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The bacterial strain isolated from Kimchi showed antibacterial activity against Micrococcus luteus IAM 
1056. The selected strain was identified as Lactococcus lactis by 16S rRNA nucleotide sequence analysis 
and named as Lactococcus sp. KD 28. The treatment of culture supernatant with proteinase K removed 
antibacterial activity, indicating its proteinaceous nature, a bacteriocin. This bacteriocin was sensitive 
to hydrolytic enzymes such as α-chymotrypsion, trypsin, proteinase K, lipase, α-amylase and subtilisin 
A. The bacteriocin was highly thermostable and resistant to heating at 80℃ for up to an hour but 
50 % of the total activity was remained at 100℃ for 30 min. The pH range from 2.0 to 8.0 had no 
effect on bacteriocin activity and it was not affected by solvents such as acetonitrile, isopropanol, 
methanol, chloroform and acetone up to 50% concentration. The bacteriocin showed antibacterial activ-
ity against M. luteus IAM 1056, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis KCTC 1058, Enterococcus faecium 
KCTC 3095, Bacillus cereus KCTC 1013, B. subtilis KCTC 1023, Listeria ivanovii subsp. ivanovii KCTC 
3444, Staphylococcus aureus subsp. aureus KCTC 1916, B. megaterium KCTC 1098 and B. sphaericus KCTC 
1184. The bacteriocin was purified through ammonium sulfate concentration, SP-Sepharose chromatog-
raphy and RP-HPLC. The molecular weight was estimated to be about 3.4 kDa by tricine-SDS-PAGE 
analysis.
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서   론

박테리오신은 미생물에 대한 경쟁적인 생육 저해제로서 펩

타이드 또는 단백질로 구성된 항균성 물질로 치즈 및 유제품 

특히 발효 식품 등에서 분리한 다양한 미생물로부터 생산된다

[2, 4, 34]. 특히 유산균(lactic acid bacteria)은 식품의 발효에 

중요한 역할을 하며 다양한 항균물질을 생산하는 것으로 알려

져 있다[15, 21, 25]. 유산균이 생산하는 박테리오신은 세포표

면의 특정 혹은 비 특정 수용체에 부착하여 항균작용을 나타

내며 표적세포의 세포막 투과성을 변화시켜 막 수송을 방해하

거나 proton motive force에 영향을 줌으로써 에너지 생산과 

단백질이나 핵산의 합성을 저해하는 것으로 알려져 있다[1, 

16, 17, 19]. 유산균은 김치 발효에 중요한 역할을 할 뿐만 아니

라 다양한 항균물질을 생산하는 것으로 알려져 있고 다양한 

발효식품을 안정시키기 위한 중요한 후보로 대두되고 있다[5, 

13]. 박테리오신은 균체 표면에 있는 특이적인 수용체에 흡착 

후 세포막의 수송단백질과 결합하여 세포의 DNA나 리보솜을 

파괴하여 세포를 사멸시키거나 박테리오신 분자가 trans-

membrane helix를 형성한 뒤 세포막의 수송단백질과 결합한 

후에 단백질 분자의 기질 특이성을 파괴하고 세포 내 성분을 

유출시켜서 세포의 에너지 대사와 생리적 기능을 상실시키는 

것으로 알려져 있다[2, 33, 34].  

박테리오신은 항생제와 달리 단백질로 구성되어 인체에 들

어오게 되면 소화 기관 내에서 단백질 가수분해효소에 의해 

쉽게 분해되어 인체에 무독성이고 잔류성이 없다[17]. 또한 항

생제는 2차 대사산물인데 비해 박테리오신은 자기 자신의 유

전자로부터 생합성 되어 분자생물학적으로 다양한 응용이 가

능하며 또한 다양한 식품 내 존재하는 포자형성균, 병원성 및 

부패 균의 성장을 억제함으로써 천연 식품보존제 개발에 관련

된 연구들이 증가되고 있는 추세이다[10, 16, 26, 34, 35].

L. lactis가 생산하는 nisin은 34개의 아미노산으로 이루어져 

있으며 기존의 펩타이드와 구별되는 lanthionine 고리구조를 

가지며 다른 펩타이드에 비해 1,000배 이상의 강한 활성을 보

이며 vancomycin 내성 균주 대처에 대한 대안으로 알려져 있

는 대표적인 박테리오신이다[3, 8, 9, 18, 30]. Nisin은 여러 나

라에서 많이 사용하고 있는데 이는 1995년 WHO에 식품보존

제로 승인된 이후로 치즈산업이나 통조림산업에서 식품보존
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Table 1. Antibacterial spectrum of bacteriocin produced by L. 

sp. KD 28

Test microorganisms
Activity

(mm)

Micrococcus luteus IAM 1056
Xanthomonas citri KCTC 2499

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis KCTC 1058
Entrococcus faecium KCTC 3095
Salmonella typhimurium KCTC 1926

Escherichia coli KCTC 1041 
Bacillus cereus KCTC 1013
Bacillus subtilis KCTC 1023

Listeria ivanovii subsp. ivanovii KCTC 3444
Staphylococcus aureus subsp. aureus KCTC 1916
Bacillus megaterium KCTC 1098

Bacillus sphaericus KCTC 1184

23
-

11
15
-

-
10
8

13
16
17

13

*The diameter of well is 6 mm.

제로 사용하고 있으나 그람 양성균에는 항균활성이 있는데 

비해 음성균에 대해서 제한적인 항균활성을 나타내고, pH에 

의존적이며 phospholipid에 대한 흡착력이 있어 쉽게 활성이 

떨어지는 단점이 있다[6, 13, 31]. 김치는 살균처리 없이 저온에서 

유통되어 L. monocytogenes에 감염될 위험이 있으며, 이 외에도 

유통되는 과정에서 환경적인 요인으로 인하여 유해 미생물에 

의한 오염, 과도한 발효로 인한 산패 균의 생육으로 인해 품질이 

저하뿐만 아니라 상업용 김치에 대한 수요가 증가하면서 천연 

식품 첨가물에 대한 소비자들의 선호도가 증가되었다[10, 15, 34].  

따라서 본 연구에서는 김치 내에서 미생물의 생육을 조절하

고 김치의 저장성과 안전성을 향상시키고자 김치로부터 박테

리오신을 생산하는 유산균을 분리하고 황산암모늄 침전법, 이

온교환 크로마토그래피, SDS-PAGE를 이용하여 정제한 후 박

테리오신의 분자량 및 그 특성을 확인하고자 한다.

재료 및 방법

미생물의 분리 

전통발효식품에서 박테리오신을 생산하는 유산균을 분리

하고 박테리오신을 정제하고 특성을 조사하기 위해 일차적으

로 창원시 가정집에서 배추김치를 수집하였다. 김치국물을 멸

균된 생리식염수에 10-1~10-5 희석하여 Lactobacilli De Man, 

Rogosa and Sharpe (MRS) 고체 배지에 도말한 후 37℃에서 

배양하고 나타난 집락의 형태학적 특성에 근거하여 분리주를 

선정하였다. 선정된 균주를 4 ml의 MRS 액체배지 37℃에서 

하룻밤 배양하고 원심분리한 후 상등액을 회수하여 항균활성 

확인에 사용하였다[14, 20].

항균활성의 검증 

배양 상등액의 항균활성을 검증을 위해서 well diffusion 

method [30]를 사용하였다. 지시균(indicator)인 M. luteus 

IAM 1056 배양액을 1% 농도로 접종하고 0.1 M potassium 

phosphate (pH 7.0) 완충액을 함유한 enriched nutrient broth 

(ENB, 1.25% brain heart infusion, 0.55% nutrient broth, 

0.25% yeast extract) soft agar (0.8% agar) 10 ml를 ENB 고체

배지에 중층하여 test plate를 제조하였다[8, 13, 28]. 분리주의 

배양 상등액을 50 μl 씩 well에 얹고 무균대에서 30분간 건조

한 후 30℃에서 18시간 배양하여 well 주위에 생육 저해환의 

유무를 관찰하였다[32]. 단백질성 항균물질인 박테리오신을 

탐색하기 위한 일환으로 배양 상등액을 proteinase K를 처리

할 경우 항균활성이 사라지는 시료를 2차 선정하였다. 박테리

오신 역가는 arbitrary unit (AU)로 표기하였고 상등액을 2배

씩 희석하여 저해환을 형성하는 최대 희석배수의 역수를 취한 

값을 AU로 정의하였고 시료 1 ml 에 대해서 환산해 주는 환산

계수를 곱하여 AU/ml로 나타내었다[11].

선정균의 동정

분리주의 분자계통학적 동정을 위해 primer로 27F (AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG)와 1492R (GGT TAC CTT GTT 

ACG ACT T)를 사용하였고, PCR 조건은 95℃에서 15분 처리 

후, 95℃에서 20초, 50℃에서 40초, 72℃에서 90초로 구성된 

PCR cycle을 30회 반복하고, 72℃에서 5분간 반응시켰다. 증폭

된 PCR 산물은 Wizard SV Gel and clean-up system (Pro-

mega, Madison, WI, USA)을 이용하여 염기서열을 분석하였

다. 그 결과는 GenBank의 ribosomal DNA sequence Date 

base와 비교하였으며, 염기서열의 상동성은 Clustal X 2.0 soft-

ware, DNADIST 프로그램 및 MEGA 5.0 프로그램을 이용하

여 phylogenetic tree analysis을 수행하여 확인하였다[2, 14]. 

항균 스펙트럼

박테리오신의 항균 스펙트럼은 well diffusion method [21]

를 사용하여 조사하였다. M. luteus IAM 1056, B. megaterium 

KCTC 1098, B. subtilis KCTC 1023, B. cereus KCTC 1013, L. 

ivanovii subsp. ivanovii KCTC 3444, X. citri KCTC 2499 등(Table 

1)을 시험균주로 사용하여 저해환의 지름을 측정하였다[20].

분리주의 배양학적 특성

분리주 L. sp. KD28을 100 ml MRS 액체배지에서 25℃, 30 

℃ 및 37℃, 200 rpm에서 48시간 배양하면서 6시간 마다 배양

액을 회수하여 600 nm에서 흡광도를 재어 세포생장을 측정하

였다. 나머지 배양액을 원심분리하여 얻은 배양 상등액의 M. 

luteus IAM 1056에 대한 항균활성을 well diffusion method 

으로 측정하였다[11].

박테리오신의 특성조사

열안정성

박테리오신의 열안정성을 조사하기 위하여 배양 상등액을 
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20℃, 40℃, 60℃, 80℃ 및 100℃에서 1시간 배양하면서 10분 

간격으로 잔존하는 박테리오신의 항균활성을 측정하였다[20].

pH 내성

pH에 대한 박테리오신의 안정성을 조사하기 위하여 pH 

2.0 (0.1 M citrate buffer), pH 4.0 (0.1 M acetate buffer), pH 

6.0 (0.1 M phosphate buffer), pH 8.0 (0.1 M tris buffer), pH 

10.0 (0.1 M carbonate buffer) 및 pH 12.0 (0.1 M phosphate 

buffer) 의 완충용액과 배양 상등액을 부피비 1:1로 혼합하고 

상온에서 24시간 반응시킨 후 잔존하는 박테리오신의 항균활

성을 측정하였다.

유기용매 내성

Chloroform, isopropanol, methanol, ethanol, acetone 및 

acetonitrile 등을 분리주, L. sp. KD 28의 배양 상등액과 부피 

1:1의 비율로 혼합하여 용매의 최종 농도를 50%로 맞추었다. 

상온에서 24시간 배양한 후, 유기용매에 대한 잔존하는 박테

리오신의 항균 활성을 측정하였다[20].

가수분해효소에 대한 내성

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사의 lipase (4,307 U/ 

mg)와 trypsin (13,500U/mg)은 50 mM tris-HCl buffer (pH 

7.5), α-chymotrypsin (83.9 U/mg)과 carboxypeptidase A (73 

U/mg)는 50 mM tris-HCl (pH 8.0), pepsin (3.280 U/mg)은 

10 mM citrate (pH 2.0), α-amylase (519 U/mg)는 0.1 M so-

dium phosphate (pH 7.0)에 그리고 proteinase K (30 U/mg)

는 0.01 M tris-HCl (pH 7.9), 0.005 M EDTA 및 0.5% SDS 

등의 반응액에서 각 효소의 최종 2 mg/ml 되게 첨가하고 37℃

에서 4시간 그리고 proteinase K는 45℃에서 12시간 반응시켰

다. 남아있는 박테리오신 활성은 M. luteus IAM 1056 에 대한 

저해환의 크기를 측정하였다. 또한 음성대조구로는 동일한 조

건하에서 시료대신 멸균수를 첨가한 것을 사용하였다[12, 20].

황산암모늄 침전법에 의한 농축

L. sp. KD 28균주의 배양 상등액 500 ml을 65%의 황산암모

늄으로 포화시킨 후 4℃에서 3시간 교반한 후 원심분리(15,000 

rpm, 25 min, 4℃)하였다. 침전물을 회수하여 50 mM sodium 

phosphate buffer (pH 6.0) 40 ml에 녹이고, MWCO가 1,000인 

투석막(Spectrum Laboratories, Houston, TX, USA)을 사용하

여 하룻밤 투석한 후 항균활성을 측정하였다[14, 20].

양이온교환크로마토그래피 및 역상 HPLC를 이용한 정제

황산암모늄 침전법으로 농축한 시료를 하룻밤 동안 50 mM 

sodium phosphate buffer (pH 6.0)로 평형화시킨 양이온 교환

수지 SP-Sepharose column에 주입하고 동일한 완충액으로 세

척하였다. 0~1.0 M NaCl gradient를 걸어주어 이온교환체에 

결합한 단백질을 용출하면서 분획을 2 ml씩 받고 이를 280 

nm 에서 흡광도를 측정하였다. 지시균인 M. luteus IAM 1056

에 항균활성이 있는 분획을 합치고 증류수에서 투석을 한 다

음 동결건조로 농축하였다.

동결 건조한 분리주를 0.45 μm 여과지를 통해 여과한 후 

buffer A (0.1% TFA in HPLC grade water) 용액으로 평형화

시킨 C18 column (Agilent Eclipse XDB-C18)을 사용하여 분리

하였다. 시료 주입 후 10분간 100% buffer A로 세척한 후 50분

간 buffer B (100% acetonitrile/0.1% TFA)를 0~100% 농도구

배를 걸어주고 그 다음 10분간은 100% buffer B로 세척하였다. 

1.0 ml/min의 유속으로 흘러주었고 각 peak 별로 회수한 1 

ml 분획의 박테리오신 활성을 조사하여 활성이 있는 분획을 

합치고 농축한 후 1차 HPLC와 같은 조건으로 2차 HPLC를 

실시하여 박테리오신을 정제하였다.

Tricine SDS-PAGE 전기영동

정제한 박테리오신의 순도와 분자량을 추정하기 위해 

Schägger와 Von Jagow [26, 27]의 방법으로 tricine SDS-PAGE

를 실시하였다. 정제한 시료를 tricine sample buffer와 1:1의 

부피비로 혼합하여 80℃에서 3분간 가열하였다. 16.5% poly-

acrylamide gel에서 100 V에서 2시간 전기영동을 실시하였다. 

전기영동이 종료된 후 유리판으로부터 gel을 분리하여 하나는 

polypeptide fixative solution (40% methanol, 10% acetic 

acid)에 30분간 담근 후 0.1% Coomassie brilliant blue R-250 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)으로 2시간 염색한 후 meth-

anol:acetic acid:water (1:1:8, v:v:v) 용액으로 24시간 탈색하였

다. 나머지 gel은 3차 증류수를 30분마다 교체하면서 5회 세척

하였다. 세척한 gel을 petri dish에 넣고 UV를 10분간 조사시

킨 후 1% M. luteus IAM 1056 가 접종된 ENB soft agar를 

중층 하여 30℃에서 18시간 배양하여 항균활성을 확인하였다

[24].

결과 및 고찰

미생물의 분리 및 항균활성 검증  

MRS 고체배지에 생성된 형태학적인 특징에 따라 16주를 

분리하여 ４ ml의 MRS 액체배지에서 37℃에서 하룻밤 배양

하여 회수한 배양 상등액을 well diffusion method [29]으로 

항균활성을 나타내는 시료를 일차적으로 선별하였다. 이 중에

서 상대적인 항균 범위가 넓고 가수분해 효소인 proteinase 

K를 처리했을 때 항균 활성이 상실되는 단백질성 항균물질이 

생산하는 분리주를 최종적으로 선별하였다. 선정한 분리주의 

주사전자현미경 사진을 Fig. 1에 나타내었으며 이 균주는 전형

적인 구균임을 알 수 있었다.

선정균의 동정

선정균의 16S rRNA 염기서열을 분석하고 Blast search로 

검색한 결과 L. lactis 종과 99%의 상동성을 보여 L. sp. KD 
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Fig. 2. Construction of phylogenetic tree of the selected isolate.

Fig. 1. Scanning electron micrograph of bacterial isolate from 

Kimchi.

Table 2. Susceptibility of the bacteriocin to hydrolytic enzymes

Enzyme Activity

Proteinase K

Trypsin

α-Chymotrypsin

Pepsin

α-Amylase

Carbocypeptidase A

Subtilisin A

Lipase

-

+

-

+

-

-

+

-

28로 명명하였다(Fig. 2).

항균 스펙트럼

분리주가 생산하는 박테리오신은 M. luteus IAM 1056, B. 

megaterium KCTC 1098, B. subtilis KCTC 1023, B. cereus KCTC 

1013, L. ivanovii subsp. Ivanovii KCTC 3444 and X. citri KCTC 

2499 주로 그람 양성균에 대해서 항균활성을 나타냈다(Table 

1). 그람 음성균에서는 항균활성을 나타내지 않았는데 이는 

젖산균이 생산하는 박테리오신은 proton motive force을 붕괴

시켜 세균의 성장을 억제하는데, 외막이 존재하는 그람 음성

균에는 작용하지 못하는 것과 일치한다[15, 29].

분리주의 배양학적 특성　 

분리주의 생육온도가 세포성장과 박테리오신 생산에 미치

는 영향을 조사하였다. 온도별 세포생장의 경우 37℃에서 유도

기가 없이 상대적으로 빨리 자라기 시작하였으나 30℃와 25℃

에서는 6시간과 12시간의 유도기를 거친 후 자라기 시작하였

다. 배양온도가 낮을수록 즉시 자라지 못하고 긴 유도기가 필

요한 것으로 나타났으나 배양 후 24시간 이후는 배양온도에 

상관없이 유사한 생육곡선을 보였다(Fig. 3A). 박테리오신 활

성을 보면 25℃에서는 24시간, 30℃에서는 12시간，37℃에서

는 6시간 이후부터 항균활성을 나타내기 시작하여 배양시간

이 경과함에 따라 항균활성이 증가하여 30시간부터 최대의 

항균활성을 나타내었다(Fig. 3B). 

박테리오신의 특성조사

열 안정성

항균물질을 20℃~100℃범위에서 60분 동안 배양하여 열 안

정성을 조사한 결과 20℃~80℃에서 60분간 처리부터 항균활

성이 감소하기 시작하여 30분간 처리시 50%의 항균활성을 나

타내었고 50분간 처리할 경우 항균활성이 완전히 사라졌다

(Fig. 4). 이를 토대로 분리주가 생산하는 박테리오신은 비교적 

열에 안정함을 알 수 있었다. 미생물로부터의 항균물질은 저 

분자의 펩타이드로써 일반적으로 열에 안정한 것으로 알려져　

있다. 그 예로써 L. acidophilus가 생산하는 lactacin B는 120℃

에서 60분간 열처리 하여도 그 활성에는 변화가 없었으며 Ｌ. 

plantarum LPC10의 plantaricin S도 100℃에서 각각 60분과 

30분 열처리 시 안정하여 내열성이 크게 나타났다[31]. 

반면, 열에 안정하지 못한 항균물질에 대한 보고서로는 L. 

helveticus 균주로부터 helveticin V-1829는 60℃에서 불활성 되

기 시작하여 100℃에서는 30분 안에 활성을 잃어 온도에 민감

한 것으로 보고되었다[36]. 그리고 B. subtilis cx1으로부터의 

항균물질을 50℃에서 1시간 안에 항균활성이 완전히 상실된

다는 것으로 미루어 보아 열에 대한 안정성이 매우 낮음을 
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A

B

Fig. 3. Cell growth and bacteriocin activity grown at different 

temperature. The bacterial strain, L. sp KD 28 was 

cultivated in 100 ml of MRS broth at 37℃, 200 rpm for 

48 h. Three milliliters of culture were sampled every 6 

h. Optical density at 600 nm was measured (A) and 

culture supernatant was recovered by centrifugation 

and used for determining bacteriocin activity by well 

diffusion method (B). The symbols: -■-, 25℃; -◆-, 30℃; 

-▲-, 37℃.

Fig. 4. The effect of heat treatment on bacteriocin activity. Culture 

supernatant was incubated at indicated temperatures for 

60 min and 0.1 ml of sample was taken at the interval 

of 10 min and then residual activity (AU/ml) was de-

termined by 2-fold dilution and well diffusion method. 

The symbols: -＊-, 20℃; -○-, 40℃; -◇-, 60℃; -△-, 80℃; 

-□-, 100℃.

Table 3. Effect of organic solvents on the bacteriocin activity

Solvents Residual activity (AU/ml)

No solvent

Acetone

Acetonitrile

Chloroform

Ethanol

Isopropanol

Methanol

264

264

264

264

264

264

264

*Final concentration of solvent was 50% (v/v).

Fig. 5. Effect of pH on the bacteriocin activity.알 수가 있다[16].

유기용매 내성

유기용매에 대한 내성의 경우 50%(v/v)의 acetone, aceto-

nitrile, chloroform, ethanol, isopropanol과 methanol 등에 모

두 안정성을 보였으며 HPLC 기기분석 시 용매의 선택에 참고

하였다(Table 3).  

pH 내성

pH가 박테리오신의 항균활성에 미치는 영향을 알아보기 

위해 시료를 pH 2.0에서 pH 12.0 범위에 해당되는 완충용액과 

시료의 부피를 1:1로 혼합한 후 상온에서 24시간 배양한 후 

잔존활성을 측정한 결과를 나타내었다(Fig. 5). pH 8.0까지의 

영역에서 항균활성을 유지하여 안정하다는 것을 알 수 있었

다. 대부분의 유산균이 생산하는 박테리오신은 낮은 pH에서 

활성을 보이거나, 매우 좁은 범위의 pH에서만 안정한 것으로 

알려져 있다. 그 예로 L. plantarum C-11이 생산하는 plantar-

icin A는 pH 4.0~6.5 사이의 범위에서만 활성을 유지하였고, 

nisin의 경우에도 pH 2.0에서의 활성을 유지하지만 pH 8.0~ 

12.0의　알칼리　영역에서는 활성이 감소하는 것으로 보고되었

다[7]. pH가 높을 경우에 hydroxides ions, deprotonated　

amines, deprotonated  hydroxyl group과 같은 nucleophile은 

dehydro residue와 반응하여 분자 간 혹은 분자 내 cross-link-

age를 형성하여 화학적 변형을 일으키거나 cofactor 때문이라 

사료된다[21].

가수분해효소에 대한 내성

부분 정제한 박테리오신 용액에 여러 종류의 가수분해효소
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Table 4. Purification of bacetriocin from culture supernatant of L. sp. KD 28

Purification step
Volume

(ml)

Total protein

(mg）

Activity

(AU/ml)

Total activity

(AU)

Specific activity

(AU/mg）

Purification

fold

Yield

(%)

Culture supernatant

Ammonium sulfate

Ion exchange chromatography

HPLC

500

50

40

1

20

1.6

0.8

0.01

 256

1,280

 640

5,120

128,000

 64,000

 25,600

  5,120

  6,400

 40,000

 32,000

512,000

1

6.25

5

80

100

 50

 20

  4

    A                                                           B

Fig. 6. HPLC Chromatogram and confirmation of antibacterial activity. The active fractions from SP-Sepharose column chromatog-

raphy were dialyzed and freeze-dried. Dissolved concentrate was applied to reverse phase HPLC using Agilent Eclipse 

XDB-C18 column (A). After washing with buffer A at the flow rate of 1.0 ml/min, acetonitrile concentration gradient from 

0 to 100% was applied to the column. Each 1.0 ml of eluate was collected and bacteriocin activity of each fraction was 

determined using the well diffusion method (B).

를 2 mg/ml의 농도가 되도록 첨가하여 반응시킨 후 항균물질

의 활성을 측정한 결과, proteinase K에 의해서는 항균활성이 

완전히 소실되어 항균 활성물질이 단백질성 물질인 박테리오

신임을 확인할 수 있었다(Table 2). 일부 단백질 분해효소에 

의해 활성이 소실되지 않은 것은 리신, 아르기닌, 페닐알라닌, 

타이로신, 카르복실기 c-말단, 등과 같은 특이적인 절단부위가 

없거나 반응시킨 효소농도의 문제로 추정된다[14]. 단백질 가

수분해효소인 lipase, carboxypeptidase A 및 proteinase K에 

의해서는 박테리오신의 활성이 제거됨으로써 단백질성 물질

임을 확인할 수 있었다. 단백질분해효소에 대한 감수성은 

class II 박테리오신의 전형적인 성질이다[17]. 

양이온 교환크로마토그래피 및 역상 HPLC 이용한 정제

분리주를 MRS 액체배지에서 30℃, 48시간 배양한 후 원심 

분리하여 얻은 배양 상등액의 박테리오신 활성은 256 AU/ml

이었고, 황산암모늄 침전법으로 정제된 박테리오신 활성은 

1,280 AU/ml으로 활성을 나타내었다. 분리주가 생산하는 박

테리오신을 정제하기 위하여 배양 상등액 중의 단백질을 황산

암모늄 침전법으로 농축시킨 후 이온교환 크로마토그래피와 

역상 HPLC를 실시하여 정제를 시도한 결과는 Table 4와 같다.

황산암모늄 침전법으로 농축한 시료를 column에 통과시킨 

후 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) 천천히 흘려준 

후에 NaCl gradient를 걸어 주어 column에 결합된 단백질을 

완전히 용출시킨 결과를 M. luteus IAM 1056에 대한 생육저해 

여부를 조사한 결과 분획 중 85~102번째 분획에서 항균활성이 

나타났다. 항균활성 분획을 투석 및 동결 건조 시킨 후에 3차 

증류수에 용해시켜 RP-HPLC를 통해 정제를 하였는데 C18 

column에서 박테리오신의 정제는 2번 실시하였고 이 때의 크

로마토그램은 Fig. 6와 같다. C18 column으로 분석한 결과 단

일 peak로 확인되었고 peak가 나타난 분획을 회수하여 tri-

cine-SDS-PAGE 전기영동에 사용하였다.

Tricine SDS-PAGE 전기영동

RP-HPLC를 통해 최종 정제된 박테리오신의 분자량을 알

아보기 위하여 tricine SDS-PAGE 전기영동을 실시한 결과 

Fig. 7과 같다. 정제된 박테리오신은 단일 밴드를 나타내었고 

분자량 표준 marker(Bio-Rad)와 비교한 결과 약 3.4 kDa인 분

자량을 가지는 것으로 추정되었다. 또한 항균활성을 알아보기 

위하여 전기영동 한 gel을 멸균된 3차 증류수로 30분간 5회 

세척한 후 M. luteus IAM 1056가 접종된 ENB soft agar를 중층 
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Fig. 7. Tricine-SDS-PAGE and activity detec-

tion of purified bacteriocin. Gel stained 

with Coomassie brilliant blue (A). Gel 

overlaid with ENB soft agar containing 

1% of M. luteus IAM 1056 (B). Lane 1: pol-

ypeptide SDS-PAGE standards marker, 

lane 2: purified bacteriocin.

하여 박테리오신의 활성을 조사한 결과 염색한 gel의 밴드와 

일치하는 곳에 저해환이 생겨 박테리오신임을 확인할 수 있었

다. 본 실험에서 분리된 박테리오신은 분자량이 적은 펩타이

드에 속하며 소수성 아미노산으로 구성되어 있을 것으로 추정

된다. Class IIa 박테리오신의 분자량이 12 kDa 이하이며 3~5 

kDa 범위에 속하며 Listeria를 강하게 저해하지 못한다는 이전

의 논문과 연관시켜 보았을 때 본 연구에서 정제한 박테리오

신은 Class IIa 그룹에 속한다는 것을 알 수 있었다[2, 24, 25]. 

또한 gel에 나타난 밴드가 확산되는 현상 또한 박테리오신 분

자가 강한 소수성에 기인하고 다수의 항균성 펩타이드들과 

지시균 세포막과의 상호작용과 관계된 사실을 뒷받침한다[10, 

12]. 한국고유의 전통식품인 김치에서 분리한 젖산균인 박테

리오신은 비교적 항균범위가 넓고 식품에서 발생하기 쉬운 

병원성 미생물에서 저해효과를 보이고 있으므로 앞으로 추가 

연구를 통해 무독, 무해의 천연 식품 보존제로서의 응용이 기

대된다. 
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초록：김치에서 분리한 Lactococcus lactis가 생산하는 박테리오신의 정제 및 특성

이지영2․최낙식1․전성식3․문자영1․강대욱1* 

(1창원대학교 보건의과학과, 2창원대학교 대학원 생명공학협동과정, 3한국국제대학교 식품의약학과)

김치로부터 분리한 L. sp. KD 28은 펩타이드성 항균물질인 박테리오신을 생산하였다. 이 박테리오신은 α-chy-

motrypsin, proteinase K, lipase, α-amylase, carboxypeptidase A 효소에 대해서 매우 민감한 반응을 보였다. 낮은 

pH 2.0에서 약 염기성의 pH 8.0까지는 항균활성을 온전히 유지하였으나 pH 8.0 이상에서는 항균활성이 감소하기 

시작하여 pH 12.0에서는 25%로 감소하였다. L. sp. KD 28는 16S rRNA 분자계통학적 분석을 한 결과 L. lactis 

와 99% 상동성을 보였다. 또한 김치에서 분리한 L. sp. KD 28이 생산하는 박테리오신은 acetonitrile, isopropanol, 

methanol, chloroform 및 acetone 등의 유기용매 최종 농도 50%에서 항균활성은 영향을 받지 않았다. 열 안정성의 

경우 80℃까지 한 시간의 열처리에 안정하였으나 100℃에서는 20분 이상의 열처리에 의해 항균활성이 감소하여 

50분간 열처리할 경우 항균활성이 나타나지 않았다. 또한 이 박테리오신은 그람 음성보다는 양성 세균인 M. lu-

teus IAM 1056, L. delbrueckii subsp. lactis KCTC 1058, E. faecium KCTC 3095, B. cereus KCTC 1013, B. subtilis 

KCTC 1023, S. aureus subsp. aureus KCTC 1916, B. megaterium KCTC 1098, B. sphaericus KCTC 1184 및 L. ivano-

vii subsp, ivanovii KCTC 3444 등에 대해서 항균활성을 보였다. 박테리오신을 SP-Sepharose 이온교환크로마토그

래피로 부분 정제한 후 RP-HPLC 를 통해서 최종적으로 정제하여 tricine-SDS-PAGE를 통해 분자량을 확인한 결

과 약 3.4 kDa로 나타났다.




