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ABSTRACT: Lactobacillus brevis BK11 obtained from Baikkimchi was selected to study the effects of culture medium, initial pH, 

atmosphere composition, incubation temperature and time, and prebiotics on growth and production of antimicrobial substances. 
Growth and antimicrobial substances production of L. brevis BK11 were significantly higher in MRS broth than in BHI or M17 broth. The 
production of cell mass, lactic acid, and bacteriocin by BK11 strain was at maximum in MRS broth adjusted to pH 6.0. Aerobic and 

microaerobic conditions were favored cell growth and antimicrobial substances production than anaerobic condition. Biomass and lactic 
acid production and antimicrobial substances activity of BK 11 were significantly better at 30 and 37°C than at 25°C. Growth of the strain 
BK11 entered the stationary growth stage at 24 h after inoculation, and decreased after 36 h. Antimicrobial activities of cell-free culture 

supernatant and bacteriocin solution were highest when cultured in MRS broth with an initial pH 6.0 for 24–30 h at 37°C. In addition, the 
highest cell number and lactic acid and bacteriocin production were recorded in the presence of 1 and 2% (w/v) fructooligosaccharide 
(FOS), however, inulin and raffinose did not affect biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis 

BK11 cultures. According to these results, production of antimicrobial substances by L. brevis KB11 was closely associated with cell 
density. Under optimal conditions for antimicrobial substances production, L. brevis BK11 effectively inhibited the growth of Helicobacter 

pylori ATCC 43504.
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위장 내에 분비되는 위산은 호흡이나 음식물을 통해 외부

로부터 들어온 각종 세균을 사멸시킬 정도로 산성이 강하므로 

위장은 일반적인 세균이 서식하기 어려운 인체 장기이다. 하

지만 1982년 Barry Marshall과 Robin Warren은 위장 점막으

로부터 병원성 세균인 Helicobacter pylori를 분리 배양하는데 

성공하였다(Marshall and Warren, 1984). H. pylori의 세포는 

나선형이며, 편모를 가지고 있어서 위장 점막을 뚫고 쉽게 침

투할 수 있을 뿐만 아니라, 특히 우레아제에 의해 요소를 분해

시켜 생산한 암모니아로 위산을 중화시킴으로써 위장 내에 정

착하여 위장 점막을 손상시킨다(Kusters et al., 2006). 게다가 

H. pylori의 세포외막에 존재하는 BabA, OipA 및 SabA와 같

은 단백질과 지다당체에 의해 위장 상피세포에 부착한 뒤 상

주하면서, CagA와 VacA 등의 독성인자들에 의해 위염, 위궤

양 및 위암 등 심각한 위장질환을 유발하게 된다(Kusters et al., 

2006). 

일반적으로 이용되는 H. pylori 제균 방법으로는 양성자 펌

프 억제제(proton pump inhibitor, PPI), 제산제(bismuth sub-

salicylate) 및 amoxicillin, clarithromycin 혹은 metronidazole 

등의 항생제를 병용 처리하는 3제요법(triple therapy)이 있으

나(Vakil and Megraud, 2007), 이러한 치료약제의 사용으로 

인하여 메스꺼움, 복통 등의 부작용이 동반되기도 하고, 항생
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제 사용에 따른 내성 균주의 출현으로 제균 효과가 감소되는 

것으로 알려져 있다(Megraud et al., 2013). 최근 연구결과에 

따르면, 장내 미생물의 균형을 유지하면서 부작용 발생 우려

가 적고 건강 증진에 도움을 주는 프로바이오틱 유산균이 H. 

pylori 제균에 효과적이므로 이들 병원성균으로 인해 유발된 

위장 질환 치료를 위한 대체요법으로 관심이 집중되고 있다

(Vitor and Vale, 2011). 

프로바이오틱이란 인간이나 동물의 성장을 촉진시키고 건

강을 이롭게 하는 살아있는 미생물로서 Lactobacillus 속이나 

Bifidobacterium 속 균주들이 여기에 속한다(Fuller, 1989). 이

들 유용 미생물들은 항균물질 생산, 상피세포의 수용체나 영

양분에 대한 H. pylori와의 경쟁, 위점막 보호를 위한 뮤신 분

비 촉진 및 케모카인이나 사이토카인과 같은 면역반응 조절인

자를 분비함으로써 H. pylori를 제거하거나 위장 내에 부착되

는 것을 저해한다(Lesbros-Pantoflickova et al., 2007). 유산균

은 유기산 및 과산화수소 등과 같은 항균물질을 생산하는데, 

특히 Weissella confuse나 Lactobacillus lactis 등과 같은 유산

균은 in vitro 상에서 H. pylori에 대한 항균활성을 나타내는 박

테리오신을 생산하는 것으로 밝혀졌다(Nam et al., 2002; Kim 

et al., 2003). 

박테리오신은 단백질성 물질이므로 체내 단백질 가수분해 

효소에 의해 쉽게 분해되므로 인체 무독성이고 잔류성이 없으

며, 다양한 식중독균에 대한 증식 억제 및 사멸 효과로 인해 생

물학적 보존제나 생물제어제로서의 적용이 가능하며, 특히 

H. pylori에 대한 제어효과로 인해 의약품으로서의 효용 가치

도 기대되고 있다(Deegan et al., 2006; Rattanachaikunsopon 

and Phumkhachorn, 2010; Tongtawee et al., 2015). Lesbros- 

Pantoflickova 등(2007)의 보고에 따르면, 항생제 및 PPI의 단

독 처리시보다 프로바이오틱 유산균과 혼용한 경우 항생제 사

용에 따른 부작용 발생률은 감소시킨 반면, H. pylori 제균율은 

유의하게 증가되었으며, 이는 유산균이 생산하는 유산이나 박

테리오신과 같은 항균물질의 작용에 기인한다고 하였다(Egan 

et al., 2007).

박테리오신 생산을 위해 유산균은 우유나 유청이 함유된 천

연배지나 MRS, M17 및 LAPTg 등의 합성배지에서 일반적으

로 배양한다. 하지만 복합 배지 상에서 배양된 유산균의 배양 

상등액으로부터 박테리오신을 분리하기 위해선 이온교환이

나 겔 및 액체크로마토그래피 등을 이용하여 복잡한 정제 단계

를 거쳐야만 한다(Mahrous et al., 2013). 정제 단계가 복잡해질

수록 생산 단가 상승으로 인하여 건강기능식품이나 의료용 산

업분야 적용에 부담이 가중되므로 원가 절감을 위해 박테리오

신 생산량을 증가시킬 수 있는 최적의 배지 성분 검색 및 배양 

조건 개선에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있다(Jozala et 

al., 2007). Audisio 등(2001)은 bifidobacteria와 lactobacilli와 

같은 프로바이오틱 균주를 비롯하여 장내세균의 증식을 촉진

하여 장 건강 향상에 도움을 주는 비소화성 영양성분인 프리바

이오틱 fructooligosaccharide (FOS)가 Enterococcus faecium

의 성장뿐만 아니라 박테리오신 생합성을 촉진한다고 보고한 

바 있다. 

전보(Lim, 2014)에서 숙성된 백김치로부터 분리된 Lacto-

bacillus brevis BK11은 위산에 대한 내성이 강하며, H. pylori 

(ATCC 43504)에 대한 항균활성이 확인되어 프로바이오틱스 

균주로서의 기본 조건을 일부 충족하는 것으로 확인한 바 있

다. 본 연구에서는 유산균의 증식 및 항균물질 생산량 증가를 

위한 최적의 배지, 초기 pH, 공기 조성, 배양 온도와 시간 등의 

배양 조건과 프리바이오틱스의 영향을 알아보고자 한다. 

재료 및 방법

사용 균주 및 배양 조건

L. brevis BK11균주는 Lactobacilli MRS broth (Difco)에 접

종한 후 37°C에서 24시간 배양하여 얻은 배양액을 20% (v/v) 

글리세롤 용액에 넣어 -80°C에 보관하면서 실험하였다. 

한편, American Type Culture Collection (ATCC)으로부터 

분양 받은 H. pylori ATCC 43504는 5% (v/v) fetal bovine serum 

(FBS, Gibco BRL), 0.2% (w/v) 2,6-di-ο-methyl-β-cyclodextrin 

(CD) 및 항생제(cefsulodine, vancomycin, trimethoprim, and 

amphotericin B, Sigma-Aldrich)가 첨가된 Brucella agar (Difco) 

평판배지에 접종 후 미호기적 조건(10% CO2, Anoxomat system, 

MART Co.) 하에 37°C, 48시간 배양하였다.

유산균수 및 대사산물 생성량 측정 

배양액을 무균적으로 채취하여 MRS agar (Difco) 배지 상

에서 표준한천평판배양법으로 유산균의 생균수를 측정하였

다. 또한 pH meter (Metrohm 744, The Netherlands)를 이용하

여 배양액의 pH를 측정하였다. 적정산도는 배양액에 동량의 

증류수를 가하여 1% (w/v) phenolphthalein을 첨가한 후 0.1 N 

NaOH 용액으로 적정한 다음, 미홍색의 종말점에 도달한 소비

량을 측정하여 계산식 [적정산도(%) = (0.1 N NaOH 소비량 × 

0.1 N NaOH 역가 × 0.9)/ 시료양]에 대입하였다. 한편, 배양액

을 원심분리(7,000 × g, 10분, 4°C) 하여 배양 상등액만을 모은 

다음 0.22 μm membrane filter (Millipore)로 여과 제균한 뒤 

HClO4 (1 M)를 첨가하여 단백질을 침전시켰다. High-pressure 
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liquid chromatography (HPLC, Shimadzu)의 컬럼은 Aminex 

HPX-87H (300×7.8 mm: Bio-Rad)이며, 검출기는 refractive 

index (GBC Scientific Equipment Pty Ltd.), 이동상은 H2SO4 

(5 mM), 유속은 0.5 ml/min이었고, 컬럼 온도 35°C하에서 분

석하였다. 220 nm에서 흡광도를 측정하여 표준용액의 검량곡

선으로부터 유산 함량을 정량하였다. 한편, 잔당의 함량 측정

을 위해 배양액을 원심분리(7,000 × g, 10분, 4°C)한 후 상등액

을 0.22 μm membrane filter로 여과 제균한 다음 HPLC를 이용

하여 분석하였다. 분석에 사용된 컬럼은 RS pack KC-811 (8 

mm I.D. × 300 mm)을 사용하였고 이동상은 1 ml/min 유속으

로 0.25% (v/v) H2SO4 용액을 사용하였다. 시료의 일회 주입량

은 50 μl이었으며, refractive index 검출기를 사용하였다.

배양 상등액의 항균 활성 측정

다양한 조건 하에서 배양한 후 배양액은 원심분리(7,000 × g, 

10분, 4°C)한 후 세포를 제거한 상등액만을 회수하였다. 배양 

상등액 내에 존재하는 세균의 세포를 제거하기 위해 0.45 μm 

membrane filter로 여과제균하였다. 한편, Brucella broth 내

에서 48시간 배양한 후 얻은 H. pylori 배양액은 원심분리

(7,000 × g, 10분, 4°C)하여 세포를 회수한 다음, 인산완충용

액(phosphate buffer saline, PBS, pH 7.0)으로 2회 세척하였다. 

Brucella broth 내에 H. pylori의 세포수를 1.0 × 10
5
 CFU/ml으

로 조정한 다음 유산균 배양 상등액 5.0% (v/v)를 첨가하고, 

37°C에서 48시간 배양한 후 Brucella agar상에서 표준한천평

판배양법으로 생균수를 측정하여 배양 상등액의 항균 활성을 

조사하였다.

조박테리오신 용액 제조 및 박테리오신 활성 측정

유산에 의한 영향을 제거하기 위해 1 N NaOH를 이용하여 

배양 상등액의 pH를 6.5으로 조정하였으며, 과산화수소에 대

한 영향을 배제하기 위해 카탈라아제(1 mg/ml, Sigma-Aldrich)

를 처리하였다. 배양 상등액에 50% (w/v) 황산암모늄을 처리

한 후 4°C 내에서 교반한 다음 원심분리(12,000 × g, 30분, 

4°C)하여 얻어진 침전물은 20 mM PBS (pH 6.5)에 현탁시켰

다. 그런 다음 4°C, 24시간 동안 동일한 buffer 내에서 투석막

(molecular weight cut-off = 1,000 Da, Spectrum Medical 

Industries, Inc.)으로 투석시켜 조박테리오신 용액을 조제하

였다. 

박테리오신 용액의 활성은 H. pylori ATCC 43504를 대상

으로 microtiter plate 방법(Hole et al., 1991)으로 측정하였다. 

H. pylori는 Brucella broth 내에서 37°C, 48시간 배양 후 원심

분리(7,000 × g, 10분, 4°C)하여 세포만을 모은 다음 PBS (pH 

7.0)로 2회 세척하였다. Brucella broth 내에 H. pylori의 세포

수는 1.0×10
5
 CFU/ml으로 맞추었고, 일정한 비율로 희석한 

조박테리오신 용액을 혼합한 후 microtiter plate well (Falcon)

에 가한 다음 37°C에서 24시간 배양하였다. Microplate reader 

(BioTek, Inc.)를 통해 600 nm에서 흡광도를 측정하여 조박테

리오신 용액 대신 buffer를 처리한 대조구에 비해 혼탁도가 

50% 저해된 최대 희석배수의 역수를 측정하여 박테리오신 활

성(arbitrary units, AU/ml)으로 환산하였다.

배양 조건에 따른 유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성 

측정

유산균의 증식 속도와 증식에 따른 대사산물의 생성량 및 

항균 활성 변화에 대한 배지 종류, 배양 조건 및 프리바이오틱

스의 영향을 살펴보았다.

배지 종류: 실험 균주는 BHI, MRS 및 M17 broth에 접종한 

다음 37°C, 24시간 호기적 조건하에서 배양한 후 배양액을 채

취하여 생균수, 대사산물의 생성량 및 배양 상등액과 박테리

오신 용액의 항균 활성을 측정하였다. 

초기 pH: 실험 균주는 1 N HCl 혹은 NaOH를 이용하여 pH 

5.0, 6.0, 7.0, 8.0 및 9.0으로 조정된 MRS broth에 접종하여 

37°C, 24시간 호기적 조건하에서 배양한 후 배양액을 채취하

여 생균수, 대사산물의 생성량 및 배양 상등액과 박테리오신 

용액의 항균 활성을 측정하였다. 

공기 조성: 실험 균주를 MRS broth (pH 6.0)에 접종하여 

37°C, 24시간 동안 호기성, 미호기성(85% N2, 5% O2, 10% 

CO2) 및 혐기성(85% N2, 10% H2, 5% CO2) 조건 하에서 배양

한 후 배양액을 채취하여 생균수, 대사산물의 생성량 및 배양 

상등액과 박테리오신 용액의 항균 활성을 측정하였다. 

배양 온도: 실험 균주는 MRS broth (pH 6.0)에 접종하여 25, 

30, 37 및 45°C, 24시간 호기적 조건 하에서 배양한 후 배양액

을 채취하여 생균수, 대사산물의 생성량 및 배양 상등액과 박

테리오신 용액의 항균 활성을 측정하였다. 

배양 시간: 실험 균주는 MRS broth (pH 6.0)에 접종하여 

37°C, 12–48시간 호기적 조건 하에서 배양하는 동안 일정한 

시간 간격으로 배양액을 채취하여 생균수, 대사산물의 생성량 

및 배양 상등액과 박테리오신 용액의 항균 활성을 측정하였다. 

프리바이오틱스: 실험 균주는 MRS broth (pH 6.0)에 0.5, 

1.0 및 2.0%의 농도로 FOS, 라피노오스 및 이뉼린 등의 프리바

이오틱스를 첨가하여 제조한 배지에 접종한 다음 37°C, 24시

간 호기적 조건 하에서 배양한 후 배양액을 채취하여 생균수, 

대사산물의 생성량 및 배양 상등액과 박테리오신 용액의 항균 

활성을 측정하였다. 
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Table 1. Effects of culture media on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

Medium
Viable cell counts 

(CFU/ml)

Final glucose 

concentration 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of CFCS 

(%)

Bacteriocin 

activity (AU/ml)

MRS 6.1±3.5×10
9b

0 125.9±4.5
c

3.54±0.14
a

1.46±0.14
b

22.4±2.1
c

512

BHI 2.8±0.8×10
8ab

0 76.3±3.9
a

4.15±0.05
b

0.80±0.09
a

13.2±0.4
a

64

M17 2.9±3.2×10
9a

0 99.1±6.2
b

3.76±0.28
a

1.34±0.13
b

17.1±0.7
b

256

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

통계처리

실험 항목별 총 3회 실시 후 얻어진 측정값은 평균±표준편

차로 나타내었고, 통계처리는 Statistical Package for Social 

Science (SPSS)를 이용하여 유의수준 P<0.05에서 일원배치 

분산분석(one-way ANOVA) 하였다. Duncan's multiple range 

test를 통해 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

배지 종류에 따른 유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성

MRS, BHI 및 M17 배지에 접종한 후 37°C, 24시간 동안 호

기적인 조건 하에서 배양한 후 유산균수, 대사산물 생성량 및 

유산과 박테리오신에 의한 H. pylori ATCC 43504에 대한 항

균활성을 측정한 결과는 Table 1과 같다. 유산균수는 MRS와 

M17 배지 상에서 10
9
 CFU/ml에 이르렀으나, BHI 배지 내에

서는 이보다 낮은 10
8
 CFU/ml로 나타났고, 모든 배지 내에 글

루코오스 성분은 검출되지 않았다. 유산의 생성량도 MRS 배

지 내에서 가장 높게 나타났으나(125.9±4.5 mM), BHI (76.3± 

3.9 mM)와 M17 (99.1±6.2 mM) 내에서는 MRS 배지보다 유

의하게 낮게 측정되었다. 배양액의 pH는 MRS (3.54±0.14)와 

M17 (3.76±0.28) 배지 내에서 유의한 차이가 없었으나, BHI 

(4.15±0.05) 배양액의 pH 보다 유의하게 낮았고, 산도의 경우

도 MRS (1.46±0.14%)와 M17 (1.34±0.13%) 배지가 BHI (0.80± 

0.09%) 배지 내에서 생성된 산도보다 유의하게 높았다. 한편, 

H. pylori에 대한 MRS (22.4±2.1%) 배지로부터 얻은 배양 상

등액(5%)의 항균 활성이 BHI (13.2±0.4%)와 M17 (17.1±0.7%)

의 배양 상등액 보다 유의하게 높았으며, MRS (512 AU/ml) 배

지로부터 얻어진 박테리오신의 항균 활성도 가장 높게 나타났

다. 이와 같은 결과에서 볼 때, L. brevis BK11의 균주는 MRS 

배지에서 배양한 경우 증식속도가 가장 높았고, 이에 따른 대

사산물 생성량도 BHI와 M17 배지에서 배양했을 때보다 유의

하게 증가되었으며, 배양액 내의 유산과 박테리오신에 의해 

H. pylori의 증식 억제 효과도 크게 나타난 것으로 사료된다. 

프로바이오틱 유산균이 탄수화물 대사 과정 중 생산한 유

기산에 의해 pH를 낮춰 H. pylori의 증식을 억제하거나, 단백

질성 천연 항균물질인 박테리오신에 의해 H. pylori에 대한 항

균활성을 나타내는 것으로 알려져 있다. Lactobacillus, Bifido-

bacterium 및 Pediococcus 속에 의해 생산된 유산(50–156 mM)

은 H. pylori에 대한 저해활성과 상관관계가 있다고 보고되

고 있다(Gotteland et al., 2006). Lactobacillus salivarius와 

Lactobacillus casei가 생산한 유산은 H. pylori 세포에 직접적

인 영향을 줄 뿐만 아니라 그들의 우레아제 효소 활성에도 영

향을 준다고 밝혀져 있다(Aiba et al., 1998; Sgouras et al., 

2004). Lactobacillus acidophilus CRL 1259의 성장은 MRS 보

다 LAPTg (1.5% peptone, 1% tryptone, 1% glucose, 1% yeast 

extract, 0.1% Tween 80) 배지 상에서 더 높게 나타났지만, 유

산의 생성량은 MRS 배지에서 더 높았다(Juarez Tomas et al., 

2003).

한편, Coconnier 등(1998)에 의해 Lactobacillus johnsoii 

LA1과 L. acidophilus LB가 생산한 박테리오신의 anti-H. 

pylori 활성에 대해 이미 보고된 바 있다. 유산균이 생산한 박테

리오신은 anti-H. pylori 활성을 가진 화합물로서 분자량이 적

고 열에 안정한 펩타이드성 물질로서 일부 Lactobacillus 속 균

주들이 생산하는 것으로 보고되고 있으며, 프로바이오틱 E. 

faecium도 항생제에 저항성이 있는 H. pylori의 성장을 저해할 

수 있는 열에 안정한 단백질성 항균물질을 생산한다고 알려진 

바 있다(Tsai et al., 2004). 

박테리오신은 MRS, tryptone glucose extract (TGE), all- 

purpose with tween (APT), BHI, trypticase soy broth (TSB) 및 

trypticase soy broth yeast extract (TSBYE) 등과 같은 복합 배

지 내에서 생산되며, 박테리오신 생산은 배지 내 구성성분에 

의존한다고 알려져 있다(Guerra et al., 2001). 이미 보고된 여

러 연구 결과에 따르면, MRS 배지는 다른 배지에 비해 유산균

의 성장과 박테리오신 생산을 위해 효과적이라고 알려져 있

다(Biswas et al., 1991; Daba et al., 1993). Lactobacillus 
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Table 2. Effects of initial pH on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

pH
Viable cell counts 

(CFU/ml)

Final glucose 

concentration 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of CFCS 

(%)

Bacteriocin 

activity (AU/ml)

Control 6.1±3.5×10
9a

0 
a

125.9±4.5
d

3.54±0.14
a

1.46±0.14
cd

22.4±2.1
d

512

5.0 4.5±0.8×10
7b

5.5±1.4
b

63.5±5.3
b

4.30±0.09
c

0.67±0.13
b

14.1±0.8
b

ND

6.0 8.2±3.6×10
9a

0
a

147.5±6.6
e

3.24±0.06
a

1.64±0.13
d

27.5±2.0
e

512

7.0 5.7±2.1×10
9a

0
a

130.8±8.3
d

3.36±0.16
a

1.50±0.06
cd

23.5±3.1
d

512

8.0 2.3±0.2×10
8b

0
a

87.0±3.2
c

3.89±0.22
b

1.36±0.08
c

18.6±1.3
c

128

9.0 6.6±4.1×10
6b

11.7±0.5
c

20.4±5.0
a

5.65±0.23
d

0.33±0.12
a

5.3±0.9
a

ND

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

fermentum, L. acidophilus, L. pentosus 등의 박테리오신은 

MRS 배지에서 가장 높은 생산량을 보여 주었다(Mahrous et 

al., 2013). L. salivarius CRL 1328 증식에 따라 유산 생성에 따

라 배양액의 pH는 감소되었고, 박테리오신 생산량은 증가하

였는데, 특히 세포량과 증식 속도는 MRS broth 상에서 더 높은 

반면, LAPTg 배지 상에서 pH는 더 낮아졌고, 박테리오신 양

은 높게 나타났다(Juarez Tomas et al., 2002). Audisio 등

(2001)의 보고에 따르면, E. faecium CRL1385는 탄소원을 함

유하지 않은 LAPTg broth 내 잔당이나 효모 추출물이나 육 가

수분해물 등의 영양성분을 이용함으로써 균은 성장할 수 있었

으나, 배지 내 성분 만으로는 박테리오신을 생합성하기 어렵

다고 하였다. 

유산균의 박테리오신 생산은 탄소원, 질소원, 무기염류, 계

면활성제 및 저해제의 종류와 양에 주로 영향을 받는다. 특히 

박테리오신은 다양한 탄소원을 포함하는 배지로부터 생산되

는 것으로 알려져 있으며, nisin Z는 글루코오스, 슈크로오스, 

자일로오스를 함유한 배지 내 L. lactis IO-1 균주에 의해 생산

된다(Matsusaki et al., 1996). 또한 글루코오스, 슈크로오스, 

자일로오스 및 갈락토오스는 pediocin AcH의 생산량을 증가

시키는 탄소원으로 확인되었다(Biswas et al., 1991). 한편, 유

산균은 영양요구성이 까다로운 균으로서, 생산균의 성장과 박

테리오신 생산은 탄소원보다 유기질소원에 영향을 받는다

(Parente and Ricciardi, 1999). Kim 등(1997)에 의하면, nisin의 

최대 농도는 배지 내 유기질소원의 함량이 증가될 때 나타났

다고 하였으며, 유기질소원의 종류에 따라 박테리오신의 생산

량이 다르다고 하였다. De Vuyst and Vandamme (1993)는 

nisin의 최대 활성은 면실박에 의해 나타났으며, 효모추출물

과 어분(fish meal)에 의해서도 비교적 높은 활성의 박테리오

신을 생산하였는데 효모 추출물은 박테리오신 생합성의 저해

제를 불활성화 시키는 것으로 알려져 있다(Fukushima et al., 

1983). 무기염류도 박테리오신 생산에 영향을 줄 수 있고 이들

의 영향은 균주 특이성이 있다고 알려져 있다(Parente and 

Ricciardi, 1999). 무기인산은 Lactobacillus lactis subsp. lactic 

NIZO22186의 nisin생산을 증가시키며, 특히 K2HPO4에 의해 최

대의 활성을 나타내었다고 밝혀졌다(De Vuyst and Vandamme, 

1993). Mg
2+
은 pediocin AcH 생산을 증가시키는데 도움을 주

었으며(Biswas et al., 1991), CaCl2은 최대의 nisin Z를 생산하

였고 균 증식 속도 증가에도 효과적이라고 하였다(Matsusaki 

et al., 1996). Tween 80 등의 계면활성제도 일부 박테리오신 

생산에 영향을 주는데 이는 생산 균주의 세포 표면으로부터 

박테리오신 분리를 용이하게 하여 항균물질의 역가를 증가시

킨다고 하였다(Joosten and Nunez, 1995). 

유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성에 대한 배지 초기 

pH의 영향

L. brevis BK11의 균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성에 대

한 배지 초기 pH의 영향을 살펴본 결과는 Table 2와 같다. 초기 

pH를 조정하지 않은 MRS (6.84±0.05) 배지(대조구)와 초기 

pH를 5.0–9.0로 조정한 배지에 L. brevis BK11를 접종한 후 

37°C, 24시간 동안 호기적인 조건 하에서 배양한 결과, 유산균

수는 대조구와 pH 6.0와 7.0인 배지 내에서는 10
9
 CFU/ml로 

유의한 차이가 없었으나, pH 8.0인 경우는 10
8
 CFU/ml이었으

며, pH 5.0 (10
7
 CFU/ml)와 9.0 (10

6
 CFU/ml)인 경우는 이보다 

더 낮게 나타났다. 배지 내 글루코오스는 유산균의 증식에 필

요한 에너지원과 대표적인 대사산물인 유산 생산을 위해 사용

된다. 초기 pH 5.0과 9.0인 배지 내에서 37°C, 24시간 배양한 

후 잔존하는 글루코오스의 양은 각각 5.5±1.4 g/L와 11.7±0.5 

g/L으로 나타났다. 그러나 pH 6.0, 7.0 및 8.0인 경우는 글루코

오스 성분이 검출되지 않았다. 그 중에서 pH 8.0 보다 6.0과 7.0 

일 때 최종 균수가 약 1 log cycle 이상 높게 측정되었는데 이는 

글루코오스가 전부 소비되었을 때 유산균은 증식을 위해 배지 
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Table 3. Effects of atmosphere composition on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

Incubation 

condition

Viable cell counts 

(CFU/ml)

Final glucose 

concentration 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of CFCS 

(%)

Bacteriocin 

activity (AU/ml)

Aerobic 8.2±3.6×10
9a

0 147.5±6.6
b

3.24±0.06
b

1.64±0.13
b

27.5±2.0
b

512

Microaerobic 7.8±1.8×10
9a

0 144.5±8.7
b

3.18±0.16
b

1.77±0.13
b

28.2±2.6
b

512

Anaerobic 4.8±2.0×10
7b

4.2±0.8 84.3±9.0
a

3.96±0.14
a

1.04±0.20
a

14.4±3.6
a

32

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

내에 함유된 육추출물이나 효모추출물과 같은 질소원을 이용

하는 것으로 추정하였다.

한편, 유산 생성량은 pH 6.0인 배지 상에서 가장 높게 나타

났고, 대조구와 pH 7.0에서는 거의 비슷한 수준으로 나타났으

며, pH 5.0, 8.0 및 9.0인 경우는 이보다 낮게 나타났다. 유산 생

성량에 따라 산도는 초기 pH 6.0 배지에서 가장 높았고, 배양 

후 최종 pH도 초기 pH 6.0에서 가장 낮게 나타났다. 초기 pH 

6.0인 경우 H. pylori에 대한 배양 상등액의 항균 활성이 유의

하게 가장 높았고(27.5±2.0), 대조구와 pH 7.0인 경우는 이보

다 낮게 나타났으며, pH 9.0에서 배양하여 얻은 상등액의 항균 

활성이 가장 낮게 나타났다. 박테리오신 활성은 대조구와 pH 

6.0와 7.0에서 512 AU/ml이었고, pH 8.0에서 얻은 박테리오

신은 128 AU/ml으로 나타났지만, pH 5.0과 9.0에서는 박테리

오신 활성이 측정되지 않았다. 배지 성분인 글루코오스는 배

양 과정 중 pH 5.0인 MRS 배지 내에서 배양한 경우, L. casei의 

성장 곡선과 세포량은 pH 5.5와 6.0보다 다소 낮게 나타났으

며, 배지 내 당을 완전하게 이용할 수 없었으므로 유산 생성량

도 낮게 나타났다(Yoo et al., 1996). Lactobacillus sp. LMI8 균

주의 최대 유산량(52.37 g/L)은 pH 5.9에서 얻어졌다(De Lima 

et al., 2010). 배지의 pH는 유산균의 성장 및 박테리오신 생산

에 영향을 미치는 인자 중에 하나로 알려져 있는데 일반적으

로 최대량의 박테리오신 생산은 pH 5.5–6.0 범위로써 이는 균 

성장을 위한 최적의 pH 보다는 다소 낮은 것으로 보고되고 있

다(Parente and Ricciardi, 1999). pH를 조정하지 않은 MRS 배

지 내에서 L. lactis NK24를 접종하여 배양한 경우, lacticin 

NK24는 배양 2시간 이후부터 검출되기 시작하였고, 최대의 

균수는 8시간만에 도달했으며, 12시간 배양 후 pH는 4.8로 나

타났다. 반면, 초기 pH를 6.0, 6.5 및 7.0으로 조정한 경우 균 성

장과 lacticin NK24 활성보다 유의하게 증가하였는데, 최대의 

박테리오신 활성은 pH 6.0에서 나타났으며, 이는 pH 6.5와 7.0 

하에서 생성된 활성의 4배 더 높았다(Lee et al., 2004). L. lactis 

subsp. lactis ST1이 생산한 박테리오신의 최대 활성(640 AU/ml)

은 pH 6.5에서 나타났으며, pH 7.0과 7.5에서는 pH 6.5 보다 낮

게 측정되었고, pH 8.5에서는 가장 낮은 활성이 나타나 초기 

pH가 높을수록 균수와 박테리오신 활성이 낮았다고 하였다

(Taheri et al., 2012). Verellen 등(1998)에 따르면, Lactobacillus 

plantarum 423이 생산한 plantarcin 423의 최대 활성은 pH 4.0

에서 관찰되었고, 배양시간이 경과할수록 plantaricin 활성 증

가는 생산 균주의 세포벽에 대한 펩타이드의 결합력이 감소되

기 때문인 것으로 추정하였다. Lactobacillus sake CTC 494의 

균 성장률은 pH 5.5와 6.5에서 최대에 이르렀고, 이들이 생산

한 박테리오신 sakacin K는 pH 5.0에서 가장 높게 나타났으며, 

pH가 높아질수록 박테리오신 불활성 속도는 증가하는데, 이

는 생산 균주 세포에 대한 흡착 정도가 더 높아졌기 때문인 것

으로 추정하였다(Leroy and De Vuyst, 1999). Pre-pediocin은 

성장하는 세포로부터 활성형 박테리오신 분비나 번역 후 변형

을 위해 낮은 pH 를 요구한다(Cho et al., 1996).

반면, pre-nisin, pre-leuconocin 및 pre-sakacin의 번역 후 과

정은 세포 성장 과정 중 보다 더 높은 pH에서 발생하고, 비해리

된 유산과 낮은 pH는 유산균의 성장을 저해한다. 따라서 생성

된 유산을 제거하게 되면 균 성장률을 높일 수 있고 성장에 따

른 대사산물 생성을 효과적으로 높일 수 있다고 본다(Yoo et 

al., 1992). L. lactis CM1의 증식과 nisin의 활성은 pH 6.5보다 

pH 11.0에서 더 높게 나타났다고 하였다(Mitra et al., 2007). 

유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성에 대한 공기 조성의 

영향

MRS 배지의 초기 pH를 6.0으로 조정한 후 37°C, 24시간 동

안 호기적, 미호기적 및 혐기적 조건 하에서 배양한 다음, L. 

brevis BK11의 증식과 대사산물의 생성량 및 항균 활성 변화

를 살펴본 결과는 Table 3과 같다. 호기적 및 미호기적 조건 하

에서 배양한 경우 유산균수에는 차이가 없었으나, 혐기적 조

건에서 배양한 경우는 이보다 약 2 log cycle 낮은 최종 균수가 

얻어졌다. 게다가 혐기적 조건 하에서 배양한 배양액 내에서 

글루코오스가 잔존하였고, 유산의 생성량도 호기적 혹은 미호

기적 조건에서 배양했을 때보다 유의하게 낮았다. 배양액의 
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Table 4. Effects of atmosphere composition on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

Temperature (°C)
Viable cell counts 

(CFU/ml)

Final glucose 

concentration 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of CFCS 

(%)

Bacteriocin 

activity (AU/ml)

25 2.9±2.0×10
6b

10.1±1.3
b

39.4±9.1
a

4.97±0.27
c

0.56±0.19
a

9.2±0.9
a

ND

30 5.0±4.6×10
9ab

0
a

138.6±6.3
c

3.34±0.07
a

1.39±0.22
b

19.0±2.8
b

512

37 8.2±3.6×10
9a

0
a

147.5±6.6
c

3.24±0.06
a

1.64±0.13
b

27.5±2.0
c

512

45 1.4±0.6×10
8b

8.3±1.2
b

55.0±2.8
b

4.09±0.05
b

0.84±0.29
a

11.4±2.1
a

128

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

pH는 미호기적 조건에서 배양했을 때 가장 낮았으며, 이는 호

기적 조건과는 유의할만한 차이가 없었으나, 혐기적 조건에서 

배양했을 때보다 유의하게 낮았다. 이에 따라 산도도 혐기적 

조건에서 배양했을 때 가장 낮았고, 배양 상등액의 항균 활성

도 혐기적 조건이 불리하게 나타났으며, 박테리오신 활성도 

혐기적 조건 하에서 가장 낮게 측정되었다.

산양유에서 분리된 L. lactis subsp. lactis를 미호기적 혹은 

혐기적 조건 하에서 배양했을 때 세포수, 배양액의 pH 및 박테

리오신 생산량에는 유의한 차이가 없었고, 이들 공기 조성은 

호기적 배양 조건보다 균의 성장과 박테리오신 생산에 유리한 

것으로 나타났다고 하여 본 결과와는 다소 차이가 있었다. 즉, 

MRS 배지 내에서 20시간 동안 호기적 조건에서 배양했을 때 

생균수는 8.89 CFU/ml인 반면, 미호기적 조건과 혐기적 조건 

하에서는 각각 9.62 CFU/ml과 9.42 CFU/ml로 나타났고, 12시

간 배양했을 때 미호기적 조건과 혐기적 조건에서 박테리오신 

활성은 320 AU/ml이었고, 호기적 조건 하에서는 160 AU/ml

로 나타났다. 일반적으로 유산균은 미호기성 균으로서 산화적 

스트레스는 성장을 더디게 하고 대사산물인 박테리오신 생산

량에도 감소시킨다고 보고되었다(Taheri et al., 2012). Hirsch 

(1951)는 유산균의 박테리오신 생산 최적 조건은 혐기적 조건

이라고 한 반면, Leroy 등(2003)은 E. faecium RZS C5의 증식

과 박테리오신 생산을 위해 산소가 저해 요인이라고 볼 수 없

다고 보고한 바 있다. Cabo 등(2001)은 산소는 박테리오신 생

산에 필수적이라고 하였고, Sousa 등(2010)은 혐기적인 조건

이 오히려 항균물질 생산을 방해한다고 하였으므로 박테리오

신 생산을 위해 배양 과정 중 최적의 공기 조성은 균주에 따라 

다른 것으로 확인되었다. 

유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성에 대한 배양 온도와 

시간의 영향

MRS 배지의 초기 pH를 6.0으로 조정한 후 호기적 조건 하

에서 25, 30, 37 및 45°C, 24시간 동안 배양한 다음, L. brevis 

BK11의 증식과 대사산물의 생성량 및 항균 활성 변화를 살펴

본 결과는 Table 4와 같다. 30°C와 37°C에서 배양한 경우는 

10
9
 CFU/ml 정도로 나타났으나, 45°C에서 배양한 경우는 10

8
 

CFU/ml이었고, 25°C에서는 10
6
 CFU/ml 정도에 그쳤다. 또한 

25°C와 45°C에서 배양한 경우 배양액 내에 글루코오스가 일

부 잔존하였고, 유산 생성량과 산도는 균수가 가장 많은 30°C

와 37°C 배양 온도 대에서 가장 높았고, 그에 따른 배양액의 

pH는 25°C와 45°C에 비해 유의하게 낮았다. 특히 배양 상등

액의 H. pylori에 대한 항균력은 37°C (27.5±2.0%)에서 배양

했을 때 가장 높았고, 30°C (19.0±2.8%)에서 배양한 경우는 이

보다 다소 낮았으며, 25°C (9.2±0.9%)에서 얻어진 배양 상등

액의 항균력은 가장 낮았다. 한편, 박테리오신의 활성도 30°C

와 37°C에서 512 AU/ml로 가장 높게 나타난 반면, 45°C에서 

배양한 경우는 128 AU/ml 정도의 활성을 보였으며, 25°C에서 

배양했을 때는 박테리오신을 생산할 수 없었다.

한편, MRS 배지의 초기 pH를 6.0으로 조정한 후 호기적 조

건 하에서 37°C, 12–48시간 동안 배양한 다음, L. brevis BK11

의 증식과 대사산물의 생성량 및 항균 활성 변화를 살펴본 결

과는 Table 5와 같다. 최대의 균수는 24–30시간(10
9
 CFU/ml) 

배양하는 동안에 나타났고, 36시간 이후부터는 생균수가 서

서히 감소하는 사멸 단계임을 확인하였다. 배양액 내에 글루

코오스는 대수증식기 중반인 12시간 배양한 경우 일부 존재하

였고, 유산 생성량과 산도는 대수증식기 후반인 24시간 배양

했을 때 최대에 이르렀으며, 이때 배양액의 pH는 가장 낮게 나

타났다. 30–48시간 배양했을 때 유산 생성량, 산도 및 pH는 24

시간 배양했을 때와 유의적인 차이가 없었다. 하지만 배양 상

등액의 H. pylori에 대한 항균력은 30시간 배양했을 때 가장 높

았지만, 이는 24–48시간 배양했을 때의 상등액 항균력과 유의

한 차이가 없었고, 박테리오신 활성은 24–30시간(512 AU/ml) 

동안 최대에 이르렀으나, 36시간 이후부터는 활성이 감소되

었는데 이는 단백질 분해효소의 영향을 받은 것으로 추정된다. 

Lactobacillus sp. RKY2는 글루코오스, 효모 추출물, (NH4)2HPO4 



유산균의 항균물질 생산을 위한 배양조건 ∙ 295

Korean Journal of Microbiology, Vol. 51, No. 3

Table 5. Effects of the length of incubation on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

Time (h)
Viable cell counts 

(CFU/ml)

Final glucose 

concentration 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of CFCS 

(%)

Bacteriocin 

activity (AU/ml)

12 8.8±5.1×10
6a

8.7±2.0 49.6±11.4
a

4.72±0.07
b

0.71±0.22
a

12.8±3.0
a

64

24 8.2±3.6×10
9b

0 147.5±6.6
b

3.24±0.06
a

1.64±0.13
b

27.5±2.0
c

512

30 5.6±1.1×10
9b

0 154.0±5.2
b

3.30±0.11
a

1.81±0.16
b

30.3±4.6
c

512

36 6.0±0.9×10
8a

0 150.5±5.7
b

3.31±0.09
a

1.55±0.27
b

25.9±2.8
c

256

48 9.4±2.3×10
7a

0 156.3±9.0
b

3.27±0.15
a

1.40±0.31
b

19.6±3.4
b

32

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

및 MnSO4 등으로 구성된 초기 pH 6.0인 배지 중에서 36°C의 

온도에서 배양한 경우 균 성장은 최적이었으며, 이때 최대량의 

유산(153.9 g/L)을 생산하였다(Wee et al., 2005). Lactobacillus 

gasseri Chen과 L. plantarum 18의 배양상등액 내에 존재하는 

유산 114–150 mM 농도 하에서 anti-H. pylori 효과를 발휘하였

다(Chen et al., 2011). 배양온도는 배지 내 산소 용해성, 분자의 

운동 에너지 및 세포 내 반응 속도에 영향을 미쳐 결국 박테리

오신 생산에도 영향을 주게 된다(Al-Jumaily et al., 2014). L. 

acidophilus가 생산한 acidocin은 30°C와 37°C에서 가장 높은 

활성을 보인 반면, 25°C에서 배양한 경우는 이보다 낮은 활성

을 나타내었는데 이는 생산 균주의 성장속도가 늦어짐에 따른 

결과라고 보고하였다(Al-Jumaily et al., 2014). 30°C에서 배양

했을 때 L. plantarum Y21의 균 성장속도가 가장 빠르고, 가장 

많은 양의 박테리오신(plantaricin Y)을 생산하였다(Chin et 

al., 2001). L. salivarius CRL1328은 초기 pH 6.5인 MRS 액체

배지에 접종하여 37°C에서 배양한 경우, 균 성장은 최대에 이

르렀고 이때 박테리오신 생산을 위한 최적의 조건이었고 30°C

인 경우 유도기가 연장되고 균 증식속도는 낮아졌다. 또한 

44°C에서 배양했을 때 균 성장은 가능하였으나, 박테리오신

은 생산되지 않았으므로 높은 배양 온도 상에서는 박테리오신 

생합성과 분비가 어렵다는 사실을 확인하였다(Juarez Tomas 

et al., 2002). 

유산균의 박테리오신 생산량과 생산 균주의 성장 속도와는 

비례 관계이며, 배양시간이 경과할수록 활성이 증가하고 주로 

대수증식기 후반에 최대 활성에 이른다고 알려져 있다. 최대

의 박테리오신 생산은 균종마다 차이가 있으며 생산균의 생장 

단계에 따라 상이하다(Al-Jumaily et al., 2014). 박테리오신은 

초기에 전구 단백질로서 리보솜에 의해 합성된 다음 번역 후 

변형되어 온전한 활성형태의 단백질이 된다. Nisin의 전구체 

유전자(nis A) 전사와 pre-nisin의 생합성은 대수증식기 초기 

단계에서부터 발생하고 정지기까지 유지된다. 활성이 높은 증

식 단계의 후반부에 nisin 생산량이 증가한 것은 필수적인 

pre-nisin 변형 효소 형성이 지연되기 때문이라고 알려져 있다

(De Vuyst and Vandamme, 1992). 게다가 많은 종류의 박테리

오신이 정지기 이후에 활성이 감소되는 것은 단백질간의 응

집, 세포 표면에 흡착되거나, 피드백 조절 및 특이적 혹은 비특

이적 단백질분해효소에 의한 분해로 활성을 잃게 된다(Parente 

and Ricciardi, 1999).

L. lactis subsp. lactis가 생산한 박테리오신은 배양 18시간 

후에 최대에 이르렀고, 최대 활성은 24시간까지 유지되었으

나, 그 이후부터는 서서히 감소되었다(Aslam et al., 2012). L. 

acidophilus가 생산한 acidocin은 24시간 배양 후 최대의 활성

을 나타낸 반면, 24시간 이후 48시간 배양하는 동안 활성이 서

서히 감소하였다. L. plantarum Y21은 MRS 배지에 접종 후 4

시간 이후부터 서서히 증가하기 시작하여 20시간 만에 정지기

에 도달했고 그 이후에는 서서히 감소되었다. 배양 중 산 생성

량은 16시간 만에 최대에 이르렀고, 20시간까지 계속 유지된 

후 다시 서서히 감소되었다. 박테리오신(plantaricin Y)은 배

양 10시간 만에 활성이 나타나기 시작하여 16시간만에 최대

에 이르렀고 20시간 이후부터는 감소되었다(Chin et al., 2001). 

산양유로부터 분리한 L. lactis subsp. lactis ST1은 MRS 배지 

상에서 배양 2시간만에 대수증식기에 도달하였고, 세포수는 

14시간 배양 후 최대에 이르렀다. 이때 배양액의 pH는 대수증

식기 동안 급격히 감소되어 정지기에 도달했을 때 일정한 수

준으로 유지되었고, 박테리오신은 대수증식기 때 검출되기 시

작하여 12–14시간 때 최대에 이르러 균의 성장과 비례적으로 

박테리오신이 생산되어 생산 균주의 1차 대사산물임을 확인

하였다. 하지만 정지기 이후에는 활성이 감소되었는데 이는 

박테리오신 생산을 위한 영양분의 고갈, 단백질 분해효소에 

의한 분해 및 생산 균주의 세포 표면에 흡착되어 활성이 낮게 

측정된 것으로 보고하였다(Taheri et al., 2012). L. brevis OG1

은 대수증식기 초기부터 박테리오신을 생산하기 시작하여 정

지기 이후에 활성이 최대에 이르러 2차 대사산물로서 항균물

질을 생산하였으며, 그 이후부터 균의 성장 단계에서 유도된 



296 ∙ Eun-Seo Lim

미생물학회지 제51권 제3호

Table 6. Effects of prebiotics on biological and physicochemical characteristics and antimicrobial activities of L. brevis BK11 cultures

Prebiotic
Concentration 

(%)

Viable cell 

counts 

(CFU/ml)

Glucose content 

(g/L)

Lactic acid 

concentration 

(mM)

pH Titability (%)

Antimicrobial 

activity of 

CFCS (%)

Bacteriocin 

activity 

(AU/ml)

Control 0 8.2±3.6×10
9a

0 147.5±6.6
bc

3.24±0.06
a

1.64±0.13
a

27.5±2.0
ab

512

FOS 

0.5 7.7±4.0×10
9a

0 148.5±1.3
c

3.29±0.07
a

1.62±0.06
a

29.0±3.8
ab

512

1.0 9.2±1.9×10
9a

0 152.1±3.0
c

3.11±0.10
a

1.77±0.02
c

32.5±2.9
bc

1,024

2.0 9.9±2.3×10
9a

0 150.6±3.4
c

3.13±0.05
a

1.76±0.03
bc

34.9±1.1
c

1,024

Inulin

0.5 8.0±5.2×10
9a

0 136.8±4.0
a

3.30±0.02
a

1.61±0.05
a

26.9±4.0
a

512

1.0 7.4±3.4×10
9a

0 140.2±2.1
ab

3.28±0.21
a

1.63±0.05
a

25.8±3.6
a

512

2.0 6.8±3.1×10
9a

0 139.6±5.2
ab

3.36±0.30
a

1.70±0.03
abc

28.1±2.0
ab

512

Raffinose

0.5 8.0±4.4×10
9a

0 135.6±6.2
a

3.29±0.09
a

1.66±0.06
ab

27.1±1.9
ab

512

1.0 7.9±5.6×10
9a

0 136.8±1.9
a

3.31±0.11
a

1.65±0.04
a

29.2±2.3
ab

512

2.0 8.3±1.9×10
9a

0 141.4±5.7
ab

3.25±0.08
a

1.67±0.02
abc

25.1±3.4
a

512

Each value shown was the mean±standard deviation of the three experiments. Means with different superscript letters indicate statistically significant differences as determined 

by ANOVA (P<0.05).

단백질 분해효소에 의해 박테리오신의 활성이 감소되었다고 

하였다(Ogunbanwo et al., 2003). Sakacin K 활성은 L. sake 

CTC 494 성장에 의존하는데 세포가 대수증식기에 있는 동안 

박테리오신의 활성은 증가하여 생성된 세포량이 감소하기 시

작하면 박테리오신의 활성도 감소되었다. 이러한 감소 현상은 

배양액 내에 유산의 축적과 당과 필수 아미노산의 고갈에 기

인한다고 하였다(Leroy and De Vuyst, 1999). 

유산균수, 대사산물 생성량 및 항균 활성에 대한 프리바이오

틱스의 영향

MRS 배지에 프리바이오틱스를 농도별로 첨가하고 초기 

pH를 6.0으로 조정한 후 호기적 조건 하에서 37°C, 24시간 동

안 배양한 다음, L. brevis BK11의 증식과 대사산물의 생성량 

및 항균 활성을 측정한 결과는 Table 6과 같다. FOS, 이뉼린 및 

라피노오스를 0.5–2.0%의 농도로 첨가한 경우 최종 균수는 대

조구(무첨가구)와 유의한 차이가 없었으며, 배양액 내에 잔존

하는 글루코오스 성분은 검출되지 않았다. FOS 1.0%와 2.0%

를 첨가한 경우 유산 생성량은 대조구에 비해 다소 높게 나타

난 반면, 이뉼린과 라피노오스 0.5%를 첨가한 경우는 대조구

보다 다소 낮게 나타났으나 유의할만한 차이는 없었다. 배양

액의 산도는 FOS를 1%와 2% 첨가했을 때 대조구에 비해 유의

하게 높게 나타났으며, H. pylori에 대한 배양 상등액의 항균 

활성은 FOS 첨가 농도에 따라 서서히 증가하여 2% 첨가구는 

대조구에 비해 유의한 증가를 보였다. 게다가 L. brevis BK11

의 박테리오신 생산에 대하여 이뉼린과 라피노오스는 아무런 

영향을 미치지 않았으나, FOS를 1%와 2% 첨가한 경우는 2배 

증가되었음을 확인하였다. 하지만 FOS 0.5%와 2.5% (자료 미

제시) 첨가에 의해선 박테리오신 활성 증가가 나타나지 않았

다. 이와 같은 결과에서 미뤄볼 때, 일정한 농도의 FOS는 L. 

brevis BK11의 박테리오신 생산을 증가시켰지만, 이뉼린이나 

라피노오스는 영향을 미치지 않았으므로 프리바이오틱스 종

류에 따라 특정한 균이 생산한 박테리오신 활성에 미치는 영

향이 상이한 것으로 추정된다.

프리바이오틱은 장내 세균의 증식에 필요한 영양원으로 작

용함으로써 이들의 증식을 촉진하고 미생물의 증식 과정 중 프

리바이오틱을 이용하여 생성한 대사산물이나 필수 미량영양소

는 숙주에게 에너지원으로 제공된다(Gibson and Roberfroid, 

1995). 특히 프리바이오틱 균주의 성장을 촉진함으로써 장내 

유용 미생물이 장벽에 정착 및 증식하는 동안 단쇄지방산을 

생산하여 장내 낮은 pH 환경에 의해 유해 세균의 증식이 억제

되고, 단백질 대사를 막아 부패산물인 아민, 인돌 및 스카톨 생

성을 억제시킨다(Crittenden, 1999). 

일반적으로 배지 내에 프리바이오틱스를 첨가하게 되면 L. 

acidophilus와 Bifidobacterium bifidium 등의 유산균수와 산 

생성량이 유의하게 증가하게 되며, 배지 내에 당이 부족할 경

우 프리바이오틱스 성분을 이용하는 것으로 보고되었다

(Goderska et al., 2008). FOS가 장내 유래 Lactobacillus sp. 균

의 성장에 도움을 주었고, 세포량 증가는 이뉼린이 첨가된 배

지에서 가장 낮았다. 또한 FOS가 첨가된 MRS 배지 내에서 유

산 생성량은 유산균의 종류에 따라 유의한 차이를 보였으며 

그 양은 1.06–6.25 g/L 정도였으나, 이는 단당이나 이당류가 

첨가된 배지(8.42–10.09 g/L)내에서 생성된 양보다 낮았다

(Goderska et al., 2008).

Audisio 등(2001)에 따르면, 브라운 슈가와 화이트 슈가의 
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존재 하에서 E. faecium CRL1385는 배양 3시간만에 박테리오

신을 생산하였고, 사탕수수 추출물에서 얻은 프리바이오틱 성

분이 함유된 배지 내에서는 배양 5시간 만에 항균물질을 생산

하였다고 보고하였다. 또한 박테리오신은 탄소원으로부터 생

합성되며 항균물질의 활성은 탄소원의 종류에 따라 다르며 특

히 박테리오신 활성은 프락토오스 및 슈크로오스 농도에 의존

한다고 보고하였다. Farinha 등(2015)에 따르면, MRS과 FOS, 

폴리덱스트로오스 및 이뉼린 등의 프리바이오틱스(20 g/L)를 

각각 첨가한 MRS 배지에서 배양하여 L. lactis CECT 4434의 

세포량을 측정한 결과, 프리바이오틱을 첨가한 배지에서 균 

성장량이 유의하게 증가되었으므로 FOS가 유산균의 대사와 

세포량 증가에 도움을 주는 것으로 보고하였다. Kondepudi 

등(2012)은 FOS와 galactooligosaccharide 등의 프리바이오

틱스는 Bifidobacterium 프로바이오틱 균주 배양용으로 적합

한 성분이라고 하였다. Munoz 등(2012)은 옥수수 사일리지

와 당밀로부터 추출한 FOS가 Enterococcus, Lactobacillus, 

Pediococcus 및 Leuconostoc속 균주들의 증식에 도움을 주었다

고 하였다. Makelainen 등(2010)은 FOS와 xylooligosaccharides

와 같은 프리바이오틱스는 Bifidobacterium과 Lactobacillus 

균주들의 증식을 위한 적합한 탄소원이며, Eubacteirum, 

Bacteroides, Clostridium, Escherichia coli, Salmonella 및 

Staphylococcus 등의 병원성균에 대한 항균활성에도 도움을 

준다고 하였다. Chen 등(2007)은 FOS와 트리할로오스가 L. 

lactis subsp. lactis C101910의 증식과 박테리오신 생산을 촉

진하는 탄소원이라고 보고하였다. Devriese 등(1993)은 

FOS, 트리할로오스 및 라피노오스는 Lactobacillus animalis 

C060203의 박테리오신 생산을 증가시켰다고 하였다. 탄소원

의 종류와 농도는 박테리오신 생산에 영향을 미치는 것으로 보

고되었다. L. lactis A164가 생산한 nisin의 높은 활성은 최적의 

영양분과 대사적 조절에 의한 과정효소(processing enzyme) 작

용의 저해 혹은 활성 때문이며, 탄소원은 pre-nisin 변형, 면역

성 혹은 신호전달과 관련된 효소의 형성을 조절함으로써 nisin 

생산을 조절한다고 알려져 있다(De Vuyst and Vandamme, 

1992).

이상의 결과를 요약하면, 유산균의 유산이나 박테리오신은 

영양원의 종류와 농도, 공기 조성, 초기 pH 및 온도 등 배양 조

건 등에 따라 생산량에 차이가 있음을 확인하였다. 특히 크로

마토크래피 컬럼으로 박테리오신을 정제할 경우 생산 단가가 

상승하고 처리 과정 중 일부 활성이 소실될 수도 있다. 따라서 

생산량을 증가시킬 수 있는 최적의 배양 조건에서 항균물질을 

생산하여 건강보조식품, 의약품이나 사료 등 산업적으로 이용

하게 된다면 생산 비용을 절감시킬 수 있고 독성이 없는 안전

한 천연물질로서 병원성 미생물을 제어하는데 효과적일 것으

로 사료된다. 

적  요

숙성된 백김치로부터 얻은 Lactobacillus brevis BK11의 증

식과 항균물질 생산에 대한 배양용 배지 종류, 공기 조성, 초기 

pH, 배양온도 및 시간과 프리바이오틱스의 영향을 조사하였

다. L. brevis BK11의 증식과 항균물질 활성은 BHI와 M17 배

지 보다는 MRS 배지 상에서 더 높게 나타났으며, 배지의 초기 

pH 6.0에서 생산량이 최대에 이르렀다. 혐기적 조건보다는 호

기적 및 미호기적 조건에서 배양했을 때와 25°C 보다는 30°C

와 37°C 온도에서 배양했을 때 균 성장과 항균물질 생산에 유

리하였다. BK11 균주는 배양 24시간 만에 정지기에 도달하였

고, 36시간 후부터는 생균수가 감소되었고, 배양상등액과 박

테리오신 용액의 항균 활성은 37°C, 24-30시간 배양했을 때 가

장 높았다. 세포수와 유산 및 박테리오신 생산은 프락토올리

고당 1–2% 첨가한 경우에 가장 높았으나, 이뉼린과 라피노오

스는 균 증식에 별다른 도움을 주지 못했다. 결과적으로 L. 

brevis BK11의 항균물질 생산은 세포수와 관계 있었으며, 이

러한 최적 조건 하에서 배양한 경우 Helicobacter pylori ATCC 

43504의 성장을 효과적으로 저해할 수 있다.
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