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Abstract

Probioticarebenificalmicrooraganism helpsinmaintainingproperbalance

oftheintestinalmicroflorainhumanswhichwereprovedtoimprovehealth

andenhanceimmunity. Lacticacidbacteriaalongwithmedicinalplantand

herbalextractshavereportedtopromotegrowth.

Inthepresentstudy,themaincomponentwasusedasthelicoricewitha

perennialplantGlycyrrhizin containing about6 to 14%.Glycyrrhizin is

generallyknownforitsanti-inflammatoryandanti-cancereffectsinallergic,

chronic infections,viraldiseases and to reduce cholesterol.In general,

medicineherbs effectivelyusethecomponentoflicoriceextractthroughhot

waterdecotionofmedicinalplants.Inthisstudy,Pedicoccussp.PSK was

isolated from traditionalfermented soybean foods.PSK was subjected to

physiological characterization, such as salt tolerance, immunity against

artificialgastricjuiceandbileacid,heatresistance,hemolyticaction,andits

morphologicalfeatures to ensure thatits could beused asa probiotic

bacteria.WaterextractofGlycyrrhizauralensisfischermixedwithPSK and

theoptimum pH change,thegrowthtemperaturewereinvestigated.Results

showsan increased growth with waterextract.Halibutisanon-specific

immune response of Glycyrrhiza uralensis fischer water extract (75℃).

Addition of1% Glycyrrhizauralensisfischerwaterextractin theculture

medium (75℃),haveincreasedtheactivityofmacrophages,whichinturn

increasedlysozymeactivity.Hence,theGlycyrrhizauralensisfischerwater

extractalongwithPSK couldbeusedtoincreasethefishfarmingproduction

by improving the immune system function offish againstbacterialfish

diseases.
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Ⅰ.서론

어류양식은 일본 방사능의 피해 및 적조 현상 등으로 인한 감소가 보이긴 했

으나,출하 가능한 성어들의 물량은 증가하고 있다 (통계청.,2013).가장 높은

비중을 차지하는 넙치는 단백질 함량이 높고 저칼로리로 많은 사람들에게 인기

가 많은 어종이다.하지만 생산량 증가를 위한 고밀도의 사육은 수질 악화 및

어류의 스트레스로 인해,어류 질병의 발생 빈도가 증가 되고 있다 (Heoetal.,

2003).그리고 세균 및 바이러스,기생충 등의 단독 감염이 아닌 혼합 감염의 발

생이 증가 되고 있다 (Hwang.,2007).

이를 치료하기 위한 가장 일반적인 방법인 화학적 요법은 항생제 투여 방법

이 있다 (Eldaretal.,1954).그러나 무분별한 항생제의 오남용으로 인해 내성

균주 증가 및 생태학적으로 많은 문제를 일으킨다 (Weston.,1993;Newman.,

1993;Esiobu,etal.,2002;EI-Rhman,etal.,2009).이러한 문제를 해결하기 위

해 수많은 천연 항생 물질 및 합성항산화제를 사용하고 있으나 고농도로 투여

할 때 발암성을 나타낸다는 연구 결과가 있다 (문 등.,2007;OoiandLiong.,

2010;KooandChung.,1994).

따라서 안전 요법으로 알려진 프로바이오틱스에 대한 관심이 늘어났으며,현

재 전 세계적으로 많은 연구가 진행되고 있다 (TrafalskaandGrzbowska.,

2004;Jang.,2012;Salminenetal.,1999).

프로바이오틱스는 인체에 유익한 미생물로 장내 미생물의 균형을 알맞게 유

지시키며 (Isolaurietal.,2001;Willisetal.,2007),장내 균총을 강화해 면역과

건강 향상에 많은 도움을 준다고 알려져 있다 (Fuller.,1989).대표적인 프로바

이오틱스에는 유산균 (Lacticacidbacteria,LAB)이 있다 (Ringoetal.,1998;

Conway.,1996).그 중 Lactobacillussp.(Ashenafi.,1991;Chateauetal.,1993;

Gildberg etal.,1997)와 Bifidobacterium sp.는 사람들에게 많이 사용되며,

Bacillussp.(Sugitaetal.,1998),Enterococcussp.와 Saccharomycessp.는 동

물에게 많이 사용 된다 (Jadamusetal.,2001).
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본 실험에서 사용한 Pedicoccussp.는 운동성을 지닌 그람 양성균이며,비 포

자 형태로 장내 미생물의 강화 및 병원균의 침입을 억제해주는 것으로 알려져

있다 (OoiandLiong.,2010).또한 젖산균으로 발효 대사 산물을 생산 한다

(Holcketal.,1992).

유산균에 식물이나 채소,한약재 추출물을 첨가하면 생육을 증가시킨다는 연

구 결과가 있다 (오 2002;우 2004;Metcalfetal.,KooandChung.,1994;

Zalkaetal.,1978).증식을 촉진시켜 주는 물질은 비타민(Shorb.,1948)과 아미

노산(Heimbuch etal.,1956)또는 Mn
2+
(Stamer etal.,1964;Zalka and

Kissinger.,1984)라고 알려져 있다.인공배지에서는 유산균의 생합성 능력이 제

한되어 있지만,위의 물질에 따라 그 제한 된 것들을 채워줄 수 있다고 보고되

어 있다 (ThornhillandCogan.,1976).

여러 한약재 중 본 실험에서는 감초(Glycyrrhizauralensisfischer)를 사용 했

다.감초는 다년초 식물이며,주성분인 Glycyrrhizin을 약 6∼14%을 함유하고

있다 (Yun.,1980).Glycyrrhizin은 일반적으로 항염증 및 항암 효과와 알레르기

(Kumagaietal.,1967),만성감염(Kisoetal.,1984),바이러스질환(Pompeiet

al.,1979),콜레스테롤 감소에 효과가 알려져 있다(Hsiang etal.,2002;

Shibata.,2000;Munetal.,2002).일반적으로 한약은 달여서 먹는 약용식물로

감초의 유용 성분을 효과적으로 추출해보고자,증류수를 이용한 열수 추출로 수

행하였다.

본 논문에서는 전통발효식품인 된장에서 분리 되어진 Pedicoccussp.PSK의

생리학적 특성,형태학적 특성,염기서열 분석으로 동정하고,생육 조건 검토 및

단일 생육과 pH 변화를 관찰하였다.감초는 다양한 온도별 구배를 두어 열수

추출하였다.그리고 추출되어진 온도별 감초는 PSK와 혼합하여 생육 및 pH변

화를 관찰하였다.다음 온도별 첨가 혼합물들은 어류질병세균에 대한 항균 활성

을 측정하고,넙치 내 비특이적 면역 반응을 확인하여 사료 첨가 내 응용성을

확인 하였다.

본 연구의 목적은 이런 바탕을 기반으로 어류질병 세균의 예방 및 면역 기능

을 향상시킴으로서 어류 양식 산업 생산의 증가를 돕고자 하였다.



- 3 -

Media Comporiton(Perliter) Amounts Remarks

MRSBroth

ProteosePeptoneNo.3 10g

Difco,USA

BeefExtract 10g

YeastExtract 5g

Dextrose 20 g

Polysorbate80 1 g

Ammonium Citrate 2 g

Sodium Acetate 5 g

Magensium Sulfate 0.1 g

ManganeseSulfate 0.05 g

Dipotassium Phosphate 2 g

Ⅱ.재료 및 방법

2.1.Probiotic균주 분리 및 선정

2.1.1.균주 분리

본 실험에 사용 된 균주는 전통발효식품인 된장에서 분리하였다.된장을

0.85% 생리식염수에 1g을 넣어 단계별로 희석하여,Mann,RogosaandSharpe

Agar(MRSA,Difco.,USA)에 100㎕ 넣어 도말하였다.그리고 30℃에서 48시

간 배양하였다.배양된 균은 단일 콜로니를 분리하여 ManRogosaandShape

Broth(MRSB,Difco.,USA)에 (Table.1)접종하여 30℃에서 48시간 배양시켰

다.분리 된 균주는 25%(v/v)glycerol에 현탁 시켜 -70℃에서 보관하였다.

Table.1.Compositoionofisolationmedia.
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2.1.2.인공 위액 및 인공 담즙산에 대한 내성,내염성,내열성,용혈

성

분리된 균주의 인공 위액에 대한 내성 조사를 위해 0.005M sodium

phosphatebuffer를 HCl로 보정하여 만든 pH 2.0∼7.0의 MRSB 배지에 균주

(10
8
cfu/ml)를 10배 희석하여 접종한 후,30℃에서 30분간 방치 후 MRSA에

도말하여 10배 이상의 균수가 낮아지지 않는 것을 확인하여 양성으로 판정하였

다.

인공 담즙산 내성 조사는 1∼3% bilesalt가 포함 된 MRSB배지에 균주 (10
8

cfu/ml)를 10배 희석하여 접종했으며,30℃에서 30분간 방치 후 MRSA에 도말

하여 10배 이상의 균수가 낮아지지 않는 것을 확인하여 양성으로 판정하였다.

내염성 조사는 0∼50ppt(partperthousand)의 NaCl를 포함한 MRSB배지

에 균주 (10
8
cfu/ml)를 10배 희석하여 접종했으며,30℃에서 30분간 방치 후

MRSA에 도말하여 10배 이상의 균수가 낮아지지 않는 것을 확인하여 양성으로

판정하였다.

내열성 조사는 균주 (10
8
cfu/ml)를 10배 희석하고 60℃ 항온수조에 30분간

방치 후,MRSA에 도말하여 1/10배 이하로 균수가 낮아지지 않는 것을 확인하

여 양성으로 판정하였다.

용혈소(Hemolysin) 조사는 면양 적혈구가 5% 첨가되어진 plate (Hanil

Komed,Korea)위에 균을 도말하고 30℃에서 48시간 배양시켜 용혈환이 나타

나는지의 유무를 확인하여 판정하였다.
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2.2.Probiotic균주 동정

2.2.1.형태학적 특성

미생물의 형태학적 특성은 장방출주사현미경 (Scanning Electron

Microphotography,SEM,JSM-6700JEOL Ltd.,England)을 통해 관찰하였다.

MRSA 위에 균을 도말하고,균이 성장하기 전에 전처리를 수행하였다.먼저 배

지를 0.5 x 0.5cm 되도록 절제하고,2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich.,

USA)용액에 1시간 동안 담가 고정시켰다.1M phosphatebuffer로 5분 간격

으로 2회 세척하고 40,50,60,70,80,90,100%의 ethylalcoho(Sigma-Aldrich.,

USA)로 각각 1시간씩 탈수 시켰다.그리고 isoamylacetate(Sigma-Aldrich.,

USA)와 100% ethylalcoho에 1:1로 섞어 1시간 뒤,100% isoamylacetate에 1시

간 방치시켰다.마지막으로 CO2 gas를 이용하여 건조시키고 백금 처리하여

SEM으로 관찰하였다.

2.2.2.생리학적 특성

생리학적 특성은 그람염색법과 포자유무 및 운동성을 관찰 하였으며,생화학

적 성상은 API50CHB (Biomerieux,France),APIZYM kit(Biomerieux,

France)를 이용하여 지시방법에 따라 수행하였다.
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2.2.3.16SrRNA 염기서열 분석

염기서열 분석은 genomicDNA Extractionkit(Bioneer,Korea)를 사용하였

다.ChromosomalDNA를 분리시켜,Bacterial16S rDNA universalprimer로

16S rDNA를 증폭시켰다.합성 되어진 oligonucleotides는 Forword primer

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

5'GGTTACCTTGTTACGACTT-3'로 구성되었다.PCR 수행을 위해,0.5µM

primer,200µM deoxynucleosidetriphosphate,3µM TaqDNA polymerase

(Bioneer,Korea)를 각각 첨가하였다.PCR반응조건은 30cycle로 94℃에서 45

초 denaturation,50℃에서 45초 annealing,72℃에서 45초 extention의 단계를

거친 후,72℃에서 5분간 extention을 하였다.증폭되어진 PCR산물은 ethdium

bromide (Sigma-Aldrich., USA)를 첨가하여 1% agarose (AgaroseLE,

promegaCO.,USA)gel에서 확인하였다.다음 AccuprepTM PCR purification

kit(Bioneer,Korea)를 사용하여 primers,nucleotides,polymerase,salts의 남아

있는 PCR산물들을 제거하여 정제시키고,30㎕ elutionbuffer(10mM Tris-Cl,

pH8.5)로 DNA를 elution하였다.그리고 ABIprismTM BigdyeTM terminator

cycle sequencing Ready reaction kitV.3.1 (Fluorescentdye terminators

method)와 ABI3730XLcapilaryDNAsequencer를 사용하여 PCR산물들의 염

기서열을 분석하였다.DNA 염기서열의 분석은 BLAST online program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)를 이용하였으며,ClustralW software로 염

기서열을 배열시키고 MEGA3program (Ver6.0)을 이용하여 phylogenetictree

를 작성하였다.
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2.2.4.Probiotic균주 선정

된장에서 분리한 Probiotic균주를 이용하여 인공 위액과 인공 담즙산에 대한

내성 및 내염성,내열성,용혈성,생리학적 특성,형태학적 특성을 확인하였다.

본 실험에서는 생균제로서 갖추어야할 특성과 안전성이 확보 된 Pedicoccus

sp.PSK를 선정하였다.
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2.3.Pedicoccussp.PSK의 생육조건 검토

생육 검토를 위해 0.5% glucose,0.1% yeastextract,0.02% MgSO4·7H2O가

함유 된 GY배지를 사용하였다.

2.3.1.탄소원의 배지조성

탄소원은 GY배지에 dextrine,saccharose,sorbitol을 각각 1%씩 첨가하여 3

0℃,24시간 배양시킨 뒤,배양액의 탁도를 흡광광도계 660nm에서 측정하였다.

대조구는 GY배지를 사용하였다.

2.3.2.질소원의 배지조성

질소원은 GY배지에 maltextract,peptone,yeastextract을 각각 1%씩 첨가

하여 30℃,24시간 배양시킨 뒤,배양액의 탁도를 흡광광도계 660nm에서 측정

하였다.대조구는 GY배지를 사용하였다.

2.3.3.무기염의 배지조성

무기염은 GY배지에 KH2PO4,MgSO4·7H2O,FeSO4·7H2O을 각각 1%씩 첨가

하여 30℃,24시간 배양시킨 뒤,배양액의 탁도를 흡광광도계 660nm에서 측정

하였다.대조구는 GY배지를 사용하였다.
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2.3.4.최적 pH 및 온도별 성장 확인

최적 배양 배양조건은 250㎖ 삼각플라스크 안에 MRSB를 150㎖를 넣고 0.1

N HCl,0.1N NaOH 용액으로 pH 4∼9의 범위를 조정하여 121℃에서 15분 멸

균하여 사용하였다.제조된 MRSB에 Pedicoccussp.PSK의 배양액을 1%씩 접

종하여,30℃에서 24시간 배양시켜 배양액의 탁도를 흡광광도계 660nm에서 측

정하였다.최적 배양온도는 10∼40℃의 범위로 확인하였으며,최적 pH 확인과

동일하게 확인하였다.
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2.4.시료 구입 및 추출 방법

2.4.1.사용 시료

본 실험에서 사용 된 감초(Glycyrrhizauralensisfischer)는 제주도 전통시장

에서 건조되어진 상태로 구입하였다 (Fig.1).시료는 상온에서 보관하여 필요할

때마다 꺼내어 사용하였다.

Fig1.Glycyrrhizauralensisfischer
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2.4.2.시료 추출방법

시료추출은 증류수 500㎖ 당 10g의 감초를 혼합시켜 각각 95℃,85℃,75℃,

65℃,55℃에 약 3시간 중탕시킨 후 WhatmanNo.2여과지를 사용하여 1차 여

과과정을 거친 뒤,poresize0.45㎛ syringe용 멸균 filter로 열수 추출액을 조

제하였다.그리고 Pedicoccussp.PSK의 생육 및 항균 항산화 측정을 위해 사

용되었고,추출액은 -4℃에서 보관하여 사용하였다.
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2.5.온도별 감초 열수추출물과 Pedicoccussp.PSK의 혼합물에 대

한 pH 및 생육 조건,항균활성 확인

2.5.1.Pedicoccussp.PSK pH 및 생육조건

MRSB에 Pedicoccussp.PSK를 2.0×10
8
cfu/ml농도로 접종하여 30℃에서

48시간 배양하였으며,생육 조건을 확인하기 위해 12시간 마다 흡광도 및 pH를

측정하였다.생균수는 12시간 마다 흡광광도계를 사용하여 600nm에서 측정하

였으며,pH는 pHmeter(SeveMulti.,Swiss)를 사용하여 측정하였다.

2.5.2.온도별 감초 열수추출물 첨가에 따른 pH 및 생육조건

MRSB에 Pedicoccussp.PSK를 5%씩 접종하고 온도별 감초 열수추출물(5

5℃,65℃,75℃,85℃,95℃)을 배양액에 각각 0%,5%,10%,15%,20%씩 혼합

첨가하여 30℃에서 48시간 배양시켰다.pH 및 생육 측정을 위해 12시간마다 배

양액을 흡광광도계와 pHmeter를 이용하여 측정하였다.
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Bacterianame Strain.No.

Streptococcusiniae KCTC3657

Streptococcusparauberis KCTC3651

Edwardsiellatarda KCTC12267

Micrococcusluteus KCTC3063

Listonellaanguillarum KCTC2711

2.5.3.항균실험

본 실험에서 사용한 어류질병세균은 미생물자원센터 (KoreanCollectionfor

Type Cultures,KCTC)에서 분양 받았다 (Table.2).균주들은 stock (25%

glycerol)화하여 -70℃에 보관하여 사용하였으며,어류질병세균들은 Marine

Broth(MB,Difco.,USA),BrainHeartInfusionBroth(BHIB,Difco.,USA)에

서 배양하였다 (Table.3).

어류 질병 세균에 대한 항균 활성 측정은 Pedicoccussp.PSK (5%)를 접종

하고 온도별 감초 열수추출액을 각각 0%,0.5%,1.0%,1.5%,2.0%씩 MRSB에

혼합 첨가하여 30℃에서 48시간 동안 배양하였다.배양액은 14240xg로 원심

분리하여 상층액을 항균 활성에 사용하였다.공시 균주는 MullerHintonAgar

(MHA,Difco,USA)에 24시간 배양하여 MacFarlandturbidityNo.04가 되도록

조절 시킨 뒤,멸균되어진 면봉을 사용하여 MHA 배지 전면에 균액을 도말하였

다.항균 활성 측정용 시료액은 paperdisc(8mm,ADVANTEC.,Janpan)에

50㎕를 흡수시키고 30℃에서 건조시켰다.그리고 공시균주는 30℃에서 24시간

배양시켜 형성되어진 억제환을 측정하였다.

Table2.Listofstrainsusedofantibacterialexperiment.
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Media Comporiton(Perliter) Amounts Remarks

MarineBroth

Peptone 5g

Difco,USA

YeastExtract 1g

FerricCitrate 0.1g

Sodium Chloride 19.45g

Magnsium Chloride 5.9g

Magensium Sulfate 3.24g

Calcium Chloride 1.8g

Potassium Chloride 0.55g

Sodium Bicarbonate 0.16g

Potassium Bromide 0.08g

Strontium Chloride 34mg

BoricAcid 22mg

Sodium Silicate 4mg

Sodium Fluoride 2.4mg

Ammonium Nitrate 1.6mg

Disodium Phosphate 8mg

BrainHeartInfusionBroth

CalfBrains,Infusionfrom 200g 7.7g

Difco,USA

BeefHeart,Infusionfrom 250g 9.8g

ProteosePeptone 10.0g

Dextrose 2.0g

Sodium Chloride 5.0g

Disodium Phosphate 2.0g

Table3.Compositionofbacterialmedia
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2.6.Pedicoccussp.PSK와 감초 열수 추출물의 혼합물 첨가에 따

른 넙치의 비특이적 면역 반응

2.6.1.실험어의 사육 관리

실험어는 제주도 제주시 조천읍에 위치해 있는 양식장에서 분양받았으며,제

주대학교 해양과학대학에서 수행하였다.넙치는 약 1주일 동안 절식으로 순치시

켰으며,평균 무게는 48.91±0.01g이였다.사육 수조는 120L사각수조를 사용

하였으며,각 수조당 15마리씩 수용하였다.실험기간 중 수온은 18.06-19.81℃,

염분 32.78-34.60‰,pH 8.14-8.32,DO는 7.1-8.2ppm 이였다.실험사료는 어체

중의 2%씩 1일 2회(오전 9시,오후 6시),총 4주간을 공급하였다.

2.6.2.실험사료 제작 및 투여 방법

실험사료는 시중에 판매되고 있는 넙치용 배합사료(조단백질 52.0%,조지방

8.0%,조섬유 3.0%,조섬유 3.0% 조회분 14.0%,칼슘 1.5%,인 2.7%,보그락,

SuhyupCo,Korea)를 사용하였다.Pedicoccussp.PSK (5%)에 감초 열수추출

물 (75℃)을 1% 혼합 시킨 MRSB를 사료 내 10% 첨가하고 발효용기에 담아

밀봉하여 30℃에서 24시간 보관하였다.단일 감초 열수추출물 (75℃)은 사료 내

10% 첨가하여 사용하였으며,대조구는 일반 사료를 사용하였다.각 사료들은

-4℃에서 보관하여 사용하였다.
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2.6.3.어류 식세포의 활성산소 측정

Respiratoryburstactivity는 Anderson과 Siwicki(1996)실험법에 따라 수행

하였다.넙치의 미부에서 채취한 혈청을 0.2% NBT (Nitrobluetetrazolium,

Sigma,USA)와 1:1로 섞은 후,30분간 상온에 반응시켰다.dimethylforamide

(Sigma,USA)1㎖을 넣고 반응 시킨 후,2000rpm에서 5분간 원심 분리하여

상층액을 취해 흡광광도계에서 540nm로 값을 측정하였다.Blank는 dimethyl

foramide,Control은 NBT시약으로 수행하였다.

2.6.4.혈청의 Lysozyme활성 측정

Lysozyme활성 측정 방법은 Kumari와 Sahoo(2005)방법에 따라 분석하였

다.우선,0.02M sodium citratebuffer(pH 5.5)에 Micrococcuslysodeikticus

(Sigma)0.2mg/ml이 되도록 M.lysodeikticussolution을 만들었다.96well

plate에 M.lysodeikticussolution1㎖을 분주한 후 혈청 50㎕와 혼합시켰다.

그리고 상온에서 micro plate reader (Synergy HYX multi-mode reader,

BioTek,USA)530nm에서 30초와 4분 30초의 흡광도를 측정하였다.효소의 양

은 분당 0.001의 감소를 나타내는 단위로 정의하였다.
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Strain Name Isolaton source
Isolate 

temperature
Isolate medium

PSK Soybean paste 30℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

Ⅲ.결과 및 고찰

3.1.Probiotic균주 분리 및 선정

3.1.1.균주 분리 및 선정

된장에서 분리 한 Probiotic균주는 30℃에서 가장 잘 증식하였다 (Table.4).

뚜렷한 단일 집락을 형성하였으며,생육 속도가 빠른 것을 확인 하였다.

Table4.Isolationofprobioticstrain.
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Characteristics PSK

Source Soybean paste

Gram staining +

Hemolysin activity -

Heat stability (60℃) -

Bile tolerance (3%) +

Artificial gastric juice tolerance (1%) +

3.1.3.인공 위액 및 인공 담즙산에 대한 내성,내염성,내열성,용혈성

Peidicoccussp.PSK는 인공 위액 및 인공 담즙산에 대한 내성,그람염색,내

염성,내열성,용혈성을 조사하였다 (Table.5).

PSK는 무포자 상태로 그람 양성균으로 확인되었다.내열성은 60℃에서 음성

반응으로 확인되었고,1% 인공위액과 3% 담즙산에 조사에서는 내성을 갖는 것

을 확인하였다.용혈성 테스트 결과 PSK는 용혈소를 생산하지 않는 것을 확인

하였다 (Fig.2B).

Table5.BiochemicalpropertiesofPedicoccussp.PSK
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3.2.Pedicoccussp.PSK의 동정

3.2.1.배양학적,형태학적 특성

Pedicoccoussp.PSK는 고체배지 위에서 점성(viscosity)을 보이지 않았고 둥

근 형태의 집락 형태를 보였다 (Fig.2A).

형태학적 특성은 MRS배지에서 배양한 뒤,SEM을 통하여 관찰하였다.균주

는 집단을 이룬 구형 형태의 모습을 보였다.평균적인 길이는 1.11㎛,폭은

1.09㎛로 나타났다.



- 20 -

Fig.2.CulturalcharacterizationofPedicoccussp.PSK.Cellsweregrown

at30℃ for48hours.

(A);MRSagar,(B);Bloodplateagar.

Fig.3.Scanning electronmicrographofPedicoccussp.PSK.Cellswere

grownat30℃ for24hours.
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3.2.2.생리학적 특성

생리학적 특성은 API50 CHB Kit를 사용 한 결과,Ribose,D-Xylose,

Glucose, Fructose, Manose, N Acetyl glucosamine, Esculin, Salicin,

Cellobiose,Maltose,Gentiobiose에서 양성 반응을 나타내었고 나머지는 음성

반응을 나타냈다 (Table.4). 효소 활성 측정 결과는 Leucinearylamidase,

Valine arylamidase,Acid phospatase,Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase,β

-glucosidase에서 양성 반응을 나타내었고 나머지는 음성 반응을 나타냈다

(Table.5).
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No. Test Composants actifs Result (+/-)

0 Control -

1 GLY Glycerol -

2 ERY Erythritol -

3 DARA D-Arabinose -

4 LARA L-Arabinose -

5 RIB Ribose +

6 DXYL D-Xylose +

7 LXYL L-Xylose -

8 ADO Adonitol -

9 MDX β Methyl-D-xyloside -

10 GAL Galactose -

11 GLU Glucose +

12 FRU Fructose +

13 MNE Manose +

14 SBE Sorbose -

15 RHA Rhamnose -

16 DUL Dulcitol -

17 INO Inositol -

18 MAN Mannitol -

19 SOR Sorbitol -

20 MDM α Methyl-D-mannoside -

21 MDG α Methyl-D-glucoside -

22 NAG N Acetyl glucosamine +

23 AMY Amygdlin -

24 ARB ArbutiN -

25 ESC Esculin +

26 SAL Salicin +

27 CEL Cellobiose +

28 MAL Maltose +

29 LAC Lactose -

30 MEL Melibiose -

31 SAC Sucrose -

32 TRE Trehalose -

33 INU Inulin -

34 MLZ Melezitose -

35 RAF Raffinose -

36 AMD Starch -

37 GLYG Glycogen -

38 XLT Xylitol -

39 GEN Gentiobiose +

40 TUR D-Turanose -

41 LXY D-Lyxose -

42 TAG D-Tagatose -

43 DFUC D-Fucose -

44 LFUC L-Fucose -

45 DARL D-Arabitol -

Table6.PhysiologicalcharacteristicofPedicoccussp.PSK.
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No.
Enzyme Assayed 

for
Substrate

Result 

(+/-)

1 Control -

2
Alkaline 

phosphatase
2-naphthyl phosphate -

3 Esterase(C4) -naphthyl butyrate -

4
Esterase 

Lipase(C8)
2-naphthyl caprylate -

5 Lipase(C14) 2-naphthyl myristate -

6
Leucine 

arylamidase
L-leucyl-2-naphthylamide +

7 Valine arylamidase L-valyl-2-naphthylamide +

8
Crystine 

arylamidase
L-cystyl2-naphthylamide -

9 Trypsin N-benzoyl-DL-arinine-2-naphthylamide -

10 α-chymotrypsin N-glutaryl-phenylanini-2-naphthylamide -

11 Acid phospatase 2-naphtyl phosphate +

12
Naphtol-AS-BI-p

hosphohydrolase
Naphthol-AS-BI-phosphate +

13 α-galactosidase 6-Br-2-naphthyl-α-D-galactopyranoside -

14 β-glucuronidase 2-naphthyl-βD-galactopyranoside -

15 β-glucosidase Naphthol-AS-BI-βD-glucuronide -

16 α-glucosidase 2-naphthyl-αD-glucopyranoside -

17 β-glucosidase 6-Br-2-naphthyl-βD-glucopyranoside +

18
N-acetyl-β-gluco

saminidase
1-naphthyl-N-acetyl-βD-glucosaminide -

19 α-mannosidase 6-Br-2-naphthyl-αD-mannopyranoside -

20 α-fucosidase 2-naphthyl-αL-fucopyranoside -

Table7.EnzymesdetectedbytheAPIZYM testofPedicoccussp.PSK.
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3.2.3.16SrRNA 염기서열 분석

16S ribosomalRNA PCR 증폭을 통해 얻은 전체 염기서열은 NCBI

(NationalCenterBiotechnologyInformation)의 BLAST searchprogram을 이

용하여 분석한 결과 Pedicoccuspentosaceus와 100%의 상동성을 보였다.PSK

는 근연종 typestrain(Pedicoccuslolii,Pedicoccusacidilactci,Pedicoccus

pentosaceus, Pedicoccus stilesii, Pedicoccus clasussenii, Pedicoccus

argentinicus, Pedicoccus parvulus, Pedicoccus inopinatus, Pedicoccus

cellicola,Pedicoccusethanolidurans)염기서열로 계통수를 작성하였다 (Fig.4).
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Fig.4.Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene

sequencesshowingthepositionofPedicoccussp.PSK withintheradiation

ofthegenusPedicoccus.Bootstreppercentage(from 1000replications)are

shownatbranchpoints.Bar,0.01substitutionspernucleotideposition.



- 26 -

3.3.Pedicoccussp.PSK의 생육조건 검토

3.3.1.탄소원의 영향

탄소원은 유산균의 성장를 도와주며,lacticacid를 형성시키는데 중요한 역할

을 한다고 알려져 있다 (Saarellaetal.,2003).Pedicoccussp.PSK의 탄소원

영향은 Saccharose와 Control이 비슷한 결과를 보였으며,Sorbitol의 첨가는 성

장을 저해하는 것을 확인하였다.하지만 Dextrine이 대체적으로 높은 생육에 영

향을 끼치는 것을 보인 결과,본 연구에서는 최적 무기염을 Dextrine으로 결정

하였다 (Fig.5).

Fig.5.Effectofdifferentcarbon sources on cellgrowth ofisolated

Pedicoccussp.PSK.

A:Control,B:Dextrine,C:Saccharose,D:Sorbitol.
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3.3.2.질소원의 영향

질소원은 대조구에 1% solublestarch를 GY배지에 첨가하고 질소원을 제외

한 배지를 사용하였다.균주의 생육은 Peptone,Yeastextract첨가에서 성장이

높은 것을 확인하였다.하지만,Maltextract의 첨가는 생육을 저해하는 것으로

확인되었다.본 연구에서는 최적 질소원으로 Peptone을 결정하였다 (Fig.6).

Fig.6.EffectofdifferentNitrogen sources on cellgrowth ofisolated

Pedicoccussp.PSK.

A:Control,B:Maltextract,C:Peptone,D:Yeastextract.
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3.3.3.무기염의 영향

Pedicoccussp.PSK의 무기염의 영향은 FeSO4·7H2O,MgSO4·7H2O,KH2PO4

를 첨가한 순서대로 높은 생육 영향을 나타냈고,본 연구에서는 최적 탄소원으

로 FeSO4·7H2O로 결정하였다 (Fig.7).

Fig.7.Effectofdifferentmineralsource on cellgrowth of isolated

Pedicoccussp.PSK.

A:Control,B:KH2PO4,C:MgSO4·7H2O,D:FeSO4·7H2O.
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3.3.4.최적 pH 및 온도별 성장 확인

Pedicoccussp.PSK의 온도별에 따른 성장을 확인한 결과,30∼35℃ 의 성장

률이 가장 높았다.하지만 40℃ 이상을 넘어가게 되면 균의 성장이 이뤄지지 않

는 것을 확인하였다 (Fig.8).또한 pH는 pH 5이하로 내려가게 되면 급격한 생

육 저하를 나타냈으며,pH 6∼7사이에서 가장 안정적으로 성장하는 것을 확인

하였다 (Fig.9).
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Fig.8.EffectoftemperatureoncellgrowthofPedicoccussp.PSK.

Fig.9.EffectofpHoncellgrowthofPedicoccussp.PSK.
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3.4.Pedicoccussp.PSK 및 감초 열수추출물의 혼합물 첨가에 따른

pH,생육조건 및 항균활성 확인

3.4.1.Pedicoccussp.PSK pH 및 생육조건

MRSB에 배양 된 Pedicoccussp.PSK의 생육 조건을 확인하기 위해,72시간

동안 균수의 변화와 pH를 측정하였다 (Fig.10).그 결과,48시간에서 가장 높은

생육을 보이다 점차 감소하는 것을 확인하였다.균수를 측정하기 위해 48시간의

배양액을 PlateCountAgar(PCA,Difco.,USA)에 100㎕씩 도말한 결과 2.0×

10
8
cfu/ml로 나타났다.pH 감소량을 확인한 결과 pH 6.3에서 pH 2.8로 변화된

것을 확인하였다 (Fig.10).
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Fig.10.Growth curve ofviablecellabsorbanceand pH in MRSB of

Pedicoccussp.PSK.
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3.4.2.온도별 감초 열수추출물 첨가에 따른 pH 및 생육조건

Pedicoccussp.PSK,5%와 온도별 감초 (55℃,65℃,75℃,85℃,95℃)열수

추출물을 MRSB에 0%,5%,10%,15%,20%씩 각각 혼합 첨가하여 생육 변화

및 pH에 미치는 영향을 확인하였다 (Fig.11).

확인한 결과,55℃에서 감초 열수추출물을 1∼2% 첨가 시,높은 생육을 보인

것을 확인하였다.그 외 감초 열수추출물도 생육에 도움을 주긴 했으나,75℃의

0.5% 및 95℃의 1.5% 첨가물은 오히려 생육을 저해하는 것을 확인하였다.

pH는 4.2∼4.4사이로 변화된 것을 볼 수 있었으며,생육이 저해 될수록 pH

의 값도 증가되는 것을 확인하였다.

위의 결과를 토대로,Pedicoccussp.PSK만을 배양했을 때보다 감초 열수추

출물(55℃)을 1∼2%첨가하면 생육이 높아지는 것을 확인하였다.



- 34 -

Fig.11.ResultofpH andviablecellabsorbanceofPedicoccussp.PSK in

MRSBwaterextractofGlycyrrhizauralensisfischer.
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Temperature 

(℃)

Glycyrrhiza uralensis fischer concentration (clear zone(mm))

0% 0.5% 1.0% 1.5% 2.0%

A B C A B C A B C A B C A B C

55℃ 8.1 - - 8.2 - - 8.3 - - 8.3 - - 8.4 - -

65℃ 10.2 - - 10.2 - - 12 10.8 - 11.8 - - 10 - -

75℃ 8.2 - - 11.1 10.1 - 11.1 9 13 10.2 - - 9.9 - -

85℃ 10 - - 12 11 - 9.2 - - 9 - - 11.3 - -

95℃ - - - - 10.3 - - 11.1 - - - - - 11 11

3.4.3.항균 활성

Pedicoccussp.PSK의 항균 활성은 Listonellaanguillarum를 제외한 나머지

어류 질병 세균에서는 나타나지 않았다.하지만 온도별 감초 추출물의 첨가로

인해 항균 활성을 측정하였다.그 중 75℃의 1% 감초 열수추출물을 첨가한

Pedicoccussp.PSK는 세 개의 균주에서 항균 활성을 나타내는 것을 확인하였

다 (Table.8).전체적으로 높은 항균활성을 나타내진 못했으나,감초 열수추출

물과 Pedicoccussp.PSK의 혼합물이 항균활성을 증가시켜준 것으로 사료된다.

Table. 8. Effect of Glycyrrhiza uralensis fischer water extract and

Pedicoccussp.PSK mixtureinbacterialgrowth.

A;Listonellaanguillarum KCTC2711(+),B;StreptococcusparauberisKCTC

3651(-),C;MicrococcusluteusKCTC3063(-).
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3.5.Pedicoccussp.PSK와 감초 열수 추출물의 혼합물 첨가에 따른

넙치의 비특이적 면역반응

3.5.1.어류 식세포의 활성산소 측정

어류 체내 식세포의 활성산소는 NBT법 (Ayyaru and Venkatesan,2006;

AndreasandDieter,2003,Siwickietal,1994)으로 측정하였다.1∼3주 동안 3

그룹에서는 유의적 차이가 없었지만,4주차 때 혼합물의 결과 값이 높아지는 것

을 확인하였다 (Fig.12).이러한 결과는 Probiocs균주와 herbal를 혼합하여 첨

가시킨 후 4주차부터 NBT 활성이 급격히 증가한다는 보고와 일치하였다

(Harikrishnanetal.,2011).
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Fig.12.NBT (NitroblueTetrazolium)activity ofOliveflounderfishfed

withGlycyrrhizauralensisfischerwaterextractandmixturePedicoccussp.

PSK andGlycyrrhizauralensisfischerwaterextractandcontroldietfor4

weeks.

C;Control,G;Glycyrrhizauralensisfischerwaterextract,M ;Mixtureof

Pedicoccussp.PSK andGlycyrrhizauralensisfisherwaterextract(75℃,

1%).
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3.5.2.혈청의 Lysozyme활성 측정

라이소자임 활성은 그람 양성균의 세포벽에 직접 작용하고,그람음성균에 대

해서는 항체와 보체의 작용을 증가시켜준 후 펩티도클리칸층을 분해해주는 역

할을 한다 (Jang.,2012).본 실험 결과에서는 전체적으로 대조구보다 높은 라이

소자임 활성을 보였다.1∼2주에는 감초만 첨가한 그룹의 결과 값이 높았으나,

3주차엔 혼합물을 첨가한 그룹의 라이소자임 활성이 증가하는 것을 확인 하였

다.4주차에서는 3주차에 비해 전체적으로 감소를 보이긴 했으나,세 그룹을 보

았을 시 혼합물의 그룹이 증가된 것을 확인하였다 (Fig.13).

라이소자임 활성 측정 결과,감초만 첨가한 수조에서는 시간이 지남에 따라

점차적으로 활성이 감소하였고,혼합물의 경우 감초만 첨가한 그룹에 비해 활성

이 증가되는 것을 확인하였다.
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Fig.13.Lysozymeactivity ofOliveflounderfish fed with Glycyrrhiza

uralensisfischerwaterextractandPedicoccussp.PSK mixeddietfor4

weeks.

C;Control,G;Glycyrrhizauralensisfischerwaterextract,M ;Mixtureof

Pedicoccussp.PSK andGlycyrrhizauralensisfisherwaterextract(75℃,

1%).
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Ⅳ.요약

Probiotics균주는 된장에서 분리하여 인공 담즙 및 인공위액에 대한 내성,

내염성,내열성,용혈성 등의 기초적인 생균제의 특성,형태학적,생리학적 및

16srRNA 염기서열 분석을 통하여 분석하였다.이 결과를 토대로 본 연구에서

는 분리한 Probiotic은 Pedicoccuspentosaceus와 100% 상동성을 보여 최종적

으로 Pedicoccussp.PSK로 명명하였다.

Pedicoccus sp.PSK의 최적 배양조건은 탄소원 FeSO4·7H2O,질소원

Peptone,무기염 Dextrine을 확인하였으며,최적배양온도 30℃,최적pH는 6∼7

으로 확인하였다.

감초는 온도별(55℃,65℃,75℃,85℃,95℃)로 열수추출을 하였다.추출되어

진 온도별 열수추출액은 각각 0%,5%,10%,15%,20%를 각각 MRSB에 접종

하고,Pedicoccussp.PSK를 5% 혼합 첨가하여 30℃에서 48시간 배양시키고

생육 및 pH를 조사한 결과,전체적으로 생육을 증대시키는 것으로 나타났다.하

지만 75℃의 0.5%와 95℃의 1.5%의 첨가물은 오히려 생육을 저해하였다.pH의

변화는 4.2∼4.4로 확인 되었으며,생육이 낮을수록 pH의 값도 증가되는 것을

확인하였다.

Pedicoccussp.PSK는 Listonellaanguillarum를 제외한 나머지 어류 질병 세

균에서 항균 활성을 나타내지 않았다.그러나 온도별 감초 추출물의 혼합 첨가

로 그람 양성 1종,그람 음성2종에서 항균 활성이 나타났다.이는 온도별 감초

열수추출물이 Pedicoccussp.PSK에 관여하여 항균 활성을 증가시켜준 것으로

사료된다.

넙치의 비특이적 면역 반응은 감초 열수추출물 (75℃)1%와 Pedicoccussp.

PSK 5%를 혼합 시킨 사료와 일반 감초 열수추출물(75℃),대조구로 총 3그룹

으로 나뉘어 식세포 활성과 Lysozyme활성을 측정하였다.식세포 활성 결과 대

체적으로 시간이 지날수록 혼합물의 결과 값이 증가하는 것을 확인할 수 있었

다.라이소자임 활성에서는 초기 감초 열수추출물의 결과 값이 높았지만 4주차

에서는 혼합물의 활성이 증가하는 것을 확인하였다. 결과적으로 감초는
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Pedicoccussp.PSK의 생육을 증진 및 항균 활성을 증가시켰고,넙치의 비특이

적 면역 반응의 향상을 확인하였다.

본 연구에서는 전통발효식품인 된장에서 Probiotics균주를 선발하여 한약재

인 감초와 혼합시켰다.유산균들은 식물 및 한약재 추출물을 첨가하면 생육을

촉진시킨다는 연구 결과가 보고되었다.따라서,이런 바탕을 기반으로 어류 질

병 세균의 예방 및 면역 기능을 향상시킴으로서 어류 양식산업에 생산을 증대

시키고자 하였다.
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