1951)과 George (1 975)의 방법 

을 개 량하여 사용 하였다. 마늘 1 kg을 1210C의 

autoclave'에서 20분간 증숙하여 75% ethyl alcohol로 
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추출한 후 감압 여과 하였다. 이 여액을 450C에서 

감맙 농축한 후 분획여두에서 ethylether를 가하여 

분확한 후 450C에서 다시 감압 건조 하였다. 이 웬 

말을 150 mL의 증류수로 용해 하고 1500 mL.의 

ethyl alcohol을 가하여 잘 혼합한 후 24시간 정 치 

하여 탄수화물를 제거 하였다i 이를 원심분리한 다 

음 상둥액을 감압 건조하여 미황색 분발을 얻었다， 

다시 이것올 소량의 중류수로 용해하고 40C에서 냉 

각한 ethyl alcoh이를 첨 가하여 진당시 킨 후 정 치 하 

여 잔사률 99% ethyl-alcohol로 여 러 번 세 척 한 다 

음， 감압 건조기에서 건조한 다음 acetone을 사팡 

하여 2회이상 재결정하여 4.5 g의 결정성 alliin황 

얻었다. 이를 분취한 alliin의 효소적 반응에 의해 

생성된 pyruvate의 생성량을 통하여 확인하였으며， 

-700C에 보관하여 실험에 사용 하였다. 

Alliinase 추훌 
Mazelis (1968)풍의 방법을 이용하여 마늘 200 g 

에 10% glycer이， 5% NaCl, 0.05% 2-mercapto

ethanol, 1 mM penly methyl sulfonyl fluoride을 포 

함한 0.02 M phosphate buffer (pH 6.5)용액을 2α) 

mL 가하여 균질71 (JANKE & KUNKEL, ULTRA

TURRAX T50)로 약 3분간 균질화 하였다. 이것을 

4겹 의 cheesecloth로 여 과하여 40C, 10,000 rpm에 서 

1시간 동안 원심분리하여 상동액에 1 % protamine 

S비fate 30 mL을 혼합한 후 15분 동안 정치 하였 

다. 이것윷 다시 40 C, 10,000 rpm으로 30분 원심분 

리하여 얻은 상둥액을 ammonium sulfate으로 33% 

되도록 40C에서 30분간 천천히 교반하면서 포화 사 

켰다. 이 현탁액을 40C, 10,000 rpm으로 30분 동안 

원심분리 하였다. 이때 침전된 단백질을 10% 

glycerol, lmM PMSF를 포함한 0.05 M phosphate 

buffer (pH 7.0)용액 25 mL에 용해 한 후， 25 μM 

pyridoxal-5-phosphate폴 함유한 상기 buffel'용액을 시~ 

용하여 ammonium sulfate를 최소화하기 위하여 40C 

에서 36시간 동안 투석 하였다. 이 투석액을 10,000 

rpm, 40C으로 30분 동안 원심분리하여 상풍액을 멸 

균된 0.2 μm memtπane filter로 2회 여과한 후 효 

소의 불활성화를 방지하기 위하여 -700C에서 보관 

하였다， 

Alliinase 활성 측정 및 기질의 농도 결정 
Alliinase의 활성은 Friedmann (1 943)의 방법올 개 

량하여 측정 하였다. 즉， pyridoxal-5‘-phosphatε 25 

μM， 10 mM alliin ò 1 0.1 M sodium phospate 

바ffer(pH 6.5) 2 mL내에 함유되도록 조제한 후 

alliinase을 100 J.lL 넣어 잘 혼합한 후 350C에서 10 

분 동안 반웅시키고 10% TCA용액을 3 mL 첨가하 

여 반웅을 정지 시켰다. 이 반웅액을 1 mM에 10% 

TCA용액을 2 mL 가하여 350C 항온수조에서 10 

분 동안 반응 시킨 후， 2 N HCL에 0.1% 2,4-

dinitrophenyl hydrazine용액 1 rr止을 첨 가하여 5분 

동안 반웅시키면서 3 mL의 ethyl acetate를 첨가하 

고 2분 동안 혼합 시켰다. 상풍액에 6 mL 10% 

sodium carbonate를 넣고 2분 동안 반웅 시 킨 후， 

미리 300C의 항온수조에 넣어둔 tube에 즉시 용액 

의 하충부로부터 5 mL을 취하여 옮겼다. 이에 1.5 

N NaOH 5 mL을 첨가한 후 5분 동안 반응 시키면 

서 red - orange red로 나타나기 시작하면 420 nm에 

서 홉광도를 측정하여 표준곡선에 의해 pyruvate의 

생성을 확인 하였다. 1분에 l 띠nole pyruvate를 생 

성시키는 효소량올 1 unil로 정하였다. 

Alliin의 양을 결정하기 위히여 뻐inase 100 μL를 

일률적으로 첨가하고 기질의 양이 0.1 M phospate 

buffer(pH 6.5) 2 mL에 포함하도록 3 mM, 5 mM, 

10 mM, 20 mM, 30 mM로 달리 하여 pyruvate양을 

측정 하였다. 

pH와 온도가 alliinase 활성에 미치는 영향 및 최 
적온도에서의 안전성 
pH는 2-12까지 각각 조절하여 pyruvate 생성량 

촬 측정하였다. 온도가 alliinase의 활성에 미치는 영 

향을 조사하기 위 하여 10oC, 20oC, 30oC, 400C‘ 

50oC, 6O"C, 700C의 온도를 선정 하여 pyruvate 생성 

량을 측정하였다. 최적온도에서 alliinase의 안정성을 

측정 하기 위해서 pH는 6.5로 하고 온도는 370C로 

선정하여， 10분 동안 반응시킨 후 5분 간격으로 반 

응을 정지 시켜 60분 동안 경시적으로 pyruvate양 

윌- 측정 하였다. 

Alliin-alliinase 반응물질의 항미생물성 측정 
본 실험에 사용된 균주에 따른 배양배지 및 배양 

조건은 Table 1과 갇으며， 항미생물성 측정을 위하 

여 세균과 효모는 Hisae (1993)과 Lorian (1986)등 

의 액체배지희석법으로 실시 하였다. 시험관에 배 

지를 5 mL씩 취 한 후 0.2 μm membrane filter로 

각각 여과한 aI1iin-alliinase 혼합물을 각 농도별로 첨 

가한 것을 처리구로 하고 첨가하지 않은 것올 대조 
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Intemational Ltd., England)의 항량을 구하여 배 양 

된 균체를 여과하였다. 여과된 균체를 1050 C , 따y 

open에서 건조하여 항량을 구한 후 glass rnicrofibre 

filter의 무게를 뺀 값을 균체의 건조량으로 결정하 

여 MIC값를 측정 하였다. 

마늘로부터 추출한 alliin-alliinase 반용울질의 헝머생물성 

’fable 1. Ust of microorganisms and culture conditions 
used to detennine antimicrobial activities 

기질의 농도결정 
마늘에서 분리한 빼inase 100 μ에 alliin 찌O 

μg에 작용 시켰을 때 효소작용에 의해서 생성되는 

pyruvate 양은 200-250 μmoVmg이었다. Tomofurni 

에 의하면 마늘에서 alliinasε를 추출하기 위하여 미 

분쇄하여 75% 이H4)2S04로 침전 및 분리 하였을 

때 332.5 μmoVmg을， column 통과한 것은 7.62 

JlmoVmg의 pyruvate양올 얻었다. AlIiinase의 사용량 

은 100 μI로 하고 기질의 농도를 달리하여 alliinase 

에 의한 pyruvate 생성량을 측정한 결과， 3 mM, 5 

mM, 10 mM까지는 pyruvate 생성량이 증가하다가 

20 mM, 30 mM에서는 더 이상 증가하지 않았고 

10 mM과 같은 pyruvate양을 얻었다(Fig. 1). 이것은 

Nirmal과 Jerry (1995) 등이 alliinase 활성도를 측정 

한 기질의 농도와 유사한 결과였으며， 이를 기초로 

하여 기질의 농도를 10 mM로 결정하여 본 연구에 

적용 하였다. 

곁과및고촬 

pH와 온도가 alliinase 활성에 미치는 영향 
A1liinase가 pH의 변화에 따라 pyruvate를 생성하 

는 양을 측정한 결과 pH 4-8에서 pyruvate 생성량 

이 비교적 높았으며， pH 6에서 가장 높았다(Fig. 2). 

Micro아ganisms 

6때mp뼈tive bacteria 
Bacillμs subtilis (KCTC 
1021) 
Staphylococcus alμreus 

(KCTC 1621) 
üsterÎa molωcytogenes 

(KCTC 2715) 
Gramn야pltive bacteria 
Escherichia coli 

(KCTC2344) 
Escherichia coli 
0157:H7 

(ATCC 35150) 
Salmonella typhimurium 

(ATCC 14028) 
Y앙ISts 

Saccharomyces 
Cerevis띠e 

(KCCMI1666) 
Cand，띠'a utilis 

(KCCM 11750) 

Molds 
Aspergillus niger 

(KCCM 11478) 
Aspergillus flavus 

(KCCM 60130) 
LB1: Luòa-Bertani broth, LB': (Bacto tryptone 10 g11, Baαo 
yeast exσact 5 g!l, sodium c삐oòde 10 g!1), LBAι: Luria
Bertani Agar (Bacto 따ptone 10 g!l, Bacto yeast exσact 5 g! 
1, sodium chloride 10 g!l, Bacto agar 20 g!l), YM‘: Yeast
malto exσact broth (Bacto yeast extract 3 g!l, Bacto malt 
exσact 3 g!l, Bacto peptone 5 g!1, Bacto dextrose 10 g/I), 
YMA • :Yeast-ma1to ex뼈ct Agar (Bacto yeast extract 3 g!l, 
Bacto malt extract 3 g!l, Bact~ peptone 5 g!l, Bacto dextrose 
10 밍/. Bacto agar 20 g!l), PDo

: Potato Dextrose broth (potato 
200 g!l, Bacto dextrose 20 g!l), PDA": Potato Dexσose Agar 
(potato 200 g/I, Bacto dexσose 20 g/l, Bacto 15 g!1) 

Culture 
con띠tions 

370C, 24 hr 

270C, 72 hr 

370C, 24 hr 

37씨oC， 24 hr 

370C, 24hr 

370 C, 24 hr 

370C, 24 hr 

270 C, 48 hr 

270 C, 48 hr 

270 C, 72 hr 

YM3(YMA4
) 

YM(YMA) 

LB1(LBA2) 

때
 

m 

LB(LBA) 

LB(LBA) 

LB(LBA) 

LB(LBA) 

LB(LBA) 

PD(PDA) 

Media 
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80 ‘ 

40 I• 

60 

20 

(
니
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Substrate concentration (mM/mL) 

Fig. 1. Amount of pyruvate produced by the alliin
때l뼈taSe reaction as affected by substrate concentraüon. 

35 
o 

o 

구로 하였다. 균주(1(1-106 CFU/mL)는 1%가 되게 
조절 하여 배지에 균둥하게 되도록 접종한 후 370C 

에서 세균은 24시간， 효모는 48시간 진탕 하면서 배 

양한 후 660nm에서 홉광도를 측정하여 균주가 증 

식하지 않는 농도를 최소저해농도(MIC)로 하였다. 

곰팡이는 삼각 플라스크에 배지를 20 mL씩 취한 

후 여과된 alliin-alliinase 혼협물을 첨까하고 포자 현 

탁액을 1 mL씩 균둥하게 접종하여 270C에서 72시 

간 진탕하면서 배양하였으며， MIC를 측정하기 위 

해 서 gl없s microfibre filter(때5 mm, "에atman 
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Fig. 4. AI빼nase 앙ability at op따num on temperature 
(37"C). 

o 
o 6 8 

pH 

Fig. 2. Effect of pH on tbe pyruvate pn얘uction by 
왜때I폐빼때se reaction. 

14 12 10 4 2 
O 

O 

의 활성은 높은 온도나 낮은 온도에서 보다는 오히 

려 30-4QOC에서 pyruvate 생성 량이 증가됨올 알 수 

있었다. 이 런 결과는 Stoll동의 보고(1949， 1951)한 

alliinase의 최 적 온도인 35-370C와 일치 하였다. 

최적온도 370C에서 a1liinase는 약 15분간 높은 활 

성(90-95 μmmoVmL of pyruvate)올 보이다가， 그후 

30분까지는 비교적 안정적 활성을 유지하였다(Fig. 

4). 35분 후부터는 pyruvate 생성 량이 상당한 속도 

로 감소 하였다 

100 

닐 80 
、、

§ 60 
딩 

옳 40 
>
: 
‘-rr: 20 

Alliin-alliinase 반응물질의 홍벼|생물성 

Alliin-a1liinase 반웅물질악 항미생물성은 세균의 

경우，Gram 양성균의 MIC값은 Bacíllus subtils는 

0.13%로 가장 작았으며， Listeria monocytogenes는 

0.5%, Staphyloccus aureus 1 %로 측정 되었다. 

Gr없n 음성 균의 MIC값은 Esherichia coli와 Eshe

richia coli 0157:H7는 1 %, Salmonella typhimu

rium는 1.5%로 가장 높은 값을 보였다(Fig. 5). 이 

는 alliin-a1liinase 반웅물질이 Gram 음성균보다 

Gram 양성균에 대하여 항미생물성이 높은 것으로 

평 가 되 었다. 마늘중의 항균성 물질 인 allicin의 

thiosulfonate기 가 -SH기와 반웅하여 미생물을 저해 

(Block, 1985)하고， Gram 양성균 및 Gram 음성균 

모두에 대하여 포자의 발아와 균의 생장을 억제하 

며， 대사 질환에 대한 약리 작용이 었음이 보고 되 

었다(Cava1lito ， 1944). 

조(1998}둥의 연구 결과에 의하면， 마늘이 김치에 

서 분리한 호기성 세균에 미치는 영향올 조사한 결 

과 마늘은 Gr없n 음성균보다 Grem 양성균에 강한 

향균력을 나타내며，Gram 양성균 중에서도 간균보 

20 30 40 50 60 
Temperature("C) 

Fig. 3 Effect of temper뼈ue on tbe pyruvate production 
by 왜Jiin.빠빼nase reaction. 

80 70 10 
O 

O 

St，이I과 See뼈ck (1949, 195 1)동에 의해서 보고된 것 
에 의하면 마늘에 존재하는 a1liinase는 pH 4-8에서 

높은 활성을 나타내며， Mazelis and Crews (1968)는; 

최적 pH를 6.5으로 보고한 것으로 보아 pH 6 부근 

이 allicin을 생성하는 최적 조건이기 때문에 

pyruvate 생성량이 높아진 것으로 판단 되었다. 

Alliinase는 pH 4-8에서 비교적 안정적한 활성을 유 

지하였다. 

온도가 a1liinase 활성에 미치는 영향올 조사하기 

위하여 온도를 달리 하여 pyruvate 생성 량을 측정 한 

결과， 30-40oC 부근에서 pyruvate양이 90-97 mmoV 
mL로 가장 많았으며， 최적온도는 36-370C이었다 

(Fig. 3). 50-70oC 이상의 높은 온도에서는 alliinase 

가 불활성화 되어 pyruvate 생성 량이 감소 하였으 

며， 30"C이하의 온도에서는 온도가 낮을수록 비 

례적으로 효소 활성이 감소하였다r 이렇게 alliinase 
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Gram negative: Â-‘ :Esherichia coli, + -+ : Esherichia 
coli 0157:H7, b. - b. : Salmonella typhimurium 
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F핑. 6 MIC of 빼liin-떠피뻐se reac히on compound on 
y없1Sts. 

口 - 口 Candida monocytogen, ‘ -Â : Saccharomyces 
cereVlswe 

다 구균에 대해 더욱 강한 향균력을 나타내는 것으 

로 보고 하였다. Fig. 6에서 보는바와 같이 효모의 

MIC는 Candidμ monocytogen와 Saccharomyces 
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뀐g. 7 MIC of 왜페n.외l피뻐se reaction compound on 
molds • 
• -. : Aspergíllus níger, 0-0: Aspergill!‘s flavus 

cerevisie 모두 0.3%로 측정되었다. 곰팡이의 MIC값 

은 Aspergillus niger는 0.5%, Asper:밍llus flavus는 

0.3%로 측정 되었다(Fig. 7). 

위의 결괴에서 나타난 것과 같이 어liin-떠liinase 혼 

합물의 항미 생 물성 은 Salmonella typhimurium의 

1.5%를 제외하고 1%내에서 MIC값이 결정 되었으 

며， 세균보다 효모나 곰팡이의 생장올 더 효과적으 

로 억제하여 헝머생물성이 큰 것으로 평가 되었다. 

요 약 

마늘에서 분리한 alliin과 allünase의 반용 안정성 

과 떠liin-외liinase 반옹물질의 항미생물성 에 미치는 

영향올 조사한 결과 다음과 같았다. 

마늘에서 분리한 때피lase의 최적 반웅 pH는 6이 

었으며， 온도는 370C 이었다. Alliinase는 최적용도 

에서 약 10분간 최고의 활성올 나타냈고， 30분까지 

는 비교적 안정적이었으나 35분 후부터 활성이 감 

소하였다. 

Alliin-alliinase 반웅물질의 항미생물성은 각 균주 

마다 다르게 나타났으며， 세균의 경우 Gram 양성균 
은 0.13-1 %, Gram 음성균은 1- 1.5%로 나타났으 

며 , 효모는 0.3%, 곰팡이는 0.3-0.5%로 나타났다. 

Salmonella typhimurium의 1.5%률 제외하고는 세균 

에 대한 MIC 값은 1%이내 이었다. 
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