
J Korean Soc Food Sci Nutr 한국식품영양과학회지

38(10), 1466～1470(2009) DOI: 10.3746/jkfn.2009.38.10.1466

천연물 유래 항균물질을 포함한 가식성 Pullulan
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Abstract

This study was focused on the development of anticariogenic edible films using pullulan containing grapefruit
seed extract (GFSE), polylysine or propolis. According to the result of antimicrobial activity (disc diffusion
method) of GFSE, polylysine and propolis against Streptococcus mutans, antimicrobial pullulan film was
produced by adding grapefruit seed extract. The optimum combination of pullulan and sorbitol (plasticizer) was
10~15% (w/v) and 40~50% of pullulan (w/w), respectively. Minimum concentration of grapefruit seed extract
for growth inhibition of Str. mutans was 50 ppm in medium. Formulation of antimicrobial pullulan films
containing grape seed extract was established and these results evidently showed potential for commercial
application.
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서 론

가식성 필름은 식품을 외부의 위험물질과 충격으로부터

보호하고, 플라스틱 고분자필름에 비해 쉽게 분해되며, 포장

재질에 향미, 색소, 감미료 등의 성분을 첨가하여 내용물에

관능적 특성을 부여할 수 있을 뿐만 아니라, 항산화제 혹은

미생물 억제제 등을 첨가하여 이들 물질의 운반자 기능을

할 수 있으며, 수증기, 기체 및 용질의 이동을 방지하는 식용

가능한 차단막 역할을 함으로서 가식성 천연고분자 필름에

대한 연구가 국제적으로 활발하게 진행되고 있다(1-3).

반면에 생물기원 고분자물질을 재료로 가식성 필름을 제

조하였을 경우 플라스틱 필름과 비교하여 수분에 대한 저항

성이 약한 치명적인 단점을 가지고 있어, 기존의 가식성 천

연고분자 필름에 대한 많은 연구가 주로 이들 필름의 미약한

물성 및 수분 차단성을 개선하려는 것에 주목적을 두었으나

(4-8), 이런 연구방향에서 과감히 탈피, 오히려 이를 적극적

으로 활용하려는 연구가 필요하다 하겠다.

충치(치아우식증)는 치면세균막내에 존재하는 Strepto-

coccus mutans와 같은 산생성균들이 치면에 부착하여 구강

으로 섭취된 음식물 중의 발효성 당을 대사에 이용하여 생성

된 유기산의 작용으로 치아의 법랑질이나 백악질이 파괴되

어 발생되는 질환중의 하나이다(9,10). 이러한 충치에 대한

예방치학적 연구로서 칫솔질, 항균제제의 개발, glucosyl-

transferase 합성저해제의 개발, 비발효성 당의 선택적 섭취

와 같은 연구가 진행되어 왔으며, 그중 Streptococcus mu-

tans에 대한 항균활성을 갖는 물질의 개발과 그 효과에 관한

연구들이 최근 들어 국내외에서 다수 진행되고 있다(11-14).

그러나 이러한 것들은 dental fluorosis, 내성균 출현, 구강점

막세포의 궤양이나 경제성과 같은 문제점들이 발생하고 있

어 실용화된 경우는 흔치 않다(15).

Pullulan은 Aureobasidium pullulans이 만들어내는 미생

물유래 수용성 천연다당류로, 뛰어난 코팅 및 필름형성능을
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갖고 있고 향미가 없으며 입에 잘 녹아 구강청정필름이나

사탕의 속포장필름 등으로 식품에서 다양하게 사용되고 있

다(16).

본 연구에서는 최근 생활수준의 향상과 소비자들의 건강

에 대한 관심의 증가 및 중요성 인식으로 다양한 형태의 천

연항균물질에 대한 관심이 고조되고 있으며, 또한 당류섭취

량 증가 등의 식생활패턴의 변화에 따라 발생률이 점차 증가

추세에 있는 충치에 대한 예방적 연구로, 최근 들어 기능성

소재로의 탐색연구가 활발히 이루어지고 있고 실용화된 자

몽종자추출물(grapefruit seed extract)(17-19), 폴리라이신

(polylysine)(20,21) 및 프로폴리스(propolis)(22,23) 등 항균

력이 뛰어난 천연항균물질을 pullulan 필름형성용액에 첨가

하여 천연고분자 필름을 제조함으로써, 친수성 천연고분자

가식필름이 지닌 포장재로서의 속성용해단점을 오히려 적

극적으로 활용, 가식성필름을 이용한 충치예방 및 구강 청결

등의 치의적 상품개발 가능성을 타진해 보고자 하였다.

재료 및 방법

재료

자몽종자추출물은 추출물 원액(DF-100)을 (주)에프에이

뱅크(경기도 안산시)에서 구입하여 사용하였으며, 프로폴리

스는 수용성프로폴리스액(PROBEE PROPOLIS)을 서울프

로폴리스(주)(대전)에서 구입하여 시료로 사용하였다.

ε-Polylysine은 (주)신승하이켐(서울)에서 공급받아 사용

하였으며, 글리세린(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

은 자몽종자추출액 및 수용성프로폴리스추출액에 포함되어

있어 항균성을 측정하기 위해 사용하였다.

Pullulan은 (주)케이비피(경기도 평택시)에서 구입하였으

며, sorbitol(Sigma Chemical Co.)을 가소제로 사용하였다.

충치유발균주의 배양

한국생명공학연구원 생물자원센터(대전)에서 분양받은

충치유발균주 Streptococcus mutans(KCTC 3065)를 Brain

heart infusion broth(Difco Co., Detroit, USA) 배지에서

37
o
C에서 3∼5일간 혐기적 조건하에서 계대배양 하여 사용

하였다.

항미생물 활성 측정

Disc method: Streptococcus mutans가 접종된 petri-dish

의 배지표면에 자몽종자추출물, 수용성프로폴리스 또는

polylysine이 각각 40 μL가 함유된 8 mm 지름의 종이 disc를

부착시킨 후, 37
o
C에서 24시간 동안 배양하면서 미생물 in-

hibition zone의 크기를 vernier caliper(Mitutoyo Co., Ka-

wasaki, Japan)로 측정하여 항미생물 활성을 조사하였다.

최소생육저지농도 측정: Streptococcus mutans 단일 콜

로니를 액체배지(BHI broth)에 접종하고 다시 37oC배양기

에서 24시간 배양하여 균주의 활성을 높인 후, 자몽종자추출

액을 포함한 pullulan 필름(2.5×3 cm) 1개, 2개, 3개 및 4개를

액체배지 10 mL에 첨가한 후, 이 액체배지를 37oC배양기에

서 배양시키면서 시간에 따라 흡광도 655 nm에서 배지의

탁도를 spectrophotometer로 측정하여 균주의 증식여부를

확인함으로써 최소생육저지농도(Minimum Inhibition Con-

centration, MIC)를 조사하였다(11). 한편, pullulan 필름

(2.5×3 cm) 내에 포함되어 있는 자몽종자추출물의 농도를

계산하여, 액체배지 전체의 용적에 대한 농도를 ppm으로

나타내었다.

필름 제조

자몽종자추출물을 함유할 pullulan 필름형성용액은 5∼

20%(w/v) pullulan 수용액에 sorbitol을 가소제로 pullulan

질량의 20∼60%(w/w) 비율로 첨가하여 제조하였다.

이들 필름형성용액을 90oC 수욕상에서 30분 동안 가열한

다음 상온에서 식힌 후, 진공펌프로 필름형성용액에 녹아있

는 용존 기체를 제거한 이후에 필요한 농도의 자몽종자추출

액을 첨가하였다.

가식성 단백질 필름은 이들 필름형성용액을 film applica-

tor(Micrometric Film Applicator K3570, Elcometer Instru-

ment Ltd., Manchester, England)를 이용하여 코팅두께를

조절한 후, 소수성필름으로 표면 처리된 유리판에 부어 수평

을 유지하면서 50oC 조건에서 건조시켜 제조하였다(1).

필름의 용해도실험

필름의 용해도는 Kim 등(1)의 수용성물질(total soluble

matter) 함량측정방법을 응용하여 측정하였다. 즉, 필름시료

(2.5×3 cm)를 105oC 건조기에서 8시간 동안 건조시킨 다음

무게를 정확히 측정한 후 30 mL의 증류수가 들어있는 삼각

flask에 집어넣고 aluminum foil로 삼각 flask의 입구를 막아

수분의 증발을 방지한 후, 8시간 동안 상온에서 정치시켰다.

시간이 경과 후 증류수에 녹지 않은 필름잔사를 모아 105oC

건조기에서 건조시킨 후 무게를 재서 다음 식에 의해 계산된

값을 필름의 용해도로 정의측정 하였다.

필름의 용해도(%)＝[(건조된 필름의 무게－증류수에 녹

지 않은 필름의 잔사)/ 건조된 필름의 무게]×100

필름의 두께 측정

각 필름의 두께는 0.001 mm의 정밀도를 갖는 micrometer

(Digimatic outside micrometer, Mitutoyo, Kanagawa,

Japan)을 이용하여 시료의 중심부와 주변 부위를 5회 이상

측정하였다.

결과 및 고찰

천연항균물질의 충치유발균에 대한 활성

항균작용이 있다고 알려진 천연물질인 자몽종자추출액,

수용성프로폴리스액 및 polylysine 용액을 농도별로 40 μL

씩 paper disc에 묻혀 clear zone 측정을 통해 충치유발균
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Table 1. Antimicrobial effect of grapefruit seed extract, propolis and polylysine on cariogenic bacteria (Streptococcus mutans)

Natural antimicrobial material
∖ Concentration

Diameter of clear zone (mm)

100% 50% 10% 5% 1%

Grapefruit seed extract
Propolis
Polylysine

13.2±0.3
18.7±0.2
9.6±0.2
14.7±0.3

17.4±0.3
ND
ND

9.2±0.1 ND
1)

1)
ND: not detected.

Fig. 1. Antimicrobial effect of grapefruit seed extract (GFSE)
on cariogenic bacteria (Streptococcus mutans). Numbers (0.5,
1, 5, 10) on figure mean concentrations (%) of GFSE.

(Streptococcus mutans)에 대한 항미생물 활성을 측정하였

다(Table 1, Fig. 1).

Table 1 및 Fig. 1의 결과에서 보여주는 바와 같이 자몽종

자추출액의 경우 10%의 농도에서 Streptococcus mutans 균

에 대해 확실한 항균활성이 있음을 보여주었으며, 5%의 농

도에서도 미약하나마 clear zone을 형성하였다. 프로폴리스

액의 경우 원액에서 확실한 항균활성을 보여주었으며, 50%

농도에서는 미약한 항균활성을 보여주었다. Polylysine의 경

우 50%의 용액에서는 확실한 clear zone이 나타난 반면 10%

용액에서는 나타나지 않아 Streptococcus mutans 균에 대

한 항균활성은 자몽종자추출물보다 크지 않은 것으로 나타

났다.

더불어 본 측정방법을 통해 10% 농도의 자몽종자추출액

은 Streptococcus mutans에 대해 24시간까지도 항균효과가

유지되는 것으로 관찰되었다.

한편 자몽종자추출액에 포함되어 있는 글리세린의

Streptococcus mutans에 대한 항균활성을 측정한 결과 50%

의 농도에서도 항균활성은 관찰되지 않았다.

이들 결과로부터 천연물질 중 항균활성을 지닌 것으로

알려진 polylysine, 수용성프로폴리스, 자몽종자추출물 중

에서 실험결과 Streptococcus mutans에 대해 가장 항균효

과가 높은 자몽종자추출물을 가식성필름에 혼합하기로 결

정하였다.

Pullulan 필름의 제조 및 특성

자몽종자추출액을 함유할 가식성필름의 성분인 pullulan

의 농도 및 sorbitol의 농도 변화에 의한 필름형성능력을 조

사해 보았다. 일반적으로 pullulan의 농도가 높을수록 필름

의 형성능력도 증가하나 경제성 및 용해도 등의 이유로 적정

농도의 사용이 요구되며 본 실험결과 10∼15%(w/v)의 농도

가 이러한 욕구를 충족시킬 수 있는 것으로 조사되었다. 이

러한 결과는 Rhim(16)과 Lazaridou 등(24)의 실험 농도에

비해서는 다소 높은 농도였으나 Shih(25)와 Kim 등(26)의

실험 농도에 비해서는 낮은 농도였다. 가소제로 사용된 sor-

bitol의 농도는 사용된 pullulan 양의 40∼50%(w/w)의 농도

에서 적절한 필름의 유연성을 제공해주는 것으로 나타났다.

사용된 sorbitol의 농도는 Lazaridou 등(24) 및 Rhim(16)의

실험에서보다는 다소 높은 것으로 나타났다.

위의 조성비로 만들어진 필름은 가식성필름으로 사용될

수 있을 만큼 충분한 강도와 유연성을 지니고 있었으며, 필

름의 두께를 Table 2에 나타내었다. 본 실험에서 제조된

pullulan 필름의 경우 시판되고 있는 필름의 두께와 비교하

여 약 2배정도 두꺼웠다. 이는 시판제품의 제조기술과 비교

할 때 기술적 미숙함이 드러난 결과로, 상업적 제조기술을

활용 시 극복될 수 있는 문제로 사료된다.

한편 만들어진 pullulan 필름의 물에 대한 용해도는 매우

높아 본 실험방법으로는 측정할 수 없을 만큼 신속하고도

완전히 용해되었다. 본 실험 결과 제조된 pullulan 필름은

시판 구강청정필름의 용해도와 유사하게 구강에서 쉽게 용

해되었으며, 따라서 항충치활성을 지닌 물질을 첨부하여

충치를 예방하는 가식성필름으로 활용이 가능함을 알 수

있었다.

자몽종자추출물을 함유한 필름의 충치유발균에 대한 항

균활성

Pullulan 필름의 경우 물에 대한 용해도가 매우 높아 clear

zone 직경을 측정하는 방법으로 항균활성을 측정하는 것이

불가능하여, Streptococcus mutans 균이 들어 있는 액체배

양액에 자몽종자추출액을 함유한 pullulan 필름을 넣어 배양

Table 2. Thickness of manufactured pullulan film (10%, w/v)
and commercial pullulan film

Type Thickness (μm)

Manufactured pullulan film (10%)

Commercial pullulan film

84.7±5.0
37.2±4.2
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Fig. 2. Antimicrobial effect of edible film containing grape-
fruit seed extract (GFSE, 50~200 ppm) on cariogenic bacteria
(Streptococcus mutans).

시키면서 시간에 따라 흡광도를 측정하여 자몽종자추출액

의 최소생육저지농도를 측정하였다. 필름제조용액에 첨가

한 자몽종자추출액의 양으로부터 제조된 필름에 포함된 자

몽종자추출액의 양을 계산하였고, 이를 기준으로 시판 구강

청정필름과 동일한 크기인 2.5×3 cm의 필름절편에 포함된

자몽종자추출액 양을 계산한 결과, 액체배양액에 필름절편

을 한 개 첨가할 경우 자몽종자추출액의 농도가 약 50 ppm

이 되는 것으로 계산되었다. 따라서 이 필름절편의 첨부 숫

자를 늘려가면서 배양액내 자몽종자추출액의 농도를 증가

시켜 최소생육저지농도를 측정하였다.

Pullulan 필름을 대조구로 하였으며, 자몽종자추출물을

함유한 필름절편을 1∼4개 첨가하여 항균활성을 측정한 결

과는 Fig. 2와 같다. 자몽종자추출물을 함유한 필름 1개를

배양액에 첨가하였을 경우 그림에서 보는 바와 같이

Streptococcus mutans의 활성을 억제하는 것으로 나타났으

며, 첨가된 필름의 개수가 증가할수록 Streptococcus mu-

tans에 항균활성도 비례적으로 증가하는 것으로 나타났다.

본 실험에서 나타난 자몽종자추출액의 항균활성효과는

Hong 등(27)과 Lim 등(28)의 실험에서 조사된 E. coli

O157:H7(400 ppm)과 L. monocytogenes(500 ppm)에 대한

항균효과보다는 높게 나타난 것으로 확인되었으며, Cho 등

(29) 및 Park과 Kim(30)의 실험에서 조사된 Baciius sub-

tilis, Streptococcus faecalis, Salmonella Enteritidis(50

ppm)등에 대한 항균효과와는 유사한 결과를 나타내는 것으

로 확인되었다. 이들 결과로부터 자몽종자추출물의 경우

Streptococcus mutans에 대한 항균활성이 매우 높음을 확

인하였다.

요 약

천연항균물질인 자몽종자추출물(grapefruit seed ex-

tract), 폴리라이신(polylysine) 및 프로폴리스(propolis)의

충치유발균 Streptococcus mutans에 대한 항균활성을 측정

하여 가식성필름에 첨가 천연고분자 필름을 제조함으로써,

충치예방 및 구강청결 등의 치의적 상품개발 가능성을 타진

해 보고자 하였다. Disc method를 이용한 예비 항균활성실

험 결과, 자몽종자추출액의 경우 10%(w/w)의 농도에서

Streptococcus mutans 균에 대해 확실한 항균활성이 나타

나, 이를 pullulan 필름제조 용액에 첨가하여 항균성 가식필

름을 제조하였다. Pullulan 10∼15%(w/w)의 농도와 사용된

pullulan 양의 40∼50%(w/w)의 sorbitol 농도에서 적절한

항균필름이 제조되었다. 자몽종자추출액 50 ppm을 함유한

pullulan 필름은 Streptococcus mutans의 활성을 억제하는

것으로 나타나, 자몽종자추출액을 함유한 가식성 항균필름

은 충치예방상품으로 개발 가능성이 높을 것으로 사료된다.
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