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As an effort to find a potential biopreservative, we isolated bacterial strains producing bacteriocin 
from fermented foods. A strain was finally selected and characteristics of the bacteriocin were 
investigated. The selected strain was identified as Bacillus subtilis E9-1 based on the 16S rRNA gene 
analysis. The culture supernatant of B. subtilis E9-1 showed antimicrobial activity against Gram-pos-
itive bacteria. Subtilisin A, α-chymotrypsin, trypsin and proteinase K inactivated the antimicrobial ac-
tivity, which means its proteinaceous nature, a bacteriocin. The bacteriocin activity was fully retained 
at the pH range from 2.0 to 8.0 and stable at up to 100℃ for 60 min. Solvents such as ethanol, iso-
propanol and methanol had no effect on the antimicrobial activity at the concentration of 100% but 
acetone and acetonitrile reduced the activity at up to 100% concentration. Cell growth of four in-
dicator strains was dramatically decreased in dose-dependent manner. Listeria monocytogenes was the 
most sensitive, but Enterococcus faecium was the most resistant. Bacillus cereus and Staphylococcus aureus 
showed the medium sensitivity. The bacteriocin showed its antimicrobial activity against B. cereus and 
L. monocytogenes via bactericidal action. The number of viable cells of L. monocytogenes started to re-
duce after addition of bacteriocin to the minced beef. The bacteriocin was purified through acetone 
concentration, gel filtration chromatography and RP-HPLC. The whole purification step led to a 6.82 
fold increase in the specific activity and 6% yield of bacteriocin activity. The molecular weight of the 
purified bacteriocin was determined to be 3.3 kDa by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry. 
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서   론

박테리오신은 미생물의 리보솜에서 합성되는 천연의 무독

성 방부제로 주목받고 있는 단백질성 또는 펩티드성 항균물질

이며 인체에 섭취되면 소화효소인 단백질 가수분해효소에 의

해 분해되어 인체에 무독하고 잔류성이 없다는 점에서 식품의 

천연보존제로서 효용성이 증대되고 있다.  박테리오신은 비교

적 고온에서 안정하며 넓은 pH 범위에서 안정성을 갖고 무독, 

무색, 무취하여 합성보존제를 대체할 수 있을 것으로 기대된

다[11].  

현재 널리 사용되고 있는 항생제는 2차 대사산물인 반면 

박테리오신은 자신의 유전자로부터 생합성되는 것이므로 유

전자분석 및 조작을 통하여 분자수준에서 생산량을 최대화하

기 쉬울 뿐만 아니라 박테리오신의 구조유전자의 분자적 변이

를 통하여 우수한 박테리오신을 합성할 수 있다. 항생제는 사

람에게 투여 시 항생제 내성균 출현과 항생제의 인체 내 축적 

등과 같은 부작용이 있으나 박테리오신은 인체에 섭취되면 

단백질 가수분해효소에 의해 분해되어 인체에 무독하고 잔류

성이 없기 때문에 보존제로 이용성이 증대되고 있다[4].

젖산균인 Lactococcus lactis subsp. lactis가 생산하는 박테리

오신인 nisin [15]이 보고된 이래  Lactobacillus acidophilus로부

터 lactacin F [16], Pediococcus acidilactici로부터 pediocin SA-1 

[2]과 pediocin SJ-1 [19] 그리고 L. lactis subsp. cremoris로부터 

lactococcin A [12] 등의 박테리오신이 생산됨이 보고되었다.

 또한 Bacillus 속이 생산하는 항균물질들은 종에 따라 다양

하며 B. subtilis가 생산하는 대표적인 항균물질은 subtilin [20], 

subtilosin A [7, 10], mersacidin [3], sublancin 168 [5], MJP1 

[25], ericin S와 ericin A [21], Bac 14B [6], LFB112 [24] 등으로 

Bacillus 속 중 상대적으로 많이 보고되었다. 이들 대부분은 

peptide antibiotics라고 알려져 있으며 이러한 박테리오신의 

생물학적, 분자생물학적 특성에 관한 많은 연구들이 보고되었

다.

지금까지 알려진 박테리오신 중 식품보존제로 산업적으로 

이용되고 있는 박테리오신은 nisin으로서 이것은  Lactococcus 

lactis subsp. lactis에서 생산되며 자체 독성이 없으며 미국 

FDA (Food and Drug Administration)로부터 GRAS 

(generally recognized as safe)로 인정되어 현재  가공치즈, 

과일 및 야채 통조림, 발효유 제품, 육가공제품 등에 식품 보전

제로 사용괴고 있다[8]. 국내에서도  발효식품으로부터 식품부
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패균이나 식품 유래 병원성 미생물 등 다양한 미생물에 항균

활성을 나타내는 박테리오신을 생산하는 미생물을 탐색하고 

박테리오신의 생산성과 물리화학적 특성을 증진시키기 위한 

기초연구와 식품보존제서 이용과 같은 응용학적인 연구가 활

발하게 진행되고 있다.

따라서 본 연구에서는 한국 전통 발효식품인 젓갈류 중 토

하젓에서 분리한 B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신의 물

리적, 화학적, 생물학적 특성을 조사하고 정제하여 식품보존

제로서 적용 가능성을 확인하고자 한다.

재료 및 방법

발효식품에서 미생물의 분리

일반 음식점 및 가정에서 수집한 물김치, 된장, 고추장 및 

토하젓 등 식품시료를 멸균된 생리식염수로 10-1~10-5 희석하

여 Lactobacilli de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 고체 배지

에 도말한 후 37℃에서 배양하고 나타난 집락의 형태학적 특

성에 근거하여 분리주를 선정하였다. 선정된 균주를 4 ml의 

MRS 액체배지 37℃에서 15시간 배양하고 원심분리(10,000× 

g, 30 min, 4oC)한 상등액을 0.45 μm filter (Sartorius, 

Hannover, Germany)로 여과한 후 항균활성 확인에 사용하였

다[9].

분리주의 항균활성 조사

분리주 배양상등액의 항균활성을 조사하기 위해서 agar 

well diffusion   사용하였다. 시험균인 Micrococcus luteus IAM 

1056 배양액을 1% 농도로 접종하고 0.1 M phosphate buffer 

(pH 7.0) 완충액을 함유한 enriched nutrient broth (ENB, 

1.25% brain heart infusion (BHI), 0.55% nutrient broth, 0.25% 

yeast extract), soft agar (0.8% agar) 16 ml를 부어 test plate를 

제조하였다[13]. 박테리오신의 항균활성을 arbitrary unit 

(AU)로 표기하였고 상등액을 2배씩 희석하여 저해환을 형성

하는 최대 희석률의 역수를 취한 값을 AU로 정의하였고, 시료 

1 ml에 대한 환산계수를 곱하여 AU/ml로 나타내었다.

분리주의 동정

 최종 선정한 분리주의 염색체 DNA를 분리하고 27F 

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)와 1429R (TACGGYTACC 

TTGTTACGACTT) primer로 PCR 증폭한 16S ribosomal 

RNA 유전자의 염기서열을 분석과 phylogenetic tree 작성을 

통해 동정하였다[1].

가수분해효소에 대한 내성

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사의 α-amylase (519 

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

(73 U/mg), lipase (4,307 U/mg), subtilisin A (10 U/mg), 

trypsin (13,500 U/mg), pepsin (3,280 U/mg) 및 proteinase 

K (30 U/mg) 등을 각각의 완충액에 20 mg/ml로 녹여 제조한 

저장액을 농축한 시료에 2 mg/ml의 농도로 첨가하여 각 효소

에 따른 최적 온도에서 5시간 반응시켜 활성의 변화를 관찰하

였다.

항균스펙트럼

박테리오신의 여러 시험균에 대한 항균활성의 확인을 위해

agar well diffusion 법을 사용하였다. B. cereus KCCM 11204, 

E. faecium KCCM 12118, Escherichia coli KCCM 11835, L. mon-

ocytogenes KCCM 40307, M. luteus IAM 1056, Salmonella enter-

itidis KCCM 12021, Shigella boydii KCCM 41649, S. aureus 

subsp. aureus KCCM 40050, Streptococcus mutans KCTC 3065 

등을 시험균주로 사용하여 test palte에서 저해환의 형성 유무

를 조사하였다.

 

물리화학적 특성 조사

박테리오신의 열안정성을 조사하기 위해 박테리오신 용액

(300 AU)을 40, 60, 80 및 100℃에서 각각 30, 60, 90, 120분간 

열 처리한 후 잔존하는 박테리오신의 항균활성을 측정하였다. 

박테리오신 용액의 pH를 10 M NaOH와 10 M HCl 용액으로 

2, 4, 6, 8, 10, 12로 맞춰 상온에서 3시간 반응시킨 후 잔존하는 

박테리오신의 항균활성을 측정하였다. 또한 박테리오신 용액

을 Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)

으로 증발시킨 후 최종 농도가 20%, 40%, 60%, 80%, 100%인 

isopropanol, methanol, ethanol, acetone, acetonitrile 등의 용

매에 녹인 후 상온에서 3시간 반응시킨 후 잔존하는 박테리오

신의 항균활성을 측정하였다.

농도별 박테리오신에 대한 시험균의 감수성 조사

박테리오신에 대한 시험균의 감수성을 비교하기 위해 농축

된 배양 상등액을 액체배지에 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mg/ml 

농도로 첨가한 후 M. luteus IAM 1056, S. aureus subsp. aureus 

KCCM 40050, E. faecium KCCM 12118, B. cereus KCCM 

11204, L. monocytogenes KCCM 40307 등의 시험균을 배양하였

다. 각 배지에 시험균을 1% 접종하고 12시간 배양한 후 600 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 

박테리오신의 작용기작

B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신의 작용기작을 알아

보기 위해 시험균 B. cereus와 L. monocytogenes 배양액을 ENB, 

BHI 액체배지에 1% 접종하여 2시간 배양 후 시료를 첨가하고 

1시간 마다 배양액을 채취하여 600 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 또한 채취한 배양액을 10배씩 연속 희석하여 각 시험균

에 맞는 고체배지에 평판도말한 후 30℃ 또는 37℃ 배양기에 

24시간 배양하여 자란 집락수를 측정하였다.
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Fig. 1. Scanning electron microscopy of B. subtilis E9-1.

식품보존성 활성 확인

B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신이 식품보존제로서 

가능성을 확인하기 위해 농축액을 이용하여 식품보존성 실험

을 실시하였다. 마트에서 다진 소고기를 구매하여 무균대에서 

20분간 자외선을 쬐어주었다. 자외선을 쬐어준 소고기를 15 

ml conical tube에 2 g 넣고 BHI 배지 5 ml을 첨가하여 섞은 

다음 L. monocytogenes 배양액을 conical에 1% 접종하여 상온

에서 24시간 배양 후 박테리오신 시료(100 mg/ml) 5 ml를 

첨가하고 배양하였다. 24시간 간격으로 채취한 시료를 10배씩 

연속 희석하여 BHI 고체배지에 평판 도말한 후 37℃ 배양기에 

24시간 배양하여 자란 집락 수를 측정하였다[14].

박테리오신 정제

아세톤을 이용한 박테리오신의 농축

B. subtilis E9-1의 배양 상등액과 acetone을 1:3 비율로 혼합

한 후 냉동고에 1시간 보관하여 원심분리(10,000× g, 25분, 

4℃)하여 상등액을 회수하였다. 회수한 상등액을 회전감압농

축기(EYELA, Tokyo, Japan)를 이용하여 약 10배 농축하였다. 

겔여과크로마토그래피(gel filtration chromatography)

Acetone 농축액을 0.45 μm filter로 여과한 후 FPLC (fast 

protein liquid chromatography)를 이용하여 겔여과크로마토

그래피(GFC)를 실시하였다. Column은 superdex peptide 10/ 

300 GL을 사용하였고, 멸균된 증류수로 column 의 2배 부피로 

평형화시킨 후 농축액 1 ml을 column에 주입하여 멸균된 증

류수로 column의 1.5배 부피로 용출시켰다. 유속은 0.5 ml/ 

min 이고, 분획은 1 ml씩 받았으며, 지시균인 M. luteus를 사용

하여 박테리오신 활성을 AU/ml로 나타내었다.

역상 HPLC (reverse phase high-performance liquid 

chromatography)

GFC 활성분획을 4배 농축하여 0.2 μm syringe filter로 여과 

후 0.1% TFA 수용액으로 평형화시킨 C18 column에 주입하여 

분리하였다. 완충 용액으로는 buffer A (3차 증류수/0.1% 

TFA), buffer B (80% acetonitrile/20% methanol)를 사용하였

다. 시료 1 ml 주입 후 10 분간 100% buffer A로 세척하고, 

10분부터 50분까지 buffer B로 0~100% 까지 선형 농도 구배를 

걸어주었고, 다음 10 분간 100% buffer B로 용출시켰다. 각 

분획 1 ml의 항균활성을 AU/ml로 나타내었다.

Tricine SDS-PAGE 분석

역상 HPLC로 정제한 박테리오신의 순도와 분자량을 추정

하기 위하여 tricine SDS-PAGE를 수행하였다. 정제한 박테리

오신 용액 50 μl를 Speed Vac을 이용하여 농축한 후 전기영동

을 실시하였다. 전기영동이 끝난 후 gel을 coomassie blue로 

염색, destaining solution으로 탈색하였다. 탈색 후 gel을 증류

수로 20분마다 5번 교체하면서 세척하였다. 세척이 끝난 gel을 

UV로 10분 동안 쬐어준 뒤 gel 위에 M. luteus가 접종된 ENB 

고체배지를 부어준 후 30℃ 배양기에서 12시간 배양하여 항균

활성인 투명환을 확인하였다[17, 18].

Mass spectrometry 분석

역상 HPLC로 정제한 박테리오신의 정확한 분자량을 측정

하기 위하여 정제된 B. subtilis E9-1의 전기영동 gel 상에서 

확인된 단일 밴드의 시료를 한국기초과학지원연구원에 MALDI 

TOF/TOF 분석을 의뢰하였다.

결과 및 고찰

박테리오신 생산 균주의 탐색 및 선발

MRS 고체배지에 생성된 집락의 형태학적 특성의 차이에 

따라 12주 미생물을 분리하여 4 ml MRS 액체배지에 37℃에서 

24시간 배양한 후 agar well diffusion method법으로 항균활

성을 나타내는 6주를 1차 선발하였다. 1차 선발들 중 상대적으

로 항균활성이 넓으며 proteinase K를 처리하였을 때 항균활

성이 사라지는 단백질성 항균물질을 생산하는 분리주를 최종

적으로 선발하였다. 최종 선발된 분리주를 주사전자현미경으

로 관찰한 세포형태를 Fig. 1에 나타내었으며 막대모양의 간균

임을 확인할 수 있었다.  

분리주의 동정

선발된 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과 B. sub-

tilis E9-1와 99% 상동성을 나타내었다(Fig. 2). 따라서 최종 선

정된 분리주는 B. subtilis에 속하는 박테리아로 결론 내렸다.

항균물질의 가수분해효소에 대한 감수성

B. subtilis E9-1가 생산하는 항균물질이 단백질성, 즉 박테리

오신인지 확인하기 위해 몇 가지 가수분해효소에 대한 내성을 

조사하였다(Table 1). Carboxypeptidase A, lipase, α-amylase 
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Table 1. Susceptibility of antimicrobial activity to hydrolytic en-

zymes

      Enzyme Activity

α-Amylase

α-Chymotrypsin

Carboxypeptidase A

Lipase

Subtilisin A

Trypsin

Pepsin

Proteinase K

+

-

+

+

-

-

+

-

Table 2. Antimicrobial spectrum of bacteriocin produced from 

B. subtilis E9-1

      Test organisms Activity

Enetrococcus faecium KCCM 12118

Escherichia coli KCCM 11835

Bacillus cereus KCCM 11204

Listeria monocytogenes KCCM 40307

Staphylococcus aureus subsp. aureus 

  KCCM 40050

Salmonella enteritidis KCCM 12021

Micrococcus luteus IAM 1056

Shigella boydii KCCM 41649

Streptococcus mutans KCTC 3065

++

-

++

+

++

-

+++

-

-

Inhibition zone :　+, > 10 ㎜; ++, > 15 ㎜; +++, > 20 ㎜

 The isolated strain

Fig. 2. Phylogenetic tree of B. subtilis E9-1 based on 16SrRNA gene sequence analysis. The tree was constructed by the maximum 

likelihood method.

및 pepsin 등의 처리는 항균활성에 전혀 영향이 없었으나, α- 

chymotrypsin, trypsin, proteinase K 처리 시에는 활성이 약간 

감소하였으며, subtilisin A에 의해서는 항균활성이 완전히 사

라져 항균활성물질이 단백질성 물질 즉 박테리오신임을 확인

할 수 있었다. 여러 단백질 가수분해효소에 대해 감수성이 다

르게 나타나는 것은 박테리오신의 아미노산조성에 따라 효소

의 반응 정도가 영향을 받는 것으로 생각된다. α-Amylase 처

리 시 항균활성의 변화가 없었으므로 탄수화물 부분이 박테리

오신 분자 내에 없거나 활성과는 무관한 것으로 생각된다.

항균 스펙트럼

여러 시험균에 대한 항균 스펙트럼을 조사한 결과는 Table 

2와 같다. B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신은 B. cereus 

KCCM 11204, M. luteus IAM 1056, L. monocytogenes KCCM 

40307, E. faecium KCCM 12118 및 S. aureus subsp. aureus 

KCCM 40050 등 그람 양성균에 대해서 항균활성이 나타났으

나 식중독 균인 S. enteritidis나 대장균과 같은 그람 음성균에 

대한 항균활성은 나타나지 않았다. 이 중 M. luteus IAM 1056

에 대해 가장 높은 항균활성을 나타내었다. 일반적으로 

Bacillus 속에서 생산되는 대부분의 박테리오신은 그람양성 세

균에 대해 상대적으로 높은 항균활성을 나타내는 것으로 알려

져 있다[7, 9, 21]. B. subtilis LFB112에서 생산되는 박테리오신

은 그람 양성균 뿐만 아니라 대장균, 녹농균 및 Salmonella속 

등 그람 음성균 심지어 진균류 등에 광범위한 항균활성을 나

타내었다[24].

물리화학적 특성 조사

B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신의 물리화학적 특성 
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Fig. 4. The effect of pH on antimicrobial activity of bacteriocin. 

The pH of 300 AU of bacteriocin solution was adjusted 

with 10 N NaOH or HCl to indicated values and in-

cubated at room temperature for 3 hr. The residual anti-

microbial activity was determined and expressed as rela-

tive activity (%).

Fig. 5. The effect of organic solvents on antimicrobial activity 

of bacteriocin. About 300 AU of bacteriocin solution was 

evaporated and dissolved in 20, 40, 60, 80 and 100% of 

each solvent and then incubated at room temperature 

for 3 hr. The residual antimicrobial activity was de-

termined and expressed as relative activity (%). The 

symbols: ■, isopropanol; ▨, ethanol; ▒, methanol; □, 

acetone; ▧, acetonitrile.

Fig. 3. The effect of temperature on antimicrobial activity of 

bacteriocin. Bacteriocin solution (300 AU)  was in-

cubated at indicated temperatures for 120 min and sam-

pled at 30 min intervals. The residual antimicrobial ac-

tivity was measured and expressed as relative activity 

(%). The symbols: ­●­, 40oC; ­■­, 60oC; ­▲­, 80oC; ­◆­, 

100
oC.

중 온도에 대한 안정성을 확인한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 

40, 60, 80, 100oC에서 60분간 가열했을 때 항균활성의 변화가 

없었으나 40oC를 제외하고 90분 이상 가열 시 항균활성이 반

으로 감소하였다. 40oC에서는 90분까지는 항균활성의 변화가 

없었으나 120분간 처리 시 항균활성이 50% 유지하였다. 따라

서 B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신은 비교적 열에 안정

함을 알 수 있었다. 한편 박테리오신 LFB [24]는 50, 60, 70oC에

서 15분간 열처리해도 온전한 항균활성을 유지하였으나 80oC

와 90oC에서 15분간 열처리 시 10-20% 감소하였고 100oC에서 

30분간 처리하면 활성이 완전히 사라졌다.  B. licheniformis 유

래 박테리오신은[9] 100℃에서 60분간 열처리 시 항균활성이 

50%로 감소하였으며 L. lactis가 생산하는 박테리오신도[13] 

100oC에서 30분간 열처리할 경우 항균활성이 반으로 감소하

였다.  

Fig. 4에 나타난 바와 같이 박테리오신은 pH 2.0~8.0에서는 

안정하였으나, pH 10.0과 12.0에서는 각각 50%와 25% 정도의 

활성만이 잔존하였다. 일반적으로 박테리오신은 산성의 pH 

범위에서 항균활성이 높게 나타나는 것으로 보고되었으나 본 

논문에서 연구한 박테리오신은 pH 8.0까지 항균활성을 유지

하였다. 현재 상업화되어 식품에 적용하고 있는 nisin은 산성 

pH영역에서 안정하여 산성식품에 한정적으로 사용되고 있으

며, pH 5.0 이상에서는 활성이 감소하는 것으로 알려져 있다. 

분리주 B. subtilis E9-1에서 생산되는 박테리오신은 산성은 물

론 약염기성 pH에서도 비교적 활성이 안정함을 확인하였으므

로 약알칼리성 식품 이외에도 제조나 숙성 과정 중에 pH가 

낮아지는 식품에도 유용할 것이라고 판단된다.

여러 용매가 박테리오신 활성에 미치는 영향을 조사한 결과

를 Fig. 5에 나타내었다. Isopropanol, methanol 및 ethanol 등

은 모든 농도범위에서 박테리오신은 온전한 항균활성을 유지

하였으나 acetone과 acetonitrile은 80%까지 항균활성의 변화

가 없었으나 100%에서 acetone과 acetonitrile은 각각 50%와 

25%로 항균활성이 감소하였다. 따라서 역상 HPLC를 이용한 

박테리오신 정제를 위해 시험한 모든 용매가 적합하다고 생각

되지만 극성유무를 따져서 acetonitrile과 methanol 혼합용매

를 선택하였다.  

농도별 박테리오신에 대한 시험균의 감수성 조사

B. subtilis E9-1에서 생산되는 박테리오신에 대한 시험균의 

감수성을 조사한 결과는 Fig. 6과 같다. 농축액 시료농도 기준

으로 50% 시험균의 생육을 저해하는 50% 최소저해농도

(MIC50)는 L. monocytogenes와 B. cereus의 경우 각각 15 mg/ml

와 35 mg/ ml, E. faecium은 45 mg/ml, S. aureus는 25 mg/ml



Journal of Life Science 2017, Vol. 27. No. 2 207

Fig. 6. Dose-dependent sensitivity of test organisms. The sym-

bols: –◆–, L. monocytogenes; –■–, E. faecium; –▲–, 

S. aureus; –●–, B. cereus.

A

B

Fig. 7. Mode of action of the bacteriocin against B. cereus (A) 

and L. monocytogenes (B). The symbols: –○–, absorb-

ance at 600 nm (control); –●–, Log10 CFU/ml (control); 

–△–, absorbance at 600 nm (40 mg/ml); –▲–, Log10 

CFU/ml (40 mg/ml).

Fig. 8. Cell growth of L. monocytogenes in minced beef with or 

without bacteriocin. The symbols: –◆–, control; –▲–, 

bacteriocin. The arrow indicates the addition of bacter-

iocin sample.

로 나타났다. 이상의 결과로부터 본 박테리오신은 식품유래 

병원성 세균의 일종인 L. monocytogenes에 대해 상대적으로 강

한 항균활성을 나타냄으로써 저온저장 식품의 보존제로 활용

될 가능성이 있을 것으로 기대된다.    

박테리오신의 작용기작

박테리오신의 항균활성을 나타내는 작용기작을 조사한 결

과를 Fig. 7에 나타내었다. 시험균인 B. cereus와 L. mono-

cytogenes에 배양 상등액 농축액 시료를 첨가한 이후 흡광도와 

CFU/ml 값이 감소하였으나 박테리오신 시료를 첨가하지 않

은 대조구에서는 배양시간에 비례하여 세포생장이 일어난 결

과 흡광도와 생균수(CFU/ml)가 증가하였다. 이러한 결과로 

볼 때 B. subtilis E9-1가 생산하는 박테리오신은 B. cereus와 

L. monocytogenes에 대해 살세균제(bactericidal)로 작용함을 확

인하였다. 

식품보존 활성  

다진 소고기와 시험균 L. monocytogenes를 사용하여 박테리

오신의 식품보존제로서 가능성을 확인하였다. 박테리오신 시

료를 첨가하고 2일까지 대조군과 비슷한 양상을 보였으나, 2

일부터 시료를 첨가하지 않은 대조구에서는 CFU/ml 값이 증

가하였으나 농축 시료를 첨가한 소고기에서의 CFU/ml 값은 

감소하였다(Fig. 8). 이러한 결과는 육류의 저온 저장 중 식품 

병원성 세균인 L. monocytogenes의 생육을 저해하여 저장기간

을 연장하는 효과가 있을 것으로 기대된다.

박테리오신의 정제

B. subtilis E9-1를 500 ml의 LB 액체배지에서 37℃, 30시간 

배양한 후 원심분리하여 얻은 배양상등액의 박테리오신 활성

은 640 AU/ml을 나타내었다. 배양상등액과 아세톤을 1:3의 

부피비로 섞은 후 1시간 반응시킨 후 원심분리하여 상등액을 

회수하고 농축한 용액의 박테리오신 활성은 2,560 AU/ml로 

나타났다. 농축액을 겔여과크로마토그래피와 역상 HPLC를 

순차적으로 실시하여 정제한 결과는 Table 3과 같다. 

아세톤 농축액을 겔여과 column인 superdex peptide HR 

10/300을 사용하여 겔여과크로마토그래피를 실시하였다. 먼

저 멸균된 증류수를 column의 2배 부피로 평형화 시킨 후 아
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A                      B
       1            2   3           1            2    3

  

Fig. 9. Tricine SDS-PAGE and detection of antimicrobial activity 

of the purified bacteriocin. (A) Gel stained with 

Coomassie brilliant blue. (B) Gel overlaid with ENB soft 

agar containing 1% of M. luteus IAM 1056. Lane 1, mark-

er; lane 2, purified bacteriocin #43 fraction; lane 3, puri-

fied bacteriocin #44 fraction.

Table 3. Purification of the bacteriocin

Purification step
Total volume

(ml)

Total protein

(mg)

Activity

(AU/ml)

Total Activity

(AU)

Specific activity

(AU/mg)

Purification 

fold

Yield

(%)

Culture 

supernatant
500 52.5 640 320,000 6,095.2 1 100

Acetone 

extraction
50 5.545 2,560 128,000 23,083.9 3.79 40

Gel filtration 

chromatography
75 1.5375 640 48,000 31,219.5 5.12 15

HPLC 60 0.462 320 19,200 41,558.4 6.82 6

세톤 농축액 1 ml를 column에 주입하여 증류수로 column의 

1.5배 부피로 용출시켰다. 용출된 분획들의 M. luteus에 대한 

항균활성을 조사한 결과 7~12, 16~18번째 분획에서 항균활성

이 나타났다. 활성분획들만 모아 이후 실험에 사용하였다. 겔

여과크로마토그래피에서 얻은 항균활성 분획을 모아서 농축 

후 역상 HPLC를 통해 박테리오신을 정제하였다. Acetonitrile/ 

methanol (8:2) 혼합용매를 이동상으로 사용하여 유속을 1 

ml/min으로 유지하면서 용출한 60개 분획 중 43과 44번 분획

에서만 항균활성을 나타내었다.

여러 시행착오를 거쳐 최종적으로 확립한 배양상등액의 아

세톤 농축, 겔여과크로마토그래피 및 역상 HPLC 등의 과정을 

통한 박테리오신를 정제할 수 있었다. 그러나 아세톤 농축과

정을 제외한 나머지 두 단계에서는 항균활성(AU/ml)이 급격

히 감소하였으므로 정제과정 중 변성과 같은 요인에 의해 많

은 활성이 소실되어 결과적으로 정제도가 6.8배 밖에 증가하

지 않았다.  따라서 이온교환크로마토그래피와 같은 추가연구

를 통해 더 효율적인 정제과정의 확립이 요구된다.

Tricine SDS-PAGE 분석

Tricine SDS-PAGE로써 역상 HPLC를 통해 정제된 박테리

오신의 분자량을 추정하였다(Fig. 9). 전기영동한 겔을 염색한 

결과 박테리오신으로 생각되는 뚜렷한 하나의 밴드가 관찰되

었고, 분자량이 알려진 표준단백질과 비교함으로써 박테리오

신은 약 3.4 kDa의 분자량을 가지는 것으로 추정할 수 있었다. 

또한 전기영동한 겔을 탈염색 한 후 증류수로 20분마다 교체

하면서 1시간 세척하였다. 세척한 gel을 petri dish에 옮기고 

UV로 10분동안 쬐어준 뒤 gel 위에 M. luteus가 접종된 ENB 

soft agar를 중층하고 30℃ 배양기에서 24시간 배양한 결과 

박테리오신으로 추정되는 밴드와 일치하는 부분에만 항균활

성을 나타내는 투명환이 관찰되어 염색된 밴드는 정제된 박테

리오신임을 확인할 수 있었다. 

Mass spectrometry 분석

역상 HPLC로 정제한 박테리오신을 tricine SDS-PAGE로 

박테리오신의 예상 분자량을 추정한 후 정확한 분자량을 구하

기 위해 한국기초과학지원연구원에 의뢰하여 MALDI-TOF/ 

TOF로 분석한 결과 Fig. 10에 나타난 바와 같이 정제한 박테리

오신의 정확한 분자량은 3347.6 Da임을 확인하였다. 

지금까지 보고된   대부분의 박테리오신은 3.0-5.0 kDa 범위

의 작은 peptide성 물질인 것으로 알려진 바와 같이 본 연구에

서 정제한 박테리오신도 비슷한 분자량을 보였다[2, 7-9, 13, 

19, 21, 22]. 반면에 L. paracasei SD1에서 생산된 박테리오신은 

24 kDa[23] 그리고 박테리오신 Bac 14B [6]은 21 kDa의 비교적 

큰 분자량을 나타내었다. 한편 lactacin F [16]는 예외적으로 

2.5 kDa의 작은 분자량을 나타내었다. 한국 전통 발효식품인 

토하젓에서 분리한 Bacillus subtilis가 생산하는 박테리오신은 

식중독과 관련된 병원성 미생물에 대한 항균효과를 나타내므

로 앞으로 이와 관련된 아미노말단 아미노산 서열분석 및 유

전자 클로닝과 분석 등의 추가연구 및 식품에 응용연구 등이 
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Fig. 10. Mass spectrometry of purified bacteriocin by MALDI-TOF/TOF.

기대된다. 
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초록：Bacillus 속 분리주가 생산하는 박테리오신의 특성 조사

함승희․최낙식․문자영․백선화․이송민․강대욱*

(창원대학교 생명보건학부)

토하젓에서 분리한 박테리오신 생산 균주 중 상대적으로 넓은 항균스펙트럼을 나타내는 1균주를 선발하였고 

16S rRNA 유전자 염기서열 분석 결과 B. subtilis E9-1와 거의 일치하는 것으로 동정되었다. B. subtilis E9-1가 생산

하는 박테리오신의 물리화학적 특성을 조사하였고, 박테리오신을 정제하였다. 이 박테리오신은 B. cereus KCCM 

11204, M. luteus IAM 1056, L. monocytogenes KCCM 40307, E. faecium KCCM 12118 및 S. aureus subsp. aureus 

KCCM 40050 등에 대해서 항균활성을 나타내었다. pH 2.0~8.0 범위에서는 안정하였으나 8.0 이상에서는 항균활

성이 감소하였다. Isopropanol, ethanol 및 methanol 등의 유기용매에서 100%까지, acetone과 acetonitrile에서는 

80%까지 항균활성을 유지하였다. 내열성의 경우 40~100℃에서 60분까지는 안정하게 항균활성을 보였다. 박테리

오신 농도를 증가시키면서 B. cereus, L. monocytogenes, E. faecium 및 S. aureus subsp. aureus 등 시험균 4주의 감수

성을 조사한 결과 농도 의존적으로 시험균의 생육이 감소하였고 이중 L. monocytogenes 의 감수성이 가장 높게 

나타났다. 박테리오신의 작용양상을 알아본 결과 B. cereus와 L. monocytogenes 배양액에 박테리오신 용액을 첨가한 

후 흡광도와 CFU값이 감소하여 bactericidal임을 확인하였다. 식품에 적용 가능성을 알아보기 위해 실험한 결과 

3일째부터 박테리오신을 처리하지 않은 대조구에 비해 실험구에서 생균수(CFU/ml)가 감소하였다. 아세톤을 이용

한 배양상등액의 농축, superdex peptide HR 10/300 column 이용한 겔여과크로마토그래피, 역상 HPLC로써 박

테리오신을 정제하였다. 역상 HPLC를 통해서 정제한 박테리오신의 분자량을 tricine SDS- PAGE로 분석한 결과 

약 4 kDa이었고 질량분석법으로 측정한 정확한 분자량은 3347.6 Da로 나타났다.
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