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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   토착 미생물 유래 biosurfactant 탐색과 생산 관련 유전자의 발굴 및 활용

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   미생물이 생산하는 biosurfactant는 화학계면 활성제에 비하여 생분해가 가능하여 저독

성이며, 극한의 온도나 pH에서도 안정성을 가지면서, 토양과 수질 오염원의 환경 정화, 농

업적 이용, 식품, 의약 및 화장품 등의 산업적 분야에도 다양한 기능을 보이고 있다. 

Biosurfactant를 농업적으로 활용하기 위한 방안은 다음의 두 가지 측면이 있다. 첫째는 미

생물이 생성하는 glycolipid 계열과 lipopeptide 계열 물질의 항균 작용으로 식물 병원성 진

균에 대한 응용 가능성이며, 둘째는 농경 지역에 증가되는 유류 오염과 각종 화학 물질로 

오염된 토양과 수질을 정화시키는 기능을 활용한다는 점이다. 이러한 기능을 가진 

biosurfactant로는 많은 물질이 알려져 있으나 다양한 토착 미생물이 생산하는 신기능 및 

고기능성 물질의 분리 및 대량 생산 체제를 위한 연구가 아직 경제성이 있는 제품의 생산

에는 미흡한 실정이다. 최근에는 생명 공학적 기법을 이용하여 biosurfactant 생산 관련 유

전자의 해석이 이루어지고 있으나 관련 유전자의 도입에 따른 형질전환 균의 개발은 거의 

초기 단계에 불과하다. 따라서 생명 공학 기법을 이용하여 기능성이 뛰어나면서 효율적으

로 biosurfactant를 생산할 수 있는 기술의 개발이 필요하다고 사료 된다

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구는 토착 미생물 유래 biosurfactant 탐색과 생산 관련 유전자의 발굴 및 이에 대한 활용

으로 그  연구개발 내용 및 범위는 다음과 같다.

1. 제1협동과제 : 신규 biosurfactant 생산 토착 균주 선발, 특성 및 효과 검정

2. 제1세부과제 : Biosurfactant 대사 관련 유전자의 확보 및 기능 분석

3. 제2협동과제 : 식물병 방제 효과 및 환경 정화 검정 및 대량 생산 제조 기술 확립
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

 가. 신규 biosurfactant 생산 토착 균주 선발, 특성 및 효과 검정

  

  Biosurfactant 생산력이 우수한 신규 미생물을 분리․선별하고자 각종 산지 토양에서 시

료를 채취하여 미생물 균주를 분리하 다. TBM계 균주는 태백산에서, GBM계 균주는 계방

산 부식토에서 각각을 분리한 균으로부터 길항력이 우수한 균주를 우선 선별하 다. 태백산

과 계방산의 부식토로부터 식물병원성 균인 Rhizoctonia solani, Fusarium oxisporum 및 

Botrytis cineria 등에 각각 길항 활성을 보이는 총 50여 균주를 분리하고 이들 중 유효한 

길항균주 47표본을 선발하 다. 항균활성이 우수한 균주 TBM40-3, TBM1552(2)-1, 

TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, GBM3308(3)-12, GBM3309(3)-11, A8-8, 

LP03, 그리고 DYL130가 선발되었다. 이 균주들의 생리․생화학적 특성과, 형태적인 특징, 

16S rDNA서열, gyrA을 분석하여 동정한 결과 Bacillus vallismortis TBM40-3, B. 

vallismortis TBM1552(2)-1, B. amyloliquefaciens TBM3101(3)-9, B. pumilus  

GBM3302(2)-3, Pseudomonas sp. GBM3307(4)-4,  B. subtilis  GBM3308(3)-12, 

Micrococcus sp. GBM3309(3)-11, B. subtilis A8-8, B. amyloliquefaciens LP03, 그리고 

B. atrophaeus  DYL130로 명명하 다. 또한 항진균 활성은 없으나 lipase 분해활성이 강한 

균주 DYL239와 BD57은 Acinetobacter sp. 로 동정되었다.  DYL239과 BD57은 제 1 세부

과제를 통해 lipase 유전자의 clonig 및 분석을 위한 실험에 사용되었다.

  Bacillus vallismortis TBM40-3, B. vallismortis TBM1552(2)-1, B. amyloliquefaciens 

TBM3101(3)-9, B. pumilus GBM3302(2)-3, Pseudomonas sp. GBM3307(4)-4,  B. subtilis  

GBM3308(3)-12, Micrococcus  sp. GBM3309(3)-11, B. subtilis A8-8, B. 

amyloliquefaciens  LP03, 그리고 B. atrophaeus  DYL130이 다양한 기질(soybean oil, crude 

oil, tributyrin, kerosene, hexadecane, tetradecane dodecane, decane)에 대하여 높은 활성과 

안정성을 보여 준다. 

 각 기질별 우수한 활성을 가지는 균주의 biosurfactant는 모두 유화활성 및 유화안정성이 

합성 계면활성제와 유사하거나 우수하 다. 따라서 합성 계면활성제의 대체를 고려해 볼 수 
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있을 것이다. 

  이상과 같이 선별된 균주인 B. subtilis GBM3308(3)-12, Micrococcus sp. G3309(3)-11 B. 

subtilis A8-8, B. atrophaeus DYL130, 그리고 B. amyloliquefaciens LP03의 배양 상등액으로부

터 biosurfactant를 분리하고 다음과 같이 분석하 다. B. subtilis  GBM3308(3)-12와 

Micrococcus sp. G3309(3)-11의 배양 상등액으로부터 부분 정제된 biosurfactant를 glass TLC 

(thin layer chromatography : Merck Silica gel 60 F254)를 통하여 전개, 발색 시킨 결과 B. 

subtilis G3308(3)-12에서는 Rf(range-finding)값이 0.63인 밴드를 확인하 고, Micrococcus sp. 

G3309(3)-11에서는 Rf값이 0.67로 나온 밴드가 펩타이드 부분과 지방산으로 구성되어 있는 

lipopeptide로 추정되었다. 확인된 부분을 추출, 농축하고 methanol에 녹여서 HPLC를 통하여 확

인해 본 결과, Micrococcus sp. G3309(3)-11균주의 biosurfactant는 retention time이 3.514에

서 peak가 나타났고, B. subtilis GBM 3308(3)-12의 추출물은 3.604와 7.986의 2개의 peak

가 뚜렷이 보인다. 특히 B. subtilis GBM 3308(3)-12에서는 이들이 iturin A와 surfactin 

표준물질과 retention time이 다소 일치하지 않았다. B. subtilis  A8-8의 배양 상등액으로부

터 정제된 biosurfactant는 분자량이 약 1100 Da인 lipopeptide iturin과 유사한 물질을 

SDS-PAGE, TLC를 통하여 확인하 다. 또한 정제된 biosurfactant는 우수한 CMC(critical 

micelle concentration)를 가지는 것을 확인할 수 있었다. DYL130으로부터 분리된 

biosurfactant는 기질로 kerosene, tributyrin, 및 soybean oil을 아주 잘 유화한다. DYL130

의 배양 상등액을 column chromatography를 수행하고, TLC를 하여 물 발색에서 Fraction 

4에서 Rf가 0.63 부근에 lipopeptide로 생각되어 지는 spot이 나왔다. 이것을 다시 회수 하

여 물방울 붕괴실험을 한 결과 표면장력을 감소시켜 물방울이 퍼지는 것을 확인할 수 있

었다. 또한 toluene을 유화시키는 실험에서 강한 활성과 안정성을 확인할 수 있었다. B. 

amyloliquefaciens  LP03의 배양 상등액으로부터 biosurfactant를 추출하여 HPLC로 정제한 

biosurfactant를 MALDI-TOF mass를 통하여 분석하 다. Fraction1의 분자량은 m/z 1044.8과 

1512.9, fraction3은 m/z 1058.8과 1514.0, fraction4는 1072.8과 1513.1, fraction5는 1072.9와 

1514.2, 그리고 fraction8은 1086.9 와 1491.2로 다야한 이성체가 존재한다. MALDI-TOF 

chromatogram에서 분자량이 m/z 1044, 1058, 1072, 그리고 1086은 iturin 또는 surfactin의 이성

체라고 생각되어 진다. 또한 분자량이 m/z가 1512, 1513 그리고 1514는 아직 보고된 적이 없는 

분자량이다. 신규 lipopeptide biosurfactant일 가능성이 높다. 분자량이 m/z 1491은 구성물질의 

조성을 알아보기 위하여 TOF-MS/MS를 이용하여 분석하 다. Fraction8은 탄소수가 17개인 

fatty acid와 Glu, Orn, Tyr, Ser, Glu, Val, Pro, Gln, Tyr, Leu의 10개의 아미노산이 연결되어 

있다. 따라서 기존의 Thr  Ser 잔기로 치환된 새로운 fengycin 임을 알 수 있었다.
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  따라서 제 1협동과제에서 분리, 동정된 균주 B. amyloliquefaciens LP03은 lipopeptide 생합성 

유전자의 분석을 위해 사용되었으며, Acinetobacter 속의 DYL239와 BD57은 신규 lipase의 유전

자를 크로닝하고 기능 분석을 위해 사용되었다. 

  TBM40과 LP03은 제 2 협동과제에 식물 생육 촉진, 토양중 유류 성분의 분해, 미생물 제제의 

제조 등의 연구에 사용되었다.  

나. Biosurfactant 대사 관련 유전자의 확보 및 기능 분석

길항력과 유류 분해능이 뛰어난 균주로 제1협동과제에서 분리한 B. amyloliquefaciens  

LP03로부터 Lipopeptide, Iturin과 Surfactin 생산에 관련되는 유전자를 클로닝하 다.  

Surfactin 생산에 관련되는 유전자의 nucleotide 크기는 38.146 kb이며, Iturin 생산과 관련

된 유전자는 promotor를 포함하여, Itu IV, Itu I, Itu II와 Itu III의 4개의 ORF로 구성되

어 있음을 확인 할 수 있었으며, Itu IV는 염기서열이 1.2 kb 역의 크기로서 400개의 아

미노산을 가지는 malonyl-CoA transacylase를 암호화하는 유전자이다. malonyl-CoA 

transacylase는 lipopeptide의 지방산의 결합을 촉매하는 효소이다. Bacillus 

amyloliquefaciens  LP03은 Itu I, Itu II와 Itu III는 각각 약 11.9 kb, 16.0 kb, 7.8 kb와 

3,282, 5,362, 2,618개의 아미노산을 암호화하고 있고 세 유전자 모두 lipopeptide에 peptide

의 합성에 관여하는 것으로 알려져 있다. 여기에서 보고한 Iturin operon은 Bacillus 

subtilis에서 보고된 Iturin operon과 높은 상동성을 보여 준다. 

  Surfactin 생산과 관련된 유전자는 Srf I, Srf II, Srf III, Srf IV, Ata-03, Lpa-03의 유전

자들이 오페론을 이루고 있을 것이라 예상되어 지며 현재 Ata-03과 Lpa-03이 클로닝 되

어져 있다. Ata-03와 Lpa-03은 각각 675 bp와 1302 bp의 염기로 구성되어져 있으며, 

Ata-03은 433개의 아미노산으로 된 aminotransferase를 암호화 하고, Lpa-03은 224개의 

아미노산으로된 phosphopantetheinyl transferase를 암호화 한다. Lpa-03의 아미노산은 

iturin A와 plipastatin B1을 생산하는 B. subtilis의 Lpa-14와 99%, plipastatin B1과 

surfactin을 생산하는 B. subtilis의 Lpa-8과 87%, surfactin을 생산하는 B. subtilis의 Sfp

와 74%, 그리고 surfactin을 생산하는 B. pumilus의 Psf-1과 44%의 상동성을 보여주며 이

들 중 Phosphopantetheinyl transferase는 다양한 lipopeptide의 생산과 관련이 있다. 즉 

Phosphopantetheinyl transferase는 lipopeptide의 합성과정과 세포외로 분비되는 과정, 생산 

조절 등의 다양한 기능을 가질 것으로 예상되어 졌다. 

  새로운 유류분해 관련 유전자를 확보하기 위하여, 사하구 일대의 하수를 LB 고체배지에 도

말하여 배양한 후 생육이 좋은 colony 5종을 선별하여 단일 colony를 확보하 으며 1% 
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tributyrin이 첨가된 고체배지에서 배양 후 BD27, 47, 57 가 tributyrin을 가수분해함을 확

인하 다. BD27, 47, 57의 lipase 보존 역을 기준으로 하여 primer를 작성한후 PCR을 수

행한 결과 BD 4와 5에서 단일 밴드가 보 고, 각각의 얻어진 단편을 pGEM T-easy 

vector에 cloning하여 염기서열을 결정하 다. 그 결과 BD57가 lipase 유전자를 가지고 있

음을 알 수 있었다. DNA walking PCR을 이용하여 BD57의 완전한 lipase의 염기서열을 

결정하 다. 그래서 BD57의 lipase 유전자 역을 얻었으며 이는 2개의 ORF로 구성되어 

있음을 알 수 있었다. BD57의 lipase 역은 Acinetobacter sp. ADP1과 53%의 상동성을 

나타내었고 lipsefoldase인 LipB는 Acinetobacter calcoaceticus 와 49%의 상동성을 나타내

었다. DNA walking PCR로 얻어진 BD57의 lipase 역의 염기서열을 바탕으로 BD Lip A

의 아미노산 서열과 Acinetobacter 종의 다른 lipase와 비교하여 alignment를 하 다.  

   DY239는 tributyrin을 강하게 분해 활성을 가지는 것으로 분리되었으며, 16S rDNA 서

열의 분석을 통해서 Acinetobacter schindler로 동정되었다.  DY239의 Lipase 생산 관련 유

전자를 cloning한 결과 LipB, LipA1, LipA2와 LipA3로 구성되어 있는 것으로 확인되었으

며 이들 각각을 다른 균주의 유전자 및 단백질과 비교 하 을 때, 거의 53%이하의 상동성

을 보여 준다. 이것은 이 단백질이 아직 보고된 적이 없는 것임을 나타내는 것이다.

다. 식물병 방제 효과 및 환경 정화 검정 및 대량 생산 제조 기술 확립 

  B. amyloliquefaciens LP03은 Gasoline으로 오염된 토양에서 식물체의 생육촉진 효과 유

발한다. B. amyloliquefaciens  LP03이 처리된 토양에서 녹두의 뿌리와 줄기 모두 성장이 

촉진되는 것을 확인할 수 있다. 2%로 오염된 토양에서 LP03이 처리된 오염된 토양에서는 

종자의 발아를 관찰할 수 있다. 이러한 결과는 gasoline으로 오염된 토양에서 식물의 성장

에 있어 LP03이 중요한 향을 미치는 것을 알 수 있었다. 

  식물 병원성의 균에 대한 항진균 효과와 부추에 대한 생육 촉진 효과를 B. 

amyloliquefaciens  LP03와 B. vallismortis TBM40-3를 각각 처리하여 확인한 결과 시중에 

판매되는 농약과 비슷한 효과를 나타내었다. 이것은 화학 농약을 대체할 수 있는 가능성을 

제시하는 것이다.

  Gasoline으로 오염된 토양에서의 균의 생육 정도를 확인하기 위해 cell counting 방법을 

이용하여 균의 수를 측정한 결과 8일째 되는 날까지 꾸준한 성장을 하던 균이 13일이 되

는 날 줄어든 것을 볼 수 있었다. 이는 hydrocarbon의 degradation과 비교하여 8일이 되는 

날 이후로 더 이상 degradation이 급격히 일어나지 않는 것과 관계가 있는 것으로 보인다.
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  B. amyloliquefaciens LP03은 lipopeptide인 iturin을 생산하는데, 이는 항진균 활성뿐 아

니라 계면활성능을 가지고 있다. 본 연구진은 유류에 오염된 토양에 미생물을 첨가한 후 

토양내에 발현되는 iturin을 정량적으로 확인하기 위해 northern blotting을 수행 유류오염

토양을 LP03으로 처리한 후 28℃ 10일간 배양한 후 토양으로부터 전 RNA를 추출하여 

Iturin 유전자를 이용하여 northern blotting 한 결과 배양 후 8일째 되는 날 Iturin이 확연

이 발현되어 처리한 균이 유류를 분해하면서 토양에서 시간이 지남에 따라 생존률이 높음

을 확인할 수 있었다.

  Bacillus amyloliquefaciens  LP03과 TBM40-3가 C-source로 SBO(Soybean oil)를 사용

하면서 30℃, 200rpm에서 배양할 때의 생육이 WK(등유)를 사용하 을 경우보다 매우 활

발하 다. 특히 LP03는 SBO에 탁월한 생육을 나타내어 이 균의 biosurfactant 생산과 미

생물을 토양처리제 등으로의 사용 시에 대량배양을 위한 경제적 배지원으로 폐식용유를 

탄소원으로 이용할 수 있음을 시사하 다.

  TBM40-3을 대량 배양하기 위하여 여러 가지 탄소원에 대한 조건을 검토 하 다. 일반

적인 탄소원으로서 glucose와 sucrose가 biosurfactant 생성에 있어서 효과적이지만, 경제

적인 측면을 고려하여 대량 배양에는 폐식용유를 탄소원으로 사용하 다.

  본 미생물제제가 제품화 되어져서 유통과정에서의 고온 및 장기보관에 따른 제제화된 

미생물의 Bacillus vallismortis  TBM40-3 제제의 생균수는 12개월 까지도 높은 수를 유지

하므로 장기간 보존 및 유통에 있어서 안정성이 있으므로 미생물 정화 제재로서의 호용성

을 가진다. 또, 균주 자체를 제재화 하 을 경우 물질 분리 등의 공정이 필요 없으므로 제

제화에 따른 경제적인 비용이 줄어드는 장점이 있다.

2. 활용에 대한 건의

  

1. 본 연구로부터 탐색 분리된 항진균 활성 및 유류분해 활성을 가지는 Bacillus 

vallismortis  TBM40-3균주는 특허 출원이 되어 있어서 등록 과정을 거쳐 산업체로 기술 

이전 예정이다.

2. 항진균 활성 및 유류분해 활성이 우수하며 식물잿빛 곰팡이 균에 저항성 뛰어난 

Bacillus  amyloliquefaciens  LP03은 특허 출원 중에 있다.

3. Bacillus  amyloliquefaciens  LP03의 biosurfactant 생합성 유전자는 확보하 으나, 이들 

유전자들은 거대한 오페론으로 구성되어져 있어서 대량발현 시스템을 이용하기에는 해결

해야 할 문제점이 다소간 있다.
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4. 항진균 활성 및 유류분해 활성을 가지는 많은 균주 들이 분리되어 졌으므로 오염된 토

양을 복원하고, 작물의 생산량을 증가시키데 이용할 많은 자원이 확보되어 있다.

5. Bacillus  속의 균주들이 생산하는 biosurfactant는 여러 용도로 사용되어 질 수 있다. 의

약품, 화장품, 식품 첨가제 등으로 다양하게 이용되어 질수 있는데, 이런 용도로 사용하기

위해서 생산방법의 변화와 biosurfactant 분리, 정제 방법을 새로 개발해야 한다.

6. 유류분해 능력이 있는 새로운 Lipase의 연구 많이 이루어 져야 한다.
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SUMMARY

Ⅰ. Title

Application and study of the biosurfactant, genes involved in biosurfactant biosynthesis 

from indigenous microorganism

   

Ⅱ. Objectives and Significance of the Research

   Biosurfactants have several advantages over the chemical surfactants, such as low 

toxicity, high biodegradability and high surface activity, and are suitable for application 

in a variety of industries. Although all surfactants to be used until now derived from 

petroleum, however interest in microbial surfactants has been steadily increasing in 

recent year due to their diversity, environmentally friendly nature, possibility of 

production through fermentation, and their potential application in the environmental 

protection, crude oil recovery, health care, food-processing, cosmetic, and agricultural  

industries. A plan to applicate agriculture of biosurfactant has the following two 

aspects. The first, glycolipid and lipopeptide from microorganism has antimicrobial and 

antifungal properties, second biosurfactant can be efficiently applied on the 

bioremediation of petroleum hydrocarbon contaminated sites and wastewater. At present 

few biosurfactants have been used on an industrial scale however because of the lack 

of cost effective production processes. Therefore the search for biosurfactant-producing 

microorganisms that can be grown economically on an industrial scale continues.

 

Ⅲ. Contents and Scope of the Research

 Thus, the object of the present work was to applicate and study of the biosurfactant, 

genes involved in biosurfactant biosynthesis from indigenous microorganism. 

1.  Isolation and characterization of indigenous microorganism producing novel biosurfactant 

2. Analysis of the genes involved in biosurfactant biosynthesis from indigenous 

microorganism. 

3. The control of phytopathogene, bio-remediation, and establishment of technology for 

large scale production  
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Ⅳ. Results of  the Research and Suggestion for the Application

 Microorganisms, producing of biosurfactant and inhibition of pytopathogenic fungi, 

were isolated from several areas in Korea. TBM strains were isolated from Taebaek 

mountain area and GBM strains were isolated from Gyebang mountain area. We were 

isolated 47 strains which has antifungal activity against Rhizoctonia solani  AG2-2, 

Rhizoctonia solani  AG2-1, Rhizoctonia solani  AG-1(1A), Fusarium oxisporum, and 

Botrytis cineria. Isolated strains were tested of oil emulsification, oil stability, and 

surface tension. Finally, we selected 3 strains (TBM40-3, GBM3308(3)-12, 

GBM3309(3)-11). These strains were identified as Bacillus vallismortis  TBM40-3, B. 

subtilis GBM3308(3)-12, Micrococcus sp. GBM3309(3)-11 on the basis of physiological, 

morphological characterization and 16S rDNA sequence. 

 Biosurfactant produced B. vallismortis  TBM40-3 indicated the most oil emulsification 

(2.65) against soybean oil. And also it has quite activity against crude oil, tributyrin, 

decane, and kerosene, as substrates. Surface tension was reduced by 30 mN/m. 

Biosurfactant produced B. subtilis  GBM3308(3)-12 has quite oil emulsification and oil 

stability against tributyrin and soybean oil. Biosurfactant produced Micrococcus  sp. 

GBM3309(3)-11 has quite oil emulsification and oil stability against tributyrin and 

soybean oil. 

 When compared biosurfactant with synthetic surfactant, B. vallismortis TBM40-3 was 

similar in oil emulsification and excelled at oil stability. However, B. subtilis  

GBM3308(3)-12 and Micrococcus  sp. GBM3309(3)-11 were similar in oil emulsification 

activity and were inferior to emulsification stability.

 Biosurfactant of B. subtilis  GBM3308(3)-12 and Micrococcus  sp. GBM3309(3)-11 was 

purified by thin layer chromatography (TLC, Merck Silica gel60 F254). RF value of 

biosurfactant from B. subtilis G3308(3)-12 is 0.63 and Micrococcus  sp. G3309(3)-11 is 

0.67. These spots was dissolved in methanol. Biosurfactant of Micrococcus  sp. 

G3309(3)-11 has one peak, which retention time is 3.514, and B. subtilis G3308(3)-12 

has two peaks (retention times are 3.604 and 7.986).

  A8-8 was grown with crude oil as the sole carbon source, the biosurfactant from the 

strain emulsified crude oil, vegetable oil, and hydrocarbons. Soybean oil was the 

optimum substrate for the emulsifying activity and emulsion stability of the 

biosurfactant, both of which were superior to those of several commercially available 

surfactants. The biosurfactant was purified by a procedure including HCl precipitation, 

methanol treatment, and silica-gel chromatography. The partially purified biosurfactant 
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was analyzed by TLC (thin layer chromatography), SDS-PAGE, and HPLC and it 

reduced the surface tension of water from 72 mN/m to 26 mN/m at a concentration of 

30 mg/l. Therefore, the purified lipopeptide biosurfactant has strong properties as an 

emulsifying agent and acts as an emulsion-stabilizing agent.

  Bacillus atrophaeus DYL130 has antifungal activity and oil degradation activity. It 

could degrade kerosene, tributyrin, and soybean oil, as substrates. RF value of 

biosurfactant from B. atrophaeus DYL130 is 0.63. This was reduced surface tension 

and had oil emulsification and oil stability against toluene.

 Bacillus atrophaeus DYL130 has antifungal activity and oil degradation activity. It 

could degrade kerosene, tributyrin, and soybean oil, as substrates. RF value of 

biosurfactant from B. atrophaeus DYL130 is 0.63. This was reduced surface tension 

and had oil emulsification and oil stability against toluene. 

 Several bacterial strains producing biosurfactants were isolated from polluted marine 

and soil by oil. One of the strains named LP03 showed strong production activity of 

biosurfactants. This strain was identified as a Bacillus  amyloliquefaciens LP03  based 

on the morphological, biochemical, and physiological characteristics. 

The biosurfactant, produced by the strain, emulsified crude oil, vegetable oil, and 

hydrocarbons. The surface tension of the culture broth of B. amyloliquefaciens LP03 

decreased to 30 mN/m. The crude biosurfactant was obtained from the culture broth 

by acid precipitation, freeze drying, solvent extraction, and evaporation. The emulsifying 

activity of the biosurfactant showed better than the chemically synthesized surfactant 

(SDS, Span40, Span 85). The biosurfactants had strong properties as an emulsifying 

agent and as an emulsion-stabilizing agent.

 The purified biosurfactant fractions were identified and analyzed by MALDI-TOF 

mass spectrum displayed [M + H] peaks at m/z 1044, 1058, 1072, and 1086 and these 

peaks were separated by m/z 14. Comparison with the mass database indicated the 

peak at m/z 1491 was similar to the known lipopeptide fengycin. This material was 

different from two amino acid sequences and the number of carbon atoms its fatty acid 

side chain. Therefore, The material was identified as novel fengycin (fengycin S) 

 Oil contamination with petroleum hydrocarbons has caused critical environmental 

pollution and health defects. Hydrocarbon-degrading microorganisms have an important 

role in the biological treatment of this pollution. So, we investigated biosurfactant 

produced by Bacillus sp. TBM40-3. The TBM40-3 producing biosurfactants were 

isolated from Taeback Mountain soil samples and identified as Bacillus sp. by 16s 
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rDNA nucleotides and gyrA sequence analysis. The surface tension of culture filtrate 

of Bacillus sp. TBM40-3 decreased to 29 mN/m. Emulsification activity and stability of 

crude biosurfactant measured by using water-immiscible hydrocarbons and oil as 

substrate. Maximum emulsification activity and stability was obtained from soybean oil. 

The crude biosurfactant had potent properties as an emulsifying agent and an emulsion 

stabilizing agent. 

 A microbial strain was isolated from a soil sample from Deog-yu Mountain in Korea. 

This strain, referred to as DYL129, produced an extracellular lipase and was identified 

as an Acinetobacter species by sequencing of its 16S rDNA and phylogenetic analysis. 

A genomic library was constructed from HindIII fragments and a recombinant plasmid, 

pLip-1 was selected for further analysis by colony PCR. Sequencing of a 3.8 kb insert 

in this clone, pLip-1, revealed one incomplete and three complete open reading frames 

(ORFs). The ORFs were predicted to encode a partial lipase, two putative lipases and 

a 50S ribosomal protein. Genome-walking PCR also identified transcripts encoding a 

complete lipase chaperone and three lipase A proteins. The lipase structural gene of 

Acinetobacter schindleri DYL129 was similar to the lipase structural gene of 

Acinetobacter calcoaceticus  BD413 (lipBA). However, a significant difference with 

BD413 lipase structural gene was that the three lipase genes,  lipA1, lipA2, and lipA3, 

are located downstream of one chaperone gene in Acinetobacter schindleri  DYL129 

(lipBA1A2A3). Although the amino acid sequences of these lipases (LipA1, LipA2 and 

LipA3) differ, they both have a common 'GHSHG' consensus motif. This motif is the 

conserved active-site pentapeptide of lipase A. Moreover, all the three lipases share a 

conserved domain, the so-called α/β hydrolase fold.

 We investigates antifungal activity and effects of growth promotion by biosurfactant 

produced form Bacillus amyloliquefaciens  LP03 and Bacillus vallismortis TBM40-3 

against fungus causing plants disease (Glay Mold-Botrytis cineria). Antifungal activity 

against B. cineria  infeeted to leek (Allium tuberosum Rottler) exhibited better than 

antifungal agent farming drug (smilex, Dong bang agro., Seoul, Korea) through the 

field test. After infected by plant's diease, the leaves growth and number are 

maintained under presenting biosurfactant produced strains. Especially, one of the 

strains, named B. amyloliquefaciens showed strong antifungal activity on field studies.  

 In conclusion, this technology will be transferred to domestic companise to make 

commercial products, which will protect plants from phytopathogenic diseases and treat 

of soil-environment contaminated.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

 제 1 절  연구개발의 목적과 필요성 

  미생물이 생산하는 biosurfactant는 화학 계면활성제에 비하여 생분해가 가능하여 저독성

이며, 극한의 온도나 pH에서도 안정성을 가지면서, 토양과 수질 오염원의 환경 정화, 농업

적 이용, 식품, 의약 및 화장품 등의 산업적 분야에도 다양한 기능을 보이고 있다. 

Biosurfactant를 농업적으로 활용하기 위한 방안은 다음의 두 가지 측면이 있다. 첫째는 미

생물이 생성하는 glycolipid 계열과 lipopeptide 계열 물질의 항균 작용으로 식물 병원성 진

균에 대한 응용 가능성이며, 둘째는 농경 지역에 증가되는 유류 오염과 각종 화학 물질

(PAH 등)로 오염된 토양과 수질을 정화시키는 기능을 활용한다는 점이다. 이러한 기능을 

가진 biosurfactant로는 많은 물질이 알려져 있으나 다양한 토착 미생물이 생산하는 신기능 

및 고기능성 물질의 분리 및 대량 생산 체제를 위한 연구가 아직 경제성이 있는 제품의 

생산에는 미흡한 실정이다. 최근에는 생명공학적 기법을 이용하여 biosurfactant 생산 관련 

유전자의 해석이 이루어지고 있으나 관련 유전자의 도입에 따른 형질 전환균의 개발은 거

의 초기 단계에 불과하다. 따라서, 생명 공학 기법을 이용하여 기능성이 뛰어나면서 효율

적으로 biosurfactant를 생산할 수 있는 기술의 개발이 필요하다고 사료되며 구체적인 내용

은 다음과 같다.

 제 1 항 기술적 측면

 가. 계면 활성제의 세계시장의 수요규모는 2000년에 127억 달러에 달하지만, 주요 선진국  

    은 생산량의 증가 보다는 고 부가가치의 신기술이 함유된 질적 성장을 꾀하며 저독성,  

    생분해성을 보이는 환경 친화적제품 (biosurfactant)에 대한 수요가 증가되고 있는 실  

    정이다.

 나. 유류 오염의 정화 및 식물 병원균의 항진균 효과가 우수한 biosurfactant를 생산하는  

    토착 미생물 자원이 확보되어 있어 이를 적극 활용 할 수 있다. 

 다. Biosurfactant 생산 관련 유전자를 이용한 대사회로 이해 및 형질 전환 균주의 개발   

   이 가능하다.

 라. 환경 친화적 농경지 토양의 유류 오염 제거 기술 개발 및 생물학적 병해 방제법을 개  
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    발 할 수 있다.

 마. 외국의 의존적인 기술에서 탈피하여 기술의 선진화를 조기에 실현 할 수 있다.

 바. Biosurfactants는 종류와 구조가 다양하기 때문에 생합성에 관련된 유전자는 다수가   

    존재하는 것으로 알려져 있으며, 일부의 유전자만 클로닝 되어져 있다. 대부분의 생합  

    성에 관련된 유전자는 수 개의 유전자가 하나의 오페론으로 구성되어 있다. 예로서 P.  

    aeruginosa가 생산하는 biosurfactant인 rhamnolipid는 rhamnosyltransferase 생성 및  

    조절에 관여하는 유전자 (rhlA, rhlB, rhlR, rhlI)가 오페론을 형성하고 있는 것이 알려  

    져 있다. 또한, Bacillus sp.의 세균에서는 lipopeptide 계인 surfactin과 iturin 생성에   

    관련된 유전자 일부(lpa, sfp, itu)가 클로닝 되어져 있으나, 이들 유전자의 기능과 생  

    산 대사기구는 알려져 있지 않은 실정이다. 

사. 이들 생합성 관련 유전자를 대량발현 시켜 경제적인 대량생산이 가능한 biosurfactant  

    의 생산 시스템을 구축하거나 부가 가치가 높은 biosurfactant의 생산을 위한 균주의   

    개발이 필요한 실정이다.

 제 2 항 경제․산업적 측면

 가. 최근, 생물학적인 방법에 의해 농작물을 보호하려는 연구가 활기를 띠고 있으며 생물  

    학적 제제의 실용화 가능성에 크게 낙관적이며, 미국에서는 진균과 세균을 이용한 주  

    요 미생물 농약이 상업적으로 판매되고 있다. 현재 전 세계 생물 농약 시장은 7,000   

    억원 정도로 소규모이지만 매년 12% 정도의 고속성장을 지속하고 있으며, 특히 미생  

    물 농약 분야는 연간 15∼ 20% 의 고속 성장을 지속할 것이라고 예측하고 있다.

 나. 수입 대체 효과 및 국내 미생물 산업 육성에 기여 할 수 있다.

 다. 유기 농법에 접목하여 미생물 농약을 개발함으로써 부가가치를 창출할 수 있어 경    

     제․산업적으로 매우 의의가 크다.

 라. 특히 세계 2대 농약 회사인 Monsanto 사가 화학 농약 생산을 중단함에 따라 필연적  

    으로 다양한 미생물 농약을 개발하여야 할 것으로 생각되며 개발 성공 시 경제․산업  

    적인 파급 효과는 지대할 것이다.

 마. Biosurfactants는 표면을 활성화시키는 능력이 있는 물질로서 무독성, 안정성, 세척력,  

    유화능, 발포능, 분산 능 등의 특징을 가진다. 이러한 특징은 화학합성 surfactant로는  

    사용이 제한적인 분야인 의약품, 식품, 농업, 화장품 등의 분야와 화학합성 surfactant  

    가 사용되는 분야까지 광범위하게 응용이 가능하다.
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 바. 환경 분야에 있어서 폐수정화, 난분해성 물질의 분해 등에 많은 미생물들이 이용되고  

    있으며, P. aeruginosa가 생산하는 biosurfactant인 rhamnolipid는 유류분해가 뛰어나  

    며, 원유에 의한 토양오염 물질의 정화가 가능한 것으로 보고되고 있다.

 사. 의학분야에 사용되는 항생제 중에서 일부는 B. licheniformis 와 B. subtilis 등에서   

    생산되어지는 항균효과 및 항암효과를 함께 가지는 biosurfactants의 사용이 가능하고,  

    이미 활용한 예가 있다.

 아. 농업분야에 있어서는 농약의 분산력 증가를 위해 또는 그 자체가 각종 병원균에 대한  

    강력한 항균력을 가지므로 생물농약으로 개발될 수도 있다. 

 자. 기타 산업적 이용성은 화장품에 첨가하여 피부에 수분공급 효과, 항상성 유지 등이   

    있으며, 식품 분야에서 식품원료 가공에 유화제로 이용, 생명공학분야에서 동결보존제,  

    단백질 가용제, 효소 안정제 등으로 이용이 가능하고, 원유의 이동, 회수 분야에서도   

    biosurfactants는 이용될 수 있는 것이 보고되어 있다.
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표 1. 국내 계면활성제 용도별 생산 및 판매실적 (1999년 조합사 기준)

                                                                 (단위 : 톤, 100만원)

구분 생산량
국내판매 수출 합계

수량 금액 수량 금액 수량 금액

섬유(유재포함) 17,919 13,484 28,056 3,224 6,109 16,708 34,165

피혁(가지제포함) 1,709 1,189 1,787 513 555 1,702 2,342

제지․펄프공업 520 491 929 - - 491 929

의약․화장품공업 213 104 251 109 170 213 421

염료․안료․도료․잉크공업 394 351 902 6 12 357 1,004

고무․플라스틱공업 223 205 597 - - 205 597

농약공업 676 415 1,013 216 277 631 1,290

비료공업 0.2 0.2 2 - - 0.2 2

토목(혼화제등)건축공업 92 82 130 - - 82 130

기계(윤활유포함)금속공업 23,016 20,485 26,494 602 711 21,087 27,235

유출유처리제 85 81 109 - - 81 109

세제공업 62,289 39,447 35,827 21,584 18,377 61,031 54,204

기타공업 4,676 3,142 1,808 949 1,084 1,091 5,892

소계 111,813 79,476 100,995 27,203 27,325 106,679 128,320

EO비이온성 

계면활성제축합형
54,169 45,547 71,787 2,828 3,721 18,375 75,508

합계 165,982 125,023 172,782 30,031 31,046 155,054 203,828
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표 2. 최근의 계면활성제 개발 동향 

구분 최근의 주요현황

계면활성제 응용기술에 의한 

새로운 기능의 발굴

-하이브리드형 계면활성제

-유기규소계 계면활성제

-금속비누

-종합성 계면활성제

-고분자 계면활성제

-양이온, 음이온계면활성제

-반극성 유기붕소계 

계면활성제

-베시클 형성 계면활성제

-발색성 계면활성제

-항균성 고정화 계면활성제

신규 천연제 계면활성제 

기술개발

-사이클로 덱스트린 유도체

-항균성 프로틴계 계면활성제

-천연계 4급암모늄염

-토코페롤 유도체

-당질계 계면활성제

-라노린지방산 4급염유도체

-피마자유(트리 리세라이드)

의 4급염 유도체

환경적합재료를 고려한 

생분해성 계면활성제의 

기술개발

-합성 계면성활제 및 Biosurfactant의 생분해성

-유기천이금속 계면활성제

  

                        

표 3.  세계 계면활성제의 연도별 시장전망                                         

                                                                    (단위 : 억 달러)

구분 1990년 1995년 1996년 1997년 2000년 2003년 2008년

음이온성 54.3 61.6 62.7 62.7 73.0 77.0 83.2

양이온성 7.3 9.3 9.6 10.0 11.0 13.0 17.0

비이온성 28.9 35.2 35.6 37.4 41.8 47.6 58.0

양쪽성 0.7 1.0 1.1 1.3 1.2 1.4 1.8

합계 91.2 107.1 108.5 111.4 127.0 139.0 160.0

*자료: 씨스켐닷컴(주), 신산업발전위원회 정 산업분과위원회



- 25 -

 제 3 항 사회․문화적 측면

 가. 소득 증대와 환경에 대한 관심의 증대로 화학 물질 사용에 대한 우려되고 있어서 생  

    분해성 계면 활성제의 개발이 요망된다.

 나. 미생물 처리제의 개발로 화학 합성 농약과 비료의 절감 효과로 환경오염의 경감 및   

   환경 친화적 농업을 지향 할 수 있어서 실질적인 농가 소득 증대에 기여 할 수 있다.

 다. 식품, 의약품, 농약 및 화장품 등의 각종 산업적 용도에 생분해성 계면 활성제의 대체  

    에 의한 생태계보전과 국민 건강 증진에 기여 할 수 있다.

 라. Biosurfactant 생산 관련 미생물 유전체 연구와 이를 환경오염 제거용의              

    bioremediation에 적용하고자 하는 기술 개발과 친환경 농업용 미생물 제제의 개발은  

    환경 문제 해결과 관련하여 사회, 문화적 측면에서 매우 중요하다.

제 2 절 연구개발 내용 및 범위

제 1 항 연구개발 목표와 내용

가. 제 1 협동 과제; 신규 biosurfactant 생산 토착 균주 선발, 특성 및 효과 검정.

  1. 각종 환경으로부터 신규 biosurfactant 생산 우수 균주를 탐색, 지속적 분리 및 특성  

    규명.

  2. 분리 균의 동정.

  3. Biosurfactant의 분리 정제 및 구조 결정.

  4. 정제된 물질의 유화 활성, 안정성, 길항력 등의 특성 규명.

나. 제 1 세부 과제 ; Biosurfactant 대사 관련 유전자의 발굴 및 기능분석

    1. 각종 환경으로부터 신규 biosurfactant 생산 우수 균주를 탐색, 특성 규명.

    2. 우수 생산 균주의 lipopeptides계 물질 생산관련 유전자 클로닝

    3. 우수 생산 균주의 유류분해 관련 유전자의 클로닝

    4. 클로닝된 유전자의 구조 해석 및 기능 분석.
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다. 제 2 협동 과제 ; 식물병 방제와 환경 정화 효과 검정 및 대량 생산 제조 기술   

확립.

    1. Lipopeptide계 biosurfactant를 생산하는 균주의  Botrycis  속 병원균의 길항력 확인  

      포장 실험

    2. Biosurfactant 대량 생산을 위한 최적 조건 확립.

    3. Biosurfactant 경제적 생산을 위한 대량 배양용 배지 선발.

    4. 개발된 처리제의 농업적 이용 방안 확립을 위한 온실 및 포장 적용 시험.

    5. 제제 개발 및 시제품 제작.
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제 2 항 연차별 연구개발 목표와 내용

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

(2003.

∼

  2004.)

 

․제 1 협동 과제

 신규 biosurfactant 생산 토착 균주 

선발, 특성 및 효과 검정

․ 제 1 세부 과제

 Biosurfactant 대사 관련 유전자의 

확보 및 기능 분석.

․제 2 협동 과제.

 식물병 방제 효과 및 환경 정화 검

정 및 대량 생산 제조 기술 확립.

○ 신규 biosurfactant 생산 우수 균주 선발

   - 다양한 site로부터 균주의 탐색 및 분리

   - 균주의 생리․생화학적 특성 검토

   - 미생물의 계면활성능 검정

○ Biosurfactant 생산 관련 유전자의 획득

   - Biosurfactant 생산관련 유전자 확보

   - Biosurfactant 생산관련 유전자 구조해  

     석

○ 최적 배양 조건 및 경제적 대량 생산법   

   확립

   - 생물 배양 조건 및 최적배지 검토

2차 년도 

(2004.7

∼

2005.7)

○ 신규 biosurfactant 생산 우수 균주 선발

   - 균주의 생리․생화학적 특성 검토

   - 미생물의 계면활성능 검정

   - 생물학적 활성을 보이는 물질 분리

○ Biosurfactant 생산 관련 유전자의 획득

   - Biosurfactant 생산관련 유전자 확보

   - 유류분해 관련 유전자의 확보

○ 최적 배양 조건 및 경제적 대량 생산법   

   확립

   - 생물검정 (포장 및 온실 실험)

   - 생물 처리 조건 검토

3차 년도

(2005.

∼

2006. )

○ Biosurfactant 생산 우수 미생물 선정

   - Biosurfactant의 안정성, 유화활성 평가

   - 신규 biosurfactant의 분리 및 구조동정

○ Biosurfactant 생산 관련 유전자의 획득

   - Biosurfactant 생산관련 유전자의 기능  

     확인

   - 유류분해 관련 유전자의 구조해석 및   

      기능 검토

○ 최적 배양 조건 및 경제적 대량 생산법   

   확립

   - 병원균 방제효과가 우수한 생물 제제의  

     개발

   - 개발된 시제품의 검정.
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제 2 장 국내․외 기술 개발 현황

 제 1 절  국내․외 관련 기술의 현황과 문제점

제 1 항 국내 기술 현황 

 

가. Biosurfactant 생성 미생물 선발과 특성

    1) 토양 및 해양 미생물, Bacillus 속, Burkholderia  속, Pseudomonas 속에서 생산되  

      는 자원이 확보 되어 있음. 특히 본 연구팀에는 다양한 활성을 지닌 균종이 확보되  

      어 있으며, Bacillus  속 균종은 특허 출원 중이며 한국 생명공학연구원 유전자은행에  

      기탁되어 있다(균주 번호 KCTC 10383BP  및 KACC  91018).

   

나. 미생물의 배양학적 및 생성 biosurfactant의 특성 (lipopeptide 계 물질)

    1) 유류를 유일한 탄소원으로 이용하여 다양한 온도와 pH에서 생육하며 biosurfactant  

      생성조건 확립되어져있다.

    2) 생성된 물질의 유화 활성 및 유화 안정성이 화학 계면활성제와 대등하거나 우수하  

      다.

    3) 생성된 물질의 식물 병원성 생육 억제 효과로 잿빛곰팡이병을 유발하는 Botrytis    

      속 및 Rhizoctonia 속에 대해 높은 항균 효과가 밝혀져 있다.

  

다. 대량 배양 및 대량 생산 기술

    1) 농업 부산물 및 폐유 등을 이용한 생산 미생물의 대량 배양 기술 및 최적 배지 선  

       발이 요구된다.

    2) Biosurfactant 대량 생산이 가능한 돌연 변이주의 확보가 요망된다.

    3) Lipopeptide 및 Rhamnolipid 계열 생산 대사 관련 유전자가 일부 세균에서 획득되  

       어진 것은 외국의 경우이며 국내에선 사례가 거의 없다.

제 2 항 현 기술 상태의 취약성

가. 미생물 생산의 biosurfactant의 각종 계면활성능의 연구 및 화학제품의 대용을 위한    

   연구가 매우 미흡한 상태이다. 
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나. Biosurfactant 생산 유전자 및 개발을 위한 생물 소재의 탐색이 한정된 균종에만 국한  

    되어 있는 점이 취약하다.

다. Biosurfactant는 당지질 또는 당단백 등의 복잡한 물질 구조를 가지므로 대사 관련 유  

    전자는 염색체 상에서 cluster를 형성하여 존재하거나 넓은 역에 걸쳐 존재할 것으  

    로 생각됨으로 이들 유전자 탐색 및 이용에 대한 연구에 국내외에서 아직 초보 단계  

    라고 판단된다.  

제 2 절  앞으로 전망

1. 환경 친화적인 산업기술의 개발은 21세기에 들어와서 가장 관심의 대상이 되고 있으며, 그 중 미  

  생물을 이용한 bioremediation 기술은 매우 경제적이며, 미래 기술로서 각광받고 있다. 그러나 성   

  공적인 적용을 위해서는 관련 미생물들의 생화학적 연구와 생물체의 유전정보를 바탕으로 한 생체  

  내에서의 관련 분해기구 및 분해대사경로 규명 등을 포함한 생물학적 분해에 대한 총체적 이해가  

  필수적이다. 

2. 계면 활성제 산업의 미래 전망은 저독성이며 생분해성인 환경 친화적 제품 및 고기능화  

  적 제품에 대한 수요가 증가 될 추세이므로 경제성 있는 biosurfactant의 수요는 급속히  

  증가될 것으로 추정된다. 따라서 경쟁력 있는 기능성 biosurfactant 생산 기술을 개발하  

  여 국내 수요 증가에 대비하여 높은 수입 의존도에 대비해야 될 필요성이 제기 된다. 

제 3 절  기술도입의 타당성

1. 미생물을 이용한 처리제는 환경 적응력이 중요하므로 국내에서 분리한 토착 균주의 이  

  용이 가장 효율적이라고 생각된다.

2. 본 연구 과제는 신종의 biosurfactant 생산 생물 소재의 개발 측면에서는 기존의 기술을  

  반복하여 우수한 것을 찾아 낼 수 있으리라 기대되며, 생명 공학적 기법을 도입한 연구  

  과제는 처음 시도하는 연구이긴 하나 외국의 기술 도입 없이 실험을 수행할 계획이다.   

  본 연구자의 지난 연구에서 미생물 유전자의 재조합 및 대량 발현 시스템, 풍부한 연구  

  경험으로 축적된 연구 기법으로 가능할 것으로 생각된다. 
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3. 항 진균작용 및 농경지 토양에서의 효과 검정도 동아대학교 부속 농장 등의 자체 시설  

  과 본 연구 참여 전문가들에 의하여 일차 검정을 수행한 후, 전문 산업 연구기관에서도  

  검증할 것이다.
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제 3 장 연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절 서론

 급속한 산업화와 도시화에 따른 인류 문제점 중에서 가장 심각하게 대두되어 있는 것이 

환경오염문제이다. 환경오염은 인간 생활의 편리함을 추구하는 과정에 부수적으로 수반되

는 환경오염물질의 과다한 사용에 따른 필연적인 결과로서 환경의 정상적인 자정작용을 

넘어서서 인간의 건강과 생명을 위협하고 있어 인류의 미래에 불안한 그림자를 드리우고 

있다. 이러한 오염은 토양오염, 지하수 오염 나아가 농작물의 오염을 유발하여 인류의 의

식주가 환경오염물질에 노출되어 심각한 사회문제가 되고 있다. 환경오염은 지속적으로 확

산되고 있는 실정이나, 환경오염을 예방하고 예측하고, 정화하기에는 매우 기술적인 난점

이 많으며 시간적으로도 경제적으로 많은 노력과 투자가 필요하다. 환경오염 물질은 유기

물에서 중금속등 무기물까지 다양하다. 이러한 물질은 많은 부분이 난분해성이므로 그 처

리를 위하여 끊임없는 기술 개발이 요망되는 분야이다. 토양 오염은 특히 적절한 세척제를 

이용하는 토양세척 기법을 도입하여 정화가능하며, 계면활성제가 일반적으로 세척제로 사

용되고 있다.

지구 인구는 과 화되어 있고 지구상에는 아직도 기아와 가난에서 벗어나지 못하고 있

는 지역도 있어 식량 증산이 중요한 과제로 중요시되고 있다. 또한 소득중대와 인류의 필

요에 따른 각종 작물의 증가와 유용식물의 작물화 등으로 화학 합성 농약의 사용이 계속

되고 있다. 최근에는 국내에서도 지역사회의 세수 발굴과 지역개발 그리고 국민 소득의 증

가와 여가 활용을 위하여 골프장이 급증하고 있어 과다한 화학농약의 사용이 문제가 되고 

있다. 화학 합성 농약은 지속성과 속효성을 가지기 위하여 구조적으로 자연 분해 및 자정

작용으로는 쉽게 분해도지 않으며 분해되지 않는 동안 세포독성이 있으므로 환경오염과 

환경독성의 한 요인이 되고 있다. 그러므로 생물농약의 개발이 절실히 요구되고 있으며 화

학농약 사용을 줄이면서 생물농약으로 이를 대체하고 있는 추세이다. 이러한 생물농약으로 

개발되고 있는 미생물들은 다양한 형태의 물질을 생산하며 이들은 항 미생물 작용만 아니

라 많은 부분에서 계면 활성 작용도 나타내고 있다.

계면활성제는 오일/물 또는 공기/물 표면간과 같은 극성과 수소결합정도가 다른 액상사

이의 표면간에서 분별되는 친수성과 소수성을 모두 가지고 있는 분자들이다. 이들은 세제, 
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유화제, 기포제, 분산제제로서 사용되고 있으며, 식품, 생활용품, 세제, 의약품, 화장품, 섬

유, 기계, 금속, 건축, 고무, 플라스틱, 도료, 사진공업 등에서도 필수 불가결한 요소이다. 우

리나라에서는 가장 많이 쓰이고 있는 곳은 섬유공업이며 식품이나 의약품공업에도 그 용

도가 증가하고 있는 실정이다. 그러나 현재 사용되고 있는 계면활성제는 석유에서 화학적

으로 만들어져 있어 수질 등 오염의 원인을 제공하며, 독성이 높고 분해가 쉽게 되지 않는 

점을 문제점으로 가지고 있다. 그리고 극한적인 온도와 pH 그리고 염도에서는 사용할 수 

없다. 그러므로 계면활성제의 생분해도를 높이려는 시도와 함께 계면활성제 사용을 규제하

고 환경과 조화를 이룰 수 있는 계면활성제의 개발과 생산이 요구되고 있다. 이와 같은 추

세는 환경문제의 심각성과 함께 시민 의식의 할당으로 점점 그 요구가 증대할 것으로 예

상되고 있다. 생물학적 계면활성제에 대한 연구는 이러한 점에서 그 중요성이 인식되어 최

근 연구가 시작되어 끊임없이 주목을 받으며 활발히 연구되고 있는 분야이다. 이들은 독성

이 낮으며 잘 분해되며 극한적인 온도, pH 그리고 염이 존재하는 곳에도 활용 가능하다. 

이들 생계면활성제는 다양한 미생물에 의하여 생산되고 있다. 이들은 분자량에 기초하여 

구분되고 있으며 첫째로서 저분자량 생계면활성제는 glycolipid, lipopeptide, corynomycolic 

acid, phospholipid 등이며 고분자량 분자는 emulsan, alasan, liposan, polysaccharide 그리

고 단백질 복합체가 포함되고 있다. Lipopeptide는 bacillomycin, iturin, lichenysin, 

mycosubtilin, plipastatin, surfactin 등 Bacillus 속이 생산하는 것을 포함하고 있으며, 표면

활성뿐만 아니라 항진균 및 항생 작용도 나타내고 있다. 특히 이들은 환경친화적으로 산업

에서 화학적 계면활성제의 대체 물질로서 사용되며 특히 오일 오염의 해결과 토양에서의 

생물정화 (bioremediation)등과 같은 환경 분야에서의 사용이 빈번하며 나아가 그 사용이 

증가하고 있는 추세이다. 특히 최근에는 생물학적 방제 효과도 동시에 있음에 착안하여 생

물농약개발과 병행하여 생물 계면활성제에 대한 연구 개발이 시도되고 있어 연구 개발 인

력이 보강되고 있다.

또한 미래기술로서 아토피, 건선 등에서 나타나는 면역기능 이상을 정상화 할 수 있는 

면역 조절제의 개발로 직결될 수 있기에 생물 계면활성제에 대한 연구가 더욱 활발히 이

루어지고 있다. 면역조절 물질도 항균효과와 계면활성 효과가 있으므로 해서 생물 계면활

성제는 면역조절 물질, 항생물질 나아가 항진균제제의 개발로도 연결될 수 있다. 특히 상

기의 저분자량 생물 계면활성제인 corynomycolic acid는 국내 벤처 기업에 의하여 대량 생

산 기술을 토대로 다양한 기능성 소재로 개발되어 판매되고 다양한 미생물을 탐색하여 다

양한 biosurfactant가 보고되고 있다. 한편 구조와 기능에 대하여도 충분히 연구되고 있으

며, 또한 혈전 형성억제 등 다양한 기능도 가지고 있다고 보고되고 있다. 이들 
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biosurfactant는 그 합성에 대하여도 많이 규명되고 있을 정도로 매우 관심을 가지고 연구

되고 있다.

 그러므로 본 장에서는 생물학적 계면활성제를 생산하는 균주를 분리하여 이들 생산 균주

를 동정하 으며 몇몇 균주를 선별하여 이들의 특성을 규명하 으며 화학 합성 계면활성

제와 비교 분석하 다.

제 2 절 :  신규 biosurfactant 생산 토착 균주 선발, 특성 및 

효과 검정

1. 연구수행 방법

가. Biosurfactant 생산능이 우수한 길항 미생물의 분리

  배지 중에 탄소원이 결핍된 C-배지 (carbon-minimal medium)를 사용하여 biosurfactant
를 생산하는 미생물을 분리하 으며, 사용된 배지의 조성은 NaCl 30 g/l, (NH4)2SO4 5 g/l, 

K2HPO4 2 g/l, KH2PO4 1 g/l, MgSO4․7H2O 0.2 g/l, yeast extract 0.2 g/l, CaCl2 10 

mg/l, FeSO4․7H2O 10 mg/l  및 trace element 용액 2 ml (7H2O 7 mg/l, CoCl2․6H2O 6 

mg/l, MoO3 1 mg/l,  H3BO3 1 mg/l, NiSO4․6H2O 1 mg/l, ZnSO4․CuSO4․5H2O 0.5 

mg/l)이고, 배지의 pH를 7.0으로 조정하여 사용하 다. 위와 같은 조성의 배지에 탄소원으

로 crude oil 또는 soybean oil을 1 % 첨가한 다음 채취한 샘플 희석 액을 1 % 첨가하여 

7일간 진탕 배양하 으며, 이때 생육된 균을 새로운 C-배지에 균주 및 원유를 각각 1%로 

첨가하여 다시 배양하 다. 이렇게 3회 반복하여 생육한 균주를 LB 고체배지에 도말하여 

37 ℃에서 배양하 다. 선별된 단일 콜로니를 LB 액체배지에서 각각 전 배양시킨 후, 식물

병원성 곰팡이 Rhizoctonia solani,  Fusarium oxisporum 및 Botrytis cineria 3종의 곰팡이

와 대치 배양을 통해 생육 저해 역을 가지는 균주들을 분리하 다.

 또한, 분리균들 중 A8-8, LP03 및 TBM40-3은 2 % crude oil 포함된 LB 고체배지에 균

주를 접종하고 37 ℃에서 24시간 배양하여, 유류분해 여부를 확인하 다. 

나. Lipolytic 효소 생산 균주의 분리

  Lipolytic 효소를 생산하는 균주의 분리를 위하여 부산시 사하구 일대 가정하수의 일부
를 채취하여 시료로 사용하 으며, 배양배지는 LBM, R2A, M9 배지를 사용하 다. 배지의 
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조성은 LBM 배지는 polypeptone 10 g/l, yeast extract 5 g/l에 탄소원으로 glucose 1 g/l

를 첨가하 으며, R2A 배지는 yeast extract 0.5 g/l, proteose peptone 0.5 g/l, casamino 

acids 0.5 g/l, glucose 0.5 g/l, soluble starch 0.5g/l, Na-pyruvate 0.3 g/l, K2HPO4 0.3 g/l, 

MgSO4․7H2O 0.05 g/l이고, M9 배지의 조성은 Na2HPO4 6g/l, K2HPO4 3 g/l, NH2Cl 1 

g/l, NaCl 0.5 g/l와 같다. 각 배지에서 37 ℃, 180 rpm으로 진탕 배양한 균주를 1% 

tributyrin이 첨가된 LB 고체 배지에 도말하여 37 ℃에서 배양하여 생육활성대를 형성하는 

것을 lipolytic 효소 활성 우수균으로 선별하여 사용하 다. 

 
다. 균주의 염색체 DNA의 분리 및 동정. 

  선별된 균주의 동정을 위하여 형태학적, 생리학적, 생화학적 특징을 조사한 후 Bergey's 
manual of systematic bacteriology와 Manual of Methods for General Bacteriology를 근

거로 하여 동정하 다. 또한 정확한 동정을 위하여 균주의 염색체 DNA를 다음과 같이 분

리하 다. 염색체 DNA를 얻기 위하여 pre-culture한 균주를 LB배지 3 ml에 접종하여 37 

℃ shaking incubator에서 4 ∼ 6시간 동안 배양하 다. 배양된 균주를 집균하여 1 X 

TEN buffer(Tris-HCl, EDTA, NaCl)로 washing하 다. 100 μl 멸균수를 첨가하여 95℃ 

이상의 water bath에서 10 분간 세포를 파괴하 다. 파괴된 세포를 13000 rpm, 4 ℃에서 

10 분간 원심분리하여 염색체 DNA가 포함되어있는 상등액을 얻고, 이렇게 분리된 염색체 

DNA를 주형으로 하여 PCR(95 ℃, 1 min: 55 ℃, 1min: 72 ℃, 2 min: 30 cycle)반응을 수

행하 으며, 이들 균주의 16S rDNA를 획득한 다음 16S rDNA의 염기서열을 결정하 다. 

이때 PCR 반응에 사용된 primer는 E. coli  16S rDNA의 upstream 9-27 bp와 downstream 

1,542-1,525 bp의 역을 oligonucleotide로 작성하여 사용하 다 (primer F : 

5'-G A G T T T G A T C CT G G CT CA G -3', p rim er  R  :  5 '-AGAAAG G A G G

T G A T C CA G C C - 3 ' ) . 이들의 16S rDNA의 염기서열을 결정한 다음 GenBank 

Database를 통하여 상동성을 비교하 으며, Bacillus 속과 Pseudomonas  속의 종들과 유전

학적인 유연관계를 알아보기 위하여, ClustalX program을 이용하여 phylogenetic tree를 제

작하 다. 또한, Bacillus  속의 균주들은 더 정확한 동정을 위하여 Bacillus  속의 gyrA 유

전자 서열로부터 프라이머를 작성하 다 (F, 5′-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT

3′, R, 5′-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3′). 작성된 primer를 이용하여 gyrA 

유전자 부위를 합성하여 위의 16S rDNA에서와 마찬가지로 phylogenetic tree를 제작하

다.   
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2. 연구 결과

가. Biosurfactant 생산능이 우수한 길항 미생물의 분리

 1) 태백산(TBM) 및 계방산(GBM)으로부터 길항력 우수 균주의 분리 

  Biosurfactant 생산력이 우수한 신규 미생물을 분리․선별하고자 각종 산지 토양에서 샘

플을 채취하여 미생물 균주를 분리하 다. TBM 균주는 태백산에서, GBM 균주는 계방산 

부식토에서 각각 분리한 균으로 길항성 검증을 위하여 식물 병원성균에 대한 길항력이 우수

한 균주를 우선 선발 하 다. 태백산과 계방산의 부식토로부터 식물병원성 균인 Rhizoctonia 

solani,  Fusarium oxisporum 및 Botrytis cineria  3종에 각각 길항 활성을 보이는 총 50여 

균주를 분리하여 이들 중 47균주를 길항성 균주로 선발하 다. 이 중에서 식물병원성균류 3

종에 대하여 길항활성을 나타내는 균은 TBM40-3, TBM1552(2)-11, TBM3101(3)-9, 

GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, GBM3308(3)-12 및 GBM3309(3)-11 이며, 특히 이 균들은 3

종의 병원성 균에 대하여 우수한 활성을 나타내었다(Table 1-1, 1-2, Fig. 1-1 ∼ 1-3). 

2) 덕유산(DYL) 토양으로부터 길항력 우수 균주의 분리

  덕유산 토양으로부터 Tributyrin을 잘 분해하는 균주와 식물 병원성 곰팡이, B. cineria, 

F. oxysporum에 길항력이 우수한 균주를 선별하 다. DYL11, 12, 14, 17, 19, 110, 111, 112, 

116, 126, 128, 130, 239의 균주가 분리되었다. 이 중에서 tributyrin을 잘 분해하는 균주는 

DYL 19, 128, 130, 239 이었고, B. cineria와 F. oxysporum에 동시에 활성을 가지는 균주는 

DYL 14, 110, 111, 112, 130이었다 (Table 1-3). 또한 분리된 균주들의 특성을 파악하기 위해 

lipase 활성 테스트를 하 다.  길항작용이 가장 강한 균주는 DYL 130, lipase 활성이 가장 

좋은 균주는 DYL239이었다.

 Bacillus  sp. 균주가 생산하는 lipopeptide antibiotic에는 surfactin, fengacin, iturin등이 있

으며, 특히 lipopeptide antibiotic 항균특성과 biosurfactant 특성을 동시에 가지고 있다. 

DYL130 이 병원균에 대한 길항력을 알아보기 위해 Botrytis cineria, Fusarium 

oxysporium 와 30 ℃에서 2-3일 동안 대치배양 한 결과, DYL130은 B.  cineria, F. 

oxysporium 에 높은 활성을 보 다 (Table 1-3, Fig. 1-2 ∼ 1-3). 또한 DYL239는 lipase 

활성이 가장 강하게 나타나서 lipase 관련 유전자 탐색에 계속적인 실험을 수행 하 다 

(Table. 1-3).

3) 실험실 보유 균주

  부산시 강서구 인근의 유류오염 지역으로부터 토양을 채취하여, biosurfactant 생성이 우수한 
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미생물을 분리하기 위하여 탄소원이 결핍된 C-배지 200 ㎖에 탄소원으로 crude oil 및 식용 oil

이 1% 되게 첨가하여 37 ℃, 200 rpm으로 7일간 진탕 배양한 후, crude oil 분해능 및 유화제 

생성능을 가진 세균이 생육하는 것을 확인하 다. 이렇게 3회 반복하여 생육한 균주를 LB-고체

배지에 도말하여 37 ℃에서 배양하 다. 선별된 단일 균주를 LB 액체배지에서 각각 전 배양시킨 

후, trybutyrin이 첨가된 배지에 배양한 후 투명환이 생성된 것을 우수한 균주로 보아 단일 콜로

니를 선별하 다. 이 단일 콜로니들을 LB 액체배지에 접종하여 37 ℃에서 전 배양시킨 후, 

crude oil 분해능 및 trybutyrin 분해능을 가진 수십 종의 균주를 분리하 으며, 이중에서 분해능

이 강력한 A8-8 균주에 대하여 식물 병원성 곰팡이 Rhizoctonia solani, Fusarium oxisporum 

및 Botrytis cineria 3종에 대하여 항진균 효과를 확인한 결과 우수한 결과를 나타내었다

(Fig. 1-1 ∼ 1-3).

  LP03 균주는 경남 김해 지역의 하우스 토양 sample에서 biosurfactant 생성능이 우수한 

미생물을 분리하기 위하여 A8-8과 같은 방법으로 균주를 분리하 다. 이중에서 분해능이 

강력한 LP03 균주에 대하여 계속하여 실험하 다. 또한 식물 병원성 균 Rhizoctonia 

solani,  Fusarium oxisporum 및 Botrytis cineria 3종에 대하여 항진균 효과를 확인한 결

과 아래의 그림(Fig. 1-1 ∼ 1-3)과 같이 분명한 생육 저지대를 나타내었다.

4) Crude oil 분해 실험

 분리된 균주 중 A8-8, LP03, 그리고 TBM40-3은 crude oil의 분해를 확인하기 위하여 

LB 고체 배지에 crude oil을 첨가하고, 24 시간 배양한 후 투명대를 관찰하 다(Fig. 1-4). 

LP03은 3 균주 중 투명대 역이 가장 큰 것을 관찰할 수 있다. 이것은 유류분해 활성이 

가장 강한 것을 말한다. A8-8과 TBM40-3도 강한 유류분해 활성을 가지는 것을 확인 할 

수 있었다.  
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Table 1-1. Antagonistic ability of isolates(TBM) against phytopathogenic fungi.

Isolated
bacteria

Phytopathogenic fungi

R. solani B. cineria F. oxysporum

TBM

39(2)-1 - + +

39(2)-10 + ++ -

39(2)-11 - ++ +

40-3 +++ ++++ +++

40-4 - + -

40(2)-6 - + +

40(2)-8 - + -

40(2)-9 - ++ ++

40(3)-4 +++ + -

40(3)-5 - + -

40(5)-5 - + -

163(1)-2 + + +++

1552(1)-3 ++ - -

1552(2)-11 ++++ +++ +++

1552(2)-14 + ++ ++

1552(3)-11 +++ - +

1552(5)-10 - + ++

1654-2 - + -

1654(4)-5 - - -

3100(5)-8 ++++ - +++

3100(4)-52 +++ - -

3101-1 - - -

3101(1)-4 - - -

3101(3)-9 ++++ +++ +++

3101(3)-12 - ++ -

3101(5)-5 - + -

3102(3)-4 - + -
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Table 1-2. Antagonistic ability of isolates(GBM) against phytopathogenic fungi.

3103-5 ++ + -

3103(1)-53 - - +

3104(5)-56 +++ + ++

31328 - + -

Isolated
bacteria

Phytopathogenic fungi

R. solani B. cineria F. oxysporum

GBM

3300(5)-2 - + ++

3301(5)-10 - + -

3302(2)-3 +++ +++ +++

3302(3)-13 - + -

3302(5)-14 ++ + -

3304(5)-8 - + -

3304(4)-6 ++ + +

3305-1 - - -

3305(2)-85 - - -

3305(3)-81 + - +

3305(2)-85 - - -

3307(4)-4 +++ +++ +++

3308(2)-15 + + -

3308(5)-15 - + -

3302(5)-14 ++ + -

3308(3)-12 ++++ +++ ++++

3309(3)-11 ++++ +++ ++++

3309(5)-11 +++ + ++
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Table 1-3. Antagonistic ability of isolates(DYL) against phytopathogenic fungi.

 

Isolated

bacteria
Tributyrin

Antifungal activity
Lipase

gram 

stainingB. cineria F. oxysporum

DYL 

DYL11 + ++ + ++ +

DYL12 ++ - - - -

DYL14 + + ++ ++ +

DYL17 ++ - - + +

DYL19 +++ - - ++ +

DYL110 + + ++ ++ +

DYL111 - - - - +

DYL112 ++ + + ++ +

DYL116 ++ + ++ ++ +

DYL126 ++ - - ++ +

DYL128 +++ - - ++ +

DYL130 +++ +++ +++ ++ +

DYL239 ++++ - - ++++ -
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Fig. 1-1. Antifungal activity of   isolated bacteria on Rhizoctonia solani.
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Fig. 1-2 Antifungal activity of   isolated bacteria on Botrytis cineria.

Fig. 1-3.  Antifungal activity of  isolated bacteria on Fusarium oxysporum.
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Fig. 1-4.  Crude Oil-degrading activity of microorganisms

나. 분리된 균주의 동정

1) 태백산(TBM) 및 계방산(GBM) 분리 균주의 동정

  분리 균주 중 식물병원성 균 3종에 대하여 우수한 길항력을 가지는 TBM40-3, 

TBM1552(2)-11, TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, GBM3308(3)-12 및 

GBM3309(3)-11를 그람양성, 그람음성을 판별하기 위해서 그람염색을 하 다. 그람염색법에 

의해 판별한 결과 GBM3307(4)-4만 그람 음성이었고, 나머지 TBM40-3, TBM1552(2)-11, 

TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3308(3)-12 및 GBM3309(3)-11은 그람양성균으로 확인

되었다. 그리고 이들은 대부분 rod type의 형태로 관찰되었으며, TBM3109(3)-11는 구균으

로 확인되었다. 분리 균주들의 형태적인 특징은 생리․생화학적 동정에 앞서 균종을 예비

로 판정하는 지표로 삼았다. 분리된 7 종의 균주들의 염색체 DNA를 분리하여 PCR 반응

의 주형으로 사용하여  E. coli의 16S rDNA를 토대로 작성된 primer를 이용하여 PCR 산물 

약 1.5 kb 얻고, 이것을 pGEM-T easy에 cloning하여 염기서열을 결정하 다. 결정된 16S 

rDNA 염기서열은 NCBI BLAST를 통해 상동성을 조사하 으며, ClustalX program을 이

용하여 유사한 Bacillus 종 및 Pseudomonas  종과의 유전학적인 연관성을 조사하 다 

(Fig. 1-5). 그 결과 TBM40-3, TBM1552(2)-11, TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, 및

GBM3308(3)-12는 Bacillus 속의 균주들과 98 %이상의 높은 상동성을 보 다. 

GBM3307(4)-4는 Pseudomonas 속의 균주와 98 %이상의 상동성을 보이며, GBM3309(3)-11

는 Micrococcus 속과 98 % 이상의 상동성을 보 다. Bacillus 속의 균주들은 더 정확한 동

정을 위하여 gyrA의 유전자서열을 분석한 결과 Fig. 1-6에서와 같이 균주들간 상관성을 가



- 43 -

졌다. gyrA 유전자 서열의 경우 같은 종에서는 98 %이상의 상동성을 보여 주고, 다른 종에

서 상동성은 90%이하로 떨어진다. 따라서 TBM40-3은 B. vallismortis, TBM1552(2)-1은 B. 

amyloliquefaciens, TBM3101(3)-9과 GBM3308(3)-12는 B. subtilis, GBM3302(2)-3은 B. 

pumilus로 동정하 다. 또한 GBM3307(4)-4와 GBM3309(3)-11은 각각 Pseudomonas sp.와 

Micrococcus sp.로 동정하 다.

  또한 이들 선발 균주의 생리․생화학적 성질에 기초한 동정 결과. GBM3308(3)-12는 동정 

kit 결과 Bacillus subtilis와 90.9 %의 상동성이 있음으로 확인되었고, GBM3309(3)-11는 

Micrococcus sp.(72.3 %), TBM40-3은 Bacillus vallismortis(89.65 %), GBM3302(2)-3는 

Bacillus pumilus(99.9 %), GBM3307(4)-4는 Pseudomonas fluorescens(99.9 %)와 유사한 

결과를 나왔다(Table 1-4 ∼ 1-6). 이것은 16S rDNA와 gyrA 분석과 유사한 결과이다. 따

라서 Bacillus  속의 균주들은 정확한 동정을 위해 gyrA 유전자 분석을 통하여 신뢰도를 

높이는 것이 바람직하고, 다른 속의 균주는 정확한 동정을 위한 유전학적인 지표의 개발이 

필요하다. 

2) 덕유산 분리(DYL) 균주의 동정

  덕유산에서 분리된 균주중 식물 병원성 곰팡이에 대해서 항진균 활성이 가장 우

수한 DYL130은 그램 염색법에 의해서 그램 양성균으로 확인되었으며, 전계방사형 주사

전자현미경(Field Emission Scanning Electron Microscope, JSM-6700F, Jeol, Japan) 관찰

에 의하여 rod type의 형태의 간균임을 확인하 고. 생리․생화학적인 특성을 조사한 결과 

Bacillus  속과 높은 유사성을 가지는 것을 확인하 다(Table 1-7). 좀 더 정확한 유전학적

인 동정을 위하여 16S rDNA 염기서열과 gyrA 염기서열은 NCBI BLAST를 통해 상동성

을 조사하고, ClustalX program을 이용하여 유사한 Bacillus  종과의 유전학적인 연관성을 

조사하 다. 16S rDNA 염기서열은 Bacillus  속의 종들과 99 %이상 높은 상동성을 나타내

었다(Fig. 1-5). 반면에 gyrA 염기서열은 B. atrophaeus, B. subtilis, B. licheniformis, B. 

mojavensis, B. amyloliquefaciens,  와 B. atrophaeus  각각 96 %, 85 %, 83 %, 81 %, 80 

%, 80% 다. 따라서 DYL130은 B. atrophaeus로 동정하 다(Fig. 1-6).

3) 실험실 보유 균주

  A8-8과 LP03은 그램 염색법에 의해서 그램 양성균으로 확인되었으며, 전계방사형 주사전

자현미경(Field Emission Scanning Electron Microscope, JSM-6700F, Jeol, Japan) 관찰에 

의하여 rod type의 형태가 관찰하여 간균임을 확인하 다. 선발균주를 API Kit를 이용하여 
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각 기질에 알맞은 혼탁도(McFarland)의 균액을 넣고 배양한 후 기질의 이용성 등의 결과

를 판독하여 동정용 소프트웨어(APILAB Plus)로 이용하여 동정한 결과 (Table 1-7) A8-8

은 B. subtilis, Bacillus licheniformis 와  B. amyloliquefaciens 각각 97.0 %, 45.2 %, 1.2 

% 이었다. 그리고 LP03은 Bacillus licheniformis, B. subtilis와  B. amyloliquefaciens 각각 

53.0 %, 45.2 %, 1.2 %의 상동성을 보여 Bacillus  속으로 동정하 으며, 좀 더 정확한 동정

을 위하여 16S rDNA와  gyrA 유전자의 분석을 통하여 동정하고자 하 다. 동정을 위하여, 

16S rDNA와  gyrA 유전자의 분석을 통하여 동정하고자 하 다. 16S rDNA 염기서열과 

gyrA 염기서열은 NCBI BLAST를 통해 상동성을 조사하 으며, ClustalX program을 이용

하여 유사한 Bacillus  종과의 유전학적인 연관성을 조사하 다. 16S rDNA 염기서열은 

Bacillus  속의 종들과 99 %이상 높은 상동성을 나타내었다(Fig. 1-5). 반면에 gyrA 염기서

열은 B. subtilis, B. licheniformis, B. mojavensis, B. amyloliquefaciens 및 B. atrophaeus  

각각 96 %, 85 %, 83 %, 81 %와 80 % 다. 16S rDNA 염기서열 보다 gyrA의 염기서열

이 분석결과 Bacillus  속의 종들과 구분이 뚜렷하다는 것을 알 수 있다(Fig. 1-6).
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Table 1-4. Biochemical and physiological characteristics of isolates.

＋: Positive reaction, －: Negative reaction

   

Characteristics GBM3302(2)-3 GBM3308(3)-12 GBM3309(5)-11

Gram strain + + +
Glycerol + + +
Erythritol - - -
L-arabinose + + +
Ribose + + +
D-xylose + - -
Galactose - - -
Glucose + + +
Fructose + + +
Mannose + + +
Sorbose - - -
Rhammose - - -
Inositol - - +
Mannitol + + +
Sorbitol - - +
N-Acetyl-glucosamine + + -
Amygdaline + + -
Maltose - + +
Lactose - - -
Melibiose - + -
Saccharose + + +
Trehalose + + +
Inulin - + -
Raffinose - + +
Glycogen - + +
Xylitol - - -
Gentiobiose - + -
2-Ketogluconate - - -
5-Ketogluconate - - -
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Table 1-5. Biochemical and physiological characteristics of isolates.

＋: Positive reaction, －: Negative reaction

Characteristics TBM 
3307(4)-4 Characteristics GBM 

3309(3)-11
Gram strain - Gram strain +

Reduction of nitrates to 
nitrites - D-mannose -

Indole production - D-maltose -

Fermentation of 
D-glucose - D-lactose -

Arginine dihydrolase + D-trehalose -

Urease - D-mannitol -

Hydrolysis of 

β-glucosidase
- Xylitol -

Hydrolysis of gelatin + D-melibiose -

β-galactosidase - Reduction of nitrates to 
nitrites +

Glucose (asimilation) - Alkaline phosphatase +

Arabinose - Acetyl-methyl-carbinol 
production +

Mamnose + D-raffinose -

Mannitol + D-xylose -

N-acetyl-glucosamine + D-saccharose -

Maltose -
methyl-α
D-glucopyranoside

-

gluconate + N-acetyl-glucosamine -

caprate + Arginine dihydrolase -

adipate - Urease +

malate +   

citrate +   
phenyl-acetate -   
Oxidase test +   
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Table 1-6. Biochemical and physiological characteristics of isolates.

＋: Positive reaction, －: Negative reaction

Characteristics TBM40-3
TBM

1552(2)-1

TBM

3101(3)-9
Gram strain + + +
Glycerol - + +
Erythritol - - -
L-arabinose - + +
Ribose + + +
D-xylose - + -
Galactose + + -
Glucose + - +
Fructose + + +
Mannose - + +
Sorbose - - -
Rhammose - - -
Inositol - - -
Mannitol - - +
Sorbitol - - -
N-Acetyl-
glucosamine

+ - +

Amygdaline + - +
Maltose + - +
Lactose - - +
Melibiose - - +
Saccharose + - +
Trehalose + - -
Inulin - - +
Raffinose - - -
Glycogen + - +
Xylitol - - +
Gentiobiose + - -
2-Ketogluconate - - -
5-Ketogluconate - - -
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Table 1-7. Biochemical and physiological characteristics of isolates.

＋: Positive reaction, －: Negative reaction

Characteristics  LP03 A8-8 DYL-130
Morphological rod rod rod
Gram stain + + +
Mobility + + +
Optimum temperature 37℃ 37℃ 37℃
Growth in air + + +
Physiological    
Ortho-nitrophenyl

β-D-galactopyranoside
+ - -

Arginine dehydrolase - - -
Lysine decarboxylase - - -
Ornithine decarboxylase - - -
Simmons citrate - - -
Production of H2S - - -
Urease - - -
Trytophane deaminase - - -
Indole - - -
Proteolysis of gelatin + + +
Glucose + + +
Maltose + + +
Lactose + - +
Ribose + + +
Glycerol + + +
Erythritol - - -
Mannitol + + +
Inositol + + +
Sorbitol + + +
Xylitol - - +
Cellobiose + + +
Rhamnose - - -
Saccharose + + +
Melibiose + + +
Amygdalin + - -
L(T)arabinose + + +
2-Ketoguluconate - - -
5-Ketoguluconate - - -
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Fig. 1-5. Unrooted phylogenetic tree constructed from analysis of  the 16S rDNA 

sequence of  isolated the strains. 
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Fig. 1-6. Unrooted phylogenetic tree constructed from analysis of  the gyrA  

sequence of  isolated the strains.
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다. Lipolytic 효소 생성 미생물의 분리 및 동정

  덕유산 토양으로부터 tributyrin을 잘 분해하는 균주 DYL239의 균주가 분리되었다. Fig. 

1-7의 A 그림은 고체 배지에서 분해 활성을 확인한 것으로 화살표로 나타낸 것이 DYL239 

균주이다. 다른 colony에 비해서 상대적으로 활성이 우수한 것을 확인할 수 있다. Fig. 1-7의 

B, C 그림은 좀 더 확실하게 활성을 확인하기 위해서 lipase 기질로서 tributyrin과 Tween 

20을 사용하여 활성을 확인하 다. DYL239 균주를 동정하기 위해 분리된 게놈 DNA를 주형

으로 PCR 반응을 수행하여 16S rDNA 서열을 증폭하 다. 증폭된 1.5 kb DNA 단편을 

GEM-T-easy vector에 클로닝하고 염기서열을 결정했다. 16S rDNA 염기서열을 분석하여 

Acinetobacter schindleri로 동정하고 분류도를 나타내었다 (Fig. 1-9). Lipase 활성을 가지는 

Acinetobacter schindleri DY239에 대하여 계속적으로 lipase 유전자 탐구를 수행 하 다.

  부산시 사하구 일대의 가정하수로부터 유용효소를 생산하는 균주를 분리하 다. LB 고

체배지에 도말하여 37 ℃에서 12 시간동안 정치배양 후 생육이 좋은 colony 5 종을 선별하

여 단일 colony를 얻었다. 이 단일 colony들을 1 % tributyrin이 첨가된 고체배지에 도말하

여 배양 후 투명환의 생성여부로 가수분해능력을 확인하 다(Fig. 1-8). 투명환이 생성된 

BD27, 47, 57 균주를 정확한 동정하기 위해서 16S rDNA 동정을 한 결과 BD27, 47, 57 균

주가 Acinetobacter속으로 99 %의 상동성을 나타내었으며, Acinetobacter 속의 균주들과 

연관 관계를 Fig. 1-9에 나타내었다. 그 결과 BD27과 BD47은 Acinetobacter junii와 접

한 관련이 있고, BD57은 Acinetobacter anitratus와 접한 관련이 있다. 이 균주들에 대하

여 lipase 유전자 cloning 등을 계속 실험하 다.
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Fig. 1-6.  The screening of the strain DY239 showing lipase activity and activity 

test by a simple activity staining method. (A) The plate is containing 1 % 

tributyrin and the strain DYL239 is marked by a red arrow. (B), (C) Lipase activity 

tested on the TBN and TWN-LB plates. The plates were prepared by using phenol 

red (0.01 %) along with lipidic substrate(1 % tributyrin; A, 1 % Tween 20; B), 200 

mM NaCl, 10 mM CaCl2 and 1.3 % agar.

Fig. 1-7. Lipolytic activity test of  isolates from Baek-du mountain on LB agar 

plate containing 1 % tributyrin. 
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Fig. 1-8. Unrooted phylogenetic tree constructed from analysis of  the 16S rDNA 

sequence of isolated the strains.(The scale bar indicates 0.01 nucleotide per 

nucleotide position.)
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제 3 절 유용미생물이 생산하는 biosurfactant의 특성

1. 연구수행 방법

가. 균주의 생육도 측정. 

  선별된 균주의 생육정도를 조사하기 위하여, LB액체배지 500 ml에 전배양시킨 균주를 

접종하여 37 ℃에서 90 시간 동안 200 rpm으로 진탕배양하 다. 배양시간에 따른 균체의 

성장은 진탕배양한 배양액을 6 시간 간격으로 일정량 (1 ml) 취하고 UV-VIS 

spectrophotometer(U-1601, Shimadzu, Japan)를 사용하여 600 nm에서 흡광도(optical 

density)를 측정하 다.

  
나. 표면장력 측정. 
  LB 액체배지에서 배양한 균주의 배양액을 6시간 간격으로 취하여 원심분리하 다. 균체

를 제거한 배양 상층액을 Millipore 0.2 μm을 이용하여 여과한 후, Du Nouy Tensiometer 

(Itoh Seisakusho, Ltd. Tokyo, Japan)의 ring method를 이용하여 표면장력을 3회 반복하

여 측정하고 그 평균값을 계산하 다.

다. Biosurfactant의 유화활성 및 안정성

  일반적으로 사용되는 화학합성 계면활성제와 길항작용이 우수한 균주에 의해 생산된 

biosurfactant의 소수성 탄화수소들과 oils 성분에 대한 유화활성 및 유화안정성 시험은 

Cirigliano와 Carman의 방법에 따라서 실시하 다. Biosurfactant 용액은 균주의 배양용액

을 Millipore 0.2 ㎛ 여과막을 통과시켜 멸균시킨 것을 사용하 다. 

 여과액 2 ㎖를 마개 있는 유리시험관에 넣고, pH 3.0의 0.1 M sodium acetate 완충액 2 

ml와 혼합한 용액에 1 ㎖의 기질을 넣고 2분간 최고속도로 vortex mixing 한 후 10 분간 

정치한 후 540 nm에서의 현탁도를 측정하 다. 기질은 soybean oil, crude oil, kerosene 등

을 포함한 8가지 종류의 탄화수소 화합물을 사용하 으며, 화학합성 계면활성제는 Tween 

류, Span 류, Triton X-100, SDS를 사용하 다.

 유화안정성은 유화활성 측정 시와 동일한 방법으로 처리한 후에, 실온에 방치하면서 매 

10 분마다 60 분 동안 540 nm에서의 현탁도를 측정하여 Log 값으로 환산하여 나타내고, 

그 때의 기울기를 유화활성의 안정도, 상수 Kd (시간당 붕괴되는 유화력의 기울기 값)으로 

나타내었다.
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2. 연구결과

가. Biosurfactant 생산 균주의 생균력과 표면장력 

  B. vallismortis  TBM40-3, B. amyloliquefaciens TBM1552(2)-1, B. subtilis  

TBM3101(3)-9, B. pumilus GBM3302(2)-3, P. fluorescens GBM3307(4)-4, B. subtilis  

GBM3308(3)-12, Micrococcus sp. GBM3309(3)-11이 생산하는 biosurfactant이 생산하는 

biosurfactant의 특성을 알아보기 위하여 배양 시간대 별로 표면장력을 측정한 결과를 Fig. 

2-1에 나타내었다. B.  vallismortis  TBM40-3은 배양 후 6시간 되는 때에 표면장력이 급격

히 감소하여 24 시간 후에 배지의 표면장력이 58 mN/m에서 최대 29 mN/m 정도까지 저

하되었으며, 저하된 표면장력은 그 이후에도 계속 유지되어 TBM40-3이 생산하는 

biosurfactant의 표면장력 저하능이 우수한 것을 확인할 수 있었다. B. amyloliquefaciens  

TBM1552(2)-1는 57 mN/m에서 표면장력이 서서히 떨어지다가 최대 54시간대부터 급격히 

떨어져서 31 mN/m까지 감소한다. B. subtilis TBM3101(3)-9는 표면장력의 변화가 거의 없

다. B. pumilus GBM3302(2)-3은 57 mN/m에서 31에서 최대 31.95 mN/m까지 저하되었다. 

P. fluorescens GBM3307(4)-4는 57 mN/m에서 최대 30 mN/m까지, B. subtilis  

GBM3308(3)-12는 57 mN/m에서 최대 29 mN/m까지, Micrococcus sp. GBM3309(3)-11배

양 후 36시간 되는 때에 표면장력이 서서히 감소하여 48시간 후에 배지의 표면장력이 57 

mN/m에서 최대 30 mN/m 정도까지 저하되었다. TBM40-3, GBM3308(3)-12와 

GBM3309(3)-11의 biosurfactant는 30시간부터 30 mN/m 정도의 표면장력을 보이면서 안

정한 곡선을 그린다. 따라서 표면장력 저하능이 우수하다. 

  Bacillus amyloliquefaciens LP03의 배양용액에 생성된 biosurfactant의 특성을 알아보자 
경시적으로 표면장력을 측정한 결과 배양 후 6 시간대부터 급격히 감소하다가 24시간 후

에 배지의 표면장력이 57 mN/m에서 최대 32 mN/m 정도까지 저하되었으며, 이러한 현상

은 생육이 정지된 66 시간 후까지 계속 되었다 (Fig. 2-1).

 Bacillus subtilis A8-8의 배양용액에 생성된 biosurfactant의 특성을 알아보고자 세포의 성장과 

표면장력을 측정한 결과 배양 후 대수 증식기에 해당하는 6 시간대부터 36 시간 까지 배양액의 

표면장력이 급격히 감소하여 배양액의 표면장력이 57 mN/m에서 최대 26 mN/m 정도까지 저하

되었으며, 이러한 현상은 생육이 정지된 66 시간 이후까지 계속 되었다 (Fig. 2-1).  24시간대부

터는 일정한 표면 장력 값을 유지하는데 이것은 biosurfactant의 생산이 정지 되는 것을 말하는 

것이 아니라 배양액 내에 biosurfactant의 농도가 최저 표면장력을 가지는 농도가 존재하는 시점

을 말한다. 그리고 그 이후 에도 계속생산 biosurfactant의 생산은 계속 이루어진다. 이러한 결과

는 해양 유류 분해 세균인 Pseudomonas sp. 으로부터의 계면활성제의 생산이 배양 2일 후인 

정지기 초기에 가장 많이 생산되는 결과와 유사하 다. 
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  Bacillus  atrophaeus  DYL-130이 생산하는 biosurfactant의 특성을 알아보기 위하여 배양 

시간대 별로 표면장력을 측정한 결과(DeNouy Tensiometer : Itoh Seisakusho, Japan) 배

양 후 12시간 되는 때에 표면장력이 급격히 감소하여 28 mN/m로 나타나고, 배양 시간 후

에 배지의 표면장력이 57 mN/m에서 최대 28 mN/m 정도까지 저하되었으며, 저하된 표면

장력은 그 이후에도 계속 유지되어 DYL-130이 생산하는 biosurfactant의 표면장력 저하능

이 우수한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2-1).

Fig.2-1. Cell  growth and surface tension decreases in culture broth by the 

TBM40-3, TBM1552(2)-1, TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, 

GBM3308(3)-12, GBM3309(3)-11, A8-8 DYL130, LP03.

나. Biosurfactant의 유화활성 및 유화 안정성

1) Biosurfactant의 유화 활성

  TBM40-3, TBM1552(2)-1, TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, GBM 
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3308(3)-12, GBM3309(3)-11, A8-8, DYL130 그리고 LP03 각 균주가 생산하는 

biosurfactant의 유화활성을 측정하여 Table. 2-1에 나타내었다. 

 Bacillus vallismortis  TBM40-3이 생산하는 biosurfactant는 soybean oil에서는 유화활성

이 약 2.65로서 가장 높은 활성을 보여주며, crude oil을 기질로 사용한 경우도 높은 활성

을 확인할 수 있다. 또한 tributyrin, tetradecan 및 decane도 비교적 높은 활성을 보이는 

반면에 dodecane, kerosene 등의 탄화수소를 기질로 사용한 경우는 상대적으로 낮은 편이

다. 

  B. subtilis A8-8이 생산하는 biosurfactant는 crude oil에 상당한 유화력을 보 으며, 대두유

에서는 유화활성이 약 2.75로서 가장 높은 활성을 보 으며 kerosene, tributyrin, crude oil도 비

교적 높은 활성을 보인다. 반면에, tetradecane, dodecane 및 decane 등의 소수성 탄화수소를 기

질로 사용한 경우는 전반적으로 낮은 편이 고, 탄소수가 증가함에 따라 활성이 증가하는 경향 

이 다.

  B. atropheus DYL130이 생산하는 biosurfactant는 kerosen에서 유화활성이 약 2.88로서 

가장 높은 활성을 보 으며, tributyrin, soybean oil도 비교적 높은 활성을 보이는 반면에 

decane, crude oil 등의 탄화수소를 기질로 사용한 경우는 상대적으로 낮은 편이 다. 이와 

같은 탄화수소류를 기질로 사용한 결과는 Pseudomonas aeruginosa가 생산하는 계면활성

제의 경우와는 상반되는 활성을 보이는 것이며, kerosen에 대한 유화능력이 뛰어난 것으로 

보인다.

  B. amyloliquefaciens  LP03이 생산하는 biosurfactant는 crude oil에 상당한 유화력을 보

으며, 대두유에서는 유화활성이 약 2.79 unit로서 가장 높은 활성을 보 으며 kerosene, 

tributyrin, crude oil 및 tetradecane도 비교적 높은 활성을 보인다. 반면에, hexadecane, 

dodecane 그리고 decane 등의 소수성 탄화수소를 기질로 사용한 경우는 전반적으로 낮은 

편이 고, 탄소수가 증가함에 따라 활성이 증가하는 경향 이 다.

 B. subtiilis GBM3308(3)-12은 dodecane을 기질로 사용한 경우 2.26으로 가장 높은 활성을 나

타낸다. Soybean oil을 기질로 사용한 경우는 1.46으로 비교적 높은 활성과 다른 균주의 

biosurfactant와 마찬가지로 고른 활성의 범위를 보여 준다.

 Micrococcus sp. GBM3309(3)-11이 생산하는 biosurfactant는 다른 균주들이 생산하는 것과 달

리 tributyrin에 대한 활성이 2.39로 가장 뛰어나며, kerosene, decane 및 soybean oil에서 비교적 

높은 활성을 보여 준다. 

 B. amyloliquefaciens  TBM1552(2)-1, B. substilis TBM3101(3)-9, B. pumilus GBM3302(2)-3, 

및 P. fluorescens GBM3307(4)-4 각 균주가 생산하는 biosurfactant는 각각 kerosene, dodecane, 
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kerosene, crude oil을 기질로 하여 유화활성을 측정한 결과 2.11, 2.35, 2.56, 그리고 2.36으로 각 

기질에 대한 가장 높은 값을 가졌다.

 따라서 같은 종의 균주들이라 할지라도 주로 생산하는 biosurfactant에 의해 다른 기질을 잘 유

화 시킬 수 있는 결과를 보여 준다. 산업적 응용을 위해서는 필요 목적에 따라 균주의 선택이 

반듯이 필요하며, 몇 균주의 복합적인 처리도 필요하리라고 생각되어 진다.

 2) Biosurfactant의 유화안정성

   TBM40-3, TBM1552(2)-1, TBM3101(3)-9, GBM3302(2)-3, GBM3307(4)-4, GBM 

3308(3)-12, GBM3309(3)-11, A8-8, DYL130 그리고 LP03 각 균주가 생산하는 

biosurfactant의 유화안정성을 측정하여 Table. 2-2에 나타내었다. 유화활성의 안정도는 상

수 Kd(시간당 붕괴되는 유화력의 기울기 값)로 나타내었으며, 여러 가지 탄화수소류 및 

oils을 기질로 사용하여 측정하 다. Kd 값이 0에 가까울수록 유화안정성이 우수한 것을 

나타낸다. 

 B. vallisortis TBM40-3이 생산하는 biosurfactant는 soybean oil, tributyrin 및 

hexadecane을 사용하 을 때, 각각 Kd 값이 -0.00, -1.79, -1.86으로 우수한 결과를 나타내

었다.

 B. subtilis A8-8의 경우 soybean oil과 tributyrin에서 각각 -0.00과 -1.88의 결과를 나타내었

다.

 B. atropheus DYL130은 활성이 kerosene에서 활성이 가장 높지만 안정성은 -11.32로 상당

히 낮은 값을 가졌다. 이에 비해 soybean oil에서는 활성도 높으면서 안정성도 -0.00으로 가

장 안정한 것을 확인 할 수 있었다. 

 B. amyloliquefaciens  LP03이 생산하는 biosurfactant는 유화활성이 가장 높은 기질 

soybean oil에서 가장 높은 유화안정성인 -0.13을 나타내었다. 비교적 유화활성 높은 기질 

kerosene에서도 유화안정성이 -0.54로 높은 것을 확인할 수 있었다.

 B. subtiilis GBM3308(3)-12의 biosurfactant는 모든 기질에서 유화안정성이 높은 값을 나타내

었으며, 특히 유화활성이 높은 기질인 dodecane에서 유화안정성 값이 -0.35로 가장 높은 값을 

나타내었고, 그 다음으로 tributyrin과 crude oil에서 유화 안정성이 -0.83으로 측정되었다. 

 Micrococcus sp. GBM3309(3)-11이 생산하는 biosurfactant도 유화안정성이 모든 기질에서 높

은 값을 나타내었으며, 유화활성이 가장 높았던 기질 tributyrin에서는 -1.91이었다. 유화안정성

이 다른 기질과 비교하여  높은 기질은 soybean oil과 kerosene으로 유화안정성 값이 각각 

-0.87, -0.89 다.
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  B. amyloliquefaciens TBM1552(2)-1, B. substilis TBM3101(3)-9, B. pumilus  

GBM3302(2)-3, 및 P. fluorescens GBM3307(4)-4 각 균주가 생산하는 biosurfactant는 모든 기

질에 비슷한 유화안정성을 나타내는 것으로 확인되었다. TBM1552(2)-1는 kerosene에서 -0.64, 

TBM3101(3)-9은 dodecane에서 -1.07, GBM3302(2)-3는 kerosene에서 -0.79, 그리고 

GBM3307(4)-4은 crude oil에서 -0.64로 높은 유화 안정성을 나타내는 것을 확인하 다.

 

3) Biosurfactant와 commercial surfactants의 유화 활성 및 안정성 비교

  Biosurfactant는 24시간째 배양하여 생성된 것을 사용하 으며, 유화제 및 안정제는 재료 및 

방법에 언급된 Sigma 사의 것을 사용하 으며, 각각의 CMC 값을 측정하 다 (자료 미제시), 그

리고 유화 활성 및 안정성은 CMC 값을 기초로 하여 각각의 균주가 생산하는 biosurfactant의 

유화활성이 가장 좋았던 기질로 하여 측정하 다. 그리고 측정된 결과를 biosurfactant와 비교하

여 Table 2-3 ∼ 2-7에 나타내었다. 

  Soybean oil에서 활성이 가장 높았던 TBM40-3, LP03 및 A8-8의 biosurfactants와 Tween 류, 

Span 류, Triton X-100 과 SDS와 비교하 다(Table 2-3). 각각 균주들의 biosurfactant는 

Tween 류 그리고  Triton X-100과 활성 및 안정성이 높거나 거의 유사한 값을 가지므로 충분

히 합성유화제를 대체할 수 있다.

  Tributyrin을 기질로 한 경우, GBM3309(3)-11이 생산하는 biosurfactant와 현재 사용되고 있

는 유화제 및 유화안정제 들과 비교한 것을 Table 2-4에 나타내었다. Tween 80보다는 활성이 

좀 낮지만 다른 유화제들과 비교하 을 때 비슷하거나 우수한 것을 알 수 있었으며, 유화 안정

성도 유사한 값을 가졌다.

  Kerosene을 기질로 한 경우, DYL130의 경우 활성이 가장 높지만 안정성은 -11.32로 크게 떨

어지는 값을 가진다. TBM1552(2)-1과 GBM3302(2)-3은 활성및 안정성 면에서도 합성유화제에 

비하여 대체적으로 우수한 값을 보여주었다(Table 2-5).

  Dodecane을 기질로 한 경우, GBM3101(3)-9와 GBM3308(3)-12의 biosurfactants를 사용하여 

합성 유화제와 비교한 것을 Table 2-6에 나타내었다. 유화활성 및 유화안정성 값이 합성유화제

와 비교하여 비슷한 값을 보여 주는 것을 확인할 수 있다.

  Crude oil을 기질로 한 경우, crude oil에 대하여 유화활성이 가장 높았던 균주 GBM3307(4)-4

의 biosurfactant를 합성유화제와 비교한 것을 Table 2-7에 나타내었다. 유화활성 및 안정성에 

있어서 합성유화제와 비교하여 유사하거나 월등이 우수한 것을 확인 할 수 있었다. 

  각각의 기질에 대한 유화활성 및 유화안정성에 있어서 분리된 미생물들이 생산하는 

biosurfactant는 높은 활성과 안정성을 가지고 있으며, 합성유화제와 비교 하 을 때에도 차이는 

있으나, 유화활성 및 안정성이 유사하거나 뛰어난 것을 확인 할 수 있다. 이것은 본 연구에서 분

리된 미생물 들이 생산하는 biosurfactant를 합성유화제를 대체할 수 있을 것이라 생각한다.
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Table 2-1. Emulsification activity of biosurfactant from bacteria

aThe emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.

Table 2-2. Emulsification stability of biosurfactant from bacteria

aThe log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Substrate

Emulsification activity(OD540nm)a

TBM40-3 TBM 
1552(2)-11

TBM 
3101(3)-9

GBM 
3302(2)-3

GBM 
3307(4)-4

GBM 
3308(3)-12 

GBM 
3309(3)-11 A8-8 DYL130 LP03

Soybean oil 2.65 1.18 0.73 1.46 1.57 1.64 1.58 2.75 2.10 2.79

Tributyrin (C4:0) 1.59 1.15 1.24 2.00 1.22 1.56 2.39 1.94 1.99 1.54

Kerosene 0.84 2.11 1.22 2.56 1.24 1.37 1.97 1.46 2.88 1.75

Crude oil 1.96 1.27 1.19 1.20 2.36 1.17 1.20 1.08 1.16 1.18

Hexadecane (C16) 1.30 1.19 1.20 1.22 1.25 1.31 1.13 1.06 1.59 0.79

Tetradecane (C14) 1.54 1.71 1.64 1.93 1.09 0.87 1.10 0.55 1.40 1.29

Dodecane (C12) 1.17 1.19 2.35 1.24 1.13 2.26 0.94 0.71 1.39 0.39

Decane(C10) 1.62 1.59 1.18 1.12 1.22 1.29 1.69 0.60 1.30 0.30

Substrate

Decay constant(Kd, 10-3)a

TBM40-3 TBM 
1552(2)-11

TBM 
3101(3)-9

GBM 
3302(2)-3

GBM 
3307(4)-4

GBM 
3308(3)-12 

GBM 
3309(3)-11 A8-8 DYL130 LP03

Soybean oil -0.00 -1.06 -1.02 -0.97 -0.95 -2.06 -0.87 -0.00 -0.00 -0.13

Tributyrin (C4:0) -1.79 -1.23 -1.03 -1.11 -0.46 -0.83 -1.91 -1.88 -9.56 -2.22

Kerosene -2.89 -0.46 -1.74 -0.79 -1.02 -1.45 -0.89 -2.32 -11.32 -0.54

Crude oil -3.48 -1.28 -1.49 -1.19 -0.64 -0.83 -1.09 -5.89 -2.21 -5.25

Hexadecane (C16) -1.86 -1.61 -1.21 -1.48 -1.17 -1.34 -1.99 -2.54 -3.18 -3.26

Tetradecane (C14) -4.66 -2.62 -1.89 -1.57 -0.70 -1.28 -2.41 -4.48 -5.08 -3.08

Dodecane (C12) -5.03 -1.77 -1.07 -1.09 -1.33 -0.35 -1.99 -6.41 -3.65 -3.65

Decane(C10) -3.39 -1.79 -2.00 -2.20 -1.39 -1.61 -1.18 -6.11 -5.43 -7.53
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Table 2-3. Comparison of emulsification activity and stabilization by 

biosurfactant and commercial surfactants (soybean oil  as substrate)

a
The emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.
b
The log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Surfactant Emulsification activity (OD540nm)a Decay constant (Kd, 10-3)b

TBM40-3 2.65 -0.00

LP03 2.79 -0.13

A8-8 2.75 -0.00

Tween 20 2.71 -0.14

Tween 40 2.63 -0.12

Tween 80 2.60 -0.14

Span 40 1.80 -0.43

Span 85 0.88 -5.68

Triton X-100 2.36 -0.18

SDS 1.51 -16.05
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Table 2-4. Comparison of emulsification and stabilization properties of 

biosurfactant and commercial surfactants( tributyrin as substrate).

a
The emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.
b
The log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Surfactant Emulsification activity (OD540nm)a Decay constant (Kd, 10-3)b

GBM3309(3)-11 2.39 -1.91

Tween20 2.38 -0.78

Tween40 2.39 -2.18

Tween80 2.71 -1.63

Span85 2.14 -1.22

Triton X-100 1.92 -1.07

SDS 1.88 -2.35
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Table 2-5. Comparison of emulsification and stabilization properties of  

biosurfactant and commercial surfactants (kerosene as substrate ).

aThe emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.
bThe log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Surfactant Emulsification activity (OD540nm)a Decay constant (Kd, 10-3)b

TBM1552(2)-1 2.11 -0.46

GBM3302(2)-3 2.56 -0.79

DYL130 2.88 -11.32

Tween20 2.15 -2.39

Tween40 2.39 -0.64

Tween80 1.98 -0.95

Span85 2.14 -0.48

Triton X-100 2.10 -0.21

SDS 1.65 -5.41
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Table 2-6. Comparison of emulsification and stabilization properties of 

biosurfactant solution and commercial surfactants (Dodecane as substrate)

aThe emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.
bThe log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Surfactant Emulsification activity(OD540nm)a Decay constant(Kd, 10-3)b

GBM3101(3)-9 2.35 -1.07

GBM3308(3)-12 2.26 -0.35

Tween20 2.11 -1.88

Tween40 2.54 -1.18

Tween80 2.27 -1.73

Span85 2.89 -1.02

Triton X-100 2.36 -0.17

SDS 2.13 -0.35
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Table 2-7. Comparison of emulsification and stabilization properties of 

biosurfactant solution and commercial surfactants (crude oil  as substrate).

aThe emulsification assay was performed in the presence of the biosurfactant as 

described in the text. After an initial 10-min holding period, absorbance readings were 

taken every 10 min for 60 min.
bThe log of the absorbance was plotted versus time and the slop(decay constant, Kd) 

calculated.

Surfactant Emulsification activity(OD540nm)a Decay constant(Kd, 10-3)b

GBM3307(4)-4 2.36 -0.64

Tween20 2.11 -2.88

Tween40 2.54 -0.24

Tween80 2.27 -3.95

Span85 2.89 -0.15

Triton X-100 2.36 -0.19

SDS 2.13 -6.43
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제 4절 Biosurfactant의 정제, 특성 및 구조분석

1. 연구수행 방법

가. Biosurfactant의 추출, 물질의 분리 및 구조 분석

  Biosurfactant를 추출하기 위하여 대상균주를 전배양한 용액을 6 리터의 LB 액체배지에 
재접종하여 37 ℃에서 5 일간 진탕 배양하 다.  배양용액을 10,000 rpm에서 10 분간 4 ℃

에서 원심분리하여 균체를 제거한 상등액을 진한 염산을 서서히 가하면서, pH 2.0이 되게 

조정하여 4 ℃에서 하룻밤 방치하여 biosurfactant를 침전시켰다. 원심분리하여 침전물을 

회수하고, 알카리성 수용액 (pH 8.0 with NaOH)에 용해하여 동결건조 시켰다. 건조된 물

질은 methanol로 추출하여 농축한 것을 부분 정제한 biosurfactant로 사용하 다. 세포내에 

존재하는 물질을 추출하기 위하여, 균을 고체배지에 37℃에 5일간 배양한 후 균체를 수거

하 다. 수거한 세포는 Tris buffer를 첨가한 후, sonicator를 이용하여, 균체를 파괴하 으

며, 13,000 rpm으로 4 ℃에서 10 분간 원심분리하여 상등액을 얻었다. 상등액은 다시 

butanol로 3회 추출하여 농축한 것을 부분 정제한 biosurfactant로 사용하 다. 정제한 물질

은 glass TLC (thin layer chromatography, silica gel 60 F254, MERCK) 전개용매는 CH2Cl2 

: MeOH : DW (65: 25: 5) 사용하여 전개하 다. 하이드록시기의 발색시약으로는 10 % 황산을 

사용 하 고, 지질의 발색시약으로는 DPH(1,6-dipheny-1,3,5-hexatriene)을 사용하 으며 유리 

아미노산의 발색시약으로는 ninhydrin을 사용하여 발색시켰다. Lipopeptide의 직접적인 발새을 

위하여 dH2O를 사용하여 발색하 다. 발색을 띄는 band를 회수하여 methanol로 추출하 다. 최

종 methanol로 녹여 HPLC로 분석하 다. 조건은 acetonitrile : H2O (60 : 40)을 용매로 사용하

여 250 nm 파장에서 체크 하 다. 유속은 0.5 ml/min으로 하 고, column은 C18 4.6 × 150 mm, 

5 ㎛을 사용하여 측정하 다. 다른 분석 조건은 methanol : H2O (90 : 10)을 전개 용매로 사용하

여 214 nm 파장에서 체크 하 다. 유속은 2  ml/min으로 하 고, column은 C13 4.6 x 250 mm, 

5 ㎛ 사용하여 측정하 다. HPLC 분석을 통한 peak를 회수하여 다시 같은 방법으로 분석하

다. 회수된 peak의 분자량을 확인하기 위하여 MALDI-TOF mass로 분석하 으며, 아미노산 조

성을 ESI-MS/MS로써 분석하 다. 

나. Biosurfactant의 특성 확인

1) Biosurfactant의 CMC (critical micelle concetration) 측정. 

 정제된 biosurfactant의 CMC는 연속적으로 2배의 농도씩 희석하면서 앞에서 언급한 표면
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장력을 측정하 다. 이 때, 희석비율 vs. 표면장력을 plotting하여 표면장력이 갑자기 증가

하는 지점의 희석비율로부터 농도를 계산하 다. 

2) Biosurfactant의 활성 테스트

 정제된 biosurfactant의 활성을 확인하기 위하여, alkalic water, LB broth, crude 

biosurfactant, 정제된 biosurfactant를 para film에 25 μl를 떨어뜨리고, methylene blue를 

첨가해서 10 분후에 방울을 관찰하고, 사진촬 을 한다.

 정제된 biosurfactant의 crude oil 분해 활성을 확인하기 위하여, petri 접시에 멸균수 20 

ml를 첨가하고, crude oil 20 μl를 첨가하여 oil film을 형성시킨다. 형성된 oil film위에 

biosurfactant를 20 μl를 떨어뜨려 oil film의 붕괴를 확인한다.

2. 연구 결과

가. TBM 균주와 GBM 균주의 Biosurfactant의 정제 및 특성

1) TBM 1552(2)-1, TBM 3100(1)-4, TBM 3101(3)-9, GBM 3302(2)-3, GBM 3304(4)-6  및 

GBM 3309(5)-11, GBM 3305(2)-85 그리고 GBM 3305(3)-81 균주로부터 biosurfactant 분리

  Fig. 3-1에서  TBM 1552(2)-1, TBM 3100(1)-4, TBM 3101(3)-9, GBM 3302(2)-3, GBM 

3304(4)-6  및 GBM 3309(5)-11, GBM 3305(2)-85, GBM 3305(3)-81는 물 발색과 황산 및 UV 

발색에서 다수의 spot으로 물질이 관찰되었다(Fig 3-1). 또한 biosurfactant라고 생각되어 지는 

spot은 T3100(1)-4와 G3302(2)-3을 제외하고, 모든 균에서 똑같은 Rf를 가지는 것을 확인할 수 

있었다. Fig 3-1와 같이 윗부분의 band가 lipopeptide계 biosurfactant로 판단된다.
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: UV

: 물 발색, 산 발색

T1552(2)-1 T3100(1)-4 T3101(3)-9 G3302(2)-3

G3304(4)-6 G3309(5)-11 G3305(2)-85 G3305(3)-81

T1552(2)-1 T3100(1)-4 T3101(3)-9 G3302(2)-3

G3304(4)-6 G3309(5)-11 G3305(2)-85 G3305(3)-81

전개용매 : CH2C l2 : MeOH : D*W 
= 12: 5: 3 

Fig. 3-1.  Thin layer chromatography of extracted biosurfactant from various 

strains.

2) B. subtilis GBM 3308(3)-12, Micrococcus sp. GBM 3309(3)-11 균주의 biosurfactant 분리

 부분 정제된 biosurfacatant를 glass TLC (thin layer chromatography : Merck Silica gel 60 

F254)를 통하여 정제하고 분석하 다. 정제된 sample은 발색시약을 이용하여 발색하여 확인하

으며 정제한 biosurfactant를 glass TLC를 사용하여 구성 물질을 분석한 결과를 Fig. 3-2에 

나타내었다. F1과 F4는 하이드록시기의 발색시약으로 10% 황산을 사용한 것이고, F2와 F5는 지

질의 발색시약으로 DPH(1,6-dipheny-1,3,5-hexatriene)을, F3과 F6은 유리 아미노산의 발색시약

으로 ninhydrin을 사용하여 발색시킨 것이다 (Fig 3-2). 

  Fig. 3-2에서 F1, F2, F3은 B. subtilis G3308(3)-12균주의 결과이고, F4, F5, F6은 

Micrococcus sp. G3309(3)-11균주의 결과이다. B. subtilis G3308(3)-12에서는 Rf값이 0.63인 밴

드를 확인하 고, Micrococcus sp. G3309(3)-11에서는 Rf값이 0.67로 나온 밴드를 확인할 수 있

었고, silica를 어 추출 및 농축, methanol로 최종 volume 2 ml에 녹 다. 녹인 물질은 HPLC

를 통하여 분석한 chromatogram을 Fig. 3-3에 나타내었다. Fig. 3-3의 A는 Micrococcus sp. 

G3309(3)-11균주의 biosurfactant를 HPLC 분석한 결과이고, B는 B. subtilis G3308(3)-12균

주의 biosurfactant를 HPLC 분석한 결과이다. A에서는 retention time이 3.514에서 peak가 

나타났고, B에서는 3.604와 7.986의 2개의 peak가 뚜렷이 보임을 알 수 있다. 특히 B. 

subtilis GBM 3308(3)-12에서는 이들이 iturin A와 surfactin 표준물질과 retention time이 
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다소 일치하지 않았다. MS/MS 분석 결과와 비교하여 확인하여야 할 것으로 판단된다. 

PDA로 체크한 spectrum도 표준물질과는 다소 상이하여 현재의 단계에서는 구조를 판단하

기는 어렵다.

Fig. 3-2. TLC analysis of  extracted crude surfactant from Micrococcus sp.  

GBM3309(3)-11 and  B. subtilis  GBM3308(3)-12. (A : Micrococcus  sp. G3309(3)-11 

B : B. subtilis  G3308(3)-12,  F1 and  F4 : 10% H2SO4,  F2 and F5 

:1,6-dipheny-1,3,5-hexatriene, F3 and F6 : ninhydrin)
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Fig. 3-3.  HPLC chromatogram of biosurfactant from B. subtilis  GBM 3308(3)-12 

and Micrococcus  sp.  GBM 3309(3)-11 (A : Micrococcus  sp. GBM3309(3)-11, B : B. 

subtilis GBM3308(3)-12)
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나. Bacillus subtilis A8-8의 biosurfactant 정제 및 특성

1) Biosurfactant의 분리, 정제 및 분석

  Biosurfactant는 A8-8 배양액으로부터 원심분리하여 세포를 제거하고 12N HCl을 사용

하여 4℃에서 밤새 침전하여 원심분리에 의해 갈색의 침전물을 얻었다. 얻어진 침전물을   

methanol로 3회 추출하여 농축하고 silica gel로 충전된 column chromatography를 통하여 

정제하 다. 정제한 biosurfactant를 SDS-PAGE와 TLC를 통하여 분자량과 구성물질을    

분석한 결과를 Fig. 3-4에 나타내었다. SDS-PAGE를 통하여 넓게 퍼진 단일 band를 확인 

하 으며 분자량이 약 1,100 Da으로 추정되어 진다. SDS-PAGE를 통하여 확인된 단편을 

잘라내어 acetone을 사용하여 추출하고 추출된 것을 TLC를 통하여 분석한 결과 iturin과 

유사한 Rf 값과 색깔을 지니는 것을 확인하 다. HPLC를 통하여 분석한 결과 용출 시간이 

iturin과 일치 하 다.

Fig. 3-4. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis patterns and TLC showing 

purified biosurfactant. (A: The biosurfactant was loaded 30㎕(14.4㎍) and standard 

markers (BSA, 66kDa; albumin, 45 kDa; pepsin, 34.7 kDa; trypsinogen, 24 kDa;         

β- lactoglobin, 18.4 kDa and lysozyme, 14.3 kDa) was 10 ㎕. B: 1) Iturin A was used 

to standard marker, 2) The one spot was indicated biosurfactant extracted from 

A

66kDa 
45kDa 

36.9kDa 

29kDa 

24kDa 

20kDa 

14kDa 

extract

1) 2)

A B



- 72 -

SDS-PAGE gel)

2) 정제된 biosurfactant의 CMC

  배양액에서 산 침전, 용매추출 및 column chromatography에 의해 정제한 biosurfactant의 

CMC 는 Fig. 3-5에서와 같이 20 mg/L인 것으로 나타났다. 이 때의 최소 표면장력은 배양 상등

액으로 측정  한 값과 거의 비슷하게 물의 표면장력을 72 mN/m에서 29 mN/m로 떨어뜨렸다. 

이 결과는 지금까지 알려진 Bacillus sp. 및 Norcardia sp. 등의 균주들의 표면장력 저하능이 25 

-40 mN/m 정도의 범위로 보고된 내용과 비슷한 경향을 나타낸 것이다. 세포의 성장에 따라 표

면장력을 측정과 비슷하게 초기의 적은 biosurfactant의 농도에서 급격히 표면장력이 떨어지며 

임계 값, 즉 CMC 값에 가까워질수록 표면장력의 저하 정도가 줄어드는 경향을 보이다가 CMC 

농도 이상의 biosurfactant의 농도 에서는 표면장력이 일정해 진다. 이와 같은 결과는 Norcardia  

sp. 등의 균주와 유사한 결과를 나타낸다.   
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Fig. 3-5. Surface tension decreases by the purified biosurfactant A8-8(The 

surface tension was measured by using the Ring method on a DeNouy Tensiometer at 

room temperature).
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다. Bacillus atrophaeus  DYL130이 생산하는 biosurfactant의 특성

  B. atrophaeus DYL130가 생산하는 biosurfactant를 정제하기 위하여 전배양한  배양액

을 2 ℓ의 LB배지에 접종하여 72 시간동안 배양하 으며, 배양용액을 원심분리(10,000 

rpm, 4 ℃)하여 균체를 제거한 상등액을 수집 하 다. 배양상등액은 column 

chromatography (DIAON HP20)를 이용하여 정제하 다. 정제된 sample중 fraction 2∼6번

까지를 TLC하여 결과를 Fig. 3-6-A에 나타내었다. Fraction 2∼6중에서 fraction 4, 5에서 

spot을 확인하 으며 Rf 값은 0.758이었다 (Fig. 3-6).  Fraction 4의 표면활성을 확인하기 

위하여 drop collapsing test를 통하여 활성을 확인하 으며, Fig. 3-7에 나타내었다. 다음

으로 1차로 정제된 물질을 다시 전개용매 chloroform : methanol = 6 : 4를 이용하여 전개

하 다. 이때 Rf  값이 0.48, 0.78, 0.87인 물질을 dH2O 발색을 통하여 각각 확인 하 으며

(자료 미제시), 이 중에 활성을 가진 spot을 찾기 위하여 각각을 100 % methanol 300 ㎕로 

3회 반복하여 추출하고, alkalic water(pH10) 300 ㎕에 녹여 drop-collapsing test로 활성을 

test 하 으며, 이를 다시 TLC로 확인하 다. 이 결과를 Fig. 3-6에 나타내었으며, Rf  은 

0.78이었다. 이는 Bacillus subtilis가 생산하는 lipopepetide와 유사한 값이다.

  정제된 biosurfactant의 toluene 유화능을 알아보기 위하여 column chromatography에 의

하여 정제된 fraction 4에 대하여 유화능을 test하 으며, 그 결과를 Fig. 3-8에 나타내었다. 

Supernatant의 경우 3가지 층을 관찰 할 수 있는데, 각각은 ① 투명한 toluene층과 ② 

toluene과 biosurfactant가 emulsion 상태로 존재하는 중간층 ③ 그리고 배양액(배양배지)만

으로 존재하는 아래층이다. Fraction 4의 경우, 실온에서 1시간동안 방치한 후에도 emulsion 

상태를 유지함을 관찰할 수 있다. 이러한 결과로 보아 DYL-130이 생산하는 biosurfactant는 

toluene 유화력이 매우 뛰어난 것으로 생각된다. 
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Fig. 3-6.  Purification of  biosurfactant by column chromatography (DIAON HP20) 

and TLC. (A : The purified sample was confirmed by TLC (thin layer 

chromatography, silica gel 60 F254, MERCK) with CMW (chloroform/methanol/water = 

65 : 25 : 4) as a developing solvent mixture. B : And the gel band were scratched off 

from the plate with CM (chloroform/methanol = 6 : 4) as a developing solvent mixture. 

and extracted three times with 100% methanol. Extracted sample was confirmed by 

TLC with CMW)
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Fig. 3-7. Biosurfactant activity of culture supernatant and fraction 4 of  Bacillus  

atrophaeus  DYL-130.(25 ㎕ droplets of each culture supernatant and purified 

sample(fraction 4) on a parafilm underground. Methylene blue was added to stain the 

supernatants for photographic purposes and had no influence on the droplets)

Fig. 3-8. Comparison of the emulsifying activity with culture supernatant and 

purified sample.(An equal volume of toluene was added to supernatant, fraction 4, LB 

broth and mixed in glass vials. The layers represent the stabilized emulsions after 1h 

of incubation)
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DYL130 정제된 Biosurfactant를 이용하여 CMC(critical micelle concentration)을 측정한 

결과를 Fig. 3-9에 나타내었다. CMC 값은 0.23 mg/ml 이며, 이 때 표면장력은 30 mN/m 

정도 다. 이 결과는 지금까지 알려진 Bacillus sp. 및 Norcardia sp. 등의 균주들의 표면장력 

저하능이 25 -40 mN/m 정도의 범위로 보고된 내용과 비슷한 경향을 나타낸 것이다. 세포의 성

장에 따라 표면장력을 측정과 비슷하게 초기의 적은 biosurfactant의 농도에서 급격히 표면장력

이 떨어지며 임계 값, 즉 CMC 값에 가까워질수록 표면장력의 저하 정도가 줄어드는 경향을 보

이다가 CMC 농도 이상의 biosurfactant의 농도 에서는 표면장력이 일정해 진다. 이와 같은 결과

는 Norcardia sp. 와 본 연구에 사용된 B. subtilis A8-8등의 균주와 유사한 결과를 나타낸다. 

Fig. 3-9. Surface tension of the partially purified biosurfactant.(The surface 

tension was measured by using the Ring method on a DeNouy Tensionmeter at room 

temperature.) 
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라. Bacillus amyloliquefaciens  LP03이 생산하는 biosurfactant의 특성

  B. amyloliquefaciens  LP03이 생산한 biosurfactant를 분리하기위하여 LP03 배양액을원

심분리하여 세포를 제거하고, 상등액을 수거하 다. 수거된 상등액에 12N HCl을 사용하여 

4℃에서 밤새 침전하여 원심분리에 의해 갈색의 침전물을 얻어서 진공건조기로 완전히 건

조 시켰다. 건조된 물질을 methanol로 3회 추출하여 농축하고 silica gel로 충전된 column 

chromatography를 통하여 정제하 다. 정제한 biosurfactant는 HPLC를 수행하여 분석하

다(Fig. 3-10). Fig. 3-10에서 A의 No. 1은 정제된 biosurfactant의 HPLC chromatogram을 

나타내고, No. 1을 B의 TLC를 통하여 전개를 하고, dH2O 발색을 하여 Rf 0.71의 흰색을 

나타내는 단일 spot을 확인하 다. Fig. 3-10에서 A의 No. 2 ∼ No. 6 chromatogram은 

No. 1을 분획별로 받아서 확인한 것으로 단일 peak가 회수한 것을 확인할 수 있다.

 No. 1의 활성을 확인하기 위하여, 물이 들어 있는 petri dish에 crude oil 20 μl를 떨어뜨

리고 oil 필름을 형성하 다. 형성된 필름을 biosurfactant를 떨어뜨려 oil film이 붕괴되는 

것을 Fig. 3-11을 통하여 확인하 다. 

 Fraction1 (No. 2), fraction3 (No. 3), fraction4 (No. 4), fraction5 (No. 5), fraction8 (No. 

6)의 활성을 확인하기 위하여, 실험 방법와 같이 하여 Fig. 3-12에 실험 결과를 나타내었

다. 부분적으로 정제된 biosufactant는 Fig. 3-10에서 No. 1에 해당하는 biosurfactant 혼합

물을 사용한 것이다. Fraction8과 fraction5가 활성이 강하고, 그 다음은 fraction3가 강한 

crude oil 분해 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있다. Fraction1과 fraction2는 상대적으로 

활성이 약한 것을 확인할 수 있다. 
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Fig. 3-10.  HPLC chromatogram and TLC of biosurfactant from B. 

amyloliquefaciens LP03 (1 :  partially purified biosurfactant,  2  :  fraction1, 3:  

fraction3, 4  :  fraction 4,  5  :  fraction5, 6:  fraction8)

Fig. 3-11.  Crude Oil-degrading test of purified biosuractant from B. subtilis  

A8-8. 
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Fig. 3-12. Crude oil-degrading activity of  purified biosurfactant from B. 

amyloliquefaciens  LP03
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마. 정제된 biosurfactant의 구조분석

  각각의 fraction의 biosurfactant의 분자량 및 구조를 확인하기 위하여, MALDI-TOF mass를 

통하여 분석하 다(Fig. 3-13). Fraction1의 분자량은 m/z 1044.8과 1512.9, fraction3은 m/z 

1058.8과 1514.0, fraction4는 1072.8과 1513.1, fraction5는 1072.9와 1514.2, 그리고 fraction8은 

1086.9 와 1491.2로 나타났다. 다양한 분자량이 존재하는 것은 biosurfactant의 지방산 성분의 잔

기에 구성되는 탄소수의 차이에 따른 이성질체가 존재를 하기 때문이다. MALDI-TOF 

chromatogram에서 분자량이 m/z 1044, 1058, 1072, 그리고 1086은 iturin 또는 surfactin의 이성

체라고 생각되어 진다. 이성체의 존재는 fatty acid 부분의 탄소 수가 바뀌어서 일어나는 경우와 

peptide 부분에서 amino acid 치환이 일어나는 경우 두 가지가 있다. 전자의 경우 분자량 

14(CH2)의 배수로 증가하거나 감소하는 경향을 보인다. 또한 분자량이 m/z가 1512, 1513 그리고 

1514는 아직 보고된 적이 없는 분자량이다. 신규 lipopeptide성 biosurfactant일 가능성이 높다.

  분자량이 m/z 1491은 분자량이 fengycin B의 isoform과 비슷하 다. 따라서 구성물질의 조성

을 알아보기 위하여 TOF-MS/MS를 이용하여 분석한 결과를 Fig. 3-14에 나타내었다. 그 결과 

Fraction8은 탄소수가 17개로 구성된 fatty acid와 Glu, Orn, Tyr, Ser, Glu, Val, Pro, Gln, Tyr, 

Ile의 10개의 아미노산이 연결되어 있다. 현재 보고된 fengycin은 A형과 B형이 있다. A형은 6번

째 아미노산이 Ala이고 fatty acid 부분에 탄소수가 14 ∼ 17개 까지 존재하며, B형은 6번째 아

미노산이 Val이고, fatty acid 부분에 탄소수가 15 ∼ 17개 까지 존재하는 것으로 보고되어 있다

(Fig. 3-15 : A, B). 그러나 fraction8의 m/z 1491인 biosurfactant는 펩타이드 구조의 4번째 아미

노산이 기존의 Thr에서 Ser인 것으로 보아 보고된 것과는 전혀 다른 새로운 fengycin임을 알 

수 있었다(Fig. 3-16). 따라서 이 물질을 fengycin S로 명명하 다.
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Fig. 3-13.  MALDI-TOF mass spectrum of HPLC fraction produced by B. 

amyloliquefaciens  LP03. The lipopeptide appeared as a complex mixture of several 

isoforms. 
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Fig. 3-14. TOF-MS/MS spectrom of the precursor ion m/z  1494 from fraction8. 

The amino acid sequences of  the peptides were assigned from yn ions series
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Fig. 3-15.  Structure of fengycin A, B

Fig. 3-16 Structure of  novel fengycin produced by Bacillus amyloliquefaciens  

LP03
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제 5 절 Biosurfactant 대사 관련 유전자의 발굴 및 기능분석

1. 연구수행 방법

가. lipase 유전자의 cloning

 Lipolytic 활성을 나타내는 균주로부터 lipolytic 유전자를 cloning하기 위해 NCBI의 

BLAST를 통하여 lipase의 보존 역을 조사 으며, 이를 이용하여 primer(LipAR : 

5'-GCAGAAAAAGTCAACTTGAT-3', LipAF : 5'-AGATGGTTCCAGTTGTAATT-3')

가 작성되었다. 주형으로서 BD 2, 4, 5의 염색체 DNA가 사용되어졌으며, Go Taq으로 

PCR을 하 다. PCR은 다음과 같이 행해졌다. 94 ℃, 4분 1회 행한 후 변성(94 ℃, 1분), 

annealing(37 ℃, 45초), 신장(72 ℃, 4분)으로 5회 행한 다음 변성(94 ℃, 30초), 

annealing(54 ℃, 30초), 신장(72 ℃, 10초)로 25회 수행하여 72 ℃에서 4분간 행한다. 얻어

진 단편을 pGEM T- easy vector에 cloning하여 염기서열을 결정하 다. 그리고 NCBI의 

BLAST를 이용하여 아미노산 분석을 통해 알려져 있는 균주들과의 상동성을 분석하 다. 

 얻어진 lipase 유전자의 일부 단편으로부터 완전한 lipase 유전자를 얻기 위해 DNA 

walking PCR를 실험하 다. DNA walking Speed Up Primix kit (seegene Co.)를 사용하

여 실험하 다. lipase 유전자 단편을 가진 선별된 균주의 염색체 DNA가 주형으로 사용되

었고, 기지의 lipase 역에서 최소한 3개의 target specific primer를 작성하 다. primer는 

18~23 뉴클레오티드 길이, TSP1은 55 ℃≤Tm≤60 ℃, TSP2, 3은 60 ℃≤Tm≤65 ℃가 

되도록 했으며, kit에 들어있는 미지의 역에 결합될 Annnealing control primer(ACP 1, 

2, 3, 4)의 binding site(5'-AGGTC, 5'-TGGTC, 5'-GGGTC, 5'-CGGTC)의 염기서열이 

포함되지 않도록 한다. 제조업체의 방법에 따라 총 3번의 PCR이 수행되어졌다. PCR 조건

은 다음과 같다. 첫 번째 PCR은 변성(94 ℃, 5분), annealing(42 ℃, 1분), 신장(72 ℃, 2분)

으로 1회 수행되었으며, 변성(94 ℃, 30초), annealing(55 ℃, 30초), 신장(72 ℃, 100초)로 

30회정도 수행되었으며, 마지막으로 72 ℃, 7분이 수행되어졌다. 두 번째 PCR은 94 ℃, 3

분으로 1회 수행 후 변성(94 ℃, 30초), annealing(55~60 ℃, 30초), 신장(72℃, 100초)로 35 

회, 72 ℃, 7 분간 1 회로 수행되어졌다. 세 번째 PCR 조건은 두 번째 PCR 조건과 동일하

며, annealing온도가 60~65℃로 주어졌다. 얻어진 PCR 단편을 회수하여 pGEM T-easy 

vector에 ligation되었으며, E. coli  TOP 10F'에 형질전환되었다. x-gal, ampicillin, IPTG가 

첨가된 LB고체배지에 도말하여 37 ℃에서 배양한 후 white colony만 선별하여 재조합체가 

얻어졌으며(pLip-BD5w), 염기서열을 결정하 다. 선별된 균주의 lipase 역의 일부와 
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DNA walking PCR로 얻어진 단편의 염기서열을 분석하여 완전한 lipase의 염기서열을 결

정하 다. 

2.  연구결과

가. Iturin 합성과 관련된 유전자의 분석

1) 유전자 클로닝 및 유전자 서열

 길항력과 유류 분해능이 뛰어난 균주 B. amyloliquefaciens  LP03로부터 Lipopeptide, 

Iturin과 Surfactin 생산에 관련되는 유전자를 클로닝하기 위하여 이미 보고 되어져 있는 

염기서열을 토대로 관련 유전자의 operon 모식도를 나타냈다 (Fig. 4-1).

 Fig. 2-1은 iturin 합성에 관여하는 유전자의 오페론 구조와 각 유전자의 염기서열을 결정

하고 유전자들의 분석을 위하여 작성된 subclone들을 보여 주고 있다. 1차년도에 B. 

amyloliquefaceins  LP03으로부터 Iturin operon의 promotor 역, Itu IV와 일부 Itu I을 

보고하 다. 현재는 그 이후로 모든 clone이 얻어 졌으며, Itu I 유전자를 포함하는 clone은 

각각 pTIA12, pTIA45 그리고 pTIA67로 명명하고. Itu II 유전자를 포함하는 clone은 

pTIB12, pTIB34, pTIB715 및 pTIB661로 명명하 으며, Itu III 유전자를 포함하는 clone

은 pTIC111과 pTIC23로 명명하 다. 각각의 clone은 다시 염기서열 결정에 적당한 size로 

다시 subclone을 작성하고 염기서열을 결정하 다. Fig. 4-2에 나와 있는 것과 같이 직접

적으로 Iturin 생합성에 관여하는 operon의 염기서열이 완전히 결정되었다. 총 클론으로 작

성된 nucleotide 크기는 38.146 kb이며, promotor 부분은 -35 box, -10 box, 및 전사 개시

점을 나타내었다. 그리고 각각의 ORF의 개시 코돈과 stop 코돈을 표시 하 다. 

 Iturin 생산과 관련된 유전자는 promotor를 포함하여, Itu IV, Itu I, Itu II와 Itu III의 4
개의 유전자로 구성되어 있음을 확인 할 수 있었으며, nucleotide 서열과 amino acid 서열

을 Fig. 4-2에 나타내었다. 유전자의 양쪽 방향의 염기서열이 확인된 것을 보면, Itu IV는 

염기서열이 1.2 kb 역의 크기로서 400개의 아미노산을 가지는 malonyl-CoA 

transacylase를 암호화하는 유전자이다. malonyl-CoA transacylase는 lipopeptide의 지방산

의 결합을 촉매하는 효소이다. Bacillus  amyloliquefacien LP03은 Itu I, Itu II와 Itu III는 

각각 약 11.9 kbp, 16.0 kbp, 7.8 kbp와 3282, 5362, 2618개의 아미노산을 암호화 하고 있고 

세 유전자 모두 lipopeptide에 peptide의 합성에 관여하는 것으로 알려져 있다. 여기에서 보

고한 Iturin operon은 Bacillus subtilis에서 보고된 Iturin operon과 높은 상동성을 보여 준

다.
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Fig. 4-1.  The Iturin synthetase operon and subclones.
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   CCTTGCTCACTCAATAGGCCGATTTACTGCCTCAACCGGTATCCGGGCTGGGTCATTCAC   60
   ATGTTCTGCGGCGTATTTTGTCCTTGCAGATTTTCCTCATCCAGATCCATTTCTTGCGCC   120
   GCATTTATAATCAAGCGCCATCAGTTTACAATCCTTCACAGATATACAAATGAATTTTTA   180
   CAATAAACAGAAAATATGTAATTTCTGACACAATAATGCCAATAGCCCTAAAACATATGA   240
   AACATGAAGAGCGCGACCTAAGTGAAGAAGAGCCGGTAACAGGCTCCACTCCGGCTTTTC   300
   ATCATCTCTCTTTAAGACTGATTTTCGGTGAAACCCACATGTTTTATTTTATGAATAAAT   360
   ATATCTAATTCGTTTGTAAAATCGAACAATAACTCCTCCGAAAGTATTCTATACACATTT   420
                                                      -35
   GTTATAATCATGCTAGGATGTTAGATAAAGGGATAATTTGTAGGATATTGTATTTCCTGT   480
                 -10        +1
F2            itu IV ->  M  N  N  L  A  F  L  F  P  G  Q  G  S 
   TCAATATGATCGGAGGAATCTCATGAACAATCTTGCCTTTTTATTTCCTGGACAAGGGTC   540

F2  Q  F  V  G  M  G  K  Q  F  W  N  D  F  V  L  A  K  R  L  F 
   TCAATTTGTAGGAATGGGCAAACAATTTTGGAATGATTTTGTGCTCGCAAAGAGATTGTT   600

F2  E  E  A  S  D  A  I  S  L  D  V  K  K  L  C  F  N  G  D  M 
   TGAAGAAGCGAGCGATGCGATCTCCTTGGATGTAAAAAAACTGTGTTTTAACGGAGATAT   660

    ...........................................................
    ...........................................................

F2  Q  I  Q  E  L  K  E  R  M  E  R  H  E  N  E  L  S  E  Q  E 
   GCAAATCCAAGAGCTGAAAGAGAGAATGGAAAGACATGAAAATGAGCTCTCAGAACAAGA   1620

F2  L  E  H  S  I  H  L  C  K  L  I  C  E  A  K  Q  L  P  A  W 
   GCTCGAACATTCGATCCATTTATGCAAATTAATTTGCGAGGCTAAACAGCTTCCGGCTTG   1680

F2  E  E  L  R  I  L  K  *                                     
F3                                   Itu I ->  M  Y  T  S  Q  F
   GGAAGAATTGCGGATTTTAAAATAAAGCGCCCAGGAGGGGACCTATGTATACCAGTCAAT   1740

F3   Q  T  L  V  D  V  I  R  E  R  S  N  I  S  D  R  G  I  R  F
   TCCAAACCTTAGTAGATGTCATTCGGGAAAGAAGCAATATCTCTGACCGCGGGATCCGTT   1800
   
   ............................................................
   ............................................................
   ............................................................

F3   Y  S  K  K  L  F  K  K  S  R  I  E  V  L  S  N  D  Y  L  H
   AATATTCGAAAAAACTGTTTAAGAAAAGCAGAATCGAGGTTTTATCAAACGACTACTTAC   13560

F3   I  L  S  A  I  L  E  Q  P  S  I  L  I  E  H  I  G  L  S  G
   ACATTCTATCGGCGATTTTGGAACAGCCAAGCATTCTAATTGAACATATCGGATTGAGCG   13620

F3   S  N  E  E  E  E  N  A  L  D  S  I  Q  L  N  F  *         
   GCAGCAATGAGGAAGAAGAGAACGCGCTTGATTCTATTCAATTGAACTTTTAGGGAAAAG   13680

F2                           itu II ->  M  S  V  F  K  N  Q  E 
   CATTATTTCTTTAAATTATATAAAATGAGGTGCTCCAATGTCGGTATTTAAAAACCAAGA   13740

F2  T  Y  W  E  N  L  F  D  E  E  D  G  L  S  A  F  P  Y  F  K 
   AACGTACTGGGAAAACCTGTTTGATGAAGAAGACGGCCTAAGCGCATTCCCTTACTTTAA   13800

F2  A  A  D  K  A  S  L  A  R  T  G  Y  Q  E  K  C  I  C  R  S 
   AGCAGCGGATAAAGCGTCGTTGGCCCGTACCGGCTACCAGGAAAAATGCATCTGCCGTTC   13860

F2  L  S  P  E  V  S  Q  R  I  M  T  M  A  N  H  S  D  M  A  A 
   CTTATCTCCGGAAGTATCCCAAAGAATCATGACAATGGCGAATCATTCCGATATGGCGGC   13920
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Fig. 4-2. Nucleotide sequence and amino acid sequence of  iturin operon of 

Bacillus  amyloliquefaciens  LP03.

   ............................................................
   ............................................................
   ............................................................
   ............................................................

F2  T  K  L  F  K  K  K  T  I  A  V  L  A  K  D  Y  V  M  I  L 
   TACAAAACTGTTTAAAAAGAAAACCATTGCTGTATTGGCCAAGGATTACGTCATGATCCT   29700

F2  S  A  I  M  R  N  P  S  I  P  L  K  D  I  Q  L  S  E  K  V 
   TTCGGCGATTATGAGAAACCCATCCATTCCTTTAAAAGACATTCAATTAAGCGAAAAAGT   29760

F2  N  K  S  K  H  L  A  S  T  I  E  L  D  F  *                
   AAACAAAAGTAAACATCTCGCAAGCACAATCGAATTGGATTTCTAATCACGGGGCCAGCG   29820
   GCTGTCCCGGCATGAATGCCGCGGCTGCCGCCAGCTGCCTGAAAACAGGAATGAAACCAA   29880

F3  itu III  ->  M  S  E  F  K  Q  Q  E  L  F  W  G  R  M  F  H
   CTGGAGGGATATGAATGTCAGAATTCAAACAACAGGAGTTGTTCTGGGGCCGAATGTTTC   29940

F3   T  E  D  R  P  G  A  F  P  S  F  Q  V  S  D  S  T  V  K  L
   ACACGGAAGACCGTCCCGGTGCATTCCCTTCGTTTCAAGTGTCCGACTCAACAGTAAAGC   30000

F3   D  I  T  S  G  S  D  C  I  H  S  S  L  S  A  E  V  S  R  R
   TTGATATAACAAGCGGATCTGACTGTATTCACAGTTCATTGAGTGCGGAGGTATCACGGC   30060

   ............................................................
   ............................................................
   ............................................................

F3   A  L  E  K  R  G  R  T  V  S  D  V  I  M  L  D  S  K  I  T
   AAGCCTTAGAAAAGCGGGGGCGCACCGTATCTGATGTGATTATGCTGGATTCTAAAATCA   37320

F3   D  S  A  T  H  L  S  E  E  E  I  Q  E  I  V  H  L  N  M  D
   CCGATTCGGCAACTCATTTATCGGAAGAGGAAATCCAAGAGATCGTCCATCTGAATATGG   37380

F3   I  I  P  D  Y  Y  R  E  I  L  T  I  P  S  I  K  D  K  I  R
   ACATTATTCCGGACTACTACAGAGAAATATTAACCATTCCTTCGATTAAGGATAAAATCA   37440

F3   G  Y  L  A  Y  H  N  E  L  I  N  P  A  P  L  T  P  T  S  I
   GAGGCTATCTTGCGTATCACAATGAACTGATCAATCCGGCGCCGTTAACGCCAACATCCA   37500

F3   I  C  Y  A  A  M  *  
   TCATTTGCTATGCGGCGATGTAACCGATGATAGGGGCTGGACACAATCAACAGCACAGCA   37560
   TTATCTTGAGTACAAATTAAAAGGAGATCACGTGACGATCTTTGAACCTCACAATATCGA   37620
   AGAAAATACGGATGCAATTCGATCTATTATCAAAAGGATTGAAGAACGGCATCATCACGG   37680
   ACTTGTTCTTGAAGAACAACTGTCAATAGGATCGTTTGCGGGAGACGCAAAGTTTGACAA   37740
   AATGTAAGTGATCAAGTGTAAAACGCCGCTGGTCTGGCACTCAGCGGCGTTTTTTATTAA   37800
   AAAGGCGAGAGTCATACTCCTGTGTTCGCAAGGCTTACTCCACAGCCGTTCTCCATGACC   37860
   GGTTGTCATCAAATGGTAAAAAAATCATCATACATTTTAAGGAAAAAGAAGGATGTCAAG   37920
   TTATTAGAAAAAAGTGTAGCGTATGTTTATGGGTACTAGCTCTATTATTGAGTTGCTTAA   37980
   CTGCGGAGTCTGCTTTTTACTGCCGGTACTGCAATTTGGTCTCAAATGGTAAAAGTTCCC   38040
   CGAATTTAAAGAAAAAGGAGGAGTGTTAAGTTATGTGTAAAAAATGTTGCGTATGCCTAT   38100
   GGGTCCTTGCTTTATTATTGAGTTGCTTCACTGGGAAGTCTGCGTA                 38146
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2) Iturin 생합성에 관여하는 단백질의 분석

  Itu IV는 염기서열이 1.2 kb 역의 크기로서 400 개의 아미노산을 가지는 

malonyl-CoA transacylase를 암호화하는 유전자이다. malonyl-CoA transacylase는 

lipopeptide의 지방산의 결합을 촉매하는 효소이다. Itu IV의 아미노산은 B. subtilis  RB14

의 ituD와 96 %, B. subtilis  ATCC663의 fenF와 80 %, B. subtilis  168의 fabD와 44 %, 

그리고 B. anthracis str. Ames의 fabD와 43 %의 상동성을 보 다 (Fig. 4-3). 

  Iturin operon은  iturin synthetase I, iturin synthetase II, iturin synthetase III의 amino 

acid 서열을 분석한 결과 각각 3982 a.a, 5362 a.a 그리고 2542 a.a를 암호화하는 거대한 

open reading frame으로 되어 있다. NCBI BLAST를 통하여 amino acid서열을 분석한 결

과 기능적인 도메인을 다수 가지고 있는 다효소 복합체로 나타나는 것을 확인할 수 있었

다. Fig. 4-4의 A는 1개의 AMP-binding domain, 1개의 PKS domain, 1개의 

Aminotransferase domain, 3개의 Condensation domain, 그리고 4개의 PP-bing domain으

로 구성되어 있는 iturin synthetase I을 나타낸다. 이것은 fatty acid와 amino acid Asn의 

축합반응에 관여한다. 

  Fig. 4-4의 B는 4개의 AMP-binding domain, 4개의 PP-binding domain, 6개의 

condensation domain으로 되어 있는 iturin synthetase II를 나타낸다. 구성 되어 있다. 이 

다효소 복합체는 iturin synthetase I에 의해 생성되어진 fatty acid와 Asn의 복합체에 계속

적으로 4개의 아미노산(Tyr, Asn, Gln, Pro)을 중합시키는 기능을 수행한다.

  Fig. 4-4의 C는 2개의 AMP-binding domain, 2개의 condensation domain, 2개의 

PP-binding domain으로 구성된 iturin synthetase III를 나타낸다. 이 다효소 복합체는 Asn

과 Ser을 지금까지 형성된 복합체에 연결해서 최종적으로 iturin을 완성하게 된다.
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Fig. 4-3. Amino acid residue sequence comparison of  ItuIV of Bacillus  

amyloliquefaciens  LP03, ItuD of B. subtilis  RB14, FenF of B. subtilis ATCC 

6633, FabD of B. subtilis  168,  FabD of B. anthracis  str.Ames. (Regions of identity 

were not shown as shaded areas. Hyphens represent gaps introduced to optimized 

sequence alignments)
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Fig. 4-4.  The functional domain of  Iturin operon( A, Itu I; B, Itu II; C, Itu III ).
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  Fig. 4-5과 Fig. 4-6은 AMP-binding domain(Adenosine Mono-Phosphate binding)의 상

동성을 비교한 그림이다. 빨간색으로 표시된 부분은 아래에서 나타내고 있는 모든 단백질 

서열과 일치할 경우를 나타내고, 파란색으로 표시된 amino acid 잔기는 하나 이상의 다른 

부분이 있을 경우를 나타낸다. 또한 '--'은 다른 단백질과 비교하여 amino acid에 gap이 

있는 부분이다. Fig. 4-5에서 모두 일치하는 서열은 비교된 부분에서 2, 16, 21, 49, 295, 

401, 564, 565, 580, 589 및 598번째의 amino acid 잔기들에서 완전히 일치하는 것을 나타

내고 있다.  반면에 Fig. 4-6의 경우 AMP-bing domain 1보다 더 일치하는 서열이 많았으

며, 155에서 165의 역은 단백질 사이에 고도로 보전된 역으로 보인다. 2개의 잔기를 

제외하고, 이 역은 모두 일치하는 역이다.

                          10       20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       109 SYRELHRDVCRFANTLL-DLGIKKGDVVAIYMPMVPEAAVAMLACARIGAVHSVI------FGGFSPEAVAGCIIDSSSR181
ItuI          37 SYRQLFEEAQGYLGYLQ-HLGIKPKQEIVFQIQENKSFVVAFWACILGGMIPVPVsigeddDHKLKVWRIWNILNH---P112
gi 5915762  5574 TYRELNEKSNQLARYLR-DKGVKADTIVAIMAERSPEMVVGIMGILKAGGAYLPI------DPDYPEERIKYMLEDSGAA5646
gi 37577047 1519 TYKELNEQANRVAWELI-DRGVKAETTVAIMGRRSPEMLIGIYAILKAGGAYLPI------DPDYPEERIRFLLKDSDSD1591
gi 6563400   491 TYRQLNCCANHLAHYLQ-SLGIKPDTLVGICVERSIEMVVGLLGILKAGGAYLPL------DPEYPTERLVFMLEYAQVS563
gi 2226245    28 TYQELNEYIQRFADGLQ-EAGMEKGDHLALLLGNSPDFIIAFFGALKAGIVVVPI------NPLYTPTEIGYMLTNGDVK100
gi 2648777    65 TYRELDEMSDRIAGFLK-SLGIKKGDRVILDLPNVPQYVAAYYGILKVGATVVQC------NPLYTEREIRYIQENSEAE137
gi 4092069    80 TYREFFEKVVELSWYLSkKLGIKAGDKVILCYTPGYDFVIAFTTCLVSGIVAVPV------YPPDPMRGQSEIQRFCDIK153
gi 2808753    61 TYRELDLHAREVATHLR-HAGVGQ-GPVLLLHPPGLDYLAAFFGCLYAGAVAVPA------YPPDNARFGQTVPRL--AA130
gi 6007550    47 SYQDLYQDALVILNGLE-QKGIKLGHKVILQIAKNQDFIPALWACFLGGIIPVPL------TVAPSYDLENSAVKKLENV119
 
                          90       100       110       120       130       140       150       160
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       182 LVITADEGVRAGRSIPLKKNVDDALKNPNvtsvehviv------------------------------------------219
ItuI         113 FLIASEKVLDKIKKYAAEHDLQDFHHQLN---------------------------------------------------141
gi 5915762  5647 IILADHKQDLGTLHQEAVE-------------------------------------------------------------5665
gi 37577047 1592 ILLIQSDNLDIPAFDGEIVHL-----------------------------------------------------------1612
gi 6563400   564 ILLTQQRLIDRLPEHQAKLICL----------------------------------------------------------585
gi 2226245   101 AIVGVSQLLPLYESMHESLPKVELVILCQtgeaep---------------------------------------------135
gi 2648777   138 YGFFVEFVYPRIKGLLAEGKLKKAVICKIedylpfplni-----------------------------------------176
gi 4092069   154 QASETNISLTCTSYMRSIEIAKTMSTDKRfksirfeatdnlkirkeeyinevqkaindiilndsnhfdflgfdfnintva233
gi 2808753   131 IARDCAATHALTTRRVRETVAADGTGRVGt--------------------------------------------------160
gi 6007550   120 WKILDNPLILSDSELITEIEKLGTYSH-----------------------------------------------------146

                         170       180       190       200       210       220       230       240     
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       220 ----------------------------lkrtgsdiDWQEGRDLWWRDLIEKASPEHQPEAMNAEDPLFILYTSGSTGKP271
ItuI         142 ------------------------------------EKSDIIQDQTYDYPASFYEP------DADELAFIQFSSGSTGDP179
gi 5915762  5666 ---------------------------------------------LTGDFSSYPADNLEPAGNADSLAYIIYTSGSTGKP5700
gi 37577047 1613 --------------------------------------------SQLNSGLKRRLSNPNVEVYPDSLAYMIYTSGSTGRP1648
gi 6563400   586 -------------------------------------------DETWEQIAQNNQDNPISEVKAFHLANLIYTSGSTGKP622
gi 2226245   136 -------------------------------eaadpEVRMKMTTFAKILRPTSAAKQNQEP-VPDDTAVILYTSGTTGKP183
gi 2648777   177 --------------------------lyplkkekvrIEKSDKVVYWKDALKSPLTKERPEINPKDDVAIFLYTGGTTGVP230
gi 4092069   234 flqftsgstsqpkgvmvthgnllynihicissysfpSVLEEHYKNELDSIPAGITVLKKNELTEDELSFIHNEFGEEKNI313
gi 2808753   161 -----------------------------------eLDGVRWLVTEDLYTGESTTAWEDPGATARSLAFLQYTSGSTAAP205
gi 6007550   147 -------------------------------------LEGWQVISVNELRKAPSKIEQLPILDPQDAALLLFTSGSTGMP189
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                         250       260       270       280       290       300       310       320    
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       272 KGVLHTTGGYLVYAATTFKYVFDYHPG--DIYWCTAdvGWVT-GHSYLLYGPLACGATTLMFEG--VPNwpTPARMCQVV346
ItuI         180 KGVMLTHHNLIHNTCAIGTALAIHSKD--SFLSWMP--LTHDmGLIACHLVPFITGINQNLMPTelFIR--RPILWMKKA253
gi 5915762  5701 KGVMIRQRGLVNYITWADRVYVQGEQl--DFALYSS--IAFD-LTVTSIFTPLISGNRVIVYRH--SEd--GEPLIRKVF5771
gi 37577047 1649 KGVQVEHQSAVNFLNSLQFRYPLNQSD--VILHKTS--YSFD-ASIWELFWWPYGGASVYLLPQ--GGEk-EPDMILKVI1720
gi 6563400   623 KGVMVEHKGLCNLAQAQIQTFGLTSDS--RVLQFAS--FSFD-ASISEILMALGSGATLYLGTK--DSLl-PGKPLIEQL694
gi 2226245   184 KGAMLTHQNLYSNANDVAGYLGMDERDn-VVCALPM--CHVF-CLTVCMNAPLMSGATVLIEPQ--FS----PASVFKLV253
gi 2648777   231 KAVMSTHFNLVANVYQTLEWVVDRTPDdvFIGVLPY--FHSF-GMTTSMNAPIANGSTIVLIPD--PRD---IKRILESI302
gi 4092069   314 MSLNDIKYDKLYLYMSIINKVLYKNTMssASVFSWLpvYHDM-GLIGFFCTPLFFGCNIFQMSP--IDFikKPYLWMQCM390
gi 2808753   206 KGVMVEHGNLVRNLRSIHLRLGHDADSg-MVSWLPP--YHDM-GLIGGILTPVYGGFPAHLMAP--MTFvqRPLLWLETL279
gi 6007550   190 KGVILTHHNILSMTAGTVVMNHFTQQe--VTLNWMPldHVGA-IVFLGIMAVDLACDQIHVPME--LVLr-QPLQWLELI263

                         330       340       350       360       370       380       390       400 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       347 DKHQVNILYTAPTAIRALMAEGDKa-iEGT-DRSSLRILGSVGEPINPEAWEWYWKK-----IGk---eKCPVVDTWWQT416
ItuI         254 HEHKASILSSPNFGYNYFLKFLKN---EPDwDLSHIKVIANGAEPILPELCDEFLKRcaafnLK-----RSAILNVYGLA325
gi 5915762  5772 RDQKAGIVKLTPSHLSLVKDMDA--------SGSSIKRLIVGGEDLKTELAKEITER-----FHh----NIEIYNEYGPT5834
gi 37577047 1721 EEQQITAMHFVPSMLHAFLEYLKNg-pVPI-KTNRLKRVFSGGEQLGAHLVSRFCEL-----LP-----DVTLTNSYGPT1788
gi 6563400   695 SNHCITHITLPPSALAVMPGSE----------LSALQTIIVAGEASSAELIRQWSAG-----RN--------FFNAYGPT751
gi 2226245   254 KQQQATIFAGVPTMYNYLFQHENG---KKD-DFSSIRLCISGGASMPVALLTAFEEK-----FG------VTILEGYGLS318
gi 2648777   303 QKYRASIFCGVPTMYAAIINHPDV---KKY-DLSSVKACISGAAPLPVEVKRRFEEI-----TG------GKLVEGYGLS367
gi 4092069   391 DKYNCSVSGAPNFAFEVVVRKTPKeilNQL-NLKHVFAILSGAEPIRKTTIDRFTEA-----FKsvgikHNVIKPAYGLA464
gi 2808753   280 SRTGASTSVAPNFGFEQCLRRITPaqrAGL-DLSRWRLALNGAEPIRPDTLDRFAEY-----FApagfdRTALLPCYGLA353
gi 6007550   264 QKHQVSISWSPNFAFSLINQQAEElkhVSY-NLSSMKFLVNAGEQVSVKTIRLFLEI-----LEkhqlqERAIKPAFGMT337

                         410       420       430       440       450       460       470       480 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       417 ETGGFMITPLPGAIE------------------------------LKA--------------------------GSATRP440
ItuI         326 EASVGAAFSKIGKEF------------------------------VPVylhrdylnlgeravnvskedqncasfVEVGQP375
gi 5915762  5835 ETVVGCMIYQYDAGWd----------------------------rQVS--------------------------VPIGKP5860
gi 37577047 1789 EATVEAAFFDCPLDEk-----------------------------LDR--------------------------IPIGKP1813
gi 6563400   752 EASVCATIAKCTEDD-------------------------------NK--------------------------ISIGKA774
gi 2226245   319 EASPVTCFNPFDRGR-------------------------------KP--------------------------GSIGTS341
gi 2648777   368 ETSPVALGNPVYGLN-------------------------------KE--------------------------GSIGIP390
gi 4092069   465 EHTLIVAGSNSFQQEvnhitvntkklrekniveikeakeksstetTSF--------------------------VSSGIV518
gi 2808753   354 EATLMVTGVRPADPPvvesfdaaaleag-----tarpadpggvrtTRV--------------------------VGCGAP402
gi 6007550   338 ESCSGITWSAGLSKNelt-------------------------eeNSF--------------------------VSLGKP366

                         490       500       510       520       530       540       550       560 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       441 FFGVQPALVDNEG-HPQEGATEGNLVITDswPGQARTLFGDHERFEQTYFSTFKN------------------------M495
ItuI         376 IDYCQLRISDETN-ERVEDGIIGHIQIKG--DNVTQGYYNNPESTEKVLTSDGWV-------------------------427
gi 5915762  5861 ASNVQLYILDERQ-EVQPVGIAGELYISG--DGVAKGYLNKPELTSEKFLPNPFLpg--------------------erM5917
gi 37577047 1814 IHHVRLYILNQKQ-KMLPAGCIGELYIAG--AGVARGYLNRPELTEERFLDDPFYpg--------------------erM187
0gi 6563400  775 IANVQVYILDEYL-QPVPIGVPGELHIGG--LGLARGYLNRPELTKEKFIPNPFKgageqggrgaeilpnsqspipsprL851
gi 2226245   342 ILHVENKVVDPLG-RELPAHQVGELIVKG--PNVMKGYYKMPMETEHA-LKDGW--------------------------391
gi 2648777   391 FPDTYAVVIDDEG-KVLPIGEVGELVIKG--PQVMKGYYKMEEETKKV-LVNGW--------------------------440
gi 4092069   519 YKGIDLRIVNPESlKEVTPGNVGEIWISS--ESVTLGYYNNKEETEKTFNANFTMldgkt---------------skstY581
gi 2808753   403 VADVEVAVVDAATgRRVPDGTVAEIRVSG--PGVARGYWGRPEAAAEVFGTRIDGepg-------------------naW461
gi 6007550   367 IPGATIRIVDQEN-NPLPEREIGRLQIQG--NSVTKGYYNNNELNQEVF-QEGW--------------------------416

                        570       580       590       600       610 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|..
1PG3_A       496 YFSGDGARRDEDGYYWITGRVDDVLNVSGHRLGTAEIESALVAHPKIAEAAV547
ItuI         428 -KTGDLGFISESGNLVVTGREKDIIFVNGKNIYPHDIERVAIEMEEVDlgrv478
gi 5915762  5918 YRTGDLAKMRPDGHIEYLGRIDHQVKIRGYRIELGEIEHQLLRHSDIKEAAV5969
gi 37577047 1871 YKTGDLARWLPDGQVEFLGRLDDQVKIRGYRIEPGEIEAALRSIEGVREAAV1922
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Fig. 4-5.  Amino acid residue sequence comparison of AMP-bind Domain 1.

gi 6563400   852 YKTGDLARYLPDGNIEYLGRIDNQVKIRGFRIELGEIEELLNQHSDVQAACV903
gi 2226245   392 LYTGDLARRDEDGYFYIVDRKKDMIIVGGYNVYPREVEEVLYSHPDVKEAVV443
gi 2648777   441 LLTGDMAKMDEDGYFYIVDRKKDMIIAGGYNIYPREVEEVLYEHPAVVEAAV492
gi 4092069   582 MRTGDSGFIIN-DMLYISGRIKDMIIIRGRNFYPQNIEEVIDGVSGVRQGSV632
gi 2808753   462 LRTGDVGFRHD-GQLYVVGRTKDVIIVQGRNIHPQDVE---QTAERV---GA506
gi 6007550   417 FTTGDLGYLSK-GELFITGREKQEIIINGVNYFAHELETTIEELEGVKVSYT467

                          10        20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       109 SYRELHRDVCRFANTLLDLGIKKGDVVAIYMPMVPEAAVAMLACARIGAVHSVIFGGFSPEAVAGCIIDSSSRLVITADE188
ItuI        2978 TYRQLNERANRLARTLRTKGVQADQFVAIICPHRIELIVGILAVLKAGGAYVPIDPEYPENRIQYMLRDSRAEVVLTQRS3057
gi 511490   2569 SYQELNAKANQLARVLRQKGVQPNSMVGIMVDRSLDMIVGMLGVLKAGGAYVPIDIDYPQERISYMMEDSGAALLLTQQK2648
gi 511490   3615 TYHELNIKANQLARVLREKGVTPNHPVAIMTERSLEMIVGIFSILKAGGAYVPIDPAYPQERIQYLLEDSGATLLLTQSH3694
gi 6449056   290 TYRELNEKSNRLARTLRNYGVQADTLVAIMAERSLEMIVSIMAIWKAGGAYVPLDPEYPEERLQYVLNDANADVLVVQRH369
gi 6449056  1800 TYRQLNERANRLARTLRARGVQADQPVATISRNSIELVTGILAILKAGGAYVPIDPEYPQDRIQYILEDSKAGIILMPRD1879
gi 5915762  5574 TYRELNEKSNQLARYLRDKGVKADTIVAIMAERSPEMVVGIMGILKAGGAYLPIDPDYPEERIKYMLEDSGAAIILADHK5653
gi 6136084   491 TYQELMERSAQLANALREKGIASGSIVSIMAEHSLELIVAIMAVLRSGAAYLPIDPEYPQDRIQYLLDDSQTTLLLTQSH570
gi 3142696    28 SYRELNERANRLARTLRSQGVTKDRLVGLMTERSIDMIVGMLGILKAGGAYVPIDPNVPRGRIPYMLDDSGTELLLTQSH107
gi 6175106    54 SYQELNRKANQLARALLEKGVQTDSIVGVMMEKSIENVIAILAVLKAGGAYVPIDIEYPRDRIQYILQDSQTKIVLTQKS133

                          90       100       110       120       130       140       150       160 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       189 GVRAGRSIPLKKNVDdalknpnvtsvehvivlkrtgsdidWQEGRDLWWRDLIEKASPEHQPEAMNAEDPLFILYTSGST268
ItuI        3058 LLDQLP----------------------------------YDGDVVLLDEENSYHEEHSNFESDSDAHDLAYMIYTSGST3103
gi 511490   2649 LTQQIAFSGDILY----------------------------------LDQEEWLHEEASNLEPIARPQDIAYIIYTSGTT2694
gi 511490   3695 VLNKLPVDIEWLD----------------------------------LTDEQNYVEDGTNLPFMNQSTDLAYIIYTSGTT3740
gi 6449056   370 FKNSLVFDGPMID----------------------------------LNDETSYHADCSLLSPIAEHSHLAYVIYTSGTT415
gi 6449056  1880 VRQQITYEGVVIL----------------------------------LDEESSYHEEAFNLEPLSNANHLAYVIYTSGST1925
gi 5915762  5654 QDLGTLHQEAVE------------------------------------LTGDFSSYPADNLEPAGNADSLAYIIYTSGST5697
gi 6136084   571 LQPNIRFAGSVLY----------------------------------LDDRSLYEGGSTSFAPESKPDDLAYMIYTSGST616
gi 3142696   108 LVDKVAFDGHMLVL---------------------------------DGAQSVYHEDGSNLESLSGPNDLAYVIYTSGTT154
gi 6175106   134 VSQLVHDVGYSGEVV-------------------------------VLDEEQLDARETANLHQPSKPTDLAYVIYTSGTT182

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       269 GKPKGVLHTTGGYLVYAATTFKYVFDYHPG-DIYWCTAdvGWVTGHSYLLYGPLACGATTLMFEGVPNwpTPARMCQVVD347
ItuI        3104 GNPKGVLIEHQGLADYIWWAKEVYVRGEKT-NFPLYSS--ISFDLTVTSIFTPLVTGNTIIVFDGEDK--SA-VLSEIMR3177
gi 511490   2695 GKPKGVMIEHQSYVNVAMAWKDAYRLDTFPvRLLQMAS--FAFDVSAGDFARALLTGGQLIVCPNEVKm-DPASLYAIIK2771
gi 511490   3741 GKPKGVMIEHQSIINCLQWRKEEYEFGPGD-TALQVFS--FAFDGFVASLFAPILAGATSVLPKEEEAk-DPVALKKLIA3816
gi 6449056   416 GKPKGVMVEHGGIVNSLQWKKAFFKHSAED-RVLVLYP--YVFDAFILNFFGPLISGAALYLLPNEDNk-DLFAIQNVLK491
gi 6449056  1926 GKPKGVLIEHRGLSNYIWWAKEVYVKNEKT-NFPLYSS--ISFDLTVTSIFTPLVTGNTIIVYDGEDK---TALLSSIVQ1999
gi 5915762  5698 GKPKGVMIRQRGLVNYITWADRVYVQGEQl-DFALYSS--IAFDLTVTSIFTPLISGNRVIVYRHSEd--GEPLIRKVFR5772
gi 6136084   617 GNPKGAMITHQGLVNYIWWANKVYVQGEAv-DFPLYSS--ISFDLTVTSIFTPLLSGNTIHVYRGADK---VQVILDIIK690
gi 3142696   155 GQPKGVMLEHHGLCNLKTYFEFEFKISTLD-HMLLFAS--YSFDAACWEIFQALFCGATLYVPTSETIl-DYERFEQYMA230
gi 6175106   183 GKPKGTMLEHKGIANLQSFFQNSFGVTEQD-RIGLFAS--MSFDASVWEMFMALLSGASLYILSKQTIh-DFAAFEHYLS258

                         250       260       270       280       290       300       310       320 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       348 KHQVNILYTAPTAIRALMAEGDKaiEGTDRSSLRILGSVGEPINPEAWEWYWKKI-GkeKCPVVDTWWQTETGGFMITPL426
ItuI        3178 DSRIDMIKLTPAHLHVIKEMNIA--GD---TAIRKMIVGGENLSTRLAKSVSEQFkG--RLDIFNEYGPTEAVVGCMIYH3250
gi 511490   2772 KYDITIFEATPALVIPLMEYIYE--QKLDISQLQILIVGSDSCSMEDFKTLVSRF-Gs-TIRIVNSYGVTEACIDSSYYE2847
gi 511490   3817 SEEITHYYGVPSLFSAILDVSS----SKDLQNLRCVTLGGEKLPAQIVKKIKEKN-K--EIEVNNEYGPTENSVVTTIMR3889
gi 6449056   492 LERITHFSTSPRLLQAMTEQMN----AEDFYHVQHVVVGGEKLEPDTVERLFSLQ-P--QIRINNEYGPTENSVVSTFQP564
gi 6449056  2000 DQRVDIIKLTPAHLHVLKAMNI-----ANKIAIRKMIVGGENLSTQLAQSIHEQF-Dg-QIEICNEYGPTETVVGCMLYR2072
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Fig. 4-6.  Amino acid residue sequence comparison of AMP-binding Domain 2.

 

gi 5915762  5773 DQKAGIVKLTPSHLSLVKDMDA------SGSSIKRLIVGGEDLKTELAKEITERF-Hh-NIEIYNEYGPTETVVGCMIYQ5844
gi 6136084   691 DNKVGIIKLTPTHLKLIEHIDG------KASSIRRFIVGGENLPTKLAKQIYDHF-Ge-NVQIFNEYGPTETVVGCMIYL762
gi 3142696   231 DHHITVAALPPTYAVYLEPQR--------MPNLRILVTAGSAASTELVYKWKD------QVAYYNGYGPTENSVATSIWP296
gi 6175106   259 ENELTIITLPPTYLTHLTPER--------ITSLRIMITAGSASSAPLVNKWKD------KLRYINAYGPTETSICATIWE324

 
                         330       340       350       360       370       380       390       400   
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1PG3_A       427 PGA--IE---LKAGSATRPFFGVQPALVDNEGHPQEGATEGNLVITDswPGQARTLFGDHERFEQTYFSTFK----N---494
ItuI        3251 FDAvrDK---REFVPIGTPAANTDIYVADASRNLVPIGVIGEIYISG--PGVARGYWNRPDLTEEKFVENPYvpgaK---3322
gi 511490   2848 QPL--SSlhvTGTVPIGKPYANMKMYIMNQYLQIQPVGVIGELCIGG--AGVARGYLNRPDLTAEKFVPNPF----Vpg-2918
gi 511490   3890 DIQ--VE----QEITIGCPLSNVDVYIVNCNHQLQPVGVVGELCIGG--QGLARGYLNKPELTADKFVVNPF----Vpg-3956
gi 6449056   565 VYS--AD----EQITIGKPVANHQAYILGAHRQIQPIGVPGELYVGG--SGVARGYLNQPDLTEEKFVDHLL----Ipr-631
gi 6449056  2073 YDA--VKd-rRESVPIGTAAANTSIYVLDEDMKPVPIGVPGEMYISG--AGVARGYLNRPELTAEKFVENPF----Vtg-2142
gi 5915762  5845 YDA--GWd-rQVSVPIGKPASNVQLYILDERQEVQPVGIAGELYISG--DGVAKGYLNKPELTSEKFLPNPF----Lpg-5914
gi 6136084   763 YDP--QTt-tQESVPIGVPADNVQLYLLDASMQPVPVGSLGEMYIAG--DGVAKGYFNRPELTKEKFIDNPF----Rpg-832
gi 3142696   297 VSK--DEr-aGQLISIGRPVPNHRVYMDDVHGHLAPIGVAGELCVSG--PGLARGYLDRPELTAEKFVPNPF----Page367
gi 6175106   325 APS--NQl-sVQSVPIGKPIQNTHIYIVNEDLQLLPTGSEGELCIGG--VGLARGYWNRPDLTAEKFVDNPF----Vpg-394

                         410       420       430       440       450 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*..
1PG3_A       495 ----MYFSGDGARRDEDGYYWITGRVDDVLNVSGHRLGTAEIESALVAHPKIAEAAV547
ItuI        3323 ----MYKSGDLAKRLKDGNLVYIGRVDEQVKIRGHRIELGEIEAAMHNAEAVQKAAV3375
gi 511490   2919 --ekLYRTGDLARWMPDGNVEFLGRNDHQVKIRGIRIELGEIEAQLRKHDSIKEATV2973
gi 511490   3957 --erMYKTGDLAKWRSDGMIEYVGRVDEQVKVRGYRIELGEIESAILEYEKIKEAVV4011
gi 6449056   632 --rkMYKTGDLARWLPDGRIEYLGRIDHQVKIRGYRIELGEVEAALSNLEEVRETTV686
gi 6449056  2143 --erMYKTGDLAKWLPDGNIEYLGRMDEQVKIRGFRIELGEIETAMLQAEEIKEAVV2197
gi 5915762  5915 --erMYRTGDLAKMRPDGHIEYLGRIDHQVKIRGYRIELGEIEHQLLRHSDIKEAAV5969
gi 6136084   833 --tkMYRTGDLAKWLPDGNMEYAGRMDYQVKIRGHRIEMGEIETRLTQHEAVKEAVV887
gi 3142696   368 agyeRYRTGDLARWMPDGNIEYLGRIDHQVKIRGYRIELGEVEAQILKVEDVQEVIV424
gi 6175106   395 --ekMYRTGDLAKWLTDGTIEFLGRIDHQVKIRGHRIELGEIESVLLAHEHITEAVV449
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  Fig. 4-7는 PKS(polyketide synthases) domain과 상동성을 나타내고 있다. PKS는 

Claisen 축합을 성공적인 decarboxylating에 의해 polyketides로 불리는 다양한 다른 산물

에 간단한 fatty acids를 중합한다. Lipopeptide, iturin에서 fatty acid 부분의 중합에 관여

하는 Domain으로 생각되어진다. 또한 PKSs는 하나 또는 그 이상의 큰 multi functional 

protein들로 구성되는 modular type I PKSs와 몇 가지 monofunctional subunit들의 복합체

인 반복되는 type II PKSs 두 그룹으로 구분할 수 있다.

 PKS domain에서 비교된 서열에서 active site는 187, 333 그리고 380에 있는 Gly, His 그

리고 His으로 모든 단백질에서 잘 보존되어있는 것을 확인할 수 있다.

                          10        20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
Feature 1 
gi 14210843  103 EPIAIVGMACRYPQASd-PEAFWRLLAGGNHAIteipperwdinrlyd--rdpaaagkvtsrwgAYLDQVDgfdplffgi179
ItuI         669 kDIAIIGMSLNVPGASt-KSDFWNLLEKGEHSIreypesrlkdaadyl-ksiqsefnesqfvkgGYLDEIDrfdysffgl746
gi 23125759 1119 EDIAVIGMSGRFPQSPd-LQSFWELLSQGKNAIaqvpslrwnlsdwyd--knpgaanktyscwgGFIDHIDqfdplffqi1195
gi 50082954  768 DDIAIIGISCRYPGAKn-WKEFWENLKHGVDSVtepppgrwegrswyh--sdpehpgtacskyaAFLDDIDkfdplffqi844
gi 1781082     6 NAIAVVGMAGRFPGAKd-VSAFWSNLRRGKESIvtlseqelrdagvs----dktladpayvrraPLLDGIDefdagffgf80
gi 13093964   35 EPIAVIGMGCRFPGGVnnPEQFWDLLCDGRSGIvrvpsdrwdadayytddhtvpgticsteggfLTGWQPDefdaeffsi114
gi 730336    323 GDIAIIGLAGRYPKAAn-IHEFWNNLKEGKDCVseipesrwdwqrle---gitspsgkdiskwgGFIDDPDcfdpqffri398
gi 20150011   35 GDIAIIGMACRVPGAGd-YQQFWENLANARDSVteipasrwdwrafwg--dptseddrsharhaGCIDAVDafdarffgi111
gi 16040970  669 KDIAIIGMSLNVPGASt-KSDFWNLLEKGEHSIreypesrlkdaadyl-ksiqsefnesqfvkgGYLDEIDrfdysffgl746
gi 48892272    8 ELVAIIGMACRFPGANd-YGQFWKNMEAGVNSIseipsqrweaekyya--pipnqqnktiskwaGLIEGIDefdaeffsi84

                          90       100       110       120       130       140       150       160   
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
Feature 1 
gi 14210843  180 sPKEALHmdPQQRLMLELTWEALEDAGIAaeg-------lqgSPTAVCFGVV--WT--DYEAMLQRmgl---------rr239
ItuI         747 aPKTAQFmdPNQRLFLQSAWHAIEDAGYAggs-------mngSRVGVYAGYSkvGY--DYERLLSAnyp----------e807
gi 23125759 1196 sPREAELmdPQQRLFLEVAWEALENAGYSpes-------faqSQVGVFVGCS--NN--GYYQRIAPaln----------t1254
gi 50082954  845 sPGEAELiePQQRIFLEEAYHAIEDAGYApds-------lkgKHCGVFVGAA--SS--DYIKFLSNsgf----------g903
gi 1781082    81 pPLAAQVldPQHRLFLQCAWHALEDAGADpar--------fdGSIGVYGTSS--PS--GYLLHNLLshrdpnavlaegln148
gi 13093964  115 sPREASAmdPQQRLLIEVAWEALEDAGVApht-------irgTQTSVFVGVT--AY--DYMLTLAGrlrp--------ed175
gi 730336    399 tPREAETmdPQERLFLETCWETIEDAGYTpktlakpkgrnkrQHVGVFAGVM--HK--DYTLVGAEeas----------a464
gi 20150011  112 aPASARImdPQQRIMLELSWACLEDAGVVpsa-------lagSRTGVFVAAF--NY--DYKQLLESagl----------p170
gi 16040970  747 aPKTAQFmdPNQRLFLQSAWHAIEDAGYAggs-------mngSRVGVYAGYS--KVgyDYERLLSAnyp----------e807
gi 48892272   85 sPREARKvdPQQRVILELSWSCIEDAGYSpsq-------lsgKDVGVFMGAC--NY--DSILLMNRnqe----------n143

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
Feature 1                                  # 
gi 14210843  240 iSSYTSSGSHh-SIVANRVSYVLGlrGPSMAIDTACSSSLSAVHLACESLRRGesTMALVGGVNLtiapdSTVGLSKL-G317
ItuI         808 eLHQYIVGNLp-SVLASRIAYFLNlkGPAVTVDTACSSSLAAVHMACKSLMSGdcEMALAGGIRTsl----lpICIGL-D881
gi 23125759 1255 sDYSAGIGNQn-AIIANRVSFLLNlrGPSVLIDTMCSSSLVALHMACRSLQQGecTTALAGGVNLllspeYYVGMSRM-K1332
gi 50082954  904 hHRLVLSGTMl-SVLPARIAYFLDlkGPVVAVEAACSSSLVAVHQACESIKRGesEIAIAGGISTmltpdFQVLSSQF-Q981
gi 1781082   149 fDQFSLFLQNdkDFLATRISHAFNlrGPSIAVQTACSSSLVAVHLACLSLLSGecDMALAGGSSLciphrVGYFTSPG-S227
gi 13093964  176 lDAYIPTGNSa-NFAAGRLAYILGvrGPAVVIDTACSSSLVAVHLACQSLRHResDAALVGGTNLllspgPSIACSRW-G253
gi 730336    465 eNVFPLSLNY--AQIANRVSYFCNfhGPSMAVDTVCSSSLTAVHLALESIRHGecDVALAGGVNLslhpnKYMTYGVW-D541
gi 20150011  171 iDAHHSTGNAa-AVIANRISHFYDlhGPSVLVDTACSGSLSAIHHAVQSLRLGetELALAGGVNLlltptRHIAFAKT-G248
gi 16040970  808 eLHQYIVGNLp-SVLASRIAYFLNlkGPAVTVDTACSSSLAAVHMACKSLMSGdcEMALAGGIRT-----SLLPICIGlD881
gi 48892272  144 iEGHSGTGTWt-CMIPNRISSFFNwhGPSIPIDTACSSSLVAIHYALKSLKESecEMALVGGISVlftstTYIQMSQL-G221
                         250       260       270       280       290       300       310       320 
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Fig. 4-7.  Amino acid residue sequence comparison of PKS Domain.

  

                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
Feature 1 
gi 14210843  318 ALSpdgrCYTFDARANGYVRGEGAGVAVLKPLSRAiadgdpIYCVIRGSAINNNGGSNGLTap-nTQAQAEVIRQACAra396
ItuI         882 MESsdgyTKTFSKDSDGTGTGEGAAAVLLKPLQDAvrdgdhIYGVIKGSAMNQDGTTAGITap-nPAAQTEVIETAWKda960
gi 23125759 1333 MHSpngrCATFDSQADGIVLGEGAGALLLKPLSQAlkdgdrIYAVIKGSAVNHDGRTNGITap-nSRSHAEVICQALDaa1411
gi 50082954  982 MVSpegrCKSFDAEASGIVWGEGCGAILLKRYEQAvqdqdhIYGIIKGTGTNYDGSTNGXSap-sSKSQARLAENIYQqf1060
gi 1781082   228 MVSavghCRPFDVRADGTVFGSGVGLVVLKPLAAAidagdrIHAVIRGSAINNDGSAKMGYaapnPAAQADVIAEAHAvs307
gi 13093964  254 MLSpagqCKAFDVSADGYVRGEGAGVVVLKRLDDAvrdgnrILAIVRGSAVNQDGASSGVTvp-nGPAQQELLRTALAss332
gi 730336    542 MFStdghCRTFGKDGDGYVPAEGIGAVLLKPLRQAeedgdrIYAVIKGSAVNHVGTVSGISvp-sPVSQADLIETCLEkt620
gi 20150011  249 MLSptgaCKSFDEAADGYVRSEGAGLLLLKPLAKAladgdpIHGVIKGSAVNHCGKTHTLTyp-sSAAQAQVIEQALGda327
gi 16040970  882 MESsdgyTKTFSKDSDGTGTGEGAAAVLLKPLQDAvrdgdhIYGVIKGSAMNQDGTTAGITap-nPAAQTEVIETAWKda960
gi 48892272  222 MLSptgqCRTFSSDANGYVRGEGAGVVLLKPLTKAivdgdhIYGVIQGSAINHGGKARTITsp-nVYAQAKVIRSAYIna300

                         330       340       350       360       370       380       390       400 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
Feature 1                    #                                              # 
gi 14210843  397 gvaptDVQYVEAHGTGTQLGDPMEARALGEALgagrp-------sdkplHIGSCKTNIGHLEAAAGITGLIKVALSIKnR469
ItuI         961 giapeTLSFIEAHGTGTKLGDPVEFNGLCKAFekyta-------kkqfcAIGSVKSNIGHLFEAAGIVGLIKSVLMLNhK1033
gi 23125759 1412 gisadTISYVEAHGTGTSLGDPIEVEGLTKAFrkyte-------rkqfcKIGSVKTNIGHLECAAGMAQLLKVILAIQhR1484
gi 50082954 1061 ginpeTISYLEAHGTATPLGDPIEVEAFTEAFskwta-------qkqfcAIGSVKTNIGNAATAAGMSSLIKTILCLKnQ1133
gi 1781082   308 gidssTVSYVECHGTGTPLGDPIEIQGLRAAFevsqts------rsapcVLGSVKSNIGHLEVAAGIAGLIKTILCLKnK381
gi 13093964  333 kltaaDIDYIEAHGTGTPLGDPIELDSLSKVFsdrqsr-----rgsvplVIGSVKTNLGHLEAAAGIAGFIKAVLAVQrG407
gi 730336    621 gidprTISYVEAHGTGTSLGDPIEIQGLVKAFrqytq-------drqfcSIGSVKSNIGHAESAAGISGLSKVALQLHhQ693
gi 20150011  328 hipasSVSYIEAHGTGTPKGDPIEIQGLRQAFcpqas-------epqtcGVGSAKSNIGHLEAAAGVAGVIKVLLSFKaG400
gi 16040970  961 giapeTLSFIEAHGTGTKLGDPVEFNGLCKAFekyta-------kkqfcAIGSVKSNIGHLFEAAGIVGLIKSVLMLNhK1033
gi 48892272  301 nispdTVSYIESHGTGTPLGDPIEINALKRAYkqlaqqygvektekpycGIGAVKSNIGHLEGAAGIAGLIKVLLAMKyK380

                         410       420       430       440       450       460 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*
Feature 1 
gi 14210843  470 ALPPSLHFetpnplipfedlrlevqRTLSDWPepd---------rkLVAGVSSFGFGGTNCHVVL525
ItuI        1034 KNPPLAHFnepnplihfhsspfyvnQEAAEFTsgd---------epLRGGVSSFGFSGTNAHVVL1089
gi 23125759 1485 QIPANLHFqqpnplipfaetpfqvnTKLCSWEss----------glRRAGISSFGIGGTNAHIVI1539
gi 50082954 1134 KLVPSLHFnqpnpnidfanspfyvnTEFKAWEvpt--------gipRRAAVNSFGLNGTNAHVVV1190
gi 1781082   382 ALPATLHYtspnpelrldqspfvvqSKYGPWEcd----------gvRRAGVSSFGVGGTNAHVVL436
gi 13093964  408 FIPRHLNFhqltthaseaasrlniaSEGLEWPtvg---------rpRRAGVSSFGVSGTNAHVVL463
gi 730336    694 KLVPSLHSeelnpyvdfekspfyvqHETETWKqpvikengedvpypRRAGISSFGATGSNAHIIL758
gi 20150011  401 QLAPLCHFsalssridlqgspfypvTRLQPWEpas---------gvRRAGVSSFGFGGTNGHLIL456
gi 16040970 1034 KNPPLAHFnepnplihfhsspfyvnQEAAEFTsgd---------epLRGGVSSFGFSGTNAHVVL1089
gi 48892272  381 KLPKILNFkelnprikikdtpfyiiEENQEWKrlknel---geeipRRAGLSSFGIGGVNAHIVL442
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  Fig. 4-8은 Aminotransferase domain의 상동성을 비교한 것을 나타내고 있다. 이 

Domain은 Iturin에서 첫 번째 amino acid인 Asn을 전달하는 기능을 가진 도메인으로 생각

되어 진다. Itu I은 하나의 Aminotransferase의 domain을 가지고 있으며, Asn만을 옮겨주

는 역할을 한다.  

                          10        20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DGD          20 GGTFEPMIIERAKGSFVYDADGRAILDFTSGQMSAVLGHCHPE-IVSVIGEYAGKLDHLFSGML-SRPVVDLATRLANIT97
ItuI        1532 keivyPIIAERSDGSKMWDIDGNEYIDITMGFGVNLFGH-HPSfITQVIDD--STRSSLPPLGPmSDVAGEVADRI--RT1606
gi 267498     21 AKDHPNLPVVKEEGCYYYGVDGVKYLDFTSGIAVTNVGHRHPK-IVQAIKEAADHLTHGPIGVIqYESILKLADELADIL99
gi 120779     19 VGQIHPIFADRAENCRVWDVEGREYLDFAGGIAVLNTGHLHPK-VVAAVEAQLKKLSHTCFQVLaYEPYLELCEIMNQKV97
gi 1168492    20 IYAPAEFIPVKGQGSRIWDQQGKEYVDFAGGIAVTALGHCHPA-LVNALKTQGETLWHISNVFT-NEPALRLGRKLIEAT97
gi 543846      7 TYGRWDIDIKKAKGTYVEDQNGKTYLDFIQGIAVSNLGHCHEA-VTEAVKKQLDSVWHVSNLFQ-NSLQEQAAQKLAGHS84
gi 1175339    31 YPRKLPFAYAKAQGCWVTDVEGNEYLDFLAGAGTLALGHNHPI-LMQAIKDVLDSGLPLHTLDLtTPLKDAFSEELLSFF109
gi 730217     21 NYHPLPIVISEALGAWVKDPEGNEYMDMLSAYSAVNQGHRHPK-IIQALKDQADKITLTSRAFH-NDQLGPFYEKTAKLT98
gi 1170030    42 AVGGTPLFITEARGCWLTDADGRRYVDLVCSWGPMILGHAHPA-VVDAVATVAASGLSFGAPTP-AET--QLAAEIIGRM117
gi 1170028    77 SVGGQPVLIDSVKGSKMWDIDGNEYIDYVGSWGPAIIGHADDE-VLAALAETMKKGTSFGAPCL-LEN--VLAEMVISAV152

                          90       100       110       120       130       140       150       160 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DGD          98 P-PGLDRALLLSTGAESNEAAIRMAKLVT--------GKYEIVGFAQSWHGMTGAAASATYS-A-GRKGVGPAAVGSf--164
ItuI        1607 C-TGVERVAFYNSGTEAVMVALRLARAAT--------GRKKVVAFSGSYHGTFDGVLGVAGTkG-GAASANPLAPGIl--1674
gi 267498    100 PgD-LDCFFFANSGTEAIEGALKLAKFVt--------KRPYVVSFTGCFHGRTQGSLGVSTSkSkYRKFLQPn-GLTy--167
gi 120779     98 PgDFAKKTLLVTTGSEAVENAVKIARAAt--------KRSGTIAFSGAYHGRTHYTLALTGKvNpYSAG-MGLmPGHv--166
gi 1168492    98 ---FAERVVFMNSGTEANETAFKLARHYAcvr--hspFKTKIIAFHNAFHGRSLFTVSVGGQpK-YSDGFGPKpADIi--169
gi 543846     85 ---AGDLVFFCNSGGQANEGAYKLARKAt--------GKTKIITFLQSFHGRTYAGMAATGQdK-IKTGFGPMlGGFh--150
gi 1175339   110 PkDKYILQFTGPSGADANEAAIKLAKTYt--------GRGNIIAFSGGFHGMTQGALALTGNlG-AKNAVENLmPGVq--178
gi 730217     99 g---KEMILPMNTGAEAVESAVKAARRWAyevkgvadNQAEIIACVGNFHGRTMLAVSLSSEeE-YKRGFGPMlPGIk--172
gi 1170030   118 Ap--VERIRLVNSGTEATMSAVRLARGFt--------GRTKIIKFSGCYHGHVDALLADAGSg--VATLSLPSsPGVtga185
gi 1170028   153 Ps--IEMVRFVNSGTEACMGVLRLARAFt--------NKEKFIKFEGCYHGHANAFLVKAGSg--VATLGLPDsPGVpka220

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DGD         165 ------AIPAp--FTYRPRFErng--aydYLAELDYA-FDLId--RQSSGNLAAFIAEPILSSGGIIELPDGYMAALKRK231
ItuI        1675 ------QSFMd--DLIILHYN--------NPDSL-----DVI---RSLGDELAAVLVEPVQSRRPDLQPQA-FLKELRAI1729
gi 267498    168 ------QVPYfkpSDPRILDEegevveslACELLEEEfTNLFk-yHVSSEEVAAVILEPVLGEGGYIIPPASWLAKVREI240
gi 120779    167 -----yRALYp--CPLHGISEd---------dAIASi-HRIFk-nDAAPEDIAAIVIEPVQGEGGFYASSPAFMQRLRAL228
gi 1168492   170 ------HVPFn------------------dLHAVKA----------VMDDHTCAVVVEPIQGEGGVTAATPEFLQGLREL215
gi 543846    151 ------YLPYn------------------dPSAFKA---------LGEEGDIAAVMLETVQGEGGVNPASAEFLSAVQSF197
gi 1175339   179 ------FMPYp--hEYRCPFGigg---eaGAKAVEQYfENFIedvESGVVKPAAVILEAIQGEGGVVSAPISFLQKVREV247
gi 730217    173 ------LIPYg------------------dVEALRQAi----------TPNTAAFLFEPIQGEAGIVIPPEGFLQEAAAI218
gi 1170030   186 aaadtiVLPYn------------------dIEAVRQTf-------ARLGDQIAAVITEASPGNMGVVPPAPGYNAALRAI240
gi 1170028   221 atsdtlTAPYn------------------dLEAVEKLf-------AAHKGEISAVILEPVVGNSGFIPPTPEFINGLRQL275

                         250       260       270       280       290       300       310       320 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DGD         232 CEARGMLLILDEAQTGVGRTGTMFACQRDGVTPDILTLSKTLGAGLP-LAAIVTSAAIEERA-----------HELGy-l298
ItuI        1730 TQQSGTALIMDEIITGF-RIGLGGAQEWFGIQADLVTYGKIIGGGQP-LGVVAGKAEFMNAIdggtwqygddsYPQD---1804
gi 267498    241 CNRHDILLIFDEVQTGFGRTGEWFAAQTFGVTPDIMAIAKGIASGlp-lSATVAnHTLMqQW-----------PLGS---305
gi 120779    229 CDEHGIMLIADEVQSGAGRTGTLFAMEQMGVAPDLTTFAKSIAGGfp-lAGVTGrAEVMdAV-----------APGG---293
gi 1168492   216 CDQHQALLVFDEVQCGMGRTGDLFAYMHYGVTPDILTSAKALGGGfp-iSAMLTtAEIAsAF-----------HPGS---280
gi 543846    198 CKEKQALLIIDEIQTGIGRTGKGFAYEHFGLSPDIITVAKGLGNGfp-vGAVIGkKQLGeAF-----------TPGS---262
gi 1175339   248 TQKHGILMIVDEVQAGFCRSGRMFAFEHAGIEPDIIVMSKAVGGSlp-lAVLAIrKE-FdAW-----------QPAG---311
gi 730217    219 CKEENVLFIADEIQTGLGRTGKTFACDWDGIVPDMYILGKALGGGvfpiSCIAAdREILgVF-----------NPGS---284
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Fig. 4-8.  Amino acid residue sequence comparison of Aminotranferase Domain.

  

gi 1170030   241 TAEHGALLIIDEVMTGF-RVSRSGWYGLDPVAADLFIFGKVMSGGmp-aAAFGGrAEVMeRL-----------APLGpvy307
gi 1170028   276 TKDNGVLLIFDEVMTGF-RLAYGGAQEYFGITPDLTTLGKIIGGGlp-vGAYGGrRDIMeMV-----------APAGpmy342

                         330       340       350       360       370       380       390       400 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DGD          299 F------YTTHVSDPLPAAVGLRVLDVVQRDG--LVARANVMGDRLRRGLLDLMERFDCIGDVRGRGLLLGVEIVKDRRt370
ItuI         1805 EakrtfvAGTFNTHPLTMRMSLAVLRHLQTEGehLYEQLNQKTAYLVDELNRCFEQAQVPIRMVRFGSLFRFVSSLDND-1883
gi 267498     306 H------GTTFGGNPIACSAALATLDVLKEEN--LLDNAREVGAYARERLNLLKEKYEMIGSIRSVGLMIGIEIID-Pqt376
gi 120779     294 L------GGTYAGNPIACVAALEVLKVFEQEN--LLQKANDLGQKLKDGLLAIAEKHPEIGDVRGLGAMIAIELFEDGdh365
gi 1168492    281 H------GSTYGGNPLACAVAGAAFDIINTPE--VLEGIQAKRQRFVDHLQKIDQQYDVFSDIRGMGLLIGAELKPQYkg352
gi 543846     263 H------GTTFGGNMLAMAAVNATLQIVFQPD--FLQEAADKGAFLKEQLEA-ELKSPFVKQIRGKGLMLGIECDGP---330
gi 1175339    312 H------TGTFRGNQLAMATGYASLKIMRDEN--LAQNAQERGEYLTNALRELSKEYPCIGNVRGRGLMMGIDIVDERqs383
gi 730217     285 H------GSTFGGNPLACAVSIASLEVLEDEK--LADRSLELGEYFKSELESID--SPVIKEVRGRGLFIGVELTEA---351
gi 1170030    308 Q------AGTLSGNPVAMAAGLATLRAAADAV--Y-ATLDRNADRLVAMLSEALTDAGVPHQIPRAGNMFSVFFSEAPvt378
gi 1170028    343 Q------AGTLSGNPLAMTAGIHTLKRLKQAG--TYEYLDKITKELTNGILEAGKKTGHPMCGGYISGMFGFFFAEGPvy414

                          410       420       430       440       450       460       470 
                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|.
1DGD          371 kep------adgLGAKITRECMNLGLsmnivQLPGM--G-GVFRIAPPLTVSEDEIDLGLSLLGQAIERAL432
ItuI         1884 ------------L---FFYHLNYKGV-----YVWEG--RnCFLSVA----HTADDIENIIQAVKDTVEDLR1928
gi 267498     377 kk------pdgaAVLRILDLALQEGV-----LFYLCgnEgEVIRMIPPLSVTKEQIDDGLDMLQRALVKYK436
gi 120779     366 nk------pdakLTAEIVARARDKGL-----ILLSCgpYyNVLRILVPLTIEDAQIRQGLEIISQCFDEAK425
gi 1168492    353 ------------rARDFLYAGAEAGV-----MVLNA--GpDVMRFAPSLVVEDADIDEGMQRFAHAVAKVV404
gi 543846     331 -------------VADIIAELQTLGL-----LVLPA--GpERDSAAAPLTVTKDEIAEAVSKLKQAIAHHS381
gi 1175339    384 kdatgayprdceLAAAIQKACFKNKL-----LLERGgrGgNVVRVLCAVNINQSECEEFIKRFKQSVVDAL449
gi 730217     352 -------------ARPYCERLKEEGL-----LCKET--HdTVIRFAPPLIISKEDLDWAIEKIKHVLRNA-401
gi 1170030    379 dfasa-cnsqvwRYPAFFHALLDAGVypp---------csTFEAWFVSAALDDAAFGRIVDALPGAAAAAV439
gi 1170028    415 nfads-kksdteKFGRFFRGMLEEGVyfa---------psQFEAGFTSLAHTPEDIQLTIAAAERVLSRI-474
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  Fig. 4-9, Fig. 4-10 그리고 Fig. 4-11는 Condensation domain의 상동성을 나타낸 것이

다. 이 domain은 주로 peptide antibiotics을 하성하는 multi-domain enzyme들에 주로 발

견된다. 이 domain은 non-ribosomal peptide 생합성에 peptide 결합 형성에 축합반응을 촉

매한다. 보통 phosphopantetheine binding domain의 carboxy side에 발견된다. HHXXXDG 

motif 부분에 돌연변이는 active site의 부분으로 제안되는 활성이 파괴된 것을 보여준다. 

Fig. 4-9는 149 ∼ 155 부분에 HHIADG의 서열을 확인할 수 있었고, Fig. 4-10은 141 ∼ 

147 부분에 HHIISDG 그리고 Fig. 4-11는 141∼147 부분에 HHIISDG의 motif를 확인할 수 

있었다. Fig. 4-10과 Fig. 4-11에 두 번째, 세 번째 domain은 상당히 유사한 것을 확인할 

수 있었다.

                          10        20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 24212667 1058 KQEHYPL----H--WHSSEhI-SSASSRMRESAIHASSSNSE--GFRYSKAGARISGINPtprVIETSFVLENS--TPRQ1126
ItuI        1947 ksgtreLspeqKqlVMASH-YgNEASAALNQSIMLKVKGEMQ--YTSLKQAVRHIVDRHE---ALRTVIHPDDE----VQ2016
gi 24212667 2095 KQDTYPVsspqKrmYVLQQ-L-EDAQTSYNMPAVLRLTGELD--VERLNSVMQQLMQRHE---ALRTTFEIKDG--ETVQ2165
gi 113316   1948 AVEHPPVslaqErlLFIDD-F-EGGTAAYNIPFVLRLP-AHT--RAALPGALGTLVRRHP---ALRTLLKTDDQg-VRRQ2018
gi 113317   1992 DTQMIPVsraqErlLFIHE-F-ENGSNAYNIDAAFELPGSVD--ASLLEQALRGNLARHE---ALRTLLVKDHAtgIYLQ2064
gi 232186   2094 PTDYYPVssaqKrmYILYE-F-EGAGITYNVPNVMFIEGKLD--YQRFEYAIKSLVNRHE---ALRTSFYSLNG--EPVQ2164
gi 730367   1052 QRDVYPLsfsqKrlYALHQ-L-ADDSTGYNMPAVLELRGNLN--RQRLRSVLTELVNRHE---ALRTVFVLDRD--EPVQ1122
gi 3041735  1054 YQQHYPVspaqRrmYILNQ-L-GQANTSYNVPAVLLLEGEVD--KDRLENAIQQLINRHE---ILRTSFDMIDG--EVVQ1124
gi 3041735  2098 KQDMYPLssaqKrmYVLNQ-L-DRQTISYNMPSVLLMEGELDiwPARLT---PQLVNRHE---SLRTSFMEANG--EPVQ2167
gi 730829      9 VQDMYYLspmqEgmLFHPI-L-NPGQTFYLEQITMKVKGSLN--IKCLEESMNVIMDRYD---VFRTVFIHEKv-kRPVQ80

                          90       100       110       120       130       140       150       160  
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 24212667 1127 KIHVCV---DFNIEMIe-----RGGR--SDEAIMASFVRTFDL-AKAPLFRIGLLGLEENRHMLLFDMHHLISDGVSIGI1195
ItuI        2017 QVLERMnidIPVIDFTgh--phEHREpeIQKWLTEDAKRPFHFhEQKPLFRIHVLTSAHNEHLIVLTFHHIIADGWSIAV2094
gi 24212667 2166 RIWEEAeceIAYFEAP--------EE--ETERIVSEFIKPFKI-DQLPLFRIGLIKHSDTEQVLLFDMHHIISDGASVGV2234
gi 113316   2019 YPIPADdvrLEVPSTTvd----srAE--LDEVLTERAGYVFRL-HEELPIRAEAFDHGD-EIYLSVVVHHSCFDGWSWDI2090
gi 113317   2065 KVLSPDeaqGMFSVNVdta--kqVER--LDQEIASLSQHVFRL-DDELPWEARILKLESGGLYLILAFHHTCFDAWSLKV2139
gi 232186   2165 RVHQNVelqIAYSEAK--------ED--EIEQIVESFVQPFDL-EIAPLLRVGLVKLASDRYLFLMDMHHIISDGVSMQI2233
gi 730367   1123 IIYPEMafdLKELEMEs-------EQ--MLESAIETFIKPFYL-SSGPLFRACVITMGNNRGFLLLDMHHIIADGVSMST1192
gi 3041735  1125 TVH-KN----ISFHLEaak---grEE--DAEEIIKAFVQPFEL-NRAPLVRSKLVQLEEKRHLLLIDMHHIITDGSSTGI1193
gi 3041735  2168 RIIEKAevdLHVFEAK--------ED--EADQKIKEFIRPFDL-NDAPLIRAALLRIEAKKHLLLLDMHHIIADGVSRGI2236
gi 730829     81 VVLKKRqfhIEEIDLThltgseQTAK--INEYKEQDKIRGFDL-TRDIPMRAAIFKKAEESFEWVWSYHHIILDGWCFGI157

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 24212667 1196 MLEELARIYKGEQ-------LPDLR----LQYKDYAVWQSRQAAEG-YKKDQAYWKEVFAGELPvLQLL--SDYPRPPVQ1261
ItuI        2095 FVQELESNYAAIVq-----gKPISPkeadVSFRQYLDWQQAQIDSGhYEEGVRYWRRHFSEPIQqPILPstASIRYPN--2167
gi 24212667 2235 LIEELSKLYDGET-------LEPLR----IQYKDYAVWQHRFIQSElYKKQEEHWLKELDGELPvLTLP--TDYSRPAVQ2301
gi 113316   2091 FRRELAALLDGVPea----dLGALR----GTYGEFAVWQRQYLTGKrLAALTEFWTGALGGFET-IALP--LDHPRPPRF2159
gi 113317   2140 FEQELRALYAALQktksaanLPALK----AQYKEYALYHRRQLSGDrMRNLSDFWLRKLIGLEP-LQLI--TDRPRPVQF2212
gi 232186   2234 ITKEIADLYKGKE-------LAELH----IQYKDFAVWQNEWFQSDaLEKQKTYWLNTFAEDIPvLNLS--TDYPRPTIQ2300
gi 730367   1193 LVQEFTDLYCGKE-------LPALN----LHYKDFAVWQQEKHPKElYKKQEAYWLGQLGGSLPtLELP--LDKTRPRLP1259
gi 3041735  1194 LIGDLAKIYQGAD-------LELPQ----IHYKDYAVWHKEQTNY---QKDEEYWLDVFKGELPiLDLP--ADFERPAER1257
gi 3041735  2237 FVKELALLYKGEQ-------LPEPT----LHYKDFAVWQNEAEQKErMKEHEAYWMSVLSGELPeLDLP--LDYARPPVQ2303
gi 730829    158 VVQDLFKVYNALRe-----qKPYSL----PPVKPYKDYIKWLEKQD-KQASLRYWREYLEGFEG-QTTF--AEQRKKQKD224
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Fig. 4-9.  Amino acid residue sequence comparison of condensation Domain 1.

                         250       260       270       280       290       300       310       320 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 24212667 1262 SFEGDRVSIKLDAGVKDRLNRLAEQNGATLYMVMLSAYYTLLSKYTGQDDIIVGTPSAGRNH--SDTEGIIGMFVNTLAI1339
ItuI        2168 GYEGDRCTVRLGRPLSEALRSLSIQMKNSVFVTMLGAFHLFLHQLTKQSGLVIGIPAAGQSH--MKQHDLIGNCVNMIPV2245
gi 24212667 2302 TFEGDRIAFSLEAGKADALRRLAKETDSTLYMVLLASYSAFLSKICGQDDIIVGSPVAGRSQ--ADVSRVIGMFVNTLAL2379
gi 113316   2160 DYRGRELEFELDERTTEALRELARTARVSLYSVLLGAWCLMLNMYTGQHDLVVGTPSANRGR--PEFDRAVGFFANLLAL2237
gi 113317   2213 KYDGDDLSIELSKKETENLRGVAKRCKSSLYVVLVSVYCVMLASYANQSDVSVGIPVSHRTH--PQFQSVIGFFVNLVVL2290
gi 232186   2301 SFEGDIVTFSAGKQLAEELKRLAAETGTTLYMLLLAAYNVLLHKYSGQEEIVVGTPIAGRSH--ADVENIVGMFVNTLAL2378
gi 730367   1260 DFRGGTIEVNIDKDMADELHRLMAETGTTLYMILLAVYSILLSKLSGQEDIVVGSPAAGRPH--ADLERVIGMFVNTLAM1337
gi 3041735  1258 SFAGERVMFGLDKQITAQIKSLMAETDTTMYMFLLAAFNVLLSKYASQDDIIVGSPTAGRTH--PDLQGVPGMFVNTGAL1335
gi 3041735  2304 SFKGDTIRFRTGSETAKAVEKLLAETGTTLHMVLHAVFHVFLSKISGQRDIVIGSVTAGRTN--ADVQDMPGMFVNTLAL2381
gi 730829    225 GYEPKELLFSLSEAETKAFTELAKSQHTTLSTALQAVWSVLISRYQQSGDLAFGTVVSGRPAeiKGVEHMVGLFINVVPR304

                          10        20        30        40        50        60        70        80  
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1048 KQETYPVSSAQKRIYVLQQ-LEDGGTGYNMPAVLELEGKLN--PERMERAFKELIKRHE---SLRTSFEQDAGgDPVQRI1121
ItuI        2503 kkaYYPTSPAQQRVYFLHQ-LEPDQLAQNMFGHISITGKYD--EQALISSLQQVMQRHE---AFRTYFDIIDG-DIVQKL2575
gi 24212667 1058 KQEHYPL----H--WHSSEhISSASSRMRESAIHASSSNSE--GFRYSKAGARISGINPtprVIETSFVLENS-TPRQKI1128
gi 24212667 2095 KQDTYPVSSPQKRMYVLQQ-LEDAQTSYNMPAVLRLTGELD--VERLNSVMQQLMQRHE---ALRTTFEIKDG-ETVQRI2167
gi 232186   3140 GQDYYPVSSAQKRMFIVNQ-FVGVGISYNMPSIMLIEGKLE--RTRLESAFKRLIERHE---SLRTSFEIING-KPVQKI3212
gi 232186   2094 PTDYYPVSSAQKRMYILYE-FEGAGITYNVPNVMFIEGKLD--YQRFEYAIKSLVNRHE---ALRTSFYSLNG-EPVQRV2166
gi 232186   1058 EQEYYPVSSVQKRMFILNE-FDRSGTAYNLPGVMFLDGKLN--YRQLEAAVKKLVERHE---ALRTSFHSING-EPVQRV1130
gi 730367   1052 QRDVYPLSFSQKRLYALHQ-LADDSTGYNMPAVLELRGNLN--RQRLRSVLTELVNRHE---ALRTVFVLDRD-EPVQII1124
gi 3041735  1054 YQQHYPVSPAQRRMYILNQ-LGQANTSYNVPAVLLLEGEVD--KDRLENAIQQLINRHE---ILRTSFDMIDG-EVVQTV1126
gi 3041735  2098 KQDMYPLSSAQKRMYVLNQ-LDRQTISYNMPSVLLMEGELDiwPARLT---PQLVNRHE---SLRTSFMEANG-EPVQRI2169

                          90       100       110       120       130       140       150       160     
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1122 HDEVPFTLQTTVLG-----ERTEQEAAAAFIKPFDLSQAPLFRAQIVKISDERHLLLVDMHHIISDGVSVNILIREFGEL1196
ItuI        2576 ENEVDFNVhvr-----tmsRDEFDAYSDRFVKPFRLDQAPLVRAELIKIENEQAELLIDMHHIISDGYSVNILTNELLAL2650
gi 24212667 1129 HVCV---DFNIEMIer--gGRSDEAIMASFVRTFDLAKAPLFRIGLLGLEENRHMLLFDMHHLISDGVSIGIMLEELARI1203
gi 24212667 2168 WEEAECEIAYFEAP-----EEETERIVSEFIKPFKIDQLPLFRIGLIKHSDTEQVLLFDMHHIISDGASVGVLIEELSKL2242
gi 232186   3213 HEEVDFNMSYQVAS-----NEQVEKMIDEFIQPFDLSVAPLLRVELLKLEEDRHVLIFDMHHIISDGISSNILMKELGEL3287
gi 232186   2167 HQNVELQIAYSEAK-----EDEIEQIVESFVQPFDLEIAPLLRVGLVKLASDRYLFLMDMHHIISDGVSMQIITKEIADL2241
gi 232186   1131 HQNVELQIAYSEST-----EDQVERIIAEFMQPFALEVRPLLRVGLVKLEAERHLFIMDMHHIISDGVSMQIMIQEIADL1205
gi 730367   1125 YPEMAFDLKELEMEs----EQMLESAIETFIKPFYLSSGPLFRACVITMGNNRGFLLLDMHHIIADGVSMSTLVQEFTDL1200
gi 3041735  1127 H-KN----ISFHLEaakgrEEDAEEIIKAFVQPFELNRAPLVRSKLVQLEEKRHLLLIDMHHIITDGSSTGILIGDLAKI1201
gi 3041735  2170 IEKAEVDLHVFEAK-----EDEADQKIKEFIRPFDLNDAPLIRAALLRIEAKKHLLLLDMHHIIADGVSRGIFVKELALL2244

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1197 YNNRNLPALRIQYKDYAVWREGFKTGDAYKTQEAYWLKQLEGELPvLDLPADHARPPVRSFAGDKVSFTLDQE---VASG1273
ItuI        2651 YHQKpLPDIEFEYKDFAEWQNQRLNDDAMKRQETYWLEQFQDEIPiLDLPTDGSKAAERSSEGQRVTCSLQPD---VIRS2727
gi 24212667 1204 YKGEQLPDLRLQYKDYAVWQSRQAAEG-YKKDQAYWKEVFAGELPvLQLLSDYPRPPVQSFEGDRVSIKLDAG---VKDR1279
gi 24212667 2243 YDGETLEPLRIQYKDYAVWQHRFIQSELYKKQEEHWLKELDGELPvLTLPTDYSRPAVQTFEGDRIAFSLEAG---KADA2319
gi 232186   3288 YQGNALPELRIQYKDFAVWQNEWFQSEAFKKQEEYWVNVFADERPiLDIPTDYPRPMQQSFDGAQLTFGTGKQ---LMDG3364
gi 232186   2242 YKGKELAELHIQYKDFAVWQNEWFQSDALEKQKTYWLNTFAEDIPvLNLSTDYPRPTIQSFEGDIVTFSAGKQ---LAEE2318
gi 232186   1206 YKEKELPTLGIQYKDFTVWHNRLLQSDVIEKQEASLAERICRRDSsIESTDRLPK--YQPFKALMVKDLHSVQessLWMI1283
gi 730367   1201 YCGKELPALNLHYKDFAVWQQEKHPKELYKKQEAYWLGQLGGSLPtLELPLDKTRPRLPDFRGGTIEVNIDKD---MADE1277
gi 3041735  1202 YQGADLELPQIHYKDYAVWHKEQTNY---QKDEEYWLDVFKGELPiLDLPADFERPAERSFAGERVMFGLDKQ---ITAQ1275
gi 3041735  2245 YKGEQLPEPTLHYKDFAVWQNEAEQKERMKEHEAYWMSVLSGELPeLDLPLDYARPPVQSFKGDTIRFRTGSE---TAKA2321
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Fig. 4-10.  Amino acid residue sequence comparison of condensation Domain 2.

                         250       260       270       280       290       300 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*
gi 730366   1274 LHKLARENGSTLYMVLLAAYTAFLSRLSGQEDIIVGSPIAGRPHKDLEPILGMFVNTLALRTRPE1338
ItuI        2728 LQDLAQKAETTLYTVLLAAYNVLLHKYTGQEDIVVGTPASGRNHpdiekiigifiqtigirtkph2792
gi 24212667 1280 LNRLAEQNGATLYMVMLSAYYTLLSKYTGQDDIIVGTPSAGRNHSDTEGIIGMFVNTLAIRSEVK1344
gi 24212667 2320 LRRLAKETDSTLYMVLLASYSAFLSKICGQDDIIVGSPVAGRSQADVSRVIGMFVNTLALRTYPK2384
gi 232186   3365 LYRVATETGTTLYMVLLAAYNVLLSKYSGQEDIIVGTPIVGRSHTDLENIVGMFVNTLAMRNKPE3429
gi 232186   2319 LKRLAAETGTTLYMLLLAAYNVLLHKYSGQEEIVVGTPIAGRSHADVENIVGMFVNTLALKNTPI2383
gi 232186   1284 YTRWQQKQEQHYIWFYLLRIMFFLSKYSGQDDIVVGTPIAGRSHADVENMLGMFVNTLAIRSRLN1348
gi 730367   1278 LHRLMAETGTTLYMILLAVYSILLSKLSGQEDIVVGSPAAGRPHADLERVIGMFVNTLAMRSKPE1342
gi 3041735  1276 IKSLMAETDTTMYMFLLAAFNVLLSKYASQDDIIVGSPTAGRTHPDLQGVPGMFVNTGALRTAPA1340
gi 3041735  2322 VEKLLAETGTTLHMVLHAVFHVFLSKISGQRDIVIGSVTAGRTNADVQDMPGMFVNTLALRMEAK2386

                          10        20        30        40        50        60        70        80
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1048 KQETYPVSSAQKRIYVLQQ-LEDGGTGYNMPAVLELEGKLN--PERMERAFKELIKRHE---SLRTSFEQDAGgDPVQRI1121
ItuI        3540 empYYPVSSAQRRMYLLSH-TEGGELTYNMTGAMKVEGTID--PERLNAAFRKLIARHE---ALRTSFDLYEG-EPAQRI3612
gi 24212667 1058 KQEHYPL----H--WHSSEhISSASSRMRESAIHASSSNSE--GFRYSKAGARISGINPtprVIETSFVLENS-TPRQKI1128
gi 24212667 2095 KQDTYPVSSPQKRMYVLQQ-LEDAQTSYNMPAVLRLTGELD--VERLNSVMQQLMQRHE---ALRTTFEIKDG-ETVQRI2167
gi 232186   3140 GQDYYPVSSAQKRMFIVNQ-FVGVGISYNMPSIMLIEGKLE--RTRLESAFKRLIERHE---SLRTSFEIING-KPVQKI3212
gi 232186   2094 PTDYYPVSSAQKRMYILYE-FEGAGITYNVPNVMFIEGKLD--YQRFEYAIKSLVNRHE---ALRTSFYSLNG-EPVQRV2166
gi 232186   1058 EQEYYPVSSVQKRMFILNE-FDRSGTAYNLPGVMFLDGKLN--YRQLEAAVKKLVERHE---ALRTSFHSING-EPVQRV1130
gi 730367   1052 QRDVYPLSFSQKRLYALHQ-LADDSTGYNMPAVLELRGNLN--RQRLRSVLTELVNRHE---ALRTVFVLDRD-EPVQII1124
gi 3041735  1054 YQQHYPVSPAQRRMYILNQ-LGQANTSYNVPAVLLLEGEVD--KDRLENAIQQLINRHE---ILRTSFDMIDG-EVVQTV1126
gi 3041735  2098 KQDMYPLSSAQKRMYVLNQ-LDRQTISYNMPSVLLMEGELDiwPARLT---PQLVNRHE---SLRTSFMEANG-EPVQRI2169

                          90       100       110       120       130       140       150       160 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1122 HDEVPFTLQTTVLG-----ERTEQEAAAAFIKPFDLSQAPLFRAQIVKISDERHLLLVDMHHIISDGVSVNILIREFGEL1196
ItuI        3613 HQNVDFTIERIQAS-----EEEAEDRVLDFIKAFDLAKPPLMRAGLIEIEPARHVLVVDMHHIISDGVSVNILMKDLSRI3687
gi 24212667 1129 HVCV---DFNIEMIer--gGRSDEAIMASFVRTFDLAKAPLFRIGLLGLEENRHMLLFDMHHLISDGVSIGIMLEELARI1203
gi 24212667 2168 WEEAECEIAYFEAP-----EEETERIVSEFIKPFKIDQLPLFRIGLIKHSDTEQVLLFDMHHIISDGASVGVLIEELSKL2242
gi 232186   3213 HEEVDFNMSYQVAS-----NEQVEKMIDEFIQPFDLSVAPLLRVELLKLEEDRHVLIFDMHHIISDGISSNILMKELGEL3287
gi 232186   2167 HQNVELQIAYSEAK-----EDEIEQIVESFVQPFDLEIAPLLRVGLVKLASDRYLFLMDMHHIISDGVSMQIITKEIADL2241
gi 232186   1131 HQNVELQIAYSEST-----EDQVERIIAEFMQPFALEVRPLLRVGLVKLEAERHLFIMDMHHIISDGVSMQIMIQEIADL1205
gi 730367   1125 YPEMAFDLKELEMEs----EQMLESAIETFIKPFYLSSGPLFRACVITMGNNRGFLLLDMHHIIADGVSMSTLVQEFTDL1200
gi 3041735  1127 H-KN----ISFHLEaakgrEEDAEEIIKAFVQPFELNRAPLVRSKLVQLEEKRHLLLIDMHHIITDGSSTGILIGDLAKI1201
gi 3041735  2170 IEKAEVDLHVFEAK-----EDEADQKIKEFIRPFDLNDAPLIRAALLRIEAKKHLLLLDMHHIIADGVSRGIFVKELALL2244

                         170       180       190       200       210       220       230       240 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
gi 730366   1197 YNNRNLPALRIQYKDYAVWREGFKTGDAYKTQEAYWLKQLEGELPvLDLPADHARPPVRSFAGDKVSFTLDQE---VASG1273
ItuI        3688 YEGNEpgPLSIQYKDFAVWQQSDLQKRNIKSQEAYWLDQFHGDIPvLDIPADYERPAIRDYEGESFEFLIPEH---LKQR3764
gi 24212667 1204 YKGEQLPDLRLQYKDYAVWQSRQAAEG-YKKDQAYWKEVFAGELPvLQLLSDYPRPPVQSFEGDRVSIKLDAG---VKDR1279
gi 24212667 2243 YDGETLEPLRIQYKDYAVWQHRFIQSELYKKQEEHWLKELDGELPvLTLPTDYSRPAVQTFEGDRIAFSLEAG---KADA2319
gi 232186   3288 YQGNALPELRIQYKDFAVWQNEWFQSEAFKKQEEYWVNVFADERPiLDIPTDYPRPMQQSFDGAQLTFGTGKQ---LMDG3364
gi 232186   2242 YKGKELAELHIQYKDFAVWQNEWFQSDALEKQKTYWLNTFAEDIPvLNLSTDYPRPTIQSFEGDIVTFSAGKQ---LAEE2318
gi 232186   1206 YKEKELPTLGIQYKDFTVWHNRLLQSDVIEKQEASLAERICRRDSsIESTDRLPK--YQPFKALMVKDLHSVQessLWMI1283
gi 730367   1201 YCGKELPALNLHYKDFAVWQQEKHPKELYKKQEAYWLGQLGGSLPtLELPLDKTRPRLPDFRGGTIEVNIDKD---MADE1277
gi 3041735  1202 YQGADLELPQIHYKDYAVWHKEQTNY---QKDEEYWLDVFKGELPiLDLPADFERPAERSFAGERVMFGLDKQ---ITAQ1275
gi 3041735  2245 YKGEQLPEPTLHYKDFAVWQNEAEQKERMKEHEAYWMSVLSGELPeLDLPLDYARPPVQSFKGDTIRFRTGSE---TAKA2321
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Fig. 4-11.  Amino acid residue sequence comparison of condensation Domain 3.

  Fig. 4-12는 PP-bing domain의 상동성을 나타낸 것이다. PP-bing domain은 

phosphopantetheine 부착 부위이다. 4'-phosphopantetheine prosthetic group은 Ser(세린)을 

통하여 부착한다. 이 prosthetic group은 활성화된 fatty acid와 amino-acid group의 부착

을 위한 ‘swinging arm'으로써 활동한다. 이 domain은 4개의 helix bundle을 형성한다. 부

착부위 Ser(세린)은 어떤 그룹에서는 Ala으로 대체대어 있다. Fig. 4-12 (A, B, C, 그리고 

D)는 32번째 부위에 Ser이 잘 보전된 것을 확인할 수 있다. 

                     10        20       30        40        50         60       70 

                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DV5_A         7 NGVLDILADLTGSDDVKKNLDLNLFEtGLLDSMGTVQLLLELQSQFGVDAPVSEFDrkEWDTPNKIIAKV76
ItuI         584 TELLSIFSEVLN--GKKVHLADSYFD-MGANSLQLSQIAERIEQKFGRELAVSDLF--TYPSITDLAAYL648
gi 6226680  1766 QGLRRIIAAELRVPEKELDTDRPFAE-LGLNSLMAMAIRREAEQFVGIELSATMLF--NHPTVKSLASYL1832
gi 730335   1065 DTVFTIWQEVLKTS--DIEWDDGFFD-VGGDSLLAVTVADRIKHELSCEFSVTDLF--EYSTIKNISQYI1129
gi 730335   3870 SWLIDLFTEELRIDREDFEIDGLFQD-YGVDSIILAQVLQRINRKLEAALDPSILY--EYPTIQRFADWL3936
gi 232186   2014 MKLAEIWHNVLGVN--KIGVLDNFFE-LGGHSLRAMTMISQVHKEFDVELPLKVLF--ETPTISALAQYI2078
gi 24212667 3046 ELLAGIWQDVLGMS--EVGVTDNFFS-LGGDSIKGIQMASRLNQH-GWKLEMKDLN--QHPTIEELTQYV3109
gi 24212667  978 KAIAAIWQDVLNVE--KAGIFDNFFE-TGGHSLKAMTLLTKIHKETGIEIPQQFLF--EHPTITALAEEA1042
gi 24212667 2015 QKVADIWAQVLQAE--QVGAYDHFFD-IGGHSLAGMKMPALVHQELGVELSLKDLF--QSPTVEGLAQVI2079

gi 730367    972 ADLAHIWEDVLNKQ--HIGIRDDFFQ-LGGQSLKAAALVSRIHKKLNVELPLSEVF--SYPTVESMAVKL1036            
                                        A

                     10        20        30        40        50        60        70 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|.
1DV5_A         7 NGVLDILADLTGSDDVKKNLDLNLFEtGLLDSMGTVQLLLELQSQFGVDAPVSEFDrkEWDT-PNKIIAKV76
ItuI        1293 sfLKTVISNASGIRAEELDLNAHFIG-LGMDSIMLSQVKKAIADEFGVDIPMDRFF--DTLTnLQSVIDYL1360
1L0H_A         6 ERVKKIIGEQLGVKQEeVTNNASFVEdLGADSLDTVELVMALEEEFDTEIPDEEAE--KITT-VQAAIDYI73
gi 1703097     8 ERIEQVLAEQLGIPAEQITEEADLREdLGMDSLDLVELVSALEDEVGMRVEQSQLE--GIET-VGHVMELT75
gi 1168311     6 KRLQKIVSEQLSVDPEKVTSTADFGKqLGADSLDIIELIMTIEYEFNIDIEDHYAS--KITT-VQDALNYI73
gi 1703092    13 DRVLYVLKLYDKIDPEKLSVNSHFMKdLGLDSLDQVEIIMAMEDEFGFEIPDIDAE--KLMC-PQEIVDYI80

                          250       260       270       280       290       300 
                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*
gi 730366    1274 LHKLARENGSTLYMVLLAAYTAFLSRLSGQEDIIVGSPIAGRPHKDLEPILGMFVNTLALRTRPE1338
ItuI         3765 LSQMEEDTGATLYMILLAAYTILLSKYSGQEDIIVGTPSAGRTHLDVEPVVGMFVNTLVIRNHPa3829
gi 24212667  1280 LNRLAEQNGATLYMVMLSAYYTLLSKYTGQDDIIVGTPSAGRNHSDTEGIIGMFVNTLAIRSEVK1344
gi 24212667  2320 LRRLAKETDSTLYMVLLASYSAFLSKICGQDDIIVGSPVAGRSQADVSRVIGMFVNTLALRTYPK2384
gi 232186    3365 LYRVATETGTTLYMVLLAAYNVLLSKYSGQEDIIVGTPIVGRSHTDLENIVGMFVNTLAMRNKPE3429
gi 232186    2319 LKRLAAETGTTLYMLLLAAYNVLLHKYSGQEEIVVGTPIAGRSHADVENIVGMFVNTLALKNTPI2383
gi 232186    1284 YTRWQQKQEQHYIWFYLLRIMFFLSKYSGQDDIVVGTPIAGRSHADVENMLGMFVNTLAIRSRLN1348
gi 730367    1278 LHRLMAETGTTLYMILLAVYSILLSKLSGQEDIVVGSPAAGRPHADLERVIGMFVNTLAMRSKPE1342
gi 3041735   1276 IKSLMAETDTTMYMFLLAAFNVLLSKYASQDDIIVGSPTAGRTHPDLQGVPGMFVNTGALRTAPA1340
gi 3041735   2322 VEKLLAETGTTLHMVLHAVFHVFLSKISGQRDIVIGSVTAGRTNADVQDMPGMFVNTLALRMEAK2386
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gi 9297111   297 MYLRQLLAKQLERPAEQMDIHAGYYE-LGLDSSSLLTVVQEIGDKVGADLAPTLLF--EFTT-IAELAAHL363
gi 730336   1693 NYFKQVLSSVIKLPAGQIDAEAP-LEdYGIDSIMIMHVTGQLEKVFG-SLSKTLFF--EYQD-IRSLTRYF1758
gi 730336   3856 DWLVTLFSDELKIAAEDFETDEPFQE-YGIDSIILAQLVQQMNQQLNGDIDPSILF--EYPT-IESFAHWL3922
gi 730336   2493 DELTAGLAEVLYMDQNEIDPDEAFID-IGMDSITGLEWIKAINKQYGTSLNVTKVY--DYPT-TRDFAVYL2559

                                        B

                     10        20        30        40        50        60        70 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DV5_A         7 NGVLDILADLTGSDDVKKNLDLNLFEtGLLDSMGTVQLLLELQSQFGVDAPVSEFDrkEWDTPNKIIAKV76
ItuI        2423 RQLARIWEELFG--LERVGRSDRFLA-LGGNSLQATLMLSKVQKTFHQKVSIGQFF--NHQTVKELARFI2487
gi 3041735   972 KKLAEIWEGILGVK---AGVTDNFFM-IGGHSLKAMMMTAKIQEHFHKEVPIKVLF--EKPTIQELALYL1035
gi 232186   2014 MKLAEIWHNVLGVN--KIGVLDNFFE-LGGHSLRAMTMISQVHKEFDVELPLKVLF--ETPTISALAQYI2078
gi 232186    978 EKLAKIWEEVLGIS--QIGIQDNFFS-LGGHSLKAITLISRMNKECNVDIPLRLLF--EAPTIQEISNYI1042
gi 232186   4098 AQLVLIWQEVLGIE--LIGITDNFFE-LGGHSLKATLLVAKIYEYMQIEMPLNVVF--KHSTIMKIAEYI4162
gi 24212667 3046 ELLAGIWQDVLGMS--EVGVTDNFFS-LGGDSIKGIQMASRLNQH-GWKLEMKDLN--QHPTIEELTQYV3109
gi 730367   2013 TVMAEIWEELLNVD--ELGVSANFFK-LGGDSIKALQVCARLKQR-GFETTVREMF--EHQTLGELSARV2076
gi 730366   2014 KTMAYIWEDVLSMS--RVGIHDSFFE-LGGDSIKALQVAARLAAE-GWSMTIRDLF--RYSTIQELCGHI2077
gi 730366    968 MKLSQLWEDVLKNG--PVGIHDNFFD-RGGHSLKATALVSRIAKEFDVQVPLKDVF--AHPTVEGLATVI1032

                                       C

                    10        20        30        40        50        60        70 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|
1DV5_A         7 NGVLDILADLTGSDDVKKNLDLNLFEtGLLDSMGTVQLLLELQSQFGVDAPVSEFDrkEWDTPNKIIAKV76
ItuI        3460 sKLTDLWKEVLGISHA--GIKHNFFD-LGGNSIRAAALAARIHKELDVNLSLKDIF--KFPTIEQLADka3524
gi 3041735  2017 ESLCRIWQKTLGIE--AIGIDDNFFD-LGGHSLKGMMLIANIQAELEKSVPLKALF--EQPTVRQLAAYM2081
gi 232186   2014 MKLAEIWHNVLGVN--KIGVLDNFFE-LGGHSLRAMTMISQVHKEFDVELPLKVLF--ETPTISALAQYI2078
gi 232186    978 EKLAKIWEEVLGIS--QIGIQDNFFS-LGGHSLKAITLISRMNKECNVDIPLRLLF--EAPTIQEISNYI1042
gi 232186   4098 AQLVLIWQEVLGIE--LIGITDNFFE-LGGHSLKATLLVAKIYEYMQIEMPLNVVF--KHSTIMKIAEYI4162
gi 24212667 2015 QKVADIWAQVLQAE--QVGAYDHFFD-IGGHSLAGMKMPALVHQELGVELSLKDLF--QSPTVEGLAQVI2079
gi 730367    972 ADLAHIWEDVLNKQ--HIGIRDDFFQ-LGGQSLKAAALVSRIHKKLNVELPLSEVF--SYPTVESMAVKL1036
gi 730366    968 MKLSQLWEDVLKNG--PVGIHDNFFD-RGGHSLKATALVSRIAKEFDVQVPLKDVF--AHPTVEGLATVI1032
gi 3334467   545 ETLVTIWQDVLGIE--KIGIKDNFYA-LGGDSIKAIQVAARLHS-YQLKLETKDLL--KYPTIDQLVHYI608

                                       D
Fig. 4-12.  Amino acid residue sequence comparison of PP-binding Domain (  A, 

domain1; B, domain2; C, domain3; D, domain4)
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나. Surfactin 합성 관련 유전자의 분석

 Surfactin 생산과 관련된 유전자는 Srf I, Srf II, Srf III, Srf IV, Ata-03, Lpa-03의 유전
자들이 오페론을 이루고 있을 것이라 예상되어진다(Fig. 4-13).

 현재 Ata-03과 Lpa-03이 클로닝 되어져 있다. Ata-03와 Lpa-03은 각각 1302 bp와 675 

bp의 염기로 구성되어져 있으며, Ata-03은 433개의 아미노산으로 된 aminotransferase를 

암호화 하고, Lpa-03은 224개의 아미노산으로된 phosphopantetheinyl transferase를 암호화 

한다 (Fig. 4-14). Ata-03의 아미노산은 비교한 단백질의 아미노산과 98% 이상의 상동성

을 보여준다(Fig. 4-15). lpa-03의 아미노산은 iturin A와 plipastatin B1을 생산하는 B. 

subtilis의 lpa-14와 99 %, plipastatin B1과 surfactin을 생산하는 B. subtilis의 lpa-8과 87 

%, surfactin을 생산하는 B. subtilis의 sfp와 74 %, 그리고 surfactin을 생산하는 B. 

pumilus의 psf-1과 44 %의 상동성을 보여준다(Fig. 4-16). Phosphopantetheinyl 

transferase는 다양한 lipopeptide의 생산과 관련이 있다. 즉 lipopeptide의 합성과정과 세포

외로 분비되는 과정, 생산 조절 등의 다양한 기능을 가질 것으로 예상되어 진다.

Fig. 4-13.  The surfactin synthetase operon 
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Fig. 4-14. Nucleotide sequence of Ata-03 and Lpa-03 of  Bacillus  

amyloliquefaciens  LP03.(The start codon and stop codon (bold) were indicated. The 

designated primers were showed italic type. The putative ρ-independent terminator 

TTGAAGGGATTGTCGTACATGAATGATGACGCAGCAAAAGAGCTGAACAGAACATTATCTGAAGAAAACCCGCACGTGCTT 81
   ata-03➡    M  N  D  D  A  A  K  E  L  N  R  T  L  S  E  E  N  P  H  V  L

CATATGCTTTCTGATTTGGGCAGAGAGTTGTTTTATCCGAAAGGGGTGCTGACACAATCGGCGGAAGCGAAAGCCAAGGCC 162
              H  M  L  S  D  L  G  R  E  L  F  Y  P  K  G  V  L  T  Q  S  A  E  A  K  A  K  A

GGAAAGTATAATGCCACGATCGGGATTGCCACCTCACAAGGCGAGTCCATGCACTTTTCCCATATTCAAGAGACACTGTCC 243
              G  K  Y  N  A  T  I  G  I  A  T  S  Q  G  E  S  M  H  F  S  H  I  Q  E  T  L  S

GCCTATAACCCCGATGATATCTACGATTATGCTCCGCCGCAGGGAAAAGAGCCGCTCAGACAGGAATGGCTGAAAAAAATG 324
              A  Y  N  P  D  D  I  Y  D  Y  A  P  P  Q  G  K  E  P  L  R  Q  E  W  L  K  K  M

CGTCTCGAAAATCCTTCATTAGCCGGCAAAGACATCAGCACGCCGATCGTGACAAACGCTTTAACACACGGGCTGAGCATT 405
              R  L  E  N  P  S  L  A  G  K  D  I  S  T  P  I  V  T  N  A  L  T  H  G  L  S  I

GCCGCCGACTTGTTCGTCAATGAAGGGGATGCGCTGCTTCTGCCGGATAAATATTGGGGAAATTACAATTTCATTTTCGGT 486
              A  A  D  L  F  V  N  E  G  D  A  L  L  L  P  D  K  Y  W  G  N  Y  N  F  I  F  G

GTCCGGCGCAAGGCATCCATTGAGACGTACCCGCTTTTTCAGCGGGATGGGCGTTTTAATGCGGCGGGGCTGTCCGAGCTG 567
              V  R  R  K  A  S  I  E  T  Y  P  L  F  Q  R  D  G  R  F  N  A  A  G  L  S  E  L

CTGAAAAAGCAGGAAGAAAAGGCGATTGTCGTGCTGAATTTCCCGAATAATCCGACAGGCTATACGCCGGGGGAAGAGGAA 648
              L  K  K  Q  E  E  K  A  I  V  V  L  N  F  P  N  N  P  T  G  Y  T  P  G  E  E  E

GCGTCAGAAATCGTCAGCGTGATCCTGGAGGCAGCGGAGGCCGGCAAAGAGATTGTCGTGCTCGTAGACGATGCGTATTAC 729
              A  S  E  I  V  S  V  I  L  E  A  A  E  A  G  K  E  I  V  V  L  V  D  D  A  Y  Y

AATCTGTTTTACGATGAAACGGCCATTCAGGAATCCATCTTCAGCAAACTCGCCCAAGTGCACGACCGGGTGCTTTGCGTG 810
              N  L  F  Y  D  E  T  A  I  Q  E  S  I  F  S  K  L  A  Q  V  H  D  R  V  L  C  V

AAAATAGACGGCGCGACGAAGGAAAATTACGCGTGGGGCTTCCGCGTCGGTTTTATTACGTACAGCACAAAAAGCGAAAAA 891
              K  I  D  G  A  T  K  E  N  Y  A  W  G  F  R  V  G  F  I  T  Y  S  T  K  S  E  K

GCGCTGCGCGTGCTCGAGGGAAAAACAAAAGGGATTATCAGGGGAACGATTTCAAGCGCCCCGCATCCGTCCCAAACGTTT 972
              A  L  R  V  L  E  G  K  T  K  G  I  I  R  G  T  I  S  S  A  P  H  P  S  Q  T  F

ATGCTGCGGGCGATGCAGTCACCGGAATACGAGAAAGAAAAATCGCTGAAATATAATATCATGAAAAAACGGGCTGACAAA1053 
              M  L  R  A  M  Q  S  P  E  Y  E  K  E  K  S  L  K  Y  N  I  M  K  K  R  A  D  K

GTGAAAGCCGTTCTTGCAGAAAACAAGCACTATGAAGACGTATGGACGCCTTATCCGTTTAACTCGGGTTATTTCATGTGT1134
              V  K  A  V  L  A  E  N  K  H  Y  E  D  V  W  T  P  Y  P  F  N  S  G  Y  F  M  C

GTCCGGCTGAAAGACATAAACGCCGGCGAATTAAGAGTGTCGTTGCTTGAAAAGAGAGGAATCGGGACGATATCCATTAAT1215
              V  R  L  K  D  I  N  A  G  E  L  R  V  S  L  L  E  K  R  G  I  G  T  I  S  I  N

GGAACCGATTTGCGAATCGCATTTTCATGTGTTGAAGAAGAACACATCGCGGATCTGTTCGAAGAAATTTATCAAGAAGCA1296
              G  T  D  L  R  I  A  F  S  C  V  E  E  E  H  I  A  D  L  F  E  E  I  Y  Q  E  A

AAGCAGCTGCAGAAACAGGCGGAAATATCAGGCTGACAAAAAAAGGAGGGGGATACCCTCCTTTTTCTATGCTTACAGCAG1377
              K  Q  L  Q  K  Q  A  E  I  S  G  *    >>>>>>>>>>>    <<<<<<<<<<       *  L  L

CTCTTCATACGTTTTCATCTCAATCCCGTCACAAAAATCGGGATGCGCCGCACAAACGGCCAGCTTATATTCCTCGTCCGC1458
              E  E  Y  T  K  M  E  I  G  D  C  F  D  P  H  A  A  C  V  A  L  K  Y  E  E  D  A

ATCATATGTGCGGATGAAACAAGGTTCATGTCCGTCCGGGAGCTCAATGGACACATGGCCGTCGTCTTTGAGGCGGACGCT1539
              D  Y  T  R  I  F  C  P  E  H  G  D  P  L  E  I  S  V  H  G  D  D  K  L  R  V  S

GAATGAATCAAGCGGAAGGGAAAGCCCTTTTCCGGCCTGCTTGATAAAGCTTTCTTTCATCGACCACAGGTGGTAAAAATA1620
              F  S  D  L  P  L  S  L  G  K  G  A  Q  K  I  E  S  E  K  M  S  W  L  H  Y  F  Y

ATCGGTCTGCTGATCGGGGTGTTTCGCTTGCAGATCACTGTATTCCGTCGGCGAAAAAAAACGTTTGGCGATATCAATCGT1701
              D  T  Q  Q  D  P  H  K  A  Q  L  D  S  Y  E  T  P  S  F  F  R  K  A  I  D  I  T

GCCGGGCTTCATTTTTTCAATATCTATGCCGATCGGTTTTGAATCAACGGCACACACGATCCAGCGCCCGGAGTGGGAAAT1782
              G  P  K  M  K  E  I  D  I  G  I  P  K  S  D  V  A  C  V  I  W  R  G  S  H  S  I

GTTAAAGTGCATGTCCGGAAGCGCGGGGATGTACGGCTTTCCGTATTCCTGGACGCTGAATGAAATCCCGGCCGGATCAAG1863
              N  F  H  M  D  P  L  A  P  I  Y  P  K  G  Y  E  Q  V  S  F  S  I  G  A  P  D  L

TCCGTAAGCCTTCGCCGCAGCGGTGCGGATCAGCATGTCGCCGATCAAGGTGCGGTGAGCATCCTCCTTATGGTAAAAGCG1944
              G  Y  A  K  A  A  A  T  R  I  L  M  D  G  I  L  T  R  H  A  D  E  K  H  Y  F  R

CCGGCATTTTTCCCGCTTTTCGGCGGACACGGCCGCCATCATCCGATCCTCTTCCCCAGCAGAAAGCGGGCGGTCCATATA2025
              R  C  K  E  R  K  E  A  S  V  A  A  M  M  R  D  E  E  G  A  S  L  P  R  D  M  Y

             AACTCCGTAAATCTTCATGTCCAGATCCT2054
              V  G  Y  I  K  M   lpa-03
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downstream of Lpa-03 was indicated by > and <  above the sequence) 

Fig. 4-15.  Amino acid residue sequence comparison of Ata-03 of B. 

amyloliquefaciens  LP03. (Asparate transaminase-like protein of  B. subtilis  RB14 

and B. subtilis  A13, Aat22 of Bacillus sp. CY22)
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Fig. 4-16. Amino acid residue sequence comparison of Lpa-03 of  Bacillus         

amyloliquefaciens  LP03, Lpa-14 of B. subtilis  RB14, Lpa-8 of B. subtilis          

YB8, Sfp of B. subtilis  ATCC21332,  and Pst-1 of B. pumilus.(Regions of identity 

were not shown as shaded areas. Hyphens represent gaps introduced to optimized sequence 

alignments).
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다. 유류분해 관련 신규 유전자의 cloning및  분석

1) lipase 유전자 단편의 cloning

  BD27, 47, 57가 lipolytic 유전자를 cloning하기 위하여 Acinetobacter 종이 생산하는 

lipase 유전자로부터 primer(Lip AR, Lip AF)를 작성하여 PCR을 한 결과 약 590 bp 정도

의 PCR 단편을 획득하 으며, 그 결과를 Fig. 4-17에서 나타내었다.  BD57에서는 약 590 

bp 정도에서 진한 밴드를 관찰하 으나, BD27는 2개의 밴드가 보 으며, BD47는 57와 약 

590 bp 정도의 같은 위치에서 단일 밴드가 보 으나, 밴드가 약하게 보 다. 세 균주 모두

에서 590 bp의 PCR 단편이 획득된 것으로 보아 이 단편이 lipolytic 유전자의 일부분으로 

예상되어 0.6% 아가로스 겔을 이용하여 단일밴드로 회수하 다. pGEM T-easy vector에 

cloning하여 염기서열을 결정하 고, 염기서열의 아미노산 상동성을 분석해 본 결과 BD57

가 Acinetobacter calcoaceticus 가 생산하는 lipase와 51%의 상동성을 보 다. BD57가 

lipase 유전자를 가지고 있음을 알 수 있었고, 이 균주에 대하여 계속하여 실험하 다.

Fig. 4-17. PCR product of BD5 was obtained by PCR using consensus primers 

for conserved region of  lipase from Acinetobacter  sp.  
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2) Lipolytic 활성 유전자의 구조 분석

  DNA walking PCR로 얻어진 BD57의 lipase 역의 염기서열을 Fig. 4-18와 Fig. 4-19

에 나타내었으며, 이를 토대로 한 아미노산 염기서열은 NCBI의 BLAST를 통하여 분석되

어졌다. 그 결과 Fig. 4-18과 4-19와 같이 lipase foldase인 LipB(1032bp, 344aa)와 lipase부

분인 LipA(975, 325aa)로서 2개의 ORF를 지니고 있으며, BD57가 지니고 있는 lipase 역

의 아미노산 상동성을 비교해 본 결과 Acinetobacter sp. ADP1과 53 %의 상동성을 보

으며, lipse foldase인 LipB는 Acinetobacter calcoaceticus  와 49 %의 상동성을 나타내었다

(Fig. 4-20). 이 구조는 Pseudomonas  sp.과는 다른 ORF구조를 가지며, Acinetobacter 

calcoaceticus와 유사한 ORF구조를 보 다. 아미노산을 바탕으로 BD5 Lip A의 아미노산 

서열을 Acinetobacter 종의 다른 lipase와 비교하여 alignment를 하 다(Fig. 4-21). Fig. 

4-21에서 보이는 것과 같이 Acinetobacter 종의 다른 liapse와 BD57에서 lipase와 관련된 

활성자리인 G-H-S-H-G 아미노산 서열이 잘 보존되어 있었다. 그리고 Jaeger와 Eggert에 

의해 구분된 Group 1 proteobacterial lipase들과 BD57의 lipase의 아미노산 서열은 A. 

calcoaceticus가 생산하는 lipase와 가장 가까운 유사성을 보 다. 
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Fig. 4-18.  The nucleotides of the genes encoding lipase foldase(BD57-LipB)
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Fig. 4-19. The nucleotides of the genes encoding lipase (BD57-LipA). Start 

codon and stop codon are underlined. 
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Fig. 4-20.  The aa sequence alignment of lipase B from BD57 was compared 

with those of other lipase from Acinetobacter  sp.  RAG-1, Acinetobacter.  sp 

SY-01, and Acinetobacter.  sp ADP1.
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Fig. 4-21. The aa sequence alignment of lipase A from BD57 was compared 

with those of other lipase from Acinetobacter  sp.  RAG-1, Acinetobacter.  sp 

SY-01, and Acinetobacter.  sp ADP1.(Conserved sequence G-X-S-X-G is squared box) 
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3) DY239의 lipase gene cloning 및 분석

  A. schindleri DY239의 lipase 유전자를 cloning 하기 위하여 아래와 같이 southern 

blotting을 수행 하 다. Fig. 4-22의 A는 게놈 DNA를 분리하여 제한효소 Hind Ⅲ PstⅠ, 

BamHⅠ, EcoRⅠ, KpnⅠ, SacⅠ, BamHⅠ-PstⅠ(B-P) 그리고 BamHⅠ-EcoRⅠ(B-E)으

로 절단하고 전기 동한 사진을 보여 준다. B는 방사성 동위원소로 labeling한 probe를 

이용하여 southern blotting을 수행하여 X-ray 필름에 노출 시킨 결과를 보여 준다. 약 3.8 

kb의 단편에서 signal을 가지는 것을 확인할 수 있다. 이 단편을 cloning 하기 위하여 다시 

게놈 DNA를 제한 효소 Hind III로 절단하고, 2-5 kb 역의 DNA 단편이 포함된 gel을 

회수하여 pUC118에 삽입하여 원하는 DNA 단편이 삽입된 clone을 획득해서 pLip-1이라 

명명하 다. 삽입된 insert size는 3,818 bp이었고, 염기 서열을 결정하 다. 3,818 bp 크기

의 insert 단편은 Lip B 전체와 Lip A 일부가 결실된 clone 이었다. 

  완전한 유전자를 모두 찾기 위해서 genome-walking PCR 원리를 이용하여 완전한 

clone이 획득 되었다. Fig. 4-23에 염기서열을 결정한 것을 나타내었다. Fig. 4-23에서 -35

와 -10 box의 promotor 역을 확인할 수 있으며, RBS도 존재를 한다. ORF의 구성은 Lip 

B, LipA1, LipA2, LipA3로 구성 되어 있다. 

 LipB는 lipase chaperone으로 1,032 bp이고, LipA1은 1011 bp의 크기에 337 a.a.로 되어 

있으며, LipA2도 1,011 bp의 크기에 337 a.a.로 구성되어 있으나, LipA3는 438 bp에 146 

a.a.로 다소 크기가 작은 단백질이다.

 Fig. 4-24은 LipA1, LipA2, LipA3와 다른 종의 lipase A를 비교한 것을 A에 나타내었고, 

B에는 LipB를 다른 종과 비교를 하 다. LipaeA를 비교한 결과 LipA1, LipA2, LipA3는 

A. calcoaceticus  ADP1의 LipA와 상동성이 각각 42 %, 53 %, 33 %로 나타났고, 

Acinetobacter sp. SY-01의 LipA와는 각각 41 %, 47 %, 31 %의 상동성을 가지는 것을 

확인하 다. 단백질 수준에서 이 정도의 차이는 새로운 종류의 단백질이라 할 수 있다. 

LipB는 A. calcoaceticus  ADP1와 Acinetobacter sp. SY-01의 LipB와 비교해서 53 % 와 

32 %의 상동성을 가지는 것을 확인 할 수 있었다. 

 Fig. 4-25는 발현벡터 pET32a에 A. schindleri DYL239의 LipA1과 LipB를 재조합하여 

E. coli  DH5-α에 도입하여 tributyrin를 분해하는 것을 확인한 것이다. pET32a 발현벡터와 

LipB  유전자가 재조합된 pETLipB의 경우 tributyrin의 분해 활성을 확인할 수 없다. 그러

나 LipA1 유전자가 재조합된 pETLipA는 강한 활성을 확인할 수 있다. Fig. 4-26은 LipA1 

단백질을 정제한 것이다. Line 1은 분자량 확인을 위한 표준 단백질, Line 2는 sonication 

sample, Line 3은 fraction 9, Line 4는 fraction 10, Line 5는 fraction 11, Line 6는 fraction 
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12, Line 7은 fraction 13 그리고 Line 8은 fraction 14를 나타낸다. Line 3의 경우 57 kDa

의 분자량을 가지는 LipA를 하나의 깨끗한 band로 정제하 다.   

Fig. 4-22.  Southern blotting of genomic DNA from Acinetobacter schindleri 

DY239 by various restriction enzymes.(Lanes : 1, BamH I; 2, Pst I; 3, EcoR I; 4, 

Hind  III; 5, Kpn I; 6, Sac I; 7, BamH I-Pst I; 8, BamH I-EcoR I and λ, λ-Hind  III 

digested marker. (A) The result of DNA electrophoresis after the digestion for 2 h. (B) 

The hybridization membrane was washed in washing solution (0.2 × SSC, 0.1 % SDS) 

and it was exposed to X-ray film)
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Fig. 4-23.  The nucleotides and deduced amino acid sequences of lipA1,  lipA2, 

and lipA3 and lipB from Acinetobacter schindleri  DY239.(Potential promoter 

regions (-10, -35), RBS and signal peptide sequence (24 aa) are labeled and underlined. 

The reversed amino acid sequence, a putative transmembrane protein are underlined by 

a dotted line and the conserved active site pentapeptide (G-H-S-H-G) are boxed)
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Fig. 4-24.  The amino acid sequence alignment of lipases (LipA1, LipA2,  and 

LipA3) and lipase chaperone from Acinetobactor schndleri DY239 were compared 

with those of other lipases using Clustal W, a  multiple alignment program. 

(A) shows the result of alignment of amino acid sequences of lipase A from Acinetobacter sp. 

RAG-1 (AAD29441), Acinetobacter sp. SY-01 (AAP44577) and Acinetobacter calcoaceticus  ADP1 

(YP047804). A pentapeptide sequence, G-H-S-H-G (red box), catalytic triad (blue box) and 

cystein residue (green box) are highly conserved in all lipase sequences. An oxyanion hole is 

conserved in RAG-1, SY-01, ADP1, LipA1, and LipA2. (B) Amino acid sequence alignment of 

lipase chaperone (LipB) from A. schindleri  DY239 and other lipase B from Acinetobacter  sp. 

RAG-1 (AAD29442), Acinetobacter sp. SY-01 (AAP44576) and Acinetobacter calcoaceticus  ADP1 

(YP047803).



- 120 -

Fig.  4-25.  The activity of  lipase from  Acinetobactor schndleri DY239. 

(A : pET32a, B : pETLipA1, C: pETLipB) 

Fig. 4-26.  The lipase protein SDS-PAGE was purified from Acinetobactor 

schndleri DY239.  (1 : Marker, 2 : sonication sample, 3: fraction 9, 4 :  fraction 10, 5 

:  fraction 11, 6 :  fraction 12, 7 :  fraction 13, 8 :  fraction 14)
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제 6 절 식물병 방제 효과 및 환경 정화 검정 및 대량 생산 

제조 기술 확립.

1. 연구수행 방법

가. Biosurfactant를 생산하는 균주의 oil  오염 토양에서의 식물체 성장에 미치는 향

  LB-broth를 사용하 으며, 배지의 조성은 yeast extract 5.0 g/L, tryptone 10 g/L, 

sodium chloride 10 g/L를 함유하고 있다. 균주, LP03을 접종하여 30 ℃에서 200 rpm 으

로 2 일간 배양한 후 OD600에서 OD값을 1.5로 조정하여 사용하 으며 negative control로

는 D.W (멸균된 3차 증류수)를 사용하 다. 

  Green gram 종자를 incubator 내에서 1 day 발아시킨 후 뿌리의 길이가 같은 종자를 선

발하여 멸균한 흙을 1 %, 2 % oil로 오염시킨 흙을 50 ml tube 에 담은 후 선별된 종자를 

2 cm 깊이로 심었다. oil의 유실을 줄이기 위해 wrap으로 입구를 막았다. 

나. Biosurfactant 생성 우수 균주의 길항효과 검증

  흥해 지역에서 부추를 재배하는 농가의 비닐하우스에 기존의 부추재배와 같은 조건으로 

실험을 실행하 고 또한 잿빛곰팡이 병이 자연 발생된 부추를 사각형 pot에 이식하여 실험

하 다. 

   LB-broth를 사용하 으며, 배지의 조성은 yeast extract 5.0 g/L, tryptone 10 g/L, 

sodium chloride 10 g/L를 함유하고 있다. 두 균주 LP03과 TBM40-3을 접종하여 37℃에서 

200 rpm 으로 1 일간 배양한 후 OD600에서 OD값을 1.5로 조정하여 사용하 다. Positive 

control로 농약 (살균제, 스미렉스, 수화제 : 1 g/L)을 사용하 으며, negative control로는 

D.W (3차 증류수)를 사용하 다. 

  준비된 4 가지, 두 균주, 농약, D.W를 각각 50 mL을 pot 당 7 일 간격으로 옆면에 살포

한다. 동시에 한 pot 당 10포기의 부추를 선정하여 엽장 및 엽수를 측정한다. 

  ○엽장측정법 : 가장 긴 잎 하나를 측정한다.

  ○엽수측정법 : 가장 긴 잎 하나를 1매로 하고 나머지를 상대적으로 측정한다.

 * 3차례에 걸쳐 측정하 으며 10 포기의 부추를 측정하여 평균한 값으로 표를 만들었으

며, 표준편차를 구하여서 분포도를 알아보았다 (Microsoft excel program을 사용하여 자료 

처리를 하 다). 



- 122 -

다. 폐엔진유로 오염된 토양 유류성분 분해

  LB-broth를 사용하 으며, 배지의 조성은 yeast extract 5.0 g/L, tryptone 10 g/L, 

sodium chloride 10 g/L 를 함유하고 있다. 균주, LP03, DYL110과 DYL130을 접종하여 3

0℃에서 200 rpm으로 2일간 배양한 후 OD600에서 OD값을 1.5로 조정하여 사용하 으며 

negative control로는 D.W (멸균된 3차 증류수)를 사용하 다. 30 % oil이 함유된 토양 

100 g을 화분에 넣고 negative control로써 oil이 함유되지 않은 토양을 사용한다. 이어서 

화분에 1 ml 의 균 배양액을 투입한 후 2 일 단위로 균의 수를 cell counting 방법으로 측

정한다. 30 % oil이 함유된 토양 100 g을 화분에 넣고 negative control로써 oil이 함유되지 

않은 토양을 사용한다. 이어서 화분에 1 ml의 균 배양액을 투입한 후 2 일 단위로 

hydrocarbon의 양을 측정한다. 2일 단위로 채집한 토양의 양과 같은 volume의 toluene을 

넣어 강하게 vortexing한 후 UV-spectrophotometer를 이용하여 420 nm에서 hydrocarbon

의 양을 측정한다.

라. 대량배양 시스템 확립

1) 탄소원으로 폐 오일의 사용

 배지중에 탄소원이 결핍된 C-배지(Carbon-minimal medium)를 사용하 으며, 배지의 조

성은 (NH4)2SO4 5 g/L, K2HPO4 2 g/L, MgSO4․7H2O 0.2 g/L, KH2PO4 1 g/L, CaCl2 10 

mg/L, FeSO4․7H2O 10 mg/L, NaCl 30 g/L, yeast extract 0.2 g/L 및 trace element 용액 

2 mL (MoO3 1 mg/L, ZnSO4․7H2O 7 mg/L, CuSO4․5H2O 0.5 mg/L, H3BO3, 1 mg/L, 

CoCl2․6H2O 6 mg/L, NiSO4․6H2O 1 mg/L)를 함유하고 있으며, pH 7.0으로 조정하여 사

용하 다. 탄소원으로 등유와 식용유 각각 1%씩 첨가한 C-배지에 두 균주 LP03과 

TBM40-3을 접종하여 30 ℃와 37 ℃에서 200 rpm으로 하루 배양하여 OD600에서 OD값을 

측정 하 다.

2) 대량배양 최적조건 확립

 대량배양용 최적 배지 및 경제적인 배지를 선발하여 배양 단가를 낮추기 위하여 곡물류, 

농산 부산물 등을 대상으로 균주의 생육을 조사하며, 아울러 생물 활성도 조사하여 생육이 

최대이면서 생물 활성이 가장 우수한 배양 조건을 확립한다. 생장 양상을 조사하기 위해 

사용한 배지조성 (g/L)은 Na2HPO4․12H2O 15 g, KH2PO4 3 g, NaCl 0.5 g, NH4Cl 1 g, 

멸균 전 pH는 7.4이며, CaCl2  1 mM, casamino acid 0.2 %가 되도록 121 ℃에서 15 분간 

분리 멸균 후 첨가하 고, 탄소원으로 Glucose를 별도로 멸균한 후 3 % 농도로 접종하



- 123 -

다. 전배양은 일정시간 배양한 균주를 백금이에 취하여 500 ml 용량의 플라스크에 멸균한 

후 준비된 100 ml의 배지에 접종하고, 37 ℃에서 180 rpm의 진탕속도로 24 시간 동안 진

탕 배양하 다. 본 배양은 전 배양한 배양액을 7L 용량의 생물 배양기 (KoBioTech Co. 

Ltd., Korea)에 멸균되어 준비된 5L의 동일배지에 1 % (v/v)를 접종하여 전배양과 동일한 

방법으로 2 일간 배양하 다. 주기적인 시간에 따라 생장양상을 살펴보기 위하여 배양시간

에 따른 pH값의 변화와 Dilution method를 이용하여 평판 도말된 배지상에 나타나는 균주

의 colony를 계수하 고, 분광광도계 (Helios ß, Unucan, England)를 사용하여 OD600에서 

변화 값을 측정하 다. 

마. Bacillus  vallismortis  TBM40-3 제재의 안정성

 Bacillus vallismortis TBM40-3을 전 배양하여 10 mL의 균주를 2 L 삼각 플라스크에 멸균

시켜 준비한 700 ml의 배지 (yeast extract  5 g,  NaCl  5 g, sucrose 1 g/L)에 접종한 후 

37 ℃, 180 rpm의 속도로 24 시간동안 진탕 배양하 다. 본 배양은 전배양한 배양액을 100

ℓ 용량의 생물 배양기에 멸균시켜 준비한 70 ℓ의 동일배지에 1 % (v/v)를 접종하여 전

배양과 동일한 방법으로 2일간 배양하 다. 배양액에 700 g의 탈지분유를 넣어 충분히 교

반한 후 원심 분리하여 집균을 하 다. 집균된 균체를 적당한 양의 멸균수에 녹이고, 동결

건조 용기에 넣어 -70 ℃ 냉동고에서 overnight 시킨다. 동결된 균주를 동결건조기에 넣어

서 수분을 완전히 증발시키고, 증량제로 분말 아미노산 가루 일정량과 혼합하여 미생물제

제를 제조하 으며 미생물제재에 존재하는 생균수는 단계별로 희석하고 평판 도말법을 이

용하여 1, 2, 6 그리고 12개월 기간으로 조사하 다.  

2. 연구 결과

가. Biosurfactant를 생산하는 균주의 oil  오염 토양에서의 식물체 성장에 미치는 향

 Gasoline으로 오염된 토양에서 식물체의 성장에 있어서 길항균인 B.  amyloliquefaciens 

LP03의 효과를 확인하기 위하여 멸균한 토양에 gasoline을 다양한 농도로 첨가하여 토양

을 오염시킨 후 식물체를 확인하 다(Fig. 5-1, Fig. 5-2). 

 그 결과 gasoline이 2 % 농도로 오염된 토양에서는 녹두는 거의 생장할 수 없으나, 1 % 

이하의 농도로 오염된 토양에서는 B. amyloliquefaciens LP03이 처리된 토양에서 녹두의 

뿌리와 줄기 모두 성장이 촉진되는 것을 확인할 수 있다. 또한 아래의 그림 Fig. 5-1 B를 

통하여 2 %로 오염된 토양에서 LP03이 처리된 오염된 토양에서는 seed의 발아를 관찰할 

수 있으나 대조구에서는 seed가 썩는 것을 확인할 수 있었다.  이러한 결과는 gasoline으로 
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오염된 토양에서 식물의 성장에 LP03이 중요한 향을 미치는 것을 알 수 있었다. 

Fig. 5-1.  Effect of  seed growth by B. amyloliquefaciens  LP03 in soil  

contaminated 2% Gasoline.(A,  Growth of Root; B, germination)
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Fig. 5-2. Effec of mung bean growth by B. amyloliquefacens  LP03 in soil  

contaminated Gasoline( A, Growth of shoot; B, extension of shoot).
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나. Biosurfactant 생성 우수 균주의 길항효과 검증

  Fig. 5-3은 식물 병원성의 균에 대한 항진균 효과와 부추에 대한 생육 촉진 효과를 확인

하기위한 실험의 대조구 실험으로 A는 negative control로써 식물 병원성 균을 접종하고 

미생물 대신에 멸균수만 준 것으로 4∼10일이 경과하는 동안 병반이 심해지고 결국에는 

고사한 것을 볼 수 있다. B는 positive control로써 잿빛 곰팡이 병에 유효성이 있는 농약

(스미렉스 수화제)을 사용한 것으로써 병원성 곰팡이에 의한 병반이나 고사를 확인할 수 

없었다.

 Fig. 5-4는 Bacillus amyloliquefaciens  LP03을 식물 병원성 곰팡이 Botrytis cineria를 접

종한 후 접종한 것으로 negative control과 달리 부추 잎의 푸른빛이 유지됨을 볼 수 있다. 

또한 농약을 사용한 positive control의 결과와 비슷한 효과를 얻을 수 있었다. 실험 마지막 

날에도 무르지 않은 잎이 많이 보인다. 하지만 일주일 후와 마지막 날에 차이가 많이 보인

다. 첫날과 일주일 후에 차이가 보이긴 하지만 더 이상 병이 번지지 않고 유지됨을 볼 수 

있다. 이는 엽장과 엽수를 측정하여 보니 더욱 뚜렷이 나타났다. 특히 이 균주의 경우 상

태가 호전되어 생장이 계속되었다.

  Fig. 5-5는 Bacillus vallismortis TBM40-3을 접종하여 실험한 것으로 LP03의 경우와 

비슷한 효과를 보이나 LP03에 비하여 활성적인 면이 약간 떨어지는 면은 있으나 이것도 

농약을 사용한 positive control에 비하여 크게 나쁘지 않은 결과를 얻을 수 있었다. LP03

균주의 경우와 마찬 가지로 TBM40-3 균주도 식물 병원균에 대한 유용한 방제균으로 사

용될 수 있을 것으로 나타났다.
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Fig. 5-3. Control effect of  phytopathogenic fungi by B. amyloliquefaciens  LP03 

and B. vallismortis  TBM40-3. (A : 스미렉스 수화제, B : dH2O, C: TBM40-3, D: 

LP03)
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Fig. 5-4. Cell  growth of B. amyloliquefaciens  LP03 in soil  cotamimated by 

gasoline.

Fig. 5-5. Hydrocarbon degradation rate by B. amyloliquefaciens LP03 in soil  

contaminated by gasoline.
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다. 폐유로 오염된 토양에서 유류성분 분해

  Gasoline으로 오염된 토양에서의 균의 생육 정도를 확인하기 위해 cell counting 방법을 

이용하여 균의 수를 측정하 다. 8일째 되는 날까지 꾸준한 성장을 하던 균이 13일이 되는 

날 줄어든 것을 볼 수 있었다 (Fig. 5-6). 이는 hydrocarbon의 degradation과 비교하여 8일

이 되는 날 이후로 더 이상 degradation이 급격히 일어나지 않는 것과 관계가 있는 것으로 

보인다.

  균의 oil 분해능을 측정하기 위해 Hydrocarbon 측정방법을 이용하여 oil의 분해정도를 

측정하 다. 균을 투입하지 않은 tube에 비해 많은 양의 hydrocarbon이 degradation 된 것

을 확인할 수 있었으며 마지막 날에 거의 75 %의 hydrocarbon이 줄어든 것을 볼 수 있다 

(Fig. 5-7). 이러한 결과는 B. amyloliqueafaciens LP03이 oil 분해력에 우수한 효과를 보여

주는 것이다.

  상기의 결과를 토대로 보았을 때 유류에 오염된 토양내에 균을 첨가하 을 때 식물의 

생장 및 오염유류의 분해가 대조구에 비해 잘 이루어짐을 알 수가 있었으며, 이는 B. 

amyloliquefaciens LP03이 갖는 biosurfactant에 의한 것으로 판단된다. LP03은 lipopeptide

인 iturin을 생산하는데, 이는 항진균 활성뿐 아니라 계면활성을 가지고 있다. 본 연구진은 

유류에 오염된 토양에 미생물을 첨가한 후 토양 내에 미생물이 생존하면서 계면활성제를 

생산하는지 확인하기 위해 northern blotting을 수행하여 iturin 생산 유전자의 전사산물 생

산 여부를 확인하 다(Fig. 5-6). 유류오염 토양을 LP03으로 처리한 후 28 ℃ 10일간 배양

한 후 토양으로부터 전 RNA를 추출하여 iturin 생합성 관련 유전자와 Northern Blotting 

실험을 한 결과 배양 후 유전자 전사산물이 감소하다가 8일째 되는 날 iturin 생합성 관련  

유전자가 확연히 검출(Fig. 5-6)되어 처리한 균이 유류를 분해하면서 토양에서 시간이 지

남에 따라 생존률이 높음을 확인할 수 있었다.

Fig. 5-6.  The expression of  Itu IV  gene in soil. 
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라. 대량 배양 최적조건 확립

1) 탄소원으로 폐오일의 사용

 Biosurfactant 생성능이 우수한 것으로 기 분리된 균주의 유화활성과 식물병의 항균활성

이 확인된 특성을 이용하고자 우선 대량배양 조건을 확인 하 다. Bacillus  속 두 균주를 

목적 세균으로 하여 각종 유류 중에서 등유 (WK: White Kerosine)와 식용유 (SBO : Soy 

Bean Oil)에서의 탄소원이용 최적조건을 우선 확립하 다. 나중 이용의 가치를 높이기 위

해 탄소원을 2가지 (식용유, 등유)로 각종온도에서 검토하 다 (Fig. 5-7, 5-8).

 Bacillus  amyloliquefaciens  LP03과 TBM40-3가 C-source로 SBO를 사용하면서 30 ℃, 

200 rpm에서 배양할 때의 생육이 WK를 사용하 을 경우보다 매우 활발하 다. 생육 

OD610은 3차례 측정하여 평균값으로 결정하 으나, 반복 간에는 큰 차이가 없었다. 특히 

LP03는 SBO에 탁월한 생육을 나타내어 이 균의 biosurfactant 생산과 미생물을 토양처리

제 등으로의 사용 시에 대량배양을 위한 경제적 배지원으로 폐식용유를 탄소원으로 이용

할 수 있음을 시사하 다.
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Fig. 5-7.  Effect of Bacillus  sp.  growth by C-source(SBO).

Fig. 5-8.  Effect of Bacillus  sp.  growth by C-source(WK).
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2) 탄소원에 따른 균의 생육도와 표면장력 

  다양한 탄소원에 따른 biosurfactant의 생산능력을 알아보고자 기본배지인 LB액체 배지

에 탄소원을 각각 0.1 % 되도록 첨가하여 72 시간 동안 배양하면서 일정한 시간 간격으로 

배양상등액의 표면장력을 측정하 다. 그 결과 Fig. 5-9과 Fig. 5-10에서 보는 것과 같이 

TBM40-3은 glucose를 탄소원으로 하여 배양하 을 경우 배양 36 시간 후에 표면장력이 

28 mN/m으로 가장 낮았으며, 그 외에 다양한 기질을 탄소원으로 하 을 경우에도 배양 9

시간째에 표면장력이 비교적 낮은 29 mN/m까지 저하되는 것을 관찰하 다. 또한 이러한 

표면장력의 저하는 배양 60 시간 이후에도 계속되는 것으로 나타났다. 따라서  Bacillus  

vallismortis  TBM40-3은 다양한 탄소원을 이용하여 biosurfactant를 우수하게 생산해 낼 

수 있다는 것을 보여준다. 

Fig. 5-9. Pattern of cell  growth by culture of  Bacillus  vallismortis  TB40-3.(The 

cultivation was performed in C-medium containing glucose, sucrose, maltose, xylose, 

sodium acetate, soluble starch, respectively)
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Fig. 5-10.  Change of cell  growth and patterns of  biosurfactant production by 

cultivation times.
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 Fig. 5-11는 7L fermentor를 보여주고 있다. 여기에 값싼 배지 5 L를 사용하여 TBM40-3

을 1/100 vol으로 접종하여 36시간 동안 배양을 하면서 pH와 DO를 확인 하 다(Fig. 

5-12). DO(demand oxygen)는 균의 성장에 따라 소모되어 짐으로 시간이 지남에 따라 줄

어들게 된다. pH의 경우 두 번째 배양에서 떨어지는 것을 보이는데 이것은 첫 번째 배양

보다도 균의 생장이 잘 이루어지면서 그것에 따른 부산물로써 산성 물질이 나오는 것이다.

 7 L의 배양의 정보를 바탕으로 100 L fermentor에 70 L 분량의 배지를 넣고, TBM40-3

을 1/100 vol으로 접종하고, 36 시간 동안 균의 생육도를 측정한 결과 Fig. 5-13에 나타내

었다. 2번째 배양에서 균이 훨씬 잘 생육하는 것을 볼 수 있었다. 앞으로는 다양한 값싼 

기질 뿐만 아니라 균체의 수거량을 더 많이 증가 시킬 수 있는 배지의 성분을 검토하는 

것이 필요하다.

           

Fig. 5-11.  Jar fermentor for scale up of microorganism.
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Fig. 5-13.  Cell  growth of Bacillus vallismortis TBM40-3 in 100 L fermentor.
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대량배양용 최적 배지 및 경제적인 배지를 선발하여 배양 단가를 낮추기 위하여 곡물류, 

농산 부산물 등을 대상으로 균주의 생육을 조사하며, 아울러 생물 활성도 조사하여 생육이 

최대이면서 생물 활성이 가장 우수한 배양 조건을 확립한다. 생장 양상을 조사하기 위해 

사용한 배지조성 (g/L)은 Na2HPO4․12H2O 15 g, KH2PO4 3 g, NaCl 0.5 g, NH4Cl 1 g, 

멸균 전 pH는 7.4이며, CaCl2  1 nM, casamino acid 0.2%가 되도록 121℃에서 15분간 분

리 멸균 후 첨가하 고, 탄소원으로  Glucose를 별도로 멸균한 후  3% 농도로 접종하

다. 전배양은 일정시간 배양한 균주를 백금이에 취하여 500 mL 용량의 플라스크에 멸균한 

후 준비된 100 ml의 배지에 접종하고, 37 ℃에서 180 rpm의 진탕속도로 24시간 진탕 배양

하 다. 본 배양은 전 배양한 배양액을 7L 용량의 생물 배양기 (KoBioTech Co.Ltd.,Korea)

에 멸균되어 준비된 5 L의 동일배지에 1 % (v/v)를 접종하여 전배양과 동일한 방법으로 2

일간 배양하 다. 주기적인 시간에 따라 생장양상을 살펴보기 위하여 배양시간에 따른 pH

값의 변화(Fig. 5-12)와 Dilution method를 이용하여 평판 도말된 배지상에 나타나는 균주

의 colony를 계수하 고, 분광광도계 (Helios ß, Unucan, England)를 사용하여 흡광도 600 

nm에서 변화 값을 측정하 다. 따라서 이 결과를 토대로 100 L 배양기에서 균을 배양하

고, 총 균수를 계수한 결과를 Table 5-1에 나타내었다.

 Fig. 5-14는 Bacillus vallismortis TBM40-3을 제제화 과정을 나타내고 있다. TBM40-3

은 위의 대량배양 조건으로 배양을 하여 다음과 같은 과정을 거쳐 최종적으로 시제품 

DA403을 만들었다. 균주를 순수분리해서 종균 배양을 하고, 7 L에서 seed culture를 해서 

100L에서 대량 배양을 했다. 배양액을 원심분리를 하여 균체만 수거 하고, 균체에 여러 가

지 증량제와 세포 보호제를 첨가하여 동결건조 과정을 거쳐 최종적으로 DA403을 만들었

다. 개발된 시제품은 Fig. 5-15에 나타내었다.
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Fig. 5-14.  Formulation of  Bacillus vallismortis  TBM40-3.

Fig. 5-15.  Product of microorganism formula.
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3) Bacillus  vallismortis  TBM40-3의 제제의 안정성

  본 미생물제제가 제품화 되어져서 유통과정에서의 고온 및 장기보관에 따른 제제화된 

미생물의 장기 보존 및 생존 안정성을 위한 조사실험을 수행한 결과를 Table 5-1에 나타

내었다. 그 결과, Bacillus vallismortis TBM40-3 제제의 생균수는 12개월 까지도 높은 수

를 유지하므로 장기간 보존 및 유통에 있어서 안정성이 있으므로 미생물 정화 제재로서의 

효용성을 가진다. 또, 균주 자체를 제제화 하 을 경우 물질 분리 등의 공정이 필요 없으

므로 제제화에 따른 경제적인 비용이 줄어드는 장점이 있다.

Table 5-1.  Changes in cell  numbers of the product of microorganism formula

Periods Viable cell counts of Bacillus vallismortis 
TBM40-3

after 1months ≒ 5.0 × 109 CFU/㎖
after 2 months ≒ 4.7 × 108 CFU/㎖
after 6 months ≒ 4.2 × 108 CFU/㎖
after 12 months ≒ 4.0 × 107 CFU/㎖



- 139 -

제 4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발목표의 달성도

구      분
평가의 착안점 및 척도

            착 안 사 항  척 도(점수)

1차년도

(2003. 7.  ∼ 

2004. 7.)

○ 신규 biosurfactant 생산 우수 균주 선발.

○ Biosurfactant 생산 관련 유전자 획득.

○ 최적 배양 조건 및 경제적 대량 생산법 확립.

40

30

30

2차년도

(2004. 7.  ∼ 

2005. 7.)

○ 계면 활성 및 항균 활성의 검정.

○ 신규 biosurfactant의 확인

○ Biosurfactant 생산 관련 유전자의 기능 분석

30

40

30

3차년도

(2005. 7.  ∼ 

2006. 7.)

○ 분리 정제 및 구조 확인.

○ 유류분해 신규 유전자 추가 획득 및 분자적 해석

○ 온실 및 포장 실험에 의한 효과 검정.

30

30

40

최종평가 

○ 특허 출원 및 논문. 

○ 신규 biosurfactant 생산능 우수 균주의 개발.

○ 신규 biosurfactant 생산 관련 유전자의 기능 분석.

○ 온실 및 포장에서의 효과 검정.

40

10

20

30
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제 2 절 관련분야의 기술발전에의 기여도 및 기대효과

1. 기술적 측면

  1) 생분해성, 환경 친화적 계면 활성제의 개발 기술 확립.

  2) 환경 생태계 보전과 국민 건강 증진을 위한 환경 미생물 자원 탐색과 biosurfactant   

    이용 기술 개발.

  3) 환경 친화적 농경지 토양 오염 제거능 및 생물학적 병해충 방제능 등의 복합 기능을  

    가지 미생물 처리제 개발 기술의 확립.

  4) Biosurfactant 생산 관련 대사기구의 규명 및 관련 유전체의 기능적 분석.

2. 경제 · 산업적 측면

  1) 환경 친화형 환경 미생물의 산업화 조기 실현으로 그린라운드에 대처

  2) 미래형, 생분해성 계면 활성제의 개발로 화학 계면활성제의 수입 대체 효과 및 환경  

    친화적이며 고부가가치 신규 biosurfactant 제품의 산업화

  3) 길항 미생물의 생물 농약 개발 완료시 부가가치 창출 가능

    - 국내외적으로 미생물 농약 시장의 증가 추세이므로, 농가 부산물 및 각종 폐유를 이  

     용한 배지로 대량 배양 시스템의 체제 개발로 생산 단가를 경제성 있게 하여 충분한  

     경쟁력 향상이 가능함

 4) 다양한 병원균에도 적용 가능하여 신규 미생물 농약 개발에서의 부가가치 발생이 기대

   됨
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

 제 1 절  결과의 활용

1. 특허출원 및 상품화

가. 토착 미생물 유래의 유용미생물에 대한 기능적 고찰을 통한 특허출원

나. 우수한 biosurfactant 생성능을 가지는 유용미생물 개발은 과련 기업체를 통한 제제화

다. 우수한 기능을 가지는 biosurfactant를 경제적으로 분리하여 관련 기업체를 통한 제품

화

2. 논문발표

가. 우수한 biosurfactant 생성 미생물의 특성과 항진균 및 유류 분해 특성.

나. 우수한 biosurfactant 생성 미생물로부터 biosurfactant 분리 및 기능 검토.

다. 우수한 biosurfactant 이용하여 Field에 적용.

 제 2 절  활용 계획

1. 본 연구 과제에서 얻어진 계면활성제 생산 관련 신규 유전자를 형질 전환시킨 균종을   

  특허로 출원하게 될 것이며 필요한 산업체에 기술 이전이 가능할 것이다.

2. 관련 학문 분야의 기초 자료뿐만 아니라 친환경 계면 활성제로 필요로 하는 식품 및 화  

  장품 산업에의 응용 기술에 활용되어질 수 있다.

3. 친환경 생물 농약으로의 개발도 가능하여 복합 기능을 가진 미생물 제재로의 개발이 가  

  능하다.

4. 본 연구 과제에서 얻어진 신규 biosurfactant 생산 균주 및 대량 생산 기술 방법 등은   

  특허로 출원하게 되므로 본 기술을 필요로 하는 연구자 및 기업에 기술 이전 또는 상품  

  화가 가능할 것이다.

5. Biosurfactant 생성균주의 환경정화에 응용방안 모색
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제 6 장 해외과학기술정보
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