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Abstract
A bacteriocin producing lactic acid bacterium was isolated from kefir which is 

functional fermented milk. The CJNU 2008 strain was identified as Enterococcus 
faecium by 16S rRNA gene sequence analysis and the strain named E. faecium CJNU 

2008. Antibacterial spectrum of E. faecium CJNU 2008 has shown that several strains 

including pathogenic bacteria Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus 
were inhibited by the cell and culture supernatant. Optimal culture conditions for 

production of the bacteriocin from E. faecium CJNU 2008 were MRS broth as a 

medium, 30℃, and pH 7.0. 
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서 론

박테리오신(bacteriocin)은 박테리아가 생산하는 항균성 단백질(펩타이드)로써 주로 생산 균주와 분류

학적으로 가까운 종의 생육을 억제한다(Bali et al., 2016). 특히, 유산균이 생산하는 박테리오신은 안전

성과 활용성이 우수하여 많은 연구가 진행되고 있다(Alvarez-Sieiro et al., 2016). 나이신(nisin)은 

Lactococcus latics 균주가 생산하는 박테리오신으로써 정제된 형태로 상업화된 최초의 사례이며, 전 

세계적으로 천연항균보존제로서 활용되고 있다(Gharsallaoui et al., 2016). 앞으로도 유산균으로부터 

생산되는 박테리오신 중에서 산업적 적용성이 우수한 박테리오신의 상업화 가능성이 클 것으로 기대된다.

케피어는 북부 코카서스 지역에서 유래된 발효유로써 유산균을 비롯하여 초산균 및 효모 등에 의한 혼합

발효를 통해 생산된다(Leite et al., 2015). 케피어(케피어 유래 물질 포함)는 지금까지 많은 연구를 통해

서 그 기능성이 검증되었으며, 다른 발효유의 기능성과 마찬가지로 항균활성, 장 건강, 면역조절, 항 

알레르기, 콜레스테롤 대사, 상처 치료, 항암 활성 등의 효과가 있는 것으로 알려져 있다(Bourrie et 

al., 2016). 

따라서 본 연구에서는 기능성이 우수한 케피어로부터 분리된 유산균을 대상으로 박테리오신 생산 균주

를 선발하였으며, 선발된 균주의 박테리오신 생산을 위한 배양학적 특성을 관찰하였다.
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재료 및 방법

1. 사용 균주 및 배양

Bacillus subtilis SCB, Enterococcus faecium MK3, Esche-

richia coli DH5α, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

casei CJNU 0588, Lactobacillus reuteri KCTC 3679, Leu-

conostoc mesenteroides CJNU 0147, Listeria monocyto-

genes KCTC 3569, Pediococcus acidilactici K10, Staphy-

lococcus aureus ATCC 14458 균주들이 항균 스펙트럼 확인을 

위한 지시균주(indicator)로 사용되었다. 유산균과 Listeria는 

MRS broth(Difco, Sparks, MD, USA)에서 배양하였으며, Ba-

cillus와 Staphylococcus는 Nutrient broth(Difco)에서, E. coli

는 LB broth(Difco)에서 배양하여 사용하였다.

2. 박테리오신 생산 유산균주 선발

케피어로부터 분리된 유산균주들로부터 박테리오신 생산 균주를 

선발하기 위해 한천확산법(agar diffusion method)을 이용하였

으며, 지시균으로 L. monocytogenes KCTC 3569 균주를 사용

하였다. 즉, MRS soft agar[0.7%(w/v) agar]에 L. monocyto-

genes KCTC 3569 배양액 1%를 접종하여 유산균주들의 콜로니

가 형성된 MRS agar 고체배지 위에 부어 37℃에서 12 h 배양하

였다. 배양 후 콜로니 주변으로 생육 저해환(inhibition zone)이 

나타나는지 확인하여 박테리오신 생산 유무를 판단하였다. 또한 박

테리오신 생산 추가 검증을 위해 선발 균주의 배양 상등액의 pH를 

10 N NaOH를 이용하여 7.0으로 보정 후 0.22 μm 주사필터

(Millipore, Billerica, MA, USA)로 여과하였다. 이를 아세톤 추출

법(Chung et al., 2011)으로 부분정제하고 농축하여 지시균이 깔

려 있는 MRS agar 고체배지 위에 2 μL를 점적하여 37℃에서 12 

h 배양 후 생육 저해환을 관찰하였다.

3. 박테리오신 생산 선발 균주에 대한 동정

박테리오신 생산을 확인한 균주에 대하여 16S rRNA 유전자 염기

서열 분석을 통해 균주 동정을 실시하였다. 16S rRNA 유전자 염

기서열은 생명공학 벤처회사(Macrogen Co., Daejeon, Korea)

를 통해 분석하였으며, 염기서열에 대한 상동성 분석은 미국립생물

정보센터(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) 프로그램을 이용하여 수

행하였다.

4. 항균 스펙트럼

항균 스펙트럼 조사를 위해 사용한 지시균주는 앞서 언급한 내용과 

같으며, 각각의 최적배지에서 배양한 후 한천확산법으로 선발균주

의 배양액과 부분정제 농축액을 이용하여 항균활성을 측정하였다. 

5. 박테리오신 생산 최적 조건 조사

선발된 유산균주의 박테리오신 생산 최적조건을 확인하기 위하여 

배지(MRS, BHI broth), 배양온도 (25, 30, 37℃) 및 초기 pH 

(5.0, 6.0, 7.0, 8.0)를 달리하여 경시적(0, 3, 6, 9, 12, 24 h)으로 

OD600 및 박테리오신 활성(AU/mL)을 측정하여 상호 비교하였다. 

단, 최적화 순서는 배지, 배양온도, 초기 pH 순으로 하였다. AU 

(arbitrary unit)/mL 값은 원액을 2배씩 희석하여 활성을 나타내

는 최대 희석배수의 역을 취하고, 1 mL에 대한 환산 값을 곱하여 

나타내었다(Ray and Daeschel, 1992).

결과 및 고찰

1. 박테리오신 생산 유산균주 선발

케피어에서 분리한 유산균 112개 균주를 대상으로 L. mono-

cytogenes KCTC 3569의 생육을 저해하는 박테리오신 생산균주

를 확인한 결과, 6개의 유산균주에서 항균활성이 관찰되었으며, 이 

중 CJNU 2008 균주에서 활성이 가장 우수한 것으로 나타났다. 산

(acid)에 대한 저해효과를 배제하기 위하여 CJNU 2008 균주의 배

양 상등액을 중화(pH 7.0)한 후, 이를 아세톤 추출법(Chung et 

al., 2011)으로 부분정제하여 사용한 경우에도 활성이 관찰되었다

(Fig. 1).

2. 박테리오신 생산 선발 균주에 대한 동정

L. monocytogenes KCTC 3569 균주에 대하여 항균활성이 우수

한 CJNU 2008 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통한 

동정 결과, Enterococcus faecium strain IDCC 2103(Gen-

Bank accession no., EU003447.1) 균주와 가장 높은 상동성

(99%)을 나타내어 CJNU 2008 균주를 E. faecium CJNU 2008

Fig. 1. Antimicrobial activity of CJNU 2008 cell culture (A) and partially 
purified bacteriocin concentrate (B) against Listeria monocytogenes.
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Target strain Cell culture Partially purified 
bacteriocin concentrate

Bacillus subtilis SCB + -

Enterococcus faecium MK3 + -

Escherichia coli DH5α + -

Lactobacillus acidophilus + +

Lactobacillus casei CJNU 0588 - -

Lactobacillus reuteri KCTC 3679 - -

Leuconostoc mesenteroides CJNU 0147 + +

Listeria monocytogenes KCTC 3569 + +

Pediococcus acidilactici K10 + -

Staphylococcus aureus ATCC 14458 + +

Table 1. Antimicrobial spectrum of E. faecium CJNU 2008 cell culture and partially purified bacteriocin concentrate 

로 명명하였다.

3. 항균 스펙트럼

E. faecium CJNU 2008 균주의 배양액과 부분정제 박테리오신 

농축액을 이용하여 항균 스펙트럼을 조사하였다. 균 배양액의 경

우, L. reuteri와 L. casei 균주를 제외한 나머지 균주에 대해서 

항균활성을 나타낸 반면, 부분정제 박테리오신 농축액의 경우, L. 

acidophilus, Leu. mesenteroides, Lis. monocytogenes, S. 

aureus 균주에 대해서만 항균활성을 나타내었다(Table 1). 배양액

과 부분정제 박테리오신 농축액의 항균 스펙트럼에서 차이가 나는 

것은 배양액 상에 존재하는 산에 의한 저해효과에 기인하는 것으로 

추론되었다. 유산균이 생산하는 대부분의 박테리오신은 그람음성 

세균에 대한 항균활성이 약한 것으로 알려져 있다(Molloy et al., 

2013; Rodríguez et al., 2002). 특히, E. faecium CJNU 2008 

균주가 생산하는 박테리오신이 Lis. monocytogenes에 대하여 강

한 항균활성을 보이는 것으로 보아, class II 박테리오신 그룹에 속

할 가능성이 높다고 판단된다(Rodríguez et al., 2002).

4. 박테리오신 생산 최적 조건 조사

E. faecium CJNU 2008 균주의 박테리오신 생산 최적 조건을 확

인하기 위하여 배지, 배양온도 및 초기 pH를 달리하여 항균활성을 

비교하였다. MRS broth와 BHI broth에서 각각 배양했을 때 생육

속도에서는 큰 차이가 없었으나, MRS broth에서 정지기(statio-

nary phase)의 흡광도(OD600)가 더 높게 관찰되었다(Fig. 2A). 항

Fig. 2. Optimal medium for production of the bacteriocin from Entero-
coccus faecium CJNU 2008. A: optical density at 600 nm; B: bacteriocin 
activity (AU/mL). 
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균활성의 경우, BHI broth에서는 전혀 관찰되지 않은 반면, MRS 

broth의 경우 12 h에서 가장 높은 항균활성(1,000 AU/mL)을 나

타내었고, 6, 9, 24 h 에서는 500 AU/mL의 활성을 나타내었다

(Fig. 2B). 최적 배지로 선택된 MRS broth를 이용하여 E. fae-

cium CJNU 2008 균주의 박테리오신 생산 최적 온도를 확인한 

결과, 30℃와 37℃에서 최고의 활성(2,000 AU/mL)이 관찰되었으

며, 25℃의 경우 1,000 AU/mL까지 활성이 관찰되었다(Fig. 3B). 

생장속도의 경우에도 37  30  25℃ 순으로 나타나 E. faecium 

CJNU 2008 균주의 박테리오신 생산은 생장속도에 영향을 받는 

것으로 나타났다(Fig. 3A). MRS broth의 초기 pH(5.0, 6.0, 7.0, 

8.0)를 달리하여 30℃에서 E. faecium CJNU 2008 균주를 배양

하면서 박테리오신 생산 정도를 확인한 결과, pH 5.0을 제외하고 

비슷한 활성 양상을 보였으나, 24 h에서 pH 6.0과 8.0은 활성이 

50% 감소하였다(Fig. 4B). 초기 pH가 증가할수록 균의 생장속도

도 증가하는 경향을 보였는데, 이는 배양액의 pH가 상대적으로 느

리게 떨어지는 것에 기인하는 것으로 추론되었다(Fig. 4A). 

본 논문에서는 박테리오신 생산 유산균주의 분리 및 배양학적인 특

성만을 다루었다. 향후 추가연구를 통해 생화학 및 분자생물학적 

Fig. 3. Optimal temperature for production of the bacteriocin from Entero-
coccus faecium CJNU 2008 in MRS broth. A: optical density at 600 nm; 
B: bacteriocin activity (AU/mL). 

Fig. 4. Optimal initial pH for production of the bacteriocin from Entero-
coccus faecium CJNU 2008 in MRS broth at 30℃. A: optical density at 
600 nm; B: bacteriocin activity (AU/mL). 
  

특성이 규명된다면 상업적인 측면에서의 활용 가능성을 가늠해 볼 

수 있을 것이다.

요  약

기능성 발효유로 알려진 케피어로부터 박테리오신 생산 유산균주

(CJNU 2008)를 선발하였다. CJNU 2008 균주는 16S rRNA 유전

자 염기서열 분석을 통해 Enterococcus faecium으로 동정되어 

E. faecium CJNU 2008로 명명하였다. E. faecium CJNU 2008 

균주의 배양액 및 부분정제 농축액은 Listeria monocytogenes

와 Staphylococcus aureus와 같은 병원성 세균을 포함하여 몇몇 

균주들에 대해서 항균활성을 나타내었다. E. faecium CJNU 

2008 균주의 박테리오신 생산을 위한 배양 최적조건은 MRS 

broth, 30℃ 및 pH 7.0으로 확인되었다. 
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