
 

 

저작자표시 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

l 이차적 저작물을 작성할 수 있습니다.  

l 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by/2.0/kr/


2011年 8月

석사학위논문

전통 김치에서 분리한 신규

Bacillus속 균주 발효액의

항세균,항염 및 항산화 활성연구

조선대학교 대학원

약 학 과

하 정 완

[UCI]I804:24011-200000242042



전통 김치에서 분리한 신규

Bacillus속 균주 발효액의

항세균,항염 및 항산화 활성연구

Antibacterial,Antiinflammatoryand

AntioxidativeactivitiesofanewBacillusstrain

isolatedfrom Kimchi

2011년 8월 25일

조선대학교 대학원

약 학 과

하 정 완



전통 김치에서 분리한 신규

Bacillus속 균주 발효액의

항세균,항염 및 항산화 활성연구

지도교수 유 진 철

이 논문을 약학석사 학위신청논문으로 제출함.

2011년 4월

조선대학교 대학원

약 학 과

하 정 완



하정완의 석사학위논문을 인준함.

위원장 조선대학교 교수 최 후 균 (인)

위 원 조선대학교 교수 최 홍 석 (인)

위 원 조선대학교 교수 유 진 철 (인)

2011년 5월

조선대학교 대학원



Contents

Listoftables

Listoffigures

ABSTRACT

제1장 서론 ·····················································································································1

제2장 재료 및 방법·····································································································4

제1절 항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리 및 동정

1.항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리 ····················································4

2.16SrRNA의 염기서열 ···················································································4

제2절 BacillusspCS61균주의 최적 성장 배지분석 ···································4

1.탄소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과 ······5

2.질소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과 ······5

3.금속이온 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과··5

제3절 최적배지 배양 시 BacillusspCS61균주의 생장 조건 분석········6

제4절 BacillusspCS61균주 발효액의 내열성 및 효소 안정성 ··············6

제5절 Bacillus sp CS61균주 발효액의 항생제 내성 병원성 미생

물,장내 유해 세균에 대한 최소저해농도 분석 ··································7

제6절 BacillusspCS61균주 발효액의 DPPH 라디칼 소거능 (DPPH

radicalscavengingactivity)확인 실험·············································7

제7절 BacillusspCS61균주 발효액의 환원력(Reducingpower)확인

실험··················································································································7

제8절 Bacillus sp CS61균주 발효액에 의한 NO생성 억제 활성 및

세포 생존률 측정·····························································································8

제3장 결과 및 고찰·····································································································9



제1절 항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리 및 동정 ······························9

1.형태학적 특성 분석·························································································9

2.분자생물학적 특성 분석 ·················································································9

제2절 BacillusspCS61균주의 최적 성장 배지분석 ···································9

1.탄소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과 ······9

2.질소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과 ······9

3.금속이온 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해 효과 10

제3절 최적배지 배양 시 BacillusspCS61균주의 생장 조건 분석·····10

제4절 BacillusspCS61균주 발효액의 내열성 및 효소 안정성 ············10

제5절 Bacillus sp CS61 균주 발효액의 항생제 내성 병원성 미생

물,장내 유해 세균에 대한 최소저해농도 분석 ·······························11

제6절 BacillusspCS61균주 발효액의 DPPH 라디칼 소거능(DPPH

radicalscavengingactivity)확인 실험···········································11

제7절 BacillusspCS61균주 발효액의 환원력(Reducingpower)확인

실험················································································································11

제8절 Bacillus sp CS61균주 발효액에 의한 NO생성 억제 활성 및

세포 생존률 측정 ·······················································································12

제4장 결론 ···················································································································13

제5장 참고문헌 ···········································································································28



Listoftables

Table.1Similarityofnucleotidesequenceof16SrDNA of

BacillusspCS61withrelatedspecies····································24

Table.2GrowthprofileofBacillusspCS61·········································25

Table.3TemperaturestabilityofBacillusspCS61fermentation

medium·································································································26

Table.4MIC(Minimum InhibitoryConcentration)testofBacillus

spCS61fermentationmedium againstvariouspathogens27



Listoffigures

Fig.1StabilityofanantibacterialactivityofBacillusspCS61

fermentationmedium againstvariousdigestiveEnzyme····16

Fig.2Effectofcarbonsourceontheproductionofanti-MRSA

substancefrom BacillusspCS61··················································17

Fig.3Effectofnitrogensourceontheproductionofanti-MRSA

substancefrom BacillusspCS61··················································18

Fig.4Effectofmetalionontheproductionofanti-MRSA

substancefrom BacillusspCS61··················································19

Fig.5DPPH radicalscavengingactivityofBacillusspCS61

fermentationmedium···········································································20

Fig.6ReducingpowerofBacillusspCS61fermentationmedium21

Fig.7InhibitionofNO productionbyBacillusspCS61

fermentationmedium···········································································22

Fig.8CellviabilitytestagainstvariousconcentrationofBacillus

spCS61fermentationmedium·························································23



ABSTRACT

Antibacterial,Antiinflammatoryand

AntioxidativeactivitiesofanewBacillusstrain

isolatedfrom Kimchi

                                   HaJungWan

Adviser:Prof.YooJin-CheolPh.D.

DepartmentofPharmacy

GraduateSchoolofChosunUniversity

Inordertosearchnew antibacterialagentsfrom bacterialsource,one

potentstrainwasisolatedfrom Kimchi.Itwasanew strainwhichwas

classified as Bacillus sp CS61 based on biochemical,morphological,

physiological and 16S-ribosomal DNA sequence analysis. For the

productionofantibacterialcompound,optimizationofmedium composition

andfermentation conditionswerestudied.Todeterminesuitablecarbon

sources,nitrogensourcesandmineralsources,variouscompoundswere

examined.Maltoseandbeefextractwerefoundtobethemosteffective

carbon andnitrogen sourcewhilenoneofmineralsourceswerefound

suitablefortheproduction.Thestrain showedthestrongestantibacterial



activityat 72hourswhencultivatedat 37℃ andpH8.05.Furthermore

itshowed thermostability up to 60 ℃ and stability againstdigestive

enzymessuchaspronaseandtrypsin.Thestrainsshowedantibacterial

activityspeciallyagainst Gram positivebutnotagainstGram negative

bacteria.Moreover,Bacillussp CS61also showed strong antioxidative

activitywhichwasmeasuredbyDPPH radicalscavengingactivity.While

antiinflamatory activitieswasmeasured by reducing powerand nitrite

scavengingactivity.

Tosum up,in thisstudy,wehaveisolated anew strain related to

Bacillus which produced strong antibacterial, antiinflammatory and

antioxidativeactivitiesintheculturemedia.
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제 1장 서 론

최근 세계적으로 항생제의 무분별한 오남용으로 인한 내성 균주 출현은 그

문제가 심각하게 드러나고 있다.이중 메티실린 내성률은 50%내외로 매우 높

으며,대한 병원 감염 관리학회가 최근 조사한 결과에 따르면 대부분의 대학

병원과 종합병원에서 분리되는 MRSA(Methicillin-ResistantStaphylococcus

Aureus)균주는 70~80%에 이른다고 한다.병원성 세균 중 현재 전 세계적으

로 가장 문제시 되고 있는 황색포도구균(Staphylococcusaureus)은 전체 인

구의 약 30%에서 검출되는 그람양성구균으로,병원 내 감염증을 유발하는 병

원체로 널리 알려져 있다.
(9)
황색포도상구균은 일차적으로 피부와 연부조직에

감염을 일으켜 농피증(pyoderma)의 원인이 되고,골수염,심내막염,패혈증과

균혈증 등 생명을 위협하는 중한 전신 감염증을 유발하는 것으로 보고되고

있다.(8)페니실린(Penicillin),메티실린(methicillin)등 포도상구균 항세균제는

그 효과가 우수하여 지난 수십 년간 본 감염증의 주요 치료약제로 사용되어

왔으나,1961년 영국에서 메티실린에 내성을 보이는 균주(MRSA)가 처음 보

고된 이후 전 세계적으로 지속적인 증가 추세를 보이고 있다(Standing

MedicalAdvisoryCommittee,DepartmentofHealth,1998).이는 보다 위생

학적으로 안전하고 효과적인 치료제의 개발이 절실함을 보여준다.

또한 새로운 항생물질을 만드는 데에 있어서 장내 세균 총에 의한 항생물질

의 분해는 항생물질 및 항생제 대체 물질의 발명에 있어서 여러 장애 요인이

되기도 한다.이러한 장내 세균 총 이라 함은 동물의 몸속에 들어와 장에 살

고 있는 세균을 총칭하는데,사람의 장에는 보통 약 1002조개의 장내 세균이

존재하며 그 종류만도 400여 종 이상이다.동물에 존재하는 장내 세균에는

유익한 세균 및 유해한 세균이 있는데,장내 유해 세균이 과다하게 존재하는

경우 장내 환경은 부패 환경으로 변하면서 악취가 심해지며 유해물질을 만든

다.이런 유해물질은 장 근육운동에 영향을 미치거나 강한 발암 작용을 만든

다.물론 이러한 유해물질은 간에서 대부분 해독작용을 거치지만 독성물질이

많아지면 간 기능이 저하되어 피로해지고 각종 성인질환을 유발하는 원인이

된다.
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장내 유해세균으로는 엔테로코커스(Enterococcus),리스테리아(Listeria),황

색포도상구균(Staphylococcus)등이 대표적이다.엔테로코커스(Enterococcus)

에 감염되게 되면 심내막염,복막염 또는 요로 감염증을 유발한다.리스테리

아(Listeria)감염은 주로 폐혈증형으로 나타나며,토끼에서는 출혈성,괴사성

자궁염을 동반한 유산,닭에서는 심근염,근육부종,간의 괴사를 보인다.이러

한 장내 세균들에 저항성이 있는 항생물질의 개발이 필요하다.

바실러스(Bacillus)는 많은 펩티드 항생제를 생산하고,다양한 산업에 중요

한 종으로써 식품과 산업용로 안정성을 가지고 있어 항세균 활성에 관한 흥

미로운 종이다.
(1)(2)

이미 많은 바실러스 종들이 박테리오신(Bacteriocin)과 박

테리오신 유사물질(Bacteriocin-likesubstances)을 생산하는 것으로 알려져

있다.
(11)
박테리오신은 세포에 부착되어 있거나 외부로 방출될 수 있고,성장

주기(growthcycle)전.후에 생성될 수 있으며,단백질 분해효소(protease)

같은 효소에 저항력을 가지며,pH,온도에 안정적이다.항세균 기작은 거의

알려져 있지 않으며,세포막 채널(cellmembranechannel)에 박혀 세포 용해

(celllysis)를 유도한다는 점이 보고되었다.이러한 특징을 가지는 박테리오신

은 항생제 대체재로써 부각되고 있으며,식품의 부패방지제로 사용되는 항세

균 물질이기 때문에 더욱 안정한 항세균제라 할 수 있다.
(7)(12-14)(17)(20)(23-24)(26)

항산화(antioxidant)란 체내에서 일어나는 여러 산화작용을 방지하는 것을

말한다.산화작용은 체내에 존재하는 여러 종류의 불포화 지방산이 산소에

의해 산화되면 과산화 지질이라고 하는 물질이 생성되고 이것이 증가하면 노

화 현상이 촉진되는 현상을 말한다.질병 및 노화는 체내 대사과정 중 발생

하는 O2
-
(superoxide), NO(nitric oxide), NO2(nitrogen dioxide),

OH(hydroxyl), ROO(proxyl), RO(alkoxyl), HO2(hydroperoxyl) 라디칼

(radical)등의 산화반응에 기인하며 생체 내에서는 이런 유해한 라디칼인 유

리기로부터 생체를 방어하기 위한 수단으로써 수퍼옥사이드 디스무타제

(SOD,superoxidedismutase),카탈라제(CAT:catalase),글루타치온 퍼옥시다

제(GSHpx:glutathioneperoxidase)등의 항산화 효소나 비타민 E,글루타치온

등의 항산화 물질이 존재하여 유리기를 제거함으로써 생체를 산화적 손상으

로부터 보호한다.그러나 이러한 항산화 방어계가 유리기 생성을 조절할 수
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없을 정도로 저하될 때 조직의 산화적 스트레스와 손상이 촉진되며 체내에서

생성된 과잉의 유리기와 지질 과산화물은 단백질의 산화,DNA 손상과 같은

산화적 스트레스에 의한 상해를 증가시킨다.
(21)

염증반응은 대식세포 및 마이크로글리아 세포의 활성으로 인한 염증인자의

증가로 나타나는 것으로,정상적인 상태에서는 항원인식으로 인한 항원항체

반응으로 제거하는 역할을 하지만 과활성이 되면 병인으로 작용하게 된다.
(18)

염증반응과 관련이 깊은 마이크로글리아 세포는 대식작용(phagocytosis),항

원표식작용(antigenpresentation),사이토카인(cytokine)과 ROS 또는 NO와

같은 염증매개인자의 분비 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
(27)
일산화질소

(NO)는 염증과 암을 포함한 다양한 병리생리학적 과정에서 iNOS에 의해 생

성되는 것으로 알려져 있다.NOS는 염증,혈관확장,신경전달,종양세포와 신

체의 항상성을 조절하는 중요한 효소로 L-아르기닌(L-arginine)으로부터 일

산화질소(NO)를 생성하며,염증 상태에서는 대식세포에 iNOS에 의해 일산화

질소(NO)를 다량 생성하여 여러 만성질환을 일으키는 것으로 알려져 있

다.
(4)(15)(25)

대식세포에서 일산화질소(NO)의 생성은 iNOS의 발현과 직접적으

로 연관되어 있고,LPS는 그람음성 세균의 세포벽 물질로서 면역 세포 등을

자극하여 일산화질소(NO)의 생성을 상승적으로 증가시킨다.

본 연구는 안전한 전통식품인 김치에서 BacillusspCS61균주를 분리해

내었을 때,상기 균주의 발효액이 항생제 내성 병원성 미생물과 장내 유해

미생물에도 강력한 저해 효능과 발효액의 항산화 및 항염증 효능을 확인하였

다.또한 소화효소와 온도에의 안정성으로 미루어 볼 때 이 물질이 향후 위

생학적으로 안전하고 유용한 의약품으로써의 가치가 있음이 사료된다.
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제 2장 재료 및 방법

제1절 항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리 및 동정

1.항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리

항생제 내성 병원성 미생물인 메티실린 저항성 황색포도상구균

(Methicillin-ResistanceStaphylococcusaureus,MRSA)과 장내 유해 미생물

에 항세균 활성을 나타내는 미생물을 얻기 위하여 메티실린 저항성 황색포도

상구균을 지시균으로 미리 도말한 MH(MullerHilton)배지에 김치 국물을

0.85% NaCl에 희석하여 도말 후 37℃,24시간 배양하였다.주변에 투명 환을

나타내는 집락을 3차에 걸쳐 새로운 MH 배지에 옮겨 배양하는 방법으로 순

수 분리하였다.순수 분리 배양된 미생물 균주는 20% 글리세롤을 첨가하여

영하 80℃에 보존하였다.

2.16SrRNA의 염기서열

16SrRNA는 PCR기기(Perkin-ElmerDNA ThermalCycler)를 이용하여 증

폭하였으며 primer로는 27f(5'-AGAGTTTGATCMTGGCT-3)

1492r(5'-AAGGAGGTGWTCCARCC-3')(16)을 사용하였다.증폭조건의 변성

은 94°C에서 1분,annealing은 55°C에서 1분,신장은 72°C에서 1분간 총 30회

반복하였다.증폭된 DNA는 TaqDyeDeoxyTerminatorCycleSequencing

Kit(AppliedBiosystems)와 oligo-nucleotideprimers를 이용하여 염기서열을

확인하였다.(6)

제2절 BacillusspCS61균주의 최적 성장 배지분석
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1.탄소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

질소원인 효모 추출물을 1% 고정 후 탄소원의 종류를 달리하여 각각 1%

첨가하여 배양 배지를 제조하였다.상기 배지에 BacillusspCS61균주를 접

종하여 37℃에서 배양한 후 세포 배양액을 시간별로 수득해 균주의 유해세균

저지 효과를 측정하였다.측정 방법은 MH배지에 메티실린 저항성 황색포도

상구균을 도말 후 시간별로 수득한 균주의 배양액을 paperdisc위에 확산

시킨 후 37℃에서 12시간 배양 하여 투명 환의 크기를 특정해 각 탄소원에

따른 생육저해 효과를 분석하였다.

2.질소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

BacillusspCS61균주의 질소원 이용능력을 알아보기 위해 유해 세균에

대한 생육 저해 효과가 뛰어남을 확인한 탄소원을 1% 첨가 후 비프 추출물,

말트 추출물,트립톤,효모 추출물,오트밀,소이,펩톤을 질소원으로 하여 배

양 배지를 제조하였다.상기 배지에 균주를 접종하여 배양한 후 세포 배양액

을 시간별로 수득해 균주의 유해세균 저해 효과를 측정하였다.측정 방법은

MH배지에 메티실린 저항성 황색포도상구균을 도말 후 시간별로 수득한 균

주의 배양액을 paperdisc위에 확산 시킨 후 37℃에서 12시간 배양 하여 투

명 환의 크기를 특정해 각 질소원에 따른 생육저지 효과를 분석하였다.

3.금속이온 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

BacillusspCS61균주의 금속이온 이용능력을 알아보기 위해 유해 세균

에 대한 생육 저해 효과가 뛰어남을 확인한 탄소원과 질소원을 각각 1%씩
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첨가한 후 각 금속이온을 각각 0.1%씩 첨가하여 배지를 제조하였다.상기 배

지에 균주를 접종하여 배양한 후 세포 배양액을 시간별로 수득해 균주의 유

해세균 저해 효과를 측정하였다.측정 방법은 MH배지에 메티실린 저항성 황

색포도상구균을 도말 후 시간별로 수득한 균주의 배양액을 paperdisc위에

확산 시킨 후 37℃에서 12시간 배양 하여 투명 환의 크기를 특정해 각 금속

이온에 따른 생육저해 효과를 분석하였다.

제3절 최적배지 배양 시 BacillusspCS61균주의 생장

조건 분석

BacillusspCS61균주의 최적 생장 배양 시간 및 그 때의 최적 pH를 확인

하고자 하였다.구체적으로,최적 생장 배양 시간을 알아보기 위하여 균주를

최적배지 조건으로 37℃에서 배양하면서 24시간 간격으로 세포 배양액을 수

득하고 660nm의 흡광도에서 세포의 농도를 측정 및 pH,항세균 활성 정도를

측정하였다.

제4절 BacillusspCS61균주 발효액의 내열성 및 효소

안정성

BacillusspCS61균주 발효액을 필터 후 30℃,40℃,60℃,100℃,121℃에

서 각각 30,60,120분 열처리 한 후 MRSA가 도말된 아가배지에 paperdisc

를 올리고 반응액을 확산시켜 12시간 후 항세균 활성을 확인하였다.또한 소

화효소에 대한 안정성을 시험하기 위하여 소화요소인 Trypsin과 Pronase를

이용 각각 1mM HCl과 2차 증류수로 희석하여 효소의 농도(mg/ml)가 각각

20,10이 되게 한 후 균주 발효액과 혼합(최종농도가 1mg/ml)하여 37℃에서

3시간 배양 후 활성을 측정하였다.



- 7 -

제5절 BacillusspCS61균주 발효액의 항생제 내성 병원성

미생물,장내 유해 세균에 대한 최소저해농도 분석

BacillusspCS61균주 발효액의 세균성장의 최소저해농도를 분석하기 위

해 항생물질 감수성 시험(MIC,Minimum InhibitoryConcentration)
(5)(10)(22)

중

단계희석법을 수행하였다.균주 발효액을 1/2농도씩 단계별로 희석하여 MH

배지 10ml에 섞어 굳힌 후 준비하였다.각 병원성 미생물과 장내 유해 세균

을 MH액체 배지에서 배양한 후 106CFU/ml로 생균수를 조정하여 미리 준비

한 배지에 스트리킹하고 12시간 후 균주 생육을 관찰하였다.대조군으로는

반코마이신과 바시트라신을 사용하였다.

제6절 BacillusspCS61균주 발효액의 DPPH 라디칼 소거

능(DPPH radicalscavengingactivity)확인 실험

Blois의 방법
(3)
을 응용하여 1,1-diphenyl-2-picrylhydrzyl(DPPH)를 사용한

방법으로 측정하였다.DPPH 1.2mg을 메탄올 10ml에 용해한 다음 DPPH

100ul에 동결 건조한 BacillusspCS61균주의 발효액을 희석하여 준비한 시

료 10ul,메탄올 90ul을 혼합하여 상온에 10분간 방치시킨 다음 517nm에서

흡광도를 측정하여 시료 첨가군과 무 첨가군의 흡광도 차이를 백분율(%)로

표시하여 전자 공여능으로 하였다.무 첨가군은 메탄올을 사용하였다.

제7절 Bacillussp CS61균주 발효액의 환원력(Reducing

power)확인 실험

BacillusspCS61균주의 환원력 실험은 Oyaizu방법
(19)
에 의해 균주의 발

효액을 동결건조 한 후 희석하여 준비한 시료 200ul당 0.2M 인산나트륨

(Sodium phosphate buffer : pH6.6)과 1% 페리시안화칼륨(potassium

ferricyanide)을 각각 20ul씩 넣고 혼합하여 50℃에서 20분간 반응시켰다.반
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응시킨 각 시료에 10% 트리클로로아세트산(trichloroaceticacid)을 200ul씩

가하여 혼합 후 10분간 원심분리 하였다.상층액에 동량의 0.1% 염화 제2철

(FeCl3)을 첨가한 후,700nm에서 흡광도를 특정하였다.반응시킨 시료의 높은

흡광도는 높은 환원력을 나타내었으며,대조군으로 아스코르브산을 사용하였

다.

제8절 BacillusspCS61균주 발효액에 의한 NO생성

억제 활성 및 세포 생존률 측정

BacillusspCS61균주의 발효액이 NO 생성을 억제하는지 확인하기 위하

여 비활성 시에는 NO 생성 수준이 매우 낮으나,LPS로 활성화시킬 때 NO

생성이 유도된다고 알려져 있는 대식 세포주인 Raw264.7세포를 사용하여

CS61발효액의 효과를 측정하였다.

구체적으로,Raw264.7세포를 10% FetalBovain Serum(FBS)이 포함된

DMEM 배지에서 1X10
5
세포/ml의 농도로 현탁하여 96웰플레이트에 분주한

다음,5% CO2배양기에서 37℃의 조건으로 배양하였다.상기 Raw264.7세포

를 배양하면서 동결 건조한 균주의 발효액을 희석한 시료와 최종농도 1ug/ml

의 LPS를 함께 처리하였다.대조군으로는 LPS를 처리하지 않은 군(NA),

LPS만 처리한 군(LPS)를 사용하였으며 12시간 후 세포 배양액을 회수하여

NO의 양을 그리이스(Griess)반응을 이용해 측정하였다.세포는 회수하여 세

포생존율 측정에 이용하였으며,세포생존율은 MTT 분석법에 따라 측정하였

다.
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제 3장 결과 및 고찰

제1절 항세균 활성을 나타내는 미생물의 분리

1.형태학적 특성 분석

형태적인 특성은 그람염색법을 통하여 그람양성의 간균임을 확인하였다.

2.분자생물학적 특성 분석

Table.1에서 보여 주는 바대로 본 균주는 16SrRNA 유전자 염기서열결

정 및 분석법을 통하여 Bacillussubtilissubsp.subtilisNCIB 3610(T)과

99.596% 유사함으로 드러났다.

제2절 BacillusspCS61균주의 최적 성장 배지분석

1.탄소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

BacillusspCS61균주의 탄소원 효과를 조사하기 위하여 질소원인 효모

추출물을 1% 고정 후 탄소원의 종류를 달리하여 각각 1% 첨가하여 각 탄소

원에 따른 생육저해 효과를 분석한 결과 Fig.2와 같이 말토오스가 포함된

배지에서 60시간 배양 시 유해세균 저해 효과가 높았다.

2.질소원 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

BacillusspCS61균주의 질소원 이용능력을 알아보기 위해 유해 세균에

대한 생육 저해 효과가 뛰어남을 확인한 탄소원을 1% 첨가 후 질소원의 종

류를 각각 1% 첨가하여 각 질소원에 따른 균주의 유해세균 저해 효과를 측
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정한 결과 Fig.3와 같이 비프 추출물을 질소원으로 포함하는 배지에서 60시

간 배양 시 유해세균 저해 효과가 높았다.

3.금속이온 이용능력 및 항생제 내성 병원성 미생물 생육저해

효과

BacillusspCS61균주의 금속이온 이용능력을 알아보기 위해 유해 세균에

대한 생육 저해 효과가 뛰어남을 확인한 탄소원과 질소원을 비프 추출물을

각각 1%씩 첨가한 후 각 금속이온을 각각 0.1%씩 첨가하여 배지를 제조하여

각 금속이온에 따른 생육저해 효과를 분석한 결과 Fig.4와 같이 모든 금속

이온이 유해세균 생육을 저해하는 능력을 감소시킴을 확인하였다.

제3절 최적배지 배양 시 BacillusspCS61균주의 생장

조건 분석

최적 생장 배양 시간을 알아보기 위하여 BacillusspCS61균주를 최적배

지 조건으로 37℃에서 배양하면서 24시간 간격으로 세포 배양액을 수득하고

660nm의 흡광도에서 세포의 농도를 측정 및 pH,항세균 활성 정도를 측정한

결과 Table.2에서 보여 주는 바대로 BacillusspCS61균주는 72시간 배양

시 성장 정도 및 항세균 활성이 우수하였으며 그 때의 pH는 8.05를 나타내었

다.

제4절 BacillusspCS61균주 발효액의 내열성 및 효소

안정성

BacillusspCS61균주 발효액을 필터 후 30℃,40℃,60℃,100℃,121℃에

서 각각 30,60,120분 열처리 한 후 MRSA가 도말된 아가배지에 paperdisc

를 올리고 반응액을 확산시켜 12시간 후 항세균 활성을 확인한 결과 Table.
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3에서 보여 주는 바대로 발효액을 100℃ 이상 열처리 하였을 때 메티실린 저

항성 황색포도상구균에 대한 항세균 활성이 감소하는 경향을 확인하였다.또

한 Typsin과 Pronase의 소화효소에 대한 안정성을 실시하였을 때 Fig.1과

같이 본 발효액은 항세균 활성의 감소가 거의 드러나지 않았다.

제5절 BacillusspCS61균주 발효액의 항생제 내성 병원성

미생물,장내 유해 세균에 대한 최소저해농도 분석

BacillusspCS61발효액의 세균성장의 최소저해농도를 분석하기 위해 항

생물질 감수성 시험(MIC,Minimum InhibitoryConcentration)
(5)(10)(22)

중 단계

희석법을 수행하였다.그 결과 Table.4에서 보여 주는 바대로 그람 음성균

(살모넬라,대장균,슈도모나스)에는 항세균력을 나타내지 않았으며 그람 양

성균(엔테로코커스,황색 포도상구균,MRSA,VRE)에 강한 항세균력을 보였

다.

제6절 BacillusspCS61균주 발효액의 DPPH 라디칼 소거

능(DPPH radicalscavengingactivity)확인 실험

항산화물질은 지질의 산화과정 중 생성되는 R·,ROO·등의 유리라디칼에 전

자를 전해줌으로서 산화의 진행을 방지한다.전자 공여능은 유리라디칼에 전

자를 공여하여 산화를 억제시키는 척도로 사용되고 있다.이 실험에서 동결

건조한 BacillusspCS61발효액의 DPPH 소거능을 나타낸 것으로 Fig.5에

서 보여 주는 바대로 고농도에서 프리라디칼 소거능을 갖는 것을 확인할 수

있었다

제7절 Bacillussp CS61균주 발효액의 환원력(Reducing

power)확인 실험
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BacillusspCS61균주의 발효액의 환원력에 대한 효과는 Fig.6에 나타내

었으며,대조군인 아스코르브산과 비교하였을 때 고농도에서 Bacillus sp

CS61발효액이 높은 환원력을 나타내었다

제8절 BacillusspCS61균주 발효액에 의한 NO생성

억제 활성 및 세포 생존률 측정

Fig.7에 나타난 바와 같이,LPS만 처리한 군(LPS)에서는 NO가 과량 생산

되었으며,LPS와 함께 BacillusspCS61발효액의 농도를 점차 증가하여 처

리하였을 경우에는 그 농도가 증가할수록 NO의 생성이 더욱 억제됨을 확인

할 수 있었으며,Fig.8에 나타난 바와 같이 이때의 생존율에는 변화가 없음을

확인하였다.따라서 BacillusspCS61발효액은 면역세포가 활성화 되었을

때 세포 생존율에는 변화를 일으키지 않으면서 NO의 생성을 농도 의존적으

로 억제하고 있음을 알 수 있었다.
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제 4장 결 론

김치에서 생성되는 여러 물질들 중 항생제 내성 병원성 미생물인 메티실린

저항성 황색포도상구균(MRSA)에 항세균 활성을 나타내는 미생물 집락을 선

별하여 순수 분리하고,최종 선별된 균주를 동정하여 바실러스의 분자 생물

학적 특성(16S rRNA gene sequence)을 분석 결과,본 균주는 Bacillus

subtilissubsp.subtilis와 99.596% 일치하였다.이에 “BacillusspCS61"로

명명하고 이 물질의 특성을 조사하였다.

BacillusspCS61균주의 최적 성장배지를 알아보기 위해 탄소원,질소원

및 금속이온을 달리한 배지에서 배양한 후 균주의 생장 정도 및 병원성 미생

물 생육 저해 효과를 분석하였다.BacillusspCS61의 탄소원 이용능력을 알

기위해 질소원인 효모 추출물을 1% 고정 후 탄소원의 종류를 달리하여 37도

에서 배양 후 균주의 유해세균 저지 효과를 측정한 결과 말토오스가 포함된

배지에서 60시간 배양 시 유해세균 저해 효과가 높음을 볼 수 있었다.이에

최적의 탄소원인 말토오스를 1% 첨가한 후 비프 추출물,말트 추출물,트립

톤,효모 추출물,오트밀,소이,펩톤을 질소원으로 하여 배양 하여 시간별로

균주의 질소원 이용능력을 지켜본 결과 비프 추출물을 질소원으로 포함하는

배지에서 60시간 배양 시 유해세균 저해 효과가 가장 높았다.탄소원과 질소

원을 최적의 것으로 1%씩 고정 시킨 후 금속이온을 각각 0.1%씩 첨가하여

균주의 이용능력을 측정한 결과 모든 금속이온이 유해세균 생육을 저해하는

능력을 감소시킴을 확인하였다.

BacillusspCS61균주의 최적 생장 배양 시간 및 그때의 최적 pH를 확인하

기 위하여 유해세균 생육을 저해하는 능력을 증가 시킨 탄소원 질소원을 첨

가한 최적의 배지를 이용하여 37도에서 배양하면서 24시간 간격으로 세포 배

양액을 수득하고 660nm의 흡광도에서 세포의 농도를 측정 및 pH,항세균 활

성 정도를 측정하였다.이에 본 균주는 72시간 배양 시 성장 정도 및 항세균

활성이 우수하였으며 그 때의 pH는 8.05를 나타내었다.

BacillusspCS61균주의 내열성 및 효소 안정성을 확인하기 위해 균주 배

양액을 필터 후 30℃,40℃,60℃,100℃,121℃에서 각각 30,60,120분 열처
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리 한 후 MRSA가 도말된 아가배지에 paperdisc를 올리고 반응액을 확산시

켜 12시간 후 항세균 활성을 확인한 결과 발효액을 100℃ 이상 열처리 하였

을 때 메티실린 저항성 황색포도상구균에 대한 항세균 활성이 감소하는 경향

을 확인하였다.또한 Typsin과 Pronase의 소화효소에 대한 안정성을 실시하

였을 때 본 배양액은 항세균 활성의 감소가 거의 드러나지 않았다.

BacillusspCS61균주의 항세균 활성 물질의 최소저해농도를 분석하기 위

하여 항생물질 감수성 시험(MIC,Minimum InhibitoryConcentration)중 단

계희석법을 수행하였는데 균주 배양액을 각 농도별로 희석하여 MH배지를

이용 대조군으로는 반코마이신과 바시트라신을 써서 균주 생육을 관찰한 결

과 그람음성균(살모넬라,대장균,슈도모나스)에는 항세균력을 나타내지 않았

으며,그람양성균(엔테로코커스,황색 포도상구균,MRSA,VRE)에 강한 항세

균력을 보였다.

DPPH 라디칼 소거능(DPPH radicalscavengingactivity)확인 실험을 통해

본 균주의 항산화능을 측정하였다.항산화물질은 지질의 산화과정 중 유리라

디칼에 전자를 공여하여 산화를 억제시키는 척도로 사용되고 있다.동결 건

조한 BacillusspCS61균주 발효액의 DPPH 소거능을 나타낸 것으로 고농도

에서 프리라디칼 소거능을 갖는 것을 확인할 수 있었다.

환원력(reducingpower)확인 실험은 대조군으로 아스코르빈산을 사용하였으

며 이에 비해 고농도에서 BacillusspCS61균주 발효액이 높은 환원력을 나

타내었다.

BacillusspCS61균주 발효액이 NO 생성을 억제하는지 확인하기 위하여

비활성 시에는 NO 생성 수준이 매우 낮으나,LPS로 활성화시킬 때 NO생성

이 유도된다고 알려져 있는 대식 세포주인 Raw264.7 세포를 사용하여

BacillusspCS61균주 발효액의 효과를 측정하였다.LPS만 처리한 군(LPS)

에서는 NO가 과량 생산되었으며,LPS와 함께 BacillusspCS61균주 발효액

의 농도를 점차 증가하여 처리하였을 경우에는 그 농도가 증가할수록 NO의

생성이 더욱 억제됨을 확인할 수 있었으며,이때의 생존율에는 변화가 없음

을 확인하였다.따라서 BacillusspCS61균주 발효액은 면역세포가 활성화

되었을 때 세포 생존율에는 변화를 일으키지 않으면서 NO의 생성을 농도 의
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존적으로 억제하고 있음을 알 수 있었다.

따라서 BacillusspCS61균주 발효액은 그람양성균에 높은 항세균 능력을

보임과 동시에 DPPH 라디칼 소거능과 높은 환원력을 나타내었으며 일산화

질소의 생성을 억제함을 확인하였다.이에 본 연구의 BacillusspCS61균주

발효액은 항생제 내성 병원성 미생물 및 장내 유해 미생물을 대상으로 하는

항생제 대체제,면역증강제로 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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Fig.1StabilityofanantibacterialactivityofBacillussp

CS61fermentationmedium againstvariousdigestive

Enzyme
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Table1.Similarityofnucleotidesequenceof16SrDNA

ofBacillusspCS61withrelatedspecies
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Table2.GrowthprofileofBacillusspCS61
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Table3.TemperaturestabilityofBacillusspCS61

fermentationmedium
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Table4.MIC(Minimum InhibitoryConcentration)testof

BacillusspCS61fermentationmedium

againstvariouspathogens
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