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양파로부터 분리한 Pediococcus pentosaceus KC-007이 생산하는
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Abstract

Bacteriocin was maximally produced by Pediococcus pentosaceus KC-007 in the late exponential phase in MRS
broth. The activity of bacteriocin was completely inactivated by proteinase K, trypsin, chymotrypsin, pepsin, and
subtilisin A, but not by catalase, lysozyme, lipase, ribonuclease A, and alpha-amylase. Furthermore, its activity was
not affected by pH changes ranging from 2 to 8 and heat treatment at 100oC for 60 min or autoclaving. The activity
of bacteriocin remained after treatment of organic solvents or detergent such as acetone, chloroform, ethanol, hexane,
isopropanol, methanol, SDS, or Tween 20. Therefore, the bacteriocin isolated in this study could be used for a food
preservative due to its growth inhibition against Bacillus cereus, Escherichia coli O157-H7, and Listeria monocyto-
genes.
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서 론

유산균은 대표적인 probiotics로서 장내 균총의 균형을

조절하는 기능을 가지고 있으며, 발효유 제조, 육류와 야채

의 발효 등에 광범위하게 사용되고 있는데, 이러한 특징은

다양한 식품 변패 미생물에 대한 항균활성을 지니고 있기

때문이다(Bhunia et al., 1988; Pucci et al., 1988; Spelhaug

& Harlander, 1989; Mattila-Sandholm et al., 1999). 많은

종류의 Gram 양성 세균은 박테리오신(bacteriocin)으로 알

려진 항균 polypeptide를 생산하고 있는데 대부분은 유산균

에 의해 생산되고 있다(Klaenhammer, 1993; Nes et al.,

1996; Nissen-Meyer & Nes, 1997; Ennahar et al., 2000;

Garneau et al., 2002). 유산균이 생산하는 박테리오신은 식

품산업에서 천연 식품보존제나 항균제로서의 사용 가능성

때문에 많은 관심이 되고 있다(Helander et al., 1997;

Galvez et al., 2007). 박테리오신은 항균활성의 범위, 최적

활성 조건, 분자량, 생화학적 특성 등이 매우 다양한데, 그

중에서 Lactococcus lactis subsp. lactis가 생산하는 박테리

오신인 nicin은 1988년 FDA에 의하여 GRAS(generally

recognized as safe) 식품첨가물로 승인되어 40여개국에서

사용되고 있다(Food and Drug Administration, 1988). 한편,

주로 식육과 야채발효에 사용되고 있는 균주인 Pediococcus

속 균주 중 일부는 박테리오신으로서 pediocin을 생산한다

(Nes et al., 1996). Pediocin은 분자량이 작고, 내열성이며

막에 존재하는 peptide로서 lanthionine을 지니지 않는 대신

consensus motif로서 YGNGVxC를 지닌다. 일반적으로

pediocin은 Listeria 속에 높은 항균활성을 지니고 있다(Nes

et al., 1996). Pediococcus 속 균주가 생산하는 박테리오신

인 Pediocin AcH와 pediocin PA-1 등이 정제된 바 있는데

(Bhunia et al., 1988; Henderson et al., 1992), pediocin은

식품 중에 존재하는 Listeria monocytogenes의 생육을 저해

하는데 효과적으로 사용되고 있다(Pucci et al., 1988;

Yousef et al., 1991). 식중독 미생물인 L. monocytogenes는

저온과 넓은 pH 범위에서 생존할 수 있기 때문에 유가공
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이나 신선 육제품의 저장 중 오염의 문제가 되는 세균으로

관심의 대상이 되고 있다(Farber & Peterkin, 1991;

Klaenhammer, 1993; Nissen-Meyer & Nes, 1997). L.

monocytogenes는 특히 신생아나 면역력이 저하된 사람에게

listeriosis라는 질병을 유발시키는데, 우유, 코울슬로와 치즈

섭취 시 listeriosis 발생이 보고되기도 하였다(McLaughlin,

1987; Centers for Disease Control, 1987). 육제품에서 분

리된 P. acidilactici, P. pentosaceus와 P. parvulus는 여러

박테리오신을 생산한다고 보고되었는데. 이중에서 P.

acidilactici가 생산하는 pediocin AcH (PA-1)은 처음으로

특성이 완전히 밝혀진 Class IIa 박테리오신이다(Bhunia et

al., 1991; Cintas et al., 1995). 한편 Pediococcus acidilactici

가 생산하는 박테리오신을 함유하는 제품인 Alta 2341이 최

근에 출시되어 시판되고 있다(Papagianni & Anastasiadou,

2009). 

본 연구팀에서는 양파로부터 항산화능이 우수한 유산균

을 분리하여 P. pentosaceus KC-007로 동정하였으며, 이

균주의 유산발효특성을 조사한 바 있다(Choi et al., 2009).

본 연구에서는 P. pentosaceus KC-007가 생산하는 박테리

오신의 L. monocytogenes와 그 외의 식중독 미생물에 대한

항균활성을 조사하여 식품보존제로서의 사용가능성을 검토

하였다.

실험 재료 및 방법

박테리오신 시료의 제조

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신 시료를 제

조하기 위하여 MRS 액체배지에서 배양한 종배양액을 최종

1%(v/v)가 되도록 1 L의 MRS 액체배지에 접종한 후 37oC

에서 24시간 배양하였다. 배양액을 10,000 g에서 10분간 원

심분리하여 세포를 제거한 상등액을 회수하였다. 4oC로 냉

각된 배양 상등액에 -20oC로 냉각된 100% ethanol을 첨가

하여 ethanol의 최종 농도가 80%가 되도록 한 후 4oC에서

16시간 방치한 다음 원심분리하여 침전물을 회수한 후 이

를 감압 농축하였다. 농축된 시료를 동결 건조한 후 적당량

의 증류수에 용해하여 실험 시료로 사용하였다.

박테리오신 활성 측정

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 활성은

P. pentosaceus KC-007의 배양 상등액으로부터 상기 과정

을 통해 제조한 시료을 사용하여 측정하였다. Nutrient

agar 배지 위에 지시균주를 1×107 CFU/mL이 되도록 첨가

한 nutrient soft agar를 overlay하여 굳힌 후 직경 5 mm의

paper disk를 놓고 P. pentosaceus KC-007가 생산하는 박테

리오신 시료를 10 µL loading하였다. 이를 지시균주의 최적

생육온도에서 일정 시간 배양한 후 저해환의 생성여부를

확인하였다. 박테리오신의 역가는 박테리오신 시료를 2진

희석하여 지시균주의 생육 저해환을 생성시키는 최대 희석

배수로 하였고 단위 부피(mL) 당 최대 희석배수를 AU

(arbitrary unit)/mL로 나타내었다.

항균 spectrum 측정

P. pentosaceus KC-007가 생산하는 박테리오신의 항균

spectrum을 조사하기 위하여 Lactobacillus acidophilus

KCCM 32820, Lactobacillus brevis KCCM 35464,

Lactobacillus casei KCCM 12452, Lactobacillus plantarum

KCCM 11322, Lactobacillus thermophilus KCCM 40430,

Lactococcus lactis KCCM 40104, Enterococcus faecium

KCCM 12118, Streptococcus thermophilus KCCM 40430 등

의 유산균주와 Bacillus cereus KCCM 40935, Escherichia

coli O157-H7, Listeria monocytogenes KCCM 40307,

Pseudomonas aeruginosa KCCM 11803, Salmonella

Typhimurium KCCM 11862, Serratia marcescens KCCM

11809, Vibrio parahaemolyticus KCCM 11965 등의 식중독

균주에 대한 항균활성을 측정하였다. 

Listeria monocytogenes에 대한 박테리오신의 항균활성

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 L.

monocytogenes에 대한 항균활성을 측정하기 위하여 하룻밤

배양한 L. monocytogenes의 종배양액을 100 mL의 nutrient

broth에 1%(v/v) 접종한 후 37oC에서 배양하였다. 배양 중

대수증식기가 개시되기 직전인 배양 4시간째에 박테리오신

시료를 1 mL 첨가한 후 2시간마다 배양액의 흡광도를

600 nm에서 측정하여 생육곡선을 작성하였다. 

P. pentosaceus KC-007가 생산하는 박테리오신의 안정성

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 pH, 온

도, 유기용매, 가수분해효소, 계면활성제에 대한 안정성을

측정하였다. pH에 대한 박테리오신의 안정성은 박테리오신

시료 용액의 pH를 1 N NaOH 또는 1 N HCl을 이용하여

pH 2-12로 조정한 후 37oC에서 3시간 방치한 다음 pH를

7.0으로 다시 복원한 후 잔존하는 박테리오신의 역가로 확

인하였다. 온도에 대한 안정성을 조사하기 위하여 박테리오

신 용액의 pH를 7.0으로 조정한 후 40, 60, 80, 100oC에서

각각 60분간, 그리고 121oC에서 15분간 처리한 후 잔존하

는 박테리오신의 역가를 측정하였다. 가수분해효소에 대한

안정성은 α-amylase, catalase, lipase, lysozyme, ribonuclease

A, proteinase K, trypsin, chymotrypsin, pepsin, subtilisin A

를 최종 농도가 1 mg/mL가 되도록 박테리오신 시료에 첨가

한 다음 37oC에서 3시간 반응시킨 후 박테리오신의 역가

를 측정하여 확인하였다. 유기용매에 대한 안정성은

acetone, chloroform, ethanol, hexane, isopropanol, methanol

을 박테리오신 용액과 동량 혼합하여 37oC에서 1시간 방

치한 후 잔존하는 박테리오신의 역가를 측정하여 확인하였
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다. 계면활성제에 대한 안정성은 EDTA, SDS, Tween X-

100, Tween 20, urea를 최종 농도가 1%가 되도록 첨가한

후 37oC에서 3시간 반응시킨 후 박테리오신의 역가를 측정

하여 확인하였다. 상기 실험에서 박테리오신의 역가 측정을

위한 지시균주로는 Listeria monocytogenes KCCM 40307

를 사용하였다.

결과 및 고찰

생육에 따른 박테리오신의 생산

P. pentosaceus KC-007의 생장에 따른 박테리오신의 생

산 양상을 조사하기 위하여 MRS 배지에 하룻밤 배양한

P. pentosaceus KC-007의 종배양액을 1%(v/v) 접종한 후

37oC에서 배양하면서 배양시간에 따른 생육도와 박테리오신

활성을 측정하였다. 그 결과 Fig. 1과 같이 P. pentosaceus

KC-007은 배양 6시간에 대수증식기가 개시되었으며 28시

간에 정지기에 도달하였다. 박테리오신은 대수증식기가 개

시됨과 동시에 생산되기 시작하여 대수증시기 중반인 배양

20시간에 최대생산(600 AU/mL)을 나타내었으며 그 이후

에는 일정한 생산량을 보여주었다. P. pentosaceus KC-007

로부터 박테리오신의 생산은 세포의 생장도와 일치함으로

알 수 있었으며 본 결과로부터 본 연구에 사용된 박테리오

신 시료를 제조하기 위해서는 24시간 배양한 배양액을 이

용하였다. 

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 항균

spectrum

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 항균

spectrum을 조사하기 위해 유산균 및 식중독 미생물 등 총 15

주의 표준균주를 이용하여 항균 활성을 확인한 결과, Table 1

과 같이 P. aeruginosa KCCM 11803, S. Typhimurium KCCM

11862, S. marcescens KCCM 11809, V. parahaemolyticus

KCCM 11965를 제외한 미생물에 대하여 항균활성을 나타

내었다. 조사한 모든 유산균에 대하여 항균활성을 나타내

었으며 특히 Bacillus cereus, Escherichia coli O157-H7,

Listeria monocytogenes 등의 식중독 균주에 대하여 강한

항균활성을 지니고 있어 향후 식품산업에서 천연 식품보존

제로서 개발할 수 있을 것으로 사료된다.

Listeria monocytogenes에 대한 박테리오신의 항균 효과

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 L.

monocytogenes에 대한 항균효과를 조사하기 위하여 L.

monocytogenes KCCM 40307를 배양하면서 대수증식기가

개시되기 직전인 배양 4시간째에 박테리오신 시료를 1%

첨가한 후 생육도를 관찰하였다. 그 결과 Fig. 2에 나타낸

바와 같이 박테리오신을 첨가하지 않은 시료의 경우에는

배양 6시간부터 대수 증식기가 시작된 후 지속적으로 생

육이 진행되어 배양 12시간에서 2.64의 흡광도를 나타내었

다. 반면에 박테리오신을 첨가한 시료에서는 생육이 전혀

진행되지 않아 박테리오신이 효과적으로 L. monocytogenes

의 생육을 억제하는 것을 확인하였다.

박테리오신의 안정성

P. pentosaceus KC-007이 생산하는 박테리오신의 pH, 온

도, 유기용매, 가수분해효소, 계면활성제에 대한 안정성을

측정한 결과를 Table 2에 나타내었다. pH 2-8에서는

bacteriocin 활성이 소실되지 않고 100% 유지하였으나 pH

10에서는 66%, pH 12에서는 37%로 감소하였다. Liu and

Hansen(1990)는 박테리오신 용액의 pH가 높을 경우

hydroxides ions, deprotonated amines 및 deprotonated

Fig. 1. Growth curve of P. pentosaceus KC-007 and its

bacteriocin activity against Listeria monocytogenes KCCM

40307.

Table 1. Antimicrobial spectrum of bacteriocin produced by P.

pentosaceus KC-007. 

Strain
Antimicrobial 

activity

Lactobacillus acidophilus KCCM 32820 +

Lactobacillus brevis KCCM 35464 +

Lactobacillus casei KCCM 12452 +

Lactobacillus plantarum KCCM 11322 +

Lactobacillus thermophilus KCCM 40430 +

Lactococcus lactis KCCM 40104 +

Enterococcus faecium KCCM 12118 +

Streptococcus thermophilus KCCM 40430 +

Bacillus cereus KCCM 40935 +

Escherichia coli O157-H7 +

Listeria monocytogenes KCCM 40307 +

Pseudomonas aeruginosa KCCM 11803 -

Salmonella Typhimurium KCCM 11862 -

Serratia marcescens KCCM 11809 -

Vibrio parahaemolyticus KCCM 11965 -
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hydroxy group들이 박테리오신과 반응하여 박테리오신의 3

차 구조를 변화시킴으로써 활성을 저하시킨다고 보고하였

다. Choi et al.(2004)이 보고한 L. Lactis YH-10가 생산하

는 박테리오신의 경우 pH 2.0-11.0까지 넓은 범위에서도

안정하다고 보고하였다. 반면 L. lactis WNC 20가 생산하

는 박테리오신의 경우 pH 2.0-7.0까지는 안정하였으나 pH

8.0-10.0에서는 박테리오신 활성이 불안정하고 보고된 바

있다(Noonpakdee et al., 2003). 본 연구에서 사용된 박테

리오신은 다른 박테리오신들에 비해 pH 안정성이 우수한

것으로 확인되었다.

열처리에 따른 박테리오신의 안정성을 조사한 결과 40,

60, 80, 100oC에서 각각 60분간 처리하였을 경우 모든 조건

에서 박테리오신의 활성이 소실되지 않고 안정하게 유지되

었으며 121oC에서 15분간 autoclave 처리에 의해서도 활성

이 감소되지 않고 안정하게 유지되어 열안정성이 매우 높은

것으로 확인되었다. 일반적으로 분자량이 작은 peptide 계통

의 bacteriocin들은 열처리에 대해서 높은 안정성을 보이는

것으로 알려져 있고, 121oC에서 15분간 처리에도 안정하다

는 보고들이 있다(Kawai et al., 1994). Noonpakdee 등이 보

고한 L. lactis WNC 20 균주가 생산하는 박테리오신의 경

우, 121oC, 15분 열 처리시에도 그 항균활성이 안정하였다

고 보고되었으나(Noonpakdee et al., 2003), L. Lactis YH-10

가 생산하는 박테리오신의 경우 100oC, 60분간 열 처리시

약 50%의 항균활성을 나타낸다고 보고하였다(Choi et al.,

2004). 

효소 처리에 따른 박테리오신의 안정성을 측정한 결과,

전분가수분해효소인 α-amylase와 catalase, lipase, 세균 세

포벽의 N-acetylglucosamine과 N-acetylnuramic acid의 N-

glycosidic 결합을 분해하는 효소인 lysozyme, RNA 가수분

해효소인 Ribonuclease A에 의해서는 박테리오신 활성이

소실되지 않고 안정하게 유지되었으나 단백질 가수분해효

소인 proteinase K, trypsin, chymotrypsin, pepsin, subtilisin

A에 의해서는 박테리오신 활성이 완전히 소실되었으며, 이

결과로서 본 박테리오신은 단백질임을 확인할 수 있었다.

본 연구에 사용된 박테리오신의 열 안정성과 단백질 가수

분해효소에 대한 감수성은 class II bacteriocin의 전형적인

특성이다(Klaenhammer, 1993). Elegado et al.(1997)은

HPLC에 의해 정제된 P. acidilactici M으로부터 정제된

pediocin은 pH 2-12, 121oC에서 15분과 같은 강력한 열처리

에 대해서도 안정하다고 보고한 바 있다. Lactococcus sp.

J-105가 생산하는 박테리오신의 경우에는 단백질 가수분해

효소 중에서 pepsin에 의해서만 항균활성이 소실된다고 하

였으며(Kwark et al., 1999), L. lactis WNC 20이 생산하는

박테리오신은 papain, pepsin, trypsin, lipase, α-amylase에

Fig. 2. Effect of bacteriocin produced from P. pentosaceus KC-

007 on the Listeria monocytogenes KCCM 40307. Control (empty

triangles) and treated cells (black squares) with crude
bacteriocin.

Table 2. Antimicrobial activity of bacteriocin produced by P.

pentosaceus KC-007 after incubation in different conditions.

Treatment
Bacteriocin 
activity (%)

pH (at 37oC, 3 hr) 2 100

4 100

6 100

8 100

10 66

12 37

Temperature 40oC, 60 min 100

60oC, 60 min 100

80oC, 60 min 100

100oC, 60 min 100

121oC, 15 min 100

Enzyme (1 mg/mL) α-Amylase 100

Catalase 100

Lipase 100

Lysozyme 100

Ribonuclease A 100

Proteinase K 0

Trypsin 0

Chymotrypsin 0

Pepsin 0

Subtilisin A 0

Organic solvent (50%, v/v) Acetone 100

Chloroform 100

Ethanol 100

Hexane 100

Isopropanol 100

Methanol 100

Detergent (1%) EDTA 100

SDS 100

Tween X-100 100

Tween 20 100

Urea 100

Activity was expressed in percentage values (%) compared with control.
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의해서는 항균활성이 영향을 받지 않지만 proteinase K, α-

chymotrypsin에 의해서 항균활성이 소실된다고 보고하였다

(Noonpakdee et al., 2003). 한편, 본 박테리오신은 α-

amylase 처리에 의해 활성이 감소하지 않는 것으로 보아 탄

수화물 부분이 박테리오신 분자 내에는 없거나 활성과는 무

관한 것으로 판단된다. 

박테리오신에 최종 농도가 50%(v/v)가 되도록 유기용매를

처리하였을 경우에는acetone, chloroform, ethanol, haxane,

isopropanol, methanol 등 사용된 모든 유기용매에 대하여

항균 활성을 유지함으로써 유기용매에 대하여 높은 안정성

을 가지고 있음을 확인하였다. 박테리오신에 여러 가지 계

면활성제를 1% 처리하였을 경우에도 박테리오신 활성이

안정하게 유지됨을 알 수 있었다.

본 연구에서 관찰한 바와 같이 P. pentosaceus KC-007이

생산하는 박테리오신은 단백질로 구성되었으며, 광범위한

pH 안정성과 높은 열 안정성, 유기용매와 계면활성제에 대

한 우수한 안정성을 지니고 있기 때문에 식품 가공 적성이

높아 식품의 가공과정 및 보존 중에 식품 보존제로서의 이

용가치가 높을 것으로 판단된다. 

요 약

Pediococcus pentosaceus KC-007가 생산하는 박테리오신

은 MRS 배지에서 대수 증식기 말기에 최대로 생산되어 세

포 외로 분비되었다. 박테리오신 활성은 proteinase K,

trypsin, chymotrypsin, pepsin, subtilisin A 등의 단백질 가수

분해효소에 의해 완전히 저해되었으나, catalase, lysozyme,

lipase, ribonuclease A, α-amylase에 의해서는 저해되지 않

고 안정하게 유지되었다. 박테리오신은 pH 2부터 8까지 범

위에서 활성이 완전하게 유지되었으며, 100oC에서 60분간 또

는 autoclave 처리에 의해서도 활성이 유지되었다. 박테리오신

활성은 acetone, chloroform, ethanol, hexane, isopropanol,

methanol 등의 유기용매나 SDS, Tween 20 등의 계면활성제

의 작용에 영향을 받지 않았다. 본 연구에서 사용한 박테

리오신은 Bacillus cereus, Escherichia coli O157-H7,

Listeria monocytogenes과 같은 식중독 세균에 대한 높은

항균활성을 지니고 있으므로 식품 보존제로서의 이용성이

높을 것으로 판단된다.
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