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다양한 유제품에 이용될 수 있는 녹차(Camellia sinensis)에서 추출한
EGCG(Epigallocatechin gallate)의 Cronobacter spp.와 Salmonella spp.에
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Abstract

The main constituent of tea catechins, EGCG [(-)-Epigallocatechin-3-gallate], could inhibit the growth of various microorganisms 
and differently affect gram-positive and gram-negative bacteria. Antimicrobial activity of EGCG, a compound from green 
tea (Camellia sinensis) extract, against Cronobacter spp. and Salmonella spp. was studied to evaluate the possibility of using 
EGCG as a natural food additive in various dairy products. In pure TSB culture, the growth of Cronobacter spp. was 
suppressed below the detection limit (1 log CFU/mL) depending on EGCG concentration (600~800 μg/mL), after 5~16 days 
at 4℃. Similarly, the growth of Salmonella spp. was suppressed below the detection limit (1 log CFU/mL) depending on 
EGCG concentration (400~800 μg/mL), after 5~16 days at 4℃. Therefore, these results suggest that EGCG could be used 
as an effective additive to inhibit the growth of Cronobacter spp. and Salmonella spp. in various dairy products, such as 
yoghurt, cheese, dried infant powder, and so on. 
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서 론  

지금까지 다양한 병원성 미생물 및 부패 미생물을 관리하

기 위하여 다양한 종류의 합성 보존료가 사용되어왔다(Jung, 
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2009; Ko et al., 2014). 하지만, 최근 이러한 인공합성 물질들
의 체내 축적은 천식 및 알레르기, 설사 증상, 더 나아가서 암
과 같은 질병을 유발할 수 있다는 다양한 보고가 있었기에, 
소비자들의 기피대상이 되고 있다(Jung, 2009). 특히 식품산
업 현장에서도 이 같은 사실을 인지하여 화학적 합성보존제

의 사용을 최대한으로 줄이려고 노력하고 있는 실정이다

(Jeong et al., 2011). 따라서 인공합성 보존제의 사용을 대체
하기 위해서 다양한 연구 등이 있었으며, 그 중에서 녹차 추
출물에 대한 연구가 현재까지도 활발하게 진행되고 있다. 일
반적으로 녹차(Camella sinensis(L) O. Kuntze)의 생 잎 중에
는 약 75~80%가 수분이고, 나머지가 고형분인데, 이 고형분
의 40%는 물에 녹는 수용성 성분이고, 나머지는 불용성 성분
이다(Hamilton-Miller, 1995). 녹차의 주요성분은 녹차의 종류
나 산지, 품종, 계절, 재배조건, 기후, 채엽부위 등 여러 가지
요인에 의해 그 함량이 달라지게 된다. 녹차 잎의 중요한 성
분중의 하나는 폴리페놀인데, 이것은 녹차의 맛, 향기 및 색
에 깊이 관여하며, 온화한 삽미와 고미를 나타낸다(Perumalla 
and Hettiarachchy, 2011). 녹차의 폴리페놀 함량은 6종의 카
테킨과 그 유도체로 구성되며, 카테킨 중에서는 (-)-EGCG, 
(-)-EGC, (-)-ECG, (-)-EC의 순으로 함유되어 있으며, (+)-GC, 
(+)-C는 소량으로 함유되어 있다. 유리형 카테킨(EC, EGC)은
온화한 쓴맛으로 떫은 맛은 없으나, 에스테르형 카테킨(ECG, 
EGCG)은 강한 쓴맛과 떫은 맛을 가지고 화학적으로 수용성
단백질과 결합하여 불용성의 복합체를 형성한다(Hamilton- 
Miller, 1995). 녹차의 폴리페놀에 관한 연구는 항암 작용, 항
산화 작용, 고혈압의 억제작용, 지질과 산화에 대한 저해작
용, 동맥경화 저해작용 등 많은 연구분야에서 활발히 진행되
고 있다(Hamilton-Miller, 1995). 이런 다양한 건강 기능성효
과 때문에 녹차성분은 아이스크림이나 제과류 등 다양한 식

품의 보조원료나 첨가제로활용되어 왔으나, 요구르트, 치즈, 
분유 등 다양한 낙농유제품에 대한 연구는 극히 드물게 진행

된 것이 사실이다. 그 중에서도 Epigallocatechin gallate(EGCG)
은 병원성 미생물의 세포막에 존재하는 인지질 이중층을 파
괴하여 강력한 항균작용을 나타내는 것으로 잘 알려져 있다

(Perumalla and Hettiarachchy, 2011). 또한, 천연적으로 추출된
물질인 만큼 인체에 무해하기 때문에 식품첨가물로서 적합하

다고할수있다(Kim et al., 2010; Perumalla and Hettiarachchy, 
2011). 녹차 추출물을 식품에 적용하여 식중독 세균을 제어
하는다양한연구가진행되어왔으며, 요구르트, 치즈, 유아용분
유제품등다양한낙농유제품에서 Cronobacter spp.와 Salmonella 
spp.를 동시에 제어할 수 있는 보고는 현재까지 없다. 

Cronobacter spp.는 1958년 영국에서 영․유아의 뇌막염을
일으키는 원인균으로 보고되었으며(Joker et al.,1965), 지금까
지 총 120건 이상의 Cronobacter spp. 감염으로 인한 식중독

사고가 보고되었다. 지난 10년 전부터 세계보건기구(WHO)에
서는 Cronobacter spp.가분유제품과연관이있으며, 특히영․
유아에게치명적이란사실이알려지면서많은관심을갖게되

었다(Iversen and Forsythe, 2008). 그래서세계보건기구(WHO) 및
세계식량농업기구(FAO)에서는 Cronobacter spp.는 Salmonella 
spp.와 함께 조제분유에서 발견되는 미생물 중 위험도가 가
장 높은 Category A로 분류하였다(FAO/WHO, 2004). 그리고
Salmonella spp.(S. Enteritidis)는 가장 치명적인 식중독 세균
중 하나로, 인체 감염시에 심한 복통과 설사, 구토, 오한 등을
유발할수 있어, 이들의 다양한 유제품 오염을 차단하거나증
식을억제하는것이매우 중요한 과제이기도 하다(Song et al., 
2009).
따라서 본 연구에서는 다양한 유제품에 첨가제로 이용될

수 있는 녹차에서 추출한 EGCG(Epigallocatechin gallate)의
다양한 농도로 인위접종 실험을 통해서 Cronobacter spp.와
Salmonella spp.의 항미생물 활성을 평가하여, 향후 다양한 유
제품 및 영․유아용 분유제품 등에 식품첨가제로서의 EGCG
의 활용 가능성 및 안정성 확보에 관한 기초자료를 확보하데

그 목적이 있다. 

재료 및 방법

1. 본 실험에 사용된 미생물 균주
본실험에사용된병원성대장균 Cronobacter spp.(C. sakazkaii)

와 Salmonella spp.(S. Enteritidis)는 미국식품의약청(USFDA, 
College Park, MD, USA)에서 제공받았다. 해당균주는 –70℃
에서 보관하였으며, 사용 전에 nutrient agar(Oxoid, Hampshire, 
U.K.)에 획선도말(streaking)하여 37℃에서 24시간 동안 배양
하였다. 잘자란집락을멸균상태의 tryptic soy broth(TSB; Oxoid, 
Hampshire, U.K.)에 접종하여 37℃에서 24시간 동안 배양한
후 실험하였다. DFI agar(Oxoid CM1055; Oxoid, Hampshire, 
United Kingdom), VITEK2와 Real-Time PCR로 Cronobacter 
spp.와 Salmonella spp.임을 재확인하였다.

2. 녹차에서 추출한 EGCG
녹차추출물인 Epigallocatechin gallate(EGCG)는 Sigma(St Louis, 

MS, USA)에서 구입하여 다양한 농도로 희석하여 Cronobacter 
spp.와 Salmonella spp.에 대한 항미생물 활성 분석에 사용하
였다. 

3. 순수배양액인 TSB에서 Cronobacter spp.와 Salmonella 
spp.에 대한 녹차 추출물의 항미생물 활성 검증
항미생물 활성 실험은Kim et al.(2004)의 방법에 따라 진행

하였다. TSB에서 배양한 Cronobacter spp.와 Salmonella spp.
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의 전증균액 1 mL씩을 1.5 mL tube에 분주하였다. McFarland
탁도계(Grant-Bio, USA)를 사용하여 탁도를 0.5±0.01로 맞추
고, Phosphated buffered saline(Sigma)을 이용하여 각각의 균
액을 3 log CFU/mL 수준으로 10진 희석한 후, 5,000 rpm에서
10분간 원심분리(Mikro 200, Bio-Free, Korea)하고, 상층액을
제거하였다. 다양한 농도의 EGCG(0, 200, 400, 600, 800 μg/ 
mL) 가 함유된 TSB 1 mL를 각각의 세균 pellet만 남은 tube 
에 첨가한 후 voltexing하여 4℃에서 16일간 저장하면서 1, 2, 
4, 8, 12, 16일 경과할 때마다 세균수를 측정하였다. 녹차 추
출물의첨가용량은선행연구에근거하여결정하였으며(Perumalla 
and Hettiarachchy, 2011), 세균수 측정기간은 예비실험에서
얻어진 결과를 근거로 설정하였다(data not shown). 

Cronobacter spp.와 Salmonella spp.의 균수는 먼저 균액을
10진희석법으로희석하고, 각희석액을 Nutrient agar와 xylose 
lysine deoxycholate agar(Oxoid)에 각각 평판도말하여 37℃에
서 24시간 배양한 후 집락을 측정하는 방식으로 측정하였다. 
집락의 개수는 각각 3반복 실험하여 평균값으로 결정하였다. 
그리고 분리된 집락이 Cronobacter spp.와 Salmonella spp.임
을 확인하기 위하여 real-time PCR과 VITEK2 및 DFI agar 
(Oxoid)로 재검정하였다.

4. 통계분석
모든 실험은 통계 프로그램(GraphPad Prism® 5.0)을 이용

하여 분석하였다. 각각의 시료 그룹들 간의 유의적인 차이는
one way ANOVA와 t-test를 이용하여 분석하였으며, 각 시료
간의유의적인차이는 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range 
test를 이용하여 시료간의 유의적인 차이를 검정하였다.

결과 및 고찰

본 연구에서는 실제 다양한 유제품에 적합한 EGCG 농도
를 파악하기 위해서 순수배양액(TSB)에서 Cronobacter spp.
와 Salmonella spp.의 인위접종실험을 하였으며, 4℃에서 16
일간 배양하면서 다양한 EGCG의 농도에 따른 Cronobacter 
spp.와 Salmonella spp.의 항미생물 활성 평가를 분석하였으
며, 실험결과는 Fig. 1과 2에 나타나 있다.  

1. Cronobacter spp.에대한 EGCG의항미생물활성평가
4℃에서 대조군(0 μg/mL)은 16일간 3 log CFU/mL 정도의

생존수준을 지속적으로 나타낸 반면, EGCG의 농도가 800 μg/ 
mL일 때는 5일 그리고 600 μg/mL일 때는 7일이 경과하였을
때 Cronobacter spp.의 생존수준이 검출한계인 1 log CFU/mL
이하로 감소함이 관찰되었지만, 400, 200, 0(대조구) μg/mL일
때는 16일까지 Cronobacter spp.를 제어하지 못하는 것으로

나타났다(Fig. 1).

2. Salmonella spp.에 대한 EGCG의 항미생물 활성 평가
4℃에서 대조군(0 μg/mL)은 16일간 3 log CFU/mL 정도의

생존수준을지속적으로나타낸반면, EGCG의농도가 800 μg/ 
mL일 때는 5일, 600 μg/mL와 400 μg/mL일 때는 6일이 경과
하였을때 Salmonella spp.의생존수준이검출한계인1 log CFU/ 
mL 이하로 감소함이 관찰되었지만, 200, 0(대조구) μg/mL일
때는 16일까지 Salmonella spp.를 제어하지 못하는 것으로 나
타났다(Fig. 2).
일반적으로 녹차에서 추출물을 추출할 때 사용되는 용매

에는 수용액(H2O)과 유기용매(메탄올)가 많이 사용되고 있다. 
Farooqui et al.(2015)은 추출 용매에 따라서 분리된 녹차 추출
물이 다양한 병원성 미생물에 대한 항미생물 활성의 차이를

보였다고 보고하였으며, 유기용매보다는 수용액으로 추출하
였을때가유기용매보다는높은항미생물활력을보였다(Table 
1). 특히 녹차 추출물은 gram-negative와 gram-positive 균들
모두에서 효과적으로 저해되는 것으로 나타났다. 따라서 추
출용매와 병원성 미생물들 간의 상호작용에 대한 연구도 함

Fig.� 1. Inhibitory effect of EGCG against Cronobacer spp. in 
TSB at 4℃.

Fig.� 2. Inhibitory effect of EGCG against Salmonella spp. in 
TSB at 4 ℃.
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Strains
Green tea (Camellia sinensis)

Methanolic
MIC (μg/mL)

Aqueous
MIC (μg/mL)

Acinetobacter buamanni >5,000 >5,000
Bacillus subtillis 780 780
Campylobacter jejuni >5,000 >5,000
Citrobacter freuendii 5,000 3,120

Enterobacter cloacae 5,000 3,120
Eschierichia colid 5,000 3,120
Helicobacter pylori 2,500 >5,000
Klebseilla pneumoniae 5,000 3,120
Micrococcus 390 780
Salmonella enteric serovar. Typhi 2,500 3,120

Salmonella Paratyphi A 1,250 1,560
Shigella flexneri 2,500 >5,000
Shigella species ND 3,120
Staphylococcus aureus 390 780
Streptococcus pneumoniae 780 1,560
Streptococcus pyogenes ND 780

Table�1. The antimicrobial activity of green tea (Camellia sinensis) 
against various pathogenic bacteria (Farooqui et al., 2015)

께 진행되어야 할 것으로 사료된다. 
지금까지 알려진 바에 의하면, 녹차 추출물은 일정한 농도

이상에서는 다양한 종류의 병원성 세균에 대하여 시험관(in 
vitro) 또는 생체 내(in vivo)에서 강력한 항균효과가 있다는
것이 보고되었다(Yang and Landau, 2000).
특히, 4℃ 저장의 경우, 다른 저장온도에 비하여 세균의 증

식이불리한조건임에도불구하고, Cronobacter spp.와 Salmonella 
spp.의 균수가 검출 한계 이하로 억제되는데 더 많은 시간이
소요되었다. 이것은 저온에서의 EGCG의 항미생물 활성 효
능저하에 따른 결과로 사료된다(Ulrich et al., 2010). 
선행연구를 검토해 보면, 녹차(Camellia sinensis L.)에서 추

출한 차 폴리페놀(tea polyphenols, TPPs)에 노출된 Salmonella 
Typhimurium의 여러 가지 세포반응을 조사하였는데, TPPs 
는 S. Typhimurium에 대하여 투여량에 비례한 살균효과를 보
여주었다(Choi and Oh, 2012). Park and Park(2007)은 S. Typhi-
murium이 접종된 mayonnaise에 녹차 추출물을 첨가하여 온
도별(5, 15, 25℃)로 사멸률을 측정하였는데, 온도별 D-value
가 5℃에서 약 0.58일, 15℃에서 약 0.53일, 25℃에서 약 0.5
일로 측정되었다고 보고하였다(Galvez et al., 2007). 이것은
저온에서 세균발육이 억제된다는 요소가 EGCG의 항미생믈
활성 효과와 함께 Cronobacter spp.와 Salmonella spp.균의 생
장에 다중허들(multiple hurdle)로 작용한 결과로 사료된다. 실

제로, 이와 같은저온저장과항균물질의다중허들효과(multiple 
hurdle effect)에 의한 항균효과는 많은 연구들에서 보고된 바
있다(Galvez et al., 2007; Perumalla and Hettiarachchy, 2011).
최근 20년 동안 식품의 보관에 영향을 많이 주는 온도, pH, 

aw(수분활성도), Eh(산화환원전위), 경쟁 미생물총들에 대한
지식과 이들 요소들 간의 상호작용에 대한 이해도가 많이 높

아졌다. 최근에는 미생물들이 나타내는 항상성, 대사 소모성, 
스트레스 반응 등을 이용하여 식품 보존 방법으로 다양하게

이용되고 있지만, 새로운 다양한 허들기술(hurdle technology) 
에대한연구또한요구되고있는것도사실이다(Leistner, 2000; 
Kim et al., 2004).
본 실험에서진행된 4℃에서 16일간의저장실험 결과를종

합해볼때, 천연녹차추출물인 EGCG는저온상태일때균성장 
지연효과와함께허들효과(hurdle effect)로작용하여 Cronobacter 
spp.와 Salmonella spp.를 효과적으로 억제하는 것으로 사료
된다(Fig. 1, 2). 하지만 여기에 대한 추가적인 식중독 세균들
의 다양한 억제연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.

Listeria monocytogenes와 S. Enteritidis에 대한 녹차 추출물
의 항미생물 활성 효능을 순수배양액과 육제품에서 평가하

였는데, 순수배양액에서는 항균활성효능이 비교적 강하게 나
타났으나, 식품에서의 항균활성효능은 오히려 감소하는 것으
로 보고하였다(Kim et al., 2004; Theivendran et al.,2006). 녹
차 추출물의 구성성분인 EGCG가 화학항생제인 imipenem 내
성 Klebsiella pneumoniae에 대한 탁월한 항균효과가 있음이
입증된 바 있다(Cho et al., 2011). 홍차, 자스민차, 우롱차, 둥
글레차, 녹차의 수용성 추출물을 첨가하여 식품매개성 병원
체인 Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella 
enterica serovar. Enteritidis, 그리고 Escherichia coli O157:H7
에 대한 항미생물 활성을 평가하였는데, 온도와 식품(ground 
beef) 사이에서 효과가 유의적으로 차이를 보였는데, 자세하
게 살펴보면 4가지 미생물의 혼합 배양액을 6 log CFU/mL 
수준으로 brain heart infusion broth에 첨가한 후 35℃에서 5일
간 배양하였다. 녹차, 자스민차, 홍차는 S. aureus를 1일에서
5일까지 거의 5.0 log 억제하였으며, 녹차와 자스민차는 5일
에 L. monocytogenes도 거의 3.0 log CFU/mL 억제하였다. 하
지만실제식품인 ground beef에서 L. monocytogenes와 S. aureus
에 대한 녹차와 자스민차의 항미생물 활성을 조사하기 위해
서 7℃에 7일간 배양하였지만, 통계적으로 유의차가 있는 결
과를 나타내지는 않았다. 다시 말해서, 일반적으로 순수배양
액에서는 온도가 높을수록 천연첨가물의 항미생물 활성이

높은 것으로 나타났지만, 실제 샘플에서는 다양한 요인 중에
서도 food maxtrix와인위접종된균의성장속도와의관계에서
천연첨가물의항미생물활성을나타내지못하는것으로사료

되는데, 이것은 EGCG의 살균 효과는 세포막 혼란(membrane 
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perturbation)과 연관이 있기에 세균 수와 밀접한 관계가 있을
것으로보고되었기때문이다(Perumalla and Hettiarachchy, 2011).
따라서 본 실험의 결과에 근거하여 실제 다양한 유제품에

첨가된 제품에서도 동일하게 저장온도에 따른 녹차 추출물

인 EGCG의 차이는 food matrix에 의한 영향을 직접적으로
받을 것으로 사료되지만, 자세한 결과를 얻기 위해서는 추가
적인 연구가 반드시 진행되어야 할 것이다. 
결론적으로 천연 녹차 추출물인 Epigallocatechin gallate 

(EGCG)의 다양한 유제품에 천연식품 첨가제로서의 적용가
능성을 파악하고자, Cronobacter spp.와 Salmonella spp.에 대
한 항미생물 활성을 냉장온도(4℃)에서 저장하면서 분석하였
다. 우선, 순수배양액(TSB)에서의 실험결과, 첨가된 EGCG의
농도(400~800 μg/mL)에 따라 4℃에서 5일에서 16일 사이에
서 Cronobacter spp.와 Salmonella spp.균이검출한계이하로억
제되는것이관찰되었다. 따라서 Cronobacter spp.와 Salmonella 
spp.과 같은 식중독 세균을 예방할 수 있는 적합한 천연식품
첨가제로서 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 향후의 연구는
다양한 낙농유제품에 첨가된 녹차 추출물의 항미생물 활성

효과를 분석하고, 더 나아가서 항미생물 활성 효과를 극대화
시킬 수 있는 다양한 허들기술(hurdle technology)의 이용 및
상관관계 기작을 밝히는 방향으로 추진되어야 할 것이다.
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