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김치에서 분리한 Lactobacillus plantarum 균주가 생산하는 박테리오신의 특성
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Characteristics of Bacteriocin Produced by a Lactobacillus plantarum Strain Isolated from Kimchi.
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Lactobacillus plantarum strain KK3 with tannase activity was isolated from Gochunipkimchi (red pepper leaf

kimchi) and showed a high antagonistic activity against five kinds of food pathogens. Strain KK3 secreted

antibacterial compound into culture medium and 24-h culture in MRS broth at 30oC was enough for the anti-

bacterial compound production. The crude antibacterial compound prepared from culture supernatant inhib-

ited the growth of some Gram-negative bacteria and Bacillus cereus but not Listeria monocytogenes. The

antibacterial activity was sensitive to proteinase K treatment, confirming its proteinaceous nature (bacterio-

cin). The crude bacteriocin was active in the pH range 3.5-8.5 and extremely stable after 15 min of heat treat-

ment at 121oC. The strain KK3 produced equally active bacteriocin in Chinese cabbage juice as it produced in

MRS broth.
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당류를 발효하여 유산을 비롯한 유기산을 생산하는 유산

균(lactic acid bacteria)은 침채류, 유제품, 육가공품 등의 발

효에 관여하여 관능성, 물성, 기능성의 증진 및 저장기간 연

장에 사용되어 왔다[13]. 또한 유산균이 가지고 있는 유당불

내증 개선효과, 항균활성, 항종양활성, 대장암 예방효과, 면

역활성 증진효과, 정장작용 등이 보고됨에 따라 대표적 프

로바이오틱스(probiotics) 미생물의 하나로 자리잡았다[3]. 또

한 식물체에 풍부하게 포함되어 있는 폴리페놀류 및 그들의

배당체를 분해할 수 있는 α-galactosidase와 β-glucosidase를

비롯한 다양한 효소에 대한 연구 결과가 보고되고 있어 유

산균을 이용한 고부가가치의 항산화물질(hydroxytyrosol,

pyrogallol) 및 풍미성분(4-vinyl phenol, 4-vinyl guaiacol)의

생산에 대한 식품분야의 관심이 증가하고 있다[16]. 최근에

는 인삼에 함유된 ginsenosides, 콩에 함유된 isoflavone 배

당체 및 식물체 유래 기능성 배당체의 비배당체화를 통한 생

물활성(biological availability) 증진에 유산균의 이용이 시도

되고 있다[4, 9, 15].

본 연구자들은 tannase 활성을 보유한 유산균을 이용하여

식품보존제로 적용 가능한 gallic acid와 항산화제 propyl

gallate의 생산 및 탄닌의 가수분해에 의한 생물활성 증진을

목표로 국내에서 쉽게 발견할 수 있는 김치류로부터 가수분

해성 탄닌(hydrolysable tannin)을 분해하는 Lactobacillus 속

유산균을 분리하였다[10]. 분리된 유산균들은 L. plantarum

과 L. pentosus로 동정되었고, 이들의 프로바이오틱스로서의

이용을 위한 내산성, 내담즙산염, 항균활성 등의 기초실험을

수행하였다(data not shown). 이들 중, 고춧잎김치로부터 분

리된 L. plantarum KK3 균주가 다른 분리균들에 비해 지시

균으로 사용한 Bacillus cereus KCCM 11341, Escherichia

coli O157:H7 933, Listeria monocytogenes ATCC 19111,

Salmonella typhimurium KCCM 11862, Staphylococcus

aureus ssp. aureus ATCC 12692에 대한 높은 생육 저해활

성을 나타내었다. 따라서 KK3 균주가 생산하는 항균물질의

특성을 규명해 보았다.

KK3 균주가 생산하는 항균물질의 저해 스펙트럼

항균물질의 생산이 예상되는 KK3 균주를 MRS 배지

(Difco, USA)에서 배양한 다음, 배양상등액을 이용하여 식

품위해균을 포함하는 5종의 Gram 양성균과 4종의 Gram 음

성균을 대상으로 생육저해 스펙트럼을 검토하였다. 실험에

사용한 배양상등액은 30oC 미호기 조건에서 24시간 배양한

배양액을 원심분리 후 0.45 µm membrane filter (Millipore,

USA)로 제균하여 제조하였다. 본 실험에 사용한 공시균은

Korean Collection for Type Cultures(KCTC), Korean Cul-

ture Center for Microorganisms(KCCM), ATCC the global

bioresource center로부터 구입하였고, E. coli O157:H7 933

균주는 경원대학교 식품생물공학과 박종현 교수로부터 분양

받았다. Ls. monocytogenes의 배양에는 BHI(brain heart
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infusion) 배지(Difco)를 사용하였고, 나머지 균주들은

nutrient 배지(Difco)를 사용하였다. 고체배지의 제조에는 한

천을 1.5%(w/v) 첨가하였고, 공시균의 배양은 30oC에서 수

행하였다. 배양상등액에 의한 9종 공시균의 생육저해는 agar

disk diffusion method를 이용하여 확인하였다[7, 12, 18,

19]. 약 105 CFU/mL 농도의 공시균 200 µL를 고체배지에

도말한 후, 공시균 용액이 건조되면 살균된 paper disk (Ø 6

mm, Whatman, UK)를 올려놓았다. Paper disk에 시료를 40

µL 첨가한 다음, 30oC에서 24시간 배양하여 생육저해환(clear

zone)을 확인하고 그 크기를 측정하였다(Table 1).

배양상등액은 Gram 음성균에 대한 높은 생육저해를 나타

내었지만, B. cereus와 St. aureus를 제외한 Gram 양성균들

에 대해서는 저해를 보이지 않았다. 유산균이 생산하는 박

테리오신은 대체로 Listeria, Bacillus, Clostridium, Staphy-

lococcus와 같은 Gram 양성균에 대해 항균활성을 나타내는

것으로 보고되었지만[1], KK3 균주의 배양상등액은 Gram

음성균에 대한 높은 생육저해를 나타내고, Ls. monocytogenes

를 저해하지 못하는 것으로 나타났다. 문헌조사를 통하여 L.

plantarum이 생산하는 박테리오신에 의한 B. cereus와 Ls.

monocytogenes의 생육저해를 정리해본 결과, 박테리오신 생

산균주에 따라서 항균 스펙트럼이 균주(strain) 의존적으로

다르게 나타남을 확인하였다(Table 2). 특이한 점은 KK3 균

주가 Ls. monocytogenes의 생육을 저해했지만, 배양상등액

은 생육 저해활성을 나타내지 않았다. 이와 같은 현상은 KK3

균주가 보유한 항균활성이 박테리오신 및 유기산 외에도 다

양한 항균물질과 관련이 있음을 추정케 한다. Yang과

Chang[20]은 김치로부터 곰팡이의 생육을 저해하는 항균활

성을 나타내는 L. plantarum AF1 균주를 분리하여, 항균물

질의 분리 및 동정 결과 박테리오신이 아닌 분자량 226의

3,6-bis(2-methylpropyl)-2,5-piperazinedion에 의한 것으로 보

고하여, 유산균이 박테리오신과 유기산 외에도 다양한 항균

성 물질의 생산원이 될 수 있음을 시사하였다.

배양상등액은 Flavobacterium sp.에 대한 가장 높은 생육

저해를 나타내었지만, St. aureus에 대한 저해환 형성이 가장

뚜렷하게 나타났다. 따라서 항균물질 생산 최적 배양시간 결

정 및 제반 특성 규명에 St. aureus를 지시균으로 사용하였다.

항균물질 생산의 최적 배양시간

KK3 균주가 생산하는 항균물질의 특성 규명에 앞서 항균

물질 생산의 최적 배양시간을 검토해 보았다. 30oC 미호기

조건에서 전배양한 KK3 균주를 100 mL MRS 배지에 1%

접종하고, 12, 24, 36, 48시간 배양하여 얻어진 배양액을 원

심분리 및 membrane filter(Millipore)로 제균하여 배양상등

액을 얻었다. 이렇게 얻어진 배양상등액을 항균물질 생산의

최적 배양시간 결정을 위한 조항균물질 용액으로 사용하였

다. 각 시간에 얻어진 조항균물질 용액 5 mL을 nutrient

broth 30 mL에 첨가한 후, 지시균 St. aureus를 1% 접종하

여 지시균의 생육을 흡광도로 측정하였고, 3번 수행한 실험

의 평균값을 그래프로 나타내었다(Fig. 1). 12시간 배양하여

얻은 조항균물질 용액을 첨가한 경우에도 지시균의 생육저

해가 발생하여 항균물질의 생산은 KK3 균주의 생장과 동반

하여 생산되는 것으로 나타났다. 24시간 배양하여 얻은 조

항균물질 용액은 12시간 배양하여 얻은 용액 대비 지시균의

생장을 2배 이상 저해하였지만, 36시간 및 48시간 배양하여

얻은 조항균물질 용액의 항균활성은 24시간 배양의 경우와

차이가 없는 것으로 나타났다. 따라서 24시간 배양을 항균

Table 1. Sensitivity of bacteria to the bacteriocin produced by L.

plantarum KK3.

Bacteria Indicator strain
Inhibition

zone (mm)a

Gram-

positive

Enterococcus faecalis KCTC 2011 -

Streptococcus mutans KCTC 3065 -

Bacillus cereus KCCM 11341 12

Listeria monocytogenes ATCC 19111 -

Staphylococcus aureus ssp. aureus ATCC 

12692

13

Gram-

negative

Escherichia coli O157:H7 933 14

Salmonella typhimurium KCCM 11862 15

Flavobacterium sp. KCCM 11374 18

Alcaligenes xylosoxydans ssp. xylosoxydans 

KCCM 40240

14

aBacteriocin sensitivity of indicator strains was determined by the

size of inhibition zone on their cultured agar plate (average values

of three replicates).

Table 2. Characteristics of bacteriocins produced by L. plantarum strains.

Source Strain
Growth inhibitiona pH

stability

Heat

stability
Reference

Ls. monocytogenes B. cereus

Gochuipkimchi L. plantarum KK3 - + 3.5-8.5 121oC, 15 min This study

Baechukimchi L. plantarum J9 + NT 3-10 121oC, 15 min [8]

Baechukimchi L. plantarum DU 0247 - - NT 100oC, 10 min [2]

Dongchimi L. plantarum K11 - - 3-9 100oC, 30 min [6]

Dry-fermented sausage L. plantarum lp 31 + + 4.5-6.5 100oC, 30 min [14]

aAntibacterial activity of bacteriocins was referred only against Ls. monocytogenes and B. cereus.

NT: not tested by the authors.
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물질 생산의 최적 배양시간으로 결정하였다.

항균물질의 특성

미생물이 생산하는 항균물질 중, 박테리오신은 리보솜에

서 합성되는 단백질 또는 펩타이드 계통 항균물질로서 특정

생육환경에서 박테리오신 생산균주들이 비슷한 종류의 다른

균의 생육을 저해할 목적으로 생산, 분비하는 것으로 알려

져 있다. KK3 균주가 생산하는 항균물질의 박테리오신 여

부 규명을 위하여 배양상등액에 1 N NaOH를 첨가하여 중

성으로 조절한 다음, 냉동건조하여 10배 농축하였다. 농축한

배양상등액에 동량의 50 mM 인산완충용액(pH 7)에 녹인

α-amylase(EC 3.2.1.1 type VIII, Sigma, USA), lipase(EC

3.1.1.3 type VII, Sigma), proteinase K(EC 3.4.21.64, Sigma),

catalase(EC 1.11.1.6, Sigma)를 첨가한 후, 37oC에서 24시

간 처리한 다음, 지시균 St. aureus의 생육저해를 agar disk

diffusion method를 이용하여 확인하였다. 효소 처리하지 않

은 대조군 및 α-amylase, lipase, catalase 처리 시료에서는

지시균 저해환이 관찰되는 반면, proteinase K 처리에 의해

서는 저해환이 형성되지 않아, KK3 균주가 생산하는 항균

물질은 단백질 분해효소에 의하여 분해되는 단백질성 혹은

펩타이드성 박테리오신으로 확인되었다.

KK3 균주가 생산하는 박테리오신의 활성에 미치는 pH의

영향을 알아보기 위하여 배양상등액의 pH를 1 N NaOH 또

는 1 N HCl 용액으로 pH 3.5~8.5로 조절하여 실온에서 2

시간 방치한 후, 냉동건조하여 10배 농축하였고, agar disk

diffusion method를 사용하여 pH에 따른 지시균의 생육저해

를 검토하였다. Nisin을 비롯한 유산균이 생산하는 박테리오

신은 낮은 pH에서 활성을 보이거나, 국한된 범위의 pH에서

만 안정한 것으로 보고되고 있으나, KK3 균주가 생산하는

박테리오신은 pH 3.5~8.5의 산도에서 비슷한 크기의 지시균

생육저해환을 형성한 것으로 미루어 넓은 pH 구간에서 매

우 안정함을 알 수 있었다(Fig. 2A). 따라서 KK3 균주가 생

산하는 박테리오신은 다양한 pH 영역 식품의 보존기간 연

장에 적용 가능할 것으로 추정된다.

온도에 대한 안정성 또한 agar disk diffusion method를

사용하여 검토하였다. 농축한 KK3 배양상등액의 열처리는

4oC 및 30oC, 50oC, 70oC에서 24시간 수행하였고, 100oC

에서는 5분 및 30분 처리하였으며 autoclave를 이용하여

121oC에서는 15분간 열처리하였다. KK3 균주가 생산하는

박테리오신에 의한 지시균의 생육저해는 열처리 조건에 따

른 차이가 나타나지 않았고, 121oC 15분의 조건에서도 활성

의 감소는 미미하게 나타났다(Fig. 2B). KK3 균주가 생산하

는 박테리오신은 살균처리 조건에서도 불활성화 되지 않는

내열성을 가지고 있는 것으로 추정된다.

식품에서 분리된 L. plantarum 균주들이 생산하는 박테리

오신의 pH 안정성과 열안정성을 문헌조사를 통하여 비교해

본 결과, 대체로 높은 열안정성을 가지고 있었으며, 발효소

시지에서 분리된 lp 31 균주를 제외하고는 넓은 pH 범위에

서 항균활성을 나타내었다(Table 2). 특히 김치류에서 분리

된 균주들의 경우에는 높은 pH 및 열에 대한 안정성을 가

지고 있어, 이들 L. plantarum 균주가 생산하는 박테리오신

은 열처리를 비롯하여 다양한 가공조건을 가지고 있는 식품

에 적용 가능할 것으로 사료된다.

배추즙을 이용한 KK3 박테리오신 생산

KK3 균주가 생산하는 박테리오신을 식품에 적용할 경우,

Fig. 1. Growth inhibition of St. aureus by the crude antibacte-

rial compounds produced from L. plantarum KK3 according to

culture time. The growth of St. aureus was monitored in nutrient

broth supplemented with the cell-free supernatant of L. plantarum

KK3 culture. The culture times of L. plantarum KK3 in MRS

broth were 0 h (●), 12 h (○), 24 h (▼), 36 h (▽), and 48 h (■).

Absorbance was the mean value of three replicates.

Fig. 2. Effects of pH (A) and heat treatment (B) on the antibac-

terial activity of crude bacteriocin produced by L. plantarum

KK3. The pHs of crude bacteriocin were adjusted to 3.5 (a), 4.5

(b), 5.5 (c), 6.5 (d), 7.5 (e), and 8.5 (f). Heat treatments of bacteri-

ocin were done at 4oC, 24 h (1); 30oC, 24 h (2); 50oC, 24 h (3);

70oC, 24 h (4); 100oC, 5 min (5); 100oC, 30 min (6); 121oC, 15

min (7). The size of growth inhibition zone of St. aureus on nutri-

ent agar indicates the antibacterial activity of bacteriocin.
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MRS 배지와 같은 합성배지를 사용하면 합성배지 중의 식품

으로 사용 불가한 성분이 포함될 가능성을 가지고 있어 위

생 및 안전의 측면에서 문제가 발생할 수 있으며, 고가의 합

성배지 가격은 경제적 측면에서도 바람직하지 않다. 실험실

에서 사용하는 합성배지의 대용으로 유산균이 잘 자랄 수 있

는 식품소재를 이용한다면 박테리오신을 식품에 적용하는

과정에서 제기되는 문제점을 최소화할 수 있는 한 방편이 될

수 있다. 배추는 포도당이 주를 이루는 약 2% 정도의 발효

가능한 당을 함유하고 있어 효모의 균체 생산에 적용된 바

있으며, 이미 김치에서 분리된 유산균의 생장 및 제반 생리

적 특성 비교에 배추즙이 사용되었다[11, 17]. 따라서 배추

즙을 이용한 박테리오신의 생산 가능성을 검토해 보았다.

시중에서 구입한 배추의 겉잎을 제거한 후, 배추의 무게

와 동일한 양의 물을 첨가하여 믹서로 분쇄하고, 원심분리

(7,000×g, 20 min)하여 배추즙을 회수하였고, 배추즙은

autoclave로 멸균하여 KK3 균주의 배양을 위한 배지로 사용

하였다. 멸균한 배추즙과 MRS 배지에 KK3 균주를 1% 접

종하여 30oC에서 24시간 배양한 다음, 원심분리(7,000×g, 30

min)하여 상등액을 회수하고 냉동건조하여 냉장고에서 보관

하였다. 냉동건조하여 얻은 조박테리오신 1 g을 30 mL

nutrient 배지에 첨가한 후, 지시균 St. aureus를 1% 접종하

여 30oC에서 배양하면서 흡광도로 생장을 측정하였고, 3번

수행한 실험의 평균값을 그래프로 나타내었다(Fig. 3). 배추

즙을 이용한 경우에 비해 MRS 배지를 이용하여 생산한 조

박테리오신이 짙은 색상을 띄고 있어, MRS 배지에서 생산

된 조박테리오신이 첨가된 배지 자체의 흡광도가 높게 나타

났지만, 지시균의 생육저해는 박테리오신 생산에 사용된 배

지에 관계 없이 거의 같은 수준으로 나타났다. 따라서 배추

즙의 이용은 식품에 적용할 유산균의 생육 및 항균물질의 생

산에 유용한 것으로 나타났다.

제 언

인류가 오랜 기간 섭취한 발효식품의 발효를 담당하는 유

산균은 GRAS(generally recognized as safe) 미생물로 인식

되고 있다. 따라서 유산균이 생산하는 박테리오신은 식품의

보존 및 저장에 사용될 안전한 천연보존제의 하나로 많은 연

구자들의 관심의 대상이 되고 있다. 지금까지 다양한 유산

균 유래의 박테리오신에 대한 연구가 국내외에서 진행되었

지만, 상업적으로 생산되어 식품첨가물로 사용되고 있는 것

은 Lactococcus lactis 유래의 nisin에 불과하고[5], 우리나라

에서는 nisin의 첨가가 가공치즈에만 250 mg/kg 이하의 농

도로 허용되고 있다(식품첨가물공전). 따라서 다양한 유산균

유래의 박테리오신이 식품에 적용되기 위해서는 새로운 박

테리오신의 발굴 및 특성 규명뿐만 아니라 식품산업에서의

용도 개발과 함께 식품의약품안전청이 납득할 수 있는 박테

리오신의 빠른 안전성 평가법의 개발이 시급히 요구된다.
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