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김치에서 분리한 Lactococcus lactis ET45가 생산하는 

박테리오신의 특성
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Bacteriocin-producing lactic acid bacterium having antagonistic activity against Bacillus cereus, was 

isolated from Kimchi. The selected strain was identified as Lactococcus lactis by the Bergey's manual 

and 16S rDNA analysis, and named as L. lactis ET45. The bacteriocin was stable in the pH range 

3.0-11.0. The bacteriocin was active over a wide temperature range from 40°C to 121°C. Optimal 

culture condition for producing bacteriocin was obtained by growing the cells on MRS medium at pH 

7.5 and 30°C for 18 h. Antibacterial activity of the bacteriocin was completely disappeared by 

proteinase K, and this means that bacteriocin is a proteinous substance. The molecular weight of 

bacteriocin was estimated to be about 4.5 kDa by tricine sodium dodecyl sulfate polyacryamide gel 

electrophoresis (TSDS-PAGE). 
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유산균(lactic acid bacteria)은 자연계에 널리 존재하며, 탄

수화물을 이용하여 젖산을 생성하는 미생물로서 유제품, 육류, 

채소 등의 발효가공에 종균으로 널리 사용되고 있으며, 식품

의 보존성 향상 및 향기 등의 관능적 특성과 영양학적 가치에

도 기여하고 있다(6, 22, 30). 이러한 유산균이 생산하는 박테

리오신은 세포표면의 특정 혹은 비특정 수용체에 부착하여 항

균작용을 나타내며 표적 세포의 세포질 막의 투과성을 변화시

켜 막 수송을 방해하거나 PMF (proton motive force)에 영향

을 줌으로써 에너지 생산과 단백질이나 핵산의 합성을 저해하

는 것으로 알려져 있다(1).

박테리오신은 리보솜에서 합성되는 단백질 또는 펩타이드 

계통의 항균성 물질로 특정 생육환경에서 박테리오신을 생산

하는 균주들이 비슷한 종류의 다른 균의 생육을 저해할 목적

으로 분비하는 것으로 알려져 있다(14, 16, 17). 또한, 박테리

오신은 인체내의 단백질 가수분해효소들에 의해 쉽게 분해되
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기 때문에 인체내 잔류성이 없어 안전하다. 

이러한 박테리오신과 관련하여 신규 박테리오신의 탐색, 특

성분석, 작용 기작, 구조 유전자 클로닝 및 박테리오신 구조 

변경을 통한 항균효과 개선, 대량 생산 기술 개발과 같은 식품

에서의 응용에 필요한 연구들이 지속적으로 이루어지고 있다

(7, 29).

지금까지 밝혀진 박테리오신 중에서 식품보존제로서 산업

적으로 실용화되고 있는 박테리오신은 Mattick and Hirsch 

(24)가 Lactococcus lactis subsp. lactis 균주에서 발견한 nisin

이다. Nisin은 자체 독성이 없고, 장내세균이나 소화효소에 의

해 쉽게 분해되고, 생리적 pH 범위 내에서 안정하며, 독성 시

험 결과에 의해 안전한 물질임이 입증되었다, 또한 미국 FDA 

(food and drug administration)로부터 GRAS (generally reco-

gnized as safe)로 인정되어 현재 약 50개국에서 가공치즈, 과

일 및 야채통조림, 발효유 제품, 육류가공품 등에 식품보존제

로서 사용되고 있다(8, 9, 10, 13, 32).

최근 소비자들의 건강 및 식품 안정성에 대한 관심이 증가
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되면서 식품 중의 유해균 증식을 억제할 목적으로 식품에 첨

가되는 인공합성 식품보존제 보다는 천연 식품보존제를 선호

하는 경향이 높으며(3, 20, 21), 우리나라의 경우 김치, 장류 

등과 같이 전통적으로 자연 미생물을 이용한 발효식품이 풍부

할 뿐만 아니라 이들 식품이 국민건강을 좌우하는 기초식품이

라고 할 수 있다. 특히, 전통발효식품 중 김치는 밥과 더불어 

한국인의 식생활에 있어서 중요한 위치를 차지하고 있는 음식

으로 배추, 무 등의 여러 가지 채소류를 소금에 절인 후, 여러 

가지 부재료를 혼합하여 발효시켜 만든 전통발효식품이다(2, 

19). 이러한 김치는 숙성과정 중 미생물 상호작용에 의하여 

자연적으로 발효되는 식품으로서, 이러한 김치 중에는 유산균

이 많이 함유되어 있다(34).

본 연구에서는 전통발효식품인 김치로부터 식품 병원성 균

중의 하나인 Bacillus cereus에 대한 항균활성이 우수한 유산

균을 분리 및 동정하였으며, 분리균주인 Lactococcus lactis 

ET45가 생산하는 박테리오신을 부분 정제하여 저해범위와 안

정성 그리고 분자량을 조사하였다.

재료 및 방법

재료

본 연구에 사용된 항균활성 물질 생산균주는 가정용 및 시

판용 김치 등으로부터 분리하였으며, 항균활성의 측정에 사용

된 감수성균주는 미생물자원 센터(Korean Collection for 

Type Cultures, KCTC)에서 분양 받은 표준균주를 사용하였

다. 유산균 배양배지는 MRS Broth (Difco, USA)와 세균의 

배양은 Nutrient Broth (NB, Difco)를 이용하여 배양하였다.

박테리오신 생산 유산균의 분리

각종 김치시료를 단계적으로 희석하여 MRS 고체배지에 도

말하였다. 30°C에서 48시간 배양하여 자란 colony 중에서 모

양, 크기에 따라 상이한 균주를 임의적으로 선택한 뒤 MRS 

액체배지에서 30°C에서 48시간 동안 배양하였다. 배양 상등

액을 원심분리(15,000 rpm, 25 min, 4°C) 및 membrane filter 

(0.2 μm, Dismic, Advantec)로써 여과 멸균하여, 상등액을 회

수하였다. 25 ml NB soft agar (0.8%, w/v)에 감수성 균주 

(B. cereus KCTC 3624, 1×106 CFU/ml)를 같이 혼합하여 고

체배지 상에서 저해환 형성을 조사하였다. 저해환을 형성하는 

분리 균주를 선별하여 박테리오신 실험에 사용하였다.

박테리오신 검출 및 활성 확인

분리균주들의 박테리오신 생산 여부는 well diffusion assay 

방법을 사용하여 판별하였다(15, 31). 선별된 유산균을 18시간 

이상 MRS 배지에서 배양한 다음 원심분리(15,000 rpm, 25 

min, 4°C) 및 membrane filter (0.2 μm, Dismic, Advantec)로 

여과 멸균하여, 상등액을 회수하였다. 100 ml의 NB soft agar 

(0.8%, w/v)에 감수성 균주(B. cereus KCTC 3624, 1×106 

CFU/ml)를 섞어서 혼합하였다. 혼합한 배지용액을 25 ml씩 

분주하여 완전히 굳은 후, 살균된 tip을 이용하여 직경 5 mm

의 구멍을 내고, 분리 균주의 상등액 100 μl를 접종하였다. 

4°C에서 2-3시간 정도 방치하여 상등액이 확산되게 한 후 감

수성 균주의 생육 최적 온도에서 18시간 이상 배양하여 저해

환 생성여부를 확인하였다. 저해환을 생성하는 균주들의 박테

리오신 생성 확인은 상등액을 proteinase K (20 mg/ml)로 처

리하여 확인하였다. 박테리오신 역가는 AU (activity unit)로 

표시하였고 상등액을 순차적으로 2배씩 희석하여 저해환 형성

하는 최대 희석배수의 역수를 취하고, 이 값에 1 ml에 대한 

환산계수를 곱하여 AU/ml로 나타내었다.

박테리오신 생산 균주 동정

박테리오신 생산 균주의 동정은 Bergey's Manual of 

Determinative Bacteriology의 방법에 따라 형태학적, 생화학

적 특성을 조사하였다(12). 최적 생육 온도, 그람 염색, 운동

성, catalase test, CO2 생성 유무를 확인하였다. 최종적으로 

16S rRNA gene을 증폭하여 분리 균주를 동정하였다. 

Genomic DNA는 Walter 등의 방법(33)에 따라 분리하였으며, 

primers로는 27F primer (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)

와 1492R primer (TACGGYTACCTTGTT ACGACTT)를 사

용하였고, PCR 조건은 initial denaturation 5분, 그리고 94°C

에서 45초간 denaturation, 55°C에서 60초간 annealing 및 

72°C에서 60초간 extension의 cycle을 35회 하였다. 16S 

rRNA 염기서열 확인은 솔젠트(주)사에 의뢰하여 확인하였다

(11).  

조항균성 물질의 제조

분리균주 L. lactis ET45가 생산하는 박테리오신을 부분정

제하기 위하여 200 ml의 MRS 액체배지에서 30°C에서 12시

간 전 배양한 후, MRS 배지 2 L에 1% (v/v)를 접종하여 

30°C에서 24시간 본 배양을 수행하였다. 배양액을 원심분리

(15,000 rpm, 30 min, 4°C) 및 0.2 μm 여과막를 이용하여 제

균하였다. 제균한 상등액과 차가운 아세톤 용매를 1:3의 비율

로 혼합하여 -80°C에서 10분간 방치한 후 원심분리 및 감압 

농축하였다. 농축된 시료를 동결 건조하여 -70°C에서 보관하

면서 필요시 3차 증류수에 용해하여 추후 실험의 시료로 사용

하였다.

박테리오신의 특성 확인

분리균주 L. lactis ET45가 생산하는 박테리오신의 특성을 

확인하기 위하여 pH, 열, 유기용매, 가수분해 효소처리 조건하

에서 안정성을 확인하였다. 

pH에 대한 안정성: pH에 대한 박테리오신의 안정성을 조

사하기 위하여 pH 3.0 (0.1 M citrate buffer), pH 5.0 (0.1 M 

acetate buffer), pH 7.0 (0.1 M phosphate buffer), pH 9.0 

(0.1 M borate buffer) 및 pH 11.0 (0.1 M carbonate buffer)

의 완충용액과 확보된 박테리오신 용액을 1:1의 비율로 혼합

하여 상온(25°C)에서 24시간 방치 한 후 잔존하는 박테리오신

의 항균활성을 측정하였다.

열에 대한 안정성: 열에 대한 안정성의 조사는 제조된 박
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Table 1. Morphological and biochemical characteristics of 
strain ET45 from Kimchi

Characteristics Strain 
ET45

Lactococcus lactis 
subsp. lactis

Gram stain/Shape + / Ca + / C

Spores -b -

Motility - -

Growth in air + +

Growth anaerobically + +

Catalase - -

Oxidase - -

Glucose (acid) + +

O/Fc test F F

Growth at 40°C + +

Growth with 4% NaCl + +

Arginine hydrolysis Dd +

Carbohydrates, acid from

Lactose + +

Mannitol We -

Raffinose D -
a C, Coccus
b Negative, -; positive, +
c O/F, Oxidation / Fermentation
d D, Different reactions in different strain
e W, Weak reaction

테리오신 용액을 40°C, 60°C, 80°C, 100°C 및 121°C에서 각

각 30분 또는 60분간 열처리 한 후 잔존하는 박테리오신의 항

균활성을 측정하였다. 

유기용매에 대한 안정성: 유기용매에 대한 안정성 실험은 

chloroform, isopropanol, hexane, ethanol, acetone 및 

acetonitrile 등을 제조된 박테리오신 용액과 같은 부피 비율로 

혼합(1:1)하여 상온(25°C)에서 1시간 방치한 후, 잔존하는 박

테리오신의 항균활성을 측정함으로써 여러 유기용매에 대한 

박테리오신의 안정성을 조사하였다. 

각종 가수분해효소에 대한 영향: 각각의 buffer에 녹여 최

종 농도 2 mg/ml로 맞춘 trypsin (13,500 U/mg, 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.5), protease (1.0 U/mg, 50 mM Tris-HCl, 

pH 7.5), α-chymotrypsin (83.9 U/mg, 50 mM Tris-HCl, pH 

8.0), pepsin (800-2500 U/mg, 10 mM citrate, pH 6.0), α
-amylase (519 U/mg, 0.1 M sodium phosphate, pH 7.0), 

subtilisin A (12 U/mg, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5)에 그리고 

proteinase K (30 U/mg, 0.01 M Tris-HCl, pH 7.9, 0.005 M 

EDTA, 0.5% SDS)를 배양상등액과 37°C에서 3시간 반응 시

킨 다음 80°C에서 2분간 가열하여 효소를 불활성화 시켰다. 

그리고, proteinase K는 45°C에서 12시간 반응시켰다. 박테리

오신 활성은 B. cereus KCTC 3624에 대한 저해환의 생성 유

무로 확인하였다. 또한 동일한 조건에서 효소액만을 처리하지 

않은 것을 대조구로 사용하였다. 

항균범위 측정 

분리균주 L. lactis ET45가 생산하는 박테리오신의 항균범

위를 알아보기 위해 식품유래 병원성균 및 다양한 표준균주 

Leu. mesenteroides KCTC 3100, Leu. carnosum KCTC 

3525, Leu. lactis KCTC 3528, L. plantarum KCTC 3099, L. 

plantarum KCTC 3104, L. confusus KCTC 3499, L. 

parabuchneri KCTC 3503, L. viridescens KCTC 3504, P. 

dextrinicus KCTC 3506, P. pentosaceus KCTC 3507, E. 

faecium KCTC 3095, L. monocytogenes KCTC 3444, B. 

cereus KCTC 1013, B. cereus KCTC 1014, B. cereus 

KCTC 3624, S. aureus 209 KCTC 1916, S. aureus R209 

KCTC 1928, S. typhimurium KCTC 1926, E. coli KCTC 

1924, E. coli KCTC 2191 및 C. albicans KCTC 1940 등

에 대하여 항균력을 확인하였다. 각 지시균주의 최적 생육 

온도에서 24시간 이상 배양하여 저해환의 생성 여부를 확인

하였다. 

배양조건이 박테리오신 생산에 미치는 영향

배양 온도의 영향: 분리균주의 생육(growth)과 배양온도가 

박테리오신의 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 전 배양된 

분리균주를 MRS 액체배지에 1.0% (v/v) 접종하고 25°C, 

30°C, 및 37°C의 진탕 배양기에서 48시간 동안 배양하면서 

일정한 시간 간격으로 배양 상등액을 회수하여 박테리오신 활

성과 흡광도(OD 600)를 측정하여 균의 생육 곡선과 최대 항

균활성을 나타내는 배양 온도를 결정하였다. 

초기 배양 pH의 영향: 배지의 초기 pH가 분리균주의 생

육과 박테리오신 생산에 미치는 영향을 알아보기 위해 1 N 

HCl와 1 M NaOH로 pH 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5 및 pH 

9.5으로 맞춘 MRS 액체배지에 전 배양한 분리균주를 1.0% 

(v/v) 접종하고 접종하고 30°C에서 24시간 배양 한 후 배양액

으로부터 상등액을 회수하여 박테리오신 활성과 흡광도(OD 

600)를 측정하여 균의 생육곡선과 최대 항균활성을 나타내는 

배지의 pH를 결정하였다. 

Tricine-SDS-PAGE에 의한 항균물질의 분자량 측정

항균물질의 분자량을 측정하기 위하여 아세톤 침전법으로 

부분 정제한 박테리오신 시료를 사용하여 tricine-SDS-PAGE

를 실시하였다(28). Gel 농도는 16.5%로 사용하였고, 표준분

자량 물질으로 BIO-RAD사의 precision plus protein dual 

xtra standards marker를 사용하였다. 부분 정제한 시료를 

tricine-SDS-PAGE sample buffer와 1:1의 비율로 혼합하여 

끓는 물에서 3분간 가열하여 전기영동하였다. 전기영동 완충

용액으로 anode buffer (0.2 M Tris, pH 8.9)와 cathode 

buffer (0.1 M Tris, 0.1 M tricine, 0.1% SDS, pH 8.25)를 사

용하였다. 전기영동 이 끝난 gel은 Coomassie brilliant blue 

R-250으로 염색을 하였고, 다른 gel은 50% methanol과 10% 

acetic acid에서 30분간 고정시키고, 멸균수로 4시간 동안 세

척한 다음 이 gel을 plate 위에 무균적으로 건조시키고 그 후 

지시균(B. cereus, 1.0×106 CFU/ml)이 포함된 NB soft agar 

(0.8%) 10 ml을 중충한 다음 30°C에서 하룻밤 동안 배양한 

후, 지시균에 대해 억제환이 형성되는 band와 염색한 gel 상
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Table 2. Stability of bacteriocin against various treatments

Treatment Residual activity unit (AU/ml)

Control 160

Heat treatment

40°C, 30 min 160

40°C, 60 min 160

60°C, 30 min 160

60°C, 60 min 160

80°C, 30 min 160

80°C, 60 min 160

100°C, 30 min 160

100°C, 60 min 160

121°C, 30 min 160

121°C, 60 min 160

Solventsa

Hexane 160

Chloroform 160

Acetonitrile 160

Ethanol 160

Acetone 160

Isopropanol 160

pHb

3 160

5 160

7 80

9 80

11 80
a Final concentration of solvent was 50% (v/v)
b No pH treatment; 160 AU/ml, Bacteriocin samples were treated with 
buffers at each pH, 25°C for 24 h.

Table 3. Effect of various enzyme treatments on the 
bacteriocin activity of the bacteriocin partially purified from 
L. lactis ET45

Treatment Residual bacteriocin activity

Controla +

Proteinase K -

Trypsin -

Chymotrypsin -

Pepsin +

α-Amylase +

Subtilisin A -

Protease +
a Non enzyme treated sample
B. cereus KCTC 3624 was used as an indicator. 
Degree of clear zone by growth inhibition; +, positive; -, negative
Culture supernatant was mixed with enzyme solutions at a final 
concentration of 2 mg/ml.

에서의 band를 상호비교하였다.

결과 및 고찰

균주의 선발과 동정

김치 시료로부터 형태학적인 특성에 따라 상이한 200균주

의 유산균을 분리 하였으며, well diffusion method를 이용하

여 B. cereus KCTC 3624에 대한 항균활성을 측정하였다. B. 

cereus의 생육 저해활성이 가장 우수한 균주를 최종적으로 선

택하여 ET45로 명명하고 본 실험에 사용하였다. Bergey's 

Manual of Determinative Bacteriology의 방법에 따라 L. lactis 

표준균주와 생화학적 특성을 비교 ․ 분석한 결과, mannitol과 

raffinose 이용 여부 및 arginine hydrolysis 제외한 대부분은 

표준균주와 동일한 특성을 나타냄을 확인하였다(Table 1). 최

종적으로, NCBI의 BLAST program을 이용하여 ET45의 16S 

rRNA 염기서열에 대한 상동성을 분석한 결과, 99%의 신뢰도

로 Lactococcus lactis subsp. lactis로 동정되었다. 

박테리오신의 이화학적 특성

분리균주 L. lactis ET45가 생산하는 항균활성 물질의 단백

질성 여부를 확인하기 위하여 용액에 각종 단백질분해효소를 

2 mg/ml의 농도가 되도록 첨가하여 반응시킨 후 잔존활성을 

측정한 결과, proteinase K, trypsin, chymotrypsin, 및 

subtilisin A에 의해서는 항균활성이 소실되었으며, pepsin, 

protease, α-amylase에 의해서는 항균활성이 소실되지 않았다

(Table 2). 대부분의 박테리오신은 단백질이거나 단백질성이

기 때문에 단백질 분해효소에 의해 분해되는데 ET45가 생산

하는 박테리오신은 pepsin, protease에 대해서 안정한 성질을 

나타내었다. 그리고 α-amylase는 활성에 전혀 영향을 주지 않

는 것으로 보아 탄수화물 부분이 박테리오신 분자 내에는 없

거나 활성과는 무관한 것으로 생각된다. Lactococcus sp. J-105

가 생산하는 박테리오신의 경우에는 peptide 분해효소 중 pepsin

에 의해서만 항균활성이 소실된다고 하였으며(18), L. lactis 

WNC 20이 생산하는 박테리오신은 papain, pepsin, trypsin, 

lipase, α-amylase에 의해서는 항균활성이 영향을 받지 않지만 

proteinase K, α-chymotrypsin에 의해서 항균활성이 소실된다

고 하였다(26). 또한 L. lactis NK34가 생산하는 박테리오신의 

경우도 비교적 peptide 분해효소에 비교적 안정하였다.

pH에 대한 안정성 여부를 조사하기 위하여 부분 정제된 항

균물질 용액에 완충용액을 가하여 pH를 조절한 뒤 잔존활성

을 측정한 결과, 분리 균주가 생산하는 박테리오신은 pH 

3.0-5.0에서 어떠한 활성의 소실 없이 안정하였고 그 밖의 범

위에서는 점차 활성이 감소하는 경향을 나타내었으나 그 활성

이 완전하게 소실되지는 않았다(Table 3). 

Choi 등(5)이 보고한 L. Lactis YH-10가 생산하는 박테리

오신의 경우 pH 2.0-11.0까지 넓은 범위에서도 안정하다고 보

고하였다. 반면 L. lactis WNC 20가 생산하는 박테리오신의 

경우 pH 2.0-7.0까지는 안정하였으나 pH 8.0-10.0에서는 박테

리오신 활성이 불안정하고 보고된 바 있다(26). 따라서, 본 연구

에서 선발된 박테리오신은 다른 연구자들에 의해 보고된 박테

리오신들에 비해 비교적 pH 안정성이 우수한 것으로 나타났다.

일반적으로 각종 유산균이 생산하는 박테리오신의 열 안정

성은 그 종류에 따라 상이한 것으로 알려져 있는데 

Noonpakdee 등이 보고한 L. lactis WNC 20 균주가 생산하는 
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Table 4. Antibacterial spectrum of bacteriocin produced by 
L. lactis ET45

Strains Antimicrobial 
activity

Leuconostoc mesenteroides KCTC 3100 +

Leuconostoc carnosum KCTC 3525 +

Leuconostoc lactis KCTC 3528 +

Lactobacillus plantarum KCTC 3099 +

Lactobacillus plantarum KCTC 3104 +

Lactobacillus confusus KCTC 3499 +

Lactobacillus parabuchneri KCTC 3503 +

Lactobacillus viridescens KCTC 3504 +

Pediococcus acidilactici KCTC 3101 -

Pediococcus dextrinicus KCTC 3506 +

Pediococcus pentosaceus KCTC 3507 +

Enterococcus faecium KCTC 3095 +

Listeria monocytogenes KCTC 3444 -

Bacillus cereus KCTC 1013 +

Bacillus cereus KCTC 1014 +

Bacillus cereus KCTC 3624 +

Staphylococcus aureus 209 KCTC 1916 -

Staphylococcus aureus R209 KCTC 1928 -

Salmonella typhimurium KCTC 1926 -

Escherichia coli KCTC 1924 -

Escherichia coli KCTC 2191 -

Candida albicans KCTC 1940 -

Degree of clear zone by growth inhibition: +, positive; -, negative

박테리오신의 경우, 121°C, 15분 열 처리시에도 그 항균활성

이 안정하였다고 보고되었으나(26), L. Lactis YH-10가 생산

하는 박테리오신의 경우 100°C, 60분간 열 처리시 약 50%의 

항균활성을 나타낸다고 보고하였다(5). 본 연구에서 분리한 L. 

lactis ET45가 생산하는 박테리오신은 40°C-121°C에서 열 처

리시에도 매우 안정하였다(Table 3). 그러나 박테리오신의 구

조를 포함한 분자 생물학적 특성을 알기 위해서는 추가적인 

실험이 필요할 것으로 생각된다.

유기용매에 대한 안정성의 경우 hexane, chloroform, 

acetone, acetonitrile, isopropanol, ethanol을 최종 농도 50% 

(v/v)로 처리할 경우 항균활성에 변화가 없는 것으로 보아 유

기 용매에 매우 안정함을 확인 할 수 있었다(Table 3). 

항균범위확인

분리균주 L. lactis ET45가 생산하는 박테리오신의 항균범

위를 알아보기 위해 식품유래 병원성균 및 다양한 표준균주 

L. mesenteroides KCTC 3100, L. carnosum KCTC 3525, L. 

lactis KCTC 3528, L. plantarum KCTC 3099, L. plantarum 

KCTC 3104, L. confusus KCTC 3499, L. parabuchneri 

KCTC 3503, L. viridescens KCTC 3504, P. dextrinicus 

KCTC 3506, P. pentosaceus KCTC 3507, E. faecium KCTC 

3095, L. monocytogenes KCTC 3444, B. cereus KCTC 

1013, B. cereus KCTC 1014, B. cereus KCTC 3624, S. 

aureus 209 KCTC 1916, S. aureus R209 KCTC 1928, S. 

typhimurium KCTC 1926, E. coli KCTC 1924, E. coli 

KCTC 2191 및 C. albicans KCTC 1940 등 총 21개의 표준

균주를 이용하여 항균 활성을 확인한 결과, Table 4와 같이 L. 

monocytogenes KCTC 3444, S. aureus 209 KCTC 1916, S. 

aureus R209 KCTC 1928, S. typhimurium KCTC 1926, E. 

coli KCTC 1924, E. coli KCTC 2191 및 C. albicans KCTC 

1940을 제외한 다양한 미생물에 대한 항균활성을 나타내었다. 

특히 발효식품의 주요 식품유해균으로 알려진 B. cereus에 대

해서는 강한 항균 활성을 나타냄으로써 향후 식품산업의 천연 

식품보존제로서의 활용가능성도 기대할 수 있을 것이다.

배양조건이 박테리오신 생산에 미치는 영향

배양 온도의 영향: 분리균주 L. lactis ET45의 생육 및 박

테리오신 생산에 대한 최적 배양온도를 결정하기 위하여, 배

양 온도를 25°C, 30°C, 37°C로 하여 48시간 진탕 배양하였다. 

그 결과를 Fig. 1에 나타내었다. 25°C, 30°C에서 배양하였을 

때에는 18시간 이후부터 항균활성이 나타나기 시작하여 48시

간 때까지 일정한 활성을 유지하였다. 37°C에서는 12시간부

터 항균활성이 나타나기 시작하여 49시간 때까지 일정한 활성

을 유지하였지만, 25°C, 30°C에서의 박테리오신 최대역가의 

약 50% 수준을 나타내었다. 

Moonchai 등(25)이 보고한 L. lactis C7 균주가 생산하는 

박테리오신의 경우 22°C가 최적 온도인 것으로 나타나 비교

적 낮은 온도에서 박테리오신 최대활성을 나타내었다고 보고

하였고, L. lactis YH-10이 생산하는 박테리오신의 경우에는 

25°C에서 가장 높은 활성을 나타내었다고 보고하였다(5). 여

러 결과와 비교해 볼 때 박테리오신의 종류에 따라 최적 배양

온도가 상이하였다. 이렇게 차이가 나는 이유는 박테리오신의 

분자량과 구성성분 및 구조 등 생화학적 특성의 다르기 때문

인 것으로 알려져 있다(23). 

초기 배양 pH의 영향

분리균주 L. lactis ET45의 생육 및 박테리오신 생산에 대

한 최적의 초기 pH를 결정하기 위하여, MRS를 기본배지로 

하여 배지의 초기 pH를 각각 pH 3.5-9.5로 조절하고, 30°C에

서 24시간 진탕 배양하였다. 균체의 증식은 pH 9.5에서 가장 

높았으며, 다음으로 pH 8.5, 7.5순으로 나타났다. 박테리오신

의 활성은 pH 7.5에서 가장 높은 활성을 나타내었다(Fig. 2). 

따라서 L. lactis ET45의 박테리오신의 최대 활성은 MRS 액

체배지 초기 pH 7.5으로 조정하여 30°C에서 18-24시간 배양

하는 동안 나타나는 것으로 확인하였다.

Parante 등(27)이 보고한 L. lactis 140NWC 균주가 생산하

는 박테리오신의 경우에는 pH 5.5에서 최대 활성을 가진다고 

보고하여 본 실험의 균주와는 다소 차이가 있었다. 또한, L. 

lactis A164가 생산하는 박테리오신은 pH 6.0에서 가장 높은 

활성이 나타났다고 하였고(4), Lactococcus sp. J-105이 생산

하는 박테리오신 활성은 pH 8.0 부근에서 가장 높았다고 보고

하였다(18). 이와 같이 박테리오신을 생산하는 균주들의 최적 
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Fig. 1. Cell growth and bacteriocin production of L. lactis 
ET45 at different temperatures. One milliliter of culture was 
sampled at 6 h interval. Optical density at 600 nm was 
measured and the rest was centrifuged to recover supernatant 
from cell culture. The symbols: ￭─ cell growth; 󰋮─ bacteriocin 
activity unit (AU/ml); •─ final pH. The temperatures: (A) 
25°C, (B) 30°C, (C) 37°C.
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Fig. 3. Tricine-SDS-PAGE and detection of antibacterial 
activity of the partially purified bacteriocin from L. lactis 
ET45. (A) Coomassie blue stained tricine-SDS-PAGE gel. 
MA, The size marker (precision plus protein dual xtra 
standards marker, BIO-RAD #161-0377); Lanes: 1, Nisin 
(Sigma #N5764); 2, purified bacteriocin (B) Gel overlaid 
with 0.8% NB agar containing indicator organism, 1% of B. 
cereus KCTC 3624. Lanes: 1, Nisin; 2, purified bacteriocin.
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Fig. 2. Effects of pH on cell growth and bacteriocin 
production of L. lactis. One milliliter of culture was 
sampled. Optical density at 600 nm was measured and the 
rest was centrifuged to recover supernatant from cell culture. 
The symbols: •─ cell growth; 󰋮─ inhibition activity: ￭─
bacteriocin activity unit (AU/ml).

pH는 세균마다 다양하게 나타나는 것으로 보고되어있다. 

Tricine-SDS-PAGE에 의한 항균물질의 분자량 측정

부분 정제된 박테리오신의 분자량을 추정하기 위하여 전기

영동을 실시하였다. 지시균으로 B. cereus를 사용하여 항균효

과를 비교한 결과, Fig. 3에서 보는 바와 같이, 대략 4.5 kDa

에 위치하고 있는 band에서 항균활성을 나타내었다.

본 L. lactis ET45 균주가 생산하는 박테리오신은 유산균이 

생산하는 박테리오신 중 열에 안정하며, 분자량이 5 kDa 이하

의 박테리오신이 속하는 Class I 박테리오신으로 추정되며, 정

확한 분류 및 분자량 등의 특징을 파악하기 위해서는 박테리

오신의 순수분리 및 단백질 염기서열의 분석 작업 등이 필요

하다.

적요

Bacillus cereus에 항균활성을 갖는 박테리오신을 생산하는 

유산균을 김치로부터 분리하였다. 선별한 균주는 Bergey's 

manual, 16S rDNA 분석을 통하여 Lactococcus lactis로 동정

되었으며, L. lactis ET45로 명명하였다. ET45가 생산하는 박

테리오신은 pH 3.0-11.0까지 안정하였고, 열 안정성 테스트 
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결과 40-121°C까지 안정함을 확인하였다. 박테리오신의 생산

을 위한 최적 조건으로 MRS 액체배지에서 초기 pH 7.5, 

30°C에서 18시간 배양하였을 때 최대생산을 보였다. 박테리

오신의 항균활성이 proteinase K의 처리로 활성이 소실되어, 

박테리오신이 단백질성 물질임을 확인하였다. 박테리오신의 

분자량은 tricine sodium dodecyl sulfate polyacryamide gel 

electrophoresis (TSDS- PAGE)를 통하여 약 4.5 kDa임을 확

인하였다.
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