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Summary

Jeot-kal,a Korean traditionalfermentation food in Korea,is usually

producedusing fishandshellfish.Thisproductisusuallyfermentedusing

certaintypesofmicroorganismsandenzymes.Thisisnotonlyasasource

ofproteinsupply,duetoitspeculiarflavor,andrelativeabundanceoffree

aminoacidandtasterelatedcomponents,butalsoasubsidiarymaterialof

Kimchiorspices.

Six bacterialstrainswereisolatedfrom severalJeot-kalusing MRS agar

medium.A bacterium which has high activities such as protease and

pathogensbacterialspecies,wasisolatedfrom MyungranJeot-kal,whichwas

recorded as Bacillus valismortis BK6. It was identified as Bacillus

vallismortisBK6asbasedonthebiochemicalpropertiesand16SrRNA gene

sequence. The bacterium was Gram-positive, catalase-negative,

oxidase-positive,hydrosisofesculinferriccitrate,wasrod-shaped,andhad

dimensionsof0.6∼0.7㎛ and1.5∼2.0㎛.Thestrainsshowedcharacteristics

secretesubstanceofgooey.Whenthematerialwasrubbeditwasslippery.

Nutritionalandculturalconditionsfortheproductionofantibacterialsubstance

bythisorganism undershake-flaskconditionshaveoptimized.Theoptimal

medium compositionsforproduction ofantibacterialsubstancein theB.

vallismortisBK6were1%(v/w)ofsolublestarch,0.5%(v/w)yeastextract,

0.5%(v/w)NaNO3,0.05%(v/w)K2HPO4 and0.05%(v/w)NaCl.Theoptimum

temperatureandpH ofthegrowthoftheB.vallismortisBK6was25℃ and

pH 8,respectively.Theoptimalculturetimeforantibacterialactivitiesofthe

bacterium wereshowntobeintherangeof24∼36hour.

Theantibacterialactivity wasfound to bestableafterheatand various

enzymetreatment,andinthepH rangeof3.5∼10.5.Theantibacterialactivity

wasstableinthepH rangeof3.5∼10.5,butaboutalloftemperaturewas
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lostafter5min,soitassumethatisinactiveproteincausebyheat.The

antibacterial compound was only inactivated by pepsin treatment, its

suggestingcompetitiveinhibitionofproteinaceousnature.

Thisstudyinvestigatedtheeffectoftheantibacterialandantioxidantactivity

of solvents(ethyl acetate, butanol) from Strain BK6 supernatant. The

minimum inhibitory concentrations ofsolventextracts 1 ㎎/㎖ againstS.

parauberis.TheextractsexhibitedhighscavengingactivityonDPPH,alkyl

andHydrogenperoxideradical,andtheactivityincreasedwithincrementof

concentrationoftheextracts.

ScanningelectronmicrographsobservationofS.parauberistreatedwithbutanol

extract(1㎎/㎖)revealedapparentlysisofthecellwall.

Biosurfactantsarebiologicalsurface-activecompoundsproducedbybacteriaand

fungithathavea broad rangeofindustrialapplicationsaswellasseveral

advantagesoverchemicalsurfactants.ThegenusBacillusisabacterialgroupmost

oftenstudiedforproductionmechanismsoflipopeptidesincludingbiosurfactantsand

antibiotics.

TofurtheradvancethestudyofbiosurfactantproductionintheBK6strain

weinvestigatedemulsificationactivity andstability.Thecrudebiosurfactant

was obtained from supernatantby acid precipitation,solventextraction and

evaporation.Theyieldofthecrudebiosurfactantwasabout6g/ℓ byoptimum

medium.Inaddition,thecrudebiosurfactantshowhighemulsificationactivitywhen

tributyrin,soybeanoil,squaleneandkerosenewereusedasasubstrate.Thus,

thesestudiescouldcontributetothedevelopmentofbiosurfactantbeneficialtothe

environment.
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Ⅰ.서 론

젓갈은 우리나라 전통 발효 식품 중 하나로 어패류에 소금을 가하여 염장함으로

써 부패균의 번식을 억제하고,발효과정 중 생성된 유리아미노산이나 방향성 성

분으로 인해 특유의 감칠맛과 풍미를 지니고 있어 단백질,지방,무기질의 공급

원으로서 국민 영양 공급 상 중요한 위치를 차지하고 있다(Yoonetal.,2003).

우리나라 전통 발효식품 및 요구르트,버터,치즈 같은 유제품에서 분리된 유산

균은 각종 동물의 장관 내에 서식하며,소화관 내에서 점막의 보호 및 장내 이상

발효의 개선,칼슘의 채내 흡수 촉진 등 여러 가지 유익한 생리작용을 나타내기

때문에 정장제와 같은 의약품과 사료첨가제로도 이용되고 있다(Leeetal.,2006).

또한 유산균에 의한 혈중 콜레스테롤 저하작용,항암효과(Jay,1982)등이 있는

것으로 보고되고 있다(Kang,1996).이러한 약리 효능 이외에 병원성 세균에 대

한 감염 방어 효과와 항균력을 가지는 것으로도 알려져 있다.즉,유산균이 젖산,

초산 등의 유기산의 pH 감소와 과산화수소,diacetyl및 bacteriocin을 포함한 항

균성 물질을 생산하는 것으로 알려져 있다(Choi,2000)

Bacteriocin은 미생물로부터 생산되는 천연의 무독성 항생물질로서 주목 받고 있

는 항균성 단백질이다(Tagg,1976).기존의 항생제가 2차 대사산물인데 비해 자

신의 유전자로부터 생합성되는 것이 특징이다(Dodd,1992).단백질로 이루어져

인체에 섭취되는 즉시 소화기관의 단백질가수분해효소에 의해 분해됨으로서 인

체에 무독성이며 잔류성이 없다는 장점을 가지고 있어 유산균 유래의 박테리오

신에 관한 연구들이 가장 많이 이루어지고 있다(Barefoot,1993).하지만 대부분

의 박테리오신 생산 유산균들은 좁은 항균 스펙트럼을 갖고 있으며 계통적으로

유사한 그람 양성 세균에 대해서만 저해를 하는 것이 대부분 이라고 알려져 있

다(Klaenhammer,1988).주로 그람 양성균의 생육저해를 할 수 있는 유산균 박

테리오신과 달리 Bacillus가 생산하는 박테리오신은 그 항균 활성의 범위가 매우

넓고 다양한 특성을 지닌다(Jack,1995;Tagg,1976).일반적으로 젓갈의 주 발효

미생물은 Lacticacid세균으로 알려져 있으나 다수의 다양한 미생물이 존재하며

그 중 항균성을 지닌 Bacillus균이 분리되기도 하며 다양한 구조를 가진 이차대
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사산물을 생산하는 특징을 가진다(Yoonetal.,2005).Bacillussp.가 생산하는

antibiotics로는 ribosomal과 nonribosomal antibiotics로 분류할 수 있으며

(Nakano,etal.1990),합성되는 기작에 따라 subtilin,coagulin가 전자에 해당되

며,surfactin,iturin,gramicidines,fengcin,tyrocidine 그리고 bacitracin이

nonribosomalantibiotics에 속하며 항진균,항세균효과가 있다고 보고되어 있다

(Klein,1993;Hyronimus,1998;Kluge,1998;Maget-Dana,1994;Nakano,1990;

Vanittanakom.1986)

그 중에 surfactin은 Bacillussubtilis에서 분비하는 물질로 biosurfactant의 주

요 역할을 하고 있다(Arima,etal.,1968,Cooper,etal.1981).

Biosurfactant란 미생물에 의해 세포 표면에 생성되거나 세포외로 분비되는 화

합물로서,친수성인 부분(hydrophilic moieties)과 소수성인 부분(hydrophobic

moieties)을 동시에 가지는 양친매성(amphiphiles)물질이다.biosurfactant는 표

면장력(surface tension)과 liquid-liquid(oil-water), liquid-solid(wetting

phenomena)간 계면장력(interfacialtension)을 감소시키며 유화 안정성도 우수하

다고 알려져 있는 천연 계면활성제라고 알려져 있다.(Fiechter,1992).또한

biosurfactant는 기존의 화학 유화제에 비해 독성이 낮고,미생물에 의해 다양하

게 합성되어지며,온도 및 pH에 안정성이 높을 뿐만 아니라,폐유나 식물성 유지

등 재생 가능한 원료로 생산이 가능하고,생체분해능력이 크기 때문에 환경 친화

적인 물질이다(Deziel,etal.,1996).

이러한 미생물의 계면활성제의 소수성부분은 당 또는 아미노산으로 구성되며,

glycolipids,lipopeptides,lipoproteins,neutallipids,phospholipids,substitute

fattyacids그리고 lipopolysaccharides같은 종류들이 있다.Bacillussp.에서 분

리된 lipopeptide type의 biosurfactant는 단순 peptide 형태인 gramicidin S

(Kratzschmar,etal.,1980)와 tyrocidine(Mittenhuber,etal.,1989),7개의 amino

acid cyclic peptide에 β-hydroxy fatty acid가 ester 결합을 하고 있는

surfactin(Hiraoka,etal.,1992),7개의 α-aminoacid와 한 개의 β-aminoacid잔

기를 갖는 iturin(Hiraoka,etal.,1992)으로 구분할 수 있다.

현재까지 제주도 육상수조식 넙치 양식장에서 연쇄구균(Streptococcussp.)이

주요 폐사의 원인균으로 보고되고 있다(Leeetal.,1991).그 이외에 Lactococcus
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garviae(Leeetal2001),β-haemolyticStreptococcussp.(Heoetal.,2001),S.

pyogenes및 Enterococcusfaecalis(Songetal.2003),Siniae(Jungetal.2004)

등이 넙치의 대한 병원성과 관련되어 보고되었으며 S.iniae가 연쇄구균증의 주

요 병원체로 알려져 왔다(Wooetal.,2006).그러나 최근에는 S.parauberis가

새로운 양식넙치의 폐사 원인체로 분리되어지고 있어 (Baecketal.,2006)이에

대한 예방이 요구되고 있다.

따라서 본 연구에서는 젓갈에서 분리한 미생물이 생물학적 방제의 적용에 적합

한 미생물 자원인지 조사하여 현재 양식장에서 빈번히 발생하고 있는 세균성질

병에 대한 저항성을 알아보며,더불어 분리 균주가 미생물유래의 biosurfactant

생산을 조사하여 계면활성제로의 이용가능성을 살펴보고자 한다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.샘플의 채취

유산균을 분리하기 위한 젓갈은 오징어,명란,창란,꼴두기 젓갈을 사용하였다.

오징어 젓갈과 명란 젓갈은 서울에 위치한 경동시장에서 구입하였으며,창란 젓

갈과 꼴두기 젓갈은 제주시에 위치한 마트에서 구입하였다.

2.미생물의 분리 및 공시균주의 선정

1)미생물의 분리

젓갈류를 생리식염수로 단계 희석하여 사용하였으며,0∼10%의 식염이 첨가된

Mann,RogosaandSharpe배지(MRS,Difco)에 희석액을 100㎕ 유리 도말봉으

로 도말하고 25,30,35℃에서 48시간 배양하여 유산균을 분리하였다.

분리된 균은 sodium chloride0∼10%,yeastextract0.5%,peptone1%,skim

milk2%,agar1.5%로 구성된 Skim milk배지를 사용하여 protease효소활성이

우수한 미생물을 순수 분리하여 사용하였다.또한 면양 혈청배지에 도말하여 비

용혈성 미생물을 선택하였다.

2)항균활성 측정

SM배지에서 생육이 빠르고 투명환이 뚜렷한 균주를 선별하여 유해미생물의 항

균활성을 간이적으로 agar에 한 백금이로 떨어뜨려 측정하였다.

항균활성을 알아보기 위한 피검균으로 StreptococcusparauberisKCTC 3651,

S.iniaeKCTC 3657,StaphylococcusaureusKCTC 1927,Vibrioanguillarum

KCTC 2711,VibrioalginolyticusKCCM 40513,VibrioichthyoenteryKCCM

40870,Escherichia coliKCCM 40880 등 은 한국유전자은행 (The Korean
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CollectionforTypecultures)에서 분양 받았으며,Edwardsiellatarda는 병에

걸린 넙치의 신장에서 분리하였다.모든 균주는 50% glycerol이 첨가된 stock을

만들어 -70℃에 보관하여 사용하였다.

MϋellerHintonbroth(MHA,Difco,USA)를 사용하여 유해미생물의 각 배양온도

에서 24시간 배양한 피검균을 McFarland standard 0.5가 되도록 맞추고

MHA(Difco)위에 멸균 면봉으로 도말한 후,paperdisc(8mm)에 분리균주의 상

등액을 50㎕ 적하하여 각 배양온도에서 24시간 배양한 후 투명환의 크기를 측

정하였다.

3)공시균주의 선정

항균활성이 확인된 분리균주의 항균물질에 가장 큰 감수성을 보인

StreptococcusparauberisKCTC3651을 피검균의 공시균주로 선택하였다.또한

항균활성에 가장 범위가 넓은 BK6균주를 공시균주로 사용하였다.

3.미생물의 동정

1)형태학적 관찰

SEM (ScanningElectronMicrophotography,JSM-6700JEOLLtd.)을 통해 미

생물의 형태학적 특성을 관찰하였다.고체배지에 Membrainfilter(Adventech)를

올려 그 위에 백금이를 이용하여 균을 도말하였다.균의 성장 특성에 따라 집락

이 나타나기 이전에 전처리를 행하였다.먼저 filter를 0.5×0.5cm 되도록 절단

한 뒤,2.5% glutaraldehyde용액에 담구어 1시간 고정시킨다.그 다음 1M

phosphate buffer로 2회 세척한다.이를 40,50,60,70,80,90,100%의

ethylalcohol롤 각각 1시간 동안 탈수시킨다.탈수시킨 filter를 isoamylacetate

와 100% EtOH가 1:1로 혼합된 용액에 1시간 담근 후,100% isoamylacetate용

액에 1시간 방치한다.마지막으로 CO2gas를 이용해 건조 시키고 백금을 처리하

여 전자현미경으로 관찰하였다.
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2)생리학적 특성

공시균주의 동정을 위해 그람염색,catalasetest,포자유무,운동성,전자현미경

관찰 등 형태학적 특성을 관찰 하였고 당 발효능과 같은 생화학적 성상은 API

20NE(Biomerieux,France)을 이용하여 분석법에 따라 시행하였다.

3)16SrRNA염기서열 분석

16SribosomalRNA 분석은 GnomicDNA Extractionkit(Bioneer,Korea)를

사용하여 ChromosomalDNA를 분리한 후,Bacterial16S rDNA universal

primer를 이용하여 16S rDNA를 증폭시켰다.합성된 oligonucleotides의 각각의

primer는 forwardprimer(27F):5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'reverse

primer(1492R):5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로 구성되었으

며,각각의 0.5 μM primer,200 μM deoxynucleosidetriphosphate,TaqDNA

polymerase(Bioneer,Korea)3㎕를 사용하여 PCR을 수행하였다.

PCR 반응조건은 94℃에서 5분 predenaturation,30cycle동안 94℃에서 45초

denaturation,50℃에서 45초 annealing,72℃에서 45초간 extention하였으며,다시

72℃에서 5분간 extention하였다.증폭된 PCR product는 ethdium bromide가 첨

가된 상태에서 전기영동하여 1% agarose(promegaCO.,USA)gel에서 확인하

였다.이후,Accuprep
TM
PCRpurificationkit(Bioneer,Korea)을 이용하여 PCR

product에 남아있는 primers,nucleotides,polymerase,salts를 제거하여 정제하고

30㎕에 elutionbuffer(10mM Tris-Cl,pH 8.5)로 DNA를 elution하였다.이를

ABIprismTM BigdyeTM terminatorcycle sequencing Ready reaction kit

V.3.1 (Fluorescentdyeterminators method)와 ABI3730XL capillary DNA

sequencer를 사용하여 PCRproduct의 염기서열을 분석하였다.

DNA 염기서열의 homology 분석은 BLAST online program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)를 이용하였다.그 다음 ClustalW software를

사용하여 염기서열을 배열한 후,MEGA3 program (Ver 3.0)을 이용하여

phylogenetictree를 작성하였다.
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4.조건에 따른 공시균주의 생육과 항균활성 검토

미생물의 최적 배지성분의 검토는 glucose 0.5%, yeast extract 0.1%,

MgSO4·7H2O 0.02% 배지를 함유한 GY(glucose0.5%,yeastextract0.1%)배지

를 사용하였다.항균물질의 생산의 측정은 paperdisc확산법,agarspotted

method등 liquidculturemethod을 병행하여 실시하였다.

Liquidculturemethod는 피검균 배양액을 10㎖ MHB(Difco,USA)에 2% 접종

하고,공시균주 배양액을 3500 rpm에서 15분간 한 후,0.45 ㎛ pore size

filter(Adventec,USA)로 제균하였다.이 배양 상등액을 다시 2% 첨가하여 25℃

6시간 배양하고 피검균의 생육도를 660nm에서 측정하여 다음과 같은 방법으로

저해율을 계산하였다.

Inhibitionrate(%)=(C0-C)/C0×100

(C0:대조구 O.D.;C:항균물질 처리 후 배양한 O.D.)

1)탄소원의 배지조성

배지의 탄소원으로 GY배지에 glucose,sorbitol,mannitol,soluble starch,

xylose,maltose,lactose,fructose,arbinose,raffinose,sucrose,rhamnose,

mannose및 galactose등을 각각 1% 첨가하여 30℃,150rpm으로 24시간 배양

한 후 배양액의 탁도를 660nm에서 측정하였으며 Liquidculturemethod를 시행

하여 항균물질의 생산을 알아보았다.대조구는 glucose가 첨가되지 않은 배지를

사용하였다.

2)질소원의 배지조성

질소원은 NH4Cl,(NH4)2SO4,NH4NO3,NaNO3,(NH4)2C2O4,maltextract,yeast

extract,asparagine및 peptone등을 0.5% 첨가하여 30℃ ,150rpm으로 24시간

배양한 후 배양액의 탁도를 660nm에서 측정하였으며 Liquidculturemethod를

시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다.대조구는 GY배지에서 yeastextract가
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첨가되지 않은 배지를 사용하였다.

3)무기염의 배지조성

무기염은 CuSO4·5H20, KH2PO4, CaCl2·2H20, MgCl2·6H20, FeSO4·7H2O,

MgSO4·7H2O,NaCl,CoCl2·6H2O,K2HPO4 및 ZnCl2 등을 0.1%첨가하여 30℃

150rpm으로 24시간 배양한 후 배양액의 탁도를 660nm에서 측정하였으며

Liquidculturemethod를 시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다.대조구는 GY

배지에서 MgSO4·7H2O가 첨가되지 않은 배지를 사용하였다.

4)최적 pH,온도의 따른 성장과 항균물질 생산

공시균주의 최적 배양조건은 250㎖ 삼각플라스크에 150㎖의 액체배지를 넣고

0.1N HCl과 0.1N NaOH 용액으로 배지의 초기 pH를 4∼9의 범위로 조적하

여 121℃,15분 동안 멸균하였다.제조한 액체배지에 최종 선정균주의 전배양액

을 1% 접종하고 30℃,150rpm에서 24시간 배양한 후,660nm에서 배양액의 탁

도를 측정하였으며 항균물질 생산을 검토하였다.최적 배양온도는 20∼50℃의 범

위에서 조건을 확인하였으며,pH 영향은 최적 배양온도 방법과 동일하게 검토하

였다.

5)배양시간에 따른 항균물질의 생산

배양시간이 항균물질의 생산에 미치는 영향은 공시균주의 전배양액을 최적배지

에 최적온도로 24시간 배양한 뒤,6시간 간격으로 시료를 채취하여 4000rpm에

서 원심 분리하여 상등액을 0.45㎛ poresizefilter(Adventec,USA)로 여과하여

항균활성 측정시료로 사용하였다.측정법은 agarspottedmethod를 이용하였다.

MHA(Difco)에 각 유해미생물을 50㎕씩 접종하고 무균적으로 배지에 구멍을 내

어 항균활성 측정시료를 100㎕ 씩 떨어뜨려 30℃ 24시간 배양하여 투명환의 직

경(mm)을 측정하였다.
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6)항균물질의 안정성 검토

항균물질의 여러 가지 안정성을 검토하기 위한 시료는 공시균주를 액체배양 한

후 그 배양액을 4000rpm에서 15분간 원심분리 하여 얻은 상등액을 0.45㎛

poresizefilter(Adventec,USA)로 제균하여 사용하였다.열안정성은 시료를 50,

60,70,80,90,100℃에서 3분 동안 열처리한 다음 각각의 시료에 잔존하는 항균

활성을 측정하였다.pH 안정성은 원심분리 하여 얻은 시료 용액에 0.1M NaOH

및 0.1M HCl을 사용하여 pH 4.5∼12까지 조절한 다음 상온에서 교반시키면서

2시간 반응시킨 후에 pH를 다시 pH 8∼9로 조정한 후에 항균활성을 측정하였

다.

각종 효소에 대한 안정성 검토는 상등액을 제균시킨 시료를 각각의 효소농도로

처리하여 37℃에서 12시간 반응시킨 후 항균활성을 측정하였다.

분해효소로는 protease (Sigma Co.,U.S.A.),trypsin (Sigma Co.,U.S.A.),

Lipase(SigmaCo.,U.S.A.)및 α-chymotrypsin(SigmaCo.,U.S.A.)를 50mM

Tris-HCl완충액(pH 7.5),pepsin(SigmaCo.,U.S.A.)은 50mM citrate완충액

(pH 2.0),proteinase K (Sigma Co.,U.S.A.)는 10 mM Tris-HCl-50 mM

NaCl-5mM EDTA(pH 7.5),Lysozyme(SigmaCo.,U.S.A.)및 α-amylase

(SigmaCo.,U.S.A.)는 0.1M sodium phosphate완충액(pH 7.0)에 용해시켜,항

균물질에 준비된 각종 효소를 최종 400U/㎎의 농도로 하여 측정하였다.대조구

로는 모든 동일한 조건에서 효소액만 빼고 처리한 것으로 사용하였으며 측정법

은 agarspottedmethod를 이용하였다.

5.항균물질의 추출 및 생리활성 측정

1)항균물질의 추출

항생물질의 추출은 최적조건에서 균주를 배양한 후 ethylacetate(EtOAc)와

butanol(BuOH)을 이용한 유기용매 추출법을 통하여 배양액으로부터 항균물질을

추출하였다.먼저 배양액을 원심분리(4000rpm,4℃,25min)하여 균체를 제거한
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다음,상등액과 동량의 두 용매를 넣어 추출,여과한 후 농축기를 이용하여 감압

상태에서 용매를 제거하였다.용매가 제거된 플라스크에 100% 메탄올을 서서히

가하여 용출시키고 활성부분을 모아 농축기를 이용,감압 농축하여 용매를 제거

한 후,각 추출물의 농도를 측정하였다.또한 EtOAc와 BuOH을 두배 농축시켜

추출물의 농도를 측정하였다.

농도가 측정된 추출물을 30,25,20,15,10,5,2.5,1,0.5,0.1㎎/㎖ 농도로 희석

하여 agarspotmethod를 이용하여 항균활성을 측정하였다.

2)최소저해농도 측정

최소저해농도(minimum inhibitoryconcentration:MIC)는 공시균주의 용매 추출

액을 사용하여 실험을 하였다.농도가 측정된 추출물을 agarspotmethod를 이

용하여 0.1∼30mg/㎖ 의 농도의 배양추출물을 피검균이 10
7
CFU/㎖ 농도로

MHA에 50㎕씩 접종하여 유해미생물의 억제환을 조사하였다.배양은 30℃,48

시간 시행하였으며 유해미생물의 생육을 억제하는 항균물질의 최소농도를 관찰

하였다.

3)항균물질의 첨가에 따른 피검균(S.paraubris)의 세포형태 관찰

MHA(Difco,USA)에 S.paraubris균을 접종한 후 항균물질이 최대로 분비되는

시료를 첨가한 후의 피검균의 세포형태 변화를 SEM으로 관찰하였다.

4)항산화활성 측정

(1)DPPHfreeradicalscavengingactivity

각 시료의 DPPH freeradical소거활성은 Nanjo등(1996)의 방밥에 의하여 측

정하였다.60㎕ 시료용액에 60㎕ DPPH (60μM)용액을 첨가하여 10초 동안

교반한 다음 혼합용액을 quartzcapillarytube에 옮긴 후 2분 후에 Electronspin
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resonancespectrometer(ESR JEOL,Japan)로 측정하였다.스펙트럼은 scan

time:30s,filed:336± 5mT,timeconstant:0.3s,power:1mW,

amplitude:1×500의 조건으로 기록하였다.항산화시료에 대한 DPPH radical의

소거활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

DPPHfreeradicalscavengingactivity(%)=

(ESR signalintensity formedium containing theadditivesofconcern/ESR

signalintensityforthecontrolmedium)×100.

(2)Alkylradicalscavengingactivity

각 시료의 alkylradical소거활성은 Hiramoto등(1993)의 방법에 의하여 측정하

였다.20㎕ 시료용액에 멸균증류수 20㎕,40mM AAPH20㎕,40mM POBN

20㎕을 혼합한 다음 37℃에서 30분 방치 한 후 quartzcapillarytube에 옮긴 후

ESR로 측정하였다.스펙트럼은 scantime:30s,filed:336± 5mT,time

constant:0.3s,power:7mW,amplitude:1×500의 조건으로 기록하였다.항산

화시료에 대한 Alkylradical의 소거활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

Alkylradicalscavengingactivity(%)=

(ESR signalintensity formedium containing theadditivesofconcern/ESR

signalintensityforthecontrolmedium)×100.

3)Hydrogenperoxidescavengingactivity

Hydrogenperoxide소거활성은 Mϋller등(1995)의 방법에 따라 수행하였다.즉,

0.1M phosphatebuffer(pH 5.0)100㎕와 sample100㎕을 96wellplate에서

혼합시킨 후 다시 20㎕의 Hydrogenperoxide를 첨가하고 37℃에서 5분간 반응

시켰다.반응이 끝난 후 1.25M 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthis-zoline-6-sulfonic

acid(ABTS,Sigma)와 peroxidase(1unit/ml,Sigma)를 각각 30㎕ 첨가하여

최종적으로 37 ℃에서 10분간 반응시켜 ELISA reader (Sunrise,Tecan
TM
,

Austria)를 사용해 405nm에서 활성도를 측정하였다.
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Hydrogenperoxidescavengingactivity(%)=

[1-(controlab.-sampleab.)/controlab.]×100

6.공시균주의 Biosurfactant생산검토

1)Biosurfactant조정제 및 생산량 측정

배양과정을 거친 B.vallismortisBK6로부터 생산되는 biosurfactant는 배양액으

로부터 원심분리(4000rpm,25분)과정을 거쳐 균체를 제거한 배양 상등액으로부

터 회수하였다.배양 상등액을 12NHCl을 이용하여 pH 2로 조정한 뒤 4℃에서

24시간 반응시켜 침전물을 형성하였다.이를 다시 원심분리(4000rpm 25분)하여

침전물을 회수하여 무게를 재어 crudebiosurfactant의 생산량으로 하였다.침전

물을 0.5M phosphatebuffer(pH 7.0)으로 현탁시켜 ethylacetate로 3회 추출과

정을 거쳐 활성부분을 모아 농축하면 노란색의 물질이 남게 되는데 이를 다시

phosphatebuffer에 녹여 실험에 사용하였다.

2)SDS-PAGE

StrainBK6가 생성하는 Biosurfactant의 생성 유무를 확인하기 위해 SDS-PAG

E를 통해 crudebiosurfactant의 분자량을 확인하였다.crudebiosurfactant을 2:1

비율로 2XLaemmlisamplebuffer(80mM Tris-HCl(pH 6.8),2% SDS,12%

β-mercaptoethanol,15% glycerol및 0.012% bromphenolblue)에 용해시켜 90℃

이상의 온도에서 3분간 boiling한 후 Laemmli(1970)의 방법에 따라 SDS-PAG

E을 실시하였다.10% polyarylamidegel을 사용하여 250V,55mA로 4시간 동

안 전기영동을 실시한 후,염색액 (0.136% coomassiebriliantblueR-250,45%

methanol및 10% aceticacid)에서 40분간 염색하고 ,7.5% methanol,7.5% aceti

cacid에서 탈색하였다.분자량 측정용 표준단백질은 myosin(200kD),β-galaco

sigase(116kD),phospholylaseb(97kD),bovineserum albumin(66kD),ova

lbumin(44kD),carbonicanhydrase(29kD),soybeantrypsininhibitor(21k
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D),lysozyme(14kD)및 aprotinin(6kD)를 사용하였다.

3)유화활성 및 안정성 조사

공시균주에 의해 생산된 biosurfactant와 일반적으로 사용되는 화학합성 계면활

성제의 소수성 탄화수소와 오일성분에 유화활성 및 유화안정성 시험을 Cirigliano

와 Carman(1984)의 방법에 따라서 실시하였다.

crudebiosurfactant용액 4㎖와 phosphatebuffer4㎖ 혼합 후에 기질성분 6

㎖을 시험용 튜브 내에서 2분간 교반 한 후 10분간 실온에 방치하여 540nm에

서 혼합물의 현탁도를 측정하였다.사용된 기질은 경유,kerosene,soybeanoil,

mineraloil,liquidparaffin,squalene,grycerin그리고 tributyrin등을 포함한 8

가지 종류의 탄화수소 화합물을 사용하였으며,화학합성 계면활성제는 Tween

20,80을 사용하였다.

유화안정성은 유화활성과 동일한 방법으로 처리한 후에,실온에 방치하면서 60

분 동안 10분간으로 540nm에서 현탁도를 측정하여 로그값으로 환산하여 나타

내고,그 떄의 기울기를 유화활성의 안정도 상수 Кd(시간당 붕괴되는 유화력의

기울기 값)으로 나타내었다.

7.항생제 감수성 실험

공시균주에 대한 항생제 감수성 시험을 하기 위해 Bauer방법(Baueretal.,

1996)에 따른 Paperdiscagardiffusion법을 시행하였다.MHA(Difco,USA)에서

24시간 배양된 배양액을 100㎕를 접종하여 약제 디스크(Oxoid,BBL,USA)를

일정한 간격으로 얹고,30℃에서 24시간 배양하여 형성된 저지대의 지름을 측정

하였고 감수성의 정도를 Susceptible,Intermediate그리고 Resistant로 나타내었

다.

실험에 사용된 약제 디스크는 Norfloxacin, Clindamycin, Cephalothin,

Cipofloxacin,Oxolinicacid,Neomycin,Erythromycin,Pefloxacin,Kanamycin,

Chloramphenicol, Oxytetracyclin, Flumequine, Ampicillin, Nalidixic acid,
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Amoxixillin,Gentamicin,Amikacin,Novobiocin이다.
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Strain

Name
Jeotgalsource

Isolate

temperature
Isolatemedium

BK1 Bekasquid 25℃ MRS(0% (v/v) NaCl)

BK2 Bekasquid 30℃ MRS(0% (v/v) NaCl)

BK3 Squid 30℃ MRS(5% (v/v) NaCl)

BK4 Squid 25℃ MRS(7% (v/v) NaCl)

BK5 AlaskaPollackinternals 30℃ MRS(7% (v/v) NaCl)

BK6 Spawnof Pollack 30℃ MRS(1% (v/v) NaCl)

Table1.Isolatedstrainsandisolationcondition. 

Ⅲ.결과 및 고찰

1.미생물의 분리

각종 젓갈류에서 분리한 균주는 총 6종을 1차 분리하였다(Table1).오징어 젓

갈에서는 2종이 분리되었으며,명란 젓갈,꼴두기 젓갈 및 창란 젓갈은 각각 1종

씩 분리되었다.분리균주는 25∼30℃의 배양온도에서 MRS agar에 생육속도가

빠르고 뚜렷한 단일 집락을 형성하였다.

분리균주 중에서 skim milk평판배지에서 명료하고 뚜렷한 투명환이 생성됨과

동시에 생육속도가 빠른 균주를 2차 분리하였다(Table2).BK3,4는 skim milk

배지에서 투명환과 빠른 생육을 보이지 않았으며,6종의 어류 질병 유발 세균에

대하여 항균활성이 뛰어난 병원균을 피검균으로 선택하였다. Vibrio

alginolyticus와 Vibrioichtyoentery는 모든 분리균주에서 항균활성을 보이지 않

았으며,BK3,4는 Staphylococcusaureus에 대해서만 항균활성을 보였다.반면에

BK6는 4종의 병원균에 대한 항균활성이 높았다.
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Fig.1.Proteaseactivityonskim milkagar.

(A)BK2(B)BK5(C)BK6
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Strains
Growth

rate
1)

Protease

activity
2)

Antibacterialactivity(mm)

E1
3)

E2 E4 E6 E7 E8

BK2 ++ + 11 11 - - - -

BK3 - - - - 12 - - -

BK4 - - - - 12 - - -

BK5 ++ ++ 19 14 16 - - 14

BK6 +++ +++ 20 20 20 - - 15

Table 2.Comparison ofcellgrowth,clear zone size and antibacterial

activitiesofisolatedbacterialstrainsbyagardiffusionmethod.

1)Growthrate:+slow,++medium,+++fast.2)Proteaseactivitywasexpressdasthediameter

ofinhibitionzoneonskim milkagar:+8∼10mm,++10∼12mm,+++12∼15mm
3)
Tested

strains=E1:S.parauberisKCTC 3651,E2:S.iniaeKCTC 3657,E4:Stap.aureus,E5:V.

alginolyticusKCCM 40513,E6:V.ichthyoenteryKCCM 40870,E8:V.anguillarum KCTC2711

skim milk첨가배지에서 투명환이 뚜렷한 균주의 선별은 목적으로 하는 유해미

생물의 균체 단백질을 용해시키는 역할을 조사하기 위함으로 투명환이 뚜렷하고

넓을수록 protease활성이 높다고 할 수 있다.따라서 공시균주 BK6를 본 연구

의 대상으로 최종 선정하였다.
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2.미생물의 동정

1)공시균주 BK6의 배양학적 특성

공시균주 BK6의 고체배지의 colony성상을 Fig.2에 나타내었다.(A),(B)는

1% NaCl을 첨가한 MRS 배지에서 생육한 사진인데,집락의 모양은 부정형

(inregular)의 형태를 보였으며,집락의 주변(margin)은 열편(lobate)형태를 보였

다.또한 집락의 가장자리가 불규칙하고 볼록 솟아 있었으며,백금이를 취하였을

때 점성(viscosity)을 띄는 특성을 보였다.(D)는 공시균주에 적합한 배지를 agar

로 만들어 배양한 사진이다.Screening때 사용한 MRS배지와 집락 형태가 다른

것을 볼 수 있었지만,균주의 점성과 집락주변의 형태는 동일하였다.(C)는 BK6

를 면양혈청배지에 도말한 그림으로 비용혈성을 나타내었다.
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Fig.2.CulturalcharacterizationofStrainBK6.Cellsweregrownat30℃

for24hour.

(A),(B)MRSagar

(C)Bloodplateagar

(D)Optimum agar(starch1%,yeastextract0.5%,NaNO3 0.5%,

K2HPO40.05%,NaCl0.05%)

2)공시균주 BK6의 형태학적 특성

공시균주의 형태학적 특성은 30℃에서 MRS배지에 배양한 후 SEM을 통해 관

찰하였다(Fig.3).형태는 단간균의 형태를 보였으며,길이는 1.5∼2.0㎛ 폭은 0.6

∼0.7㎛로 나타났다.또한 균주 세포벽 외부에 점질물질이 생성되는 특징을 볼

수 있었다.
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Fig.3.ScanningelectronmicrographofStrainBK6.Cellsweregrownat

30℃ for24hours.

3)공시균주 BK6의 생리학적 특성

공시균주의 생리학적 특성을 검토한 결과는 Table3과 같다.생육온도의 범위는

20∼45℃이었고,생육 pH 범위는 6∼10이였으며,염농도 7%까지 생육이 가능하

였다.또한 미생물 동정용 kit인 API20NE(Biomerieux,France)을 이용하여 실

험한 후 그 결과를 판독 하였다.

4)16SrRNA염기서열

공시균주 BK6의 16SribosomalRNA PCR증폭을 통해 얻은 1399bp염기서열

을 NCBI(NationalCenterBiotechnologyInformation)의 BasicLocalAlignment

SearchTool(BLAST)를 이용하여 분석한 결과 Bacillusvallismortis,Bacillus

amyloliquefacien,Bacillussubtilis,Bacillussp.와 각각 100% 상동성을 보였다.

따라서 이들을 alignment한 결과를 Fig.4에 나타내었다.

Bacillus속에서 분리균(BK6)과 가장 근연종으로 나타난 typestrain(Bacillus

vallismortis,Bacillusamyloliquefacien,Bacillussubtilis)16SrRNA염기서열과

Bacillus속의 typestrain16SrRNA 염기서열을 갖고 계통수를 작성하였다(Fig.

5).분석결과 B.vallismortisBCRC17183(EF433404)99.8%,B.subtilisNCDO
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1769(X60648)99.5%,B.licheniformisDSM13(X68416)98.3% 와 묶여 있었으

며,공시균주는 B.vallismortis와 가장 가까운 근연종으로 나타내었다.

결과적으로 BK6가 16SrRNA 염기서열상 B.vallismortis와 가장 가까운 근연종

으로 나타나 B.vallismortis와 동일종으로 판단 할 수 있다.그러나 생리∙생화

학적 분석 결과를 보았을 때 기존에 Deathvalleysoil에서 분리된(Robertset

al.,1996)B.vallismortis생리∙생화학적결과와 catalase에서 다른 특성을 나타

내었다.

B.vallismortis는 B.subtilis와 생화학적 성상과 유전적 거리가 매우 가깝다고

보고되고 있기 때문에 세포 지방산분석 및 DNA-DNA hybridization의 추가실험

을 통해 StrainBK6를 명명할 필요가 있다.즉 이번 연구에서 분리된 Strain

BK6의 동정결과 B.vallismortisBK6로 명명하였다.
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Characteristics Reaction

Morphologicalcharacterization

Morphologyshape rod

Gram stain +

Motility -

Sporeformation +

Physiologicalcharacterization

Catalase -

VP-test +

Starchhydrolysis +

Caseinhydroslyis +

NaCl2% +

NaCl5% +

NaCl7% +

Growthat45℃ +

Carbohydratedegradation

NO3potassium nitrate +

L-tryptophane -

D-glucose(fermentation) -

L-arginine -

Urea -

Esculinferriccitrate +

Gelatine(bovineorigin) +

4-nitrophenyl-βD-galactopyranoside -

D-glucose +

L-arabinose +

D-mannose +

D-mannitol +

N-acetylglucosamine +

D-maltose +

potassium gluconate +

Capricacid -

Adipicacid -

Malicacid +

Trisodium citrate +

Phenylaceticacid -

Table3.PhysiologicalcharacteristicofStrainBK6. 
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X60648          GAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG 60
X60605          GAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG 60
BK6             --------------------------------------------------GCA-GTCGAG 9
EF433404        -----------------------CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG 37
                                                                  *** ******
X60648          CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA 120
X60605          CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA 120
BK6             CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA 69
EF433404        CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA 97
                ************************************************************

X60648          ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTG 180
X60605          ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTG 180
BK6             ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTG 129
EF433404        ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTG 157
                **************************************************** *******

X60648          AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC 240
X60605          AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC 240
BK6             AACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC 189
EF433404        AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC 217
                ************** *********************************************

X60648          GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGA 300
X60605          GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA 300
BK6             GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA 249
EF433404        GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGA 277
                ************************************* **********************

X60648          GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 360
X60605          GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 360
BK6             GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 309
EF433404        GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 337
                ************************************************************

X60648          GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT 420
X60605          GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT 420
BK6             GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT 369
EF433404        GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT 397
                ************************************************************

X60648          TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCT 480
X60605          TCGGATCGTAAAGCTNTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGNACCT 480
BK6             TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCT 429
EF433404        TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCT 457
                *************** ********************* ****** ********** ****

X60648          TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA 540

X60605          NGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTNATACGTA 540

BK6             TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA 489

EF433404        TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA 517

                 *************************************************** *******

Fig.4.Alignmentof16SrRNAsequenceoftheisolatedStrainBK6.
X60648:Bacillussubtilis,X60605:Bacillusamyloliquefacien

EF433404:Bacillusvallismortis
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X60648          GGTGGCAAGCGTTNTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC 600

X60605          GGTGGCNAGCGTTGTCCGGAATTNTTGGGCGTNAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTNAGTC 600

BK6             GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC 549

EF433404        GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC 577

                ****** ****** ********* ******** ********************** ****

X60648          TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC 660

X60605          TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC 660

BK6             TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC 609

EF433404        TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC 637

                ************************************************************

X60648          AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTNGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC 720

X60605          AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC 720

BK6             AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC 669

EF433404        AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC 697

                *************************** ********************************

X60648          CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC 780

X60605          CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC 780

BK6             CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC 729

EF433404        CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC 757

                ************************************************************

X60648          GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG 840

X60605          GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG 840

BK6             GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG 789

EF433404        GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG 817

                ************************************************************

X60648          GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG-TAACGCATTNAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG 899

X60605          GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG-TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG 899

BK6             GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG 849

EF433404        GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG 877

                *********************** ********* **************************

X60648          CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC-GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 958

X60605          CAAGACTNAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC-GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 958

BK6             CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 909

EF433404        CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 937

                ******* ************************* **************************

X60648          ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATA 1018

X60605          ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATA 1018

BK6             ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATA 969

EF433404        ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATA 997

                ************************************************************

Fig.4.Continued
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X60648          GGACGTC---TTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 1075

X60605          GGACGTC---TTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 1075

BK6             GGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 1029

EF433404        GGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 1057

                *******   **************************************************

X60648          GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTGGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG 1135

X60605          GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG 1135

BK6             GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG 1089

EF433404        GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG 1117

                ************************************* **********************

X60648          TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT 1195

X60605          TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT 1195

BK6             TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT 1149

EF433404        TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT 1177

                ************************************************************

X60648          CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC 1255

X60605          CATCATGCCCCTTATGACCTNGGCTACACACGTGCTACNATGGGCAGAACNAAGGGCAGC 1255

BK6             CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC 1209

EF433404        CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC 1237

                ******************** ***************** **** ****** *********

X60648          GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA 1315

X60605          GAAACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCACAAATCTATTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA 1315

BK6             GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA 1269

EF433404        GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA 1297

                ************* ******************* **************************

X60648          CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG 1375

X60605          CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG 1375

BK6             CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG 1329

EF433404        CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG 1357

                ************************************************************

X60648          TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC-------- 1427

X60605          TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC-------- 1427

BK6             TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG 1389

EF433404        TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG 1417

                ****************************************************        

X60648          ---------------------------------------------------

X60605          ---------------------------------------------------

BK6             TGAGGTAACC----------------------------------------- 1399

EF433404        TGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGG 1468

Fig.4.Continued
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Fig.5.Neighbour-joiningphylogenetictreebasedon16S rRNA genesequencesshowingtheposition

withintheradiationofthegenusBacillus.Bootstreppercentage(from 1000replications)>50%

branchpoints.Bar,0.01substitutionspernucleotideposition. 
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3.공시균주의 생육과 항균활성 검토

BacillusvallismotisBK6가 최적으로 분비할 수 있는 항균물질 생산을 위하여

요구되는 영양원을 탄소원,질소원,무기염으로 나누어서 균생육과 항균활성을

측정하였다.또한 최적 배양조건을 온도와 pH를 다르게 하여 균생육과 항균활성

을 검토하였다.최적 배지성분 검토는 glucose 0.5%,yeastextract0.1%,

MgSO47H2O0.02%를 함유한 GY배지를 사용하였다.

1)탄소원의 영향

각종 배지성분은 항균물질생산에 중요한 것으로 알려져 있기 때문에 탄소원의

종류가 미생물의 생육에 미치는 영향을 조사하여 Fig.6에 나타내었으며 대조구

는 GY배지에 탄소원을 제외시킨 배지를 사용하였다.

Bacillus vallismortis BK6는 탄소원 중에서 soluble starch,maltose 및

mannose등의 첨가 순으로 잘 이용 하였으나 arabinose,rhamnose및 fructose

의 순서로 생육에 영항을 미치지 않는 것으로 나타났다.그리고 S.parauberis에

대한 항균활성을 조사한 결과,solublestarch,mannose및 rhamnose등을 첨가

한 시험구에서 높게 나타났다.따라서 위의 결과로 BacillusvallismortisBK6의

항균활성은 균의 생육과 관계가 깊은 것으로 판단되었으며,최종적으로 최적 탄

소원은 solublestarch로 결정하였다.BacillusvallismortisBK6의 생육 및 항균

활성에 가장 효과적인 solublestarch의 최적 첨가 농도를 검토한 결과(Fig.7)

1% 첨가가 균생육이 높았으나 2∼4%는 1%의 비해 절반에 못 미쳤으며,5% 첨

가구는 2∼4% 보다 높은 생육을 보였다.하지만 항균활성은 1% 첨가구가 가장

높은 것으로 조사되었으며 그 이상의 농도는 완만하게 감소하는 경향을 보였다.

따라서 solublestarch의 최적 첨가농도를 1%로 결정하였다.

기존에 보고에 의하면 (Jhonetal.,1991)은 탄소원으로 glucose가 첨가되었을

때 streptococcinA-FF22생산이 증대되는 반면,streptococcinB-74628의 경우

에는 감소하는 것으로 보아 항균물질은 미생물의 종류에 따라 최적 탄소원의 종

류 또한 다양한 것으로 사료된다.



- 28 -

Fig.6.Effectofvariouscarbon sourceson cellgrowth and antibacterial

activityofculturebrothoftheisolatedB.vallismortisBK6.

A:Control,B:Glucose,C:Sorbitol,D:Manitol,E:Solublestarch,F:

Xylose,G:Maltose,H:Lactose,I:Fructose,J:Arabinose,K:

Raffinose,L:Sucrose,M:Rhamnose,N:Mannose,O:Galactose

Fig.7. Effect ofconcentrations of soluble starch on cellgrowth and

antibacterialactivityofculturebrothoftheisolatedB.vallismortis

BK6.
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2)질소원의 영향

BacillusvallismortisBK6균주의 생육에 미치는 질소원의 영향을 검토하여 Fig.

8에 나타내었다.대조구는 GY배지에 1% solublestarch를 첨가하고 질소원을 제

외한 배지를 사용하였다.균주의 생육은 NaNO3,yeastextract및 maltextract

첨가 순으로 성장이 높은 것을 확인하였으며,항균활성은 대조구를 제외하고 모

든 실험구에서 35∼45%의 항균활성을 나타내었다.질소원을 전혀 첨가하지 않은

대조구만 보았을 경우 탄소원을 제외한 대조구 배지에서 생육보다 낮은 생육을

보이고 있어 질소원 첨가가 BacillusvallismortisBK6의 생육에 중요한 역할을

한다고 생각된다.실험구 중에서 비교하였을 경우 yeastextract,peptone및

maltextract와 같은 유기질소원에서 대체적으로 높은 생육을 보였으며,yeast

extract는 45% 가까운 항균활성을 보였다.또한 무기질소원은 NaNO3가 가장 높

은 생육과 항균활성을 나타내었다.

따라서 유기질소원인 yeastextract와 무기질소원인 NaNO3를 질소원으로 선정

하였으며,질소원을 yeastextract:NaNO3(1:1)비율로 첨가하여 최적농도를 조

사하였다(Fig.9).그 결과 yeastextract및 NaNO3를 단독으로 첨가한 실험구보

다 1% (0.5%+0.5%)로 혼합첨가한 배지에서 더 높은 항균활성을 나타내었으며

균생육 또한 양호한 것으로 조사되었다.이상의 결과로 Bacillusvallismortis

BK6균주를 배양할 때 질소원으로는 yeastextract와 NaNO3를 각 각 0.5%씩 혼

합하여 첨가하였다.

Chun등(2000)이 B.alkalophilshaggyJY-827균주로부터 Bacteriocin생산조건

을 검토할 때 KNO3를 포함한 무기질소원들 보다 yeastextract를 비롯한 유기질

소원들이 효과적이라고 보고하였으며,Shomura등(1983)은 Micrommonospora

sp.SF-1927에 의한 항진균성 물질을 생산할 때 yeastextract가 가장 효과적이

라는 보고와도 유사하였다.Park등(2007)과 Ryu등(2007)이 발표한 논문에는

Bacillussubtilis의 질소원 단독첨가보다 두 종류의 혼합첨가가 균생육과 항균활

성이 더 양호하다는 결과가 이루어져 본 연구의 질소원 혼합첨가가 더 효과적이

라는 점과 일치한다.
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Fig.9.Effectofconcentration ofyeastextractplus NaNO3(1:1)on cell

growthandantibacterialactivityofculturebrothoftheisolatedB.

vallismortisBK6.

Fig.8.Effectofvariousnitrogensourcesoncellgrowthandantibacterial

activityofculturebrothofisolatedB.vallismortisBK6.

A:Control,B:NH4Cl,C:(NH4)2SO4,D:NH4NO3,E:NaNO3 F:

(NH4)2C2O4,G:Maltextract,H:Yeastextract,I:Asparagine,J:

Peptone.
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3).무기염의 영향

무기염의 영향은 solublestarch1%,yeastextract0.5% 및 NaNO30.5%를 각

각 첨가한 후 각종무기염의 농도를 0.1% 농도로 첨가하여 검토하였다(Fig.10).

균생육은 K2HPO4,KH2PO4및 FeSO4·7H2O의 등을 첨가한 실험구 순으로 균주

의 생육이 높았으며 CoCl2·6H2O,CuSO4·5H2O및 ZnCl2등의 금속염을 첨가한 실

험구는 생육이 크게 억제되었다. 또한 항균활성은 K2HPO4, NaCl 및

FeSO4·7H2O순으로 높은 활성을 나타내었다.

따라서 균주생육과 항균활성이 양호했던 K2HPO4와 NaCl을 B.vallismortis

BK6의 무기염으로 선정하였으며,K2HPO4:NaCl(1:1)비율로 첨가하여 최적농

도를 검토하였다(Fig.11).그 결과 K2HPO4및 NaCl를 단독으로 첨가한 실험구

보다 0.1% (0.05%+0.05%)로 혼합첨가한 배지에서 양호한 항균활성을 나타내었으

며 균생육 또한 양호한 것으로 조사되었다.이상의 결과로 Bacillusvallismortis

BK6균주를 배양할 때 무기염으로는 K2HPO4와 NaCl를 각 각 0.05%씩 혼합하

여 첨가하였다.

Chun등(2000)이 B.alkalophilshaggyJY-827균주로부터 Bacteriocin생산을

위한 배지의 무기염류를 조사한 결과,KH2PO4를 사용하였을 때 우수한 성능을

보인 반면, BaCl2·H2O를 제외한 ZnSO4·7H2O, CuSO4·4H2O, MnCl2·4H2O,

FeCl3·6H2O 및 CoCl2·6H2O등의 금속염 사용 시 생산능이 저하되었다는 보고와

유사하였다.Yoo등(1994)의 연구에도 KCl을 첨가 하였을 때,가장 양호한 결과

를 보였으나 금속염 첨가에서는 그 생산능이 현격히 감소하였다고 보고하였다.
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Fig.10.Effectofvariousinorganicsaltson cellgrowthandantibacterial

activityoftheisolatedB.vallismortisBK6.

A:Control,B:CuSO4·5H2O,C:KH2PO4,D:CaCl2·2H2O,

E:MgCl2·6H2O,F:FeSO4·7H2O,G:MgSO4·7H2O,H:NaCl,

I:CoCl2·6H2O,J:K2HPO4,K:ZNCl2

Fig.11.EffectofconcentrationofK2HPO4plusNaCl(1:1)oncellgrowthand

antibacterialactivityofculturebrothoftheisolatedB.vallismortis

BK6.
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4)최적 온도,pH의 따른 생육과 항균물질 생산

배양온도가 B.vallismortisBK6의 생육 및 항균물질 생산에 미치는 영향을 검

토하여 Fig.12에 나타내었다.배양온도를 20∼50의 범위로 변화시키면서 배양한

결과 25∼35℃사이에 생육이 왕성하였으며,15,20,40℃의 생육은 미미하였다.

유해미생물의 대한 항균활성은 20∼30℃범위에서 높게 나타났다.하지만 균주의

왕성한 생육을 보인 35℃에서는 항균활성이 거의 나타나지 않았다.따라서 B.

vallismortisBK6가 생육하는데 최적온도를 25℃로 결정하였다.

Shin등(2000)은 Bacillussp.균주의 생육과 항생물질의 생산이 35℃에서 최대

가 되었다는 보고가 있어 분리한 StrainBK6와 다른 적온을 나타내었다.

B.vallismortisBK6가 생육하는데 pH의 영향을 조사하여 Fig.13에 나타내었

다.배지의 pH를 4∼10으로 조절하고 25℃에서 24시간 배양한 결과 pH 6∼9의

범위에서 균생육은 완성하게 일어났지만,S.parauberis에 대한 항균활성은 pH8

∼9범위에서 높게 나타났다.이상의 결과로 B.vallismortisBK6균주의 생육 및

항균물질 생산을 위한 배지의 pH는 pH8∼9로 결정하였다.

Joo 등(2002)과 Jung 등(2003)은 각각 Bacillus ehimensis와 Bacillus

megaterium이 초기 pH 8일 때 항생물질의 생산이 최대가 된다고 보고하여 본

실험 결과와 일치하는 경향을 나타내었다.

5)배양시간에 따른 항균물질의 생산

B.vallismortisBK6를 배양할 때 배양시간에 따른 균생육과 항균물질의 생산에

미치는 영향을 검토하여 Fig.15.에 나타내었다.균생육은 36시간까지 완만하게

증가하다가 균생육이 더 이상 증가하지 않는 정지기를 보였다.S.parauberis의

항균활성은 3∼21시간까지 나타나지 않았으며 24시간부터 36시간까지 서서히 증

가하는 경향을 보였다.36시간부터 72시간까지 항균활성도 균생육과 같이 비슷한

경향을 보였다.이상의 결과로 균생육과 항균활성이 가장 높은 36시간을 B.

vallismortisBK6의 배양시간으로 결정하였다.
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Fig.12.EffectoftemperatureoncellgrowthandantibacterialactivityofB.

vallismortisBK6.

Fig.13.EffectofpH on cellgrowth and antibacterialactivity ofB.

vallismortisBK6.
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Fig.14.AntibacterialactivityoftheculturebrothofB.vallismortisBK6by

liquidculturemethod.

Fig.15.EffectofculturetimeoncellgrowthandantibacterialactivityofB.

vallismortisBK6.
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Fig.16.Antibacterialactivity oftheculturebrothofB.vallismortisBK6

culturedfor72hoursagainstS.parauberis. 

Ingredient Concentration(w/v,%)

Solublestarch 1

Yeastextract 0.5

NaNO3 0.5

K2HPO4 0.05

NaCl 0.05

Temperature:25℃,pH :8.0,Culturetime:36hours

Table4.Optimum medium compositionsandcultureconditionsforantibiotic

productionbyB.vallismortisBK6. 
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Treatment
Inhibition

zone(mm)
Treatment

Inhibition

zone(mm)

Control 15.54 pH3.5 13.09

Trypsin 13.42 pH4.5 15.30

Protease 13.03 pH5.5 11.03

ProteinaseK 12.83 pH10.5 14.34

Lipase 13.10 pH11.5 15.32

Lysozyme 12.97 50℃ for3min -

α-amylase 11.41 60℃ for3min -

α-chymotrypsin 13.34 80℃ for3min -

Pepsin - 100℃ for3min -

Table5.Theeffectofdifferentphysicaland biochemicaltreatmentson

antibacterialactivityofsupernatant.

6)항균물질의 안정성

B.vallismortisBK6배양 상등액의 열처리,pH 및 효소처리에 대한 항균활성

을 agarspottedmethod를 통해 확인하였다(Table5).열처리에 의한 배양 상등

액의 항균물질은 모든 열처리구에서 활성을 잃어버리는 결과를 보였다.효소처리

에 의한 항균활성 변화를 관찰한 결과 Trypsin,Protease,ProteinaseK,Lipase,

α-chymotrypsin처리에 의해서는 대조구 보다 약 10% 낮은 항균활성을 보였으

며,Lysozyme과 α-amylase는 이보다 좀 낮은 항균활성을 보였다.Pepsin처리

구는 항균활성이 상실되어 억제환을 보이지 않않다.pH에 의한 안정성은 대조구

에 비해 모든 pH에서 양호한 항균활성을 보였다.낮은 pH와 높은 pH에서 양호

한 항균활성을 보인 것은 pH를 각각 조절한 뒤 모든 처리구의 조건을 동일시 하

기위해 pH를 8∼9로 조정하는 과정에서 HCl과 NaOH의 영향을 받은 것으로 사

료된다.따라서 StrainBK6에 의해 분비되는 주 항균물질은 pepsin과 열처리에

활성을 잃어버리는 구조를 지닌 단백질성 물질이라 추측된다.
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Concentration(㎎/㎖)
Inhibitionzonesize(mm)

EtOAc BuOH

30 30.45 25.56

25 28.20 20.28

20 27.76 21.87

15 23.31 18.52

10 24.93 18.39

5 21.77 15.84

2.5 21.44 14.31

1 18.84 13.92

0.5 - -

0.1 - -

Table6.InhibitoryeffectofstrainBK6solventextractsagainstthegrowth

ofS.parauberis.  

4.항균물질 추출물에 대한 항균활성

B.vallismortisBK6의 배양 상등액을 EtAOc와 BuOH로 추출한 결과 노란색의

물질을 얻었으며,추출 수율은 각각 137.6㎎/㎖,58.8㎎/㎖였다.이 조추출물을

증류수로 30,25,20,15,10,5,2.5,1,0.5,0.1㎎/㎖ 농도로 희석하여 agarspot

method를 이용하여 항균활성을 측정하였다(Table6.,Fig.17).그 결과 두 조추

출물은 농도가 증가 할수록 항균활성이 증가함을 보였으며,S.parauberis를 억

제하기 위한 최소억제 농도는 1㎎/㎖로 조사되었다.
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Fig.17.Antibacterialactivity ofstrain BK6 solventextracts againstS.

parauberis.

5.항균물질의 첨가에 따른 피검균(S.paraubris)의 세포형태 관찰

SEM사진을 통하여 유기용매에 의해 조 추출된 항균물질이 S.parauberis에 대

한 항균성 기작을 알아본 결과 피검균의 세포벽이 붕괴되는 현상이 확인 되었다

(Fig.18).몇 몇 연구에 의하면 Bacteriocin이 활성을 나타내기 위해서는 세포벽

과의 반응 필요하며,여기에 관여하는 것이 세포표면에 존재하는 proteinous

receptor라고 보고하였다(MontvilleandBruno,1994;Vanbelkum etal.,1991).

즉 receptor와 결합하여 항균물질인 bacteriocin이 세포벽에 구멍을 형성하여 세

포내 세포질의 용출을 유도 할 수 있다.하지만 이 기작의 증명은 좀 더 많은 연

구가 요구되며,TEM(Transmissionelectronmicroscope)를 이용하여 세포벽 파

괴에 의한 세포질 용출 및 세포질 물질감소 등의 작용을 파악하여야 항균기작이

세포벽 파괴인지 세포내의 물질 합성 저해인지를 추측할 수 있다.
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Fig.18.ScanningelectronmicrographsofS.parauberistreatedwith strain

BK6solventextracts.A:Untreated,B:Treated. 

6.항산화활성

1)DPPHradical소거 활성

일반적으로 특정 물질에 대한 항산화 활성을 측정하는 방법에는 여러 가지가 있

으나 그 중에서 DPPH radical소거 활성법은 비교적 간단하면서 대량으로 측정

이 가능한 방법으로 흔히 이용되고 있다.항산화 물질은 freeradical에 전자나

수소를 공여하여 복합체를 만들고,DPPH는 항산화 물질로부터 전자,수소를 받

아 불가역적으로 안정한 분자를 형성하여,전자공여능으로부터 항산화 활성을 측

정할 수 있다.전장공여 작용은 활성 radical에 전자를 공여하여 지방질 산화를

억제 시키는 척도로 사용되고 있을 뿐만 아니라 인체 내에서 활성 radical에 의

한 노화를 억제하는 작용의 척도로 이용되고 있다.DPPH법은 항산화 활성을 나

타내는 생리활성 물질에 의해 환원됨으로서 짙은 자색이 탈색이 되는 정도에 따

라 항산화 효과를 전자공여능으로 측정하는 방법이다.

항산화 활성을 측정하기 위한 시료는 EtOAc와 BuOH의 농도별 그리고 시간에

따른 배양 상등액의 활성을 분석하여 Fig.18,19에 나타내었다.두 종류의 유기

용매 추출물은 전반적으로 농도 의존적으로 비슷한 활성을 보였으며,5㎎/㎖ 이
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Fig.19.DPPH radicalscavenging activity ofthe strain BK6 solvent

extracts. 

상의 농도일 때는 두 추출물 모두 50% 이상의 활성을 나타내었다.또한 배양시

간에 따른 배양 상등액의 DPPH 활성은 36시간 까지 50% 이하의 활성을 보이다

가 48시간 이후부터 70%가 넘는 활성을 보였다.따라서 배양시간이 36시간 이상

일 때 다량의 전자공여능을 띄는 물질이 균주에서 분비되는 것이라 생각된다.

배양 상등액을 용매별 분획을 통해 물질을 추출하여 활성을 띄는 물질이 극성

및 비극성 물질인지 확인을 시도하였으나 diethylether,chloroform 그리고

hexane층에 추출된 물질이 어떠한 용매에 용해되지 않았기 때문에 본 실험에서

활성실험을 수행하지 못하였다(Data not shown). 차후에 diethyl ether,

chloroform 그리고 hexane층에서 추출된 물질의 분석 및 동정을 조사할 필요가

있다고 사료된다(Fig.21).

배양시간에 따른 배양 상등액은 평균적으로 약 40㎎/㎖의 농도로 조사되었는

데 용매 추출물보다 낮은 활성을 나타내었다.이는 극성용매에서 균주가 생성하

는 물질이 더 많이 용해 되었다고 사료되어지며,용매추출물이 극성물질계열의

화합물이기 때문에 배양액의 배지성분도 용해될 가능성이 있지만 Fig.19,20를

비교한다면 배지성분이 활성을 나타낸다고 설명하기는 어렵다.
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Fig.20.DPPH radicalscavengingactivityofthesupernatantfrom cultural

broth. 

Fig.21.Crude extracts of diethyl ether,

hexane and chloroform by solvents

fractions. 



- 43 -

2)Alkylradical소거활성

Alkylradical은 hydrocarbonreaction에서 초기 반응 생성물로 많이 형성된다.

이는 불포화지방산이 산소에 노출되면 지질과산화가 일어나며 이는 freeradical

에 의해 불포화지방산의 methylene(-CH2-)기로부터 수소원자(H·)가 탈취함에

따라 개시(initiation)된다.이를 흔히 일으키는 radical로는 ·OH,RO·,ROO·,

HO2·등이 있고 O2-과 H2O2는 그 자체로는 그런 능력이 없다.수소탈취에 의해

생긴 alkylradical(R·)은 분자재구성을 통해 diene형태로 바뀌고 이것이 다시

산소와 결합하여 peroxyradical을 형성한다.Peroxyradical은 다시 다른 불포화

지방산으로부터 수소를 탈취함으로써 일종의 연쇄반응(chainreaction)이 진행될

수 있다.Peroxyradical은 또한 분자재구성을 통해 여러 형태의 과산화물로 전

환된다.지질과산화물은 그 자체로는 상당히 안정되나 전이금속의 존재 하에서는

분해가 촉진된다.지질과산화물의 분해산물은 다양하며 많은 종류의 carbonyl화

합물을 포함한다.생체막에는 다량의 불포화지방산을 포함하고 있다.따라서 지

질과산화로 인해 지질분자의 구조적 변화가 넓은 범위에 걸쳐 일어나면 생체막

fluidity의 감소,membranepotential의 감소,이온투과성의 증가,세포소기관 내

용물의 누출 등이 예상되고 결국은 세포기능의 저하와 세포의 죽음을 초래할 수

있다.지질과산화물과 그것의 분해산물 중에는 생체에 유해한 성분들이 있으며

대식세포기능의 억제,단백합성 억제,효소의 실활,thrombin과다생산등과 같은

유해작용들이 보고되어 왔다.이에 따라 본 실험균주가 지질과산화의 시발점이라

할 수 있는 alkylradical의 소거활성을 통해 그 생리활성물질로서 가능성을 확인

하고자 하였다.

배양 상등액의 추출용매에 따른 소거활성을 확인한 결과(Fig.22),두 용매의 모

든 농도에서 50%가 넘는 소거활성을 보였다.다른 radical소거 활성에 비해 모

든 농도에서 활성이 양호하여 극성용매에 alkylradical소거활성을 보이는 물질

이 녹아져 나온다고 생각된다.

배양시간에 따른 배양 상등액은 36시간에 가장 높은 60%의 소거활성을 보였으

며,6시간부터 72시간까지 일정한 수준을 유지하였다(Fig.23).36시간에 소거활

성이 균생육과 밀접한 관게를 보인다고 생각되며,Alkylradical소거활성 물질이
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Fig.22.Alkylradicalscavenging activity of the strain BK6 solvent

extracts. 

Fig. 23. Alkyl radical scavenging activity of the supernatant from

culturalbroth. 

배양액 내에서 비교적 빠른 시간(9시간)에 분비된다고 생각된다.
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3)Hydrogenperoxide소거활성

Hygrogenperoxide는 과산화지질의 생성을 촉진하는 것으로 알려져 있으며,과

산화지질은 동맥경화,뇌졸중,등의 성인병의 원인이 되고,간장의 세포막에 과산

화지질이 증가하면,세포의 기능이 저하되어 염증이 유발되며,그 결과 간경화,

감염을 초래한다고 보고되고 있다.Prepar등(1984)의 연구결과에 의하며 유해산

소들은 DNA에도 손상을 주어 돌연변이를 일으킬 수 있고 나아가서는 종양이나

암의 원인이 될 수 있다는 사실이 밝혀졌다.즉 DNA를 직법 공격하거나 이를

공격하는 2차적인 다른 radical인 lipidperoxideradical등을 생성한다.Hydrogen

peroxide소거활성의 기작은 발색시약인 ABTS와 hydrogenperoxide가 반응하여

전자 하나를 잃게 되어 ABTS
+
가 되게 된다.이 때,ABTS시약은 청색을 띄게

되는데,추출물이 hydrogenperoxide를 제거해 줌으로서 옅은 청색을 띄게 된다.

배양 상등액의 추출용매에 따른 소거활성을 확인한 결과,BuOH은 10∼30㎎/

㎖의 범위에서 80% 넘는 소거활성을 보였으며,EtOAc는 10∼30㎎/㎖의 범위에

서 70% 넘는 소거활성을 보였다(Fig.24).대체적으로 BuOH 추출물이 EtOAc

추출물보다 높은 활성을 보였으며,50%가 넘는 소거활성을 보인 농도는 각각 1,

5㎎/㎖으로 조사되었다.배양 상등액의 소거활성은 24∼48시간대에 90% 이상의

활성을 보였으며,36시간 배양 상등액이 가장 좋은 활성을 보였다(Fig.25).

Hydrogenperoxide소거활성 결과는 DPPH 소거활성과 달리 36시간 이후부터

활성이 서서히 감소하였다.또한 균성장이 이루어지지 않는 0시간에 30%정도의

소거활성을 보였다는 점에서 배지성분이 활성을 나타내었을 것이라 사료된다.하

지만 배양시간이 지남에 따라 균체 증식이 왕성하게 일어나는 36시간대에 소거

활성물질이 많이 생성되는 결과를 보이기 때문에 배지성분을 배재하여도 무관할

것이라 사료된다.
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Fig.24.Hydrogen peroxidescavenging activity ofthestrainBK6solvent

extracts.

Fig.25.Hydrogen peroxide scavenging activity ofthe supernatantfrom

culturalbroth.
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7.공시균주 BK6의 Biosurfactant생산검토

B.vallismotisBK6배양 상등액을 acid침전법에 의해 생산된 biosurfactant의

양을 측정한 결과 약 6g/ℓ로 조사되었다.효모인 Rhodotorulasp.G-1에서 분

리된 Biosurfactant는 15g/ℓ를 생산한다고 알려져 있으며(Kangetal.,1996),

Torulopsisbombicola를 배양 탱크에서 생산한 sophorolipid의 90g/ℓ에 비하면

적은 양이나 이 후 균주의 개량이나 fed-batch배양 등의 배양방법을 개선함으

로 더 높은 생산성 증대를 얻을 있으리라 생각된다.또한 공시균주 BK6의 배양

은 항균물질을 최대로 생산하는 배지로 biosurfactant를 최대로 생산하는 배지를

조사한다면 더 많은 생산성을 나타낼 것이다.

1)유화활성

공시균주 BK6의 배양액에 함유된 biosurfactant가 소수성 탄화수소류와 오일류

기질을 유화시키는 특성을 알아 보고자 유화활성을 측정한 결과를 Fig.26에 나

타내었다.그 결과 B.vallismortisBK6가 생산하는 biosurfactant는 tributyrin을

기질로 사용하였을 시 약 2.758로서 가장 높은 유화활성을 보였고,그 밖에도

olive oil,squalene,kerosene,gasoline에서도 양호한 활성을 보였다.반면에

mineraloil,grycerin,paraffin(liquid)에서는 낮은 활성을 보였다.B.subtilis

TBM 3101이 분비하는 계면활성물질은 tributyrin을 기질로 사용하였을 때 약

2.68로서 가장 높은 유화활성을 보였다는 보고와 일치하였다(Kim etal.,2007).

Hwang등(1999)의 보고에 의하면 PsedomonasaruginosaJRT-4에 의해 분비되

는 biosurfactant가 paraffin및 oil류에 높은 활성이 조사되었다는 경우와 상반된

결과를 보였으며,squalene및 oliveoil을 기질로 사용한 결과와는 유사한 결과를

보였다.또한 kerosene등의 탄화수소류를 기질로 사용한 결과는 Bacillussp.

TBM40-3이 생산하는 계면활성제의 경우와 유사하였다(Kim etal.,2004).

본 실험에서 사용된 기질은 여러 종류의 탄화수소류와 oil류를 사용하지 않았지

만,화장품에 사용되는 oil류 및 원유를 생분해 시키는 가능성이 조사되었다.따

라서 차후에 많은 종류의 기질을 사용하여 유화활성을 조사할 가치가 있다고 사료된다.
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Fig. 26. Emulsification activity of various substrates by crude

biosurfactant.  

2)유화안정성

공시균주 BK6의 배양액에 함유된 biosurfactant가 소수성 탄화수소류와 오일류

기질로 한 유화안정성을 Fig.27와 Table7에 나타내었다.유화활성의 안정도는

상수 Kd(시간당 붕괴되는 유화력의 기울기 값)로 나타내었으며,Kd값이 0에 가

까울수록 유화안정성이 우수하다.그 결과 oliveoil을 기질로 사용한 경우 가장

우수한 유화안정성을 나타냈으며,mineraloil,paraffin(liquid),tributyrin을 제외

하고 다른 기질로 사용한 경우도 비교적 양호한 유화안정성을 나타냈다.또한 현

재 상용되고 있는 Tween20을 유화활성이 가장 우수했던 tributyrin을 기질로

사용하여 유화활성과 유화안정성을 조사하였다.그 결과 유화활성은 2.905로 공

시균주 BK6에서 분리된 crudebiosurfactant보다 조금 높은 활성을 보였으며,

유화안정성은 -0.46으로 본 실험의 시료 보다 월등히 높은 안정성을 보였다.

B.subtilisTBM 3101과 Bacillussp.TBM40-3에 의해 생성된 biosurfactant가
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Fig.27.Emulsificationstabilityofvarioussubstratesbycrudebioserfactant.

tributyrin을 기질로 사용했을 때 각각 -1.23,1.70의 안정성를 보여 -3.19로 조사

된 본 sample에 비해 높은 안정성을 보였다.하지만 유화활성은 본 시료보다 낮

았으며,BacillusatrophaeusDYL-130이 분비하는 biosurfactant는 tributyrin을

기질로 하였을 시 1.99의 유화활성과 -9.56의 유화안정성을 보여 공시균주 BK6

가 분비하는 crudebiosrfactant가 더 우수함을 알 수 있었다(Kim etal.,2005).

따라서 B.vallismortisBK6가 분비하는 biosurfactant가 다른 공시균주와 비교

하여 볼 때,상대적으로 낮은 유화안정성을 보였지만 높은 유화활성을 보여 연구

할 가치가 있다고 사료되며,biosurfactant의 최적생산을 위한 배지조성을 연구한

다면 더 많은 biosurfactant가 생산되어 유화안정성의 단점을 보완 할 수 있을

것이라 기대된다.
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Substrates
Decayconstant

(Kd,10
-3
)
a

Squalene -0.6

Oliveoil -0.27

Mineraloil -5.99

Glycerin -0.74

Paraffin(liquid) -2.22

Kerosene -0.9

Gasoline -0.91

Tributyrin -3.19

Table7.Stabilizationpropertiesofcrudebiosurfactant.  

Fig.28.Comparison of the emulsifying activity with

distilledwaterandcrudebiosurfactant.

An equalvolume ofkerosene was added to

distilledwater,crudebiosurfactantandmixedfor

2min. 

Thelogoftheabsorbancewasthenplottedversustimeandslope(decayconstant,

Kd)ofthelinewascalculated.
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Fig.29.SDS-PAGEpatterns.

1,2,3Crudebiosurfactant. 

3)SDS-PAGE

공시균주 BK6에서 분리된 crudebiosurfactant의 분자량을 확인하였다(Fig.29).

Biosurfactant를 생산하는 Bacillussp.는 일반적으로 저분자군(4kD이하)에 속하

는 lipopeptide의 surfactin을 생성하게 되는데(Georgiou,etal.,1992)Fig.29와

같이 저분자의 단백질이 확인되었다.Yoon 등(2005)에 의하면 FPLC시스템

(AKTA)을 이용하여 surfactin을 분리한 결과 두 그룹에서 1,018D과 1,036D의

분자량이 확인되었다.또한 공시균주 BK6의 crudebiosurfactant의 항균실험결과

활성을 보이지 않았던 점(Datanotshown)이 surfactin이 단독으로는 항균효과가

없다는 보고와 일치한다(Hiraoka,etal.,1992).

공시균주 BK6가 생성하는 물질이 보고된 논문의 biosurfactant분자량과 확인

하여 같은 물질임이 유력하지만 Thinlayerchromatography와 HPLC에 의한 물

질의 분석을 정확한 물질 동정이 요구된다.또한 surfactin계열의 biosurfactant

이외에 항균·항진균을 나타내는 물질인 iturin및 fengycin이 밝혀진다면 미생물

제제로서의 가능성을 입증할 것이다.
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Antibiotics Inhibition zonesize(mm)

Nofloxacin 21.97

Clindamycin 18.59

Cephalothin 39.12

Cipofloxacin 31.22

Oxolinicacid 24.66

Neomycin 24.05

Erythromycin 33.66

Pefloxacin 25.25

Kanamycin 20.92

Chlorampenicol 23.5

Oxytetracyclin 16.79

Flumequine 29.32

Ampicilline 18.82

Nalidixicacid 21.1

Amoxicillin 24.72

Gentamicin 23.2

Amikacin 20.05

Novobiocin 14.85

Table8.AntibioticsusceptibilitytestofB.vallismortisBK6.

8.항생제 감수성

공시균주 BK6에 대한 항생제 감수성의 결과를 Table8에 나타내었다.그 결과

공시균주 BK6는 모든 항생제에 감수성을 보였다.그중에 Cephalothin이 39.12

mm로 감수성이 가장 높았으며,Novobiocin이 14.85mm로 가장 낮은 감수성을

보였다.

이상의 결과로 B.vallismotisBK6를 양식동물의 Probiotic과 같은 미생물제제

로 사용한다면,Antibiotic의 길항작용으로 Probiotic의 기능을 상실 할 것이라 사

료된다.따라서 배양 상등액의 효과적인 항균물질 생산이 Probiotic이 살아있는

생균이라는 단점을 보완할 수 있는 하나의 장점이라고 생각한다.
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Ⅳ.요 약

젓갈은 우리나라전통 발효음식으로 유용미생물이 분리가 되어 Probiotics,항균제 및

발효식품에 첨가되는 starter로 이용 되고 있다.젓갈에서 분리된 Bacillussp.는

bacteriocin 유사 물질을 분비하게 되는데 합성기작에 따라 ribosomal물질과

nonribosomal물질로 나뉘게 되며,subtilin,coagulin이 전자에 속하며 fengycin,

surfactin,bacitracin,ituringroup,gramicidins등이 후자에 속한다.또한 Bacillus

sp는 생물계면활성(Biosurfactant)물질을 효율적으로 생산한다는 특징을 가지고 있

다.따라서 본 연구는 bacteriocin작용에 의한 항균활성이 우수한 균주를 젓갈에서

분리하여 항균물질을 추출하여 생리활성을 조사하였으며, 또한 공시균주의

biosurfactant을 추출하여 특성을 연구하였다.

젓갈에서 분리된 균주는 6종으로 분리균주 BK6가 빠른 균생육과 항균활성을 보여

실험대상 공시균주로 선정하였으며 항균활성 감수성이 높은 Streptococcus

parauberis를 피검균으로 선택하였다.

공시균주 BK6를 동정하여 본 결과 Bacillus vallismortis로 동정이 되어 B.

vallismortisBK6로 명명하였다.항균물질을 최대로 생산하기위한 최적배양조건을

검토한 결과 탄소원은 solublestarch1%,질소원은 yeastextract0.5%,NaNO3

0.5%,무기염은 K2HPO40.05%,NaCl0.05%로 조사되었으며,배양온도는 25℃,배지

의 초기 pH는 8∼9,배양시간은 36시간으로 조사되었다.항균물질의 열,pH및 효소

안정성 결과 효소가 첨가되지 않은 대조구에 비해 효소 첨가구에서 15∼20% 낮은

항균활성을 보였으며 pepsin처리구에서 항균활성을 보이지 않았다.또한 pH에 대

체적으로 안정하며 열에 항균활성을 나타내지 않았기 때문에 열에 불안정하며

pepsin에만 선택적으로 불활성화 되는 구조를 가진 peptide성 물질이라고 사료된다.

항균물질을 용매 fraction을 통해 추출한 결과 hexane,chloroform 층에서는 물질추

출이 이루어 지지 않았으며,ethylacetate,butanol층에서 추출된 물질을 가지고 생

리활성을 측정하였다.그 결과 최소억제농도는 1㎎/㎖로 조사되었으며,피검균에 처

리하였을 떄 세포벽이 붕괴되는 현상이 나타났다.또한 항산화활성을 측정하여 1∼

5㎎/㎖ 범위에서 50% Inhibition concentration이 조사되었다.따라서 공시균주
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BK6는 항균활성 이외에 항산화활성을 나타내는 균주라고 생각되어진다.

공시균주 BK6의 Biosurfactant의 생산을 조사하여 유화활성과 유화안정성을 검토하

여본 결과 tributyrin을 기질로 사용 하였을 때,가장 높은 유화활성을 보였으며

oliveoil,squalene,kerosene순으로 양호한 유화활성을 나타내었다.유화 안정성은

oliveoil이 가장 높은 안정성을 보였다.

따라서 본 실험의 공시균주는 생리활성 물질로서의 이용가능성과 생물계면활성제가

유류오염방제 및 화장품산업에 유용하게 적용될 것이라 사료되며,앞으로 실질적으

로 적용되는 추가실험을 실시하여야 한다고 생각 된다.
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외 귀여운 조카들에게 깊은 감사의 마음을 드리고 모두 건강하기를 기원합니다.

마지막으로 서울에서 먼 제주도에 있다며 항상 걱정하시고 도움을 주신 아버지, 어머니

정말 감사드립니다. 또한 공부하는 동안 뒷바라지하며 심적으로 격려를 아끼지 않았던 

아내 희경과 저를 닮은 귀여운 아들 진우에게 사랑한다는 말을 전합니다. 
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