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Abstract

In last decades marine organisms caught great interest from pharmaceutical 

companies as sources for noble compounds. Despite its relatively short 

history, structures of over 5,500 novel secondary metabolites have been 

determined, of which ca 40 compounds revealed as agriculturally and 

pharmaceutically active compound. 

A bacterial strain producing a high concentration of red pigment isolated 

from sediment that had been collected East China Sea, Which was recorded 

as JE-34. It was identified as Zooshikella sp. JE-34 as based on the 

biochemical properties, cellular fatty acids analysis and 16S rRNA gene 

sequence.

The strains were Gram-negative, chemo-organotrophic, aerobic and 

required NaCl (0.5–8 %) for growth.and major isoprenoid quinone was 

ubiquinone-9. The predominant cellular fatty acids were saturated and 

monounsaturated straight-chain fatty acids. The pigment showed 

characteristics similar to prodigiosin, as it is insoluble in water and has a 

red colour with a metallic green sheen. Prodigiosin has been reported to be 

deposited in the cell envelope and not released into the medium; in addition, 

in its amorphous state it has an appearance of red platelets with a green 

metallic sheen, and a maximum absorption of 535-540 nm. To date, 

prodigiosin and its analogues which have been shown to have anticancer, 

cytotoxic and immunosuppressive activities have been isolated from Serratia 

marcescens, Psedomonas and Streptomyces species, and chemically 

synthesized. Nutritional and cultural conditions for the production of 

prodigiosin-like pigment by this organism under shake-flask conditions have 

optimized. Similary initial medium pH 6.0, incubation time 4days were found 

to be optimal. The optimal conditions for the production of prodigiosin-like 
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pigment for carbon, organic and inorganic nitrogen sources were soluble 

starch and malt extract.

The radical scavenging activities of the extracts from Zooshikella sp. 

JE-34 cell (ZC) and culture broth(ZB) according to extraction solvents and 

fractions on hydroxyl, alkyl and DPPH radical were investigated using a ESR 

spectrophotometer and compared with the ESR signal intensity. The extracts 

exhibited strong scavenging activity on hydroxyl, alkyl and DPPH radical, 

and the activity increased with increment of concentration of the extracts. 

The electron donating abilities (EDAs) of ZC acetone extract (ZCAE) and 

ZC ether soluble fraction (ZCfr.E) were 95.74% and 94.51% at 0.5㎎/㎖ 

respectively. The hydroxyl radical scavenging ability of the ZC hot water 

extract (ZC70E) was highest (59.08% at 1㎎/㎖), and alkyl radical 

scavenging ability was highest in the ZC water extract (84.05% at 1㎎/㎖). 

From these results, ZC extracts and fractions had strong antioxidant 

activities.

This study was investigated the antimicrobial activity of the culture 

broth(ZB), and bacterial cell(ZC). ZC and ZB extracts according to 

extraction solvents and fractions. The antimicrobial activities of ZC and ZB 

extracts was tested against 18 microorganisms which were fish and human 

pathogens bacterial species. The extracts showed high activity against 

Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis, Staphylococcus aureus, 

Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans and had poor effect on 

Serratia marcescens, Proteus mirabilis. Among the various solvent layers, 

the ZC methanol extraction (ZCME) and ZC diethyl ether soluble fraction 

(ZCfr.E) showed strong antimicrobial activities. 
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Ⅰ.    

1. 해양 래 연  탐색  필

지 상에 재하  생 들  각각 생  경쟁 에 살아  하여 체내

 생 학   결과 생  다양한 사 질  없  생산하고 다. 간

 러한 사 질들  운 삶  하  하여 러한 연 에 

하여 고 에  지 지 꾸  연 하여 다. 

재 연   연  학 야  생 공학에 한  지하고 

 약, 생 산업 등 고 가가  하  어 필 라 할   

야  에  경  과 또한 매우 크다. 

지 지 연  생리  가진 연 질  연  주  상 원  

상  하여 지만 다 간  연  통하여  새 운 원  고갈  양상  

보여 경  어지고  다. 에 진 들  해양생  래 연

에 집  연  하고  그 결과 재 지 해양생 에  약 5500여  

신 질  개 었다. 들  약 , 건강보 , 등  경쟁  개

고  약  용도  약 40여 질  특허  내었  그  5  상

 개  다(Faulkner, 1993). 해양생   해양미생  거 해양생 에 

비해 실험실내에 보  월하고 리  균주  량 양  가 하다   

다. 또한 해양  지  70%  지하고  뿐 아니라 간 에  심해

지 열 에  극한지 지 다양한 리  경 건  가지고 , 상과 

다  경 건  고염, , Mg, K, Fe 등   한 경   

매질  하  경 에 상생 과   다  생리  사과 ,  등

 특  통해 용한 연  생산에 어 리하다 할  다. 또한 들

도 상 미생 과 마 가지  상 간에 격심한 생 경쟁  하  그 단  생

리  질  생산하  것  알  (Fenical, 1993; Kobayashi 1993) 

들  다  고 한 해양 미생 (obligate marine microorganism)  랜 
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간 연  연  상  어  상미생 과  다  들  생리

과  가진 신 질  생산할 가  매우 (Fisher, 1983; Bonar, 1986; 

Okami, 1982; 1986), 해양 경에 동  한 상 미생 (facultative 

marine microorganisms)도 다  식하고 다. 들  연  생  

species-specific한 것  아니라 strains-specific하  동  strain 라도 식

건에 라 다  연  합 하  가 많 므  연 가 가 크다 하겠다

(Stierle, 1992; Pathirana, 1992; Tapiolas, 1991; Nakamura, 1977; Sato, 

1978). 특  본  실험균주  리지  동 해  경우  해

 특 상 암  어  경우가 많지 않고 동상태  해 후 등   

에 생 상  변 가 타 므  특 한 사과  가지  균주  탐색  

가 할 것 라 보  비  플링등  워 근  용 한 간 에 비해 

근  용 하지 않  에 연 가 미비한 특   생  탐색  

 지역 라 할  다. 

재   경쟁   루어지  해양 연  연  개 과  

 3  다  리한 경에도 하고 내  연  미비한 실 다. 

 상  지  경우 본과 , 그리고 원   등 가   

야에 어  후  것  우  러한 상  타개하  하여 해양생

원  탐색  필 라고 할  다. 

2. 연색  개  

2-1. 미생  래 연색

 가 사용해  연 질    삶에 여했  질  라

 색  릴   것 다.  래  연 에  한 연

염료  사용하  염료  달시 다. 신 시  후, 복  색에  

사용 었고, 5,000~6,000만 에  식  , 과실, ,  등   사

용 었  것  다. 우리 라  경우 상고시  식  사용해 

  계   에 고 다.

색  크게 연색  합 색 가  합 색  생산  용 , 색 , 
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생산단가 등  들에 해 하게 사용 어  암 과 체에 

한 해  에 라 그 사용  엄격  규 고 다. 근 비 들  

색  안 에 한 식변  항상 지, 생리  시  

가 합 색  체할 연색   격  가시키게 었다. 또한 많  

연색  살균, 항염, 항산  등 생리   안 하여   

 식 , 약 , 가   양식어  사료 가  등  재  가 다

(Francis, 1987; Lauro, 1991). 라  연색  시  크게 신  것  

상 고   집약  산 므  재도 진 에  주  생산 고 

다. 연색  계  시  략 2억 에 달하  본  경우 200억엔  

가 었고  다.  연색  연  럽, 본 등에  다양하

게 연 었고 flavonoids, carotenoids, chlorophylls, anthocyamin, shikonin, 

carthamin, betacyanin등  연 었다(Kim, 1988). 

연색  랜 간 동안 사용 어 에도 하고 합 색  같  산업

 하  한 질  다량 공 할   연색   많지 

않다. 지 지 연색   동  식 에  직  하여 사용 어 

가격  비싸고 생 건  연 경에 라 질  변 가 심한 단  지니고 

다(Fowler, 1983; Hannagata, 1992). 에 비하여 미생 에 해 생산  

연색   양시간  짧 , 다  연색 보다 통  건  가

하여 균질   생산  얻   다  다. 그리고 지  간단하여 

양에  비용도 감할  다   다(Han, 1992; Natarajan,  

1995; Yang, 1995; Yongsmith, 1994). 들  용에 하여 Monascus  

용한 색 에 한 연 (Lee, 2003; Lee, 2002)  비 하여 Rhodotorula  

carotenoid 생 에 한 연 (Nam, 1991; Matelli, 1990; Costa, 1978) 그리고 

Claviceps  갈색 색 에 한 연 (Cho, 1982)등  행 었  특  해

양미생  경우 연 가 미비하  질  한 경에  식한 특  

에 생리   specific한 색  생산  다. 하지만 미생 래 

색  실  용에 근한 경우  극  미미한 실  에 라 연색

 단  낮  생산 , 경  에  안  등  평가하여 산업  

용 안  근하고  하 다.
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2-2. Antibiotic Pigment Prodigiosin   

색  생산하  것  알 진 많  미생  에  Serratia  색  

Prodigiosin계열  색  생산하  것  많  연 가 진행 어 다(Custro,  

1959; Deol, 1974; Lim, 1977; Natarajan, 1995; Yang, 1995). Prodigiosin 

(2-methyl-3-amyl-6-methoxyprodigiosene)  본골격  Prodigiosene에 각

 다  alkyl  가지  그룹  Prodiginines (6-methoxyprodigiosenes)에 

한다.  Serratia marcescens, Pseudomonas, Streptomyces등에  생산  특

징   색  비극  탄 가 20개  tripyrrole  Kraft가 Bacillus 

prodigiosus에   리하 다(Kalesperis, 1975).

 균  과   식 에  생 지 않  체   비 식 포에  생

산  특징  사산  경  , 지 , 도, pH등  에 향

 다(Williams, 1971; Williams and Quadri, 1980; Sole, 1994; Slater, 2003). 

Prodigiosin  생합  과  Fig. 1  타내었   과  복 하  마지막 

단계  안 한 bipyrrole  4-methoxy-2,2'-bipyrrole-5-carboxaldehyde(MBC)  

 monopyrrole  2-methyl-3-amylpyrrole(MAP)  각   리  경 에

 합 어 학  합하여  tripyrrole  한다(Qadri,  1974).

Fig. 1. Structures of some members of the prodiginines and key       

         prodigiosin biosynthesis intermediates. 
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Prodigiosin  재  약  가  가지고 어 anti-fungal, 

anti-bacterial, anti-protozoal, anti-malarial, immunosuppressive and anti-cancer 

activities에 한 연 가  진행 었다(Williams and Quadri, 1980; Tsuji, 

1990; 1992; Demain, 1995; Mortellaro, 1999; D'Alessio, 2000; Montaner, 2000). 

에 라 색 생산과 연  미생  사 용  Prodigiosin 사체들  

생합  경 (Lim, 1977; Natarajan, 1995; Qadi, 1973; Scott, 1976; Williams, 

1971).  (Custro, 1959; Deol, 1974)등   연 었다. 내에

도 Serratia sp. KH-95가 생산하  prodigiosin  , 리 , 양특

 연 가 행   (Choi, 1997; Kim, 1998; Song, 2005) Hahella 

chejuensis에  생  prodigiosin  경우 , 생합 과  연 뿐만 

아니라   , 역억  ,  등  연  통

해 그 재  용 연  가  시했다(Kim, 2006; Huh, 2007). 

또한 prodigiosin  항진균과 하여 Chitin synthase Ⅱ  해  용한

다  연   다(Hwang, 1999).   

러한 한 연 에도 하고 공업 에 한 연 가 미비한  그 주   

Prodigiosin   생산  Serratia  경우 색  생산량  10-100㎎  

매우 낮  다(Natarajan, 1995; Willams, 1980). 에 라 prodigiosin  다

량 생산하  균주  개   리하거  변 주등  개 , 양 건 탐색 등  연

한다  산업  가    다고 사료 다.

본  동 해  퇴 에  리한 균주  prodigiosin 사 색  생

산하  균주  리하 고  동 한 결과 Zooshikella ganghwensis 매우 

사하  태학  특 , 생 학특 에  다  상  보여 Zooshikella sp. 

JE-34라고 하고 그 양특  탐색하 다. 또한  Strain  주  사산

 색 질  특 , 안  연 하  리균주  사산  

생리  탐색하  해 항균, 항산    통해 용생 원  

재  알아보고  하 다. 
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Ⅱ 재료  

1. 균주  리, 동  

1-1. 색 생산균주  리  보

 색 생산균주  리  2005  9월 동 해에  그랩  용하여 퇴  

립질  취하  실험균주  JE-34  Fig. 2  에  리하 다. 집  

퇴  실험 지 균  용 에 담아 4℃에  보 하 고 집  퇴  

약 1g  균  PBS에 단계  통하여 한 후 각 단  MA(Marine 

Agar, Difco. Co. USA)에 100㎕ , 도말 후 25℃에  1~7 간 양하 다. 

리균주 에 색색  다량 생산하  균주  JE-34라고 하여  실험

에 사용하  양 간 동안 양상태 균주  보  균 glycerol  

 양액에 1:4 v/v가 도  합하여 -70℃에  보 하 다.

Fig. 2. Location in East China Sea for the       

         collection of sediment 
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1-2. 리균주  동

 리 한 균  1  동  태학 , 양학   생 학 특  Manual of 

methods for general bacteriology(Gerhardt, 1981)  Biochemical tests for 

identification of medical bacteria(Macfaddin, 1880)에 하여 검 하고, Bergey's 

Manual of Systematic Bacteriology(Kreig and Holt, 1989)에 하여 안  

에 해 하 다. 행한 결과  BLAST  Database  비 하여 동 하 다.

1) 태학   

 SEM(Scanning Electron Microphotography, JSM-6700F JEOL Ltd.)  통해 

태학  특  하고  했고 0.2㎛ filter  균 후 지에  그 에 

균  하 다. 균  하  filter  가운 2.4% glutaraldehyde에 담 어 

고 시킨 후, 0.1 M phosphate buffer  2  상 한다.  ethylalcohol 

40, 50, 60, 70, 80, 90, 100%  각각 1hr 동안 탈 시킨다. 탈 시킨 filter  

isoamyl acetate에 담근 후, 액체 CO2  isoamyl acetate  리고,   

미경  , 미지  시 다.  

2) 16S rRNA 염 열 

 16s rRNA  Genomic DNA Extraction kit (Bioneer, Korea)  사용하여 

Chromosomal DNA  리하  Bacterial 16S rDNA universal primer  용하

여 16s rDNA  폭시 다. 합  oligonucleotides  각각  primer  forward primer 

(27F): 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' reverse primer (1492R): 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'

 염 열  었다. 각각  0.5 μM primer, 200μM deoxynucleoside 

triphosphate, Taq DNA polymerase(Bioneer, Korea) 3㎕  사용하여 PCR  행

하 다. PCR 건  30cycle 동안 94℃에  45  denaturation, 50℃에  45  

annealing, 72℃에  45 간 extention 하  폭  PCR product  1% 

agarose(Agarose LE, Promega CO.) gel  0.5㎍/㎖ ethdium bromide  염색하여 

하 다.  ABI prism™ Bigdye™ terminator cycle sequencing Ready 

reaction kit V.3.1 (Fluorescent dye terminators method)  ABI 3730XL capillary 

DNA Sequencer  사용하여 PCR product  염 열  행하 다.
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3)  계통  

 리균주  16S rDNA 염 열과 함께 BLAST 결과 염 열과  사

 았  Zooshikella ganghwensis 2 strain과 Gammaproteobacteria  

Outgroup등   16S rDNA  염 열과 함께 ClustalW software

 사용하여 열하 다. 계통도  distant에 근간   neighbor-joining  

용하여 계통    다  사하 다.

4) 생 학  특  

 그람 염색  JE-34  포벽 특  사하 다. MA(Marine Agar, 

Difco. Co. USA)에 하루 도 양하여 지 에  단  colony  균

에 한 울  탁한 후 그람염색하여 학 미경  하 다. 동균에 

한 균주  그람  E. coli  용하 고, Safranin에 역염색  

경우 그람  그 지 않  그람양  단하 다.

 생 학  동  내 균  Enterobacteriaceae에 하지 않  gram 

negative rods  동 하  용  통  8가지 과 12개  탄

 동 시험  등  20가지 시험  어  API 20NE (Bio 

Merieuk SA, France)    통해 균  동 하  API ZYM  통해 

(Bio Merieuk SA, France)  사용하여 했다. 실험 균주   균주  

달리 JE-34  해양 균주  지에  생   어지므  양

액  Kit  strip에 하  에 AUX medium에 Sea salt(sigma, USA)  2

0‰  가하고 Bacterial suspension  하여 사용했다.

5) 포 지 산  (CFA)

  지질  고등생  경우에   단 하고, 하게 동 한 

 갖  에 지  용하  어 지만, 균  경우에  다양  

하여 매우 한 지  용 고 다. 균주  포 지 산  해 

30℃ 48시간 양한 균체  지 산  Miller and Berger  (1985)에 하여 

Methyl ester  시 다. 약하  1㎖  알 리 감 액  가한 후 100℃에  

30 간 시  saponified시킨다.  냉각시키고 methylation reagent 2㎖  
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가하여 80℃에  10 간 시킨 후  심 럽게 거하고 지질 에 

용 용매 1.25㎖  가하여 10 간  어 다. 하   피펫

 거하고  용매 에 액 약 3㎖  어 5 간 하여 게 만들

어진 용매  2/3  어내어 gas chromatograph(GC)용 시료  한다.

 리  Fatty acid methyl esters (FAME) mixtures  gas chromatograph 

(Hewlett Packed model 5898A GC)  Microbial Identification software 

(MIDI)  지 에 라 하 다.

1-3 색 질  학  특   동

1) 색 질  

 JE-34  MB(marine broth, Difco. Co. USA.)에 50㎖에 30℃ 24시간 

양한 후  200㎖ MB에 하고 30℃, 72시간동안 양한다. 얻어진 

양액  10,000g에  20 간 원심 리 하여 상 액  동량  ethyl acetate  

가하여 하고, 균체  경우  20㎖  100% acetone  가하여 색  

한다.

 균체  10,000g에  20 간 원심 리 하여 탈색  균체  거하고 

상 액  ethyl acetate 과 합한다.  sodium sulfate  가하여 

탈 시킨 후  감암  통해 하여 50% methanol  1㎎/㎖  

도  용해시 다(Kim, 2007). HPLC  용하여 색 질  동 하  해 

 Prodigiosin  생합 한다고 알 진 Serratia marcescens (KCCM 

21204)  동 한  하여 에 사용했다.

2) 색 질  특

 색  액  하  사람과 경에 라  다 게 할   

에 색체  한  달  재  하여 과학  색  어 

한 색  색  보다 객 고  가 한 값  다루  해 색 계

(JP 7100F, Color Techno System Japan)  용하여 했다. C. I. E 

diagram  색  하  어 색 계에  얻어진 색  보  X, Y, Z  
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타내   다  공식에 하여 계산했다.  색  X, Y, Z 값  

각각 90.65, 95.66, 103.24 다.

 X=


               Y=



  색  학특  알 해 가시  역  spectrum   통해 색

  UV-visible spectrophotometer  사용하여 400~700nm 역  

scanning하여 그들  (λmax)  한다. 에 트럼   통

하여 간  색   학특   질  할  다.

3) 색 액  HPLC 건

 에 사용  HPLC(Waters Co. USA.)  Waters 2690  사용하고 JE-34  

색  액과 Serratia marcescens  색 액  HPLC에  시료용액  

사용하 다. 에 사용  column  XTerra MS C18(5㎛ 2.1㎜×150㎜, 

Waters, USA.)  사용하 , 동상   0.3㎖/min  하고 100% 

methanol과 distilled water  용하여 도 (10~100% methanol 60min)

 건  하여  sample  peak  비 하 다.
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2. Prodigiosin-like pigment  생산  한 양 건  색  안  

 각  지  , 도, pH   등  양 건  2 사 산  생

 억 시키  한 역할  하  것  알  다. 또한 prodigiosin  경우 

지  탄  질  비 에 라 항 리아  가진다고 보고   

다(Alonzo, 1979). 또한 S. marcescens  경우 Glucose, ATP, 산, 

NaCl, pH등  에 해 prodigiosin  생합 에 향  다고 알  본 

실험에 사용  Zooshikella sp. JE-34  경우 또한 경 , 지 에 

 양특  연 가 필 하다고 사료 다.

 연색  특  아 다운 색  가지고  들  열, pH, , 산

등에 약하여 식  가공 등에 해 게 탈색 어 합 색  득 하게 사용

하고 다. 하지만 합 색  해  에  신하  한  계

고  에 라 연색  안 에 한 연  또한 필 라고 하겠다. 

2-1. Prodigiosin  생

 Prodigiosin  생  Goldschmidt  Williams  (Qadri, and Williams, 

1973)  용하여 하 다. 1㎖  양액에 2㎖  아 과 2㎖  산 탄

(4㎖ 1N HCl과 96㎖ methanol)  가한 다  10,000×g에  20  동안 원심

리한 후 상 액  취하여 534  655nm에  O.D.  하 다.

534  655nm에  O.D.  1  19.3㎍ prodigiosin/㎎ protein   하

 protein 량  bovine serum albumin(BSA)  단 질  용하여 

Bradfort  (Bradford, 1976)  사용하여 량하 다.

2-2. 경  양특

 양시간  양 도에  prodigiosin-like pigment 생 균주  JE-34  

양, 색 생산에 미  향  검 하  하여 액체 지에 양액  1%(v/v)

 하여 4, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50℃에 각각 양하 ,  pH  

향  알아보  해 1N-HCl  3N-NaOH  가하여 각각 pH 3~12  

한 지에 동 비  하여 균  과 prodigiosin 합 량  한다.
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2-3. 양  양특

 지 에 한 균  생 도  prodigiosin 합 량  하  해 본 지

 MB(marine broth, Difco. Co. USA)에 NaCl  0~10% 지 가하여 양하

고, 탄 원(chitosan, soluble starch, fructose, glucose, lactose, mannitol, 

sorbitol, sucrose, xylose)  각각 1% 가하여 도  색 생산  하

다. 질 원  malt extract, peptone, yeast extract, NH4NO3, NaNo3, 

(NH4)2HPO, KNO3, (NH4)SO4들  각각 0.5% 가하고, 염  경우 BaCl2, 

CaCl2, CuSO4, FeCl2, HgCl2, KCl, MgCl2, NiCl2, Na2HPO4, ZnCl2  각각 0.1%

가한 실험 에 동 건  하여 하 다. 염 도  경우 0~10%

지 실험하 다.

2-4. 색 안

 JE-34가 생산하  prodigiosin-like pigment  색  안  보 해 , 

pH, 도에  색 안  하 다.

 색 에 미   향  알아보  해 색 용액  25℃  암  열등

(110V, 30W)  건하에  색 용액  하여 6  동안 535nm에  도

 하 다. 색  pH에 한 향  검 하  해 색 용액에 동량  각 

pH별 충용액(pH 1.0~2.0 : Clack-Lubs buffer, pH 3.0~8.0 : Mcllvaine 

buffer, pH 9.0~12.0 : Sӧrensen buffer)  가하여 25℃에  3시간  후 그

들  도  하 다.

 가열 도에  색  안  비 하고  암 건에  4, 10, 20, 30, 40, 

50, 60, 70, 80, 90, 100, 121℃  도 건  1시간 한 후 하  

도에  안  하  해 4, 25, 37℃  암 건  하여 

6 간 535nm에  도  하 다. 
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3. Zooshikella sp. JE-34가 생산하  2 사산  생리

 지 지 Zooshikella sp. JE-34  특   주 사산  prodigiosin  생산

, 안 등   연  하 고 본 에  JE-34균주가 생산하  

사산  용가  탐색하고  하여 항산    항균  하

다. 본 균주  주  사산  prodigiosin  앞  말한  같  

anti-fungal, anti-bacterial, anti-protozoal, anti-malarial, immunosuppressive 

and anti-cancer activities에 한 연 (Williams and Quadri, 1980; Tsuji, 

1990; 1992; Demain, 1995; Mortellaro, 1999; D'Alessio, 2000; Montaner, 

2000)가  진행   어 그 생리  에 재   

strain-specific한 질  가  충 하다고 사료 다. 또한 JE-34가 생

산하  prodigiosin뿐만 아니라 EPS(exopolysaccharide), 산, 아미 산, 

등  생리  질  탐색하  것 또한 가 다고 생각 다. 에 라 

양액, 용매별 , 에 한 DPPH radical 거 , Alkyl radical 거

, Hydroxyl radical 거 , Hydrogen peroxide 거  항산  과 연

항생  가  하  해 체  어 질병 병원균에 한 항균

  하 다. 

3-1. 용매별    

 Zooshikella sp. JE-34  MB(marine broth, Difco. Co. USA.)에 하여 

shaking incubator에  30℃에  120rpm 건  양하고 1%(v/v) 비  

하여 3L fermentor에 동 건  120시간 양하 다.

양액  균체  양액  리하  해 원심 리(8,000rpm, 15min, 4℃)한 

후 균체   2  씻어 낸 후 동결건  용하여 건 하고 양액  

경우도 동결건  용하여 말  만들어 사용한다. 용매  chloroform, 

70% methanol, acetone, 25℃ distilled water, 70℃ distilled water  사용하

고 각각  용매 100㎖에 건  균체 1g  어  25℃(70℃ distilled water  

) 48시간 하여 여과 후  실험에 사용하 다. 

   균체  70% methanol 액  감압 하고, 것  
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량   산시킨 후 Fig. 3과 같    하 다. ,  

에  3 량  diethyl ether  가한 후 2 씩 , 하여  얻었

고, 계 해  같     chloroform, ethyl acetate, 

n-butanol   , 하여 각각      한 

 동결건 하여 얻  말  본 실험에 사용하 다. 또한 양액   

양액  동량  용매  용하여 같   실시하 다.

Fig. 3. Fractionation of bacterial cell and cultured broth of Zooshikella sp. JE-34
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3-2. 사산  라  거  

 1) DPPH free radical scavenging activity

 각 sample  DPPH free radical 거  Nanjo 등  에 하여 하

다. 60 μl 시료용액에  60 μl DPPH (60 μM) 용액  가하여 10  동안 

한 다  합용액  quartz capillary tube에  후 2  후에 ESR  하

다.

트럼  scan time : 30s, filed : 336 ± 5 mT, time constant : 0.3s, 

power :5 mW, amplitude :1×500  건  하 다. 항산 시료에 한 

DPPH radical  거  아래  식  용하여 계산하 다.    

DPPH free radical scavenging activity (%) = 

(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/ESR 

signal intensity for the control medium) × 100.

Measurement conditions: central field 3475 G, modulation frequency 100 

kHz, modulation amplitude 2 G, microwave power 5 mW, gain 6.3 × 105, 

temperature 298 K. 

2) Hydroxyl radical scavenging activity

 Sample  Hydroxyl radical 거  Rosen 등  에 하여 하 다. 

20 μl 시료용액에 0.3 M DMPO 20 μl, 10 mM FeSO4 20 μl, 10mM H2O2 20 

μl  합한 다  quartz capillary tube에  후 2.5  후에 ESR  하

다. 트럼  scan time : 30s, filed : 336 ± 5 mT, time constant : 0.3s, 

power : 1 mW, amplitude :1×100  건  하 다. 항산 시료에 한 

Hydroxyl radical  거  아래  식  용하여 계산하 다.    

Hydroxyl radical scavenging activity (%) = 

(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/ESR signal 

intensity for the control medium) × 100. 

Measurement conditions: central field 3475 G, modulation frequency 100 kHz, 

modulation amplitude 2 G, microwave power 1 mW, gain 6.3 ×105, temperature 298 K. 
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3) Alkyl radical scavenging activity

 각  Alkyl radical 거  Hiramoto 등  에 하여 하

다. 20 μl  시료용액에 D.W 20 μl, 40 mM AAPH 20 μl, 40 mM POBN 20 μl

 합한 다  37 ℃에  30   한 후 quartz capillary tube에  후 

ESR  하 다. 트럼  scan time : 30s, filed : 336 ± 5 mT, time 

constant : 0.3s, power : 7 mW, amplitude :1×500  건  하 다. 

항산 시료에 한 Hydroxyl radical  거  아래  식  용하여 계산하

다.    

Alkyl radical scavenging activity (%) = 

(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/ESR 

signal intensity for the control medium) × 100. 

Measurement conditions: central field 3475 G, modulation frequency 100 

kHz, modulation amplitude 2 G, microwave power 10 mW, gain 6.3 × 105, 

temperature 298 K. 

4) Hydrogen peroxide scavenging activity

 각  hydrogen peroxide 거  Müller  에 라 행하 다. 

0.1 M phosphate buffer(pH5.0)  각  100 μl  각각 96 microwell 

plate에 어 합시킨다. 여 에 다시 20 μl  hydrogen peroxide  가시키고  

37℃에  5 간 시킨다.   후 1.25 mM ABTS  peroxidase(1 

unit/ml)  각각 30 μl 가하여  37℃에  10 간 시킨 후 405 

nm에  도  하 다. Hydrogen peroxide 거  다 과 같  계산

하 다.

Hydrogen peroxide 거 (%) =

[1-( 도-시료 도)/ 도]×100 
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3-3.  사산  항균 트럼

 항균실험에 사용  균주  Table. 1과 같  어 질병균 11 ,  해균 7

 생 원  (KCTC)  한 미생  보 (KCCM)에  양 아 사용

하 , 균주  생  해 각각  균주별  Table. 1에 시  지  

24~120시간 양하여 사용하 다. 

 양액, 용매별 액,  항균   paper disk agar diffusion

에 라 항균 트럼  탐색하  억 도(minimum inhibition 

concentration, MIC)    보  액   microtitre plate 

assay  통하여 하 다. 

 paper disk agar diffusion  용한 항균 트럼  탐색  시험균주  

양 하여  시킨 후, 균생리식염  용하여 Macfaland No. 0.5 도  

균 탁액  한 후 Muller Hinton agar plate (Difco, Co. USA)에 골고루 도

말 한다. Sample disc   양액  경우 filteration  통해 균 시킨 후 

각각 100, 50, 20, 10%  paper disc (ADVANTEC F0424695, 8㎜)에 100㎕

하여 건습하 고,  경우 1,000㎍씩,  경우 100㎍씩 게 

만들어 사용했 , 항균  게 타  실험  도별  disc  하

다.  disc  균액  도말  지 에 고 각각  균주 양 도에 

맞 어  24시간 양하여 disc 주  생  해   하 다. 또한 시

험균주  항생  감  시험  통해 sample  항균  비 , 가 하  사

용  항생  시  5 에 하여 실시했다.

 억 도(MIC)   microtitre plate에 각각  피검균에  지  

200㎕씩 운 후 균  양액과,  았  액,  2  

  합한 후 Macfaland No. 0.5 도  피검균  탁액  2㎕씩 하

여 24, 48시간 양한다. 에 660nm  도 값  통해 억 도(MIC) 

 억 도  가  하 , 각 단  plate에 하여 피검균  생

 통해 억 도(MIC)  하 다. 
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Strain Growth conditions

Gram 

negative 

bacteria

Vibrio anguillarum KCTC 2711 Marine Agar (Difco 0979), 25℃

Vibrio parahaemolyticus KCCM 11965
Nutrient Agar (Difco 0001) 

with 3% NaCl, 37 ℃  

Vibrio alginolyticus KCCM 40513 Marine Agar (Difco 0979), 37℃

Vibrio campbellii KCCM 40864 Marine Agar (Difco 0979), 26℃

Vibrio harveyi KCCM 40866
Photobacterium broth     

(Difco 0417), 26℃

Vibrio salmonicida KCCM 41663
Trypticase Soy Agar       

with 1% NaCl, 26℃

Vibrio vulnificus KCCM 41665
Trypticase Soy Agar       

with 1% NaCl, 30℃

Vibrio furnissii KCCM 41679
Trypticase Soy Agar       

with 1% NaCl, 30℃

Escherichia coli KCCM 40880
Nutrient Agar            

(Difco 0001) 37℃  

Edward tarda KCTC 12267
Nutrient Agar            

(Difco 0001) 37℃

Gram positive 

bacteria

Propionibacterium acnes KCCM 41747
Brain Heart Infusion Agar 

(Difco 0418), 37℃

Bacillus subtilis KCCM 40820
Nutrient Agar            

(Difco 0001) 30℃ 

Staphylococcus aureus KCTC 1916
Trypticase soy broth      

(BBL 11768), 37℃ 

Streptococcus mutans KCCM 40105
Brain Heart Infusion Agar 

(Difco 0418), 37℃ 

Streptococcus iniae KCTC 3657
BHI (Medium 3) + 0.5 % 

Glucose Medium, 37℃

Streptococcus parauberis KCTC 3651
Trypticase Soy Yeast Extract 

Medium, 37℃

Fungi
Candida albicans KCTC 7270 YM Agar, 24℃

Pityrosporum ovale KCCM 11894 Pityrosporum Medium, 30℃

Table 1. List of strains and growth conditions used for antibacterial experiments.
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Ⅲ. 결과  고

1. 색 생산 균주  리  동

 본 균주  리지   도 30°57'6.22"N, 경도 122°32'9.30"E  양쯔강 

하  근해  심  약 15m  시료 취시   26.1℃ 염 도  25.3‰  

사 었다. 실험 에 시  에 하여 실험한 결과  Bacteria; 

Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Oceanospirillales; Hahellaceae; Zooshikella  

었고  DNA-DNA hybridization  통해 DNA-DNA relatedness   등

 가실험  통해 후에 할 것 다.  JE-34  동 결과 Zooshikella sp. 

JE-34라고 하 다. Zooshikella  재  균주가 2개  Strain만  

재하   균주  사료  에 본 연 에  리한 JE-34  

학  연  생 다양   가 가 다고 생각 다. Zooshikella sp. 

JE-34가 신 균주  가  하  해 Zooshikella ganghwensis 

KCTC 12044, 12045 균주간  비  심  하  결과  다 과 같다. 

1-1. 태학  특

 Strain JE-34  고체 지에  생 시  colony  특  하 다. 그 결과 

에  시 상 었고  상(unbonate)  태 , colony 가 리가 

규 하고 택  내  한  띄  특 (fig. 4. A)  보 다.  

Zooshikella ganghwensis KCTC 12044, 12045 (Fig. 4. B, C)  colony특 과 

매우 사하  2균주  경우 원  돔 (convex)  JE-34  다  특  

타냈다. 3개 균주  색색  생 하 , 색  metallic한 택  보

다.  통해 3균주  사색  생  할 것 라고 사료  Yi 등  연

에  Zooshikella ganghwensis KCTC 12044, 12045  생산하  색 질  

prodigiosin 라고   어 JE-34 또한 사색  질 라 사료 다(Yi, 

2003). 각각  균주  MA에 30℃에  양한 결과 12-18시간에 colony가 
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 시 하 , 24시간 양 후에  색색  생 하  시 했다. 그리

고 colony들  여  근  심  하여 색  강도가 아지  동시에 

택  타내  시 하 다.   연 (Margalith, 1992)에  

prodigiosin  생산하  균체 pellet  특 라 한  어 생산  색색

가 prodigiosin  가  뒷 하  결과라고 생각 다. 또한 JE-34  액

체 지에 도  색색  생산  보  균체가 집 어 라  특  

보 다.

 균  태학  특  30℃에  하루 동안 양한 후 SEM  통해 하  

JE-34  간균  태  보   10~15㎛ 폭  0.6~0.9㎛  타났  

KCTC 12044, 12045  경우  1.5~2.5㎛ 폭 0.7~0.9㎛  단간균 (Yi, 

2003) 태   보 다. 하지만  결과  SEM  리  다 에 

 결과    것 라 생각 어 동 건  리  하여 비 하 다. 그 

결과 Fig. 5. D.에 보   같  폭  사하지만  1.5~7㎛등 다양하게 

 었다. 또한 3균주  균체에 마  같    것   

어 Streptobacilli  태라고 어 TEM(Transmission electron microscopy)

등  가 실험  통해 해야 할 필 가 다고 생각 다. 하지만 

Streptobacilli 태 라도 KCTC 12044, 12045  균주  Strain JE-34  

태학  특  가 다고 단 다.   
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(A) (B) (C)

(D) (E)

Fig. 4. Cultural characterization of Strain JE-34, and Zooshikella ganghwensis   

        KCTC 12044, 12045.

(A) Colony shape of Strain JE-34 (B) Colony shape of Zooshikella ganghwensis KCTC 12044 

(C) Colony shape of Zooshikella ganghwensis KCTC 12045 

(D) Red pigment from Strain JE-34 under culture times (0, 3, 6, 12, 24, 48, 72hr) 

(E) Cultural characterization of Strain JE-34 under broth media condition
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Fig. 5. Scanning electron micrograph of Strain JE-34 (A, B, C) and,       

          Zooshikella ganghwensis KCTC 12044 (D). 

         Cells were grown on MA at 30℃ for 1days
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1-2. 16S rRNA 염 열

 리보  RNA(rRNA)   생 에 보편  재하  보   핵산

, 미생  진 계통  연 에 가  용한 마커  용 고 다. 특  용

   small subunit rRNA(SSU rRNA)  에 용  16S  

16S 사(18S) rRNA가 에 한다. 재 미생  체계  SSU rRNA  보

 근거  재 어 ,   미생  학에 필  것  식

에 다. 특  미지  리균주  계통학   알 한  실험단계에

 SSU rRNA  필 다.

 Strain JE-34  16S rRNA PCR 폭  통해 얻  1470bp  National Center 

Biotechnology Information(NCBI)  Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

 용하여 행한 결과 Zooshikella ganghwensis JC2045, Zooshikella 

ganghwensis JC2044, Uncultured marine bacterium partial 16S rRNA gene, 

isolate LQ-2001  각각 99%  상동  보  들  alignment 한 결과  

Fig. 6  타냈다. 상동  았  균주들  리지가 각각 한민  강 도 

갯 과 근  Dayawan 만에  리 어 Zooshikella  경우 동 해  퇴

  해  에 재하  균 라 생각 다. Database내  다  균주들과  

 92%  상동  띄  것  어 각각 Marinobacter lutaoensis (92%), 

Marinobacter hydrocarbonoclasticus isolate MARC4F (91%), Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus (91%), Hahella chejuensis KCTC 2396 (91%)  사 었다. 

 계통 (phylogenic tree)  거리(distance)에 근거한  하  Fig. 7

 JE-34에  얻  16S rRNA 열과 γ-Proteobacteria 15   data  

용하여 Neighbor-Joining 에 해 계통  타내었다(Fig. 7). 계통  결

과 Hahellaceae  경우 진  계에 어 Oceanospirillum, Alteromonadaceae  

가 게  Hahellaceae에 하  것  보고  Hahella, Zooshikella  균

주들 또한 각각  그룹  타냈다. 본 실험  균주  JE-34  계통  진  

계  한 결과 Zooshikella 에 포함  것  보  Zooshikella  타 균주

 매우 가 운 진  거리  타내어 동  가  다고 보 다. 하지만 

Zooshikella 에 포함  균주가 1  2strain만  보고 어 균주  연 가

가 다고 사료 다.  
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JE-34           -----------CTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGC
AJ315452        AGACTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGC
AY130995        ---------------------TTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGC
AY130994        --------------------ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGC
                                     ***************************************

JE-34           GGTAACAGGAGAGCTTGCTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAAT
AJ315452        GGTAACAGGAGAGCTTGCTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAAT
AY130995        GGTAACAGGAGAGCTTGCTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAYGCATAGGAAT
AY130994        GGTAACAGAAGAGCTTGCTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAAT
                ******** **************************************** **********

JE-34           CTGCCCATGGGTGGGGGATAGCCCGGAGAAATCCGGATTAATACCGCATATGCCCTGAGG
AJ315452        CTGCCCATGGGTGGGGGATAGCCCGGAGAAATCCGGATTAATACCGCATATGCCCTGAGG
AY130995        CTGCCCATGGGTGGGGGATAGCCCGGAGAAATTCGGATTAATACCGCATATGCCCTGAGG
AY130994        CTGCCCGTGGGTGGGGGATAGCCCGGAGAAATCCGGATTAATACCGCATATGCCCTGAGG
                ****** ************************* ***************************

JE-34           GGTAAAGCAGGGGATCTTAGGACCTTGCGCCGATGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAG
AJ315452        GGTAAAGCAGGGGATCTTAGGACCTTGCGCCGATGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAG
AY130995        GGTAAAGCAGGGGATCTTAGGACCTTGCGCCGATGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAG
AY130994        GGTAAAGCAGGGGATCTTAGGACCTTGCGCCGATGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAG
                ************************************************************

JE-34           TTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
AJ315452        TTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
AY130995        TTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
AY130994        TTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
                ************************************************************

JE-34           CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
AJ315452        CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
AY130995        CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
AY130994        CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
                ************************************************************

JE-34           CAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAA
AJ315452        CAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAA
AY130995        CAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAA
AY130994        CAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAA
                ************************************************************

JE-34           AGCACTTTCAGCAGGGAGGAAAGGTTGCGGGCTAATACCTCGTAGCTGTGACGTTACCTG
AJ315452        AGCACTTTCAGCAGGGAGGAAAGGTTGCGGGTTAATACCTCGTAGCTGTGACGTTACCTG
AY130995        AGCACTTTCAGCAGGGAGGAAAGGTTGCGGGTTAATACCTCGTAGCTGTGACGTTACCTG
AY130994        AGCACTTTCAGCAGGGAGGAAAGGTTGCGGGTTAATACCTCGTAGCTGTGACGTTACCTG
                ******************************* ****************************

JE-34           CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
AJ315452        CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
AY130995        CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
AY130994        CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
                ************************************************************

JE-34           TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTTACTAAGCTGGATGTGAAATC
AJ315452        TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTTACTAAGCTGGATGTGAAATC
AY130995        TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTTACTAAGCTGGATGTGAAATC
AY130994        TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTTACTAAGCTGGATGTGAAATC
                ************************************************************

JE-34           CCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCATAACTGGTAGGCTAGAGTATGGCAGAGGCGAG
AJ315452        CCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCATAACTGGTAGGCTAGAGTATGGCAGAGGCGAG
AY130995        CCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTCATAACTGGTAGGCTAGAGTATGGCAGAGGCGAG
AY130994        CCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCATAACTGGTAGGCTAGAGTATGGCAGAGGCGAG
                ****************** *****************************************

JE-34           TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
AJ315452        TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
AY130995        TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
AY130994        TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
                ************************************************************

Fig. 6. Alignment of 16S rRNA sequence of the isolated Strain JE-34.

         AJ315452 :  Uncultured marine bacterium, AY130995 : Zooshikella ganghwensis JC2045,    

          AY130994 :   Zooshikella ganghwensis JC2044 



- 25 -

JE-34           CGACTCGCTGGGTCAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAG
AJ315452        CGACTCGCTGGGTCAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAG
AY130995        CGACTCGCTGGGTCAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAG
AY130994        CGACTCGCTGGGTCAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAG
                ************************************************************

JE-34           ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGCCGTTGGGATCCATGTAGGTCT
AJ315452        ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGCCGTTGGGATCCATGTAGGTCT
AY130995        ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGCCGTTGGGATCCATGTAGGTCT
AY130994        ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGCCGTTGGGATCCATGTAGGTCT
                ************************************************************

JE-34           TGGTGGCGCAGCTAACGCACTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
AJ315452        TGGTGGCGCAGCTAACGCACTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGNCGCAAGNTTAAAAC
AY130995        TGGTGGCGCAGCTAACGCACTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
AY130994        TGGTGGCGCAGCTAACGCACTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
                ********************************************* ****** *******

JE-34           TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
AJ315452        TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA-CAAC
AY130995        TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
AY130994        TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
                ******************************************************* ****

JE-34           GCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATCCTGCGAACACTTTAGAGATAGAGTGGTGCCTT
AJ315452        GCGAAAACCCTTACCTGGCCTTGGCATCCTGCGAACACTTTAGAGATAGAGTGGTGCCTT
AY130995        GCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATCCTGCGAACACTTTAGAGATAGAGTGGTGCCTT
AY130994        GCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATCCTGCGAACACTTTAGAGATAGAGTGGTGCCTT
                ***** * *************** ************************************

JE-34           CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
AJ315452        CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
AY130995        CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
AY130994        CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
                ************************************************************

JE-34           TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCATGTAATGGTGGGGACTC
AJ315452        TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCATGTAATGGTGGGGACTC
AY130995        TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCATGTAATGGTGGGGACTC
AY130994        TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCATGTAATGGTGGGGACTC
                ************************************************************

JE-34           TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCC
AJ315452        TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCC
AY130995        TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCC
AY130994        TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCC
                ************************************************************

JE-34           CTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGGCGAACAGAGGGTTGCCAAGCTGCGA
AJ315452        CTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGGCGAACAGGGGGTTGCCAAGCTGCGA
AY130995        CTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGGCGAACAGAGGGTTGCCAAGCTGCGA
AY130994        CTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGGCGAACAGAGGGTTGCCAAGCTGCGA
                ****************************************** *****************

JE-34           AGTGGAGCTAATCTCTTAAAACGTCTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
AJ315452        AGTGGAGCTAATCTCTTAAAACGTCTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
AY130995        AGTGGAGCTAATCTCTTAAAACGTCTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
AY130994        AGTGGAGCTAATCTCTTAAAACGTCTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
                ************************************************************

JE-34           TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
AJ315452        TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
AY130995        TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
AY130994        TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
                ************************************************************

JE-34           TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACC
AJ315452        TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACC
AY130995        TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACC
AY130994        TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACC
                ************************************************************

JE-34           TTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA----------
AJ315452        TTCGGGAGGACGGTTACCACG-TGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGC
AY130995        TTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATT-------------------------------
AY130994        TTCGGGAGGACGGTTACCACG---------------------------------------

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

Fig. 6. Continued



Fig. 7. Neighbour-joining tree based on nealy complete 16S rDNA sequences, showing relationships  

       between strain JE-34 and member of the γ-Proteobacteria. Numbers at the nodes are      

       levels of bootstrap support (%), based on neighbour-joining analyses of 1,000 resampled    

       datasets. Serratia marcescens (EF102863) was used as an outgroup. Bar, 0.1 nucleotide     

       substitutions per position.
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1-3. 생 학  

 균   동 함에 어  생리·생 학  특 ,  양학  특징  사해야 

한다. 또한 동 에만 한 지 않고 그 균주  질 해  생 건 등  특  

악할  어 미지  균주  동 에 필 라고 할  다. 

 JE-34  그람염색  통해 그람 었  Nitrate reduction, Citrate, 

D-Glucose, D-Mannitol, D-Mannose, D-Sorbitol, Inositol, L-Ornithine, Malate, 

Maltose, N-Acetylglucosamine, Sucrose  용 가 한  특  타냈다(Table. 

2). 또한 Alkaline phosphate, Leucine arylamidase, Acid phosphate, N-acetyl-β

-glucosamidase  경우 양  타났  Esterase (C 4), Esterase Lipase (C 

8), Valine arylamidase, Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase  경우 약한 

 보 다(Table. 3). JE-34  Zooshikella ganghwensis KCTC 12044, 12045  

생 학  특  비 한 결과 사한  많았지만 Arginine dihydrolase, 

ornithine decarboxylase, glucose fermentation, gelatin hydrolysis, cystine 

arylamidase α-glucosidase  citrate, D-mannitol, D-mannose, D-sobitol, 

L-arginine, sucrose 용   보 다.

 포 지 산  결과 지 산  체  비  사하게 타났  주 지

산  C16:0(palmitic acid), C16:1ω7c(palmitoleic acid), C18:1ω7c들  주 지 산 

 알  었다(Table. 4).  같  생 학 특    다  특

 타냈  포벽  지 산  사한 것  미루어  매우 가

운 라 생각 다.
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Characteristic Strain JE-34 KCTC 12044, 12045

Pigmentation Red Yellowish-red or red

Relation to oxygen Aerobe Aerobe

Temperature range for growth (℃) 15-40 15–45

pH range for growth 6-10 5–8

Na
+
 requirement 0.5-8% 1–7%

Arginine dihydrolase - +

Ornithine decarboxylase - +

Nitrate reduction + +

Acid production from glucose - +

Urease - -

Gelatin hydrolysis - +

Utilization of:

Citrate + -

D-Glucose + +

D-Mannitol + -

D-Mannose + -

D-Sorbitol + -

D-Xylose - -

Inositol + -

L-Arginine - +

L-Ornithine + +

Malate + +

Maltose + +

N-Acetylglucosamine + +

Sucrose + -

Table. 2. Major characteristics that differentiate strain JE-34 from         

            Zooshikella ganghwensis KCTC 12044, 12045 (Yi, 2003).
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Characteristic Strain JE-34 KCTC 12044 KCTC 12045

Alkaline phosphate + + +

Esterase (C 4) w + +

Esterase Lipase (C 8) w + +

Lipase (C 14) - - +

Leucine arylamidase + + +

Valine arylamidase w + +

Cystine arylamidase - w w

Trypsin - - -

α-chymotrypsin - - -

Acid phosphate + + +

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase w w w

α-galactosidase - - -

β-galactosidase - - -

β-glucuronidase - - -

α-glucosidase - + w

β-glucosidase - - -

N-acetyl-β-glucosamidase + - +

α-mannosidase - - -

α-fucosidase - - -

Table. 3. Physiological and biochemical features of strain JE-34 and KCTC 12044, 12045

        +: positive, -: negative, w: weak positive

Fatty acid Strain JE-34 KCTC 12044 KCTC 12045

C10:0 3.37 2.6 3.1

C10:0 3-OH 4.11 2.1 3.2

C12:0 1.07 Tr 1.7

C12:1 3-OH 0.75 Tr 0.8

C12:0 3-OH 6.03 5.1 5.5

C14:0 4.97 6.0 5.4

C16:0 25.78 31.9 29.5

C16:1ω7c 36.48 37.1 36.1

C18:1ω7c 15.55 14.5 13.2

C18:0 0.60 0.7 0.5

Table. 4. Cellular fatty acid composition (%) of strain JE-34 and KCTC 12044, 12045.

         Values are percentages of total fatty acids. Tr, <0.5%
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1-4. 색 질  학  특   동

 본 실험에  Zooshikella sp. JE-34  Serratia marcscens  색색  

하여 색  특  알아보았다. UV-Vis spectrophotometer  사용하여 

한 각각   spectra  가시 역에  견상 단  peak  타냈 , 

Zooshikella sp. JE-34  (λmax)  528nm에  Serratia marcscens

 경우  526nm  타났  각각  색  매우 사한 spectrum  타

내어 사한 학  특  보 다(Fig. 8). 

 Serratia marcscens가 생산하  색색  연 (Song, 2005)에 해 

prodigiosin계열  색 라고 알   에 HPLC  통한 리  peak  

하여 JE-34  색 가 prodigiosin계열  질  하여 보았다.

 그 결과 Fig. 9  A  경우 Serratia marcscens가 생산하  색색  단  

peak  타냈   39.873min에  검 었다. peak  spectrum  

(λmax)  536.0nm  어 prodigiosin  연 (Allen, 1967)에  

보고  λmax  535-540nm  것과 사한 결과  보여 prodigiosin계열  색

라고 사료 다.  Fig 9  B  Zooshikella sp. JE-34에  한 색  결

과   3개  peak  타내었고 37.713, 38.449, 39.544min에  검

었다. 각 peak  spectrum  λmax  536.0, 537.2, 536.0nm  사하게 타났

 peak C  경우 Serratia marcscens가 생산하  색색  검 시간과 거

 동 하 다. 러한 결과 Zooshikella ap. JE-34가 생 하  주  색

색  prodigiosin 계열  질  것 라고 사료 다. 하지만 본 연 만  

실한   량  도  가  하므   후 NMR, LC-ms/ms등

  다. 

 색  액  하  사람과 경에 라  다 게 할   

에 색체  한  달  재  하여 과학  색  어 

한 색  색  보다 객 고  가 한 값  다루  해 CIE 색

 사용하  그 결과 JE-34가 생산하  색  X: 33.74 Y: 19.68 Z: 

18.63  었  Fig. 10에 타냈다. 
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Fig. 8. The absorption spectra of prodigiosin-like pigments        

      isolated from Zooshikella sp. JE-34 and Serratia marcscens.

Fig. 9. HPLC profile of prodigiosin-like pigment from Zooshikella sp. JE-34 (A),  

       Serratia marcscens (B).
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Fig. 10. The CIE chromaticity diagram showing the spectrum locus/red  

         and the position of important illuminant.
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2. Prodigiosin-like pigment  생산  한 양 건  색  안

2-1. 경  양특

1) 양시간  양 도에  양특

 양 도  균주  생   사산  생 에 어 한   하

다. 특  미생  보통 단 포 므  도에 라 포 도가 그  변하므  

도에 특  민감하다.  도가 상승하  매  도가 아  

생  가하  에 라 생 학 도가 가 어 체  사 동  

 어   미생   도에  빨리 란다. 하지만 특 도  어

 생 도가 해 고 아주  고 에   포   에 

상  , 에  학    에  향  지 않지만 포  

 어짐에 한다. 라  균주  도  prodigiosin 생합 량에 미  

양 도  향  사하  하여 4~50℃  도 에  5  동안 양하여 

하 다. 본 실험에 사용  Zooshikella sp. JE-34  경우 15~40℃에  

prodigiosin 생합 량  균체   타났다(Fig. 11). JE-34  30℃에

 96시간 양시에 가    보 고 prodigiosin  생합 량 또한 았  

  해양 균  미생 (psycrotroph)  20~30℃ 근에   

하  것  보고  것과 맥상통한다(Kang, 2004; Choi, 2002). 과 

prodigiosin  생합 량  계  살펴보  균체   24시간  하  

것  타났지만 prodigiosin  생합 량  24시간 후에 야 격  루어 다. 

 prodigiosin  생합  과   비 식 포에  생산  특 과  

다고 사료 다. prodigiosin  생합 한다고 알 진 해양 래 미생  Zooshikella 

ganghwensis, Hahella chejuensis 또한 미생  들도 30℃에   

prodigiosin  합  하다고 보고 어(Yi, 2003, Jeong, 2005) 본 균주  사

한 특  보 다.
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Fig. 11. Comparsion of growth and prodigiosin pigment produce of           

           Zooshikella sp. JE-34 in temperature. 

           (A): Cell growth curve (B): Producing prodigiosin 
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2) pH  향

 양액  pH  다양한 양 ,  등  포막 동 도에 향  미  

 pH가 변하  향 질   경향  달라  질  감 하므  

미생  과 사산  생산에 한 역할  한다. JE-34  경우  

pH 6~7에  가   아  미생 (neutrophile)  것  보  

pH8~10에 도 상   하여 알 리 경에 도 안    

하  것  었다(Fig. 12). prodigiosin  생합  경우 또한 pH 6~7에  

 생합 량  타냈  pH가 아짐에 라 생합 량  감 가  타

 것  타났다.  pH가 아 도 균체   하지만  막 단

질   억 어 포가 상 도 하  향 질  경향변 에 

한 질  어  생합  과    합과  필  prodigiosin 합

 해  것 라 사료 다. 한편 S. marcscens  prodigiosin  생합   

pH  8.0~8.5 고 러한 pH  과  prodigiosin 생합 에 여하  프 린  양

과  다  연 (Lim, 1977; Solie, 1994)    pH 6  

어 strain  에  사과  가  것 라고 생각 어  후 연 할 

계 다.

Fig. 12. Effect of pH on the producing prodigiosin pigment by Zooshikella sp. JE-34.

Prodigiosin production :-■-, 24hr; -▲-, 48hr; -●-, 72hr; Cell growth: □, 24hr; ▨ , 48hr; ▩ , 72hr
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Fig. 13. Effect of NaCl concentration on the producing prodigiosin pigment by          

          Zooshikella sp. JE-34.

Prodigiosin production :-■-, 24hr; -▲-, 48hr; -●-, 72hr; Cell growth: □, 24hr; ▨ , 48hr; ▩ , 72hr

2-2. 양  양특

1) NaCl 도  향

  해 에  약 3.0% (w/v)  NaCl  함 어 므  NaCl에 

 균체   사산  생합 에 미  향  사하 다(fig. 13). 

NaCl 도  0.0~9.0(w/v) 지 한 지에  양한 후 도  

prodigiosin  생합 량  한 결과, 0.5%~6.0% 지  도 에   

 상  도  prodigiosin  도  타냈  도  경우 2%에  

가   도  타내었다. prodigiosin  생합 량  균체  에 하

여 가하   보  2% 실험 가 역시 가   생합 량  보 다.  

 JE-34  NaCl 0.0%에    prodigiosin  생합  하지 않  것  

어  해양 래 미생  포막  안 과   해 Na+  

지내  재가 필  것  보여 염 균(obligate halophile)  사

료 다.
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2) 탄 원  향

 JE-34    prodigiosin  생산에 미  탄 원  향  사하  해 

MB (marine broth, Difco. USA.)  본 지  하여 chitosan, fructose, 

glucose, lactose, mannitol, sorbitol, soluble starch, sucrose, xylose  각각 

1.0%씩 가하여 균체   prodigiosin 생산량  하 다(Table. 5). 균체

  fructose  하고  보다  진  것  할  

었고 다당  soluble starch  가 에  가   진  것  

 보다 약 156%  진시 다. prodigiosin  생합 량  chitosan, 

fructose, mannitol, sorbitol, soluble starch, sucrose  가 에  생합 량  

가 었  균체  과 마 가지  soluble starch에  가  생합  진

시  72시간 양시에 약 229% 생합  가시 다. 단 Xylose  가

 경우  실험균주가   prodigiosin  생합  루어지지 않  것  

었  xylose가 JE-34   억 한다고 사료 다(data not shown). 

한편 glucose  경우 실험결과 균체  에 비해 가 었지만 

prodigiosin  생합 량  미미하게 마 억 었다.  S. marcscens  경우 

glucose에 해 prodigiosin  생   억 시킨다  연 (Clement, 

1976)  사한 결과  보 다.   glucose  같  게 용 가

한 질  그 체가  사산  생합   들  해할 뿐만 아니

라 에 도 과량  질  재할  pyruvic acid  α-ketoglutaric acid 

등   들에 한 간  해 과도 래할   과   

다고 생각 다(Aoyagi, 1990; Tanaka, 1992).  탄 원   

soluble starch  0.0~5%(w/v) 지 도별  가하여 균체   해  

하 다(fig. 14. A). 그 결과 균체 과 prodigiosin 생합 량  2.5% 가

에  가  았   상  도에  균체    prodigiosin 생합

량  감 하   보 다.  에  언 한 과도한 질에 한 해 

과라 사료  Zooshikella ap. JE-34  과 에  생산하  주 사산

 prodigiosin  생합  해하  catabolite repressor  용한 것  사

료 다.
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3) 질 원  향

 질 원  미생  사 식에 결  향  미   알   

malt extract, peptone, yeast extract   질 원과 NH4NO3, NaNO3, 

(NH4)2HPO4, KNO3 (NH4)SO4   질 원  가하여 실험하 다(Table. 5).

그 결과 든 질 원 가 에  Control에 비하여 균체   prodigiosin  

생합 량  가함  할  었고 질 원  경우 malt extract,  

질 원  경우 (NH4)2HPO4  실험 에  가  가  결과  얻었고  각

각 약 193%, 177%  prodigiosin 생합 량  가시 다.  미생  

 용하여 각각  질 원  질  용하여 해과  통해 아미 산들  

생산하게  것과  다. 지내  한 아미 산   생 체  

단 질합     야 할  어 균체  진시킨다. 특  

prodigiosin  생합  여러 아미 산  합 다고 보고 어(Lim, 

1977) 질 원  가가 한 역할  한다고 사료 다.   prodigiosin 생합

량  가   malt extract   질 원  택하여 도별  가

하여 실험하 다(Fig. 14. B). 실험결과 도  prodigiosin 생합 량  

도  1.5%  타났  prodigiosin  생합 량  2  상 가시키  것

 타났다. 또한 도가 고 도  경우 에    생합 량  감 하

 시간  경과함에 라 균체   생합 량  격한 가함  보 다. 

 malt extract가 고  질 므   용하  과 에 어 에  고

도  한 catabolite repressor  용하지만 질  해  한 아미 산

등  지 내 도 가에 해 생합 량  격한 가가 타  것 라 사료

다.
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4) 염  가 과

 미생  생산하  사산  생산에 어 염  한 역할  한다

고 알   특  해양미생  경우 해  염 가 한 특 에 

해 염  향  욱 할 것 라 사료 다.

 에 라 본 지에 염  BaCl2, CaCl2, KCl, MgCl2 Na2HPO4  0.1% 

(w/v) 도  가하여 균체   prodigiosin 생합 에 미  향  알아보

았다(Table. 5). 비 실험  통해 CuSO4, FeCl2, HgCl2, NiCl2, ZnCl2에  72

시간동안 양한 결과  루어 지지 않아 염  가  균체   

생합  해  용함  사료 다(Data not shown).   

경우 -SH 용  가진 단 질과 결합하  단 질  비  시키  것과 연

 결과라 생각 다. 실험결과 BaCl2, Na2HPO4  경우 에 비해 균체  

  prodigiosin 생합   었 , MgCl2  경우  균체  

  사하  prodigiosin  생합   양상  보여 

Mg+가 생합  과 에 향  미 다고 생각 다.  에 Na2HPO4  경우 가  

 도  생합 량  가  타냈다. 

 에 라 Na2HPO4  0.0~3.0% (w/v)  각각 가하여 양 하 다(Fig. 

14. C). 그 결과 1.0% 가 에  가  도  생합  게 타났  

도가 욱 아짐에 라 해  양상  보 다. S. marcscens  비 식 

포에  산  0.3mM 내에  prodigiosin 생  격  가시키지만 

10~250mM  도 에  감 시키  경향  타낸다  보고(Witney, 

1977)  다 게 타났다. 하지만  균 특  크  에 충  가 하

다 생각  도   양상 체  사하게 타  prodigiosin  생

합  산  도   다고 사료 다.
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Source component
Cell growth (OD660nm) Prodigiosin (㎍/㎎ protein)

24hrs 48hrs 72hrs 24hrs 48hrs 72hrs

Carbon

(1%, w/v)

Control 1.081 1.656 1.712 28.5 38.7 53.1 

Fructose 0.088 0.681 1.559 3.1 22.0 45.0

Glucose 0.802 1.815 2.080 16.9 40.1 48.8

Lactose 0.933 1.771 1.800 32.8 76.3 68.7

Mannitol 0.960 1.723 1.755 33.8 46.4 56.1

Sorbitol 1.084 1.787 1.829 46.9 85.4 59.5

Starch 1.457 2.608 2.675 91.8 91.1 121.5 

Sucrose 1.293 2.031 2.054 39.7 73.4 52.9

Chitosan 1.085 1.619 1.664 22.1 45.0 37.8

Nitrogen

(0.5%, w/v)

Control 1.081 1.656 1.712 28.5 38.7 53.1

malt extract 1.017 2.208 2.447 20.2 92.8 102.5 

peptone 1.350 1.800 2.003 34.8 54.5 61.0

yeast extract 1.185 1.382 2.145 27.7 52.7 85.2

NH4NO3 0.938 1.618 1.773 38.6 50.3 43.2

NaNO3 1.078 1.716 1.708 42.7 58.2 63.3

(NH4)2HPO4 2.217 2.564 3.345 66.7 84.9 94.3

KNO3 1.128 1.688 1.696 61.6 55.6 38.3

(NH4)SO4 1.011 1.706 1.799 66.1 64.9 67.6

Mineral 

sources

(0.1% w/v)

Control 1.081 1.656 1.712 28.5 38.7 53.1

BaCl2 1.450 1.959 1.975 34.4 54.7 70.3

CaCl2 1.133 1.696 1.676 38.4 40.2 54.7 

KCl 1.078 1.749 1.758 38.0 38.3 65.2

MgCl2 1.061 1.747 1.745 62.9 70.7 90.2 

Na2HPO4 1.094 1.960 1.996 66.4 63.1 90.2

Table. 5. Effect of carbon, nitrogen, and mineral sources on the growth and  

          producing prodigiosin pigment. 
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Fig. 14. Effect of starch concentrations(A), malt extract concentrations(B), and  

  Na2HPO4 concentrations(C) on the growth and producing prodigiosin pigment. 

Prodigiosin production :-■-, 24hr; -▲-, 48hr; -●-, 72hr; Cell growth: □, 24hr; ▨ , 48hr; ▩ , 72hr
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5) 양 건에 prodigiosin  생산

 앞  결과   지  양 건  하여 균체 과 prodigiosin  생

합  가시키고  하 다. 하지만 앞  결과에 거하여 한 지  경우 

가  탄 원, 질 원, 염 가 interaction  통해 균   해함에 

라 각각  지 들  비 해 보았다(Fig. 15). 균체   starch 가

에  가    보  malt extract, Na2HPO4  경우   

 지   보 다(Fig. 15. A). prodigiosin  생합  Starch, malt 

extract  가 가 120시간에  생합 량  보 ,  과 비슷

한 양상  보 다. Na2HPO4  가  경우  본 지보다 48시간 후  

96시간 지  생합 량  게 타났  120시간에  본 지  사한 

생합 량  보 다. 

 한편 앞에  언 한  여러 생리  알 진 Prodigiosin   생산

 리 알 진 Serratia marcscens  용하고  계  생산  우

한 균주개  연 가  루어 다. 러한 맥락에  본 실험에  

Serratia marcscens  Zooshikella sp. JE-34  prodigiosin  생합 량  비

하여 보았다(Fig. 15. B). Serratia marcscens  경우 prodigiosin  생합  

해  The caseinen riched medium (casein 20g, K2HPO4 1.7g, MgSO4 

1g.7H2O,  NaCl 1 g +1L D.W)에 30℃  동 건에  양하 다. 양한 결

과 Zooshikella sp. JE-34  본 지  생합 량에 비해 약 20   

보  Starch 가 지  경우  약 30   보 다. 에 라 

Zooshikella sp. JE-34  prodigiosin 생합  bioreactor  매우  

가 다고 생각 다.

 또한 본 연 에  탐색하지 못한 아미 산  prodigiosin  생합 에 미

 향  연 할 필  다고 사료 다.  Serratia marcscens  

prodigiosin 생합 에 알라닌, 티 , 프 린등  아미 산  생합  한

다  연    다.(Wasserman, 1973).

 미생  사산 생산  균  진  한 양 건  탐색  

매우 한 질에 해 게 결 할  없  야 다. 에 라 본 균주  

경우에도  후 균주  양특  한 심도  연 가 다.
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Fig. 15. Prodigiosin pigment from Zooshikella sp. JE-34 during the shaking  

        culture under optimal growth condition.

Optimal growth condition was as follows; -●- Basal medium, -◆- MB+Strach 2.5%, -■-MB+Malt 

extract 1.5%, -▲-MB+Na2HPO4, -○- Serratia marcscens (The caseinen riched medium)
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2-3. Zooshikella sp. JE-34 래 색색  색 안

1) pH  향

 Zooshikella sp. JE-34  색 용액  pH 7.0  상태에   530nm  

타났  pH 3.0~10.0  건하에  색 용액  spectrum  변   색  변  

타내었다 (Fig. 16, 17).

 실험결과 산 건에  색  지했지만 염  건   주 색  변

었  pH 8.0에  spectrum  변 가 격  타   470nm

근    양상  보 다.  Song  연 에  Serratia sp. 

KH-95  prodigiosin  pH 7.3에  pH 9.0  염  건  470nm  

  것과 매우 사한 결과  보여  실험  색 질  prodigiosin 

사색 라  라고 생각 다(Song, 2005).  

2)   도에  향

  색 질에 미  향  Fig. 18에  같  암 에  한 경우 6  동안 

약 95% 상  안  보  사  경우 3 간  95% 상  안  지하

지만 4  후에  안  감 함  타났  6  후에  약 55% 도  퇴색

상  타내었다.   연색 가 에 해 색 질  해  것과 

사한 양상  타내어   단  색  안 에 여할  다고 보

다. 라   색 질  용시에  단  염 에 어야 할 것 라고 사료 다.

 도에 한 색  안  4, 25, 37℃에  하여 비 하  결과  Fig. 19

과 같았다. 그 결과 4℃에  한 경우 6 간 했 에도 하고 98% 상  안

 보  25℃에  96% 상, 37℃에  95% 상  안  보여 색  

변 에 향  거  지 않았다. 에 라 에  보 시에  안  할 

 다고 생각 다. 보다   도에  안  알 해 4~121℃  

 도  리한 결과 Fig. 20  같았다. 실험결과 4~50℃ 에  95% 상  

 안  보  60℃에   안  하  할  었다. 하지

만 121℃에  리한 실험 도 80% 상   상   안  보여 용

가  다 사료 다.
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Fig. 16. The absorption spectra of red pigment as function of pH from Zooshikella sp. JE-34.

Fig. 17. Prodigiosin-like pigment from marine microorganism under pH conditions.
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Fig. 18. Effect of light on stability of Zooshikella sp. JE-34 red pigment during storage at 25℃

Fig. 19. Effect of temperature on stability of Zooshikella sp. JE-34 red  

         pigment during storage in the dark.

Fig. 20. Effect of temperature on the absorbance of Zooshikella sp. JE-34 red pigment.
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3. Zooshikella sp. JE-34가 생산하  사산  생리

3-1. 사산  라  거

 산  지 상에  가  많  원   생  경  한 산  용

체  하   통해 에 지  득한다. 그러   같  생 지에  필

한 산 지만 안 한 상태  삼 항산  (ground state triplet oxygen)가 체내 

계, 원 사, 학약 , 공해 질, 학  등  각  리  학   등에 

하여 superoxide, hydroxyl, peroxyl radical, alkoxyl, hydroperoxyl radical등  라

과 hydrogen peroxide, singlet oxygen, ozone등  비라  같   매우 큰 

산 (active oxygen)   생체에  산 독  키  양  가지고 

다. 들  체내에  과도하게 생  포  단 질, DNA, , 지질 등에 

비 택, 비가역   용   함 (McBride, 1991; Orrenius, 1993) 암  비

하여 뇌 , 킨 병등, 동맥경 , 염 , 마티 , 간염, 당뇨병 등  각 질병  

 키  것  알  다(Cross, 1987). 또한 들 산 에 한 지질과산

 등  생 어 들 또한 질병에 원  도 한다. 게 과다하게 생  산

 거하  해 생체에  SOD  비 해 비타민 C, E등  어  재하지만 

생체 어계  용량  과하게  경우 산 독 에 한 포 가 어 다. 에 라 

산  과산  지질  거 질  항산 질  탐색   루어지고  

합 항산  안  재검   연항산  개  고 다.  주

 식 재에  항산 질 연 가  연  고  미생 에  생산하  항산

 질 특  해양  미생  경우  욱 연 가 미약하다. 

근래에 들어 미생  사산 에  신규 항산 질  탐색하  연 가 진행 고  

내에  균 사산  thiazin계  gerithiazine, benzamide계  benzastatin 

A, B, C, D, E, F(Kim, 1996)등  연 가 루어 고, 해  경우 욱  연

었  pyrrostatin, pyridoxatin, carquinostatin, Neocarazostatin B, 특  antiostatin  

합  경우 vitamin E에 비해 약 50  강한항산   타내었다(Mo, C.-J., 

1990). 러한 동향과  색  경우 항산  다고 알   과 연

하여 Zooshikella sp. JE-34  사산  항산   알아보았다. 
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1) Zooshikella sp. JE-34 supernatant  라  거

 실험균주  Zooshikella sp. JE-34  사산  항산   지 

하  해 균체  거한 supernatant  항산   하 다.

Supernatant  1, 10, 50, 100%  도별  실험에 용하  DPPH radical 

해  Nanjo  (Nanjo, 1996), Alkyl radical 해  Hiramoto  

(Hiramoto, 1993), Hydroxyl radical 해  Rosen  (Rosen, 

1984)  용하여 ESR (electron spin resonance spectrometry)  통해 하

다(Fig. 21). DPPH radical 해  1%, 10%에  50%에 못미  

 보 지만 50%에  92.67%  해하 고, 100%에  96.02%  해

 타냈다. Alkyl radical 해  1%에  도에 도 약 50%에 

  보  100%실험  경우 86.6%  해  타냈다.

Hydroxyl radical 해  50%에  39.18%, 100%에  48.30%  타

났다. 균 양액  항산  가진 사산  생산 건  탐색하  해 

양 도  양시간에  DPPH radical 거  변  알아보았다(Fig. 

22).  양특 에 한 실험에  균체  곡 과 사한 결과  

보   항산  띄  사산  균  에  가하

 것  보  고  아닌 하에 도에 크게 향  지 않 다고 사

료 다. 양 도  30℃에    거  보  96시간 

양시에 95%  해하여 거  타냈다.

 러한 결과  통해 Zooshikella sp. JE-34 양액 에   항산  

 띄  사산  재할 것 라 사료 어  용매별    

통해 항산  다  실험에  하 다. 또한 양액  용리  

사산  뿐 아니라 균체내  사산   균체  질  가 에 

해 동 하게   하여 항산  하 다. 
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Fig. 21. DPPH, alkyl, hydroxyl radical scavenging activities of culture      

          supernatant of Zooshikella sp. JE-34.

□ , Hydroxyl radical scavenging activity; ▨ , Alkyl radical scavenging activity; 

▩ , DPPH radical scavenging activity.

Fig. 22. Comparsion of EDA (%) of Zooshikella sp. JE-34 culture supernatant  

         in other temperature conditions.
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2) 균체  양액  ․  DPPH radical 거

  항산   하  에  여러 가지가  그 에 DPPH 

radical 거  비  간단하고 리 사용  다.  시료  항

산  질   안 한 상태  DPPH   공여하여 안 한 상태  

만들    하   에  학  하  본 실

험에  ESR (electron spin resonance spectrometry)  용하여 욱 도  

 색 에 한     라 할  겠다. ESR 

spectroscopy에 한  가  망한   하 , 사  사시 

사  에 지  가 결합  시    라  들  

할   것  시료 비가 간편하고 신 하  시료 비가 간편하고 신 하  

시료에 상  주지 않  검지  알  다(Janzen, 1987; Kadiiska, 2002). 

하지만 러한 에 하고 내에  해산  검지  용한 경우가 

드 다. 

30℃에  120시간 양  Zooshikella sp. JE-34  균체  양액  어 각각 5

가지  용매 건(25℃ distilled water, 70℃ distilled water, Acetone, 70% methanol, 

chloroform)   DPPH radical 거  하 다(Fig. 24, 25).

 실험 결과 균체  용매별  경우 1㎎/㎖에  든 용매에  90% 상  

매우  DPPH radical 거  보  Acetone  경우 0.5㎎/㎖에  

약 95%, 0.1㎎/㎖  도에  73%   보여 가    보 다. 단 균

체   시   낮아 용가 에 어  리한   것 라 사

료 다(Data not shown). 그  용매별 에 도 0.5㎎/㎖에 도 50% 상  

거  보여 균체에 다량  공여  띄  질  재할 것 라 생각 다. 

균체   용매별(diethyl ether, chloroform, ethyl acetate, n-butanol, 

distilled water)  통해 항산   띄  질  극   비극 계열  합

지 해 보았다(Fig. 24). 그 결과 비극 용매  diethyl ether 에  0.5  

㎎/㎖ 에 도 약 95%    타내었  극 용매  갈   낮아

지   보 다. 단 n-butanol  경우 0.5  ㎎/㎖ 70%  한 거  

타내었다.  합하여 볼  균체  에  비극  질 에  공여
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 가진 질  재할 것 라 사료 다.

 에 HPLC  통한 diethyl ether  결과 prodigiosin과 사한 peak  할 

 었 (Data not shown) 에 본 균주가 생 하  prodigiosin 사색 가 

 공여  가지고 다고  가 하여 후 질    

 공여  할 필 가 다고 사료 다.

양액  용매별  경우 균체에 비하여 체  낮  공여  보

다(Fig. 25). 실험   Acetone  가    타내었다. 

양액   경우 많   지  지하고  비극  질  경

우 양액에 용리  어  에 공여  비  낮게 타났다고 사료

다. 양액  용매별  공여  한 결과 균체 과 사하게 비

극 용매에   공여  타났다.  chloroform  1㎎/㎖에  84%

 거  보여 가  았고 diethyl ether  도 1㎎/㎖ 도에  77% 도

 우 한 거  보 다.

Fig. 23. ESR spectrum obtained in an ethanol solution of 60 μmol/l DPPH  

        at various concentrations of 25℃ distilled water extracts from     

        Zooshikella sp. JE-34.

        (A) control; (B) 0.1 mg/ml; (C) 0.5 mg/ml; (D) 1.0 mg/ml.
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Fig. 24. DPPH radical scavenging activity of the bacterial cell extracts and fractions  

         from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: 

Distilled water extract at 70℃, ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, 

ZCCE: chloroform extract. ZCfrE: Diethyl ether extract, ZCfrC: Chloroform extract, ZCfrA: 

Ethyl acetate extract, ZCfrB: n-butanol extract, ZCfrD: Distilled water extract.

Fig. 25. DPPH radical scavenging activity of the culture broth extracts and fractions  

         from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZB25E: Distilled water extract at 25℃, ZB70E: 

Distilled water extract at 70℃, ZBAE: Acetone extract, ZBME: 70% methanol extract, 

ZBCE: chloroform extract. ZBfrE: Diethyl ether extract, ZBfrC: Chloroform extract, ZBfrA: 

Ethyl acetate extract, ZBfrB: n-butanol extract, ZBfrD: Distilled water extract.
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3) 균체  양액  ․  Alkyl radical 거

 Alkyl radical  hydrocarbon reaction에    생  많  다. 

 포 지 산  산 에  지질과산 가 어   free radical

에 해 포 지 산  methylene(-CH2-)  원 (H·)가 탈취함에 

라 개시(initiation) 다.   키  radical  ·OH, RO·, ROO·, 

HO2·등  고 O2-과 H2O2  그 체  그런  없다. 탈취에 해 

생  alkyl radical (R·)  재  통해 diene 태  고 것  다시 

산  결합하여 peroxy radical  한다. Peroxy radical  다시 다  포

지 산   탈취하므   연쇄 (chain reaction)  진행  

 다. Peroxy radical  또한 재  통해 여러 태  과산  

다. 지질과산  그 체  상당  안   재 하에  

해가 진 다. 지질과산  해산  다양하  많   carbonyl 

합  포함한다. 생체막에  다량  포 지 산  포함하고 다. 라  지

질과산  해 지질   변 가  에 걸쳐 어  생체막 

fluidity  감 , membrane potential  감 , 과  가, 포  내

용   등  상 고 결  포  하  포  죽  래할  

다. 지질과산 과 그것  해산 에  생체에 해한 들   

식 포  억 , 단 합  억 ,  실 , thrombin 과다생산등과 같  

해 용들  보고 어 다. 에 라 본 실험균주가 지질과산  시 라 

할   alkyl radical  거  통해 그 생리 질  가  

하고  하 다.

 실험 결과 균체  용매별  경우 25℃  D.W.   Alkyl 

radical 거  가  았  0.1, 0.5, 1.0 ㎎/㎖에  각각 23.39, 75.36, 

84.05%  타났다(Fig. 27). 70℃  건하  열  결과  보아 

Alkyl radical 거  가지  질  열에  향   것 라고 

사료  DPPH radical 거 과   극 용매  비  강한 

거  보 다. 균체  용매별  결과  살펴보  diethyl ether, 

butanol   도가 1.0 ㎎/㎖에  각각 81.54, 71.80%  가   
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거  타났   1.0 ㎎/㎖  도에  50% 상  거  

보 다(Fig. 27).  거 질  간 도  극  가지고 다고 생각

 균체  사산    매우  Alkyl radical 거 질

라 생각 다. 

 양액  용매별  경우  균체  에 비해 낮   

타냈  acetone   경우 1.0 ㎎/㎖  도에  86.13%   

 타냈다(Fig. 28). acetone  경우 색 질  에 리 용  용

매  본 실험에 도 양액내  soluble하거  미립 상태  색 질  향

 클 것  생각 다. 액  경우도 한 색  띄어 본 균주가 생 하

 색색   prodigiosin 사색 가  alkyl radical 거  지닐 

것 라   후 연  통해 낼 것 다. 양액  용매별  

  거  타냈  diethyl ether, ethyl acetate에  가  

  보  다  도 1.0 ㎎/㎖에   50% 상   보 다.

Fig. 26. ESR spectrum observed during incubation of AAPH with 4-POBN at  

         various concentrations of 25℃ distilled water extracts from         

         Zooshikella sp. JE-34.

          (a) control; (b) 0.1 mg/ml; (c) 0.5 mg/ml; (d) 1.0 mg/ml. 
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Fig. 27. Alkyl radical scavenging activity of the bacterial cell extracts and         

          fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: Distilled water 

extract at 70℃, ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, ZCCE: chloroform extract. ZCfrE: 

Diethyl ether extract, ZCfrC: Chloroform extract, ZCfrA: Ethyl acetate extract, ZCfrB: n-butanol 

extract, ZCfrD: Distilled water extract.

Fig. 28. Alkyl radical scavenging activity of the culture broth extracts and    

            fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZB25E: Distilled water extract at 25℃, ZB70E: Distilled water 

extract at 70℃, ZBAE: Acetone extract, ZBME: 70% methanol extract, ZBCE: chloroform extract. ZBfrE: 

Diethyl ether extract, ZBfrC: Chloroform extract, ZBfrA: Ethyl acetate extract, ZBfrB: n-butanol 

extract, ZBfrD: Distilled water extract.
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4) 균체  양액  ․  Hydroxyl radical 거

 Hydroxyl radical(․OH)  산   가   매우 강하  지질 산

 개시하고 DNA 상  돌연변  하  질  리 알  다

(Evans, 2001).  생체 사과 에  생  지질  과산  과산

(H2O2)가 Fe2
+

 Cu2
+
  재 하에  생산  가  독  강한 free 

radical 므   거하  도  하여 보았다.

 균체  용매별  hydroxyl radical 거  한 결과 25℃, 70℃

   distilled water  가    보  25℃ distilled water 

 경우 1.0, 0.5 mg/ml  도에  53.88, 53.38% 해하  것  타났다

(Fig. 29). 열   70℃ distilled water  경우 1.0mg/ml  도에  

59.08%  타  것  보아 hydroxyl radical  거 에  열  향  미비하

다고 사료 다.  용매에  낮  해  보여 지 지  다  결

과  보 다.  hydroxyl radical 거  비극  색 질  prodigiosin 

사 질  향에 아닐  다고 사료 다.  용매 한  안  보아도 

다  에 비해 색 량  었  균체    사산  에 용리  

  질  용했다고 생각 다. 균체  용매별  경우   

한 거  보  chloroform, n-butanol  에   비  았

다. 양액  용매별 액  경우  chloroform  가   았  0.5mg/ml

에  40% 상  거  타냈다(Fig. 30).  균체  과  결

과  양액내  미립  질  재하여 비극 용매  chloroform에 용리 

었  것  생각   질  hydroxyl radical 거 에  역할  한 

것 라 다. 양액   n-butanol에  가   았  43%  

거  타내었다.
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Fig. 29. Hydroxyl radical scavenging activity of the bacterial cell extracts  

         and fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: Distilled 

water extract at 70℃, ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, ZCCE: chloroform 

extract. ZCfrE: Diethyl ether extract, ZCfrC: Chloroform extract, ZCfrA: Ethyl acetate extract, 

ZCfrB: n-butanol extract, ZCfrD: Distilled water extract.

Fig. 30. Hydroxyl radical scavenging activity of the culture broth extracts  

         and fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZB25E: Distilled water extract at 25℃, ZB70E: Distilled 

water extract at 70℃, ZBAE: Acetone extract, ZBME: 70% methanol extract, ZBCE: chloroform 

extract. ZBfrE: Diethyl ether extract, ZBfrC: Chloroform extract, ZBfrA: Ethyl acetate extract, 

ZBfrB: n-butanol extract, ZBfrD: Distilled water extract.
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Fig. 31. ESR spectrum obtained in Fenton reaction system at various                   

            concentrations of 25℃ distilled water extracts from Zooshikella sp. JE-34. 

            (a) control; (b) 0.1 mg/ml; (c) 0.5 mg/ml; (d) 1.0 mg/ml.
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5) 균체  양액  ․  Hydrogen peroxide 거

 Hydrogen peroxide  과산 지질  생  진하  것  알  , 과

산 지질  동맥경 , 뇌  등  병  원  고, 간  포막에 과산

지질  가하  포   하 어 염  , 그 결과 간경 , 

간염 등  래한다고 보고 었다. Prapar 등(Prapar, 1984)  연 결과에 하

 해산 들  DNA에도 상  주어 돌연변  킬  고 아가  

양  암  원   다  사실  다.  DNA  직  공격하거

  공격하  2  다  radical  lipid peroxide radical등  생 한다.  

 균체  용매별  실험결과 25℃  D.W.   가   거

 타냈  0.5, 1.0 mg/㎖  도에  각각 81.34%  98.51%   

거  타냈  75℃  열  하고 0.5 mg/㎖  도에  

50% 상  거  보 다(Fig. 32).  결과  통해 Hydrogen peroxide

 거 에 하  균체  사산   균체  열에 약하다고 사료

다.  경우 Diethyl ether     았  0.1 mg/㎖  

도에  71.57%    보 다. 에 Diethyl ether에 포함  

prodigiosin 사색 가 거   것 라 다.

 양액  용매에  거  한 결과 acetone, chloroform에  

  보 고 지 용매   한 거  타내었다(Fig. 

33). acetone, chloroform   각각 0.5 mg/㎖  도에  거  

50% 상  타냈  chloroform   경우 1.0 mg/㎖  도에  

92.47%    타내었다. 양액   거  비극  용매 

에  비    보 다(Fig. 33). Diehtyl ether, Chloroform  비극

용매    0.5 mg/㎖  도에  거  50% 상  타냈  

1.0 mg/㎖  도에  각각 75.33, 79.66%  비    타냈다.

  합하여 볼  Hydrogen peroxide 거  지닌 질  비극  

질  가   매우   타냈다.
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Fig. 32. Hydrogen peroxide scavenging activity of the bacterial cell        

          extracts and fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: Distilled 

water extract at 70℃, ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, ZCCE: chloroform extract. 

ZCfrE: Diethyl ether extract, ZCfrC: Chloroform extract, ZCfrA: Ethyl acetate extract, ZCfrB: 

n-butanol extract, ZCfrD: Distilled water extract.

Fig. 33. Hydrogen peroxide scavenging activity of the culture broth       

          extracts and fractions from Zooshikella sp. CH-34.   

□ , 0.1㎎/㎖ ▨, 0.5 ㎎/㎖ ▒, 1.0 ㎎/㎖ ; ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: Distilled 

water extract at 70℃, ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, ZCCE: chloroform 

extract. ZCfrE: Diethyl ether extract, ZCfrC: Chloroform extract, ZCfrA: Ethyl acetate extract, 

ZCfrB: n-butanol extract, ZCfrD: Distilled water extract.
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3-2. 사산  항균 트럼

 항생 질 란 용어  1945  Waksman  “미생 에 하여 생산  학 질

, 도에  다  미생  식  억 하거  죽   가진 학 질” 

라고   내린 에  그 미    다. 그 후에 다양한 생합 , 

합  또  합 질들  다양한 생 체에 항생 과  타냄  보고 어 미생 에 

한하여 항생 질  하 가 어 게 었다. , 1972  Zahner  항생 질

 생 하  주체  에  미생 에  고등생 지  생 체(living organism)

, 항생 질  용하  상  에  미생 뿐만 아니라 생충, 곤충, 식 , 

동 포, 암 포 지 그  하 다.  미에  항생 질  한다

, ‘항생 질  미생  다  생 ( , 지 , 색식 , 동 포 등)에  생

산  연   질 또  러한 질  합 (semisynthetic) 질  1

㎎/㎖ 하   도에  미생  등 생  억 하거  사 시키  질“ 라 할  

 것 다. 항생 질  학  특 에  살펴본다 , 량  150-5,000dalton

 량 합  주  탄 , , 질 , 산  원  어 , 

질에 라  S, P, F, Cl원  학  에 포함하 도 한다. 들  

내에 hydroxyl, carbonyl, amine  등 특  (functional group)  지니고 

 에 포  특   루   상 용  함  항생

(antibiogenesis) 과  타낸다.

 항생 질  계  간 10만  상  생산 , 230억 달러 상  거래

규  루고 다. 미 에 만 간 80억 달러 상  시  , 

cephalosporin(45%), penicillins(15%), quinolones(11%), tetracyclines(6%), macrolide(5%) 

등  항생 질  생산   지한다. 러한 항생 질  꾸  많  연

에 해 견, 개 고  평균  엄청  개 비용과 시간  

어  감  보 고 다. 하지만 내 균주  생 , 항생  비다양 , 

향상, 용감 ,  항생 용   등   필 에 해 항생  개

 계  연 가 필 하다. 라  항생 질  알 진 prodigiosin  다량 생

산하  Zooshikella sp. JE-34  사산  항균 트럼  통해 그  항

균특  알아보고  하 다. 



- 62 -

1) Zooshikella sp. JE-34 supernatant  항균

 실험균주  Zooshikella sp. JE-34가 생 하  사산  항균  

하여 보았다. 그 결과 그람 , 양 , 진균 에 걸쳐 폭  항균  타

냈  결과  Table. 6과 같다. Supernatant  Vibrio  8개  균주  7개  

균주에 한 항균  었다. 그  Vibrio vulnificus에  해  크게 

타났  Vibrio harveyi에 어  항균  타 지 않았다. 다  그람 

균  Escherichia coli, Edward tarda  경우 항균  미 지 않았다. 항균

 타 지 않  균주  경우  Supernatant  도가 낮 에 하  것

 보  disc에 많  양  할 경우 해  타  하 다(Data 

not shown).

 JE-34  Supernatant  그람양 균 6 에 하여 강한 항균  보  

특  균에 강한  보 다.  prodigiosin  항 균  가진다  보

고  하   보 다. 특  Propionibacterium acnes, Streptococcus 

mutans, Streptococcus iniae에  리 없  균만  한 Supernatant 10㎕

리  경우 극   량  리만 도  해  할  

어 항생  용가  다고 사료 다. 본 균주들  각각 여드  

균, 아우식  균, 어 질병  리 알 진 연쇄 균  원 균 므  연

가 가 다고 생각 다. 또한 진균 2  경우 100㎕ 리 에  해  

하여 항진균  가 도 가 할  었다.

 본 실험균주들  항생  감  Table 7에 타내었  사용  항생  

5  ampicillin, neomycin, penicillin, tetracycline, erythromycin  사용하

다. Streptococcus iniae  경우 항생 에 견주어도 색  없  도  해

 어 본 균주  supernatant  경우 특별한 가공과  없 도 항생 질  

용가  다고 사료 다. 
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 Strain
Inhibition zone (mm)

100㎕ 50㎕ 20㎕ 10㎕

Gram 
negative 
bacteria 

Vibrio parahaemolyticus 10 10 9 9

Vibrio alginolyticus 9 9 9 9

Vibrio campbellii 14 10 9 9

Vibrio harveyi 0 0 0 0

Vibrio salmonicida 9 0 0 0

Vibrio vulnificus 24 22 16 10

Vibrio furnissii 9 9 9 9

Vibrio anguillarum 10 0 0 0

Escherichia coli 0 0 0 0

Edward tarda 0 0 0 0

Gram  
positive 
bacteria 

  

Propionibacterium acnes 34 30 25 24

Bacillus subtilis 20 16 10 0

Staphylococcus aureus 24 20 16 12

Streptococcus mutans 34 28 24 22

Streptococcus iniae 44 35 27 19

Streptococcus parauberis 24 17 12 9

Fungi
Candida albicans 10 0 0 0

Pityrosporum ovale 12 9 0 0

Table. 6. Antimicrobial activities of the supernatant of Zooshikella sp. JE-34.
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 Strain
Inhibition zone (mm)

Am Ery Neo Pe Tet

Gram 
negative 
bacteria 

Vibrio parahaemolyticus 0 28 24 0 42

Vibrio alginolyticus 0 23 21 0 32

Vibrio campbellii 0 18 20 0 33

Vibrio harveyi 0 14 21 0 33

Vibrio salmonicida 14 18 32 26 43

Vibrio vulnificus 20 36 35 21 47

Vibrio furnissii 0 18 20 0 19

Vibrio anguillarum 0 19 21 0 31

Escherichia coli 0 14 20 0 26

Edward tarda 0 0 19 0 21

Gram  
positive 
bacteria 

  

Propionibacterium acnes 39 36 28 45 18

Bacillus subtilis 32 34 27 32 26

Staphylococcus aureus 31 32 23 34 34

Streptococcus mutans 38 36 21 43 22

Streptococcus iniae 39 39 0 29 26

Streptococcus parauberis 38 28 8 38 28

Fungi
Candida albicans 0 0 0 0 0

Pityrosporum ovale 25 29 23 29 31

Table. 7. Antibiotics resistance of human, fishes disease bacteria

Am: ampicillin, Ery: erythromycin, Neo: neomycin, Pe: penicillin, Tet: tetracycline
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Fig. 34. Antibacterial activity of the supernatant of Zooshikella sp. JE-34     

          against various pathogenic Bacteria. 
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2) 균체, 양액     항균

 Zooshikella sp. JE-34가 생산하  사산  용매별 하여 항균  

하여 Table. 8 에 타내었다. disc에 loading한  양  건 량  1㎎  

도  하  그 결과 폭  항균  보 다. 용매별  향  살펴 보

 극   용매 한 실험 들  경우 항균  미비한 결과  보  

acetone, methanol, chloroform  용매에   균주에  항균  보 다. 

특  methanol, chloroform  경우  강한 항균  보  항생 에 비해  

항균  보  결과가 다  었다.

  JE-34가 생 하  비극  띄  prodigiosin 사색 에 한 것 라 생각

 prodigiosin 계열  질   항균 트럼  갖 다  보고  상 하

 결과  보 다. 특  해  40~60mm  었  균  Vibrio campbellii, 

Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus iniae, Streptococcus 

parauberis, Candida albicans, Pityrosporum ovale 었  그람 , 양 , 진균에 

다양하게 강한 항균  타냈다. 특  그람양 에 강한 항균  보 다.

 에 라  통해 항균 질    하여 항균실험  실시하

 disc에 loading하  양  100㎍  하여 항균   하 다. 

 그 결과  에  항균  미비하 지만 Diethyl ether 에  

 타났다.  역시 한 항균  타냈  Vibrio parahaemolyticus, 

Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus, Propionibacterium arcnes, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus iniae, Streptococcus 

parauberis, Candida albicans, Pityrosporum ovale 에  강한 항균  타냈다.  

 앞  HPLC  통해 prodigiosin 사 질 라 간  동 한  어 

prodigiosin 사색  라 생각 다. 양액  과  경우도 실

험하  비  미비한 항균  보 다(Data not shown).  항균  띄

 prodigiosin  비극  질 에 한다. 가  과 에    

보  methanol, chloroform 과 Diethyl ether  도별 항균  

하여 도에  해 도  가 하 고 fig. 35  타내었다.
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 S train
Inhibition zone (mm)

ZC25E ZC70E ZCAE ZCME ZCCE

Gram 
negative 
bacteria 

Vibrio parahaemolyticus 9 0 21 48 53

Vibrio alginolyticus 9 9 14 26 24

Vibrio campbellii 0 0 12 42 48

Vibrio harveyi 0 0 10 9 11

Vibrio salmonicida 9 9 11 27 42

Vibrio vulnificus 0 0 12 28 43

Vibrio furnissii 0 0 10 19 22

Vibrio anguillarum 0 0 13 24 51

Escherichia coli 0 0 10 14 10

Edward tarda 0 0 11 13 0

Gram  
positive 
bacteria 

  

Propionibacterium acnes 0 0 15 20 34

Bacillus subtilis 0 0 11 30 41

Staphylococcus aureus 0 0 12 33 48

Streptococcus mutans 10 9 12 38 47

Streptococcus iniae 14 10 24 45 65

Streptococcus parauberis 12 9 19 46 55

Fungi
Candida albicans 0 0 12 25 48

Pityrosporum ovale 9 9 11 36 52

Table. 8. Inhibitory effect of strain JE-34 cell extracts(1mg) against the  

         growth of various pathogenic bacteria. 

ZC25E: Distilled water extract at 25℃, ZC70E: Distilled water extract at 70℃, 

ZCAE: Acetone extract, ZCME: 70% methanol extract, ZCCE: chloroform extract. 
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 Strain
Inhibition zone (mm)

ZCfrE ZCfrC ZCfrA ZCfrB ZCfrD

Gram 
negative 
bacteria 

Vibrio parahaemolyticus 41 20 13 0 0

Vibrio alginolyticus 16 9 9 9 9

Vibrio campbellii 27 0 0 0 0

Vibrio harveyi 9 0 0 0 0

Vibrio salmonicida 33 9 0 0 0

Vibrio vulnificus 34 0 0 0 0

Vibrio furnissii 16 0 0 0 0

Vibrio anguillarum 18 0 0 0 0

Escherichia coli 0 0 0 0 0

Edward tarda 11 0 0 0 0

Gram  
positive 
bacteria 

  

Propionibacterium acnes 44 0 0 0 0

Bacillus subtilis 47 0 0 0 0

Staphylococcus aureus 44 9 0 0 0

Streptococcus mutans 43 0 0 0 0

Streptococcus iniae 32 21 14 11 0

Streptococcus parauberis 32 17 9 9 0

Fungi
Candida albicans 31 14 0 0 0

Pityrosporum ovale 42 0 0 0 0

Table. 9. Inhibitory effect of strain JE-34 cell fractions(100㎍) against   

          the growth of various pathogenic bacteria. 

ZCfrE: Diethyl ether fraction, ZCfrC: Chloroform fraction, 

ZCfrA: Ethyl acetate fraction, ZCfrB: n-butanol fraction, 

ZCfrD: Distilled water fraction.
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Fig. 35. Inhibitory effect of strain JE-34 cell methanol extract (A), chloroform extract (B),  

         Diethyl ether fraction (C) against the growth of various pathogenic bacteria. 

         □: 10㎍, ▨: 50㎍ ▒: 100㎍ ■: 1㎎.            

Taxa: 1; Vibrio parahaemolyticus, 2: Vibrio alginolyticus 3, : Vibrio campbellii, 4: Vibrio harveyi 

5: Vibrio salmonicida, 6: Vibrio vulnificus, 7: Vibrio furnissii, 8: Escherichia coli, 9: 

Streptococcus mutans, 10: Propionibacterium acnes, 11: Bacillus subtilis, 12: Pityrosporum ovale, 

13: Candida albicans, 14: Staphylococcus aureus, 15 Vibrio anguillarum, 16: Edward tarda, 

17: Streptococcus iniae, 18: Streptococcus parauberis
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Fig. 36. Antibacterial activity of the extracts and fraction of Zooshikella sp. JE-34   

         against various pathogenic bacteria. 
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3) Zooshikella sp. JE-34 supernatant,    억 도

 억 도(minimal inhibitory concentration: MIC)  in vitro상  실험  

만큼 in vivo상에  동 건  도  리시에 동 한 결과  도 하  어 지

만 생 실험   가 가 다고 사료 어 실시하 다. Zooshikella 

sp. JE-34  supernatant  항균  비  우 하  methanol 과 

Diethyl ether  억 도   통하여 항생  체  

가  가 하고  하  Table. 10  타냈다. 실험 결과 

supernatant  경우 그람양 균에  1% 미만에 도 90% 상  억 하  

것  타  매우 우 한 항균  가짐  알  었고 특  강질  원

균  Streptococcus mutans에  0.05% 하에 도  억 하  등 균에

  항균  가지  것  타났다. 진균 , 그람 균에 도 폭  

항균  보 지만 비  고 도에  억  할  었다. 

Supernatant  경우 실험균주  양 후 특별한 리과  없  균만  통해 

얻   므  용 안 또한 고 경  리하다고 생각 다.

 Methanol  경우 과 상  균주에  항생  에 각한 해

도  1mg/ml 하  도에  90% 상  해하  것  타났다. 또

한 그람양 균, 진균 에  비   항균  보  특  그람양 균에  

매우 우 한  타냈다. 그  양식  연쇄 균  원 균  

Streptococcus iniae에 하여 미량  도  0.97ug/ml에 도 생  해하  

것  타  양식  질병 에 용가  다고 사료 다. Diethyl 

ether  경우 methanol 에 비해   항균  보

 그람양 균, 진균 에  비  항균   사한 양상  보 다. 

 근에 연  용한 미생  억  연   루어지고  본 실

험보다 도에  해미생  해하  질  다  다. 하지만 들  

 질  리하여 한 결과  실험에 사용  경우  본 실험  

경우 supernatant  ,  경우 질  아님에도 상당   항

균  띄  것  타  가 다고 생각 다. 또한  과  통해 

질  얻 다  MIC가  낮아질 것 라고 사료 다. 라   실험  통
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해 Zooshikella sp. JE-34가 생산하  주  사산  prodigiosin-like 

pigment가 한 연항균  용 가  다고 생각 다.

 한편 식용식  동 에  래한 연 에 비하여 미생 래 연  경

우 다양한 질  견 었 에도 하고 안  원  산업 에  

상당한 시간  다고 알  다. 에 본 실험 에 zebrafish (Danio 

rerio)   통해 독 평가  하  그 결과 supernatant  경우 5% 

리  하  도에    생 에 향  주지 않았  diethyl ether 

 경우 100ppm 하에  향  주지 않았다(data not shown). 그 

상  도  리  경우 또한  직후 사망한 개체  견 지 않았  3

후   사망한 개체가 견 었다. 또한 Zooshikella sp. JE-34  

주 사산 라 생각  prodigiosin  경우 여러 연  통해 상에 용가

 아 역억 , 항암 등  특허 원   어 본 질  용에 

어 가  다 생각 다. 하지만 strain-specific한 미생  사산  특

 고 하여  후 생  실험  통해 독 평가  할 다.   
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 Strain

MIC 
(minimal inhibitory concentration)

supernatant ZCME ZCfrE

Gram 
negative 
bacteria 

Vibrio parahaemolyticus 50% 500ug/ml 250ug/ml

Vibrio alginolyticus 25% 500ug/ml 250ug/ml

Vibrio campbellii 25% 500ug/ml 500ug/ml

Vibrio harveyi 50% >1mg >1mg

Vibrio salmonicida 12.5% 500ug/ml 125ug/ml

Vibrio vulnificus 3.125% 250ug/ml 250ug/ml

Vibrio furnissii 50% >1mg >1mg

Vibrio anguillarum 6.25% 250ug/ml 62.5ug/ml

Escherichia coli >50% >1mg >1mg

Edward tarda 50% >1mg >1mg

Gram  
positive 
bacteria 

  

Propionibacterium acnes 0.2% 62.5ug/ml 31.25ug/ml

Bacillus subtilis 0.78% 125ug/ml 31.25ug/ml

Staphylococcus aureus 0.2% 500ug/ml 125ug/ml

Streptococcus mutans <0.05% 62.5ug/ml 62.5ug/ml

Streptococcus iniae 0.2% 0.97ug/ml 7.81ug/ml

Streptococcus parauberis 0.1% 31.25ug/ml 15.63ug/ml

Fungi
Candida albicans 12.5% 31.25ug/ml 62.5ug/ml

Pityrosporum ovale 1.56% 7.81ug/ml 1.95ug/ml

Table. 10. Minimal inhibitory concentration of Zooshikella sp. JE-34                   

       supernatant, methanol extract (ZCME) and diethyl ether fraction (ZCfrE)       

       against various pathogenic bacteria.
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Ⅳ.      약

  실험  해양 래  특 색 미생  하여 미생  특   사

산  생리  탐색  통해 새 운 생 원개 에 목  가지고 진행하 다.

 실험에 사용  해양 래미생  리지  동 해  양쯔강 하  근해  

그곳  해양 퇴 에  미생  리한 후 특  색색  생 하   

균주  견하 다.  태학  , 16S rDNA 염 열 , 포지

산 , 생 학특  탐색하여 동 하  그 결과 특 색 생  균주  

2003 도에 강 도 갯 에 리한 Zooshikella ganghwensis  매우 사한 특

 타내어 Zooshikella sp. JE-34라고 하 다. 하지만 Zooshikella  경

우 2 strain만  재하  균주  JE-34  경우 심도  연 가 

다고 사료 어  후에 지 실  하도  하겠다.

 JE-34  특징  색색  다량 생산하   학  특  통해 

prodigiosin 사색 라고  하   하  해 prodigiosin  

 생산  Serratia marcscens  색 액  동 건  HPLC  통

해 JE-34가 생산하  색 가 비슷한 양상  타내어 prodigiosin 사색 라고 

사료 다.

 prodigiosin  경우 anti-fungal, anti-bacterial, anti-protozoal, anti-malarial, 

immunosuppressive and anti-cancer activities등   가지고 다  보고에 

라 재  약재  가 가 알  어  다량생산하  해 양특

 탐색하  그 결과 JE-34  30℃에   가  았고 pH  6, 

NaCl  경우  2%  건에    었다.

 지 에   과 prodigiosin  생합  변  알아보  해 탄

원, 질 원, 염  가하여 양한 결과 탄 원  soluble starch, 질

원  malt extract, 염  Na2HPO4에  본 지 에  양시

보다 연  가   보 다. Zooshikella sp. JE-34  prodigiosin  

생합 에 어  생산  Serratia marcscens  생합 량  비  하

 본 지에  약 20  지에  30  가량  생합 량  보여 

prodigiosin  생합  bioreactor  가 다고 사료 다.
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 가  JE-34가 생 하  사산  생리  탐색하  항산

 경우  균  양액  , 에  DPPH, Alkyl, hydroxyl 

radical등  강한 거  타내어 prodigiosin 사색   타 사

산  항산  가  다고 사료 다. 또한 prodigiosin  항생

 알 진  어 뿐만 아니라 같  질 라도 균주마다 다  질  

생합    어 18가지  균주에 한 항균  하 다. 그 결과 균체에

  비극  질  항균 용에 탁월했다고 보 다. 특  그람양 균에 강

한 항균  보  매우 도에 도 체  어 질병원 균   

억 하  것  어 연항생 질  용가  다고 사료 다.

 러한 결과  미루어 볼   연색 재  약 재 등  개

 가 할 것 라 사료 고  후 질 규 , 생합 과  연 , , in vivo, 

량 양실험, 독 평가 등  통해   심도  연 가 필 하다고 생각

다. 또한 어 질병 원 균에 탁월한 것  사 어 어 질병에 재 원

 근 또한 필 하다고 생각 다.
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