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A novel bacteriocin produced by Streptococcus parauberis Z49 strain was characterized and efficiently 

extracted from fermented cultures by use of aqueous two-phase systems. The nisin-like bacteriocin, 

which was active even after a heat treatment at 121°C for 15 min and in the broad pH range from 

2 to 12, showed inhibition of bacterial growth of Micrococcus luteus, Lactobacillus spp., Lactobacillus 

fermentum, Enterococcus faecium, Listereia monocytogenes, and Pseudomonas fluorescens. Optimal 

conditions of PEG 600/Na2SO4 aqueous two-phase systems for the simple and rapid extraction of a 

novel bacteriocin were determined to be PEG 600 15%, Na2SO4 30%, and NaCl 8%, where the 

bacteriocin was concentrated in PEG layer.
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국내의 어류 양식업에서는 Vibrio anguillarum (2), Edward-

siella tarda (10) 등과 같은 병원성 미생물 감염에 의한 집단 

폐사를 방지하기 위하여 항생제를 다량으로 살포하고 있다. 이

와 같은 양식업에서의 항생제 다량 살포는 어류의 내장에서 항

생제 내성균 출현을 유도하며, 이들의 내성균이 식품의 유통과

정을 통하여 인체에 전이될 수 있기 때문에 항생제를 대체할 

수 있는 친환경적인 항균물질의 개발이 필요하다. 어류 양식업

에서 항생제 내성 미생물의 증가에 따른 문제점을 극복하기 위

하여 생균제를 이용하는 방법이 연구되었다(9). 그러나 생균제

는 항생제와 같이 단시간 내에 항균효과를 나타내지 못하기 때

문에 생균제를 사용하는 것보다는 생균제가 만들어내는 

bacteriocin을 사용하는 것이 더 효과적일 것이다. Bacteriocin

은 신속하게 항균활성을 보이면서도 내성균을 생성하지 않기 

때문에 항생제 대체물질로 사용하는 것이 가능하다. 

유산균인 Lactococcus lactis가 만들어내는 nisin은 소규모의 

아미노산으로 구성된 단백질성 물질이며, 고온이나 넓은 범위

의 pH에서 세균의 증식을 억제하는 항균활성을 보이면서도 인

체에는 무해하기 때문에 식품보존제로서 활용되고 있다(11). 
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그러나 nisin 같은 bacteriocin은 분자량이 2-6 kDa 정도로 작

고 균체 밖으로 분비되기 때문에 발효배양액에 존재하는 

bacteriocin을 간편하면서도 경제적으로 분리하는 방법은 잘 알

려져 있지 않다. 

Bacteriocin은 분자량이 작아서 ammonium sulfate에 의한 

침전방법 대신, pH를 조절하여 균체에 흡착시키거나(12), 

chloroform, phenyl-methyl silicone oil 같은 유기용매를 사용

하거나(1, 4), polyethylene glycol (PEG)/salt와 같은 수성 이

상계를 사용하여 분리하는 방법들이 소개되고 있다(5, 13). 그

러나 배양액의 pH를 조절하여 bacteriocin을 균체에 흡착시켜

서 분리하는 방법은 pH 조절 이외에도 가열, 고속원심분리

(29,000×g), 투석 등의 복잡한 분리과정이 필요하고(12), 유기

용매의 사용은 bacteriocin에 잔류할 수 있는 유기성분 때문에 

어류 양식업과 같이 식품에 관계된 분야에서는 바람직하지 않

다. 한편, PEG/salt 수성 이상계에 의한 분리방법은 비교적 간

편하며, 잔류 유기성분이 없고, 분자량이 큰 단백질뿐만 아니

라 분자량이 작은 물질도 효과적으로 분리할 수 있다(6-8). 그

러므로 발효배양액에 존재하는 bacteriocin을 분리하기 위해서

는 PEG/salt 수성 이상계를 사용하는 것이 경제적이면서도 환

경 친화적이라고 할 수 있다. 
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Table 1. Antibacterial activity of bacteriocin produced by S. 
parauberis Z49 

KCTC No. Strain Activity
13588 Bacillus amyloliquefaciens -
1666 Bacillus subtilis -
3520 Brochothrix campestris -
13225 Enterococcus faecium +
1682 Escherichia coli -
3112 Lactobacillus fermentum ++
1120 Lactobacillus sp. +
13064 Listereia monocytogenes +
5343 Propionibacterium thoenii - 
12028 Pseudomonas fluorescens +
1925 Salmonella enterica subsp. enterica -

Diameter of clear zone by growth inhibition (paper disc diameter=8 
mm): 
++, ≥12 mm; +, ≥9 mm; -, no activity 

Table 2. Effect of various enzymes on the antibacterial activity of bacteriocins produced by S. parauberis Z49 and L. lactis KCTC2013

Bacteriocin activity (IU/ml)
Catalase Carboxylase α-Amylase Lysozyme Proteinase K

S. parauberis Z49 52±3 46±2 33±2 33±2 ND
L. lactis KCTC2013 55±3  43±2 33±2 35±2 ND

Data indicate means of three independent tests with their standard errors. ND, Not Detected.

본 연구는 국내 양식업에서 항생제를 대체하기 위한 새로운 

bacteriocin의 개발을 위하여 넙치의 내장에서 분리한 Strepto-

coccus parauberis Z49 균주가 생산하는 bacteriocin의 물리화

학적인 특성과 항균활성의 범위를 조사하고, PEG/salt 수성 이

상계를 활용하여 발효배양액에 있는 bacteriocin을 간편하게 추

출하기 위한 최적조건을 조사하였다.

Bacteriocin 생산 균주는 넙치의 내장에 있는 균주를 MRS 

(Difco) 배지를 사용하여 평판배양한 다음 각각의 콜로니의 항

균활성을 조사하여 선별하였다. 각 콜로니를 MRS 액체배지에 

접종하고, 28°C에서 24시간 배양한 다음 배양액을 원심분리

(20,000×g)로 회수한 상등액의 일부를 membrane filter (0.2 μm 

pore size, Millipore, USA)로 제균하였다. 제균한 상등액(100 

μl)을 지시균주인 Micrococcus luteus를 도말한 agar plate 위

에 직경이 8 mm인 paper disc에 접종하고 28°C에서 24시간 

배양한 다음, paper disc 주변에 투명환이 생성되는 면적을 기

준으로 하여 항균생성력이 우수한 균주를 선별하였다. 

배양액에 있는 bacteriocin의 활성은 international activity 

units (IU)로 표시한 상업용의 nisin (Sigma Chemical Co., 106 

IU/g) 20 mg을 증류수 20 m에 용해하여서 1000, 500, 250, 

125, 62.5 IU/ml 용액이 되도록 희석하여 표준곡선을 만들어서 

분석하였다. 표준곡선은 paper disc에 의한 투명환의 면적을 R 

(cm2), nisin의 농도를 C (IU/ml)라 할 때 R=a+b*log C의 수

식을 사용한 결과 log C와 R의 수치는 직선의 상관관계가 있

었다(a=-4.3643, b=3.762, r2=0.9945). 

균주를 선별하면서 항균생성력이 가장 우수한 균주의 16S 

rRNA 염기서열을 판독하여 미국의 NCBI (The National Center 

for Biotechnology Information) 사이트에서 blast search 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)를 한 결과 Streptococcus 

parauberis 염기서열과 일치하여 균주 이름을 Streptococcus 

parauberis Z49로 명명하였다. 

S. parauberis Z49가 생산하는 bacteriocin은 nisin 생산 균

주로 알려진 Lactococcus lactis KCTC2013 (한국생명공학연

구원 균주은행)을 대조군으로 사용하여 그 생산량을 비교하였

다. MRS (Difco) 액체배지에서 S. parauberis Z49와 L. lactis 

KCTC2013을 28°C에서 16시간 배양하였을 때 발효액에 분비

된 두 균주의 bacteriocin 활성은 75±10 IU/ml이었으며 두 균

주의 bacteriocin의 생산량은 유의한 차이가 없었다(P-value> 

0.05).

S. parauberis Z49가 생산하는 bacteriocin의 항균활성 범위

를 알아보기 위하여 KCTC에서 11종의 미생물 균주를 구입하

여 조사하였다(Table 1). 균주의 배양을 위하여 Brochothrix 

campestris, Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. 

enterica, Propionibacterium thoenii, Bacillus amylolique-

faciens, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis는 nutrient 

(Difco) 배지를 사용하였고, Enterococcus faecium, Lactobacillus 

spp., Lactobacillus fermentum는 MRS (Difco) 배지를 사용하

였고, Listereia monocytogenes는 BHI (Difco) 배지를 사용하였다. 

S. parauberis Z49가 생산하는 bacteriocin의 항균활성은 발

효배양액을 membrane filter (0.2 μm, Millipore, USA)로 제균

한 다음, 각 균주를 대상으로 agar diffusion assay로 항균활성

을 분석한 결과 Lactobacillus spp., L. fermentum, E. faecium, 

L. monocytogenes, P. fluorescens의 생육이 저해됨을 확인하

였다(Table 1). 이와 같이 제한적인 균주들에 대하여 항균활성

을 보이는 bacteriocin이라 하더라도 어류 양식업에 관련된 병

원성 미생물들은 다양하기 때문에 향후 산업적으로 활용할 수 

있도록 생산을 위한 기초연구가 필요하다.  

S. parauberis Z49의 bacteriocin 구성 성분을 파악하기 위

하여 각종 효소에 의한 영향을 조사하였다. 완충용액 Tris-HCl 

buffer (50 mM, pH7.5)에 각종 효소농도가 20 mg/ml이 되도

록 제조한 다음, S. parauberis Z49가 생산한 bacteriocin 용액

과 혼합하였다. 효소반응액은 proteinase K는 45°C, 다른 효소

는 37°C에서 3시간 동안 반응시킨 후 지시균주로 M. luteus를 

사용하여 agar diffusion assay 법으로 분석하였다. S. parau-

beris Z49의 bacteriocin은 L. lactis KCTC2013의 nisin과 같

이 catalase, carboxylase, α-amylase, lysozyme에 의해서는 항

균활성에 큰 영향을 받지 않았으나, proteinase K에 의해서는 

항균활성이 완전히 상실되었다(Table 2). 따라서 S. parauberis 

Z49이 생산하는 bacteriocin은 nisin과 같이 아미노산으로 구성
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Table 3. Effect of temperature and pH on the antibacterial activities of bacteriocin produced by S. parauberis Z49 and nisin produced
by L. lactis KCTC2013, respectively

(A) Thermal stability

Bacteriocin
Activity (IU/ml) at 100°C Activity at 121°C 

for 15 min0 min 10 min 20 min 30 min 60 min
S. parauberis Z49 75±2 69±2 58±2 58±2 58±2 40±2 
L. lactis KCTC2013 72±2 69±2 69±2 58±2 58±2 40±2 

Data indicate means of three independent tests with their standard errors

(B) pH stability

Bacteriocin
Activity (IU/ml)

pH 2 pH 4 pH 6 pH 8 pH 10 pH 12
S. parauberis Z49 79±3 82±2 88±2 89±3 88±2 89±3
L. lactis KCTC2013 82±2 89±3 89±3 82±3 89±3 89±3 

Data indicate means of three independent tests with their standard errors

Fig. 1. Results of the agar diffusion assays with S. parauberis Z49 
bacteriocin extracted in PEG 600 (top layer)/Na2SO4 (bottom layer) 
aqueous two-phase systems, which were made (A) in the absence 
of bacterial cells removed by centrifugation and (B) in the presence 
of bacterial cells.

(A) (B)

된 단백질성 물질임을 확인하였다. 

S. parauberis Z49의 bacteriocin은 상온(25°C)을 기준으로 

할 때 100°C에서 30분 처리한 후에는 활성이 약 23% 감소하

였으며, 멸균조건인 121°C에서 15분간 처리한 후에는 활성이 

약 47% 정도 감소하였으나 항균활성이 완전히 소멸되지는 않

았다(Table 3). 또한 넓은 범위의 pH (pH 2-12)에서 안정하여 

pH 변화에 따른 항균활성에 유의한 차이가 없었다(P-value> 

0.05). 결과적으로 S. parauberis Z49가 생산하는 bacteriocin

은 L. lactis KCTC2013가 생산하는 nisin과 물리화학적인 특

성은 비슷하였으나, 항균활성은 nisin과는 달리 P. fluorescens 

같은 그람음성균의 생육을 억제하였다.

S. parauberis Z49의 bacteriocin을 경제적인 방법으로 생산

하기 위해서는 발효배양액에 있는 bacteriocin을 간편하게 분리

할 수 있는 연구가 필요하다. 실험실 규모에서는 S. parauberis 

Z49 배양액에 있는 bacteriocin을 다량의 ammonium sulfate에 

의한 염침전법과 투석, 그리고 CM-Sephadex 양이온교환수지

에 흡착하여 1 M NaCl과 ethanol 20%가 들어간 용출액으로 

분리 또는 정제를 할 수 있었다(자료 미제시). 그러나 이런 방

법은 시험공장 규모에서는 많은 양의 ammonium sulfate를 첨

가해야 하고 또 복잡하게 투석하는 과정도 거쳐야 하기 때문에 

bacteriocin을 생산하기 위한 경제적인 분리방법이 아니다. 따

라서 단백질분리를 위하여 많이 사용하는 ammonium sulfate

에 의한 침전과 크로마토그래피에 의한 분리방법 대신 PEG/ 

Na2SO4 수성 이상계에 의한 추출방법을 조사하였다. 

PEG/Na2SO4 수성 이상계의 초기조건은 문헌에서 nisin을 

분리하기 위해서 사용한 PEG 4000/Na2SO4 수성 이상계의 최

적조건을 참고로 하여 PEG농도를 15% (w/w), Na2SO4 농도를 

20% (w/w)로 사용하였다(5). 발효배양액으로 PEG/Na2SO4 수

성 이상계를 만들었을 때, 배양액에 있는 S. parauberis Z49의 

bacteriocin은 모두 상층부인 PEG층으로 이동하였으며, 미생물 

균체는 하층부인 Na2SO4 용액에 남아있었다. 원심분리(20,000×g, 

30분)로 균체를 사전에 제거한 배양액으로 만든 수성 이상계

와, 균체를 제거하지 않은 배양액으로 만든 수성 이상계에서의 

bacteriocin 추출 결과는 유의할 만한 차이가 없었다(Fig. 1). 

문헌에 의하면 배양액에 있는 bacteriocin은 균체 표면에 흡착

될 수도 있기 때문에(12), S. parauberis Z49의 발효배양액(pH 

4)을 pH 2 이하로 낮춘 다음, PEG/Na2SO4 수성 이상계로 

bacteriocin을 추출하여 보았으나 역시 유의할 만한 차이가 없

었다(자료 미제시). 따라서 발효가 종료된 배양액에 있는 S. 

parauberis Z49의 균체를 제거하지 않은 배양액을 그대로 사

용하여 PEG/salt 수성 이상계의 최적조건을 조사하였다. 

PEG/salt 수성 이상계는 추출하고자 하는 물질의 종류에 따

라 PEG의 분자량, salt의 종류 및 농도 등이 분리력에 큰 영향

을 주고 있다(3, 5, 8, 13). 지금까지 PEG/salt로 수성 이상계를 

만들 때는 대부분 분자량이 높은 PEG 1540 (8), PEG 4000 

(5), PEG 20000 (7) 등이 사용되었다. S. parauberis Z49의 

bacteriocin을 추출하기 위한 최적의 PEG 분자량을 조사하기 

위하여 PEG 600, PEG 3000, PEG 4000, PEG 6000을 사용하

여 PEG층에 있는 bacteriocin의 활성을 분석하였다. 실험결과 

PEG 분자량이 클수록 소수성이 높아서 수성 이상계의 층분리

는 신속하게 일어났으나, 표준시료인 nisin (Sigma)과 S. 

parauberis Z49의 bacteriocin의 추출은 모두 PEG의 분자량이 

낮은 PEG 600에서 가장 우수한 분리효과를 보였다(Fig. 2). 

PEG 600은 상온(25°C)에서 액상이기 때문에 농도를 15% 

(v/v)를 유지하고 Na2SO4의 최적농도를 조사하였다. S. parauberis 

Z49의 bacteriocin의 항균활성은 Na2SO4 30% (w/w)일 때 가
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Fig. 2. Optimal conditions for bacteriocin extraction with parameters of (A) PEG, (B) Na2SO4, and (C) NaCl in PEG/salt aqueous two-phase 
systems. Nisin was a commercial product (Sigma N5764) and Z49 was a bacteriocin produced by S. parauberis Z49 strain. Graph indicates 
means of three independent tests with their standard errors. 

장 높게 나타났으며, 다른 농도에서의 항균활성 결과와 비교할 

때 유의한 차이가 있었다(P-value<0.05). 

다른 문헌에서도 발효 배양액에 있는 bacteriocin을 수성 이

상계로 추출하기 위하여 PEG 4000 15% (w/w)과 Na2SO4 

20% (w/w)을 사용한 바 있으나(5), 본 연구에서는 PEG 4000 

대신 PEG 600으로 대체하고, Na2SO4 농도를 20%에서 30%

로 변경한 결과 박테리오신의 추출량을 30% 이상 증진시킬 수 

있었다(Fig. 2). 

문헌에 의하면 PEG/salt 수성 이상계에서 전해질 물질인 

NaCl을 첨가하면 단백질의 추출율이 개선되는 효과가 있었다

(8). 그러므로 NaCl 첨가에 따른 bacteriocin의 추출 효과를 파

악하기 위하여 PEG 600 15% (v/v)와 Na2SO4 30% (w/w)의 

조건하에서 NaCl의 최적농도를 조사하였다. PEG 층으로 추출

되는 S. parauberis Z49의 bacteriocin 항균활성은 NaCl 농도

가 증가할수록 높게 나타났으나, NaCl 8% (w/w) 이상의 농도

에서는 유의할 만한 차이가 없어서(P-value>0.05) 최적농도는 

NaCl 8% (w/w)로 선정하였다(Fig. 2).

S. parauberis Z49 발효배양액(5 L)에 bacteriocin 추출을 

위한 최적조건의 PEG 600 15% (v/v), Na2SO4 30% (w/w), 

NaCl 8% (w/w) 농도가 되도록 각 재료를 첨가하여 잘 혼합한 

다음, 상온(25°C)에서 1시간 이상 정치하면 배양액에 있는 

bacteriocin이 상층부인 PEG층으로 이동하면서 층분리가 발생

하였다. 이때 상층부인 PEG 층의 부피는 전체 용액부피의 약 

25% 정도이어서 배양액에 있는 bacteriocin은 PEG층으로 이

동하면서 자연스럽게 농축이 되었다. 결과적으로 PEG 600/ 

Na2SO4 수성 이상계에 의한 S. parauberis Z49의 bacteriocin 

추출방법은 배양액의 pH를 조절하거나, 원심분리로 균체를 제

거하는 등의 분리공정을 불필요하게 만들었으며, 또한 ammonium 

sulfate 염이나 ultramembrane filter등을 사용하지 않고도 배양

액에 있는 bacteriocin을 간편하게 농축하여 분리하는 것을 가

능하게 만들었다. PEG 층으로 추출된 bacteriocin은 spray- 

drying 방법으로 건조를 하거나, chloroform이나 ethanol등의 

유기용매로 재추출하거나, hydrophobic chromatography에 의

한 분리 등으로 정제할 수 있다(1, 8, 11). 

적요

Streptococcus parauberis Z49가 생산하는 새로운 bacterio-

cin의 특성을 조사하고 수성 이상계를 사용하여 발효배양액에

서 효율적으로 추출하였다. Nisin과 유사한 S. parauberis Z49

의 bacteriocin은 121°C에서 15 min 열처리해도 활성이 있었

으며, 넓은 범위의 pH (pH 2-12)에서 안정하며, M. luteus, 
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Lactobacillus sp., L. fermentum, E. faecium, L. monocyto-

genes, and P. fluorescens의 생육을 억제하였다. S. parauberis 

Z49의 발효배양액에 있는 bacteriocin을 간편하게 분리하기 위

한 PEG 600/ Na2SO4 수성 이상계의 최적조건은 PEG 600 

15%, Na2SO4 30%, NaCl 8% 이었으며, bacteriocin은 PEG층

에서 농축이 되었다. 
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