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Lactobacillus sakei 생육저해활성 보유 Leuconostoc mesenteroides가

생산하는 Bacteriocin의 특성
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Characterization of the Bacteriocin Produced by a Leuconostoc mesenteroides Strain Inhibiting the

Growth of Lactobacillus sakei. Lee, Kwanghee and Jong-Hoon Lee*. Department of Food Science and Bio-
technology, Kyonggi University, Suwon 443-760, Korea − Lactobacillus sakei is known to be the most populous

lactic acid bacteria in over-ripened kimchi. Twenty three strains of Leuconostoc species inhibiting the growth

of Lb. sakei were isolated from kimchi and amongst these the Leuconostoc mesenteroides strain CK0122

exhibited the highest antagonistic activity against Lb. sakei. The culture supernatant of the strain CK0122 was

fractionated by a molecular weight cutter and lyophilized. The fraction with a molecular weight of less than

3,000 Da showed antagonistic activity against Lb. sakei. The antibacterial activity of the active fraction was

sensitive to proteinase K treatment, confirming its proteinaceous nature (bacteriocin). The crude bacteriocin

was active in the pH range of 4 to 7 and extremely stable after 15 min of heat treatment at 121oC. The crude

bacteriocin inhibited the growth of Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Alcali-

genes xylosoxydans, Flavobacterium sp., and Salmonella typhimurium.
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유산균이 생산하는 bacteriocin은 분자량 2.5-40 kDa의 비

교적 작은 항균성 단백질로 근연관계에 있는 Gram 양성 세

균에 대해 선택적으로 생육저해작용을 하고, pepsin, chymo-

trypsin, trypsin 등의 단백질 분해효소에 의해서 분해되어 인

체에 무해하기 때문에 화학적 첨가물을 지양하는 소비자의

요구를 만족시킬 수 있는 천연 식품보존제로 인식되고 있다

[4, 8]. 1953년 Escherichia coli로부터 미생물의 생육을 억

제하는 단백질을 분리하여 colicin이라 명명한 이후 다양한

미생물 유래의 bacteriocin이 보고되고 있으며 Lactococcus

lactis가 생산하는 nisin은 여러 나라에서 식품보존제로 상용

화 되었다[4].

다양한 유산균이 김치발효에 관여하는 것으로 보고됨에

따라 김치는 국내 연구자들에게 새로운 기능성을 보유한 식

품용 미생물의 탐색원이 되어왔으며, 새로운 식품보존제 발

굴을 목표로 한 다수의 bacteriocin 연구가 진행되었다. E.

coli 생육저해능을 보유한 bacteriocin 생성 Lactobacillus

brevis가 분리되었고[5], Leuconostoc, Pediococcus, Lacto-

coccus 및 Lactobacillus 속 유산균들로부터 Listeria mono-

cytogenes의 생육을 저해하는 bacteriocin의 존재가 확인되었

으며[14, 16, 17, 32, 35], Enterococcus faecalis, Clostridium

perfringens, Helicobacter pylori 등의 위해세균 생육을 저해

하는 bacteriocin 생성 김치 유래 유산균이 보고되었다[18-

20, 22, 33].

김치는 살균공정 없이 유통되기 때문에 유통과정에서도

발효가 진행되는 특성을 가지고 있어 일정한 품질의 제품 유

통이 어렵다. 따라서 품질 표준화와 함께 가식기간 연장은

상업김치의 상품성 및 유통기한과 연관된 가장 큰 문제점으

로 대두되었고[15], 상업적 김치 생산이 본격화되면서 김치

발효에 관여하는 미생물을 효과적으로 제어하여 풍미를 향

상시키고 가식기간을 연장시키려는 연구가 진행되고 있다.

방사선 조사, 열처리, 고압처리와 같은 물리적 방법이 적용

되었고, 자몽종자 추출물과 같은 천연 추출물과 식품보존제,

유기산 등의 첨가가 시도되었으며, 종균을 이용한 김치발효

제어에 대한 연구도 다수 진행되었다[26].

가식기간 연장을 위해 bacteriocin 생성균을 적용한 초기

의 연구에서는 다른 유산균주에 대해 항균활성을 보유하고

있고, 산생성이 낮은 bacteriocin 생성 유산균주를 선발하여

종균으로 적용하였다[8, 9]. 그러나 김치발효에 따른 유산균

천이에 대한 결과가 보고됨에 따라 발효 후기에 우점하여 김

치 산패의 원인균으로 인식되었던 Lactobacillus plantarum

의 생육저해를 위한 bacteriocin 생산균주의 선발이 진행되

었고[20, 23, 39], Lb. plantarum 생육저해활성을 보유한
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bacteriocin 생성 Enterococcus 속 균주가 분리되어 가식기간

연장에 유효한 것으로 보고되었다[29]. 그러나 Enterococcus

속 유산균은 김치발효의 우점종으로 인식되지 않으며, 항생

물질 내성에 의한 균주의 안전성이 논란이 되고 있어 김치

발효를 위한 종균으로는 적합하지 않은 것으로 사료된다[30].

최근에는 Lb. plantarum의 생육을 억제하는 bacteriocin 생

성 Leuconostoc 속 균주를 김치로부터 분리하여 bacteriocin

의 특성을 규명한 다음, 우수균주 Leuconostoc citreum GJ7

을 첨가하여 제조한 김치의 관능적 특성, 가식기간 연장, 첨

가한 종균의 발효기간 중 지속적인 우점을 검토한 체계적인

연구결과가 보고되었다[2, 3, 39].

한편, 16S rRNA 유전자(16S rDNA) 염기서열을 이용한

계통발생학적 분류가 일반화되고, 분자생물학적 방법론을 적

용한 배양 비의존적 김치 미생물 군집 연구가 진행됨에 따

라, Leuconostoc 속뿐만 아니라 Weissella 속 유산균이 김치

발효 초기와 적숙기에 우점을 차지하고 있으며 적숙기 이후

에는 Lb. sakei가 우점한다는 연구결과가 보고되었다[24, 25,

34].

이러한 김치발효 관련 미생물 군집의 천이 및 우점종에

대한 패러다임의 변화에도 불구하고, 발효 후기에 생장하는

대표적 유산균 Lb. sakei를 억제하는 bacteriocin 생산균주에

관한 연구는 진행되지 않았다. 단순히 Lb. sakei 표준균주

(type strain)를 지시균주로 사용하여 bacteriocin을 생산하는

Leuconostoc mesenteroides 균주를 선발한 연구 1건이 보고

되었지만, 가식기간 연장이 목표가 아닌, bacteriocin 생산

Leuconostoc 속 균주의 선발을 목표로 한 연구로 평가된다

[1].

본 연구자들은 최근 들어 발효 후기의 우점종으로 알려진

Lb. sakei의 생육을 저해하는 Leuconostoc 및 Weissella 속

균주들을 선발하여, 이들 hetero 발효형 유산균들의 김치발

효용 종균으로의 적용 가능성을 보고한 바 있다[26]. 본 연

구에서는 선발된 Leuconostoc 속 23 균주 들 중, 가장 높

은 Lb. sakei 생육저해활성을 나타낸 Lc. mesenteroides

CK0122 균주가 생산하는 생육저해물질의 특성을 검토하였다.

Lc. mesenteroides CK0122 균주의 배양 상징액 분획 및

조항균물질 제조

30oC 미호기 조건에서 24시간 동안 MRS 배지에서 배양

한 CK0122 균주 배양액을 원심분리(6,000×g, 20 min)하여

회수한 상징액을 0.45 µm membrane filter(Gelman Science,

USA)로 제균한 다음, Amicon Ultra-15 centrifugal filter

devices 3K(Millipore, USA)를 이용하여 분자량 3,000 Da

이상과 이하의 분획으로 나누어 농축하였다.

Lc. mesenteroides CK0122가 생산하는 항균물질의 분자량

CK0122 균주가 생산하는 항균물질의 분자량을 agar disk

diffusion method[39]를 사용하여 검토하였다. 약 105 CFU/

mL 농도의 공시균주 Staphylococcus aureus ATCC 12692

배양액 200 µL를 nutrient agar(Difco, USA)에 도말한 후, 공

시균 용액이 건조되면 살균된 paper disk(Ø 6 mm, Whatman,

UK)를 올려놓았다. 분자량 3,000 Da를 기준으로 분획한 배

양 상징액을 10배 농축하여 각각 paper disk에 20 µL 첨가

한 다음, 30oC에서 24시간 배양하여 생육저해환(clear zone)

을 확인하였다. 3,000 Da 이하의 분획을 첨가한 경우에는

확실한 생육저해가 나타났지만, 3,000 Da 이상의 분획을 첨

가한 경우에는 생육저해활성이 나타나지 않아, CK0122 균

주가 생산하는 생육저해물질은 분자량 3,000 Da 이하의 물

질로 추정된다(Fig. 1).

조항균물질에 의한 Lb. sakei 생육저해활성

배양 상징액을 분자량 3,000 Da 이상과 이하의 분획으로

나누어 동결건조한 조항균물질을 각각 0.01 g/mL의 농도로

첨가한 MRS 배지 50 mL에 30oC에서 24시간 전배양한 Lb.

sakei CK0155 균주와 표준균주 Lb. sakei subsp. sakei

KCTC 3603T를 각각 1%(v/v) 농도로 접종한 다음, 30oC에

서 배양하면서 조항균물질의 첨가에 따른 생육저해를 흡광

도(600 nm)로 측정하였다. CK0155 균주는 본 연구자들이

선행연구에서 김치로부터 분리하여 동정한 균주이고[26], 표

준균주는 Korean Collection for Type Culture(KCTC)로부

터 구입하였다. 3,000 Da 이하의 분획을 첨가한 경우에는

확실한 생육저해가 나타났지만, 3,000 Da 이상의 분획을 첨

가한 경우에는 조항균물질을 첨가하지 않은 대조군과 큰 차

이를 나타내지 않았다(Fig. 2). 3,000 Da 이하의 조항균물질

은 김치에서 분리한 CK0155 균주와 표준균주의 생육을 모

Fig. 1. Growth inhibition of Staphylococcus aureus ATCC

12692 by two cell-free fractions from Leuconostoc mesenteroi-

des CK0122 separated by 3,000 Da molecular weight cutter.
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두 억제하는 것으로 확인되어 Lc. mesenteroides CK0122가

생산하는 Lb. sakei 생육저해물질은 분자량 3,000 Da 이하

의 물질로 다시 한번 확인되었다. 3,000 Da 이상의 조항균

물질도 약한 생육저해를 나타내어, 또 다른 생육저해물질의

존재를 배제할 수 없지만, 분획과정이 완전하게 진행되지 못

한 것이 원인으로 추정된다. 조항균물질의 첨가로 CK0155

균주와 표준균주의 생장이 느리게 증가하는 것으로 보아 분

자량 3,000 Da 이하의 물질은 bacteriocide라기보다는 bacter-

iostatic한 항균물질로 추정된다.

Lc. mesenteroides CK0122 균주가 생산하는 항균물질의

안정성

CK0122 균주가 생산하는 항균물질의 효소 및 pH, 온도

에 대한 안정성은 분자량 3,000 Da 이하 조항균물질을 이용

하여 Bacillus cereus KCCM 11341과 St. aureus ATCC

12692를 지시균으로 한 agar disk diffusion method[39]에

의해 평가하였고 각 균주는 KCCM(Korean Culture Center

of Microorganisms)과 ATCC the global bioresource center

로부터 구입하였다. Nutrient agar를 지시균의 생육에 사용

하였고, 생육저해활성은 생육저해환의 크기로 측정하였다.

Paper disk에 첨가하는 시료는 동일한 농도조건으로 제조하

여 20 µL 첨가하였다.

효소에 의한 조항균물질의 영향을 알아보기 위하여 분획

한 배양 상징액에 5 N NaOH를 첨가하여 중성으로 조절한

다음, 냉동건조하여 0.5 g/mL의 농도로 멸균수에 녹였다. 이

렇게 농축한 조항균물질에 동량의 50 mM 인산완충용액

(pH 7)에 녹인 α-amylase(EC 3.2.1.1 type VIII, Sigma,

USA), lipase(EC 3.1.1.3 type VII, Sigma), proteinase K

(EC 3.4.21.64, Sigma), catalase(EC 1.11.1.6, Sigma)를 첨

가하고 37oC에서 24시간 처리한 다음, 조항균물질의 활성에

미치는 효소의 영향을 검토하였다. CK0122 균주가 생산하

는 분자량 3,000 Da 이하의 조항균물질은 단백질 분해효소

proteinase K에 의한 항균활성 소실이 확인되어 단백질성 또

는 펩타이드성 bacteriocin으로 확인되었다(Table 1).

조항균물질의 안정성에 미치는 pH의 영향을 알아보기 위

하여 분획한 배양 상징액을 5 N HCl 또는 5 N NaOH를

사용하여 pH를 2에서 11까지 단계적으로 조절하였고, 4oC

에서 24시간 방치한 다음, 냉동건조하여 0.5 g/mL의 농도로

증류수에 녹여 pH 안정성 검토에 사용하였다. 지시균 St.

aureus를 사용하여 pH 안정성을 확인한 경우, pH 2에서 11

까지의 영역에서 항균활성을 확인할 수 있었고 pH 4 이하

및 pH 9 이상에서는 강력한 생육저해활성이 확인되었다. 그

러나 St. aureus는 중성 pH에서 최적생장을 나타내고 4 이

하 및 9 이상의 pH는 생장범위를 벗어나는 것으로 알려져

있다[12]. 따라서 비교적 넓은 pH에서 생장하는 B. cereus를

지시균으로 조항균물질의 pH 안정성을 검토한 결과, 8 이하

의 pH에서만 지시균에 대한 생육저해활성을 나타내었다. pH

4 이하의 산성영역에서 지시균의 생장이 쉽지 않다는 점을

고려하면, CK0122 균주가 생산하는 bacteriocin은 pH 4에

서 7 정도의 영역에서 최적활성을 갖는 것으로 사료된다

(Table 1).

온도에 대한 안정성 검토를 위하여 분획하여 냉동건조한

조항균물질을 0.5 g/mL 농도로 증류수에 녹여 4oC, 30oC,

50oC, 70oC에서 24시간, 100oC에서 5분 및 30분, 121oC 에

서 15분간 처리하였다. 조항균물질은 121oC, 15분 살균처리

에 의해서도 활성의 감소가 나타나지 않는 것으로 보아, 높

은 열 안정성을 가지고 있는 것으로 나타났다(Table 1).

Lc. mesenteroides CK0122 균주가 생산하는 항균물질의

항균 스펙트럼

CK0122 균주가 생산하는 조항균물질에 의한 8종 bacteria

에 대한 생육저해활성을 agar disk diffusion method[39]를

Fig. 2. Growth inhibition of Lb. sakei CK0155 (A) and Lb. sakei subsp. sakei KCTC 3603T (B) by two cell-free fractions from Lc.

mesenteroides CK0122. The culture supernatant of strain CK0122 was fractionated by 3,000 Da molecular weight cutter. The growth of

Lb. sakei was measured in MRS broth supplemented with the cell-free fractions with a molecular weight larger than 3,000 Da (○) and

smaller than 3,000 Da (●). The growth of Lb. sakei in MRS broth without cell-free fraction (■) was measured as the control. Growth inhi-

bition test was repeated three times independently and the values of each absorbance are mean values of three replicates.
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사용하여 검토하였다. 약 105 CFU/mL 농도의 공시균 200

µL를 고체배지에 도말한 후, 공시균 용액이 건조되면 살균

된 paper disk(지름 6 mm, Whatman)를 올려놓았다. 분자량

3,000 Da 이하의 농축한 5 g/mL농도의 조항균물질을 paper

disc에 20 µL 첨가한 다음, 30oC에서 24시간 배양하여 생육

저해환(clear zone)을 확인한 결과, B. cereus, Ls. monocy-

togenes, St. aureus, Alcaligenes xylosoxydans subsp. xylosoxy-

dans, Flavobacterium sp. 및 Salmonella typhimurium에 대

하여 항균 활성을 나타내었지만, E. coli O157:H7와 Ec.

faecalis에 대한 항균 활성은 나타나지 않았다(Table 2). 따라

Table 1. Effect of enzymes, pH, and heat treatment on the anti-

bacterial activity present in the fractionated cell-free superna-

tant from Lc. mesenteroides CK0122.

Treatment Relative activity (%)

Enzyme

α-amylase 100

catalase 100

lipase 100

proteinase K 0

pH

pH 2 100

pH 3 100

pH 4 100

pH 5 100

pH 6 100

pH 7 100

pH 8 10

pH 9 0

pH 10 0

pH 11 0

Heat

4oC, 24 h (control) 100

30oC, 24 h 100

50oC, 24 h 100

70oC, 24 h 100

100oC, 5 min 100

100oC, 30 min 100

121oC, 15 min 100

The culture supernatant of strain CK0122 was fractionated by

molecular weight cutter and the cell-free fraction with a molecular

weight smaller than 3,000 Da was used for activity determination.

Bacillus cereus KCCM 11341 and Staphylococcus aureus ATCC

12692 were used as the indicator strains and antibacterial activity

was measured by agar disk diffusion method.

Table 2. Antibacterial activity spectrum of the cell-free fraction

from Lc. mesenteroides CK0122.

Indicator organism Antibacterial activity

Gram-positive bacteria

Bacillus cereus KCCM 11341 +

Enterococcus faecalis KCTC 2011 -

Listeria monocytogenes ATCC 19111 +

Staphylococcus aureus ATCC 12692 +

Gram-negative bacteria

Alcaligenes xylosoxydans subsp. xylosox-

ydans KCCM 40240
+

Escherichia coli O157:H7 933 -

Flavobacterium sp. KCCM 11374 +

Salmonella typhimurium KCCM 11862 +

Antibacterial activity was determined by the appearance of growth

inhibition zone on agar medium. Cell-free fraction with a molecular

weight smaller than 3,000 Da was used for antibacterial activity

spectrum test.

The tested strains were purchased from KCTC (Korean Collection

for Type Cultures), KCCM (Korean Culture Center for Microorgan-

isms), and ATCC the global bioresource center. E. coli O157:H7

933 was kindly provided by Prof. Jong-Hyun Park of Kyungwon

University. Ls. monocytogenes was cultured in BHI (brain heart

infusion) agar (Difco, USA) and others were cultured in nutrient

agar (Difco) for 24 h at 30oC.

Table 3. Characteristics of the bacteriocins from Leuconostoc mesenteroides.

Source
Molecular

weight (kDa)

Stability
Indicator strain Reference

pH Heat

Kimchi < 3 4.0-7.0 121oC, 15 min Lactobacillus sakei This study

Spoiled black olives 2.7 2.0-12.0 121oC, 30 min Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa [37]

Fermented sausage 2.5-3.5 4.0-9.0 100oC, 60 min Listeria monocytogenes [38]

Goat’s milk 2.5-3.0 4.5-7.0 100oC, 60 min Listeria monocytogenes [11]

Kimchi 3.5 2.5-9.5 121oC, 15 min Lactobacillus plantarum [39]

Cheddar cheese 4.5 NT 100oC, 30 min Listeria monocytegenes [6]

Processed meat 4.6 2.0-7.0 100oC, 30 min Listeria monocytogenes [31]

Kimchi 6 NT 100oC, 30 min Listeria monocytogenes, Lactobacillus sakei [1]

Raw milk < 10 4.5-7.0 100oC, 15 min Listeria monocytogenes, Enterococcus sp. [28]

Wine 32 NT 100oC, 5 min Lactobacillus fructivorans [40]

Boza NT 2.0-12.0 121oC, 30 min Listeria innocua, Lactobacillus plantarum [36]

Fermented sausage NT 2.0-8.0 100oC, 60 min Listeria monocytogenes [27]

NT: Not tested.
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서 CK0122가 생산하는 항균물질은 Gram 양성균에 특이적

으로 작용하는 것이 아닌 종(species) 또는 균주(strain) 특이

적인 항균활성을 나타내는 것으로 추정된다.

고 찰

지금까지 보고된 발효 소시지, 치즈, 와인, 보자 등의 다

양한 발효식품 유래의 Lc. mesenteroides가 생산하는 bac-

teriocin의 특성을 Table 3에 정리하였다. Lc. mesenteroides

가 생산하는 bacteriocin은 2.7-32 kDa 크기의 다양한 분자

량을 가지고 있지만, 대체로 6 kDa 이하의 저분자 bacterio-

cin이 주를 이루고 있다. 모두 높은 열 안정성을 가지고 있

고, 비교적 넓은 범위의 pH에 대해서도 안정성을 나타내는

것으로 확인되었다. 그러나 지시균으로 사용한 Ls. monocy-

togenes의 생장 pH가 St. aureus와 비슷한 4에서 9 정도라

는 점을 고려하면[7, 13], 강산 및 강염기 조건에서의 활성

은 pH에 의한 영향으로 추정되고, 이들이 활성을 나타내는

영역은 pH 4에서 8 정도로 추정된다.

이들 bacteriocin 중, Lc. mesenteroides E131 균주가 생

산하는 mesenterocin E131은 분자량 2.5-3.5 kDa의 저분자

bacteriocin으로 Ls. monocytogenes 뿐만 아니라 Lb. sakei,

Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. paraplantarum 등의 다

양한 Lactobacillus 속 유산균 생육을 억제하지만, E. coli의

생육저해활성은 없는 것으로 보고되었다[38]. CK0122 균주

bacteriocin의 경우에도 Lb. sakei 뿐만 아니라 김치발효 후

기에서 나타나는 Lactobacillus 속 유산균들의 생육은 저해

하지만, E. coli에 대한 생육저해활성은 나타내지 않아,

mesenterocin E131은 CK0122 균주의 bacteriocin과 가장

유사한 특성을 가지고 있는 bacteriocin으로 추정된다.

CK0122 균주가 생산하는 bacteriocin은 높은 열 안정성과

넓은 범위의 pH 안정성을 가지고 있을 뿐만 아니라 넓은 항

균 스펙트럼을 가지고 있어 다양한 식품 제조의 천연보존제

형태로 적용 가능할 것으로 추정된다. 또한 CK0122 균주가

생산하는 bacteriocin은 다수의 식품 위해세균의 생육을 저

해하고, Gram 양성균뿐만 아니라 음성균에도 작용하기 때

문에 종균으로 첨가할 경우, 김치 및 발효식품의 저염화 추

세로 발생가능성이 높아지고 있는 위해세균의 저감화 및 미

생물 제어에도 효과가 있을 것으로 예상된다[10, 21].

요 약

김치발효 후기의 우점종으로 알려진 Lactobacillus sakei

의 생육을 저해하는 Leuconosotc 속 23균주가 김치로부터

분리되었고, 이들 중 가장 높은 생육저해활성을 나타낸

Leuconostoc mesenteroides CK0122 균주가 생산하는 생육

저해물질의 특성을 검토하였다. CK0122 균주의 배양 상징

액을 분자량 3,000 Da을 기준으로 분획하여 동결건조한 분

자량 3,000 Da 이하의 조항균물질로부터 Lb. sakei 생육저

해가 확인되었고, proteinase K 처리에 의해 항균력이 소실

되었기 때문에, CK0122가 생산하는 항균물질은 분자량

3,000 Da 이하의 단백질성 항균물질(bacteriocin)으로 추정된

다. 분자량 3,000 Da 이하의 조항균물질은 pH 4에서 7 정

도의 영역에서 최적활성을 나타내었고, 121oC, 15분 살균처

리에 의해서도 활성이 유지되는 높은 열안정성을 나타내었

으며, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella

typhimurium, Alcaligenes xylosoxydans, Staphylococcus

aureus 및 Flavobacterium sp.에 대하여 항균 활성을 나타내

어 Gram 양성균 및 음성균의 제어에 적용 가능한 것으로 나

타났다.
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